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Oznaczanie kofeiny
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Grupa katalogowa 1256

1. WSTEP $21mm

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy jest me-
toda oznaczania zawartosci kofeiny w kawie wg zmo-

dyfikowane] mctody Levina, jako metoda rutynowa Kolumna 1
- L N S - (alkaliczna)
i odwotawcza oraz metoda oznaczania zawartosct wody 250 mm dlugosgi——— —L

w ekstraktach kawy naturalnej, w suszarce prozniowe].

1.2. Zakres stosowania normy. Normg¢ stosuje si¢ do
oznaczania zawartosci kofeiny w kawie surowej, kawie
palonej, ckstraktach kawy naturalnej suchych 1 plyn-
nych oraz w tvch samych produktach odkofeinowanych =
i do oznaczania zawarto$ci wody w ekstraktach ka-
wy naturalne] w imporcie.

1.3. Okresienia. Kofeina — glowny alkaloid puryno-
wy nasion krzewu kawowego otrzymywany metodg ek-
strakcji rozpuszczalnikami, w warunkach okre$lonych

Tampon waty

Mieszanina Celitu  proby

Jg Celitu { 2 ml NaOH(2N)(=516g)

57 Tampon waty

metoda.
¢ f7mm
 —
2. METODY OZNACZANIA
2.1. Oznaczanie zawarto$ci kofeiny Koiumna II
(kwasna) ]
2.1.1. Zasada oznaczania polega na ekstrakcy kofeiny 250 mm dlugosci [~ 7] Tampon waty
2z probki w Srodowisku amoniakalnym, stopniowym
rozdziale metodg chromatografii kolumnowej przy uzy-
ciu eteru ctylowego, a nastapnie eluowaniu chloro- \
: o e : g 3q Celitu { 3ml Hy S04(4N)(=6,36g)
formem i pomiarze absorbancji eluatu w zakresie Swia- g 2504 (4N) (=633,
tta ultrafioletowego. ARG
2.1.2. Aparaty i przyrzady a7 " 3
. ampon wa
a) Kolumny chromatograficzne (rys. 1), szklane panwas
7z kurkiem z przelotem prostym o wymiarach:
dtugos¢ — 250 mm, [BN-80/8136-13-T]
$rednice wewnetrzne — 21 mm (kolumna 1),
Srednice wewnetrzne — 17 mm (kolumna II). Rys. 1. Kolumny chromatograficzne

Zarzadzeniem nr 273/M80
jako norma obowigzujgca od dnia 1 kwietnia 1981 r.
(Dz. Norm. i Miar nr 23/1980 poz. 94)

Zgtoszona przez Ministerstwo Handlu Zagranicznego i Gospodarki Morskiej Centralny Inspektorat Standaryzacji
Ustanowiona przez Dyrektora Centralnego Inspektoratu Standaryzacji dnia 4 wrzesnia 1980 r.

WYDAWNICTWA NORMALIZACYJNE 13981, Druk. Wyd. Norm. W-\{va, Ark. wyd. 0,65 Nakt. 2000+55 Zam. 3262/80 ‘ Cena zt 3,60
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b) Spektrofotometr do pomiaru w zakresie swiatla.

UV, z dokladnoscia odczytu absorbancji do 0,004 —
dla metody odwolawcze).

¢) Kuwety kwarcowe o dlugosci drogi swiatta 10 mm

d) taznia wodna.

¢) Waga analityczna.

f) Mlynek wykonany z materiatu nie absorbujgcego
wilgoci. o matej powierzchni martwej, szybkoobrotowy
(okoto 15 000 obr/min), np. miynek do kawy.

g) Sita o oczkach kwadratowych 0.6 lub 0,63 mm.

2.1.3. Odczynniki

a) Kwas siarkowy cz.d.a., roztwor 4N.

b) Wodorotlenek sodowy cz.d.a.. roztwor 2N.

¢) Celit 545 do chromatografu lub rownowazny. np.
Hyflo-super-cel.

d) Amoniak cz.d.a.. roztwor okoto 4N: 1 objgtosc
stgzonego amoniaku (25-procentowego) zmieszac z 2
objetosciami wody destylowaney.

¢) Eter etylowy cz. lub po analizic oczyszczony na
kolumnic chromatograticzne) wypelnionej) zasadowym
tlenkiem glinu o stopmu aktywnos$ct I. W tym celu
przepusci¢ 800 c¢cm’® ecteru etvlowego przez kolumng
wypelniong 100 g tlenku glinu. Tak oczyszczony eter
etylowy wysycony woda przechowywac¢ w ciemnej bu-
telce.

Rownoczesnic mozna uzy¢ Swiezo przedestylowany
cter etylowy wysycony wodg destylowang. W przypad-
ku uzycia rozpuszczalnikdw oczyszczonych, sprawdzic¢
ich czystos¢ wykonujac slepg probe.

f) Chloroform c¢z. lub oczyszczony wg 2.1.3 e¢).

g) Kofemna (1.3.7-troymetylo-2.6-dwuoksypuryna) cz.
bezwodna (CzH 0N,O»).

h) Wata baweiniana lub szklana.

2.1.4. Pobieranie i przygotowanie probki do analizy

2.1.4.1. Pobieranie probki dla:

— kawy surowe; — wykona¢ wg BN-76/8136-06,

— kawy paloncj — wykona¢ wg BN-62/8136-02,

— ckstraktu kawy naturalnej — wykonac¢ wg PN-76/
A-94010.

2.1.4.2. Przygotowanie probki do analizy. Rozdrobni¢
na mivoku (2.1.2 ) cz¢sS¢ Srednie) probki laboratoryjne]
kawy surowe) lub palone) otrzymane) wg 2.1.4.1. tak
aby probka po zmieleniu przechodzita w catosci przez

sito 0 oczkach kwadratowych 0,6 lub 0,63 mm. Cze$¢

tak przyvgotowanej probki moze by¢ wykorzystana do
oznaczania zawartosct suchej masy. Przygotowanie
probki ekstraktu kawy naturalne) wykona¢ wg BN-79/
8133403, p: 2.3.5.1

2.1.5. Przygotowanie odwazki

2.1.5.1. Kawa surowa i palona. Odwazy¢ okoto 1 g
rozdrobnionej prébki (2.1.4.2), z doktadnoscig do
0.0001 g, do zlewki pojemnosci 100 cm?, doda¢ 5 cm?
roztworu amoniaku (2.1.3 d) 1 ogrzewa¢ 2 min na
wrzace] lazni wodne). Pozostawi¢ zlewke do schtodze-
nia, nastgpnie przeniesc tlosciowo jej zawarto$¢ do kol-
by pomiarowej pojemnosci 100 ¢m?®, uzupelniajac za-
wartos¢ do kreski wodg destylowang 1 cato$¢ dobrze
wymieszac.

Pozostawi¢ otrzymang zawiesing do sklarowania. Po-
bra¢ pipeta 5 c¢cm’ sklarowanego roztworu do zlewki

pojemnosci 100 cm?, doda¢ 6 ¢ Celitu 545 i starannie
wymieszac.

2.1.5.2. Kawa surowa i kawa palona — odkofeinowa-
na. Odwazy¢ okolo | g rozdrobnionej probki (2.1.4.2)
z doktadnoscig do 0,0001 ¢ do zlewki pojemnosci
100 ¢cm?, doda¢ 5 ¢cm® roztworu amoniaku (2.1.3 d)
1 ogrzewad¢ 2 min na wrzicej tazni wodnej. Nast¢pnie
doda¢ 6 g Celitu 545 1 starannic wymieszac,

2.1.5.3. Ekstrakt kawy naturalnej — suchy. Post¢po-
wac¢ jak w 2.1.5.1 przy uzyciu odwazki 0.5 g 1 odpo-
wiednio pobra¢ 2 cm® zawiesiny i 3 g Celitu 545.

2.1.5.4. Fkstrakt kawy naturalnej — ptynny. Post¢po-
wac jak w 2.1.5.1 przy uzyciu odwazki 1,0 = 2.5 g,
zawierajace) okolo 0.5 g suchego ekstratu kawy natu-
ralne; w przeliczeniu na substancjg statg 1 odpowiednio
pobra¢ 2 ¢cm’ zawiesiny 1 3 g Celitu 545.

2.1.5.5. Ekstrakt kawy naturalnej — plynny, odkofe-
inowany. Postepowac¢ jak w 2.1.5.2 przy uzyciu od-
wazki 1,0 = 2.5 g. zawierajacej okolo 0.5 g suchego
ekstraktu kawy naturalnej) w przeliczeniu na substan-
cj¢ statg 1 7.0 = 8,0 g Celitu 545.

2.1.6. Wykonanie oznaczania

2.1.6.1. Wypetnianie kolumn

a) Kolumna alkaliczna — 1.

Warstwa A. Odwazke¢ 3 ¢ Celitu 545 wymieszal sta-
rannic w zlewee 7z 2 cm’ roztworu wodorotlenku sodu
(2.1.3 b) w celu otrzymania jednorodnego, wilgotnego
proszku. Przenosi¢ porcjami wymieszany proszek na
kolumng (2.1.2 a) rys. 1) uprzednio upakowana tam-
ponem waty (2.1.3 h) 1 ubija¢ kazdorazowo dodang
porcj¢ precikiem szklanym o splaszezonym koncu do-
pasowanym do Srednicy kolumny. Przykryé warstwe
proszku tamponem waty i mocno ubic.

Warstwa B. Przenies¢ ze zlewki mieszanine Celitu
545 1 probki, przgotowanyg wg 2.5 na szczyt warstwy A
kolumny alkalicznej. Osuszy¢ zlewke dwiema porcjami
po 1 g Celitu 545 1 nanies¢ na kolumng kazdorazowo
ubnjajac dodang porcje proszku. Zamkngc szgzyt kolu-
mny tamponem waty 1 mocno ubic.

Prawidlowo przygotowana kolumna powinna by¢
scisle upakowana. bez przerw migdzy kolejno dodawa-
nymi porcjami wypelniania.

b) Kolumna kwasna — Il. Umiesci¢ w dole kolumny
tampon waty 1 mocno ubic, nastgpnie nanosi¢ porcja-
mi doktadnie wyvmicszana odwazke 3 g Celitu 545
z 3 cm?® roztworu kwasu siarkowego (2.3 a) i postepowac
dalej jak w 2.6.1 — warstwa A.

2.1.6.2. Rozdzial chromatograficzny. Umocowaé ko-
lumny na statywie tak, aby eluat z kolumny I mogl
sptywac bezposrednio do kolumny II. Przepus$ci¢ przez
obie kolumny 150 cm?® eteru etvlowego (2.1.3 e), re-

~ gulujgc szybkos¢ przeptywu, tak aby nad szczvtem ko-

lumny II pozostawala zawsze warstwa eluatu z ko-
lumny I. Zdja¢ kolumng¢ I 1 przemyé¢ jej koncowke
50 c¢cm? eteru etylowego, nanoszac go nast¢pnie na
kolumng¢ IlI. Odrzuci¢ caly eluat otrzymany po wy-
mywaniu kolumn eterem etylowym, ktoéry moze byc
oczyszczony przez wytrzgsanie z siarczanem zelazawym
1 przepuszczony przez kolumng chromatograficzng. Na-
stepnie otworzy¢ catkowicie kurek kolumny Il i przed-
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muchiwac jej zawartos¢ od gory strumieniem powietrza
do zaniku zapachu cteru ctylowego na wylocie kolu-
mny. Operacje powyzsza nalezy przeprowadzaé pod
wyciagiem w celu unikni¢cra mozhiwosct wybuchu na-
gromadzonych par rozpuszczalnika. Nast¢pnie nanie$¢
na osuszong kolumng I 4550 cm’ chlorotformu (2.3 t)
i zbiera¢ eiuat do kolby pomiarowej pojemnosci 50 cm?,
uzupelni¢ zawartos¢ do kreski chloroformem 1 dobrze
wymieszac. W ciggu catego procesu chromatografowa-
nia ustali¢ szybkos¢ przeplywu eteru etylowego i1 chloro-
formu na poziomie 1.5+3 ¢cm’/ min. Wykonaé¢ dwa
rownoleglte oznaczania z tej samej probki.

2.1.6.3. Pomiar spektrofotometryczny (rys. 2)

Kuwety kwarcowe, 10 mm

i Rozpuszczalnik : chloroform
14+ Roztwor odnodnikowy: chioroform
absorbancja 276 nm
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Pomiar spektrofotometryczny

a) Pomiar absorbancji roztworu badanej probki. Wy-
kona¢ pomiar absorbancji chloroformowego roztworu
kofeiny w kuwetach kwarcowych wobec chloroformu
jako roztworu odnosnikowego przy nast¢pujacych dlu-
gosciach fal — 276 nm (maksimum absorbancji), 246
nm (minimum absorbcji) 1 306 nm (kontrola czystosci
otrzymanej kofeiny). |

Jezeli odczyt absorbancii przy 276 nm dilugosci fali
przekracza wartos$¢ 1,3, powtdérzy¢é pomiar na rozcien-
czonym roztworze badanej probki, uwzgledniajgc
wspolczynnik rozcieniczenia przy obliczaniu wynikoéw
(p. 2.1.6.4). Jezeli odczyt absorbancji przy 276 nm
dtugosci fali jest nizszy niz 0,2 — powtdrzy¢ cate ozna-
czanie biorgc wigcksza nawazke.

b) Przygotowanie i pomiar absorbancji roztworu wzor-
cowego. Odwazy¢ z dokladnoscia do okoto 0.0001 g
100 £20 mg kofeiny (2.3 g), przenie$s¢ do kolby po-

miarowej pojemnosct 1000 c¢cm®, rozpusci¢ w chloro-
formic 1 uzupelni¢ do kreski, a nast¢gpnie dokladnie
wymiesza¢ (roztwor A). Pobraé pipeta 5 cm? otrzyma-
nego roztworu (A) do kolby pomiarowej pojemnosci
50 ¢cm?, uzupetni¢ chloroformem do kreski i doktadnie
wymieszac¢ (roztwor B). Wykona¢ pomiar absorbancji
otrzymanego roztworu wzorcowego (roztwor B) wg
2.1.6.3 a). Skorygowana wartos¢ absorbancji roztworu
B powinna wynosi¢ okoto 04,

Wykona¢ dwa roéwnolegle oznaczania z tej same)
probki.

- 2.1.6.4. Obliczanie wynikow. Zawartos¢ kofeiny (X))
w kawie surowej 1 palone] wyrazona w procentach
wagowo w przeliczeniu na suchg mas¢ obliczy¢ wg
wzoru

50 - 10 - C - A,

X = (1)
54, - m - P
w ktorym:
C — stgzenie roztworu wzorcowego kofeiny (B),
g/cm’
A1 — skorygowana wartos¢ absorbancji ekstraktu

(2.1.6.2) otrzymanego wg 2.1.6.3 a) obliczo-
na wg wzoru
[(_Al'/'ﬁnm - 0.5(A5460m t+ A.}Oénm)]

A, — skorygowana wartos¢ absorbancji roztworu
wzorcowego kofeiny (B) p. 2.1.6.3 b) obli-
CczZona wg wzoru
[(A2760m = 0.5(A246nm + A306nm)]

m — masa odwazki, g,
P — procent wagowo zawartosci suchej masy w
probce oznaczony wg BN-62/8136-02,

BN-77/8136-09 lub p. 2.2 odpowiednio dla
badancgo produktu
Zawartosc kofeiny (X>) w kawie surowej, kawie pa-
lonej 1 ekstrakcie kawy naturalnej, odkofeinowanych,
wyrazona w procentach wagowych w przeliczeniu na
sucha mas¢ obliczy¢ wg wzoru

5100 - C - A,
X3 = (2)
A - m - P
w ktorym: C, A, A, m, P — jak we wzorze (1).

Zawartos¢ kofeiny (X3) w ekstrakcie kawy naturalnej
suchym 1 ptynnym, wyrazony w procentach wagowo
w przeliczeniu na suchg mas¢ obliczy¢ wg wzoru

.X,s - (3)
A - m - P

w ktorym: C. A, A, m, P — jaik we wzorze (I).

Za wynik przyja¢ Srednia  arytmetyczng dwoch
rownoleglych oznaczan, roznigeveh sig nie wigeej niz
o wartosct podane w tablicy powtarzalnosci 1 odtwa-
rzalnosci metody.

2.1.6.5. Odtwarzalnos¢ metody. Dopuszcza si¢ roz-
nice miedzy dwoma niezaleznymi oznaczaniami, wyko-
nanymi w dwoch roznych laboratoriach, na te) samej
probce, nie przekraczajgce wartosci podanych w tablicy
powtarzalnoSci 1 odtwarzalnosci metody.
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Powtarzalno$ci i odtwarzalnoSci metody

Metoda rutynowa Metoda odwotawcza
Probka llos¢ kofeiny powtarzalnosé odtwarzalnosc powtarzalnos¢ odtwarzalnos¢
g/100 ¢ kawy g kofeiny/100 g ¢ kofeiny/100 g ¢ kofeiny/100 g g kofeiny/100 ¢
kawy kawy kawy kawy
okolo 2 03 0.4 0.12 0.38
Kawa surowa okoto 1 0,2 0.3 0,08 0,31
odkofeincwana <0.1 0.02 0.02 <0.01 0.01
okoto 2 0.2 0.3 0.10 0,32
Kawa palona okolo 1 0.1 0.2 0.04 0.19
odkofeinowana <<0.1 0.01 .01 <0.01 0.01
7 okolo 4 0.4 0.6 0,17 0.39
l"“.‘"‘k.‘ll‘“,“-‘ okolo 2 0.2 0.3 0.12 0.20
naturaing odkofcinowany <0.3 0.01 0.01 0.01 0.01
Poziom ufnoscr — 0.05.
Wynik podaé¢ 7z dokladnodciy do drugicgo miejsca dziesigtnego.

2.1.6.6. Wykrywalnos¢ metody. Najnizszy poziom wy-

krvwalnosci metody wynost 0,02% kofeiny w przelicze-
niu na suchg mase.

2.2. Oznaczanie zawartosci wody w ekstraktach kawy
naturalnej

2.2.1. Zasada oznaczania polega na suszeniu probki
ekstraktu kawy naturalne; do stalej masy w suszarce
prozniowej (50 mbar max.), w temperaturze 70°C przez
16 h, w obecnosci Srodka suszgcego.

2.2.2. Aparaty i przyrzady.

a) Naczvnka wagowe o Srednicy minimum 50 mm
I wysokosct 25--30 mm, z dobrze dopasowanymi przy-
krywkami.

b) Waga analityczna.

¢) Suszarka prozniowa 1zotermiczna, 7 termoregu-
lacja w zakresie 70 +I1°C.

d) Pompa prézniowa redukujgcea ciSnienie w suszar-
ce do 50 mbar max.

¢) Eksykator z efektywnym srodkiem suszgcym, np.
pigciotlenek fosforu.

2.2.3. Odczynniki. Pi¢ciotlenck fosforu cz.

2.2.4. Pobieranie i przygotowanie probki do analizy
— wg 2.14.1 1 2.14.2.

- 2.2.5. Wykonanie oznaczania. Z przygotowanej prob-
ki wg 2.2.4 pobra¢ do naczynka uprzednio wysuszo-
nego w temperaturze 70°C do stale) masy, 2--3 g od-
wazki i rownomiernie rozsypac¢ na dnie naczynka. Przy-
kry¢ przykrywka i zwazyc 7z doktadnoscia do 0,0001 g.
W przypadku sporzadzania serii odwazek, umieszezaé
kolejno przygotowane odwazki w cksvkatorze. Wszyst-
kie operacje zwiazane z przygotowaniem odwazek wy-
konywa¢ tak szybko, jak to jest mozliwe, z uwagi

K O N

na duzg higroskopijnos¢ badanego produktu. Naczynko
z przygotowanyg odwazka umiescic w suszarce, zdjac
przykrywke. Jednocze$nie wlozy¢ do suszarki ptytg Pe-
triego wypelniona pigciotlenkiem fosforu.  Zamknac
suszarke, obnizy¢ cisnienic do 50 mbar max 1 suszyc
w temperaturze 70 £1°C przez 16 h £30 min. Na-
stepnie wyja¢ naczynko, przykrv¢ przykrywka i zwazyc
po ostudzeniu z dokladnoscig do 0,0001 g. Wykonac
dwa rownolegle oznaczania 7z te) samej probki.
2.2.6. Obliczanie wynikow. Zawartos¢ wody (Y) wy-
razong w procentach wagowo obliczy¢ wg wzoru

ny - m> - 100

Y = (4)
) ny — Mo
w ktorym:
my — masa pustego naczynka, g,
m; — masa naczynka z odwazka przed suszeniem,
£,
m> — masa naczynka z odwazkg po suszeniu, g.

Za  wynik przyja¢ srednia arytmetyczng dwoch
roOwnalegtych oznaczan réznigeych si¢ nie wigee] niz
0.05% wartosct bezwzgiednej. Wynik podac¢ z doklad-
noscig do drugiego miejsca dziesi¢tnego.

2.2.7. Odtwarzalnos¢ metody. Roznica migdzy dwo-
ma rownoleglymi oznaczaniami, wyvkonanymi w dwoch
roznych laboratoriach na tej samej probee nie powinna
przekracza¢ 0,1% wartosci bezwzgledne;.

2.3. Protokot badan. W protokole nalezy podacé za-
stosowana metode 1 otrzymany wynik, jak réwniez
ujmowac wszystkie szczegoly wykonania badania nie
ujete w normie lub uwazane za dowolne oraz wszystkic
okolicznos$ci moggce mie¢ wplyw na wynik. Protokot
badan powinien obejmowa¢ wszystkie dane konieczne
do petnej identytikacji probki.

I C

INFORMACIJE DODATKOWE

1. Instytucja opracowujgaca norm¢ — Ministerstwo Handlu Za-
granicznego 1 Gospodarki Morskiep — Centralny Inspektorat Stan-
daryzac)., Warszawa.

2. Normy zwigzane
PN-76/A-94010 Ekstrakt kawy naturalnc). Marago
BN-79/8133-03 Koncentraty ciast, deserow, napojow i przypraw do

ciast. Pobicranie probek 1 ometody badan
BN-63/8136-02 Uzvwki 1 przyvprawy. Kawa naturalna palona
BN-76/8136-06 Kawa surowu. Pobieranic probek

BN-77/813-09 Kawa surowa.
praktyczna
3. Normy mi¢dzynarqdowe
ISO Draft International Standard 3726 Instant coffee — Determi-
nation of moisture content (Rutine vacuum oven method)

Oznaczanie wilgotnosci. Metoda

ISO Draft International Standard 4052 Coffee — Determination
ol coffeine content — Modified Levine method.
4. Autor projektu normy — mgr Anna Priss — Centralny In-

spektorat Standaryzacji, Warszawa.



