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茶葉中のカフェイン・カテキン頬の定量における†  

熱水抽出法とアセトニトリル抽出法の比較  

久延 義弘．未松 伸一，西郷 英昭  

松田 良子．原  京子丁小松 美博  

ComparisonofExtractionProcedurewithHotWater，  
Acetonitrile，andAqueousAcetonitrileonHPLCDetermination  

ofCaffeine andCatechinsinGreenTea Leaves  

Yoshihiro Hisanobu，ShinichSuematsu、HideakiSaigo，  

RyokoMatsuda，Kyoko Hara，and Yoshihiro Komatsu  

hourpreviousstudy，itwasshownthatteacatechinsisomerizedtoitscorrespondingepimer  

duringhotwaterextraction．Thissuggestedthattheanalyticalvalueofcatecllinsintealeaves  

Closelydependedupontheextractiontemperature，丘me，且ndmedia．   

Forasimultaneousdeterminationofcaffeineandcatechinsbyhighperformanceliq11idchroma－  

tography、aCOmparativestudyofextractionproceduretopreventtheisomerizationofcatechins  

wasperformedwithconventionalhotwater，aCetOnitrile，andaqueousacetonitrileatanambi－  

ent temperature．   

GreentealeaveswereextractedbylOO（W／V）timesofcoldwater（20℃）．hotwater（80℃），  

acetonitrile（20℃）．andaqueousacetonitrile（20℃）ofdifferentconcentration〔75，60，50，40，and  

25％（Ⅴ／V）〕．   

Behaviorofcatechinsduringextraction wasinvestigatedbothby determinationofextrac－  
tion rate and detection of thermalreaction products．The reaction products wel・e Charac－  

terizedwithacomparisonofthosefrom authenticstandardcatechinsunderthesamereaction  

cond崗on．   

Theresultsobtainedthatcatechinswerealmostslightlysoluble；nacetonitrile，butstableand  

maximumanalyticalvalueofcatechinswereobtainedbyextractionofaqueousacetonitrilewith  
pre＼ナention ofisomerization，andepimerization ofcatechins was proceededin hot waterex－  

traction whicllreSultedinunstable analyticalva．1ue．   

TheproposedprocedureWaStOeXtraCtgreentealeavesbyaqueous acetonitrile（50％）at  

20℃for40minwithstirring．   

Bytheprocedure、a maXimum andstable value ofcatechins was obtainedfortheoriginal  

concentrationingreentealeaves．Ontheotherhand，analyticalvalueofcaffeinewasnotaffected  

bytheextractionmediaexccptcoldwater and acetonitrile．  

†容器語茶類飲料に関する研究（第4報）．  

◆元東洋食品研究所．   
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緑茶茶葉中のカフェイン・カチキン類組成を分析する場合，一般的には細℃以上での熱水抽出  

法が実施されているり2） ．しかし前報…及び続報5）でも報告の様に，カテキン類は異性化反応を起  

こし易く、特に82℃付近で異性化反応の活性化エネルギーが大きく変化する事から，この温度付  

近の熱水抽出では操作中にカテキン類の異性化が進み，高速液体クロマトグラフィーによる分析  

では，本来茶菓中に含まれているカテキン類組成とは異なる結果を与えてし蓋う．   

カチキン顆の温度による異性化反応を考慮せずに抽出すると，多くの場合天然型カチキン顆が  

減少し，特にクロマトグラム上では（－）－epicatechinの異性化反応‘）で生じた（－）－CateChinが  

（＋）－CateCllinと分離されない為に，（＋）－CateCl山1が本来茶菓中に含まれている量よりも．見かけ  

上多く検出されるという結果が生じる．   

本来、茶菓中に含まれるカテキン類の量を正確に求める事は、茶葉の品質特性を位置づける為  

に重要であるのみならず、異性化反応や抽出速度を定量的に取り扱う場合に不可欠な要素である．   

そこで、本来茶葉中に含まれるカチキン類の高速液体クロマトグラフィーによる定量を目的と  

して，80℃で熱水抽出した場合のカチキン類の挙動と20℃で溶剤抽出した場合の挙動を比較し、  

抽出時におけるカテキン類の異性化反応の抑制が可能な条件について検討した．  

実 験 方 法  

1．実験材料と試薬   

カフェインは和光純革製試薬特級の無水カフェインを、カテキン類として（－）ぺpigauocatechin  

（－EGC）、（＋）祀ateChrIl（＋C），（－）ぺpicat巴hin（一EC）、（一）＜p；ga】loc且teChingal】ate（－EG  

Cg）及び（－）＜picatechingauate（－EC g）は粟EE］工業製分析用標準試薬を，N，N－ジメチルホ  

ルムアミド及びアセトニトリルは和光純集製高速液体タロマトグラフ（HPLC）用試薬を，そ  

の他の試薬は市販の特級品を用いた．   

80℃の熱水抽出にはヤマト科学製純水製造装置（PureLineⅥrl．21）で製造した水を一旦沸騰さ  

せた後，急冷したもの（処理水）を用いた．   

溶剤抽出の溶媒としてはHPLC用のアセトニトリル及び処理水を用いた．   

緑茶（煎茶）は、市販のやぶきた種中級品を用い，これを粉砕し20－60メッシュの範囲内のも  

のを用いて，茶菓の部位による個体差を小さくした．  

2．煎茶の抽出方法  

100meのメスフラスコを用いて，抽出倍数は100倍（W／V）を基準とした．   

抽出する前にメスフラスコを20℃（±0．5℃）の水で定谷とし、回恵子を投入してから80℃の恒  

温水槽に入れ，液面に目盛り線（補正伝線）をつける．補正標線をつけた空のメスフラスコに茶  

菓と回転子を投入し、80℃（±0．5℃）の熱水で定谷にした後、茶葉から発生する気泡分の体積減  

少を補正する為，80℃の恒温水槽内で気泡の発生が止まる約2分後に再度定答した．   

この茶葉を投入してからの時間を抽出時間として5，10．20，30．40，50，60分間の冬時間同  

一条件で摺拝し，250メッシュのナイロン櫨布で濾過後，内径1m町 長さ40cmのステンレス管（熱  

交換器）を通して25℃以下に急冷しながら吸引採取し、直ちに0．45岬lの水系メンプランフィルター  

を同いて加圧濾過した．   

一般的に実施されている熱水摘出法では，抽出後メス∴7ラスコを冷却し定答にしてからNa2の  

濾紙で濾過しており，これら操作中におけるカテキン類の異性化反応は考燈されておらず，操作   
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条件の違いによって値が可成り変動すると予想きれるので，上記の急冷採取法を用いて摘出直後  

からのカテキン顆の異性化反応を抑制した．   

溶剤抽出の場合も熱水抽出の場合と同様に補正標線をつけたメスフラスコに茶菓と回転子を投  

入し，抽出温度を20℃（±0．5℃）として，水とアセトニトリ／レ及び◆アセトニトリルと水の容積比  

1：3，2：3，1：l，3：2，3：1，に調製したもので立春にした後．熱水抽出同様．20  

℃の恒温水槽内で気泡の発生の止まる約4分後に再度定答にし，熱水抽出と同じ時間及び条件で  

もって抽出した後，200メッシュのステンレス金網を通して吸引採取し．直ちに0．45IJmの非水系  

メンプランフィルターを用いて加圧濾過した．  

3．カフェイン・カテキン類の抽出方法   

前報7〉同様寺田ら2）の方法に準じ、煎茶抽出液に等量のアセトニトリルを加え．振とう後0．45J∠m  

の非水系ノンプランフィルターで加圧濾過した．  

4．カフェイン・カテキン類の定量方法   

前報7｝同様、カフェイン・カテキン頼の定量ほ，HPLCを用いて同時に定量する寺田ら2jの方  

法に準じた．  

5．HPJCの測定条件   

H P L C：㈱島津製作所製HPLC LC－6A．   

検 出 器：㈱島津製作所梨分光光度計 SPD－6AV．   

本 カ ラ ム：タロマトパッキングセンター製 ULTRON N－C18，内径4．6Ⅲ，長さ150nlm．   

ガードカラム：クロマトパッキングセンター製 Pernlaphas ETH．内径4．6mn．長さ50mm．   

カラム温度：43℃．   

移動相（A液）：5％N，N－ジメチルホルムアミド及び0，1％アセトニトリル含有の0．1％リン酸溶液．   

移動相（B液）：7セトニトリル．   

流  速：1mJ／分．   

グラジュントの条件：試料注入時はB液1％，分析開始と同時にグラジュント 35分後にB液  

18％，以降B液を90％，45分後にB液1％、59分後次の分析を開始．   

検出器の条件：波長280nm，RangeO．08AUFS．   

試料注入量：1恥g．  

6．タロマトゲラムのピークの同定   

標準品を用いて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．また，中川  

ら8）の報告にあるように，カテキン類の異性化反応はエビメリ化が主体となっている事から．生  

成する異性休はエビマーと考えられ、実験方法5のHPLCの条件でエビマー及びシアステレオ  

マーは分離可能であるが．エナンチオマーは現在分離技術が確立きれていないので，十Cと±C  

の分子吸光係数が等しいミl事から、各異性体の分子吸光係数も等しいとして定量した．  

結果 と考察  

1．アセトニトリルでの抽出条件   

茶葉成分の抽出にはアセトンを溶媒に用いている場合もあるが8），HPLCの移動相にアセト  

ニトリルを用いている事から、アセトニトリルでの抽出を検討した．   

また，カテキン頬は水溶性で有機溶剤に難溶性である事から，アセトニトリルと水との容積比  

を変えて，煎茶の茶菓からのカテキン類の抽出濃度と抽出時間との関係を検討した結果（Fig．り，  

アセトニトリルのみでは殆ど抽出されず，逆に水だけでは20℃の場合，抽出液度は時間と共に増  

加するものの、その増加速度は緩やかであった．   
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C血hins ExけaC戚麗20℃hl▼40mh  

rrom Creen Tea Leaves．  

●：t【血Ieaは亡hin5  

0：〔：正！eine   

さらに，水の温度を80℃にすると，濃度は高くなるが抽出時間20分で偉大値に達した後，時間  

の経過と共に減少し続けた．   

しかし，アセトニトリル・水の容積比1：3から3：1の範囲内のものは、80℃熱水抽出より  

も抽出潰度は高く，アセトニトリル・永の答樟比1：1が最も高い濃度を示し、抽出時間約40分  

後に最大値が存在した．   

そこで，抽出時間40分を基準として7セトニトリル・水の谷積比に対するカフェイン及びカチ  

キン頚の抽出膿度を検討した結果（Fig、2），カチキン類については7セトニトリル・水の容積比  

1：1前後の2：3及び3：2の結果を加えても，アセトニトリル・水の容積比1：1が最も高  

い濃度を示した．   

しかし，カフェインについてはカテキン類と異なり、アセトニトリル・水の容積比1：3から  

3：1の範囲内において， 殆ど抽出濃度に塞が認められず，最大抽出値が得られた．   

また、茶葉中のカフェイン・カテキン頬の全量が抽出されているのかを確認する嵐 アセトニ  

トリル・水（1：1）を用いて20℃で40分間掩梓掘出後，遠心分離（3000RPM）を実施した．こ  

の上澄みの抽出液90〟を除去後．アセトニトリル・水（1：1）で再度定答したもの、すなわち  

1回目抽出後その1／ユ0希釈状態で2回目を抽出し．その1／10で再度3回目の抽出を実施した籍   
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Tablel・Exami11ationofExtractionFreqt－enCy  

（n＝3，喝／100如）   

Cateclli11S  
Frequency  Caffeine   

－EGC  －EC  －ECCg  －ECg   ＋C  Totat   

First extraction   

Second extraction  

（Calculaled value）   

Third extraction  

（Calculatdvalue）  

31．47   

3．15  

（3．147）   

0．32  

67．10  22．10  74．03   

6．7】  2．21  7．40  

（6．710）（2．2】0）（7．403）  

0．67  0．22  0．74  

21．37  3．54  188．14   

2．14  0．35  1臥81  

（2．137）（0．354）（18．814）  

0．2】  0．04  1，88  

（0．2137）（0．0354）（1．紬14）  （0．3147）（0．6710）（0．2210）（0．7403）  

Sol＼′ent：aCetOniTrile－1lraler（1：1）．  

果（TabIel）、1回目の抽出液度から換算した値と殆ど差のない事から，1回目の抽出で茶葉中  

のカフェイン・カテキン額の殆ど全量が抽出されたと考えられる．   

以上の結果から・アセトニトリル抽出の場合，アセトニトリルと水の容積比は1：1で抽出時  

間は40分とし、20℃で増枠しながら抽出する事により最大抽出濃度が得られると考えられる．  

2．熱水抽出とアセトニトリル抽出の比較   

80℃の熱水抽出とアセトニトリル・水（1：1）による20℃の抽出におけるカフェイン及び各  
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カテキン顎の抽出挙動を比較した．   

ヵフェインについては，80℃の熱水抽出（Fig・3）及び20℃のアセトニトリル・水（1：l）  

抽出（Fig．4）とも殆ど差は認められなかった．   

茶葉中に存在するカテキン頼は（－）－エビ体と（＋）一体及びそれらの3位の投良子酸エステル  

（gallate）が主体で、（－）一体や（＋）－エピ休は製茶や抽出の過程で異性化によって生じたものであ  

る。   

加熱によるカテキン頬標準品のHPLC′そターンの変化をFlg・5tこ示した．二の図にか、て－EC  

からは－Cが生成するが，このピークはもともとある＋Cのピークと重なる．また・＋Cからは  

＋ECが生成するが，これもーECのピークと重なる．しかしながら，－ECg．－EGCg及び  

－EGCからそれぞれ生成する－Cg、－GCg及び－GCは増加すると考えられる．   

Fig．6に80℃の熱水抽出と20℃の7セトニトリル・水（1：1）抽出の結果を示した．   

この団は、加熱によって異性化する成分に対応すると推定されるピークの，抽出時間に対する  
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変化量を示しておI）．80℃の熱水抽出では－GCと－GCgが増加Lている．これは加熱による  

－ECgと－EGCgの異性化に由来するものと推定される．しかし、－Cgと推定されるピーク  

も増加すると考えられるが，ゴっずかな増加に止まっている．この理由は明かでない．また．－EC  

の異性化で生成する－Cは＋Cの減少と相殺すると思われるので，その変化はさほど大きくない  

と考えて良いであろう．   

以上のように，熱水抽出では摘出操作中に異性化が進行するので 茶菓中のカテキン頚の組成  

を正確に定量するには、アセトニトリル・水（1：1）による20℃での抽出が最適であると考え  

られる．  

要  約   

煎茶茶菓中のカフェイン・カチキン頬を抽出し，HPLC法で定義する場合において，従来か  

ら実施されている80℃の熱水抽出法と20℃の水，アセトニトリル及びアセトニトリル・水混合系  

による摘出法とを比較した．  

1．抽出濃度及び異性化反応などカチキン頚の抽出挙動を考慮すると．80℃での熱水抽出よりも   

20℃でのアセトニトリル・水（1：1）による抽出の方が，茶華中の．カテキン類組成に対し正   

しい結果を与える．  

2．アセトニトリル抽出においては，アセトニトリルと水との容積比は1：1とし、20℃で篭拝   

しながら40分間抽出する単により．カチキン頬が異性化せず安定した状態で最大浪度を得る事   

が出来た．  

3．カフェインについては、80℃での熱水抽出と20℃でのアセトニトリル・水（1：1）による   

抽出間に殆ど差は認められなかった．  
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