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Synopsis

 In this study, fabrication of chitosan/PVA blend films was fabricated, and their mechanical 

properties and antibacterial efficacy were examined. 

 The maximum draw ratio of the chitosan/PVA blend films increased with increasing PVA content. 

Only diffraction from PVA could be observed from a wide angle and X-ray diffraction measured from 

the through view of drawn films. The diffraction arcs from PVA crystal planes (110) and (110) for the 

composite with 22/78 composition  ( A,  = 7) become spots indicating high orientation of molecular chains 

of PVA. Furthermore, the value of Young's modulus increased significantly by elongation because of 

the preferential orientation of PVA and chitosan crystallites with respect to the stretching direction. 

The E' reached ca.  20GPa at room temperature for the 22/78 composite at draw ratio of 7 times which is 

higher than the pure PVA film at A  = 8. 

 The contact angle increased with increasing of the chitosan content, and the film became more 

hydrophilic. 

 The antibacterial activity for the chitosan/PVA blend films was better for Staphylococcus aureus 

NBRC 12732 (ATCC 6538P) rather than Escherichia coli NBRC 3972 (ATCC 8739) but the activity 

became worse (less effective) with increasing draw ratio. The activity become more effective for 

the blend films treated by quaternary ammonium chitosan and became hardly affected by the 

neutralization. This indicates that the drawing of the treated blends provide the possibility to expand 

the applications as industrial materials became of an increase in Young's modulus and tensile 

strength.

Keywords: chitosan/PVA blend film, mechanical property, antibacterial efficacy, Staphylococcus aureus 

NBRC 12732 (ATCC 6538P) , Escherichia coli NBRC 3972 (ATCC 8739)
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緒 言

今 まで開発されてきた新合成高分子材料の設計

思想は、一般に軽量、強度および耐腐食性な ど、

使用時の実用的特性に最重点が置かれていた。 し

かし、この種の高分子材料は、使用後、破棄 した

場合の地球環境に対する負荷の影響を検討するこ

とが重大であるが、この点に関しては最近まで全

く考慮されていなかった。理想的な高分子材料は、

廃棄後、 自然界において微生物や太陽光線の作用

によって速やかに分解 し、炭酸ガス と水に戻る物

質循環が可能な生分解や光分解を行 う分子設計で

製品化することが重要である。

こうした観点から、自然界に存在する未利用天

然資源の有効活用に着 目し、環境保全の一環 とし

て、セルロースに次いで多量に生産されている蟹、

海老およびロブスターの甲殻類から得たキチン ・

キ トサンを原材料としてフィルムを試作 した。前

報では新工業材料の開発を検討するため、その試

作フィルムの物性、抗菌活性および生分解特性の

可能性を追求 してきた12)。しか し、本試作キ トサ

ンフィルムは、型づけ加工には適 していたが、延

伸性能が欠けるため繊維製品への応用は難 しいと

考えた。そこで次に、生分解特性 と延伸特性の両

方を有する機能性ポ リマーの導入を計画 した。今

回は、キ トサンに生分解可能なPVAを 導入 し、延

伸性能の向上を試みたキ トサン1PVAブ レンドフィ

ルムの物性 と抗菌活性に関して検討 した。

実験方法

1.原 材 料

本 実 験 に 使 用 した 原 材 料 は、 蟹 の 甲羅100%か ら

調 製 した キ トサ ン微 粉 末(ア セ チ ル 化 度85%、 粘

度5-20cp)で 、KimikaCo.,1.td.か ら 購 入 し た。

ポ リ ビニ ー ル ア ル コ ー ル(PVA)粉 末 は 、 ナ カ ラ

イ 株 式 会 社 製 の 重 合 度2000、 ケ ン化 度99～100%

の市 販 製 品 を使 用 した。

Fig. 1. Reaction of chitosan and glycidyl trimethyl

ammonium  chloride  (GTMAC)4).

2.四 級化 キ トサンの調製方法3)

キ トサ ン粉 末20gは 、80%のisopropylalcohol水 溶

液140gを 加 え、 水 浴 中 で60±5QCに 到 達 す る まで加

熱 した。次 に、 図14)に 示 す ようにGlycidyltrimethyl

ammonium塩 化 物20gを 撹 拝 しな が ら溶 液 中 に滴 下

して 加 え、 さ らに5時 間 撹 拝 した 。 この 混 合 物 溶 液

を ガ ラ ス フ ィ ル タ ーG1で 濾 過 後 、80%のisopropyl

alcohol水 溶 液200mlを 用 い、 繰 り返 し5回 洗 浄 した。

その後 、室 温 で風 乾 して溶 媒 を蒸 発 させ、40±2℃ で

48時 間乾 燥 し、四級 化 キ トサ ンを作 成 した。

3.フ ィル ムの成形加工方法

3.1.物 性測定用の フィルム作成

PVA粉 末3gを95℃ の蒸留水で40分 間撹拝溶解

後、室温まで冷却 したPVA溶 液とキ トサ ン微粉末

2gを1%酢 酸溶液に溶解5)し たキ トサン溶液(溶

液調製後、濾過 した)を 別々に調製 した。次に、

両溶液2種 を所定の割合でブレンドし、室温で3時

間撹拝後、できる限 りフィルムの厚さを一定に調

整するため、注入量を一定量に制御 した。 このブ

レン ド溶液の溶媒は室温で蒸発させた。キ トサン

1PVAの ブレンド比は、100(キ トサン)10,61139,

40160,50150,30170,22178お よび0!100(PVA)の

7段 階に設定 した。

上記で調製 したキ トサ ン1PVAブ レン ドフィル

ムは、長さ30mm、 幅10mmの 試験片に切断 した。

この試験片は、手動式延伸装置(前 報6)の 図1を

参照)を 用いて延伸するため、掴み間の試験片長

を20mmに 設定 し、濾紙で掴み試験片を固定 して

滑りを防止した。この試料は窒素雰囲気下で160℃

のオーブ ン中 に5分 間保持後、必要な延伸倍率

(λ)ま で手動でゆっくり延伸 した。試験片を付け

た延伸装置は、瞬間弾性回復を防止するため延伸
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Table 1. Preparation of  chitosan/ PVAblend films 
      used for the antibacterial activity test.

Sample 
 code

Composition 
 (chitosan/ 

 PVA)

Quaternary 
ammonium 
 chitosan

Neutralization 
   status

Untreated film 
(Polyethylene 
  film) 

 la 
   lb 
 lc 
 1d 
   2a 
   2b 
   3a 
   3b 
   4a 
   4b 
   4c 
   4d 
   5a 
   5b 
   5c 
   5d 
   6a 
 6b

/

100/0

60/40

50/50

40/60

22/78

0/100

/

N

Y

N

N

N

Y

N

Y

N

/

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+

 +  : Neutralized,  —  : Non- neutralized, N: No, Y: Yes.

直後、数分間室温中に放置 して冷却 してから試料

を取 り外 した。延伸倍率は、延伸前の試験片上に

1mm間 隔で印を付けた位置が、移動した距離を測

定する通例の方法で求めた。

3.2.抗 菌性測定用 のフィルム作成

抗菌性測定に用いたフィルムの調製方法は、原

材料にキ トサンまたは四級化キ トサン微粉末を用

いた以外は、物性測定のフィルム形成方法と同様

の操作で行 った。調製 したキ トサン(四 級化キ ト

サ ンを含む)1PVAブ レン ドフィル ムは、その後

4%カ セイソーダ水溶液中に2時 間浸漬処理 して中

和後、蒸留水でよく洗浄 し、室温で風乾した。キ

トサン(ま たは四級化キ トサン)!PVAの ブレンド

比は、表1に 示 した6段 階(無 加工フィルムを含む

19種類)に 設定 した。

4.試 料の形態的および力学的性質の測定法 み12)

動的粘弾性は、岩本機械(株)製 の粘弾性装置

(VES-F)を 用い、-150～300℃ の温度範囲内を

昇温速度2℃1min、 周波数10Hzに 調整 して繰 り返

し測定 した。掴み問の試験片長は40mm、 試料幅を

約1.5mmに 設定 した。動的粘弾性の測定中、フィル

ムは軸方向に最大変形率が0.0025%の 正弦曲線振

動を受けるように、試験片に張力を付与 し、静的

引張張力下 に設置した。動的粘弾性は試験片に線

形 粘 弾 性 挙 動 を 与 え る た め、 わ ず か に 動 的 張 力 を

付 与 しな が ら測 定 した 。

X線 回 折 の 測 定 は、12Kwの 回 転 陽 極X線 装 置

RigakuElectric(株)製 のRAD-rAを 用 い 、 湾 曲

黒 鉛 モ ノ ク ロ メ ー タ ー で モ ノ ク ロ化 して測 定 した 。

広 角X線 回折(WAXD)図 形 は、200mA、40kVの

条 件 下 で 、CuKα 照 射(波 長0.154nm)カ メ ラ を

用 い 、 点 収 束 法 に よ っ て 測 定 し た。 本 条 件 下 で 付

随 して い る電 子 線 は 、 直 径2mmの 平 衡 器 を 用 い て

平 行 に設 定 し、 回折 ビ ー ム を0.9mm×0.9mmの

隙 間 に 調 整 後 、 検 出 し た。 小 角X線 散 乱(SAXS)

図 形 は 、3ピ ンホ ー ル コ リ メー タ ー方 式 に よ る ポイ

ン トフ ォー カ ス 法 に よ って 測 定 した 。

DSC(dif艶rentialscanningcalorimetry)は 、

セ イ コ ー(株)製 のEXTRA6000を 用 い 、5℃!min

の 昇 温 速 度 で40～260℃ の 温 度 範 囲 内 を 測 定 した 。

表 面 分 析 は、 島 津(株)製 のX線 光 電 子 分 光 化 学

分 析 装 置ESCA-850を 用 い 、30mA、8kVの 条 件 下

で 、MgKα 照 射(走 査 速 度0.05V!s)カ メ ラ で 測

定 した 。

接 触 角 は、 協 和 界 面 科 学(株)製 のFACE接 触

角 計CA-X型 を用 い て測 定 した。

5.抗 菌 性 試 験 方 法

5.1.培 地

前 培 養 に は 普 通 寒 天 培 地(NA(Nutrient

Agar)培 地)、 接 種 菌 液 用 に は 普 通 ブ イ ヨ ン 培 地

(NB(NutrientBroth)培 地)、 菌 洗 い 出 し用 に

はSCDLP(Soybean-CaseinDigestBrothwith

Lecithin&Polysorbate)培 地 、 生 菌 数 測 定 用 に は

標 準 寒 天 培 地(SA(StandardAgar)培 地)を そ

れ ぞ れ 用 い た13'15)。

5.2.試 験 菌

試 験 菌 は 、 「繊 維 抗 菌 加 工 製 品 一 抗 菌 性 試

験 方 法 ・抗 菌 効 果JISZ2801:2000」 通 称 フ ィ

ル ム 密 着 法 に 規 定 さ れ て い る グ ラ ム 陽 性 菌 の

8孟αpんッZococcμ8α μr側8NBRCl2732(ATCC

6538P)と グ ラ ム 陰 性 菌 のE8cんer`c配 αcoZ`NBRC

3972(ATCC8739)を 用 い た13'15)。
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5.3.試 験 菌 の 培 養 と接 種 菌 液 の 調 製

保 存 菌 株 をNA(NutrientAgar)斜 面 培 地 に 移

植 後 、35～37℃ で16～24時 間 培 養 した 。 本 培 養

後 の 試 験 菌 をNA(NutrientAgar)培 地 に1白 金

耳 移 植 後 、35～37℃ で16～20時 間 培 養 し た試 験

菌 を 前 培 養 と し た。 次 に、NB(Nutrientbroth)

培 地 を滅 菌 精 製 水 で500倍 に希 釈 し、pH7.0±0.2

に 調 製 し た11500NB(Nutrientbroth)培 地 に、

前 培 養 した 試 験 菌 を 均 一 に 分 散 さ せ た もの を接 種

用 菌 液 と した。

R11S

Test piece  Fib

I

Test  bacterial)  suspension  (0.4m1)
Lid  of  Petri  di  s

I

 Petri dish / 40±2

 Files

50±2

,tenai

Size of

 Test bacteiial
 spension  (0.4int

Test piece

 Petri dish

 Size of cove

Size of test piece

Fig. 2. Dropping test bacterial suspension to test 

piece and cover of film.

5.4.試 験 方法

抗菌性試験は、「繊維抗菌加工製品一抗菌性試験

方法 ・抗菌効果JISZ2801:2000」 に準じ、抗菌活性

値を求めた13'15)。

本法は、図2に 示すように50±2mm(厚 さ10mm

以内)の 正方形に裁断 した無加工試験片 と加工試

験片(各 試料は、同一試験片につき、無加工試験

片6検 体、加工試験片3検 体を用いた)を 、それ

ぞれ滅菌シャーレ中に入れ、試験片上に接種菌液

0.4m1を4か ら5箇 所に分けて接種 し、その上に被

覆(ポ リエチレン製)フ ィルムを被せてシャーレ

の蓋を した。 これをインキュベ ター内の図316)に

示す装置を用い、35±1℃ 、相対湿度90%以 上の

条件下で24時 間静置培養した。

次に、試験菌接種直後 と35±1℃ で24時 間培

養後の無加工試験 片 と加工試験片上に被覆 した

フィルムに付着 している生菌をSCDLP(Soybean一

Casein Digest Broth with Lecithin & Polysorbate)

培 地10mlを 用 い て シ ャ ー レ 中 に 十 分 に 洗 い 出 し

た。 こ の洗 い 出 し液1ml中 の 生 菌 を 、SA(Standard

Agar)培 地 を用 い て 寒 天 平 板 法(35± ℃ で40～

48時 間培 養)で 生 菌 数 を計 測 した。

Fig. 3. D evice in incu bator to control the h umi dity.

5.5.評 価法

24時 間培養後の無加工試験片 と加工試験片上の

生菌数値か ら、次式を用いて増減値差を算 出し、

それ らの抗菌活性値を求め評価 した。本評価基準

は、抗菌活性値(R)が2.0以 上で抗菌効果を有す

る。

抗菌活性値(R)

=1.og(B!A)-Log(C!A)=Log(B!C)

A:無 加工試験片の接種直後のlplate当 た り

の生菌数の平均値

B:無 加工試験片の24時 間培養後の1plate当

たりの生菌数の平均値

C:加 工試験片の24時 間培養後の1plate当 た

りの生菌数の平均値

結果と考察

1.試 作 フィル ムの物性

キ トサン1PVAブ レンドフィルムの最大延伸倍率

は、表2に 示すようにPVA含 有量の増加によって

次第に高 くなった。特にブレンド比30170の フィル
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Table 2. Density of chitosan/PVA blend films.

Composition Density

(Chitosan/PVA)  (g/cm3)

100/0  1.431

 61/39 1.366

50/50 1.357

40/60 1.335

30/70  1.321

22/78  1.316

0/100 1.277

 20 ( deg ) 

Fig. 7. WAXD intensity distribution of chitosan/PVA 

     blend films.

-ro

Fig.4.WAXD patterns (through view) for 
     chitosan/PVA blend drawn films.

91 20 90 -IA 0 to 20 90 -90 0 ED 2:0 90 

                 Temperature 

 (CC) 
Fig.5. Temperature dependence of storage and 

     loss moduli for chitosan/PVA blend films 

      with indicated draw ratio.

Fig.

   

T  Indrawn

                                         emperature1.4 T
emperature 

 (°C) 

6.Differential scanning calorimetry 

 curves of chitosan/PVA blend films.

(DSC)

ムからは、PVA増 加に伴 って延伸倍率が大きく増

加した。ブレン ド比22178の フィルムは、延伸倍率

が7倍 にも到達 した。 この結果は、前報17)で 試作

したキ トサンフィルムと比較して延伸特性が3.5倍

向上 し、本ブレンドフィルムは繊維製品への応用

を可能にした。

図4は 延伸 したキ トサン1PVAブ レン ドフィルム

(40160と22178)とPVAゲ ルフィルムの広角X線

パターン図形を示 した。同一延伸倍率で3倍 まで

延伸 したフィルムは、キ トサ ンの含有量の増加に

よって、PVA結 品の(110)お よび(110)面 から

の回折アークが大きくなった。 この結果は、PVA

にキ トサンを導入することによってPVA分 子鎖の

配向度が低下 したことを示唆 した。 また、ブレン

ド比22178の フィルムを最高延伸倍率7倍 まで延伸

した試料においては、PVA結 晶の(110)お よび

(110)面 か らの回折アークは強いスポッ ト状に変

形 し、PVAフ ィルムの8倍 まで延伸 した試料 とほ

ぼ同一の配向度を示 した。一方、キ トサンからの

有意な回折は観察できず、キ トサンの結晶化度は

低いことが示唆された。

図5は キ トサン1PVAブ レン ドフィルムの貯蔵弾

性率(ヤ ング率)お よび損失弾性率の温度依存性

を示した。

未延伸フィルムの貯蔵弾性率(E')は 、キ トサ

ン(10010)フ ィルムが最も高 く、特に室温以上の

温度領域では、キ トサ ンフィルムの貯蔵弾性率が

PVAブ レン ドフィルムよ りもかな り高い ことが明

らかになった。 また、ブレン ドフィルムを延伸す

ることによって、貯蔵弾性率は大き く上昇 した。
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ここで特に注目すべきことは、ブレンド比22178の

フィルムは7倍 まで延伸 したフィルムでは、室温

における貯蔵弾性率が20GPaま で到達 した。この

結果は、本ブレン ドフィルムが高弾性率材料 とし

て用途を拡大できる可能性を示唆 した。また、そ

の値は一150℃ ～220℃ の全温度領域で、 λ=8(8

倍延伸)のPVAフ ィルムよりも高かった。 このこ

とは、優れたブレンド効果が出現 し、新工業材料

として利用できる可能性も示唆している。

また、損失弾性率の温度依存性においては、キ

トサンに由来 した一100℃ 付近の γ分散が、PVA

をブ レン ドする(キ トサ ン1PVAブ レン ドフ ィ

ルム)こ とによ り見 られな くな った。 キ トサ ン

(10010)フ ィルムで見 られた γ分散は、キ トサ ン

1PVAブ レンドフィルムでは、-20℃ 付近に,ま た

50℃付近にはβ分散および150℃ 付近にα分散がそ

れぞれ見 られた。 これ らの分散 ピークは延伸倍率

とPVA含 有量の増加によって次第 に高 くなった。

延伸フィルムにおいてはPVAの β分散ピークが大

きく抑制され、 γ分散ピークは30～50℃ 高温側に

シフ トした。

図6は キ トサ ン1PVAブ レン ドフィルムのDSC

曲線を示 した。

未延伸のキ トサン(10010)フ ィルムのDSC曲 線

は、llO℃ 付近にブロー ドなピークが見 られた(図

6(a))。 しかし、PVA含 有量の増加によって ピー

ク位置は、次第に高温側にシフ トし、 しかも融点

が高 くなった。

一方、PVAの 融点は221℃ 付近 にみられ、キ ト

サ ンをブレン ドすることにより、若干高温側にシ

フ トする傾向が認められたが、ブレン ド比には依

存 しなかった。また、延伸によって、PVAの 融点

が高温側にシフ トし、融解 ピークの形状はシャー

プになり、融解熱が高 くなった。キ トサン1PVブ

レン ドフィルムは、延伸によ りキ トサンの融解

ピークが小 さくな り、ブロー ドになることが観察

された。 このDSCの 結果 と図5の 動的粘弾性の結

果を綜合 して推察すると、延伸によってPVAと キ

トサンが配向結晶化 したことを示唆している。

未延伸のキ トサン(10010)フ ィルムで観察され

たllO℃ 付近のピークがPVA含 有量の増加 によっ

て 高 温 側 に シ フ ト した 原 因 を 追 及 す る た め 、 常 温

お よび130℃ に お け る広 角X線 回 折 強 度 測 定 を 行 っ

た 。 そ の 結 果 を 図7に 示 し た 。 キ トサ ン(10010)

フ ィ ル ム は、 常 温 で20.2° に(020)面 か ら の 回 折

が 、 ま たPVA(01100)フ ィ ル ム は19.4° に(110)

お よ び(110)面 か らの 回 折 が そ れ ぞ れ 出 現 し た

(図7(a))。 キ トサ ン1PVAブ レ ン ドフ ィ ル ム は 、

PVA含 有 量 の 増 加 に伴 って ピー ク 形 状 が 低 角 度 側

に シ フ ト した 。 さ ら に 、130℃ で は 常 温 よ り も更

に ピー ク形 状 が低 角 度 側 に シ フ トした(図7(b))。

キ トサ ン!PVAブ レ ン ドフ ィル ム は 、 温 度 処 理 で面

間 隔 が 広 くな り、 ピー ク形 状 が 低 角 度 側 に シ フ ト

し た も の と考 え られ る 。 こ の ピー ク位 置 の シ フ ト

は 、DSC測 定 で 明 らか とな っ た120℃ 付 近 の ブ ロー

ドな ピー ク形 状(図6の(a)を 参 照)が 高 温 側 に

シ フ トした 結 果 か ら も裏 付 け られ る。

図8は 未 延 伸 の キ トサ ン1PVAブ レ ン ドフ ィル ム

表 面 のNlsピ ー クを 示 し た。

PVA(01100)フ ィル ム は 、Nlsピ ー クが 出 現 し

な か った が 、 ブ レ ン ドフ ィル ム で は 、399.6eV付 近

に ピー クが 出現 し た。 この ピー ク は キ トサ ン含 有

量 の 増 加 に よ って 次 第 に 高 くな った 。

図9は 延 伸 した キ トサ ン1PVAブ レ ン ドフ ィル ム

表 面 のNlsピ ー クを 示 し た。

ブ レ ン ド比40160お よ び22178の フ ィ ル ム は 、 延

伸 に よ っ てNlsピ ー クが 高 くな っ た。PVAは 分 子

内 にN(窒 素)が 存 在 しな い の で 、 キ トサ ン1PVA

ブ レ ン ドフ ィ ル ム の表 面 に キ トサ ン が ど の程 度 分

散 し て い る か を 相 対 的 に 検 討 す る た め 、 未 延 伸 試

料 のNlsICIsと キ トサ ン 含 有 量 との 関 係 を 調 べ

た 。 そ の 結 果 を 図10に 示 した。

NlsICIs値 は キ トサ ン含 有 量 の 増 加 に よ って 次

第 に 高 くな り、 ブ レン ド比61139の フ ィル ム で はキ

トサ ン(10010)フ ィル ム とほ とん ど変 ら な っ た。

図11は 延 伸 試 料 のNlsIClsと キ トサ ン含 有 量

と の 関 係 を 調 べ た。 ブ レ ン ド比40160お よ び22178

の 両 フ ィ ル ム のNlsICls値 は 、 延 伸 倍 率 の 増 加 に

よ っ て 上 昇 した 。 こ の 結 果 は 、 延 伸 に よ っ て フ ィ

ル ム 内 部 の キ トサ ン成 分 が フ ィル ム表 面 に 出 現 し

た こ とを 示 唆 して い る。

図12は 未 延 伸 試 料 の 接 触 角 を 示 し た。

一6一
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キ トサン1PVAブ レン ドフィルムの接触角は、キ

トサン含有量の増加によって次第に高 くな り棲水

性が増大 した。 これは前述のESCAの 測定結果 と

同様の傾向を示 した。従 って、フィルム表面のキ

トサン成分はフィルム表面の棲水性に影響をおよ

ぼすことが判明した。

図13は 延伸フィルムの接触角を示 した。全延伸

試料における接触角は、キ トサン含有量の増加に

よって次第 に大き くなり、より高い棲水性が発現

Nls

した。ブレンド比50150と40!60の フィルムの接触

角は、延伸倍率が高 くなるに従って高 くなり、棲

水性が増大 した。 しかし、キ トサン含有量が少な

い他のブレン ドフィルムでは、逆に延伸倍率の増

加によって接触角が低 くな り、親水性が増大 した。

ブレン ドフィルムの接触角がPVA含 有量の増加に

よって低下 した理由として考 えられることは、キ

トサン含有量が少ないため、フィルム表面に対 し

て均一に分布できず、表面のキ トサン量が次第に

                  Binding Energy ( 2.0  eV  ) 

Fig. 8. ESCA spectra of chitosan/PVA blend undrawn 
     film surface. 
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中島 照夫

少な くなったと思われる。この結果は、前述の結

果 と相反するが、その詳細な原因に関しては、残

念なが ら現段階では不明であり、今後の研究課題

としたい。

2.キ トサ ン1P～Aブ レ ン ドフ ィ ル ム の 抗 菌 活 性

表3は キ ト サ ン1PVAブ レ ン ド フ ィ ル ム に

8雄pん ッZococcμ8αμreμ8NBRC12732とE8cんer`cん`α

coZ`NBRC3972を 接 種 し、24時 間 培 養 し た後 の 生

菌 数 と抗 菌 活 性 値(R)を 示 した。

5×5cmに 裁 断 し、 中 和 した キ トサ ン1PVAブ レ

ン ドフ ィ ル ム と 中 和 しな か っ た キ トサ ン1PVAブ

レン ドフ ィル ム上 に 、試 験 菌 ε αμr甜8の 接 種 菌 数

が2.4×105cfu!mlと な る よ う に調 整 した11500

ニ ュ ト リ エ ン トBurouthの 懸 濁 菌 液0.4mlを4～

5箇 所 に分 け て 接 種 した 。 こ れ を イ ン キ ュ ベ タ ー

内 の 図316)に 示 し た装 置 を 用 い 、35±1℃ 、 相 対

湿 度90%以 上 の 条 件 下 に 設 定 して24時 間 培 養 し

た。 無 加 工 フ ィル ム(ポ リエ チ レ ン フ ィ ル ム)上

に 接 種 した 直 後 に 回 収 した 生 菌 数(0タ イ ム)は

2.5×105cfu!plateで あ っ た 。 こ れ を24時 間 培 養

した 後 の 生 菌 数 は8.6×105cfu!platと な り、 接 種

菌 は 殆 ど増 殖 しな か っ た。 この原 因 は 、 前 報17)で

も指 摘 し た よ う に 「繊 維 製 品 の 抗 菌 性 試 験 方 法 ・

抗 菌 効 果JISL1902:2002」18)の 接 種 菌 液 培 地 の 濃

度1120ニ ュ ト リ エ ン トBroth(着 用 実 験 か ら付

着 汚 れ 量 を 測 定 し て 算 出 した19))と は 異 な り、 本

試 験 法 の 接 種 菌 液 培 地 濃 度 が11500ニ ュ トリエ ン

トBrothで あ っ た。 こ の た め接 種 菌 液 の 培 地 濃 度

は 、 「繊 維 製 品 の 抗 菌 性 試 験 方 法 ・抗 菌 効 果JISL

1902:2002」 と比 較 して1125希 薄 た め、 細 菌 が 増 殖 す

る た め に 必 要 な 栄 養 分 が 不 足 し て い た(貧 栄 養 化

培 養 条 件)か らで あ る 。 従 って 本 試 験 法 は、 「シ ェ

ー ク フ ラ ス コ 法 」20)(800倍 に 希 釈 し た リ ン酸 緩

衝 溶 液)と 同様 に、 接 種 し た試 験 菌 が 増 殖 で き な

い 系(汚 れ が 付 着 して い な い 系19))で 抗 菌 活 性 を

評 価 して い る。 実 際 に は 、 製 品 を 使 用 す る と各 種

の 汚 れ が 付 着 す る。 この た め 本 試 験 法 は、 実 際 の

Table 3. Antibacterial activity value and bacterial numbers after 24 h incubation on chitosan/PVA 

blend films inoculated with Staphylococcus aureus NBRC 12732 or Escherichia cili NBRC 

3972.

Composition           Neutralization Bacterial (Chit
osan/ 
 PVA)status numbers                    (

cfu/ plate)

Staphylococcus aureus Escherichia coli

Sample 

 code
Antibacterial 

 activity 
value  (R)1)

Evaluation 

 results

Bacterial 
numbers 

(cfu/ plate)

Antibacterial 
 activity 
value  (R)1)

Evaluation 

 results2)

Untreated 
  film 
(Polyethylene 
  film)

/ / 8.6 x  10° / / 5.2 x  10° / /

la 

lb
100/0

+

 <  10* 
1.7 x  104

5.93 

1.40

0  
(  x  )

 <10* 
1.4 x  10°

5.72 

1.11

C 
x

2a 

2b
60/40

+

 <  10* 
5.0 x  104

5.93 
1.26

0  
(  x  )

6.0 x 101 
2.1 x  10°

3.21 
1.07

C 
 x

3a 

 3b
50/50

+

2.7 x 101 

2.9 x  10°

4.15 

1.04
C 
 x

8.6 x 101 

2.5 x  10°

2.96 

1.06
C 
x

4a 

 4b
40/60

+

5.3 x 101 

3.4 x  10°

3.44 

1.07

C 
 x

1.1 x 102 

3.1 x  10°

2.80 

1.04

C 
x

5a 

 5b
22/78

+

4.6 x 102 

5.5 x  10°

2.23 

1.03
C 
 x

9.3 x  103 

3.2 x  10°

1.44 

1.04

 

(  x  ) 
x

6a 

 6b
0/100

+

8.4 x  105 

8.5 x  105

1.00 

1.00

 x 

 x

5.0 x  105 

5.1 x  105

1.00 

1.00

 x 

x

 ±  : Neutralized,  -  : Non- neutralized, N: No, Y: Yes. *:Not detected(Detection limit: < 10*).  ±  : 
Neutralized,  -  : Non- neutralized, N: No, Y: Yes. 
Initial bacterial numbers of S. aureus on untreated film were 2.4 x  10° cfu/plate. Initial bacterial 
numbers of E. coli on untreated film were 1.9 x  105 
cfu/plate. 1) R (Ratio of increase and decrease of bacterial numbers)  =log (B/A) - log (C/A) = log (B/C) 
, A: Average bacterial number per plate in the 
untreated film at 0 h. B: Average bacterial number per plate in the untreated film after 24 h 
incubation. C: Average bacterial number per plate in the 
chitosan/PVA blend film after 24 h incubation. 2) Antibacterial activity value has an antibacterial 
efficacy in the value of above 2.0.  0  : Antibacterial 
activityvalue was above 2.0, X : Antibacterial activity value was below 2.0.
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製 品 使 用 条 件 とは 異 な り、 試 験 法 の 改 正 が 望 ま れ

る。 し か し、Lim,S.,H.ら21'22)も シ ェ ー ク フ ラ ス

コ 法 と同 様 に、0.3mmolの 希 薄 な リ ン酸 緩 衝 溶 液

(ASTME2149-01,AmericanSocietyforTesting

andMaterials'2001)を 用 い て 抗 菌 活 性 を 評 価 して

い る 。 こ の よ う に 本 試 験 法 は栄 養 分(貧 栄 養)に

問題 は あ る が 、 現 在 フ ィ ル ム の 抗 菌 性 試 験 は 、 本

JIS法(「 繊 維 抗 菌 加 工 製 品 一 抗 菌 性 試 験 方 法 ・

抗 菌 効 果JISZ28012000」)で 抗 菌 活 性 を評 価 す る

よ う に規 定 さ れ て い る。 ま た、 生 菌 数 を 計 測 す る

定 量 法 で な く、OD評 価 や 阻 止 帯(Halo)の 直 径

な どに よ る 定 性 法 で 抗 菌 活 性 を 評 価 して い る報 告

例 が 多 い23'31)。しか し本 実 験 で は、 定 量 法 で 生 菌

数 を 計 測 す る 「繊 維 抗 菌 加 工 製 品 一 抗 菌 性 試 験 方

法 ・抗 菌 効 果JISZ28012000」 に よ っ て 抗 菌 活 性 を

評 価 した。

同様 に キ トサ ン1PVAブ レン ドフ ィ ル ム に 対 して

同 数 の 試 験 菌 を 接 種 し、24時 間 培 養 した 場 合 の 生

菌 数 は 、<10～8.4×105cfu!platの 値 を 示 し、

PVA含 有 量 の 増 加 に 従 っ て 多 くな っ た。 中 和 し

た フ イ ル ム の生 菌 数 は1.7×104～8.5×105cfu

!platの 値 を 示 し、 中 和 して い な い フ ィ ル ム よ り も

多 く、 抗 菌 力 の 低 下 が 顕 著 で あ っ た。 本 試 験 法 で

は、 実 験 方 法5.5.評 価 法 で 説 明 し た よ うに 、 抗 菌

活 性 値 が2.0以 上 で 抗 菌 効 果 を 有 す る こ とに な る。

こ の 結 果 を 抗 菌 活 性 値(R)で 表 示 す る と、1.00

～1 .40の 値 とな り、2.0以 下(× 印 の評 価)で あ っ

た。 中 和 して い な い キ トサ ン1PVAブ レ ン ドフ ィ

ル ム は 、 い ず れ も○ 印 の 評 価 で抗 菌 活 性 値 が2.0以

上 の2.23～5.93の 値 を 示 した 。 上 述 の よ う に 中 和

フ ィ ル ム の 抗 菌 力 が 低 下 した原 因 は 、 前 報17)で も

指 摘 した よ うに 四 級 塩 化 した キ トサ ンは 中和 処 理 、

水 洗 い の操 作 に よ って 造 塩 結 合 して 形 成 し た キ ト

サ ン塩 か ら酸 が 離 脱 し、 遊 離 型 キ トサ ン(遊 離 ア

ミ ノ 基)に 変 化(図14を 参 照)し た た め 抗 菌 活 性

値 が低 下 した と考 え られ る3,30・31).

Fig.

Chitosan Chitosan acetate 

14. Reaction of chitosan and organic  acid4).

Tsurugaieta1.生32)お よ び 細 川 ら33)は 、 有 機 酸

で キ トサ ン を処 理 して 得 た 四 級 塩 化 キ トサ ンが 抗

菌 作 用 を 示 す と報 告 して い る。 しか し、 幾 つ か の

四 級 塩 化 キ トサ ン は、 水 酸 化 ナ ト リウ ム 水 溶 液 を

使 用 して 中和 反 応 さ せ る と遊 離 ア ミ ノ基 を形 成 し、

抗 菌 活 性 が 低 下 した 報 告 もあ る。

試験 菌&α μr側8の 場 合 と同様 に 、試 験 菌Eco房

の 接 種 菌 数 が1.9x105cfu!platと な る よ うに 調 整

し た11500ニ ュ ト リ エ ン トBurouthの 懸 濁 菌 液

0.4mlを 接 種 し、35±1℃ 、 相 対 湿 度90%以 上 の

条 件 下 で24時 間 培 養 した 。 無 加 工 フ ィル ム に 接 種

し た直 後 に 回 収 した 生 菌 数 は2.0×105cfu!plate

で あ った 。 これ を24時 間培 養 した後 の生 菌 数 は5.2

×105cfu!platと な っ た。 同様 にキ トサ ン1PVAブ

レ ン ドフ ィ ル ム に 対 し て 同 数 の 試 験 菌 を 接 種 し、

24時 間 培 養 し た 場 合 の 生 菌 数 は、<10～5.0×

105cfu!platの 値 を示 し、PVA含 有 量 の増 加 に従 っ

て 多 くな った 。 中 和 した フイ ル ム の 生 菌 数 は1.4×

105～5.1×105cfu!platの 値 を 示 し、 中和 してい

な い フ ィ ル ム よ りも 多 か っ た 。 こ の結 果 を 抗 菌 活

性 値(R、Log(CID))で 表 示 す る と、1.00～1.11

の 値 と な り、2.0以 下(× 印 の 評 価)で あ っ た。 こ

う した 傾 向 は 、 試験 菌8.α μr側s使 用 した場 合 よ り

も顕 著 で あ った 。 中和 し てい ない キ トサ ン1PVAブ

レ ン ドフ ィル ム は、 キ トサ ン の ブ レ ン ド比 が 小 さ

い 試 料5a(22178)の フ ィ ル ム を 除 き ○ 印 の評 価 で 、

抗 菌 活 性 値(R)が2.0以 上 の2.80～5.72の 値 を 示

した 。

表4は キ トサ ン お よ び 四 級 化 キ トサ ン1PVAブ レ

ン ドフ ィル ム の 抗 菌 性 試験 結 果 を 比 較 して 示 した 。

四 級 化 キ トサ ンを 使 用 したPVAブ レ ン ドフ ィル ム

は 、 中和 して も 抗 菌 効 果 が 低 下 しに く く、 抗 菌 活

性 値(R)が2.0以 上 の 値 を 示 し、 ○ 印 の 評 価 を 得

た 。 四 級 化 キ トサ ン1PVAブ レ ン ドフ ィル ム の 抗

菌 活 性 値(R)は 、 試 験 菌&α μreμsを使 用 した 場

合 、 中 和 し て も しな くて も2.0以 上 の5.93の 値 を 示

し、 抗 菌 効 果 の 低 下 が 認 め られ な か っ た。 試 験 菌

Ecoん を 使 用 した 場 合 の 抗 菌 活 性値(R)は 、 中和

して い な い 四 級 化 キ トサ ン1PVAブ レ ン ドフ ィル ム

が い ず れ も5.72、 中 和 した そ の フ ィ ル ム が4.39～

5.72の 値 を 示 し、 若 干 抗 菌 活 性 は低 下 した が 、2.0

一9一
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以 上 の 値 を 示 し、 ○ 印 の 評 価 を 得 た。 例 え ば ブ レ

ン ド比40160の フ ィ ル ム で 、 四 級 化 して い な い キ ト

サ ンを ブ レ ン ドし、 中 和 しな か っ た 場 合 の ブ レ ン

ドフ ィル ム(試 料4a)の 抗 菌 活 性 値(R)は3.44、

中 和 し た フ ィル ム(試 料4b)で は1.07と な り、 抗

菌 活 性 値(R)が113.2低 下 した 。 しか し、 四 級 化

キ トサ ン を ブ レン ド した 場 合 は 、 中 和 して も しな

くて もブ レ ン ドフ ィル ム(試 料4cと4d)の 抗 菌 活

性 値(R)が5.93を 示 し、 前 述 の 四 級 化 し て い な

い キ トサ ンを ブ レ ン ドし た フ ィ ル ム(試 料4a)の

抗 菌 活 性 値(R)の3.44と 比 較 して 、 む し ろ 高 い

値 を示 した。 ま た 、 キ トサ ン!PVAブ レ ン ドフ ィル

ム の抗 菌 活 性 は 、 ε α醐 甜8に 対 す る よ り もEc罐

が 低 く、 表4に 示 す よ うにPVAの ブ レ ン ド比 が 高

くな る に従 っ て次 第 に低 下 す る傾 向 が確 認 さ れ た。

これ らの 結 果 を 、 中 国 の 抗 菌 性 評 価 法(中 国 人

民 共 和 国 軽 工 業 標 準QBIT2591:2° °3)34)と 比 較 す る

と、 表3と4中 で()で 示 した 箇 所 の 評 価 結 果 が

異 な る。 す な わ ち、 中 国 は 、抗 菌 率(%)=(B-C)

1Bで 計 算 し、1:99%以 上(強 い 抗 菌 作 用 あ り)、

H:90%以 上(抗 菌 作 用 あ り)、89%以 下 は抗 菌 作

用 な し、 で 評 価 して い る 。 こ こで 、B:ブ ラ ン ク の

平 均 回 収 菌 数 、C:抗 菌 加 工 製 品 の 平 均 回 収 菌 数 を

示 す 。 中 国 の 抗 菌 性 評 価 法 は 、 わ が 国 の 抗 菌 加 工

製 品 一抗 菌 性 試 験 方 法 ・抗 菌 効 果JISZ2801:2° °°を

参 照 して い るた め 殆 ど似 て い る。

()で 示 した 評 価 結 果 のx印 の 箇 所 は 、 中 国

の 抗 菌 性 評 価 法 、 抗 菌 率(%)で 評 価 す る と、 表

3に 示 し たSα μr甜8の 項 目 で、 試 料1bと2bが そ

れ ぞ れ98.0と%94.2%、EcoZ`の 項 目 で 試 料5aが

100.0%と な り、H:90%以 上(抗 菌 作 用 あ り)の

評 価 結 果 を 得 、 抗 菌 効 果 を 有 す る こ と に な る。 す

な わ ち こ の 相 違 は 、 わ が 国 のJISZ2801:2000の 試

験 評 価 方 法 が 中 国 のQBIT2591:2° °3よりも 厳 しい 評

価 規 格 な こ とを 意 味 し、 日本 製 品 の 品 質 ・安 全 性

の 高 さ を 示 唆 し て い る 。 な お、 我 が 国 と 中 国 の 抗

菌 加 工 プ ラ ス チ ッ ク製 品 の 評 価 法 の 詳 細 な比 較 に

関 して は 、 文 献35)を 参 照 願 い た い 。

キ トサ ン フ ィ ル ム に お い て もEcoπ に 対 す る抗

菌 活 性 が&α μreμ8よ り も低 か っ た2)。 特 に この 傾

Table 4. Antibacterial activity value and bacterial numbers after 24 h incubation on chitosan or 
      quaternary ammonium chitosan/PVA blend films against Staphylococcus aureus NBRC 

      12732 or Escherichia  cili NBRC 3972 using JIS Z 2801:2000 (Film Adhering  Method).

Sample Composition Quaternary                           Neutralization 
 code          (chitosan/ ammonium                               status          PVA) chitosan

Staphylococcus aureus Escherichia coli

Bacterial Antibacterial Bacterial                                      Antibacterial Evaluation 
numbers activityEvaluation numbers                                         A

ctivity') results') (cfu/plate) value (R)')results (cfu/plate)

Untreated 
(Polyethylene 
  film)

/ / / 8.6 x 101 / / 5.2 x  10° / /

la 

lb
N

+

< 10* 

1.7 x  104

5.93 

1.40

0  
(  x  )

< 10* 

1.4 x  105

5.72 

1.11

 0 
 x

100/0
 lc 

 ld
Y

+
< 10* 
< 10*

5.93 

5.93
 C 
 C

< 10* 
< 10*

5.72 

5.72
 C 
 C

4a 

4b
N

+

5.3 x  10' 

3.4 x  105

3.44 

1.07
 C 
x

1.1 x  102 

3.1 x  105

 2.801 

1.041
 C 
 x

40/60
4c 

4d
Y

+

< 10* 

< 10*

5.93 

5.93

 C 
 C

< 10* 

1.8 x  10'

5.72 

4.56

 C 
 C

5a 

5b
N

+

4.6 x  102 

5.5 x  105

2.23 

1.03
C 
x

9.3 x  103 

3.2 x  105

1.441 

1.04

 

(  x  ) 
x

22/78
 5c 

 5d
Y

+

< 10* 
< 10*

5.93 

5.93
 C 
 C

< 10* 

2.0 x  10'

5.72 

4.39
 C 
 C

 +  : Neutralized,  -  : Non- neutralized, N: No, Y: Yes. *:Not detected (Detection limit: < 10*) .  +  : 
Neutralized,  -  : Non- neutralized, N: No, Y: Yes. 
Initial bacterial numbers of S. aureus on untreated film were 2.4 x  105 cfu/plate. Initial bacterial 
numbers of E. coli on untreated film were 1.9 x  105 cfu/plate. 
1) R (Ratio of increase and decrease of bacterial numbers)  =log (B/A) - log  (C/A) = log (B/C) , A: 
Average bacterial number per plate in the untreated film 
at 0 h. B: Average bacterial number per plate in the untreated film after 24 h incubation. C: Average 
bacterial number per plate in the chitosan or quaternary 
ammonium  chitosan/PVA blend film after 24 h incubation. 2) Antibacterial activity value has an 
antibacterial efficacy in the value of above 2.0.  0  : Antibacterial 
activity value was above 2.0, X : Antibacterial activity value was below 2.0.
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向は中和フィルムで顕著であった。E㌦c読 に対す

る抗菌活性が&α μr甜8よりも低い傾向は、今まで

の実験結果から加工薬剤や効力評価法が異なって

も認められた3642)。

抗菌活性は、上述のように四級化キ トサンのブ

レンドで向上 し、中和 してもしていない試料 と比

較 して極端 に低下しなかった。 このように四級化

キ トサンのブレン ドは、抗菌活性の向上に寄与 し

(表4を 参照)、 従来の有機系抗菌剤のように速効

性でな く、抗菌効果がマイル ドで弱 く、安全性が

確保でき、 しかも不要になって破棄 した場合容易

に生分解 し、地球環境に負荷を与えない優 しい抗

菌剤と言える。また、キ トサンフィルムは、PVA

をブ レン ドすることによって延伸特性が向上 し、

新複合材料 としての市場性の拡大が期待 される。

なお、 こうした特性を有するキ トサン1PVAブ レン

ドフィルムの生分解特性に関しては、引き続き次

報で詳細に報告する。

結 論

本研究は、キ トサンの延伸能力を向上 させるた

め、PVAを 導入 したブレン ドフィルムを試作 し、

そのブ レンドフィルムの力学的性質 と抗菌活性に

関して検討 し、以下の結果を得た。

キ トサ ン1PVAブ レン ドフィルムの最高延伸倍

率は、PVA含 有量の増加によって高 くな り、ブレ

ン ド比22178の フィルムで7倍 にまで到達 した。広

角X線 回折よりその試料はPVAフ ィルムの8倍 ま

で延伸 した試料とほぼ同じ配向度を示唆している。

一方、キ トサンか らの有意な回折は観察できず、

キ トサンの結晶化度は低いことが示唆された。

未延伸試料 の貯蔵弾性率(E')は 、キ トサ ン

(10010)フ ィルムが最 も高 く、PVA含 有量の増加

によって低下 したが、ブレンド比22178の 試料を7

倍まで延伸 したフィルムにおいて、室温での貯蔵

弾性率は20GPaに まで到達し、高弾性率材料 とし

ての用途が示唆された。また、その値は一150℃ ～

220℃ の全温度領域では、 λ=8のPVAフ ィルムよ

りも高かった。

接触角はキ トサン含有量の増加に従って大きく

 *Mt 

    1)--  /PVA  F  7  -r  )1'1\  OTAC-Mtlt , 

Staphylococcus aureus  Al-  ct Escherichia 

 coli/Jsia  <  , PVA0)71. FtLIA-tir  < 6 

--cfa-F V
rr: otA Utifn -HtiL---c0*- 

 I:MIL,  Ats-AROL-  54--4--  NR1L- .-/PVA

 *triqt, 16 17 g.f=1-4`•-ffMn 

 tit> (414fff5-LEB,  ME*-16,16300234)  1-f1J)t 

             k:ct 6 ft KM t, ) 

viihrITNM0rATL fi)T5Ei 
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