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１．平成22年度研究成果の概要 
 

本研究では食品粉体として片栗粉とコンニャク粉を用い、これらのオゾンガスによる殺菌

を検証した。オゾンガスは沿面放電型オゾナイザーを用いい、原料は酸素ガスを使用した。

発生するオゾン濃度は20～122 g/m3である。大腸菌を用いた殺菌実験では片栗粉が簡単にオ

ゾンガスで殺菌できるのに対し、コンニャク粉は殺菌が難しいことが明らかになった。片栗

粉とコンニャク粉の表面をSEM観察したところ、片栗粉が粒径数十μmの表面が滑らかな性

情なのに対し、コンニャク粉は数百μmと大きく、表面に多数の凹凸がある性情をしていた。

このような形状の違いがオゾンガスによる死滅特性に影響を与えていると考えられる。オゾ

ンガスによる食品粉体の殺菌は有用であるが、食品の種類により効果が異なるので注意が必

要である。 

また芽胞のオゾンガス殺菌を片栗粉を用いて検討した。乾燥オゾンと湿潤オゾンによる殺

菌効果の比較を行ったところ、湿潤させたほうが殺菌効果が高いことが明らかになった。し

かし湿潤オゾンで4時間処理しても90％程度の死滅率で、十分な殺菌効果を得ることが困難

であった。そこで芽胞の発芽を誘引しつつオゾン殺菌することを試みた。誘引剤としてはア

ラニンとジピコリン酸を検証した。この結果、ジピコリン酸による発芽促進を併用すること

が有効であることが実証された。 
  

 

２．助成期間内での研究成果の概要 
 

1．はじめに 

小麦粉や米、香辛料等の粉体及び固体の食品原料は、植物を乾燥あるいは脱穀や粉砕する

ことで製造され、食品の種類により大きさはさまざまであるがおおむね数十μmから数mmの

範囲である（図1）。その製造現場は微生物汚染防止等の処置が施されていない場合が多く、

製品に大腸菌群やサルモネラ菌などの微生物混入を避けることができない。 

また香辛料などの食品原料はソーセージやハムなど多くの加工食品に使用されており、大

量の食品を製造する食品の加工工程で均一かつ十分に食品を加熱して殺菌することは不可



能である。それ故、食品原料に付着した微生物をあらかじめ殺菌しておく必要があり、殺菌

しておかないと微生物の繁殖に伴う腐敗や食中毒を引き起こす。 

小麦粉、香辛料などの乾燥食品原材料を汚染している微生物の多くは土壌由来の微生物や

細菌胞子である。特に細菌胞子は加熱しても死滅しにくく、かつ乾燥した粉粒体は熱伝導率

が悪い。そのために、粉粒状の乾燥食品原材料を加熱殺菌するには長時間加熱する必要があ

る。しかし、長時間加熱すると、有用成分の破壊や原料の香りや味の変化が避けられない。

食品原材料を加熱殺菌することは実用上ほとんど不可能である。そのため、非加熱殺菌によ

る殺菌方法が必要である。 

しかし、非加熱殺菌の薬剤殺菌法は残留毒性があり人体への毒性があることから食品への

使用は禁止されている。紫外線殺菌法や高圧殺菌法などの物理的な非加熱殺菌法はその効果

が不充分であり、放射線殺菌法はジャガイモの発芽防止にのみ許可されているが、基本的に

は安全性に疑問があることから国内では認められていない。 

そこで、本研究で着目した殺菌処理方法はオゾン殺菌処理である。オゾン(O3)は不安定な

物質で長い間存在できず、次第に酸素原子1つを放出し酸素(O2)に戻る。又、フッ素につい

で強い酸化作用を持ち、耐性菌を作ることなく殺菌ができる。よって、残留毒性が少なく、

殺菌効果があるため、食品へ使用しても安全であると考えられる。 

実験では 122 g/m3 (= 6.1×104 ppm)という高濃度のオゾンガスを用いて、殺菌処理を行

った。（自然界でオゾン濃度は最高値で0.1 ppm）本実験の目的は、高濃度オゾンガスによ

る食品粉体の表面殺菌の効果を検証することである。 

 

2．実験方法・手順 

2．1 大腸菌粉末の調整 

本実験では、乾燥状態のものがターゲットである。食品粉体に水分を含ませることなく、

大腸菌を混合させたサンプルを用いる為、乾燥したままでも生きている大腸菌の作成を行っ

た。液体培地(LB培地)10 mL中にEscherichia coli K-12 を植菌し 35℃に設定したインキュ

図1 様々な食品粉体とその粒径



ベーター内で15～16時間培養した。LB培地は予めpH7.0に調整した。培養液はLB培地500 mL

中に 5000 mL移し、同条件で再び培養を行った。培養した菌体は遠心機で 4300 rpm、5 min

で2度、遠心分離をし上澄み液を捨て、LB培地を洗い流すため蒸留水を加え、遠心分離を行

った。2度の洗浄の後、滅菌済み蒸留水を2 mL加え、ピペットでよく混合させ、懸濁液を各

マイクロチューブに 1mL移し、遠心機で 5700 rpm、5 minで遠心分離をし、上澄みをすて、

遠心式濃縮機に8時間ほどかけた。乾燥した大腸菌を乳鉢でよく粉砕させたものを大腸菌粉

末として使用した。確認のため、大腸菌粉末10 mgに対し生理食塩水1 mLを加え、寒天培地

で培養し、コロニーカウント法にて菌数を確認した。生菌数は2.1×108 ～ 2.5×109 CFU/g

であった。 

2．2 枯草菌胞子の調整 

本研究で使用した菌体は、Bacillus subtilis NBRC3007 芽胞である。作成方法は、

Bacillus subtilisを寒天培地に植菌し、30 ℃、24 時間培養した。その後、インキュベー

ターからその寒天培地を取り出し、室温で7日以上静置することで、芽胞を形成させた。 

上述の作成した芽胞はシャーレ 1 枚につき滅菌水 1 mLで寒天培地表面から回収した。回

収した菌体は遠心分離をして菌体を集め、生理食塩水で懸濁した後に 80 ℃、10 分間の加

熱処理をすることで栄養細胞を除去した。作成した芽胞懸濁液の初期濃度は105～106 CFU/mL

である。 

2．3 使用粉体 

使用媒体として、市販の片栗粉(馬鈴薯澱粉)とこんにゃく粉を使用した。片栗粉の平均粒

径は30～40 μmφ、こんにゃく粉の平均粒径は320～420 μmφといわれている（超微粉こんに

ゃく粉の平均粒径は200  μmφ）。片栗粉、こんにゃく粉の各食品粉体15gに対し付着菌数が

4.0×106 ～4.0×107 CFU/gになるように調整し、大腸菌粉末を加え、薬さじで均一になるよ

うに混ぜた。 

また芽胞に付着させる食品粉体としては片栗粉を用いた。シャーレ上で市販の片栗粉10 g

に対しBacillus subtilis 芽胞懸濁液 1.5 mLを加え、薬さじで十分攪拌させた。その後シ

ャーレの蓋をせずに、クリーンベンチ内にて室温で一晩自然乾燥させた。自然乾燥後の芽胞

付片栗粉は乳鉢でよく粉砕することで均一にした。初期芽胞濃度は104～105 CFU/gである。 

2．4 実験装置 

 本研究はオゾン発生装置(増田研究所 社製 OZS-HC-70-AC)を用いてオゾンガスを発生

させた。実験条件は酸素流量 1.0 または 5.0L/min、オゾン発生量 7.3 g/hであるので、酸

素流量1.0 L/minの時のオゾン濃度は122 g/m3である。 

図2、図3に本研究で使用した装置図を示す。図2はサンプルが入った処理槽へ下からオ

ゾンガスを流し、酸素流量を1.0 L/minと低流量にした固定槽である。また、図3はサンプ

ルが入った処理槽へ酸素流量5.0 L/minで上からオゾンガスを吹き付けた流動槽である。ま

た、各々に湿潤有無の条件を付け実験を行ったが、湿潤有りの場合には水の入った三角フラ

スコの装置へオゾンガスを流し、そこから出てきた湿気を含んだオゾンガスを処理槽へ流し

た。反応器は円筒状、アクリル製で、内径 40 mm、分散板から出口までの高さは 150 mm で



ある。分散板(mesh)は厚さ 1.5 mm、通過可能粒子は 2 μm のステンレス分散板を使用した。

このフィルターは圧力損失が高く、ガスが均一に分散されて反応器内に流れることが期待で

きる。また、アクリル円筒とアクリル円板の間には厚さ 1.0 mm のシリコンシートを挟み、

上下のアクリル板同士をボルトで締めることでサンプルに用いた片栗粉やオゾンガスの漏

れを防いだ。 

オゾンガス処理をする際、サンプルを反応器へ入れない空の状態でオゾン反応装置を 30 

分運転させ、オゾン濃度を目的のオゾン濃度にさせ、濃度を一定にさせた後に菌を付着させ

た食品粉体10～15gを測り取り、反応器内へ入れ、実験を開始した。 

 

3．実験結果および考察 

3．1 片栗粉とコンニャク粉に付着した大腸菌のオゾンガス殺菌 

実験装置は図2に示した固定槽型を用い、片栗粉とコンニャク粉のオゾンガス殺菌効果を

調べた。殺菌効果を図4に示す。縦軸は生菌率[-]、横軸は処理時間[min]である。使用した

食品粉体は片栗粉とこんにゃく粉の2種類である。実験条件は酸素流量1.0 L/min、オゾン

濃度122 g/m3、コロニーカウント法で生菌率を測定した。 

図 4より、片栗粉は処理時間が経過するに従って生菌率が下がり、7 minから菌が検出さ

れなかった。よって、オゾンガスによる殺菌効果を得られた。こんにゃく粉は処置時間に対

し生菌率の値が不安定になってしまった。よって、こんにゃく粉より片栗粉の方が殺菌効果

が高い傾向は認められるが、コンニャク粉はゲル化のため均一な希釈が難しいためデータに

ばらつきが生じた。そこで処理後の粉体をLB液体培地に植菌して、濁度の経時変化を測定し

た。図5は片栗粉に対しての殺菌効果を示している。縦軸はOD660[-]、横軸は培養時間[min]

である。図 5 より、未処理は菌が順調に培養されており、オゾンガスで処理をしたものは、

未処理と比べると培養されていないことがわかった。これはコロニーカウント法での結果と

同等であった。図6はこんにゃく粉に対しての殺菌効果を示している。未処理と処理後の違

 
 
図2 固定槽型オゾンガス殺菌装置 

 
 

図3 流動槽型オゾンガス殺菌装置 



いが現れなかったことからコンニャク粉の殺菌効果は不十分であると認められる。 

片栗粉とこんにゃく粉のオゾンガス殺菌効果の違いを考察するためにそれぞれの FE-SEM

観察を行った。図7は片栗粉の表面のSEM画像である。図7から、片栗粉の表面は滑らかで

あり、凹凸が少ないことが分かった。また、平均粒径が30 μm ということがわかった。図8

はこんにゃく粉表面をSEMで観察したものである。こんにゃく粉は片栗粉よりも粒径が大き

く、また表面には無数の凹凸があることがわかった。 

本実験では片栗粉とコンニャク粉に大腸菌を付着させ、オゾンガスによる殺菌効果を確認

した。片栗粉は比較的容易に殺菌できるのに対し、コンニャク粉は殺菌が困難であることが

判明した。この原因は表面構造によるものなのか、コンニャク粉のほうがオゾンと反応しや

すいためなのかはわからないが、対象とする食材によってオゾン殺菌効果が異なることは注

 
 

図4 コロニーカウント法によるオゾン殺菌効果 

 
図5 濁度法によるオゾン殺菌効果 

（片栗粉） 

 
図6 濁度法によるオゾン殺菌効果 

（コンニャク粉） 



意する必要がある。 

3．2 片栗粉表面の芽胞のオゾンガス殺菌 

次に片栗粉に芽胞を付着した食品粉体のオゾンガスによる殺菌効果に関する実験を行っ

た。固定槽（図2）を用いた実験の実験条件は酸素流量1.0 L/min、オゾン濃度122 g/m3、

オゾン発生量7.3 g/h、処理時間60 minで行った。また、流動槽（図3）を用いた場合の実

験条件は酸素流量5.0 L/min、オゾン濃度59 g/m3、オゾン発生量17.7 g/h、処理時間120 min

で行った。どちらも処理量 10 gで実験を行った。しかしどちらの場合にも生菌率の低下は

一桁以下で、明確な殺菌効果は観察されなかった。比較的殺菌効果が高かった固定槽・湿潤

有りの条件で、処理時間を4 hrまで延ばし実験した結果を図9に示す。図9より4 hrで約

1.3 桁の不活化をした。右下がりのグラフになったことから、処理時間を長くすることで不

活化効果の向上が見られた。しかし不活化率は低く、効果的な結果ではないと考えられる。

芽胞の表面は硬い殻に覆われているので、結果からやはり芽胞のままで不活化することは容

易でないことが伺える。 

次に芽胞を栄養細胞化してから殺菌することを試みた。芽胞が発芽し栄養細胞化するメカ

 
図7 片栗粉のSEM写真（左250倍、右3,500倍） 

 
図8 コンニャク粉のSEM写真（左250倍、右3,500倍） 



ニズムは完全には解明されていないが、L-アラニンやジピコリン酸が発芽を促進することが

報告されている。L-アラニン水溶液(1, 5, 10, 25 mM)とジピコリン酸＋塩化カルシウム水

溶液(0.1, 0.5 ,1, 2.5 mM)を作成し、芽胞懸濁液と混合した。混合後 30 分静置したこと

で発芽を誘導させた。その後、80 ℃,10 分間の加熱処理したものと加熱処理なしのもので

比較をした。発芽が誘導されて、芽胞が発芽し栄養型の菌(細胞)になっていれば、加熱処理

によって除去されるので、この前後の生菌率の変化を観察した。L-アラニンは明確な差異が

観察できなかったが、ジピコリン酸を用いた場合、特に2.5mMのジピコリン酸で処理したも

のは顕著な生菌率の低下、つまり芽胞の発芽が促進されていることが明らかになった。 

そこで芽胞を付着させた片栗粉のサンプルを処理槽へ入れる直前に、サンプルへジピコリ

ン酸水溶液（2.5mM）を噴霧し、オゾンガス殺菌を試みた。結果を図10に示す。▲は芽胞を

付着させた片栗粉のサンプルにジピコリン酸水溶液を噴霧した後、オゾン処理をしないでド

ラフト内に置いた結果である。また、■は芽胞を付着させた片栗粉のサンプルに同量の滅菌

水を噴霧した後にオゾンガス処理をした結果である。前述2点を比較対象にし、芽胞を付着

させた片栗粉のサンプルにジピコリン酸水溶液を噴霧した後にオゾンガス処理を行った結

果が○である。図10より、ジピコリン酸を噴霧しオゾンガス処理をしなかった結果、120 min

後でも殆ど不活化がされなかった。これは、ジピコリン酸により芽胞の発芽が促され、栄養

細胞になったことが考えられるが、その後何も処理をしなかった為、栄養細胞がそのまま残

 
 

図9 固定槽・湿潤有りで4 hrオゾンガス処理した時の 
芽胞菌生菌率変化 



ったことが考えられる。また、滅菌水を噴霧しオゾンガス処理をした結果、120 minの処理

で約 1 桁の不活化をした。これは滅菌水を噴霧してオゾンガス処理を行っても、オゾンガ

ス処理のみを行った場合と変わらないことがわかった。 

これに対しジピコリン酸を噴霧した後にオゾンガスを処理した結果を見てみると、60 min

で約 1.8 桁、120 min で約 2.8 桁の不活化をした。これはオゾンガス処理の不活化に比べ

て、ジピコリン酸を噴霧することで明らかに不活化率が向上した。これはオゾンガスでの芽

胞の不活化に加え、ジピコリン酸を添加剤にすることで芽胞が発芽し栄養細胞となって、よ

り不活化しやすくなったと考えられる。 

 

4．おわりに 

本研究では食品粉体として片栗粉とコンニャク粉を用い、これらのオゾンガスによる殺菌

を検証した。大腸菌を用いた殺菌実験では片栗粉が簡単にオゾンガスで殺菌できるのに対し、

コンニャク粉は殺菌が難しいことが明らかになった。オゾンガスによる食品粉体の殺菌は有

用であるが、食品の種類により効果が異なるので注意が必要である。また芽胞のオゾンガス

殺菌も試みたが、オゾン単独で十分な殺菌効果を得ることが困難であることがわかった。芽

胞の殺菌にはジピコリン酸による発芽促進を併用することが有効であることが実証された。 

  

 
 
図10 ジピコリン酸を噴霧した後、オゾンガス処理をした時の 

芽胞菌生菌率変化 
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