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Summary

Description of a method for the determination of boric acid in boric acid-containing
fertilizers by flame spectrophotometry. Before the determination, the anions and cations,
with the exception of BOs™ and COs ™, are removed from the solution of the fertilizer by
passage through a column of ion exchangers.
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Zur Bestimmung von Kotiein in koiieinireiem Kaiiee

Von H. Hadorn und H. Suter
(Laboratorium VSK, Basel)

1. Einleitung

Ueber die Bestimmung des Koffeins in Roh- und Rostkaffee sind bereits
zahlreiche Arbeiten!) publiziert worden. Fast alle Bestimmungsverfahren be-
ruhen auf der Extraktion des Koffeins mit bestimmten Losungsmitteln, meist
nach einer Vorbehandlung des Kaffees mit Ammoniak oder Alkali, um das
an Chlorogensiure chemisch gebundene Koffein abzuspalten. Es folgt dann ein
recht umstandlicher Reinigungsprozess, und schliesslich . wird das mehr oder
weniger reine Koffein gewogen oder der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl be-
stimmt und auf Reinkoffein umgerechnet.

Entkoffeinierter Kaffee enthdlt nur noch Spuren von Koffein, 0,02 bis
hochstens 0,1 9. Alle bisher bekannten Koffeinbestimmungsmethoden, welche
bei gewohnlichem Kaffee brauchbare Resultate liefern, befriedigen nicht, wenn
man sie auf «koffeinfreien» Kaffee zu iibertragen versucht. Wegen des sehr
geringen Koffeingehaltes des Untersuchungsmaterials muss die Einwaage erhoht
werden. Die Operationen des Aufschliessens und Extrahierens werden unhand-
lich und umstandlich. Zudem gelingt es nur sehr schwer, einem entkoffeinierten
Kaffee die letzten Reste Koffein mittels Extraktionsmitteln zu entziehen, da
gerosteter Kaffee ein grosses Adsorptionsvermégen besitzt und das Koffein
hartnackig zurtckhalt. Bei der anschliessenden Reinigung sind stets grosse
Mengen Fett und andere Begleitstoffe zu entfernen, mit denen leicht auch ein
Teil des Koffeins verloren geht. Am Schluss der verschiedenen Operationen
erhdlt man wenige Milligramme Koffein, welche stets mit merklichen Mengen
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anderer Stoffe verunreinigt sind. Die gravimetrisch ermitteiten Resultate sind
daher recht unzuverlissig und meistens zu hoch. Auch die Kjeldahlbestimmung
ist bei sehr kleinen Mengen ungenau.

Um den Koffeingehalt in entkoffeiniertem Kaffee zuverldssig bestimmen zu
konnen, missen zwei Bedingungen erfiillt sein: Erstens muss ein Aufschluss-
oder Extraktionsverfahren gefunden werden, welches auch die letzten Spuren
Koffein aus dem gemahlenen Kaffee herausholt. Zweitens miissen wir eine
zuverliassige und spezifische Methode finden, welche die Bestimmung kleiner
Mengen Koffein (0,5—3 mg) mit gentigender Genauigkeit gestattet.

Ein Aufschlussverfahren, welches uns als erfolgversprechend erschien, aber
bisher kaum beachtet worden ist, hat Cortes®) beschrieben: Der gemahlene
Kaffee (1 g) wird mit konz. Schwefelsdure vermischt und auf dem Wasserbad
erhitzt. Dabei verkohlt der grosste Teil der organischen Substanz, ohne dass
Koffein abgebaut oder sonstwie verdandert wird. Die Masse wird mit Wasser
verdinnt, filtriert, das Koffein ausgewaschen und schliesslich aus der wasserigen
Phase mit Chloroform ausgeschuttelt. Durch einige Abanderungen liess sich
das Verfahren verbessern, so dass es auch fir entkoffeinierten Kaffee anwend-
bar war.

Die Ausarbeitung einer zuverlassigen Methode zur Bestimmung kleiner
Koffeinmengen bereitete uns viel Mithe. Sowohl gravimetrische als auch titri-
metrische Verfahren, wie beispielswiese die Methode nach Hagedorn 3) sind
bei Koffeinmengen in der Grossenordnung von einem Milligramm viel zu un-
genau. Es kommen daher nur kolorimetrische Verfahren in Betracht, welche
allerdings fir Koffein spezifisch sein miussen. Die kolorimetrische Koffein-
Mikrobestimmung von Deniges?*), eine modifizierte Murexidreaktion, liefert
nach Richter ) schlecht reproduzierbare Resultate. Schliesslich haben wir eine
von Richter empfohlene Methode so weit modifiziert, dass sie fiir unsere Zwecke
brauchbar war. Sie beruht auf der Fallung des Koffeins mit Jod als Koffein-
perjodid der Formel CsH10O2N4 © H]J - J4. Diese schwarze kristalline Verbin-
dung wird abfiltriert oder auszentrifugiert, in Alkohol gelost und die ent-
stehende gelbe Jodlosung kolorimetriert.

In der vorstehenden Arbeit soll zunachst die kolorimetrische Koffeinbestim-
mung Uberpriift werden. Dann folgen Versuche mit der Aufschlussmethode nach
Cortes, sowie Modellversuche und Analysenresultate von koffeinfreiem Kaffee
des Handels. Am Schluss soll unsere neue Arbeitsvorschrift ausfiihrlich wieder-
gegeben werden.

2. Kolorimetrische Koffeinbestimmung

Richter °) beschreibt eine kolorimetrische Methode zur Bestimmung von
Koffein in Kaffee- oder Teeaufgiissen. Das Koffein wird zunichst, wie iiblich,
in alkalischem Milieu mit Chloroform extrahiert und dann in Wasser gelost.
Die Arbeitsweise nach Richter fiir die kolorimetrische Bestimmung ist kurz
tolgende: '
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In einen Glassintertiegel G4 gibt man der Reihe nach 2 ml 16°/oige Schwefel-
siaure, 2ml 0,1n-Jodlésung, 5 ml der Koffeinlésung, welche 0,5 bis 2 mg Koffein
enthalten soll, und schwenkt um. Es fallt sofort ein schwarzer Niederschlag
von Koffeinperjodid aus (CsH10O2Na - H]J -.J4). Nach etwa 1 Minute wird unter
Verwendung eines Saugtopfes filtriert und wihrend etwa 2 Minuten Luft durch
den Riickstand gesaugt, um das am Niederschlag und in den Filterporen haf-
tende tiberschiissige Jod zu entfernen. Anschliessend stellt man die Wasser-
strahlpumpe ab und bringt in den gereinigten Saugtopf ein 50 ml-Becherglas
oder Reagensglas, gibt zu dem Koffeinperjodid 25 ml Methylalkohol und saugt
langsam ab. Das Koffein wird unter Zersetzung gel6st und der Alkohol gelb
gefarbt. Der Filtertiegel wird mit 25 ml Wasser nachgewaschen und die gelbe
Alkohol-Wasser-Mischung (wir haben jeweils im 50 ml-Messkolben bis zur
Marke aufgefiillt) unter Verwendung der 2 cm-Kiivette mit dem Iilter S47 im
Pulfrich-Photometer photometriert.

Die Methode weist in obiger Ausfithrung verschiedene Mingel auf, und es
ist uns nur ausnahmsweise gelungen, einigermassen reproduzierbare Resultate
zu erhalten.

a) Losungsmittel

Extinktion Methanol ist zwar ein sehr gutes

Losungsmittel fir das Koffeinper-
jodid, besitzt aber neben seiner Gif-

)’ tigkeit noch andere unangenehme
Eigenschaften. Die Extinktion der
% Losungen ist stark temperaturabhin-
gig und verandert sich wahrend der

Messung oft betrachtlich. Ferner
entstehen in der empfohlenen Mi-
oy schung von 1 Teil Methylalkohol und
0 1 Teil Wasser wahrend des Photo-
0,1 metrierens in den Kiivetten spontan
Gasblasen, was recht lastig ist. Die
Extinktion ist zudem stark von der
Alkoholkonzentration abhingig. Sie
ist beispielsweise in absolutem Me-
thylalkohol ca. 1,7mal grosser als in
50 vol.%oigem Methylalkohol. Beim
Durchsaugen der Losung durch den

0,5

0,4

0,3

200 40 60 80 100
Vol.% Alkohol

Fig. 1

Abhingigkeit der Extinktion von der
Alkoholkonzentration

(0,6 mg Koffein, gefillt als Perjodid,
gelost in je 50 ml Aethylalkohol; Ex-
tinktion gemessen bei 400 my.)

Sintertiegel verdunsten stets wech-
selnde Mengen Alkohol, so dass die
Alkoholkonzentration in der zu pho-
tometrierenden Endlésung weder ge-
nau bekannt, noch konstant ist. Beim
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Verdiinnen der methylalkoholischen Losung des Perjodids mit Wasser erfolgt
eine Volumenverminderung, verbunden mit einer betriachtlichen Erwarmung.
Auch beobachtet man gelegentlich, besonders bei grosseren Koffeinmengen
(2 mg) schwache Triibungen. Derartige Losungen sind unbrauchbar. Wir haben
aus den genannten Griinden als Losungsmittel nicht Methyl-, sondern Aethyl-
alkohol benutzt. Um stets unter genau reproduzierbaren Bedingungen arbeiten
zu koénnen, haben wir uns entschlossen, absoluten Aethylalkohol zu verwen-
den. Die Abhingigkeit der Extinktion von der Alkoholkonzentration ist in Fig. 1
dargestellt.

In absolutem Aethylalkohol ist die Extinktion nahezu doppelt so gross wie
in 50vol.?/vigem Alkohol.

b) Absorptionsspektrum

Das Absorptionsmaximum einer Koffeinperjodidlosung in absolutem Alkohol
liegt im Ultraviolett bei 360 my (vgl. Fig. 2). Der Kurvenverlauf in Ultraviolett
und das Absorptionsmaximum stimmen genau iberein mit einer Losung von
reinem Jod in absolutem Alkohol. Erst im sichtbaren Bereich, bei einer Wellen-
linge von 430 muy, tiberschneiden sich die Kurven, was aber fiir die photo-
‘metrische Bestimmung ohne Bedeutung ist.

Das Koffeinperjodid wird vermutlich in alkoholischer Loésung vollstandig
in Koffein und Jod gespalten. Diese Losung gehorcht dem Beerschen Gesetz.

Die grosste Empfindlichkeit bei photometrischen Messungen erzielt man,
wenn die Extinktion im Absorptionsmaximum ermittelt wird. Fir die Fallung
des Koffeins als Perjodid erwies sich der Bereich von 0,5 bis 2 mg als optimal.
Die entstehenden Mengen Perjodid, gelost in 50 ml absolutem Alkohol, zeigen
aber im Absorptionsmaximum bei 360 my. und bei einer Schichtdicke von 1 ¢m
viel zu hohe Extinktionen. Aus praktischen Griinden erwies sich fir unsere
Zwecke die Wellenlinge 400 my. als giinstig. Alle unsere weiteren Messungen
sind im Beckmann-Spektralphotometer B bei 400 my., einer Schichtdicke von
1 cm und in absolutem Alkohol durchgefiihrt worden.
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Extinktion
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10 |

340 360 380 400 420 440 460
y

Fig. 2
Obere Kurve = Absorptionsspektrum von 3,82 mg Jod in 100 ml absolutem Alkohol
Untere Kurve = Absorptionsspektrum von 0,6 mg Koffein, gefillt als Perjodid und

gelost in 50 ml absolutem Alkohol

¢) Bedingungen fiir die Ausfillung des Koffeins als Perjodid

Wie erwihnt, haben wir nach der Vorschrift von Richter nicht befriedigend
reproduzierbare Werte erhalten. Nach der Originalvorschrift wird das Per-
jodid im Glassintertiegel gefdllt und die Flussigkeit abgesaugt. Ohne den
Niederschlag auszuwaschen, saugt man wihrend 2 Minuten Luft hindurch, wo-
durch das anhaftende Jod verdunsten sollte. Es zeigte sich aber, dass bei den
von uns verwendeten Glassintertiegeln (Jenaer 1G4) nach dieser Behandlung
jeweils noch merkliche Mengen iiberschiissige Jodlosung in der Sintermasse
zurtickblieben, was zu stark schwankenden Werten fithrte. In der Arbeit von
Richter fehlen Gibrigens Zahlenangaben, aus welchen die Streuung der Methode
ersichtlich ware. In der dort abgebildeten Eichkurve, einer Geraden, welche
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durch den Nullpunkt geht, sind keine Messpunkte eingezeichnet. Eichkurven,
welche durch den Nullpunkt gehen, wurden nach unseren Versuchen iiberhaupt
nie erhalten.

Auswaschen., Die Schwankungen werden wesentlich verringert, wenn man
den Koffeinperjodid-Niederschlag nach dem Absaugen der tiberstehenden Lo-
sung mit genau 1 ml verdiinnter Schwefelsaure nachwascht.

Die Eichkurve, welche vorher gekrimmt war, verlauft nun als Gerade aber
wesentlich tiefer. Sie schneidet die Ordinate unterhalb des Nullpunktes, was
auf Verluste an Perjodid infolge seiner Loslichkeit im wésserigen Medium
zurtickzufiihren ist (siehe Fig. 3). Das Flissigkeitsvolumen bei der Fillung hat
einen Einfluss auf das Resultat, was auf die Loslichkeit des Perjodids zurtick-
zufithren ist und durch folgende Versuche bestatigt wird:

Extinktion

2,0 //_J
. J

1,5 / e
b
C

1,0 % -

0,5 /

0,5 1,0 1,5 20

_ mg Koffein
Fig. 3
Eichkurve fiir verschiedene Féallungsbedingungen des Koffeinperjodids

a) Fallung im Sintertiegel ohne Auswaschen (nach Vorschrift Richter)

b) Féllung im Zentrifugenréhrchen, ohne Auswaschen

c) Féllung im Sintertiegel, mit 1 ml verdinnter Schwefelsdure ausgewaschen

d) Féallung im Zentrifugenréhrchen, mit 1 ml verdinnter Schwefelsdure ausgewaschen

68



Je 1 mg Koffein wurde mit 2,0 ml 16°viger Schwefelsdaure, 2 ml 0,In-Jod-
losung nach der Vorschrift von Richter als Koffeinperjodid gefallt, wobei vor
der Fallung jeweils eine wechselnde Menge Wasser zugegeben wurde.

Volumen des Reaktionsgemisches Extinktion
9,0 ml 0,740
12,0 ml 0,692

Je grosser das Fliussigkeitsvolumen, umso niedriger ist die Extinktion der Per-
jodidlésung. Es ist somit wichtig, dass bei allen Versuchen das Flissigkeits-
volumen konstant gehalten wird. Nach der Vorschrift von Richter stimmt das
Volumen der Reaktionsfliissigkeit bei der Eichkurve und der endgiiltigen Ar-
beitsvorschrift fiir Kaffee nicht ganz tiberein, weil die aus dem Kaffeeaufguss
- gewonnene wisserige Koffeinlosung (5 ml) filtriert und das Filter mit 1 ml
Schwefelsaure und 1 ml Wasser ausgewaschen werden soll. Das Endvolumen
des Reaktionsgemisches betrdgt 11 ml, wiahrend es bei den Versuchen zur Be-
stimmung der Eichkurve nur 9 ml betrigt. Dieser Umstand muss zu ungenauen
Resultaten fihren.

Diese Tiegelmethode hat aber nie ganz befriedigt, weil die Reproduzierbar-
keit der Resultate zu wiinschen iibrig liess. Dies ist zweifellos auf die Sinterplatte
des Tiegels zurlickzufiihren, da diese stets eine gewisse Menge jodhaltige
Flissigkeit zuriickhalt.

d) Fdllung im Zentrifugenrohrchen

Wir haben daher versucht, das Koffeinperjodid anstatt im Glassintertiegel
in einem Zentrifugenrohrchen (Spitzréhrchen) zu fallen. Diese Technik hat
den Vorteil, dass man das Flissigkeitsvolumen leicht konstant halten, bedeutend
schneller arbeiten und mehrere Proben gleichzeitig ansetzen kann. Der Nieder-
schlag wird abzentrifugiert und bildet am Boden des Rohrchens eine schwarze,
fest haftende Schicht. Die klare, Uberstehende Loésung wird vorsichtig ab-
gegossen und der Niederschlag mit 1 ml verdinnter Schwefelsaure gewaschen
und erneut zentrifugiert. Nach dem Abgiessen der Waschfliissigkeit 16st man
den Niederschlag in absolutem Alkohol und verdiinnt auf 50 ml. Die Zentri-
fugenmethode liefert praktisch gleiche Resultate wie die Féallung im Glas-
sintertiegel. Wegen der Loslichkeit des Perjodids in der wasserigen Reaktions-
l6sung erwies es sich als gunstig, das Flussigkeitsvolumen moglichst klein zu
halten. Wir verdiinnten bei unseren weiteren Versuchen auf 7,5 ml Endlosung.
Statt 2 ml 0,1n-Jodlésung setzten wir 0,5 ml 0,5n-Jodlésung zu.

In Fig. 3 sind einige unter verschiedenen Bedingungen aufgenommene Eich-
kurven wiedergegeben. Kurve a wurde nach Richter im Sintertiegel ohne Aus-
waschen erhalten. Sie verlauft am hochsten und schneidet die Ordinate bei
einer Extinktion von ca. 0,35, was auf anhaftendes Jod zurlickzufithren ist. Die
Kurve ist gekriimmt und die einzelnen Messpunkte streuen stark.
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Kurve b wurde im Zentrifugenrchrchen ohne Auswaschen des Perjodids
erhalten. Sie verlduft als Gerade wesentlich tiefer als Kurve a und schneidet
die Ordinate bei Extinktion 0,15. Die dem Niederschlag anhaftende Jodmenge
ist wesentlich vermindert. Nachdem der Niederschlag ausgewaschen wurde, ver-
laufen die Kurven noch tiefer, die Messpunkte stimmen aber einigermassen
tiberein, gleichgiiltig ob im Sintertiegel (Kurve ¢) oder im Zentrifugenrohrchen
(Kurve d) gearbeitet wird.

Die Loslichkeit des Koffeinperjodids in der iiberstehenden Losung und in
der Waschflussigkeit ist auch abhangig von der Temperatur. Um stets unter
gleichen Bedingungen zu arbeiten, stellten wir die Zentrifugenréhrchen mit dem
fertigen Reaktionsgemisch wihrend 5 Minuten in Eiswasser und zentrifugierten
anschliessend. Die Extinktionen sind etwas hoher und die Werte besser repro-
duzierbar, als wenn bei Zimmertemperatur gearbeitet wird.

3. Aufschluss des Kaffees und Extraktion des Koffeins

- Wie bereits erwahnt, wird nach der Methode Cortes ?) das Kaffeepulver mit
konz. Schwefelsiure vermischt und auf dem Wasserbad erhitzt. Der grosste Teil
der organischen Substanz verkohlt, dhnlich wie im Anfangsstadium bei einem
Kjeldahl-Aufschluss. Interessanterweise wird das Koffein durch konz. Schwefel-
saure bei Wasserbadtemperatur nicht zerstort, was durch Modellversuche be-
statigt wurde. Die aufgeschlossene, stark verkohlte Masse wird nach Cortes mit
heissem Wasser verdunnt, filtriert und die Kohle auf dem Filter mehrmals mit
verdiinnter Schwefelsiure ausgewaschen. Das Filtrat wird mit Natronlauge neu-
tralisiert und hierauf das Koffein mit Chloroform ausgeschittelt. Nach dem
Abdestillieren des Losungsmittels hinterbleibt ziemlich reines Koffein.

Die Methode wurde zunichst an einem gewdéhnlichen koffeinhaltigen Kaffee
(Robusta) ausprobiert. Der Aufschluss erfolgte mit 1 g bzw. 2 g Kaffee genau
nach Cortes. Die Kohle auf dem Filter wurde 4—5mal mit sehr verdiinnter
heisser Schwefelsdure ausgewaschen. Im Filtrat haben wir nach Cortes das
Koffein mit Chloroform ausgeschiittelt und bestimmt. Da bekanntlich Kohle
ein gutes Adsorptionsmittel ist und auch Koffein in merklichen Mengen adsor-
bieren kann, haben wir zur Kontrolle die nach Cortes vorschriftsgemiss aus-
gewaschene Kohle samt Filter in einem Extraktionsapparat wahrend 2 Stunden
mit Wasser heiss extrahiert. Diese Losung haben wir gesondert mit Chloroform
ausgeschiittelt und nach dem Abdestillieren des Losungsmittels noch betracht-
liche Mengen Koffeinkristalle erhalten. Ueber die Mengenverhiltnisse und
Koffeinausbeuten der 1. und 2. Extraktion gibt die Tabelle 1 Aufschluss.

20 bzw. 26 %o des gesamten Rohkoffeins waren an der Kohle adsorbiert und
liessen sich nachtraglich noch extrahieren. Die Kohle wurde hierauf erneut
wahrend 2 Stunden mit heissem Wasser extrahiert. Diese Losung enthielt aber
keine nachweisbaren Mengen Koffein mehr.
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Tabelle 1
Koffeinbestimmung in Robusta-Kaffee nach der Methode Cortes

1. Versuch 2. Versuch
mit 1 g Kaffee mit 2 g Kaffee
mg /0 mg /o
Rohkoffein im wasserigen Filtrat nach
Cortes 16,8 1,68 29,1 1,46
Rohkoffein nach Extraktion der Kohle 4.2 0,42 10,3 0,51
Total Rohkoffein 21,0 2.10 394 1,97
Reinkoffein nach Kjeldahl — 1,85 — 1,82
Reinkoffein nach kolorimetr. Methode = 1,81 — 1,77
Anteil des an der Kohle adsorbierten
Koffeins in °/o des Rohkoffeins — 0 20 — 26

Das nach Cortes isolierte Rohkoffein war gelblich gefdrbt. Zur Bestimmung
des Reinkoffeins vereinigten wir die beiden Riickstinde, losten sie in 50 ml
Wasser und bestimmten in einem aliquoten Teil (5 ml bzw. 2,5 ml) das Rein-
koffein kolorimetrisch. Ein anderer Teil wurde fir die Kjeldahl-Bestimmung
benutzt. Die beiden Methoden ergaben gut iibereinstimmende Werte. Das nach
Cortes isolierte Rohkoffein enthielt ca. 90 °/o Koffein.

Das Aufschlussverfahren nach Cortes ist im Prinzip brauchbar, die ent-
stehende Kohle adsorbiert aber betrdachtliche Mengen Koffein (ca. 20 °/o des
gesamten Koffeins), welche nur durch eine lang andauernde Extraktion isoliert
werden konnen. Das erhaltene Rohkoffein ist stets mit mehr oder weniger
grossen Mengen anderer Stoffe verunreinigt, so dass eine weitere Reinigung
angezeigt ist.

Die zum Aufschliessen beniitzte Schwefelsauremenge wurde etwas variiert.
Sie ist ohne Einfluss auf das Resultat. Am glinstigsten erwiesen sich 1—1,5 ml
konz. Schwefelsdure auf je 1 g Kaffee. Mit diesem Verhiltnis erhidlt man eine
ziemlich trockene und voluminose Kohle, die sich mit einem Glasstab leicht zu
einem Pulver verreiben lasst. Mit mehr Schwefelsidure erhidlt man zahflissige
Massen, und beim Verdiinnen mit Wasser entstehen grobe Klumpen von Kohle-
stiicken, die sich schwieriger extrahieren lassen.

Unglinstiger als bei gewohnlichem Rostkaffee liegen die Verhiltnisse bei
entkoffeiniertem Kaffee. In Modellversuchen haben wir je 1 g eines Kaffee-
zusatzes (Cichorie) mit bekannten Mengen Koffein (0,5 bzw.. 2,0 mg) versetat,
dann nach Cortes mit Schwefelsdure aufgeschlossen, mit 40—50 ml Wasser ver-
diinnt, filtriert und die Kohle viermal heiss ausgewaschen. Im schwefelsauren
Filtrat wurde nur ein Bruchteil des zugesetzten Koffeins wiedergefunden, der
Rest blieb an der Kohle adsorbiert, wie aus den Werten der Tabelle 2 hervor-
geht.
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Tabelle 2

Modellversuche mit Cichorie und Koffein

Zuje 1 g Kaffeezusatz : o
zugudebens Mande Kotiein Im Filtrat gefunden Verlust Koffein-Ausbeute
mg mg mg /o
0 0 0 =
0,5 0,14 0,36 28
2,0 1,25 0,75 62,5

Die Verluste infolge Adsorption des Koffeins an der Kohle sind betrachtlich.
Besonders bei geringen Gehalten, wie dies bei entkoffeiniertem Kaffee der Fall
1st, sind die Werte vollig unbrauchbar. '

Anschliessend haben wir in einem entkoffeinierten Kaffee das Koffein, wie
oben beschrieben, nach Cortes bestimmt. Die abfiltrierte und ausgewaschene
Kohle wurde erschépfend mit heissem Wasser extrahiert und die beiden Losun-
gen getrennt aufgearbeitet. Eine gravimetrische Bestimmung des Rohkoffeins
ware bei koffeinfreiem Kaffee sinnlos, da die Verunreinigungen, welche mit
dem Koffein in den Chloroformauszug gelangen, ein Mehrfaches der Koffein-
menge betragen kionnen. Das Reinkoffein wurde deshalb in den beiden getrennt
aufgearbeiteten Fraktionen kolorimetrisch bestimmt. Unsere Analyse ergab
folgende Werte (Einwaage von 2,00 g koffeinfreiem Kaffee):

Koffein im schwefelsauren Filtrat = 0,51 mg
An Kohle adsorbiertes Koffein = 0,25 mg
(nach 2stiindiger Extraktion)

Summe = 0,76 mg

Koffeingehalt im Kaffee 0,038 /o

Bei zwei weiteren Versuchen mit dem gleichen Kaffee haben wir das schwefel-
saure Filtrat und die nach 2stiindiger Extraktion der Kohle erhaltene Extrakt-
l6sung vereinigt und gemeinsam aufgearbeitet. Wir fanden in recht guter Ueber-
einstimmung folgende Koffeingehalte:

0,036 /o 0,034 9.

Reinigung des Rohkoffeins. Die Chloroformausziige hinterlassen nach dem
Abdestillieren des Losungsmittels mehr oder weniger stark mit Fett, Wachs und
braunen Verbindungen verunreinigtes Rohkoffein. Fiir die kolorimetrische Be-
stimmung muss das Koffein in Wasser gelost werden. Richter 16st das Koffein
zunachst in wenig Chloroform und spiilt es quantitativ in ein 50 ml-Becherglas,
das 5 ml Wasser enthdlt. Nun wird vorsichtig erwarmt, bis das Chloroform
vollstandig verdunstet ist, die wisserige Losung filtriert und weiter verarbeitet.
Auf Zusatz von Schwefelsiure und Jodlosung fallt das Koffeinperjodid aus
und wird entweder abfiltriert oder auszentrifugiert.
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Es hat sich nun gezeigt, dass gewisse Verunreinigungen, die dem Koffein
anhaften, in die wasserige Losung gelangen und mit Jodlésung ebenfalls aus-
gefillt werden. Das Koffeinperjodid ist dann etwas schleimig anstatt schon
kristallin und lasst sich nicht gut auswaschen. Als Folge davon werden bei der
kolorimetrischen Bestimmung, die bekanntlich auf der Messung der gelbbraunen
Jodfarbung beruht, zu hohe. schlecht reproduzierbare Werte gefunden.

Tabelle 3

Modellversuche mit 2,0 g Cichorie und bekannten Mengen Koffein
Kolorimetrische Bestimmung mait und ohne chromatographische Reinigung

Koffein Koffein

Versuchsanordnung sugagaban | - gefunden Fehler

mg mg mg 0/0

ohne chromatographische Reinigung 0,50 0,525 + @025 ) -+ 5
0,50 0,600 + 0,10 + 20
2,00 201 Gk 0 B =t U
2,00 %12 40,12 + 85

mit chromatographischer Reinigung 0,50 0,480 | — 0,02 — 4
1,00 0,980 — 0,02 - 2
1,00 0,983 — 0,017 — 1,7
1,50 1,48 — 0,02 — 1,3
2,00 1,96 — 0,04 — 2

Die dem Koffein anhaftenden braunen Verunreinigungen lassen sich weit-
gehend entfernen, wenn die Chloroformlosung durch eine Sdule von Aluminium-
oxyd filtriert wird, wie wir dies frither ) bei einer gravimetrischen Koffein-
bestimmung angegeben haben.

Zur Reinigung der geringen Mengen Koffein, wie sie aus koffeinfreiem
Kaffee erhalten werden, gentigt eine kleine Sdule mit 1,5 bis 2 g Aluminium-
oxyd. Die Sdule muss mit ammoniakhaltigem, trockenem Chloroform ammonia-
kalisch gemacht werden. Das Koffein wird in wenigen ml Chloroform gelost,
durchfiltriert und die Sdule mit 20 ml trockenem Chloroform nachgewaschen,
worauf sich das Koffein praktisch quantitativ im Eluat befindet, was durch
folgende Versuche bestitigt wird.

Koffein zugegeben Koffein im Eluat
(kolorimetrisch bestimmt)

0,50 mg 0,48 mg

1,00 mg 0,97 mg

1,50 mg 1,50 mg

In einer Reihe von Modellversuchen haben wir zu je 2 g Cichorie bekannte
Mengen Koffein zugesetzt und dann nach der am Schluss dieser Arbeit an-
gegebenen Methodik gearbeitet. Die Resultate sind in Tabelle 3 angegeben.
Wihrend man ohne chromatographische Reinigung schwankende, um 5 bis 20 9/o
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zu hohe Werte findet, erhdlt man nach chromatographischer Reinigung gleich-
massige, um 1 bis 4 %0 zu niedrige Werte. Verluste von dieser Grossenordnung
sind nach all den notigen Operationen verstandlich und auf das Resultat ohne
Bedeutung.

In Tabelle 4 sind Analysen verschiedener koffeinfreier Kaffees des Handels
wiedergegeben, und zwar ebenfalls mit und ohne chromatographische Reinigung.

Tabelle 4
Koffeinbestimmung in koffeinfreien Kaffees des Handels
Bezeichaung Finwaage saemian | Sl

g %0 %%

A 2 0,027 0,0183
3 0,089 0,0183
5 0,038

& 2 0,092 , 0,063

U 2 0,037 0,025

Ohne chromatographische Reinigung findet man durchwegs betrachtlich hohere
Werte.

Zur weiteren Kontrolle der Methode haben wir zu 2 g des koffeinfreien
Katfees A 0,50 mg Koffein zugesetzt, dann mit Schwefelsaure aufgeschlossen
und das Koffein genau, wie in Abschnitt Methodik beschrieben, bestimmt. Wir
fanden 0,83 mg Koffein, was befriedigend mit dem Sollwert iibereinstimmt.

Koffein in 2 g Kaffee A = 0,365 mg
Koffein zugesetzt = 0,50 mg
Summe (Sollwert) = 0,865 mg
gefunden = 0,85 mg

Die Methode ist etwas umstandlich und zeitraubend, liefert aber zuverlassige
Resultate, was durch die Modellversuche bewiesen wird.

4. Untersuchung von entkoffeiniertem Kaffee des Handels

Wir haben entkoffeinierten Kaffee des Handels, welche alle unter verschie-
denen Marken verkauft werden, nach unserer neuen Methode untersucht.

Der Koffeingehalt der diversen Produkte variiert innerhalb weiter Grenzen
(0,01—0,12 9/p). Nach Art. 294 der Lebensmittelverordnung muss der Koffein-
gehalt von koffeinfreiem Kaffee auf mindestens 0,10 /0 herabgesetzt sein. Mit
Ausnahme des Kaffees D- welcher 0,12 /0 Koffein enthilt, entsprechen alle
Muster diesen Anforderungen.
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Interessehalber haben wir auch noch das wasserige Extrakt nach der Lebens-
mittelbuchmethode ermittelt und in der Tabelle 5 angegeben. Der von der
Lebensmittelverordnung verlangte Mindestgehalt von 20 %4 wird von allen
Mustern wesentlich tberschritten.

Tabelle 5
Koffein- und Extraktgehalt verschiedener koffeinfreier Kaffees des Handels

Bezeichnung Koffein Wisseriges Extrakt
/o /o

A 0,0183 24.9
0,0182

Z 0,0633 26,0

U 0,025 24,8

K 0,012 95,9

\Y% 0,0406 D5,

D 0,118 25,2
0,120

H 0,011 24,8

N 0,012 24,8

Koffeingehalt von ungeristetem entkoffeiniertem Kaffee

Die koffeinfreien Kaffees kommen ausnahmslos in gerostetem Zustand in
den Detailverkauf. Meistens handelt es sich dabei um Mischungen verschiedener
Sorten. Wir haben einen entkoffeinierten Santos- und Haiti-Kaffee vor und
nach dem Rosten analysiert. Um den Rohkaffee leichter mahlen zu koénnen,
haben wir die Bohnen im Trockenschrank bei 100° getrocknet. Die Koffein-
gehalte der beiden Kaffees vor und nach dem Résten, sowie der Rostverlust
sind in Tabelle 6 angegeben. Beim Rosten steigt der Koffeingehalt scheinbar
an, was aber durch den Gewichtsverlust beim Rosten zu erklaren ist.

Tabelle 6
Koffeingehalt von koffeinfreiem Kaffee vor und nach dem Risten
Koffeingehalt
Réstverlust Koffeinﬁehalt Koffeingehalt des ungerdsteten
Sorte (trockener Roh- in getrocknetem in gerdstetem Kaffees,
kaffee, gerdstet) Rohkatfee Kaffee umgerechnet auf
gerdstete Bohnen
0/o /o 0/o o
Santos 9,3 0,021 0,025 0,023
Haiti 9,4 0,018 0,026 0,020
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Brinets 5. Methodik

Das Kaffepulver wird mit konz. Schwefelsaure auf dem Wasserbad auf-
geschlossen, mit Wasser verdiinnt, dann filtriert und der Riickstand erschopfend
ausgewaschen, wobei das Koffein in Losung geht. Nach dem Neutralisieren
schiittelt man die Losung mit Chloroform aus und erhilt nach dem Verdampfen
des Chloroforms das Rohkoffein. Das Reinkoffein bestimmt man nach einer
chromatographischen Reinigung, indem man mit Jod das Koffein-Tetrajodid
fallt, dieses in Alkohol 1ost und die Farbintensitat misst.

Ausfihrung

Aufschluss und Extraktion

2 g des gemahlenen Kaffees versetzt man in einem 50 ml-Becherglas mit
23 ml konz. Schwefelsaure und ruhrt mittels eines Glasstabes, bis das Kaffee-
pulver gleichmassig durchfeuchtet ist. Die Masse wird nun wahrend 15—20
Minuten unter gelegentlichem Umriihren auf einem siedenden Wasserbad er-
hitzt, indem man das Becherglas moglichst weit in den Dampfraum einhingt.
Die organische Substanz verkohlt dabei weitgehend. Man verreibt sie mit dem
Glasstab zu einem moglichst feinen Pulver, verdiinnt mit ca. 30 ml siedendem
Wasser, rihrt gut auf und lasst etwa 5 Minuten auf dem Wasserbad stehen.
Dann filtriert man durch ein Faltenfilter (¢ 12,5 cm), bringt.die Kohle quanti-
tativ aufs Filter und wascht mit insgesamt ca. 20 ml Wasser nach. Das klare,
meist gelblich gefarbte Filtrat, welches einen Teil des Koffeins enthalt, wird
aufbewahrt. Da die verkohlte Masse betriachtliche Mengen Koffein adsorbiert,
welche sich nur sehr langsam auswaschen lassen, wird das Filter samt Riickstand
heiss extrahiert. Man stellt das feuchte Filter in ein kleineres, trockenes Falten-
filter (0 10 cm) und bringt es samt diesem Schutzfilter in einen Extraktions-
apparat nach Pritzker und Jungkunz. Man gibt 20—30 ml heisses Wasser zu,
erhitzt das Kolbchen wahrend 3 Stunden, so dass das Kondenswasser ziemlich
rasch vom Kiihler tropft (30—60 Tropfen pro Minute). Um Wirmeverluste zu
vermeiden, wird der zylindrische Teil der Extraktionsapparatur mit einer mehr-
fachen Lage von Zeitungspapier umwickelt. Das Extraktionsrohr ist leicht
geneigt einzuspannen und gelegentlich zu drehen, damit das vom Kiihler ab-
tropfende Wasser alle Teile der im Faltenfilter vorhandenen Kohle gut extra-
hiert. Erfahrungsgemass ist nach 3 Stunden die Extraktion des Koffeins beendet.

Die wasserige Extraktlosung im Kélbchen wird mit dem Filtrat vom Auf-
schluss vereinigt und die stark saure Losung mit 30°iger Natronlauge und
Methylorange als Indikator neutralisiert. Man fithrt die Losung in einen Perfo-
rator nach Pritzker und Jungkunz tber, versetzt mit 1—2 ml konz. Ammoniak
und perforiert wiahrend 2—3 Stunden mit Chloroform. Man kann das Koffein
aus der ammoniakalischen Losung auch im Scheidetrichter ausschiitteln, indem
man einmal mit 50 ml und zweimal mit je 25 ml Chloroform schiittelt. Die
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Chloroformausziige destilliert man aus einem 100 ml-Ko6lbchen ab. Es hinter-
bleibt in der Regel kristallisierendes, schwach gelbgefirbtes Rohkoffein, welches
mit fett- oder wachsartigen Substanzen verunreinigt ist.

Chromatographische Reinigung

Das Aluminiumoxyd nach Brockmann wird mit verdinnter Salpetersaure
schwach befeuchtet, dann geglitht, im Exsikkator abgekithlt und mit ammonia-
kalischem Chloroform befeuchtet. 1,5—2 g dieses aktivierten Aluminiumoxyds
werden in ein unten verengtes und mit Wattebausch verschlossenes Glasrohr
von 1 cm lichter Weite gegeben, mit 2—3 ml mit Ammoniak gesattigtem, trocke-
nem Chloroform befeuchtet. Das Rohkoffein wird in 3—5 ml Chloroform gelost,
durch die vorbereitete Sdule filtriert und mit 20—25 ml trockenem Chloroform
nachgewaschen. Das Filtrat wird in einem 50 ml-Erlenmeyerkélbchen gesam-
melt und das Losungsmittel auf dem Wasserbad abdestilliert. s hinterbleiben
meistens gelbgefdrbte, mit etwas Fett oder Wachs verunreinigte Koffeinkristalle.

Das Koffein wird in ca. 2 ml Chloroform gelost und unter Nachsptilen des
Ké6lbchens mit Chloroform quantitativ in ein 50 ml-Becherglas tbergefiihrt.
Man gibt ca. 2 ml Wasser, 1,0 ml 16%ige Schwefelsaure, sowie ein winziges
Siedesteinchen zu und erwdrmt das Becherglas unter gelegentlichem Um-
schwenken vorsichtig auf dem Wasserbad, bis das Chloroform restlos verjagt
ist. Das Koffein befindet sich nun in der wasserigen Losung. Ist dieselbe klar, -
so kann sie ohne weiteres fiir die kolorimetrische Bestimmung verwendet wer-
den, andernfalls muss sie filtriert werden.

Fallung des Koffeinperjodids im Zentrifugenrohrchen

In einem Zentrifugenrohrchen (Spitzrohrchen) von 15 ml Inhalt, das bei
7 ml eine Marke tragt, bringt man die wisserige, schwefelsaure Koffeinlosung.
Das Becherglas wird zunachst mit 1,0 ml 16%viger Schwefelsiure und dann
mehrmals mit wenig Wasser ausgespult, bis das Flissigkeitsvolumen im Zentri-
fugenrohrchen 7,0 ml betridgt. Nun setzt man 0,5 ml 0,5n-Jodlosung zu, ver-
schliesst mit einem schwach eingefetteten Gummistopfen, mischt gut durch
und stellt das offene Zentrifugenréhrchen wihrend 5 Minuten in Eiswasser.
Hierauf wird sofort wiahrend 3 Minuten kriftig zentrifugiert. Das ausgeschie-
dene Koffeinperjodid bildet eine schwarze kristallinische Schicht am Boden des
Glaschens, wihrend die tiberstehende braune Lésung vollstandig klar sein soll.
Sie wird vorsichtig abgegossen, das Gliaschen wiederum in Eiswasser gestellt
und als Waschflissigkeit 1 ml eisgekiihlte 4°/oige Schwefelsdure mittels Pipette
zugegeben. Durch Umschwenken und sorgfaltiges Schiitteln wird der Nieder-
schlag moglichst gut aufgewirbelt und nochmals zentrifugiert. Die Wasch-
flissigkeit wird wiederum abgegossen, die letzten Tropfen mit Filtrierpapier
aufgesaugt und der Niederschlag in absolutem Alkohol gelost und quantitativ
in ein 50 ml-Messkolbchen ubergefithrt und mit absolutem Alkohol bis zur
Marke aufgefiillt.
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Kolorimetrie

Die alkoholische Losung des Koffeinperjodids darf nie im direkten Sonnen-
licht stehen, weil sonst die Intensitat rasch abnimmt. Im Dunkeln aufbewahrt,
bleibt die Extinktion widhrend Stunden konstant. Im Beckmann-Photometer
misst man die Extinktion bei 400 my. in der 1 cm-Kivette gegen eine mit Wasser
oder Alkohol gefullte Vergleichskivette.

Eichkurve

Die Eichkurve wird in analoger Weise wie der beschriebene Hauptversuch
im Zentrifugenrohrchen ausgefiihrt. Man benutzt eine wasserige Koffeinlosung,
welche in 1 ml 1,00 mg Koffein enthélt. In einer Reihe mit steigendem Koffein-
gehalt misst man in verschiedene Zentrifugenrohrchen 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 ml
Koffeinlosung ab, gibt je 2 ml 16°ige Schwefelsiure zu und verdinnt mit
Wasser auf 7,0 ml. Dann versetzt man mit je 0,5 ml 0,5n-Jodlésung, mischt
wie oben und stellt die Gldaser wiahrend 5 Minuten in Eiswasser. Anschliessend
wird zentrifugiert, der Perjodid-Niederschlag mit 1 ml eisgekithlter 4°oiger
Schwefelsaure ausgewaschen und dann in absolutem Alkohol geldst. Die im
Messkolben auf 50 ml verdinnten Losungen werden bei 400 mu photometriert.
Die Eichkurve verlauft linear.

Nach obiger Vorschrift haben wir fiir die Eichkurve folgende Extinktionen
getunden:

mg Koffein Extinktion
0,50 0,855
1,00 0,785
1,50 1,215
2,00 1,660
2:50) 2,080
Zusammenfassung

1. Die in der Literatur beschriebenen Verfahren zur Koffeinbestimmung in Rostkaffee
befriedigen nicht, wenn man sie auf entkoffeinierten Kaffee anwendet. Das Koffein
lasst sich nur unvollstindig aus dem Kaffee extrahieren, und das isolierte Koffein,
meistens sind es nur wenige Milligramme, ist in der Regel stark verunreinigt.

2. Ein von Richter beschriebenes Verfahren zur Bestimmung geringer Koffeinmengen,
bei welchem man das Koffein als Perjodid abscheidet und in alkoholischer Losung
photometriert, wurde iiberprift und verbessert.

3. Eine von Cortes vorgeschlagene Methode zur Koffeinbestimmung wurde uberpriift.
Das Kaffeepulver wird zundchst mit konz. Schwefelsdure aufgeschlossen, dann mit
Wasser verdiinnt, filtriert und das Koffein aus dem wasserigen Filtrat mit Chloro-
form ausgeschuttelt. Es wird gezeigt, dass die Kohle betrachtliche Mengen Koffein
adsorbiert und die Werte daher zu niedrig ausfallen.
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. Das Aufschlussverfahren von Cortes wurde verbessert, das Rohkoffein chromato-

graphisch gereinigt und schliesslich nach der modifizierten kolorimetrischen Methode
von Richter bestimmt. Auf diese Weise gelingt es, in 2—3 g entkoffeiniertem Kaffee
den Koffeingehalt zuverlassig zu bestimmen.

Die Brauchbarkeit der neuen, leider etwas umstdndlichen Methode wird durch Mo-
dellversuche und zahlreiche Analysen von koffeinfreiem Handelskaffee belegt.

Résumé

La méthode de dosage de la caféine dans le café roti, décrite dans la littérature, ne
donne pas de résultats satisfaisants quant on 'applique au café décaféiné. La caféine
n'est extraite de ce dernier qu'incomplétement et sous forme fortement impure.

On a examiné et amélioré la méthode de Richter pour le dosage de faibles quantités
de caféine, qui consiste a isoler la caféine comme periodure et a la doser photo-
métriquement, en solution alcoolique.

La méthode de dosage de la caféine, proposée par Cortes, a été examinée. La poudre
de café est d’abord désagrégée avec de 'acide sulfurique concentré, puis on dilue
avec de 'eau, filtre, et extrait la caféine du filtrat avec du chloroforme. On a trouvé
que le charbon, qui se forme au cours du traitement avec 'acide sulfurique, adsorbe
des quantités considérables de caféine ce qui conduit a des résultats trop faibles.

Le procédé de désagrégation de Cortes a été amélioré et la caféine brute a éte puri-
fiée par chromatographie et finalement dosée selon la méthode colorimétrique de
Richter modifi¢e. En procédant ainsi on peut doser exactement la caféine dans 2a 3 g
de café décaféiné. :

Cette nouvelle méthode a été contrélée sur des mélanges préparés soi-méme et appli-
quée a de nombreuses analyses d'un café décaféiné du commerce.

Summary

Description of a new method for the determination of coffein in coffein-free coffee.

It is a combination of Cortes’ and Richter’'s methods, both improved. The coffein is
purified by chromatography and determined colorimetrically. It is thus possible to
determine accurately the coffein content of 2—3 g of coffein-free coffee. The develop-
ment of this new method was necessary because the method of determination of coffein
in roasted coffee, described in the literature, did not give satisfactory results when
applied to coffein-free coffee.
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