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市販ミルク入り紅茶飲料缶話中のカフェインの定量  

隅谷 栄仲，未兼 幸子，中谷  文．達家 清明  

QuarltitativeDeterminationofCaffeineinCommercially  

Canned Black TeaDrink with Milk  

HidenobuSumitani，SachikoSuekane、AyaNakataniand KiyoakiTatsuka  

A methodlVaS developed for determining caffeinein canned black tea withmilk by high  

performanceliquidchromatography（HPLC）．A鮎rdilutionby aceLOnitrile，Caff6inewasseparated  

by using a rever・Sed phase Cl＄COlumn and aprogrammed gradiel－t Oftwo mobilepha・SeS Of  

bhosphoricacid－aCetOnitril－N，NJimethylformaLrnide（0・1％＋0・1％＋5％）andacetonitrile・  

Ca．ffeine≠一aSquantitatedat280nmby aUVdetector．Therecoveriesofcaffeinewerewithin  

therangeof93．8－104．1％．A sterilizationat1210cfor6minha，dnoeffectontherecoveries．   

Keywo「ds：caffeine，Cannedblack tea drink wiihmilk，HPLC．  

茶及び紅茶飲料及びココア調製品中のカフェインの定量法についてほ、；ケスタロマトグラフ（G  

C）法及び高速液体タロマトグラ7（HPLC）法を用いた多くの研究報告がある．伊奈らは、  

茶糞中のカフェインをトリノテルシリール誘導体化してGC分析を行った－）．Kre；serら及び  

Zoumasらはココア調製品を石油エーテルによる脱脂後，蒸留水抽出液からカフェインをHPLC  

で定量する方法を確立した2）3）．DeVriesらは，脱脂工程を省略した方法で好結果を得ているヰ）．  

その後．HPLC法でカフェインを定量する方法がいくつか報告されている5．8）．Teradaらはセッ  

プパックカートリッジC18を用いて分析前処理を簡便化している9〉．池ヶ谷は茶中のカチキン頬を  

除去後，カフェインをHPLCで定量したlO）．桑野らは池ヶ谷の試料調製法にセップ′マックカー  

トリッジC18を組み合わせて更にカフェイン回収率を向上きせているlり．寺田らは緑茶、半発酵茶，  

紅茶浸出液中のカフェイン及びカテキン類の同時定量をHPLC法で行っている12）．また．久延  

らほHPLC法による茶飲料中のカフェインとカテキンの同時定量について詳しく報告している一3）．  

しかし，乳成分共存下で加熱殺菌処理された紅茶飲料缶話中のカフェインの定量法についての報  

告は見当たらない．   

本研究の目的は乳成分の共有および乳成分共有下での加熱殺菌処理が、カフェインの定量値に  

及ばす影響を調査し，ミルク人り紅茶飲料缶話中のカフェイン定量法を確立することである．  

実 験 方 法  

1．試  薬  

1）カフェイン標品  

無水カフェイン：和光純薬工業㈱．特級．   

2）HPLC分析用試薬  

アセトニトリル，N．N－ジメチルホルムアミド，りン軽（85％）：和光純薬工菜㈱．   
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3）その他   

ろ紙：アドバンテック㈱製，随2．   

非水系メンプランフィルター：アドパンチック㈱製，ディスポーザブルシリンジフィルター   

PTFE．直径25mtn．孔径0．5pm．   

水：超純水製造装置，ElgastatUHQ（E】gaLtd．，LaneEnd，U．K．）で精製．   

紅茶菜（ダージリン）及び生乳（無脂乳施形分9．3％以上．乳脂肪分3．5％以上）は市販品を  

用いた．  

2．高速液体クロマトグラフ装置及び分析条件  

1）HPLC装置：LC－6Aシステム（島津製作所製）．  

システムコントローラ：S C L－6B．  

オートインジュクタ：SIL－6B．  

カラムオープン：CTO－6A（カラム温度：43℃）．  

紫外可視検出器：SPD－6AV（検出波長：280nm，AUFS：0．01）．  

送液ポンプ：LC－6Al〕2台．  

ヘリウム脱気ユニット：DGU－1A．  

データ処理：クロマトパック C－R4A．   

2）カラム及びガードカラム：GLサイエンス㈱製InertsilODS－2．粒径5pm（4．6mn¢×250m爪）  

及びOSタイプ，粒径5J」m（4．Omm¢×10m皿）．   

3）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含有の0．1％リ  

ン転落液、（B液）アセトニトリル．   

4）ダラジュント：全流量1mゼ／分．  

分析開始と共にB液濃度1％からグラジュン卜し、20分後に10％、30分後にB液は100％  

とする．その後カラム洗浄のために10分間B液を100％流す．次の試科を分析する前に、  

20分間B液を1％流した．   

5）分析試料注入量：1恥g．  

3．検量線用カフェイン標準溶液の調製  

検量線試料はカフェイン10．50、100．300及び500ppnl水溶液5点をそれぞれ2．5m£とり、アセ  

トニトリルで全量を10皿七定客とした．  

4．カフェイン添加回収試験用紅茶試料及び加熱殺菌処理試料の調製   

市販の紅茶糞40gに約l．6ゼの沸騰水を加え、3分間授拝しながら抽出後 20メッシュのフィル  

ターで紅茶葉を除去し，抽出液をNo．2ろ紙でろ過．ろ液を放冷後．砂糖200gを加え，2g定答と  

して紅茶僚液とした．   

Tablelに示すとおりの容量に紅‘茶原液と生乳を混合し．水で定客にしてMO，MlO及びM50  

の3種の添加回収用紅茶試料を調製した．各紅茶試料90mgに2．5mg／mgのカフェイン水溶液Om£，  

2血色，4mg及び8舶を添加後，水で100m£定容とした．   

加熱殺菌処理の影響を調べるために，定番とした試料の約1／2を耐熱ガラスぴんに充填後，オー  

トクレープ内温度121℃で6分間処理した．すべての試料は分析に供するまで2－3℃で保存  

した．   
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TabJe†．PreparationofexperimentalleaSamples  
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 a）Water was added tothetotalvolume．  

5．分析用試料溶液の調製   

試験用紅茶あるいは市販紅茶飲料2．5m£をアセトニトリルで10舶定番にした．その溶液をノンプ  

ランフィルター嫁過し、分析試料とした．  

6．添加回収試験用標準試料のカフェインの定量   

生乳及びカフェイン無添加で加熱殺菌処理していない添加回収試験用試料について5回測定し，  

その平均値をカフェイン回収率試料の基準とした．  

篇果及び考察   

乳成分を含む紅茶中のカフェインの分離．定量法を確立した．10，50，100，300及び500ppnlの  

カフェインの標準溶液を分析試料の調製法と同様にアセトニトリルで希釈し，各溶液を分析後，  

カフェインのピーク面積から、披小自乗法により求めた回帰式はY＝2522．24Ⅹ＋3644．75で，相  

Table2．Recovery ofcaffeinefromblackteadrinks、Vithorwithoutmilk  

Caffeine  Non－Steri1ized  Ster31i21ed♭）  

TeaTypeヨ）  added  Fourld Recovery  F（）und  Recovery  
（ppm）   （ppm）   （％）   （ppm）   （％）  

215．7⊂〉  211．3  

210．6  213．2  

212．4  225．4  
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267．6  103．8  263．3  95．2  

263．7  96．0  263．5   ，95，6  

266．1  100．8  262．6  93．8  
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316．7  101．0  

315．8  100，1  

316．3  100．6  

313．1  97．4  

316．9  101．2  

310．0  94．3  
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421．9  103．1  415．1  99．7  

409．1  96．7  419．7  102．0  

423．9  104．1  417．1  100．7  

a）PreparationproceduresIVereShowninTablel．  
b）Samplesweresterilizedat121℃for6min．  

c）Averegevalueoffivemeasurement5．   
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RetentiDn time（l†1in）  

Fig．1．HPLCprofil畠ofcommerciallycannedblaclくteadrinkw仙milk   

関係数（γ）は0．9999であった．試験用に紅茶及びミルク入り紅茶を調製したが、添加回収試験を  

行うためにはその紅茶に元々含まれているカフェイン最を求める必要がある．そこで生乳及びカ  

フェイン無添加で加熱殺菌処理を施していない添加回収試験用紅茶試料を5回測定した結果，紅  

茶中のカフェイン量は平均215．7ppm．変動係数は1．7％であった．この平均含有量を基準として  

各種の調製紅茶からのカフェイン添加回収率を計算することによって分析値の正確さを検討した．  

Table2に各種の紅茶中のカフェイン量及びカフェイン添加回収率を示した．加熱殺菌処理して  

いない試料の回収率は96．0－104．1％（平均100．7％）であった．加熱殺菌処理した試料の回収率  

は93．8～102，0％（平坪97．8％）であった．また、生乳無添加試料MO，生乳添加試料MlO及び  

M50の回収率の平均値はそれぞれ100．0％，98．6％及び99．0％であった．以上の結果はミルクの共  

存及びミルクの共存下の加熱殺菌処理がカフェインの定量値に影響を与えないことを示している．   

F晦．1に本方法によって分析した市販ミルク入り紅茶飲料缶詰について測定した液体タロマト  

グラムの一例を示す．   

ニのように市販のミルク紅茶飲料のような乳成分を含むものでも、その一定量をアセトニトリ  

ルに希釈し、メンプランフィルターを通すという簡単な前処理だけで．HPLC法で定景できる  

ことがわかった．Table3に4社から発売されている市販紅茶飲料缶話中のカフェインの定量結  

果を示した．ミルク入り紅茶飲料のカフェイン含量はミルク入りでないものと比べて可成I）高い  

値を示している．  

Tabfe3．Caffeine contentin commercially canned black tea drink  

Caffeine（ppm）  
d
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Black tea  Black tea with nlilk 

A
 
B
 
C
 
D
 
 

191．8  

129．7  

145．0  

117．0  

312．6  

160．6  

161．4  

182．5   
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要  約   

HPLC法によるミルク入り紅茶飲料缶話中のカフェイン定量法を確立した．   

分析試料2．5舶を7セトニトリルで10m七宝谷にし、その溶液をメンプランフィルター濾過し，  

10メ上£をHP⊥Cに注入した．   

カラムはTnertsi10DS－2（粒径5iLm，4．6m叫×250mm）に7T－ドカラムOS－タイプ（粒径5JLm．  

4，Om吋×10mm）を装着し．移動棚はA液として0．1％アセトニトリル及び5％N，N－ジメチルホル  

ムアミド含有の0，1％リン酸溶液．B液として7セトニトリルを用いた2相グラジュント、流速  

1me／分で分離し、280nmでUV検出した．   

無水カフェイン10－500ppnlの水溶液の濃度範囲内で直線性のよい検量線が得られた．紅茶試料  

のカフェイン回収率は，93．8－104．1％（平均99．2％）と良好な精度で定量することができた．ミ  

ルク共存及びミルクの共有下の加熱殺菌処理がカフェインの定量値に影響なく，本法が市販ミル  

ク入I）紅茶飲料缶話中のカフェイン定量法として実用的な方法である．  
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