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Uberpriifung der Coffein-Bestimmungsmethode nach Levine

Von H. Hadorn und K. Ziircher

Laboratorium des Verbandes Schweiz. Konsumvereine (VSK), Basel

In der Literatur findet man sehr zahlreiche Methoden und Varianten zur Cof-
fein-Bestimmung in Kaffee. Viele dieser Methoden sind empirisch und es haften
ihnen gewisse systematische Fehler an. Besonders problematisch ist die Coffein-
Bestimmung in entcoffeinierten Produkten, die nur noch Spuren von Coffein
enthalten. Wir haben kiirzlich eine UV-spektrophotometrische Methode zur Cof-
fein-Bestimmung in Kaffee ausgearbeitet (1). Die Methode ist ziemlich zeitraubend,
sie. wurde aber eingehend iiberpriift und darf als zuverlissig und genau gelten.
Sie eignet sich zur Kontrolle anderer Coffein-Bestimmungsmethoden. Von den
zahlreichen, in der Literatur vorgeschlagenen Verfahren schien uns dasjenige von
Levine (2) am besten geeignet fiir das neue Schweizerische Lebensmittelbuch (3).
Die Methode beruht auf einer chromatographischen Abtrennung und UV-spektro-
photometrischen Bestimmung des Coffeins. Sie ist genial einfach, rasch durchfiihr-
bar und hauptsichlich fiir Einzelanalysen geeignet.

Wir haben diese Methode tiberpriift und in einigen Kaffeeprodukten den Cof-
fein-Gehalt sowohl nach Levine als auch nach unserer Aufschlufimethode (1) be-
stimmt und dabei gut tibereinstimmende Resultate erhalten. Am Schlufy dieser Ar-
beit wird die Methode Levine mit einigen von uns eingefiligten Prizisierungen wie-

dergegeben.

1. Prinzip der Methode Levine

Die Methode ist auf samtliche Kaffeeprodukte, wie Rohkaffee, Rostkaffee,
Kaffee-Extrakte (coffeinhaltig und entcoffeiniert) sowie auf Getrinke anwendbar.

Ein aliquoter Teil eines wisserigen Auszuges oder einer Suspension des fein
gemahlenen Produktes wird mit Natriumkarbonat alkalisch gemacht, dann mit
Celite (Filterhilfsmittel) zu einem feuchten, homogenen Pulver verrieben. Diese
Mischung von Celite und Untersuchungsmaterial fiillt man in einem Chromato-
graphier-Rohr auf eine vorbereitete Sidule aus alkalischem Celite. Zunichst wird
mit Aether eluiert. Das Eluat fliefit direkt in ein darunter montiertes Chromato-
graphier-Rohr mit einer Saule, bestehend aus Celite und Schwefelsiure (stationire
Phase). Das Coffein gelangt quantitativ in die saure Sdule und wird darin zuriick-
gehalten, wihrend die dtherloslichen Verunreinigungen, wie Fett, Kaffeewachs,
usw. mit Aether ausgewaschen werden. Schlieflich wird das Coffein aus der sau-
ren Sdule mit Chloroform eluiert, in einem Meflkolbchen aufgefangen und UV-

spektrophotometrisch bestimmt.
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2. Modellversuche mit reinem Coffein

Modellversuche mit reinem Coffein ergaben, daff das Coffein aus der oberen
alkalischen Siule durch Aether quantitativ eluiert und in der unteren schwefel-
sauren Sdule quantitativ zuriickgehalten wird. Mit Chloroform lief sich das Cof-
fein mithelos und ohne Verluste eluieren.

3. Reinheit der Losungsmittel

Die verwendeten Losungsmittel miissen spektroskopisch rein sein. Chloroform
ist vor Gebrauch frisch zu destillieren. Nach Levine miissen die Losungsmittel zu-
dem mit Wasser gesittigt sein, weil sie durch feuchte Celite-Sdulen (stationdre
Phase: Natronlauge bzw. Schwefelsiure) filtriert werden. Trockener Aether
wiirde betrichtliche Mengen Wasser aus den Sidulen aufnehmen und diese teilweise
entwissern. In Chloroform sind jedoch nur Spuren Wasser 16slich. Nach Ull-
mann (4) 16st 1 kg Chloroform bei 25 ° C 0,565 g Wasser. Man darf, ohne Sto-
rungen befiirchten zu miissen, zum Eluieren trockenes Chloroform verwenden.
Die UV-Absorptionsspektren von trockenem und feuchtem Chloroform sind {ibri-
gens praktisch identisch, so dafl auch bei der spektrophotometrischen Ausmessung
keine besondere Riicksicht auf den Feuchtigkeitsgehalt des Chloroforms zu neh-
men ist.

4, Wie wirkt Aether im Chloroform?

Die mit Aether ausgewaschene untere Sdule enthilt das gesamte Coffein. Die-
ses wird mit Chloroform eluiert. Dabei kann eine merkliche Menge Aether ins
Eluat gelangen. Es wurde gepriift, ob dadurch keine Anderung der Extinktion
erfolgt. In einem Blindversuch haben wir die untere, mit Schwefelsaure imprig-
nierte Celite-Sdule vorerst mit Aether ausgewaschen und nach dem Abtropfen des
Aethers mit Chloroform nachgewaschen und das Filtrat aufgefangen. An der
Schlierenbildung im Kolbchen war zu erkennen, dafl die ersten Anteile des
Durchlaufs ziemlich viel Aether enthielten. Nachdem 50 ml Chloroform ausgeflos-
sen waren, wurde der Durchlauf gut gemischt und das UV-Absorptionsspektrum
gegen Luft gemessen. Im langwelligen UV (310—370 my.) absorbiert die Chloro-
form-Aethermischung weniger stark als reines Chloroform. Zwischen 300 und
270 my. sind zwischen der Aether-Chloroform-Mischung und reinem Chloroform
keine Unterschiede feststellbar. Im kurzwelligen UV sind nur unbedeutende Un-
terschiede zu beobachten. Trockenes Chloroform zeigt etwas hohere Extinktion
als das Aether-Chloroform-Gemisch. Wir fanden beispielsweise im Absorptions-
maximum (276 my.) und im Absorptionsminimum (246 my.) des Coffeins fiir die
Losungsmittel (1 cm Kiivette) gegen Luft folgende Extinktionen:
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13246 13276

Chloroform trocken 0,94 0,55
Chloroform mit Wasser gesattigt 0,90 0,55
Chloroform-Aether-Mischung feucht 0,86 0,55

Um den Einfluff des Aethers genau zu verfolgen, haben wir die Absorptions-
kurven von je 0,5 mg Coffein in 100 ml reinem Chloroform und in 100 ml einer
Chloroform-Aether-Mischung aufgenommen (80 Vol.%0 Chloroform + 20 Vol.”o
mit Wasser gesittigten Aether). In der Vergleichskiivette befand sich in beiden
Fillen reines Chloroform. Die beiden Absorptionskurven sind in Figur 1 darge-
stellt. Im langwelligen UV bis zum Absorptionsmaximum (276 mp.) sind prak-
tisch keine Unterschiede feststellbar. Nachher iiberschneiden sich die beiden Kur-
ven, diejenige der dtherhaltigen Losung fillt steil ab. Im Absorptionsminimum bei
246 my. ist die Messung der dtherhaltigen Losung gegen Chloroform nicht mehr
moglich. Die Messung im Absorptionsmaximum, die wir fiir die eigentliche Cof-
fein-Bestimmung bendtigen, wird durch Aether nicht gestort. Die Korrektur des
«Untergrundes» (siehe Abschnitt 8) wozu eine Messung im Absorptionsminimum
(246 my.) erforderlich ist, wird durch den Aether verunméglicht.

E Figur1

0,30

0,20

¥

Figur 1 Absorptionskurve von Coffein.

a) 0,5 mg Coffein in 100 ml Chloroform.
b) 0,5 mg Coffein in 100 ml Chloroform-Aether

0,10}

20 %0 380 30w (80 Vol.% Chloroform -+ 20 Vol.% Aether).

Damit nur Spuren von Aether in das Eluat gelangen, haben wir jeweils vor
dem Eluieren mit Chloroform einen schwachen Luftstrom von oben nach unten
durch die mit Aether behandelte Siule gepreflt, bis unten kein Aether mehr ab-
tropfte und praktisch keine Aether-Dimpfe mehr aus der Siule entwichen.

5. Reinheit des eluierten Coffeins

Die spektrophotometrische Coffein-Bestimmung liefert in der Regel nur rich-
tige Werte, wenn das Coffein geniigend rein ist. Die meisten Verunreinigungen
zeigen im UV ebenfalls eine merkliche Absorption und verursachen daher zu hohe
Resultate. Die Reinheit der Coffein-Chloroformlésung kann, analog wie friiher
fir wisserige Losungen beschrieben, kontrolliert werden. Das Absorptionsmaxi-
mum liegt bei 276 mp.. Ein Minimum liegt bei 246 my..
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100 =

Bei reinem Coffein in reinstem Chloroform betrigt der Quotient
276

22,3. D. h., die Extinktion des Coffeins im Absorptionsminimum betrdgt 22,3 %o
derjenigen im Absorptionsmaximum. Liegt dieser Quotient hdher, so enthilt die
Losung noch absorbierende Verunreinigungen.

Oberhalb 300 my. zeigt Coffein praktisch keine Absorption mehr, wahrend die
meisten Verunreinigungen merklich absorbieren. Fiir reines Coffein in reinem

E:HP(J

- 100 = 1,6 . Eine hohere Relation deutet

Chloroform betrdgt der Quotient

276
auf Verunreinigungen hin.

Durch gewisse Verunreinigung des Chloroforms und vor allem durch Aether,
der beim Eluieren der Sdule ins Eluat gelangen kann, wird die Extinktions-Messung
im Absorptionsminimum bei 246 my. gestort. Zum Eluieren muf} reinstes, frisch
destilliertes Chloroform verwendet werden und der Aether ist vorher moglichst
vollstindig aus der Sdule zu entfernen.

6. Ausmessung in Wasser

Bei den Verunreinigungen des Coffeins handelt es sich um fettldsliche Stoffe,
die moglicherweise in Wasser unloslich sind. Analog wie bei unserer Aufschluf3-
Methode (1) haben wir im Eluat zunichst das Chloroform vorsichtig abdestilliert
und den Riickstand in einer genau gemessenen Menge Wasser gelost. Im Kolbchen
blieb meistens ein fettartiger, wasserabstoffender Hauch zuriick. Die spektropho-
tometrische Bestimmung des Coffeins in der wisserigen Losung ergab praktisch
die gleichen oder nur um eine Spur niedrigere Werte, so daf} sich diese Operation
nicht lohnt.

7. Korrektur des Untergrundes in Chloroformlosung

Durch gewisse Verunreinigungen, die im UV ebenfalls absorbieren, wird die
Absorptionskurve in vielen Fillen etwas erhoht. Die direkte Berechnung des Cof-
fein-Gehaltes aus der gemessenen Extinktion bei 276 my. liefert daher zu hohe
Werte. Die Erhohung durch den sogenannten «Untergrund» lifit sich rechnerisch
oder graphisch nach dem von Kresze (5) beschriebenen sogenannten Grundlinien-
verfahren (base line methode) korrigieren. Durch zwei, dem Absorptionsmaximum
benachbarte Minima oder zwei andere geeignete Punkte zieht man eine Gerade
(Grundlinie, Basislinie). Bei reinem Coffein in Chloroform (siehe Figur 2) legten
wir die Basislinie durch das Absorptionsminimum (246 my.) und die Absorption
bei 300 my.. Ep ist der Anteil der Extinktion (im Absorptionsmaximum bei 276 my.)
bis zur Basislinie. Durch absorbierende Verunreinigungen wird dieses Stiick er-
hoht. Fiir die Berechnung des Coffeingehaltes wird nur der iiber dieser Basislinie
liegende Extinktionsanteil, also Es7e—Ep beriicksichtigt. Dieser Anteil ist dem
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Figur 2 Absorptionskurve von 0,45 mg reinem Coffein in 100 ml Chloroform.
Figur 3 und 4 Kurven a, b und ¢ sind Absorptionskurven von 3 verschiedenen reinen
Ausziigen aus dem gleichen entcoffeinierten Rostkaffee.

Coffeingehalt proportional. Bei reinem Coffein in Chloroform betrigt der Ex-
tinktionsanteil {iber der Basislinie Eszs—Ep = 89,5 % der Gesamt-Extinktion
Esz6. Einem Extinktions-Anteil Es;6—Ep von 1,00 entspricht auf Grund eigener
Eichkurven ein Coffeingehalt von 2,30 mg in 100 ml Chloroform.

In Figur 3 ist die Absorptionskurve einer Coffein-Losung dargestellt, die bei
der Analyse eines entcoffeinierten Rostkaffees nach der Methode Lewvine erhalten
wurde. Durch gewisse Verunreinigungen ist die ganze Kurve etwas {iberhoht. Wir
zeichnen wiederum die Basis durch die Schnittpunkte der Absorptionskurve bei
246 my. und 300 my.. Das Stiick Ep ist wegen den Verunreinigungen im Verhiltnis
zur Gesamtextinktion hoher. Das graphisch ermittelte Kurvenstiick tiber der Ba-
sislinie A Es7s = Esze—Ep ist dem wahren Coffeingehalt proportional. Der Cof-
feingehalt 1488t sich mit Hilfe des obigen Faktors (2,30) berechnen.

2 weitere Absorptionskurven von Coffeinlosungen, die aus dem gleichen ent-
coffeinierten Rostkaffee erhalten wurden, sind in Figur 4 abgebildet. Vor allem
die Kurve b ist stark iiberhtht. Die Losung ist vermutlich durch unreine Losungs-
mittel ziemlich stark verureinigt worden. Kurve c ist gegeniiber der Absorptions-
kurve des reinen Coffeins (Figur 2) nur relativ wenig tiberhoht.

Wie sich die Korrektur des Untergrundes auf die Resultate auswirkt, ist aus
den Zahlen der Tabelle 1 zu entnehmen. Ohne Korrektur werden gelegentlich
stark streuende und zum Teil viel zu hohe Coffeingehalte gefunden. Nach der
Korrektur liegen alle Resultate ziemlich nahe beieinander. Die Methode Levine
und unsere Aufschlufmethode liefern praktisch die gleichen Resultate, obwohl
das Coffein auf vollig verschiedene Art aus dem Kaffee isoliert und gereinigt
wird.

Die in Tabelle 1 aufgefiihrten Beispiele sind allerdings Extremfille. Bei cof-
feinhaltigem Kaffee wird nach beiden Methoden praktisch reines Coffein erhalten,
so daf} die Korrektur iiberfliissig ist. Auch bei den entcoffeinierten Produkten er-
hilt man bei sauberem Arbeiten mit reinen Losungsmitteln ziemlich reines Coffein,
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so dafl die Korrekturen in der Regel nicht stark ins Gewicht fallen, wie beispiels-
weise bei dem in Figur 4, Kurve ¢ dargestellten Versuch.

Rechnerische Korrektur

Die eben beschriebene Korrektur nach dem Grundlinienverfahren lifc sich
auch rechnerisch durchfithren. Hieriiber hat Smith (6) anlafilich des 1. Kolloqui-
ums iiber Kaffee in Paris berichtet. Um die Rechnung zu vereinfachen, mufl die
Basislinie durch 2 Punkte gelegt werden, die gleich weit vom Absorptionsmaxi-
mum entfernt sind. Die Messung an einer steil abfallenden Schulter, wie dies
Smith vorschligt, beispielsweise 296 my., ist mit grofleren Mefifehlern und Unge-
nauigkeiten verbunden, weil sich minimalste Einstellfehler an der Wellenlangen-
trommel auf die Extinktion stark auswirken. Fiir die rechnerische Korrektur in
Chloroformldsung wiirden wir folgende 3 Mefipunkte vorschlagen: Esus (Absorp-
tionsminimum) Eaze (Absorptionsmaximum) Eses in langwelligem UV. Die beiden
aufleren Meflpunkte sind je um 30 mp. vom Maximum entfernt. Den iber der
Basislinie liegende Extinktions-Anteil A 276 berechnet man wie folgt:

E 2486 + E303

/\ E??ﬁ =i E278 T 2

Tabelle 1

Coffein-Bestimmungen in entcoffeiniertem Rostkaffee
Einfluf der graphischen Korrektur

T——
Coffein-Gehalt Korrigierte In Figur 2 | Coffeingehalt Korr.
ohne Korr. Werte bzw. 3 ohne Korr. Werte
mg®/o mg®/o Kurve mg® mg?/y
Santos
Einzelwerte 28,0 233 a 34,2 19,7
32,0 21.2 b 30,7 20,0
22.8 21.2 C 24,9 21,6
31.9 223 — 255 23,0
Mittelwert 28,7 22,0 — o 21,1
Standardabweichung + 47 1.0 — oL
Columbia :
Einzelwerte 29,9 29,2 — 38,9 31,4
299 28,8 - 348 3L
- 323 29,5
Fie 313
Mittelwert 29,9 29,0 —_ 35,3 30,8
Standardabweichung — 203 —_ 27 +°0.8
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Zur Umrechnung in Coffein dient der Faktor 2,316. (Wenn A Esz == 1,00 so
enthilt die Losung 2,316 mg Coffein in 100 ml Chloroform, oder 1,158 mg in
50 ml.

Der kleine Unterschied gegeniiber dem Faktor bei der graphischen Auswer-
tung (2,30 mg/100 ml) rithrt daher, weil die Basislinie nicht durch' die gleichen
Punkte gezogen worden ist.

8. Korrektur des Untergrundes in wisseriger Losung

Nach der frither beschriebenen Aufschluffmethode (1) wird das isolierte und
gereinigte Coffein in wisseriger Losung ausgemessen (Absorptionsmaximum =
272 my.). Bei entcoffeiniertem Kaffee werden oft auch etwas iiberhohte Absorp-
tionskurven erhalten. Die Korrektur laflt sich in der eben geschilderten Art aus-
fithren. Wir wiahlten das graphische Verfahren. Gemessen wurde bei folgenden
Wellenlingen: 246 my. (Absorptionsminimum) 272 my. (Absorptionsmaximum)
und 300 my. Die Grundlinie wurde durch die Punkte 246 und 300 my. gezogen.
Bei reinem Coffein in Wasser betragt bei 272 my (Absorptionsmaximum) der Ex-
tinktionsanteil A Eo72 tiber der Grundlinie 85,5 %0 der Gesamtextinktion Es-s. Fiir
die Berechnung des Coffeingehaltes aus der korrigierten Extinktion A Es7. gilt der

Faktor = 2.54,

0,855

Wenn A Ee72 = 1,00, so enthidlt die Losung 2,34 mg Coffein in 100 ml. In der
Tabelle 2 sind einige nach der Aufschlufmethode ermittelte Coffeingehalte von
entcoffeiniertem Rostkaffee graphisch korrigiert worden. Die Resultate nach zwei
voneinander unabhingigen Methoden stimmen, wie erwahnt, sehr gut miteinander
tiberein.

9. Vergleichsanalysen

In verschiedenen Kaffee-Produkten (coffeinhaltig und entcoffeiniert) haben
wir die Coffeingehalte nach der Methode Levine und nach unserer Aufschlufi-
methode bestimmt. Die Resultate sind in Tabelle 2 zusammengestellt.

Bei der Methode Levine sind die Einzelwerte, die von verschiedenen Analy-
tikern gefunden wurden, angegeben. In einigen Fillen wurde auch die Korrektur
fiir den Untergrund angebracht. Bei den coffeinhaltigen Produkten dndert das Re-
sultat iiberhaupt nicht, bei den entcoffeinierten ergeben sich meistens nur unbe-
deutende Korrekturen. Die nach der Aufschluffmethode erhaltenen Werte sind
unserer fritheren Arbeit (1) entnommen.

Nach beiden Methoden erhilt man sehr gut reproduzierbare und miteinander
ibereinstimmende Resultate. Damit diirfte bewiesen sein, dafl die Methode Levine
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zuverlissige und richtige Werte liefert. Sie ist genauer als zahlreiche, in neuerer
Zeit vorgeschlagene, mehr empirische Verfahren. Fiir amtliche Laboratorien oder
Betriebe, die ein UV-Spektralphotometer besitzen, kann die Methode Levine emp-
fohlen werden. Sie wird auch fiir das neue Schweizerische Lebensmittelbuch vor-
geschlagen. Im nachsten Abschnitt soll die Methode in allen Einzelheiten als Ar-
beitsvorschrift beschrieben werden, wobei einige Wiederholungen unvermeidlich
sind.

Tabelle 2
Coffeinbestimmung in Kaffee-Produkten nach 2 verschiedenen Methoden

MethodsLevin e
Produkt Nach
Ko?:'lel;ciur cléezrll}erl:ggrﬁ Mitt;e/]wert absxtraé]i]cdl'ﬁfgg Aﬁg?::e]n
%o grw.(l,;ldes ’ s N
Rohkaffee coffeinhaltig 2.51 — 2,55 + 0,008 6
2,54 —
Rostkaffee coffeinhaltig 1,16 1,16 117 + 0,007 7
1,15 1,15
Kaffee-Extrakt coffeinhaltig 4,15 = 4,13 + 0,011 7
4,11 -
entcoffeinierter Rohkaffee 0,0299 0,0292 0,034 + 0,0011 12
0,0299 0,0288
entcoffeinierter Rostkaffee 0,031 S 0,034 + 0,0009 11
0,032 e
entcoffeinierter Kaffee-Extrakt | 0,126 — 0,127 - (0033 7
0,124 0,119

Arbeitsvorschrift nach Levine
Prinzip

Ein salzsaurer, wisseriger Auszug oder eine Aufschlimmung des fein gemah-
lenen Produktes wird mit Natriumkarbonat versetzt, dann mit Celite zu einem
feuchten homogenen Pulver verrieben. Diese Mischung von Untersuchungsmaterial
und Celite wird in eine vorbereitete alkalische Chromatographier-Saule eingefiillt.
Zunichst wird mit Aether eluiert. Das Eluat fliefit direkt in eine darunter mon-
tierte zweite Sdule mit Schwefelsiure-Celite (stationdre Phase). Das Coffein wird
quantitativ in der sauren Sdule zuriickgehalten, die atherldslichen Verunreinigun-
gen (Fett, Kaffeewachs, usw.) werden ausgewaschen. Schliefilich wird das Coffein
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aus der sauren Siule mit Chloroform eluiert, in einem Mef3kolbchen aufgefangen
und in UV spektrophotometrisch bestimmt.

Reagenzien

a) Schwefelsiure 4-n.

b) Natronlange 2-n.

c) Celite 545 (Filtererde) der Firma Johns-Manville Corp., zu bezichen durch
Firma Schneider & Co. AG, Zeughausstrafle, Winterthur.

d) Aethylither, mit Wasser gesattigt.

e) Chloroform rein.

Gerite

a) Chromatographier-Rohre von 250 mm Liange, lichte Weite 21 mm und 17
mm, vorteilhaft mit Glashahnen.
b) UV-Spektralphotometer.

Vorbereitung der Probe

a) Roh- und Réstkaffee ca. 1 g fein gemahlener Kaffee wird mit 75 ml Wasser
und 2 Tropfen konz. Salzsdure versetzt. Man kocht wihrend 10 Minuten (leichtes
Sieden), kiihlt ab, fiihrt das Gemisch in einen 100-ml Meflkolben und fiillt mit
Wasser bis zur Marke auf. 2,0 ml dieser triiben Losung werden zur weitern Unter-
suchung abpipettiert.

b) Entcoffeinierter Robh- und Rostkaffee 4 g des fein gemahlenen Materials
werden nach a behandelt und die Losung in einem 100-ml Mef3kolben zur Marke
aufgefiillt. 25 ml der triilben Aufschlimmung werden in eine Glasschale gebracht
und auf dem Wasserbad auf ein Volumen von 4—5 ml eingeengt.

c) Kaffee-Extrakt (Instant-Kaffee) 0,5 g der Probe werden mit 25 ml heiflem
Wasser und 2 Tropfen konz. Salzsiure versetzt, auf dem Wasserbad erwirmt bis
alles gelost ist, dann in einen 100-ml Mef3kolben iibergefiihrt. 2,0 ml werden ab-
pipettiert und zur weiteren Untersuchung verwendet.

d) Entcoffeinierter Kaffee-Extrakt 0,3—0,5 g Substanz werden in ein 50-ml
Becherglas abgewogen, 5 ml Wasser und 1 Tropfen konz. Schwefelsiure zugegeben,
dann auf dem Wasserbad erhitzt bis alles gelost ist, abgekiihlt und die gesamte
Mischung weiterverarbeitet.

Fiillung der Kolonnen (siche Figur 5)

Kolonne I 2,0 g Celite werden in einem 50-ml Becherglas mit 2 ml 4-n Schwe-
felsaure versetzt. Mit einem flexiblen Spatel wird die Masse innig verrieben, bis
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ein homogenes, leicht feuchtes Pulver
erhalten wird. Dieses wird nun por-
Kolorme 1 tionenweise in das unten mit Watte-
bausch oder Glaswolle verschlossene
Rohr I eingefiillt. Mit einem flach ge-

Figur 5

ez Iy

[ Lage B driickten Glasstab wird die Celite-

2 Untersuchungsmaterial Masse leicht festgestampft, so dafl eine

| + Na,CO; +n + 1gCelite  gleichmiflige, homogene Schicht ent-
7 { Lage A steht. Oben wir die Schicht mit einem
o> 3 g Celite + 2 ml 2-n NaOH

Pfropfen aus Glaswolle zugedeckt,um
Erosion zu verhindern.

Kolonne 11. Lage A besteht aus 3 g
Celite, die mit 2 ml 2-n Natronlauge

Kolonne I innig verrieben wurden (wie bei Ko-
lonne I beschrieben). Diese Schicht
wird ebenfalls portionenweise einge-
fiillt und leicht gestampft, so dafl sie
vollig kompakt erscheint.

Lage B. Zu der im Abschnitt «Vor-
bereitung der Probe» nach a bis d er-
haltenen Losung oder Aufschlimmung
des Untersuchungsmaterials gibt man
in einem 50-ml Becherglas oder in
einer Glasschale in kleinen Portionen
wasserfreies Natriumkarbonat bis zur
deutlich alkalischen Reaktion. Nun fiigt' man noch einen Uberschuff von 0,5 g
Natriumkarbonat zu. Erst wenn die Soda vollstindig aufgeldst ist, gibt man zu
n ml der Untersuchungsfliissigkeit (n = 2 bis 5 ml) portionenweise n + 1 g Celite
zu, mischt die ganze Masse gut durch und fiillt sie quantitativ in Kolonne II direkt

auf die Lage A, wie oben beschrieben. Das Becherglas wird mit 1 g Celite trocken
nachgespiilt.

2 g Celite -+ 2 ml 4-n H,SO,

Chromatographie

Die Kolonnen werden derart montiert, dafl die aus Kolonne II ausfliefende
Fliissigkeit direkt auf die Kolonne I tropft. Zunichst liflt man 150 ml Aether
durch Kolonne II und I fliefen. Der Hahn bei Kolonne II bleibt ganz gedffnet,
bei Kolonne I wird er so gestellt, dafl stindig eine Fliisigkeitsschicht {iber dem
Absorptionsmittel steht. Kolonne II wird entfernt und die Kolonne I mit weiteren
50 ml Aether nachgewaschen. Mit der ersten Portion Aether wird das Abfluflrohr
von Kolonne II in Kolonne I abgespiilt. Das unten bei Kolonne I ausflieffende
Eluat wird verworfen (Aether zuriickgewinnen, nach Ausschiitteln mit Ferrosul-
fat). Durch die Kolonne I prefit man mittels Gummigeblise eine zeitlang Luft von
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oben hindurch, bis unten kein Aether mehr abtropft und die unten austretende
Luft nur noch schwach nach Aether riecht. Anschlieffend eluiert man die Kolonne
I mit ca. 50 ml Chloroform. Das Eluat mit dem reinen Coffein wird in einem
50 ml Meflkolben aufgefangen, zur Marke aufgefiillt und gemischr.

Spektrophotometrische Messung

Die Extinktion der Coffein-Chloroformlosung wird in 1-cm Quarzkiivetten
gegen reines Chloroform bei 276 my. gemessen (Absorptionsmaximum). Zur Kon-
trolle der Reinheit des Coffeins werden auch die Extinktionen bei 246 my. (Ab-
sorptionsminimum) und bei 306 my. gemessen.

Berechnung

Bei coffeinhaltigen Produkten kann der Coffein-Gehalt direkt aus der im
Absorptionsmaximum gemessenen Extinktion Eazs berechnet werden. (Formel a)
Bei entcoffeinierten Produkten enthilt das Coffein noch Spuren von Verunreini-
gungen, es mufl eine Korrektur des Untergrundes beriicksichtigt werden. (For-
mel b).

a) Obne Korrektur (bei coffeinhaltigen Produkten).

Coffein in mg/50 ml Chloroformlésung = 1,03 - Eszs.
b) Mit Korrektur fiir den Untergrund (bei entcoffeinierten Produkten).

9ag T E.
Coffein in mg/50 ml Chloroformlésung = 1,158 (Eers — Ezuo 5 Eaos )

Berechnungsbeispiel

Von einem fein gemahlenen, entcoffeinierten Rohkaffee wurden 4,00 g abge-
wogen, mit Wasser vorschriftsgemdfl gekocht und auf 100 ml verdiinnt. Von dieser
wisserigen Suspension wurden 25 ml (entspricht 1,00 g Einwaage) vorschriftsge-

maf} aufgearbeitet. Die UV-spektrophotometrischen Messungen ergaben folgende
Werte

Es76 = 0,290
E216 = 0,078
Esos = 0,005

a) Direkte Berechnung obhne Korrektur. Coffein in mg pro 50 ml
Chloroformlésung = 1,03 * Eoze
= 1,03 -.0,290
= 0,299 mg

In 1 g des des untersuchten Kaffees wurden 0,299 mg Coffein gefunden. Der
Kaffee enthilt somit 29,9 mg °/» Coffein.
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b) Berechnung mit Korrektur fiir den Untergrund. Coffein in mg pro 50 ml

Eose + E:
Chloroform-Losung =.1.158 * (E27B _ Loae S 306)
0,078 + 0,00
— 1’158 . (0’290 ) 7 2 L) 5)

= 0,288 mg Coffein
Im Kaffee = 28,8 mg °/o Coffein

Zusammenfassung

1. Die UV-spektrophotometrische Methode zur Coffein-Bestimmung nach Levine
wurde uberpriift.

2. Die Methode liefert sehr gut reproduzierbare Resultate, die mit den nach der Auf-
schluimethode von Hadorn und Ziircher erhaltenen iibereinstimmen. Die Methode darf als
zuverldssig und genau gelten.

3. Zur Korrektur des «Untergrundes», der von stérenden absorbierenden Verunreini-
gungen herriihrt, werden ein graphisches und ein rechnerisches Verfahren mitgeteilt.

Résumé

On a étudié la méthode de Levine pour le dosage de la caféine par spectrophotométrie
dans UV et constaté qu’elle donne des valeurs reproductibles qui concordent avec celle
données par la méthode de Hadorn et Ziircher. Cette méthode de Levine peut étre consi-
dérée comme bonne et exacte.

Summary

Critical examination of the method of Levine for the UV-spectrophotometric deter-
mination of caffeine. It has been found that this method gives accurate results.
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