DK 663.938 : 620.1 : 543.852 DEUTSCHE NORM Mai 1992

Untersuchung von Kaffee und Kaffee-Erzeugnissen D I N
Bestimmung des Gehalts an Chlorogensauren -
HPLC-Verfahren 1 O 767
Analysis of coffee and coffee products; Ersatz fur Ausgabe 10.87

determination of chlorogenic acids content; HPLC method

Analyse du café et des dérivés; détermination de la teneur
en acides chlorogéniques; méthode de HPLC

1 Anwendungsbereich und Zweck 4.1 Methanol, geeignet fir HPLC

Diese Norm legt ein Verfahren zur getrennten Bestim-

mung der sechs Isomere der Chlorogenséuren (Caffeoyl- 4.2 Methanol-Wasser-Mischung

chinasduren oder 3,4-Dihydroxycinnamoylchinasduren) . . . .

und zur gemeinsamen Angabe als Summe des Gehalts S'rl%'(\:/r\;gs\g::] w:rréaer:]te::]lﬁe\ilggnhélz:ha;ntzli,snglgnet fr HPLC,
an Chlorogensauren fest. Das Verfahren ist bei Rohkaffee, 9 )
Réstkaffee und Kaffee-Extrakten, die in flissiger und
getrockneter Form vorliegen, anwendbar. 4.3 FlieBmittel A

Anmerkung: Mit diesem Verfahren werden ausschlieBlich 100 mi Wasser werden mit 1 ml o-Phosphorséure
die im Kaffee enthaltenen freien Chlorogenséuren (g5 91)) versetzt und vermischt.
erfaBt (siehe Erlauterungen).

44 FlieBmittel B
2 Begriff Acetonitril, geeignet flir HPLC

Gehalt an Chlorogenséuren ) )
Unter dem Gehalt an Chlorogensiuren wird die Summe 4.5 Chiorogensaure-Standardiésung

der nach dieser Norm bestimmten n:ChIorogenséure, 10 bis 15 mg n-Chlorogensaure (M = 354,32 g/mol) wer-
Kryptochlorogenséure, Neochlorogensaure (3-4- und  den auf 0,1 mg in einen 100-ml-MeBkolben eingewogen
5-Caffeoylchinaséure) und der drei Isochlorogensauren  ynd mit 50 ml kochendem Wasser geldst. Nach Abkihlen

(Dicaffeoylchinasauren) in Kaffee, angegeben als g/100 g der Lésung auf Raumtemperatur wird bis zur Strichmarke
der Trockenmasse, verstanden. mit Methanol aufgefullt.

3 Kurzbeschreibung des Verfahrens 5 Gerite

Die erforderlichenfalls gemahlene und gesiebte Probe Ubliches Laboratoriumsgerat, insbesondere Gerite nach
wird in einer Soxhlet-Extraktionsapparatur mit einer den Abschnitten 5.1 bis 5.11

Mischung aus Methanol/Wasser (/) extrahiert. Nach

beendeter Extraktion wird durch ein Membranfilter filtriert . . .

und das Filtrat mittels Hochleistungsfliissigkeitschromato- -1  Kaffeemiihle, geeignet zum Mahlen von Réstkaffee-
graphie (HPLC) adsorptionschromatographisch aufge- Bohnen

trennt und mit Hilfe eines UV-Detekiors angezeigt. Die
ldentifizierung erfoigt durch Vergleich der jeweiligen
Retentionszeiten mit denen der betreffenden Standard-
substanz, die Quantifizierung erfolgt nach dem Verfahren
der externen Standards liber die Peakflachen.

5.2 Zahnscheibenmiihle oder Stiftmihle mit Kiihiman-
tel oder ahnliche fiir Rohkaffee-Bohnen geeignete Miihle

5.3 Siebe mit Drahtsiebbdden, mit Maschenweiten von
0,8 mm, 0,63 mm und 0,25 mm, die die Anforderungen

4 Chemikalien und Lésungen nach DIN 4188 Teil 2 erfillen.
Es sind analysenreine Chemikalien zu verwenden. Das

Wasser muB destilliert oder mindestens von entsprechen- ——H—
der Reinheit sein. ) Massenanteil
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5.4 Soxhlet-Extraktionsapparatur, Nennvolumen 100 ml
5.5 Analysenwaage

5.6 Extraktionshuisen, Innendurchmesser 33 mm, Hohe
94 mm, aus reiner Cellulose, z.B. nach DIN 12 449

5.7 MeBkolben, Nennvolumen 100 ml und 250 ml

5.8 Membranfiltriereinrichtung mit einem 0,25-um-
Membranfilter

5.9 Hochleistungsflissigkeitschromatograph,  beste-
hend aus Pumpe, Probenaufgabevorrichtung, UV-Detek-
tor (Wellenlange 324 nm), Auswertungssystem

5.10 Analytische Trennséule aus Stahl, z.B. Durchmes-
ser 4 mm, Lange 250 mm, mit einer Octadecyl-Derivat-
Fillung.

Zur Sicherstellung einer guten Trennung der Chlorogen-
sauren sollten bei der Bestimmung ungebrauchte Saulen
eingesetzt werden. Nach jedem Gebrauch muB die Saule
durch ausreichende Splilung neu konditioniert werden.

5.11 Mikroliterspritze

6 Probenahme

Bis zum Erscheinen einer in Vorbereitung befindlichen
DIN-Norm tiber die Probenahme ist diese zu vereinbaren.
Es ist von einer représentativen, gut durchmischten Probe
auszugehen.

7 Durchfiihrung

Anmerkung: Die Korrelation zwischen Konzentration und
Flache ist bis zu einem Gehalt von 44 mg n-Chlo-
rogenséure bei einer Probeneinwaage von 2 g auf
250 ml gegeben. Bei héheren Gehalten an n-Chlo-
rogenséure ist die Einwaage entsprechend zu
reduzieren, oder es muB mit Verdinnungen gear-
beitet werden. Dies ist entsprechend bei der Aus-
wertung zu bericksichtigen.

7.1 Vorbereitung der Probe

7.1.1 Rohkaffee

Der Rohkaffee wird mit einer Miihie nach Abschnitt 52
gemahlen und anschlieBend mit dem Sieb nach Abschnitt
5.3 mit der Maschenweite 0,8 mm gesiebt. Flr die Ana-
lyse sowie flr die Bestimmung des Wassergehaltes nach
DIN 10766 ist die Kornfraktion mit TeilchengroBen von
weniger als 0,8 mm zu verwenden.

7.1.2 Rostkaffee

Der Rostkaffee wird mit der Kaffeemiihle nach Abschnitt
5.1 gemahien und anschlieBend durch die Siebe nach
Abschnitt 5.3 mit den Maschenweiten 0,63 mm und 0,25
mm gesiebt. Die Einwaage flir die Bestimmung sowie die
Einwaage zur Ermittlung des Wassergehaltes nach
DIN 10772 Teil 1 wird mit dem Teil der Probe zwischen
den beiden Sieben vorgenommen.

7.2 Herstellen der Probenlésung

7.2.1 Rohkaffee und Rostkaffee

2 g der nach Abschnitt 7.1 vorbereiteten Probe werden
auf 0,1 mg in eine Extraktionshiilse nach Abschnitt 5.6
eingewogen.

Die Extraktionshulse wird in die Soxhlet-Extraktionsap-
paratur eingesetzt und die Probe mit 150 ml der Metha-
nol-Wasser-Mischung nach Abschnitt 4.2 unter Ruckflu
extrahiert.

Die Heizquelle ist so einzustellen, daB die erforderlichen
4 bis 5 Ablaufe in einer Zeit von etwa 90 min ablaufen.

Nach Beendigung der Extraktion wird die Lésung quanti-
tativ in einen 250-ml-MeBkolben Ubergefiihrt.

Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wird mit der
Methanol-Wasser-Mischung aufgefiillt.

Der Kolbeninhalt wird mehrmals geschiittelt und (iber
einen 0,25-um-Membranfilter filtriert. 10 ul des Filtrats
werden direkt auf das Injektionssystem aufgegeben.

7.2.2 Kaffee-Extrakt

2 g getrockneter Kaffee-Extrakt werden auf 0,1 mg direkt
in einen 250-ml-MeBkolben eingewogen und mit 125 ml
siedendem Wasser libergoBen. Zum vollstdndigen Lésen
wird der Kolbeninhalt kurz aufgekocht. Nach dem Abkuih-
len auf Raumtemperatur wird mit Methanol nach
Abschnitt 4.1 aufgeflit. Der Kolbeninhalt wird mehrmals
geschuttelt und Gber einen 0,25-um-Membranfilter filtriert.
10 ul des Filtrats werden direkt auf das Injektionssystem
aufgegeben.

7.3 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(HPLC)

Bei Verwendung der Saule nach Abschnitt 5.10 und der
FlieBmittel A und B hat sich die Einhaltung folgender
Parameter bewéhrt:

FlieBgeschwindigkeit 1 ml/min
UV-Detektor
Injektionsvolumen 10w

bei einer Wellenldange von 324 nm

Gradientenverlauf Beispiel siehe Tabelle 1

Tabelle 1. Beispiel fiir einen Gradientenverlauf

FlieBmittel

Zeit %2)
min A B
0 90 10
20 80 20
25 70 30
35 60 40
40 60 40
41 90 10

Die Gradientendnderung verlauft linear. Vor jeder Neuin-
jektion muB mindestens 15 min nachgespdilt werden.

Anmerkung: Wéhrend des Gradientenverlaufs kénnen je
nach HPLC-System ,Geisterpeaks* auftreten, die
von der Reaktionswarme der Phosphorsaure ent-
stehen. Dieses Problem kann durch Zusatz von
10 %2) Acetonitril im FlieBmittel A umgangen wer-
den, wobei die Anderungen des Gradientenver-
laufs zu beriicksichtigen sind.

2) Volumenanteile ml/(100 ml)
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