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　　　　　　　　　　　　　　（Received　October　30，　2001　and　crk：ceputed　November　20，　200D，

　　　In◎ur　previous　papers，　batch　treaもme嚢t　w鷺hぎ賊crobubbles　of　supercri雛ca蓋carb◎簸（鼓ox韮de

（SC－CO2）was　es捻聖）ZZshed　as　a蓑a韮terRa糠ve搬¢嶽（x重塾◎keat　treaも瓢e嚢も．　F◎r　adal）£聴も◎盒）◎d

熱d慧s的，co職漁（）穀s　sys艶搬wi一旗α◎b慧bb肇es　O翌SC℃0、　wasごesig飛ed繍媛ce賊ructed、盈

cont舳ous　sysもe㎜，漁e聡are汽ew　fa伽rs　aff艦i㎎iRactivaも沁n　efflcle輪cy◎f繭robubbles
SC－CO2　treatment．　ln　thSs　paper，　effect　of　CO2　fiow　rate　on　enzyme　inactivation　by　continuous

method　with　microbnbbles　of　SC－CO2　was　investigated．　Dissolved　CO2　concentration，　which

played　an　important　role　for　enzyme　inactivation　by　microbubbles　SC－CO？．　treatment，　was

enhanced　dependirtg　o，n　CO2　flow　rate．　Also，　it　was　ob＄erved　that　pH　of　deionim．ed　water　was

lowered　to　below　3　during　the　treatment．　a　一a：rriy｝ase，　which　was　thermoresistamt　enzyme，　was

easily　inactivated　at　low　CO2　flow　rate　because　of　temporary　lowering　of　pH．　On　the　other　hand，

inactivation　efficiency　of　acid　protease，　which　was　aeid－resistant　enzyrae，　was　increased

dependiR9◎∫毫CO泌（）w撒te。

INTRODUCTION
　　　　In　food　industry，　heat　treatments　generally　have　been　used　for　inactivation　of

enzymes　and　microorganisms．　These　treatments，　however，　result　in　critical　damages　of

the　food　quality，　such　as　fiavor　artd　taste．　Therefore，　developments　of　a　nevel　method

have　beeR　desired，　a’Rd　raaRy　researchers　have　’tried　to　establish　akernative　methods，

such　as　hydr◎sも就ic　pressgre，　micr◎wave　h餓もi難9，　P猛1sed　elecもric　field，　a丑d　s◎o熱．

Seyderhelm　et　ag．　（i996）　have　reperted　inactivation　ef　pectinesterase，　pe｝yphenol　oxi－

dase，　peroxidase，　lipase，　lipoxygenase，　and　so　on，　using　ultra　high　pressure　treatment，　but

impractical　high　pressure　（higher　than　500　MPa）　was　needed　for　their　significant

inactivation．　Yen　and　Lin　（1996）　have　described　that　inactivation　of　pectinesterase　and

polyphenol　oxidase　was　difficult　by　hydrostatic　pressure　treatment　at　25．　“C　and　600　MPa

fer　15　rnin．　Ancos　et　al．　（1999）　have　used　microwave　heating　for　inactivation　ef　polyphe－

no｝　oxidase　and　peroxidase　in　strawberry，　papaya　artd　kiwi．　Although，　these　treatments
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have　demonstrated　higher　inactivation　efficiency　rather　than　heat　treatment，　they　are　not

wi（iely　apP蕪ed　t◎the類（iustrial　w◎r粟（蓬becaus奪◎f　cost　f◎r　a鐙para繊s（）r　d1盟cu豆tyも◎desig轟

CO醜㎞u◎慧＄system，　a簑d　s◎on．

　　　In　recent　years，　supercritical，　fluids　have　been　used　as　environmentally　benign　media

jn　various　helds，　such　as　enzymatie　reactions　（Kamat　et　al．，　1993；　Randolph　et　at．，　1998；

Mesian◎θ診α毒。，1999），　exもracもio盤S（Ibafiez　eg　ag．，　1999；　Simandi　et　a－g・．，　1999），　dyeing

（Sieardi　et　ag．，　1999；　Santos　et　ag．，　2001），　degradation　of　pelymer　compeunds　（Savage，

1999；　Kim　et　al．，　2001）．　ln　such　fluids，　supercritical　carbon　dioxide　（SC－CO2）　has　several

advantages，　such　as　nonto虹city，　non且a㎜able，　and　no　residual　che血cal　probl¢m．　Also，

SC－CO2　is　fiptd　that　is　easy　to　operate　because　of　moderate　critieal　tevaperature　and　pres－

sure　（critical　temperature；　31．IOC：　critica｝　pressure；　7．4　MP．　a）．

　　　We　have　developed　an　alternative　method　with　microbubbles　of　SC－CO2　for　inacti－

vation　of　enzymes　and　microorganisms　in　liquid　product　（sake，　juices，　and　so　on）　under

，moderate　co，　zzditieRs　（1＄lnkawa　et　nt．，　1995，　1996a，　1997），　IR　the　previous　papers，　batch

system　was　used　for　，inactivation　of　enzymes　and　mieroergaRisrns．　For　improving　the

treatment　efficiency　and　adapting　microbubbles　of　SC－CO2　method　to　food　irtdustry，　a

new　apparatus　for　continuous　system　with　microbubbles　SC－CO2　was　designed　and

coRstructed．　IR　a　batch　vaet，hod，　teraperature，　pressxre　axd　time　re／lated　tg　ynicrobubbles

＄C－CO2　treatment　are　matn　operaimg　factor，　whereas　in　a　contmuous　system，　there　are

new　factors　for　affectirtg　inactivat，ion　efficienc，y　of　microbubbles　SC－CO2　treatment，　such

as　CO2　flow　rate．　Our　previous　papers　have　reported　that　inactivation　of　enzymes　and

micrgergakisms　by　bateh　rfiethod　vvTith　micrebubbles　ef　SC－CO2　was　predomimaRtly

affected　to　dissolved　CO2　concentration　during　the　treatment．　ln　this　paper，　we　tried　to

evaluate　dissolved　CO2　concentration　during　continuous　method　with　microbubbles　of

SC－CO2，　and　elucidate　the　effect　of　CO2　flow　rate　on　enzyme　inactivation　by　continuous

撚eもh◎dwith蒲cr◎b慧bb王es◎f　SC－CO2．

MATERIALS　AND　METHODS
CORth搬。繊s　treat澱e滋t　w髭h㎡¢欝obub嚢）嚢es　of　SC－CO驚

　　　For　continuous　treatment　with　microbubbles　of　SC一一CO2，　an　instrument　was　manu一

．factured　by　Shimadzu　Co．　（Kyoto，　Japan）　according　to　our　design　（Figure　1）．　Sample　and

liquid　CO2　were　siinultaneously　pumped　through　a　treatreent　vessel　（2．8　cm　i．d．×35　cm

long，　215mL　of　ianer　vo｝wme）　in　respective　fiew　rate＄　with　p｝imger一’type　variable　speed

compressors．　Liquid　CO2　changed　to　gaseous　or　supercritical　state　when　came　into

evaporator　before　treatment　vessel，　and　then　was　supplied　to　treatment　vessel　through　a

micropore　ruter　（10psra　of　pore　size）．　Treatment　time　is　defmed　as　average　residence

懸me（RT）c撮culated飯（）m　samp三e簸（）w　raもe　and㎞er　v◎｝縫me　ofもreaも搬ent　vessel．

Measurement　of　CO2　concentration　in　deionized　water　during　continuous　treat－

ment　witぬ搬icrobub嚢）璽es　of　SC－CO2

　　　Disso｝ved　CO2　coneeRtratien　in　deienized　water　durl．Rg　continueus　treatmeRt　with

microbubbles　of　SC－CQo　was　mea＄ured　using　dry　gas　meter．　After　depressurization　to

atmospheric　pressure，　CO2　that　could　not　dissolve　in　deionized　water　was　separated　from

the　solution　because　excess　CO2　dlsso｝ved　iR　deionized　water　during　microbubbles
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Fig．　1．　Schematic　of　apparatus　for　continuous　treatrnent　with　microbubbles　of　9L　C－CO2．

　　　　　　Symbols　indicate：　A，　sample　vessel；　B，　sarnple　purnp；　C，　heater；　D，　CO2　eylirider；

　　　　　　E，　cooling　unit；　F，　C’02　purnp；　G，　evaporator；　ve’1，　micropore　futer　（10pmn　of　pore

　　　　　　size）；　1，　treatment　vessel　（215mL　of　inner　volume）；　J，　drain　valve；　K，　pres－

　　　　　　sure－regulatiRg　valve；　L，　product　vessel；　PG，　pressure　gauge；　TT，　thermoe｝ectr2e

　　　　　　もhe撚◎餓eもer．

SC－CO2　treatment．　Treated　solution　and　separated　CO2　passed　through　a　trap　for　dividing

CO2　from　treated　solution．　Then，　the　volume　of　separated　CO2　was　measured　with　dry　gas

meter．　The　CO2　concentration　was　calculated　as　Kuenen　coefficient．　Kuenen　coefficient

is　defmed　as　a　volume　（mi．）　of　gas　at　O　OC　and　760　mm’Hg　calculated　from　a　voluine　of　gas

dissolve（1　into　1　g　of　a　solvent　at　arbitrary　temperature　and　pressure．

Observation　ef　pH　chaRg¢薫無trea漁eRt　vesseM鍵韮㎎co就i疑猛。穫s・treatme盤t　w圭th

microbubbles　of　SC－CO2
　　　A　treatment　vessel　equipped　with　a　pressure一一resistant　window　was　used　for　visual

observatS，on　of　pH　change　during　continuous　treatment　with　microbubbles　of　SC－CO2．

Bromephenol　blue　（BPB）　and　thymol　blue　as　pH　indicators　were　dissolved　in　water，　and

then　subjected　to　continous　treatment　with　microbubbles　of　SC－CO2．　During　treatment，

the　chaRgG　of　pH　in　the　treatment　vessel　was　photegraphically　observed．

PrepaどatiOR　of　e盤zyme　so叢載tio盤s

　　　　a　一Amylase　frorR　Bacilgzts　szLbtitis　（E　C．3．2．1．1，　Araano　Enzyme　lnc．，　Nagoya，　Japan）
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and　acid　protease　from　Aspergillzes　niger　（EC．3．4．23．6，　Hankyu　Bioindustry　Co．，　Ltd．，

Osak＆，　japan）　were　diss◎1ve曲de沁嬉zed　water漁coRceR麟◎嚢of◎ユ㎎誌…．舳d

then　each　enzyme　solution　was　subjected　to　continuous　treatments　with　microbubbles　o，f

SC－CO3　at　arbitrary　conditions．

Measurements　of　enzyme　activity
　　　a　一Amylase；　The　actwity　ef　a　一airtylase　was　raeasured　by　usiRg　amylase　ass3y　kit

（amylase　B－test　Wake　from　Wako　Pure　Chemical　lndustry，　Osaka，　Japan）．　One　unit　of

the　enzyme　activity　is　defmed　as　the　amount　of　enzyme　required　to　degrade　fully　10　mg　of

starch　at　37　“C　for　30　iniri．

　　　Acid　protease；　the　activity　of　acid　protease　was　determined　by　the　method　o，f

Ishikawa　et　aL．　（1995）．　One　uRit　of　enzyme　actwity　is　de，fined　as　the　ameunt　ef　eRzyme

requjred　to　liberate　1　ptg　of　tyresine　per　6e　mn　under　the　assay　conditions．

Residual　activity

　　　The　residual　act．ivity　was　defined　as　a　percentage　of　the　activity　（units　rnL－i）　of

enzyme　solution　after　continuous　treatment　with　microbubbles　of　SC－CO2　against　the

activity　（x［nits　mL－i）　of　eRzyme　solution　prepared．

RESULTS　AND　DISCUSSION

　　　Figure　2　indicates　behavior　of　dissolved　CO2　concentration　in　deionized　water　during

c◎nも露玉◎us　treatraent　wi面諭cro恥bbles　of　SC－CO2．　Con面前◎us　treatments　with
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F董9．．2．Effect◎欝CO遥ow　raもe◎簸disso三v磁CO、ぐ。繋一

　　　　　　centratior｛　during　continuous　treatrnent　with

　　　　　　microbubbles　of　SC－CO2．　IVficrobubbles　SC－CO2

　　　　　　treatmeRt　was　carried　out　at　350C　（e），　400C

　　　　　　（A），　45　℃　（一），　IO　MPa　and　15．6　g－CO2fmin　for

　　　　　　smin　of　RT．
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microbubbles　of　SC－CO2　were　carried　out　at　35，　40，　450C，　and　10MPa　for　5　min　of　RT．

The　dissolved　CO2　concentration　was　enhanced　depending　on　CO2．．　flow　rate．　At　10MPa

and　13．4　g－CO2／min，　Kuenen　coefficient　was　26．1　at　35　eC，　25．3　at　4（）”C　and　20．7　at　450C．

The　saturated　concentrations　at　10　MPa　and　each　temperature　were　29．1　at　350C，　27．8　at

400C　and　26．5　at　4，50C，　respectively．　lrrespective　of　the　changes　in　sample　flow　rates　and

treatrnent　pressure，　dissolved　CO2　concentration　enhanced　similarly　（data　not　showTn）．　ln

bagch　system，　Ishikawa　et　a・　1・．（ユ995）　have　rcported　that　increase　of　dissolved　CO2

concentration　in　sarnple　solution　played　an　important　for　enzyn）．e　inactivation　because

higher　inactivation　effect　was　obtained　with　higher　dissolved　CO2　concentration．

Therefore，　this　continuous　system　with　microbubbles　of　SC一一CO2　might　be　able　to

inactivate　enzymes　regardless　of　treatment　conditions．

　　　Arreora　eL　al．　（1991）　and　Balaban　ee　aL．　（1991）　have　describe．d　that　enzyme　inacti－

vation　by　SC－CO2　treatment　was　based　on　the　temporai7y　lowering　of　pH　during　treatment

because　dissolution　of　high－pressure　CO2　molecules　to　water　resi］lted　in　production　of

carbonic　acid．　Then，　using　BPB　and　thymol　blue　as　pH　indicators，　the　change　of　pH

during　microbubbles　SC－CO2　treat，ment　was　visually　observed　（Figure　3）．　Continuous

treatment　with　microbubbles　of　SC－CO2　was　carried　out　at　350C，　20MPa，　and

2．7 3．0 3．3　3．6　3．9 4．2　4．5　4．8

Fig．　3．　pH　change　of　deionized　water　induced　by　continuous　treatment　with

　　　　　　microbubbles　of　SC－CO2　（A）．　Microbubbles　SC－CO2　treatment　was

　　　　　　carried　out　at　350C，　20MPa　and　15．6g　一COz／min　for　5　min　of　RT．

　　　　　　Phot，ograph　of　B　shows　color　difference　of　BPB　at　each　pH　value　in

　　　　　　Mcllvairie　buf’fer．
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15．6g－CO2／rr血1．．Before　the　treatrn．ent，　BPB　solution㎞dicated　blue（higher　thall　pH　4．6），

and　then，　t短color　of　the　treat囎s磁も三〇三彩tumedも◎yqUlOw（less　than　pH　3．0）。　After嵐e

もrea蝕enもβP：B　sduも圭。難re撫m愈d重；（）bhle．0嚢漁e　o撫。）漁a職もhe　e◎1Qr　o：f　’tky．mo圭bkle，

曲重磯重嚢伽蹴s蜘難P｝至’12勧碍諺．8庫這嚢◎も。薮悉㎎曲曲馬a総d濾簸蓉漁e　treatlne嚢t，

that　is，　the　pf．｛durlng　the　treatment　was　above　2．8（d麟a　nDt　shown）．　Toew＄榔認．（ユ995）

have　report（註d　that　the　pH　of　wa．むer　irl　contact　with　CO2　at　subcritical　and　supercritical

state　ranged　b磁．tween　2．8　and　2．％誠25－70℃and　70－200　a£m．　This　repo鷲a琶rees　wi出

。嚢rresu1もs事h磁e駐もe懲porary　1◎wer：嶽9◎f　pH　was◎e¢urred　d嚢ri轟g　c◎魏三懸○鷺＄．ζreatmext

wiもh　microbubbk｝s　of　SC－CO2．

　　　’1’he　e鐸ecも（）f　COa　fbw　raもe◎欝iRaet，’ivatio］巨◎f　α．…a．vaylase　by　c◎飛犠盤鷲。雛s　treakrteRt

wi嶽micr（）b曲b玉es◎f　SC－CO診is　show難雛Fig乱玉re　4．　C（）就三照。犠sもrea敏｝ent　with　micr（）b嚢b－

b｝es　of　SC－CO塗照s　carr呈ed◎就蕊35℃β◎蟹Pa鰍15miR　of　RT．　es－a撒y至ase　is

heaも一sもab至e¢秘y搬e．　After　hea斌騰滋難e厩at　70℃fOr　15m執residu泌act三轍y◎f　this

enzyme　dec騰as¢d　to　97．9％．　On　the　other　haIld，　after　microbubbles　SC－CO畠treatment，

α一amylase　was　completely　inactivated　in　low　CO2　flow　mte（4．Og－CO2／min）．　Whenα

一amylase　disso呈．v鰹d　in　Mcllva㎞e　b．粟薫f艶r（pH　3．0）was　tr餓怠愈d　with　heat　at　35℃fbr　l5㎞n，

旗eres圭磁a捻痴．轍y罵as　1．◎％（d融灘。も熱◎職）．　OPI；imuva　p｝｛◎fα一蹴y王a鐙三s　5。8一§．8，

theref◎re　it　w，RS　c◎嚢s圭（ie罫ed嶽就短騰磁vaも重く）嚢く）f　ff　一＆ra”gslz’ise　bマeG嚢もi嚢ミ王。聡も驚蕊獄倉滋犠撫
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　サ　　　　　　　　　　　　　　　　　　レ

microbu圃e＄of　SじC（）、　was　mai撮y　aもtributed　to　low磁篶g　of　pH　durh｝g　th航reatme醜in

spite　of　lower　CO2　flow　rate．

　　　Flgure　5伽＄も麟es　ef艶。乞。∫CO講◎w　raもe◎n　i簑白繭vatめR　of　acid　proteas曲y　c◎n一

蓑τmo縫s　trea｛uae．撒t　W　ith費嚢cr◎bubb｝e・＄Of　SC－CO2．　C◎類二i鱗鷺（）銭sもreaもme嚢もs　w鷺h、　m童crob疑b一
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Fig．　5．　Effect　of　CO2　fiow　rate　on　inactivation　of　acid

　　　　　　pr◎も¢ase　　by　　¢◎難ti設u◎疑s　　も！しeatraeRt　　瞬捻≧

　　　　　　microbubbles　ef　SC－CO2．　Mierobubbles　SC－CO2

　　　　　　treatments　were　carried　out　at　30　MPa　and

　　　　　　1δ。69－CO2ノ蒲三勲　罫◇r　l5　miR　of　】RT、　Sy斑bO玉s

　　　　　　indicate：A，　40　℃；一，　45　OC；e，　50　℃．

bles　of　SC－CO2　were　earried　out　at　40“C，　45　OC，　50　℃，　and　30　MPa　for　15　mirt　of　RT．　After

heat　treatment　at　50　eC　for　15min，　residual　activity　of　acid　protease　was　88．60／o　in

deionized　water　and　90．60／o　in　McllvaiRe　buffer　（pH　3．0）．　After　micrebubbles　SC－CO2

treatment，　residual　activity　decreased　in　proportion　to　CO2　fiow　rate　at　each　temperature．

Residual　activities　after　rRicrobubbles　SC－CO2　treatmeRt　decreased　frora　85．50？6

（3．2g－COノ懸）t◎63．◎％（14．2g－CO2／惣）at　4◎。C，　fr（）㎜68，5％（42g－CO2ゐ癌）t（）422％

（13．5g－CO2／min）　at　45℃，　and　14．90／o　（5．1g－CO2／Min）　to　3．20／o　（13．7g－CO2／min）　at　500C．

Ishikawa　et　at．　（1996b）　have　described　that　inactivation　effects　were　mainly　attributed　to

pH一｝owering　effect　and　subsequeRtly　confor’matieRal　change　was　eaused　by　CO2　mele－

cules，　that　is　irreversible　destruction　of　ct　一helix．　Kamat　et　aL．　（1995a，　1995b）　have

reported　that　the　carbamate　complexes　were　formed　between　aini，ne　groups　en　enzyme

s繋rf包ce畿nd　CO、搬decules．　From　these　res嘘s　iもwas　c◎鍛sidered撫at　temp◎rary　1◎weri嚢9

0f　pH　induced　by　dissolution　of　CO2　could　iniluence　conformation　of　enzyme，　and　then　the

c◎nもact◎f　CO2　mdec殺1es　w誌h　a撚㎞◎gr◎縫ps◎Rもhe　eRzyme　surface　was　e油a難ced　byもhe

iricrease　of　CO2　fiow　rate，　as　a　result，　eRzyme＄　were　inactivated．

　　　TheE　e　results　lead　to　the　eonclusion　that　CO2　flow　rate　plays　a　significant　role　to

enhance難◎t◎羅y磁ss◎1ved　CO窯（x）盤ce蓑もra犠（｝数b軽t　als（）無activaもi◎R¢雌cie轟cy．　There致）re，

it　was　suggested　that　continuous　treatment　with　micrebubbles　of　SC－CO2　might　be　inac－

tivating　various　enzymes　more　easily．
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