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Einleitung. e

Wihrend der qualitative Nachweis moglichst geringer Mengen
chemischer Stoffe schon dlteren Datums ist (Spektralanalyse, mikro-
skopische Nachweise), sind quantitative Mikrobestimmungs-
methoden erst in neuerer Zeit zur Ausbildung gekommen. AufBer
der Substanzikonomie und der Zeitersparnis haben zu diesem
Vorgehen Probleme gedrdngt, zu deren Losung man darauf an-
gewiesen ist, Methoden kleinen und kleinsten Mengen anzupassen.
In der Biochemie, und speziell in der medizinischen, ist man,
weil die chemische Analytik z. T. versagte, zur .quantitativen
Wertung des Tierversuches fortgeschritten (Folia Digitalis, Secale
cornutum usw.). Die Mikrochemie der Pflanze ist in qualitativer
Hinsicht schon ziemlich weit ausgebaut worden. Ich erinnere an die
zusammenfassendén Werke von Tunmann® und Molisch®
Quantitative mikrochemische Bestimmungsmethoden sind fiir
pflanzliche Objekte erst in sehr geringer Anzahl zur Ausbildung
gekommen. Im Sondergebiet der Alkaloidchemie sind makro-
chemische, quantitative Bestimmungsmethoden infolge ihrer prak-
tischen Bedeutung schon weitgehend durchgearbeitet. Pflanzen-
physiologische Gesichtspunkte lassen es wiinschenswert erscheinen,
chemisch woh! definierte Substanzen, wie die Alkaloide, in
einzelnen Organen einer Pflanze zu bestimmen. Ein Vordringen
bis zum Erforschen des Chemismus einer Zelle liegt allerdings
noch weit ab. Man hat sich bei der erwdhnten Aufgabe vor der
Verfeinerung der Methoden bis vor kurzem so beholfen, daB man
Alkaloidbestimmungen an durch Auswahl zusammengelegtem
Material, z.B. bei einer Anzahl Colchicum-Samen, vorgenommen und
alsdann den Gehalt des einzelnen Samens berechnet hat®. In neuerer
Zeit fiihrt Rosenthaler™; 7 Gehaltsbestimmungen an einzelnen
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Teilen einer Pflanze durch und benutzt die erhaltenen Daten zu
variationsstatistischen Zwecken (Amygdalingehalt einer Mandel,
Alkaloidgehalt eines Areca-, Calabar-, Cola-, Strychnos-Samens):
Bei diesen Untersuchungen handelt es sich zumeist um Titrations-
ergebnisse. Kolorimetrisch und nephelometrisch ist ebenfalls
schon versucht worden, mikrochemisch Alkaloide zu bestimmen
(Vergleichung der Alkaloidfdllung durch Kiesel-Wolframsdure®,
kolorimetrische Vergleichsbestimmungen mit Erdmannschem
Reagens!?).

Gravimetrische Methoden sind bis jetzt auf diesem Gebiete
noch nicht in Anwendung gekommen. Von praktischer Bedeutung
ist die gravimetrische Ermittelung kleiner Mengen solcher Pflanzen-
basen, die infolge ihrer schwachen Basizitdt sich titrimetrisch
nicht bestimmen lassen. Solche Alkaloide sind die Xanthin-
derivate Coffein und Theobromin, die als Dominanten eine ganze
Gruppe . von Drogen einheitlich haben zusammenfassen lassen
(Tee, Kaffee, Mate, Kola, Guarana, Kakao und Ilex vomitoria). In
der KuhImannschen Mikrowage verfiigen wir iiber ein Instrument,
welches uns gestattet, geringe Substanzenmengen in einfacher
Weise zur Wagung zu bringen, wenn natiirlich auch die untere
Grenze derjenigen Mengen, die man bestimmen mochte, noch
nicht erreicht werden kann. Die erwidhnte Wage gestattet noch
Mengen von 1 mgr mit groBer Genauigkeit zu bestimmen. In
den MeBbereich von 1—10 mgr filit z. B. der Coffeingehalt einer
einzelnen Kaffeebohne. Unterhalb 1 mgr werden die Fehler schon
reichlich groB, und Bestimmungsmethoden fiir solche Mengen
miissen erst noch ausgearbeitet werden.

Die nachfolgenden Untersuchungen beschiftigen sich mit der
Ausarbeitung einer Mikromethode zur gravimetrischen Bestimmung
kleiner Mengen Coffein und Theobromin.



A. Ubersicht iiber bisherige Methoden der
Bestimmung von Coffein und Theobromin.

Es erschien zweckmBig, vor der beabsichtigten Ausarbeitung
einer gravimetrischen Mikrobestimmungsmethode fiir Coffein und
Theobromin sich iiber die bisherigen, bereits weitgehend aus-
gebauten Makrobestimmungsmethoden einld8lich zu orientieren,
um Erfahrungen in geeigneter Weise verwerten zu konnen.

I. Allgemeine und spezielle Coffeinbestimmungs?
methoden und ihre Anwendung auf Tee, Kaffee,
Mate, Kola, Guarana.

Die quantitative Ermittelung von Coffein 4Bt sich auf
verschiedenen Prinzipien aufbauen. Folgende konnen unter-
schieden werden:

la. gravimetrische, direkte Bestimmung;
1b. gravimetrische, indirekte Bestimmung;
2. titrimetrische Bestimmung:
a) N-Bestimmung nach Kjeldahl,
b) jodometrisches Verfahren,
c) elektrotitrimetrisches Verfahren;
. refraktometrische Bestimmung;
. spektrographische Bestimmung;
. biologische Ausmittelung;
. nephelometrische Methode;
. kolorimetrische Methode.

-~ O W
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Es soll gleich bemerkt werden, daB die beiden zuletzt
genannten Prinzipien bei Drogen bis jetzt noch nicht angewendet
worden sind. Als nephelometrische Bestimmungsmdglichkeit
kommt z B. die Fillung durch Kiesel- oder Phosphor-Wolfram-
sdure in Betracht. Zur Bestimmung von Purinderivaten (Harn-
sdure usw.) in Harn und Blut haben bereits Graves-Kober?®
eine solche Methode ausgearbeitet. Eine kolorimetrische Aus-
arbeitung der Murexidreaktion diirfte wohl keine Aussicht auf
Erfolg haben, da die Intensitdt dieser Farbreaktion von zu vielen
Faktoren abhingt. -

[m folgenden sollen die wesentlichsten Bestimmungsmethoden
und ihre Beziehungen untereinander kurz angefiihrt werden. Ein
strenges Festhalten an obiger Einteilung ist dabei nicht moglich,
da sehr oft gravimetrische Resultate durch Kjeldahlbestimmungen
kontrolliert werden. Eine Betrachtung fiir sich erfordern die
Theobrominbestimmungsmethoden in Semen Kakao, in welchem
diese Base vorherrscht. Bei den Purindrogen Kola und Mate
kann die geringe Menge Theobromin meistens vernachldssigt
werden, so daf es sich in diesen Fillen im wesentlichen um
Coffeinbestimmungen handelt. Da die Chemie der Purindrogen
erst sehr mangelhaft aufgeklért ist, z. B. hinsichtlich der Natur der .
in den Pflanzen und Drogen vorkommenden Coffeinverbindungen,
so kann man bei der Ausarbeitung der Bestimmungsmethoden
fiir die Purinbasen in solchen Objekten oft nur rein empirisch
vorgehen. Methoden, die fiir eine Purindroge ausgearbeitet wurden,
konnen in vielen Fillen nicht ohne weiteres auf andere Drogen
iibertragen werden. '

Wie intensiv die Frage der quantitativen Bestimmung der
Purinbasen bearbeitet worden ist, ergibt sich daraus, dal bereits
1890 und 1897 zusammenfasssende Ubersichten*?; % der bis
zu diesen Zeiten erschienenen Arbeiten notwendig geworden sind.
Eine Liste dieser #lteren Arbeiten ist in der vorliegenden Publi-
kation hinten unter den Literaturnachweisen gesondert zusammen-
gestellt.

Von den &iteren Methoden haben sich einzig diejenigen von
Paul-Cownley® und Grandval-Lajoux® bis in die Neuzeit
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erhalten. Es sollen daher im nachfolgenden von den vor 1897
publizierten Methoden nur diese zwei einldBlich besprochen
werden. _

NachLendrich-Nottbohm? lassen sich die gravimetrischen -
und titrimetrischen Bestimmungen in verschiedene Gruppen ein-
teilen, je nach der fiir die Alkaloide verwendeten Extraktions-
methode. Die Extraktion kann vorgenommen werden mit oder
ohne Zuhilfenahme von AufschlieBungsmitteln. In vielen Fillen
erweist es sich namlich als notwendig, die Basen zuerst aus den
komplizierten Verbindungen, wie sie in den Pflanzen vorkommen,
abzuspalten, bévor man eine Extraktion vornehmen kann (Vor-
behandlung mit Wasser, Ammoniak, verdiinnter Schwefelsidure usw).

Als Extraktionsmittel kommen die folgenden in Betracht:

a) Wasser,
b) organische Salzlosungen,
¢) organische Losungsmittel.

Diesen drei Gruppen 1Bt sich als vierte neu zufiigen:
d) die Extraktion durch Sublimation.

In dieser Gruppe sollen auch diejenigen Methoden erwihnt
werden, welche dem Extraktionsmodus nach in die Gruppe a
“oder ¢ gehoren, bei denen aber wahrend des Isolierungsprozesses
eine Sublimation vorgenommen wird.

1a. Direkte gravimetrische Bestimmung,

a) Methoden, bei denen die Extraktion des Coffeinsdurch
Wasser erfolgt. )

In der Gruppe der Wasserbehandlungsmethoden sind im Jahre
1897 zwei Coffeinbestimmungsmethoden entwickelt worden, die-
jenigenvonHilger-Juckenack* und Forster-Riecheimann?,
die noch jetzt in allen Lehr- und Handbiichern der Lebensmittel-
chemie mitgenommen werden, trotzdem ihre Mingel sich bei
vergleichenden Untersuchungen bald bemerkbar gemacht haben.
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Hilger und Juckenack gehen folgendermaBen vor: 20 g fein zerriebener
Tee oder Kaffee werden mit 900 g Wasser bei Zimmertemperatur in einem
gerdumigen Becherglas einige Stunden aufgeweicht und dann unter Ersatz des
verdunsteten Wassers vollstindig ausgekocht, wozu bei Rohkaffee drei Stunden,
bei gerdstetem 17/, Stunden notwendig sind. Man 1458t auf 60 —80° erkalten,
setzt 75g einer 7—8°%,igen Losung von basischem Aluminiumacetat und alsdann
unter Umriihren 1,9 g Natriumkarbonat hinzu, kocht nochmals etwa 5 Minuten
und bringt das Gesamtgewicht auf 1020 g. Nach dem Filtrieren werden 750 g
des vollig klaren Filtrates, entsprechend 15 g Ausgangssubstanz, mit 10 g
frisch gefalitem Aluminiumhydroxyd und etwas Filtrierpapierbrei unter zeit-
weiligem Umriihren auf dem Wasserbad eingedampft. Der Riickstand wird
im Wassertrockenschrank vollstindig getrocknet - und im Soxhletschen
Extraktionsapparat 8 —10 Stunden mit reinem Tetrachlorkohlenstoff aus-
gezogen. Nach Abdestillieren des Losungsmittels wird das zuriickgebliebene
Coffein im Wassertrockenschrank getrocknet und gewogen.

Das Verfahren liefert nach einer Kritik Gadamers®® und
Waentigs® zu niedrige und iiberdies untereinander wenig
ibereinstimmende Resultate. Die Fehlerquellen sucht Gadamer
in- der Unmdoglichkeit, durch einmaliges Auskochen mit Wasser
alles Coffein zu entziehen, wéhrend sie in Wirklichkeit nach den
Untersuchungen von Lendrich-Murfield® darin zu suchen
ist, daB einem staubtrockenen Pulver bei der Extraktion mit
Chloroform oder Tetrachlorkohlenstoff ohne Wasserzusatz infolge
Absorption die Base nicht vollstindig entzogen werden kann.
Ein von Wimmer® modifiziertes Verfahren nach Hilger-
Juckenack beriicksichtigt diesen Umstand:

20 g fein gemahlener Kaffee werden in einem tarierten Emailtopf mit
900 g Wasser iibergossen und bei gerostetem Kaffee eine Stunde unter Ersatz
des verdampfenden Wassers aufgekocht. Man 148t etwas erkalten, fiigt unter
Umriihren 75 g einer 7,5—8%igen Losung von basischem Aiuminiumacetat
und hierauf 1,5 g Natriumkarbonat hinzu. Man bringt das Gesamtgewicht
auf 1020 g, filtriert und dampft 750 g (= 15 g Kaffee) des klaren Filtrates ein.
Bei Syrupkonsistenz fiigt man 11 g geféiltes Aluminiumhydroxyd und etwas
feinen Sand hinzu, verriihrt gleichmi8ig und dampft weiter auf dem Wasserbad
bis zur Trockne ein. Den Riickstand kratzt man aus der Schale und bringt
ihn quantitativ in eine Extraktionshiilse. Den letzten Rest des Extraktes
bringt man mit etwas feuchter Watte ebenfalls in die Papierhiilse. Die
Feuchtighkeit der Watte geniigt, um eine quantitative Erschopfung zu ermog-
lichen. Man extrahiert 8 —10 Stunden mit Tetrachlorkohlenstoff, gieBt
quantitativ in einen Kjeldahlschen Kolben, destilliert ab und bestimmt den
Stickstoff nach Kjeldahl. 1 cm® §-H,;SO, entspricht 0,01216 g wasserfreiem
Coffein.
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Die Methode ist meines Wissens noch nicht iiberpriift
worden. Es ist gegen dieselbe einzuwenden, daB nach den
Angaben von Power-Chesnut® beim Eindampfen alkalischer
Coffeinlgsungen die Base als solche z. T. zerstort wird. Die
Genannten verloren beim Eindampfen von 02003 g Coffein in
100 cm® Wasser mit 10 g Magnesia usta ponderosa, die
13,99/, Soda enthielt, 5%, der Base. Emil Fischer® zeigte,
daB bei ?/,stiindigem Erhitzen auf 100° von 2 g Coffein mit
20 cm® n-Natronlauge s#@mtliches Alkaloid zerstért wird.
Daraus ergibt sich, daB ein Eindampfen oder Kochen wvon
Coffeinlosungen bei Gegenwart erheblicher Alkalimengen nicht
zuldssig ist.

Forster-Riechelmann?® veriffentlichen folgendes Ver-
fahren: :

20 g gemahlener Kaffee werden viermal mit Wasser aufgekocht. Die'
Gesamtinenge der Fliissigkeit wird auf 1000 cm® gebracht. Nach dem Filtrieren
werden 600 cm® in einem dazu konstruierten Extraktionsapparat mit Natron-
lauge alkalisch gemacht und 10 Stunden mit Chloroform ausgezogen. Der
Auszug wird in einem Kjeldahl-Kolben vom Losungsmittel befreit und eine
Stickstoffbestimmung ausgefiihrt. Aus dem Stickstoffgehalt wird durch
. Multiplikation mit dem Faktor 3,464 das wasserfreie Coffein errechnet. Der
nach diesem Verfahren bestimmte Coffeingehalt wird etwas zu hoch gefunden,
da im Kaffee auBer Coffein noch kleine Mengen Theophyllin enthalten sein sollen.

Bei wvergleichenden Untersuchungen erhdlt man zu hohe
Resultate. Der Zusatz von Natronlauge ist infolge der hohen
Empfindlickeit des Coffeins diesem Agens gegeniiber nicht ohne
Bedenken.

Bertrand® verdffentlichte 1902 eine Bestimmungsmethode,
die weiter keine groBen Modifikationen aufweist:

10 g der fein gepulverten Droge (Tee, Kaffee, Mate) werden 10 Minuten
mit 100 cm® ‘Wasser gekocht. Man 14Bt absitzen und dekantiert in einen
geeichten 500 cm®-Kolben. Der Vorgang wird dreimal wiederholt. Die Aus-
zlige werden vereinigt. Man f4llt mit Bleiessig in leichtem UberschuB, erginzt
auf 500 cm?®, filtriert 400 cm?® ab, fillt das Blei mit verdiinnter Schwefelsiure
in leichtem OberschuB aus und filtriert. Man wascht Niederschlag und Filter
aus, konzentriert die L8sung im Vakuum bis auf 30 cm? filtriert in einen
Schiitteltrichter und wischt nach, so das 40—50 cm® Fliissigkeit erhalten
werden. Man schiittelt vier- bis fiinfmal mit je 50 cm® Chloroform aus, ver-
einigt und filtriert, destilliert ab und wigt das wasserfreie Coffein.



Das Verfahren steht demjenigen von Hilger—Juckenack
am néchsten und weist theoretisch keine Mangel auf. Die Aus-
schiittelung ist reichlich bemessen.

Balland?® gibt ein Wasser-Soda-Verfahren bekannt, das
mit einer Kompensation der Verluste durch Verunreinigungen
rechnet.

Das folgende, von Tatlock und Thomsen® stammende
Verfahren weist wieder engere Beziehungen zum Forster-
Riechelmannschen Verfahren auf: :

6 g Kaffee werden mit 600 cm® Wasser oder 2 g Tee mit 800 cm® Wasser
zwei Stunden resp. eine Stunde am RiickfluBkiihler gekocht, ein aliquoter
Teil, 500 cm® entsprechend 5 g Kaffee, oder das Ganze filtriert (bei Tee nach
Auswaschen des Riickstandes mit heiBem Wasser) und auf 40 cm?® eingedampft.
Die sirupdse Lésung wird mit 10 cm® n-Natronlauge oder Ammoniak versetzt,
unter Nachspliilen in einen Scheidetrichter fibergefiihrt und mit 40 -+30-+10cm®.
Chloroform dreimal ausgeschiittelt. Die gefirbte Chloroformlésung wird mit
10 cm® n-Natronlauge und weiterhin mit 10 cm® Wasser durchgeschitttelt, das
Lésungsmittel abdestilliert und der Riickstand getrocknet und gewogen.

. Costes* verwendet zur Coffeinbestimmung in coffeinarmem
Kaffee zur Zerstorung gewisser Extraktivstoffe konz. Schwefel-
sdure, indem er nachweist, daB dieselbe, in groBem Uberschufl
mit dem Alkaloid erwdrmt (wihrend drei Stunden auf 100°9),
letzteres nicht zerstort. Er geht folgendermalen vor:

20 g coffeinarmer Kaffee oder 50 g natiirlicher Kaffee werden unter
Umriihren portionenweise mit 15— 20 cm?® resp. 5 cm® konz. Schwefelsiure
versetzt und 10— 15 Minuten auf dem Wasserbad erwdrmt. Man gibt 200 cm®
siedendes Wasser hinzu und filtriert in eine zur Neutralisation der Siure
ungeniigende Menge Natronlauge. Filter und Riickstand werden 5 Minuten mit
100-cm® siedendem Wasser weiter ausgekocht und zum ersten Filtrat filtriert.
Das Auskochen mit 100 cm® Wasser wird wiederholt. Die vereinigten Filtrate
werden mit Soda alkalisch gemacht und auf ca. 200 cm® iiber freiem Feuer
eingedampft. Man schiittelt die eventl. filtrierte Losung mit 50, 35 und 30 cm®
Chloroform aus, destilliert bis auf 3—4 cm® ab und gielit unter Nachspiilen
in eine Glasschale. Man reinigt das Coffein durch erneutes Zufiigen von 2 cm?
konz. Schwefelsdure unter Erwidrmen wihrend 10 Minuten auf dem Wasserbad.
Man gibt vorsichtig so viel Wasser hinzu, um durch ein kleines, glattes
Filterchen filtrieren zu konnen, wischt fiinf- bis sechsmal mit sehr wenig
siedendem Wasser nach und neutralisiert schwach mit Ammoniak. Die Losung
wird dreimal mit 25, 20 und 15 cm® Chloroform erschopft und das Losungs-
mittel aus der gewogenen Glasschale vorsichtig abgedampft. Beim Verdampfen
der letzten Anteile empfiehlt sich die Zwischenschaltung eines Korkstlickes
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zwischen Wasserbad und Glasschale. Das Coffein wird auf dem siedenden
Wasserbad wihrend /s Stunde getrocknet und alsdann gewogen. Zu Expertisen-
analysen empfiehlt sich eine Stickstoffkontrolle, wihrend zu Industrieanalysen
die erste Siurelosung einfach mit massiven Mengen Chloroform (100, 100,75 cm®)
ausgeschtittelt wird. Fir ,coffeinfreien” Kaffee (mit 0,1%/, oder weniger Coffein)
soll eine griBere Menge Ausgangsmaterial genommen werden. Jedes noch
so rein aussehende, nach irgend .einer Methode isolierte Alkaloid, soll nach
Costes nur 90—93°%/, reines Coffein aufweisen.

Die Methode ist von Schmidt® in Abderhaldens Handbuch
der biochemischen Arbeitsmethoden aufgenommen worden.
Theoretisch ist dazu zu bemerken, daB es nicht angeht, eine mit
Soda alkalisch gemachte Coffeinldsung schonungslos iiber freiem
Feuer einzudampfen. Es ergibt sich dies auch aus der Uberein-
stimmung des Expertisenresultats mit demjenigen nach Hilger-
Juckenack, das ja ebenfalls eine Verlustquelle aufweist.

Zur Bestimmung des Coffeins in Tee und Kaffee ist in
Abdnderung der Verfahren von Stahlschmidt und vonDekker'
sowie von Power und Chesnut® folgende Methode publiziert
worden (Americ. Assay of Agricult. Chemists?).

Die Droge wird zerkleinert und durch Sieb 9 U.S.Ph. 1X. geschlagen.
5 g Pulver werden in einem geeichten 500 cm®-Kolben unter RiickfluB mit
10 g Magnesia usta ponderosa und*200 cm® Wasser zwei Stunden in leichtem
Sieden erhalten. Man fiillt nach Erkalten auf 500 cm?® auf, filtriert und
dampft 300 cm® unter Zusatz von 10 cm® 10 °/yiger Schwefelsiure durch
schwaches Kochen auf 100 cm® ein. Man filtriert in einen Scheidetrichter
und wischt mit 1°,iger Schwefelsiure nach. Die saure Losung wird sechsmal
mit Chloroform ausgeschiittelt (mit 25, 20, 15 cm®, dreimal mit je 10 cm®).
Die vereinigten Chloroformlosungen werden in einem zweiten Scheidetrichter
mit 5 cm® 1%, Kalilauge geschiittelt. Die Chloroformlésung wird in einem
tarierten Kolben abgelassen und die alkalische Losung noch zweimal mit je
10 cm® Chloroform nachgewaschen. Die Chloroformlésung wird abdestilliert -
und das Coffein bei 100° bis zur Konstanz getrocknet und gewogen.

Eine Nachpriifung des Verfahrens ist meines Wissens bis
jetzt nicht erfolgt. Es wird eine Magnesia usta pond. verwendet,
wie solche durch Gliihen eines feuchten, basischen Magnesium-
karbonates erhalten wird. Dieselbe ist von Wasser schwer
benetzbar; sie darf keine Soda enthalten, ansonst Coffein bei
diesem Modus der Aufspaltung teilweise zerstért wird (vide
Mate-Analyse). Theoretisch ist sie richtig, wenn kein Theobromin
mit bestimmt werden soll (Kola, Mate).
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b) Méthoden, bei denen die 'Extraktion des Coffeins
durch organische Salzldsungen erfolgt.

Zur Extraktion von Coffein konnen Losungen von Natrium
benzoicum und Natrium salicylicum*! verwendet werden, sowie
Chloral- Alkoholat3® bei Theobrominbestimmungen in Kakao.
Praktische Bedeutung haben diese Verfahren nicht erlangt.

¢) Methoden, bei denen die Extraktion des Coffeins
durch organische Losungsmittel erfolgt.

In dieser Gruppe sind als dlteste Verfahren, die in neuerer
Zeit noch angewendet werden, diejenigen von Paul-Cownley®
und Grandval-Lajoux® zu nennen.

Erstere mischen in einem Maorser 5 g fein gepulverten Tee mit 2 g fein
gepulverter Magnesia und durchfeuchten das Ganze mit heifem Wasser. Die
Masse wird verrieben und bei 100° getrocknet. Man extrahiert die Masse mit
heiBem Alkohol. Das resultierende Filtrat wird bis fast zur Trockene eingedampft.
Der Riickstand wird mit 50 cm® heiBem Wasser unter Zusatz einiger Tropfen
verdiinnter Schwefelsdure aufgenommen. Die erkaltete Losung wird filtriert und
wiederholt mit Chloroform bis zur Erschdpfung ausgeschiittelt. Die vereinigten
Chloroformlésungen werden zur Entfernung der Farbstoffe mit sehr verdiinnter
Natronlauge behandelt und abdestilliert. Der Riickstand wird gewogen.

Grandval und Lajoux3 gehen &hnlich vor:

5 g gemahlener Rostkaffee werden-mit einer durchgeschiittelten Menge
von 5 g Ather und 1 g Ammoniak gleichmiBig befeuchtet, bis zur Pulvrigkeit
verrieben und mit 50 cm® Chloroform am RiickfluBkiihler extrahiert. Der nach
dem Abdestillieren verbleibende, trockene Riickstand wird mit 1cm®n-Schwefel-
siure versetzt und nach kurzem Einwirken fiinf- bis sechsmal mit kleinen
Mengen siedenden Wassers erschopft. Man dampft die vereinigten Filtrate
nach Ubersittigen mit Ammoniak zur Trockene ein und nimmt den trockenen
Riickstand mit Chloroform auf. Das nach dem Filtrieren und Abdunsten
verbleibende Coffein stellt ein wenig gefidrbtes Rohcoffein dar, dessen genauen
Wert man durch eine Kjeldahlbestimmung ermittelt.

Weil® lobt das Verfahren und hat bei vergleichenden
Untersuchungen nach Lendrich-Nottbohm iibereinstimmende
Resultate erhalten.

Das Verfahren von C.C. Keller®® hat infolge seiner Einfach-
heit eine Zeitlang erhebliches Interesse beansprucht und ist
zum Ausgangspunkt einer Reihe weiterer Verfahren geworden.
Dasselbe bezieht sich auf die Ermittelung des Coffeingehaltes im
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Tee und ist in der Folge von anderen Autoren auf die iibrigen
Purindrogen iibertragen worden. Keller lehnt sich an die 1895
von Socolof (vide ,Altere Literatur“) afisgearbeitete Methodik
an, nach welcher schwach feuchter Tee mit Ammoniak behandelt
und mit Chloroform extrahiert wird. Die Vorziige des Kellerschen
Vorgehens liegen im Abgieflen eines aliquoten Teiles der nach
lingerem Stehen klar -gewordenen Chloroformigsung und einer
einfachen Umbkristallisation des nach Abdestillieren des Chloroforms
zuriickbleibenden Rohcoffeins mit verdiinntem Alkohol.

Kellersches Verfahren:

In einen weithalsigen Scheidetrichter gibt man 6 g unzerkleinerte,
getrocknete Teeblitter und iibergieBt mit 120 g Chloroform. Nach einigen
Minuten,- nachdem das Chloroform den Tee durchtréinkt hat, fiigt man 6 cm?®
10 °/pigen Ammoniak hinzu und schiittelt wihrend einer Viertelstunde. Man
wartet 5— 6 Stunden bis zum Klarwerden der Losung, gieBt 100,0 g derselben
durch ein kleines, mit Chloroform benetztes Filterchen in ein Kdélbchen und
destilliert auf dem Wasserbade ab. Der Rickstand wird mit 3—4 cm® ab-
soluten Alkohols aufgenommen und dieser auf dem Wasserbad zur vélligen
Vertreibung des Chloroforms abdestilliert. Zur Reinigung von Fett, Wachs
und Chlorophyll iibergieBt man den Inkalt auf dem Wasserbad mit einer
Mischung von 7 cm® Wasser und 3 c¢m® Alkohol, worauf das Coffein beim
Umschwenken fast momentan in Losung geht. Dann gibt man noch 20 cm?
Wasser hinzu, verschlieBt das Kolbchen und schiittelt -kriftig, wobei das
Chlorophyll sich zusammenbalit. Pie Lésung wird durch ein kleines, mit Wasser
" benetztes Filter gegossen und Filter und K&lbchen werden mit 10 cm® Wasser
nachgespiilt; das Filtrat wird in einer tarierten Glasschale verdampft und
das Coffein nach einstiindigem Trocknen im Wassertrockenschrank gewogen.

Gadamer® hat das Kellersche Verfahren mit demjenigen
von Hilger-Juckenack verglichen und letzteres fehlerhaft gefunden,
wie dies die folgenden Analysen illustrieren:

Coffein in Prozenten in Tee.

C. C. Keller . Hilger-Juckenack
gewogen Kjeldahl gewogen Kjeldahl
3,026 3,01 2,794 2,174
3,010 3,008 2,46 2,20
3,014 — 224 —
3,020 — 2,43 2,19

— — 245 219

Oehrli. - 2
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Der Reinheit des nach Keller erhaitenen Coffeins wurde
zudem noch durch Darstellung und Analyse des Goldsalzes
nachgewiesen.

Gadamer findet die Kellersche Methode auch fiir gerdsteten
Kaffee anwendbar. Siedler® {ibertrigt dieselbe 1898 auf rohen
Kaffee und nimmt dabei zuerst eine Entfettung mittelst Petrol-
dther vor, ohne jedoch fiir die durch denselben geloste Menge
Coffein eine Korrektur anzubringen. Die Keller-Siedlersche Methode
ist in die zweite Auflage des schweizerischen Lebensmittelbuches
aufgenommen worden.

Beitter® zieht in einer Arbeit 1901 — ohne jedoch Zahlen
zu geben — die alten Verfahren von Fliickiger-Meyer®, Karl
Dietrich® und das Kellersche Verfahren® in Betracht. Da
gebrannter Kalk auf dieXanthinbasen zersetzend einwirkt(Ganse3?),
fallen bie beiden ersten Methoden weg. Dem Kellerschen Ver-
fahren legt er eine Verlustquelle bei der Umkristallisation aus
verdiinntem Alkohol zur Last und andert dieses dahin um, daB
er den Riickstand mit Chloroform-Wasser aufnimmt, das organische
Losungsmittel wegkochen 148t und der erkalteten Losung im
Perforator von dJ. Alf. Mjoen das Coffein entzieht. Bei der An-
wendung dieser abgeinderten Methodik fiir Mate, Tee und gebrannten
Kaffee erhidlt der Autor geringe Fédrbungen des zur Wigung
‘gelangenden Coffeins, die ihm unvermeidlich scheinen.

Von der Pharmacopoea Helvetica, Ed. [V, ist zur Be-
stimmung von Coffein in Semen Colae und Guarana das Ver-
fahren von Keller-Beitter-Fromme?® aufgenommen worden.

7 g Droge (Cola oder Guaranapulver) werden mit 70 g Chloroform
10 Minuten durchgeschiittelt, dann 4 resp. 5 cm® 10°,iges Ammoniak zu-
gegeben und wihrend einer Stunde ofters kriftig geschiittelt. Man filtriert
durch ein Faltenfilter unter Bedecken des Trichters und befreit 40 g des
Filtrates véllig vom Losungsmittel. Man gibt 2 cm® Chloroform und 15 cm®
heiBes Wasser hinzu, erhilt bis zum vélligen Verdampfen des Chloroforms
im Sieden und filtriert durch ein Filterchen von 7 cm Durchmesser in ein
tariertes Porzellanschilchen. Man wischt dreimal mit-je 10 cm® siedendem
Wasser nach und verdampft auf dem Wasserbad. Der Riickstand wird bei
100° getrocknet und gewogen.

Zur Bestimmung in Colafluidextrakt werden 8 g mit 3 g Magnesia usta
wihrend 10 Minuten auf dem Dampfbad erhitzt und mit 15 g FluBsand zur
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Trockene gebracht. Das zerriebene Gemenge wird mit 80 g Chloroform
wihrend einer Stunde hiufig und kriftig geschiittelt; 50 g der filtrierten
Losung werden wie bei Colapulver weiter behandelt.

Die Wasserlosung bei der Colabestimmung ist nicht
klar filtrierbar, und das erhaltene Coffein sieht reichlich
gefarbt aus. Das Aufspalten durch Ammoniak scheint un-
geniigend zu sein, da beim Eindampfen noch eine deutliche
Abspaltung gerbstoffartiger Korper zu bemerken ist. Das
Wigeresultat dieser Methode ist zwar iiberraschend gut.
Rosenthaler™ hat dieselbe zu seinen Untersuchungen iiber
Colasamen benutzt.

Bei Guarana wird die Bestimmung schwer oder unausfiihrbar,
indem infolge des hoheren Fettgehaltes eine Filtration der Wasser-
16sung sehr langsam vor sich geht. Die Wasserlgsung ist stark
trilbe und die Abspaltung gerbstoffartiger Kérper noch deutlicher
wie bei Cola.

Katz*® verbessert die Beittersche Bestimmung, bei welcher
Schwierigkeiten in der Erreichung eines klaren Filtrates der Wasser-
losung auftreten, indem er eine besser zu filtrierende Losung in
der Weise erzielt, daB er den nach Abdestillieren des Chloroforms
verbleibenden Riickstand durch UbergieBen und Abdampfen mit
einigen Kubikzentimetern Ather vollstindig vom urspriinglichen
Losungsmittel befreit, dann mit 0,5 ¢/, Salzsdure aufnimmt und aus
dieser sauren Losung — zur Vermeidung eéines Fehlers der
Dietrichschen Methode, bei welcher in der durch Ausschiitteln
gewonnenen Coffein-Chloroform-Losung mit i{ibergegangenes
Ammoniumchlorid sich nachweisen 1d8t — durch Perforation im
Katzschen Perforator die Base isoliert. Die Ausarbeitung der
Denkschrift iiber Kaffee durch das Kaiserliche Gesundheitsamt
veranlaBt den Autor*’, sein Verfahren fiir rohen und gebrannten
Kaffee umzuarbeiten. Urspriinglich handelte es sich um die
Ermittelung der Coffeinmengen im KaffeeaufguB. Katz geht
folgendermaBen vor:

10 g der pulverisierten Drogen werden mit 200 g Chloroform iiber-
gossen, 10 g 10°,iges Ammoniak zugefiigt, '/ Stunde geschiittelt und ab-
2*

i
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sitzen gelassen. 150 g werden durch ein Sandersches? Zigarettenfilter*)
abgegossen; das Chloroform wird abdestilliert, 10 cm® 0,5%,iges HCl und
einige Kubikzentimeter Ather, sowie 0,5 g festes Paraffin werden hinzugefiigt;
der Ather wird vorsichtig auf dem Wasserbad abgedampft und die Fliissigkeit
bis zum Schmelzen des Paraffins erwidrmt. Man 148t erkalten, gieBt durch
ein kleines, nasses Filter, behandelt den Riickstand zweimal mit je 10 cm®
0,5 °/p iger HCl unter jeweiligem Erwidrmen und Erkaltenlassen und entzieht
der Losung im Katzschen Perforator mittelst Chloroform das Coffein. Das
nach Abdestillieren des Chloroforms und Trocknen zurlickbleibende Coffein
wird als Rohcoffein gewogen. Zur Reinigung des Rohcoffeins wird dieses
auf dem Wasserbad unter Zugabe einiger Tropfen Ather in 10 cm® Wasser
gelost, der Ather abgedampft, die heiBe Fliissigkeit mit 3 cm® einer Aui-
schiittelung von Bleihydroxyd in Wasser 1 : 20 versetzt und weitere 10 Minuten
erwidrmt. Man fiigt dem triiben Gemisch 0,2 g Magnesiumoxyd in der Wirme
zu, 14Bt erkalten, filtriert und wiéscht nach. Dem Filtrat wird im Katzschen
Perforator mittelst Chloroform das Coffein entzogen, und die nur noch
schwach gefirbte Base gewogen.

Biittenberg® iibertrdgt die Katzsche Methode auf Tee, bei
welchem die Bleihydroxyd-Magnesiumoxyd-Reinigung unter-
bleiben kann. Die salzsaure Coffeinlosung wird vier- bis fiinf-
mal mit je 20 ccm Chloroform ausgeschiittelt oder perforiert.

In einer Arbeit (Uber den Gehalt des Kaffeegetrinkes an
Coffein) aus dem Kkaiserlichen Gesundheitsamt unternimmt
Percy Waentig® eine vergleichende Untersuchung iiber die
von Hilger-duckenack*, Keller®® und Katz* ausgearbeiteten
Methoden. Er bestdtigt im wesentlichen die Resultate von Katz,
erreicht aber ein noch weniger gefdrbtes Coffein, indem er sich
die Erfahrung von Hilger-Juckenack zunutze macht,
wonach mit reinem Tetrachlorkohlenstoff die am
wenigsten gefdrbten Losungen erhalten werden.

*) Beim Sanderschen Zigarettenfilter handelt es sich
um ein Filtrieren ohne Verdunsten. Die Apparatur ist einfach
und funktioniert gut, wenn auch manchmal etwas langsam.
Um eine auf der einen Seite schief abgeschnittene 10 cm
lange Glasréhre mittlerer Dicke wird in der skizzierten Weise
ein quadratisches Filter von 8 cm Seitenlinge aufgebunden
und mit Kolben und Flasche verbunden. Durch Umstiilpen
erreicht man eine einfache Filtration. Die Flasche, in der
die Droge mit dem Losungsmittel behandelt wird, muf fiir
200 g Chloroform 400 cm® halten und ist anderen Verhilt- rig . Sandersches
nissen entsprechend anzupassen. Zigarettenfilter.
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Waentig arbeitet in der Weise, daB er den waiBrigen Kaffee-
auszug eindampft, mit Ammoniak alkalisch macht, im Perforator
mittelst Chloroform erschépft, das gewonnene Rohcoffein der
Bleihydroxyd-Reinigung nach Katz unterwirft und das zweite
Mal nun die Losung mittelst Tetrachlorkohlenstoff perforiert.
Als Kriterium fiir die Reinheit des erhaltenen Coffeins fiihrt

der Autor Schmelzpunktsbestimmungen aus, die in den folgenden
Arbeiten in Betracht gezogen werden.

' Die Befunde werden durch nachfolgende Analysen-Zahlen,
die bei demselben Material nach den verschiedenen Methoden
erhalten werden, illustriert:

Coffein in Prozenten in gerdsteten Kaffee.

Keller Hilger- Katz (1904) Waentig - Katz
Juckenack roh rein roh rein
1,58 1,05 1,46 1,31 1,39 1,20
1,82 0,098 1,46 1,32 1,40 1,28
1,61 1,09 — -— 1,38 1,28
— 0,89 — — 1,39 1,28
—_ 1,02 —_ — 1,41 1,29
Sdp. 225° Sdp. 227° _

Reines Coffein 228°

Bei den Bestimmungen nach Keller arbeitet Waentig nach
der urspriinglichen von C. C. Keller angegebenen Vorschrift, ohne
. vorerstige Entfettung, wie sie von Siedler angegeben worden ist.
Das tlilger-Juckenacksche Verfahren liefert zu niedrige, das
Kellersche zu hohe und ungleichmébBige Resultate, wihrend Katz
und Waentig innerhalb der Fehlergrenze iibereinstimmep. Das’
erhaltene Coffein ist ziemlich rein, allerdings nicht ga‘iz welﬁ
und weist einen Schmelzpunkt von 227° auf.

Reinsch?® hat das Katzsche Verfahren ebenfalls nachgepriift
und als gut brauchbar befunden, will aber zur Kontrolle eine
N-Bestimmung ausgefiihrt wissen. Der Codex aliment. Austr.
verlangt denn dieselbe auch. ’



Die U.S.Ph.IX gibt fiir Guarana folgende Wertbestimmungs-
methode, die sich auf das Vorgehen von Keller-Katz aufbaut
und einige Abdnderungen vornimmt. :

6,0 g gepulverte (Nr. 60) Guarana werden in einer Flasche mit 120 cm
Chloroform und 6 cm® Ammoniak /, Stunde lang 6fters geschiittelt und dann
vier Stunden stehen gelassen. Man schiittelt abermals kriftig durch, giet nach
Absetzen der Droge durch einen Bausch gereinigter Watte und sammelt 100 cm®
Filtrat, 5 g Droge entsprechend. Das klare Filtrat wird vollstindig zur
Trockene gebracht und der Riickstand unter Anwendung gelinder Wirme in
schwacher Schwefelsiure (ca. 2,5%) geldst. Nach dem Abkiihlen filtriert man
in einen Scheidetrichter und wischt mit wenig destilliertem Wasser wiederholt
nach. Man {ibers#ttigt bis zur deutlich alkalischen Reaktion (Lackmus)
mit Ammoniak und schiittelt vollstindig mit Chioroform aus (Probe mit
J2 1,0 4+ KJ 3,0 + He0 50,0 in schwefelsaurer Lsung). Die vereinigten Chloro-
formlésungen werden abgedunstet und der Riickstand wird bei 80° bis zur
Konstanz getrocknet und gewogen.

3

Zur Bestimmung des Coffeins im Fluidextrakt der Guarana
geht die U.S.Ph.IX &dhnlich vor:

5 c¢cm® Fluidextrakt werden im Scheidetrichter mit 1 cm® 10%,igen
Ammoniak versetzt und mit Chloroform vollstindig ausgeschiittelt (Jod-
jodkali in saurer Losung). Die vereinigten Losungen werden zur Trockene
gebracht und der Riickstand wird in 20 cm® Wasser unter Erwdrmen auf-
gelost. Nach dem Abkiihlen wird in einen Scheidetrichter filtriert und mit
destilliertem Wasser nachgesptilt. Das Alkaloid wird erneut mit Chloroform
vollstindig ausgeschiittelt und nach Abdestillieren des Losungsmittels bei 80°
getrocknet und gewogen.

Es besteht bei dieser Methode die Gefahr, daB Ammonsalze
spurenweise in das Chloroform iibergehen. Bei 80° ist zudem
Coffein schwer wasserfrei zu erhalten®%. Die neueste amerikanische
Bestimmungsmethode?! trocknet auch wieder bei 100°

Légerd gibt 1903 ein Verfahren bekannt, das fiir Cola,
Guarana, Tee und Kaffe brauchbar sein soll. Der Codex medi-
camentarius gallicus, Editio 1908, libernimmt dasselbe und 148t
Coffein.in Tee und Cola auf diese Weise bestimmen.

Die 15 g Trockensubstanz (bei 100° getrocknet) entsprechende Menge
Teepulver wird in einem Morser mit 5 g Magnesia usta und 10 cm® Wasser
gut gemischt und die feuchte, homogene Masse in einem 500 cm®-Kolben
verkorkt zwei Stunden stehen gelassen. Man fiigt 150 cm® Chloroform hinzu,
wigt Kolben mit Inhalt, erhitzt eine Stunde lang am RiickfluBkiihler auf
dem Wasserbad, 148t erkalten und stelit.das urspriingliche Gewicht wieder her.
Man mischt durch und filtriert durch ein Faltenfilter in einen graduierten
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Kolben 100 cm® ab. Der Trichter ist mit einer Glasscheibe zu bedecken. Die
Chloroformldsung ist in zwei Fraktionen aus einem 125 cm®-Kolben bis zu’
einem sirupdsen, griinlich gefdrbten Riickstand abzudampfen. Man fligt dem
. Riickstand 20 cm® Petrolither und 25 cm® einer Mischung von 10 cm® Salz-
sdure 1,17 4 40 cm® Wasser zu, verschlieBt mit einem Kautschukstopfen und
* schiittelt durch. Man gieBt in einen Scheidetrichter, 148t trennen und zieht
die saure Lgsung in einen zweiten Scheidetrichter ab. Die im ersten Scheide-
trichter zuriickgebliebene, griine Lésung wird sukzessive mit 15, dann mit 10 cm?®
der sauren Mischung geschiittelt, wobei dieselben Mengen zuerst zum Aus-
splilen des Destillationskolbens bentitzt werden. Die wvereinigten, sauren
Losungen werden abermals mit 5 cm® Petroldther durchgeschiittelt und nach
Trennung der Schichten in einen neuen Scheidetrichter iibergefiihrt, mit
Ammoniak iibersittigt und dreimal mit je 20 cm® Chloroform ausgeschiittelt.
Die vereinigten Chloroformlssungen werden mit 2 cm® Wasser gewaschen und
in einen tarierten, konischen Kolben von 90 cm® in zwei Malen abdestilliert
und der Riickstand bei 100° getrocknet und gewogen.

Bei Semen Colae werden die Verhiltnisse modifiziert, indem die gleiche
Menge Ausgangsmaterial wie bei Tee mit 10 g MgO -+ 15 cm® H,0 behandelt
wird. Der Chloroformriickstand wird bei 100° getrocknet und dann mit 12 cm?®
einer Mischung von 5 cm® HCl 1,17 und 10 cm® H,0 aufgenommen, wovon
10 cm® in einem entsprechend geeichten Scheidetrichter gesammelt werden.
Man macht mit Ammoniak alkalisch, schiittelt dreimal mit je 20 cm® Chioro-
form aus und behandelt die Chloroformausziige in einem zweiten Scheide-
trichter mit 2 cm® Wasser. Es wird bei 100° getrocknet und dann gewogen.

Extractum Colae fluidum wird dhnlich behandelt. 15 g des Extraktes
werden auf 7 g eingedampft und in einem Morser nach viermaligem Aus-
spiilen der Schale mit je 2 cm® Wasser mit 10 g Magnesia usta zu einer
homogenen Masse verrieben und eine Stunde sich selbst tiberlassen. Die
Masse wird 45 Minuten am RiickfluBkiithler auf dem Wasserbad mit 150 g
Chloroform behandelt; nach Erkalten wird das Chloroform erginzt, durch-
geschiittelt und in 100 g des Filtrates das Coffein nach Abdestillieren und
Trocknen bei 100° gewogen.

Fiir Kaffee gelten die gleichen Verhiltnisse der Ausgangsmaterialien
wie bei Tee. Der Chloroformriickstand wird mit 24 cm® H.0 auf dem Wasserbad
auf 60—65° erhitzt, gut durchgeschiittelt und 20 cm?® des Filtrates dreimal
mit je 20 cm® Chloroform ausgeschiittelt.

Bei Guarana nimmt man 9 g Trockensubstanz mit 6 g Magnesia und
10 ¢cm® H,0 und 90 cm® Chloroform in Arbeit, wovon 60 cm?® Filtrat wie bei
Semen Colae weiter behandelt werden.

Bei Verwendung von nicht sodafreier Magnesia sind auch -
bei dieser Methode geringe Verluste zu befiirchten. Zudem ist
diese recht umstandlich, indem z. B. bei der Teeanalyse drei
Scheidetrichter gebraucht werden.

Wolf® vergffentlicht 1906 ein Verfahren, das sich an
dasjenige von Trillich und Gockel® 1897 anschlieBt, indem
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er die Droge mit Essigdther vollig extrahiert, den Riickstand mit
Magnesiumoxyd und Wasser kochend aufnimmt, filtriert, ein-
dampft, mit Chloroform auszieht und eine N-Bestimmung aus-
fiihrt. Weitere Bedeutung hat dieses Verfahren nicht erlangt.

In seiner Arbeit iiber das chlorogensaure Kali bedient sich
Gorter3* einer eigenen Methode fiir rohen Kaffee.

11 g sehr fein gepulverter Kaffee werden mit 3 cm® HyO durchfeuchtet.
Nach '/, Stunde wird die Masse drei Stunden lang im Soxhletschen Apparat
extrahiert. Nach Abdestillieren des Chloroforms wird der Riickstand mit
heilem Wasser ausgezogen, das Fett iiber einem Wattepfropfen abfiltriert und
mit heifem Wasser ausgewaschen. Das Filtrat wird nach Erkalten mit Wasser
auf 55 cm® aufgefiillt; 50 cm® dieser Losung schiittelt man viermal mit
Chloroform aus und destilliert das Chloroform ab.

Murray® weist in einer Verdifentlichung iiber die ver-
gleichende Bestimmung kleiner Coffeinmengen nach der Gorter-
schén und Lendrich-Nottbohmschen Methode auf die hoheren
Resultate der ersteren hin.

1909 veréffentlichen Lendrich und Nottbohm?® ein
Coffeinbestimmungsverfahren fiir Kaffee, das mit einigen
Anderungen in die ,Entwitrfe zu den Festsetzungen iiber Lebens-
mittel, Heft 5: Kaffee“, herausgegeben vom Kaiserlichen Gesund-
heitsamt, aufgenommen worden ist:

20 g des feingemahlenen Kaffees werden in einem Becherglas mit 10 cm®
10°,iger Ammoniaklésung versetzt, sofort durchgemischt und unter zeit-
weiligem Umriihren bei rohem Kaffee zwei Stunden, bei gertstetem eine Stunde
stehen gelassen. Hierauf wird das Pulver mit 20— 30 g grobkornigem Quarz-
pulver gemischt, verlustlos in einen Extraktionsapparat gebracht und etwa
drei Stunden mit Tetrachlorkehlenstoff unter Erhitzen des Extraktionskolbens
auf einem Drahtnetz ausgezogen. Dem Auszug wird 1 g festes Paraffin zu-
gesetzt, hierauf der Tetrachlorkohlenstoff abdestilliert und der Riickstand
zunichst mit 50, dann dreimal mit je 25 cm® moglichst heiBem Wasser aus-
gezogen. Die abgekiihlten, wiBrigen Ausziige werden durch ein angefeuchtetes
Filter filtriert, wobei zu vermeiden ist, daB Teile der Paraffinschicht auf das
Filter gelangen. Das Filter wird mit heiBem Wasser ausgewaschen. (Man
behilft sich am besten so, daB man iiber das Filter einen kleinen Trichter
mit einem Wattebausch anbringt. Man hilt durch diese doppelte Filtration
das Filter von Paraffin und Fett frei und gelangt rascher zum Ziel.) Das auf
Zimmertemperatur abgekiihlte Filtrat wird bei rohem Kaffee mit 10 cm®, bei
gerdstetem mit 30 cm® einer 1°,igen Kaliumpermanganatlosung versetzt und
15 Minuten stehen gelassen. Hierauf wird das Mangan unter Zutropfen einer
3%igen Wasserstoffsuperoxydlosung, die auBerdem 1°, Essigsiure enthilt,
zur Abscheidung gebracht. Das Gemisch wird /4 Stunde auf dem Wasserbad



erhitzt, der Niederschlag abfiltriert und mit heifiem Wasser ausgewaschen:
Das Filtrat wird in einer Glasschale auf dem Wasserbad zur Trockene ein-
gedampft, der Riickstand '/, Stunde im Dampftrockenschrank getrocknet und
mit Chloroform ausgezogen. Nach Filtrieren und Auswaschen wird das
Lésungsmittel abdestilliert oder abgedunstet und das so erhaltene Coffein
nach [,;stlindigem Trocknen im Dampftrockenschrank gewogen. Falls der
nach vorstehendem Verfahren ermittelte Coffeingehalt bei coffeinfreiem Kaffee
mehr als 0,08°, und bei coffeinarmem Kaffee mehr als 0,2%, betrigt, ist
die Reinheit des erhaltenen Coffeins durch Ermittelung seines Stickstoff-
gehaltes nach dem Kjeldahlverfahren nachzupriifen. Wird hierbei weniger
Stickstoff gefunden, als der erhaltenen Menge entspricht, so ist die durch
Multiplikation der ermittelten Menge Stickstoff mit 3,464 berechnete Menge
Coffein als maBgebend anzusehen.

Die Autoren legen mittelst Kurven iiberzeugend dar, daB
zur vollstindigen Extraktion des Coffeins die zu erschopfende
Droge nicht in trockenem Zustande Verwendung finden darf, und
daB ein Durchfeuchten mit Wasser zur Spaltung der Coffein-
verbindung geniigt (Lendrich-Murfield)®”. .Ammoniakzusatz hat
vor der Verwendung von Wasser nur den Vorteil, daB er schneller
-wirkt, wie schon Gadamer 1899 festgestellt hat. Zur Erschépfung
wird Tetrachlorkohlenstoff verwendet, weil dieses Extraktions-
mittel, wie schon erwihnt, dem gerdsteten Kaffee am wenigsten
Extraktivstoffe entzieht. Ein wesentlich neuer Weg wird bei der
Reinigung des Auszugs eingeschlagen, indem die Coffeinwasser-
losung mittelst 1°/,iger Kaliumpermanganatlosung von den Farb-
und Extraktivstoffen befreit wird. Beinahe vollstindige Beseitigung
der Verunreinigungen wird durch das Eindunsten der vom iiber-
schiissigen Kaliumpermanganat befreiten Wasserlosung erreicht,
wodurch manche Extraktivstoffe unldslich werden. Das auf diese
Weise erhaltene Coffein ist sehr rein. Der Schmelzpunkt soll von
dem des Handelscoffeins nicht differieren. Andere Verfahren haben
die Verfasser nicht zum Vergleich herangezogen, da ihre Resultate
eindeutig ausgefallen, die einzelnen Phasen der Analyse nach-
kontro}liert und durch entsprechende Versuche gestiitzt worden
sind. Weil® sowie Philipp® bezeichnen das Verfahren als
genau, Hartwich® hat in der Folge auf die ungeniigende
- Zeitdauer von drei Stunden fiir die Tetrachlorkohlenstoffextraktion
hingewiesen, ebenso Fendler und Stiiber?? die dieselbe auf
sechs Stunden erhéhen.



Virchow®berichtet1910iiber Coffein-Bestimmungen in Kaffee,
die insofern etwas neues bieten, als der Autor die mit Magnesium-
oxyd und Wasser versetzte Droge viermal mit einem bestimmten
Quantum Chloroform ausschiittelt und dann den Auszug weiter ver-
arbeitet. Das Endresultat wird durch eine Stickstoffbestimmung
gewonnen.

10 g Kaffee werden mit 2,5 g MgO und 10 g Wasser in einem Schiittel-
zylinder mit 100 cm® Chloroform eine Minute tiichtig geschiittelt und nach Ab-
 lassen des Losungsmittels noch zweimal mit der gleichen Menge ausgezogen;
nach Zusatz von 1 g Paraffin. solid. destilliert man das Chloroform ab und
bldst die letzten Anteile des Losungsmittels vollstindig ab. Der Inhalt des
Kolbens, der auf dem Wasserbad verbleibt, wird bei einer Temperatur von -
70—80° mit 25 cm® heifem Wasser behandelt, in ein 150 cm®-Becherglas
abgegossen und der gleichc Vorgang dreimal wiederholt.

Das Becherglas wird ins Wasserbad eingeh&ngt, das Paraffin durch Riihren
mittelst Glasstabes zu klarem Schmelzen gebracht, die Wasserlésung abgekiihlt
und filtriert. Filter und Glas werden mit kaltem Wasser nachgewaschen.
Der Auszug wird in einef tarierten Schale eingedampft und der Riickstand ge-
wogen. Zur Reinigung wird der Riickstand in méglichst wenig Wasser unter
Erwidrmen aufgenommen, unter Umrithren mit einem Glasstab eingedunstet
und allmihlich, wenn die Losung konzentrierter wird, mit kleinen Mengen
fein gepulverter Magnesia usta versetzt, vollstindig zur Trockene gebracht,
die Masse zu mdoglichst feinem Pulver zerdriickt, dieses in ein kleines Becher-
glas unter Nachwischen mit wenig fettfreiem Papier gebracht und nun durch
dreimaliges Auslaugen und Dekantieren mit Chloroform das Coffein isoliert.
Man erhilt fast reines Coffein, dessen genauen Wert man mittefst einer
Stickstoffbestimmung kontrolliert. Dieselbe wird mit 0,4 g Quecksilberoxyd
und 0,4 g entwissertem Kupfersulfat und 10 cm® konz. Schwefelsiure aus-
gefiihrt, das Ammoniak unter Zugabe von 60 cm® 50 °/yiger Natronlauge und
5 cm?® einer 2 g Natriumthiosulfat enthaltenden Lésung im Dampfstrom ohne
Abkiihlung in vorgelegte %-H,SO¢ tibergetrieben und mittelst alizarinsulfo-
saurem Natrium titriert.

Die angewendete AufschlieBungsmethodik (MgO widhrend
einer Minute) geniigt zur Spaltung sicher nicht. Es wird eben
z. T. die Coffeinverbindung als solche in Chloroform iibergehen.

1914 veroffentlichen Fendler und Stiiber®® ein abgedndertes
Lendrich-Nottbohm-Verfahren, resp. kombinieren das Kellersche
mit dem vorerwédhnten, um dessen Dauer abzukiirzen. Sie nehmen
die Permanganat-Reinigung in dem mit Wasser aufgenommenen
Riickstande vor, der hergestellt  wird nach Keller, d. h. durch
Schiitteln der mit Chloroform und Ammoniak versetzten Droge
und Abgiefen eines aliquoten Teiles, und gewinnen das Coffein
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durch Ausschiitteln der Wasserlosung mittelst Chloroform. Sie
erhalten im wesentlichen mit dem Lendrich-Nottbohm-Verfahren
iibereinstimmende Resultate und vergleichen zudem die Methoden
von Katz und Keller.

Das isolierte Alkalold ist dunkler gefdrbt und stellt sich in der

Farbnuance zwischen das von Lendrich-Nottbohm und Katz isolierte.

10 g gepulverten Kaffees werden in einer Glasstopselflasche mit 10 g~

10 °/oigen Ammoniak und 200 g Chloroform Y/, Stunde lang ohne Unter-
brechung kraftig geschiittelt. Man gewinnt 150 g Filtrat, dampft ein, blast
noch vorhandenes Chloroform ab und tibergieBt mit 80 cm® heiBem Wasser.
Unter ofterem Umschwenken wird 10 Minuten auf dem siedendem Wasserbad
digeriert. Man kiihit ab, gibt bei gerdstetem Kaffee 20, bei Rohkaffee 10 cm®
1 °%/,ige Kaliumpermangatlgsung hinzu und 148t eine Viertelstunde bei Zimmer-
temperatur stehen. Ist die Fliissigkeit nicht mehr rétlich oder rot gefirbt,
so stellt man den Kolben auf ein siedendes Wasserbad, und nach einigen
Minuten werden Portionen von je 0,5 cm® der sauren 3°/sigen Wasserstoff-
superoxydissung zugefligt, bis die Losung bei weiterem Zusatz nicht mehr

heller wird. Im ganzen 148t man '/, Stunde auf dem Wasserbad stehen.

Man kiihlt ab, filtriert durch ein benetztes, glattes Filter von 9 c¢cm Durch-
messer, dann werden Kolben und Filter mit kaltem Wasser nachgewaschen.
Das klare, 200 cm® betragende Filtrat wird zun#ichst mit 50, dann dreimal
mit je 25 cm*® Chloroform ausgeschiittelt, die vereinigten Ausschiittelungen
werden in einem gewogenen, weithalsigen Kolbchen von etwa 250 cm®
Fassungsvermogen abdestilliert. Man blast letzte Anteile Chloroform ab und
trocknet den Rtickstand bei 100° bis zur Gewichtskonstanz, was in einer halben
Stunde erreicht zu sein pflegt.

Analysenresultate von Fendler-Stiiber.

Lendrich-Nottbohm Fendler-Stiiber Katz Keller-Siedler
Gewogen | N-Be- || Gewogen | N-Be- | Gewogen | N-Be- || Gewogen | N-Be-
A stimmung %, stimmung s stimmung A stimmung
Rohkkaffee:

1,26 1,24 1,26 1,23 1,30 1,21 1,27 1,09
1,26 1,22 1,26 1,20 1,31 1,21 1,25 1,03

1,25 — 1,23 — 1,29 — 1,17 —
Schmelzpunkt des
isolierten Coffeins:

236,8—237,4° 235,3—235,9° 235—235,2° 233,2 — 233,5°
Gerdsteter Kaffee:

1,42 — 1,39 — 1,43 — 145 —
1,41 — 1,39 1,38 1,45 1,38 1,48 1,24
1,41 — 1,42 1,38 1,43 1,36 1,50 1,21
1,39 - 1,42 — 1,44 — 1,45 —
1,40 1,38 — — 1,44 — — —

1,40 1,38 — — — - _ -
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d. d. B. DeuB? berichtet iiber vergleichende Kontroll-
bestimmungen auf refraktometrischem Wege (Hanu$ und
Chocensky?®) eines nach dem Verfahren von van Romburgh
und Nanninga™ erhaltenen Coffeins:

10 g Tee werden mit so viel Wasser versetzt, daB der Wassergehalt
20—25%, betrsigt, und mit Chloroform im Soxhletapparat extrahiert. Nach
Abdestillieren wird der Riickstand in siedendem Wasser aufgenommen, mit
einigen Tropfen Bleiacetat und ein wenig Knochenkohle versetzt und auf 125 cm®
aufgefiilit. Vom Filtrat werden 100 cm® mit 60—70 cm® Chloroform aus-
geschiittelt. Das Coffein wird nach Abdestillieren und Trocknen im Wasser-
trockenschrank gewogen. Man kann das Coffein wieder in Wasser lsen und
aus der Refraktion den Gehalt der Lésung bestimmen.

Vauthier® arbeitet bei AnlaB der Nachpriifung des
Philippschen Sublimationsverfahrens &hnlich wie 1865 Claus
(vide iltere Literatur).

Es geht folgendermaBen vor zur Bestimmung kleiner Coffein-
mengen in coffeinarmem Kaffee und in Mischungen von Kaffee
mit Kaffee-Ersatzprodukten.

5 g fein gemahlener Kaffee werden mit 5 cm® Ammoniak versetzt und
im Soxhlet mit Ather in drei Stunden erschépft. Der nach Abdestillieren des
Losungsmittels verbleibende Riickstand wird mit heiBem Wasser aufgenommen.
Man filtriert und wischt nach, so daB ein Filtrat von 150 cm?® erhalten wird.
Der durch Eindampfen auf dem Wasserbad erhaltene Riickstand wird mit
wenig heiBem Wasser aufgeniommen; man filtriert und wischt nach (Gesamt-
filtrat 30—50 cm®) und wiederholt diesen Vorgang. Nach der zweiten
Filtration werden die noch bleibenden Extraktivsubstanzen vom Charakter
der Huminsidure durch ein erneutes Eindampfen bis zur absoluten Trockene
unter Zusatz von 0,1—0,2 g Soda fiir trockenes Chloroform unlgslich gemacht.
Der Riickstand wird fiinf- bis sechsmal mit je 3—5 cm?® Chloroform auf-
genommen, die Losung filtriert und nach Eindunsten bei 100° das Coffein
getrocknet und gewogen.

Vergleichiende Bestimmungen ergeben gute Ubereinstimmung
der Wigeresultate mit dem aus der Stickstoffbestimmung er-
rechneten.

In neuerer Zeit haben zwei amerikanische Autoren, Power
und Chesnut®, ein weiteres Verfahren verdffentlicht, das in den
einzelnen Phasen mit Ausnahme der Einschaltung einer Hydrolyse
mit 10°/,iger Schwefelsdure zur Spaltung vorhandenen Saponins
und Entziehen der immer noch mitgehenden Farbstoffe durch

Behandlung der Chloroformlésung mit 1°/,iger Kalilauge (vide Paul
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und Cownley) nichts neues bietet. Die Originalarbeit ermittelt
den Coffeingehalt von Ilex vomitoria-Blattern, und die Methode
wird auf die iibrigen Drogen {ibertragen.

Zur Bestimmung des Coffeins in Vegetabilien werden 10 g der fein
gepulverten Droge mit wenig Alkohol angefeuchtet und im Soxhlet acht Stunden
mit Alkohol extrahiert. Den alkoholischen Auszug gibt man zu einer Suspension
von 10 g sodafreier Magnesia usta ponderosa in 100 g Wasser unds erwirmt
das Gemisch auf dem Wasserbad unter stindigem Umrilthren, bis man eine
nahezu trockene, pulverige Masse erhilt. Diese bringt man mit geniigend
heiBem Wasser quantitativ auf ein Filter. Man wischt heiB nach, so daB
ca. 250 cm® Filtrat erhalten werden. Zu diesem Filtrat gibt man 10 cm
10°,ige Schwefelsiure — zuweilen, um bei der Chloroformextraktion Emulsionen
zu vermeiden, sind 20 cm® notwendig. Zur Hydrolyse vorhandenen Saponins
wird '/; Stunde unter RiickfluB erwirmt und das abgekiihlte Gemisch in einen
Scheidetrichter filtriert. Filter und Kolben werden mit Y/;°/siger Schwefelsiure
nachgewaschen. Die Fliissigkeit schiittelt man sechsmal mit je 25 cm?® Chloro-
form aus. Falls es sich als notwendig erweist, werden gréBere Mengen Chloro-
form verwendet. Die vereinigten Chloroformausziige werden in einem trockenen
Scheidetrichter mit 5 cm® 1%,iger Kalilauge zur Entfernung der firbenden
Bestandteile durchgeschiittelt. Das L&sungsmittel wird abgelassen und die
Kalilauge mit wenig Chloroform zweimal nachgewaschen. Die filtrierte
Chloroformldsung wird vom Losungsmittel befreit und das Coffein nach dem
Trocknen bei 100° gewogen.

Theoretisch ist zu dieser Methode zu bemerken, daB man
bei Tee, Kaffee, Kola und Guarana auch einfacher zum Ziele
kommt. Dle Farbstoffe miissen am Ende der Analyse noch
entfernt werden. Bei Kola und Guarana wire weiter zu unter-
suchen, ob die Hydrolyse mit Schwefelsdure nicht besser vor:
der Magnesiabehandlung vorzunehmen wire, indem die Farbstoffe
nach einer solchen Aufspaltung durch Eindampfen mit MgO fast
vollstdndig entfernt werden konnen (vide Mikroverfahren). Speziell
zu erwéhnen ist auch hier die Notwendigkeit der Verwendung von
sodafreier Magnesia usta ponderosa, da sonst teilweise Zerstorung
des Coffeins eintritt.

d) Methoden, bei denen zur Extraktion oder Reinigung
die Sublimation verwendet wird.

Die Methoden dieser Gruppe bringen insofern prinzipiell
neues, als in irgend einer Phase des Analysenganges von der
leichten Sublimierbarkeit des Coffeins Gebrauch gemacht wird
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Bekannt ist dieselbe schon lange gewesen. So haben bereits
1850 Stenhouse und Heyn Coffein aus Drogen durch
Sublimation erhalten. Waddington, Behrens, Th. und
C.J. Weewers,Nestler,Kley,Vadam, Spencer, Franks (ag.-312
haben sich weiter mit dem qualitativen Nachweis der Xanthin-
basen beschiftigt. Die Mdglichkeit einer qualitativen Trennung
von Theobromin und Coffein mittelst Sublimation ist von
Tunmann® und Eder? bewiesen worden.

Als erste Anwendung der Sublimierbarbeit des Coffeins in
quantitativer Beziehung kann eine Arbeit von Netolitzky®* be-
trachtet werden, der aus dem Rauch von 25 g Tee-Zigaretten
0,27 g fast farbloses, kristallisiertes Coffein erhalten hat.

Burmann?® hat 1910 eine Sublimationsmethode zur Coffein-
bestimmung in Kaffee vertifentlicht, doch soll zuerst eine Arbeit
aus dem Jahre 1921 erwihnt werden, welche die Sublimation des
Coffeins aus der Droge als erste Phase des Analysenganges benutzt.

Trifon Ugarte® hat folgende Methode verdffentlicht:

0,5 g der fein gepulverten Droge werden genau abgewogen und unter Nach-
wischen mit einem Pinsel sorgfiltig in einen 500 cm® Kjeldahlkolben gebracht,
so daB das gesamte Material sich am Grunde ansammelt. Mittelst einer
2—3 cm hohen Gasflamme, eventl. unter leichtem Hin- und Herbewegen
verkohlt man die Substanz vollstindig. Beim Entwickeln von weiBen, dichten
Dampfen 148t man dieselben durch Wegnehmen der Flamme zuriickfallen.
Nach Erkalten des Kolbens gibt man 5 cm® destilliertes Wasser hinzu, 13Bt
aufkochen, benetzt die ganze Wand damit, filtriert und wiederholt dreimal.
Das ca. 20 cm® betragende Filtrat wird in einer Kristallisierschale von 7 cm
Durchmesser auf dem Wasserbad zur Trockene eingedampft. Man 16st den
Riickstand in 2 cm® Wasser auf, fiigt 1—2 Tropfen n-Ammoniak und 5 cm®
Chloroform hinzu und riihrt mit einem Glasstabe um. Das Gemenge wird
auf ein mit Chloroform imprigniertes Filter gebracht und die Chloroform-
losung in einem kleinen Becherglas aufgefangen. Kristallisierschale und Filter
werden noch zweimal mit je 5 cm® Chloroform nachgewaschen, bevor das
organische Losungsmittel jeweils abgelaufen ist. Man bringt zur Trockene,
nimmt den Riickstand in 2 cm® Wasser auf, 148t 2 Minuten auf dem Wasserbad
einwirken und filtriert in ein tariertes Uhrglas. Man wiederholt zweimal,
dampft auf dem Wasserbad ein, trocknet den Riickstand im Trockenschrank
bei 100 — 105° wihrend fiinf Minuten und wigt. Der Kolben kann fiir mehrere
Bestimmungen dienen, wenn eine kleine Flamme verwendet und die
Innenwand des Kjeldahlkolbens mit verdiinnter warmer Sodalésung jeweils
von den Verunreinigungen befreit wird. Eine Analyse kann in ungefshr
zwei Stunden zu Ende gefiihrt werden. ’
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Analysenresultate von F. Ugarte.

bt | Sulmtorsmetode | iererzen
o %y /o

Mate . .......- ... 0,980 1,087 + 0,11
Kaffee (schlechte Qualitat) 0,975 1,200 +0,22
Kola (Muster als schlechte

Qualitst erkannt) . . . 0,605 0,804 + 0,20
Tee ... .. e e 2,360 . 2,000 —0,36
Guarana . ......... 3,740 - 3,400 —0,34

Wie die Analysenzahlen zeigen, ist die beschriebene Methode
nicht so vertrauenerweckend, daB man sich mit ihr zufrieden
geben konnte. Die Differenzen sind doch recht erheblich, fallen
sowohl zu hoch wie zu niedrig aus, ganz abgesehen von der
Richtigkeit der Kontrollanalysen von Paul und Cownley, und es
sind keine Doppelanalysen vorhanden. Zudem wird bei Kaffee
und Kola das verwendete Material als schlecht bezeichnet.

Das Burmannsche Sublimationsverfahren geht folgender-
maben vor:

5 g Kaffee werden gemahlen und im Trockenschrank oder Vakuum ge-
trocknet. Das Pulver wird in einem 100 cm® Erlenmeyerkolben 10 Minuten
mit 50 cm® Petroléther (Sdp. < 60°) behandelt, auf ein zylindrisches Porzellan-
filter von 6 cm Durchmesser gebracht und nochmals mit 25 cm® Petroldther
behandelt. Man wischt mit 25 cm® Petrolither nach. Das Fett wird nach
Abdestillieren des Losungsmittels und Trocknen des Riickstandes im Trocken-
schrank gewogen. Das an der Luft getrocknete, entfettete Pulver wird
quantitativ in eine 200 cm®-Flasche gebracht, mit 150 cm® Chloroform iiber-
gossen und einige Minuten geschilttelt. Man fiigt 5 g 10%pigen Ammoniak
hinzu, schiittelt wihrend /; Stunde ofters kraftig durch und filtriert 120 cm®
ab unter Bedecken des Trichters mit durch Chloroform imprignierte Papier-
rondellen. Das Lésungsmittel wird abdestilliert und das Rohcoffein gewogen.
Zu Reinigung wird letzteres quantitativ in ein entsprechend geformtes Reagens-
glas von 15— 18 cm Linge und 15— 18 mm Weite mit Chloroform tibergefiihrt,
alsdann getrocknet und im Paraffinbad bei 210—240° sublimiert. Die
Sublimationsdauer soll drei Stunden betragen. Um das Coffein zur Wagung
zu bringen, muB das Appardtchen zerstért werden. Das sublimierte Coffein
wird mit Chloroform herausgespiilt, eventl. einer zweiten Sublimation unter-
worfen und in einem tarierten Schilchen oder Kolbchen nach dem Trocknen
gewoger. -

Das Verfahren ist, trotzdem es noch 1919 in Kénigs Hand-
buch der Lebensmittelchemie aufgefiihrt worden ist mit der



Bemerkung ,rein diirfte das erhaltene Coffein schon sein, ob
aber alles?“, 1915 schon von Fendler und Stiiber einer mit
Recht vernichtenden Kritik unterworfen worden. Sie wiesen
nach, daB bei 70 mg unter den beschriebenen Verhiltnissen mit
einer Sublimationsdauer von sechs Stunden gerechnet werden
muB, da8 also die von Burmann angegebene Zeit viel zu niedrig
bemessen ist. Durch die Behandlung mit Petroldther geht zudem
Coffein verloren, und die gewogene Base ist zudem wesentlich
unreiner als das nach Lendrich-Nottbohm oder Fendler-Stiiber
isolierte Coffein.

In die dritte Auflage des schweizerischen Lebensmittel-
buches 1917 hat zur Bestimmung des Coffeins in Kaffee und
Tee ein von Philipp® ausgearbeitetes Verfahren Eingang gefunden,
daB die Resultate durch Wédgen des auf ein Uhrglas sublimierten
Coffeins nach vorausgegangener ‘Reinigung gewinnt. Die ur-
spriingliche Arbeit bezieht sich auf die Teeanalyse.

In einen Scheidetrichter von ca. '/ Liter Inhalt gibt man 10 cm® 10%,iges
Ammoniak, setzt dann 5 g fein gepulverten Kaffee resp. 3 g Tee hinzuy,
schwenkt vorsichtig um und 148t einige Minuten stehen. Sodann wird viermal
mit je 50 cm® Chloroform wihrend je drei Minuten geschiittelt und das Chloro-
form jeweils durch ein kleines Faltenfilter in einen Erlenmeyer abgelassen.
Die vereinigten Filtrate werden auf den heiflen Wasserbad abdestilliert. Den
Riickstand versetzt man mit etwa 120 cm® Wasser und 20 cm® 5-Schwefel-
sjure und erhitzt auf freier Flamme bis zum Sieden. Nach dem Abkithlen
wird, um das Coffein nach Moglichkeit von Verunreinigungen zu befreien,
in dem inzwischen gereinigten Scheidetrichter mit 50 cm® Ather ausgeschiittelt,
die saure Losung mit Ammoniak deutlich alkalisch gemacht und wie zu
Anfang mit Chloroform ausgeschiittelt. Die filtrierten und vereinigten Chloro-
formausziige werden auf ein kleines Volumen gebracht, unter Nachspiilen mit
wenig Chloroform in eine flache Glasschale ohne Ausgu$ iibergefiihrt und in
dem hierzu konstruierten Apparate der Sublimation unterworfen. Die Subli-
mation des gereinigten Coffeins wird in einer Glasschale vorgenommen, der
mittelst Kautschukring ein Uhrglas aufsitzt, wobei eine Wasserkiihlung die
Kondensation am Uhrglas ermoglicht. Erhitzt wird mittelst eines Pilzbrenners.

In einer spéteren Arbeit aus dem schweizerischen Gesundheits-
amt ersetzt Vauthier® infolge des Krieges das teure Chloroform
durch Ather, wie Klaus 1865, und sublimiert nach Philipp, weist
aber dann in der Folge bei Coffeinbestimmungen in coffein-
armem und coffeinfreiem Kaiffee auf den Sublimationsfehler des
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Philippschen Verfahrens hin, indem auch bei diesem infolge un-
geniigender Reinigung des Auszuges ein unreines, zu hohe Resutate
bedingendes Endprodukt erhalten wird.

1b. Indirekte gravimetrische Coffeinbestimmung.

Azadian? benutzt die Fillbarkeit des Coffeins durch Kiesel-
Wolframsdure, die, wie schon erwihnt, zu einer nephelometrischen
Ausmittelung in Betracht kommt. In 5%,iger salzsaurer Lésung
wird Coffein in Form eines Niederschlages entsprechend der Zu-
sammensetzung 12 WO, - Si0, -2 H,0 -3 C;H,,0,N, -6 H,0 gefillt.
Beim Veraschen verbleibt 12 WO, - Si0,, woraus sich ein Um-
rechnungsfaktor von 0,2648 fiir Coffein ergibt. Der Verfasser
benutzt das Verfahren zur Alkaloidbestimmung in Drogen (Tee
und Kola) und deren Priparaten.

Nach einer kritischen Zusammenstellung iiber die quantitative
Bestimmung von Alkaloiden durch Wigen schwer I5slicher Salze
konnen nach Herzig*? nur durch Einhalten ganz bestimmter
Versuchsbedingungen annehmbare Resultate erhalten werden, da -
die Zusammensetzung der Niederschlige keine konstante ist.
Mikrochemisch wiirde man bei gleichem Vorgehen wohl mit ver-
mehrten Schwierigkeiten zu kdmpfen haben.

2. Titrimetrische Bestimmungsmethoden.
a) Kjeldahl-Bestimmung.

Die Kjeldahlsche Stickstoffbestimmung, die in verschiedenen
Modifikationen zur Ausfithrung kommt, wird sehr hiufig zur
Kontrolle der Reinheit des isolierten Coffeins herangezogen oder
fiihrt, wie bei dem Forster-Riechelmannschen Verfahren, ohne
Wagung zum Endresultat. N-3,464 ergibt den Gehalt an wasser-
freiem Coffein.

Oehrli. 3

I
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b) Jodometrische Bestimmungen.

Gomberg3® fillt einen gereinigten Teeauszug mit Wagner-
schem Reagens (Jodjodkali) in saurer Ldsung und titriert den
UOberschuB zuriick. Analog arbeitet ein Verfahren von NeBler®?
mit BrombromkRalilosung. :

Nach der bei Herzig zitierten Literatur*? ist auch bei diesen
Verfahren die Zusammensetzung der Niederschldge variabel, so
dafl diese Methoden keine praktische Bedeutung haben.

Obwohl nicht eigentlich hierher gehdrend, mag doch der
Versuch Thoms-Jonescu® erwdhnt werden, Coffein aus
wabriger Losung durch Kaliumwismuthjodid zu fillen, den
Niederschlag durch konz. Sodanatronlauge zu zerlegen und das
Coffein durch Aufnehmen in Chloroform als solches zur Wagung
zu bringen. Die Anwendung starker Alkalien fiinrt zu Verlusten.

c) Elektrotitrimetrische Bestimmung.

Coffein ist als eine zu schwache Base nach Versuchen von
Treadwell-Janett® durch Neutralisation mit Sdure kondukto-
metrisch nicht titrierbar.

3. Refraktometrische Bestimmung.

Hanu§ und Chocensky® benutzen das ZeiBsche Eintauch-
refraktometer zur Bestimmung des Brechungsexponenten einer
wifrigen Coffeinlosung, um Verluste durch Verfliichtigen des
- Alkaloides beim Trocknen zu vermeiden, und bestimmen aus
der Differenz der Refraktionswerte Wasser - Coffeinlosung bei 17,5°
den Prozentgehalt.

Utz® hat das Verfahren nachgepriift und richtig befunden.

In Anwendung auf die Coffeinbestimmung in Tee werden
leicht zu hohe Resultate ermittelt, da das Alkaloid niemals ganz
rein erhalten wird. DeuB berichtet iiber vergleichende
Bestimmungen.



4, Spektrographische Mikrobestimmung.

Victor Henri%® hat im Speichel von mit Coffein vor-
behandelten Rennpferden .die Base durch Ausmessung des Ab-
sorptionsspektrums quantitativ ermitteln kdonnen. Es gelang ihm,
0,1 bis 0,2 mg mit einem Fehler von ca. 10%, zu ermitteln.
. Auch andere Alkaloide, Apomorphin, Codein usw. sind auf diese
Weise quantitativ ermittelt worden™.

5. Biologische Mikrobestimmungsmethode.

Friedberg?®: ® hat zur quantitativen Messung der
zeitlichen Coffeinausscheidung im flarn das Eintreten der
bekannten Coffein-Muskelstarre eines Zupfprdparates von Muskel-
fasern des Grasfrosches benutzt und gelangt durch Anderung
der Konzentration zur Schitzung.resp. Bestimmung von Mengen
,Aktivpurin® bis zu 0,00007 g. Der Fehler soll kieiner sein
als 10Y,.

II. Methoden der Coffein- und Theobromin-
bestimmung in Kakao.

Im Alkaloidgemisch des Kakaosamens iiberwiegt Theobromin
(12—24°/,) das Coffein (0,05—036°/,). Die vorgeschlagenen
Bestimmungsmethoden sind infolge der Schwerloslichkeit des
Theobromins zum Teil wesentlich verschieden von den be-
sprochenen Coffeinbestimmungsmethoden, weisen aber doch in
vielen Fillen Ahnlichkeiten und Beriihrungspunkte auf. Die
Mehrzahl der Verfahren ermitteln die Summe beider Basen gravi-
metrisch, wihrend andere nur das Theobromin bestimmen.

*) Nach einer unversffentlichten Arbeit, fiir deren Bekanntgabe ich Herrn
Prof. V.Henri zu verbindlichstem Dank verpflichtet bin.

3*
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1. Gravimetrische Bestimmung.

Dekker® veroffentlicht 1902 eine zusammenfassende Kritik
iiber die bis zu diesem Zeitpunkt bekannt gewordenen quanti-
tativen Bestimmungsmethoden der Xanthinbasen in Kakao (Ver-
fahren von Kunze, Weigmann, Wolfram, Legler, Mulder,
Trojanowsky, Bell, Zipperer, Diesing, Mansfeld, SiiB,
Beckurts, Schmidt, Hilger und Eminger, Maupy) und gibt
eine eigene Methode. Diese hélt einer Kritik von Welmann?®,
Beckurts und Fromme?® Katz*, welch letzterer eine eigene
Methode verdffentlicht, nicht stand, und Prochnow™ kombiniert
das von Fromme-Beckurts zur Aufnahme in die Entwiirfe zu ,Fest-
setzungen iiber Lebensmittel®, herausgegeben vom Kaiserlichen
Gesundheitsamt, vorgeschlagene Verfahren mit dem Katzschen in
der folgenden Weise:

6 g gepulverter Kakao oder 12 g gepulverte Schokolade werden mit
197 ¢ Wasser und 3 g verdiinnter Schwefelsiure in einem tarierten Liter-
kolben Y/, Stunde am RiickfluBktthler gekocht. Hierauf fiigt man mittelst
der Mensur 400 g Wasser und 8 g damit angeriebene Magnesia usta hinzu
und kocht eine Stunde. Man setzt nun sofort 30—50 g kaltes Wasser, ent-
sprechend der etwa verdampften Wassermenge, hinzu, schiittelt gut durch
und stellt auf der Wage das Gewicht des Kolbeninhaltes abziiglich der Kakao-
resp. Schokoladenmenge fest. Man 148t absitzen, filtriert fiinf Sechstel des
zuvor festgestellten Gewichtes, entsprechend 5 g Kakao bezw. 10 g Schoko-
lade, durch ein Faltenfilter und dampft diese Fliissigkeitsmenge in einer
Porzellanschale bis fast zur Trockene ein. Der Riickstand wird in so viel
Wasser aufgenommen, daB man etwa 25 cm® Fliissigkeit erhilt. Man fiigt
25 Tropfen verfliissigtes, farbloses Phenol hinzu und schichtet den Extrakt
iiber das im Katzschen Perforator befindliche Chloroform. In dem am Per-
forator befestigten Extraktionskélbchen muB sich eine gréBere Chloroform-
menge befinden. Man perforiert sechs Stunden auf lebhaft siedendem Wasser-
bad. Wenn man sicher ist, daB die Perforation ohne Unterbrechung vor sich
gegangen ist, ist eine nochmalige Perforation unnétig. Das Chloroform wird
abdestilliert; die 25 Tropfen Phenol werden aus dem erwérmten Kolbchen
vorsichtig mit einem Blasebalg abgeblasen. Der Kolben wird bis zur Ge-
wichtskonstanz getrocknet und gewogen.

Die isolierten Basen sind nicht rein weil, sondern ziemlich
braun gefirbt, Theobromin kann ‘selbst durch Perforation nur
schwer einer alkalischen Losung entzogen werden. Bei unseren
Versuchen ist jeweils 10 Stunden perforiert worden. Zudem ist
auch hier wieder sodafreie Magnesia usta zu verwenden, weil
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sonst das Coffein angegriffen wird. Der Verlust macht sich
prozentual infolge der geringen Menge dieser Base allerdings
wenig geltend.

Kreutz3 gibt 1908 ein Verfahren bekannt, das auf der
Loslichkeit des Theobromins in Chloralalkoholat beruht. Erdndert
dieses in der Folge fiir gerottete und- geschilte Kakaobohnen ab
und versucht auch eine Trennung von freien und glukosidisch
gebundenenXanthinbasen. Das Verfahren kann iibergangen werden,
da der Autor wenig iibereinstimmende Resultate erhalten hat.

Camilla und Pertusi'! publizieren 1913 folgendes Ver-
fahren: :

10 g der zu untersuchenden Droge werden !/, Stunde mit einer Mischung
von 150 cm® Wasser und 50 cm® n-Schwefelsdure gekocht, auf 500 cm® aufgefiillt
und heiB filtriert. 250 cm® des erkalteten Filtrates werden mit gebrannter
Magnesia neutralisiert, auf dem Wasserbad auf 80 cm® eingedampft und nach
Ansiduerung mit verdiinnter Schwefelsiure in einem geeigneten Perforations-
apparat 2—3 Stunden mit Tetrachlorkohlenstoff extrahiert. Die Tetrachlor-
kohlenstofflosung wird unter Paraffinzusatz zur Trockene gebracht, der
Riickstand mit schwefelsaurem Wasser mehrmals ausgekocht und die filtrierte
Losung mit derjenigen im Extraktionskolben vermischt. Unter Zusatz von
5 g Magnesia usta wird das ganze zur Trockene eingedampft und der Riick-
stand vier- bis ftinfmal mit je 100 cm® Chloroform ausgekocht. Die Basen
sind meist geniigend rein, kdnnen aber durch Aufnehmen in Wasser eventl.
noch einer Kaliumpermanganat-Reinigung unterworfen werden.

Der kritische Punkt dieses Verfahrens liegt im Auskochen
des trockenen Magnesiariickstandes mit Chloroform.

Savini™ bestimmt Theobromin in Kakao und Schokolade
nach folgendem Verfahren:

12 g Kakao oder Schokoladenpulver werden in einem 500 cm®-Kolben
mit 70 cm® leicht siedendem Petrollither 10 Minuten auf dem Wasserbad ge-
kocht, die warme Losung wird abfiltriert und das gleiche Verfahren noch
zweimal wiederholt. Filter und Inhalt werden im verwendeten Kolben zur
Vertreibung des Petrolithers kurze Zeit erwirmt, mit 5 cm® 10°/,iger Schwefel-
sdure und 250 cm® Wasser unter Riickflu$l eine Stunde gekocht, warm in einen
300 cm®-Kolben fibergefiihrt und bei 30° bis zur Marke aufgefiillt. 250 cm®
Filtrat entsprechend 10 g Ausgangsmaterial werden mit 10 g Sand und wenig
Magnesiumoxyd zur Sirupdicke eingedampft und noch 8 —10 g MgO hinzu-
gegeben; nachvollstdndigem Trocknen pulverisiert man das Gemenge. Die Masse
wird mit 100 cm® Chloroform und 5 cm® Wasser und 0,25 cm® konz. Ammoniak
unter RiickfluB !/, Stunde gekocht, die Losung heiB durch ein getrocknetes Filter
gegossen und der Riickstand noch drei- bis viermal in gleicher Weise behandelt.
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Der Riickstand wird getrocknet, zweimal mit je 5 cm?® Petrolither aus-
gezogen, in wenig siedendem Wasser gelost, filtriert und in gewogener Platin-
schale nach Auswaschen des Kolbens mit siedendem Wasser eingedampfit.
Nach Abdampfen wird bei 100° getrocknet.

Petroldtherverwendung bedingt wie bei den bei Dekker er-
wihnten Methoden einen Coffeinverlust.

Débourdeaux®® bestimmt Theobromin in Kakao nach
folgender, mehr prdparativen Methode:

100 g Kakao werden mit 40 cm® Wasser verrieben. Die Mischung wird
mit einer Losung von 60 g Rristalisiertem Phenol in 340 g Chloroform unter
RiickfluB zwei Stunden gekocht. Die L&sung wird ablfiltriert und der Riick-
stand noch zweimal mit je 300 g Chloroform und 50 g Phenol je eine Stunde
gekocht. Man filtriert die vereinigten Lisungen in einen 2 Liter-Kolben (A)
und destilliert das Losungsmittel ab. Zum phenolhaltigen Riickstand gibt
man 900 g Ather und 148t nach kriaftigem Umschiitteln tiber Nacht stehen.
Das Theobromin filit aus, wihrend Coffein, Fett und der gri&Bte Teil des
Farbstoffes in Losung gehen. Der Niederschlag wird auf einem Filter ge-
sammelt, der Kolben A mit Ather nachgespiilt und der Niederschlag mit einer
Mischung von 20 g Schwefelsiure 66° Bé und 180 cm® Wasser in A hinein-
filtriert. Die Losung wird einige Minuten aufgekocht und in einen Literkolben B,
der 250 cm® Ammoniak enthilt, filtriert. A und Filter werden zunichst mit
7,5 g Schwefelsiure und 142,5 cm®Wasser, hierauf mit 150 cm® siedendem Wasser
und 30 Tropfen Schwefelsiure nachgewaschen. Die ammoniakalische Fliissigkeit
wird mit 30 g Silbernitrat in einer Porzellanschale auf dem Wasserbad bis zum
Verschwinden des Ammoniakgeruches eingedampft und tiber Nacht stehen
gelassen. Der Niederschlag von Theobrominsilber wird abfiltriert, mit 250 cm®
Wasser gewaschen, mit 50 cm® Wasser in einen Kolben gebracht und nach
Sittigen des Luftraumes mit Schwefelwasserstoff tiber Nacht stehen gelassen.
Das Theobromin wird mit 600 g Amylalkohol aufgenommen, der Niederschlag
abfiltriert, das Filter zweimal mit je 100 g siedendem Amylalkohol aus-
gewaschen und das Filtrat bei 15° 12—15 Stunden zur Kristallisation beiseite
gestellt. Das Theobromin wird auf gewogenem Filter gesammelt, mit Ather
gewaschen und bei 100° getrocknet. Dem Resultat sind fiir je 100 g ab-
filtrierten Amylalkohols 0,02 g Theobromin hinzuzurechnen.

Das Verfahren ist wohl das komplizierteste der bisher
beschriebenen.

Wadsworth® bestimmt Theobromin in Kakao folgender-
maBen:

10 g Substanz werden mit 2—3 g frisch gebrannter Magnesia in einem
Porzellantiegel gut gemischt, mit 14 cm* Wasser versetzt und auf dem Wasser-
bad Y/, Stunde erwirmt. Es soll an keiner Steile ein Eintrocknen erfolgen.
Die Masse wird in einem 250 cm®-Kolben mit 150 cm® Tetrachlorithan
!/g Stunde am RiickfluBkiihler erhitzt, die Losung siedend heiB filtriert und
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der Riickstand ausgewaschen. Man kocht nochmals 20—30 Minuten mit
120 cm® Tetrachlorithan, filtriert zur ersten Ldsung und wiascht wiederum
nach. Das ganze wird auf 3—4 cm® eingeengt und nach Abkihlen mit
60—70 cm?® Ather (D ==0,720) versetzt. Man 14Bt tiber Nacht stehen. Das
ausgeschiedene Theobromin wird auf einem gewogenen Filter gesammelt, mit
Ather gewaschen und nach Trocknen bei 100° gewogen. Dem gefundenen
Werte ist eine Korrektur von 0,004 g zu addieren.

Das Verfahren 148t Coffein unberiicksichtigt und ist meines
Wissens nicht nachgepriift. Die Originalarbeit war mir nicht
zugénglich.

Unmittelbar vor dem AbschluB dervorliegenden Arbeit ver6ffent-
licht Trifon Ugarte® eine Methode der Theobrominbestimmung
in Kakao, die auf dem gleichen Prinzipe beruht wie die Methode
der Coffeinbestimmung in Tee, Kaffee, Mate, Kola und Guarana®.
Er gibt folgende genaue Vorschrift:

Man wigt 0,5 g rohes oder geristetes Kakaopulver und bringt dasselbe
in einen trockenen Kjeldahlkolben von 500 cm?® Inhalt. Mit einem feinen
Pinsel werden alle Kakaoteilchen, die sich auf dem Wdigeglidschen oder im
Halse des Kjeldahlkolbens befinden, restlos mitgenommen. Man sammelt
die gesamte Substanz auf mgglichst engem Raume am Grunde des Kolbens,
was durch leichtes Schlagen mit der Hand erreicht wird. Mit einer 2—3 cm
angen Oxydationsflamme beginnt man die Verbrennung in der Mitte des
Substanzhiufchens. Durch Wegziehen der Flamme 148t man die entstehenden
weiBen Didmpfe in den Kolben zuriickfallen. Ein zwei- bis dreimaliges Hin-
und Herbewegen geniigt, um die Masse gleichmiBig zu verkohlen. Man 148t
wihrend ungefihr fiinf Minuten erkalten und gibt 10 cm?® destilliertes Wasser
hinzu, die man der Wand des Kolbens entlang hinunterlaufen 148t. Man
h4lt zirka zwei Minuten im Sieden, benetzt die ganze innere Fliche des
Kolbens und filtriert durch ein quantitatives Filter von 11 cm Durchmesset
in eine Kristallisierschale von 7 cm Durchmesser und 2 ¢m Hohe. Kolben
und Filter werden mit zweimal je 10 cm® Wasser nachgewaschen. Das Filtrat
wird auf dem Wasserbade zum Trocknen eingedampft. Der Riickstand wird
zweimal mit je 5 cm® absolutem Alkohol behandelt. Man riihrt leicht um
und dekantiert vorsichtig, Letzte Spuren Alkohol entfernt man auf dem
Wasserbade. '

Man fligt 3 cm® destilliertes Wasser und zwei Tropfen n-Ammoniak
zum Riickstand und bringt ihn durch Umriihren mit einem an einem Ende
abgeplatteten Glasstab in Lésung oder Suspension. Man gibt 15 cm® Chloro-
form hinzu und bringt durch fiinf Minuten langes Umriihren den groBten
Teil des Theobromins in Losung. Die gesamte Fliissigkeit wird auf ein
doppeltes Filter fallen gelassen. Das innere Filter ist ein quantitatives Filter
von 11 cm® Durchmesser, wihrend das #uBere von gleichem Durchmesser ein
solches gebriduchlicher Art ist. Vor dem AufgieBen werden die Filter mit
5 cm® Chloroform befeuchtet. Das Trichterchen wird mit einem Uhrglas be-
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deckt, und die Chloroformlidsung in einem Kélbchen von 100 —150 ¢cm?® Inhalt
aufgefangen. Kristallisierschale und Glasstab werden noch mit 10 cm® und
zweimal mit je 5 cm® Chloroform unter stetem Umriihren nachgewaschen und
die Fliissigkeit in Massen auf das Filter gebracht. Das doppelte Filter wird
mit ca. 5 cm® Chloroform nachgewaschen. Das Losungsmittel wird abdestilliert.

Der weiBliche Riickstand wird in 5 cm® destilliertem Wasser aufgenommen
und das Ganze unter 6fterem Umschiitteln drei Minuten auf dem Wasserbade
erwidrmt. Man filtriert durch ein quantitatives Filter von 5—6 cm Durch-
messer. Das Filtrat wird auf einem mit Alkohol und Ather gewaschenem,
tariertem Uhrglas von ca. 7,5 cm Durchmesser gesammelt. Kolben und
Filter werden zweimal mit je 3 cm® Wasser unter zwei Minuten dauerndem
Erwidrmen auf dem Wasserbade nachgewaschen. Die Losung wird auf dem
Wasserbade verdampft und der Riickstand wizhrend fiinf Minuten bei
100 — 105° getrocknet. Man 148t im Exsikkator erkalten und wigt.

Der Autor gibt in seinen Resultaten keine Doppel- und zudem
auch keine Vergleichsanalysen.

Bei der Schwerloslichkeit des Theobromins sind Verluste
wohl kaum zu vermeiden. Coffein wird nicht berlicksichtigt.

2. Titrimetrische Theobrominbestimmung.
a) Kjeldahl-Bestimmung.

Wird Theobromin allein bestimmt, so kann die Reinheit
“desselben durch eine Stickstoffbestimmung kontrolliert werden
(Theobromin = N -3,2155). Bei geringen Mengen Coffein, die
Theobromin begleiten, kann diese ohne erheblichen Fehler auch
ausgefiihrt werden. Bei einer theoretischen Annahme eines Ver-
hiltpisses 1:10 errechnet sich die prozentuale Differenz des
Resultates bei einem Gesamtalkaloidgehalt von .2°, unter
Benutzung des Theobrominfaktors, ausgehend von 5 g Substanz,
zu 0,015%,. .

b) Jodometrische Bestimmung.

Ein solches Verfahren ist bei der Droge bis jetzt nicht in
Anwendung gekommen, doch haben Emery und Spencer®
eine jodometrische Theobrominbestimmung in Salzgemischen
(Teobromino-Natrium aceticum, Theobromino-Natrium salicylicum)
ausgearbeitet.
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¢) Elektrotitrimetrische Bestimmung.

Kolthoff®) hat reines Theobromin, in Natronlauge gelost,
konduktometrisch mit Salzsdure zuriicktitriert.

IIl. Zusammenfassende Beurteilung der bisherigen
makrochemischen Coffein- und Theobromin-
Bestimmungsmethoden.

Ubersieht man die neueren Arbeiten iiber makrochemische
Alkaloidbestimmungen bei Purindrogen und zieht die verdffent-
lichen Analysenresultate in Betracht, so treten einzelne Verfahren
hervor, deren Anwendung sich bei einer Drogengattung als zweck-
mafig erweist. Die Methode ist dem Objekt anzupassen. Ein
generelles Verfahren fiir sdmtliche Coffeindrogen (ausgenommen
Kakao), wie es dasjenige von Power und Chesnut darstellt,
erweist sich in einzelnen Féllen als unnotig kompliziert. Fiir
rohen Kaffee und Tee ist im Katz-Biittenbergschen Verfahren
eine relativ einfache und gute Resultate zeitigende Bestimmung
gegeben, die fiir Kola und Guarana leicht den Verhdltnissen
entsprechend modifiziert werden kann. [Aufnehmen des Chloro-
form-Destjllationsriickstandes in einem gréBeren Quantum (70 bis
80 cm?) schwacher Sdurelésung, Konzentrieren, heiB Filtrieren und
Perforieren]. Bei gebranntem Kaffee erhilt man nach Lendrich-
Nottbohm das reinste Coffein, wenn auch bei kleinen Coffein-
mengen eine Stickstoffbestimmung erforderlich wird. Gut brauchbar
ist auch das Katzsche Verfahren. Bei sogen. ,coffeinfreiem*
und ,coffeinarmem® Kaffee kommt die Hilger-Juckenack-
Wimmersche Methode in Betracht. Mate gehort in bezug auf
die einzuschlagenden Reinigungsmethoden infolge seiner Ernte-
bereitung (z. T. Trocknen iiber freiem Feuer) und seines Gehaltes
an tlarz- und Wachsbestandteilen in die Gruppe des gebrannten
Kaffees.

Bei den Kakao-Theobromin-Coffeinbestimmungen gibt das
Verfahren von Prochnow untereinander gut iibereinstimmende
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Resultate. Das Alkaloidgemisch ist allerdings nicht rein weiB,
sondern ziemlich brdunlich gefdrbt. Einfach ist die Theobromin-
bestimmung nach Wadsworth. Sie vernachldssigt allerdings
Coffein. Die Methode ist meines Wissens bis jetzt nicht nach-
gepriift worden. ;

Was die Aufspaltung der Coffein- resp. Theobromin-
verbindungen, wie sie in den Drogen vorliegen, betrifft, so 4Bt
sich vielleicht folgendes sagen: Genaue Einblicke in die Auf-
spaltung werden erst moglich, wenn wir diese komplizierten Ver-
bindungen einmal genau kennen. Fiir die Coffein-Gerbstoff-
Verbindungen in Tee und Mate sowie fiir das coffein-chlorogensaure
Kali des Kaffees geniigt zur Spaltung Wasser, wenn man dieses
eine Zeitlang einwirken laBt. Schneller wirkt Ammoniak. Fiir
Kola, Guarana und Kakao scheint die iibliche Ammoniakeinwirkung
zur Spaltung nicht zu geniigen. ‘

Generell ist festzuhalten, daB mit Alkalien duBerst vorsichtig
gearbeitet werden soll, besonders in Fillen, wo ein Kochen not-
wendig wird. Coffein ist weit sdurebestdndiger als alkalifest.
Die Magnesiamethoden sind insofern mit Vorsicht zu gebrauchen,
als die Handelspréparate von gebrannter Magnesia meistens soda-
haltig sind.

Die auf den.ersten Blick bestechenden Sublimationsmethoden
weisen bei ndherer Priifung einige Mingel auf. Die Apparaturen
lassen zu wiinschen iibrig. Burmann? und Polenske® —
der zur Bestimmung von Benzoesdure in Vaccinium Vitis Idaeae
dhnlich wie Burmann vorgeht — miissen ihre Apparate zur
Weiterfithrung der Analyse zerstoren. Die Philippsche Apparatur®
scheint auch nicht ganz gliicklich gewahlit zu sein. Die Sublimation
erfolgt hier in einem in sich abgeschlossenen Raum iiber freiem
Feuer ohne genaue Temperaturregulierungsmoglichkeit. Es wird
eine Verkohlung und trockene Destillation vorhandener Ver-
unreinigungen und dadurch Beeinflussung des Resultates nicht
zu vermeiden sein — wie denn auch Vauthiers Mitteilungen
bestitigen —, wenn die durch die Analyse mitgenommenen Ver-
unreinigungen im Verhéltnis zu den kleinen Coffeinmengen groB
werden. Ein weiterer Ubelstand besteht in der relativ langen
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Zeit, die notwendig wird, um Mengen von 0,1 g Coffein, wie sie
beim Philippschen Verfahren in Betracht kommen, zu sublimieren.
Polenske sublimiert wihrend vier Stunden im Olbad bei 224°,
um Mengen von 0,1 g Benzoesdure zu erhalten. Fendler und
Stiiber haben bei dem Burmannschen Verhéltnissen fiir 70 mg
eine Sublimationsdauer von sechs Stunden nachgewiesen. Es
ergibt sich also trotz der guten Sublimationsfahigkeit des Coffeins
eine praktisch geringe Sublimationsgeschwindigkeit, d. h. die in
der Zeiteinheit iibergehende Menge ist klein. So hat keine der
bisherigen Sublimationsmethoden allgemeine Verwendung finden
konnen.



B. Neuegravimetrische Mikrobestimmungs-
methode fiir Coffein und Coffein- Theo-
| bromin in Drogen.

Wenn trotz den im vorangehenden Kapitel beschriebenen,
miBgliickten Versuchen der Verwendung der Sublimation bei
bisherigen, gravimetrischen Coffeinbestimmungen nachfolgend
erneut die Ausarbeitung einer Sublimationsmethode versucht
wurde, so geschah es aus folgenden Griinden.

Trotz der Verwendung verschiedenartiger Reinigungsmethoden
und reinster Reagentien ist es nach bisherigen Erfahrungen nicht
moglich, bei einem gravimetrischen, mikrochemischen Verfahren
die Basen so weitgehend von mitgeschleppten Verunreinigungen
zu befreien, daB letztere das Resultat nicht erheblich félschen.
Versuche haben jedoch gezeigt, daB dies bei Verwendung der
Sublimation als letzter Reinigungsoperation maglich ist.

Dieses Vorgehen hat zudem den Vorteil, eine zweckhmiBige
Trocknungsmethode fiir Coffein zu sein. Aus Wasser kristallisiertes
Coffein enthilt ein- Molekiil Kristallwasser. Beim Trocknen der
Base bei 95—100° tritt schon teilweise Verfliichtigung ein. Durch
Sublimation erhélt man Coffein wasserfrei. Unter geeigneten
Bedingungen gelingt es, Coffein quantitativ zu sublimieren.

Die MiBerfolge makrochemischer Sublimationsmethoden sind
nicht zuletzt auf die mangelhafte Apparatur sowie ungeeignete
Sublimationsbedingungen zuriickzufiihren.
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Folgende Fragen haben sich bei genauer Priifung der Ver-
wendung der Sublimation fiir eine gewichtsanalytische, mikro-
chemische Bestimmung der Xanthinbasen in Purindrogen auf-
gedringt: Welches ist ein geeigneter Apparat zur Sublimation,
der in Verbindung mit der Kuhlmannschen Mikrowage gebraucht
werden kann? Inwieweit ist es vorteilhaft, sich bei der Subli-
mation des verminderten Druckes zu bedienen? Wie gestaltet
sich die Bestimmung der beiden Basen Coffein und Theobromin
in Anwendung auf die Purindrogen? Inwieweit ist eine Reinigung
der extrahierten Alkaloide notwendig? Kann eventuell aus der
Droge direkt sublimiert werden. Welche Mengen Ausgangsmaterial
sind anzuwenden, um den makrochemischen Resultaten ent-
sprechende, gleich genaue mikrochemische zu erhalten? LaBt sich
eine Methode finden, die soweit anpassungsfdhig ist, daB Be-
stimmungen an einzelnen Organen einer Pflanze, an einem Kaffee-,
Kola- oder Kakaosamen, einem Tee- oder Mateblatt, durchgefiihrt
werden koénnen? Welches sind die Fehlergrenzen?

I. Apparatur zur quantitativen Mikrosublimation
und Sublimationsverhiltnisse von Coffein und
Theobromin.

Versteht man unter Sublimation die Verdampfung eines festen
Korpers und die Kondensation seiner Dampfe — wie es Eder®®
préazisiert hat — so miissen an einen Apparat, der quantitativen -
Verhiltnissen entsprechen soll, verschiedene Bedingungen gestellt
werden. Er muB so zerlegbar sein, daB sowohl das das Subli-
mationsgut aufnehmende GefdB, wie auch der ,Kondensator®
auf der Mikrowage gewogen werden konnen. Der GroBe wird
durch die Maximalbelastung bei der Kuhlmannschen Wage mit
20 g eine Grenze gezogen. Das Appardtchen muB gestatten, im
Vakuum bei erhdhter Temperatur quantitativ zu sublimieren. Von
den in der Literatur beschriebenen Apparaten (Rieber™, Kempf®,
Christopher®, Diepolder®®) entspricht keiner ganz den Be-
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dingungen. In der Folge hat ein Appardtchen, dem als Vorbild
der Diepoldersche Apparat diente, zufriedenstellende Dienste
geleistet.
Das Appardtchen besteht aus einem kleinen Becherchen von
“ca. 2 cm Hohe und 1,5 cm Durchmesser, welches mittelst eines
Schliffes mit einer Glasréhre verbunden werden kann, die zum
Auffangen des Sublimates bestimmt ist (Kondensator). Letztere
ist so konstruiert, daB sie bequem auf die Aufh&ngevorrichtung
’ der Kuhlmannschen Wage

- tMomometer v gelegt  und  ausbalanziert
Wassersiratjpumpe  werden kann. Um Gewicht
und Oberfliche mdoglichst

klein zu halten und eine
. mdoglichst vollstindige Kon-
T densation der Dédmpfe zu
@ erzielen, wurde der Konden-
. sator {iber dem trichter-
formigen, untersten Teil ver-

- engert. Kleinheit der Ober-

fliche ist ein sehr wesent-

liches Moment fiir die Ge-
wichtskonstanz der GefdBe.

Der obere, zur Kugel geformte

J Teil dient zur besseren Ge-
— wichtsverteilung auf der
U 5 Wage und die umgebogene
\/) Stelle als Angriffshaken zur
Herausnahme des ganzen
Apparidtchens. Der glocken-
formigeTeil des Kondensators
- und das Becherchen sind

durch einen Schliff miteinander verbunden. Die iibereinander-
liegenden Schlifffldchen diirfen nicht hoher als etwa 5 mm sein.
Da die Schliffe nie vollkommen aufeinander passen, so wird mit
einer minimalen Menge Graphit gedichtet. Durch gutes Ineinander-
reiben wird dieser dem Glase so fein aufgetragen, daB beim Zu-

gy

¥ aaaaas

_
| cazem

w2tm

Fig. 2. Sublimationsapparatur.
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sammenstellen und Auseinandernehmen Gewichtsverdnderungen
von Belang hichst selten vorkommen. Graphit darf nur in dem
MaBe Verwendung finden, daB keine zusammenhingende, ab-
schilfernde Kruste entsteht. SchlieBt die Dichtung nicht voll-
stdndig, so findet Kondensation an der Innenfldche des dufieren
Reagensrohres statt, und der Beschlag kann durch Inspektion
von oben auf schwarzer Grundlage leicht wahrgenommen werden.
Der Kondensator mit eingestecktem Becherchen wird in ein eng
anschlieBendes Reagenzglas eingefiihrt, das oben durch einen
"Kautschukstopfen mit Glasrohr unter Zwischenschaltung einer
Sicherheitsflasche mit Manometer und Wasserstrahlpumpe in
“Verbindung steht. Seitlich am Reagenzrohr befindet sich ein
kurzes Ansatzrohr mit Gummischlauch-Quetschhahnverschluf zum
Erzeugen und Aufheben des Vakuums. Zur Regulierung der
Temperatur benutzt man ein Olbad, in welches die Apparatur
nebst einem Thermometer bis zur iHohe des Néapfchens ein-
gesenkt wird. '

Die Frage nach der Gewichtskonstanz der beiden aus-
einanderzunehmenden und getrennt zu wégenden Bestandteile der
Apparatur (Becherchen und Kondensator) ergibt unter Benutzung
der Kuhlmannschen Mikrowage analoge Verhiltnisse, wie sie
Lieb® festgestellt hat. Bei der Notwendigkeit des Klimaausgleiches
ist zu erwarten, daB die Gewichtsschwankungen proportional der
Oberfldche der zu wégenden Gegenstdnde sich verhalten. Die
Gewichtskonstanz der leeren Apparatteile wurde durch Aussetzen
derselben an verschiedene Temperatur- und Vakuumverhiltnisse
gepriift. Der kleine Becher hat sich konstanter erwiesen als die
weit groBere Auffangrohre. Unter 33 Wagungen sind nur drei mit -
héheren Differenzen als 0,01 mg (0,012 — 0,013 — 0,019). Alle
iibrigen liegen unterhalb dieser GroBen, z. T. sind sie absolut
iibereinstimmend. Die Gewichtsdifferenzen der Auffangréhre haben
sich durch folgende MaBnahmen so weit zuriickdrdngen lassen,
daB mit ihnen gearbeitet werden konnte (0,009 — 0,006 — 0,004 —
0,012 mg). Von einem Abreiben, wie es Pregl® bei seinem
Absorptionsappardtchen in der Mikroanalyse vornimmt, ist Ab-
stand genommen worden. Zum Anfassen, Ineinanderpassen und
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Auseinandernehmen hat sich feinstes, schwedisches Seiden-
papier als zweckméBig erwiesen, Man vermeidet am besten jede
direkte Beriihrung mit den Fingern. Man léfit nach Auseinander-
nehmen des Appardtchens im Chlorcalciumexsikkator 20 bis
30 Minuten erkalten, 148t im Wigezimmer 10 Minuten offen
stehen und wégt nach weiterem Klimaausgleich in der Wage.
Grofere Wigedifferenzen treten auf, wenn Wigungen an auf-
einanderfolgenden Tagen bei verdnderten Luftverhiltnissen vor-
genommen -werden (Schwankungen bis zu 0,05 — 0,06 mg). Die
Analyse muB am gleichen Tage zu Ende gefiihrt werden. Sie
kann innerhalb einer Zeit durchgefiihrt werden (3—4 Stunden
fiir die ganze Analyse, 1'/,—2 Stunden fiir die beiden Mikro-
wigungen und die Sublimation), wihrend welcher die meteoro-
logischen Verhiltnisse sich im allgemeinen nicht so stark dndern.
Das Gewicht eines am Vortag gewogenen GefdBes ist im
allgemeinen am folgenden Tage als nicht konstant zu betrachten
und fiir eine neue Analyse nach erneutem Aussetzen an die
entsprechenden Temperatur- und Vakuumverhdltnisse neu zu
bestimmen. "

Durch Anwendung des Vakuums kann die Sublimation
unter gewissen Bedingungen zu einem wirklichen Reinigungs-
prozeB umgestaltet werden, indem eine ganze Reihe Fehler der
bei gewohnlichem Druck vorgenommenen Sublimation wegfallen.
Durch die Arbeiten von Krafft® Weilandt®, Kempf®, Eder®
u. a. ist auf die Vorziige der Vakuumsublimation hingewiesen
worden, durch welche es in die Hand gegeben wird, bei relativ
niederer Temperatur durch langsames Verdunstenlassen einer
festen Substanz (Sublimieren) ein sehr reines Produkt in quan-
titativer Ausbeute selbst aus Gemischen heraus zu erhalten. Wie
Kempf® in seiner Arbeit ausfiihrt, handelt es sich bei Subli-
mationsvorgidngen um die Erscheinung des Verdunstens, was
theoretisch den RiickschluB zulidBt, das das Phdnomen fiir jeden
‘Korper in Erscheinung treten sollte, sofern die Temperatur nicht
eine solche des absoluten Nullpunktes ist. DaB dem nicht so
ist, hat seinen Grund in der sehr verschiedenen Sublimations-
geschwindigkeit der Korper. Fiir die Verdunstungs-
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geschwindigkeit von Fliissigkeiten hat Stefan® die folgende
Formel aufgestellt:

v=Klog —,
pP—PpP
wo p den Atmosphidrendruck und p’ den Dampfdruck bedeutet-
Bei kleinem p’ wird angendhert v:

v=KR,
p

d. h. die Geschwindigkeit ist dem Dampfdruck direkt, dem Luft-
druck umgekehrt proportional. Die Sublimationsgeschwindigkeit
ist definiert durch die in der Zeiteinheit sublimierende Menge
und kann in Proportionalitdt zu weiteren Faktoren gebracht werden.
Sie ist um so groBer, je hoher die absolute Temperatur, je groBer
die zugefithrte Warmemenge und je grofer die Oberfldche ist,
wobei noch als weiterer Faktor die fiir jeden Korper verschiedene
Diffusionsgeschwindigkeit seines Dampfes gegeniiber der des vor-
handenen Gases, das den AuBendruck darstellt, hinzukommt.
Als letzte Beziehung ergibt sich die Abhédngigkeit von den
Molekulargewichten der beiden ineinander diffundierenden Stoffe.
Kempf hat aus der Proportionalitdt der Sublimationsgeschwindig-
keit mit der Oberfliche des verdunstenden Korpers geschlossen,
daB dieselbe am Ende des Vorganges unendlich klein wird und
er hat deshalb seine Versuche nach einer gewissen Zeitdauer
unterbrochen. Theoretisch kann wohl so gefolgert werden,
praktisch ist es aber dennoch mdglich, quantitativ zu sublimieren,
da die Wage diese theoretisch gefolgerten kleinen Mengen nicht
mehr anzugeben vermag.

UOber die speziellen Sublimationsverhiltnisse bei
Coffein und Theobromin ist kurz folgendes zu sagen. Coffein
fingt bei einer Badtemperatur von 70° bei 10—11 mm Druck
merklich zu sublimieren an, wihrend Theobromin erst wesentlich
hoher, bei 125° sich merklich verfliichtigt. Da im folgenden
mittelst der Sublimation auch eine Reinigung bezweckt wird und
eine solche um so erfolgreicher ist, je langsamer man verdunsten
1dBt, so wiirde man am besten bei moglichst niederer Temperatur

Oehrhi. 4



sublimieren. Doch ist dann die Sublimationsgeschwindigkeit so
klein, dal auch geringe Mengen von 1—10 mg Substanz nicht
in praktisch zweckdienlicher Zeit vollstdndig sublimiert werden
koénnen. Ferner macht sich bei allzu niedrig gehaltener Subli-
mationstemperatur ein Ubelstand der benutzten Apparatur geltend,
indem eine vollig gleichmaBige Wiarmezufuhr infolge der nicht
gleichmidBig aufeinanderliegenden Doppelwandung nicht moglich
ist. Trotzdem der Steighohe der Ddmpfe wenig zugemutet wird,
kann bei niedrig gehaltener Temperatur und nicht geniigend
eingesenktem Appardtchen schon der obere Teil des Népfchens
als Kondensator wirken, und so die Dauer des Sublimations-
vorganges wesentlich verldngert werden.

Durch Herausnehmen der Apparatur aus dem Olbad konnte -
in den folgenden Versuchen meist ohne Schwierigkeit festgestellt
werden, wie weit die Sublimation gediehen war. Durch quan-
titative Sublimationsversuche wurden nun auch die Zeiten be-
stimmt, innerhalb welcher gewisse Mengen Coffein resp. Theo-
bromin sublimieren. Damit waren auch Anhaltspunkte gegeben
fiir die Sublimationsdauer bei den nachfolgend zu beschreibenden
Bestimmungen der Purinbasen in Drogen. Als Kleiner Ubelstand
machte sich bei diesen Bestimmungen der folgende bemerkbar:
Beim Abdampfen der Alkaloidlosung im Becherchen des Subli-
mationsapparates verbleibt der Verdunstungsriickstand nichtgleich-
maBig iiber die Innenfldche verteilt, sondern hduft sich in kleinen
Ringen an, wodurch natiirlich die Sublimationsdauer etwas ver-
laingert wird. Als praktisch beendet kann die Sublimation an-
genommen werden, wenn der untere Rand des Sublimates, der
zuerst keine scharfe Grenzlinie bildet, sich nach oben verschiebt
und scharf wird. Der Kondensator des Sublimationsapparates
kann ohne Reinigung zur Aufnahme weiterer Sublimate in nach-
folgenden Versuchen benutzt werden. Das Becherchen wird nach
jeder Sublimation zweckmdBig griindlich gereinigt.

Um einen Einblick in die Sublimationsgeschwindigkeit und
ihre Abhdngigkeit von der Temperatur zu erhalten, sind quanti-
tative Versuche mit approximativer Genauigkeit unternommen
worden. In einem bestimmten Volumen Ld&sungsmittel” wurde
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eine bestimmte Menge Coffein resp. Theobromin gelost. Ein
aliquoter Teil der Lésung wurde im Becherchen verdunstet und
zur Sublimation verwendet.

Angewandte Zur Sublimation
conenge | DR omperatye  dsrGeminente
mg mm Minuten

1,3 10—13 | 123°—135° 35 ca. 0,04
6,5 10—13 | 115°—125° 180 ca. 0,04
4,0 10—13 | 127°—140° 70 ca. 0,06
3,2 10—13 | 143°—152° 40 ca. 0,08
3,2 10-—-13 | 162°—165° 10 ca. 0,32
0,5 10—13 | 154°—168° 20 ca. 0,32

Bei diesen rein approximativen Zahlen 148t sich immerhin
erkennen, daB bei diesen Sublimationsbedingungen bei steigender
Temperatur der Dampfdruck des sublimierenden Kdrpers rascher
zunimmt als die Temperatur (analog der Dampfdruckkurve des
Wassers). .

Fiir die praktische Verwendung der Coffeinsublimationen
bei meinen Bestimmungsmethoden fiir Drogen hat sich mir bei
einem Drucke von 10—13 mm das Temperaturintervall von
160—170° als das geeignetste herausgestellt. Der ProzeB wird
so in relativ kurzer Zeit zu Ende gefithrt und das Sublimat Tillt
noch so Kleinkristallinisch aus, daB ein Auswachsen zu groBeren,
am Kondensator nicht mehr festhaftenden Konglomeraten vermieden
wird. Bei 180° und hoher treten hdufig groBe Nadeln auf, die frei
in den Raum hinauswachsen und eventl. zuriickfallen kénnten.

Mit obigen Angaben nicht direkt vergleichbar, aber doch in
naher Beziehung stehend sind die Angaben von Kempf®, der
fiir seinen HeiBluft- Sublimationsapparat ebenfalls approximativ-
quantitative Werte bestimmt hat, und ferner die iibereinstimmenden
Angaben von du Pasquier® und Puckner? iiber Gewichts-
verluste des Coffeins beim Trocknen bei 100¢ sowie die Angaben
von Fendler und Stiiber bei der Kritik der Burmannschen
Sublimationsmethode .

4*
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Subl. | Subl,
Ange-
wandte Druck Temperatur Dzzger M&z)ge v=—r%
Menge mm Min. g
0,23 g 1 160°—165° 35 {0,2 0,006
Coffein
17 ¢ 12 210° 60 (0,11 (0,002
f ) )
Kemp Thee
1g 0,9 160°—165° 60 {0,005 |0,00008
Thee
Pasquier }0,125g Atm.-Druck| 100° 60 |0,0005 |0,000008
und Puckner/| Coffein )
Fendler ““d} 0,007g |Atm.-Druck| 225° | 300 0,007 {0,0002
Stiiber

Fiir Theobromin gestaltet sich die Ubersicht analog. 0,15 g

Theobromin wurden

in 30 cm® 2°,igem Phenolchloroform

gelost. Ein aliquoter Teil wurde im Becherchen verdunstet, das
Phenol abgeblasen und der Riickstand vollstdndig sublimiert.
Angewandte Menge Zeit
(m) Druck Temperatur {t) ’r‘:]‘ =v
mg mm Minuten
1,0 12 165°—175° 120 0,008
1,0 12 192°—198° 20 0,05
2,0 12 192°—197° 30 0,06
4,0 12 200°—210° 20 0,2
Kempf gibt folgendes an:
Sublimierte Menge
3,62¢gbei Ausgangs-
11 260° 105 34,4

menge von 5g R

Als praktische Sublimationstemperatur fiir Theo-
bromin ist bei den nachfolgend beschriebenen Bestimmungs-
methoden bei einem Druck von 10—13 -mm das Temperatur-
intervall von 200—210° gewdhlt worden.
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In Anwendung auf Drogen ist die Sublimationsdauer je nach
Fall von Y/, bis !/, Stunde variiert worden, je nach der zu er-
wartenden Menge, dem Verhalten des unteren Randes des Subli-
mates und dem Riickstand.im Sublimationsbecherchen.

Unter diesen praktisch zweckmiBigen Bedingungen (10 bis
13 mm Druck und Sublimationstemperatur von 160—170° fiir
Cofiein resp. 200 —210° bei Theobromin) wurden nun quantitative
Sublimationsversuche unternommen. Zur Verwendung gelangte
ein im Diepolderschen Apparat einmalig vorsublimigrtes, reines
Handelscoffein.

Im Becher Wieder- Absolutes
abgewogenes| gefundenes o A4 A
Coffein Coffein 0

mg mg °lo mg
1. 1,591 1,582 933 | —0,7 | 0,009 D—14
2.1 1879 1,869 995 | —05 | 0010 [ _1’7 0/"
3| 1450 1461 | 100,7 | +07 | oo11) "™ 0 Te
4, 0,641 0,641 _100,0 00| 00 1 D =08,
5.1 0757 0,751 992 | —08 | 0,006 | Dm==42,

Aus der prozentigen Fehlerrechnung nach der Methode von
Benedetti-Pichler? ergibt sich als maximale Streuung eines
Analysenresultates der folgende Wert:

Dth=—§—(P-AE+100'f'Am),

wo Dw die maximale Streuung, E die Einwage, 4g der Fehler
der Einwage, P der Prozentgehalt, f der Fehler des Umrechnungs-
faktors und 4 der Fehler der Bestimmungsform darstellt. Im
obigen Fall ist die Streuung ermittelt fiir eine Einwage von
1,8 mg resp. 0,75 mg und als 4, wurde die hochste ermittelte
Wigedifferenz der groBen AuffangrShre aus den Resultaten der
Konstanzwagungen mit 0,012 mg eingesetzt. Die theoretisch zu-
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ldssige maximale Streuung ist in beiden Fillen nicht iiber-
schritten worden. _

Analoge Verhiltnisse mit einem auf gleiche Weise gereinigten
Handels-Theobromin zeigt die folgende Versuchsreihe:

Im Becher Wieder-

abwogenes | gefundenes o 4  |fAbsolutes
Theobromin | Theobromin ° ) ¥
in mg in mg °fo in mg

1139. | 1131 99,3 | —0,7 | 0,008
1,411 1,411 |1000| 0000
1,190 1202 [101,0 { +1,0 | 0,012 D=18",
1,159 1150 | 992 |—08]0009 | Dum=23%,
1,010 1056 | 1040 | +40 | 00467 4450
2,300 2312 1001 | +0,1 | 0,003
1,637 1,628 | 994 | —06 | 0,009

No kW

*) Dt =232,

Bei der fiinften Sublimation ist irgend ein manueller Fehler
unterlaufen, der mir entgangen ist. Die Streuung errechnet sich
bei einer Durchschnittseinwage von. 1,4 mg zu 23 °/,, wihrend
die wirkliche mit Auslassung des fiinften Fehlresultates eine
solche von 1,8°, ergibt. Die absoluten Mengedifferenzen er-
heben sich in allen Féllen mit Ausnahme des Fehlresultates
nicht iiber die bei den Konstanzwdgungen ermittelte, hochste
Differenz von 0,012 mg. Bei gréBeren Einwagen wiirde der Fehler
prozentual sich weiter zuriickdringen lassen.

II. Anwendung der gravimetrischen Mikro-
methode auf Drogen. ’

In Anwendung dieser Vorversuche auf die Gehaltsermittelung
von Coffein und Theobromin in Drogen hat sich im Laufe der Arbeit
ergeben, daB eine Menge weiterer Faktoren zu beriicksichtigen
sind, wenn die Resultate den Anforderungen der Genauigkeit
geniigen sollen. Ein einziges, schablonenhaftes Verfahren fiir
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alle in Betracht kommenden Drogen hat sich nicht anwenden
lassen, trotzdem natiirlich im einzelnen gewisse Prozesse der
Analyse sich wiederholen. Ausschlaggebend ist auBer der Natur
der Begleitstoffe (Wachs, Fett usw.) die Art der Bindung der
Basen in den verschiedenen Purindrogen, die Erntebereitung
(Mate) und die weitere Vorbehandlung der Droge (Résten des
Kaffees). Im Sinne der zunehmend schweren Spaltbarkeit der
Alkaloidverbindungen 148t sich ungefdhr eine natiirliche Reihe
Tee — Kaffee — gebrannter Kaffe — Mate — Kola — Guarana —
Kakao festlegen, wobei sich ebenfalls ein Ubergang von Coffein
zu Coffein-Theobromin-Drogen ausdriickt. Gebrannter Kaffee
liefert infolge seiner Rostprodukte neben Mate die am schwersten
zu reinigenden Ausziige und bietet ein gutes Kriterium fiir die
Leistungsfdhigkeit einer Sublimationsmethode. Ilex vomitoria ist
nicht in Betracht gezogen worden, der erwdhnten Arbeit von
Power und Chesnut® nach zu schlieBen, diirfte diese Droge
zwischen Mate und Kola einzureihen sein. Kakao nimmt als
vorwiegend theobrominhaltige Droge eine besondere Stellung ein,
schlieBt aber, was schwere Spaltbarkeit der Alkaloidverbindungen
betrifft, an Guarana an.

Eine Mxkrocoffembestlmmungsmethode die sich der Subli-
mation bedient, wére ideal zu nennen, wenn eine Sublimation,
wie sie z. B. Kempf bei Tee vorgenommen hat, direkt aus der
Droge quantitativ zum richtigen Werte fiihren wiirde. Er hat bei
17 g Tee als Ausgangsmaterial bei 210° und 12 mm wihrend
einer Stunde 0,11 g eines braunen Sublimates erhalten, das sich
leicht aus Alkohol umbkristallisieren lief. Der wirkliche Gehalt
der Droge an Coffein ist nicht angegeben. Der obige Wert ent-
spricht nur ca. 0,65°,, und es ist woh! anzunehmen, daB dieser
nicht die Gesamtmenge an Coffein darstellt. Aus vorstehenden
Angaben erhellt ohne weiteres, daB eine direkte Sublimation
wenigstens bei Tee zu keinem geniigenden Resultat wird fiihren
konnen, da das Coffein nicht rein ist. Die weiteren Erfahrungen
haben dann gezeigt, daB fiir die Zwecke quantitativer Bestimmung
auch nicht irgend ein beliebiger Drogen-Auszug resp. dessen
Riickstand der Sublimation unterworfen werden Rann, sondern
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daB eine weitgehende Reinigung der gewonnenen Ausziige notig
ist, und daB die Sublimation zweckmaBig nur als letzter Reinigungs-
prozeB verwendet wird.

Die Probeentnahme eines Durchschnittsmusters des
zu untersuchenden Materials in Mengen von 0,1 — 02 — 03 g
bietet, wie Benedetti-Pichler” nachweist, keine Schwierigkeit,
wenn nur fiir geniigend feine Zerteilung gesorgt wird. Durch
Trocknen, restloses Pulverisieren, Durchsieben und Mischen
kann die Droge geniigend fein zerteilt und gleichméBig erhalten
werden, so daB Schwankungen im Prozentgehalt sich nicht
geltend machen. .

Es wurden bei den nachfolgenden Bestimmungen als Analysen-
materialien lufttrockene Durchschnittspulver verwendet, da diese
bei geeigneter Aufbewahrung gewichtskonstanter sind als die bei
100° getrockneten Drogen. In Fillen, bei denen die Resultate
zu weiteren Zwecken verwendet werden, ist natiirlich der Wasser-
gehalt besonders festzustellen.

Es ist bei diesen Mikrobestimmungen allgemem SO vor-
gegangen worden, daB nach der besten in der Literatur an-
gegebenen Methode Makrobestimmungen ausgefiihrt und deren
Resultate mit den mikrochemisch gewonnenen verglichen worden
sind. Als Extraktionsmittel ist in allen Fallen mit Ausnahme
des Kakao Chloroform gewahlt worden,und zur raschen Spaltung der
Verbindungen der Purinbasen wurde 10°/,iges Ammoniak beniitzt.
Die zur Verwendung kommenden Losungsmittel miissen natiirlich
rein sein.

Fiir Tee, rohen und gerdsteten Kaffee, Mate und Kola konnte
die gleiche Mikrobestimmungsmethode benutzt werden, wihrend
sie bei Guarana durch eine energische Aufspaltung modifiziert
wurde. Kakao mufBite wesentlich anders behandelt werden.

*Tee.

_ Uber den heutigen Stand dér Chemie des Tees berichtet
Tschirch ausfiihrlich im dritten Band seines Handbuches der
Pharmakognosie; quantitative Angaben iiber die Zusammensetzung
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dieses GenuBmittels finden sich auBerdem in Konigs Nahrungs-
und GenuBmittelchemie. Unter den alkaloidischen Inhaltsstoffen
dominiert das Coffein; genaue Angaben iiber die Mengen der
begleitenden Basen Theophyllin, Xanthin, Adenin und 3-Methyl-
xanthin sind in der Literatur nicht zu finden. Beziiglich des
Verhiltnisses von Coffein und Theobromin zu den Nichtmethyl-
purinderivaten gibt v. Fellenberg?® einige Daten, die nach der
Kriiger-Schittenhelmschen Kupfersulfat-Bisulfitmethode gewonnen
sind. Doch ist die Methode nicht so zuverldssig wie es wiinschens-
wert wire®,
v. Fellenberg gibt folgende Zahlen:

Trocken- C;)efigi.n Sonstige
substanz Theobromin Purinderivate
%o %l %o
Gerosteter brasilia- : .
nischer Kaffee . . 97,95 1,0—13 0,016 0,016
Chinesischer Tee . . 93,39 1—3 0,101 0,108
Mate . ........ 93,58 03—1,7 0,035 0,037
Kakao ........ 04,04 1,3—1,7 0,041 0,043
Kakaoschalen . . . . 93,92 04—11 0,084 0,000

Bei Ausfiihrung der Mikrobestimmung von Coffein in Tee
wurde ein kleiner Scheidetrichter von 5— 10 cm?® Inhalt der neben-
stehenden Form (Fig. 3) benutzt, der auf der analytischen
Wage tariert direkt zur Einwage des Ausgangs-
materials dienen kann. Zur Filtration bringt man in die
verldngerte Partie oberhalb des Hahns einen Bausch
Watte von solcher GroBe, daB er eben noch in den er-
weiterten Teil hineinragt, damit nicht das feine Material
im Hals eine schwer zu durchdringende Filterschicht 0.3
bildet. Direkt oberhalb des Hahns muf die Watte ein Sche|de-
bischen gepreBt werden, damit nicht der ganze Bausch trichter.
beim Schiitteln den Halt verliert. Bei eventl. schlechter Filtration
kann man das Losungsmittel durchblasen. Ganz ideal ist dieser
Extraktionsmodus nicht, doch [4Bt sich relativ gut damit arbeiten,
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wenn man die richtige Anwendung des Wattebausches gelernt
hat. Durch wiederholtes Ausschiitteln mit Chloroform und Ab-
flieBenlassen, wie Virchow?® und Philipp® es bei ihren Be-
stimmungen machen, entzieht man der Droge das Coffein Ein
Arbeiten mit einem bestimmten Volumen und AbgieBen eines
aliquoten Teiles ist infolge der Fliichtigkeit des Extraktions-
mittel besser zu vermeiden.

Die fein gepulverte Droge wird zuerst mit Chloroform durch-
feuchtet unter nachherigem Zusatz von 2—3 Tropfen Ammoniak
bei Mengen von 0,1 bis 0,2 g Droge. Bei der Priifung auf Voll-
stdndigkeit der Extraktion zeigt es sich, daB bei fiinfmaligem, je
drei Minuten langem Ausschiitteln mit den Mengen Chloroform,
die durch die GroBe des Trichterchens gegeben sind, die Droge
praktisch erschopft wird. Bei den zwei ersten Extraktionen
wurde nach jeweiligem Abtropfen gleich mit je ca. 5 cm?® Losungs-
mittel nachgewaschen. An der Auflenseite des AusfluBrohres
durch Verdunsten des Losungsmittel auftretendes Coffein ist
restlos mitzunehmen. Man bedient sich am besten zu diesem
Nachspiilen kleiner Pipetten. Die Vollstdndigkeit des Extraktions-
vorgangs lieB sich in Vorversuchen leicht mikroskopisch ver-
folgen. Man dunstet je 1 cm? der spiteren Ausziige ein und
gewinnt leicht ein Urteil iiber die zu vernachldssigenden Coffein-
riickstinde der letzten Ausziige. Durch Mikrosublimation auf
der Asbestplatte nach Tunmann konnte auch die extrahierte
Droge auf ihre praktisch vollstandige Extraktion gepriift werden.
Durch die Mikrowage lassen sich die Mengen des vierten und
fiinften Auszuges nicht mehr genau fassen.

Die vereinigten Ausziige werden in einem Erlenmeyer-
kolbchen vom Losungsmittel befreit; der Riickstand wird zur
vollstindigen Entfernung des Ammoniaks und Chloroforms
zwei- bis dreimal mit 2—3 cm?® absolutem Alkohol aufgenommen
und das Losungsmittel jeweils abgedampft. Es hat sich gezeigt,
daB die vollige Entfernung von Ammoniak unbedingt nétig ist,
da sonst Ammoniumsalze durch die ganze Analyse durchgehen
und bei der Endsublimation ein zu hohes Resultat verursachen
konnen. Der kristallinische, fast trockene Riickstand wird mit
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einer kleinen Messerspitze voll sodafreier Magnesia usta ver-
setzt, mit 2—3 cm® heiBem Wasser kurz aufgekocht und durch
ein Lkleines Filterchen in einen kleinen Erlenmeyer filtriert.
Man wischt fiinf- bis sechsmal mit je 1 cm?® kochenden Wassers
Kolbchen und Filter nach. Wachs, harzige Bestandteile und ein
groBer Teil der Farbstoffe lassen sich so abscheiden. Ganz
farblos ist- das Filtrat nicht, und zur weiteren Reinigung versetzt
man die nach Abkiihlen und nach Zusatz eines kleinen Stiickchens
blauen Lackmuspapiers mit 1°/,iger Essigsdure neutralisierte oder
sehr schwach sauer gemachte Wasserlosung mit1—2 cm® 19/;iger
Kaliumpermanganatiosung. Man 148t 10 Minuten kalt einwirken,
“scheidet mit 3°/,igem, mineralsiurefreiem Wasserstoffsuperoxyd,
das 19/, Essigsdure enthdlt, das iiberschiissige Kaliumpermanganat
als Braunstein unter leichtem Erwédrmen auf dem Wasserbad ab,
filtriert die vollstindig farblose Losung in einen Scheidetrichter
von 25 cm® Inhalt und widscht mit wenig heiBem Wasser
Kolbchen und Filter nach. Die Losung wird dreimal mit dem
gleichen Volumen Chloroform ausgeschiittelt. Man filtriert die
Ausschiittelungen durch ein mit Chloroform benetztes Filterchen
in einen kleinen Erlenmeyerkolben. An der AuBenseite des
AbfluBrohres des Scheidetrichters auftretendes Coffein wird
sorgfiltig mitgenommen. Man wischt das Filter mit Chloroform
aus und destilliert das Losungsmittel ab. Der Riickstand muB
ausgebreitet rein weif und beim Losen in 1—2 cm?® Chloro-
form hochstens minimal gefdrbt erscheinen. Der Riickstand
kann noch nicht der Sublimation unterworfen werden. Es hat
sich gezeigt (vergl. Seite 64), daB aus sauren Losungsmitteln
mit Chloroform ausgeschiitteltes Coffein zum Teil in Form von
Salzen vorhanden ist, die dann unter teilweiser Spaltung
sublimieren und zu hohe Resultate bedingen. Das Coffein wird
mit Chloroform quantitativ in ein kleines, tiefes Glasschilchen
iibergefiihrt, das Losungsmittel abgedunstet, der Riickstand mit
1—2 cm® H,0 aufgenommen und unter Zusatz von ein bis zwei
Tropfen 29/,iger Kaliumkarbonatlosung auf dem Wasserbad zur
Trockene verdunstet. Man spiilt mit Chloroform in Kkleinen
Fraktionen in das Becherchen des Sublimationsapparates
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unter Benutzung der nachstehend abgebildeten Kkleinen
Einrichtung zum Abdestillieren resp. Abblasen des Ldsungs-
mittels. '

Filtrieren und Abdestillieren, resp. Abblasen darf natiirlich
nicht gleichzeitig vorgenommen werden. Der Mikrobrenner be-
findet sich in geeigneter Distanz, und man entfernt ihn vor
volliger Verdunstung des Chloroforms, um ein Zerspritzen, das
auch bei nicht sorgféltiger Regulierung von Wasserstrahlpumpe
und Quetschhahn eintreten kanh, zu vermeiden. Bei Beobachtung
der notigen Vorsicht geht innerhalb kiirzester Frist der ganze
Vorgang glatt vonstatten. Das Becherchen wird durch Spreizen-

\ S 4. Doprerfiterchen

. oaue/;m
%ﬂm/m/)/ /mfm
pumpe. \r“

l/\l Mikrobrenner

Fig. 3. Einrichtung zum Abdestillieren resp. Abblasen des Losungsmittels.

lassen einer federnden Pinzette an den inneren Kanten gefaBt,
um die Graphitdichtung nicht zu beschéddigen. Die an der Auflen-
seite des Erlenmeyerk&lbchens und Glasschilchens und am unteren
Teil des Einfiilltrichterchens auftretenden Coffeinspuren werden
auch hier wieder restlos mitgenommen. An den Wiénden herauf
kriechende Substanz spiilt man am besten mit wenig Losungs-
mittel auf den Grund zuriick. Das rein weiBe oder héchstens
schwach gefdrbte, aber trockene und nicht schwierig aus-
sehende Coffein wird ca. !/, Stunde im Vakuum getrocknet
(Ersetzen des Trichterchens durch einen nicht durchbohrten
Stopfen) und dann bei 160—170° bei 10—12 mm Druck in
beschriebener Weise sublimiert.
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Resultate.
. Mikrobestimmungen
b M.akro- Ansgangs- -
estimmung | PSl o Gewogenes Coffein
/s mg mg /o
Handelstee [ . . .| 3,23 150,4 3,75 3,14
3,20 133,3 4,26 3,19
3,21 1254 4,00 3,19
a1 1180 3,80 3,22
3,21 125,7 3,97 3,16
3,18
D=0,08°,=259, des Alkaloidgehalts,
D =0,03 ¢/, fiir E=120 mg,
4dg, =02 mg,
P=23",
4 =0,012 mg.
Handelstee II. . . | 2,98 150,0 4,55 3,03
— 149,0 444 2,98
D=10,05%,=1,6", des Alkaloidgehalts,
Dy =0,02°/,.
Handelstee Ill . . | 3,19 94,1 2,08 3,16
3,18 130,0 3,91 3,01
318 | 1076 340 1316
3,11
D=0,15°,=59, des Alkaloidgehalts, '
D = 0,049/, fiir E=94 mg.
Handelstee IV . . — 10,0 | 334 |331
— 9.2 | 322 335
— 914 3,04 3,33
— 1029 3,44 3,37
3,34

D=10,06%,=189, des Alkaloidgehalts,
Dw =10,04%/,.

-y
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Mikrokjeldahlbestimmung des Coffeins in Tee %% pag- 704

Resultate

Ausgangs- . der gravi-

material . N-3,464 mleY;H(Sri)lzen

mg mg I ol bestlg;;nung
Handelstee IV 103,4 339 3,31 3,31
107,0 336 | 336 3,35
114,2 - 3,80 3,32 3,33
333 337

| 2N

D=0,05°,=1,5°, des Alkaloidgehalts.

Es wurde das durch Ausschiitteln. mit Chloroform aus der
gereinigten WasserlOosung isolierte Coffein nach Kjeldahl verbrannt

Zu diesen Ergebnissen ist folgendes zu bemerken: Die Makro-
bestimmungen sind in der folgenden Weise ausgefiihrt worden:
bei Nr.I mit je 10 g Ausgangsmaterial nach der Biittenberg-
Katzschen Methode, bei der ersten Bestimmung unter Anwendung
" der Perforation, bei den beiden anderen durch Ausschiitteln; bei
Nr. Il mit 20 g Droge und 10 g 10°/,igem Ammoniak durch Aus-
ziehen mit Tetrachlorkohlenstoff im Soxhlet nach Lendrich-
Nottbohm und bei Nr. Il mit 5 g Droge und 10 g 10%,igem
Ammoniak nach Fendler-Stiiber-Lendrich-Nottbohm.

Die theoretischen Streuungen der Makroanalysen machen sich
in der zweiten Dezimalstelle nicht geltend. Diejenigen der Mikro-
analysen sind {berschritten worden. Bei der zweiten Analyse
im dritten Muster ist Coffein verloren gegangen. Zum Teil mag die
etwas groBe Streuung auf anfangs mangelnde Erfahrung zuriick-
zufiihren sein.

Kaffee.

Uber den Stand der Chemie des Kaffees berichtet mit den
notigen Literaturangaben Tschirch im dritten Band semes
Handbuches der Pharmakognosie.



Bei den Mikrocoffeinbestimmungen im Kaffee ist in gleicher
Weise vorgegangen worden wie bei Tee. Zuerst habe ich Be-
stimmungen mit gerdstetem Kaffee ausgefiihrt, weil Fehler einer
Sublimationsmethode bei diesem Objekt am evidentesten in
" Erscheinung treten, indem die beim Rosten entstehenden Aroma-,
Teer- und Farbstoffe am leichtesten mitsublimieren. Richtiges
Rosten soll bei einer Temperatur von 160—200° vorgenommen
werden, also bei Temperaturen, bei denen Coffein zum Teil schon
sublimiert. Zu den Versuchen ist ein gewdhnlicher, fein pulveri-
sierter, gerdsteter Handelskaffee verwendet worden.

Coffe}i‘n Mikrobestimmungen

Lendricﬂ?ﬁottbohm Ausgangsmaterial Gewogenes Coffein

°lo mg mg °lo
124 2288 2,61 114
1,21 284,0 3,24 1,14
121 241,1 2,04 1,22
1,22 2536 3,03 1,20
. 266,2 3,19 1,20

1,18

D =0,08°,=6,5°, des Alkaloidgehaltes,
D = 0,01/, bei E=250 mg,

Ag =0,2 mg,
Am = 0,012 mg,
P=127,.

Die wirkliche Streuung ist eine erheblich groBere als die
theoretische, ich bin mir aber bei den beiden zu niedrig aus-
gefallenen Analysen kleiner Fehler (die bei diesen Arbeiten
leicht vorkommen) bewuBit gewesen. Das erhaltene Coffein ist
rein weiB.

Es ist zuerst versucht worden, eine Kaliumpermanganat-
reinigung zu umgehen, doch 14Bt sich dies nicht durchfiihren,
wie die Resultate der folgenden kleinen Tabelle und das Aus-
sehen des Coffeins zeigen.



Aﬁ;ﬁi?ﬁ?' Gewogenes Coffein
mg mg ’ *lo
313 4,60 1,47 wiBrige MagnesialGsung ausge-
282 4,06 1,44 schiittelt und direkt sublimiert.
Chloroformlgsungen mit 2 cm3
330 4,38 1,33 )
- 535 138 1°/,igem KOH geschiittelt und
! ! sublimiert.
378 4,62 1,22 :
270 3.71 137 KMnO, - Reinigung, Ausschiit-
’ ’ teln der essigsauren Losung
303 391 1,29 und direktes  Sublimieren.
284 3,52 1,24 Coffein rein weiS.

190 2,54 134 |

Es zeigt sich,daB die zum Abscheiden des Kaliumpermanganates
notwendige Essigsdure des Wasserstoffsuperoxydes zum Teil mit
ins Chloroform iibergeht und mit dem Coffein mitsublimiert. Nach
Zwischenschalten einer Neutralisation mit Kaliumkarbonat erhilt
man die richtigen Werte.

BeiRohkaffee hitte man erwarten kénnen, daB eine weniger
intensive Reinigung geniigen wiirde, doch hat es sich nicht als
zweckmiBig erwiesen, Vereinfachungen vorzunehmen, indem immer
wieder, wenn solche vorgenommen worden sind, die Resultate zu
wiinschen iibrig lieBen. Die natiirlichen Farbstoffe kommen iiberall
mit und bilden zuletzt ein firnisartiges Sublimationsgut, das trotz
Sublimation zu unreinem Coffein fiihrt.

Zur Analyse gelangte ein- gewOhnlicher Guatemala
Handelskaffee, der zur Herstellung eines feinen Pulvers zuerst
teilweise getrocknet werden muBte (Wasserverlust=>5%).

Die maximale Streuung betrigt 0,1%, und iibersteigt die
theoretische bei E=100 mg zu 0,03%, errechnete. Die Mittel-
werte sind iibereinstimmend. Es ist aber zu bemerken, daB die
eine Grundbedingung genauer Analysenresultate bei Alkaloid-
bestimmungen — Arbeiten in immer gleichen Verhiltnissen —



Makrobestimmung Mikrobestimmungen
“a?qhokﬁgﬂﬂfh' A;i%::}gls' Gewogenes Coffein
% ] mg . mg o,
141 3652 5,37 1,47
1,44 352,0 5,01 " 142
1.44 2901 421 "1,45
1,43 2752 3,95 : 1,44
255,0 3,60 1,42
201,8 2,77 1,37
183,1 2,65 145
168,2 2,37 1,41
126,0 1,79 1,42
105,0 147 140.
' 1,43

- D=01%,=17"°, des wirklichen Alkaloidgehaltes,
Din = 0,03 %/,.

durch die Variation der Ausgangsmengen von 105—360 mg nie
inne gehalten wurde. Das erhaltene Coffein ist rein weib.

Auf diese Weise ist es moglich, den Coffeingehalt einer
einzigen Kaffeebohne zu bestimmen. Die Gewichte gerdsteter
Kaffeebohnen schwanken zwischen 0,1 und 0,2 g, die der rohen
zwischen 0,1 und 0,3 g.

Mate.

Ober die Chemie des Mate ist das wenige, was bekannt
ist, im Tschirchschen Handbuch zusammengestellt.

Die Makrocoffeinbestimmungen sind nach dem Verfahren von
Lendrich-Nottbohm ausgefiihrt, das eine Mal mit 10 g Droge
und 10 cm? 10°/,igem Ammoniak, das andere Mal mit 20 g Droge
und 10 cm?® 10%/,igem Ammoniak. Die nach dem Aufnehmen des
Destillationsriickstandes des Tetrachlorkohlenstoffauszuges er-
haltene Wasserlgsung ist infolge des reichlichen Wachsgehaltes
schwer filtrierbar, und man bedient sich am besten der Saug-
pumpe und der Nutsche.

Oehrli. 5



Die Mikrobestimmungen wurden nach der bei Tee be-
schriebenen Methode durchgefithrt. Zu den Analysen benutzte
ich ein Pulvis subtilis der Droge.

] Mikrobestimmungen
Makrobestimmung A#;%Z?i%]s' Gewogenes Coffein+Theobromin*)
°lo mg - mg I %%

|
0,76 : 231,0 1,84 0,80
0,80 279,0 2,13 0,76
0,78 300,0 241 080
’ 0,78

D==0,04°,=>5"/, des Alkaloidgehaltes,
Dm =0,01°, bei E=250 mg.

Die theoretische Streuung ist ebenfalls iiberschritten worden.

Versehentlich ist einmal die Kaliumpermanganatreinigung in
warmer Losung erfolgt, und es konnten noch 0,45 mg bei einem
Ausgangsmaterial von 208 mg erhalten werden, d. h. Dreiviertel
des Coffeins sind oxydiert worden.

Beim Oberfiihren des Coffeins in das Sublimationsbecherchen
fiel ein in Chloroform schwer loslicher Korper auf, der sich
auch als schwieriger sublimierbar erwies. Die Sublimations-
temperatur mubBte allmahlich auf 190—200° gesteigert werden,
um minimale Mengen dieses Korpers innerhalb der kurzen
Zeit, wie sie fiir reines Coffein geniigen, mit zu erhalten.
Das Sublimat wies unterhalb des Coifeins einen minimalen,
weiflen, kompakten Rand auf, der dem Auge eben als scharf
abgegrenzter Ring wahrnehmbar war. Die Vermutung, daB in
Mate auBler Coffein auch Theobromin vorhanden sei, erwies
sich als richtig.

Aus 40 g Mate wurden nach Lendrich-Nottbohm die
Alkaloide isoliert. Das Coffein wurde durch heilen Tetrachlor-
kohlenstoff entfernt. Die verbleibende Base, einige Milligramm,

*) Vergleiche die nachfolgenden Darlegungen.
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wurde z. T. im Appardtchen sublimiert oder ohne vorherige
Sublimation gepriift und mit reinem Theobromin verglichen. Sie
wies folgende Eigenschaften auf:

Reines Theobromin [solierte Base
Schmelzpunkt . ... ... 328° 13230%)
Murexidreaktion ... .. positiv positiv
Laslichkeit in Chloroform |~ schwer schwer
Sublimationsféhigkeit . . |videVorversuche| geringere Steighthe
(pag. 53) als Coffein, das
, noch in einigen
wenigen Kristill-
chen mitging.

Formender Mikrosublimate | identisch: kurze Nadeln, z.T. pulverig.

Mikroreaktion mit5°/,igem
K,Cr,0, in H,S0,% . .| gleiche Ubergdnge der Farbnuancen:

purpurschwarz — purpurgriin —

olivgriin — hellblau — griin.

Reaktion mit Wismut-
Kaliumjodid . . . . .. Niederschlag: hellbraun — dunkel-

braun.

Mikroreaktion mit Konz.
Chloralhydratlosung ®® . | identisch

Mikroreaktion mit Jod-

wasserstoffsdure®® . . . | identisch
Mikroreaktion mit Silber-

nitrat® . . .. .. ... identisch
Mikroreaktion mit konz.

Salpetersdure ® . . . . . identisch

Es darf also angenommen werden, daB Theobromin als
Begleiter des Coffeins in Mate auftritt, wodurch die von ver-
schiedenen Autoren hervorgehobene verstirkte diuretische Wirkung

*) Es wurde die nicht sublimierte Base verwendet.
5*
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des Matetees im Vergleich zum Schwarztee eine Erkldrung findet.
Quantitativ ist Theobromin in geringer Menge vorhanden, macht
sich aber bei einem Gehait von 0,8°, an Alkaloiden schon
geltend. Die obigen Mikroanalysen sind theoretisch insofern nicht
ganz genau, als durch Kaliumkarbonat Theobromin teilweise
zuriickgehalten wird, wie bei den Kakao-Theobrominbestimmungen
ndher zu erdrtern sein wird. Praktisch fallen zwar die Resuitate
der Makro- und Mikroanalysen zusammen, wobei zu bemerken
ist, daB bei den Makroanalysen der genannte Fehler nicht in
Betracht kommt.

Zur quantitativen Bestimmung des Theobromins wurden
30 g Droge mit 30 g siedenden Wassers durchfeuchtet und iiber
Nacht stehen gelassen, im Soxhlet mit Alkohol vollstindig aus-
gezogen; die alkoholische Losung wurde mit einer Anreibung von
10 g sodafreier Magnesia ysta ponderosa nach Power- Chesnut?®®
bis fast zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wurde mit
heiBem Wasser aufgenommen, auf der Nutsche filtriert und gut
mit viel Wasser heill nachgewaschen. Die wéfirige Losung wurde
auf dem Wasserbad konzentriert, mit verdiinnter Essigsdure neu-
tralisiert und nach Zufiigen einiger Tropfen farblosen Phenols
im Katzschen Perforator mit Chloroform erschopfend extrahiert.
Nach Abdestillieren und Abblasen des Losungsmittels hinterblieben
die Alkaloide noch in einem schmierigen Zustande. Sie wurden
in ca.250 cm? heiem Wasser gelost; die Losung wurde heiB filtriert
und dann kalt wihrend einer halben Stunde mit 50 cm?® einer
19%,igen Kaliumpermanganatlosung behandelt. Nach Abscheiden
des iiberschiissigen Kaliumpermanganates mitessigsaurem Wasser-
stoffsuperoxyd und Filtration dampfte ich die Losung vollstdndig
ein, trocknete im Trockenschrank wihrend 10 Minuten bei 80° und
entzog mit heiBem, trockenem Chloroform dem braunen Riickstand
die Basen. Zur Trennung wurde die verschiedene Loslichkeit
von Theobromin und Coffein in Benzol benutzt. Nach Gockel3?
[6sen 100 g Benzol bei 18° 0,911 g, bei Siedetemperatur 5,29 g
“Coffein, wihrend fiir Theobromin Wadsworth® angibt, daB
100 cm® Benzol bei 155° 0,005 g losen. Es erfolgte eine ent-
sprechende Korrektur. '
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Gesamtbasen: 0,76 %/,; Theobromin: 0,07 %/,;
0,61 %o; 0,09 %,.

Die Mengen der beiden Basen Theobromin und Coffein stehen
in einem Verhiltnis von ca. 1:10 zueinander.

Bei der zweiten Makroanalyse wurde analog dem Verfahren
bei Kakao zuerst mit 3°,iger Schwefelsdure aufgespalten und
dann kochend mit Magnesia usta, die 0,4°, Soda enthielt, weiter
behandelt. Die Wasserlosung wurde nach dem Eindampfen
perforiert; die Alkaloide wurden, wie oben angegeben, weiter
gereinigt. Der Verlust an Coffein beruht auf der Verwendung
von sodahaltiger Magnesia.

Kola.

Uber die Chemie und quantitative Zusammensetzung der
Kola-Samen finden sich Angaben im Tschirchschen Handbuche
zusammengestellt. Neben vorwiegend Coffein ist wenig Theo-
bromin vorhanden. Nach einer Angabe bei K&nig betrdgt der
Gehalt 2,09°, Coffein und 0,023°/, Theobromin. Ein anderer
Autor findet ein Verhiltnis von 100 Teilen Coffein zu 1,48 Teilen
Theobromin. Praktisch handelt es sich also bei der Alkaloid-
bestimmung im Semen Colae um Coffeinermittelungen, da der
prozentuale Gehalt an Theobromin meistens mit der Fehlergrenze
der Analyse zusammenfdllt. Zur Bestimmung der Basen werden
von der schweizerischen, franzésischen und holldndischen Phar-
makopoe Methoden angegeben.

Meine Makroanalysen sind in folgender Wexse ausgefiihrt
worden: 10 g-der Droge werden mit 200 g Chloroform und 10cm3
10°/,igem Ammoniak !/, Stunde intensiv geschiittelt. Nach halb-
stiindigem Stehen wird ein aliquoter Teil durch ein Sandersches
Zigarettenfilter abgegossen, eine Spur Paraffin zugesetzt, das
Losungsmittel abdestilliert und mit einigen Kubikzentimetern ab-
solutem Alkohol vollstindig entfernt. Man nimmt mit 40 cm3
0.5°/,iger Salzsdure heiB auf, filtriert nach Abkiihlen und wischt
dreimal mit je 10 cm3Wasser nach. Das Filtrat wird auf dem Wasser-
bad auf 10 —15 cm? eingedampft und warm in einen Katzschen
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Perforator filtriert; man wischt nach und extrahiert drei Stunden
lang mit Chloroform. Die befolgte Methodik ist ziemlich dieselbe,
wie sie von der U. S. Ph. VIII fiir Guarana-Wertbestimmung vorge-
schrieben wird. Das Eindunsten der sauren Losung auf dem Wasser-
bad hat ein teilweises Unlgslichwerden der Farbstoffe zur Folge.
Die Mikroanalysen wurden nach der bei Tee beschriebenen
Methodik mit einem feinen Handelskolapulver durchgefiihrt.

Makro- Mikroanalysen
analyse fiusgangs- Gewogenes Coffein
material
% mg mg o
Semen colae | 1,40 1878 2,74 1,46
pulvis 141 1794 . 2,50 1,39
1,42 173,8 2,42 1,38
1,41 2148 2,94 1,37
145 138,9 1,89 1,36
1,46 159,0 2,24 141
— 1543 2,17 1,40 B
' 1,40

D=0,1°,=7°, des Gesamtalkaloidgehaltes,
Din =0,02°/, bei einer Einwage' = 140 mg.

Die theoretische Streuung ist tiberschritten worden, hilt sich
aber mit einer einzigen Ausnahme innerhalb der Grenze von
0,05°/,. Das erhaltene Coffein ist rein weif. Die beiden Makro-
analysen mit den Resultaten 1,45°%, und 1,46 %/, lieferten ohne
Konzentrieren der schwach sauren Coffein-Wasserlésung bei direkter
Perforation ein stdrker braun gefdrbtes Coffein, als die Analysen: 1,41.

Guarana.

Ober die Zusammensetzung der Guarana, der Samenpaste
von Paullinia Cupana Kunth, finden sich Angaben im Tschirch-
schen Handbuch.
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Die Makroanalysen von Guarana wurden in gleicher Weise
ausgefiihrt wie diejehigen von Semen colae. Zur ersten Be-
stimmung verwendete ich Guarana und Extraktionsmittel in
denjenigen Mengenverhéltnissen, wie sie die Pharmakopoea
Helvetica IV vorschreibt (7 g Droge, 70 g Chloroform, 5 cm?
Ammoniak), zu den beiden anderen in den von der U. S. Ph. VIII
vorgeschriebenen (6 g Droge, 200 g Chloroform, 5 cm® Ammoniak).
Die in der schweizerischen Pharmakopoe vorgeschriebene, nach
dem Abdestillieren des Chloroforms weiter befolgte Methodik ist
nicht brauchbar, indem durch Aufnehmen des Destillationsriick-
standes im Wasser keine klare Losung erhalten wird. Das
erhaltene Coffein sieht sehr unrein aus. Bei dem hohen Coffein-
gehalt der Guarana beeinflussen allerdings relativ groBe Verun-
reinigungen das prozentuale Resultat nicht in dem MaBe wie
bei Drogen mit kleinem Alkaloidgehalt.

‘Mikrochemisch ergaben sich einige Schwierigkeiten, indem
das Glukosid Guaranin in (Zucker-Gerbstoff-Coffeinverbindung)
ein relativ bestdndiger Korper ist und die einfache Abspaltung
des Gerbstoffes durch Einwirken von Ammoniak in der Kailte
oder durch kurzes Aufkochen mit Magnesia usta nicht gelingt.
Man verwendet zu diesem Zwecke mit Vorteil heiBe, verdiinnte
Schwefelsdure (1—49,).

Es wurde mit einem im Soxhlet bereiteten alkoholischen
Auszug von pulverisierter Guarana (10 g Droge entsprechend
800 g des Alkoholauszuges) gearbeitet, da zu Anfang schlecht
iibereinstimmende Resultate mit der Droge bei dem hohen Coffein-
gehalt auf ungleichmiBige Probeentnahme zuriickgefiihrt wurden.
Es kamen jeweils 10 g der obigen Tinktur zur Verwendung. Der
Destillationsriickstand wird unter Zusatz von etwas Ather und
Abdampfen vollstindig getrocknet, in 5 cm® 1%/ iger Schwefel-
sdure aufgenommen und 10—15 Minuten in leichtem Sieden
erhalten. Durch weiteres, halbstiindiges Digerieren mit der im Ver-
héltnis zur Sdure vierfachen Menge sodafreier Magnesia usta auf dem
siedenden Wasserbade erhilt man eine kaum noch gefdrbte
Wasserlosung. Einldngeres Kochen mit Magnesia ist nicht zuldssig,
weil dadurch so geringe Mengen Coffein, wie sie zur Bestimmung
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gelangen, zerstort werden. Der weitere Gang der Analyse erfolgt
in der bei Tee beschriebenen Weise (vergl. Seite 59). Die nach
dem Neutralisieren mit 1°/,iger Essigsidure vorzunehmendeKalium-
permanganatreinigung eriibrigt sich trotz vorangegangener Be-
handlung mit Schwefelsdure und Magnesia usta gleichwoh! nicht.

Das mit Chloroform ausgeschiittelte Coffein zeigte beim Auf-
nehmen in Wasser Spuren einer auf dem Wasser sich ansammelnden
Verunreinigung, die in Kaliumkarbonat loslich ist. Man nimmt
am besten nach volligem Abdestillieren des Chloroforms schon
im Kolbchen mit wenig Wasser auf, filtriert unter Nachwaschen
durch ein kleines Filterchen in ein Schilchen und dunstet unter
Zusatz von 1—2 Tropfen einer 1°/,igen Kaliumkarbonatlgsung
auf dem Wasserbade zur Trockne ein. Die Base kann jetzt
sublimiert werden.

Mikroanalyse

Makroanalysen .
Ausgangsmaterial Gewogenes Coffein
%l mg %o
4,70 10 g einer Tinktur 5,86 4,69
417 aus 10 g Droge 586 4,69
4,73 ad 800 g Alkohol- | . 5,84 467,
471 auszug 5,85 4,68
=(0,1250 g Droge 5,87 4,69

4,68

D =0,02°,=0,7, der absoluten Alkaloidmenge,
D = 0,067/,

Nach Benedetti-Pichler? ergibt sich beim Unterteilen eines

zu analysierenden Korpers in einem Fliissigkeitsquantum N,

wovon n Teile Losung analysiert werden, eine maximale Streuung

des Prozentfehlers von

. Ag | An A,,) N

D=2 P (2 + 304 28) 4200+ 1 -

Die erlaubte maximale Streuung errechnet sich in obigem
Falle zu 0,06°/,, wihrend die beobachtete 0,02°/, betrdgt.
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Kakao.

Ober die Chemie und die Zusammensetzung des Kakao
berichten die Handbiicher von Tschirch und Konig ausfiihrlich.

Eine gravimetrische Mikrobestimmungsmethode der Xanthin-
basen in Kakao begegnete infolge der Schwerldslichkeit des
Theobromins in den meisten Losungsmitteln einigen Schwierig-
keiten. Viele Versuche fiihrten zu einem, wenn auch nicht in
allen Teilen befriedigenden, so doch brauchbaren Resultat.

Es wurde folgendermaBen vorgegangen: In einem ca. 60 cm?®
Erlenmeyerkolben wurde auf der analytischen Wage eine bestimmte
Menge (0,1—0,5 g) Pulverkakao eines Handelsdurchschnittsmusters
abgewogen, mit wenig Alhohol befeuchtet und eine Stunde mit
einer Mischung von 5 cm?® 10°/,iger Schwefelsiure und 10 cm®
Wasser unter Anwendung einer Steigrhre in leichtem Sieden
erhalten. Dann wurden ca. 20 cm® Wasser und 0,5 g sodafreie
Magnesia usta zugegeben; hierauf kochte man kurz auf, setzte
gleich etwas Wasser zu, lieB abkiihlen und brachte das Ganze auf
einer Rezepturwage durch weiteren Zusatz von Wasser auf ein
bestimmtes Gewicht. Ein aliquoter, auf einer Rezepturwage
gewogener Teil der filtrierten Losung wurde in einer Schale auf
dem Wasserbad vollstindig zur Trockne gebracht, in 10 cm?®
heilem Wasser aufgenommen und unter Zusatz eines Kleinen
Stiickchens blauen Lackmuspapieres mit 1°%,iger Essigsdure
neutralisiert oder minimal sauer gemacht. Die erkaltete Losung wurde
mit 3—5 cm® 1°/,iger Kaliumpermanganatlosung zirka eine Stunde
lang stehen gelassen, mit essigsaurem Wasserstoffsuperoxyd vom
tiberfliissigen KMnO, befreit, filtriert und das Filter nachgewaschen.
Das vollstandig klare, farblose oder minimal gefdrbte Filtrat wurde
auf 3—4 cm® eingedampft; diese wurden quantitativ in einem
zweckmidfig gestalteten Perforator iiber Chloroform geschichtet.
Dem Waschwasser wurden 5—8 Tropfen farblosen Phenols zu-
gegeben. Man perforierte sechs Stunden mit ca. 50 cm® Chloro-
form, das sich in einem entsprechenden Weithalskélbchen befand,
in der Weise, daB 2 bis 3 Tropfen Chloroform unterwegs waren. -
Das Chloroform wurde abdestilliert und das Phenol durch Uber-
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leiten von Luft an der Wasserstrahipumpe abgeblasen. Man
nahm die farblosen oder minimal gefirbten Basen in 2 cm?
Wasser + 0,5 cm?® gesittigter Magnesiumhydroxydldsung auf, hielt
iiber freiem Feuer geringe Zeit im Sieden und filtrierte durch

ein kleines Filterchen in ein kleines Glasschilchen von ca. 20 cm®.

3

Inhalt. Kolben und Filter wurden fiinf- bis sechsmal mit je
1—1Y/, cm® Wasser heill nachgewaschen. Die Lésung wurde zur

5 b
1/

Fig. 4. Perforator.

Die Analysenresultate

Makrochemisch:

Trockene verdunstet und die Basen
wurden mit warmem 2°/,igen Phenol-
chloroform in das Sublimations-
becherchen gebracht. Um alles Theo-
bromin mitzuerhalten, muBte ziemlich
oft nachgewaschen werden. Man
blies das Chloroform ab und ent-
fernte am Ende des Prozesses das
Phenol in der Weise, daB man die
Abdampfvorrichtung (vergl. Seite 60)
iiber ein siedendes Wasserbad brachte,
um allméhlich immer energischer
Luft iiberzuleiten. Um Iletzte Teile
Phenol zu entfernen wurde es not-
wendig, dem Riickstand einige
Tropfen Chloroform und Alkohol
(zirka je 0,5 cm®) sowie 3——4 Tropfen
Wasser zuzugeben und erneut ab-
zublasen. Nach 10—15 Minuten
Trocknen im Vakuum wurde bei
200—210° sublimiert.

Der erwdhnte Perforator weist
nebenstehende Konstruktion (Fig. 4)
auf und erlaubt ein Erschopfen von
ca. 10 cm?® e‘iner Wasserlosung.

sind folgende:

Nach Prochnow™ 2,77 %/,,
2775 0/0'



Mikrochemisch:
Zur Bestimmung||Zur Bestimmung
Abgewogene |(verwendeter Teil||gelangender Teil Gewogene Basen
Kakaomenge | der wisserigen des
Losung Kakaopulvers

g g g mg °lo

0,2688 }8’0 , 0,0878 2,20 2,57
55,1
25,0

0,4100 621 0,1651 4,46 2,58
20,0

0,1523 56.8 0,0532 1,41 2,65
20,0

0,1524 621 0,0491 1,28 2,61

20,0 E
bl 2

0,3368 621 0,1085 2,76 2,54
20,0

0,1777 01 0,0591 1,52 257
15,0

01777 601 0,0470 1,19 2,53

D=0,13%,=25°, des Alkaloidgehaltes,
Den = 0,057, .

Die Zahlen der zweiten Kolonne ergeben sich so, daB z. B.
ein Kolbchen von 17,3670 g mit 0,2688 g Kakao nach dem Auf-
-schlieBen und Versetzen mit 0,5 g Magnesia usta auf ein Total-
gewicht von 80 g gebracht und von diesem das Gewicht des
Kolbchens und der Magnesia abgezogen wird. Die kleinere Zahl
entspricht dem verwendeten aliquoten Teil.

Die Streuung des prozentischen Fehlers errechnet sich
theoretisch, wie bei Guarana angegeben, zu 0,05.%/,, und betrigt
praktisch in obiger Analysen-Serie 0,13. Die etwas groBeren Ab-
weichungenkonnen ihre Ursachen in der schweren Loslichkeit des
Theobromins und der hoheren Sublimationstemperatur haben,sowie
im konstanten Mitgehen von Spuren eines alkalilGslichen, fett-
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artigen Korpers, der wie bei Guarana im Analysengang durch
eine erneute Filtration zuriickgehalten wird. Das erhaltene
Sublimat ist rein wei oder minimal gelblich und liBt ohne
weiteres oben die geringen Mengen Coffein in relativ groBen
Kristallen von dem unteren, kompakt aussehenden Theobromin
unterscheiden.

Die Makroanalysen nach der Methode von Prochnow™
liefern ein brdunliches Basengemenge, das zwar aschenfrei, aber
doch erheblich unrein ist. Die Perforation der alkalischen Basen-
Wasserlosung muBte entgegen der Angabe von vier Stunden auf
zehn ausgedehnt werden. '

Die Resultate der Makrobestimmungen sind durchwegs héher
als diejenigen der Mikromethode. ’

Ill. Zusammenfassende Bemerkungen zu den
vorstehenden Mikrobestimmungsmethoden.

Vergleicht man im allgemeinen die erhaltenen Mikrowerte mit
den Makroresultaten, so ist zu sagen, daB bei ersteren die Streuungen
etwas grofer sind als bei den letzteren. Dies mag z. T. in dem
Umstande begriindet sein, daB das. Arbeiten mit minimalen
Substanzmengen leichter zu merklichen Verlusten fiihrt, z. T. aber
auch darin, daB entgegen den bei den Makromethoden geltenden,
festen Gewichtsverhiltnissen zwischen Droge und verwendeten
Reagentien diese bei den mikrochemischen Bestimmungen variiert
wurden. Doch ist zu konstatieren, daB die Resultate der Mikro-
bestimmungen noch ziemlich gut iibereinstimmen, seibst wenn
die verwendete Ausgangsmenge um das 4—>5fache variierte-
Arbeitet man bei Doppelanalysen genau gleich, so 14Bt sich die
Differenz bei absolut fehlerfreiem Arbeiten leicht innerhalb 0,059/,
halten, z. T. werden sogar ganz iibereinstimmende Resultate
erhalten. — Weiter wire zu sagen, daB die auch anderwirts fest-
gestellte Tatsache zu Recht besteht: Wenn verschiedene nach
einer Mikromethode ausgefiihrte Analysen iibereinstimmende
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Vergleichende Zusammenstellung der ermittelten
Mengen und ihrer Fehler.

El‘l;?;rt]tgelte Fehler
mg °l
Spektrographische
Methode
nach V. Henri® . .| 010,22 | ca.10
Biologische Methode
nach Friedberg® .|0,07—10 |ca.10 | Zur Bestimmung gelangt
sogen. ,Aktivpurin®.
Gravimetrische
Mikromethode:
reines Coffein. . . .{0,64—2 1,4 | GroBte Differenz unter
‘ 5 Bestimmungen
reines Theobromin . |1,00 -3 48 | Unter 6 Bestimmungen
5 innerhalb 1,8 %/, eine
zu 489,
Coffein aus Tee.. .| 3-—5 5 || InSerie von 5 Bestg. 2,5/,
” » ” 2 » 1a60/0
n » » 3 ” 5v00/0
0
COffeiI’] aus ” » » 4 ” 1v8 /0
gerostetem Kaffee | 2,6—3,5 | 6,5 | Serievon 5 Bestimmungen
rohem Kaffee . .| 1,0—4 7 || Unter 10 Bestimmungen
8 innerhalb 3,59/,
2 innerhalb 79/,
Coffein-Theobromin _
in Mate. ..... 18—25 | 5 |3 Bestimmungen
Coffein in Kola. . .| 1,9—3 7 |Von 7 Bestimmungen
6 innerhalb 3,5 %/, eine
zu 79,
Coffein in Guarana 58 0,7 |5 Bestimmungen
Theobromin-Coffein
in Kakao . . ... 1,1—45 5 |7 Bestimmungen.
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Resultate liefern, so sind die gewogenen Substanzen im allgemeinen
als rein anzusehen. Bei nicht geniigender Reinigung machen
sich Differenzen mikrochemisch weit mehr geltend als makro-
chemisch.

Was die Dauer einer Analyse betrifft, so konnte eine solche
in 3'/, bis 4 Stunden zu Ende gefiihrt werden, exkl. Kakao.
Eine Doppelbestimmung konnte in ca. 5 Stunden durchgefiihrt
werden, da das Sublimationsappardtchen zur Aufnahme der
Coffeinmengen der zweiten Bestimmung bereit ist.

Bei mikrochemischen Serienbestimmungen von Coffein, resp.
Coffein-Theobromin diirfte in vielen Féllen die Mikro-Kjeldahi-
Methode vorteilhaft Verwendung finden. Sie gestattet als
Titrationsmethode unzweifelhaft ein rascheres und bequemeres
Arbeiten als die gravimetrische Mikromethode. Voraussetzung
ist natiirlich, daB die alkaloidhaltigen Drogen- resp. Pflanzen-
ausziige vor der Verbrennung soweit gereinigt werden, daB keine
storenden N-haltigen Stoffe zugegen sind. Die gravimetrische
Methode erlaubt die Bestimmung des Coffeins in der einzelnen
Kaffeebohne, im einzelnen Kakao-, Guarana- und Kolasamen
und im einzelnen groBeren Mateblatt. Zur Bestimmung der
Alkaloide in einzelnen Lkleinen Bléttern (Tee, Mate) miiSiten
srezielle Untersuchungen gemacht werden.

Zieht man, soweit dies erlaubt ist, zum Vergleiche der aus-
gearbeiteten, gravimetrischen Mikrosublimationsmethode die
spektrographische und biologische Ermittelung heran, die eben-
falls kleine Menge bestimmen, so ergibt sich vorstehende
Zusammenstellung.

Aus dieser Tabelle ergibt sich, daB ein Vergleich der drei
Methoden wohl zuldssig ist. Der Fehler ist bei der gravimetrischen
Mikromethode um die Halfte kleiner als bei den anderen, freilich
gelangen etwas groBere Mengen zur Bestimmung. Die Angabe
der biologischen Methode von 0,07 mg hat mehr theoretischen
Wert, in praxi hat der Autor mit Mengen bis zu ca. 0,5 mg
gearbeitet. Diese Grenze ist durch die Kuhlmannsche Mikro-
wage ebenfalls noch erreichbar (vide Mate-Fehlanalyse, pag. 66,
und Coffeinsublimation, pag. 53).



Zusammenfassung.

Es wurde eine Zusammenstellung der bisherigen allgemeinen
und speziellen Coffein- resp. Coffein-Theobrominbestimmungs-
methoden in besonderer Beriicksichtigung der Purindrogen
gegeben.

Es wurden die zur quantitativen Mikrosublimation bei ver-
mindertem Druck geeigneten Verhiltnisse fiir Coffein und
Theobromin studiert und geeignete Apparédtchen angegeben.

Es wurde eine mikrochemische, gravimetrische Sublimations-
methode zur Bestimmung von Coffein und Theobromin- Coffein
in Tee, Mate, rohem und gebranntem Kaffee, Kola, Guarana und
Kakao ausgearbeitet; die erhaltenen mikrochemischen Resultate
wurden durch makrochemische Bestimmungen kontrolliert. Die
Methode benutzt als letzte Reinigungsoperation fiir die Alkaloide
die Vakuumsublimation und gestattet die Bestimmung der ge-
nannten Purinbasen in einer einzelnen Kaffeebohne, einem
einzelnen Kola-, Kakao- oder Guarana-Samen, sowie im groBeren,
einzelnen Mateblatt. v

In Mate wurde die Anwesenheit von Theobromin zum
ersten Male festgestellt.
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