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Zur Bestimmung der fettfreien Kakaotrockenmasse
in malzhaltigen Nahrmitteln

A. Blumenthal, M. Cerny und J. Helbling
Zentral-Laboratorium des Migros-Genossenschafts-Bundes (MGB), Ziirich

Einleitung

Zur Bestimmung der fettfreien Kakaotrockenmasse in Lebensmitteln wird der
Alkaloidgehalt, als Theobromin berechnet, herangezogen. Im Schweiz. Lebens-
mittelbuch (1) werden zwei verschiedene Methoden aufgefiihrt.

Im Kapitel 36 C wird die UV-Methode beschrieben. Die Alkaloide werden mit
Wasser extrahiert. Nach Klarung der Losung mit Bleiessig wird das tiberschiissige
Blei mit Carbonat gefillt. Ein aliquoter Teil dieser Losung wird angesduert, ver-
diinnt, und die Absorption im UV gemessen. Aus der Absorption werden die
Alkaloide als Theobromin berechnet.

Im Kapitel 22 C wird die Perforationsmethode dargestellt. Das mit Magne-
siumoxid aufgeschlossene Produkt wird einer Perforation mit Chloroform unter-
worfen. Im Riickstand des Chloroformextraktes wird der Stickstoffgehalt be-
stimmt. Aus dem Stickstoffgehalt werden die Alkaloide als Theobromin berechnet.

Bei malzhaltigen Nihrmitteln versagt die UV-Methode, da sie zu hohe Werte
liefert (2). Die Perforationsmethode, die brauchbare Resultate liefert, ist zeit-
raubend und fiir Routineuntersuchungen nicht geeignet. Wir suchten deshalb nach
einer einfacheren Methode.

Experimentelles

Die zu hohen Resultate der UV-Methode werden nach unseren Beobachtungen
durch Inhaltsstoffe des Malzextraktes verursacht. Diese absorbieren im dhnlichen
UV-Bereich wie die Alkaloide. Da die beiden Alkaloide des Kakaos, Theobromin
und Coffein, mit Hilfe der Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie (HPLC) nach
Literaturangaben (3, 4) gut getrennt werden konnen, vermuteten wir, dafl diese
Methode auch zur Abtrennung der storenden Substanzen geeignet sei. Die Tren-
nung von Theobromin und Coffein kann an einer Adsorptionssdule (3) wie auch
an einer chemisch gebundenen Umkehrphase (4) durchgefiihrt werden. Die che-
misch gebundene Umkehrphase hat den Vorteil einer schnellen Gleichgewichts-
einstellung, ist leicht regenerierbar, und die Proben konnen als wissrige Losungen
eingespritzt werden.
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Mit einer geeigneten mobilen Phase ist es uns tatsichlich gelungen, die stéren-
den Substanzen vollstindig vor den beiden, gut voneinander getrennten Alka-
loiden zu eluieren (siehe Abb. 1).

1
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Abb. 1. HPLC-Trennung von Theobromin und Coffein

A Standardlosung

B Nihrmittelextrakt
1 Theobromin

2 Coffein

Bemerkung: HPLC-Bedingungen siche Seite 287

Weitere HPLC-Versuche zeigten, dafi die storenden Substanzen des Malz-
extraktes mit Chloroform nicht extrahiert werden. Diese Feststellung fiihrte zu
einer Modifikation der Perforationsmethode. Nach der Extraktion mit Chloro-
form lassen sich namlich die Alkaloide direkt mittels UV-Absorption bestimmen.

Arbeitsvorschriften

HPLC-Methode
Prinzip

Die Alkaloide Theobromin und Coffein werden mit heiflem Wasser aus der
Probe extrahiert. Die Trennung erfolgt an einer Hochdruckchromatographiesdule
mit der C 18 chemisch gebundenen Umkehrphase. Als Eluens dient eine Wasser-
Methanol-Mischung.

Die beiden Substanzen werden nach dem Verlassen der Siule mit einem
spektralphotometrischen Detektor nachgewiesen und gemessen.

Reagenzien

Bleiessig basisch Ph. Helv. VI
Natriumhydrogencarbonat p. A.
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Methanol p. A.
Coffein p. A.
Theobromin p. A.

Gerdte

Hochdruck-Fliissigkeitschromatograph mit Spektralphotometer-Detektor.

Probenvorbereitung

3 ¢ Nihrmittel (genau gewogen) werden mit Siedesteinchen in einen 300-ml-
Erlenmeyerkolben gegeben. Auf der Tarierwaage wird das Gewicht des Kolbens
samt Inhalt auf 0,1 g genau bestimmt. Aus einem Meflzylinder fiigt man 96 ml
Wasser zu und erhitzt unter hiufigem Umschwenken zum Sieden. Wihrend 5
Minuten lafit man leicht kochen. In die heifle Losung tropft man unter Um-
schwenken 4 ml Bleiessig. Der Kolben wird abgekiihlt, aulen getrocknet und ge-
wogen. Das verdampfte Wasser wird ergianzt, bis das Gewicht der Fliissigkeit 101 g
betrigt (101 g = 100 ml). Der Kolbeninhalt wird gut durchgemischt und durch
ein Faltenfilter filtriert. Die ersten 10 ml des Filtrates werden verworfen. Zu ca.
50 ml des Filtrates gibt man 0,5 g Natriumhydrogencarbonat. Dabei fillt Blei-
carbonat aus. Man filtriert durch ein Faltenfilter, wobei die ersten 10 ml des
Filtrates wieder verworfen werden.

Vor dem Einspritzen auf die HPLC-S4ule wird die Losung einer Feinfiltration
durch ein Membranfilter (0,45 um Porengréfie) unterworfen.

HPLC-Trennung

Trennsiule: Chemisch gebundene unpolare Umkehrphase (Waters
Micro Bondapack C 18, 30 ¢cm Linge i. D. 3,9 mm)
Elutionsmittel: Wasser + Methanol = 75+25 (V+V)
Durchflufi: 1,5 ml/min
Einspritzmenge: 25 pl
UV-Detektor: 273 nm
Bereich: A=05
Standardlosungen: Theobromin 100 p.g/ml
Coffein 100 p.g/ml
Retentionszeiten: Theobromin 4,0 min
Coffein 8,8 min
Berechnungen

Die Berechnung des Gehaltes der Alkaloide erfolgt mit Hilfe eines externen
Standards. Bei Beniitzung eines Integrators oder Datensystems wird mit der Peak-
fliche, sonst mit der Peakhdhe gerechnet.
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Kp G ¥

Alkaloid in % = A E

. 10_4

Ap = Meflwert der Probe (Peakfliche oder -hohe)
As = Meflwert Standard

Cs = Konzentration Standard (p.g/ml)

V = Volumen der Nihrmittellsung (ml)

E = Einwaage Nahrmittel (g)

Die Formel gilt fiir Theobromin sowie Coffein.

Bei einer Einwaage von 3 g Nihrmittel in 100 ml und einer Standardkonzen-
tration von 100 p.g/ml vereinfacht sich die Formel wie folgt:
Ap
5399

Alkaloidgehalt in */o =

Zur Berechnung der fettfreien Kakaotrockenmasse wird ein durchschnittlicher
Alkaloidgehalt von 3,5%eingesetzt.

9/0 Theobromin + %o Coffein
0,035

Fettfreie Kakaotrockenmasse in %o ==

Modifizierte Perforationsmethode
Prinzip
Die Probe wird mit Wasser erhitzt. Durch Zugabe von Bleiessig wird die
Losung gekldrt. Aus einem aliquoten Teil des Filtrates werden die Alkaloide im
Perforator mit Chloroform extrahiert. Anschliefend wird das Chloroform ab-

gedampft. Den Riickstand 16st man in heiflem Wasser. Aus der Absorption der
wisserigen Losung werden die Alkaloide als Theobromin berechnet.

Reagenzien

Bleiessig Ph. Helv. VI
Chloroform p. A.

Gerdte

Perforator (Fliissig-Fliissig-Extraktor)
UV-Spektralphotometer

Extraktion der Alkaolide

3 g Nihrmittel werden nach der Vorschrift der HPLC-Methode behandelt (5).
50 ml des gekldrten Filtrates werden in einen mit Chloroform beschickten Perfo-
rator gebracht und extrahiert. Das Chloroform soll dabei in rascher Folge vom
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Kithler tropfen. Nach einer Extraktionsdauer von 8 Stunden wird das Chloro-
form abdestilliert. Den Riickstand trocknet man wihrend 15 Minuten bei 103 bis

105°C.

UV-Messung

Der Riickstand wird in heiffem Wasser geldst und quantitativ in einen 100-ml-
Meflkolben iiberfiihrt. Nach dem Abkiihlen wird zur Marke aufgefillt. 10 ml
(evtl. 20 ml) dieser Losung werden mit Wasser zu 100 ml verdiinnt. Die Ab-
sorptionskurve wird in 1 cm Quarzkiivetten, im UV-Bereich zwischen 240 und
320 nm aufgenommen. Als Vergleichslosung dient Wasser.

Berechnungen

Aus der UV-Messung werden die Gesamtalkaloide als Theobromin berechnet.
Zur Korrektur des Untergrundes subtrahiert man vom Maximum der gemessenen
Extinktion bei 272 nm die Extinktion bei 306 nm.

17:7 (Emz!x._“E:Stlli) +2

Gesamtalkaloide als Theobromin in %0 —

A-V
Enax. = Extinktion im Absorptionsmaximum bei 272 nm
A = Einwaage Nahrmittel (g)
V = Volumen der Losung, die zur Herstellung der Mefllésung eingesetzt wur-

de (ml)

%o Theobromin

Fettfreie Kakaotrockenmasse in "o —
0,035

Vergleichende Resultate

Tabelle 1. Gehalt an fettfreier Kakaotrockenmasse in verschiedenen malzhaltigen

Nihrmitteln
Fettfreie Kakaotrockenmasse
Niahrmittel
PLOMetnote | Mo Peloraions: | pliokte
A 10,8%/0 11,3% 18,9%0
B 10,5%0 10,6% 15,7%0
c 9,8%0 9,4%0 13,7%0
D 8,2%0 8,0%0 12,5%0
E 770 7,7%0 14,9%
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Die Zusammenstellung in Tabelle 1 zeigt den Gehalt an fettfreier Kakao-
trockenmasse in malzhaltigen Nihrmitteln, nach verschiedenen Methoden be-
stimmt. Die HPLC- und die mod. Perforations-Methoden liefern Resultate, die
recht gut mit den uns bekannten Rezepturen {ibereinstimmen. Die Werte der
direkten UV-Methode sind 40—90%0 hoher. Diese Vergleiche bestatigen die Un-
brauchbarkeit der direkten UV-Methode zur Bestimmung der fettfreien Kakao-
trockenmasse in malzhaltigen Nahrmitteln.

Der Gehalt an Theobromin und Coffein ist in den einzelnen Kakaosorten sehr
unterschiedlich (6, 7). Zur Berechnung der fettfreien Kakaotrockenmasse wurde
ein durchschnittlicher Alkaloidgehalt von 3,5%0 eingesetzt.

Dank

Fiir die Mitarbeit sei Friulein J. Le Roy und Frau E. Taube an dieser Stelle herzlich
gedankt.

Zusammenfassung

Eine Bestimmung der fettfreien Kakaotrockenmasse in malzhaltigen Nahrmitteln
mittels Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie wurde entwickelt. Sie basiert auf der Er-
fassung des Gehaltes an Alkaloiden. Dabei werden die wisserigen Probenextrakte mit
einer Wasser-Methanol-Mischung (3 :1) aus einer Sidule mit chemisch gebundener Um-
kehrphase (C 18) eluiert. Theobromin und Coffein werden so von den storenden Sub-
stanzen des Malzextraktes getrennt und konnen durch UV-Absorption bei 273 nm quanti-
tativ erfafit werden.

Ferner wird eine Aenderung der offiziellen Perforationsmethode fiir obige Bestimmung
beschrieben.

Die nach beiden Methoden ermittelten Werte ergaben gute Uebereinstimmung.

Résumé

La teneur en substance séche et dégraissée de cacao d’aliments fortifiants a base de
malt a été déterminée au moyen de la chromatographie liquide a haute pression. La
méthode est basée sur la détermination de la teneur en alcaloides. Les extraits aqueux des
échantillons sont élués avec un mélange eau-methanol (3 : 1) sur colonne a phase inversée
(C 18). De cette maniére la théobromine et la caféine sont séparées des substances génantes
de ’extrait de malt et peuvent étre déterminées quantitativement a I’aide de I’absorption
UV 4 273 nm.

Une modification du mode opératoire de la méthode officielle par perforation utilisée
pour la détermination sus-mentionnée est en outre décrite.

Les résultats obtenus par les deux méthodes sont concordants.
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Summary

The application of high pressure liquid chromatography for the determination of fat
free dry matter of cacao in malt containing products is described. The method is based on
the determination of the alkaloids content. The water soluble fractions of the samples are
eluted through a chemically bonded reversed phase column (C 18) using a 3:1 water-
methanol mixture. Theobromine and caffeine are separated from interfering substances of
the malt extract and their amounts are measured by UV-absorption at 273 nm.

A modification of the official extraction method for the above determination is also

described.
The results obtained by these two methods were in good agreement.
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