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茶飲料中のカフェイン及びカテキン類の定量方法↑
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Toclarifythebehaviouroffunctionalconstituentsinteadrinks,amethodforthequantita‐

tivedeterminationofcaffeineandcatechinsbyhighperformanceliquidchromatographywas
established

Highrecoverlyyieldswereobtainedforbothmethodswhichdeterminecaffeineafter

separationofcatechmsandsimultaneouslywithcatechins・AhighrecoverlyyieldwasaIso

obtainedforcatechinsinsimultaneousdeterminationofcaffeinelnthesimultaneous

determinationmethod，noinfluencewasobservedontberecoverlyyieldsofcaffeineand

catechinsbytheadditionof５％sugarssuchasglucose,fructoseandsucrosetoteadrinks・

ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｆｉｎｆｕｓｉｏｎｉｎａｒａｎｇｅｏｆ３．０ｔ０７．３ｂｙｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆＬ,ascorbicacidandits

sodiumsalt,citricacidanditssodiumsalt聯andsodiumhydrogencarbonateontherecoverly

yieldofcaffeineandcatechinswasnotobserved．

Keywords:ｔｅａdrinks,caffeine,catechinsjhighperformanceliquidchromatography,simulta･
neousdetermination．

お茶類飲料缶詰やＰＥＴボトル誌の品質向上を計る為には，それらの有効成分の把握が不可欠

である．その中でも，茶飲料の代表的な成分であるカフェイン及びカテキン類の挙動を知る事は

重要であるので，これらカフェイン及びカテキン類の定量方法を高速液体クロマトグラフ法を用

いて検討した．

カフェインについては，カテキン類を除去した後に定錘する池ヶ谷の方法')とカフェイン及び

カテキン類を同時に定量する寺田らの方法2)について比較試験を実施した．また，カテキン類に

ついては，寺田らの方法における回収試験を実施し，さらに茶飲料に添加される添加物および

ｐＨ調整によるカフェイン及びカテキン類の回収率への影響も併せて検討したので報告する．

実験方法

１．実験材料と試薬

カフェインは和光純薬工業㈱製試薬特級を，カテキン類として(－)-Epigallocatechin（－Ｅ

ＧＣ），（＋)-Catechin（＋Ｃ），（－)-Epicatechin（－ＥＣ），（－)-Epigallocatechingallate

↑容器詰茶類飲料に関する研究（第１報）
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（－ＥＧＣｇ），（－)-EpicatechingaIIate（－ＥＣｇ）は栗田工業㈱製分析用標雌試薬を，高

速液体クロマトグラフ（ＨＰＬＣ）の移動相は液体クロマトグラフ用試薬を，その他の試薬は市

販の特級品を1Wいた．

煎茶の茶葉としては．市販のやぶきた種中級品を使用した．

２．煎茶の抽出方法

池ヶ谷の方法に準じ，粉砕した茶菓１９を採取し，これに沸鶴水約80,Wを加え80℃で30分間保

温した後冷却し，水を加えて100,0としたものをNoL2のiIU紙で通過した。このﾊﾙ合カテキン類の

適紙への吸新を避ける為に，最初の20,0程度は捨てた．

３．カフェインの抽出方法

１）ｉｈ接法池ヶ谷の方法に準じ，１０倍に希釈した煎茶抽出液中のカフェインが適当趾になる

櫛に水で希釈後，0.45〆ｍのメンブランフィルターを用いて加圧蝋過した．

２）PolyvinyIpolypyrolidone（ＰＶＰＰ）添加法池ヶ行の方法にi1kじ，１０倍に希釈した煎

茶抽出液50mCにPVPP200mgを加え，室温で30分Ⅲ1保持してからNq2の漉紙で減過しカテ

キン類を除去した後，0.45解ｍのメンブランフイルターをlⅡいて加圧iMt過した．

３）クロロホルム抽出法池ヶ谷の方法に準じ，１０傭に希釈した１１１茶抽111液50,0を分液ロート

に採取し，クロロホルム50,0を加えて振とう柚11Ｉした．

この抽出操作を３回繰り返した後，クロロホルム屑を集めロータリーエバポレーターを用

いて濃縮乾固した．これを水10,0に溶解後．0.45座ｍのメンプランフィルターを用いて加圧

池過した．

４）寺田らの方法煎茶抽出液に等量のアセトニトリルを加え，試料中のカフェインが適当侭

になるように50％アセトニトリルで希釈後，0.45〆ｍのメンブランフィルターを用いて加圧

池過した．

４．カテキン類の抽出方法

寺l【lらの方法に準じ，煎茶抽出液に等最のアセトニトリルを加え，試料中のカテキン類が適当

fitになるように50％アセトニトリルで希釈後，045〆、のメンプランフィルターを用いて加圧池

過した．

５．煎茶抽出液のpH醐整方法

煎茶抽出液95Ｍに10％のクエン酸またはL-アスコルビン酸〈Ｌ－ＡｓＡ）溶液，さらに10％の

クエン酸ナトリウムまたは重炭酸ナトリウム（重曹）溶液をｐＨを確魁しながらマイクロシリン

ジで注入し，これに水を加えて100mCとした後，鎧終ｐＨをillI定した．

６．カフェインの分析条件

ＨＰＬＣ：ルI)津製作所製ＨＰＬＣＬＣ－６Ａ、検出器：島il1製作所製分光光度ｉｌＳＰＤ－６

ＡＶ、木カラム：ケムコ製逆相系カラムＣＨＭＣＯＳＯＲＢ５－ＯＤＳ－Ｈ，内径４６mm，良

さ250mm、ガードカラム：本カラムと同じ，内径4.6mm，奨さ30mm・カラム温度：４０℃、移動相：

25％のメチルアルコールを含む１％酢酸溶液．流速：０．５１，０／ｍin・検出器の条件：波及272,ｍ，

RangeqO8AUFS・試料注入品：５Jｕ０．

７．カフェイン及びカテキンの同時分析条件

ＨＰＬＣ：局津製作所製ＨＰＬＣＬＣ－６Ａ、検出器：libil1製作所製分光光度ｉｌｌＳＰＤ－６

ＡＶ、本カラム：クロマトパッキングセンター製逆相分配系カラムＵＬＴＲＯＮＮ－Ｃ１８，内

径4.6mm，奨さ150mm，ガードカラム：クロマトパッキングセンター製PermaphasETH，内径

4.6mm，及さ50,．カラム温度：４３℃、移動相（Ａ液）：0.1％アセトニトリル及び５％Ｎ，Ｎ－

ジメチルホルムアミドを含む01％リン酸溶液．移動相（Ｂ液）：アセトニトリル．流速１，０／
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ｍin、グラジエント条件：試料注入時Ｂ液1％，分析開始と同時にグラジエント，３５分後Ｂ液１８

％，以後Ｂ液90％，４５分後Ｂ液１％・検出器の条件：波長280,ｍ，RangeOO8AUFS・試料注入

戯：10浬２．

８．ピークの同定

標準品を用いた標準添加法での保持時間及びカラム温度変更による相対保持比変動の一致によ

った．

結果と考察

１．カフェインの分析方法の検肘

カフェインの標準品を用いて池ヶ谷の方法で標準曲線を求めてみた結果（Fig.１ルカフェイ

ン量0.82mg／100mOから4.11mg／100,0の範囲において，相関係数は0.9998と高く十分な定見性が

ある．
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Fig.1．Calibrationcurvesofcaffeinestandardsolution．

（akMethodoflkegaya．

（b)：ＭｅｔｈｏｄｏｆＴｅｒａｄａｅｍＪ．

2０

また，煎茶抽出液を用いて３種類のカフェイン抽出方法（直接法，ＰＶＰＰ添加法，クロロホ

ルム抽出法）でのクロマトグラムを求めた結果（Fig.２），直接法及びＰＶＰＰ添加法ではカフ

ェインのピーク直前に未知成分のピークがありカフェインのピークと重なるが，クロロホルム抽

出法ではカフェイン以外のピークは認められなかった．

さらに，これらの方法を用いて煎茶抽出液での添加回収試験を実施した結果（Tableｌ），直

接法とＰＶＰＰ添加法は未知成分とカフェインのピークが重なる為に若干のばらつきが認められ

るのに対し，クロロホルム抽出法では回収率が101～103％で変動係数が1.1～1.2％と安定してい

た．

一方，カフェインとカテキン類を同時に定澱する寺田らの方法で，カフェインの標準品を用し、
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て標準曲線を求めてみた結果（Fig.1)，カフェイン量１噸／100mOから20唾／100,2の範囲におい
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（a)：Ｈｏｔwater（80.Ｃ）extract．

（b)：PVPPtreatmentfor（a)．

（ckExtractfrom（b）withchIoToform．
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壁AveTageoffourdetermination．

て，相関係数が0.9999と高く十分な定量性がある．

また，池ヶ谷の方法と寺田らの方法での一次回帰式の係数が異なっているのは，

ではカテキン類を同時定鼠する事から，検出波長を池ヶ谷の方法の272,ｍと異な

の一次回帰式の係数が異なっているのは，寺田らの方法

検出波長を池ヶ谷の方法の272,ｍと異なり280,ｍとして
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Ｔａｂｌｅ４．Recoveryofcaffeineandcatechinsinstandardsolutioncontaining

suｇａｒｓｂｙＨＰＬＣ．

Additives Caffeine※１ Catechilhs（％）※’

(兜）－ＥＣＣ＋Ｃ－ＥＣ－ＥＧＣｇ－ＥＣｇCompound（兜）

(、g/100,1)※２（2.26）（2.40）（2.34）（2.93）（2.45）（2.49）
0

2.5

5.0

1００．０

１００．１

１００．２

1００．０

１０１１

１００．７

1００．０

９９．４

１００．２

1００．０

１００．０

１００．８

1００．０

１００．７

１０２．１

1００．０

１００．８

１００．８

GluCoSe

(ｍg/100ｍＩ)※２（2.24）（238）（2.32）（2.91）（2.44）（2.48）

５
０

０
．
・

２
－
⑰

1００．０

１０１．２

１０１．８

1００．０

１０２．０

１０２７

1００．０

１０１．３

１０２．２

1００．０

１０１．４

１０１．７

1００．０

１０２．３

１０１．８

1000

101.4

101.7

Fructose

(、g/１００，１)※２（8.90）（７．９０）（2.80）（3.10）（7.90）（3.10）
0

2.5

5.0

1００．０

９９．７

１００．２

1００．０

１００．０

１００．８

l０ｑｏ

９９．３

９９．６

1００．０

９９．４

１００．９

1００．０

９９．４

１００．０

1００．０

１００．０

９９．７

Sucrose

※IAverageofthreedetermination．

※２Contentsofcaffeineandcatechinsinstandardsolution．

Ｔａｂｌｅ５．Recoveryofcaffeineandcatechinsinteadrinkscontainingsugars

byHＰＬＣ．

Additives Caffeine※’ Catechins（96)※Ｉ

(％）－ＥＯＣ＋Ｃ－ＥＣ一ＥＧＣｇ－ＥＣｇCompound（％）

(ｍg/1001Ｍ)※２（23.4）（40.5）（１．８）（１５．６）（40.9）（１１．４）
0

2.5

5.0

1００．０

９９．７

９９．７

1００．０

９９．２

９９．５

１００．０

９８．９

９８．９

1００．０

１００．４

１００．１

1００．０

１００．２

９９．９

1００．０

１００．０

９９．７

GIuCose

(ｍg/100,81)※２（23.4）（40.5）（1.8）（15.6）（40.9）（lL4）
0

2.5

5.0

1００．０

９９．６

１００．２

1００．０

９９．１

９９．１

１００．０

１０００

９８．７

1００．０

１００．４

９９．９

1００．０

９９．５

９８．９

1００．０

９９．２

９９．７

Fructose

(、g/lOOntl)※２（23.4）（40.1）（2.0）（15.3）（39.0）（１１．１）

５
０

０
．
・
２
５

1００．０

１００．２

９９．８

100.0

100.0

９９．６

1００．０

１００．０

１００．０

1００．０

９９．７

９９．５

1００．０

９９．７

９９．５

1００．０

９９．８

９９．６

SucTose

※２AverageofthlPeedetermination．
※２Contemtsolcafleineandcatechinsimteadrinks．
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Table6Recoveryofcaffeineandcatechinsinteadrinkcontainingaddｉｔｉｖｅｓ

ｂｙＨＰＬＣ．

Ｃａ((eine※’ Catechins（兇)燕’
Addilives

(％）－ＥＣＣ＋Ｃ－ＥＣ－ＥＧＣｇ－ＥＣｇ

(ｍg/lOOml)燕２ （２３．４）（40.5）（１．８）（１５．６）（４０．９）（11.4）

Ｎｏｎ 1００．０１００．０１００．０１００．０１００．０１００．０

L-ACorbiCaCid(a）

Citricacid(b）

（a)＋(b）

SodiumL-Ascorbicacid(c）

Sodiumbicarbonate(｡）

に)＋(｡）

（a)＋(b)＋に)＋(｡）

９９．４

１００．０

９９．９

９９．９

９９．８

９９．９

９９．９

1００．０

９９．７

９９．８

９９．７

９９．７

９９．８

９９．７
０
０
１
２
０
８
９

●
。
●
■
■
の
●

０
０
０
９
９
８
９

０
０
０
９
９
９
９

１
１
１

1００．７

１００．０

１００．２

９９．７

９９．８

９９．９

１００．１

1００．３

１００．３

１００．２

９９．８

９９．９

９９．９

１００．２

1０１．３

１００．０

１００．９

９９．７

９９．６

９９．８

１００．３

（日）：７０ｍｇ/100伽Ｉ，（b）：５０ｍｇ/100,1,（c）：３０ｍｇ/100ｍ(，（｡）：５ｍｇ/1001,/、

※lAverageofthreedetermination．
※２Contentsofcaffeineandcatechinsｉｎｔｅａｄｒｊｎｋ・

下での回収試験を実施した結果（Table６），無添加区に対しIZ1収率は99～101％と高い値を示し，

茶飲料へのこれら添加物の添加による回収率への影響は魁められなかった．

このJ1fから，上記濃度範囲内において，これら添加物が茶飲料中に共存しても，寺田らの方法

でカフェイン及びカテキン類は十分定量出来ると考えられる．

４．カフェイン及びカテキン類の同時定且に及ぼすpHの影轡

煎茶抽出液にクエン酸，Ｌ－ＡｓＡ，クエン酸ナトリウム，jItvvを添加してｐＨを調整したもの

の回収試験を実施した結果（Table７），ｐＨ未調整区に対し，ｐＨ３００－４９２の酸添加区の回収

率は99-101％と高い値を示し，この範囲内では茶飲料のｐＨ調整による回収率への彫騨は遡めら

れなかった．

Ｔａｂｌｅ７．RecoveryofcaffeineaIndcatechinｓｉｎｔｅａｄｒｉｎｋＥｌｄｊｕｓｔｅｄｐＨｗｉｔｈ

ｕＩｄｄｉｔｉｖｅｓｂｙＨＰＬＣ．

AdditivespHCaffeine※l Catechins（96）※Ｉ

（95）－ＥＣＣ＋Ｃ－ＥＣ－ＥＧＣＲ＿ＥＣｇ

(ｍg/１００ｍＩ)※２ (１７．１）（２５．６）（1.0）（１１．２）（１９．４）（４．７）

Non 6.00100.0100.0１００．０100.0100.0100.0

3.00

4.01

4.92

９９．６

１００．２

１００．４

1００．１

１００．２

９９．９

９９．９

１００．１

１００．０

９９．７

９８．９

９９．４

1００．２

９９．９

９９．９

９９．８

９９．６

１００．９

Ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ

Sodiumcitric

acid

7.00

７．３０

９９．５

９９．０

９９．１

９８．１

9９．７

９９．３

１００．２

１００．５

１０２．６

１０４」

1００．９

１００．１

３．１０

４．００

４．８０

９９．９

９９．５

１００．７

９９．４

９９．６

１００．０

100」

1００２

１００．１

９９．８

１００．４

１００．０

９９．９

９９４

１００．１

1００．２

１００．２

９９．６

L-AscorbiC

acid

6．６０

７．３０

１００．３

１０ｕ↓

９９．８

９９．８

1００．３

１００．０

Sodium

bicarbonate

１０２．７

１０６．２

1００．０

１００．０

1００．９

１００．９

※lAverageofthreedeqermination．

※２ContentsofcaHeineandcatechinsinteadrink．
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しかし，ｐＨ6.60-7.30のアルカリ添加区における回収率は98～106％の値を示し酸添加区に

比較すると若干値がばらつく傾向にあるが，寺田らの方法における標準添加法での回収率

（95～107％）の範囲内にあるので実用上問題は無いと考えられる．このアルカリ添加区におけ

る回収率のばらつき傾向は，カテキン類の異性化反応が室温であってもアルカリ添加によって加

速される為と考えられるので，アルカリ添加後は直ちにＨＰＬＣによる定量を実施する必要があ
る．

この事から，上記ｐＨの範囲内においても，寺田らの方法で茶飲料中のカフェイン及びカテキ
ン類は十分定最出来ると考えられる．

要約

高速液体クロマトグラフ法を用いて，茶飲料中のカフェイン及びカテキン類の定量方法を検討
した．

１．カフェインについては，カテキン類を除去した後に定趾する池ヶ谷の方法及びカフェインと

カテキン類を同時に定趾する寺田らの方法とも高い回収率を示した．

２．カフェイン及びカテキン類の同時定獄において，カテキン類も高い回収率を示すので，茶飲

料中のカフェイン及びカテキン類の定量には寺田らの方法が迅速性の点で優れている．

３．茶飲料へのグルコース，フラクトース，シュクロースによる５％以内の加糖及びL-アスコ

ルピン酸，クエン酸，Ｌ－アスコルビン酸ナトリウム，重炭酸ナトリウムなどの添加において，

予想される添加量の範囲内では，カフェイン及びカテキン類の同時定趾に及ぼす影響は認められ
なかった．

４．Ｌ－アスコルピン酸，クエン酸，クエン酸ナトリウム，重炭酸ナトリウムによって茶飲料の

ｐＨを調整しても，ｐＨ３０から7.3の範囲内においてカフェイン及びカテキン類の同時定盆に及

ぼす影響は認められなかった．
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