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Analysis of coffee and coffee products — Determination of caffeine

content — Part 2: HPLC rapid method

Analyse du café et des dérivés — Détermination de la teneur en

caféine — Partie 2: Méthode HPLC rapide

Vorwort

Diese Norm wurde vom Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte, Arbeitsausschuss ,Kaffee®,
erarbeitet und enthalt die Uberarbeitung der DIN 10777-2:1994. Gegenstand der Uberarbeitung war in erster Linie die
Erweiterung des Anwendungsbereiches auf kaffeehaltige Getrankepulver und die Validierung fiir diese Produkte.

Anderungen

Gegeniiber DIN 10777-2:1994-03 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) Der Anwendungsbereich wurde auf kaffeehaltige Getrankepulver erweitert.

b) Fir kaffeehaltige Getrankepulver wurde die Probenvorbereitung ergéanzt.

c) Die Angaben zur Prazision des Verfahrens wurden auf kaffeehaltige Getrdnkepulver erweitert.
d) Die Norm wurde an die derzeit giiltigen Gestaltungsregeln angepasst.

Friihere Ausgaben
DIN 10777-2: 1994-03

1 Anwendungsbereich

Diese Norm legt ein HPLC-Schnellverfahren zur Bestim-
mung des Coffeingehaltes in gemahlenem Réstkaffee und
gemahlenem entcoffeiniertem Rostkaffee, Kaffee-Extrakt
sowie kaffeehaltigen Getrankepulvern fest.

ANMERKUNG: Mit verdnderter Probenvorbereitung und
Einwaage in Anlehnung an ISO 10095:1992 ist das
Verfahren auch fiir Rostkaffee in Bohnen sowie Roh-
kaffee geeignet.

2 Normative Verweisungen

Diese Norm enthalt durch datierte oder undatierte Verwei-
sungen Festlegungen aus anderen Publikationen. Diese
normativen Verweisungen sind an den jeweiligen Stellen
im Text zitiert, und die Publikationen sind nachstehend
aufgefiihrt. Bei datierten Verweisungen gehdren spéatere
Anderungen oder Uberarbeitungen dieser Publikationen
nur zu dieser Norm, falls sie durch Anderung oder Uberar-
beitung eingearbeitet sind. Bei undatierten Verweisungen
gilt die letzte Ausgabe der in Bezug genommenen Publi-
kation.
DIN 10772-1

Untersuchung von Kaffee und Kaffee-Erzeugnissen —

Bestimmung des Wassergehaltes nach Karl Fischer —

Verfahren fiir Rostkaffee

DIN ISO 3696
Wasser fiir analytische Zwecke — Anforderungen und
Priifungen; Identisch mit ISO 3696:1987

ISO 10095:1992
Kaffee — Bestimmung des Coffeingehaltes — Verfah-
ren unter Verwendung von Hochleistungsflissigkeits-
chromatographie

3 Prinzip

Das Coffein wird mit mindestens 90 °C warmem Wasser
extrahiert. Dabei wird die Probe durch Zugabe von Ma-
gnesiumoxid gereinigt.

Nach Filtration liber einen Membranfilter wird die Proben-
losung mittels Hochdruckfliissigkeitschromatographie
(HPLC) adsorptionschromatographisch aufgetrennt und
mit Hilfe eines UV-Detektors bei einer Wellenlange nahe
bei 272 nm (Schwankungsbereich von 270 nm bis 280 nm)
oder bei 254nm (bei Filterdetektoren) der Coffeingehalt
bestimmt.

4 Chemikalien und Losungen

Es sind analysenreine Chemikalien zu verwenden, soweit
nicht anders angegeben. Das verwendete Wasser muss
der Qualitat 1 nach DIN ISO 3696 entsprechen.
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4.1 Methanol, geeignet flir HPLC

4.2 Magnesiumoxid; MgO, schwer, reinst

ANMERKUNG: Durch mangelhafte Absorption kdnnen
Stoérpeaks im Chromatogramm entstehen. Falls diese
auftreten, ist die eingesetzte Charge des MgO zu
Oberprifen.

4.3 Coffein,
rein, wasserfrei

[1,3,7-Trimethylxanthin  (CgH;N4O,)],

4.4 FlieBmittel, 24 Volumenteile Methanol und 76 Volu-
menteile Wasser werden miteinander gemischt.

ANMERKUNG: Das Verhaltnis der Volumenteile von
Methanol und Wasser kann abhéngig von der einge-
setzten Séule veréndert werden.

4.5 Coffein-Standardldsungen

451 Standardlésung fiir nicht entcoffeinierte
Produkte

200mg Coffein werden auf 0,1mg in einem 1000-ml-
Messkolben unter Erwéarmen in Wasser gelést. Nach dem
Abkiihlen auf Raumtemperatur wird der Messkolben auf-
gefiillt und der Inhalt durch Schiitteln gemischt.

50ml dieser Lésung werden in einen 250-ml-Messkolben
pipettiert, bis zur Marke aufgefiillt und geschiittelt. Diese
Loésung ist bei Lagerung im Kiihlschrank einen Monat ver-
wendbar.

4.5.2 Standardlésung fiir entcoffeinierte Produkte

200mg Coffein werden auf 0,1mg in einem 1000-ml-
Messkolben unter Erwarmen in Wasser gelost. Nach dem
Abkihlen auf Raumtemperatur wird der Messkolben auf-
gefiillt und der Inhalt durch Schiitteln gemischt. 5 ml die-
ser Lésung werden in einen 250-ml-Messkolben pipettiert,
bis zur Marke aufgefillt und geschiittelt.

Diese Losung ist bei Lagerung im Kihlschrank einen Mo-
nat verwendbar.

5 Gerite

Ubliche Laboratoriumsgerate, insbesondere die angege-
benen Geréate in 5.1 bis 5.7.

5.1 Membranfiltriereinrichtung mit 0,45 um Membran-
filter

5.2 Hochleistungsfliissigkeitschromatograph mit
UV-Detektor, der eine Messung bei 272nm (Schwan-
kungsbereich von 270 nm bis 280 nm) erlaubt oder mit ei-
nem Filterdetektor (254 nm) ausgestattet ist und der an ein
Auswertsystem angeschlossen ist.

5.3 Analytische Trennsiule? mit einer Octadecyl-De-
rivat-Fillung und einer theoretischen Bodenzahl von min-
destens 5000 Béden. Die Bodenzahl der Séule kann aus
der Peakform des Peaks, der nach Injektion der Coffein-
Standardlésung entsteht, errechnet werden.

Die theoretische Bodenzahl ist hach folgender Gleichung
zu berechnen:

112
Ny = {ﬂ - 5,54 (1)
Dabei ist

Ny, die theoretische Bodenzahl;
t,  die Retentionszeit des Peaks;

w  die Peakbreite bei der halben Peakh&he in Milli-
meter.

Ny, muss mindestens 5 000 betragen. Falls sie unter 5 000
liegt, werden Begleitsubstanzen unzureichend vom
Coffeinsignal abgetrennt.

5.4 Magnetriihrer mit Heizung und aufgesetztem Was-
serbad

5.5 Ultraschallbad
5.6 Mikroliterspritze
5.7 Labormiihle, z. B. Schlagkreuzmiihle V)

6 Probenahme

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

Kaffeehaltige Getrankepulver missen in einer geeigneten
Miihle (siehe 5.7) gemischt und fein zerkleinert werden.
Vor jeder Untersuchung ist erneut zu mischen, da eine Ent-
mischung erfolgen kann. Hierbei sind mindestens 50 g, bei
Portionspackungen mindestens 5 Portionen, einzusetzen.

7 Durchfiihrung

7.1 Probenvorbereitung

1,0 g der Probe nach Abschnitt 6 werden auf 1 mg in einen
250-ml-Messkolben eingewogen und mit 5 g Magnesium-
oxid und etwa 200ml Wasser versetzt. Bei der Untersu-
chung von Kaffeeextrakt ist eine Einwaage zwischen 0,3 g
und 0,5 g zu wahlen.

Der Kolben wird im siedenden Wasserbad auf dem Ma-
gnetriihrer erhitzt. Nachdem der Kolbeninhalt eine Tempe-
ratur von mindestens 90 °C erreicht hat, wird der Kolben
unter stdndigem Riihren weitere 20min im siedenden
Wasserbad belassen.

Der Messkolben mit Inhalt wird anschlief3end unter flieen-
dem Wasser abgekihlt, in einem Wasserbad auf Raum-
temperatur temperiert und nach Entfernen des Riihrkerns
mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt und geschdittelt.

Ein Teil der Losung wird lUber einen Membranfilter nach
5.1 filtriert. Das Filtrat wird direkt auf das Injektionssystem
aufgegeben.

7.2 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(HPLC)

Bei Verwendung der Saule nach 5.3 hat sich die Einhal-
tung folgender Parameter bewahrt:

FlieBgeschwindigkeit
1 ml/min
UV-Detektor bei einer Wellenlange nahe bei
272 nm oder bei 254 nm bei Filterde-
tektoren

nach 4.4. Das FlieBmittel sollte vor
Einsatz 20min im Ultraschallbad
entgast werden.

mindestens 10 ul

Um die Peakflache des Coffeinsig-
nals zu bestimmen, kann ein belie-
biges Integrationssystem verwendet
werden.

FlieRmittel

Injektionsvolumen
Integration

1) Auskunft (ber Bezugsquellen geeigneter Saulen
erteilt der Normenausschuss Lebensmittel und land-
wirtschaftliche Produkte (NAL) im DIN Deutsches
Institut fir Normung e. V., 10772 Berlin (Hausanschrift:
Burggrafenstralle 6, 10787 Berlin).
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