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キ ャ ピラ リー電気泳動法に よ るホ ウ レ ン ソ ウ中の 硝酸 イオ ン お よ び
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　lt　is　necessary 　to　decrease　the　concentrations　of 　nitrate 　and 　oxalate 　in　spinach 　for　human　health，　This　analytical

method 　was 　developed　to　simultaneously 　deterrnine　nitrate ，　oxalate 　and 　other 　major 　organio 　acids 　in　spinach 　using

capillary 　electlophoresis ，　The 　essence 　of 　the　analyticaL 　condi1ions 　werc 　as　follows ； the 　electrolyte 　used 　was 　a

mixture 　of 　methanol 　 and 　buffer（pH　5．6，10　 mM 　2，6−pyridinedicaTboxylic　acid
，
5mM 　 ethyiendiamine

−

tetraacetic　acid　disodium　salt　and 　O．5　mM 　cety 正trimethylammonium 　bromide ）at　a　ratio 　of 　8：92 （VIV ）and 　non
−

absorbing 　analytes 　were 　detected　indirectly　at　275 　nm ．　The　timc　needed 　fo【 lhe　analysis 　of 　one 　sample 　was 　l5

min ．　It　was 　possible　to　separate 　nitrate ，　oxalate ，　malate ，　citrate 　and 　succinate 　from　the　spinach 　extract ．　This

method 　could 　be　applicable 　to　tomatoes 　and 　other 　vegetables ．
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電気泳動法，硝酸，シ ュ ウ 酸，野菜，有機酸

緒　　言

　近年，食品の 安全性へ の 消費者 の 関心 は非常 に 高ま り，

野 菜 に 関 し て も よ り安 全 な もの が 求 め ら れ て い る．中で

も硝酸 に っ い て は，メ トヘ モ グ ロ ビ ン 症 や 発 ガ ン 性を持

つ 二 トロ ソ ァ ミ ン 生 成 と の 関連 が 指 摘 され て い る （山下，

2002）．ホ ウ レ ン ソ ウ は主 要 な 野 菜 の 中で も，硝酸含量 の

高 い 部類に属し（孫
・米山，1996），そ の 上 エ グ味成分と

して 知 られ る シ ュ ウ 酸 ま で も含 む．シ ュ ウ 酸 は 食味 を低

下 させ る だ けで な く，尿路結石 の 原因や カ ル シ ウ ム の 吸

収 を 阻害 す る可能性 もあ る （香川，1993）．シ ュ ウ酸蓄積

の 要 因 と して ，硝酸還元 に 伴う細胞 の ア ル カ リ化 を 中和

す るた め に 有機酸 を 生成 す る メ カ ニ ズ ム が あ り，シ ュ ウ

酸 を 蓄 積 しな い 植物で は ，代わ りに リ ン ゴ酸 な ど の 有機

酸 を蓄 積 す る と 考 え ら れ て い る （米山・建 部，1992）．こ

れ らの こ とか ら，ホ ウ レ ン ソ ウ に お い て安全性 に 関わ る

成分 で あ る硝酸 ・シ ュ ウ酸 の 低減化の た め に は，こ れ ら 2

成分 の み な らず，他 の 有機酸 も同時 に 分析 で き れ ば さ ら
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に 有効な 情報が 得 ら れ る もの と期待 され る．

　安井 ら （1992）は イ オ ン ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ り，亀

野 ら （1990）は高速液体 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

に よ り野菜中

の 硝 酸 ・シ ュ ウ 酸 の 同時 分 析 を行 っ て い る が ，他の 有機酸

も含め た同時分析法 に つ い て の 報告 は な い ．そ こ で ，イ

オ ン 分析法 と して 比較的新 しい 手法 で ある キ ャ ピ ラ リー

電気泳動法 に よ る分析を試 み た．シ ュ ウ酸を含 む 有機酸

の 同時分析法 は す で に 報 告 さ れ て お り （Soga
・Ross ，

1997），分析 用 キ ッ トと して 販 売 され て い る．こ の 方 法 を

ホ ウ レ ン ソ ウ の 硝酸 ・有機酸 の 分析 に 適用 して み た と こ

ろ，こ の ままで は ホ ウ レ ン ソ ウ の 硝酸 と有機酸 の 同時 分

析 は で きな か っ た．そ こ で ，ホ ウ レ ン ソ ウ に お い て 目的

成分 の 同時分析 が で きるよ う改良 した の で 報告す る．

材料 お よ び 方 法

　分析用 の 試料 と して ホ ウ レ ン ソ ウ や そ の 他 の 野 菜 は

2004年 3月 に津市周辺 の 小売店より購入 した．可食部全

体 を洗浄後，キ ッ チ ン タ オ ル で ふ き と り，生重を測定 し

た．生重 の 9倍量の 蒸留水を加え，こ れを電子 レ ン ジ で 沸

騰直前まで 加熱 して 内生酵素を失活 させ た ．そ の 後家庭

用 ミ キ サ
ー

で 破砕後，濾過 （ア ドバ ン テ ッ ク，5A ）し た ，
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濾液 を メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ
ー
（孔 径 0．45 μ m ，セ ル ロ

ー

ス ァ セ テ ート製，ア ドバ ン テ ッ ク）に 通 した もの を分析 に

供 し た ．

　キ ャ ピ ラ リー電 気泳動法 に よ る 分析 に は フ ォ トダ イ

オ
ー

ドア レ イ検出器 を搭載 した キ ャ ピラ リー
電気泳動装

置 3D −CE （Hcwlett　Packard （現 Agilent））を 用 い ，キ ャ

ピ ラ リ
ー

管 の 温度 は 25℃ に 設定 した．ジー
エ ル サ イ エ ン

ス よ り購入 した フ ユ
ーズ ドシ リ カ キ ャ ピ ラ リ

ー
管 （内径

75 μm ）を 80．5cm （有効長 72　cm ）に 調 製 して 実 験 に 供 し

た，2，6一ピ リ ジ ン ジ カ ル ボ ン 酸 （PDC ）10　mM ，エ チ レ

ン ジ ァ ミ ン
ーN ，N ，　 N ’

，　 N ’一四 酢酸 ニ ナ ト リ ウ ム 塩

（EDTA −2Na）5mM ，セ チ ル トリ メ チル ア ン モ ニ ウ ム プ

ロ ミ ド（CTAB ）0．5　mM を超純水 に 溶解 し，水酸 化 ナ トリ

ウ ム で pH を 5．6 に合わせ た混合液と特級 メ タ ノ
ー

ル とを

92：8（V ：V ）で 混 合 した もの を 電気泳動液 と して 用 い た．

試料 は 50mbar の 圧 力 で 2秒 間 注 入 し，−30kV 印加 し て 分

離 した．キ ャ ピラ リー管の 温 度 は 25℃ に 設定 し た ．検出

は 間接 吸 光 度 法 に よ り行 い ，350nm と 275　nm の 差を 信

号 と した （Soga
・Serwe ，2000 ）．ま た，各分析の 間 に は ，

高圧 を か け て 0．1M 塩酸で 1．5 分，0．1M 水酸化 ナ トリウ

ム で 1．5 分お よ び 分 析 用 緩衝液 で 2．0 分 の 順 に キ ャ ピ ラ

リ
ー
管 の 洗浄を 行 っ た ．

　な お，比較 の た め市販 の 有機酸分析用電気泳動液 （Agil−

ent ）を購 入 し，元 とな る論文 （Soga・Ross，1997）の 条件

で の 分析も行 っ た．キ ャ ピラ リ
ー
管 と 注入 時間は 先 に 記

した 通 りで あ る が ，文献 に 従 い ，キ ャ ピ ラ リー管 の 温 度

を 2〔PC，キ ャ ピ ラ リー管 の 洗浄 は 電気泳動液 で 4 分 の み

と した ．ま た 検 出 に は ，350nm と 200　nm の 吸光度 の 差

を 用い た．

結 果 お よ び 考 察

　 ホ ウ レ ン ソ ウ に つ い て ，市販 の 有機酸分析用電気泳動

液を用 い 元 とな る論文（Soga・Ross，1997）通 りに分析 し

た結果を第 1図 a に 示 した．ホ ウ レ ン ソ ウ に は 多量 の 硝酸

が含ま れ る に もか か わ ら ず，硝酸 に 由来す る と考え られ

る 明 瞭な ピーク は 得 られ なか った．さ らに シ ュ ウ酸 ・ク エ

ン 酸 に 由来す る ピー
ク に つ い て 著 しい テ ーリン グが 観察

さ れ た ．そ の 上，泳動時 間 も安定性 を 欠 き，同
一

試料 を

5回連続分析 した と き，泳動時間は 徐 々 に長 くな る傾向を

示 し，リ ン ゴ 酸の 泳動時間の 変動係数 は 0．76％ で あ っ た．

　本法 は紫外部 に 吸 収を有す る PDC を バ
ッ ク グ ラ ン ドと

し，200nm に 吸収を持た な い 成分を，間接的 に 検出す る

手法 で あ る．硝酸 は 200nm に 比 較的強 い 吸収 を示 す た

め，こ の 方法 で の 検 出は 困難 と考え ら れ る．そ こ で ，検

出 の た め の 波長 を 200nm か ら 275　nm に 設定 し直した ．

　第 1図 a の ピー
クの テ ーリ ン グ に 関 して は，クエ ン酸や

シ ュ ウ 酸 は 金属 イ オ ン と相互作用 しや す く，ホ ウ レ ン ソ

ウ 抽出液 に 含 ま れ る カ ル シ ウ ム ，マ グ ネ シ ウ ム，鉄 な ど

の イ オ ン と こ れ ら の 有機酸 が 相互 作 用 した結果 と考 え ら
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第 1 図 　ホ ウ レ ン ソ ウ抽 出 液 の エ レ ク ト ロ フ ェ ロ グ ラ ム

　　 a：市販の 緩衝液を用 い て分析，b ：開発 した 方法 で 分析

　　 1：塩化 物，2：硝酸 t3 ：硫酸，4：シ a ウ酸，5 ： リ ン ゴ 酸，
　 　 6；ク エ ン 酸，7 ：コ ハ ク酸

れ る．Nelson ら（ユ997）は キ ャ ピ ラ リ
ー
電気泳動法 に お け

る金属と有機酸 の 相 互作用 に 言及 し，電気泳動液中 に キ

レ
ート試薬 で あ る EDTA −2Na を加 え る こ とに よ りこ れ

を回避 して い る．そ こ で ，EDTA −2Na の 電気泳動液へ の

添加を試 み た ．そ の 結果，各 ピーク の 形 状 は 改善 され た

もの の ，硝酸 と硫酸 の 分離が 不十分で あ っ た．そ こ で ，さ

らに メ タ ノ
ール を 添加す る こ とに よ り，分離 の 改善 を 図

っ た．メ タ ノール の 添 加 量 が 増加 す れ ば，ピー
ク 相互 の

分離 は 改善 され る もの の ，再現性が低下 した．そ の た め，
メ タ ノ

ー
ル の 添加量 は体積 比 で 8％ と した．こ の こ と に よ

り，硝酸，シ ュ ウ酸 と硫酸の 分離が 可能 と な っ た ．

　キ ャ ピ ラ リー
電気泳動法 に お い て は 泳動時間が 長くな

る ほ ど ピーク面積 が 増大す る こ と が 知 られ，泳動時間の

変動 が 直接分析誤 差 に結 び つ くた め，で き る だ け泳動時

間の 変動を小 さ くす る こ とが 望 ま しい ．泳動時間の 変動

は 試料 に 由来す る キ ャ ピラ リー管の 汚 染 に あ る と考 え，電

気泳動液を流す前 に ，酸とア ル カ リで 洗浄す る操作 を加

え た．こ の こ と に よ り 5回繰 り返 し分析 した 時 の 1丿 ン ゴ

酸 の 泳動時間の 変動係数 は 0．34％ と半減 で きた ，

　ま た ，本報で は印加電圧 を 本機の 最大値 で あ る
一30kV

に 設 定 した ．印加 電 圧 に つ い て は 値 が 大 き い ほ ど 分析時

間 は 短縮 さ れ，そ の 結 果，キ ャ ピ ラ リ
ー

管 の 洗浄等を含

め て も 1試料 に つ き 15分 の サイ ク ル で分析可能とな っ た．

また，各有機酸 お よ び硝酸の 標準品を用 い て ，2mg ・

liter
一
  1000　mg ・litersu　

1
の 濃度 の 間で ，相関係数 0．99以

上の 検量線 が 作 成 で き た ．

　こ の よ う に 設定 した 改良法 に よ る ホ ウ レ ン ソ ウ 分析時
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の エ レ ク トロ フ ェ ロ グ ラム を 第 1図 b に示 した．硝酸 硫

酸，シ ュ ウ酸，リ ン ゴ 酸，クエ ン 酸 　コ ハ ク酸 の 分離 が

確 認 され た ．ま た ，ホ ウ レ ン ソ ウ の 抽出液 に 各成分 を既

知 濃 度 添 加 した と き の 回 収率 は 95〜107％ で あ っ た （第 1

表）．

　最 近，野 菜中の 硝酸 と 塩化物 お よ び 硫酸 を イ オ ン ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ーに よ り 分析 す る手法 が 報告 さ れ た （Zhou ・

Guo
，
2000）．彼 ら の 方法 で は，硝酸 の 検出限界は ユmg ・

1iter　 1
以 下 と 本法 よ り も や や 高感 度 で あ る が，直線 範 囲 は

100　mg 　
・
　liter

−1
以下まで と，本法 に 劣る．また，彼 らの

方法 で の 硝酸分析値の 変動係数 が 1．5％ と され，本法 で も

ほ ぼ 同 等 の 再 現 性 を示 して い る （第 1表 ），有機酸 に 関 し

て は，Lee （1993）が高速液体 クロ マ トグラ フ ィ
ー

を用 い

て オ レ ン ジ ジ ュー
ス 中の 有機酸 を 分析す る 手法を 開発 し

て お り，クエ ン酸や リ ン ゴ酸 な どの 分析値 の 変動係数を

1．1〜6．4％ と第 1表 と ほ ぼ 同等の 再現 性 を報告 して い る．

本法 は ホ ウ レ ン ソ ウ 中 の 硝 酸 お よ び 有 機 酸 を 分 析 す る上

で は，高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーや イ オ ン ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー等既存の 手法 に は劣らな い もの と考 え られ る．

　実際 に ホ ウ レ ン ソ ウ な どの 野 菜 を 分析 した 結果を第 2

表に 示 した．本法 は，ホ ウ レ ン ソ ウ の 分析 が 目的 で 開発

さ れ た が，そ の ま ま の 方法で ， ミズ ナ を除 く他の 野菜 に

も適用可能で あ っ た．ミズ ナ に つ い て は硝酸含量 が高 く，

硫 酸 と の 分離 が 不十分で あ っ た の で ，試 料液を さ らに 2倍

希釈 し た と こ ろ 測 定 可能 に な っ た．第 2表 は市 場 で 購 入

した ご く少量 の 試料 で の 分析値 な の で ，データ そ の もの

を
一

般 化 す る こ と は で き な い が ，ホ ウ レ ン ソ ウ，コ マ ツ

ナ，ミズ ナ 等葉菜類 に は数百 mg1100 　g以上 の 硝酸 が検 出

さ れた ．シ ュ ウ 酸 は ホ ウ レ ン ソ ウ に の み 認 め られ た．ミ

ニ トマ トで は リ ン ゴ 酸 に 比 べ て ク エ ン 酸 の 含量 が 著 し く

高 い の が 特徴 的 で あ っ た．ま た，ホ ウ レ ン ソ ウ と コ マ ツ

ナ は 代 表 的 な 葉 菜 類 で あ る が，う ま 味 成 分 で あ る コ ハ ク

酸は 前者に 多く含ま れ て い た．

　 キ ャ ピ ラ リ
ー
電気泳動法 を 用 い た 硝酸 や有機酸 の 分析

方 法 と して は，野 菜中の シ ュ ウ 酸含量 を Trevaskis・Tren−

erry （1996）が，電 気泳動液 と して ク ロ ム 酸塩 を 用 い て定

量 して い る．こ の 方 法 で は リ ン ゴ 酸 な ど 他 の 主 要 有 機 酸

が 分析 で きず，ま た 可視領域に も吸収の あ る ク ロ ム 酸塩

は ，フ ォ トダイ オー
ドア レ イ 検出器搭載 の キ ャ ピ ラ リー

電気泳動装置 で は 電気 泳 動液 と して 利用 が 困 難 で あ る．

い っ ぽ うで ，キ ャ ピラ リー電気泳動法に よ る野菜中の 硝

酸 の 分 析 法 に つ い て も報 告 さ れ て い る が （Marshall・

TrenerTy，1996；Oztekinら，2002），こ れ ら の 方法で は

硝酸 ・亜硝酸以外 の 成分に つ い て は 分析 で き な い．ま た，

最 近 植物抽 出 液中の 有機酸分 析 法 が 報告 さ れ た が （Wang

ら，2003），こ の 方法 で は ク エ ン酸 や リン ゴ 酸 は分 析 で き

る もの の ，実試料中 の シ ュ ウ酸 の 分離 は 困難 と考え られ

る．

　植物中の 硝酸と複数の 有機酸を 同時 に分 析 しよ う と い

う試み に つ い て は，Dingら （1997）が茶を イ オ ン ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

に よ り分析 して い る．彼 らの 方法で は 分析 に

45分 以 上 要 す る だ け で な く，茶 の 主要有機酸 で あ る シ ュ

ウ 酸 に つ い て は ピー
ク が 検出 さ れ ず，手法 そ の もの に 疑

問が 残 る．Arellanoら （1997）は キ ャ ピ ラ リー電気泳動法

に よ り無機 酸 と有機酸 の 同 時 分 析 を 試 み て い る が ，硝酸

や シ ュ ウ酸を含む試料に は応用 さ れ て い な い ．本法 は，ク

第 1 表　ホ ウ レ ン ソ ウ抽 出液で の 添加 試験 と分析値の 変動係数

　　　　　抽 出液中濃度　 添加 量 添加 後 の 濃度　 回収率
△ 老 　 　 　 　 m ／l 　 m ／l 　 　 　 m 〆1　 　 ％

変動係数
＊

　 　 　 　 ％

硝酸

シ ュ ウ酸

リンゴ 酸
クエ ン 酸
コ ハ ク

207．2575
．3249
．259
．2

　 7，8

1001005020

　 5

365．8674
．5300
．278
．713
．1

95．699
．2102
．197
．6106
．2

7G
ゾ
ー
厂
D8

11323

＊

抽出液中濃度分析値の 変動係数 （nニ5）

第 2表 　各種 野 菜 中 の 硝酸 お よ び有機酸含量

mg ／100gFW

里 w 示 硝 シ ュ ウ リン ゴ 　　クエ ン
ft　コ ハ ク

ft

ホウレ ン ソウ

ホウレ ン ソウ
コ マ ツナ

ミズナ

ミニ トマ ト

水耕・サラダ用

水耕 ・サラダ用

28636054493435533439NDNDND171115166131301275081154682　 　5
　　8trace

　 　5
　 ND

ND ：ピ
ー

クが認め られ な い

trace ：ピークは認め られるが定量 下限以下 （く 21ng／100g ）
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ー

に 匹敵す る精度 で 野菜中の 硝酸 と シ ュ

ウ 酸を含 む 主要有機酸 を 同時分析 で き る 唯
一

の 方法 と い

え る ．

　野菜中の 硝酸 ・シ ュウ 酸を 分析す る場合，安井らの イ オ

ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に よ る方法 （ユ992）で は，分析 に 30

分以上要す るが，キ ャ ピラ リ
ー

電気泳動法 に 基づ く本法

で は 1試料 あ た り 15分 と短 く，さ らに シ ュ ウ酸蓄積 の メ

カ ニ ズ ム に も関与す る と考 え られ る リン ゴ酸 な ど の 有機

酸 も同時定量 で き る の が 利 点で あ る．ま た ，高価 な分 析

用 カ ラ ム や試薬類 を必要 と せ ず，経済的 な こ と も キ ャ ピ

ラ リー電 気泳 動法 に 基 づ く本法 の 利点 と して あ げ られ る．

本 法 を用 い る こ とに よ り，低 硝 酸 ・低 シ ュ ウ酸 品種 の 選 抜

や栽培技術の 開発 が加速化 す る もの と期待さ れ る．

摘　 　要

　 ヒ トの 健康の 観点 か ら．ホ ウ レ ン ソ ウ の 硝酸 と シ ュ ウ

酸 の 含量を低減化す る必要 が あ る．そ こ で ，キ ャ ピ ラ リ
ー

電気泳動法 に よ る ホ ウ レ ン ソ ウ 中の 硝酸，シ ュ ウ 酸 と 他

の 主要有機酸 の 同時分析法 を 開発 し た．分析条件の 主要

部分 は 次 の よ うで あ る、電気泳動液 と して ，メ タ ノ
ー

ル

と 緩衝液（pH　5．6，10　mM 　 PDC ，5mM 　EDTA −2Na，
O．5　mM 　CT

”
AB ）を 8：92 の 体積比で 混 合 した もの を用 い ，

吸収を持たな い 成分 を 275　nm で 間接的に 検出した．一試

料 の 分 析 に要 す る時 間 は 15分で，ホ ウ レ ン ソ ウ抽出液中

の 硝酸，シ ュ ウ酸，リ ン ゴ酸，クエ ン 酸，コ ハ ク酸が 定

量 で き た．本法 は ，ホ ウ レ ン ソ ウだ け で な く コ マ ツ ナ や

トマ トに も適 用 可能 で あ っ た．
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