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　ビタミンC（VC）は，水溶性ビタミンのひとつであり，
抗酸化作用 1），コラーゲン合成の促進作用 2），鉄イオ
ン吸収促進作用 3）など多様な作用を示す健康維持に欠
かせない物質である．しかし，我々は L-グロノラクト
ンを酸化してアスコルビン酸を生成するための酵素で
ある L-グロノラクトンオキシダーゼを欠損しているた
め VCを合成することができず 4），VCを食品から摂取
しなければならない．VCの欠乏は，壊血病，貧血，
神経障害などを引き起こすことが知られている 5）．そ
のため，食品から VCの継続的な摂取は我々の健康維
持に不可欠であり，食品サンプル中の VC量の測定法
は大きな注目を集めている．これまでに，様々な VC
量の測定法が開発されてきた．例えば 1940年代に Roe
らによって，VCの比色定量法として 2,4-ジニトロフェ
ニルヒドラジン法が報告されている 6）7）．この定量法
は，酸化型 VCと 2,4-ジニトロフェニルヒドラジンの
反応により生じたオサゾンの特異的な吸光度を測定
し，VC量を定量する方法である．また，HPLCを用
いた VCの定量法が開発されており，これらは VCを
直接分析する方法と誘導体化して分析する方法の大き
く 2つに分けられる．VCを直接分析する方法では，
Fontannazらによって開発された HPLC法がある 8）．こ
れは，還元剤入りの酸性抽出液で抽出したサンプルを
イオンペアクロマトグラフィーに供し，分離された
VCを UV検出することで，食品中の VC量を測定す
る方法である．VCを誘導体化して分析する方法では，
Vandersliceらによって開発された HPLC法がある 9）．
これは，食品中の VCをメタリン酸で抽出し，そこに
o-フェニレンジアミンを反応させ，それにより生じた
蛍光キノキサリン誘導体を HPLCで分離，蛍光検出を
行う．この分析方法は，食品中の VC量を蛍光検出す
ることでより高感度に測定できる．これまでに述べた
方法以外にも，酸化還元滴定を利用して VCを定量す
る方法もある 10）11）．近年では，電気化学的方法のひと
つであるアンペロメトリック法を用いた VCの定量が
注目されている．アンペロメトリック法では，分析物

が電極表面で酸化または還元されることで生じる電流
を測定する．この電流の大きさは反応に関与する物質
の濃度に比例するため，アンペロメトリック法はそれ
を測定することで分析物を定量できる方法である．そ
して，分析物を測定するためによく用いられている電
極は，グラファイト電極，金電極，プラチナ電極など
が挙げられる．また 2010年以降では，還元型酸化グ
ラフェン（RGO）を電極として用いた研究が多数行わ
れている．RGOは酸化グラフェンを還元することに
よって得られ，高い導電性，安定性，応用性などの様々
な利点を有している．本稿では，新たな VC量の測定
方法としてその RGOを電極としたアンペロメトリッ
ク法の開発に関する報告を紹介する 12）．
　RGOを電極としたアンペロメトリック法を開発する
にあたり，RGO電極とグラファイト電極を用いたサイ
クリックボルタンメトリーにおける VCの電気化学的
挙動が調査された．その結果，RGO電極はグラファイ
ト電極に比べて 2倍の電流増加がみられた．これは，
RGO電極が VCの酸化に対して高感度な電極触媒とし
ての効果を有することを示唆している．また，多サン
プルの迅速分析を目指して，サンプル注入やデータ処
理の自動化が可能であるフローインジェクション分析
（FIA）法も検討された．つまり，RGOをセンサーとし
たアンペロメトリック法（高感度で定量が可能な電気
化学的方法）と FIA法（簡便で連続分析が可能である方
法）を組み合わせることにより，高感度かつ迅速な VC
量の測定ができると考えられた．
　まず，アンペロメトリック-FIA法におけるアンペロ
メトリック法部分の測定条件が検討された．広域緩衝
液である Britton-Robinson bufferを用いて pH 2.0～ 10.0
の範囲でサイクリックボルタンメトリーによる VCの
酸化に対する pHの影響が調査された．その結果，分
析信号は pH 2.0～ 7.0の範囲では一定で高い値を示し，
pH 8.0～ 10.0の範囲での分析信号は低い値を示した．
また，pHに依存して酸化電位のシフトが生じており，
pH 7.0付近で一定のピーク電位を示したことから，測
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定における pHは 7.0に決定された．次に，VCの酸化
電位が 0.0～ 0.8 Vの範囲で調査された．分析信号は 0
～ 0.3 Vにかけて増加し，0.4 Vでピークとなりそれ以
降の電位では精度が低下したため，酸化電位は 0.4 V
に決定された．続いてアンペロメトリック-FIA法にお
ける FIA法部分の流速最適化のために 1.0～ 2.6 mL/
minの流速が検討された．その結果，分析信号は 1.0
～ 1.8 mL/minの範囲にかけて増加していたが，1.8 mL/
min以降において分析応答の著しい向上が見られな
かった．よって，流速は 1.8 mL/minとなった．最後に，
FIA法部分のサンプル添加量の検討が 50～ 200 µLの
範囲で行われた．その結果，分析信号は 50～ 150 µL
まで添加量依存的に増加し，150 µLをピークにそれ以
上では低下した．さらに，サンプル添加量 150 µL以
上では分析精度も低下した．そこで，適切な分析信号
と十分な再現性が得られる 100 µLのサンプル添加量が
選択された．以上の結果から，アンペロメトリック- 
FIA法を用いた測定における条件は pH 7.0，酸化電位
0.4 V，流速 1.8 mL/min，サンプル添加量 100 µlとなっ
た．これらの条件をもとに，20 µMと 40 µMの 2つの
濃度の VC標準液を用いてアンペロメトリック-FIA法
の再現性（n = 10）の調査が行われた．その結果，それ
ぞれの相対標準偏差は 5％と 7％であり，連続した VC
の添加後も RGO電極表面の汚染がなく，測定の精度
が十分であることが示唆された．また，検出限界及び
定量限界は，それぞれ 4.7 µMと 10 µMであった．次に，
開発された方法の精度を評価するため，マルチビタミ
ン飲料，牛乳，発酵乳，チョコレートミルクの各サン
プルに 30 µMの VC標準液を添加し，それらの回収率
が調査された．その結果，各サンプルにおける VCの
回収率は 90~110％の範囲内に収まることが分かった．

これは，本分析法が食品サンプル中の他の物質の影響
を受けないことを示唆している．さらに，アンペロメ
トリック-FIA法は 1時間当たり約 96回という高頻度
での分析を実現した．よって，アンペロメトリック - 
FIA法は食品サンプル中の VC量を迅速に測定するこ
とが可能であることを示している．
　最後に，アンペロメトリック-FIA法と一般的な VC
定量法のひとつである超高速液体クロマトグラフィー
（UFLC）法によって食品サンプル中の VCを定量して，
その VC量を比較ことにより，アンペロメトリック - 
FIA法が食品サンプル中の VCを十分な精度で定量可
能かどうかが調査された．分析に用いた食品サンプル
は発酵乳，チョコレートミルク，ミルク，マルチビタ
ミンである．チョコレートミルク，ミルク，マルチビ
タミンは複数の製品サンプルを用いており，チョコ
レートミルク（①～⑤），ミルク（①～③），マルチビ
タミン（①，②）と表されている．この時使用したアン
ペロメトリック-FIA法の検量線の濃度範囲は 10 µMか
ら 80 µMであった．それぞれの食品サンプルの分析結
果は表の通りである．表より，アンペロメトリック- 
FIA法と UFLC法の測定結果に有意な差は認められな
かったため，アンペロメトリック-FIA法は UFLC法と
同等の精度を示すと考えられた．つまり，アンペロメ
トリック-FIA法は UFLC法に変わる新たな VC定量法
になると考えられた．また，今回用いた UFLC法では，
測定までに塩酸の添加，抽出，洗浄，pH調製，フィ
ルターろ過，希釈といった様々な操作を経て測定する
のに対し，アンペロメトリック-FIA法は，サンプル注
入やデータ処理などをシステムによって自動化されて
いるため，サンプル希釈を行うだけで測定が可能で
あった．これらのことから，アンペロメトリック-FIA

サンプル アンペロメトリック-FIA（mg/L） UFLC（mg/L）
発酵乳 17.3 ± 0.9 15.8 ± 0.8

チョコレートミルク① 45.5 ± 1.3 40.0 ± 3.1
チョコレートミルク② 86.8 ± 2.0 88.3 ± 4.4
チョコレートミルク③ 29.4 ± 0.3 27.7 ± 2.5
チョコレートミルク④ 34.1 ± 0.3 28.0 ± 4.8
チョコレートミルク⑤ 11.4 ± 0.2 9.4 ± 1.2

ミルク① 60.3 ± 5.5 60.7 ± 0.7
ミルク② 56.3 ± 1.1 50.2 ± 3.6
ミルク③ 42.1 ± 2.4 43.0 ± 8.1

マルチビタミン① 341.7 ± 6.1 357.8 ± 11.2
マルチビタミン② 445.6 ± 14.4 470.1 ± 6.7

表　各食品サンプル中の VC量の測定結果
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法は UFLC法と同等の精度を持ちながら，測定が迅速
かつ簡便な定量法であることが明らかとなった．以上
のことから，アンペロメトリック-FIA法は日常的に行
われる食品サンプル中の VCの分析に適していると考
えられる．
　現在までに様々な VC定量法が開発されてきた．今
回開発された RGOをセンサーとしたアンペロメト
リック -FIA法は，試薬調製の簡易性，多サンプルの
自動連続分析，高感度，低コストといった様々な利点
を有しており，その信頼性も証明されている．したがっ
て，この方法は，食品サンプル中に含まれる VCの品
質管理のための分析ツールとして有用であり，健康維
持に注視される社会において大いに役立つと考えられ
る．
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