43. Angela VERCILLO e Anna M. MANZONE. — Determinazione rapida
della caffeina nel caffé. (¥)

Riassunto. — Dal calfé, dopo opportuno trattamento idrolizzante, la
calfeina viene estratta a caldo con cloroformio, separata dalle sostanze
che I'accompagnano mediante cromatografia di partizione su colonna e
dosata spetirofotometricamente.

Summary. — After suitable treatment by hydrolysis, the caffeine
is extracted from the coffee under heat with chloroform, is separated
from its accompanying substances by partition chromatography on
column and spectrophotometrically assayed.

I metodi di determinazione della caffeina nel callé sono, come & noto,
assai numerosi; ma essi richiedono generalmente, e specie nel caso di
calfé decalfeinati, complesse manipolazioni e notevole impiego di
tempo (*1°).

Ci siamo percio proposti la messa a punto di un metodo che unisse
alla precisione dei risultati la rapiditd di esecuzione; e con le prove che
veniamo a descrivere, abbiamo realizzato un procedimento che richiede
solo un’ora di tempo ed & applicabile al calfé sia normale che decallei-
nato, crudo o torrefatto.

PARTE SPERIMENTALE

In genere, la determinazione della caffeina nel caffé consta di tre
fasi: 1) estrazione, 2) separazione dalle sostanze che l’accompagnano ne-
gli estratti ottenuti con i vari solventi, 3) dosaggio.

Per ciascuna di esse, abbiamo cercato modalitd di esecuzione le piu
semplici possibili e ne abbiamo controllato I’esattezza dei risultati, con-
frontandoli con quelli ottenuti operando su caffeina pura o, per il caffe,
applicando metodi riconosciuti esatti.

Riferiamo in particolare sulle prove fatte e sulle relative conclusioni.

(*) Comunicazione al IX Congresso Nazionale di Chimica tenuto congiuntamente
con la Société Suigse de Chimie (Napoli 27 maggio-2 giugno 1962).
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1) Estrazione della caffeina. — Viene eseguita con cloroformio
all’ebollizione, sul calfé previamente trattato al fine di ottenere la libe-
razione della caffeina legata. Tra i diversi mezzi in uso per questo trat-
tamento preliminare, abbiamo preso in considerazione quello all’ossido
di magnesio umido e quello indicato nel metodo proposto dalla Casa
Hag ('), all’acetato basico di alluminio. Abbiamo constatato che que-
st’ultimo & piu efficace.

2) Purificazione. — Abbiamo applicato, convenientemente modi-
ficata, la cromatografia di partizione su colonna gia utilizzata da Gordon
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Fig. 1. - Curva di eluizione cloroformica della caffeina.

Smith per la separazione della calfeina dalla acetofenetidina (*%). Essa,
in base alle diverse solubilita, in etere, cloroformio ed acqua della cai-
feina da una parte e degli altri componenti 1’estratto cloroformico del
caffé dall’altra, e quindi ai diversi coefficienti di ripartizione di queste
sostanze tra detti solventi, ¢i ha consentito di realizzare 1'isolamento
della caffeina utilizzando come fase stazionaria 1’acqua (su supporto di
celite) e come fasi mobili 'etere e il cloroformio. Infatti il coefficiente di
ripartizione della calfeina tra etere e acqua & 0,089 e tra cloroformio e
acqua ¢ 8,35, mentre quello tra etere e acqua delle altre sostanze presenti
nell’estratto cloroformico del caffé & certamente molto pitt elevato di
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quello della caffeina: quindi la separazione cromatografica & agevole ¢
sl ottiene con l'uso di colonnine di dimensioni modeste e con piccole
quantitd di solventi.

Per la colonnina di cui indicheremo le misure, abbiamo constatatg
che 20 ml. di etere sono sufficienti ad asportare tutte le sostanze estraneg
alla caffeina e che questa & poi completamente recuperata da 28 ml. di
cloroformio, come risulta dalla figura 1 nella quale & rappresentata lg
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Fig. 2. - Curva di assorbimento della soluzione cloroformica
di caffeina pura cromatografata

curva di eluizione cloroformica della caffeina, ottenuta misurando 1’as-
sorbimento presentato da frazioni successive di 5 ml di eluato: sulle
ascisse vengono riportati i limiti dei volumi tra cui sono comprese le
varie frazioni e sulle ordinate i valori dei relativi assorbimenti a 276,5 mL.

3) Dosaggio. — Spettrofotometrico, dalla misura dell’assorbimen-
to a 276,5 my.; a tale lunghezza d’onda 1’assorbimento specifico della caf-
feina in soluzione cloroformica & El'h — 483,

Onde accertare che 1’eluato cloroformico contiene sola calfeina, ne &
stato controllato lo spettro nell’intervallo compreso tra 240-310 myL.
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A riguardo si deve notare che l'etere, sempre presente in piccola
quantitd nell’eluato cloroformico, non influenza I’assorbimento in corri-
spondenza della lunghezza d’onda utilizzata per la determinazione
(276,5 mp) ma interferisce al disotto dei 260 my (con un aumento di tra-
sparenza) per cui la curva di assorbimento della caffeina eluita risulta no-
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Fig. 3. - Curva di assorbimento della soluzione cloroformica
di calfeina ottenuta dal caffe.

tevolmente deformata rispetto a quella della soluzione in cloroformio
puro.

Per eliminare questo inconveniente, si & utilizzato, come solvente di
riferimento, cloroformio fatto passare attraverso la colonna di celite nelle
identiche condizioni che indicheremo per la preparazione cromatografica
dal caffé. Operando in tal modo, la curva della calfeina pura Merch, sot-
toposta al trattamento cromatografico e quella ottenuta dall’eluato cloro-
formico del caffé sono risultate praticamente identiche (figg. 2 e 3).

I valori ottenuti col procedimento messo a punto sono stati confron-
tati con quelli del metodo proposto dalla Casa Hag.
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Si sono avuti i risultati seguenti:

Contenuto di caffeina in caff¢ del commercio.

Nuimel‘o CAFFEINA 9of,
del .
c.ia.m- SRS s Metodo proposto Metodo
Dione dalla Casa Hag che si propone
Caffé crudi:
caffé normale . . . . . . . . 1,203 1,220
2 caffe  semidecalfeinalo TR TR 0,325 0,330
3 caffé decaffeinato . . . . . . . 0,113 0,110
Caffé torrvefatti:
4 cafld normale . . . v 4 s s s 2,215 1 2,218
5 caffé@ normale . . . . . . . . 1,378 1,380
6 caffd semidecaffeinalo . . . . . 0,481 | 0,484
|
7 |I » » s & & & i 0,440 0,433
8 | » » i & 4 8 &8 | 0.302 0,307
9 » » : = oB & 3 0,188 0,190
10 » decalfeinato . . . . . . . 0,114 0,115
11 » » e 0,073 0,075
PROCEDIMENTO.

Reattivi:

a) Acetato basico di alluminio preparato secondo la F.U.
b) Cloroformio,

¢) Etere etilico.

d) Cloroformio per spettrofotometria.

e) Celite n. 545 Jons-Manville Corp.

Apparecchi:

a) Spettrofotometro capace di indicare bande spettrali dell’ordine
di 2 mp o meno nella regione compresa tra 230-300 my.
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b) Colonna cromatografica. E’ costituita da celite imbibita di acqua
contenuta in un tubo di vetro lungo em 20, dal diametro interno di
mm 15; la parte superiore termina con tappo smerigliato, e la inferiore
con rubinetto.

Preparazione della colonnina. Sul fondo si mette un fiocchetto di
Jana di vetro. Quindi si pongono in una capsula di porcellana g 5 di ce-
lite e B ml di acqua e con un pestello si mescola in modo che 'acqua ri-
sulti omogeneamente distribuita; si aggiungono ml 80 di una miscela in
parti uguali di etere e cloroformio, si mescola bene il tutto e, servendosi
di un imbuto a collo corto e pit largo possibile, si portano nella colonna
i fiocchi di celite curando di tenerli durante 1’operazione coperti dal li-
quido, e regolando opportunamente il deflusso di questo dal rubinetto;
via via che si introduce la celite, la si comprime leggermente con una
hacchetta di vetro che termina con un dischetto di circa 10 mm di dia-
metro in modo da oltenere infine uno strato continuo, uniformemente
compatto, che occupa un’altezza di em 8. La colonnina di celite si con-
clude con un dischetto di carta da filtro e si lascia sotto uno strato di
2-3 ml della miscela adoperata (*).

Determinazione :

o 2 di calfé macinato vengono trattati, in un palloncino a fondo pia-
no da 130 ml, con 8 ml di acetato basico di alluminio, per 10 minuti su
bagno maria bollente, agitando frequentemente: si ottiene cosi 1'evapo-
razione della maggior parte deil’acqua restando uno strato di sostanza
ancora umida aderente al recipiente. |

Qi rallredda, si aggiungono alcuni granuli di quarzo ¢ ml 50 di clo-
roformio, si pesa e si fa bollire a ricadere per 15 minuti, agitando fre-
quentemente; si riporta a temperatura ambiente, si controlla il peso, in-
tegrandolo, se occorre, con qualche goccia di cloroformio e si filira ra-
pidamente.

ml 20 del filtrato nel caso di calfé normale, e ml 40 nel caso di call®
decaffeinato, si portano in palloncino tarato da 50 ml, contenente alcuni
granuli di quarzo e si evaporano su bagno maria riducendoli a circa
10 ml. Si porta a volume con etere (soluzione A).

Dalla colonnina precedentemente preparata, si fa defluire il liquido
fino allo strato di celite e vi si fanno passare rapidamente 30 ml di etere;

(*) La colonnina cromatografica pud essere utilizzata per diverse determinazioni:
abbiamo constato che dopo essere stata usata 6-7 volte era ancora efficiente: quindi
pud essere adoperata tranquillamente per 5 volte. Per conservarla si lascia sotto uno.
strato di cloroformio che andra spostato con 30 ml di etere, al momento dell uso.
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poi si introducono 2 ml della soluzione A, che si fanno defluire lenta-
mente (1 goccia per secondo). Si eluisce quindi con 20 ml di etere, prima
lentamente usando tre porzioni successive da 2-3 ml ciascuna, e poi li-
beramente col reslo. Indi si fa passare del cloroformio per spettrofoto-
metria, raccogliendone 25 ml in un palloncino tarato. Si misura 1’estin-
zione della soluzione a 276,35 my in cella da 1 ecm per i calfé normali e
da 2 cm per i calfé decaffeinati (*), servendosi naturalmente, quale li-
quido di confronto, dello stesso cloroformio usato per 1’eluizione.

La concentrazione di caffeina nella soluzione esaminata risulta dalla
formula:

1 ¢m
276.,5

483 |
lore dell’estinzione in cella da 1 cm. Si risale quindi alla quantitd pre-
sente nel caffé.

+ 100 = G. caffeina anidra in 100 ml, in cui Ej5: & il va-

Roma — Istituto Superiore di Sanitd - Laboratori di Chimica.
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