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緒 論

容量分析法 としての酸 ・塩基滴定は従来主 に水溶液

中で行 なわれ終点判定 には電位差測定法が広 く用い ら

れてきたが,解 離定数が きわめて小 さい場合 には滴定

終点付近での電位飛 躍が小 さいため定量法 として不 向

きであるとされて きた.し か しなが ら,近 年水以外 の

適当な溶媒を媒体 として用 いることによつて定量可能

範 囲が著 しく拡 大され,従 来不可能 かあるいは困難で

あつた弱酸,弱 塩基 の滴定す ら可能 とみな され るよ う

になつ た.

一般 に非水溶媒滴定 においては
,弱 塩基 には酸性溶

媒,弱 酸 には塩基性溶媒を用いる ことによつてそれぞ

れ強塩基,強 酸に変 え滴定を可能 な らしめているが,

きわめて弱い酸 ・塩基の場 合にはなお不十分であるた

めこれ らの溶媒 をべ一ス として第2,第3の 溶媒 との

混合 による2元 あるいは3元 混合溶媒系の適用を必要

とす ると考え られる.

著者 らは食品中の酸成分について電導度法に基礎 を

お く新 しい 電気化学 的分析法 な らびに 装置を 完成 し

(筬島 ら,1976,1977a,1977b),さ らにその 応用

分野を広げ るため非水あ るいは混合溶媒系への拡張を

進 めて来た.本 研究 にお いては食 品中の塩基成分 の電

気化学的定量に非水分析法の導入 を試 みるため,ま ず

嗜好飲料 に含まれるカフェイ ンの定量を 目的 として電

位差法および電導度法の適用を検討 し一応の成果を得

たので報告す る.

実 験 方 法

1.装 置

電位差滴定:メ トローム社製 自動 記録式電位差滴定

装置E436を 使用 した.ガ ラス電極はAg/AgC1照

合電極を内蔵 した複合型ガ ラス電極EA125(メ トロ

ー ム社製)を 用 いた,

電導度滴定:メ トローム社製 コンダク トス コープE

365Bを 前記の自動記録式電位差滴定装 置E436に 連

結 して 用 いた.電 導度 セルはEA645-2(セ ル定数

1.996cm1)を 使用 した,ま た,直 接電導度を測定 す

るセルと して はEA608-0.1(セ ル定数0.096cm-i)

を用 いた.

温度調節装置:東 洋製作所製 クールメイ トTE-104S

を用 いた.

2.試 薬 と測定条件

酢酸:半 井化学製非水滴定用酢酸を用 いた.

フタル酸水素カ リウム:精 製水(古 谷,1967)で2

回再結晶 したものを110℃ で5時 間乾燥 し硫酸デ シ

ケータ中で放冷 して使用 した.

過塩素酸/酢 酸滴定液:市 販特級過塩素酸(60%)

を大容量 の氷酢酸に滴下 した後その水分 に見合 う量 の

無水酢酸を滴下 した.こ の過塩素酸 ノ酢酸溶液を密栓

して18～25℃ に一昼夜放置後,氷 酢酸で希釈 し規定

液を調製 した.



Table  1. Solvent systems for potentiometric 
titration method.

AA: Acetic anhydride 
MIBK : Methyl iso-butyl ketone.

その他 の試薬:市 販特級品を用いた.

測定条件:滴 定用 ビュ レッ トシ リンダー は10ml

容量の ものを 用 い滴定 速度 は0.lm1/minに 設 定 し

た.電 位差滴定 は室温で行 ない温度 による容量変化を

補正 した(West,1960).電 導度滴定 は25±0」 ℃ の

恒温で行 なつ た.

実 験 結 果

1.非 水 電 位 差 滴 定

1.1.溶 媒お よび組成の検討

カフェイン(Kb=t1×10-i4)の よ うに解離定数 の極

めて小 さい塩基の場合 には混合非プロ トン溶媒が有効

と考 え られ ること,な らび にカ フェイ ンが クロロホル

ムによ く抽出 される ところか らク ロロホル ム,無 水酢

酸,ベ ンゼ ン,ア セ トニ トリル,ア セ トン,ジ オキサ

ン,メ チルイ ソプチルケ トン(MIBK),ト ル ェ ン,

シクロヘキサ ンの各種溶媒を種 々の比(2成 分あるい

は3成 分)で 混合 し,カ フェイ ンの定量 に及ぼす影響

を検討 し定量可能な溶媒系 としてTable1を 得 た.

定量 に適 した適定 曲線 は曲線の立 ち上が りが明確で

かつ電位飛躍が大きい ものが望ま しい.Tablelの 系

か ら最 も良好な溶媒組成比 としてクロロホルム:無 水

酢酸:ト ルエ ン=2:5:15,ク ロロホル ム:無 水酢酸

:シ クロヘキサ ン=5:5:12,ク ロロホルム:無 水酢

酸:ベ ンゼ ン=1:2=4を,ま た滴定溶液 として過塩

素酸/酢 酸を決定 しカフェイン濃度 に対す る滴定量 の

比例性 と適 定曲線 の 電位飛躍幅を 検討 した.Fig.1

か ら明 らかなよ うに3つ の系 における比例性 には大差

な く良好な直線性 を示すが,中 で もクロロホルムー無

水酢酸一 ベ ンゼ ン(1:2:4)系 は最 も精度が 高 く電

位飛躍幅 も他の2つ の系 よりも大きかつ た.従 つて以

後の実験 における溶媒系 としてク ロロホルムー無水酢

 Tig. 1, Linearity in a few solvent systems. 
—o— CHC13-AA-Toluene (2 : 5 : 15) ; —x— 
CHC13-AA-Cyclohexane (5 : 5 : 12) ; —o— 
CHC13-AA-Benzene (1 : 2 : 4). 0. 1N HC1O4/ 
HOAc (f=0.815).

酸一ベ ンゼ ン系を用 いた.

1.2.検 出限界お よび水 の影響

カフェイ ン濃度 および過塩素酸濃度を低 くして滴定

可能範囲を検討 した.溶 媒系 と して クロロホルムー無

水酢酸一 ベ ンゼ ン系を例 にとり0.01N過 塩素酸/酢

酸,o.oo2N過 塩素酸/酢 酸で滴定 した結果をFig.

2に 示す.Fig.2か ら0.002Mカ フェイ ン/ク ロロ

ホル ムを滴定 した場合の電位飛躍幅 は約100mV程 度

で あるか ら十分定量可能である.ち なみ にこの溶液 は

0.39mg/m1(無 水カ フェイ ン)で あるか ら約O.2mg/

m1ま で定量可 能で ある.

一方
,非 水溶媒滴定 においては混在す る水 分が滴定

曲線,特 に電位飛躍幅 に多大の影響を及ぼす といわれ

ているが(田 中 ・中川,1966),食 品成分を 分析 する

目的上水分のある程度の混入 はまぬがれ得ない.そ こ

で,水 飽和 クロ ロホルム(0.072gH20/100gCHCI3,

23℃)(JohnandEmory,1955)を 用 いた場合 と純

粋 のクロロホルムを用 いた場合 さ らに水飽和 クロロホ

ルムを用いて調製 した被滴定液を一昼夜密栓放置 した

場合(こ の場合 にはクロロホルム中の水分が無水酢酸

と反応す ると考 え られる)に ついて滴定量の直線性 な



Fig. 2. Potentiometric titration curve of caffeine. (A)  Titrant  : 0. 01 N 
HC1O4/HOAc (f=0. 918). 0. 01 M Caffeine/CHC13 : 1, Blank ; 2, 1 ml ; 3, 2 
ml ; 4, 3 ml ; 5, 4 ml. (B) Titrant : 0. 002 N HC1O4/HOAc (f-=0. 918). 0. 002 
M Caffeine/CHC13: 1, Blank ; 2, 1 ml ; 3, 2 ml ; 4, 3 ml ; 5, 4 ml.

Fig. 4. Schema of modified Bailey-Andrew 
method.

Fig. 3. Effect of H2O on the linearity of 
the calibration curve. —0— CHC13-AA-
Benzene ; —x—H2O satd. CHC13-AA-Ben-

zene ; —A-I-120 satd. CHC13-AA-Benzene 

(after 1 day). 0. 01 N HC1O4/HOAc (f = 
0.918).

らびに滴定 曲線 の電位飛躍幅の相異を検討 した.Fig.

3か ら明 らかなように直線性 に相異 は認め られなかつ

た.一 方,電 位飛躍に関 しては幾分のバ ラッキは認 め

られるが水分 の存在による電位飛躍幅 の低下 とい うよ

うな一定 の傾向 は認め られなかつた.

1,3.抽 出と回収率

カ フェイ ンの抽出 はBailey-Andrew法 をFig.4

のように改良 した方法を用 いた.抽 出ク ロロホル ム相

につ いて回収 率を求 めTable2の 結果を得た.Table



Fig. 5. Effect of acetic anhydride on the conductometric titration  curve, 
Titrant : 0. 01 N HC1O4/HOAc(f: _= 0. 918). 1', CHCl3 25 ml '-AA 3 ml; 2', CHC13 
23 ml -FAA 5 ml ; 3', CHC13 21 ml hAA 7 ml ; 4', CHC13 19 ml •!- AA 9 ml ; 5', 
CHC13 17 ml-'-AA 11 ml ; 6', CHC13 15 ml ;-AA 13 ml ; 1,1/-1 Caffeine 2. 913 mg ; 
2, 2'--I-Caffeine 2. 913 mg ; 3, 3H-Caffeine 2. 913 mg ; 4, 4'-I- Caffeine 2. 913 mg ; 
5, 5'--Caffeine 2. 913 mg ; 6, 6'-; Caffeine 2. 913 mg.

Table 2. Recovery of caffeine by the 

present method.

2か ら 明 らか なように カ フェインは ほぼ定量的 に 回

収 された.分 析例 としての 煎茶中の カフェイン量は

2.39%で あつた.

2.非 水 電 導 度 滴 定

2.1.溶 媒お よび組成の検討

電位差法 にお いて最 も良好な溶媒系で あつ たクロロ

ホルムー無水酢酸 ベ ンゼ ン系 について電導度法に適

す る組成を検討 した結果,ベ ンゼ ンの含 まれていない

溶媒系す なわ ちクロロホル ムー無水酢酸系が最 も可能

性 に富む ことが示されたので クロロホル ムー無水酢酸

系 の混合比を検討 した.Fig.5か ら明 らかなよ う に

電導度曲線は無水酢酸濃度に依存 し無水酢酸濃度が低

い場合 には当量点が不明確であるが,濃 度 の増大 とと

もにシャープな当量点を示すようになつた.し か しな

が ら無水酢酸濃度が一定 量以上高 くな ると逆に当量点

が 不明確になつ た。 従つて 最適混合比を クロロホル

ム:無 水酢酸=23:5ま たは21:7(3:1)と 決定 し

た.こ の最適混合比の溶媒 を用 いた ときのカフェイン

濃度 と滴定値 との比例性をFig.6に 示 した.図 か ら

明 らかなよ うに 両溶媒系 ともに 良好な 直線性を 示 し

た.

2.2.抽 出と回収率

電導度法 は被測定溶液中のイオ ンの電導性を求め る

ため抽出操作 において使用 した酸 ・アルカ リが抽出ク

ロロホルム相 に何 らかのイオ ン状態の変化を ひき起 こ

し電導度 に影響を 与 える ことが 懸念 される.そ こで

Fig.4の 方法を用いて 抽 出操作を行なつた 試料液に

つ いて電導度滴定曲線を求 めた.Fig.7に 示 した 滴

定曲線は純粋系の曲線 と全 く変 らず回収率 も満足すべ

きものであつ た.



Fig. 6. Calibration curves of conducto-
metric titration method.  —o— CHC13: 
AA=23 : 5, —x— CHC13: AA=21 : 7(3 : 
1). 0.01 N HC1O4/HOAc (f=0. 918).

考 察

解離定数が10"6以 下 の弱酸,弱 塩基 は水溶液中で

は滴定終点付近 のpHの 飛躍が小 さいため明確な滴定

終点を認め難 く定量困難であるが,非 水溶液滴定の導

入 により対象 とす る弱酸,弱 塩基の滴定可能 な強度限

界を著 しく延長 し得 る.Kbが10-12以 下のきわめて

弱 い塩基 ではその塩基性が弱まるに従い電位 の飛躍が

極端 に小 さくなるので,酢 酸をベース とした溶媒 に非

プロ トン溶媒 を加 えた混合非プロ トン溶媒系が有効 と

みなされる.カ フェインがKb:1×10-14と 極めて弱

い塩基であ ること,抽 出剤 としてクロロホルムが用 い

られ ることか らクロロホルムー無水酢酸混合溶媒をべ

ース として第3の 溶媒の検索 を行 なつた,第3の 溶媒

と して は誘電率 のきわめて低 い溶媒でかつ各溶媒が混

り合 うことを前提 として検討 した結果 トルエ ン,シ ク

ロヘキサ ン,ベ ンゼ ンを適当 と判定 した.

一方
,溶 媒 中に含 まれ る水分 は第2の 塩基 として作

用 し当量点後 の滴定曲線の変化 に影響を与え,特 に滴

定 曲線 の電位飛躍幅 に多大の影響を与え るとされてい

る(田 中 ・中川,1966).本 実験系 においては クロロ

ホルムに飽和す る水分 は約0.07%と 極 めて少 い こ と

な らびに溶媒系に無水酢酸を使用 していることか らほ

とんど水分の影響 は無視 しえた ものと思 われ る.

Fig. 7. Conductometric titration curve of 
caffeine extract.  Composition  : CHC13 21 
ml+AA 7 ml. Caffeine content : 1, Blank ; 
2, 0. 915 mg ; 3, 1. 830 mg ; 4, 2.745 mg ; 5, 
3.660 mg ; 6, 4. 575 mg. Titrant : 0. 01 N 
HC1O4/HOAc (f=0. 918). Cell constant : 
1.996 cm-1.

Bailey-Andrew法(Horwitz,1975)を 改変 した

著者 らのカフェイン抽出法 は 抽出操作 中に 用いた酸,

アルカ リの影響を抽出後 に残す ことな くカフェイ ンを

ほぼ定 量的に抽出 し得るので電気化学 的諸量を指標 と

す る非水溶媒系での実験操作 に極めて有効 と考え られ

る.

非水滴定 の終点決定法 として電導度法 を用 いる例は

極めて少 く,特 殊な例に限 られてい る.こ れは溶液の

抵抗が一般 にはな はだ高 く測定 に特別の工夫を要する

のが普通 で,そ の努力 の割 に報われ るところが少 いか

らとされている(桝 井,1957).し か しなが ら,最 近

の測定技術 の進歩か ら極めて低 い電導度値 の変化を も

正確 に測定 し得 るようになつたため,電 導度滴定 も終

点決定法 として有力な 手段 とみなされ る.す な わち,

Kolthoff一 派(KolthoffandChantooni,1963,

1965)は アセ トニ トリル中の酸一塩基の電導度滴定曲

線の理論的推定を行なつている し,一 方Brussand

Harlow(1958)は 弱酸の電導度滴定 曲線 の研究か ら

立体化学的考察を加 えている.本 研究 における電導度



滴 定 曲線 を考 察 す るに溶 媒 系 の誘 電率 は約7～8で イ

オ ン対 を形 成 しや す い状 態 に あ る と思 わ れ る.酢 酸 中

の過 塩 素 酸 は完 全 に解離 した状 態 と考 え て さ しつ か え

な い か ら(KolthoffandBruchenstein,1956),そ

の 平 衡 は式(1)で 表 わ さ れ る.

HC104+AcOH?i:CIO4一 十AcOH2+(1)

一方
,無 水 酢 酸 は式(2)の よ うに一 部 解 離 す る.

Ac20こ こAc+十AcO『(2)

さ ら に,式(1)のAcOH2+は 無水 酢 酸 中で 次 の よ う

に酸 と して 最 も強 い状 態 にな る と考 え られ る(Pietr-

zyk,1967).

食:蹴=獣 溜 瞳OH}(3)

従つ て中和反応式 は

B+Ac++CIO4-k>.B・Ac+CiO,一(4)

となると考え られる,す なわち,電 導度曲線 は酸 の滴

下 に伴 いあ る一定濃度の塩 が生 じるまで電導度 の上昇

を与 え,当 量点近傍で塩濃度 の増加 によ りある極大 と

な り低誘電率 とあいまつてB・Ac+CIO4一 型 のイオ ン

対 を形成 して電導度 の急降下 をひき起 こす ものと推定

される.当 量点以後 は過剰 の酸によるC104-,Ac-

OH2+,Ac20H+,Ac一 の電導度増をひき起 こす と考え

られる.

Fig.7か ら明 らかなよ うに 当量点後 の 滴定曲線が

一定傾 きで上昇 することはある濃度範囲のカフェイン

に一・定過剰の過塩素酸/酢 酸溶液を加えた ものの電導

度 を測定する ことにより直接定量で きる可能性を示す

もので ある.一 例 と してlmg/ml(カ フェイ ン/水

飽和 クロロホルム)を0.5～2.5ml加 え,水 飽和 ク

ロロホルム:無 水酢酸:o.OIN過 塩素酸/酢 酸 篇12

m1:3ml:3m1に して電導度 を測定 した結果 をFig.

8に 示す.Fig.8か ら明 らかな ように良好 な直線性を

示 し十分定量可能であ ることを示唆 している。 しか し

なが ら,本 法 の場合 には妨 害物質が他の方法以上 に顕

著 に影響する と考え られ るので詳細 は現在検討中であ

る,

現在,カ フェイ ンの定量 にはBailey-Andrew法 に

基礎をお く方法で クロロホルムにて抽出後 その窒素を

ケルダ ール法 にて 測定 しカフェイ ンに換 算する方法,

あるいはセ ライ トをっめた塩基性,酸 性両カラムを用

いエーテルで塩基性 カラム中のカフェイ ンを溶出 し酸

性 カラムに吸着後酸性カ ラムか らクロロホルムで溶出

し吸光度あ るいはガス クロマ トグラフィーで定量す る

Fig. 8. Relationship between conductance 
and caffeine content.  Component  : H2O 
satd. CHC13 12 ml+AA 3 ml-a-O. 01 N HC1O4/ 
HOAc (f — 0. 918) 3 ml. Cell constant : 
0. 096 cm-1.

方法が行なわれている(Horwitz,1975).吸 光度法お

よび ガス クロマ トグラフィーは 定量感度 は高 い(μg

オーダー)が,カ ラムクロマ トグラフィー操作 にかな

りの時間を要 す欠点があ る.こ れ らの方法の分析研究

室間 のバ ラツキは約 ±0.1～0.25%(カ フェイ ン濃度

%の 標準偏差値)(Newton,1969)で 一般 の茶,コ ー

ヒーが約1～4%の カ フェイ ンを含む ことか ら考え る

と,操 作時間が長 い割 にはかな らず しも良い精度 とは

言 い難い.本 研究 による定量法 は定量下限 こそ幾分劣

るが その簡便性 は比較 にな らないほどである.す なわ

ち,パ ーセ ン トオ ーダーのカフェイン定 量には簡便性

および特殊な装 置を必要 としない点か ら本法 が推奨 さ

れる.

要 約

非水溶媒中の酸一塩基滴定研究 の一環 として食品中

のカフェイ ンの定量法を検討 した.カ フェイ ンをクロ

ロホル ムに抽出後,ク ロロホルム:無 水酢酸:ベ ンゼ

ン=1:2:4の 液組成 とし,過 塩素酸 ノ酢酸滴定液で

電位差滴定を行 なつ た場合,最 も良好な滴定 曲線が得

られた,電 導度滴定 の場合 にはクロロホルム:無 水酢

酸=23:5ま たは21:7(3:1)の 液組成で当量点の

明確 な滴定曲線が得 られた.定 量下 限は0.2mgで あ

つた,電 導度滴定 曲線の考察か ら,一 定過剰 の滴定液



の存在下で の直接電導度測定 によりカ フェイン濃度を

算出 し得 る可能性を示 唆 した.
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                                Summary 

   A practical method has been studied for the determination of caffeine in 
foods. A non-aqueous electrochemical technique was introduced for this purpose. 

   Use of chloroform, acetic anhydride and benzene in 1 : 2 :4 vol. proportions 

gave the most precise potentiometric curve with perchloric acid/glacial acetic acid 
titrant 
   Use of chloroform, acetic anhydride in 23 : 5 or 3 : 1 vol. proportions gave well 
defined conductometric curve. 

   The lower limit of caffeine determiantion was about 0. 2 mg. 
   Conductometric titration curves suggested that the conductance of the solution 

in the presence of a certain excess of titrant would have high correlation with 
caffeine content.


