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UV-Spektrophotometrische Coffein-Bestimmung in Kaffee

Neue Methode zur Bestimmung des Coffein-Gehaltes in Roh- und
Rostkaffee, Kaffee-Extrakten und entcoffeinierten Produkten

Von H. Hadorn und K. Ziircher

Laboratorium des Verbandes Schweiz. Konsumvereine (VSK), Basel

Uber die Coffein-Bestimmung in Kaffee sind bereits eine grofle Zahl von Ar-
beiten verdffentlicht worden. Dies deutet darauf hin, dafl die Coffein-Bestimmung
mit einigen Schwierigkeiten verbunden ist und den meisten der beschriebenen Me-
thoden gewisse Mangel anhaften.

Die sogenannten klassischen Methoden von Lendrich und Nottbohm (1), Grofi-
feld und Steinhoff (2), Fendler und Stiiber (3), Pritzker und Jungkunz (4), Hilger,
Juckenack und Wimmer (5) sind meistens recht umstandlich und eignen sich haupt-
sachlich fiir nicht entcoffeinierten Kaffee. Die einfachere Perforationsmethode von
Hadorn und Jungkunz (6) versagt bei den neuerdings im Handel befindlichen
Kaffee-Extrakten, weil sich wiahrend der Perforation mit Chloroform listige Emul-
sionen bilden. Zur Coffein-Bestimmung in entcoffeiniertem Kaffee und Kaffee-
Extrakt sind viele Methoden ungeeignet, weil in diesem Fall extrem kleine Mengen
Coffein quantitativ aus dem Rostkaffee herausgeholt werden miissen. Bei der
Extraktion und Aufarbeitung des Coffeins entstehen einerseits betrichtliche Ver-
luste, anderseits ist das isolierte Coffein meistens stark verunreinigt. Diese Fehler
konnen sich gegenseitig kompensieren, die Resultate sind jedoch in vielen Fillen
recht unzuverlissig. In den letzten Jahren sind verschiedene neue Methoden fiir die
Bestimmung des Coffeins in entcoffeiniertem Kaffee bekannt geworden (7—14).
Zur Isolierung des Coffeins aus dem Kaffee und zur Reinigung der erhaltenen
Ausziige werden zahlreiche Operationen empfohlen, denen jedoch gewisse syste-
matische Fehler anhaften konnen. Auf einige der hdufigsten, aber schwer kontrol-
lierbaren Fehlerquellen soll kurz hingewiesen werden.

Um das Coffein aus dem Kaffee herauszulosen, wird in vielen Fillen zuerst
ein wisseriger Extrakt hergestellt, indem man eine gewogene Menge Kaffeepulver
mit Wasser kocht und einen aliquoten Teil des wiasserigen Auszuges weiterverar-
beitet. Gerosteter Kaffee ist jedoch ein gutes Adsorptionsmittel fiir Coffein. Ein
Teil des Coffeins bleibt hartnickig am Kaffeesatz adsorbiert, was zu Verlusten
fihrt, worauf bereits Hadorn und Jungkunz (6) hingewiesen haben.

Einige Autoren wie Barbera (12) und Albanese (14) empfehlen eine Reinigung
des wisserigen Auszuges mit Magnesiumoxid, entweder indem die wisserige Lo-
sung mit Magnesiumoxid gekocht, oder durch eine Siule mit Magnesiumoxid
filtriert wird. Es besteht die Gefahr, daf ein Teil des Coffeins oder einer Coffein-
Komplexverbindung an Magnesiumoxid adsorbiert wird, was ebenfalls zu Ver-
lusten fiihrt. Der sichere Beweis, dafl keine Adsorption stattfindet, ist schwierig zu
erbringen.
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Hiufig wird das Coffein mit Chloroform extrahiert. Beim Abdestillieren des
Losungsmittels und beim Erwadrmen im Trockenschrank von neutralen oder basi-
schen Coffein-Ausziigen konnen ganz erhebliche Coffein-Verluste infolge Zer-
setzung und Nebenreaktionen auftreten.

Zahlreiche Autoren fithren am Schlufl der Analyse eine Stickstoff-Bestimmung
nach Kjeldahl aus und berechnen hieraus das Coffein. Stickstoffhaltige Verunrei-
nigungen werden dabei ebenfalls erfafit und tauschen Coffein vor. Nach anderen
Methoden wir das Coffein aus einer weitgehend gereinigten Losung mit Jodlosung
als Coffein-Perjodid ausgefallt und titrimetrisch (13, 14) oder spektralphoto-
metrisch (15, 8) bestimmt. Diese Verfahren sind auch nicht immer ganz zuverlis-
sig. Einerseits werden gewisse Verunreinigungen mit Jod ebenfalls ausgefillt, an-
derseits ist das Coffein-Perjodid in Wasser merklich 16slich, was Verluste ver-
ursacht, die beriicksichtigt werden missen. Nach den modernsten Methoden wird
das Coffein UV-spektrophotometrisch bestimmt. Die spekrophotometrische Me-
thode ist im Prinzip duflerst einfach und empfindlich, da Coffein ein ausgepragtes
Absorptionsmaximum bei 272 my. aufweist. Das nach den bisher bekannten Me-
thoden aus Kaffee isolierte Coffein ist meistens mit wechselnden Mengen anderer
Stoffe verunreinigt, die im UV ebenfalls absorbieren und unter Umstidnden recht
betrachtliche Mengen Coffein vortduschen.

Albanese (14) charakterisiert in einer kiirzlich erschienenen Arbeit die verschie-
denen Coffein-Bestimmungsmethoden und gibt die Arbeitsbedingungen tabellarisch
wieder. Er berichtet liber vergleichende Untersuchungen, die im Zentrallabor der
HAG-AG Bremen an 5 entcoffeinierten Kaffeesorten nach 11 verschiedenen Me-
thoden oder Varianten durchgefiihrt worden sind. Die an ein und derselben Kaffee-
probe nach verschiedenen Methoden gefundenen Coffein-Gehalte variieren sehr
stark. Die Werte sind gelegentlich, je nach Methoden, um das 2- bis 5fache ver-
schieden. Auf Grund dieser Untersuchungen empfiehlt Albanese fiir Routine-
untersuchungen und als Betriebsmethode eine eigene Schnellmethode, deren Resul-
tate gut mit den nach der Methode Bower (7) und der Methode Barbera (12) {iber-
einstimmen sollen. Ein analoges Verfahren wird von Albanese (16) fiir coffein-
freie Kaffee-Extrakte beschrieben. Welche Methode die zuverlissigsten, d. h. dem
wahren Coffein-Gehalt der Probe am nichsten liegenden Werte liefert, geht aus
der Arbeit von Albanese nicht hervor, weil die «wahren» Coffein-Gehalte der
untersuchten Proben nicht bekannt sind. Um die Brauchbarkeit der verschiedenen
Methoden abzuschitzen, miiffite man unbedingt eine zuverldssige Methode besitzen,
die Resultate liefert, die dem wahren Coffein-Gehalt des Untersuchungsmaterials
moglichst nahe kommen.

Die spektrophotometrische Bestimmung von Coffein in reinen Losungen ist
mit modernen UV-Spektralphotometern sehr einfach und genau. Die Hauptschwie-
rigkeit bei allen UV-spektrophotometrischen Bestimmungen besteht darin, alle
Begleitstoffe, die im UV meistens ebenfalls absorbieren, vollstindig zu entfernen.

Unsere neue, spektrophotometrische Methode unterscheidet sich in einigen
wesentlichen Punkten von den meisten bisher iiblichen Verfahren. Wir haben
cinige bereits mehr oder weniger bekannte Operationen kombiniert, so daf} schlief3-
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lich das im Untersuchungsmaterial vorhandene Coffein quantitativ und rein in
der auszumessenden Losung vorliegt. In dieser Arbeit wird die neue Methode in
allen Einzelheiten systematisch iiberpriift, um die optimalen Versuchsbedingungen
festzulegen. Durch Modellversuche wird die Richtigkeit und Zuverlissigkeit be-
wiesen. Zahlreiche Analysen von coffeinhaltigem und entcoffeiniertem Bohnen-
kaffee sowie von Kaffee-Extrakten geben Aufschlufl iiber die Versuchsstreuung.

1. Prinzip der AufschluBmethode

In einer ersten Stufe wird das Untersuchungsmaterial mit konz. Schwefelsaure
bei ca. 200 ° C aufgeschlossen. Wihrend dieser Operation, die erstmals von Cor-
tes (17) empfohlen, dann von Hadorn und Suter (8) iibernommen wurde, verkohlt
die organische Substanz weitgehend. Das Coffein wird dabei nicht angegriffen.

In einer zweiten Operation wird das mit Wasser verdiinnte Aufschluf3-Ge-
misch samt Kohle in einen Perforator tibergefiihrt und das Coffein mit Chloro-
form quantitativ perforiert.

Nach dem Abdestillieren des Chloroforms hinterbleibt bereits ziemlich reines
Coffein. Dieses muf} noch gereinigt werden. Gut bewahrt hat sich eine chroma-
tographische Reinigung an einer kombinierten Saule mit basischem Aluminium-
oxid, die in der obersten Zone mit Natronlauge befeuchtet ist. Als Elutionsmittel
diente Chloroform. Das Coffein wird schlieflich in Wasser gelst und im UV
spektrophotometrisch bestimmt.

2. Spektrophotometrische Coffein-Bestimmung

a) Absorptionsspektren

Coffein, gelst in Wasser oder in sehr verdiinnter Siure zeigt eine charakteri-
stische Absorptionsbande im UV mit einem Absorptionsmaximum bei 272 my. In
Chloroform als Losungsmittel erhdlt man eine dhnliche Absorptionskurve, die
Extinktion ist etwas geringer und die ganze Absorptionsbande ist etwas nach dem
lingeren Wellenlangenbereich verschoben, mit einem Maximum bei 276 mp. (siche
Figur 1). Die Lichtabsorption gehorcht iiber einen grofien Konzentrationsbereich
dem Beerschen Gesetz.

Wir fanden folgende Konstanten:
In Waser oder 0,01 /o Schwefelsdure (Maximum bei 272 mp) E 1" — 500
In Chloroform (Maximum bei 276 mp) E 1% — 485

Obige Mittelwerte aus mehreren Messungen stimmen gut mit den Angaben von
Vercillo und Manzone (18) iiberein.
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Extinktion Figur 1 UV-Absorptionsspektren von Coffein

0,8 mg Coffein in 100 ml Wasser
0,8 mg Coffein in 100 ml Chloroform

b) Einfluf von Siuren und Lauge

Im Prinzip ist es gleichgiiltig, ob man die spektrophotometrische Bestimmung
des Coffeins in Chloroform oder in wisseriger Losung ausfithrt. Die Erfahrung hat
aber gezeigt, dafl dem aus Kaffee isolierten Coffein meist noch Spuren lipoidartiger
Stoffe anhaften, die im UV ebenfalls absorbieren und daher in Chloroformldsung
storen. Durch Losen des Coffeins in Wasser oder Schwefelsiure lassen sich diese
Verunreinigungen abtrennen. Wir haben uns deshalb auf wisserige Losungen be-
schrinkt. Eigene Versuche zeigten, dafl das Absorptionsspektrum und die Extink-
tion des Coffeins gleich bleiben, wenn in neutraler, schwach saurer oder schwach
ammoniakalischer Losung ausgemessen wird. Da wir spiter in einigen Versuchen
den Coffein-Lipoid-Riickstand mit Schwefelsiure 16sten bzw. hydrolysierten,
mufite noch der Einfluf} der Schwefelsaurekonzentration auf die Extinktion ge-
priifft werden. Hohere Schwefelsiurekonzentrationen (1—2 %) vermindern die
Extinktion des Coffeins etwas und verschieben das Maximum minim nach kiirze-
ren Wellenlingen. Aus den Resultaten der Tabelle 1 ist ersichtlich, daf} bei Kon-
zentrationen zwischen 0 und 0,1 %o Schwefelsdure in der Endlosung die Extinktion
des Coffeins nur unmerklich verandert wird.

Tabelle 1

Einflufl der Schwefelsiurekonzentration anf die Extinktion des Coffeins

s s Schwefelsiure- g et ; : /
06 mi Losung | Komsentrationinder | EXEARRel | O e

0,80 0 0,400 100

0,80 0,05 0,400 100

0,80 0,1 0,398 99,5
0,80 0,2 0,397 99,3
0,80 0,3 0,395 98,7
0,80 1,0 0,398 97 %
0,80 2,0 0,374 93,6
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In den meisten Versuchen haben wir die Schwefelsdiurekonzentration niedrig
(0,01 bis 0,02 %) gehalten, so dafl wir die gleiche Eichkurve wie in Wasser be-
niitzen konnten.

3. Verhalten des Coffeins beim Schwefelsaure-Aufschlufl

Durch den Aufschluff mit konzentrierter Schwefelsiure verkohlt die organi-
sche Substanz weitgehend. Das Coffein wird dabei nicht verindert. Bei der an-
schliefenden Extraktion der verdiinnten schwefelsauren Losung mit Chloroform
gelangen neben Coffein stets noch wechselnde Mengen gelbbraun gefdrbter Ver-
unreinigungen in den Chlororform-Extrakt.

Es hat sich nun gezeigt, dafl bei hoherer Aufschlufltemperatur oder lingerer
Aufschlufizeit die Anteile an Verunreinigungen stark vermindert werden, da sie
offenbar weitgehend durch die Schwefelsiure zerstort werden. Es sollten die op-
timalen Bedingungen gefunden werden, unter denen die storenden Begleitstoffe
moglichst vollstindig zerstort, das Coffein jedoch noch nicht zersetzt wird.

a) Schwefelsiure-Menge

Der Schwefelsiure-Aufschluff entspricht der Anfangsphase einer Kjeldahl-
Bestimmung. Unter dem Einfluf} der konzentrierten Schwefelsiure werden die or-
ganischen Stoffe des Kaffees weitgehend zersetzt. Zum Teil werden sie oxydiert,
zum Teil verkohlen sie.

Cortes (17) behandelt 1 g fein gepulverten Kaffee mit 2 ml konzentrierter
Schwefelsiure auf dem Wasserbad. Je nach dem Verhiltnis von Schwefelsiure zu
Substanz verlduft der Aufschlul etwas verschieden. Mit geringen Mengen Schwe-
felsaure (Verhiltnis 1:2) erhidlt man eine grobe und sehr harte Kohle. Hieraus 1df3t
sich das eingeschlossene Coffein bei der Perforation nur sehr langsam und oft un-
vollstindig extrahieren. Das isolierte Coffein ist farblos und ziemlich rein. Mit
viel Schwefelsaure (5 ml) dagegen bleibt das Reaktionsgemisch fliissig, nach dem
Verdiinnen erhilt man eine sehr feine Kohle, aus der sich das Coffein besser extra-
hieren 1488t. Aus derartigen Aufschliissen erhilt man ein ziemlich stark verunreinig-
tes Coffein und wihrend der Perforation treten gelegentlich lastige Emulsionen
auf. Diese lassen sich in der Regel durch Aufkochen der Losung verhindern. Nach
zahlreichen Versuchen erwies sich folgendes Aufschlufiverfahren als besonders
ginstig: Der Kaffee wird zunichst mit moglichst wenig Siure aufgeschlossen
(auf 1 Gewichtsteil Kaffee 2 Volumen Teile konzentrierter Schwefelsiure). Dabei
entsteht eine trockene Kohle und die Verunreinigungen werden zersetzt. Gegen
den Schluf, d. h. nach 10 bis 15 Minuten fiigt man noch 2 ml Schwefelsiure zu und
erhitzt noch wihrend ca. 10 Minuten. Die Kohle bildet nun eine weiche Masse,
die sich nach dem Verdiinnen mit Wasser gut perforieren lifit.
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b) Aufschluftemperatur

Unter den Aufschluffbedingungen nach Cortes mit konzentrierter Schwefel-
saure bei Wasserbadtemperatur entstehen verschiedene Nebenprodukte. Bei der an-
schliefenden Perforation mit Chloroform gelangen betrachtliche Mengen gelber
und brauner Verunreinigungen in das Coffein. Durch Erhohung der Aufschlufi-
temperatur konnen diese Verunreinigungen weitgehend zerstort werden. Es mufite
gepriift werden, wie hoch tiberhaupt erhitzt werden darf, ohne daff dabei Coffein
zersetzt wird.

In einem entcoffeinierten Kaffee-Extrakt haben wir den Aufschluff in einem
Luftbad mit Thermometer bei verschiedenen Temperaturen ausgefithrt und jeweils
den Coffein-Gehalt nach der am Schlufl der Arbeit beschriebenen Vorschrift be-

stimmt.

Tabelle 2 Einfluff der Aufschlufitemperatur

Je 500 mg entcoffeinierter Kaffee-Extrakt wurden mit 1 ml konzentrierter Schwefel-
saure wihrend 20 Minuten erhitzt, dann 2 ml konzentrierte Schwefelsiure zugegeben und
wihrend weiteren 10 Minuten erhitzt.

e SntachiGRicmparybax ML L il oy Foxtealitas
1 95 91C 0,135 intensiv gelb
2 200 9.C 0,132 farblos
3 250-<.C 0,111 schwach gelblich
4 20026 0,020 intensiv gelb

Aus den Resultaten der Tabelle 2 geht hervor, dafl bei Temperaturen bis
200 © C keine Zersetzung des Coffeins erfolgt. Bei 250 ° C macht sich bereits eine
geringe Zersetzung bemerkbar und bei 300 ° C wird das Coffein zum grofiten Teil

zerstort. Als optimal fiir den Aufschluf} erwies sich eine Temperatur von 180 bis
200 °C,

c) Aufschlufizeit

Um zu priifen, ob die Aufschlulzeit einen Einflufy auf das Resultat hat, haben
wir je 500 mg eines coffeinfreien Kaffee-Extraktes mit 1 ml konzentrierter Schwe-
felsdure wahrend verschiedenen Zeiten bei 180—200 ° C aufgeschlossen, dann noch
2 ml Schwefelsiure zugesetzt und weitere 10 Minuten erhitzt. Die Resultate sind
in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Nach 10—20 Minuten langer Erhitzung sind keine Coffein-Verluste zu be-
obachten. Bei 30 Minuten langer Erhitzung mit 1 ml Schwefelsiure wird die Masse
vollig trocken, weil die Schwefelsiure teilweise fiir die Oxydation der organischen
Substanz verbraucht wird. Dabei sind bereits geringe Coffein-Verluste zu be-
obachten. Bei 60 Minuten langer Erhitzung der trockenen Masse gehen merkliche
Mengen Coffein, vermutlich infolge Verfliichtigung, verloren. Nach der end-
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giiltigen Vorschrift, nach welcher 10—15 Minuten erhitzt wird, finden keine Ver-
luste statt, wie durch Modellversuche mit reinem Coffein und mit Mischungen von
Cichorie und Coffein bewiesen wird.

Tabelle 3 Einflufd der Aufschlufizeit

Je 500 mg eines entcoffeinierten Kaffee-Extraktes wurden mit Schwefelsiure unter
wechselnden Bedingungen aufgeschlossen.

Varstioh 1. Erhitzung mit 2. Erhitzung nach .
Nr. 1 m.l HaS04 Zusatz von 2 ml HeSO: /o Coffein
Minuten Minuten

1 10 10 0,129

; 15 10 0.131

? 20 10 0,129

72 20 10 0,129

s 30 10 0,125

2 60 10 0,108

d) Modellversuch mit reinem Coffein

Um zu beweisen, dafl beim Schwefelsiure-Aufschluff kein Coffein zersetzt oder
umgewandelt wird, haben wir in einem Modellversuch 0,786 mg Coffein mit 1 ml
konzentrierter Schwefelsiure wihrend 30 Minuten auf 180—200 °© C erhitzt. An-
schlieflend wurde wie iiblich perforiert, chromatographisch gereinigt und die Lo-
sung spektrophotometrisch ausgemessen. Die Coffein-Ausbeute betrug 99,6 %o.
Das Absorptionsspektrum dieser Losung war identisch mit demjenigen einer reinen
Coffein-Losung. Nach unserem Analysengang erhdlt man somit in der Endlosung
das Coffein quantitativ.

4, Ausschiitteln bzw. Perforieren des Coffeins

Nach beendetem Aufschluff mit Schwefelsiure wird die abgekiihlte Fliissigkeit
mit Wasser verdiinnt. Aus dieser wiasserigen Fliissigkeit, die viel fein verteilte Kohle
enthilt, mufl nun das Coffein quantitativ extrahiert werden. Da die Kohle das
Coffein adsorbiert, ist die quantitative Extraktion ziemlich zeitraubend.

a) Ausschiitteln im Scheidetrichter

Wir versuchten, das Coffein durch wiederholtes Ausschiitteln mit Chloroform
im Scheidetrichter aus der kohlehaltigen Aufschluf3fliissigkeit auszuziehen. Nach
6 Ausschiittlungen mit je 50 ml Chloroform waren erst 78 %o des vorhandenen
Coffeins extrahiert. Die Operation ist viel zu zeitraubend, zudem ist die Schich-
tentrennung unbefriedigend.
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Tabelle 4

Coffein-Ausbeute beim Perforieren mit Chloroform und mit Dichlorithylen in
sanrem und alkalischem Milien
Je 500 mg Rostkaffee wurden zunichst wihrend 15 Minuten mit 1 ml konzentrierter
Schwefelsdure bei 180—200 © C aufgeschlossen, dann weitere 2 ml Schwefelsiure zugefiigt
und wihrend 10 Minuten weiter erhitzt. Das mit Wasser verdiinnte Aufschluflgemisch
wurde unter wechselnden Bedingungen perforiert.

Perforation mit CHCIls | Perforation mit C:H:Cl2
Coffein-Ausbeute
Sawer | jolien | Sawer | uoity
Nach 2 Stunden Perforieren mg 5,60 1,98 5,02 1,80
Nach weiteren 2 Stunden mg 0,25 1,75 0,63 1,42
Total nach 4 Stunden mg 5,85 3,73 5,65 3,22
Ausbeute nach 4 Stunden in %o 100 63,8 96,6 55,1

b) Perforieren

Wir haben daher die Aufschlufifliissigkeit samt Kohle quantitativ in einen Per-
forator nach Pritzker und Jungkunz (19) tibergefiihrt und mit verschiedenen Lo-
sungsmitteln, wie Chloroform, Dichloriathylen und Tetrachlorkohlenstoff perfo-
riert. Tetrachlorkohlenstoff erwies sich als am unglinstigsten. Nach 6stiindigem
Perforieren (aus saurer Losung), wenn mit Chloroform bereits das gesamte Coffein
entzogen ist, werden mit Tetrachlorkohlenstoff nur 80 %o des Coffeins erhalten. Im
Prinzip kann das Coffein mit Chloroform sowohl aus saurer als auch aus alka-
lischer Losung ausgezogen werden. Diesbeziigliche Perforationsversuche mit Chlo-
roform und Dichlordthylen sind in der Tabelle 4 zusammengestellt. Aus den Re-
sultaten ist klar ersichtlich, dafl die Perforation aus soda-alkalischer Losung viel
zeitraubender ist und nicht in Frage kommt. Mit Chloroform ist nach 4 Stunden
das Coffein praktisch quantitativ entzogen, mit Dichlorithylen geht die Perfo-
ration bedeutend langsamer.

In der Tabelle 5 finden sich die Resultate von 3 weiteren Perforationsversu-
chen mit einem gewohnlichen Rostkaffee, einem entcoffeiniertem Kaffee-Extrakt
und einem Modellversuch, bestehend aus Cichorie und reinem Coffein.

Der Schwefelsdure-Aufschlufl erfolgte nach der im Abschnitt «Methodik»
beschriebenen Weise. Perforiert wurde mit Chloroform in schwefelsaurer Losung.
Jede Stunde wurden die Kolbchen am Perforator ausgewechselt und die einzelnen
Perforationsriickstinde getrennt nach der im Abschnitt «Methodik» beschriebenen
Vorschrift aufgearbeitet und darin die Coffein-Menge bestimmt. Die Kohle im
Perforator wurde stiindlich einmal aufgeriihrt. Die Versuche zeigen, dafl sich die
Resultate asymptotisch einem Endwert nihern (siche Figur 2). Die Perforation
kann nach 4—5 Stunden abgebrochen werden, da nach dieser Zeit die Coffein-
Ausbeute 98—99 %o betrigt.
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Tabelle 5 Einflufl der Perforationszeit

Perforation mit Chloroform in schwefelsaurer Losung

Réstkaffee Entcoffeinierter Modellversuch
Perforations- | (Einwaage = 503,4 mg) (Einlézf:::-gxggggtmg) 15;),2 5mng1gcéc(?f%?i?1
Stﬁg‘:gen
Coffein Ausbeute Coffein Ausbeute Coffein Ausbeute

mg /o mg %o mg /g
1 — — — — 11,60 78,6
2 5,10 86,5 0,590 84,4 13,72 93,0
3 5,625 95,4 0,605 96,9 14,27 96,8
- 5,794 98,3 0,615 98,4 14,49 98,2
6 5,899 100* 0,625 100%* 14,61 991
9 — — — — 14,67 99,5

* Die nach 6 Stunden erhaltene Coffeinmenge wurde willkiirlich als 100 %0 angenommen.
Die noch in der wisserigen Losung befindlichen Coffein-Spuren kénnen vernachlassigt
werden.

5. Reinigung der Chloroform-Extrakte °/y Ausbeute Figur 2

Wir haben verschiedene Reinigungsoperationen
systematisch tiberpriift.

a) Nochmaliger Schwefelsaure-Aufschlufs

Der wenige Miligramme betragende Riickstand
mit dem Roh-Coffein wurde mit 1—2 ml konzen-
trierter Schwefelsiure vermischt und auf dem Luft-
bad nochmals wihrend %/ Stunde auf 180 ° C er- ST, MR

hitzt. Nach dem Erkalten wurde mit Wasser ver- 193¢ 56 7T 8 §
diinnt und das Coffein mit Chloroform ausge- Perforationszeit in Stunden
schiittelt. Die gelb gefarbten Verunreinigungen

waren bei diesem zweiten Sdureaufschluff nicht Coffeinausbente als Funk-
zerstort worden. tion der Perforationszeit

b) Oxydation in wdsseriger Lésung mit Permanganat

Wir haben versucht, die storenden Begleitstoffe durch Oxydation mit Kalium-
permanganat in wasseriger Losung zu oxydieren, wie dies verschiedene Autoren
(1, 3,9, 10) vorschlagen. Zur Entfernung des Uberschusses an Kaliumpermanganat
und des entstandenen Mangan-IV-hydroxids haben wir Versuche mit schwefliger
Sdure, mit Wasserstoffperoxid und mit Hydroxylamin angestellt. Modellversuche
zeigten, dafl die urspriinglich gelblichen Losungen durch die Permanganat-Reini-
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gung vollstindig entfirbt und das Coffein dabei nicht angegriffen wurde. Schwef-
lige Siure und Wasserstoffperoxid erwiesen sich als unglinstig zur Entfernung des
Permanganat-Uberschusses, weil beide Reagenzien mit Coffein eine Erhohung der
Extinktion bei 272 myp. verursachten. Mit Hydroxylamin war dies nicht der Fall.
Wurden in Modellversuchen reine Coffein-Losungen in schwefelsaurer Losung mit
Kaliumpermanganat behandelt und mit Hydroxylaminsulfat entfarbt, fand man
vor und nach der Behandlung die gleiche Extinktion bei 272 my..

In der Praxis erwies sich die Permanganat-Reinigung jedoch als unbrauchbar.
Die gelb gefirbten Verunreinigungen werden zwar vollstindig entfarbt. Die spek:
trophotometrische Messung im UV bei 272 mu gab jedoch ausnahmslos zu hohe
Coffein-Werte. Vermutlich werden gerade jene Verunreinigungen, die im UV-Licht
eine merkliche Absorption zeigen, durch die Oxydation mit Permanganat nicht
zerstort.

c) Reinigung mit Carrez-Losung

Durch eine Reinigung mit Carrez-Losung (je 0,5 ml Carrez I und II auf 50
ml Endlésung), die von Manelli und Mancini (9) empfohlen wird, lassen sich die
gefirbten Verunreinigungen und andere storende Stoffe weitgehend entfernen.
Diese Reinigung der Coffein-Ausziige in wasseriger Losung fihrte nicht zum Ziel,
weil der nach der Klirung in der Losung verbleibende Uberschufl an Zinksulfat
eine starke, nicht reproduzierbare Erhohung der Extinktion bei 272 my. verursacht.

d) Chromatographische Reinigung

Hadorn und Jungkunz (6) haben das nach einer anderen Methode erhaltene
Roh-Coffein erfolgreich durch chromatographische Reinigung an einer ammonia-
kalischen Aluminiumoxid-Siule gereinigt. Als Losungsmittel diente Chloroform.
Unsere Coffein-Riickstinde lieflen sich nach dieser Methode nicht befriedigend
reinigen, da stets ein Teil der gelben Verunreinigungen durch die Sdule hindurch
ins Eluat gelangt. Wir haben mit wechselndem Erfolg die verschiedenartigsten
Sdulen und Kombinationen ausprobiert. Sdulen mit Kieselgel und Celit bewihr-
ten sich nicht, da dieselben stets merkliche Mengen von UV-absorbierenden Stof-
fen an Chloroform abgaben. Auch mit dem ammoniakalischen Chloroform, das
Hadorn und Jungkunz empfehlen, haben wir gelegentlich Miflerfolge beobachtet.
Beim Aufbewahren des mit Ammoniak gesittigten Chloroforms verfliichtigt sich
das Ammoniak allmihlich. Schliefilich reicht der Ammoniak-Gehalt nicht mehr
aus, um die Aluminiumoxid-Siule geniigend ammoniakalisch zu machen, wodurch
das Eluieren des Coffeins stark verzogert wird (siehe Tabelle 6).

Am besten bewzhrt hat sich schliefllich eine kombinierte Sdule aus basischem
Aluminiumoxid (Al:O3; mit 1% Natriumkarbonatlosung behandelt, abfiltriert,
getrocknet und geglitht). Als Elutionsmittel diente reines Chloroform. Vor der
Beniitzung wurde die Sdule im obern Teil in einer Linge von 1—2 cm mit 10%iger
Natronlauge befeuchtet. Die frische Saule gibt, nachdem sie mit 10 ml Chloroform
durchgespiilt worden war, keine Spur von Substanzen ab, die im UV absorbieren.
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Das UV-Absorptionsspektrum einer durch obige Siule filtrierten, reinen Coffein-
Losung war identisch mit demjenigen einer nicht chromatographierten reinen Cof-
fein-Losung. Wird der etwas eingeengte Chloroformauszug mit dem Roh-Coffein
durch diese Saule filtriert, bleibt ein Teil der Verunreinigungen in der obersten
Zone, d. h. in der Laugenschicht zuriick. Spuren von gewissen gelben Verunreini-
gungen wandern durch die wisserige Laugenschicht hindurch, sie werden aber un-
mittelbar darunter in der obersten Zone des wasserfreien Aluminiumoxids adsor-
biert. Das durch die Sdule austretende Eluat ist vollstandig farblos und hinter-
lafit nach dem Abdestillieren des Chloroforms rein weifles, schon kristallisiertes
Coffein. Das Eluieren des Coffeins aus der basischen Aluminiumoxid-Siule ge-
lingt sehr gut und quantitativ, wie die Modellversuche in Tabelle 6 zeigen.

Tabelle 6 Eluieren von Coffein aus verschiedenen Siulen

Genau abgewogene Mengen Coffein wurden in Chloroform geldst, durch die Siule
filtriert und mit Chloroform eluiert. Das Eluat wurde fraktionenweise aufgefangen und
in jeder Fraktion das eluierte Coffein bestimmt.

Ammoniakglisehe Sdule

Fraktion 4 g Al:O3 mit 10 ml Kombinierte basische Siule
= ml Eluat ammoniakalischem 4 g bas. Al:Os + 0,7 ml1 10 °/o NaOH (oben)
Chloroform getriankt
eingesetzt 10,85 mg Coffein | eingesetzt 10,65 mg Coffein | eingesetzt 0,838 mg Coffein
gefunden mg %o gefunden mg 0/ gefunden mg %
10 6,84 63 8,90 83,6 e —-
20 9,94 91,5 10,60 99,6 — —
30 10,29 94,9 10,61 99,8 0,838 100,0
40 10,33 95,5 10,61 99,8 0,838 100,0
50 10,35 95,6 — - - —
60 10,36 95,6 — o - —

Aus der kombinierten basischen Aluminiumoxid-Siule wurden Coffein-Mengen
zwischen 0,8 und 10 mg rasch und quantitativ eluiert, wihrend sich aus der am-
moniakalischen Siule gelegentlich die letzten Anteile des Coffeins nur langsam
eluieren lassen.

Wie sich erst spater zeigte, ist das aus Kaffee isolierte und chromatographisch
gereinigte Coffein meistens noch mit Spuren von farblosen, lipoidldslichen Stoffen
verunreinigt, die im UV eine geringe Absorption zeigen. Uber die Eigenschaften
dieser Verunreinigungen und deren Entfernung wird in einem spiteren Abschnitt
ausfiihrlich berichtet.

e) Spektrophotometrische Reinbeitspriifung der Coffein-Lésung

Die UV-spektrophotometrische Bestimmung liefert nur richtige Werte, wenn
die ausgemessene, verdiinnte Coffein-Losung rein ist, d. h. keine Verunreinigungen
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Extinktion Figur 3 Extinktion Figur 4
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Auszuges eines Schwefelsiure-Aufschlus-

ses in Wasser UV-Absorptionsspektren des Chloroform-

auszuges eines Schwefelsiure-Aufschlusses

a) Vor chromatographischer Reinigung in Wasser

b) Nach chromatographischer Reinigung _ e

d) Differenz zwischen Kurve a und b a) vor chromatographisc.:her Rem'xg.ung
(Untergrund) b) nach chromatographischer Reinigung

c) UV-Spektrum von 200 mg reinem Cof- c) reines Coffein

fein in 100 ml Wasser

enthalt, die bei 272 myp. ebenfalls absorbieren. Eine zuverldssige Kontrolle iiber die
Reinheit des Coffeins gibt das UV-Absorptionsspektrum. Wenn absorbierende Ver-
unreinigungen vorhanden sind, erscheint die Kurve etwas erhoht. Um dies zu de-
monstrieren, haben wir die Absorptionsspektren der Coffein-Ausziige aus Kaffee
vor und nach chromatographischer Reinigung verglichen. 207 mg eines nicht
entcoffeinierten Rostkaffees wurden wie iiblich mit konzentrierter Schwefel-
saure bei 200 ° C aufgeschlossen und das Coffein perforiert. Der Chloroformauszug
wurde in zwei gleiche Teile geteilt. Die eine Hilfte wurde an einer kombinierten
basischen Aluminiumoxidsiule gereinigt, das Chloroform vorsichtig abdestilliert und
der Riickstand in 500 ml Wasser gelost und das UV-Absorptionsspektrum aufge-
nommen. Die andere Hilfte wurde analog, jedoch ohne chromatographische Rei-
nigung in Wasser gelost und ausgemessen.
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In der Figur 3 sind die beiden Absorptionskurven dargestellt. Beide Kurven
sind dhnlich. Die Kurve a vor der chromatographischen Reinigung ist gegeniiber
der Kurve b des gereinigten Coffeins etwas {iberhoht, was besonders deutlich im
Absorptionsminimum bei 246 mp. und im langwelligen UV bei 300 my. erkennbar
ist. Auf Grund der Messung im Absorptionsmaximum wiirde in unserem Beispiel
der Coffein-Gehalt um 5,8 %o relativ zu hoch ausfallen. Die Uberhohung stammt
von absorbierenden Verunreinigungen her, die bei der chromatographischen Rei-
nigung entfernt werden. Kurve d stellt die Differenz der beiden Kurven, den
sogenannten «Untergrund» dar. Zum Vergleich ist auch das Absorptionsspektrum
von chemisch reinem Coffein eingezeichnet (Kurve c).

Analoge Versuche wurden mit einem entcoffeinierten Rostkaffee (522 mg)
durchgefiithrt. Das Coffein wurde jeweils in 25 ml Wasser gelost (siche Figur 4).
Hier sind die Unterschiede viel ausgeprigter. Die Absorptionskurve vor der chro-
matographischen Reinigung ist stark iiberhSht, weil im Verhiltnis zum Coffein viel
mehr Verunreinigungen vorhanden sind. Aus der Kurve a in Figur 4 liefle sich
ein um das dreifache zu hoher Coffein-Gehalt errechnen. Nach der chromatographi-
schen Reinigung erhilt man ebenfalls ziemlich reines Coffein. Das Absorptions-
spektrum (Kurve b) 1iflt allerdings noch auf geringe Mengen von Verunreinigun-
gen schlieffen, da die Kurve im kurzwelligen UV, sowie im langwelligen Bereich
bei 300 mp gegeniiber reinem Coffein (Kurve c) deutlich iiberhoht ist. Es ist
keineswegs notig, zur Kontrolle der Reinheit der Coffein-Losungen immer die
ganze Absorptionskurve aufzunehmen. Es gentigen 1 oder 2 Kontrollmessungen.
Man bildet zweckmiflig bestimmte Verhiltniszahlen. Bei reinem Coffein betrigt
beispielsweise die Extinktion im Absorptionsminimum 26,5 %o derjenigen im Ab-
sorptionsmaximum. Es gilt folgende Beziehung:

E 246
P 100 = 26,5
Im langwelligen Bereich bei 300 mp. gilt fiir reines Coffein folgende Relation:
i .
T 100 = 2,0

In der Tabelle 7 sind diese Relationen fiir reines Coffein, sowie fiir verschie-
dene, mehr oder weniger gereinigte Ausziige aus Kaffee-Produkten zusammen-
gestellt.

Bei den Modellversuchen 2 und 3, in welchen bekannte Mengen Cichorie und
Coffein zusammen aufgeschlossen und aufgearbeitet worden sind, fanden wir na-
hezu die theoretischen Coffein-Mengen wieder. Das Coffein war praktisch rein,
die beiden Relationen sind gegeniiber chemisch reinem Coffein nur unbedeutend
erhoht. Beim Modellversuch 4, in welchem der Coffeingehalt im Verhiltnis zur
Cichorie-Menge extrem niedrig war, erwies sich das isolierte Coffein als nicht
ganz rein. Die beiden Relationen sind deutlich erhéht und wir fanden einen um
5% zu hohen Coffein-Gehalt. Bezogen auf den Coffein-Gehalt im Ausgangs-
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material fallt dieser Fehler allerdings nicht stark ins Gewicht. Wir fanden 0,042 %
statt 0,040 % Coffein.

Die Versuche 5 und 6 wurden bereits als Absorptionskurven in den Figuren
3 und 4 dargestellt. Sie veranschaulichen den Einflufl der chromatographischen
Reinigung. Beim nicht entcoffeinierten Rostkaffee wird nach der chromatogra-
phischen Reinigung wiederum sehr reines Coffein erhalten. Ohne chromatogra-
phische Reinigung sind die beiden Relationen deutlich erhéht und der Coffein-
Gehalt fillt etwas hoch aus. Beim entcoffeinierten Rostkaffee ist das Coffein vor
der chromatographischen Reinigung sehr stark verunreinigt. Nach chromato-
£ bei 9 %,

Die Praxis hat ergeben, dafl man nach unserer Vorschrift bei allen nicht ent-
coffeinierten Kaffeprodukten sehr reines Coffein erhilt. Das aus entcoffeinierten
Produkten isolierte Coffein ist meistens mit geringen Mengen anderer Stoffe ver-
E 300
E 972
tient unter 10 % liegt, sind die Resultate brauchbar und nicht verfilscht. Sie kon-
nen um ca. 5 %o relativ zu hoch liegen.

Die ErhShung der Absorptionskurve durch gewisse Verunreinigungen, die
einen «Untergrund» verursachen, 1aflt sich rechnerisch oder graphisch nach dem
sogenannten «Grundlinienverfahren» (22) korrigieren. Uber dieses Korrektur-
verfahren hat Smith (20) anlifilich des internationalen Kolloquiums in Paris be-
richtet.

In dieser Arbeit wird auf diese Korrektur nicht niher eingegangen. Sie soll
spater in einem anderen Zusammenhang ausfiihrlich besprochen werden.

graphischer Reinigung liegt der Quotient

unreinigt. Der Quotient 100 ist daher etwas erhoht. Solange dieser Quo-

Uber lipoidlosliche Verunreinigungen und Nebenreaktionen des Coffeins

Nach der chromatographischen Reinigung durch die kombinierte basische Alu-
miniumoxid-Saule erhielten wir in allen Fillen vollig farbloses, gut kristallisie-
rendes Coffein. Parallelbestimmungen lieferten in der Regel sehr gut reproduzier-
bare Resultaté.

Ab und zu, besonders bei entcoffeiniertem Roh- und Rostkaffee traten gewisse
Unstimmigkeiten auf. Im Prinzip miifite es gleichgiiltig sein, ob das Coffein in
Chloroform oder in wisseriger Losung spektrophotometrisch bestimmt wird. Das
Ausmessen in Chloroform wire einfacher, weil man nach der chromatographi-
schen Reinigung das Eluat nur auf ein bestimmtes Volumen verdiinnen miifite,
wihrend fiir die Messung in Wasser ein nochmaliges Abdestillieren des Chloro-
forms notig ist. Aus den Resultaten der Tabelle 8 geht deutlich hervor, dafl man in
Chloroform hohere Coffein-Gehalte findet als in Wasser.

Diese Unstimmigkeiten, die sich hauptsichlich bei entcoffeinierten Produkten
auswirken, sind auf geringe Mengen lipoidloslicher (farbloser) Verunreinigungen
zuriickzufiihren, die bei der Chromatographie mit dem Coffein ins Eluat gelangen.
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Tabelle 7

Relationen der UV-Absorption von Coffein und verschiedenen gereinigten

Ausziigen
Abwei-
Resultat
Ch to- SRR h
Nr. Untersuchungsmaterial grgglﬁ:cﬁe 2 o . 100 B in . 100 (Coffe‘tin A csg?lgv::tm
Reinigung E 12 E w2 n}goo/ =X in %/
in %) relativ
1 Coffein, chemisch rein — 26,7 2,0 100 %/ 0
2 Modellversuch ja 31,6 5,0 4,04 mg + 0,5
500 mg Cichorie
4,02 mg Coffein
3 Modellversuch ja 27 2.5 0,796 mg | — 0,4
500 mg Cichorie
0,80 mg Coffein
4 Modellversuch ja 50,5 11,9 0,210 mg | -+ 5,0
500 mg Cichorie
0,20 mg Coffein
5 Rostkaffee ja 28 4,2 1,16 /o —
5a Rostkaffee nein 34 6,7 1,23 %/ + 5,8
6 Entcoffeinierter
Rostkaffee ja 46 9,2 0,0335 9/ —
6a | Entcoffeinierter
Rostkaffee nein 85 36,5 0,102% | - 206
Tabelle 8

Spektrophotometrische Coffein-Bestimmung in Chloroform- und in

wdsseriger Losung

Die aus Kaffee isolierten und chromatographisch gereinigten Ausziige wurden zunichst
in Chloroform-Losung bei 276 my, ausgemessen. In einem aliquoten Teil wurde nach dem
Verdunsten des Chloroforms das Coffein in Wasser aufgenommen und spektrophoto-
metrisch bei 272 my, bestimmt.

Produkt

Messung in Chloroform

0/p Coffein

Messung in Wasser

0/y Coffein

Entcoffeinierter Rohkaffee

Entcoffeinierter Rostkaffee

0,069
0,067

0,034
0,036
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Extinktion Figur 5 Absorptionskurven in Chloroform

0,45
a) Coffein aus 521 mg entcoffei-
GAQE niertem Rohkaffee, chromato-
| graphisch gereinigt und gelost
he in 50 ml Chloroform
030} b) Reines Coffein (0,65 mg in
' 100 ml Chloroform)
025
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0,16 |
010}
0,05

240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 mw

a) Absorptionskurven

Der Beweis, dafl das chromatographisch gereinigte Coffein nicht geniigend rein
ist, liefert die UV-Absorptionskurve in Chloroform. Die Absorptionskurve des
chromatographisch gereinigten Coffein-Auszuges aus entcoffeiniertem Rohkaffee
in Figur 5 ist gegeniiber der Absorptionskurve des reinen Coffeins stark tber-
hoht. Dies erkennt man besonders deutlich im Absorptionsminimum, sowie im
langwelligen UV, oberhalb 300 myp. wo reines Coffein nicht mehr meflbar absor-
biert. Wesentlich bessere Resultate werden erzielt, wenn man den Abdampf-
riickstand nach der chromatographischen Reinigung in Wasser 16st. Das Coffein
geht in Losung, die storenden lipoidartigen Verunreinigungen bleiben als unlos-
liche, fettartige Schicht oder als Ring an der Kolbenwand haften. Die wisserigen
Coffein-Losungen erwiesen sich in den meisten Fillen als spektrophotometrisch
rein.

b) Untersuchung der wasserloslichen Riickstinde

Nach der chromatographischen Reinigung hinterbleibt nach dem Abdestillie-
ren des Chloroforms, wie erwahnt, rein weifles Coffein, das noch mit etwas lipoid-
artigen Stoffen verunreinigt ist. In kaltem Wasser oder in verdiinnter Schwe-
felsdure 16st sich die Hauptmenge des Coffeins glatt auf. In vielen Fillen blieb
jedoch ein betrichtlicher Anteil des Coffeins hartnickig im Riickstand mit den
lipoidartigen Verunreinigungen zuriick. Dies lifit sich einerseits an den etwas zu
niedrigen Resultaten (besonders deutlich bei entcoffeiniertem Kaffee bemerkbar),
anderseits am Absorptionsspektrum der lipoidartigen Riickstinde erkennen.

Zur weiteren Untersuchung dieser lipoidartigen Stoffe haben wir nach dem
Herauslosen des Coffeins das Kolbchen vorerst gut mit Wasser nachgespiilt und
getrocknet. Den Lipoidriickstand 16sten wir in wenigen ml Chloroform. Die Ab-
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sorptionskurven zeigen ein charakteristisches Bild. Sehr oft war eine gut ausge-
prigte Bande mit einem Maximum bei 276 my. vorhanden, die nur von Coffein
herriihren kann (siehe Figur 6, Kurve 1).

UV-Absorptionskurven der wasserléslichen Lipoid-Riickstinde - )
Extinktion  Figur 6

Lipoide aus 500 mg Kaffee, gelost in 50 ml Chloroform
0,14
I. Lipoidriickstand mit Coffein-Lipoid-Additionsverbindung (Ab-
dampfriickstand nach der chromatographischen Reinigung auf
105 © C erhitzt). Diese Absorptionskurve entspricht dem Fleck 1 g1
im Chromatogramm der Figur 7.
3. Lipoid-Riickstand ohne Coffein-Additions-Verbindung (nicht er- %08

hitzt) entspricht dem Fleck 3 im Chromatogramm der Figur 7. g

0,12

Versuchsbedingungen Ll |

0,02

Je 500 mg entcoffeinierter Kaffee wurden mit Schwefelsiure aufge-,
schlossen, das Coffein mit Chloroform perforiert und chromatogra-
phisch gereinigt. Nach dem Abdestillieren des Chloroforms wurde der
Riickstand mit dem Coffein und den Lipoid-Spuren im Versuch 1 einige
Minuten im Trockenschrank bei 103—105 © C getrocknet. Bei Versuch 3 ist nicht erhitzt
worden. Das Coffein wurde mit verdiinnter Schwefelsiure gelost, die Kélbchen mit den
Lipoid-Riickstinden mit Wasser ausgespiilt und getrocknet. Die Lipoid-Riickstinde haben
wir in 10 ml Chloroform geldst und die UV- Absorptionskurven aufgenommen. In der Fi-
gur 6 sind alle Extinktionen auf ein Volumen von 50 ml Chloroform umgerechnet, damit
sie mit den Extinktionen der Coffein-Bestimmung (50 ml Wasser) vergleichbar sind.

Wir vermuteten zuerst, dafl es sich dabei um freies Coffein handle, das aus
irgendwelchen Griinden (beispielsweise wegen Umbhiillung mit Fettstoffen) vom
Wasser nicht aus dem Riickstand herausgelost worden war. Wir haben daher die
Lipoid-Riickstinde diinnschichtchromatographisch gepriift. Die aus 0,5 g Kaffee
stammenden wasserunldslichen Lipoid-Riickstinde wurden in wenig Chloroform ge-
16st und moglichst vollstindig auf Platten mit fluoreszierendem Kieselgel GF 254
nach Stabl aufgetragen. Als Fliefmittel diente ein Gemisch Aceton-Methanol
1 + 1. Die Laufzeit betrug 30 Minuten.

Unter der UV-Lampe erkennt man auf den Diinnschichtchromatogrammen die
Alkaloide als dunkle, nicht fluoreszierende Flecken (siche Figur 7). Reines Coffein
hat einen Rf-100-Wert von 60. In den gepriiften Lipoid-Riickstinden lief sich
freies Coffein nicht nachweisen. Ein auffallender dunkler Fleck mit Rf - 100 =
77—78 war jedoch in all jenen Lipoidriickstinden erkennbar, die im UV-Ab-
sorptionsspektrum die charakteristische Coffein-Bande zeigten. Hieraus mufl ge-
schlossen werden, dafl das Coffein von den Lipoiden nicht bloff umhiillt oder ein-
geschlossen wird, sondern eine chemische Bindung eingeht, die wir vorliufig als
Coffein-Lipoid-Additionsverbindung bezeichnen. Im Diinnschichtchromatogramm
wandert diese Additionsverbindung weiter als freies Coffein.

Wir versuchten, diese Additionsverbindung hydrolytisch zu spalten. Einstiin-
diges Kochen mit verdiinnter Schwefelsdure (0,01—1%ig) oder Erhitzen auf dem
Wasserbad blieben erfolglos. Das Coffein wurde nicht abgespalten.
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Die in den Lipoidriickstinden gebundenen Coffein-Mengen variierten iibrigens
stark. Gelegentlich waren nach dem Losen des Coffeins im wasserldslichen Lipoid-
riickstand nur noch Spuren oder i{iberhaupt kein Coffein mehr nachweisbar. Die
Bildung der Coffein-Lipoid-Additionsverbindung mufite also von Zufilligkeiten
in der Arbeitsweise abhingen, die uns vorerst noch unbekannt waren.

Durch systematische Versuche konnte gezeigt werden, daff die Coffein-Verluste
hauptsichlich dann eintreten, wenn das Roh-Coffein oder auch das chromato-
graphisch gereinigte Coffein nach dem Abdestillieren des Chloroforms auf dem
Wasserbad oder im Trockenschrank lingere Zeit erhitzt wird. (Vgl. Figur 7 mit
den Diinnschichtschromatogrammen). Ein Teil des Coffeins wird dabei wasser-
unléslich und bildet die chloroformlésliche Coffein-Lipoid-Verbindung, wodurch
die erwihnten Verluste entstehen. Auf Coffeinverluste beim Abdampfen von Cof-
fein-Chloroform-Losungen bis zur Trockne hat bereits Smith (20) hingewiesen. Er
hat vermutet, dafl sich dabei etwas Coffein verfliichtigt («des pertes de caféine par
volatilisation».) Zweifellos handelt es sich hier ebenfalls um chemische Neben-
reaktionen. In der Tabelle 9 sind einige Erhitzungsversuche mit reinem Coffein,
das nach dem Schwefelsiure-Aufschlufl aus entcoffeiniertem Kaffee isoliert wor-
den war, zusammengestellt. Nach 20—30 Minuten langem Erhitzen von reinem
Coffein im Trockenschrank bei 103—105 © C, waren merkliche Verluste (6—8 %)
zu beobachten. Viel grofler sind die Verluste bei dem aus Kaffee isolierten, noch
ziemlich stark verunreinigten Coffein. Es wurden aliquote Teile des Chloroform-
Extraktes eingedampft und die Riickstinde im Trockenschrank erhitzt. Nach 5
Minuten langem Erhitzen betrug der Verlust bereits 26,8 %, nach 30 Mi-
nuten 76,9 %. Im chromatographisch gereinigten Chloroform-Extrakt sind die
Verluste etwas geringer. Diese Coffein-Verluste infolge einer Nebenreaktion beim
trockenen Erwiarmen sind eigentlich recht erstaunlich, wenn man bedenkt, daf}
beim Schwefelsaure-Aufschlufl wahrend lingerer Zeit (*/» Stunde) auf Tempera-
turen bis 200 © C erhitzt wird und dabei keine Coffein-Verluste auftreten.

Die Coffein-Verluste konnen vermieden werden, wenn man das Chloroform
auf dem Wasserbad nicht vollstindig abdestilliert, sondern die letzten Reste bei
Zimmertemperatur verdunsten laf3t.

Nach dem Ausblasen der Chloroform-Dimpfe erhilt man einen Riickstand,
der das gesamte Coffein unzersetzt enthilt. In kaltem Wasser 16st sich dieses glatt
und vollstindig auf. Ein Zusatz von Schwefelsaure oder ein Erwarmen der Losung
ist nicht erforderlich. Die Lipoide bleiben an der Kolbenwand haften. Dieser
Lipoidriickstand enthilt weder freies Coffein noch die Coffein-Lipoid-Additions-
verbindung (siehe Figur 7, Fleck 3). In Chloroform gelost, zeigt der wasserun-
16sliche Riickstand im UV eine schwache Absorption, aber keine Coffein-Bande.
Diese Absorption (Figur 6, Kurve 3, oder «Untergrund» der Lipoide verursacht
die stets etwas zu hohen Coffein-Gehalte, wenn man die UV-spektrophotometrische
Bestimmung in Chloroform-Losung, statt in wisseriger Losung ausfithrt (vgl.

Abschnitt 6a).
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Tabelle 9

Coffein-Verluste beim trockenen Erbitzen (105 ° C) von reinem Coffein sowie von
Chloroform-Ausziigen aus Kaffee

Coffei . Chloroformauszug von
oremIom entcoffeinertem Rohkaffee
Erhit- Nach
5 wal . ; Vor chromatogra-
ol Seriell | phicoher Reinigun |y chpomaiorre
Coffein | Verlust | Coffein | Verlust | Coffein | Verlust | Coffein | Verlust
mg /o mg 0/a mg 0/g mg 0/
0 0,208 0 0,370 0 0,164 0 0,174 0
5 0,208 0 0,360 2.7 0,120 26,8 0,168 3.4
10 0,208 0 — — — — — —
20 0,195 6,3 — —_ — - — e
30 0,190 8,7 0,342 7,6 0,038 76,9 0,083 52.2

Figur 7

Rf 100

Diinnschichtchromatogramme von Lipoid-
Riickstinden und Vergleichsflecken mit 178
reinem Coffein

1., 2., 4. Der Abdampf-Riickstand nach sif O @ @
der chromatographischen Reinigung (Cof-
fein + Lipoide) wurde im Trockenschrank
erhitzt, dann das Coffein mit Wasser her-
ausgelost. Der wasserunlosliche Riickstand,
gelost in Chloroform, wurde aufgetragen

und chromatographiert.
3. Abdampf-Riickstand nicht erhitzt.

0
0
Q

————— ———————————— —o————0———1

40y 20v 3 e 3 4 10y 50v
Coffein Coffein

7. Modellversuche

Um die Zuverldssigkeit der neuen Methode zu iiberpriifen, haben wir zahl-
reiche Modellversuche angestellt. Als Modellsubstanz beniitzten wir Mischungen
aus fein gemahlenem Kaffeezusatz (vorwiegend Cichorie) und genau bekannten
Mengen Coffein. In 50 ml Bechergliser wurde die erforderliche Coffein-Menge
abgewogen oder in Form einer verdiinnten Coffein-Losung (1,0 mg bzw. 0,1 mg)
abpipettiert und das Wasser bei Zimmertemperatur verdunsten gelassen. An-
schlieflend wurde die abgewogene nfenge Cichorie zugegeben, dann mit konzen-
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trierter Schwefelsdure aufgeschlossen und weiter verfahren, wie in der am Schluf}
dieser Arbeit angegebenen Methode beschrieben. Beim Schwefelsiure-Aufschlufl
verhalt sich der Kaffeezusatz (Cichorie) ganz dhnlich wie Kaffee. Die Substanz
wird teilweise oxydiert und verkohlt weitgehend.

Tabelle 10  Modellversuche mit Cichorie und Coffein

Modell-Mischung .
Nr. g(gtc"lifﬁll:n Ausﬂ?:-ute
/g Coffein Cichorie mg Coffein mg mg
1 0 500 0 0,020 .-
2 0 500 0 0,019 o
3 0 500 0 0,019 -
-+ 100 0 0,784 0,780 99,5
5 0,04 500 0,20 0,21 105,0
6 0,16 500 0,80 0,796 99.5
7 0,8 500 4,02 4,04 100,5
8 1,39 487 6,80 6,80 100,0
9 1,40 500 7,00 6,95 99,3
10 1,42 610 8,66 8,59 99.2
11 2,95 500 14,75 14,61 99,1

Die Resultate unserer Modellversuche sind in der Tabelle 10 aufgefiihrt. Die
Versuche Nr. 1 bis 3 mit Cichorie ohne Coffein zeigen, dafl bei unserer Methode
aus der Cichorie nur Spuren von Verunreinigungen, die Coffein vortiuschen, in
die Endlosung gelangen. Auf Grund eines schwach angedeuteten Maximums bei
272 my. in der Absorptionskurve dieser Extrakte aus Cichorie lag sogar die Ver-
mutung nahe, dafl der von uns beniitzte Kaffee-Zusatz des Handels mit Spuren von
Coffein oder Kaffee verunreinigt war. Versuch Nr. 4 mit reinem Coffein beweist,
dafl beim Schwefelsdure-Aufschlufl kein Coffein zerstort und bei den anschlieflenden
Operationen keine Verluste entstehen. In den Versuchen Nr. 5 bis 11, in welchen
Cichorie und Coffein in stark wechselnden Mengenverhiltnissen (0,04—2,95 %o Cof-
fein) vorlagen, wurde das zugesetzte Coffein quantitativ und mit grofler Genauig-
keit wiedergefunden. Die Abweichungen vom theoretischen Wert liegen normaler-
weise unter 1 %o relativ. Aus den Versuchen Nr. 6—11 berechnet sich eine mittlere
Coffein-Ausbeute zu 99,6 °/o der Theorie. Die Standard-Abweichung betrigt * 0,5.
Bei extrem niedrigen Coffein-Gehalten (unter 0,1 %), wie dies in entcoffeiniertem
Kaffee der Fall ist (Modellversuch Nr. 5), sind die Abweichungen grofler. Der re-
lative Fehler betriagt ca. 5 %o.

8. Coffeinbestimmungen in Kaffee und Kaffee-Extrakten des Handels

Wir haben nach unserer neuen Methode den Coffein-Gehalt in Roh- und
Rostkaffee, in Kaffee-Extrakten sowie in einigen entcoffeinierten Produkten be-
stimmt.
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Tabelle 11

Coffein-Bestimmungen in Handelsprodukten

b i p Rela;)tiver "
: : ; Standard- Wiederhol- treubereic
Untersuchungsmaterial Emzelbesil.m e Aﬁg%:;:eln Mlttt:_{lwert AbWZ?Chal;ng s stregbere:)lch X t_s—IOO
1 N + (P —t- 95 /l]) X
= = « 8
/o 0/y /o
Rohkaffee, coffeinhaltig 2,56 2,54 . 255 6 2:553 0,008 0,021 0,8
256 256 2,54
Rostkaffee, coffeinhaltig 116 147 . 1,16 7z 117 0,009 0,023 2,0
1,17 1,18 1,18
1,16
Kaffee-Extrakt, coffeinhaltig| 4,15 4,12 4,13 7 413 0,011 0,026 0,6
4,13 4,13 4,14
4,12
Entcoffeinierter Rohkaffee 0,033 0,035 0,035 12 0,0342 0,0011 0,0025 T
0,035 0,035 0,033
0,035 Q0,035 0,033
0,035 0,034 0,032
Entcoffeinierter Rostkaffee 0,035 0,034 0,034 11 0,0341 0,0009 0,0021 6,1
0,035, 0,033 0,033
0,036 0,034 0,034
0,034 0,033
Entcoffeinierter 0,129 0,131 0,127 zZ 0,127 0,0033 0,0079 6,2
Kaffee-Extrakt 0.129: 0,125 -0,121
0,129




Die Resultate sind in der Tabelle 11 zusammengestellt. Aus den Einzelbe-
stimmungen, die zeitlich oft mehrere Wochen auseinander lagen und von ver-
schiedenen Analytikern stammten, sind-die Mittelwerte, die Standardabweichun-
gen sowie die Streubereiche nach den Angaben von Dérffel (21) berechnet wor-
den. Die Reproduzierbarkeit der Resultate ist fast durchwegs sehr gut. Bei den
coffeinhaltigen Produkten schwankt die Standardabweichung zwischen 0,008 und
0,011. Der Wiederholstreubereich fiir die statistische Sicherheit P = 95 %o betrigt
0,021—0,026. In relativen Zahlen, d.h. in % des Mittelwertes schwankt der
Streubereich zwischen 0,6 und 2 %o, was als sehr gut zu bezeichnen ist. Berechnet
man die Standardabweichung aus den 20 Einzelbestimmungen der 3 coffeinhalti-
gen Produkte, so ergeben sich eher etwas glinstigere Resultate (Standardabwei-
chung s = 0,0096; Streubereich = 0,020). Fiir die entcoffeinierten Produkte er-
rechnen sich Standardabweichungen und Streubereiche, die um eine Zehnerpotenz
kleiner sind. In relativen Zahlen, d. h. in % des Mittelwertes ausgedriickt, ist der
Streubereich als Folge der sehr geringen Coffein-Gehalte wesentlich hoher. Fiir die
statistische Sicherheit P = 95 %0 betrigt der Streubereich fiir entcoffeinierte Pro-
dukte 6,1—7,3 %o relativ, was immer noch als gut zu bezeichnen ist, wenn man be-
riicksichtigt, dafl zwischen den Resultaten nach anderen Methoden Unterschiede
von 100 bis 400 %o vorkommen.

Arbeitsvorschrift

Coffein-Bestimmung in Kaffee und Kaffee-Extrakten, UV-spektrophotome-
trisch (fiir coffeinhaltige und entcoffeinierte Produkte anwendbar).
Prinzip

1. Das Untersuchungsmaterial wird zunichst mit konzentrierter Schwefel-
sdure bei ca. 200 © C aufgeschlossen. Dabei wird das Coffein nicht angegriffen,
die tbrigen organischen Stoffe verkohlen weitgehend. Nach dem Erkalten wird
mit Wasser verdiinnt, der gesamte Aufschlufy samt Kohle in einen Perforator ge-
sptlt und das Coffein mit Chloroform perforiert. Der Chloroform-Extrakt wird
zur Reinigung durch eine basische Aluminiumoxidsidule filtriert. Nach dem Ab-
destillieren des Losungsmittels wird das Coffein in Wasser gelost und spektro-
photometrisch bestimmt.

Reagenzien

2. a) Schwefelsiunre konzentriert 95—97%ig;

b) Coffein-Eichlésung, enthaltend 0,400 mg reines, wasserfreies Coffein in
100 ml Wasser;

c) Chloroform, rein;

d) Aluminiumoxid basisch. Aluminiumoxid nach Brockmann wird in einem
Becherglas mit 1%iger Natriumkarbonatldsung iibergossen und gut umgeriihrt.
Anschlieffend wird auf einer Nutsche abfiltriert, ohne mit Wasser nachzuwaschen.
Das Aluminiumoxid trocknet man an der Luft oder im Trockenschrank und gliiht
es hierauf in einer Platinschale bei 600—700° C. Es wird in einer Glasschliff-
Flasche vor Feuchtigkeit geschiitzt aufbewahrt.

e) Natronlange ca. 10%ig.
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Apparatur

3. a) Luftbad (siche Figur 8). Eine Konservendose von ca. 8,5 cm Durchmesser
und 11 cm Hohe mit durchléchertem Boden wird zur Isolation mit Asbestpapier
umwickelt. Oben wird sie mit einer Asbestplatte zugedeckt, die 2 kreisrunde Boh-
rungen hat. In die grofle Offnung pafit ein 50 ml-Becherglas, in die kleinere wird
ein Thermometer gesteckt. Geheizt wird mit einer Bunsenflamme.

Als Luftbad kann auch ein regulierbarer Infrarotstrahler (Fa. Biichi,
Flawil) beniitzt werden, den man mit einer passenden Asbestplatte bedeckt.
b) Perforator nach Pritzker und Jungkunz (19).

Ausfiihrung der Bestimmung

4. a) Schwefelsiure-Aufschlufl. Die Einwaage richtet sich nach dem Coffein-
Gehalt des Untersuchungsmaterials. Sie betrdgt bei:

Roh- und Rostkaffee, nicht entcoffeiniert 0,2¢g
Roh- und Rostkaffee, entcoffeiniert 0,5¢g
Kaffee-Extrakt, coffeinhaltig o,lg
Kaffee-Extrakt, entcoffeiniert 0,2—0,3 g

Q

L Figur 8
Das fein gemahlene Untersuchungsmaterial 1
wird auf der Analysenwaage in ein 50 ml-Becher-
glas abgewogen und mit dem doppelten Volumen
konzentrierter Schwefelsiure versetzt (mittels
Stabpipette gibt man fiir je 0,1 g Einwaage 0,2 ml
Schwefelsiure zu). Mit einem flach gedriickten
Glasstab wird das Gemisch gut homogenisiert und
anschliefend auf dem Luftbad erhitzt. Hierbei
schiebt man das Becherglas bis zum Rand durch U
den kreisrunden Ausschnitt in der Asbestplatte, so

dafl es in das Luftbad hineinragt. Die Wirmezu-

fuhr ist so zu regulieren, daff die Temperatur 180

bis 200 © C betrdagt. Man liflc das Aufschluff-Ge-

misch wahrend 10—15 Minuten bei dieser Tem-

peratur stehen, wobei die Masse vollstindig ver-

kohlt. Nun fiigt man weitere 2 ml konzentrier- e =

ter Schwefelsiure zu, rithrt um und erhitzt noch Luofibad: e den’ Sihwelel
wihrend 10 Minuten weiter. siure-Aufschluf}

Nach dem Erkalten wird zunichst die Kohle mit dem flach gedriickten
Glasstab fein verrieben und hierauf mit insgesamt 10 ml Wasser, das man unter

Umriihren in kleinen Portionen zugibt, verdiinnt. Man kocht das Gemisch wihrend
1 Minute und kiihlt ab.
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b) Perforation. Einen Perforator nach Pritzker und Jungkunz beschickt
man zunichst mit ca. 50 ml reinem Chloroform. Anschliefend fihrt man die
gesamte nach 4a erhaltene Aufschlufifliissigkeit samt Kohle quantitativ in den
Perforator iiber. Das Becherglas wird mehrmals mit wenig Wasser gewaschen
und evtl. an der Glaswand haftende Kohle mittels Gummiwischer entfernt.
Die wisserige Schicht soll ca. 50 ml betragen. Man gibt nun (bei gedffnetem
Hahn) noch so viel Chloroform in den Perforator, bis das Kolbchen zu etwa /5
mit Chloroform gefiillt ist. Nachdem der Einhdngekiihler aufgesetzt ist, wird das
Kolbchen auf einem Luftbad oder Infrarotstrahler erhitzt bis das Chloroform
siedet und in sehr rascher Tropfenfolge vom Kihler tropft. Die wisserige
schicht im Perforator mit der Kohle wird stiindlich einmal mittels Glasstab oder
durch rotierende Bewegungen des ganzen Perforators aufgewirbelt. Die Perforation
dauert 4—5 Stunden. Das Kolbchen wird abgenommen und das Chloroform vor-
sichtig auf einem Wasserbad bis auf 10—20 ml abdestilliert. Es soll auf keinen Fall
bis zur Trockne abdestilliert werden.

c) Chromatographische Reinigung. Die kombinierte Aluminiumoxid-Séule
wird wie folgt beschickt: in ein unten verjingtes und mit Wattebausch ver-
schlossenes Glasrohr von ca. 12 mm Durchmesser und ca. 20 cm Linge bringt man
4 g basisches Aluminiumoxid (siche unter 2d) und klopft die Sdule, bis die Fiillung
schon gleichmaflig ist. Die Sdule wird nun 2mal nacheinander mit je 10 ml Chloro-
form ausgewaschen und das unten ausflieffende Chloroform samt evtl. vorhan-
denen Verunreinigungen verworfen. Auf die oberste Zone der Siule gibt man
mittels Pipette 0,7 ml 10%ige Natronlauge. Den nach 2 b erhaltenen, auf 10—20
ml eingeengten Chloroformauszug gieffit man auf die Sdule und saugt ganz schwach
ab. Kolbchen und Siule werden portionenweise mit insgesamt 30 ml Chloroform
nachgewaschen und das Eluat in einem tadellos gereinigten und trockenen Schliff-
kolbchen aufgefangen.

Das Chloroform wird nun vorsichtig auf dem Wasserbad bis auf einen
kleinen Rest (ca. 1 ml) abdestilliert. Unter dem Abzug lifit man, ohne weiter zu
erwirmen, den Rest des Chloroforms aus dem schrig gestellten Kolbchen ver-
dunsten. Die letzten Spuren Chloroform verteibt man durch vorsichtiges Aus-
blasen.

d) Spektrophotometrische Messung. Zum Abdampfriickstand, der rein
weifles Coffein und geringe Mengen lipoidartiger Verunreinigungen enthilt, pipet-
tiert man 50 ml Wasser. Man schwenkt gut um, damit die Glaswand {iberall be-
netzt wird und das Coffein in Losung geht.

Bei allen entcoffeinierten Produkten wird direkt diese wisserige Losung
spektrophotometrisch ausgemessen. Bei den nicht entcoffeinierten Produkten mufd
die Losung auf das 20fache verdiinnt werden. Man pipettiert 5 ml in ein 10-ml
Meflkolbchen und fiillt mit Wasser bis zur Marke auf.

Die Extinktion obiger Coffein-Losung wird in 1 ¢cm Quarzkiivetten ge-
gen Wasser in einem UV-Spektralphotometer bei 272 mp. gemessen. Zur Kontrolle,
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ob die Coffeinlésung spektroskopisch rein ist, mifit man noch die E.xtinktion bei
300 my. Diese Extinktion ist gering, sie darf hochstens 10 %o der bei 272 my. ge-

messenen Extinktion betragen.
Eso

. 0
Fiir chemisch reines Coffein betrigt der Quotient Q = T 100 = 2 %o,

Eine Kontrollmessung mit der Coffein-Eichlosung (0,400 mg Coffein in 100 ml
Wasser) soll, bei 272 mp. gegen destilliertes Wasser gemessen, die Extinktion 0,200

zeigen.

Berechnung

5. Eine Extinktion von 1,00 bei 1 cm Schichtdicke enspricht einer Konzentra-
tion von 2,00 mg Coffein in 100 ml. Die abgelesene Extinktion, multipliziert mit
2 gibt die Coffein-Menge in 100 ml Endlosung. Unter Beriicksichtigung der Ver-
diinnung und der Einwaage berechnet man den Coffein-Gehalt des Ausgangs-
materials. Es gilt folgende Formel:

2:B+¥Y

Coffein in % = ————— wobei
a

a = Einwaage in mg;
E = abgelesene Extinktion (1 cm Kiivette; 272 my.);
V = Volumen der Endverdiinnung.
Bei entcoffeiniertem Kaffee ist V=50 ml; bei nicht entcoffeiniertem Kaffee

dagegen betrdgt das Endvolumen (wegen der nochmaligen Verdiinnung 1 : 20)
V = 1000 ml.

Analysenbeispiele

6. In der Tabelle 12 sind Analysenbeispiele aus der Praxis fiir 3 verschiedene
Produkte aufgefiihrt. Aus den angegebenen Zahlen iiber Einwaage, Verdiinnung
und den gemessenen Extinktionen lassen sich die Resultate nachrechnen.

Zusammenfassung

1. Es wurde eine neue UV-spektrophotometrische Methode zur Bestimmung des Cof-
fein-Gehaltes in Kaffee ausgearbeitet. Die Methode ist anwendbar auf gewdhnlichen und
entcoffeinierten Roh- und Rostkaffee, sowie auf Kaffee-Extrakte.

2. Das Untersuchungsmaterial wird zunichst mit konzentrierter Schwefelsiure aufge-
schlossen und das Coffein durch Perforation mit Chloroform entzogen. Die weitere Rei-
nigung des Chloroform-Extraktes erfolgt chromatographisch an einer Siule mit basischem
Aluminiumoxid. Das gereinigte Coffein wird nach dem Abdestillieren des Losungsmittels
in Wasser gelost und UV-spektrophotometrisch bestimmt.

3. Jede einzelne Phase der Methode wurde iiberpriift und ihre Zuverlissigkeit durch
zahlreiche Modellversuche bewiesen. An verschiedenen Kaffeesorten und Kaffee-Extrakten
des Handels wurde die neue Methode ausprobiert. Es werden statistische Angaben iiber
Reproduzierbarkeit und Genauigkeit gemacht.
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Tabelle 12 Analysenbeispiele
ot [Pt 0
Einwaage 0,2042 ¢ 0,5070 g 0,1011 g
Schwefelsiuremenge fiir den Aufschlufl 0,4 ml 1,0 ml 0,2 ml
Nach 10 Minuten zugesetzte Menge
Schwefelsiure 2,0 ml 2,0 ml 2,0 ml
Wassermenge zum Losen des chromato-
graphisch gereinigten Coffeins 50 ml 50 ml 50 ml
Weitere Verdiinnung 5 — 100 ml - 5 — 100 ml
Volumen der Endlésung 1000 ml 50 ml 1000 ml
Gemessene Extinktion bei 272 my,
in 1 cm Kiivette 0,260 0,170 0,209
Extinktion bei 300 my, 0,008 0,015 0,005
B
Verhiltnis  ——— - 100 3,1 % 8,8 /o 2,4%
Esgre
Coffeingehalt im Ausgangsmaterial 2,55% 0,0335 % 4,13 %
Résumé

1. Une nouvelle méthode de dosage spectrophotométrique dans I’'UV de la caféine dans
le café a été mise au point; elle est applicable aux cafés bruts et torréfiés, courants ou
décaféinés, aussi bien qu’aux extraits de café, ce qui fut confirmé par de nombreux essais
pratiques.

2. Le produit 4 examiner est traité de ’acide sulfurique concentré, puis la caféine est
extraite au chloroforme. Aprés distillation du chloroforme la caféine est purifiée par
passage sur une colonne d’alumine basique, puis dosée, en solution aqueuse, par spectro-
photométrie dans I'ultraviolet.

3. Chaque phase de la méthode a été contrblée par des essais modéles. On a analysé
diverses sortes de café et des extraits de café du commerce. On a calculé divers chiffres
statistiques (déviation standard, précision et reproductibilité).

Summary

Description of a new procedure for the UV spectrophotometric determination of
coffeine in normal and in coffeine-free raw and toasted coffee, as well as in coffee ex-
tracts. This method has been applied with success to many commercial products.
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