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UV-Spektrophotometrische Theobfomin-Bestimmung
in Kakao und Schokolade

Von H. Hadorn und K. Ziircher

Laboratorium des Verbandes schweiz. Konsumvereine (VSK) Basel

1. Einleitung

Die Theobromin-Bestimmung, oder genauer die Gesamt-Alkaloid-Bestim-
mung (Theobromin und Coffein), leistet wertvolle Dienste zur Berechnung der
fettfreien Kakaomasse in kompliziert zusammengesetzten Kakao- und Schoko-
ladenerzeugnissen. Es ist die einzige direkte Methode zur Berechnung der fett-
freien Kakaomasse. Fiir die Theobromin-Bestimmung sind bereits zahlreiche, mei-
stens recht umstiandliche und zeitraubende Methoden vorgeschlagen worden. Auf
Grund eigener Untersuchungen (1, 2, 3) darf die von Pritzker und Jungkunz (4)
ausgearbeitete und von uns etwas modifizierte Perforationsmethode als recht
genau angesehen werden.

Eine einfachere, fiir Routineuntersuchungen rasch durchfiihrbare spektro-
photometrische Methode wire jedoch sehr erwiinscht. Da Theobromin und
Coffein im Ultraviolett charakteristische, stark ausgeprigte Absorptionsbanden
mit einem Maximum bei 272 nm aufweisen, sollte die UV-spektrophotometrische
Bestimmung im Prinzip mdglich sein.

Nach der Methode Pritzker und Jungkunz (4) wird die Kakaomasse oder die
Schokolade zunichst mit Wasser und Magnesiumoxid gekocht und dann filtriert.
Das meistens schwach opalisierende, gelblich gefirbte Filtrat enthilt die Alkaloide
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Theobromin und Coffein. In einem aliquoten Teil des Filtrates werden die Alka-
loide mit Chloroform perforiert und schlieflich nach Kjeldahl bestimmt. Orien-
tierende Vorversuche haben ergeben, dafl dieses Filtrat nach entsprechender Ver-
diinnung im Ultraviolett eine sehr stark ausgepridgte, charakteristische Absorp-
tionsbande der Alkaloide zeigt. Die Kurven waren aber ziemlich stark {ber-
hoht, was auf absorbierende Verunreinigungen hindeutet. Durch eine Kldrung
nach Carrez lieflen sich diese stérenden Verunreinigungen weitgehend entfernen,
worauf man wesentlich bessere Kurven erhielt, die mit derjenigen von reinem
Theobromin weitgehend {ibereinstimmten. In zahlreichen Kakaomassen und
Schokoladen haben wir nach der eben skizzierten spektrophotometrischen Methode
und nach der Perforationsmethode gut iibereinstimmende Resultate erhalten. In
vereinzelten Fillen wurden groflere Unterschiede beobachtet, so dafl sich eine
Uberpriifung der spektrophotometrischen Methode aufdringte. Dabei zeigte sich,
dafl sowohl beim Aufschluff der Kakaomasse mit Magnesiumoxid als auch bei der
anschliefenden Klirung nach Carrez Theobromin-Verluste auftreten. Nach zahl-
reichen systematischen Versuchen wurde schliefilich eine Methode ausgearbeitet,
nach welcher man den Gesamtalkaloid-Gehalt (Summe aus Theobromin und
Coffein) quantitativ, rasch und zuverldssig bestimmen kann. Bleiessig erwies sich
fiir diesen Zweck als nahezu ideales Klarmittel.

2. UV-Absorptionskurven von Theobromin und Coffein

a) Reine Alkaloide

Die UV-Absorptionskurven von Theobromin und Coffein in neutraier oder
schwach saurer Losung sind sehr dhnlich. Beide Alkaloide zeigen ein Absorptions-
maximum bei 272 nm und ein Minimum bei 242 nm. Aus den Figuren 1 und 2
geht hervor, dafl die Extinktion der Theobromin-Losung (1 mg in 100 ml) im
Absorptionsmaximum grofler ist als die Extinktion einer Coffein-Losung gleicher
Konzentration. Fiir den molaren Extinktionsmodul ¢ ergeben sich jedoch fiir beide
Alkaloide ganz dhnliche Werte

E} 1’;’n molarer Extinktionsmodul ¢
Theobromin 565 1,02 108
Coffein 505 0,98 - 105

1 %,

Die Umrechnung von E} [*

kulargewicht bedeutet:

in ¢ erfolgt mit folgender Formel, wobei M das Mole-

g=0,1- M= ELI
b). Absorptionskurven von Kakaoausziigen
Die aus Kakao oder Schokolade erhaltenen Ausziige sind auch nach der Kli-
rung mit Carrez-Losung oder mit Bleiessig meistens noch mit Stoffen verunreinigt,
die im UV ebenfalls absorbieren. Dadurch werden die Absorptionskurven etwas
gehoben (siehe Figur 3). Um den storenden Einflufl des sogenannten «Unter-
grundes» auszuschalten, beniitzt man graphische oder rechnerische Verfahren.
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220 260 300 nm 220 260 300 nm 2920 260 300 nm
UV-Absorptionsspektrum von UV-Absorptionsspektrum von UV-Absorptionskurve der
reinem Theobromin reinem Coffein Alkaloide aus Milchschokolade
1 mg Theobromin + 0,6 ml HCI 1 mg Coffein -+ 0,5 ml HCI 100 ml Lésung entsprechen
10 % in 100 ml 10 % in 100 ml 0,6 g Schokolade

c) Graphische Korrektur des Untergrundes

Die Korrektur nach dem sogenannten Grundlinienverfahren ist bereits in einer
fritheren Arbeit (5) bei der Coffein-Bestimmung nach Levine (6) ausfithrlich be-
schrieben worden.

Wir ziehen die Grundlinie vom Absorptionsminimum (EJ5") bis zur Absorp-
tion bei 300 nm. Vom Absorptionsmaximum wird eine Linie senkrecht auf die

Ordinate gezogen. Fiir die Berechnung des Theobromin-Gehaltes dient nur der

iber der Basislinie liegende Extinktionsanteil EN5"—Ep. Das Stick unter der

Basislinie Ep kann je nach Verunreinigung grofler oder kleiner ausfallen, was
deutlich in den Figuren 2 und 3 ersichtlich ist. Aus den Absorptionskurven mit
reinen Alkaloiden wurden die Umrechnungsfaktoren bestimmt. Multipliziert man
den Extinktionsanteil tiber der Basislinie bis zum Maximum (E}5“—Ep) mit dem
entsprechenden Faktor 2,07, erhdlt man den Theobromingehalt in mg/100 ml Lo-
sung. Dieses Korrekturverfahren liefert nur zuverlissige Werte, wenn die UV-
Absorptionskurve einen relativ geringen Untergrund aufweist. Wenn die Ab-
sorptionskurve der storenden Verunreinigungen zwischen 242 und 300 nm
nicht linear verlduft, was in der Regel der Fall sein diirfte, ist die Grundlinien-
Korrektur fehlerhaft.

Wie in Abschnitt 6¢ gezeigt wird, bewihrte sich diese Art der Korrektur fiir
Theobromin-Bestimmungen in Kakaoprodukten nicht in allen Fillen. Durch
Fremdionen wird die Absorptionskurve des Theobromins im Bereich des Mini-
mums verschoben, wodurch sich Fehler ergeben. Bei stark vanillierten Produkten

erhdlt man ebenfalls verfilschte Resultate, weil die Absorptionsbanden des Vanil-
lins storen.
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d) Rechnerische Korrektur

Wir haben die Korrektur des Untergrundes nach einem einfacheren und fiir
unsere Zwecke viel genaueren Verfahren durchgefithrt. Durch Fremdionen wird
die Absorptionskurve, wie erwihnt, im Bereich des Minimums bei 242 nm be-
einfluflit, jedoch nur unbedeutend im Absorptionsmaximum und bei lingeren
Wellen > 300 nm. Losungen von reinem Theobromin in Wasser oder verdiinnter
Sdure absorbieren bei 306 nm nicht mehr. Bei verunreinigten Losungen dagegen
fillt die Absorptionskurve bei 306 nm nicht ganz auf null ab. Zur Korrektur des
Untergrundes subtrahiert man von der im Absorptionsmaximum gemessenen Ex-
tinktion E75" die Extinktion bei 306 nm. Die Differenz E55“—Eses entspricht
der Extinktion der Alkaloide. Dieser Berechnung liegt die Annahme zugrunde,
daf} die Untergrundabsorption bei 272 und 306 nm annahernd gleich grof} ist.

e) Berechnung der Faktoren

In der Tabelle 1 sind aus zahlreichen UV-Absorptionskurven reiner Alkaloid-
Losungen die Faktoren abgeleitet worden, die zur Berechnung der Alkaloide
dienen. Die entsprechende Extinktion multipliziert mit dem Faktor ergibt den
Alkaloidgehalt in mg pro 100 ml Endlosung. Je nachdem ob der Untergrund
nach dem Grundlinienverfahren oder nach der rechnerischen Methode korrigiert
wird, ist der eine oder andere Faktor zu verwenden.

Die Faktoren «ohne Korrektur» sind direkt aus der Extinktion im Absorp-
tionsmaximum berechnet. Die Faktoren wie sie fiir das «Grundlinienverfahren»
berechnet wurden, streuen etwas stirker, was auf die Verschiebung der Ab-
sorptionskurve im Minimum bei 242 nm zuriickzufiihren ist. Die Faktoren fiir die
rechnerische Korrektur (Es7a—Eses) stimmen beim Theobromin mit den Faktoren
«ohne Korrektur» iiberein, weil reine Theobromin-Losungen bei 306 nm nicht
absorbieren.

3. AufschluBB mit Magnesiumoxid und iiber Adsorptionsverluste

Bei den in der Literatur beschriebenen Methoden zur Theobromin-Bestimmung
wird die Kakaomasse zunachst mit Magnesiumoxid und Wasser in der Wairme
behandelt. Dabei soll das chemisch gebundene Theobromin abgespalten werden.
Bei der Uberpriifung der Methode Pritzker und Jungkunz (4) zeigte sich, dafl das
Magnesiumoxid die unerwiinschte Eigenschaft hat, auch Theobromin zu adsor-
bieren (3). Coffein wird an Magnesiumoxid tiberhaupt nicht adsorbiert. Der Ein-
fluf der Magnesiumoxid-Menge auf die Adsorptionsverluste von Theobromin und
Coffein wurde in einer neuen Versuchsreihe noch einmal gepriift.

Je 1,00 mg Alkaloid, gelost in 100 ml Wasser, wurden mit steigenden Mengen Mag-
nesiumoxid versetzt und der Kolben samt Inhalt gewogen. Hierauf wurde wihrend 10
Minuten gekocht, abgekiihlt, der Kolben wiederum gewogen und das verdampfte Wasser
ersetzt, so daf} in jedem Versuch am Schlufy genau 100 g Wasser vorhanden waren. Nun
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Tabelle 1 Faktoren zur Berechnung der Alkaloide

#*Faktoren zur Berechnung
(1 em Kiivette)
Alkaloid e y pH-Wert Korrekt
th r;:)go el ?_.t?slung Zusidtze in 100 ml Losung End(}g;-ung e (]:';:l:él;l: Er{;;};azx'ur
Korrektur verfahren
—E;p6
Theobromin
1,0 0,5 ml HCI1 109 1.9 {27274 2,02 1,77
1,0 1 mlHCI 10% 1,5 1,79 2,06 1,79
1,0 Bleiessig-Klirung 1.7 1,79 2,07 1,79
0,2 1 mlHCI 109, 1,6 1,80 2,04 1,80
1,0 1 mlHCI 10% 1,6 1,78 2,05 1,78
1,6 1 mlHCI10% 1,6 1,76 2,02 1,76
0,2 1 'ml CH,COOH 10% | 33 1,74 o - 208 (1,74)
1.0 1 ml CH;COOH 10%0 33 1,76 2,04 1,76
1,6 1 ml CH;COOH 10°% 3,3 1,75 2,00 1,75
Mittelwert Y77 2,07%% 1,77
Coffein
1,0 0,5 ml HCI 10%, 2,0 1,97 2,30 1,97
1,0 1 mlHCI 10% 1,55 1,99 2,34 1,99
1,0 Bleiessig-Klirung 157 2,00 2,36 2,00
0,2 1 mlHCI 10% 1.5 98 2,47 1,98
1,0 1 mlHCI 10% 1,6 1,96 2,34 1,98
1,6 1 ml HCI] 10% 1,6 1,98 2,34 1,99
Q2% 1 ml CH;COOH 10% 3,2 1,82 2,38 (1,84)
1,0 1 ml:CH;COOH 109% 2,9 1,91 2,32 (%,95)
1,6 1 ml CH;COOH 10% 27 1,98 2,25 (1,94)
Mittelwert 1,98 2;35 1,98

* Die abgelesene, bzw. korrigierte Extinktion (1 cm Kiivette) multipliziert mit dem ent-
sprechenden Faktor ergibt den Gesamt-Alkaloid-Gehalt in mg Alkaloid pro 100 mi
Losung.

# (Wahrscheinlicher Wert).

wurde filtriert und der Alkaloid-Gehalt im Filtrat spektrophotometrisch bestimmt. Zur
Kontrolle wurde 1 mg Alkaloid mit 100 ml heifflem Wasser, das mit Magnesiumoxid
gesdttigt war, wihrend 10 Minuten gekocht und weiter verfahren, wie im Hauptversuch.
Die bei diesem Versuch (ohne Adsorptionsverluste) gemessene Extinktion entsprach 100 %/o
Alkaloid.

Die Adsorptionsverluste sind als Funktion der Magnesiumoxid-Menge in der
Figur 4 dargestellt. Beim Theobromin sind die Verluste um so grofier, je hoher die
Magnesiumoxid-Menge ist. Coffein wird unter den gleichen Bedingungen iiber-
haupt nicht adsorbiert. Verschiedene Qualititen von Magnesiumoxid zeigen
tibrigens ganz unterschiedliches Adsorptionsvermdgen. Bei 7 Mustern Magnesium-
oxid wechselnder Reinheit und verschiedener Provenienz variierten die Adsorp-
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mg Alkalaid in 100 ml Filtrat Fig. 4

tionsverluste zwischen 15,8 und 53,2 °b, wenn auf
1 mg Alkaloid in 100 ml Losung je 0,5 g Magne-

0,

o siumoxid zugesetzt wurden.

Durch diese ganz erheblichen Theobrominver-
luste (bis 70 %) infolge Adsorption wird die Zu-
verlassigkeit all jener Methoden in Frage gestellt,
die zum Aufschlufy der Kakaomasse Magnesium-
oxid verwenden.

Bei Kakao und Schokolade sind die Adsorp-
tionsverluste jedoch viel geringer als bei Modell-
versuchen mit reinem Theobromin. Es wurde schon
& PRl . friher (3) gezeigt, dafl unter den Bedingungen,
g 05 10 15 209 wie sie Pritzker und Jungkunz bei ihrer Perfora-

i tionsmethode vorschreiben, die Adsorptionsver-
luste, verursacht durch das Magnesiumoxid unbe-
deutend sind. Um diesen Widerspruch abzukliren,
haben wir eine weitere Versuchsreihe angestellt.

Je 7,5 g Kakaomasse oder Schokolade und 100 ml Wasser wurden mit steigenden
Mengen Magnesiumoxid wihrend 10 Minuten gekocht, abgekiihlt, das verdampfte Was-
ser ergidnzt und die Losung filtriert. Ein aliquoter Teil des Filtrates (1 bzw. 5 ml) wurde
anschlieffend nach Carrez geklirt, auf 100 ml verdiinnt und filtiert. Der Theobromin-
gehalt wurde spektrophotometrisch bestimmt.

Adsorption von Theobromin
und Coffein an Magnesiumoxid

Die Resultate sind in der Tabelle 2 zusammengestellt.

Mit steigender Magnesiumoxid-Menge beobachtet man bei allen Produkten eine
deutliche Abnahme des Theobromin-Gehaltes. Dazu ist aber zu bemerken, dafl
mit extrem niedrigen Magnesiumoxidmengen (0,1—0,4 g) ein ungeniigend gerei-
nigtes, intensiv rotbraun gefarbtes Filtrat erhalten wurde. Die Farbstoffe wurden
durch die anschliefende Carrez-Klirung nur mangelhaft entfernt, wodurch bei
der UV-Messung zu hohe Theobromingehalte vorgetiuscht werden. Nahezu
farblose Filtrate erhdlt man erst, wenn auf 7,5 g Kakaomasse mindestens 0,5 g
Magnesiumoxid zugesetzt werden. Mit Magnesiumoxid-Mengen zwischen 0,5 und
2,0 g werden durchwegs recht befriedigend iibereinstimmende Resultate erhalten.
Die Theobrominverluste durch Adsorption sind in diesem Bereich somit relativ
gering. Erst mit extrem hohen Magnesiumoxid-Mengen von 5 bis 10 g treten er-
hebliche Verluste auf. Nach der kiirzlich (3) neu iiberarbeiteten Perforations-
methode von Pritzker und Jungkunz werden auf 15 g Schokolade 3,0 ¢ Magne-
stumoxid zugesetzt, was 1,5 MgO in unserer Versuchsreihe der Tabelle 2 ent-
spricht. Die Magnesiumoxid-Menge bei der Perforationsmethode liegt somit im
Bereich, wo die Adsorption von Theobromin noch unbedeutend ist. Das Ausmafd
der Adsorptionsverluste ist iibrigens auch vom Kakaoprodukt und von der Qua-
litat des verwendeten Magnesiumoxids abhingig. Dadurch lifit sich erklaren, dafl
nach der Perforationsmethode in verschiedenen Laboratorien im gleichen Pro-
dukt gelegentlich ziemlich stark voneinander abweichende Werte gefunden
werden, da sehr wahrscheinlich mit unterschiedlichen Qualititen von Magnesium-

496



Tabelle 2

Einflufy der Magnesiumoxidmenge auf die Theobromin-Verluste durch Adsorption
bei Kakao und Schokolade

Je 7,5 ¢ Kakaomasse oder Schokolade wurden mit je 100 ml Wasser und steigenden
Mengen MgO wihrend 5 Minuten gekocht

Aussehen der Filtrate 4
Bezeichnung des MgO fiir den Theobromin nzz’ﬁogggg;r;_
Untersuchungs- Aufsschluly 1. Filtrat 2. Filtrat UV-spektro- tions- Methoda
materials z nach MgO- nach“Carrez- photometrisch A
Aufschluf} Kliarung
Kakaomasse 0,1 dunkel, rotlich-braun 1.57 1,40
fast schwarz 1,39
1,41
1,40
0,2 dunkel, gelb 1,50
rot-braun
triibe
0,4 braunlich- | Spur gelb 1,50
rot, triib
0,5 gelblich- Spur gelb 1,42
braun
0,6 gelblich farblos 1,42
0,75 gelblich farblos 1,40
1,0 gelblich farblos 1,42
2,0 hellgelb farblos 1,41
5,0 hellgelb farblos 1,36
Milchfreie 0,2 rot-braun gelb 0,615 0,513
Schokolade 0,4 gelb-braun | Spur gelb 0,581 0,526
0,6 gelb-braun | farblos 0,556
1,0 gelb farblos 0,541
2,0 hellgelb farblos 0,535
5,0 hellgelb farblos 0,506
Milchschokolade 0,2 braun-rot Spur gelb 0,158 0,122
4,4 braunlich- farblos 0,150 0,131
gelb 0,128
0,6 braunlich- farblos 0,150
gelb
1,0 gelblich farblos 0,142
2,0 hellgelb farblos 0,141
5,0 Spur gelb farblos 0,134
7,5 farblos farblos 0,098
10,0 farblos farblos 0,063
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oxid gearbeitet wird (verschiedene Provenienz oder Lieferung). Die in der Ta-
belle 2 aufgefiihrten Theobromingehalte sind unter sich vergleichbar, sie miissen
aber nicht unbedingt richtig sein, weil die Resultate bei den ungeniigend geklarten
Losungen, wie bereits erwahnt, durch stérende Stoffe aus dem Kakao etwas erhoht
werden konnen. Bei hoheren Zusatzen von Magnesiumoxid werden die Losungen
besser geklirt, es treten aber Verluste durch Adsorption auf. Dafl es sich dabei
tatsichlich um Adsorptionsverluste von Theobromin und nicht blofl um die Ent-
fernung weiterer Mengen storender Verunreinigungen handelt, konnte eindeutig
durch die UV-spektrophotometrische Differenzanalyse bewiesen werden.

Wie im nichsten Abschnitt gezeigt wird, treten auch bei der Carrez-Klirung
geringe Verluste auf, weil Theobromin mit anderen Stoffen zusammen am Carrez-
Niederschlag adsorbiert wird. Aus den verschiedenen, hier aufgezihlten Griinden,
erwies sich die eben Uberpriifte Methode (Aufschluff mit Magnesiumoxid, Klarung
nach Carrez und UV-spektrophotometrische Theobromin-Bestimmung) als wenig
zuverlidssig.

4. Méngel der Carrez-Klirung

Stark gefirbte Kakaoausziige, wie man sie beim Kochen von Kakao oder
Schokolade mit Wasser ohne Magnesiumoxid erhilt, werden mit Carrez-Losung
nur unvollstaindig entfarbt. Ein betrdchtlicher Teil der roten Kakaofarbstoffe
bleibt in Losung. Es wurde daher versucht, den Magnesiumoxid-Aufschluf} und
die Carrez-Klarung zu kombinieren. Um die Adsorptionsverluste niedrig zu halten,
wurden relativ geringe Mengen Magnesiumoxid verwendet. Durch die Kombina-
tion der Magnesiumoxid-Behandlung mit der nachfolgenden Carrez-Klirung
sollte es moglich sein, eine einfache Methode zur Theobromin-Bestimmung zu
finden. Nach diesem Prinzip haben bereits Englis und Miles (7) gearbeitet. Die

€ Fif5 Carrez-Kldrung erschien zunachst recht erfolgverspre-
chend zu sein. In Modellversuchen mit reinen wisserigen
Theobromin- und Coffein-Losungen, die nach Carrez
a geklart wurden (je 0,8 bis 1,2 ml Carrez-Losung I und
IT auf 100 ml Endlésung) entstanden keine Alka-
loid-Verluste durch Adsorption. Bei der Anwendung
dieser Methode auf Milchschokolade erhielten wir jedoch
b unbefriedigende Ergebnisse, wie nachstehender Versuch
zeigt:

05 |—
04 }—
03—

02—

5 g Milchschokolade wurden zunichst mit 0,5 g Magne-
01 f— - siumoxid und 200 ml Wasser wihrend 10 Minuten gekocht
und filtriert, wobei man bereits ein ziemlich helles Filtrat
Lo il i) erhielt. In zwei 100 ml-Meffkolben wurden je 10 ml des Fil-
i SN o trates einpipettiert und mit 1 ml 10%iger Salzsiure versetzt.
Die Losung in einem Kolben wurde anschlieflend mit je 1,0 ml

Wirkung der Carrez-

Klirung L 3

a) Filtrat nach Carrez 1 und II gekldrt und auf 100 ml verdiinnt. Es wurden
MgO-Aufschluly : s : T -

B) At hIan wdd dlf‘. uv Absorptlonskuxzven sler geklirten und ungeklirten
Carrez-Klirung Losung aufgenommen (siehe Figur 5).
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Die ungeklirte Losung zeigt eine stark iiberhohte
Absorptionskurve. Nach der Carrez-Klirung war die
Kurve besser, sie zeigte aber gegeniiber der Kurve von
Rein-Theobromin noch eine betrichtliche Uberhshung,
was auf absorbierende Verunreinigungen hindeutet. Die
Carrez-Kliarung hat somit nur unvollstindig gewirkt.
Um zu untersuchen, ob bei der Klirung lediglich absor-
bierende Verunreinigungen entfernt oder ob vom Car-
rez-Niederschlag auch Theobromin zuriickgehalten wur-
de, ermittelten wir die Differenzkurve zwischen der UV-
Absorption der ungeklirten und der UV-Absorption der
geklirten Losung. Diese in Figur 6 dargestellte Differenz-
kurve entspricht genau der UV-Absorption der vom
Carrez-Niederschlag zuriickgehaltenen Verunreinigungen. Diese Kurve zeigt ein
deutliches Absorptionsmaximum bei 272 nm, das mit grofiter Wahrscheinlichkeit
nur von adsorbiertem Theobromin herrithren kann. Die Carrez-Klarung von
Kakao- und Schokoladenausziigen ist also recht mangelhaft. Einerseits werden die
storenden Verunreinigungen, vor allem die roten Farbstoffe, nur unvollstindig
entfernt, anderseits finden merkliche Verluste von Theobromin statt. Die Carrez-
Klirung ist deshalb fiir zuverlissige und genaue Theobromin-Bestimmungen
wenig geeignet.

| | l | |
220 260 300 nm

Differenz-Absorptions-
kurve !
Absorptionsdifferenz
zwischen den Lisungen
a) und b) von Fig. 5

5. AufschluBB chne Magnesiumoxid

Nach der bisher beniitzen Arbeitsweise (Aufschluff mit Magnesiumoxid und
Wasser, anschlieffend Carrez-Klirung) konnten wir durch UV-spektrophotome-

Tabelle 3 Aufschluff mit alkalischen Zusditzen

Je 1,000 g Kakaopulver wurden mit Wasser und verschiedenen Mengen Alkali gekocht.
Kldarung mit Bleiessig nach Abschnitt 9 «Methodik». Endvolumen — 100 ml Fliissigkeit.

L Gefunden °/y Theobromin
H-Wert*
Atiinasta, || vorder |l s | (B Pttt | Opmdinien- |pme g
Faktor 2,07 Faktor 1,77

0,2 g NaHCOy ca. 8 blaf3gelb, Spur gelb,

klar klar 2,66 2,66
0,3 g MgO 8% 3 Spur gelb, farblos

klar klar 2,36 2,34
0,3 g Na,CO,4 ca. 10 Spur gelb, farblos

klar klar 2,66 2,64

— ca. 6 blaflgelb, farblos
klar klar 2,68 2,74

* pH-Wert mit pH-Indikatorpapier bestimmt.
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trische Messung z. T. gut brauchbare und reproduzierbare Resultate erzielen. Die
Methode hat, wie gezeigt, verschiedene Mangel und ist nicht immer zuverlissig.
Wir haben daher nach einem neuen Weg gesucht, ohne den problematischen Auf-
schlufl mit Magnesiumoxid. Das Erhitzen der Kakaomasse mit Magnesiumoxid
soll nach Literaturangaben (4) den Zweck erfiillen, das im Kakao «gebundene»
Theobromin abzuspalten, wobei ein 16sliches Magnesiumsalz des Theobromins
entstehen soll (8). Systematische Versuche ergaben, dafl zum Losen des Theo-
bromins gar kein Alkali oder Magnesiumoxid erforderlich ist. Bei den Versuchen
in der Tabelle 3 wurden die Aufschluflbedingungen variiert. Die Aufarbeitung der
Losungen erfolgte genau nach der im Abschnitt «Methodik» angegebenen Vor-
schrift. Alkalische Zusitze, wie Natriumhydrogenkarbonat und Natriumkar-
bonat sind iiberfliissig. Sie erhohen die Theobromin-Ausbeute gegeniiber den Ver-
suchen mit reinem Wasser nicht. Es werden eher etwas niedrigere Werte gefun-
den. Mit 0,3 g Magnesiumoxid waren bereits merkliche Verluste durch Adsorption
zu beobachten.

In der Tabelle 4 sind einige Versuche mit verschieden langer Kochzeit mit
Wasser ohne weitere Zusitze aufgefithrt. 5 Minuten Kochzeit gentigen, um das
Theobromin vollstindig zu losen. Extrem lange Kochzeiten (30 Minuten am
Riickfluflkiihler) erhohen die Ausbeute nicht.

Tabelle 4  Einfluff der Kochzeit

Je 1,000 g Kakaopulver wurde mit 96 ml Wasser wihrend verschiedener Zeiten gekocht.
Klirung mit Bleiessig nach Abschnitt 9 «Methodik». Endvolumen — 100 ml Flissigkeit.

Gefunden % Theobromin
I‘{ochz.eit pH-Wer_!: vor Aussz?hen des Aussghen des Crindlinian: T
in Min. der Pb-Fillung| 1. Filtrates 2. Filtrates heirilans E272 ._E306
Faktor 2,07 Faktor 1,77
1 ca. 6 blafgelb, Spur gelb,
klar klar 2,70 2,70
5 646 blafgelb, Spur gelb,
klar klar 2,68 2,70
10 ca. 6 blafigelb, Spur gelb,
Spur triibe | klar 2,68 2,68
30 ca. 6 blafgelb, Spur gelb,
Spur triibe klar 2,66 2,69

Berechnung. Die korrigierte Extinktion multipliziert mit dem entsprechenden Faktor gibt
den Theobromingehalt in mg/100 ml EndlGsung.

6. Klirung mit Bleiessig

An Stelle der mangelhaften Carrez-Klirung haben wir Versuche mit anderen
Klirmitteln angestellt. Die Klarung nach Somogiy (9) mit Bariumhydroxid- und
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Zinksulfatldsung sowie die Klirung mit Phosphorwolframsiure erwiesen sich als
ungeeignet, weil die Losungen nur ungeniigend entfarbt wurden.

Im basischen Bleiacetat (Bleiessig) wurde ein nahezu ideales Klarmittel gefun-
den. Die Kakao-Lésungen werden vollstindig entfirbt und sind gut filtrierbar.
Theobromin-Verluste durch Adsorption treten nicht auf, was einigermaflen er-
staunlich ist, da bei der Bleiessigklirung, wie lingst bekannt, betrachtliche Men-
gen Zucker adsorptiv vom Niederschlag zurlickgehalten werden (10). Nach der
Klirung mufl allerdings der Bleiiiberschuff aus der Losung entfernt werden, weil
Bleiionen die UV-Absorptionsbande des Theobromins stark beeinflussen und
quantitative Bestimmungen verunmoglichen. Das Blei kann durch Zusatz von
Natrium- oder Kaliumorthophosphat, besser jedoch mit Natriumhydrogenkar-
bonat aus der Losung entfernt werden. Es wird quantitativ als basisches Karbonat
gefillt und laflt sich leicht abfiltrieren. Es wurde versucht, die Methode weiter
zu vereinfachen, indem zuerst die triibe, wisserige Suspension des Kakaos oder der
Schokolade mit Bleiessig versetzt, gut umgeschiittelt und dann zur Entfernung
der iiberschiissigen Bleiionen sogleich Natriumhydrogenkarbonat zugesetzt wurde.
Auf diese Weise kime man mit nur einer Filtration aus. Die Methode versagte
jedoch, weil der Klareffekt ungeniigend war. Um die Gerbstoffe und die roten
Kakaofarbstoffe vollstindig auszufillen, muff die Losung vor dem Filtrieren
einen betrichtlichen Uberschufl an Bleiessig enthalten. Das iiberschiissige Blei
darf erst nach dem Abfiltrieren des Niederschlags mit den unl6slichen Stoffen
des Kakaos entfernt werden.

Um zu priifen, ob die Alkaloide Theobromin und Coffein durch die Be-
handlung mit Bleiessig nicht verindert oder vom basischen Bleiniederschlag ad-
sorbiert werden, waren mehrere Serien von Modellversuchen nétig.

a) Einflufi von Bleiacetat auf reine Alkaloid-Lésungen

Je 50 ml einer Stammlésung, die 20 mg Theobromin oder Coffein enthielt, wurden
mit steigenden Mengen (0, 5, 10 und 15 ml) bas. Bleiacetat-Lésung nach D.A.B. 6 (Blei-
essig) versetzt und wihrend 5 Minuten gekocht. Nach dem Abkiihlen wurde mit Wasser
auf 100 ml verdiinnt. Dabei entstand nur eine schwache Triibung. Zur Entfernung des
Bleis wurden je nach Bleiessigzusatz 1 bis 3 g pulverisiertes Natriumhydrogenkarbonat
zugesetzt, gut umgeschiittelt und filtriert. Von jedem Filtrat wurden 5 ml in einen
100 ml-Mef3kolben abpipettiert, mit 3 ml 10 %siger Salzsiure angesiuert und zur Marke
aufgefiillt. Von jeder Losung wurde die UV-Absorptionskurve aufgenommen.

Die UV-Absorptionskurven waren fiir alle Losungen nahezu identisch. Hieraus
folgt, dafl durch die Behandlung mit mehr oder weniger Bleiessig die Alkaloide
nicht nachweisbar verindert werden. Auch die in der Endlosung nach der Ent-
fernung des Bleis noch enthaltenen Natrium-, Acetat- und Chlorid-Ionen storen
nicht.

b) Klarversuche mit Bleiessig an Kakao

In einer weiteren Versuchsreihe mit Kakao haben wir die Losung mit steigen-
den Mengen Bleiessig geklirt und im Filtrat das Theobromin bestimmt.
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Je 1,00 g Kakaopulver wurde mit 85—98 ml Wasser versetzt, zum Sieden erhitzt.
dann 2 bis 15 ml Bleiessiglosung zugesetzt und wihrend 5 Minuten gekocht. Nach dem
Abkiihlen wurde mit Wasser ergianzt bis die Fliissigkeitsmenge genau 100 ml betrug und
filtriert. In den Filtraten wurde der Bleiiiberschuff durch Zusatz von 0,5—3,0 g Na-
triumhydrogenkarbonat ausgefillt und erneut filtriert. Von diesen vollstindig farblosen
und bleifreien Filtraten wurden je 3,0 ml (entsprechend 0,030 g Kakao) abpipettiert, mit
3 ml 10 °oiger Salzsiure angesduert und im Meflkolben auf 100 ml verdiinnt. Von jeder
der 4 Losungen wurde das UV-Absorptionsspektrum aufgezeichnet.: Alle 4 Kurven ver-
liefen praktisch identisch.

Aus den Resultaten in Tabelle 5 ist ersichtlich, daff die gefundenen Theobro-
min-Gehalte durchwegs gut tibereinstimmten. Da mit kleinen und groflen Mengen
Bleiacetat das gleiche Resultat gefunden wird, ist der Beweis erbracht, daf} durch
die Klarung mit Bleiessig keine Theobromin-Verluste entstehen.

Tabelle 5 Klarversuche mit Bleiessig an Kakao

Zugesetzte Y Abgelesene Extinktionen
Versuch | Waster- | B R | N ate | derBnde | T Sioiin
) ml ik g Iosnng s72 | Ezaz | Esos *h
1 98 2 0,5 11 0,483 0,097 0,029 2,68
2 95 5 1,0 oL 0,482 | 0,090 | 0,018 | 2,74
3 90 10 2,0 1.25 0,474 0,089 0,020 2,68
- 85 15 3,0 1,4 0,480 0,090 0,020 2,72

¢) Kldrversuche mit Bleiessig an Modell-Mischungen von Kakao und Mager-
milchpulver

In Milchschokoladen sind betrichtliche Mengen Milcheiweifl und Milchzucker
vorhanden. Um abzukliren, ob die Methode auch bei Gegenwart dieser Milch-
bestandteile richtige Werte liefert, wurden einige Modellversuche mit je 0,500 g
Kakao und 2,5 g Magermilchpulver angesetzt. Die Klirung wurde zunichst genau
gleich durchgefiihrt wie bei den unter b) beschriebenen Versuchen, d. h., die Losung
wurde nach dem Zusatz der Bleiacetatlosung noch wihrend 5 Minuten gekocht.
dann filtriert und der Bleitiberschuff entfernt. Bei hoheren Mengen an Klarmittel
(10 oder 15 ml Bleiessig) erhielten wir gelb gefirbte Filtrate. Die Absorptionskur-
ven der entsprechend verdiinnten und angesduerten Losungen (5 ml Filtrat auf
100 ml) wurden durch die absorbierenden gelben Verbindungen stark {iberhoht
und verfilscht. Die Theobromingehalte fielen durchwegs etwas zu hoch aus.
Die mit 15 ml Bleiessig gekldarte Losung lieferte ein unbrauchbares Resultat
(siche Tabelle 6). Vermutlich entstehen beim Kochen mit Bleiessig aus dem Milch-
zucker und den Milchproteinen gelb gefarbte Verbindungen, die in Losung bleiben
und storend wirken.
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In einer weiteren Serie haben wir das Gemisch, bestehend aus 0,5 g Kakao und
2,5 ¢ Magermilchpulver zunichst mit Wasser wihrend 5 Minuten gekocht, dann
erst mit Bleiessig tropfenweise versetzt, sofort abgekiihlt und filtriert. Diese Fil-
trate waren nur schwach gelblich gefarbt. Nach dem Entfernen des Bleiiiberschus-
ses blieb das Filtrat des Versuchs Nr. 1 (mit nur 2 ml Bleiessig) deutlich gelb.
Hier war die Bleiessigmenge zur vollstindigen Klirung nicht ausreichend. Die ge-
firbten Verunreinigungen aus dem Kakao sind nicht vollstindig ausgefillt wor-
den. Die UV-Absorptionskurve der entsprechend verdiinnten Losung war deut-
lich tiberhoht. Die 3 anderen Versuche mit 5, 10 und 15 ml Kldarmittel lieferten
vollstindig farblose Filtrate. Die aus der korrigierten Extinktion berechneten
Theobromingehalte stimmten in allen 4 Versuchen gut iiberein und entsprachen
auch dem theoretischen Wert, 0,467 %o, wie er sich aus dem Kakaoanteil der
Mischung (!/s) und dem Theobromingehalt des Kakaos (2,80 %) errechnet.

Tabelle 6 Klirversuche an Modellmischungen
0,5 g Kakao + 2,5 g Magermilchpulver. Theobromin theoretisch = 1/4 - 2,80 = 0,467 %..

Losung nach dem Zusatz von Losung nach dem Zusatz von
Bleiessig 5 Min. gekocht Bleiessig sofort abgekiihlt
Bleiessig- :

Ve&sruch Zeé:istlf Gf{it:ln- G?lfel:\n-

’ ml F‘z}rbe des max. E. Theoe Fe}rbe des max. E... Thee

Filtrates 272 306 Wromin Filtrates 272 306 bremin

* 0o /o

1 2 farblos | 0,280 | 0,013 | 0,525 | gelblich | 0,261 | 0,021 | 0,472

2 5 farblos 0,273 | 0,017 | 0,505 | farblos 0,250 | 0,010 | 0,472

3 10 gelblich | 0,371 | 0,049 | 0,635 | farblos 0,258 | 0,015 | 0,477
+ 15 gelb-

braun 0,681 | 0,102 | 1,02 farblos 0,259 | 0,019 | 0,472

Aus den Versuchen in Tabelle 6 folgt, dafl die Losung nach dem Bleiessig-
zusatz nicht mehr gekocht werden darf. Die Bleiessigmenge ist so zu bemessen,
dafl sie fiir die Klarung ausreicht, d. h.im Filtrat miissen noch Bleiionen vorhanden
sein (4—5 ml Klarmittel diirften optimal sein). Ein all zu grofler Bleiiiberschuf} ist
zu vermeiden, damit nicht zu viel Fremdionen in die Losung gelangen. Das ge-
klirte und entbleite Filtrat gehorcht iibrigens streng dem Lambert-Beerschen
Gesetz. Werden steigende Mengen (2 bis 10 ml) des Filtrates auf je 100 ml ver-
dinnt, findet man stets den gleichen Theobromin-Gehalt, bezogen auf das Aus-
gangsmaterial. Die Verdiinnung ist so zu wahlen, dafl die Extinktion des Absorp-
tionsmaximums in den optimalen Meflbereich des UV-Spektralphotometers
kommt.

d) Einfluff von Fremdionen auf die Absorptionskurve

Durch Fremdionen wird die UV-Absorptionskurve des Theobromins verandert.
Miles und Englis (11) haben gezeigt, dafy in 0,1-n Salzsdure das Theobromin bei
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273 nm ein Maximum, bei 240 nm ein Minimum aufweist. In 0,1-n Natronlauge
wird das Absorptionsmaximum des Theobromins nur minim verindert, wahrend
die Absorption im Bereich 220—254 nm stark zunimmt. Wir haben ausschliefilich
in saurer Losung gearbeitet. Bei eigenen Versuchen mit reinen wisserigen Theo-
brominldsungen beobachteten wir mit zunehmender Salzsdure-Konzentration eine
minime Erniedrigung des Absorptionsmaximums und ein starkes Ansteigen des
Minimums (siche Tabelle 7). Ahnliche Resultate ergeben sich, wenn statt mit Salz-
siure mit 10 %eiger Essigsiure angesduert wird, obschon der pH-Wert viel hoher
lag (pH = 3—4). Hieraus folgt, dafl es nicht in erster Linie das pH, sondern die
Fremdionenkonzentration ist, welche die Theobromin-Absorptionskurve im Mi-
nimum beeinflufit.

Tabelle 7
Einflufi der HCIl-Konzentration auf die UV-Absorptionskurve von Theobromin

Charakteristische Punkte der UV-Absorptionskurve von 1,0 mg Theobromin in 100 ml

Losung.
ool HC110 % in Normalitit G Abgelesener Extinktionswert
100 ml MeB- der MBS g

losung MeBlosung SORRE ;r%aéx. ;Tzn E306

0 0 5,8 0,570 0,136 0

1,0 0,03 1,5 0,560 0,140 0
5,0 0,14 1,0 0,556 0,160 0,001
10,0 - 0,27 0,8 0,549 0,184 0,003

Nach unserer endgiiltigen Arbeitsvorschrift wird nach der Klarung mit Blei-
essig das liberschiissige Blei mit Natriumhydrogenkarbonat gefillt und das blei-
freie Filtrat mit Salzsiure angesiuert. Die Losung enthilt schliefllich folgende
Ionen: Natrium-, Acetat-, Chlorid- und Wasserstoffionen.

Aus diesen Versuchen folgt, dafl die Konzentration an Fremdionen moglichst
niedrig sein soll. Dies wird erreicht durch Vermeiden eines zu groflen Uber-
schusses an Bleiessig bei der Klarung. Zur Entfernung der Bleiionen im Filtrat soll
nicht zu viel Natriumhydrogenkarbonat zugesetzt und schliellich soll in der
Endlésung ein groflerer Salzsiure-Uberschufl vermieden werden. In der endgiil-
tigen Arbeitsvorschrift sind alle diese Punkte beriicksichtigt worden.

In der Tabelle 8 sind noch einige Modellversuche mit Kakao aufgefiihrt. Nach
der Klirung mit Bleiessig und der Entfernung des Bleiiiberschusses wurde das
Filtrat weiter verdiinnt und mit wechselnden Mengen Salzsiure oder Essigsiure
angesduert. Durch Salzsiure-Konzentrationen zwischen 0,07-n und 0,14-n wird
die Extinktion im Absorptionsmaximum nicht merklich verindert. Im Absorp-
tionsminimum wird die Extinktion mit steigender Sidurekonzentration deutlich
gehoben. Noch ausgeprigter ist die Wirkung der Essigsaure. Wegen der Verschie-
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bung im Absorptionsminimum fiihrt die Untergrundkorrektur nach dem Grund-
linienverfahren zu unzuverlissigen Werten. Die rechnerische Korrektur aus der
Differenz ER5* — E, ¢ liefert bei simtlichen angewandten Sdurekonzentrationen
recht gut iibereinstimmende Resultate, wie aus den Werten der letzten Kolonne
in Tabelle 8 ersichtlich ist.

Tabelle 8
Einfluf der Salzsiure- und Essigsiurekonzentration auf die UV-Absorptionskurve
von Theobromin
1,000 g Kakaopulver wurden nach Vorschrift, wie in der Methodik beschrieben, aufge-
schlossen. 3,0 ml des mit Bleiessig geklirten und vom Bleiliberschufl befreiten Filtrates
wurden mit verschiedenen Mengen Salzsiure oder Essigsiure versetzt, auf 100 ml ver-
diinnt und ausgemessen.

ml Siure | Normalitit | pH-Wert S BTENCY S B i
10% in der der der max. min. 1,77 (E;’il'zx —ESOG)
MeBlosung | Melllosung | Mellosung E272 E242 E306 /o

Salzsanre
0 0 : 8,2 0,472 0,089 0,019 2,67
0,25 0,07 2,3 0,480 0,084 0,019 2,72
0,50 0,014 1.9 0,480 0,085 0,020 2,72
1,0 0,027 1,7 0,490 0,100 0,028 272
5,0 0,14 155" & 0,485 0,099 0,027 2,70
Essigsdure
0 0 8,2 0,472 0,089 0,019 2,67
0,25 0,004 52 0,463 0,135 0,019 2,62
0,50 0,008 45 0,463 0,135 0,018 2,62
1,0 0,017 4.1 0,465 0,139 0,018 2,64
5,0 0,083 3,4 0,465 0,151 0,018 2,64

e) Storende Wirkung von Vanillin

Kakao und Schokoladen werden gelegentlich leicht vanilliert. Vanillin zeigt
im UV drei deutlich ausgebildete Absorptionsbanden mit Maxima bei 228, 278
und 308 nm (siche Figur 7). Modellversuche ergaben, dafl Vanillin bei der Kli-
rung mit Bleiessig nicht entfernt wird. Wir haben versucht, das Vanillin durch
Zusatz von Eisenchlorid zu entfernen. Vanillin bildet bekanntlich mit Eisen-
chlorid eine intensiv blau gefirbte Verbindung. Nachdem 1 g des mit 1% Va-
nillin versetzten Kakaos mit Wasser gekocht worden war, fiigten wir 0,5 bzw.
5,0 ml 10 %oige Eisenchloridlésung zu, worauf sich das Reaktionsgemisch tintig-
schwarz firbte. Anschlieffend wurde, wie iiblich, mit Bleiessig geklart. Nach der
Entfernung des Bleitiberschusses mit Natriumhydrogenkarbonat enthielt die End-

505



Extinktion Fig. 7

16sung noch nahezu das gesamte Vanillin. Durch Fal-
lungs- oder Klirungsoperationen lifit sich anscheinend
das Vanillin nicht entfernen. Auch der Versuch, das
Vanillin in der Endlésung durch Zusatz von Eisenchlo- e
rid zu maskieren, fithrte nicht zum Erfolg. Die Absorp-
tionsbanden des Vanillins im UV werden durch Eisen-
chlorid nicht merklich beeinflufit. Zudem absorbiert Ei- :
senchlorid selbst in sehr verdiinnter Losung bei 272 nm
bereits ziemlich stark. 08 [~

Um zu priifen, wie stark die Resultate bei Gegen-
wart von Vanillin verfalscht werden, haben wir zu ei-
nem Kakao bzw. Kakaomasse 1°0 Vanillin zugesetzt 02—

und die Theobromin-Bestimmung genau nach der am
Schluf3 dieser Arbeit beschriebenen Methode durchge-

-— 2728

08—

- 278
8

06 [—

03

01—

fiihrt. In der Figur 8 ist die UV-Absorptionskurve der 9SS 1 O L0 D
. . . FRRI S H 220 260 300 340 nm
reinen Kakaomasse und in Figur 9 diejenige der gleichen .
: 0 i UV-Absorptionskurve
Kakaomasse mit Zusatz von 1% Vanillin dargestellt. von Vanillin
e F 3 : 0,8 mg Vanillin + 0,5
Durch den Vamllmzusatzﬂ wird die Absorptionskurve des ml HOL 10% in 100 m]
Theobromins stark iiberhoht. Lésung
Dafl die Stérung durch ei- LI s 8 Extinktion Fig.
ne Uberlagerung der Vanillin-
banden verursacht wird, er- S 07—
kennt man im Verlauf der Ab-
- . . [LLE 0' s
sorptionskurve in Figur 9. Im o K
lingerwelligen UV  oberhalb S pEl
300 nm ist ein schwaches Maxi-
mum angedeutet, das von der 04— i
Vanillinbande bei 308 nm her- o e
rithrt. Bei der graphischen Aus-
wertung nach dem Grund- 02} 02~ |
linienverfahren findet man bei e 8
Anwesenheit von Vanillin viel ' i
zu hohe Theobromingehalte, fesste ot Lt Bt [ i
-1 d- b -d V -11- b d 220 260 300 340 nm 220 260 300 340 nm
We‘l e REIGET - yanunbanden UV-Absorptionskurve UV-Absorptionskurve
bei 278 und 308 nm stark sto- der Alkaloid-Losung der Alkaloid-Losung
: 1. . von Kakao von Kakao mit Vanillin
ren. Der relative Fehler liegt in (Kakeoimit, 19/~Varnils

der Groflenordnung von 10 bis lin)

15 %o, Viel bessere Werte erhilt

man mit der rechnerischen Korrektur E N5 —E, .. Zufilligerweise ist die
Absorption des Vanillins bei 272 und bei 306 nm fast gleich, so dafl bei dieser
Art der Korrektur der Vanillinfehler praktisch eliminiert wird, wie aus den Re-
sultaten in Tabelle 9 hervorgeht. Durch einen Zusatz von 1% Vanillin zum
Kakao wurde der Theobromingehalt nur um 0,6 %o bzw. 2,6 %0 relativ erhoht.
Dieser Fehler liegt innerhalb der normalen Versuchsstreuung. Kakao und Scho-
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koladen werden in der Regel nur sehr schwach vanilliert. Der Vanillin-Gehalt
bewegt sich zwischen 0,04 und 0,15 %o. Diese niedrigen Werte sind praktisch ohne
Einflu} auf die Theobromin-Bestimmung.

Tabelle 9

Eliminierung der storenden Wirkung des Vanillins

Kakaopulver mit 13,5 "o Fett Kakaomasse mit 55 /s Fett
Kakaopulver Kakaopulver Kakaomasse Kakaomasse
rein + 1%, Vanillin rein + 194 Vanillin
Korrektur nach dem
Grundlinienverfahren
Bos 0,878 0,995 0,560 0,760
Ep 0,209 0,250 0,098 0,226
Differenz 0,669 0,745 0,462 0,534
/o0 Theobromin
(F — 2,07) 2,77 3,08 - 1,60 1,84
Abweichung, verursacht
durch Vanillin — o o | — + 0,24
relativer Fehler — + 11,2 %, — + 15,0 %0
Rechnerische Korrektur
s 0,878 0,995 0,560 0,760
Eso6 0,082 0,194 0,026 0,212
Differenz 0,796 0,801 0,534 0,548
/o Theobromin
(B 1,77 2,82 2,84 1,57 1,62
Abweichung, verursacht
durch Vanillin — -+ 0,02 — + 0,05
relativer Fehler — +:0,7 % — + 3,29

7. Vergleichende Alkaloid-Bestimmungen an kakaohaltigen Produkten

Nachdem die Versuchsbedingungen ausgearbeitet waren, haben wir nach der
in Abschnitt 9 beschriebenen Methodik in verschiedenen Kakaomassen, Kakao,
Schokoladen, Nahrmitteln und anderen Produkten den Gesamtalkaloid-Gehalt
ermittelt. Bei jedem Produkt haben 2 oder 3 Analytiker unabhingig voneinander
und gelegentlich in Abstinden von mehreren Wochen die Analysen ausgefiihrt.
Die Berechnungen erfolgten nach den automatisch aufgezeichneten UV-Absorp-
tionskurven. Wie aus der Tabelle 10 ersichtlich ist, sind die Resultate durchwegs
gut reproduzierbar. Zum Vergleich wurden die Theobromin-Bestimmungen auch
nach der Perforationsmethode (3) ausgefiihrt. Diese Methode liefert in der Regel
um 6—10°0 relativ zu niedrige Resultate, was auf Adsorptionsverluste beim
Kochen mit Magnesiumoxid zuriickzufiihren ist.
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In 2 Pudding-Pulvern, die wir nach eigenen Rezepten zusammengestellt hatten,
wurde der theoretische Alkaloid-Gehalt aus der Rezeptur und dem Gesamt-
alkaloid-Gehalt des verarbeiteten Kakaos berechnet. Die nach der neuen Methode
ermittelten Werte stimmen sehr gut mit den theoretischen Werten {iberein (siche
Tabelle 11). Bei einigen Schokoladen ist uns vom Hersteller die genaue Rezeptur
bekannt gegeben worden. Da wir auch eine Probe der jeweils verarbeiteten Ka-
kaomasse analysiert haben, 1iflt sich der zu erwartende Gesamtalkaloid-Gehalt
im Endprodukt berechnen und mit dem nach der neuen Methode analytisch
ermittelten Wert vergleichen. Bei einer dunklen, milchfreien Schokolade war der
experimentell gefundene Gesamtalkaloid-Gehalt um 0,02 % (bzw. 4 % relativ)
hoher als der theoretisch berechnete Wert. Bei Milchschokoladen und kakaohal-
tiger Haselnufimasse wurden ebenfalls um 0,03 bzw. 0,04 %0 hohere Werte ge-
funden. Weil der Gesamtalkaloid-Gehalt bei den zuletzt genannten Produkten
niedrig ist (0,15 % bzw. 0,18 %) wird der relative Fehler recht grofl. Diese be-
trichtlichen Unterschiede sind moglicherweise darauf zuriickzufiihren, daff in die
Schokoladen neben Kakaomasse auch noch Kakaobutter mitverarbeitet wird. Mit
Preflkakaobutter gelangen geringe Mengen Alkaloide in die Schokolade. Kakao-
butter enthilt nach eigenen Untersuchungen 0,02 bis 0,076 %0 Gesamtalkaloid.

Tabelle 10 Gesamtalkaloid-Bestimmungen an Kakaoerzeugnissen des Handels
Zum Vergleich
UV-spektrophotometrisch Perforations-
methode
Nr. Bezeichnung Urspriingliche | Gesamtalkaloid | Gesamtalkaloid
Einwaage fiir | berechnet als berechnet als
100 ml End- Theobromin Theobromin
losung in g L 9
i Italienisches Kakaopulver 0,05 2,82 2,58
0,05 2,84 2,56
0,03 2,76
0,03 2,80
2 Kakaomasse 0,05 1.52 1,40
0,05 1,51 1,39
0,05 1,58 1,41
1,40
3 Kakaomasse 0,03 1,52 1,42
0,05 1,56 1,37
0,06 .57
4, Kakaokernbruch «Arriba» 0,05 1,46 1,37
0,05 1,49 1,38
5 Kakaokernbruch-Mischung 0,05 1,52 1,41
0,05 1,45 1,40
0,03 1,48 1,41
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10.

i

12.

13

14.

19:

16.

17

18.

19,

20.

Milchfreie Schokolade

Milchfreie Schokolade
Milchfreie Schokolade

Milchschokolade

Gianduja-Mischung

Praliné-Mischung

Kakaohaltige Haselnufimasse
Kraftnihrmittel O
Kraftnihrmittel D
Kraftnihrmictel B

Kraftnahrmittel S

Kakaocréme, hollindisch

Glace-Pulver K (Schokolade)

Glace-Pulver Oe (Schokolade)

Puddingpulver (Schokolade)

0,30
0,15
0,15

0,15
0,15

0,09
0,05

0,30
0,30
0,30
0,60

0,30
0,30
0,30

0,30
0,15
0,30
0,30

0,30
0,30

0,15

0,15

0,15
0,15

0,15
0,15

0,05
0,05
0,05

0,15
0,15

0,30
0,30
0,30

0,30

0,30

0,15
0,15
0,15

0,560
0,560
0,561

0,819
0,822

1.10
1,08

0,153
0,146
0,156
0,157

0,268
0,274
0,268

0,278
0,278
0,282
0,278

0,183
0,184

0,534
0,560

0,415
0,415

0,805
0,816

1,07
1,07
1,08

0,472
0,472

0,283
0,283
0,282

0,260
0,259

0,411
0,412
0,405

0,513
0,526

0,77
0,77

1,10
1,08

0,122
0,131
0,128

0,248
0,248

0,255
0,256

0,145
0,141
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Tabelle 11 Theobromin-Bestimmung in Praparaten bekannter Zusammensetzung

Gesamtalkaloid-Gehalt berechnet
als Theobromin
Zusammensetzung Theoretisch UV-spektrophoto-
bereng:met metrischuffefunden
1. Flan-Dessert-Pulver Chocolat
14,7 °/o Kakao mit 2,80 °/o Theobromin 0,411
70 %o Zucker, ferner 0,411 0,412
Agar-Agar, Stirke, Vanillin 0,405
2. Kaltpuddingpulver Chocolat
17,0 % Kakao mit 2,80 % Theobromm
72,0 %0 Zucker, ferner 0,476 0,484
Quellstirke, Phosphate 0,455
3. Kakao-Milchpulvermischung (aus Tabelle 6)
16,67 °/o Kakao mit 2,80 %o Theobromin 0,467 0,472
83,33 9%/ Magermilchpulver 0,472
| 0,477
0,472
4. Milchfreie Schokolade
36,35 %0 Kakaomasse mit 1,48 /o Theobromin 0,538 0,560
12 °/p Kakaobutter, ca. 51 % Saccharose 0,560
' ' 0,561
5. Milchschokolade
8,3 %0 Kakaomasse mit 1,54 °/0 Theobromin 0,128 0,153
ca. 27 °/o Kakaobutter, ferner 0,146
Vollmilchpulver, Zucker 0,156
0,157

8. Berechnung der fettfreien Kakaomasse

Aus dem Gesamtalkaloid-Gehalt des untersuchten Produktes lafit sich der Ge-
halt an fett- und wasserfreier Kakaomasse berechnen. In einer fritheren Arbeit (3)
wurde der mittlere Gehalt an Gesamtalkaloiden fiir fett- und wasserfreie Kakao-
masse zu 3,2 %o errechnet. Diese Werte basieren auf Analysen, die nach der Perfo-
rationsmethode ausgefiihrt worden sind. Die neue UV-spektrophotometrische
Methode liefert im Mittel etwa um 8 %o (relativ) hohere Resultate. Fiir die Be-
rechnung der fett- und wasserfreien Kakaomasse muf} deshalb ein hoherer Mit-
telwert in die Formel eingesetzt werden. Als vorldaufigen Mittelwert wiirden wir
3,5 % vorschlagen. Dieser Mittelwert miifite jedoch noch an einem grofleren

510



Untersuchungsmaterial nachgepriift werden. Fiir die Berechnung der fett- und
wasserfreien Kakaomasse aus dem UV-spektrophotometrisch ermittelten Gesamt-
alkaloidgehalt gilt folgende Formel:

; ) Ge talkaloid-Gehalt in ¥/
fett- und wasserfreie Kakaomasse in %0 — s o i 0; - ot il A 100

Bei dieser Berechnung ist zu beriicksichtigen, dafy bei Schokoladen auch mit
der Kakaopreflbutter geringe Mengen von Alkaloiden in das Endprodukt gelan-
gen. In 3 Proben von Kakaobutter fanden wir folgende Gesamtalkaloid-Gehalte,
berechnet als Theobromin: 0,021 %/, 0,076 °/, 0,073 %o,

Wie wir bereits friither (3) gezeigt haben, schwankt auch der Gesamtalkaloid-
Gehalt der verschiedenen Kakaomassen innerhalb ziemlich weiter natiirlicher
Grenzen. Die Berechnung der fettfreien Kakaomasse eines unbekannten Produktes
wird somit immer mit einer gewissen Unsicherheit behaftet sein, selbst wenn der
Gesamtalkaloid-Gehalt des Priaparates mit noch so grofler Prizision ermittelt
worden ist.

9. Methodik

Prinzip

Eine Probe des abgewogenen Untersuchungsmaterials wird mit einer abgemes-
senen Menge Wasser gekocht. Dabei gehen die Alkaloide Theobromin und Cof-
fein in Losung. Durch Zusatz von Bleiessig wird die Losung geklart. Nach dem
Abkiihlen erginzt man das verdampfte Wasser und filtriert oder zentrifugiert.
Das Filtrat versetzt man mit Natriumhydrogenkarbonat, um das tiberschiissige
Blei auszufillen und filtriert nochmals. Vom klaren, bleifreien Filtrat wird ein
aliquoter Teil abpipettiert, im Meflkolben angesduert und auf 100 ml verdiinnt.
Aus der UV-Absorptionskurve wird unter Beriicksichtigung des Untergrundes
der Gesamtalkaloid-Gehalt als Theobromin berechnet.

Reagenzien

a) Bleiacetat-Losung, basisch (Bleiessig) nach Ph.H.V. oder D.A.B. 6, Dichte
1,23. Darstellung nach Ph.H.V.:

Man mischt 3 Teile Bleiacetat kristallisiert mit 1 Teil Bleioxid und erwdrmt
die Mischung auf dem Wasserbad mit 1 Teil Wasser unter Umriihren, bis die
Farbe weifl geworden ist. Hierauf setzt man so viel heifles Wasser zu, dafl das
Gesamtgewicht 14 Teile betragt, 1af3t die Flissigkeit in einem gut bedeckten Ge-
fafl absetzen und filtriert sie alsdann unter Bedeckung des Trichters ab. Wenn
notig wird mit frisch ausgekochtem Wasser bis zum geforderten spezifischen Ge-
wicht verdiinnt.

b) Natriumbydrogencarbonat p. a., im Morser pulverisiert.
c) Salzsdure 10 %o,

Apparate
UV-Spektralphotometer, wenn moglich mit Schreiber.
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Ausfiihrung der Bestimmung

a) Aufschluff und Klirung. Von Kakaomasse und Kakaopulver wird 1 g auf
der Analysenwaage abgewogen. Von dunklen Schokoladen, Milchschokoladen und
Schokoladen mit anderen Zusitzen, sowie von allen tibrigen kakaohaltigen Pro-
dukten wigt man 3 g ein. Die abgewogene Probe bringt man in einen 300 ml-
Stehkolben oder in einen Erlenmeyerkolben, gibt einige Siedesteinchen oder etwas
Bimssteingrie zu, wigt den Kolben auf der Tarierwaage und notiert das Ge-
wicht (siehe Bemerkung). Aus einem Meflzylinder fiigt man 96 ml kaltes dest.
Wasser zu und erhitzt den Kolben unter haufigem Umschwenken zum Sieden
und liflt wihrend 5 Mintten schwach kochen. Bei Schokoladen ist es zweckmiflig,
zuerst nur wenig Wasser (10—20 ml) zuzusetzen, unter kriftigem Umschwenken
zu erwirmen bis keine Kliimpchen mehr vorhanden sind, erst dann den Rest des
Wassers hinzuzufiigen und 5 Minuten zu kochen. Den Kolben nimmt man von der
Flamme weg und gibt sofort mittels Pipette tropfenweise und unter stindigem
Umschwenken des Kolbens langsam 4 ml Bleiessig zu. Der Kolben wird abge-
kiihlt, auflen abgetrocknet und gewogen. Das verdampfte Wasser wird erginzt
bis das Gewicht der Fliissigkeit 101 g betrdgt (dies entspricht 100 ml Flissigkeit,
weil 4 ml Bleiessig 5 g wiegen). Der Kolbeninhalt wird nochmals gut durchge-
mischt und durch ein trockenes Faltenfilter von 18 cm Durchmesser filtriert oder
abzentrifugiert. Die ersten 10 ml des Filtrates sind zu verwerfen, Zu ca. 50 ml des
klaren oder leicht triiben Filtrates fiigt man 0,5 g festes pulv. Natriumhydrogen-
karbonat und schwenkt gut um, wobei Bleikarbonat ausfillt. Man filtriert noch-
mals durch ein trockenes Faltenfilter, wobei die ersten 10 ml des Filtrates ver-
worfen werden.

Bemerkung

Das Arbeiten in 100 ml-Meflkolben wire weniger genau. Schokoladen enthalten
rund 40 %o wasserunlosliche Stoffe (Fett- und fettfreie Kakaomasse). Bei der Klirung mit
Bleiessig werden noch zusitzlich betrichtliche Mengen unldslicher Stoffe ausgefallt. Nach
dem Auffiillen bis zur Marke enthilt der Kolben nur ca. 97—99 ml Fliissigkeit. Wird die
Flussigkeit abgewogen, so werden in jedem Fall 100 ml L&sung zugesetzt. Die geringe
Volumenvermehrung, die durch den im Untersuchungsmaterial enthaltenen Zucker er-
folgt, kann vernachlissigt werden.

b) Verdiinnung fiir die UV-spektrophotometrische Messung

Die geklirte, bleifreie Losung mufl vor der UV-spektrophotometrischen Mes-
sung weiter verdiinnt werden, damit die Extinktion in den optimalen Mef}bereich
des Spektralphotometers gelangt. Die Tabelle 12 orientiert iiber Einwaage und
zweckmiflige Verdiinnung bei verschiedenen Kakaoerzeugnissen. Es werden 5 ml
bzw. 10 ml des Filtrates in einen 100 ml-Meflkolben abpipettiert, mit 0,5 ml
Salzsdure 10%ig versetzt, geschiittelt und mit Wasser zur Marke aufgefiillt und
gemischt. Diese verdiinnte Losung (= Mefllosung) ist bereit zur UV-spektro-
photometrischen Messung.
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Tabelle 12~ Angaben iiber Einwaage und Verdiinnung verschiedener Produkte

2 Vom bleifreien

Kakaoerzeugnis %{'Zigf‘z:ﬁ:" Einwaage F;};;?It)::gz:tl‘:n

‘ geﬂl;alt g und auf 100 ml

’ verdiinnt

Kakaomasse 1,5 1 5 ml
Kakaopulver 2,5—3 1 3 ml
Dunkle, milchfreie Schokolade 0,6—1,1 3 5 ml
Milchschokolade 0,1—0,2 3 10 ml
Milch-Haselnuf3-Schokolade 0,1=0,2 3 10 ml
Gianduja- und Praliné-Mischungen 0,2—0,3 3 10 ml
Pudding- und Glacepulver 0,2—0,4 3 10 ml
Nihrmittel 0,3—1 3 5 ml

c) UV-spektrophotometrische Messung

Weil Theobrominlosungen aus Kakao und Schokoladen immer mit Spuren
von Stoffen verunreinigt sind, die im UV absorbieren, geniigt es nicht, einfach die
Extinktion im Absorptionsmaximum zu messen und hieraus den Theobromin-
gehalt zu berechnen. Fiir die Untergrund-Korrektur bendtigt man 2 Mefipunkte.
Die verdiinnte, angesduerte Losung wird in eine vorher tadellos gereinigte Quarz-
kiivette (Schichtdicke 1 cm) eingefiille. In die Vergleichskiivette kommt dest.
Wasser. Nun wird am zweckmifligsten die UV-Absorptionskurve im Bereich
zwischen 240 und 320 nm mit dem Schreiber aufgezeichnet. Das Absorptions-
maximum fiir Theobromin (und Coffein) liegt bei 272 nm, das Minimum im kurz-
welligen UV bei 240—244 nm. Falls kein Schreibgerit zur Verfiigung steht, ge-
nigen folgende 2 Messungen:

Extinktion im' Absorptionsmaximum (bei ca. 272 nm). Durch langsames Dre-
hen der Wellenlingentrommel ist das effektive Absorptionsmaximum der Losung
aufzusuchen. Man notiert die Extinktion im Maximum und die zugehtrige Wel-

lenlinge, z. B. ER5™

Extinktion bel 306 nm (Egog).

d) Eichkurve

In jedem Laboratorium sollte mit dem vorhandenen UV-Spektralphotometer
einmal eine Eichkurve mit reinem Theobromin aufgenommen werden. Sie verlduft
linear. Mit dem Beckmann DB fanden wir fiir eine Losung von 1 mg Theobromin
in 100 ml (1 cm-Quarzkiivetten) die Extinktion 0,565, woraus sich der Propor-
tionalitatsfaktor 1,77 berechnet.

Berechnung

Durch Spuren von absorbierenden Verunreinigungen wird die UV-Absorp-
tionskurve gegentiber reinen Theobromin-Lésungen etwas iiberhdht. Zur Korrek-
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tur des Untergrundes subtrahiert man von der im Maximum gemessenen Extink-
tion ERS* die bei 306 nm gemessene Extinktion E, .. Die Differenz, multipliziert

mit 1,77 ergibt den Alkaloid-Gehalt in mg pro 100 ml Mefll6sung. Es gilt somit
folgende Formel:

Gesamtalkaloide ber. als Theobromin

in mg/100 ml Mef}l6sung =" 177 (Bra—— Bgys )

Unter Beriicksichtigung der Einwaage und der Verdiinnung ergibt sich fol-
gende Formel fiir den Theobromin-Gehalt des Ausgangsmaterials:

Gesamtalkaloide ber. als Theobromin 1,77 (Eg75™ — Eggq)
in %o des Ausgangsmaterials

a-v
es bedeuten:
s = Extinktion im Absorptionsmaximum bei ca. 272 nm.
E,,s — Extinktion bei 306 nm.
a = Einwaage in g.
v = abpipettierte Menge Losung fiir die Verdiinnung in ml (meistens 5 oder
10 ml).
Zusammenfassung

1. Es wurde eine neue Methode zur UV-spektrophotometrischen Bestimmung der Ge-
samtalkaloide (Theobromin und Coffein) in Kakao, Schokoladen und anderen Kakao-
erzeugnissen ausgearbeitet. Aus dem Gesamtalkaloid-Gehalt lifit sich die fettfreie Kakao-
masse berechnen.

2. Die Aufschluflbedingungen zum Lésen des Theobromins, die Wirkung verschiedener
Klarmittel sowie der Einfluff von Fremdionen auf die UV-Absorptionsbande wurden sy-
stematisch tiberpriift.

3. Die Methode wurde an zahlreichen Proben von Kakaomasse, Kakaopulver, Scho-

koladen, Nihrmitteln, Glacepulvern ausprobiert. Sie liefert durchwegs sehr gut reprodu-
zierbare Resultate.

Resumé

Description d’une nouvelle méthode de dosage (spectrophotométrie dans I'ultraviolet)
des alcaloides totaux (théobromine et caféine) dans le cacao, le chocolat et les autres
produits a base de cacao. A partir de la teneur en alcaloides totaux on peut calculer la
teneur en pate de cacao dégraissée.

Essayée sur de nombreux échantillons de pates de cacao, de poudres de cacao, de

chocolats, d’aliments et de poudres pour glaces cette méthode a donné des résultats repro-
ductibles.
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Summary

Description of a new method for the determination of the total alcaloids (theobromine
and caffeine), by ultraviolet spectrophotometry, in cocoa pastes, cocoas, chocolates, ice
cream powders and other foodstuffs. It has been found that this method gives reprodu-
cible data.
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Controle bactériologique des préparations enzymatiques
en meunerie et en boulangerie
R. Lambion, R. Christiaen et A. Veulemans

Station d’Essais et d’Analyses du Centre d’Enseignement et de Recherches pour les
Industries Alimentaires et Chimiques (C.E.R.I.A.), Bruxelles

Introduction

On attache de plus en plus d’importance a la qualité bactériologique des
farines.

Ceci résulte en partie du développement important des techniques de contrble
microbiologique et de leur application dans un nombre de plus en plus grand de
‘laboratoires qui autrefois se cantonnaient dans des contrdles chimiques, mais surtout
d’une évolution, d’une part, dans les techniques de fabrication et de commerciali-
sation et, d’autre part, dans nos connaissances quant aux risques que font courrir
les micro-organismes aux consommateurs. ‘

L’industrialisation de la production du pain pose des problémes technologi-
ques, non seulement au niveau de I’obtention de produits constants, mais aussi en
ce qui concerne leur conservabilité, c’est-a-dire leur aptitude a rester frais pen-
dant un temps suffisant pour leur commercialisation. Leur emballage s’imposait
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