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重回帰分析を用いた緩衝能成分の定量について

Quantification of Buffer Components Using Multiple Regression Analysis

星 祐二

Yuji HOSHI

Richness and umami of food are affected by buffer capacity. From the viewpoint of cookery

science, buffer capacity measurement of food is a means to provide useful information. The buffer

capacity is defined as the molar concentration of base necessary for unit pH change and can be ob-

tained analytically, but in actual foods, the buffer capacity is obtained from the reciprocal of the

slope of the tangential line subtracted to the titration curve. However, the experimentally obtained

buffer capacity curve often does not coincide with the theoretical one. This is because the acid dis-

sociation constant varies depending on ionic strength of the system. Therefore, the buffer capacities

of predicted buffer components in a food were measured separately, followed by performing multi-

ple regression analysis with the buffer capacity values of the food as the objective variable. As a

result, it was possible to significantly determine the concentrations of the buffer components con-

tained in the model system consisting of tris（hydroxymethyl）aminomethane and phosphoric acid

or peach liquor.
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Ⅰ．緒言

緩衝能は，液状食品のコクやうま味に関係し1)，緑茶，

清酒などの品質評価や伝統的調味料の熟成程度の評価指標

にもなっている2,3)。また，各種だしやスープストックの

味質と最適抽出時間との関係など4)，調理科学的な側面か

らも食品の緩衝能測定は有用な情報を提供する手段であ

る5)。

緩衝能は「緩衝価（ b）」などとも呼ばれ，Van Slyke

によって最初に提唱された概念で6)，単位 pH 変化に必要

な塩基のモル濃度と定義されている。緩衝能は，解離（緩

衝）成分の濃度，酸解離定数，水素イオン濃度から解析的

に求められるが，食品の場合は，一定の pH 変化に必要な

塩基量から実験的に緩衝能曲線を求めることが多く1,68)，

著者も，通常の実験室に常備されている pH メーターとビ

ュレットを用いた簡便な緩衝能測定法について報告し

た9,10)。一方，実験的に求めた緩衝能曲線が理論緩衝能曲

線と一致しないことも多く，特に二塩基酸や三塩基酸にお

いてその傾向が著しく，その原因として，著者は緩衝成分

の酸解離定数におよぼすイオン環境変化の影響を挙げ，緩

衝能曲線による食品中の緩衝成分の同定・定量は，緩衝成

分の実測曲線に基づいて行われることが望ましいとし

た10)。

そこで今回，種々の標準物質の緩衝能曲線を測定し，そ

れらを1.0 M 濃度あたりに規格化した「基準化緩衝能」を

もとに，重回帰分析による食品中の緩衝成分の定量法につ

いて検討したので報告する。

Ⅱ．理論

緩衝能の理論の詳細ついては，文献10）を参照された

いが，例えば，酢酸の緩衝能は次式で求められる。

b＝
dCbase

dpH
＝2.303




CaK a′[H＋]

(K a′＋[H＋])2
＋[H＋]＋

Kw′

[H＋]



……………(1)

ここで，Cbase は塩基濃度，Ca は酸濃度，[H＋]は水素イ

オン濃度，K a′は濃度酸解離定数，Kw′は水のイオン積であ

る。なお，2.303（[H＋]＋Kw′/[H＋]）の項は，「水の緩衝

能」と呼ばれるもので，緩衝成分の種類に関わらず，強酸

性領域や強塩基性領域において水溶液の緩衝能が増加する

原因となっている。

実際の（液状）食品では，緩衝成分の種類や濃度が既知

であることは稀で，そのため滴定曲線に引いた接線の傾き

の逆数から緩衝能を求めることになるが，その際には，滴

定にともなう希釈の影響を考慮する必要がある9,10)。滴定

にともなう液量増加の影響を考慮した一塩基酸の緩衝能

は，塩基として水酸化ナトリウム水溶液を滴下する場合，
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以下のように求められる。

[HA]＋[H＋]＝Cai

Vi

Vi＋VNaOH

……………………(2)

[Na＋]＝CNaOH

VNaOH

Vi＋VNaOH

…………………………(3)

[H＋][A－]

[HA]
＝K a′……………………………………(4)

[H＋][OH－]＝Kw′…………………………………(5)

[H＋]＋[Na＋]＝[OH－]＋[A－] …………………(6)

ここで，Cai は酸の初濃度，Vi は被滴定液の開始液量，

VNaOH は滴定量，[Na＋]は被滴定溶液中のナトリウムイオ

ン濃度（水酸化ナトリウムは完全に解離するとした），

CNaOH は滴定に用いた水酸化ナトリウム水溶液の濃度であ

る。(2)，(4)式から次式が得られ，

[A－]＝
K a′

K a′＋[H＋]
Cai

Vi

Vi＋VNaOH

…………………(7)

(3)，(5)，(7)式を(6)式に代入して整理すると，(8)式と

なる。

CNaOH

Vi

VNaOH＝
Vi＋VNaOH

Vi






Kw′

[H＋]
－[H＋]





＋

CaiK a′

K a′＋[H＋]
……(8)

滴定にともない変化する VNaOH を[H＋]で微分すると，

次式が得られ，

CNaOH

Vi

dVNaOH

d[H＋]
＝

－CaiK a′

(K a′＋[H＋])2

＋
1

Vi






Kw′

[H＋]
－[H＋]






dVNaOH

d[H＋]

－
Vi＋VNaOH

Vi






Kw′

[H＋]2
＋1





………(9)

また，d[H＋]/dpH＝－2.303[H＋]であるから，

CNaOH

Vi

dVNaOH

dpH
＝

2.303 CaiK a′[H＋]

(K a′＋[H＋])2

＋
1

Vi






Kw′

[H＋]
－[H＋]






dVNaOH

dpH

＋2.303
Vi＋VNaOH

Vi






Kw′

[H＋]
＋[H＋]






…………………………………(10)

となり，上式を変形すると次式が得られる。

2.303



CaiK a′[H＋]

(K a′＋[H＋])2
＋[H＋]＋

Kw′

[H＋]



＝
CNaOH

Vi

dVNaOH

dpH
－

1

Vi






Kw′

[H＋]
－[H＋]






dVNaOH

dpH

－2.303
VNaOH

Vi






Kw′

[H＋]
＋[H＋]





……………(11)

(11)式の左辺は緩衝能を求める理論式であり，pH 測定

から求められる水素イオン濃度，滴定に用いた水酸化ナト

リウム濃度，被滴定液の開始液量，および滴定間隔

（dVNaOH）ごとの pH 変化量（dpH）を右辺に代入するこ

とにより，特定の pH における緩衝能値を求めることがで

きる。

Ⅲ．方法

1. 試薬類

試薬類は，すべて和光純薬製の特級を用いた。

2. 滴定による緩衝能曲線の測定

実測緩衝能曲線を求めるための滴定は，0.1 M 水酸化ナ

トリウム水溶液を入れた50 mL 容量のビュレットの先端

にシリコンチューブ（外径 3 mm，内径 1 mm）を接続し，

ローラーポンプ（GILSON Minipuls2）を用いて0.2 mL/

min の流速で行った。シリコンチューブの他端には外径

1.5 mm，内径0.8 mm，長さ220 mm のステンレスチュー

ブを挿入し，ステンレスチューブの先端は被滴定溶液中に

浸るようにして滴定液を注入した。25°Cの外部恒温槽

（ADVANTEC IMMERSION CIRCULATOR LP3110）

から水を循環させた100 mL 容量の二重ビーカーに，所定

の濃度に調整した被滴定溶液20 mL を入れ，攪拌しなが

ら，0.5 mL 滴定間隔で被滴定液の pH を0.001 pH 単位ま

で読み取った（METTLER TOLEDO MP230）。被滴定

液の pH が 2 よりも高い場合には，塩酸を用いて pH を 2

程度に調整後，所定の濃度に希釈してから滴定を開始し

た。滴定曲線の数値微分と平滑化は，前報に従って中心差

分法および 7 点法で行った9)。なお，(11)式の右辺の計算

を行って実測の緩衝能を求めるには，水素イオンのモル濃

度が必要であるが，pH メーターの示度値は水素イオン活

量の逆数の対数値であり，活量係数を用いて水素イオン濃

度に変換する必要がある。しかしながら，実際の食品で

は，先述のように系のイオン環境が不明であることが多く，

pH 示度値から10－pH で求められる値をそのまま水素イオ

ン濃度として扱うこととした。

3. 重回帰分析による緩衝成分の解析

重回帰分析は，結果となる被説明変数（目的変数）に対

し，原因となる複数の説明変数がどのような影響を与える

かを明らかにする手法11)で，実測値と予測値とが最も近

くなるような一次多項式の係数（偏回帰係数）を統計学的

に見積もることができる。

今回は，0.05 M リン酸0.05 M トリスヒドロキシメチ

ルアミノメタン（以下 Tris）水溶液をモデル系とし，混

合溶液中のリン酸および Tris 濃度が不明であるとの仮定

のもとで滴定を行い，所定の pH 間隔で，(11)式からリン

酸Tris 水溶液の緩衝能を求めた。また，上記モデル系混

合水溶液とは別に，0.1 M リン酸水溶液，0.1MTris 水溶

液の緩衝能を別個に測定し，得られた緩衝能の実測値を

10倍したものを「基準化緩衝能」とした。具体的には，

各測定溶液の初期 pH を，塩酸を用いて 2 に調整後，所定

の濃度に希釈し，pH を0.4変化させるのに必要な滴定量か
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図 1 0.1 M リン酸，0.1M Tris，0.05 M リン酸Tris 水

溶液の実測緩衝能曲線

図 2 重回帰分析による 0.05 M リン酸Tris 水溶液の予

測緩衝能曲線
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重回帰分析を用いた緩衝能成分の定量について（星)

ら，水の緩衝能を差し引いた緩衝能値を得た。pH 2～12

における0.05 M リン酸Tris 水溶液の実測緩衝能値に対

して，重回帰分析を適用してリン酸Tris 水溶液中のリン

酸と Tris の偏回帰係数と定数項を求めた（得られた偏回

帰係数が濃度となる）。重回帰分析は，Microsoft Excel

2010の「分析ツール」を用いて行った。

4. モモ酒の熟成過程と緩衝能について

1) モモ酒の仕込み

モモ（皮なし種つき）1 kg，氷砂糖400 g，（35度）ホワ

イトリカー1.8 L，レモン 3 個を使用してモモ酒を仕込ん

だ。

2) モモ酒の緩衝能曲線の測定

熟成過程のモモ酒の緩衝能曲線の測定は以下のように行

った。すなわち，仕込み後 1 週間ごとにモモ酒25 mL の

pH を塩酸で 2 に調整後（pH 調整に要した塩酸量を記録

し，開始液量を補正した），「2．滴定による緩衝能曲線の

測定」に従って，モモ酒の緩衝能曲線を作成した。

3) 官能評価

本学 4 年生 3 名による試行的な官能評価を行った。試

行的な官能評価のため，統計解析等は行わなかった。

Ⅳ．結果と考察

1. 重回帰分析を用いた緩衝成分の解析

滴定曲線から緩衝能曲線を求める場合，滴定にともなう

イオン強度の変化により緩衝成分の酸解離定数も変化す

る。したがって，実測緩衝能曲線と食品中に含まれる緩衝

成分の理論緩衝能曲線との比較から解離成分の同定・定量

を行うことは，実際上困難である10)。そこで，食品に含

まれる緩衝成分を予め推定し，重回帰分析を適用すること

で緩衝成分の定量が可能か検討することとした。今回は，

リン酸と Tris をモデル系とし，0.05 M リン酸0.05 M

Tris 水溶液（以下 0.05 M リン酸Tris 水溶液）の緩衝能

曲線を測定した。また，0.1 M リン酸水溶液および0.1 M

Tris 水溶液の緩衝能も別個に測定し，実測値を10倍した

ものを「基準化緩衝能」とした。

図 1 に，「水の緩衝能」を除いた0.1 M リン酸水溶液，

0.1 MTris 水溶液，および0.05 M リン酸Tris 水溶液の緩

衝能曲線を示した。0.1 M リン酸水溶液には pH 2，6.8お

よび11.6付近に，リン酸の 3 つの解離基に基づくピークが

観察された。また，0.1 M Tris 水溶液も，pH 8.4に，ア

ミノ基に基づくピークが存在した。さらに，0.05 M リン

酸Tris 水溶液の緩衝能曲線には，上記の各 pH 値にピー

クが認められ，緩衝能の加成性が確認できた。

0.1 M リン酸水溶液と0.1 M Tris 水溶液の各 pH におけ

る緩衝能値を10倍して求めた「基準化緩衝能」値と0.05

M リン酸Tris 水溶液の緩衝能値を表 1 に示した。pH

2～12の範囲で，0.05 M リン酸Tris 水溶液の緩衝能値を

目的変数，1 M リン酸と 1 M Tris の緩衝能（基準化緩衝

能）値を説明変数として重回帰分析を行い，それぞれの偏

回帰係数（0.05 M リン酸Tris 水溶液中のリン酸および

Tris 濃度に相当）を求めたところ，リン酸0.0504，Tris

0.0455，定数項0.0007が得られ，重回帰式は，

0.05 M リン酸Tris 水溶液の緩衝能

＝0.0504×X1＋0.0455×X2＋0.0007 ………(12)

となった。ここで X1 と X2 は，各 pH 値における「基準

化リン酸緩衝能」値と「基準化 Tris 緩衝能」値である。

また，当てはまりのよさの指標となる決定係数は0.9746

（有意確率 p＝2.18×10－19）となった。また，リン酸およ

び Tris の理論濃度0.05 M に対する誤差率は，それぞれ－

0.8％と－9.0％であった。

リン酸濃度 0.0504 M，Tris 濃度 0.0455 M，定数項

0.0007として，各 pH 値における緩衝能値を求めてグラフ

化した。図 2 に示したように，pH 2.4から11.2にかけて実

測曲線と予測曲線がよく一致していたが，pH 2.4以下の酸

性域や pH 11.4以上の塩基性域で予測値と実測値に乖離が

生じた。その原因として，基準化緩衝能曲線を求める際の

滴定は，単一の緩衝成分を含む水溶液に対して行ったもの

であり，リン酸Tris 混合系とのイオン環境（イオン強度）

の相違によって酸解離定数が変化したためと考えられた。

以上のように，緩衝成分の定量に重回帰分析を適用する
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表 1 リン酸および Tris の基準化緩衝能

図 3 モモ酒の緩衝能曲線におよぼす熟成期間の影響
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ことは有効であり，特に pH 3 から11の範囲で効果的であ

ると考えられた。

2. モモ酒の熟成過程における緩衝能の変化と緩衝成分の

定量

1) 熟成過程の緩衝能の変化

モモ酒を作成し，熟成過程における緩衝能の変化を検討

するとともに，熟成後のモモ酒に含まれる緩衝成分の定量

を試みることとした。モモ酒を仕込み，仕込み後，1 週間

おきに緩衝能の測定を行い，その結果を図 3 に示した。

ここでは，結果を見やすくするために仕込み後 1 週目と 6

週目の緩衝能曲線のデータを示したが，熟成 1 週目で pH

2.5～6，および 9 にピークが認められ，6 週目には pH 2.2

から 7 の領域における緩衝能が全般的に高まった。味の

変化について官能的に評価したところ，熟成 1 週目で

は，甘味はあるもののアルコールの味が際立ち，モモの風

味はなく，飲用に適さなかった。一方，熟成 6 週目で

は，モモの香りが深まり，アルコールのきつさが減って飲

みやすさが増し，緩衝能測定がモモ酒の熟成過程判断の目
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表 2 リン酸，クエン酸，リンゴ酸，アスパラギン酸およびアスパラギンの基準化緩衝能

図 4 モモ酒およびモモ酒に含まれる緩衝成分の緩衝能曲

線

図 5 モモおよびリンゴ果汁の緩衝能曲線
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重回帰分析を用いた緩衝能成分の定量について（星)

安となることが確認できた。

2) モモ酒中の緩衝成分の定量

モモの主要な酸は，リン酸，クエン酸，リンゴ酸などで

あり，またアミノ酸としては，アスパラギン酸やアスパラ

ギンが含まれている12)。そこで，リン酸，クエン酸，リン

ゴ酸，アスパラギン酸，アスパラギンの基準化緩衝能を求

め，重回帰分析を適用して各緩衝成分の定量を行った。表

2 に各 pH におけるリンゴ酸，クエン酸，リン酸，アスパ

ラギン酸，アスパラギンの基準化緩衝能値と実測のモモ酒

の緩衝能値を示した。モモ酒の緩衝能値を目的変数にと

り，リン酸，クエン酸，リンゴ酸，アスパラギン酸，アス

パラギンの基準化緩衝能を説明変数として，pH 2～10.4の

範囲について重回帰分析を行ったところ，リン酸，クエン

酸，リンゴ酸，アスパラギン酸およびアスパラギンの偏回

帰係数（濃度）は，それぞれ0.000237，0.0110，0.00560，

0.00660，0.00516，定数項は0.00200となり，決定係数は

0.990（p＝1.86×10－15）となった。また，偏回帰係数の

有効性を示す統計量 T の実現値 t は，リン酸を除き有意に

高かったが（いずれも p＜0.01），リン酸については p＝

0.76となり，説明変数としての有効性は低かった13)。

図 4 に，0.05 M のリン酸，クエン酸，リンゴ酸，アス

パラギン酸，アスパラギン，および熟成 6 週のモモ酒，

および重回帰分析に基づいた緩衝能曲線を示した。pH

2～10.4にかけて，モモ酒の実測曲線と予測曲線はよく一

致していたが，pH 10.8以降で実測値が増加し始め，予測

値との乖離が著しくなった。図 5 に，市販のモモとリン

ゴジュースの（水の緩衝能を除去していない）緩衝能曲線
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図 6 重回帰分析における適用 pH 範囲がモモ酒予測緩衝

能曲線におよぼす影響

図 7 0.1 M クエン酸水溶液の理論および実測緩衝能曲線
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を示したが，pH 10以上でモモ酒と同様，緩衝能が急激に

上昇しており，図 4 の強塩基性領域における緩衝能の増

加は，果汁一般に認められる現象と考えられた。

重回帰分析を適用する pH 範囲を 2 から11.6にすると，

決定係数は0.317となり，リン酸の偏回帰係数の p 値が

0.055と向上したものの，偏回帰係数がマイナスとなる緩

衝成分もあり，非現実的な回帰となった。pH 2～11.6の

範囲に対して重回帰分析を行った結果，図 6 に示したよ

うに，pH 10.8以上の塩基性領域での予測緩衝能は高まる

ものの，それでも実測曲線には及ばず，また実測緩衝能曲

線に存在していない，リン酸の pKa2 由来のピーク（pH 7

から 8）が生じるようになったので，重回帰分析は pH 2～

10.4の pH 範囲で実施することが有効と考えられた。

モモ酒を含む果汁一般に認められる，塩基性領域におけ

る緩衝能の増加に関わる緩衝成分については，まだ同定は

できておらず，今後検討する必要がある。一方，各緩衝成

分の基準化緩衝能は水溶液系で測定していたにもかかわら

ず，pH 10以下において，実測緩衝能曲線と予測曲線はよ

く一致していたことから，共存するアルコールの影響は低

いものと考えられた14)。

食品成分の正確な同定・定量は，高速液体クロマトグラ

フを使えば容易に行え，そのデータに基づいて理論緩衝能

曲線を作成することは可能である。しかしながら，コハク

酸やクエン酸のような二塩基酸や三塩基酸の場合，理論緩

衝能曲線と実測曲線の乖離が顕著になる10)。例えば，クエ

ン酸は pKa1＝3.1，pKa2＝4.8，pKa3＝6.4に 3 つの酸解

離定数を有する三塩基酸であり，理論的にはそれらの pH

位置に，強度の等しいピークを有する緩衝能曲線を示すは

ずであるが，図 7 のように，実測緩衝能曲線では pKa3 の

位置が5.5付近に，pKa2 も4.3に移動するとともに，この

pKa2 に相当するピークの強度が最も強くなるなど，理論

緩衝能曲線との一致性が悪化する。したがって，高速液体

クロマトグラフィーの分析結果をもとに緩衝成分を予測

し，実測緩衝能曲線に重回帰分析を適用すれば，食品の緩

衝能に関するより詳細な考察が可能になると考えられた。

Ⅴ．要約

緩衝能は，食品のコクやうま味に関係し，調理科学的な

側面からも食品の緩衝能測定は有用な情報を提供する手段

である。緩衝能は単位 pH 変化に必要な塩基のモル濃度と

定義されており，解析的に求められるが，実際の食品で

は，滴定曲線に引いた接線の傾きの逆数から緩衝能を求め

ている。しかしながら，実験的に求めた緩衝能曲線と理論

緩衝能曲線は一致しないことが多く，それは系のイオン強

度によって緩衝成分の酸解離定数が変化するためである。

そこで，食品に含まれる緩衝成分を予測し，それらの緩衝

能を別個に実測し，食品の緩衝能値を目的変数，含有され

る緩衝成分の緩衝能値を説明変数として重回帰分析を行

い，含有緩衝成分の濃度を決定する方法について検討し

た。その結果，リン酸トリスヒドロキメチルアミノメタ

ンからなるモデル系，およびモモ酒に含まれる緩衝成分濃

度を有意に決定することができた。
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