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1. EINLEITUNG und FRAGESTELLUNG

Ill

Koffein ist eine bekannte Substanz und wird von vielen als , Aufputschmitte
bezeichnet. Es gehort zur Gruppe der Methylxanthine und kommt in diversen
Pflanzenarten vor. Neben Kaffee enthalten andere alltdgliche Lebensmittel wie Tee,

Colagetranke, Energydrinks sowie auch Schokolade Koffein.

Neben positiven Effekten wie stimulierende Wirkung auf das Herz-Kreislauf-System
und Nervensystem [Clarke und Macrae, 1988] und pharmakologische Wirkung [Eichler,
1976] besitzt Koffein auch negative Eigenschaften. Diesbezliglich ist vor allem zu
erwahnen, dass das US Center for Disease Control unter anderem vor den Konsum von
koffeinhaltigen alkoholischen Getranken warnt. Koffein kann namlich in Kombination
mit der enthemmenden Wirkung von Alkohol zu Alkoholexzessen fiihren [Revelle et

al., 2012].

In einer Diplomarbeit aus dem Jahr 2010 wurde der Koffeingehalt von verschiedenen
Getranken und einigen Lebensmitteln, die am Osterreichischen Markt erhaltlich sind,
analysiert. Die Werte stellten die Basis fiir die Expositionsabschdatzung von Koffein
innerhalb der 6sterreichischen Bevolkerung dar, da kaum umfassende Daten zu den
Koffeingehalten in Getrdanken und Lebensmitteln existieren. Dabei stellte sich heraus,
dass die Koffeinkonzentrationen in verschiedenen Kaffee- und Teeproben im Vergleich
zueinander grolRe Schwankungen aufwiesen. Filir die groRe Spannweite werden
folgende Griinde angenommen: das grofe Angebot an unterschiedlichen Produkten,
die Vielzahl von Herstellern sowie auch die Vielfalt der Zubereitungsmethoden

[Rudolph et al., 2012].

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden im Rahmen dieser Masterarbeit diverse
Kaffeeprodukte aus dem Osterreichischen Markt und aus drei ausgewdhlten
Coffeeshops gekauft und der Koffeingehalt bestimmt. Neben Koffein wurde auch der

Gehalt seiner Hauptmetaboliten Theobromin, Theophyllin und Paraxanthin analysiert,



da es bis dato wenige Studien Uber die Konzentrationen der Abbauprodukte von

Koffein in Lebensmitteln, v.a. in Kaffee, gibt.

Die einzelnen Methylxanthine wurden mittels Doppelbestimmungen der
Kaffeeproben in mehreren Arbeitsschritten aufgearbeitet und anschliefend
guantifiziert. Zu diesen Aufarbeitungsschritten zahlen das Zentrifugieren, die
Festphasenextraktion, die Aufkonzentrierung, sowie bei Bedarf die Proteinfallung.
AbschlieBend erfolgt die Analyse mit der Hochdruckfliissigkeitschromatographie und

einem UV-Detektor.



2. LITERATURUBERSICHT

2.1 Methylxanthine

Die Methylxanthine gehoren zur Gruppe der Purinalkaloide. Die Grundstruktur des
Xanthins kommt in zahlreichen pflanzlichen Spezien vor; zu diesen zahlen Ribensaft,
Gerstenkeimlinge, Erdnusskerne, Kaffeebohnen und Teeblatter.

Koffein, Theobromin, Theophyllin und Paraxanthin sind N-Methylderivate des
Xanthins. Diese vier Methylxanthine unterscheiden sich, wie in der folgenden
Abbildung dargestellt, durch die Anzahl und die Stellung der Methylgruppen(CHs)
[Hansel und Sticher, 2010].
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Abb.1: Xanthin [modifiziert nach Ashihara und Crozier, 2001]
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Abb.2: Methylxanthine: Koffein, Theobromin, Theophyllin und Paraxanthin
[Lelo et al., 1986]



2.1.1 Koffein

Koffein wurde erstmals aus der Kaffeebohne als reine Komponente im Jahr 1819 von
Friedlieb Ferdinand Runge isoliert [Walduogel, 2003]. Der Biosynthese- und Abbauweg
von Koffein war hingegen bis zum Jahr 2000 noch nicht vollstandig erforscht [Ashihara
et al., 2008].

Koffein ist aufgrund seiner pharmakologischen Wirkung der am langsten bekannte
Inhaltsstoff von Kaffee. Koffein ist ein farb- und geruchloses, leicht bitter
schmeckendes Pulver. Seine chemische Bezeichnung lautet 1,3,7 - Trimethylxanthin;
Koffein wird der Gruppe der Purine zugeordnet, aus der das Koffein (ber den
Biosyntheseweg in der Kaffeepflanze gebildet wird. Der Koffeingehalt weist
Schwankungen zwischen 0,8% und 2,5% in den einzelnen Kaffeeprovenienzen auf.
Provenienzen steht fir die Herkunft des Rohkaffees, d.h. die Bezeichnung des Kaffees
erfolgt nach dem jeweiligen Erzeugerland oder nach dem nachstgelegenen
Verschiffungshafen. Zu den weiteren koffeinhaltigen Lebensmitteln zdhlen Tee,

Guarana, Mate und Kolanusse [Eichler 1976].

2.1.1.1 Synthese

Die Biosynthese von Koffein wurde intensiv analysiert. Man fand heraus, dass Koffein
von Adeninnukleotiden, die durch mehrere Schritte von mehreren Enzymen katalysiert
wurden, synthetisiert wird. Die letzten Reaktionsschritte beinhalten die Methylierung
von Xanthosin durch N-Methyltransferase, bei der das 7-Methylxanthosin, dessen
Riboserest, durch 7-Methylxanthosin-Nukleosidase entfernt wird. Das daraus
resultierende 7-Methylxanthin wird an der 3-N-Stellung durch N-N-Methyltransferase
methyliert. Daraus entsteht 3,7-Dimethylxanthin (Theobromin), das wiederum an der
1-N-Stellung methyliert wird und somit das Endprodukt 1,3,7- Trimethylxanthin
(Koffein) gebildet wird [Abb. 3]. Bei allen Reaktionsabfolgen wird S-adenosyl-L-
Methionin (AdoMet) als Methyl-Donor benétigt [Ogawa et al. 2001].



Zusammenfassend ergibt sich folgender Hauptreaktionsablauf, der Gber Theobromin

erfolgt und bei Tee- und Kaffeepflanzen vorkommt [Ashihara et al., 2011]:

Xanthosine -> 7-methylxanthosin -> 7-Methylxanthin -> Theobromin -> Koffein

Neben dem Hauptkoffeinbiosyntheseweg gibt es auch weitere Reaktionsablaufe, die
vor allem von den breiten Spezifititen der N-Methyltransferasen abhangig sind,
insbesondere die Koffein-Synthase. So wird beispielsweise 3-Methylxanthin durch
Xanthin und Paraxanthin durch 7-Methylxanthin synthetisiert. 3-Methylxanthin wird zu
weiteren Xanthinen abgebaut. Paraxanthin wird unmittelbar in Koffein umgewandelt.
Paraxanthin ist das aktivste Substrat der Koffein-Synthase, aber nur begrenzte Mengen
an Paraxanthin reichern sich im Pflanzengewebe an, da die N1-Methylierung von 7-
Methylxanthin sehr langsam von statten geht [Ashihara et al., 2008]. In Abbildung 3

werden die Reaktionsablaufe der Koffeinsynthese dargestellt.
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Abb. 3: Koffeinsynthese [Ashihara et al., 2008]



2.1.1.2 Abbau

Der Abbau von Koffein in Kaffeepflanzen und -blattern wurde erstmals 1965 von
Kalberer analysiert. Seitdem folgten einige Experimente mit Y C-markierten
Purinalkaloiden, wobei sich zeigte, dass der Hauptabbauweg von Koffein folgenden

Ablauf hat [Ashihara et al., 1996; Vitoria und Mazzafera, 1998]:
Koffein -> Theophyllin -> 3-Methylxanthin -> Xanthin [Ashihara et al. 2008]

Koffein wird hauptsachlich zu Xanthin Uber Theophyllin und  3-Mehtylxanthin
katabolisiert. Xanthin wird durch den herkémmlichen oxidativen Purinabbauweg zu

CO, und NHs abgebaut [Abb. 4] [Ashihara, et. al 2008].
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Abb.4: Koffeinabbau [Ashihara, et. al 2008]



2.1.2 Theobromin

Theobromin, das 3,7-Dimethylxanthin, gehért zu dem primar metabolischen Produkt
von Koffein [Lelo et al., 1986]. Es ist das dominierende Purinalkaloid in den Samen der
Kakaopflanze [Ashihara et al., 2008].

Spuren von Theobromin in Rohkaffee konnten erstmals von Franzke et. al (1976,1968)

sowie Lehmann und Martinod (1965) nachgewiesen werden [Eichler, 1976].

2.1.3 Theophyllin

Theophyllin, das 1,3 Dimethylxanthin, weist einige Gemeinsamkeiten mit Theobromin
auf. Es gehort wie Theobromin zu den primar metabolischen Produkten von Koffein
[Lelo et al.,, 1986] und wurde auch in Rohkaffee erstmals von Franzke et. al

(1976,1968) sowie Lehmann und Martinod (1965) nachgewiesen [Eichler, 1976].

2.1.4 Paraxanthin

Paraxanthin, das 1,7 Dimethylxanthin, ist ein isomerisches Dimethylxanthin [Lelo et
al., 1986]. Dieses Methylxanthin ist der aktivste Hauptmetabolit von Koffein und ist in

keinem Lebensmittel als Inhaltsstoff zu finden [Aresta et. al, 2005].



2.2 Kaffee — Eine Bohne geht um die Welt

Kaffee zahlt neben Tee, Kakao und Alkohol zu den Genussmitteln. Man spricht von
Kaffee, wenn die von der Fruchtschale vollstandig und von der Samenschale nach
Moglichkeit befreiten, rohen oder gerosteten Kaffeebohnen, ganzen oder
zerkleinerten Samen von Pflanzen der Gattung Coffea abstammen, wie auch das

daraus zubereitete Getrank [Belitz et al., 2001].

2.2.1 Die Kaffeefrucht

Die Kaffeefrucht, auch als Beere oder Kirsche bezeichnet, besteht aus einer glatten,
harten Oberhaut. Unreife Friichte sind meist griin; reife hingegen sind rot bis violett.
Unter der Oberhaut befindet sich das siiBe Fruchtfleisch, das zwei aneinander liegende
Steinkerne enthdlt. Diese sind von einem gelblichen und durchscheinenden
Silberhdutchen (Samenhaut) umhiillt, das von einer Pergamenthaut bedeckt ist [Belitz,

2001].

2.2.2 Geschichte des Kaffees

Die Heimat des Kaffees liegt im Hochland Athiopiens. Von dort breitete sich der Kaffee
Uber Arabien und Konstantinopel nach Venedig aus. Seit Mitte des 17.Jahrhunderts ist

er in Europa angesiedelt [Belitz, 2001].



2.2.3 Der Kaffeemarkt: Arabica, Robusta und Co

Die Anbauflachen von Kaffee verteilen sich auf ungefahr 60 tropische und subtropische
Lander. Fir einige ist der Kaffee das Hauptexportprodukt [Lashermes et al., 2008;
Viera, 2008]. In Tabelle 1 sind die weltweiten Kaffeeexporte der Ursprungslander
dargestellt. Brasilien und Vietnam nehmen zusammen die Halfte aller Kaffeeexporte
ein. Andere Lander exportieren weitaus weniger im Vergleich zu den zwei

Hauptexporteuren [Deutscher Kaffeeverband].

Tab.1: Weltweite Rohkaffeeexporte nach Ursprungslandern

Kaffeejahr* 2010/11 | 2011/12 | 2012/13
Export Gesamt 95,1 96,1 100,7
Brasilien 31,1 25,5 27,8
Vietnam 16,8 21,6 19,9
Indonesien 4,4 5,3 9,2
Kolumbien 7,4 6,7 8,2
Honduras 3,9 5,5 4,3
Peru 4,2 4,7 3,9
Guatemala 3,7 3,7 3,7
Uganda 3,1 2,7 3,6
Indien 4,2 3,8 3,5
Athiopien 3,0 2,8 3,2
Andere Lander 13,3 13,8 12,7

*QOktober bis September; [in Millionen Sack Rohkaffee a 60 kg]
[Quelle: ICO (International Coffee Organization)]

Des Weiteren gewinnt der 6kologische Kaffeeanbau immer mehr an Bedeutung. Von
2011 bis 2013 waren die stdrksten Biokaffeeexportlander Mexiko, Honduras und
Athiopien. Im Jahr 2013 stieg der Export bei Mexiko stark an verglichen mit 2011 und
2012. Bei den anderen zwei Hauptexportlandern gab es einen Riickgang [Deutscher

Kaffeeverband].



Tab. 2: Export von Kaffee* aus 6kologischem Anbau [in Sack a 60 kg]

Jahr 2011 2012 2013
Mexiko 132925 | 108319 | 264780
Honduras 276505 | 303206 | 256043
Indonesien 620 | 144568 | 133459
Athiopien 139450 | 158252 | 129528
Kolumbien 78723 85659 88833
Brasilien 20693 27093 78218
Andere Lander | 178213 | 205410 | 177152
Gesamt 827129 | 1032507 | 1128013

* Kaffee in allen Verarbeitungsformen umgerechnet in Rohkaffeedquivalente
[Quelle: ICO]

Der wirtschaftliche bedeutendste Faktor der Kaffeeproduktion ist das aus den
gerosteten und gemahlenen Kaffeebohnen hergestellte Getrank [Esquivel und
Jimenez, 2012]. Die Kaffeeproduktion erbringt jedes Jahr einen Wert von tber 90 000
Millionen US-Dollar [Ramalho et al., 2013]. In der Abbildung 5 ist der Exporterl6s von
1988-2013 ersichtlich, wobei jedoch der Erlés von Jahr zu Jahr schwankt. In den
Kaffeejahren 1988/89 bis 1993/94 und von 1998/99 bis 2004/05 lag der Erlos bei
<10Milliarden US-Dollar. Die Jahre 2010/11 und 2011/12 waren bis jetzt die
Rekordjahre mit einem Umsatz von 23,2 bzw. 23,5 Mrd. US-Dollar [Deutscher

Kaffeeverband].
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Abb. 5: Kaffeeexporterlose 1988-2013 [Quelle: ICO]
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Von den lber 90 verschiedenen Arten der Coffea-Pflanze sind die bekanntesten Coffea
Arabica, Coffea Canephora (Robusta)und Coffea Liberica [Belitz, 2011]. Der am meisten
konsumierte Kaffee weltweit wird aus den Spezien Coffea arabica und Coffea
canephora produziert. Der Arabica hat aufgrund seiner sensorischen Eigenschaften
einen hoheren Vermarktungswert und erreicht auch deshalb einen hdheren
internationalen Marktpreis [Esquivel und Jimenez, 2012]. Der prozentuelle Anteil des
Kaffeemarktes teilt sich wie folgt auf: 75% Arabica und 25% Robusta [Belitz, 2001].

In der folgenden Abbildung ist die Exportverteilung — Arabica und Robusta — der

letzten drei Kaffeejahre dargestellt [Deutscher Kaffeeverband)].

70
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Kaffeejahr [Okotber bis September]
Abb.6: Weltweite Rohkaffeeexporte — Arabica und Robusta [Quelle: I1CO]

Europa zahlt zum grofSten Kaffeeimporteur, rund 66% des weltweiten Importmarktes;
in Tonnen ausgedriickt waren dies 4 Millionen Tonnen im Jahr 2008. An zweiter Stelle
liegt die USA mit 1,5 Millionen Tonnen und an dritter Stelle Japan mit rund

420 000 Tonnen. Robusta-Kaffee ist der dominierende in den Staaten Belgien,
Luxemburg, Frankreich, Portugal und im Vereinigten Kénigreich [UK], wahrend in den
skandinavischen Landern, in Osterreich, Deutschland, Italien, Spanien und der Schweiz

der Arabica auf dem Markt zu finden ist [Pay, 2009].
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In Tabelle 3 ist der Kaffeekonsum pro Kopf von ausgewahlten Landern von den Jahren

2011 und 2012 dargestellt [Deutscher Kaffeeverband].

Tab.3: Pro Kopf Verbrauch in ausgewahlten Landern

Lander 2011 2012
[in kg Rohkaffee] | [in kg Rohkaffee]

EU-Durchschnitt 4,82 4,84
Osterreich 7,95 9,00
Deutschland* 7,16 7,27
Finnland 12,17 12,00
Norwegen 9,54 8,70
Schweden 7,14 7,31
Danemark 8,20 8,5
Italien 5,62 5,63
Slowakei 4,28 2,21
Niederlande 3,27 4,96
Turkei 0,52 0,55
USA 4,20 4,20

[Quelle: 1CO]

*Berechnung Deutscher Kaffeeverband, riickwirkend korrigiert

Osterreich liegt (iber dem EU-Durchschnitt, jedoch wurde der Wert, der von ICO im
Jahr 2012 ermittelt wurde, laut Statistik von den Marktteilnehmern nicht bestatigt. In
Finnland ist der Kaffeekonsum pro Kopf mit Abstand am hochsten, gefolgt von den

anderen skandinavischen Landern und von Deutschland [Deutscher Kaffeeverband].

2.2.4 Ernte und Verarbeitung

Der Kaffee wird gewdhnlich einmal im Jahr geerntet. Die Haupterntezeit dauert etwa
sechs bis acht Wochen. Nach der Ernte miissen die Kaffeekirschen moglichst rasch
weiterverarbeitet werden, da sie nur kurz gelagert werden kénnen. Bis der Kaffee
marktfahig ist, missen die geernteten Kaffeekirschen mehrere Produktionsschritte
durchlaufen, d.h. es muss die ganze Umhillung jeder einzelnen Kaffeebohne entfernt

werden, um das gewiinschte Produkt zu erzielen. Dabei kommt es zu wesentlichen

12



charakteristischen sensorischen Verdnderungen der urspriinglich geernteten
Kaffeekirschen. Zuerst werden die rohen Kaffeebohnen mittels trockenem oder
nassem Verfahren aufbereitet. Bei diesen zwei Aufbereitungsverfahren werden
Fruchthaut, Fruchtfleisch und -schleim, Pergamenthaut und moglichst auch
Silberhdutchen und der groRte Teil des Wassers in der Bohne entfernt, so dass am
Schluss die saubere und trockene Kaffeebohne (brig bleibt [Belitz, 2001]. Als nachstes

ist die Rostung ein wesentlicher Arbeitsschritt.

2.2.4.1 Die Veredelung — Der Réstprozess

Beim ROstprozess erhdlt der Kaffee erst sein unverwechselbares Aroma und seinen
Geschmack. Die Kaffeebohnen durchlaufen wahrend des ROstprozesses vier
Hauptphasen: Trocknung, Entwicklung, Zersetzung und Vollréstung. Bei der Rostung
kommt es zu einer Veranderung der Inhaltsstoffe; einerseits verringert sich der Gehalt
von einigen, andererseits treten neue Inhaltsstoffe auf [Belitz, 2001]. Es wurde auch
wissenschaftlich bewiesen, dass der natiirliche Gehalt an phenolischen Antioxidantien
in der rohen Kaffeebohne nach dem Résten verloren geht [Delgado-Andrade und
Morales, 2005; Steinhart et al.,, 2005]. Diese Verminderung ist mit dem Abbau der
Chlorogensdure assoziiert, welche die antioxidative Kapazitdt des gerdsteten Kaffees
beeinflusst. Des Weiteren ist zu erwahnen, dass der Gehalt an Antioxidantien und die
Effizienz des Rostkaffee  durch die Bildung von Verbindungen mit
Antioxidationsaktivitdt, wie Maillard-Produkte, auch erhalten wird oder sogar
verbessert wird [Nicoli et al., 1997; Del Castillo et al., 2005].

Dauer und Temperatur des RoOstvorganges bringen bei jeder Kaffeesorte ihre
individuelle Note hervor und beeinflussen damit den Geschmack von Kaffee erheblich
[Eichler 19769]. Dabei spielt die Kombination von zahlreichen chemischen
Komponenten, welche durch die chemischen und physikalischen Veranderungen beim
Rosten entstanden sind, eine wichtige Rolle. Bei der Rostung bei ungefahr 180-200°C

kommt es zu einer wesentlichen Veranderung der chemischen Zusammensetzung und
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der biologischen Aktivitditen von Kaffee. Als Resultat entstehen Verbindungen der
Maillard Reaktion [Czerny et al., 1999] und organische Verbindungen der Pyrolyse
[Daglia et al., 2000].

Heller gerostete Kaffeebohnen, die in den USA und Mitteleuropa ihre Vorliebe haben,
weisen einen milderen Geschmack im Vergleich zu dunkel gerdsteten auf. Dunkler
gerostete Bohnen, die sich vor allem fir Espresso eignen und sich vorwiegend in
Sudeuropa vorfinden, beinhalten mehr Bitterstoffe [Belitz, 2001; Eichler, 1976].

Unter Gewichtsverlust der Rohkaffeebohnen wahrend des Rostens, der sogenannte
“Einbrand”, versteht man den Wasserverlust und den chemischen Rostverlust.

Nach dem Rostprozess wird das Rostgut mit Luft gekiihlt, um Nachrdsten, Verbrennen
und Aromaverlust zu vermeiden. Es kann aber auch Wasser zur Vorkihlung eingesetzt
werden, wodurch der ROstprozess schlagartig beendet wird. Ein handelsiiblicher
Rostkaffee ist aus 4-8 Provenzien zusammmengesetzt. [Belitz, 2001; Eichler, 1976].
Die Verpackung soll so beschaffen sein, dass der Kaffee geschmacklich, biologisch und
physiologisch einwandfrei bleibt. Wichtig ist dabei die luftdichte Komponente, da die
Aromadle des Rostkaffees auf Sauerstoff reagieren und ranzig werden. Die Verpackung
schiitzt die Bohnen zudem vor Feuchtigkeit, Gerlichen, Warme und Licht, die neben

Sauerstoff, die natiirlichen Feinde des Kaffeearomas sind [Belitz, 2001].

2.2.5 Inhaltstoffe

Alle Inhaltsstoffe der Kaffeebohne konnte man bis heute noch nicht erforschen, da sie
dullerst komplex zusammengesetzt ist und je nach Sorte und Rostung erheblich
variieren kénnen. Der bekannteste Inhaltsstoff, der allen ein Begriff ist, ist das Koffein.
Zu den weiteren wichtigsten Komponenten zdhlen noch Kohlenhydrate, Wasser,
Eiweillstoffe, Sauren, Alkaloide, Mineral- und Aromastoffe. Den groflten Anteil

nehmen die Kohlenhydrate ein. Diese werden beim RoOsten aber zu anderen
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Verbindungen umgewandelt oder ganz abgebaut. Fette und Ole tragen wichtige Stoffe,

die wesentlich fiir das Aroma sind [Belitz, 2001; Eichler, 1976].

2.2.6 Zubereitungsmethoden

Heutzutage gibt es eine reiche Auswahl an verschiedenen Zubereitungsmethoden von
Kaffee. Die Filterkaffeemaschine und die Espressokanne zdhlen zu den alt bewahrten
haushaltsiblichen Methoden, wobei der Trend jedoch in eine andere Richtung geht.
Immer mehr Konsumenten haben ihre Liebe zu Pad- und Kapselsystemen entdeckt.
Dabei spielt der Markt eine wesentliche Rolle; denn dieser bietet ein vielseitiges
Sortiment an. Hinter diesen Systemen verstecken sich sowohl Vorteile als auch
Nachteile. Vorteile sind vor allem die schnelle und einfache Handhabung, und aus der
vielfdltigen Auswahl an diversen Kaffeearten findet jeder Kaffeeliebhaber den
passenden. Die Nachteile liegen im hohen Kaffeepreis pro Kilogramm und die
Anhadufung von nicht biologisch abbaubarem Miill; zum Letzteren haben die Hersteller
schon an Kampagnen fir Recyclingsysteme gearbeitet. Diese Systeme sind jedoch noch
nicht weit verbreitet.

Zwei weitere, bekannte Kaffeemaschinen sind die Siebtrdgermaschine und der
Vollautomat. Der Unterschied dieser beiden Maschinen liegt in der Zubereitung. Der
Vollautomat ist eine Kaffeemaschine, der ein Komplettangebot mit sich bringt, d.h. der
Kaffee wird mit dem eingebauten Mahlwerk gemahlen und rinnt dann per Knopfdruck
in die Tasse, wobei man noch die gewiinschte TassengroRe wahlen kann. Die
Siebtragermaschinen bendtigen ein externes Mahlwerk und einen Tamper
[Wechselberger und Hierl, 2014].

Vollautomaten sind zu meist in Haushalten zu finden, wahrend Siebtrager eher in der

Gastronomie ihren Einsatz haben.
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2.2.7 Eine Vielfalt an Kaffeevariationen

Auf dem 0Osterreichischen Markt und in Coffeeshops oder Kaffeehdusern steht eine
Vielzahl an Kaffeevariationen zur Auswahl. Von Espresso angefangen, (iber
Cappuccino, Latte Macchiato, Caffe Latte, Kaffee mit diversen Flavours und Co ist fur

jeden was dabei.

Bei dieser Masterarbeit wurden folgende Kaffeevariationen ausgewahlt:

= Espresso: sehr starker Kaffee ohne Milch und Zucker

= Cappuccino: je ein Drittel Espresso, heifle Milch und Milchschaum

= Latte Macchiato: "gefleckte Milch" - aufgeschaumte warme Milch mit einem Shot
Espresso

= (Cdaffe Latte: Milchkaffee, je zur Halfte heiRe Milch und Espresso

= Vanilla Latte: entspricht dem Caffe Latte mit einem Schuss Vanillesirup als
Geschmack

=  Caramel Macchiato: entspricht dem Latte Macchiato mit einem Karamellsirup als

Geschmack
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2.3 Analysemethoden
2.3.1 Festphasenextraktion

Die Festphasenextraktion, auch SPE (engl., solid phase extraction) genannt, ist weit
verbreitet und stellt eine sehr beliebte Technik fiir eine schnelle und selektive
Probenaufbereitung dar. Die Vielseitigkeit der SPE erlaubt die Anwendung dieser
Technik flr viele Zwecke, wie beispielsweise Aufreinigung, Spurenanreicherung,
Entsalzen, Derivatisierung und Klassenfraktionierung.

Das Prinzip der SPE ist ahnlich der Flissig-Flissig-Extraktion (LLE), bei der eine
Aufteilung der gelosten Stoffe zwischen zwei Phasen erfolgt. Aber anstelle von zwei
nicht mischbaren fllissigen Phasen, wie in LLE, umfasst die SPE das Partitionieren
zwischen einer flissigen (Probenmatrix oder Losungsmittel mit Analyten) und einer
festen (Sorbens) Phase. Diese Analysetechnik ermdglicht die Konzentration und
Reinigung von Analyten aus der Losung durch Sorption, basierend auf einem festen
Sorbens und Reinigung des Extrakts nach der Extraktion.

In der modernen SPE wird das Adsorbens zwischen zwei Frittenplatten in einer
Polypropylen-Kassette verpackt und fliissige Phasen werden durch die Kartusche
entweder durch Absaugen oder durch Uberdruck (Schwerkraft, Gasdruck aus einer

Spritze oder durch Zentrifugation) geleitet [Huck und Bonn, 2000].
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Abb.7: Moderne SPE [Huck and Bonn, 2000]
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Zusammengefasst wird die feste Phase der SPE-Sdule aktiviert, danach werden
unerwiinschte Komponenten eliminiert. AbschlieRend werden die gewiinschten
Analyten in ein Proberdhrchen eluiert und gesammelt.

Festphasenextraktionsverfahren werden nicht nur benutzt, um Spuren von
organischen Verbindungen aus Umweltproben zu extrahieren, sondern auch um
storende Komponenten der komplexen Matrix zu entfernen [Huck and Bonn, 2000].
Man erhdlt dadurch einen gereinigten Analyten, der fiir weitere Analyseschritte

bedeutend ist.

Es gibt vier allgemeine Theorien zum Mechanismus eines SPE-Vorgangs [Zwir-Ferenc

und Biziuk, 2006; Kicinski, 1996]:

Tab.4: Trennmechanismen der Festphasenextraktion

Trennmechanismen Probenart
1. Normalphase Leicht bis Mittelpolar
2. Normalphase (Polar gebundene Phase) Mittel bis Starkpolar

3. Umkehrphase (Unpolar gebundene Phase Unpolar
4. lonenaustausch
Anion lonische Saure
Kation lonische Base

Die Anwendbarkeit der SPE wird hauptsachlich durch das ausgewahlte Sorbens, das die
Sdule beinhaltet, bestimmt. Derzeit gibt es eine Vielzahl von Sorbentien; die am

haufigsten verwendeten Gruppen von Sorptionsmitteln sind:
= chemisch modifiziertes Silicagel
= polymeres Sorptionsmittel

= graphitierter oder poroser Kohlenstoff

Bei allen Sorptionsmitteln handelt es sich um dreidimensionale polymere Materialien

[Zwir-Ferenc und Biziuk, 2006].
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In der folgenden Abbildung sind die einzelnen Schritte einer Festphasenextraktion

ersichtlich und werden folgend kurz erklart.
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Abb.8: Ablauf der Festphasenextraktion [Kicinski, 1996]

Bevor man mit der SPE jedoch beginnen kann, muss man die Probe je nach

Beschaffenheit entgasen, zentrifugieren, filtrieren bzw. verdiinnen.

Das SPE-Verfahren besteht aus folgenden Schritten:

1. Konditionierung: Aktivierung des Sorptionsmittels durch ein geeignetes
Losungsmittel (Methanol)

2. Equilibierung: Entfernung des Aktivierungsmittels (mittels HPLC-Wasser)

3. Probenaufgabe: Probe wird in die Sdule lberfiihrt, dabei werden die Analyten durch

das Sorbens zurlickgehalten.
4. Waschen: Entfernung von stérenden Verbindungen (mittels HPLC-Wasser).

5. Elution der Analyten
[Huck und Bonn, 2000]
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2.3.2 Hochleistungschromatographie

Die Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie (HPLC) gehort neben der klassischen
(Niederdruck) Flussigkeitschromatographie zur Sdulenchromatographie.

Bei der Flussigkeitschromatographie dient als mobile Phase eine Flissigkeit und bei der
stationdaren Phase werden Feststoffe oder Fliissigkeiten eingesetzt [Matissek et. al.
2010].

Ein HPLC-Gerat besteht allgemein aus vier Hauptteilen: Pumpe, Injektor, Trennsaule
und Detektor mit Auswertesystem. In Abbildung 7 ist der schematische Aufbau einer
HPLC-Anlage dargestellt und im Folgenden wird kurz erldautert, welche Aufgaben die

einzelnen Bestandteile haben.

Injector
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¥

Pump

Column

Reservoir

|
|
¥

Detector

Abb.9: Schematische Darstellung einer HPLC [Menche, 2005]

Im sogenannten Reservoir befindet sich das Elutionsmittel. Haufig wird in der RP-HPLC
das Prinzip der Gradientenelution angewendet. Der Begriff Gradientenelution
beschreibt eine spezielle Methode, bei der das Volumenverhiltnis der beiden
Losungsmittel wahrend der Trennung kontinuierlich gedndert wird. Durch diesen
Vorgang findet eine verbesserte Trennung von Komponenten statt, deren

Retentionszeiten voneinander abweichen. Durch den Einsatz der Pumpe entsteht ein
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hoher Druck. Dadurch wird die Anwendung von stationdren Phasen von Partikeln mit
kleinerem Durchmesser moglich gemacht und eine verbesserte Trennung der Substanz
erreicht wird. Der Injektor ist dazu bestimmt die Substanz auf die Sdule aufzutragen. Je
nach Saulenart, die verwendet wird, kann es sich um Verteilungs-, lonenaustausch-
oder Adsorptionschromatographie handelt [Menche, 2005]. Zur Detektion werden
UV/VIS- Fluoreszenz-Spektrometer, Rl-, amperometrische und Leitfahigkeits-
Detektoren angewendet. Wenn man einen entsprechenden Detektor, der die
Eigenschaften des Eluats misst, auswahlt, erhalt man als Messergebnis eine Reihe von
Peaks. Eine derartige Darstellung, die man als Chromatogramm bezeichnet, entsteht,
indem man den Detektor am Ende der Sdule ankoppelt und sein Signal in Abhangigkeit

von der Zeit ausdriickt [Skoog und Leary, 1996].

2.3.2.1 Peaks eines Chromatogramms

Die Peaks in einem Chromatogramm (Abb.9) weisen eine Ahnlichkeit mit einer

Normalverteilung oder GauRverteilung auf (Abb.8) [Skoog und Leary, 1996].

047 ™\

037

Abb.10: Normalverteilung [Rudolf und Kuhlisch, 2008]
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3.2.2.2 Kennzahlen eines Chromatogramms

Bei der Analyse mittels HPLC spielt die abschlieBende Auswertung des
Chromatogramms eine wesentliche Rolle, um ein endgiltiges Messergebnis zu
erhalten.

Ein Chromtagramm enthalt einige wichtige Kennzahlen, die folgend kurz beschrieben
werden. Die KenngroBen werden im Chromatogramm immer dort bestimmt, wo die
hochste Probenkonzentration gemessen wird, also bei der Peakspitze [Skoog und

Leary, 1996].

Totzeit t,,

Unter Totzeit versteht man die Zeit, die eine nicht-retardierte Komponente von der

Probenaufgabe bis zum Erscheinen im Detektor braucht. In dieser Zeit verweilen alle

Probeteilchen in der mobilen Phase [Kromidas und Kuss, 2008].

Retentionszeit

Unter der Retentionszeit versteht man die Zeit, die ein Stoff zu Elution aus der

stationaren Phase benoétigt [Kunze, 2009]. Man unterteilt diese in Brutto- und

Nettoretentionszeit [Kromidas und Kuss, 2008].

Bruttoretentionszeit t,s

Unter Bruttoretentionszeit versteht man die Zeit, die von der Probenaufgabe bis zum
Erreichen des Peakmaximums einer Komponente vergeht. Die Zusammensetzung der

Bruttoretentionszeit ergibt sich aus den Zeiten, in der sich ein Probeteilchen in der
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mobilen und in der stationdren Phase aufgehalten hat. In Chromatogrammen findet
man in der Regel die Angabe der einzelnen Peaks mit der Bruttoretentionszeit

[Kromidas und Kuss, 2008].

Nettoretentionszeit t

Die Nettoretentionszeit ergibt sich aus der Differenz aus Bruttoretentions- und Totzeit.
Sie zeigt an, wie lange sich die Komponente in der stationdaren Phase aufhalt

[Kromidas und Kuss, 2008].
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Abb.11: Chromatogramm [Kromidas und Kuss, 2008]

Ein Chromatogramm ist sowohl fiir die qualitative als auch fiir die quantitative Analyse
von Bedeutung. Die Identifikation der Probenkomponenten wird anhand der
Positionen der Peaks auf der Zeitachse ermittelt. Die Flachen unter den Peaks dienen
als quantitatives MaR; sie stellen den Gehalt jeder gemessenen Substanz dar [Skoog

und Leary, 1996].
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2.3.2.2 Reversed-phase HPLC (RP-HPLC)

Die Reversed-phase HPLC ist neben der Normal-phase HPLC die zweite Methode, die in
der Verteilungschromatographie angewendet wird. Diese Art von Chromatographie
wird am haufigsten von den insgesamt vier chromatographischen Trennverfahren
genutzt. Bei der Reversed-Phase HPLC verwendet man eine unpolare stationare Phase
(z.B. Kohlenwasserstoff) und eine polare mobile Phase (Acetonitril, Wasser, Methanol).
Bei der Normalphasen HPLC hingegen ist die stationdare Phase polar und die mobile
Phase unpolar. Je nach Typenwahl der HPLC wird zuerst die unpolare oder die polare
Substanz eluiert.

In der Praxis wird groRteils die Methode RP eingesetzt. Das Sdulenmaterial besteht
meistens aus Siloxane, in den R eine Cg-(n-Octyl-) oder Cis-(n-Octadecyl-) Kette ist

[Skoog und Leary, 1996].
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3. MATERIALIEN und METHODEN

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

= Wasser Rotisolv® HPLC Gradient Grade von Carl Roth GmbH & Co KG
(Schoemperlenstr. 3-5, 76185 Karlsruhe, Deutschland)

* Methanol Rotisolv® HPLC Gradient Grade von Carl Roth GmbH & Co KG
(Schoemperlenstr. 3-5, 76185 Karlsruhe, Deutschland)

= Acetonitril (ACN) Rotisolv® Gradient Grade von Carl Roth GmbH & Co KG
(Schoemperlenstr. 3-5, 76185 Karlsruhe, Deutschland)

= Coffein wasserfrei (298,5%) von Carl Roth GmbH & Co KG (Schoemperlenstr. 3-5,
76185 Karlsruhe, Deutschland)

=  7-(R-Hydroxyethyl)theophyllin von SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH (Riedstr. 2,
89555 Steinheim, Deutschland)

= Theobromin von SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH (Riedstr. 2, 89555 Steinheim,
Deutschland)

» Theophyllin von SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH (Riedstr. 2, 89555 Steinheim,
Deutschland)

= Meta-Phosphorsaure von Carl Roth GmbH & Co KG (Schoemperlenstr. 3-5, 76185
Karlsruhe, Deutschland)

= Paraxanthin von SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH (Riedstr. 2, 89555 Steinheim,
Deutschland)
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3.1.2 Gerdte und Materialien

26

Ultraschallbad von Bandelin Sonorex Digitec (Heinrichstr. 3-4, 12207 Berlin,
Deutschland)

Zentrifuge Jouan BR4i multifunction Centrifuge von Thermo Electron
Corporporation Key Write-DTM (Frankreich)

Konzentrator Concentrator plus von Eppendorf AG (22331 Hamburg, Deutschland)
Feinwaage MC 410 S von Sartorius AG ( Gottingen, Deutschland)

Pipetten Eppendorf Reference® variable (10-100ul, 100-1000ul) von Eppendorf AG
(22331 Hamburg, Deutschland)

Pipettenspitzen epT.l.P.S.® LoRetention Reloads 50-1000ul von Eppendorf AG
(22331 Hamburg, Deutschland)

Safe-Lock Tubes 1,5ml von Eppendorf AG (22331 Hamburg, Deutschland)
Rotilabo®-Zentrifugenréhrchen (16ml) von Carl Roth GmbH & Co KG
(Schoemperlenstr. 3-5, 76185 Karlsruhe, Deutschland)

Tubes (15ml, 50ml) von Sarstedt AG & Co. (51588 Niimbrecht, Deutschland)
Spritzen Ominifix® 10 ml von Braun

Saulen: Oasis® HLB 1cc (39mg) Extraction Cartridges von OASIS SAMPLE
EXTRACTION PRODUCTS (Ireland)

Autosamplerflaschchen: 2ml vial Amber von Agilent Technologies (PL)

Deckel fur Autosamplerflaschchen: Clear PE Snap Cap w/ PTFE Septa von Agilent
Technologies (USA)

HPLC UltiMate 3000 von Dionex bestehend aus:
1. UltiMate 3000 Pump

2. UltiMate 3000 Autosampler

3. UltiMate 3000 Column Compartment

4. UltiMate 3000 Variable Wavelength Detector



3.1.3 Software

= Compass Hystar Version 3.2 von Bruker Daltonics
= Compass Hystar Post Processing von Bruker Daltonics

= Chromeleon (Xpress)

3.1.4 Kaffeeproben

Die Kaffeeproben fir diese Masterarbeit wurden im  Osterreichischen
Lebensmittelhandel und in drei bekannten Coffeeshops gekauft. Um einen Uberblick
zu bewahren und um Messergebnisse sinnvoll zu vergleichen, wurde vor dem Kauf
eine Art Kategorienliste erstellt. Schlussendlich wurden die Kaffeeproben in 5
Kategorien, siehe folgende Auflistung, unterteilt, wobei die in Punkt 2.2.7 (siehe S.16)

angefiihrten Kaffeevariationen miteinbezogen wurden.

5 Kategorien:

= Espresso

» Filterkaffee: Crema-Kaffee und Biokaffee (ganze Bohnen u. gemahlener)
= Kapseln & Pads

= Coffeeshops

= Kaffeefertiggetranke

27



3.2 Methoden

3.2.1 Herstellung des internen Standards

Die Verwendung des internen Standards in der quantitativen Chromatographie
gewadhrleistet eine Qualitatssicherung bei der Messung. Es wird dabei die hochste
Genauigkeit erzielt, da die Unsicherheiten, die mit der Probeninjektion verbunden
sind, vermieden werden [Skoog und Leary, 1996].

Der verwendete interne Standard 7-B-Hydroxyethyltheophyllin ist strukturverwandt
mit dem Koffein. Der Unterschied liegt in einer OH-Gruppe und CH,-Gruppe.

Um eine Endkonzentration von 10 mg/l zu erhalten, wurden 100 mg eingewogen.
Diese Menge wurde in einem 100ml Messkolben Uberfiihrt und mit HPLC-Wasser
aufgefillt. Zu jedem Mischstandard und zu jeder einzelnen Probe wurden jeweils 100

ul interner Standard zugesetzt [Tab.6].

3.2.2 Herstellung des Mischstandards

Die Herstellung von Standardlésungen ist die einfachste Methode in der
chromatographischen Analyse. Diese Standardlosung setzt sich aus den Substanzen
zusammen, die in der unbekannten Probe analysiert werden sollen.

Der Mischstandard wurde aus wasserfreiem Coffein, Theobromin, Theophyllin und
Paraxanthin hergestellt. Dabei wurde jeweils die entsprechende Menge der vier
Standards abgewogen [Tab. 5]. Weiters wurden dann alle in einem 100 ml Messkolben
Uberfihrt und mit HPLC-Wasser aufgeflllt. Dabei stellte sich heraus, dass Theobromin
schwer wasserloslich ist. Aufgrund dessen wurde der Messkolben fiir 30 Minuten bei
60°C ins Ultraschallbad gestellt, damit sich das Theobromin auflost.

Anhand dieser hergestellten Mischstandardlosung wurde eine Verdiinnungsreihe mit

acht Standards erstellt. Diese ist in der nachfolgenden Tabelle dargestellt.

28



Tab.5 : Einwaage der Standards

Coffein

Theobromin

Theophyllin

Paraxanthin

Einwaage [mg]

100,3

50,9

49,9

45,1

Tab. 6: Pipettierschema: Verdiinnungsreihe aus Mischstocklosung

Standard | Konzentration Aus Stocklésung zu HPLC-H,O0 [ul] Interner
[mg/1] entnehmendes Volumen Standard
V1 = (C x Vo) /cy [ul] [wl]
1 CF:902,7 V,=(902,7 x 1000) / 1003 =900 - 100
TB: 458,1 V,= (458,1 x 1000) / 509 = 900
TP: 449,1 V,= (449,1 x 1000) / 499 = 900
PX: 405,9 V,= (405,9 x 1000) / 451 =900
2 CF:702,1 V;=(702,1 x 1000) / 1003 = 700 200 100
TB: 356,3 V= (356,3 x 1000) / 509 = 700
TP: 349,3 V.= (349,3 x 1000) / 499 = 700
PX:315,7 V,=(315,7 x 1000) / 451 = 700
3 CF: 501,5 V,=(501,5 x 1000) / 1003 = 500 400 100
TB: 254,5 V.= (254,5 x 1000) / 509 = 500
TP: 249,5 V.= (249,5 x 1000) / 499 = 500
PX: 225,5 V,=(225,5 x 1000) / 451 = 500
4 CF: 300,9 V,=(300,9 x 1000) / 1003 = 300 600 100
TB: 152,7 V,=(152,7 x 1000) / 509 = 300
TP: 149,7 V,=(149,7 x 1000) / 499 = 300
PX: 135,3 V,=(135,3 x 1000) / 451 = 300
5 CF: 100,3 V,=(100,3 x 1000) / 1003 = 100 800 100
TB: 50,9 V;= (50,9 x 1000) / 509 = 100
TP: 49,9 V;= (49,9 x 1000) / 499 = 100
PX: 45,1 V;= (45,1 x 1000) / 451 = 100
6 CF: 20,06 V,= (20,06 x 1000) / 1003 = 20 880 100
TB: 10,18 V;= (10,18 x 1000) / 509 = 20
TP: 9,98 V;= (9,98 x 1000) / 499 = 20
PX: 9,02 V;= (9,02 x 1000) / 451 =20
7 CF: 10,03 V;= (10,03 x 1000) / 1003 = 10 890 100
TB: 5,09 V;= (5,09 x 1000) / 509 = 10
TP: 4,99 V;= (4,99 x 1000) / 499 = 10
PX: 4,51 V;= (4,51 x1000) / 451 =10
8 CF: 1,003
TB: 0,509 100 pl aus Standard 7* 800 100
TP: 0,499
PX: 0,451

CF...Koffein, TB

...Theobromin, TP...Theophyllin, PX...Paraxanthin

! Standard 8 wurde aus Standard 7 hergestellt: 10 pl Stocklésung + 990 ul HPLC; aus dieser Losung wurden 100 pl

(=Volumen der benétigten Stocklésung) entnommen
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Die Mischstandards wurden sowohl mit als auch ohne Aufarbeitung Uber SPE
gemessen. Dies ist bedeutend, um zu Uberprifen, ob der Verlust nach der SPE sich im
Rahmen halt.

Aus den hergestellten Konzentrationen und den gemessenen Peakflachen mittels HPLC
erhalt man mit diesen Werten eine Standardgerade. Mit Hilfe dieser Geradengleichung
kénnen die einzelnen entsprechenden Konzentrationen der Probe ermittelt werden.
Um jedoch festzustellen zu welcher Zeit welches Methylxanthin detektiert wird, wurde
vor der Messung des Mischstandards jeweils der Einzelstandard von Koffein,
Theobromin, Theophyllin und Paraxanthin nach dem gleichen Schema hergestellt,
aufbereitet und gemessen.

In der Abbildung 12 wird der Mischstandard 1 als Beispiel fiir ein Chromatogramm
dargestellt. In den nachfolgenden Abbildungen sind die ausgewerteten

Standardgeraden der einzelnen Standards zu sehen.

6286
- |Intensity{m 070743 288 10.007 01 11330

2 3 5

4000

3,000~
1

386 - 894

2000

1,000
4

388 10570 38011287
T
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1,555
() T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
R 840 &0 380 200 a2 a4 90 280 000 020 1040 M080 4080 100 20 140 MBD 48D 1200 1220 230

Abb. 12: Chromatogramm des Mischstandards 1
1= Theobromin, 2=Theophyllin, 3=Paraxanthin, 4=Interner Standard, 5= Koffein
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Koffein
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Abb.13: Standardgerade Koffein

Theobromin
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Abb.14: Standardgerade Theobromin
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Theophyllin
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Abb.15: Standardgerade Theophyllin
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Abb. 16: Standardgerade Paraxanthin




3.2.2.1 Erneute Messung der Mischstandards

Aufgrund einer Stérung beim HPLC-Gerat musste nach der Reparatur eine erneute
Messung des Mischstandards erfolgen, da der Zeitraum zwischen erster Messung und
wieder aufgenommenen Messung zu gro3 war. Entsprechend adnderten sich die

analysierten Werte, die Retentionszeiten und somit auch die Standardgeraden [Tab.7].

Tab.7: Retentionszeiten und Standardgeraden (erneute Messung)

Standard Retentionszeiten Standardgeraden

Theobromin 9,56-9,76 y=1549,2x+9083

Theophyllin 10,21-10,55 y=2183,67x+1069,52

Paraxanthin 10,46-10,84 y=1971,47x+5433,36

Interner Std. 10,99-11,37 -

Koffein 12,31-12,74 y=1546,76x+27321,09
3.2.3 Wiederfindung

Wie bereits im Punkt 3.2.2 erlautert, wurden alle acht Standards jeweils in
unaufgearbeiteter, sowie in aufgearbeiteter Form gemessen. Vergleicht man nun die
beiden Standards gleicher Konzentration, wie in der Tabelle angefihrt, ist ersichtlich,
dass bei denen ohne SPE die Peakflache grofer ist, als bei denen mit SPE. Die Ursache
fur diese Differenz liegt darin, dass es wahrend der SPE zu einer Verringerung der in
der Probe enthaltenen Substanzen kommt; d.h. je mehr Arbeitsschritte vor der HPLC-
Analyse nétig sind, desto mehr Fehlerquellen treten auf. Zu den Fehlerquellen zdhlen
bei dieser Analyse beispielsweise die Verwendung von falschem Elutionsmittel
und/oder von zu groRen oder geringen Probenvolumina oder die Nichteinhaltung der

SPE-Abfolgeschritte.
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Tab.8: Wiederfindung

Substanz Area ohne | Area mit SPE | Wiederfindung
[jeweils Standard 1-8] SPE [%]
Theobromin 1 763611,70 -

Theobromin 2 692804,40 406933,60 59,13
Theobromin 3 583995,30 341056,60 58,40
Theobromin 4 307852,10 255733,30 83,07
Theobromin 5 103696,00 71782,20 69,22
Theobromin 6 20347,70 14580,40 71,66
Theobromin 7 10170,10 7600,30 74,73
Theobromin 8 992,20 743,10 74,98
Theophyllin 1 763611,70 761136,90 99,68
Theophyllin 2 692804,40 596233,80 86,06
Theophyllin 3 583995,30 468843,70 80,28
Theophyllin 4 307852,10 267881,50 87,02
Theophyllin 5 103696,00 73213,40 70,60
Theophyllin 6 20347,70 15777,10 77,54
Theophyllin 7 10170,10 8042,50 79,08
Theophyllin 8 992,20 739,90 74,57
Paraxanthin 1 712969,50 610064,20 85,57
Paraxanthin 2 631921,80 528111,90 83,57
Paraxanthin 3 489859,80 386180,90 78,83
Paraxanthin 4 253563,80 224403,00 88,50
Paraxanthin 5 84865,30 63823,60 75,21
Paraxanthin 6 16923,00 12655,00 74,78
Paraxanthin 7 8450,30 6545,60 77,46
Paraxanthin 8 686,50 617,40 89,93
Koffein 1 1036166,5 | 1079309,20 104,16
Koffein 2 931858,10 881726,00 94,62
Koffein 3 818065,90 701551,10 85,75
Koffein 4 603562,90 534461,20 88,55
Koffein 5 175301,70 124383,60 70,95
Koffein 6 34559,90 25951,30 75,09
Koffein 7 17379,40 13322,40 76,66
Koffein 8 1751,60 1389,80 79,34
Interner Standard 1 11572,70 10529,20 90,98
Interner Standard 2 13470,60 10195,20 75,68
Interner Standard 3 12622,60 10120,60 80,18
Interner Standard 4 12111,60 11474,10 94,74
Interner Standard 5 14842,20 9900,50 66,71
Interner Standard 6 14607,90 11457,90 78,44
Interner Standard 7 9818,20 11287,60 114,97
Interner Standard 8 14722,50 11477,00 77,96




3.2.4 Validierung der Methode

Die Standardabweichung ist ein Mal fiir die Streuung der Werte um den Mittelwert.
Der Variationskoeffizient ist definiert als relative Standardabweichung. Dieser
beschreibt das prozentuale Verhaltnis zwischen Mittelwert und Standardabweichung.
Um zu Uberprifen, ob die HPLC bei Messungen gleicher Komponenten dhnliche Werte

misst, wurde 10mal hintereinander der Mischstandard 1 gemessen.

Tab. 9: Validierung der Methode

Standards Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
[mg/I] [o] [%]

Theobromin 349,44 11,92 3,41

Theophyllin 461,57 8,25 1,79

Paraxanthin 457,89 11,44 2,50

Koffein 887,27 13,39 1,51

3.2.5L0D

LOD steht fir Limit of Detection und wird als die niedrigste Konzentration eines
Analyten in einer Probe, die erfasst werden kann, bezeichnet. [Shrivastava und Gupta,

2011]. In der folgenden Tabelle ist der LOD der einzelnen Methylxanthine dargestellt.

Tab. 10: LOD der Methylxanthine

Methylxanthine LOD
[mg/1]
Theobromin 0,09
Theophyllin 0,006
Paraxanthin 0,022
Koffein 7,34
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3.2.6 Probensammlung und -lagerung

Die diversen ausgewahlten Kaffees, die fir die Analyse herangezogen wurden, wurden
gekauft und gegebenfalls dann selbst zubereitet. Es wurden pro Kaffeesorte zwei
Proben gekauft bzw. zubereitet. Alle Kaffeeproben wurden in entsprechenden

Proberéhrchen gesammelt und bei -18°C gelagert.

3.2.6.1 Lagerversuch — Wie stabil sind die Methylxanthine?

Um Herauszufinden wie stabil sich Koffein und seine Hauptmetaboliten bei Lagerung
verhalten, wurde ein Lagerversuch von 4 Wochen durchgefiihrt, wobei in jeder Woche
dieselbe Kaffeeprobe mit und ohne Milch anhand verschiedener Lagertemperaturen
gemessen wurde. Die folgende Tabelle gibt einen kurzen Uberblick iiber den

Lagerversuch.

Tab.11: Lagerversuch

Lagerung
Kaffeeprobe | Dauer Temperatur
ohne Milch 1 Woche

2 Wochen Raumtemperatur

3 Wochen 4°C
4 Wochen -18°C
mit Milch 1 Woche
2 Wochen 4°C
3 Wochen -18°C
4 Wochen

Beim Lagerversuch stellte sich heraus, dass die Koffein-, Theobromin-, Theophyllin-
und Paraxanthinkonzentration bei der Kaffeeprobe ohne und mit Milch bezlglich
Dauer und Temperatur relativ stabil war und im Vergleich mit den Temperaturen

geringe Schwankungen aufwies.
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3.2.7 Probenzubereitung

3.2.7.1 Espresso

Der Espresso wurde mit einem handelstblichen Vollautomaten mit der Funktion
,Espresso” zubereitet.

Zu dieser Gruppe zahlen auch die gekauften Espressos von den Coffeeshops.

Die Espressos wurden vor der SPE zentrifugiert, da diese trilb waren und man somit

eine Verstopfung der Saule verhindern konnte.

3.2.7.2 Filterkaffee

Die ausgewahlten Kaffeearten, die als ganze Bohnen erhaltlich waren, wurden als

solche gekauft und die restlichen als gemahlener Kaffee. Der Bohnenkaffee wurde

zuerst gemahlen, der Mahlkaffee konnte gleich so verwendet werden. Alle diese

gekauften Kaffeesorten wurden mit einer Filterkaffeemaschine zubereitet. Dabei

wurde ein handelsiblicher Kaffeel6ffel genommen, um die Menge des gemahlenen

Kaffees fiir jede einzeln zubereitete Tasse (150ml) gleich zu halten.

3.2.7.3 Kapseln und Pads

Die ausgewahlten Kapseln und Pads wurden mit der entsprechenden Kaffeemaschine

zubereitetet.

3.2.7.4 Kaffee von Coffeeshops

Die diversen Kaffeevariationen wurden in den drei gewahlten Coffeeshops gekauft.
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3.2.7.5 Kaffeefertiggetranke

Die Kaffeefertiggetranke wurden in Osterreichischen Supermarkten und Diskounter

gekauft.

3.2.8 Probenaufbereitung

Die Probenaufbereitung umfasst je nach Beschaffenheit der Probe 3-5 Arbeitsschritte
und spielt fir die HPLC-Analyse eine wichtige Rolle. Durch diese Schritte werden die
Proben entsprechend aufbereitet, um ein quantitatives und reprasentatives Resultat

zu erzielen.

3.2.8.1 Zentrifugieren

Einige Proben wurden vor der SPE-Aufbereitung zentrifugiert, um eine Verstopfung
des Filters in der Saule zu vermeiden.

Des Weiteren mussten auch Proben, die nach der Konzentrierung und
Wiederauffillung mit HPLC-Wasser trib wurden, zentrifugiert werden, um eine klare
Probe fiir den letzten Analyseschritt zu erhalten. Die Proben miissen bei der HPLC-
Analyse ein klares Bild aufweisen, da triibe Proben ansonsten die Saule in der HPLC

verstopfen kénnen und es somit zu keinem sinnvollen Resultat kommt.

3.2.8.2 Proteinfallung

Bei milchhaltigen Kaffeegetranken musste man vor der SPE das storende Protein

entfernen. Bei dieser Methode wurde die entsprechende Menge an 50%iger meta-
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Phosphorsadure zur entsprechenden Probemenge zugesetzt, um ein Endvolumen von
1ml klarer Probe zu erhalten. Der Volumenunterschied, siehe Tabelle 8, ergibt sich
daraus, dass die Kaffeefertiggetranke und Kaffees von diversen Coffeeshops einen sehr
hohen Milchanteil im Vergleich zum selbstgemachten Kaffee, der fiir den Lagerversuch
zubereitete wurde, beinhalten.

Vor dem Einsatz der 50%igen meta-Phosphorsaure wurden zum Ausfadllen die
organischen Losungsmitteln, Methanol und Ethanol, herangezogen. Dabei stellte sich
aber heraus, dass man fiir 1ml klare Probe ein zu hohes Volumen von Methanol bzw.
Ethanol benétige, um ein entsprechendes Resultat zu erzielen und die Probe demnach
entsprechend verdiinnt wird. Um das zu vermeiden, wurde die Proteinfallung mit der
meta-Phosphorsaure gemacht, da hier viel kleinere Volumina notwendig sind um die
Proteine quantitativ zu fallen.

Nach der Zugabe der 50%igen Meta-Phosphorsdure zur Kaffeeprobe wurden die
Proben zentrifugiert, damit sich das ausgefallte Protein im Probenrdohrchen absetzt.
Der fliissige Uberstand wurde in ein neues Probenréhrchen tiberfiihrt und nochmals
zentrifugiert, um Restprotein auszufallen und damit eine klare Probe fiir den weiteren
Analyseschritt zu erhalten.

Bei Kaffeefertiggetranke mit >3,5%igem Fett im Milchanteil musste man 2-3 Stunden
zentrifugieren und anschlieBend die Proben Uber Nacht im Kiihlhaus (4°C) stehen
lassen, um einen klaren Uberstand zu erhalten, der dann weiter verwendet werden

konnte.

Tab. 12: Proteinfillung

Volumen des fertigen Volumen der 50%igen meta-
Kaffees Phosphorsaure
Lagerversuch 3ml 0,1ml
Kaffeeproben 8 ml 0,8ml
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3.2.8.3 Festphasenextraktion

Zur Aufbereitung des Mischstandards und der einzelnen Proben wurde die Sdule von
Oasis HLB 1cc Extraction Cartridges verwendet. Wahrend der Aufbereitung wurde die
Saule in ein Zentrifugenrohrchen gehdngt, um die Substanzen (Methanol, Wasser,
Probe) zu sammeln. Beim letzten Schritt wurde immer ein neues Zentrifugenréhrchen
genommen, da dieses Eluat zur weiteren Analyse verwendet wurde. In der folgenden
Tabelle ist die Reihenfolge der Substanzen, die bei der SPE verwendet wurden,

ersichtlich.

Tab.13: Konditionierung der SPE

Schritt 1 1ml | Methanol

Schritt 2 1ml | HPLC-Wasser

Schritt 3 Iml Probe

Schritt 4 1ml HPLC-Wasser

Schritt 5 Iml Methanol

3.2.8.4 Konzentrierung

Nach der SPE wurden die Proben in Eppendorfer-Tubes Uberflihrt und mit offenem
Deckel solange in den Konzentrator gestellt, bis sich das Volumen von 1ml auf 0,4ml
reduzierte. Als Hilfestellung wurde auf dem Eppendorfer-Tube eine Markierung bei
0,4ml gemacht.

Dieser Analyseschritt ist notwendig, um den alkoholischen Anteil zu verringern.
Weiters erzielte man dadurch auch eine bessere Auftrennung der Methylxanthine, v.a.
bei Theophyllin und Paraxanthin.

Nach der Aufkonzentrierung wurde abschlieBend auf 1ml Volumen mit HPLC-Wasser
wieder aufgefiillt. Danach wurden triibe Proben nochmals zentrifugiert, um restliche
Verunreinigungen zu eliminieren und eine klare Probe fiir die endgiiltige Analyse
mittels HPLC zu erhalten. Fir die HPLC-Analyse wurden die aufbereiteten Proben in

Autosamplerflaschchen Gberfihrt.
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3.2.9 Analyse der Kaffeeproben

3.2.9.1 HPLC-Bedingungen

=  Mobile Phase A: 80,6% Wasser
=  Mobile Phase B: 19,4% Acetonitril

=  HPLC-Saule: Fortis Phenyl (150 x 2,1mm) von Technologies Ltd.

= |njektionsvolumen: 10ul

= Flussrate: 0,2ml/min

=  Programmdauer: 15 min

= UV-Absorption: 270 nm

=  Pumpendruck: 200-300 bar

= Temperatur: 25°C

3.2.9.2 Statistische Auswertung

Bei der statistischen Auswertung der einzelnen Konzentrationen wurden der

Mittelwert und die Standardabweichung ermittelt.

Bei der Berechnung der Konzentrationen muss darauf geachtet werden, dass man den

Verdiinnungsfaktor miteinbezieht.
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4. ERGEBNISSE

In den folgenden Tabellen werden die Ergebnisse der einzelnen Kategorien dargestellt
und im anschlieBenden Punkt 5 diskutiert.

Vorab eine kurze Information zu den Abkiirzungen und der Auswertung:

= Abc..Auswertung mit den Standardgeraden, die bei der ersten Messung
ermittelt wurden

= Abc..Auswertung mit den Standardgeraden, die bei der zweiten (erneuten)
Messung ermittelt wurden

= ND...Nicht Detektiert

= N...Nachweis der Substanz, d.h die Substanz wurde zwar detektiert, aber der

Gehalt konnte nicht ermittelt werden, da der Wert zur Berechnung zu klein war

Tab.14: Standardgeraden von der ersten und zweiten Messung

Standard Standardgeraden

erste Messung zweite Messung

Theobromin | x=(y-13360,21)/1210,47 | x=(y-9083,63)/1549,16

Theophyllin | x=(y-1659,59)/1724,98 | x=(y-1069,52)/2183,67

Paraxanthin | x=(y-3382,86)/1581,58 | x=(y-5433,34)/1971,47

Koffein x=(y-29664,84)/1230,91 | x=(y-27321,09)/1546,76
X...ermittelte Konzentration, y...Area (Peakarea)
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4.1 Espresso

Tab.15: Espresso

Marke Sorte Theobromin | Theophyllin | Paraxanthin Koffein
[mg/I] [mg/I] [mg/1] [mg/I]

lly Normale 21,38+0,07]11,48+0 ND 843,35 +4,52
Rostung

Jacobs Auslese 7,52+0,11 | 1,95 +0,04 ND 819,42 +1,11

Julius Meinl Wiener 14,08+ 0,62 | 3,51 +£0,02 ND 773,04 + 16,86
Art
Wiener 8,70+£0,2 | 5,62 +0,53 ND 766,37 £ 0,53
Crema

Lavazza Cremoso 1561+0,05| 1,230 ND 846,88 + 0,08
d’Oro 7,17 £2,55 1 1,05+ 0,01 ND 765,94 + 59,55
Perfetto 11,11+ 1,10 | 2,62 £ 0,02 ND 857,52 + 2,10

Tchibo Maildander | 14,75+0,22]1,89+0,01 ND 753,59 + 11,57
Art
Sizilianer 9,68 £ 2,50 ND N 916,45 + 2,03
Art

Segafredo Selezione 10,74 + 0,00 | 0,80 £ 0,80 N 936,77 £ 0,82
Oro

EZA! 18,24+ 1,18 | 1,12 +0,09 ND 831,63 + 1,90

Ja!Natiirlich* 5,34 0,06 ND ND 849,68 + 37,57

Natur Aktiv* 15,86+ 0,05 ] 1,42 +0,01 ND 851,72 +1,02

Spar Natur 13,38+1,37 | 3,77 £0,03 2,790 920,39 + 14,48

Pur'

' Biokaffee

43



4.2 Filterkaffee

Tab.16: Crema

Marke Sorte Theobromin | Theophyllin | Paraxanthin Koffein
[mg/1] [mg/1] [mg/I] [mg/I]

Tchibo Vollmundig | 4,02 £+ 0,34 4,81 +0,37 2,51+0,05 |723,83+2,20
Mild 3,52+0,14 4,16 £ 0,13 0,22+0,22 | 756,20+ 11,99

Jacobs Classico 2,97 +0,43 1,60 £ 0,02 3,47 +0,12 | 831,04 £50,09
Intenso 4,07 £0,36 4,10 £ 0,15 N 760,15 t 3,57

Lavazza Classico 2,97 £0,03 N ND 703,43 £2,42
Dolce 3,60+0,20 0,28 £ 0,02 ND 844,76 + 0,98

Segafredo | Selezione 2,10+ 0,90 0,05 + 0,05 0,50+ 0,50 | 907,57 +7,86

Tab.17: Biokaffee
Marke Sorte Theobromin | Theophyllin | Paraxanthin Koffein
[mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]

Tchibo Privat 2,18+0,43 |6,54+0,53 N 742,74 + 7,28
Kaffee

EZA Organico N 10,65 £ 0,88 N 812,31+1,21
Mild

B.J. Intencion 4,71+0,87]14,49+0,63 1,38+0,13 749,95 £ 17,95

Darboven Ecologico

ECHT BIO Hochland- 1,75+0,02]0,43+0,01 N 560,23 + 15,83
Kaffee

Spar 491+0,35] 2,66 £0,02 0,96 £ 0,09 692,96 + 2,15

Natur Pur

Ja! Hochland- 3,70£0,06 14,340 0,28 £0,28 750,61 +£0,17

Natiirlich Kaffee

In der Abbildung 17 ist ein Chromatogramm einer Probe ersichtlich, dass Koffein im
Vergleich zu Theobromin, Theophyllin und Paraxanthin in viel héherer Konzentration in
Kaffee vorliegt. Die anschlieRende Abbildung zeigt wie nah nacheinander Theopyllin

und Paraxanthin detektiert wurden.
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4.3 Kapsel & Pads

Tab.18: Nespresso

Variation Theobromin | Theophyllin Para- Koffein
[mg/1] [mg/1] xanthin [mg/1]
[mg/1]

Espresso Livanto 11,82 +0,27 1,05+0,19 ND 824,11 £ 0,45
Capricio 6,67 £0,13 0,94 £ 0,05 ND 825,53 +1,96
Volluto 12,92 £ 0,09 0,35+0,18 ND 910,72+ 7,61
Cosi 10,35+ 0,06 2,64 +0,09 N 822,94 + 27,74
Kazaar 8,04 +£0,01 ND N 892,08 £ 8,12

Ristretto Dharkan 13,12 +0,02 ND ND 824,61 +0,28
Ristretto 19,83+1,76 1,170 ND 793,85+ 1,90
Arpeggio 19,05+ 0,02 1,73 +0,02 ND 782,36 +3,77
Roma 21,58+0,14 1,61+0,82 ND 842,55 + 4,68

Lungo Fortissio 8,62+0,14 | 1,84+1,22 ND 758,69 + 15,73
Linizio 5,71+0,06 | 1,33+0,02 ND 749,86 + 23,97
Vivalto 6,04+0,92 | 3,02+0,26 ND 703,49 + 4,7

Geschmack Karamell 2,64 £0,47 0,98 +0,16 ND 513,11 + 26,06
Schoko 3,03+0,40 2,54 £ 0,06 ND 571,60 + 15,69

In folgendem Chromatogramm wurde nur Theobromin, Koffein und Theopyhllin, das

jedoch schon eine duBerst niedrige Konzentration aufweist, detektiert.
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Tab.19: Senseo

Variation | Theobromin | Theophyllin | Paraxanthin Koffein
[mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]
Espresso 3,33+£0,01 1,66 £ 0,03 N 599,88 + 3,65
Cappuccino N N N 238,46 + 3,35
Latte N N N 75,19+ 1,79
Macchiato
Tab.20: Tassimo
Variation Art Theobromin | Theophyllin | Paraxanthin Koffein
[mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]
Espresso (Classic) 5,43 £ 0,02 N N 895,13 £ 2,47
Ristretto 11,34 £ 0,02 N N 881,28 +4,11
Crema Classico 4,42 +0,05 ND ND 734,24 + 2,38
Intenso 5,15+0,01 | 1,12+0,01 N 787,83 +2,12
Latte (classic) N 1,92 £0,01 N 651,11 +5,93
Macchiato Karamell N 3,11+0,03 N 654,80 + 25,94
Cappuccino ND 4,51 +0,02 ND 731,00+ 13,71
Tab.21: Caffissimo
Variation Art Theobromin | Theophyllin | Paraxanthin Koffein
[mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]
Espresso | Kraftig 9,93+1,36 2,13+0,01 N 806,45 + 4,88
Elegance 7,92+7,92 | 0,57+0,57 N 678,82 + 126,22
Classico 1,32+0,09 1,47 +£0,37 ND 613,47 + 8,8
Crema Mild 6,25 + 6,25 3,30+0,62 N 525,71 + 369,57
Elegance 10,26 + 6,73 2,96 £+ 0,88 N 750,80 + 92,94
Vollmundig N 4,31 +0,56 N 508,25 + 32,36
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4.4 Coffeeshops

48

Tab.22: Coffeeshop Company

Variation Theobromin | Theophyllin Paraxanthin Koffein
[mg/I] [mg/I] [mg/I] [mg/I]
Espresso 8,60 £0,01 1,57 +£0,04 N 761,85 £ 17,09
Caramel N 3,31+0,03 3,99 1,67 480,37 £ 3,47
Macchiato
Caffe Latte N ND ND 385,17 £ 95,64
N ND ND 252,61 416,90
Cappuccino N ND ND 549,92 £ 7,64
Tab.23: Mc Cafe
Variation Theobromin Theophyllin | Paraxanthin Koffein
[mg/I] [mg/l] [mg/I] [mg/l]
Espresso 9,64 + 0,03 1,80+ 1,80 ND 836,91 + 2,89
Latte 0,90 £ 0,90 1,16 £ 0,45 ND 512,40 + 40,73
Macchiato
Caramel N 0,53 +0,01 ND 498,95 + 5,43
Macchiato
Cappuccino N 1,11 £0,03 ND 590,59+ 2,1
Caffe Latte N 5,1+0,51 ND 414,36 £ 0,76
Vanilla Latte | 54,76 + 4,92 0,30+0,18 ND 367,05 +179,47
55,49 + 3,47 0,25+0,22 ND 352,51 +165,61
Tab.24: Starbuck’s
Variation | Theobromin | Theophyllin | Paraxanthin Koffein
[mg/I] [mg/I] [mg/I] [mg/I]
Espresso 9,55+0,53 2,11+ 0,05 N 787,10 £ 17,39
Caramel N 0,65 + 0,02 N 221,74 £ 13,49
Macchiato
Caffe Latte N 0,38 +£0,03 N 223,42 £ 11,75
Cappuccino 1,37+ 1,37 0,52 £ 0,06 ND 575,41 £ 191,16
1,79+1,79 0,73+0,11§ 0,73+ 0,73 551,25+ 173,32
Vanilla N 0,14+0,14 N 215,60 £ 77,88
Latte N 0,09 £0,09 ND 208,59 * 68,66




4.5 Kaffeefertiggetranke

Tab.25: Kaffeefertiggetranke

Marke Variation | Theobromin | Theophyllin Para- Koffein
[mg/1] [mg/1] xanthin [mg/1]
[mg/I]

Emmi Cappuccino | 31,20+0,97 ] 0,79 £0,02 ND 527,90 + 1,47
Latte N ND ND 534,02 + 8,56
Macchiato
L.M N 9,87 +0,38 ND 391,07 + 16,08
Caramell
L.M. Vanille N 0,1+0,1 N 406,20 £ 32,89

Iced Afro Espresso N 1,48+ 0 N 583,49 + 2,19

Coffee Cappuccino N 1,18 £ 0,08 N 490,08 + 13,73
Latte N 0,76 £0 N 303,03 £ 0,50
Macchiato

JalNatiirlich | Caffe Latte N 0,03 + 0,03 N 255,24 + 1,23
Cappuccino N 0,82+0,21 N 474,72 + 38,14

NOM Espresso N 2,09+0,33 N 332,32+0,13
Cappuccino 7,00£0,03]16,35+0 ND 271,59 £ 4,94
Latte ND 0,14+0,14 N 284,81 +0,94
Macchiato

Penny to go | Espresso N 1,58 £+ 0,17 N 639,44 + 2,89
Cappuccino 37,760,341 1,25+0,1 ND 487,38 + 15,11
L. M. N ND ND 411,27 £29,04
Vanille
L.M. N ND ND 467,76 £+ 4,91
Karamell
Cappuccino | 33,48+1,09 | 0,90+0,13 ND 439,46 + 4,93
Latte N ND ND 466,77 £ 20,77

SBUDGET Macchiato
L.M. Vanille N ND ND 423,62 +£5,63
L.M. N N ND 462,65 + 18,01
Karamell

Tizio Espresso N ND N 621,36 + 2,07
Cappuccino 32,77 £ 0,59 ND N 476,48 + 0,56
Latte N ND ND 542,03 +0,91
Macchiato

Starbucks Seattle N 3,30+ 0,01 N 560,32 £ 9,95
Latte
(Espresso)
Caramel N 7,51+0,24 N 523,80+ 4,14




5. DISKUSSION

5.1 Allgemein

Bei der Analyse wurden insgesamt 194 Kaffeeproben diverser Variationen auf ihren
Theobromin-, Theophyllin-, Paraxanthin- und Koffeingehalt untersucht. Dabei ist
festzuhalten, dass es sich um 97 verschiedene Einzelkaffeeprodukte handelt und je
Produkt zwei Proben zubereitet bzw. gekauft wurden. Von jeder Kaffeeprobe wurde
jeweils eine Einzelbestimmung durchgefiihrt. Die Kaffeeproben wurden vom
Osterreichischen Lebensmittelhandel und von drei ausgewahlten bekannten
Coffeeshops gekauft.

Die Kaffeeprodukte wurden in 5 Kategorien klassifiziert, die in der folgenden Tabelle

aufgelistet sind.

Tab. 26: Anzahl der Kaffees je Kategorie

Kaffeekategorie Anzahl
Espresso (inkl. 4 Bio) 14
Filterkaffee Crema 7
Bio 6
Kapsel & Pads | Nespresso 14
Senseo

3
Tassimo 7
Caffissimo | 6
Coffeeshop Coffeeshop | 4

Company

MC Cafe 6

Starbuck’s | 5
Fertiggetranke 25

Die analysierten Methylxanthinkonzentrationen beider Probe vom selben Produkt
weisen bis auf wenige Ausnahmen keine starken Schwankungen auf. Es ist daraus zu
schliefen, dass vor allem bei den vorportionierten und einzeln abgepackten
Kaffeeprodukten, wie Kapsel und Pads, die Kaffeemenge sowohl qualitativ als auch

quantitativ passt.
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Der Paraxanthingehalt wurde am wenigsten detektiert bzw. lag der Wert zur
Berechnung unterhalb des gewahlten Konzentrationsbereichs.

Fir Koffein wurde eine Abweichung fiir die jeweils zwei Proben gleicher Art von max.
15% festgelegt, da Koffein das Hauptalkaloid in Kaffee ist. Falls die Abweichung mehr
als 15% war, wurden diese Proben erneut aufbereitet und gemessen, um ausschlieBen
zu koénnen, dass kein Arbeitsschritt vergessen wurde bzw. unachtsam gearbeitet
wurde. Koffein ist namlich das Hauptalkaloid in Kaffee. Bei dessen Synthese bzw. auch
Abbau in der Kaffeepflanze spielen die Substanzen Theophyllin, Theobromin und
Paraxanthin eine wichtige Rolle und kénnen deshalb in geringerer Konzentration in
Kaffee vorkommen. Theobromin ist hingegen als dominierendes Purinalkaloid in der
Kakaopflanzen vertreten [Ashihara et al., 2008]. Paraxanthin kommt natirlicher Weise
nicht in Lebensmitteln vor[Aresta et al., 2005]. Obwohl es der aktivste Hauptmetabolit
des Koffeins ist, enthalt die Kaffeepflanze nur Spuren von Paraxanthin (siehe S.5)
[Ashihara et al., 2008]. Aufgrund dessen darf die Abweichung bei den drei
Hauptmetaboliten einen etwas héheren Prozentsatz aufweisen, da diese verglichen

mit Koffein in deutlich geringerer Konzentration im Kaffee vorliegen.

5.2 Kaffeekategorien: Methylxanthinkonzentrationen

5.2.1 Espresso [Tab.15]

Bei allen Espressos, die mittels Kaffeevollautomaten zubereitet wurden, wurde ein
Theobromingehalt gemessen, wobei dieser aber im Vergleich zueinander starke
Schwankungen aufweist. Die niedrigste Konzentration liegt bei 5,28 mg/l und die
hochste bei 21,45 mg/I.

Mit Ausnahme von zwei gemessenen Proben kommt Theophyllin in allen Proben vor.

Die Konzentration jedoch ist verglichen mit Theobromin um einiges niedriger.
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Paraxanthin wurde in 3 Espressos nachgewiesen. Ein Gehalt konnte jedoch nur bei
einem Produkt ermittelt werden, da bei den anderen zwei Espressos der fiir die
Berechnung der Konzentration analysierte Wert zu klein war.

Der Koffeingehalt schwankt zwischen 742,02 und 937,59 mg/I.

In einer Studie von Gennaro und Abrigo (1992) wurde neben Tee und Cola auch beim
Espresso der Koffein- und Theobromingehalt untersucht. Die Koffeinkonzentration ist
verglichen mit den analysierten Espressoproben wesentlich héher; diese liegt namlich
bei 1760 + 8 mg/l. Bei Theobromin wurde auch ein etwas héherer Wert ermittelt,
namlich 27 = 2 mg/I.

Vergleicht man zwei oder mehrere Sorten gleicher Marke, liegen Schwankungen der
einzelnen Methylxanthinkonzentrationen vor, wobei bei Theobromin die starkste
Abweichung vorzufinden ist.

Bei den Bio-Espressos sind die ausgewerteten Konzentrationen ahnlich. Der
Ja!Natrlich Espresso weist jedoch um rund zwei Drittel geringeren Theobromingehalt
im Vergleich zu den anderen 3 Bio-Espressos auf.

Studien, in denen nur der Koffeingehalt in Espresso bestimmt wurde, werden im Punkt

5.7.1 erlautert.

5.2.2 Filterkaffee [Tab. 16-17]

Das Vorkommen der drei Hauptmetaboliten von Koffein bei den ausgewahlten
Filterkaffees ist ahnlich den Espressosorten; diesbezliglich ist aber zu beachten, dass
der Theobromingehalt bei diesen Kaffeearten bei <6 mg/l liegt und der
Paraxanthingehalt bei allen Bio-Kaffees nachgewiesen werden konnte.

Die niedrigste Koffeinkonzentration weist der Echt Bio Hochlandkaffee mit 544,4 mg/I
auf, ansonsten schwankt dieser zwischen 690,81 und 915,43 mg/I. Diese Werte finden
sich wieder im ermittelten Konzentrationsbereich, der in den Studien von Barone und

Roberts (1996) und Gilbert et al. (1976) bei gefiltertem Kaffee analysiert wurde. Bei
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Barone und Roberts (1996) liegt ein Bereich von 36,6 - 148,1 mg/150ml (244 - 987,33
mg/l) und bei Gilbert et al. (1976) von 195 - 1170 mg/I vor. Beide Studien weisen aber
eine wesentlich groRBere Spannweite im Vergleich mit diesen analysierten
Kaffeeproben auf. In einer Studie von Santini et al. (2011) wurde der Koffeingehalt von
verschiedenen Kaffeezubereitungsmethoden analysiert, wobei der ,American Coffee”
vergleichbar mit dem hier untersuchten Filterkaffee ist. Der ,American Coffee” wies
eine niedrigere Koffeinkonzentration (0,321 mg/ml) verglichen mit den analysierten
Filterkaffeeproben auf. Weiters veroffentlichte die US FDA - Food and Drug
Administration - in einem Report im Jahr 2012 den Koffeingehalt von Getranken und
Lebensmitteln, wobei auch Filterkaffee mit einem Koffeinkonzentrationsbereich von
95-330/8 fl. 0z (231,8 - 805,2 mg/I) angeflihrt ist. Es ist somit auch hier ersichtlich, dass
der Koffeingehalt groBen Schwankungen unterliegt.

Die zwei ausgewahlten Sorten einer Marke zeigen im Vergleich keine starke
Abweichung der einzelnen Methylxanthine; beim Bio-Kaffee hingegen schwankt der
Theophyllingehalt zwischen 0,42 und 11,53 mg/I.

In einer anderen Studie, in der Gehalt von Koffein, Theobromin und Theophyllin

mittels HPLC in diversen Lebensmitteln ermittelt wurde, kam man bei Filterkaffee zu

folgenden Resultat [Bispo et al, 2002]:

Tab. 27: Methylxanthinkonzentrationen im Filterkaffee [modifiziert nach Bispo et al, 2002]

Kaffeeprobe Koffein [mg/I] Theobromin [mg/I] Theophyllin [mg/1]

A 350 17,0 <107’

B 67,0 <107 <107’

Es wird auch hier gezeigt, dass starke Schwankungen bei den einzelnen

Methylxanthinkonzentrationen vorliegen, jedoch weichen diese Werte von den

analysierten Filterkaffeeproben ab.
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5.2.3 Kapseln & Pads [Tab.18-21]

Bei den derzeit sehr beliebten Kapseln und Pads schwanken die
Theobrominkonzentrationen stark im Vergleich zu den anderen analysierten
Methylxanthinderivaten. Die hochste Konzentration liegt bei 21,72 mg/l und die
niedrigste Konzentration bei 1,23 mg/l, wobei zu beachten ist, dass bei 4 Proben der
Theobromingehalt zwar nachgewiesen wurde, aber nicht ausgewertet werden konnte,
da diese unterhalb des festgelegten Konzentrationsbereichs lagen. Bei Paraxanthin gab
es bei fast allen ausgewdhlten Kapseln- und Pads-Produkten auch nur einen Nachweis.
Bei 3 Tassimo-Proben ist eine starke Abweichung bei der Koffeinkonzentration
ersichtlich [Tab. 20]. Dies ist moglicherweise darauf zurickzufiihren, dass die
Probenfarbe beider Proben gleicher Art im Vergleich unterschiedlich war; eine war viel
dunkler als die andere. Bei der dunklen wurde, wie erwartet, die hohere Konzentration
gemessen.

Im Vergleich zu allen ausgewahlten und analysierten Kaffeeproben weist der Senseo
Latte Macchiato mit 73,4mg/| die niedrigste Koffeinkonzentration auf [Tab. 19].
Auffallend niedrig ist auch der Koffeingehalt beim Senseo Cappuccino verglichen mit
Cappuccinos von Coffeeshops und Kaffeefertiggetranken [Tab. 19 und 22-25].
Diesbezlglich ist zu erwdhnen, dass diese beiden Senseovariationen ein aduBerst
wassriges Erscheinungsbild hatten im Vergleich zu den anderen.

In einer Studie von Ribeiro et al. (2014) wurde der Koffeingehalt von Espresso anhand
von unterschiedlichen Ausfiihrungen unter anderem auch per Kapsel und one-way-
Verpackungen, vergleichbar mit den hier untersuchten Pads, analysiert. Bei den
Kapseln liegt der Koffeingehalt bei 3,15 + 0,10 mg/ml (3150 + 100 mg/l) und bei den
one-way Verpackungen bei 2,96 + 0,14 mg/ml (2960 + 140 mg/I). Auch Candeias et al.
(2009) untersuchte die Koffeinkonzentration in Espresso-Kapseln; die niedrigste liegt
bei 1802 mg/l und die hochste bei 2432,8 mg/l. Im Vergleich zu den analysierten
Espressoproben der ausgewdhlten Kapseln und Pads wurde eine wesentlich héhere

Koffeinkonzentration in diesen beiden Studien ermittelt.
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5.2.4 Coffeeshops [Tab. 22-24]

Alle ausgewahlten Kaffeevariationen der drei Coffeeshops ergaben einen Nachweis
der Koffeinhauptmetaboliten Theobromin und Theophyllin. Die ausgewdahlten Kaffees
wurden jeweils beim gleichen Coffeeshop gekauft. Bei vier Kaffeeprodukten lag nach
der ersten Messung eine sehr starke Abweichung (bis zu 66%) bei der
Koffeinkonzentration der zwei Proben gleicher Art vor [Tab. 22-24]. Diese Proben
wurden deshalb nochmals neu aufbereitet und analysiert. Die zweite Messung ergab
das gleiche Resultat wie bei der ersten Messung. Es stellte sich die Frage, warum diese
starken Schwankungen vorliegen. Bei genauer Betrachtung der Proben war ersichtlich,
dass die eine Probe deutlich dunkler als die zweite Probe desselben Produkts war.
Deswegen ist anzunehmen, dass die Ursache fir diese starke Abweichung das
ungleiche Verhaltnis Espresso : Milch ist. In der Studie McCrusker et al. (2003) kam
man zu einem dhnlichen Ergebnis. Man hat sechs Espressos, die beim gleichen
Coffeeshop, aber an verschiedenen Tagen gekauft wurden, analysiert. Weiters zeigen
zwei andere Studie auch ein solches Resultat, wobei man die Espressos noch zusatzlich
an unterschiedlichen Standorten gekauft hat [Desbrow et al., 2012; Hackett et al.,
2008]. Man geht davon aus, dass dieser Konzentrationsbereich mit enormer
Spannweite auf die Vielfalt der Kaffeesorten, die als Kaffeemischungen dem
Kaffeeproduzenten geliefert werden, zuriickzufihren ist. Als weitere Ursache wird
noch die Art und Weise wie der Barista den Kaffee zubereitet genannt; also ist die
Menge des Kaffees und des Wassers sowie dessen Temperatur ausschlaggebend

[Desbrow et al., 2012].

5.2.5 Fertiggetranke [Tab. 25]

Theobromin wurde bei allen bis auf eine Probe detektiert, jedoch lagen die meisten

Werte sowie bei Paraxanthin unter dem festgelegten Konzentrationsbereich. Die
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berechneten Konzentrationen fiir Theobromin- ausgenommen NOM Cappuccino (~ 7
mg/l) - haben einen hoheren Wert (> 30 mg/l) im Vergleich zu den anderen
Kaffeeproben (< 22 mg/I).

Der Theophyllingehalt konnte hingegen bei mehreren Proben ermittelt werden.

Die Koffeinkonzentration bei den Fertiggetranken der unterschiedlichen Hersteller
liegt zwischen 254,01 und 623,43 mg/I.

Alle drei Produkte von NOM weisen im Vergleich zu den anderen Fertiggetridnken die
niedrigste Koffeinkonzentration auf; ein Grund dafiir konnte sein, dass bei diesem

Kaffeeprodukt Kaffeeextrakt anstatt Kaffee verwendet wurde.

In zwei verschiedenen Studien wurde l6slicher Kaffee auf den Gehalt von Koffein,
Theobromin und Theophyllin untersucht. Vergleicht man die Konzentrationen der
analysierten Kaffeeproben, bei der Loskaffee verwendet wurde (Fertiggetranke der
Marke Iced Afro Coffee), mit der Studie von Bispo et al. (2002) und von De Aragao et
al. (2005) so kommt man nicht zum selben Resultat [Tab. 28]. Weiters wurde in
mehreren Studien, die in der Tabelle 28 aufgelistet sind, nur der Koffeingehalt von
Loskaffee, die unter anderem auf dem kenianischen [Waniyka et al. 2010],
brasilianischen [Rojo Carmago et al., 1997] und algerischen [Belguidoum et al., 2014]
Markt angeboten werden, bestimmt. Auch der US FDA Report 2012 veroffentlichte
Resultate dazu. Von den angefiihrten Studien weisen vier, verglichen mit den
analysierten Kaffeeproben, abweichende Koffeinkonzentrationen auf, wobei bei
Belguidoum et al. (2014) im Vergleich mit allen angefiihrten Studien bzw. mit den
analysierten Proben der niedrigste Koffeingehalt ermittelt wurde. Vor allem bei
Heckmann et al. (2010), aber auch bei Wanyika et al. (2010) und Gilbert et al. (1976),

liegt die starkste Schwankungsbreite vor.
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Tab.28: Methylxanthinkonzentrationen im l6slichen Kaffee

Loskaffee Koffein (Bereich) Theobromin Theophyllin [mg/1]
[mg/1] [mg/1]
Bispo et al. (2002) 122 12 15
De Aragao et al. (2005) 771,40 11,50 <0,06
Belguidoum et al. (2014) | 65,80-78,28 - -
US FDA Report (2012) 30-70mg/8 fl oz - -
[127 - 295]
Rostagno et al. (2011) 70 - -
Heckmann et al. (2010) 27-173 mg/8oz - -
[113,94 - 730,06]
Wanyika et al. (2010) 325,40 - 708,91 - -
Olmos et al. (2009) 210-440 - -
Knight et al. (2004) 75mg/8 fl oz - -
[317]
Camargo et al. (1997) 616,70 - 816,70 - -
Gilbert et al. (1976) 102 - 559 - -
Iced Afro Coffee:
Espresso 583,49 £ 2,19 <LOD 1,48 £ 0
Cappuccino 490,08 + 13,73 <LOD 1,18 £0,8
Latte Macchiato 303,03 £ 0,50 <LOD 0,76 £ 0

Des Weiteren wurden die gemessenen Koffeinkonzentrationen mit denen, die die

Hersteller auf deren Produkte vermerken, verglichen. Dabei hat sich herausgestellt,

dass bei den analysierten Proben der Koffeingehalt héher ist als angegeben. Bei zehn

Proben ist dieser um den Faktor >1,5 hoher [Tabelle 29]. Ein dhnliches Ergebnis zeigte

sich in einer

Studie von Desbrow et al. (2012), in der unter anderem bei

Kaffeemilchmischgetranke der Koffeingehalt gemessen wurde. Die meisten von diesen

untersuchten Fertiggetranken wiesen auch eine hoéhere Koffeinkonzentration im

Vergleich zur Herstellerangabe auf.
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Tab. 29:

Kaffeefertiggetranke: analysierter Koffeingehalt im Vergleich mit Herstellerangabe
Marke Variation Koffein | Koffeingehalt % Differenz
[mg/1] laut Hersteller zum
Hersteller
Emmi Cappuccino | 527,90 80 mg/230ml 52
(348 mg/l)
Latte 534,02 80 mg/230ml 53
Macchiato
L.M. 391,07 60 mg/230ml 50
Caramell (261 mg/l)
L.M. Vanille | 406,20 60 mg/230ml 56
Iced Afro | Espresso 583,49 ca. 35 mg/100ml 67
Coffee Cappuccino | 490,08 ca. 30 mg/100ml 63
Latte 303,03 ca. 23 mg/100ml 32
Macchiato
JalNatirlich | Caffe Latte | 255,24 15mg/100ml 70
Cappuccino | 474,72 30mg/100ml 58
NOM Espresso 332,32 | ca.28 mg/100ml 19
Cappuccino | 271,59 ca. 17 mg/100ml 60
Latte 284,81 ca. 22 mg/100ml 29
Macchiato
Penny to go | Espresso 639,44 52 mg/100ml 23
Cappuccino | 487,38 35 mg/100ml 39
L. M. 411,27 35 mg/100ml 18
Vanille
L.M. 467,76 35 mg/100ml 34
Karamell
Cappuccino | 439,46 - -
Latte 466,77 - -
SBUDGET Macchiato
L.M. Vanille | 423,62 - -
L.M. 462,65 - -
Karamell
TIZIO Espresso 621,36 52 mg/100ml 19
Cappuccino | 476,48 35 mg/100ml 36
Latte 542,03 35 mg/100ml 55
Macchiato
Starbucks Seattle 560,32 - -
Latte
(Espresso)
Caramel 523,8 - -
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5.3 Koffeingehalt: Kaffeeproben im Vergleich

In den folgenden Punkten wird der Koffeingehalt der einzelnen Kaffeevariationen wie
Espresso (37), Caffe Latte (3)/Vanilla Latte (2), Cappuccino (12) und Latte Macchiato
(8)/ Caramel (8) bzw. Vanilla (3) miteinander verglichen. Es hat sich herausgestellt,
dass der Koffeingehalt bei jeder einzelnen Probe bis zu sehr starke Schwankungen

aufweist [Tab. 30].

Tab.30: Kaffeevariationen: Konzentrationsbereich von Koffein

Kaffeevariation Konzentrationsbereich
von Koffein [mg/I]

Espresso 332,19 -937,59

Latte Macchiato, 73,40 - 680,74

Latte Macchiato Caramel bzw. Vanilla

Cappuccino 235,11 -766,57

Caffe Latte, Vanilla Latte 137,72 - 546,52

5.3.1 Espresso

Der Koffeingehalt hat eine Spannweite von 332,19 bis 937,59 mg/l bei allen
untersuchten Espressos; wobei jedoch der Espresso mit 332,19 mg/I als AusreiRer,
verglichen mit anderen Espressos, zu vermerken ist. Die anderen weisen namlich eine
Koffeinkonzentration von >550 mg/| auf. In einer Studie von McCusker et. al (2003)
liegt der Koffeingehalt liegt zwischen 58,1 und 185,0 mg/Dosis. Desbrow et al. (2012)
hat hingegen aus 131 Espressos eine weitaus hohere Koffeinobergrenze ermittelt,
namlich mit einem Maximum von 7000 mg/l. Die Spannweite von allen analysierten
Espressos in dieser Studie reicht von 580 bis 7000mg Koffein/l. Auch Crozier et al.
(2012) und Candeias et al. (2009) kamen bei der Analyse von Espressos zu extrem
hohen Koffeinkonzentrationen; bei Crozier et al. (2011) wurde ein
Konzentrationsbereich von 1604,17 - 6500 mg/l und bei Candeias et al. (2009) von
2151,6 - 5651,6 mg/| ermittelt.

59



In einer anderen Studie von Desbrow et al. (2007), die in Australien durchgefiihrt
wurde, hat sich auch herausgestellt, dass die untersuchten Espressos stark
schwankende Koffeinkonzentrationen aufweisen (25 — 214 mg/Bedienung). Daten von
Food Standards Agency, 2004 (Vereinigtes Konigreich), liefern dhnliche Resultate.
Weiters zeigen zwei weitere Studien, in denen koffeinhaltige Getranke untersucht
wurden, grofle Spannweiten beim Koffeingehalt. In der Studie von Heckmann et al.
(2010) wird ein Koffeinkonzentrationsbereich von 240-720 mg/8o0z (1012,8 - 3038,4
mg/l) angegeben und bei Olmos et al. (2009) liegt der niedrigste Koffeingehalt bei 730
mg/l und der hochste bei 2760 mg/l. Der US FDA Report 2012 veroffentlichte auch
Daten zu Koffeinkonzentrationen von Espresso, die im Vergleich zu den bereits
erwahnten wesentlich niedriger sind. Der Konzentrationsbereich erstreckt sich nur

zwischen 122 und 366mg/I.

5.3.2 Latte Macchiato/Latte Macchiato Caramel bzw. Vanilla

Die Latte Macchiato-Proben sollten im Bereich der Methylkonzentrationen der
analysierten Espressoproben liegen, da diese auBer Milch einen Shot Espresso (~42ml)
enthalten. Bei den insgesamt 18 unterschiedlichen Latte Macchiato-Proben schwankt
die Koffeinkonzentration stark. Es lagen nicht alle in dem Konzentrationsbereich, der
beim Espresso ermittelt wurde. Viele weisen eine Koffeinkonzentration <550 mg/| auf.
Der Koffeingehalt liegt bei diesen Proben zwischen 200 und 680 mg/l, wobei ein
AusreiBer mit 73,4 mg/l die niedrigste Konzentration von allen analysierten
Kaffeeproben zu  vermerken ist. Als mogliche Ursache fir den
Konzentrationsunterschied wird der Aufbereitungsschritt ,Proteinfdllung” bei den
Latte Macchiato-Proben angenommen, da sich durch diesen zusatzlichen Arbeitsschritt

der Koffeingehalt verringert.
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5.3.3 Cappuccino

Der Grof3teil der analysierten Cappuccino-Proben hat einen Koffeingehalt zwischen 430
und 590 mg/I. Zwei Cappuccinos weisen eine Konzentration von >590 mg/| und

<700 mg/I auf, wobei bei einem die Koffeinkonzentration bei den zwei Proben gleicher
Art stark schwankt; weitere zwei Cappuccino-Proben haben einen Koffeingehalt von

<280 mg/I.

5.3.4 Caffe Latte/Vanilla Latte

Von den sechs unterschiedlichen Proben weist die Halfte, eine starke Abweichung
innerhalb der zwei Produkte gleicher Art auf. Der Konzentrationsbereich von Koffein
liegt unter Miteinbeziehung der sehr stark schwankenden Proben zwischen 137,72 und

546,52 mg/I.
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6. SCHLUSSFOLGERUNG

Die Analyse der Methylxanthine Koffein, Theobromin, Theophyllin und Paraxanthin
mittels HPLC unter den entsprechenden Bedingungen hat sich als geeignete Methode

bewadhrt.

Bei der manuellen Integration der einzelnen Peaks war es manchmal nicht so einfach
den richtigen Peak dem entsprechenden Methylxanthin zuzuordnen, da neben diesen
viele andere Substanzen aufgrund der komplexen Kaffeematrix detektiert wurden.
Diese Integration war jedoch notwendig, da die automatisierte Integration teilweise

ungenau war.

Beim Vergleich mit Literaturwerten ergab sich die Schwierigkeit vergleichbare Studien,
in denen alle vier Methylxanthinkonzentrationen in Kaffee analysiert wurden, zu
finden. In den meisten wurde nur das im Kaffee vorkommende Hauptalkaloid, das
Koffein, bestimmt. Ein moglicher Grund dafiir kdnnte sein, dass Theobromin und
Theophyllin vor allem in Kakao, Schokolade und Tee dominierende Substanzen [Aresta
et al. 2005] sind und dadurch dessen Analyse in diesen Produkten bedeutender ist. Der
Nachweis von Paraxanthin ist besonders schwierig, da es nicht natirlich in
Lebensmitteln vorkommt. Dessen Gehalt beruht auf die Art und Weise des Synthese-
bzw. Abbauweges der Substanz, bei der Paraxanthin als Abbau- bzw. Zwischenprodukt
eine wichtige Rolle spielt.

Sowohl die Literaturwerte als auch die Werte der hier analysierten Kaffeeproben
zeigen, dass der Koffeingehalt einer groRen Spannungsweite unterliegt. Diesbezlglich
kann man keiner Zubereitungsmethode bzw. Kaffeeart eine Koffeinkonzentration

zuteilen. Bei Espresso wurde der hochste Gehalt (~938 mg/I) ermittelt.

Im Hinblick auf die analysierten Kaffeeproben kénnte man durch Einbeziehung
unterschiedlicher Chargen und durch Doppelbestimmung der jeweils einzelnen Proben
eine genauere Qualitats- und Quantitatspriifung der Methylxanthinkonzentrationen
erzielen. Weiters kdnnte man noch die Kategorie Loskaffee miteinbeziehen, da diese

Art von Kaffee in mehreren Studien analysiert wird.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Koffein ist die bekannteste Substanz in Kaffee. Kaffee ist ein beliebtes Getrank
weltweit und wird in diversen Variationen angeboten. Anhand von festgelegten
Kaffeekategorien und ausgewahlten Kaffeevariationen wurde der Gehalt von Koffein
und seinen Hauptmetaboliten Theobromin, Theophyllin und Paraxanthin in insgesamt
194 Kaffeeproben analysiert. Zur Quantifizierung dieser Methylxanthine wurde eine
HPLC mit einem UV-Detektor verwendet, wobei eine analytische interne
Standardisierung miteinbezogen wurde.

Die hochste Koffeinkonzentration mit rund 938 mg/l wurde bei einem Espresso, der
mittels eines Kaffeevollautomaten zubereitet wurde, bestimmt. Weiters wiesen auch
vier andere Kaffeeproben einen Koffeingehalt mit >900 mg/| auf; bei allen analysierten
diversen Kaffeeprodukten wurde eine groRRe Spannweite der Koffeinkonzentration
festgestellt. Der Konzentrationsbereich fiir Koffein liegt zwischen 73,4 und

937,59 mg/I.

Nicht bei allen Proben konnte der Gehalt von Theobromin, Theophyllin und
Paraxanthin analysiert werden, da diese verglichen mit Koffein weitaus niedrigere
Konzentrationen im Kaffee aufweisen; am wenigsten wurde Paraxanthin gemessen.
Der Anteil der analysierten Gehalte von Theophyllin und Theobromin ist dhnlich.

Die hochste gemessene Konzentration von Theobromin lag bei 59,68 mg/l, von
Theophyllin bei 11,53 mg/l und von Paraxanthin bei 5,66 mg/I.

Im Hinblick auf alle quantifizierten Methylxanthinkonzentrationen hat man festgestellt,
dass im Vergleich aller Proben alle vier Methylxanthine schwankende Konzentrationen

aufweisen.
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7.1 Summary

Caffeine is the most well-known substance in coffee. Coffee is a popular beverage
worldwide and is offered in several variations. On the basis of specified categories of
coffee and of selected variations of coffee the content of caffeine and its major
metabolites theobromine, theophylline and paraxanthine was analyzed in a total of
194 beverage samples. To quantify these methylxanthines RP-HPLC with a UV detector
was used, further an analytical internal standardization was involved. Prior to this
measurement, however, several steps were required to achieve a corresponding
character of the individual samples.

The highest concentration of caffeine with about 938 mg / | was quantified in an
espresso, which was prepared by a fully automatic coffee machine. Furthermore, four
other coffee samples had a caffeine content of >900 mg/ |; in all analyzed various
coffee products a large range of caffeine concentrations were determined. The
concentration range of caffeine was between 73,4 and 937,59 mg/I.

On all samples, the content of theobromine, theophylline and paraxanthine could not
be analyzed, because these compared with caffeine they have much lower
concentrations in the coffee; paraxanthine was measured least. The content of the
analyzed levels of theophylline and theobromine is similar.

The highest measured concentration of theobromine was 59,68 mg/|, of theophylline
11,53 mg/I and paraxanthine 5,66 mg/I.

In view of all quantified methylxanthine concentrations, it was found that in

comparison of all samples all four methylxanthines showed a variable concentrations.
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9. ANHANG

ROHDATEN

ESPRESSO (Kaffeevollautotmat)

Marke Sorte Theobromin | Theophyllin Paraxanthin |Interner Koffein
Standard
RT |Area RT Area RT Area |RT Area RT Area
ILLY Normale |9,67|39090,5|10,21|4003,2 |10,62 N 10,81|11050,1{12,58|1219548,1
Réstung |9,67|39297,6|10,21|4004,3 |10,62 N 10,81/10821,4(12,58|1206833,0
JACOBS Auslese 9,58 (19825,4110,10(4990,3 |10,46 N 11,04|8657,0 [12,38|1177980,1
9,63(19513,3|10,16 |4856,1 |10,49 N 11,07 |4478,7 |12,38|1181101,5
JULIUS Wiener 9,55|29769,9|10,67 | 5171,3 - ND [11,01|5308,3 |12,33|1138022,6
MEINL Art 9,55(28045,8| - - - ND [10,81|9442,4 |12,33|1090613,6
Wiener 9,61|21615,8|10,62|11173,1 - ND |[11,10|13606,6(12,42|1104207,6
Crema 9,58 |21057,8 10,56 | 14488,1 - ND |[11,25]|7302,8 [12,61|1105675,2
LAVAZZA Cremoso |9,70(31131,5|10,20|3514,8 |10,58 N 10,9311162,6(12,49|1218049,3
9,73(30993,2 110,23 |3509,3 |10,59 N 10,94 15385,8 (12,52 |1218266,9
D’Oro 9,62(22776,7(10,14[3153,0 [10,77| N - - 12,39 | 1188085,4
9,62 |15586,9|10,17|3124,4 - - 11,02 |15502,0(12,38|1020614,6
Perfetto |9,70|23183,5|10,21|6310,2 |10,63 N 10,92 |6672,1 |12,49|1236061,8
9,68126268,5 10,22 (6230,4 |10,59 N 10,99 |8357,8 |12,49|1230171,5
TCHIBO Mailénder | 9,59 | 30154,8 | 10,10 | 4833,7 - ND |10,83(9551,7 |12,35|1070704,7
Art 9,67 |29548,5|10,19|4799,8 - ND |11,02(8917,7 |12,39|1103247,4
Sizilianer |[9,44|26768,1 - ND 10,06 N 11,13|7534,2 (12,53|1155237,4
Art 9,43121263,2 - ND 10,04 N 11,08 |8633,1 [12,46|1057441,8
SEGAFREDO | Selezione |9,68|24209,7 |10,24|4247,0 |10,62 N 10,99|7159,6 |12,55|1343398,2
Oro 9,70(24207,4]/10,41] N [1064| N [11,01]7780,2 |12,56|1345700,3
EZA (BIO) 9,60 (32136,3|10,41 | 3563,0 - ND [11,04|9464,0 |12,37|1199365,0
9,66 | 36866,4 |1 10,58 | 3268,4 - ND |11,13[5124,7 |12,56|1194046,9
Ja! 9,66 | 16689,6 | 10,59 N - ND |11,53(7695,1 |12,50(1274903,4
Natiirlich 9,71(16514,8(/10,59| N - ND [11,52|7704,3 [12,49|1169269,6
(BIO)
Natur Aktiv 9,69(31343,9110,24(3876,5 |10,61 N 10,8311175,4(12,60|1223523,8
(BlO) 9,71(31472,4110,29(3908,6 |10,67 N 10,8718082,9 [12,64|1226399,4
Spar 9,41|26603,8|10,00|7518,3 |10,37|7400,1|10,96|4545,7 |12,36|1043384,2
NaturPur 9,37|29624,7|10,01|7603,0 |10,39|7406,1|10,96|10562,4|12,36|1075793,9
(BIO)
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FILTERKAFFEE

a) CREMA
Marke Sorte Theobromin Theophyllin Paraxanthin Interner Koffein
Standard
RT Area RT Area RT Area RT Area RT Area
Tchibo Voll-  [9,29 |17408,7|10,24 |8624,2 |10,50 |6916,6 |10,85 |15242,5|12,14 |842094,6
mundig {9,29 |18160,0(10,20 {9762,3 |10,56 |7061,3 |10,86 |13715,9|12,14 |837184,4
Mild 9,28 [17372,9(10,26 |7979,2 |10,46 N [10,82 [15349,3 (12,17 |862445,3
9,27 |17084,3|10,24 |8365,2 |10,46 |4003,2 (10,82 |15104,4 12,15 |889262,2
Jacobs Classico | 9,31 |17088,2|10,28 |4194,9 |10,54 |8196,9 |10,85 |13363,3|12,19 |903554,9
9,31 |16155,7(10,28 |4142,1 |10,60 |8536,0 |10,84 |9212,6 |12,18 |1015658,5
Intenso 9,30 |17447,5[10,23 [8308,4 |10,45 N [10,80 [9439,6 [12,15 |876283,9
9,33 |18231,2(10,24 |7848,8 |10,46 N [10,80 |10089,2 |12,16 |884272,6
Lavazza |Classico |9,65 |13230,6 (10,52 N - ND |11,16 |15896,0 12,43 |1013038,8
9,62 |13298,8]10,53 N - ND |11,10 |16617,3|12,40 | 1019855,6
Dolce [9,36 |17538,4(9,96 |[2122,7 - ND [10,91 |11616,2|12,29 |976055,9
9,39 [17098,3(9,99 |2113,7 - ND [10,94 |9,600,4 |12,31 |973857,2
Segafredo |Sele- (9,36 |[16660,3[9,99 N [10,33 N [10,93 [7173,6 [12,31 |1054044,5
zione 936" |14685,1|10,06 | 1799,0 | 10,34 |4808,0 |10,95 |9736,3 |12,31 | 1036453,8
b) BIO
Marke Sorte Theobromin | Theophyllin Paraxanthin |Interner Koffein
Standard
RT |Area RT Area RT Area RT Area RT Area
Tchibo Privat 9,29 |15280,9 (10,18 | 11089,7 | 10,48 | 3219,5 [ 10,79 | 11999,9 | 12,15 | 852655,8
Kaffee 9,26 |16225,610,20|12731,2( 10,50 | 1516,8 | 10,80 | 12240,8 | 12,15 | 869056,5
EZA Organico |9,27[11737,9(10,19 | 16980,1 |10,38|875,9 |10,79|16894,6 | 12,14 |939993,6
Mild 9,27|10453,4| 10,18 | 19737,9| 10,40 | 1992,3 | 10,78 | 13561,7 | 12,14 | 937291,6
J.J. Darboven | Intencion |9,28|17584,4|10,19|7712,0 |10,47|5537,3|10,79|11917,4|12,14 | 848775,1
Egologico |9,2619489,8(|10,19|9673,3 |10,48|5180,6 10,79 |10569,0|12,14 | 888938,8
Echt Bio Hochland- | 9,58 |11579,9|10,11|1908,0 |10,47 |4643,4|10,98|17126,5|12,34|792820,1
Kaffee 9,62|11515,1|10,16|1945,9 |10,51|4642,4|11,03|14399,8|12,36 | 837345,1
Spar Bio-Kaffee | 9,24 | 18375,8 | 10,14 | 5858,3 |10,41|4631,4|10,75|13351,8 | 12,10 | 807489,5
Natur Pur 9,2619139,0|10,17|5797,3 |10,45 |4872,2|10,78|12666,1|12,13 | 802694,2
Ja! Hochland- | 9,23|17362,3| 10,14 | 8460,5 |10,38|4184,6|10,80|10109,5|12,10 | 869790,1
Natirlich | Kaffee  95,7177500,8[10,15 [8464,5 |10,39|3340,3|10,75 | 11668,2 | 12,10 | 869409,2
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KAPSELN & PADS

a) NESPRESSO

Sorte Theobromin |Theophyllin | Paraxanthin | Interner Koffein
Standard
RT |Area RT Area |RT |Area |RT Area RT Area
Espresso Livanto |9,62|25349,0(10,54|3509,7| - |ND - |ND 12,48 |1186770,7
9,62|26106,1|10,52|2780,1| - |ND 11,05|7015,9 |12,47|1185503,4
Capricio |[9,62|18298,9|10,54|2832,5| - |ND 11,13|6308,0 |12,46|1190874,9
9,63|18650,1|10,55|3037,0| - |ND 11,14 |6080,7 |12,47|1185386,2
Volluto |9,70|27153,5|10,66|1410,7| - |[ND 11,19|5750,4 |12,48|1318622,4
9,71|27392,8|10,65|2097,7| - |ND 11,15|7831,1 |12,48|1297224,0
Cosi 9,70|23739,6|10,60|6140,9| - |ND 11,12|17761,6|12,51|1145491,5
9,63|23581,5|10,59|6463,2| - |ND 11,12|5764,2 |12,52|1223493,5
Ristretto Kazaar |9,65|20427,0{ - |ND - |ND - |ND 12,52|1293132,6
9,63|20392,0| - |ND - |ND - |ND 12,50|1270296,0
Dharkan |9,64|27566,5| - |ND - |ND 10,91|14411,5|12,49|1186444,3
9,62|27523,8| - |ND - |ND - |ND 12,49(1187232,4
Ristretto | 9,91 |39483,2(10,36(3394,1| - |[ND 11,03|16324,1|12,57|1140917,4
9,64 |34527,3|10,16|3387,7| - |ND 10,97|13765,8|12,48|1146247,4
Arpeggio | 9,69 | 35880,1 | 10,20 |4521,8| - |ND - |ND 12,51|1122125,1
9,67|35927,3|10,18|4459,9| - |ND - |ND 12,53|1132737,0
Roma 9,67|39674,1|10,57|5894,7| - |ND 11,15|2136,0 |12,48|1205484,2
9,67(39272,5|10,59|2638,3| - |ND - |ND 12,50|1218638,0
Lungo Fortissio | 9,64 |21402,0(10,62|2309,7| - |ND 11,16|10505,9|12,50|1116261,2
9,63|21029,5|10,52|7126,3| - |ND 11,16 |8872,0 |12,48|1072024,4
Linizio 9,70|17190,6 | 10,62 |3757,0| - |ND 11,15|8682,2 |12,52|1048023,9
9,67|17047,7 10,64 |3663,6| - |ND 11,16 |10417,7|12,52|1115438,8
Vivalto |9,65|18876,2|10,56|6539,4| - |ND 11,09|7503,3 |12,49|1023141,2
9,67|16290,4|10,58|7584,2| - |ND 11,12|9923,8 |12,49|1009914,7
Geschmack | Caramell | 9,52 | 13456,8 | 10,53 | 2687,9| - |ND 11,07|15372,1|12,32|785458,6
9,58|12138,6|10,49|3319,5| - |ND 11,07 |13663,4|12,32|712178,3
Schoko [9,60|12783,6|10,50|6211,2| - |ND 11,05|12440,1|12,34|809018,1
9,59|13900,3|10,50|6001,0| - |ND 11,02|13942,6|12,35|853141,7
b) SENSEO
Variation Theobromin |Theophyllin | Paraxanthin | Interner Koffein
Standard
RT |Area RT Area |RT Area |RT Area RT Area
Espresso 9,66 |13757,5|10,20|4405,2 10,57 | N |11,09|9417,4 |12,49|875960,6
Classico 9,66|13777,1|10,20|4300,8 10,59 | N |11,13|13412,9|12,48|865701,9
Cappuccino 9,57 N 9,82 N 10,10 | N |10,98|17073,2|12,30|333883,1
9,56 N 9,83 N 10,12| N |10,99|16535,4|12,32|325407,9
Latte Macchiato | 9,26 N 9,73 N 10,02| N |10,68|3354,2 |12,55|124923,6
9,28 N 9,75 N 10,03| N |11,23]|16589,9|12,54|120381,2
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c) TASSIMO

Variation | Art Theobromin | Theophyllin | Paraxanthin | Interner Koffein
Standard
RT |Area RT Area |RT Area | RT Area RT Area
ESPRESSO 9,38 (19363,8|9,75 N 9,96 N 10,54 |15546,5|12,34 | 1028563,9

9,39[19322,5|9,76 N 9,97 N [10,56(15710,4|12,35]1034078,3
Ristretto | 9,40 | 25879,9 [ 9,75 N 9,96 N [10,96(9126,5 |12,35]1011226,0
9,40|25830,3|9,74 N 9,96 N [11,24{12873,0|12,35 | 1020418,2

Crema Classico |9,66|15377,5| - ND - ND |11,12|7727,4 |12,47 |1063107,2
9,70115238,6| - ND - ND [11,13]12282,2|12,48 | 1056420,4

Intenso |9,65|16327,3|10,20|3271,1|10,60| N |11,18|8030,7 |12,50 |1138101,8
9,66)|16344,4|10,21(3291,0/10,58| N [11,17]7533,3 |12,48 |1132144,5

Latte 9,18 N 9,55 [4498,0|9,79 N |11,06|14557,6|12,36 | 845308,7
Macchiato 9,18 N 9,56 |4484,6|9,79 N [11,08|13650,8|12,37 | 860335,6
Caramel | 9,09 N 9,73 |6583,2|9,89 N [11,10{12363,8|12,45 |890373,6

9,22 N 9,59 |6679,3|9,89 N ]11,08{17152,1|12,36 |824618,4

Cappuccino - ND 9,79 |9171,5 - ND |11,34|11684,0|12,67 |971482,5
- ND 9,81 |9110,0| - ND |11,38|14297,8|12,67|936722,5

d) CAFFISSIMO

Variation |Art Theobromin | Theophyllin Paraxanthin | Interner Koffein
Standard
RT Area RT Area RT |Area| RT Area RT Area
ESPRESSO | Kraftig 9,63|24980,8|10,14| 5275,4| - ND - ND 12,41|1154438,2
9,56(21150,5|10,11| 5326,3| - ND - ND 12,39|1168150,8
Elegance |9,55 N 10,50| 33119| - ND |11,02|16400,4|12,36| 804356,2
9,60 |31373,7| 10,56 N - ND |11,08|16168,6|12,42| 902317,9
Classico 9,59(10814,0(10,49| 3244,8| - ND |11,00]|15562,5|12,35| 877577,1
9,65|11072,0|/10,56| 4697,5| - ND - ND 12,37|1159306,7
CREMA Mild 9,59|26730,0|10,54| 8826,1|10,81| N - ND 12,38 |1286203,9
9,62 N 10,54 | 6389,8|10,80| N |11,08|17363,3|12,33| 246876,4
Elegance |9,60|33008,9|10,46| 5207,0(10,73| N - ND 12,36 |1213728,0
9,58 |14060,4 | 10,45| 8679,5|10,75| N - ND 12,32| 952366,5
Vollmundig | 9,58 N 10,46 |10712,9|10,74| N |11,06|11570,8|12,36| 787478,3
9,63 N 10,50| 8512,7|10,76 | N |11,06|10901,1|12,35| 696494,2
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COFFEESHOPS

a) COFFEESHOP COMPANY
Variation |Theobromin |Theophyllin |Paraxanthin Interner Koffein
Standard
RT |[Area RT Area |RT Area RT Area RT Area
Espresso 9,70|21185,0|10,25|4102,2|10,62 N 11,22 |8864,1 |12,53|1074558,1
9,65(21214,3|10,20|4264,3|10,57 N 10,93|14129,9|12,55|1122620,5
Caramel 9,68 N 10,20|7023,3 10,57 | 14586,9 (11,13 | 19497,9 | 12,49 | 640736,7
Macchiato |9,68 N 10,21|6943,1 (10,60 (9184,7 - ND 12,53|631951,1
Caffe Latte | 9,65 N - ND - ND 11,18 |13682,5| 12,47 |394401,1
9,56 N - ND - ND - ND 12,27|382528,5
9,71 N - ND - ND 11,24 |13625,7| 12,52 |636900,7
9,55 N - ND - ND 10,94 |14710,9| 12,28 |613548,6
Cappuccino | 9,75 N - ND - ND 11,21|12707,0|12,50|734197,3
9,68 N - ND - ND 11,17 |6471,4 |12,52|714838,7
b) MC CAFE
Variation Theobromin | Theophyllin Paraxanthin | Interner Koffein
Standard
RT |Area RT Area RT |[Area |RT Area RT Area
Espresso 9,68(22684,6 10,23 |N - ND |10,98|16995,1|12,56 |1200080,0
9,67|22615,1|10,19|8208,8 - ND |10,98|21002,7|12,52 [1208189,2
Latte 9,59|11373,0|10,15|3946,3 - ND |10,51|17930,4|12,35 |728581,7
Macchiato |9,61(9023,1 [10,15|2347,5 - ND |10,50|15009,7 |12,34 |625326,9
Caramel 9,68 |7196,6 |10,29|2011,1 - ND |11,20(14407,0|12,56 |653029,2
Macchiato |9,70(7268,0 |10,28|2001,7 - ND |11,19(13626,9|12,53 |666781,9
Cappuccino 9,68 |6677,6 |10,22|3089,0 - ND |11,13|12138,9|12,51|773429,3
9,77 | 6644,6 |10,30|3009,2 - ND |11,17|11833,6|12,54 |778759,9
Caffe Latte |9,68|5878,6 |10,21|11095,7| - ND |11,13|9010,5 |12,50 |553626,7
9,67|5853,6 |10,20|11111,0| - ND |11,17|15581,6|12,50|551698,5
Vanilla Latte | 9,67 | 84871,2 | 10,20 | 1910,3 - ND |11,20|14058,9|12,47 |720200,4
9,60 | 83954,6 | 10,13 | 1899,1 - ND |11,07|15214,3|12,42 |684207,4
9,76 |72369,4 (10,29 | 1279,7 - ND |11,23|15529,3|12,51 |265136,4
9,60|75136,9(10,14 (1122,9 - ND |11,06|17479,1|12,31 |264274,5
c) STARBUCK’S
Variation Theobromin |Theophyllin |Paraxanthin |Interner Koffein
Standard
RT |Area RT Area |RT Area |RT Area RT Area
Espresso 9,61|23267,8|10,14|5353,9 (10,46 N - ND 12,42|1158549,9
9,60(21784,6 | 10,15 |5165,5 | 10,49 N - ND 12,47 |1109644,3
Caramel 9,57 N 10,11|2245,4 (10,49 N 11,02 |17360,7| 12,28 | 325539,3
Macchiato |9,66 N 10,18 { 2205,0| 10,64 N 11,21{13902,8|12,51|291346,1
Caffe Latte |9,62 N 10,21|1787,3 (10,59 N 11,14|14806,7 | 12,49 |325483,2
9,66 N 10,18|1701,9 (10,63 N 11,16 |12316,8|12,44|295686,8
Cappuccino | 9,68 | 6577,8 |10,28 |1895,8|10,64 N - ND 12,55|514482,7
9,56 |7873,0 |10,13|2184,3|10,48|4327,3|11,00|16687,0|12,31|506479,1
9,63(12559,5|10,21 |2107,8|10,59 N - ND 12,49(999211,6
9,54|13627,0|10,07|2570,4|10,48 | 8318,4|11,01|11672,4|12,33|945958,6
Vanilla 9,65 N 10,28 |1569,2 | 10,64 N 11,20|14615,1|12,53|399404,9
Latte 9,54 N 10,09|1385,3| - ND - ND 12,27|378818,0
9,76 N 10,32 N 10,69 N 11,29|14049,4|12,54|201926,7
9,61 N - ND - ND - ND 12,30(204727,1
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FERTIGGETRANKE

Marke Variation Theobromin | Theophyllin Paraxanthin |Interner Koffein
Standard
RT |Area RT Area RT Area |RT Area RT Area
EMMI Cappuccino 9,81|49927,2 | 10,36 | 2500,0 - ND |11,36|13697,7|12,65 |694753,0
9,84|47470,6| 10,38 |2451,3 - ND |11,30|8701,0 |12,67 |698465,4
Latte 9,58 N - ND - ND |11,03|14989,7|12,36 |715220,7
Macchiato 9,83 N - ND - ND |11,10|16410,1|12,36 |693516,6
L.M. Caramel 9,80 N 10,35|19414,5| - ND |11,32|14696,5|12,62 |543509,1
9,86 N 10,35|18053,6| - ND |11,33|13511,0|12,65 |502748,7
L.M. Vanilla 9,82 N 10,39|1430,3 | 10,51 N 11,35|14476,8| 12,59 |500616,0
9,82 N 10,37|928,3 10,48 N 11,36|15163,6| 12,61 |583999,4
ICED AFRO | Espresso 9,12 N 9,94 |3714,7 |10,22 N 11,16 |11642,7| 12,54 |764311,6
COFFEE 9,12 N 9,94 |3722,9 |10,21 N 11,19|12905,0| 12,58 |769852,1
Cappuccino 9,68 N 9,93 |3035,6 |10,21 N 11,23|12409,5| 12,53 |631259,9
9,66 N 9,94 |3305,5 |10,21 N 11,23 |14514,6 12,50 | 666068,9
Latte 9,22 N 9,71 |2426,8 |9,98 N 11,26|7813,3 | 12,53 [410877,0
Macchiato 9,21 N 9,69 |2435,6 |9,96 N 11,16 |15381,2| 12,52 |412137,3
Ja!Natiirlich | Caffe 9,30 N 9,74 |1153,5 |9,95 N 11,29|15308,7| 12,59 |352471,2
Latte 9,30 N 9,75 |983,4 |10,00|1626,8|11,27|13335,9|12,58 |349362,7
Cappuccino 9,29 N 9,80 |2918,5 |10,06|1666,6|11,26|11940,3|12,59 |580829,4
9,34 N 9,80 |2166,4 |10,07|2379,4|11,24|14491,0|12,58 |677544,3
NOM Espresso 9,81 N 10,37|4216,0 |10,55 N 11,35|12813,6 12,69 | 448808,7
9,84 N 10,38 |5407,8 |10,54 N 11,39|11382,7| 12, 67 | 448483,0
Cappuccino 9,82|17991,5|10,36 (124434 | - ND |11,39|14189,0|12,62 |377904,9
9,80|17935,0|10,33|12437,7| - ND |11,37|13920,9|12,62 |365387,5
Latte 9,61 N 9,97 |1017,9 |10,23 N 11,04 |14357,7| 12,32 |387218,1
Macchiato 9,62 N 9,84 |1573,7 |10,21 N 11,03|12890,8| 12,31 |389596,0
PENNY TO |Espresso 9,24 N 9,68 [3600,9 |9,93 N - - 12,57 | 841673,9
GO 9,18 N 9,70 |4209,1 |9,97 N 11,26 |13099,1|12,53 | 834361,9
Cappuccino 9,75|56602,9 | 10,29 | 3493,2 - ND |10,72|11299,4|12,54 |626088,2
9,56 | 57445,7 10,09 | 3128,6 - ND |11,02|13413,9|12,34 |664388,2
Latte 9,61 N - ND |9,77 ND |11,07|13000,9|12,36 |585564,0
Macchiato 9,63 N - ND 9,88 ND |11,06|14197,4|12,36 [511931,1
Vanille
L.M. Caramel 9,60 N - ND - ND |11,05|16755,2|12,34 |614142,4
9,62 N - ND - ND |11,07|11985,2|12,40 |626588,9
SBUDGET | Cappuccino 9,77 |50214,1|10,33|2449,8 - ND |10,72|11890,0|12,62 |578228,5
9,73|52969,4 | 10,36 | 2895,1 - ND |10,74|12924,5|12,62 |590723,6
Latte 9,62 N - ND - ND |11,02|10635,7|12,37 |592776,0
Macchiato 9,61 N - ND - ND |11,03|17981,8|12,35 |645424,4
Latte 9,62 N - ND - ND |[11,04|16513,4|12,35 |557265,2
Macchiato 9,62 N - ND - ND |11,07|15940,7|12,37 |571543,8
Vanille
L.M. Caramel 9,62 N 10,15 N - ND |11,03|15217,2|12,37 |636700,8
9,66 N 10,16 N - ND |11,04|17815,2|12,35 |591056,5
TIZIO Espresso 9,80 N - ND |10,06 N 11,32|12116,0| 12,65 |817724,2
9,78 N - ND |10,06 N 11,31|12768,9|12,58 | 812477,3
Cappuccino 9,79|51435,8 - ND 10,32 N 11,33(12965,9(12,58 |632111,4
9,7849951,2| - ND |10,32 N 11,34|11447,8|12,60 |630714,7
Latte Macchiato | 9,78 N - ND |- ND |11,24|10336,8|12,59 |713377,4
9,78 N - ND |- ND |11,26|15332,1|12,56 |715679,6
STARBUCKS | Seattle 9,39 N 9,85 |6960,3 |10,16 N 10,81|12762,0|12,68 | 725101,2
Latte 9,39 N 9,84 |6979,5 |10,11 N 10,81|13273,9|12,68 | 750322,4
Caramel 9,34 N 9,85 |14946,9|10,13 N 10,39|15639,1| 12,67 |686170,1
9,39 N 9,86 |14089,4|10,13 N 10,41 |15872,1| 12,67 | 696666,6
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