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ATP測定法を用いたマイクロ・ナノバブルの洗浄力評価

山口庸子，中村弥生

Evaluating the detergency effects of micro/nanobubble 

by the A TP testing method 

Yoko YAMAGUCHI and Yayoi NAKAMURA 

In recent years. microbubble and nanobubble technologies using ozone or carbon dioxide 

have been applied effectively to clean semiconductors and food materials. Although microl 

nanobubble technologies have also been applied to the laundering of clothing. its detergency 

performance remains uncertain. We propose a method for evaluating the detergency effects 

of micro/nanobubbles that uses adenosine triphosphate (ATP) as an index. We also examined 

a procedure for generating soiled materials (e. g叫 soiledfabrics) by selecting the model 

contaminant needed to verify the detergency effects of micro/nanobubbles. The quantity of 

ATP was measured as a relative light unit (RLU) ; the larger the RLU. the larger the quantity 

of ATP. 

We found plain gelatin. milk gelatin. and green tea gelatin. used to model protein 

contamination. to be suitable model contaminants when measuring the quantity of A TP alone or 

in combination with adenosine monophosphate (AMP) for ATP testing method. For evaluations 

of the detergency of soiled materials such as slide glasses. cotton fabric. and polyester fabric. we 

found that micro/nanobubble water alone and micro/nanobubble water containing a surfactant 

both increased the RLU that reflects the quantity of ATP in the residual liquid. indicating 

the detergency e旺ectsof micro/nanobubble water. Although the RLU of materials soiled with 

plain gelatin was lower than that of materials soiled with green tea or milk gelatin. we found 

the RLU of materials soiled with plain gelatin useful in evaluating the detergency effects of 

micro/nanobubble water. 

キーワード:microbubble マイクロバブル. nanobubble ナノパプル. washing 洗浄.

adenosine triphosphate アデノシン三リン酸. A TP measuring method A TP測

定法

1.はじめに

近年.マイクロパプルやナノバブルなど微小

気抱(以下，マイクロ・ナノバブル)の実用化

を目指す試みが盛んに行われており.オゾンや

二酸化炭素などを用いたマイクロ・ナノバブル

は半導体や食品などの洗浄分野において実用

化を進める動きが活発している1).2)。このよう

な状況にあって.現在，日本が国際幹事国と

して国際標準化(ISOTC281 2013. 6設置)を

進めているヘこれによって，マイクロパプル

は「ファインパプルJ.ナノバブルは「ウルト
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ラファインパプルへ」と改められ. 1 長|内では~r

111のl呼祢が人り百Lれて使われている状j犯にある。

近々.国際的な川知に統ーされるものと忠われ

るが.本研究では認知肢が向いJlIMfとしてマイ

クロバブル.ナノパプルを使川した。

-)j. 衣知洗浄へのマイクロ ・ナノパプルの

利mも見られるが.その洗浄ttはJYl雌にされて

いない。これまで. i~，\式人t汚染布を)11 いた洗

浄)J評価に加えて1) fT-IR (フー リエ変換亦

外分光光度，¥1')や水品振動子法による洗浄，:rfiIli
が検討されている51.61 しかしマイクロ ・ナ

ノバブルの洗浄性に|刻する詳細をJYIIi(tにするに

は.多彩な手法による検討が必要不可欠である。

タンパク質汚れの除去を評価する)iiょとして

ATP 測定法がやげられる。ATP測定法は.ア

デノシン三 リン限 (ATP)およびアデノシン

ーリン蔽 (A;-..JP)を指標として. 一般的に食

品を取り扱う機時や環境の洗浄度を評価する判

定に広く利Jllされており. iATPふき取り検作

法」として厚生労働'ti食品衛生検作指針の微'1:
物編200-1 (JIJ.生労働符監修)に収総されている

従来の徴生物検先に代わる平等易な検1W;として

ATP 測定川キ ッ トが販先されており. 1局体炎

而の ATPのふき取りを行う測定川キ ッ トに加

えて.水などの液体rj.の ATPをiJ!11定するキ ッ

トも状況に合わせて選択することができる

そこで. --1.:研究では.マイクロ・ナノバブル

の水系洗浄への滋人にII.Iけて.タンパク質のモ

デルi'IれとしてゼラチンをJIIい. ATPを指紋J

とした洗作)J，lHlllii.tの提案とこれに適したモデ

ル汚れの選定から的染試料(川染，(Ji)の作製を

検討した。 さらに.こ の)jil;を111いてマイク

ロ ・ナノパプJレの洗浄効栄や界1m活性点IJとの1Ji:

mによる路料を実験的に検証した。

II.実験方法

1. モデル的れの巡定と汚染ぷ料の作製

ATPの実iJllJlll[や文献flIi，)をJLに. ATPをm
僚とした洗浄)J評仙iJIIのモデルi'H1..制の選定と

汚染試料の作製を行った。被枕物(以ド. )，H'( 

とする)は.ぷl耐j'lt 51iや水流の;話料を~'l但して

比較することのできる資料としてスライドガラ

スをJ炉供試料とし比較試料に、ド織りの綿布と

ポリエステル，(Iiを)lJいた。詩編uを以ドに示した。

〈基質〉

・スライドガラス (2.5X7.5cm. AS ONE '}~) 

・綿布 (5X 5cm. J1S 添付(I，(IIカナキン 3ザ)

・ポリエステル (5X 5cm. ]lS 添付 l'I ，(ri) 
汚染試料の作製は. i.\~式人 r汚染に i\l\ じて9)

いずれの汚染液にもゼラチンを|崎将郊lとして使

JlIした マイクロピペットを)11いてJL自の1'.-而

に均一に付~Vf させ. 1-分に風乾させてから恒温

乾燥機(ヤマト・ DX400)をJIIいて熱処理を行

った。 汚染械のゼラチン濃度と熱処.fIllìl，~度およ

びl時1111は. 5 -20%溶液. 40-110'C. 5min-

2hr と段|析をぷけ.的れと J圭t'tに~した処Jlrr条

図 1 紛およびポリエステルi'i到HJiの作製)ji);
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手1:を検討した。

綿布およびポリエステルイHの汚染処里Ilは阿 l

に示したように.5cm f{Jに線航きした試料布

25 x 30cm (5 x 6枚)に約lOcm私:肢の。::1を設

けてパッ トに同定し.米側から3-4cm，f'i¥J.itの

IIJをii'liくように汚染液を 9i前j程度に分けてマイ

クロピペットにて塗布した。 ~~iI;;{Jïでは rり染i夜

が反透してはみだし払く均年下し易いため約染泌

のj品1皮を30tliij後に下げて塗布 した。ポリエス

テル布では.汚染被が千五劾に泣透しないため汚

染i伐のi~H立を35-40t まで上げて.ディスポス

ティックニ一ドルでJ，:リり込みながら塗布した。

完全にMl';iどした後.加熱処.f!1Iを行い. 5x 5cm 

に切り出I~ して洗浄実験に使川した。 なお.作製

した試料は':;~.i弘のデシケータ内で保杭:した。

2. i先i"fト刀法

洗浄袋 ii'，~ (ま. 1送12に不したようにスターラ

ーをJIlいて洗浄した。ディスポカップ (200ml.

PP製)に.25tのマイクロ ・ナノバブル水

200ml を入れて.スラ イ ドガラスのilJれのやnf

而を下!IlIJに制定した状態で 1枚を加えて.iW.tI' 

子が接触しない状態で10分IliJst持した。マイク

ロ ・ナノバブル水は.洗浄の直前に微細気泡

発生装i世 (MA3 ~~. アスプ社製)を )lJいて.

500mlのイオン交換水"，に空気を力11えて.マイ

スライドガラス

撹祥子

図 2 スターラーを)IJいた洗浄談irl

クロ ・ナノパプJレを約10分l/iJ発生 (1曝気)させ

たものを使川した。比較としてイオン交換水の

みの洗浄と料l倒的性剤 AEおよび LASとのfJf:

)lJによる洗浄を行った。界而活性斉IJの使川itv立

は|除i!Nミセル脱皮 (c.m.c)付近を中心にltiも

洗i争幼瓜の正，'j い iJ;'~ )主:とした。 同級に. 創M7J採~，(Ij

およびポリエステル汚染布の洗ittを行った。た

だしいずれの汚染布も固定しない状態で洗浄

した。沈i争力は i先rft1t:の残波"，の ATPのilllJ

Jにより~ffJlli した。

3. ATPの測定

ATPの測定は. ATPと酵素であるルシフエ

ラーゼを以応させることによって便じる発光

:，t (l~elalive Lighl Unit : RLU他)のiJ!IJ定か

ら ATP~止を測定した。 ATp .J，(が多いものほ

どRLU似は117iい似 を示す。 さらに. AMPか

らATPをl立後イノrり11¥す酵素 (PPKD) を)lJv、
て. ATPとAMPを同時にiJ!IJ~とする方法を比

較に)11いた。

ATPを桁tJRとした洗浄力走|イIlIiでは. クリ

ーン トレース (3M社.水"， ATPiJ!lI定)1]ぷ

柴 AQT200)を)11いて.洗浄後の技法の RLU

III[をユニライト NG(バイオトレース社製)

にて測定した。 さら に. ATPとAMP(以後.

ATP+ AMP) を JH加とした洗浄ブ) ~'f佃iでは.

ルシパック Pen(キッコーマン/'イオケミフ ァ

株式会社.拭き取り)を用いて.洗浄後の成法

の RしUflllをiJ!lIiιした。なお i成体の RLUfII[ 
のillllii:: tこは 目 j血 'I:;~. )レシパック Pcn-AQUA(約

0.15ml 保取)を似川するが.ここではマイク

ロピペッ トを)lJいて探取した技泌O.lmlをルシ

パック Pen の拭 き 取川の~~i\絡にi~j 1ごして RLU

fll{をilllliとする方法を)1)いた。

皿.結果及び考察

1.八TP測定に過した汚染試料の作製

1:.なi
'
}れの ATPとATP+AMPの RLU111[ 

のil[IJ完結米をぷ lに示した。これらの実測仰や

;文献IIli"をJLに. RLUが向い他を示しかっ判
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常(1りなIR給も nf能なモデル汚れとして牛乳. 血

液 (ヘモグロビン).緑茶の 3つを選定した。

さらに.パインダーと しての機能を持ち.品質

のIì{~ I~~や入手の容易なタンパク '['êのモデル汚れ

としてゼラチンを使用 した。

〈モデルi'iれ)

・ゼラチン (MPBiomedicals社製)

• 'j'.:{L ( dil収't: !JiL. 成分.I!!~訓被)

・ヘモグロビン (牛lllU11来.手11光純楽)

・紙ぷ (di阪飲料)

JH'tごとにモデル汚れに適した処理条件を評

ftiliした結以均ーな汚染処理を行うことができ

たゼラチンの濃度と使JlLhJ:.然処里Jl温度および

HギIIIJの詳細lを以下に示した。

〈スライドガラス〉

lmlの汚れを片而に塗布後.J瓜乾.熱処理

・ゼラチン (7%ゼラチン).]05'tで 111年1111

・'1:干し('1二乳+7%ゼラチン).105'tで10分

. k~Jtl1~ (M11~ + 7 %ゼラチン).105'tで 1時111]

(綿布およびポリエステル;(Ii)

0.7mlの汚れを塗布後.)!l'¥t<吃.熱処理

-ゼラチン (20%ゼラチン).105じで 1時IIIJ

. '1二乳 ('1二礼+10%ゼラチン).105'tで10分

-緑茶(緑茶+10%ゼラチン).105'tで1時1111

表 1 1，なr'Iれの ATPと八1'1'+ 八~ I P の RLU1filllJII白

クリーントレース(ATP)

主な汚れ 拭き取り 水中

UXL100 AQT200 

湿式人工汚染布 34 

人 血液 CFTCS-1 
工 一一 2，O1055 2 

赤ワイン CFTCS-3 
汚 一一
染 ミjレクココア CFTCS-2 120 

布 ココア EMPAl12 95 
←ーー

カーボン、鉱物油 EMPA106 29 

牛乳(市販牛乳、 成分無調整)

ウーロン茶(市販飲料)

紅茶(市販飲料、無糖)

緑茶(市販飲料)

ゼフチン(7潟水溶液、 30
0
C)

0分

10，313 

295 

14，379 

[- 142，806 

8，706 

5分 10分 15分

105
0C熱処理時間

lレ川町(…~P) I
拭き取り I ~水Q中UA 

499 

917，114 

324 

6，420 

5.311 
一

42 

2，718 

36.554 

41，148 

402，688 273，975 

47，106 65，369 

単位:RLU値

30分

図 3 '1:乳 7 00ゼラチンを111いたスライドガラス i'HI~試科の然処理による変色
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RLU仰は比例関係を示し技法"，の ATPを

指標とした洗浄力評価では定対的な分析が行

えるものと1m務できる。 さらに.ゼラチン汚

染スライ ドプfラスを浪伎の災なるおl而活性方IJ

i容液 (AE:0.055. 0.11. 0.165. 0.22mmol. 

LAS : 0.25. 0.5. 0.75. 1.0mmol)で洗冷し

た洗浄技法の RLU他を測定した給処を図 5に

示した。RしU{I白は c.m.c.I，段!立付近でピークイ，fi

を示し.マイクロ ・ナノバブルとの併IIJにf史

川する 持1m前七t:剤のiti迎 仙川1，l:は. AEでは

O.l1mmol目 LASで は0.5mmolであった。 な

お. クリーントレース AQT200を)IJいて測定

したイオ ン交換水お よび然倒水の RLU1fQは4.

AE 済波の RLU11Q.は 6. LAS 溶液の RLU1，立

は6であった。また. ili JVi i先占IJをJIJいたi先i争後

ATPiI!リ定法をIIJいたマイクロ ・ナノバブルの洗ゆ力評価li

(1!!し 20%ゼラチンでは0.35mlを後布した)

なお.牛乳に 7%ゼラチンを加えた汚染試本|

では. I亙13に示したように熱処理による変色

が大きい ことか ら105'tで10分間の熱処J-II¥とし

た。 また.ヘモグロビン2gをO.lNアンモニア

氷100mlに浴解しこれにゼラチン 7%を加え

た汚染液をffIいて作製したJ[iL液をモデル汚れと

した汚染試料は.熱処のイiJnfiに関わらず RLU

1，白が50liiJ後と者しく低下したことから洗浄))，1'1'

1111iに仙川できなかった。

2.マイク ロ ・ナノパフ.ルの洗浄効梨

ゼラチン投手法の段位と RLU仙の関係を 3

M-tJ:のクリ ー ントレース AQT200を111いてilllJ

定したがi果を ~1 4 に示した。 ゼラチン段位と

---LAS 

1.2 

ー唱ー AE

0.4 0.6 0.8 

界面活性剣;濃度(mmol)

!NI(II治1'1済1Jj，農!立と洗浄7JW'iの RLU(~[の関係

0.2 
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図5ゼラチンI創立と RLU(砲の|対係図4

.11-シパックPen(ATPφAMP) ロクリーントレース(ATP)
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の伐液の RLUfl直は95とllLも向い他を示しすな

ど. ATPを舵標とした洗浄jJ評価の妥当性を

ある程度概認できた。そこで ATP測定i去をJIJ

いてマイクロ ・ナノバブルの洗浄性を評価した。

スライドガラスを)H'eとして.7%ゼラチン

をモデル!IJれにJIjいた汚染;!Jt:flの洗浄技液の

RLU 111[を測定した結氷・を|記16に示した。 イオ

ン交換水とマイクロ ・ナノバブル水(図"，では

MNBと'(i目的. AEをIJl:JIlしたイオン交換水と

マイクロ ・ナノバブル水.問機に LASをf)(:JIJ

したイオン交換水とマイクロ ・ナノバブル水の

RしU似を比較すると .ATPを指標としたクリ

ーントレース AQT200のil!lJ定では.いずれも

マイクロ ・ナノパプルによる洗ゆ効栄が認めら

れた これに対して. ATP+Ai¥!Pを指標とし

400 

3S0 

v Ezω C、32∞ SO 

.、-7a、島 2∞ IS0 

3正 100 

同

AE (O.l1mmol， 
図7 '1'..7L. 7%ゼラチンをJIlいたスライドガラス

iり!I~，式科の説;riト?.!1 ì伐の RしU (11iとマイクロ・ナ

ノバブル水の洗i争効果

ロクリーントレース(ATP)

たルシパツク Penのi測l[I則[IJリ定では.AEを1JI:J1Jした

J結合のみマイクロ ・ナノバブルによる洗浄幼栄

が必められた。

'I~乳ゼラチンおよび緑茶ゼラチンをモデル的

れとしたスライドガラス汚染試料の洗浄処法

の RLU仙を|到17および|立18に示した。'1:乳ゼ

ラチン.緑茶ゼラチンいずれの場合も.マイク

ロ ・ナノバブル水の洗浄残波の RしU他は. イ

オン交換水よりも向い他を示しマイクロ ・ナ

ノバブルの洗浄効果を確認することができた

しかし AEを01:川した洗浄残液の RLUiJliは.

'1'.礼.緑茶ゼラチンいずれの汚染試科の場合も

Il~ ドし.マイクロ ・ ナノバブルと AE との IJI:JIJ 

のIIf1fを明らかにすることはできなかった

払;に.綿布をJ左t'eとして. 20%のゼラチン
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図8 U~~ . 70
0ゼラチンをJIIいたスライドガラス

iり封~~決科の洗浄伐i伐の RLU f~i とマイクロ ・ ナ

ノバブル水の洗i'ft効来
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図9 200。ゼラチンをJIIいた綿汚染布の洗浄波紋の RLU(~iとマイクロ ・ ナノパプル水の洗浄効栄
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をモデル何れとした汚染布の洗浄伐波の RLU
他を|孟 9にぶした。|元16に示したスライドガ

ラスの汚染試料と |日J1，)'に.クリーントレース

AQT200の測定では AEの1)1:)IJ系を合めてい

ずれの場合もマイクロ ・ナノバブルによる洗i争

幼栄が認められた。これに対して.ルシパック

Penの測定では，AEを111:)IJした場合のみマイ

クロ ・ナノバブルによる洗浄効瓜が認められた。

同様に， '1-，乳 ・10%ゼラチンおよび緑茶 ・

10%ゼラチンを}IJいたお?汚染，(Iiの洗浄伐液の

RLU 11立を凶10および図11に示した。'1二乳ゼラ

チン.緑茶ゼラチン術il汚染布いずれの場合も

AE 1MIJ系では.マイクロ ・ナノパフ.ル水の洗

浄技i夜の RLU仙は， AE のみよりも I~':j 1.-、怖を

示した。このことから，AE!JI:川系においても

400 

350 

2300 

、ミ~ 250 

、200

"λ ミ150

~ 1∞ 
50 

界面活性1¥11なし AE (O，l1mmol) 

図 10 t，.'{L' 100
0ゼラチンを111いた綿汚染布の洗

行ト銭泌のRI.U(，1，とマイクロ ・ナノパプル水の

洗浄幼~

マイクロ ・ナノパフ.ル水の洗浄効民を限認す

ることができた。 さらに.緑茶ゼラチン綿汚染

イIIでは.マイクロ ・ナノバブル水の洗浄残波の

RLU他は. イオン交換水よりも IYJらかに山い

仰を示した。 しかし牛乳ゼラチン紛汚染布で

は.マイクロ ・ナノバブル水の RLU他は. イ

オン交換水よりも低い他を示したことからマイ

クロ ・ ナノパフソレの洗i4'~効果を明示することは

できなかった。

以後に.ポリエステルを基質として， 20%ゼ

ラチンをモデル的れとした汚染イliの洗浄残波

の RLU他を1:;(112に示した。|支16，1:;(19に示し

たスライドガラス.刻ii布の汚染試ヂ|と |日l線の傾

向を示しルシパック Penの測定では， AEの

fJtJ日系を含めていずれの場合もマイクロ ナノ

2，250 
2，00。

~ :.:~~ 
ε~、、 1，500 

1，250 
ふ2、ミ1，∞0 

冨コ 75500 0 

250 

図 11 緑茶 ・1000ゼラチンをJIJいた紛汚染，(Iiの洗

i'M~ì夜の RLU (，1，とマイクロ ・ナノバブル水の

洗浄幼米

ロクリーントレース(ATP) ・ルシJも;ノクPen(ATP+AMP) 
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図 12 20%ゼラチンをJIJいたポリエステル汚染イliの洗伶妓i慌の I~LU (~(とマイクロ ・ ナノバブル水の洗浄効~
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バブルによる洗沖効J誌が認められた。これに

i<Iして.クリ ー ントレース AQT200の測定で

は，AEを!JI:用した場合のみマイクロ ・ナノバ

ブルによる洗浄効来が認められた。ゼラチンを

モデル汚れに.スライドガラス.綿布.ポリ

エステル布を基質とした汚染試料の洗給カftl

fIIIiから.バラツキは見られたがクリ ーン トレ

ース (ATP) およびルシパック Pen(ATP+ 

八MP)をmいた RLU仙のiWJ定から.ある程度

のマイクロ ・ナノバブル水の洗浄幼*を確認す

ることができた。

問機に.牛乳 ・10%ゼラチンおよび緑茶 ・10

%ゼラチンを}flいたポリ エステル汚染布のおti争

政波の RLUf[iを図13および|誕114に示した。牛

乳ゼラチン.緑茶ゼラチンのポリエステJレ汚染

布いずれの場・合も AEfjf:J日系では.マイクロ ・

ナノバブル水の洗浄残液の RLUflliは，AEの

みの場合よりも明らかに高いもf(を示した。さら

に.イオン交換水のみの系でも'1'，礼ゼラチン汚

染布では.マイクロ ・ナノパフ'ル水の洗j争残液

の RLU11ft は . イオン交換水のみよりも Iy~ らか

に高い仰を示した。牛乳ゼラチン.緑茶ゼラチ

ンをモデJレ汚れに.スライドガラス.綿布.ポ

リエステJレ布を基質としたrlJ染試料の洗i争力評

Iilliから.多少のバラツキは比られるもののルシ

パック Penを月jいた RLU仙の測定から.ゼラ

チン汚染布と問機にある松l立のマイクロ ・ナノ

バブルの洗浄効~~を確認することができた。

4∞ 
350 

~ 3∞ 
京お
v 

1200 

=ミ 150

ヨ1∞
'" 50 

。
イオン交後水 MNB水 lイオン交換水 MNB水

界面活性剤なし I AE (O，llmmol) 

図 13 '1二乳 ・10%ゼラチンをJIfいたポリエステル

汚染.(Iiの洗め残波の RLUf~i とマイクロ ・ ナノ

バブル水の洗浄効来

N，まとめ

マイクロパプJレやナノパプルの衣類洗浄など

の水系洗浄への導入に向けて ATPを指標と

した洗浄力評価の検討とこれに適したモデル汚

れの選定から汚染試料の作製を検討した。さら

に.この)]法を用いてマイクロ ・ナノバブル水

の洗浄幼栄を検証した。

その結果， ATPiJII]定法に適したモデル汚れ

は.手足液'11の ATP)I(および ATP+AMP iltを

il!1]定するいずれの方法-においても.タンパク質

のモデル汚れとして)IJいたゼラチン.牛乳セ.ラ

チン.緑茶ゼラチンであることが分かった。さ

らに.スライドガラス.おil，(li，ポリエステル布

を川いた汚染試料の洗浄))詳11Hiから.マイク

ロ ・ナノバブル水.界l師ifil'l:河lを}JIlえたマイク

ロ ・ナノバブル水いずれにおいても.残液中の

ATp.j止を示す RLU他は 1'，11-する傾向が見ら

れたことから.マイクロ ・ナノパプル水の洗i守十

幼扶を雌認する ことができた。特に.ゼラチン

汚染試料の RLUfl立は.緑茶ゼラチンや牛乳ゼ

ラチンよりも低い RLU似を示したが目マイク

ロ ・ナノバブル水の洗浄効果の評価には問題な

く使JIlできることが分かった。

，羽目干

--1.: li)f究の実施に当たり {史川した界前活性

斉!J(AE)は.ライオン株式会社の提供による
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図 14 紋*' 10%ゼラチンを)IJいたポリエステル

汚染布の洗浄残i!?iの RLUf~i とマイクロ ・ ナノ

バブル水の洗浄幼処
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