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要約
近年、烏龍茶は一般的な飲料の一つとなったが、烏龍茶製造工程において品質の悪い烏龍茶葉が未利用資源として多く存在し
ている。これら低品質の烏龍茶葉を亜臨界水により抽出することで、香気成分などをはじめとした多くの成分を抽出すること
ができ、高品質化に期待ができる。そこで、烏龍茶葉の熱水抽出サンプルと亜臨界水抽出サンプルとの官能評価、各成分の比
較を行った。官能評価では亜臨界水抽出サンプルのほうが、熱水抽出サンプルよりも優れており、3 MPa、130 ℃での抽出が最
も良好であった。熱水抽出サンプルより凍結乾燥物重量は多く、タンパク質、総アミノ酸、グルコース、ガラクトース、マン
ノース含有量も多かった。また、烏龍茶に重要な香気成分であるリナロール、ゲラニオールおよびヘキサナールの量は顕著に
上昇し、さらに脳波測定によりリラックス効果も確認された。これらの結果から、亜臨界水抽出は低品質の烏龍茶の高品質化
に適していることが分かった。
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1.  はじめに
　近年、烏龍茶は一般的な飲料の一つとなり、大きな市場を
形成するようになった。中国では、烏龍茶製造工程において、
色、形、および味の観点で除外された品質の悪い烏龍茶葉が
未利用資源として多く存在する。これら低品質烏龍茶葉の効
果的な利用により、製茶企業の負担軽減、茶産業の活性化が
期待される。
　一方、以前より天然物からの抽出において亜臨界水を用い
た研究が行われている。大麦からの亜臨界水抽出では、より
機能性を持った麦茶様エキスを得ることが報告され（Kulkarni 
et al., 2008）、生コーヒー豆からの亜臨界水抽出でも機能
性を持ったコーヒー様エキスを得ることができた（横田他、
2014）。緑茶の亜臨界水抽出は、高濃度カテキン含有であり
ながら苦渋味を抑制し、飲みやすい飲料となった（Miyashita 
et al., 2013, 2014, 2015）。 低品質の烏龍茶葉の亜臨界水抽出
を行うことで、特徴的な成分が多く抽出され、烏龍茶の高品

質化に期待できる。そこで、本研究では、低品質の烏龍茶葉
の熱水抽出物と亜臨界水抽出物のタンパク質、総アミノ酸、
全糖、単糖、官能評価について分析、定量を行った。さらに、
最も官能評価が良好であった亜臨水界抽出物と熱水抽出物の
香気成分および脳波測定を実施した。

2.  実験方法
2.1  試料
（1） 烏龍茶葉

烏龍茶葉は、中国浙江大学から提供された製造工程で除
かれた鉄観音茶を用いた。

（2） 試料の調整
（a）官能評価、タンパク質、総アミノ酸、全糖、単糖および

脳波測定の分析のための試料
亜臨界水抽出は烏龍茶葉10 gに水250 mlを加え、亜臨
界水抽出装置（静甲株式会社製）にかけ（Etoh et al., 2012; 
Miyashita et al., 2014）、圧力3 MPa、到達温度は、110、
120、130、140 ℃に設定し、各温度に達した後その温度
で5分間保持し抽出した。また、熱水抽出は烏龍茶葉10 
gを100 ℃の熱水250 mlで5分間抽出した。これらを濾
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紙によって濾過し、それぞれ亜臨界水抽出サンプル、熱
水抽出サンプルとした。

（b） 香気成分の分析のための試料
亜臨界水抽出は烏龍茶葉4 gに水200 mlを加え、亜臨界
水抽出装置（静甲株式会社製）にかけ、圧力3 MPa、到達
温度は130 ℃に設定し、130 ℃に達した後、その温度で
5分間保持し抽出した。また、熱水抽出は烏龍茶葉4 gを
100 ℃の熱水200 mlで5分間抽出した。これらを濾紙に
よって濾過し、それぞれ亜臨界水抽出サンプル、熱水抽
出サンプルとした。

2.2  官能評価法
　本研究室の研究員5名により、熱水抽出サンプルおよび
110 ℃、120 ℃、130 ℃、140 ℃の各亜臨界水抽出サンプルを
熱水で4倍希釈し、色、味、香りについて官能評価を実施した。
評価の高いほうから順にA、B、C、Dの4段階で評価した。

2.3  各成分の定量
（1） タンパク質の定量

亜臨界水抽出サンプル、熱水抽出サンプルの凍結乾燥物
を2.5 mg/ml に調製し、測定サンプルとした。この測定
サンプルをProtein Quantification Kit（㈱同仁化学研究所
製）で処理し600 nmの吸光度を測定しタンパク質量を算
出した。

（2） 総アミノ酸の定量
亜臨界水抽出サンプル、熱水抽出サンプルの凍結乾燥物
を5.0 mg/ml に調製し、測定サンプルとした。この測定
サンプルを0.45 µmメンブレンフィルターで濾過し、ア
ミノ酸分析機（㈱日立ハイテクノロジーズ製L-8900型）に
供し、16種類のアミノ酸について分析し、これらを合計
して総アミノ酸量とした。

（3） 全糖の定量
亜臨界水抽出サンプル、熱水抽出サンプルの凍結乾燥物
を3.0 mg/ml に調製し、測定サンプルとした。この測定
サンプルをフェノール‐硫酸法にて、標準試料にグルコー
スを使用し、グルコース相当量として算出した。

（4） 単糖の定量
ABEE（4-アミノ安息香酸エチルエステル）標識試薬によっ
て標識化された単糖を、HPLCで分析し定量する方法を
用いた。亜臨界水抽出サンプル、熱水抽出サンプルの凍
結乾燥物2 mgに蒸留水10 µlを加え、測定サンプルとした。
グルコース、マンノース、ガラクトースも同様に蒸留水
で希釈し、検量線サンプルとした。各測定、検量線サン

プルにABEE標識試薬を40 µl加えた後、混合し、80 ℃で
60分保ったことで標識化した。そこに、蒸留水とクロロ
ホルムを200 µlずつ加え混合し、上層を0.45 µmメンブ
レンフィルターで濾過しHPLCで分析した。検量線を作
製し、亜臨界水サンプル、熱水抽出サンプルの各単糖量
を算出した。HPLCの使用カラム、測定条件は以下の通
りであった。
　Column: Honenpak C18 (Φ4.6×75 mm), Mobile phase 
A: 0.2 M K/B buffer, Mobile phase B: CH3CN, Gradient: Mo-
bile phase B 0→20 min (0→6 %), 20→35 min (6→50 %), 
35→45 min (50→50 %) ,  Flow rate: 1 ml/min, Temp.:45 ℃ , 
Detector: 305 nm.

2.4  香気成分の測定
　亜臨界水抽出サンプル、熱水抽出サンプルからTwisterを
用いたSBSE（Stir Bar Sorptive Extraction）法によって香気成
分を抽出する方法を用いた。各抽出サンプル10 mlにTwister-
Iを加え SBSEによって60分間抽出した。その後 Twister-IIを
取り出し、NaClを3 g加えて塩析しTwister-IIを加えてさらに
SBSEによって60分間抽出した。その後Twister-IIを取り出し、
Twister-Iと併せてGCインサートへ移し、GC-MS分析に供した。
各香気成分量は、GC分析で得られたピーク面積を、同時に
得られたカフェインの面積に対する比で示した。GCの分析
条件は以下の通りである。
　Column: J＆W Scientific DB-WAX (60 m×0.25 mm ID×0.25 
µm DF), Carrier gas: He, Carrier gas flow rate: 1.87 (ml/min), 
injecter: 250 ℃ , Column oven temp.: 40 ℃ , 2 min → 250 ℃（5 
℃ /min）、21 min.

2.5  脳波測定
　各サンプルを蒸留水で2倍に希釈したものを湯浴加熱して
90 ℃としてニオイを呈示し、脳波の測定を行った。ニオイ呈
示は呈示前安静2分、ニオイ呈示2分、ニオイ呈示後2分の計
6分で行った。測定方法には吉田法による快適度評価を用い
て測定した。脳波測定における電極の位置は、前額部のFp1、
Fp2でα波を測定した（吉田， 2002；杉浦他， 2008）。約20秒
ごとに脳波から興奮、沈静と快、不快を読み取り、眼球電位
等の雑音の多い脳波は解析対象から除いた。

3.  実験結果および考察
3.1  官能評価
　熱水抽出サンプルおよび各温度の亜臨界水抽出サンプルの
官能評価の結果を表1 に示した。 亜臨界水抽出130℃が最も

表1：熱水および亜臨界水抽出サンプルの官能評価

サンプル 香り 味 色 pH ランク

熱水抽出物 D D C 5.19 5 

110 ℃ D D C 5.14 4 

120 ℃ B B C 5.08 2 

130 ℃ A A C 5.03 1 

140 ℃ C C C 5.00 3 
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良い評価であった。熱水抽出サンプルでは、低品質烏龍茶
のカビ臭さがあったが、130 ℃、140 ℃では、これらのカビ
臭さがなくなり、紅茶様の芳香へと変化した。 色に関して
は、大きな変化は認められなかった。過去の研究において単
糖が亜臨界水処理によって有機酸になるという報告（藤村他，
2014）があることから、烏龍茶葉から抽出された単糖、もし
くは多糖から加水分解して生成した単糖が有機酸になったと
考えられる。

3.2  凍結乾燥物重量の測定
　凍結乾燥物重量は、亜臨界水抽出サンプルのほうがすべて
の温度帯で熱水抽出サンプルより多かった（図1）。また、温
度帯による変化は、110 ℃から140 ℃にかけて温度の上昇と
ともに抽出量も上昇した。これまでの研究においても温度上
昇とともに抽出量は増大しており、烏龍茶葉の抽出において
も、亜臨界抽出のほうが熱水抽出よりも抽出能が高く、より
高品質化に期待ができると考えられた。

3.3  各成分の定量
（1） タンパク質

タンパク質量は、110 ℃の亜臨界水抽出サンプルは熱水
抽出サンプルよりも少なかったが、それより高い温度帯
では、熱水抽出サンプルよりも多く、120 ℃、130 ℃、
140 ℃と温度上昇と共にタンパク質量も増大した（表2）。
官能評価で最も良い評価を得た亜臨界水抽出130 ℃は、
熱水抽出サンプルよりも12.5 mg多かった。高温になる
と、加水分解により減少することも考えられたが、この
程度の温度であれば減少することはなくタンパク質をよ
り抽出できることがわかった。

（2） 総アミノ酸
総アミノ酸量は、亜臨界水抽出サンプルのほうがすべ
ての温度帯で高い値を示した（表2）。最も多く抽出され
たのは、140 ℃であった。官能評価で最も良い評価を得
た亜臨界水抽出130 ℃は、熱水抽出サンプルよりも10.1 
mg多かった。

（3） 全糖
全糖量は、亜臨界水抽出サンプルのほうが、すべての温
度帯で高い値を示した（表2）。温度帯による変化として
は、温度上昇と共に全糖量も増加した。官能評価で最も
良い評価を得た亜臨界水抽出130 ℃は熱水抽出サンプル
よりも121.1 mg高い値を示した。今回は全糖量を測定し
たため、加水分解による多糖、少糖、単糖の変化を見る
ことは出来なかった。今回温度上昇とともに増大したの
は、単純に抽出量が増えたことによるものであると考え
られる。

（4） 単糖
マンノースとグルコースは、110℃と120℃、ガラクトー
スは110 ℃のサンプルが、熱水抽出サンプルよりも少な
かった。それ以上の温度帯では、温度の上昇と共に単糖
類も上昇した。烏龍茶葉には、でんぷんやペクチン、セ
ルロースなど多くの種類の多糖類が含まれており（中林
他， 1994）、これらが、温度上昇とともに加水分解して各
単糖類が生成したものと思われる。

　タンパク質（総アミノ酸）と糖類の抽出量の変化を見ると、
いずれも温度上昇とともに増加している。生コーヒー豆の亜
臨界水抽出（横田他， 2014）では、総アミノ酸は180 ℃、グル
コースは220 ℃以上で減少した。これらは、メイラード反応
によるものと考えられた。今回、官能評価の色の評価におい
ては、どの温度帯でも変化は見られず、アミノ酸や単糖類の
減少もないことから、140 ℃の温度ではメイラード反応は進
行していないことが強く示唆された。

3.4  香気成分
　官能検査で最も好評であった130 ℃の亜臨界水抽出サンプ
ルと熱水抽出サンプルの香気成分の総量と主な香気成分量、
香気の特徴（大崎他， 1987；水上他， 2009）を表3に示した。
香気成分の総量は、130 ℃の亜臨界水抽出サンプルは17.7 
mg、熱水抽出サンプルは10.6 mgであり、130 ℃の亜臨界水
抽出サンプルの方が約1.7倍多かった。また、ほとんどの香
気成分が、亜臨界水抽出サンプルのほうが熱水抽出サンプル
よりも増大、もしくは新たに生成した。特に烏龍茶に重要な

図1：熱水および亜臨界水抽出サンプルの凍結乾燥重量
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表2：熱水および亜臨界水抽出サンプルの各成分量（mg／烏龍茶葉10 g）

サンプル タンパク質 総アミノ酸 全糖 グルコース ガラクトース マンノース

熱水抽出物 56.5 62.3 317.1 89.3 17.0 15.3 

110℃ 51.1 71.3 388.6 65.5 16.4 11.1 

120℃ 58.8 74.5 409.6 73.0 17.5 12.0 

130℃ 69.0 72.4 438.2 122.1 22.0 20.4 

140℃ 75.6 82.2 442.2 135.6 26.7 24.3 
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香気成分であるリナロールは熱水抽出よりも10倍以上増大
し、リナロールオキサイド、ゲラニオールは熱水抽出サンプ
ルには含まれていなかったが新たに生成した。これらの香気
成分の生成が、熱水抽出物よりも亜臨界抽出物のほうが香り
の官能評価において好評価を得られた原因と考えられる。こ
れらの香気成分は、茶葉内に配糖体として存在することが知
られている香気成分である。茶の香気が生成する理由の一つ
として、加水分解酵素の関与が挙げられる。茶葉は、香気配
糖体を液胞内に蓄積しつつ、加水分解酵素を細胞壁に局在さ
せている。萎凋時に、香気配糖体が加水分解酵素の働きによっ
て加水分解されることにより香気成分を揮発する。今回、香
気配糖体の加水分解により各香気成分が生成、増大したもの
と考えられる（中林他， 1994）。
　また、他の香気成分を保香する効果をもつジヒドロアクチ
ニジオリドは、紅茶やい草に含まれる香気成分であり、亜臨
界水抽出サンプルのほうが熱水抽出サンプルよりも約1.8倍
増大した。このことも亜臨界水抽出が熱水抽出よりも香りが
優れている要因となったと考えられる。

3.5  脳波測定
　官能検査で最も好評であった130 ℃の亜臨界水抽出サンプ
ルと熱水抽出サンプルの脳波測定を行った。 図2は、沈静・
興奮を、図3は快・不快の結果を示した。熱水抽出サンプルは、
ニオイ呈示中に興奮が増加したのに対し、亜臨界抽出サンプ
ルは、ニオイ呈示中に沈静の割合が増加した。亜臨界水抽出
にはリラックスの効果が示唆された。 快、不快では亜臨界水
抽出においてニオイ呈示中に快の割合が増加し、後安静では
不快の割合が増加した。 後安静において不快が増加したこと
は、良いニオイがなくなったことに対する反応であることも
考えられるため、後安静の結果から、このニオイがもたらし
た効果を一概に述べることはできないが、ニオイ呈示中の脳
波から亜臨界水抽出サンプルは、熱水抽出サンプルよりも優

表3：熱水および亜臨界水抽出サンプルの香気成分量と香気の特徴

香気成分 熱水抽出物 亜臨界水抽出物130 ℃ 香気の特徴

ヘキサナール － 0.384 酸味果実様

リナロールオキサイド － 0.142 さわやかなウッディー調

α-イオノン － 0.123 甘く重厚な花様

β-イオノン 0.105 0.391 甘く重厚な花様、スミレ様

（Z）-ジャスモン 0.143 0.448 フルーティーな花様、グリーン調

メチルジャスモネイト 0.948 1.153 花様

ジャスミンラクトン 2.422 2.903 甘い

リナロール 0.072 0.735 軽くさわやかな花様

α-テルピネオール － 0.108 青く重たいハーブ調

ゲラニオール － 0.470 甘い花様、バラ様

フェニルラクトアルデヒド 0.101 0.087 甘い花様

メチルサリシレイト － 0.180 甘いウッディー調

ジヒドロアクチニジオリド 1.881 3.377 他の香気成分保香効果

総量 10.590 17.730 

注：香気成分量（香気成分ピーク面積値／カフェインピーク面積値）

図2：各試料呈示中および前後の脳波測定による沈静・興奮
の割合（％）
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れているという結果が得られた。

4.  まとめ
　低品質の烏龍茶葉の亜臨界水抽出を行い、熱水抽出と比較
した。その結果、官能評価では、熱水抽出に比べ良好であっ
たが、3 MPa、130 ℃で抽出したものが最も良い結果が得ら
れた。 また、凍結乾燥物重量、タンパク質、総アミノ酸、全糖、
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図3：各試料呈示中および前後の脳波測定による快・不快の
割合（％）
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グルコース、ガラクトース、マンノースの生成量においても
高い値を示した。香気成分、脳波測定については、官能評価
の最も良好であった130 ℃での亜臨界水抽出サンプルと熱水
抽出サンプルの比較を行った。香気成分は、亜臨界水抽出に
おいて増加が見られ、特に烏龍茶に重要なリナロール、ゲラ
ニオールなどの香気成分の抽出量も高い値を示した。さらに、
他の香気を保香するジヒドロアクチニジオリドも増加した。
また、脳波測定においては、亜臨界水抽出のほうが沈静およ
び快適な効果に期待ができる結果となった。
　以上の結果、低品質の烏龍茶葉は亜臨界水130 ℃で抽出す
ることで、品質の良い香りを持ち、リラックス効果のあるお
茶に変えることができた。このことから、亜臨界水抽出は烏
龍茶製造における新しい技術として有用であることが分かっ
た。今後、さらに実用化に向けた検討を行っていきたい。
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