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A. 研究目的 

既存添加物「キトサン」は基原・製法・本質と

して「「キチン」を，温時~熱時水酸化ナトリウ

ム水溶液で脱アセチル化したもので，D-グルコ

サミンの 多量体からなる．」 とされている．ま

た，「キトサン」の原料となる既存添加物「キチ

ン」の基原・製法・本質には，「エビ，カニ等甲

殻類の甲殻又はイカの甲を，室温時~温時酸性

水溶液で炭酸カルシウムを除去した後，温時~
熱時弱アルカリ性水溶液でタンパク質を除去

したもので，N-アセチル-D-グルコサミンの多量

体からなる．」と記載されている(消食表第 375
号)．公的な成分規格がいずれも設定されておら

ず，早急な対応が要求されている． 

基原・製法・本質に示されたとおり，「キトサ

ン」は，「キチン」を脱アセチル化したものであ

り，その脱アセチル化度はおよそ 70%とされて

いる．よって，「キトサン」は，グルコサミン(GU)
とアセチルグルコサミン (AGU)から構成され

る多量体である(Fig. 1)．脱アセチル化度は大き

く物性に影響を与えるため，品質評価のための

重要な指標と考えられる． 
キトサンの脱アセチル化度を測定する方法と

してポリビニル硫酸カリウム(PVS-K)によるコ

ロイド滴定が知られている．本法は GU のアミ

ノ基が酸性下でポリカチオンとなり，PVS-K の

ポリアニオンが強いクーロン引力で，瞬時にポ

リイオンコンプレックスを形成することに基

づいている．原理的に，本法によりキトサンの

脱アセチル化度が精確に測定可能であると考

えられるが，それを裏付ける方法がない． 
そこで本研究では，固体 NMR により「キトサ

ン」の分析を試みた．固体 NMR は固体試料を

そのまま測定することが可能で前処理の必要

がなく，得られた NMR スペクトルより試料の

構造あるいは組成を直接観察することができ

る．PVS-K による滴定法と固体 NMR による定

量値を比較し，PVS-K による滴定法で「キトサ

研究要旨 キトサンの脱アセチル化度はその物性に大きな影響を与えることから，品質を制御

するための重要な指標であると考えられる．そこで，食品添加物として流通しているキトサン

の脱アセチル化度を前処理無しで固体のまま直接測定する方法として13C-CP/MAS-NMRによ

る方法を検討した．種々の条件検討を行い，CP/MAS条件を最適化し，測定した結果，測定条

件を一定にすることによって固体NMRにより，脱アセチル化度を直接測定することができた．

また，ポリビニル硫酸カリウムを用いた滴定法による結果と固体NMRにより得られた結果を

比較したところ，ほぼ同じ結果となった．以上のことから，いずれの方法においても脱アセチ

ル化度が測定できていることが確認できた． 
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ン」の脱アセチル化度が精確に測定でき，公的

な成分規格の試験法として検討に値するかど

うか確認したので報告する． 
 
B. 研究方法 
B-1) 試料及び試薬 
キチンは国内で入手可能な試薬 7 製品(CN1-7)
及び別に入手した食品添加物原料 1製品(CN8)，
キトサンは食品添加物 5 製品(CS1-5)を試料と

して用いた(Table 1)．これら製品をそのまま測

定に供したが，CN8 については，NMR試料管に

詰めやすいようにはさみで細かく刻んで用い

た．また，本研究において以下の試薬等を試験

に用いた．0.0025 mol/L ポリビニル硫酸カリウ

ム溶液(N/400 PVS-K 溶液)(富士フイルム和光純

薬, 164-21655, LOT.PTF7686, (C2H3KO4S)n = 
(162.20)n,《管理番号 21-78c》)，トルイジンブル

ー指示薬溶液(0.1g トルイジンブルー/100mL 水

溶 液)(富士フイ ル ム 和光純薬, 205-05811, 
LOT.PTH7553，《管理番号 21-77c》)，超純水(Puric 
ω)．《 》内は当研究室の管理番号を示す． 
 
B-2) 固体 NMR 測定 
固体NMR測定には，JNM-ECA400装置(JEOL)

を，測定ソフトには Delta Ver.5.2，解析には

Ver.5.3 を使用した． 
試料を 4 mm 固体 NMR試料管に詰め，室温

条件下，1H，13C の 2つの核種を測定した．13C
化学シフト値は，テトラメチルシランからの外

部基準として，固体アダマンタンのメチンピー

ク(高磁場側)を 29.5 ppmに設定した．1Hは native 
scale で化学シフト値を表した．シグナル帰属は

文献値 1-3)との比較により行った．基本的な測定

パラメータとパルスシーケンスを Table 2，Fig. 
2 に示す． 
 
B-2-1) 定量方法（計算方法） 
CP/MAS (Cross Polarization / Magic Angle 

Spinning)法で固体 NMR を測定するとき，検出

感度を優先していることから，定量性に乏しい

が，同一条件で測定すればシグナル強度比は一

定に測定できる．よって，試薬キチンが完全に

アセチル化されていると仮定し，これを基準と

して，キトサン中の AGU 含量を相対的に求め

ることができる． 
Fig. 3 のようにキチン由来の単独シグナル a の
積分値を A，キチン＋キトサンの混成シグナル

b の積分値を B とする．B のうち分離はできな

いがキチン由来の成分の積分値を B キチン，キト

サン由来の積分値を B キトサンとした場合(簡略化

のため核数は 1 とする)，溶液 qNMR ではスペ

クトル上の各シグナルの積分値は核数とモル

濃度に比例するため，A=B キチンが成立し，試料

中の AGU含量は 
 
 AGU含量(mol%)＝B キチン／B*100 
                            ＝A／B*100 
 
で求められる．しかし，CP/MAS 法で測定した

NMRスペクトルの場合，各シグナルの積分値は

測定対象の核の周囲の他の核，MAS回転数の影

響を受け，核数とモル濃度に比例関係が成立し

ないことが多く，A=B キチンが通常成立しない．

そこで，キチン試薬製品を基準物質としてその

シグナル感度比を用いて補正する方法を用い

た．同一条件で測定した基準物質のシグナル a
の積分値を Aref，シグナル b の積分値を Brefとす

ると，試料中の B キチン＝A／(Aref／Bref)で補正さ

れるので， 
 
 AGU含量(mol%)＝B キチン／B*100 
                          ＝(A／(Aref／Bref))／B*100 
                          ＝(A／B)／(Aref／Bref)*100 
 
の関係式より AGU のモルベースの含量が求め

られる．さらに，AGU と GU のユニット分子量

から， 
 
  AGU含量(wt%) 

＝AGU 含量(mol%)×203／[AGU 含量

(mol%)×203＋(100-AGU含量(mol%))×161]×100 
 
と重量ベースの含量に換算することができる． 
 また，脱アセチル化度は， 
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  脱アセチル化度(mol%)＝GU含量(mol%) 
                                ＝100－AGU含量(mol%) 
 
で求めることができる． 
 ただし，シグナルが十分に分離しないため，

積分比(A／B)を求めるキチン単独シグナル a に
CH3 または C=O を，混成シグナル b に C1，
(C3,C4,C5)または(C2,C6)領域をあてはめ，組み

合わせを変えて計 6つの積分比(A／B，記号 r1
～r6)を求めた．なお，複数炭素領域の積分値は

炭素数で割って比を求めた． 
 
 r1 ： CH3/C1 
 r2 ： CH3/((C3,C4,C5)/3) 
 r3 ： CH3/((C2,C6)/2) 
 r4 ： C=O/C1 
 r5 ： C=O/((C3,C4,C5)/3) 
 r6 ： C=O/((C2,C6)/2) 
 
以上，基準物質と試料の 6 個の積分比からそ

れぞれ AGU含量を求め，平均値を試料の AGU
含量とした． 
 
B-2-2) 緩和時間の確認 
測定パラメータの最適化のため，試薬キチン

と食品添加物キトサンの 1Hの縦緩和時間T1Hを

Saturation Recovery(SR)(飽和回復)法で，試薬キ

チンの 13C の縦緩和時間 T1C を Torchia(トーチ

ャ)法で測定した．SR 法は，最初に磁化を飽和

させ，その回復を観測することで緩和時間を求

める方法(Fig. 2e)である．Torchia 法は，交差分

極を利用した反復回転法スペクトルと CP/MAS
スペクトルの差スペクトルを測定することに

よって緩和時間を測定する方法(Fig. 2c)で，CP
により待ち時間を短縮することができる． 
 
B-2-3) 13C-CP/MAS 測定条件の検討 
試料回転数，コンタクトタイム，待ち時間，積

算回数を検討し，定量用の条件は，Table 2の 13C-
CP/MAS 測定の条件に決定した． 

 
B-2-4) キチンの 13C-CP/MAS 測定 
メーカーの異なる試薬 CN1~7 と添加物原料

CN8 のキチンを測定・積分し，繰り返し測定時

のばらつき，試料間差があるかどうかを調べた． 
 
B-2-5) キトサン中の AGU含量，脱アセチル化

度の測定 
キチン CN1 を基準物質とし，13C-CP/MAS スペ

クトルの積分比（r1~r6）よりキトサン CS1~5 の

AGU含量と脱アセチル化度を求めた． 
 

B-2-6) 混合試料による混合組成と AGU含量の

確認 
13C-CP/MAS 測定により，AGU含量が精確に測

定できているかどうか確認するため，キチン

CN1 とキトサン CS1 をモル比で 2：1，1：1，1：
2混合し，13C-CP/MAS 測定を行い，混合組成と

算出した AGU 含量が一致するかどうかを調べ

た． 
 
B-3) 滴定による NH2基の定量 
試料約 0.5 g を精密に量り，5 vol%酢酸約 90 

mL で 100 mLメスフラスコに洗い込み，室温で

一晩放置した，均一なゾル状になっているのを

確認し，5 vol%酢酸で 100 mL に定容した．この

液 1.0 mL を 50 mL 三角フラスコに分注し，水

30 mL とトルイジンブルー指示薬溶液(TB) 0.1 
mL を加えたものを検液とした．検液をスター

ラーでかく拌しながら，ポリビニル硫酸カリウ

ム溶液(N/400 = 0.0025 mol/L)(PVS-K)で滴定し，

検液の色が 10 秒以上赤紫色を保持した点を終

点とした(秤量 n3×測定 3回)．別に 5 vol%酢酸

1 mL に水 30 mL と TB 0.1 mL を加えたものを

ブランク液(n3)とし，同様に滴定を行った． 
次式により NH2基の含量＝GU含量(mol%)を
計算した． 

 
検液中の GU の質量(g):   
X＝1/400×ｆ×（v-v'）/1000×161 
検液中の AGU の質量(g): 
Y＝w/100－X 
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乾燥試料中の NH2基の含量＝GU含量（mol%)
＝((X/161)／(X/161＋Y/203))×100 

v: 検液の PVS-K 滴定量(mL) 
v': ブランク液の VS-K 滴定量(mL)(n3平均) 
f: PVS-K のファクター 
w: 試料採取量(g) 
161: GU のモル質量 

203: AGU のモル質量 
ここから，AGU含量（mol%）＝100－GU含

量（mol%） 
 

C. 結果及び考察 
C-1) 固体 NMR と溶液 NMR の違い 
固体 NMR は固体試料を溶媒に溶解する必要

がないため，難溶性の物質や溶解させることに

より構造が変化する物質をそのまま測定する

ことが可能である．測定できる核種は溶液NMR
と同様である．固体測定用の NMR プローブ及

び NMR 試料管を用いて固体試料を NMR 試料

管に均一に密に詰め測定する． 
溶液 NMR では平均化される化学シフト異方

性と双極子相互作用が固定 NMR では平均化さ

れずシグナルの線幅が広がるため，固体 NMR
ではシグナルの分離能及び検出感度を向上さ

せるための技法が用いられる．固体試料を詰め

た NMR試料管を B0磁場方向に対して 54.7˚の
角度(マジック角)に傾けて 4〜120kHz で高速回

転させる．この技法は MAS (Magic Angle 
Spinning)と呼ばれ，化学シフトの異方性と双極

子-双極子相互作用を平均化する．また，MAS で

平均化しきれない双極子-双極子相互作用など

を除くために高出力デカップリングが併用さ

れ る ． さ ら に 励 起 の た め に DP (Direct 
Polarization)又は CP (Cross Polarization)という方

法と組み合わされて用いられる．DP/MAS では

シグナル面積強度比から各成分の比率を算出

することが可能だが CP と比べ感度が低く，長

時間の測定が必要である．一方，CP/MAS は磁

気回転比の大きい核，すなわち，感度の高い核

(1H，19F 等)から磁気回転比の小さい核，すなわ

ち，感度の低い核(13C 等)への分極移動を利用し

て測定する手法であり，分子運動性が低く，且

つ，磁気回転比の高い核と低い核の空間的距離

が近い試料の場合，高感度で測定できる．よっ

て，本研究では，CP/MAS を用いることにした． 
 
C-2) キチン，キトサンの緩和時間の確認 

Table 2 の条件でキチンとキトサンの 1H の縦

緩和時間 T1H を SR 法で，13C の縦緩和時間 T1C

をキチン CN1 についてのみ，Torchia 法で測定

した．Fig. 4 にはキチン CN1 の T1H測定のカー

ブフィッティングを例として示した．1H スペク

トルは H-H 双極子相互作用のため広幅化して

しまい 3.5 ppm に 1 本のシグナルしか観察され

なかったため，T1Hはこのシグナルに対してのみ

測定した．キチン CN1~8 及びキトサン CS1~4
について測定した結果，キチン及びキトサンの

T1Hは最長でも 2.4 s であった．シグナルを飽和

させないためには，12 s以上の繰り返し時間が

適当であるが，同一条件で測定する限り，積算

効率を優先し多少短くしても定量結果に影響

を与えないと考えられた． 
次に，キチン CN1 の 13C の縦緩和時間 T1Cを

Torchia 法で測定した結果を Fig. 5，Table 3 に示

した．C6及び CH3位の T1Cは比較的短かく運動

性が高いと推定された．一方，その他の T1C は
長く，C1位が最長で約 100 s であった．従って，

定量性を確保した測定方法(DP/MAS で繰り返

し待ち時間を T1C の 5倍以上に設定する必要あ

り)を適用することは現実的ではないと判断で

きた．よって，キトサン中の AGU 含量の測定

には CP/MAS が妥当であると確認できた． 
 

C-3) 13C-CP/MAS 測定条件，解析条件の検討 
処理条件をまず統一し，再現性や感度を考察

した後，測定条件を検討し定量条件を決定した． 
 

C-3-1) ウィンドウ関数 
信号面積の精確さを保持し，且つ不要なノイ

ズを除くため， 
  指数関数(BF=20Hz)×台形関数（0,0,20,60%） 

で処理を統一した．その後， 
  ゼロフィリング×4倍→フーリエ変換→位

相補正→ベースライン補正→（波形分離）→積



 34 

分 
の順に処理を進めることに統一した． 
なお，ベースラインは測定対象のシグナルの

積分範囲以外に補正点を設定し補正した．波形

分離関数のローレンツ／ガウス混合比は解析

ソフト Delta により，シグナルごとにオートで

最適化した．Fig. 6 には，キチンとキトサンの

FID (緑色)とウィンドウ関数(茶色)を示した． 
 

C-3-2) 積分 
得られたキチンとキトサンの 13C-NMR スペ

クトルを比較したところ，キチンにのみ由来す

る独立したシグナルは C=O と CH3 のみであっ

た．両者の母核のアミノ糖部分のスペクトルを

比較すると，各シグナルはほぼ同じケミカルシ

フトで検出された(Fig. 7)．キチンに比べるとキ

トサンは C1，C2及び C3位が低磁場シフトし，

C3 と C5位が重なっており，また全体的に各シ

グナルが幅広く観察された．このため，積分範

囲は，C=O，C1，(C3,C4,C5)，(C2,C6)，CH3の 5
領域に分けることにした． 

C-3-5)において，シグナルの積分値の算出方

法を示すが，実測スペクトルをベースラインか

ら垂直分割してそのまま積分する方法と波形

分離後に積分する方法で求めた(Fig. 8)．  
 
C-3-3) MAS回転数 

200 ppm にわたる化学シフト異方性を消去し，

スピニングサイドバンド(SSB)の影響がなく測

定を行うには，13C-100 MHz装置では 20 kHz以
上で NMR試料管を回転させる必要がある．し

かし，試料管のサイズ，材質，測定温度により

回転数に限界があり，今回用いた装置は 18 kHz
が限界である．Fig. 9 には MAS回転数を 15 kHz
と 7 kHzとして測定したキチン CN1のスペクト

ルを示した．どちらも C=O シグナルに対してス

ピニングサイドバンド(SSB)が観察されており，

15 kHz では CH3シグナルと，7 kHz では C1 シ

グナルと重なることが確認された．15 kHz で測

定した場合においても化学シフト異方性は完

全に消去できないため，メインシグナルから離

れた小さな SSB 強度が観察される．C=O の積分

値としては SSB も含める必要があることから，

左右の SSB の面積が同じと仮定し，低磁場側の

面積の 2 倍を主シグナルに加え，高磁場側の

SSB が含まれると推察される領域から，低磁場

側と同じ面積を差し引くことで補正するとい

う方法もある．一方で，MAS回転数 15 kHz で
は，観察される SSB の強度は非常に弱いため，

測定対象シグナルと重複していたとしても積

分値に殆ど影響しないと考えられる．また，常

に同一条件で測定するとき，SSB により増減す

る積分値は常に一定であると考えられる．よっ

て，MAS回転数は 15 kHz とし，SSB の影響を

無視し，補正を行わないこととした．  
 

C-3-4) コンタクトタイム 
すべてのシグナルを感度よく測定するコン

タクトタイムを設定するため，その値を 1～5 
ms の範囲で比較した．キチン CN1 についてコ

ンタクトタイムを変えたときの各シグナル強

度の変化を Fig. 10 に示したが，2 ms のとき最大

となり，3 ms以上で感度が低下する傾向が観察

された．この結果より，コンタクトタイムを 2 
ms として測定することとした．なお，キチン

CN1-8及びキトサン CS1-4 を用いて確認したが，

この傾向は変わらなかった． 
 
C-3-5) 繰り返し待ち時間と積算回数 
CP/MAS の繰り返し待ち時間は T1H×1.2 倍程
度のとき積算効率が良い．しかし，シグナルを

飽和させないためには T1H の 5倍以上を確保す

る必要があるとされている．C-2)で示したよう

にキチン CN1-8 及びキトサン CS1-4 を用いて

T1H を確認し，最長の T1H が 2.4 s であることか

ら，その 5倍の 12 s以上が繰り返し待ち時間と

して理想的であると考えられた．ただし，別に

基準物質を用いて同一条件で測定しシグナル

感度比を用いて補正するならば，再現性が確保

され繰り返し待ち時間を T1H の 5倍とする必要

は無いと考えられる．そこで繰り返し待ち時間

を 5 s と 15 s で測定し，得られるシグナル面積

の変化を観察した． 
 キチン CN1-7 について，繰り返し待ち時間 5 
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s と 15 s で測定をし，CH3の面積を 1.000 とした

ときの C=O，C1，(C3, C4, C5)，(C2, C6)領域の

シグナル面積を求めた．各試料について，各領

域のシグナル面積比(15 s の面積／5 s の面積)を
計算した結果を Table 4 に示す．Fig. 8 に示すよ

うに，(a) キチン CN1 を垂直分割して積分した

場合，(b) 波形分離を行ってから積分した場合の

計算結果を Table 4a及び Table 4b に示した．キ

チン CN1-7 間の積分方法によるばらつきを比

べてみると，(a)の積分方法では，積分領域間の

ばらつきは，2.2～4.3%，試料間のばらつきは，

3.1～6.6%であった．一方，(b)の波形分離後の積

分では，積分領域間が 0.5～2.5%，試料間が 1.2
～2.8%と波形分離してから積分し面積を求め

た方が繰り返し待ち時間の違いによるばらつ

きが小さかった． S/N が悪いときやシグナル同

士の重なりが大きいときは，波形分離した方が

ベースラインのノイズやシグナル同士の重な

り部分をうまく処理でき，積分範囲の設定も容

易と考えられた．よって，波形分離したシグナ

ル積分面積値を使用することとした． 
繰り返し待ち時間 5 sと 15 sでの各積分領域の

面積比(15 s の面積／5 s の面積)は，ほぼ 1 を示

し同一領域でほぼ一定であったことから，繰り

返し待ち時間 5 s とし積算効率を優先しても問

題がないと判断した．よって，繰り返し待ち時

間 5 s で測定し，キチン CN1 の C1位の S/N(シ
グナル幅約 20 ppm に対して，ノイズ幅 20 ppm
で計算)が 120を超える 3000回(測定時間約 4時
間)を定量時の積算回数に設定した． 
 
C-4) 13C-CP/MAS スペクトルの比較 
C-3-3)から C-3-5)の検討により，定量時の測定

条件は Table 1 の 13C-CP/MAS 欄に示す通りと

し，スペクトル上に観察されるシグナルを波形

分離して解析を行うこととした． 
Fig. 11 にはキチン CN1-8 (a-h)及びキトサン

CS1-5 (i-m)から得られたスペクトルを示した． 
キチンにはα及びβの結晶形があり，自然界に

圧倒的に多く見られるカニ・エビ由来のα-キチ

ンは，N-アセチルグルコサミンの極性を交互に

配列した逆平行鎖構造をとり，一方，イカの甲

に存在するβ-キチンは方向がそろった平行鎖

構造をとるとされている 4)．試験に供したキチ

ンのうち，エビ・カニ由来と明らかな試料は

CN1, CN2, CN7 (Fig. 11 a), b), g))であり，ほぼ同

一のスペクトルを示し，α-キチンのスペクトル

とも一致した．一方，イカ由来のキチン CN8 は，

C3，C5 シグナルが重複する点等，β-キチンの

スペクトルの特徴が観察された(Fig. 11 h))．  
また，キトサンのうち，試料 CS2 は特にアセ

チル基に由来する CH3，C=O のシグナルが他の

4 検体に比べると小さく観察されたが，いずれ

の検体もアセチル基に由来するシグナルが検

出され，いずれのキトサンも脱アセチル化度が

100%ではないことがスペクトルより推察され

た． 
一般的に脱アセチル化度が 50%以下をキチン

と呼び，50%以上をキトサンというが，今回測

定したキチン及びキトサンの試料のアセチル

基のシグナル強度を比較すると明らかにキト

サンの強度が小さく，脱アセチル化度が 50%以
上であることが推察された． 
 

C-5) キチン基準物質の設定 
LCや GC の標品の設定と同じく，13C-CP/MAS 

NMR においても信頼性の高い定量結果を得る

ためには，可能な限り純度が高く品質の安定し

たものを基準物質として設定する必要がある．

また，同一の基準物質を用い，同一の測定・解

析条件でシグナル積分比を求めなければなら

ない． 
キチンの CN1-3 を繰り返し 10回ずつ測定し，

積分比 r1～r6 をプロットし，ばらつきを調べた

(Fig. 12a-c)．10回測定の繰り返しのばらつきは，

CN1で 2.8%以内，CN2で 2.2%以内，CN3で 1.7%
以内であり，また，CH3よりも C=O が分子にな

った積分比の方が値が小さくばらつきが大き

い傾向にあった．Fig. 12d には，CN1-3 の積分比

の平均(各 n=10)と他 5試料 CN4-8 の積分比(各
n=1)をプロットしたが，CN1-7 の 7試料間の差

は最大でも 3.4%であり大きな差ではないが，

CN1 だけが CH3 が分子の積分比(r1, r2, r3)は他
よりも高かった．また，イカ由来の CN8 の積分
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比 r1～r6 は他の試料とは若干異なっていた． よ
って，CN8 を除く CN1-7 はほぼ同等の品質を持

つと考え，このうち最も安価に試薬として入手

できる CN1 を基準物質として用いることとし

た． 
 

C-6) キトサンの AGU含量，脱アセチル化度の

測定 
キチン CN1 を基準物質とし，n=10 測定の平均

の感度比を基準にキトサンの AGU 含量及び脱

アセチル化度(各 n1 測定)を算出した(Table 5)．
その結果，AGU含量は試料によって異なり，4
～22%であった．Fig. 11i~m にキトサン試料

CS1-5 のスペクトルを示したが，CS1, CS3, CS4
及び CS5 のスペクトルパターンはほぼ等しい

が，CS2 のアセチル基のシグナル強度は他と比

べて小さく，すなわち，AGU含量が低く，脱ア

セチル化度が高かった．また，キトサンのシグ

ナルがブロードで S/N が低いことから，シグナ

ル積分比（r1～r6）間のばらつきが 5～10%と大

きく，定量結果のばらつきの原因となったと考

えられた． 
 

C-7) キチン／キトサン混合試料による確認 
C-6)において，キチンを基準物質として感度比

補正し，キトサンの AGU 含量を求めた．この

方法は，AGU と GU の含量に比例してシグナル

が検出されることを前提条件としている．キチ

ンとキトサンを一定量混合した試料を調製し

それを定量し，この前提条件が正しいかどうか

を確認した． 
粉末状で固体のまま均一に混合しやすい性状

の製品であったキチン CN1 とキトサン CS1 を

試料として用いた．キチン(CN1)及びキトサン

CS1 をモル比で 1：0，2：1，1：1，1：2，0：1 ，
すなわち，キチンの含量として 100%, 66.6%, 
50%, 33.3%, 0%に混合し，13C-CP/MAS 測定を行

い，混合組成と定量値の関係を調べた． 
 13C-CP/MAS スペクトルを測定し，波形処理を

行った後，シグナル積分比(r1～r6)より定量値を

算出した．キチン CN1 の n=10 測定の平均の感

度比を基準として各混合試料の AGU 含量を求

めた(Fig. 13)．その結果，混合組成と求められた

AGU 含量に比例関係が認められた．キトサン

CS1 の AGU 含量が 17.7 mol%と先に求めたが

(Table 5)，キチン 0%のときの値はこの値に一致

し，キチン 100%のときの値が 100mol%を示し，

キチンとキトサンの混合試料の AGU 含量は混

合比に比例した．よって，13C-CP/MAS 測定の感

度比補正による定量がうまく機能していると

判断できた． 
 
C-8) 滴定による脱アセチル化度の測定 
キトサンの公的な成分規格の設定を検討して

いるところであるが，その中で，脱アセチル化

度は一定の品質・性質を担保する上で重要であ

ると考え，脱アセチル化度 70.0%以上と規定し，

B-3)に示した滴定法を採用する方向で調整して

いる．滴定法は，試料中の GU の-NH2基を滴定

して GU含量を求め，残りを AGU と見なすも

のである．一方，今回検討した固体 NMR 法は，

AGU含量を求め，残りを GU と見なすものとな

っている．すなわち，直接的に定量する対象が

ことなっているが，いずれも正しく測定できて

いれば，求められる脱アセチル化度は一致する

はずである． 
Table 6 には，滴定法と今回検討した固体 NMR 

(13C-CP/MAS)によって求めたキトサン(CS1-4)
の脱アセチル化度を示した．両法により求めた

各試料の脱アセチル化度を比較すると 3~5%程
度の差でほぼ同じ値を示し，いずれの試料にお

いても滴定法が大きめの値を示した．滴定法で

は，試料中に存在する-NH2基を測定しているこ

とから，GU以外の-NH2基を合算して測定して

いる可能性があると考えられた．  
 
D. 結論 
 現在，既存添加物「キチン」及び「キトサン」

の成分規格の作成のため，それに設定する項目

及び試験法を検討しているところである．「キ

チン」はアセチルグルコサミン (AGU)から，「キ

トサン」はグルコサミン(GU)とアセチルグルコ

サミン (AGU)から構成された多量体である．脱

アセチル化の度合いによって，物性が大きく変
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化することから，両者を区別，あるいは品質を

確保するための指標となると考えられる．「キ

トサン」の脱アセチル化度を測定する方法とし

てポリビニル硫酸カリウム(PVS-K)によるコロ

イド滴定が知られている．本法を脱アセチル化

度の試験法に設定して問題はないと考えられ

るが，正しい値を算出できているか確認した例

はない．そこで， 13C-CP/MAS-NMR により，脱

アセチル化度を求める方法を検討した．その結

果，測定条件を最適化することによって試料を

前処理することなく脱アセチル化度を直接測

定することができた．ポリビニル硫酸カリウム

(PVS-K)を用いた滴定法による結果と固体

NMRにより得られた結果を比較したところ，ほ

ぼ同じ結果を示したことから，いずれの方法に

おいても脱アセチル化度が測定できているこ

とが確認できた．13C-CP/MAS-NMR による方法

は，試料を前処理することなく測定可能である

点において優れているが，高価な NMR装置を

用いる必要があり，現時点では実用性は低い．

一方，滴定法は操作が若干複雑であるが特別な

装置を必要としない点において優れている．今

回，原理の異なる二つの測定法においてほぼ同

様な結果が算出されたことから，「キトサン」の

脱アセチル化度の試験法として滴定法を設定

しても問題ないと判断できた． 
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