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要 旨

ステンレス銅表面に付着した牛血清アルブミン(BSA)の脱着過程に及ぼす被覆率(の と洗浄温度の

影響について､0.1M水酸化ナトリウムを供給するプラグフローカラムを用いた洗浄実験により速度論的に解

析した｡洗浄時間に対してBSA残存量の自然対数値をプロットした脱着曲線に､同時進行する2つの一次脱

着反応を描写する積分型モデル式を適合させて解析した｡それぞれの被覆率､洗浄温度において､BSAの脱着

曲線は､異なる脱着速度で同時に進行する2つの一次脱着反応の和として表すことができた｡速い脱着速度

で脱着するBSA分子(BSAf)の脱着速度定数(hf)はC依存性を示し､その依存性はC〉0.6で顕著であっ

た｡一方､遅い脱着速度で脱着するBSA分子(BSAS)の脱着速度定数(hS)はC〉0.6でほぼ一定であった｡

椚まぶより10欄20倍低かった｡また､がはアレニウス型の温度依存性を示した｡ガの見掛けの活性化エネル

ギー(名)は33kJ/molと推定された｡hfは温度が10℃上昇する毎に､約1.4倍増加した｡付着したBSAに占

めるBSAS分子の割合は洗浄温度の上昇に伴い減少した｡

1 緒 言

食品産業において､洗浄工程は安全な製品の生産

に重要である｡これまで､食品と直接接する固体表

面の洗浄は､様々な汚れ成分､洗浄剤､洗浄条件に

ついて研究されている1)､2)､3)｡洗浄効率は､加え

られた洗浄力(洗浄剤､洗浄用水､熱などの費用)

だけではなく洗浄時間よっても左右されるため､洗

浄の最適化には洗浄の速度論的解析が不可欠である｡

Jenningsl)はステンレス鋼表面からの牛乳汚れの

アルカリ洗浄過程の研究を行った｡彼のデータは洗

浄初期の汚れの脱着過程において､汚れの脱着速度

と洗浄剤の濃度の間に一次の関係があることを示し

ている｡一次の脱着速度定数はアレニウス型の温度

依存性を示した｡BourneとJennings4)､5)は0.03M水

酸化ナトリウム溶液によるステンレス鋼からのトリ

ステアリン酸の非線形洗浄曲線の研究を行った｡そ

の結果､彼らはステンレス鋼表面には洗浄速度の異

なる2種類のトリステアリン酸が付着しており､

各々の脱着が独立かつ同時に進行する一次脱着反応

として表され､それぞれの脱着速度は10-100倍異な

ることを示した｡また､Jennings6)は､多くの洗浄曲

線が､2種の汚れ成分の一次脱着反応の和として表

されることを示し､この概念が､様々な汚れ､固体

表面､そして様々な洗浄条件に適応できることを示

した｡

最近､我々は付着した単一成分からなる汚れが脱

着速度論的に2種の汚れ成分に大別できるという概

念をもとに一次脱着反応の積分型モデル式を確立し

た7)｡このモデル式は､様々な吸着量(被覆率♂ノ

吸着量/飽和吸着量)でアルミナ表面に付着したウシ

血清アルブミン(BSA)のアルカリ洗浄曲線によく適

合した｡このモデル式による洗浄の速度論的解析は､

洗浄効率の評価に応用できると考えられる｡

本研究は､ステンレス鋼表面からのBSAのアルカ

リ洗浄に及ぼす♂と洗浄温度の影響を調べることを

目的とした｡BSAの洗浄曲線は､時間に対してBSA

の残存量の自然対数値をプロットし､上記積分型モ

デル式を適合させ解析した｡

2 実験方法

2.1実験材料

被洗浄体として､㈱ニラコ製SUS316Lステンレス
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鋼粒子(比表面積0.4m2/g､8-10〃m)を用いた｡モ

デル汚れとして､ナカライテスク㈱製､牛血清アル

ブミン(Fraction-Ⅴ;lot M7G9556)を用いた｡

2.2 タンパク質吸着粒子の調製

0.001から0.5gのBSAを100mlの10~3MKNO3溶液

に溶解し､0.1Mr刑03にてpH5.2に調整した｡1gの

ステンレス鋼粒子に対して5mlのタンパク質溶液を

加え､ガラス製バイアル瓶に入れ､密栓後､振とう

保温(40℃､140rpm､2時間)した｡吸着後､2300

×gで5分間遠心分離した後､上清を取り除いた｡

10-3M榔03溶液で2回濯ぎ､40℃で16時間乾燥した

後､洗浄実験に用いた｡

2.3 洗浄実験

タンパク質が吸着したステンレス鋼粒子1gをス

テンレス製カラム(内径4mmX長さ50mm)に充填し

た後､各温度に設定した恒温槽内に垂直に設置した｡

まず定流量ポンプ(LC-9A;島津製作所㈱製)を用い

て10~3M甜03溶液(p肪.2)をカラム底部より

0.25ml/minの流速で送液し､リンスを行った(40℃)｡

その後､0.1MNaO針溶液を0.25ml/minの流速で送液

し､洗浄した(40-80℃)｡カラム出口より排出され

るリンス液および洗浄液を経時的に分散し､各分画

中のタンパク質量をlowrアイ011in法にて定量した8)｡

2.4 洗浄の速度論的解析

付着した単一成分からなる汚れは､脱着速度論的

に2種の汚れ成分に大別でき､それぞれが独立かつ

同時に脱着するという概念に基づき作製されたモデ

ル式:

1nIl=1n(exp(1nr｡Lkft)+exp(1nr｡S…hSt))(1)

により解析した7)｡ここで､r､r｡f､r｡Sはそれぞ

れ任意の洗浄時間(と〉におけるBSAの吸着量､速い

速度で脱着するBSA分子(BSAf)の初期吸着量､遅

い速度で脱着するBSA分子(BSAS)の初期吸着量を

意味する｡ガ､hSは､それぞれBSAf､BSASの一次の

脱着速度定数を意味する｡

3 結果と考察

3.1BSAの脱着過程の解析

図1にBSAの洗浄曲線(♂=0.54)を示す｡式(1)

の適合には､非線形最小二乗法を用いた｡洗浄時間

0は洗浄液(NaO壬i)がカラムの出口へ到達した時間を

示す｡洗浄曲線には､洗浄初期にリンス液と洗浄液

が置換するための脱着誘導期が､その後､速やか脱

着しする領域､緩やかに脱着する領域が存在した｡

式(1)と非線形最/j､二乗法を用いた洗浄曲線の解

析のためには､脱着誘導期のデータの除外と適切な

初期値の設定が必要となる｡図1Aは脱着誘導期の除

去方法と初期値(ガ･P,AS･P､r｡f,P､r｡S,P)の算出方

法について示す｡まず､速い脱着速度で脱着する領

域に､データにそって破線(1)を引き､1nr｡(ニ0.52)

となる点を仮の洗浄0時(ちp)とする｡遅い脱着速度

で脱着する領域に破線(2)を引き､ちPとの交点を

1nr｡S,Pとする｡r｡=r｡f+r｡Sより1nr｡f,pが算出さ

れる云また破線(1)､(2)の傾きよりが･P,AS,pが算出

される｡

図1Bに非線形最小二乗による適合を行った結果

を示す｡実線は､適合の結果得られた洗浄曲線を示

す｡破線(f)と破線(s)は､BSAf､BSASの一次脱着反

応を示す｡ち｡は得られた実線上の1nr｡=0.52となる

点より算出される｡これらの方法により洗浄を表す

速度論的パラメータが算出された(ガ=0.051Ⅰ扇n~1､

hS=0.0058min~1､r｡f=0.94mg/m2､Il｡S=0.75

mg/m2､ち=2.24､重相関係数ガ=0.9999)｡

0･5 賢【▼~~~~
hro

=竺竺』
0 20 40 60 80 100 120

洗浄時間(分)

図1脱着誘導期の除去と初期値の算出方法(♂=0.54)(A)

初期値(〟,p,〟S･P､r｡f･P､r｡S,P､t｡p)の算出方法｡(B)

式(1)と非線形最小二乗を用いた適合の結果｡実線は適

合の結果得られた洗浄曲線､破線(f)､(s)はそれぞれ算出

されたBSAfとBSASの一次脱着反応を示す｡

3.2 ♂の影響

図2に♂=1.0､0.69､0.38､0.21､0.10でBSAが

付着したステンレス鋼からのアルカリ洗浄曲線に式

(1)を適合させた結果を示す｡脱着誘導期を除くと､

式(1)は高い適合性を示した(R〉0.999)｡BSAの脱

着過程が♂によらず､独立かつ同時に進行する2つ
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の一次脱着反応の和として表されたことより､ステ

ンレス鋼表面に付着したBSA単一成分からなる汚れ

が､脱着速度という観点から見ると2つの成分(速

い速度で脱着するBSA;BSAf､遅い速度で脱着する

BSA;BSAS)に大別できることが明らかとなった｡

1.5

1.0

0.5

篭0
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-1.5

0 20 40 (iO 80 100 120

洗浄時間(分)

図2 様々な被覆率(C)で付着したBSAの0.1MNaOH(40℃)

による洗浄曲線(洗浄液0.25ml/minで送液)｡シンボル;

○､♂=1.0;□､♂=0.69;△､♂=0.38;◇､♂=0.21;

▽､♂=0,10｡

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

♂

図3 算出されたr｡fとr｡Sと♂との関係｡シンボル;○､

rof;△､rOSo

図3に♂と算出されたr｡f､r｡Sとの関係につ

いて示す｡♂が0.11から1.0に増加するにつれr｡r

は0.06から2.2mg/皿2まで卯こ比例して増加した｡

それに対して r｡Sは､低♂領域(♂<0.6)では♂

に依存して増加するが､♂>0.6の領域ではほぼ一

定(0.86±0.10mg/m2(平均値±標準偏差))となっ

た｡夙が0.11から0.38の範囲ではステンレス鋼表

面へ付着したBSA分子はBSAS分子の割合が高かった｡

(1.已召)戒

｢

-
1■･〇1】nT萱-･…､【【…婁･…

0 0.2 0.ヰ 0.6 0.8 1.0

♂

図4 ガ､どと♂との関係｡シンボル;○､ど;△､ガ｡

図4に♂と算出されたが､ガとの関係を示す｡が

は♂の増加と共に緩やかに増加し､♂>0.6で急激

な増加を示した｡ASは♂<0.6の範囲ではがと同様

に緩やかな増加を示すが､♂〉0.6でほぼ一定(0.0071

±0.0012min~1)となった｡また､丘Sはガより約10-20

倍低かった｡

NaOHにより供給されたOfl~イオンは､固体表面と

タンパク質の両方に吸着する｡その結果､両者共に

負に帯電し､タンパク質分子内､タンパク質分子間､

あるいはタンパク質一固体表面間に静電的斥力が生

じ､タンパク質が離脱する3)｡タンパク質の脱着速

度(ガ､ガ)はタンパク質一固体表面問の結合力によ

り決定される｡

一般的にBSAは2つあるいはそれ以上の種類の配
向で吸着していると考えられている(例えば､直立

配向や側面配向)9)､10)｡アルミナ表面へのBSAの吸

脱着挙動に関するこれまで研究において､r｡f･ど

と♂の関係について本実験の結果(図3､4)と同様

の結果が得られている7)､1i)｡これらの結果は､アル

ミナ表面に吸着したBSA分子の吸着形態の変化が､

♂に依存したガの急激な上昇をもたらすことを示唆

している｡アルミナ表面へのBSAの吸着等温線と同

様に､ステンレス鋼表面へのBSAの吸着等温線にも､

♂=0.8付近に小さなステップが存在すること､ステ

ップより高♂伐りで､BSAとステンレス鋼表面の間の

イオンペアーの相対数が減少することを確認してい

る12)｡これらの結果は､ステンレス鋼表面にBSAが

一定濃度以上吸着すると吸着形態の変化が起こるこ

とを示唆する｡

一方､r｡S･ガの♂依存性はr｡r･椚こ比べて低

い(図3､4)｡このことはBSASの方がBSAfよりステ
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ンレス鋼表面との関係が強いことを示唆する｡

また､タンパク質が表面に吸着した後､吸着形態

が変化することも確認されている13)､14い5)｡この吸

着形態変化も､BSA分子と表面との尚の結合力に分

布が生じる要因の一つである｡BSAとステンレス鋼

表面の問の結合力は､吸着形態(吸着に関与してい

る吸着サイト数)､ステンレス鋼表面の不均一性に依

存する｡BSAの脱着が速度論的に2つの成分(BSAS･

BSAf)に大別されたのは､上記の複合的要因により

タンパク質一表面間の結合力に分布が存在するため

だと考えられる｡

3.3 洗浄温度の影響

図5にステンレス鋼表面からのBSAの脱着に及ぼ

す洗浄温度の影響に~づいて示す(♂=0.86)｡洗浄温

度が高いほど脱着速度は増加する｡実線は､式(1)

を非線形最小二乗法により適合させた結果得られた

洗浄曲線を示す｡式(1)は､様々な温度で洗浄する

ことにより得られたBSA脱着曲線に対してもよく適

合した(R=0.9985から0.9996)｡

0 10 20 30 40 50 (;0

洗浄時間(分)

図5 ステンレス鋼表面からのBSAの脱着に及ぼす洗浄温

度の影響(0.1MNaO臥洗浄液0.25ml/minで送液)｡シン

ボル;◇､40℃;▽､50℃;△､60℃;□､70℃;○､80℃｡

表1に図5より算出された洗浄の速度論的パラメ

ータについて示す｡r｡fは､洗浄温度の上昇に伴い

増加した｡一方r｡Sは､温度の上昇に伴い減少し､

80℃で洗浄を行った場合8%にまで低下した｡これら

の結果はr｡ソr｡Sが洗浄温度に依存することを示し

ている｡また､がは洗浄温度が上昇するにつれ増加

した｡洗浄温度が50℃から70℃の場合の椚ま､40℃

の場合より高い値を示すが､明確な温度依存性は示

さなかった｡

表1洗浄曲線より算出された洗浄の速度論的パラメータ

BSAr BSAs

ror か roぎ A∵

(mg/m2)(min-1)(mg/m2)(min-1)

0

0

0

0

0

4

5

6

7

8

1.97 0.069 0.66 0.006

2.01 0.122 0.62 0.011

2,21 0.176 0.42 0.011

2.38 0.240 0.25 0.010

乙42 0.280 0.21 0.006

すべてのデータは2回の実験の平均値を示す｡

2.8 2.9 3.0 3.1 3.2

103/r(Kう

図6 ガのアレニウスプロット｡洗浄条件は図5と同様｡

図6にガと洗浄温度の関係をアレニクスプロット

により調べた結果を示す｡

1nが=一名/ガr+1n月 (2)

'ここで包は見かけの活性化エネルギー(kJ/moI)､

ガは気体定数(8.316J/K･mOl)､rは温度(E)､月は

頻度因子(min~1)である｡1nガと103/rの間に直線

関係が認められ､名と月はそれぞれ33kJ/mol､2.8

×104min▼1となった｡これらの値を2式に代入する

と､が値はそれぞれ0.074min~1(40℃)､0.110

min~王(50℃)､0.161min~1(60℃)､0.229min~1(70℃)､

0.319min~1(80℃)であった｡温度が10℃上昇する毎

にが値は約1.4倍になった｡一般的にアルカリによ

るタンパク質汚れの洗浄性は､洗浄温度の上昇に伴

い向上する1)･16)･17)｡Jenningsl)はステンレス銅表面

に付着した牛乳汚れに対するアルカリ洗浄の洗浄初

期の脱着速度定数の温度依存性について研究を行い､

一次脱着速度定数がアレニクス型の温度依存性を示
し､10℃洗浄温度が上昇すると洗浄速度が約1.6借

上昇することを報告している｡今回得られた結果は
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この結果とよく一致している｡

4 まとめ

ステンレス綱に吸着したBSAのアルカリ洗浄過程

を非線形最小二乗法による積分型モデル式の適合に

より解析した｡被覆率･洗浄温度によらずモデル式

は洗浄曲線に良く適合した｡洗浄温度が10℃上昇す

るとど値が約1.4倍増加した｡AS値には明確な温度

依存性が見られなかった｡本方法を用いることによ

り､洗浄を定量的に評価するための速度論的パラメ

ータを算出することが出来る｡
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