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ポストハーベストへの応用を目指した
アパタイト被覆二酸化チタン光触媒の殺菌特性の評価

小出章二牢 ・村田大地料・折笠貴寛ホ・武田純一 *

Evaluation of Disinfectant Efficacy of an Apatite-Coated 

Titanium Dioxide Photocatalyst for Postharvest Application 
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Abstract 

We used an apatite-coated titanium dioxide photocatalyst (TiOrAp)， and examined its disinfecting efficacy of Escherichia coli and 

Batillus subtilis under UVA irradiation. Changes in the microbial populations of the E. co/i and B. subtilis in the 15.0 % w/v TiOγAp 

solution were assayed at 250C (UVA intensity of 0.8 mW  cm勺.Microbial populations of the E. coli and B. subtilis with 15.0 % w/v 

Ti02-Ap solution or with 0.0 % w/v TiOrAp solution combined with or without UVA irradiation were carried out. Remarkable 

disinfection was indicated under the condition of 15.0 % w/v Ti02-Ap solution with UVA irradiation， however no significant disinfectant 

was found in the other conditions. Results indicated that the rates of disinfection of E. coli and B. subtilis were defined as the slope of a 

semi-logarithmic plot ofthe microorganism concentrations against irradiation time， and the D-value (decimal reduction time) of E. coli 

and B. subtilis w巴redetermined as 23.5 and 8.4 min， respectively. The effects of radical scavenging agents of glutathione on the 

disinfection were examined and it was consider巴dthat OH radicals appear to play a significant role in the mechanism of disinfection. 

Furthermore， we trapped the airborne microorganisms into the glass bottles containing 15.0 % w/v TiOrAp solution at a postharvest 

facility， and disinfection of bacteria， and moulds and yeasts， were examined under UVA irradiation. Results show巴dthat most of the 

microbial populations in the Ti02-Ap solution reduced to uncountable levels. Recently， new global standards such as Good Agricultural 

Practices (GAP) have be巴nintroduced for agricultural facilities and there are s廿ongdemands for improvements in food safety， 

occupational safety and environmental conservation in the facilities. Thus， our data provide basic information regarding reduction of 

bacteria， and it can be considered that Ti02-Ap would b巴beneficialdisinfection method in postharvest facilities. 
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1. はじめに

農業生産管理工程 (GAP)のグ、ローノ"'Jレスタンダード化にイ料、，

ポス トハーベス ト工程でも食品の安全性向上，環境の保全，労働安

全の硝呆などの点検・刊面を行う施設が増えてきている。これまで

著者らは「農産施設・食の安全性確保Jの研究に九長を置き，青果

物の殺菌方法の開発 (Koide巴t札，2∞9;Koide et al.， 2011)を進めて

きた。近年は，農産施設内の空中浮遊菌の濃度やその同定を行うと

ともに (Koideet al.， 2012) ，電気集じん法を用いることで高い効率

で空中浮遊物質や空中浮遊菌の捕集ができ (Koideet al.， 2013) ，ま
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たアパタイト被覆二酸化チタン水樹夜げ胡劫舟を用いれば，農産

施設由来の浮遊菌を太陽光程度の紫外線強度で水中滅菌で、きるこ

とを報告(村田ら，2011;村田ら，2012) した。更に，主団劫某樹夜

はパプリング装置を設けることで装置内に組み込むことができ，入

気した空気は，湿度を一定として排気することができるので，特に

青果物貯蔵施設など高湿度環境内での空中浮遊菌の殺菌に対して

有効であり，う団的某自体は自己殺菌能を有するため太陽光などを用

いてメンテナンスできることを提案した(村田ら， 2011;村田ら，

2012)。よって主団虫媒溜夜lこよる殺菌法は，農業施設内の新たな空
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気洗浄の手法としても有効であると考えられる。本砂院は，この光

船棋を用いた殺菌技術に関する基礎殺菌特1生の収集を目的として，

アパタイト被覆二酸化チタンを用いてラボスケーノレで殺菌測定を

行い，併せてその殺菌メカニズ、ムを検討した。更に，実際の島蜜施

設(穀物貯蔵施設)の現場にて空中浮遊麗を捕捉した樹開こう問搬

を入れてUVA照射の条件のもと3間劫某水中殺菌を試みたので報告

する。

2. 材料およt鼠4定方法

(1)材料

1)供試菌

Escher.帥 iacoliNBRC 3301 (以後，大腸閣と科です)とBatillussubtilis 

(以後，枯草菌と税?す)NBRC3∞9を用いた。菌株はいずれも (3!lu
製品矧部抑協盤強静〈イオテクノロジーセンターから入手した。

大腸菌は3アCの温度にて 24時間8匝 (BrainH悶 tInfusion)液体

培地で，枯草菌lお7
0

Cの温度にて 24時間NA(N出 ent昭 r)液体

培地で液{和音養し，これを3000rpm，10分間で遠心分離し，上澄み

の液併記也を取り跡、た後， PBS (Phosph蹴 -Buffer吋 Salines)を加

えてホモジナイズし，再度同条件で遠心分離を行って菌体を抽出し，

10010グリセロールを含有させたPBS'こて…200CでRグタリセロールス

トックして保存した。

2)光船媒と紫外線ライト

光触媒はアパタイト被覆二酸化チタン光触媒 (Nanowave，

NSP鍋P001，Japan) (以後， Ap-Ti02と税引を用し叱。この地搬

は，二酸化チタンフ鴎劫某の、塗膜キ粒子の表面に，ナノサイズのアパ

タイト結晶を直接析出させた多機能性セラミックス接合材料であ

る (Koideand Nonami， 2007)。紫外線はブラックライト (367nm，

14W)を用いてUVA照射した。本測定ではUVA紫外線強度は0.8

mW/cm2 と太揚光より恭子弱い強度とした。

(2)測定方法

1)大腸菌および枯草菌を用いた殺菌試験

a大腸菌の殺菌誤験

グリセロールストックした大腸菌をB印液体培地にて37
0
Cで'24

時間培養後，蔀懸濁j夜を作成しこれを滅菌生環食塩水にて105

CFU/mLとなるようにビーカー内で希釈調整した。次に， A~トTi02
を濃度15% w/vとなるように調整した後，ビーカー上面をラッピ

ング、周フィルムで、、ンーノレした。その後，溜夜の視度を250Cに保ち撹

枠しながら，以下の測定条件で関数の経自守変化を測定した。

①菌懸濁j夜十Ap-Ti02+ブラックライト照射 G筒蚊築匹)，②菌

懸濁液 +Aj:トTi~+ 暗黒条件 G間繰コントロール区) ，③鴎較描

j夜+ブラックライト照射 (UVコントローノレ区)，④菌懸濁液÷暗

黒条件(コントローノレ区)，⑤車部底濁j夜十Ap-Ti~十ブラックライ

ト丹時t+ク守ルタチオン(グルタチオン添加区:グ、ルタチオン濃度

は50mM)。

b.枯草閣の殺菌訴験

グリセローノレストックした枯草菌をNA液体培地にて37
0Cで24

時間培養後，龍懸濁液を作成し滅菌生理念樹立にて105CFU/mLと

なるようにビーカー内で希釈調整した。紫外線描支や，グノレタチオ

ン添illo最，島敬条件や実験明1演は前述と開条件である。

2)農蹴能設の空中浮遊菌を用いた殺菌猷験

先岩手県内の農樹首設A~こ滅菌生理食塩水300mLの入ったデュラ

シ弧を持ち込み，インピンジャー法 (Koideet al.， 2013)を用しマ空

中浮遊菌を掃諜した。図1に空中浮遊菌の捕集装置の柳各図を示す。

実験装置は，空気流入用ピニールチューブ，インヒ。ンジャー，流量

計 (Kof!∞， RKI710)，エアーポンプ (テクノ高槻， C・5BH)によ

り構成した。使用するインピンジャーおよび内部の生理食塩オG

mLは予めオートクレーブにより滅菌し， リアクタおよびチューブ

は75%アノレコールで殺菌した。施設内の空気は，流量計により 10

Uminに調整して，装置最後段のエアーポンプにより装置内に引き

込んた捕集時情は100分としむこの微生物懸謂液を即座に実験

室に搬入し，微生物懸濁液を3伽1L採取して， Ap-Ti~ を濃度15%

w/vとなるように入れ，ブラックライトR碕す ω.8mW/cm2) したも

のを泊搬処理区とした。測脳変0時間と24時間後の一般生菌数と

カピ・酵母教を測定した。

3)微生物の鉛剣方法

大腸菌，枯草菌ともに測定樹夜から採取した微生物密濁液を適宜

希釈し， TSA培地(枯草菌はNA培地)に塗抹して，これを3デCの

条件下で'24時間培養し，そのCFUから生菌数 (CFU/mL)を算出し

た。検出限界は10CFU/mLで、あった。生存比 Sは，次式で計算し

た。

S = logIO(N / No) 

ここに，Nは生菌数， λもは初蘭数である。

農産施設での籍蕗鵡食においては，一般生菌数は微金物曜濁j夜を

適宜希釈し，その0.1mLを標準寒天培地に塗抹し，これを3iCの条

件下前8時間培養し，そのCFUから一自姓菌数 (CFU/mL)を算出

した。カビ・酵母数は，抽出液から0.1mLをPDA培地に塗布し，こ

れを5日開25
0

Cの条件下で培養し，そのCFUを計測し耕尺倍率から

CFU/mLを算出した。

(3)統計角材斤

各データ間の有意惹検定は，多群間比較ばfurkyの方法を，減

間比較はs似dentの t検定を用いた。有意水準は5%とした。
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図1 農産施設の空中浮遊菌の捕集装置の概略箆
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3. 測定結果およE舟察

(1)大腸菌およひ粘草菌を用いた殺菌訟験の結果

Ap-Ti02濃度15.0% w/vにおける殺菌認識の結果を図2 (j寸!¥i'簡

を供試菌株とした場合)と留3(枯草茜の場合)に示す。菌2を見

ると，実験剥ねの光角蝶区では殺菌時間による有意な菌数の減少

が見られ，他の3条件(実験斜崎~④)では測定で得られた菌数

は初菌と上国交して有意な差は見られなかった。枯草菌の場合も，図

3に見られるように期失条件a:の光掲蚊葉区では，殺商時間による有

意な頭数の減少が見られた。また，他の3条件(実験条間〉必)

では測定で得られた菌数は初菌と比較して有意な差は見られなか

った。この臨2およひ潤3に示した各測定刻牛僕験条件@必)

の測嵐清泉については以下に詳しく考察する。

1)アパタイトが殺菌に与える影響

本研究に用いたAp-Ti021こ被覆されているアパタイトはヒドロキ

シアパタイトCa!Oσ04)(0問2で、あり，生物の骨や歯を構成する物質

である。このアパタイトの糊数としては，タンパク質密構成するア

ミノ震縛の吸器;機能が挙げられる(青木 1993)。よって，細菌占が

大量にアパタイトに吸着すると測定結果に影響を与えることもあ

るため，期会条{閣の概定によりアパタイトが殺菌に与える影響を

検証した。実験条併二②の結果を見ると，今回の測定では大腸韻およ

び枯草菌の菌数の経時変化は初菌と比較して有意な葦は見られな

かった(呉験条件②)。よって今回の殺菌試験では，アパタイトに

よる菌の吸着の影響は鮒見できるものと考える。

2) UVA紫外線が殺菌に与える影響

図2と図3を見ると，大腸菌およひ粘草簡の菌数の経時変化(実

験条件③)は初菌と比較して有意な蓋は見られなかった。通常，

254nm付近の波長の紫外線は最も殺菌力が5齢、が，今回使用した

じVA紫外線ライトの波長域は367nmで、ある。 60分のUVA紫外線

(365nm， 15W)を照射しても大腸菌数の増減に影響を与えなし、と

いう報告 (K凶net a1.， 2003)もあり，本研究においても同様の結果

が得られた。

3)樹夜温度が測定中の微生物の土器殖に与える影響

呉検条伸~の結果(臨 2 と図 3) を見ると，今回の測定時間では，

大腸菌および枯葉萄の菌数の経時変北は初菌数と比較して有意な

差は見られなかった。一般に，中混域においてバクテリアは時間と

ともに増殖するが，本測定j湿度は250Cで、あったことと，測定時間が

最対0分であったことから大腸菌，枯草菌ともに初菌と比べ有意な

増破は見られなかった。

4)アパタイト被覆二齢化チタン3間妙某の殺菌メカニズ、ム

以上の実験条f取1)，②，③，(1:の結果よりアパタイトの影響や，

UVA紫外線の影響，樹夜温度の影響を受けることなく， UVA照射

下でAp-Ti02出樹夜内の大腸菌や枯草菌を殺菌できることが示され

た。次にAj:日iUzの殺菌メカニズムを検討・考察する。一般に，ニ

畿化チタンの水中殺菌における殺菌メカニズムはヒドロキシラジ

カル等の活↑錨絹著種を主としたラジカノレ生成による影響が大きし、

とされる (Oadjouret a1.， 2∞6)。そこで本研究で用いられるAp-Ti02
の殺菌メカニズムもニ離化チタン光触媒と同様であるかを検証す

ることとした。すなわち，実験タ討牛aの3間妙某区にラジカノレスカベ

ンジャーであるグルタチオンを納罰した実験条件⑤の結果を基に

検討した。このラジカルスカベンジャーは，活性酸素種を補足する

物質であり，本研究においてもAp-TiUzによって発生が想定される

活性酸素種を捕捉する物質として使用した (0叫0ぽ eta1.， 2006)。
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表1農産施設の空中浮遊菌を捕捉した菌懸瀦液を用いた

Ap-Ti~の水中殺菌試験の結果

初菌 主出虫媒区

寸姓菌数

(loglQ CFU/mL) 

カど酵母数

3.23土0.30 ND(9/1O) 

3.10土0.02 NO(8/1O) 。ogJOCFU/mL) 
注 NDのo内は全浪IJJ'E培地数に対するNDの割合を示す

注:NDとはE惑が全く検出されなかったことを示す
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実験条件舎の測定ヨ械を見ると，グノレタチオン励B区で、は菌数が

初菌に比較して有意な差が見られなかった(闘2)。また，枯箪菌

の菌数も初障に比較して有意な差が見られなかった(関3)ことか

ら，グルタチオンの納日は，殺菌周芯を閤害したとし、える。このこ

とから， Ap-TiUzも二酸化チタン光船媒と同様，殺菌の主要メカニ

ズムはヒド、ロキシラジカル侍の活性酸素種を主としたラジカル生

成であることが推察される。

5) D値について

図2より殺菌試験のデータを指数関数で近似して大腸菌のD伎

を求めたところ， 23.5 minと算出された。また図3より枯華街のD

値は8.4minと計算された。これまで，我々は，農商量設内出来の躍

後や籾殻をUVA照射下で、Ap-Ti02を用いて殺菌したときに，

Ap-Ti02i幾度によって殺菌結果が異なると報告(村田ら， 2011) し

たが，今後出a，_p-TiUz濃度が殺菌効率に与える影響についてUVA強

度キ繍夜温度を含めて詳細に検討し，最適な殺菌手法につし、て検討

したいと考える。

(2)農車砲設の空中浮遊菌を用いた殺菌訴験の結果

表 1に農蹴笛交内での空中浮遊菌の光脚某を用いた殺菌捕食の

結果を示す。表1の結果を見ると，採取した樹夜中の一弥姓菌およ

びカピ・酵母は， 24時間のAp-Ti02による水中殺菌で、ほぼ滅菌で、き

たことが分かる。

以上，本研究はラボスケールにてAp-Ti02の殺菌メカニズムを解

明し，またAp-Ti02の光員数葉殺菌の基礎的殺菌特性について基礎的

知見を収集したものである。これまで著者らは実際の農産訪協妨も

採取した塵挨中の菌に対してう間数築殺菌獄験を行い，AJ:バi02を汚

いることにより農酎包設から採取した鹿挨由来微生物を十分に殺

菌できることを報告している(村田ら，2011)。本実験は，それに

加えて実際の農産施設の現場にて空中浮遊菌をトラップし，

Ap-TiUzを用いてう間蚊JttJk中殺菌の実言蹄埼灸を行い，パブリング装

置 (Ap-TiUzとUVAP.鵠すをハイブ'1)ッドとした装齢制国淀した現

場での応用が可能かを検証したものである。 AJ:トTi02を用いた水中

殺菌は，農蹴笛交の場での殺菌手法として応用が可能であると考え

られる。

4. 構 要

大腸菌と枯草菌を供試菌としてアパタイト被覆二酸化チタン光

創設某(Ap-Ti02) の殺菌メカニズムの解明を解明するとともに，殺

菌特性の間部をラボスケーノレで行った。更に，実際の農麟鍛(穀

物貯蹴箇交)の現場にて空中浮遊菌を揃足した菌懸濁液に対して，

Ap-Ti02を用いてUVAf!摘すのもとう鵠蚊草木中殺菌を試みた。その結

果，以下の知見を得た。

1) Ap-TiUzを用いたう閥的某殺菌の主要な殺蘭メカニズムは，活

性酸素穏によるものと推察された。

2) 本測定条件における大腸菌，枯草菌のう国妙薬殺障のD値はそ

れぞれ23.5min， 8.4 minで、あり， Ap-Ti02の殺菌特!創立指数関数を用

いて近似できることが示された。

3) 実際の穀物貯蔵農崩協交の現場にて空中浮遊麗を捕捉した菌

懸濁液に対して， Ap-Ti02を用いてUVA照射のもとヨ間蚊彩1<中殺菌

を試みた結果，溶液中の一殺生障およびカビ・酵母は， 24時間の

Ap-Ti02による水中殺菌で、ほぽ滅菌できた。

今回得られた知見は，今後の農蹴包設内の環境改善を想定した光

角的某の殺菌技術の開発に資する知見を与えるものと考える。
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