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Avant-propos 

L’ISO (Organisation internationale de normalisation) est une fédération 
mondiale d’organismes nationaux de normalisation (comités membres 
de I’ISO). L’Blaboration des Normes internationales est en général 
confiBe aux comitds techniques de I’ISO. Chaque comité membre inté- 
ressé par une Btude a le droit de faire partie du cornit6 technique créé 
A cet effet. Les organisations internationales, gouvernementales et non 
gouvernementales, en liaison avec I’ISO participent également aux tra- 
vaux. L’ISO collabore Btroitement avec la Commission Blectrotechnique 
internationale (CEI) en ce qui concerne la normalisation électrotech- 
nique. 

Les projets de Normes internationales adoptés par les comités techni- 
ques sont soumis aux comités membres pour vote. Leur publication 
comme Normes internationales requiert l’approbation de 75 % au moins 
des cornites membres votants. 

La Norme internationale IS0 10095 a été élaborée par le comité techni- 
que ISO/TC 34, Produits agricoles alimentaires, sous-comité SC 15, 
Caf6. 

L’annexe A de la présente Norme internationale est donnée uniquement 
A titre d’information. 

8 IS0  1992 
Drolts de reproductlon rbserves. Aucune partie de cette publication ne peut Btre repro- 
duite nl utlllsbe sous quelque forme que ce soit et par aucun procédé, Blectronlque ou 
rnhcanlque, y cornprls la photocople et les mlcrofilms, sans l’accord écrit de I’édlteur. 

Organlsatlon lnternatlonale de normallsatlon 
Case Postale 56 CH-1211 Genève 20 * SuisSe 

Imprim6 en Suisse 
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NORME INTERNATIONALE IS0 10095:1992(F) 

Café - Détermination de la teneur en caféine - Méthode par 
chromatographie liquide à haute performance 

1 Domaine d’appllcatlon 

La présente Norme internationale prescrit une mé- 
thode de determination de la teneur en caféine par 
chromatographie liquide à haute performance 
(CLHP) dans les cafés verts, le café torrefié et les 
extraits de café en poudre, que ces produits soient 
décaféines ou non. 

NOTE 1 La methode de rkférence pour la détermination 
de la teneur en cafeine, utilisant la  spectrometrie d’ab- 
sorption dans les ultraviolets, fait l’objet de 
I’ISO 4052:1983, Cafes - Détermination de la teneur en 
caféine - Methode de référence. 

2 Références normatives 

Les normes suivantes contiennent des dispositions 
qui, par suite de la reference qui en est faite, 
constituent des dispositions valables pour la pré- 
sente Norme internationale. Au moment de la pu- 
blication, les éditions indiquées étaient en vigueur. 
Toute norme est sujette à révision et les parties 
prenantes des accords fondés sur la présente 
Norme internationale sont invitées A rechercher la 
possibilité d’appliquer les éditions les plus récentes 
des normes indiquées ci-après. Les membres de la 
CE1 et de I’ISO possèdent le registre des Normes 
internationales en vigueur à un moment donné. 

I S 0  1447:1978, Café vert - Détermination de la te- 
neur en eau (Méthode de routine). 

IS0 3726:1983, Café soluble - Détermination de la 
perte de masse ZI 70 OC sous pression rkduite. 

IS0 6673:1983, Cat6 vert - D6termination de la perte 
de masse 5, 105 OC. 

3 Principe 

Extraction de la caféine d’une prise d’essai avec de 
l’eau à 90 OC en présence d’oxyde de magnésium. 
Filtration, puis purification d’une partie aliquote sur 
une micro-colonne de silice greffee d’un grou- 
pement phényle. 

Dosage de la caféine par chromatographie liquide 
à haute performance (CLHP) avec détection aux ul- 
traviolets. 

4 Réactifs 
Sauf indication différente, utiliser uniquement des 
réactifs de qualité analytique. L’eau utilisée doit etre 
de l’eau distillée ou déminéralisée ou de l’eau de 
pureté au moins équivalente. 

4.1 Méthanol, qualité CLHP 

4.2 Hydroxyde d’ammonium (à 0,3 mol/l)l 
méthanol, mélange 90 + 10 en volume. 

4.3 Solvant d’éMon, pour purification de la co- 
lonne méthanol/eau/acide acétique, mélange 
75 + 25 + 1 en volume. 

4.4 Phase mobile, méthanol/eau : mélange 30 + 70 
en volume. 

Introduire 600 ml  de méthanol (4.1) dans une fiole 
jaugée à un trait de 2 I et compléter au trait repere 
avec de l’eau. Homogénéiser et filtrer le melange 
sur un filtre de 0,45 pm d’ouverture de pores (5.7). 

NOTE 2 En ajustant la concentration du methanol, le 
temps de retention de la cafkine peut Qtre modifie de fa- 
çon h optimiser la  separation par CLHP. 
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4.5 Ethanolleau, solution 1 4- 4 en volume. 5 Appareillage 
4.6 Oxyde de magnBslumQ. 

4.7 Cafdine, solutlon m&re, correspondant A 0,5 g 
de caféine par litre. 

Préparer la solution mere en pesant, A 0,000 1 g 
pres, 0,125 g de cafeine dans une fiole jaugée de 
250 m i  en verre inactinique. Ajouter suffisamment 
de mélange éthanol/eau (4.5) pour remplir la fiole 
jusqu’A la moitie. Dissoudre la cafeine, puis com- 
pléter au trait repere avec le meme mélange 
6thanoVeau. 

Cette solution peut &re conservée pendant 1 mois 
au réfrigerateur. 

4.8 CafBine, solutions Btalons. 

4.8.1 Solution Btalon A, correspondant $I 0,010 g de 
caf6ine par litre (pour les cafes decaféinés). 

Laisser la solution mere (4.7) se réchauffer A la 
temperature du laboratoire. Introduire A la pipette 
(5.12) 2 m l  de cette solution dans une fiole jaugée $I 
un trait de 100 ml. Compléter au trait repere avec 
de l’eau et melanger. 

Préparer cette solution le jour de son utilisation. 

4.8.2 Solution 6talon 8 ,  correspondant A 0,05 g de 
cafhine par litre (pour les c a f h  courants). 

Laisser la solution mere (4.6) se rbchauffer A la 
temperature du laboratoire. Introduire $I la pipette 
5 ml de cette solution dans une fiole jaug6e A un 
trait de 50 ml. Completer au trait repere avec de 
l’eau et melanger. 

Matériel courant de laboratoire, et notamment 

5.1 Chromatographe liquide haute performance, 
équipé d’un détecteur B ultraviolets permettant les 
mesures entre 254 nm et 280 nm et d’un enregis- 
treur graphique. Une longueur d’onde proche de 
280 nm est préférable, car le maximum d’absorption 
de la caféine se situe A 272 nm. 

5.2 Colonne de Chromatographie pour CLHP, de 
type Cl8 avec, de préférence, des particules sphéri- 
ques et ayant une efficacité d’au moins 5 O00 pla- 
te aux théoriques. 2) 

Le nombre N de plateaux théoriques d’une colonne 
peut être calcul6 comme suit, A partir du pic obtenu 
en injectant une solution étalon (4.8) de cafeine 
pure: 

2 

N = 5,54( $) 
où 

t est le temps de rétention du pic; 

w0,5 est la largeur du pic A mi-hauteur. 

5.3 Colonne de purification, pour chromatographie 
en phase inverse de 3 ml de capacité, remplie de 
silice greffée d’un groupement au phényle, dont les 
particules ont un diametre moyen de 40 ~ m . ~ )  

5.4 Moulin A cafd, approprié, pour grains de cafe 
torréfiés. 

1) Merck 5867 est un exemple de produit approprie disponible sur le marché. Cette information est donnee B l’intention 
des utilisateurs de la presente Norme internationale et ne signifie nullement que I’ISO approuve ou recommande l’emploi 
exclusif du produit ainsi designe. 
2) Spherisorb 5 ODS, Spherisorb 10 ODS, Nucleosil 5 cf8, Nucleosil 7 cl,, Nucleosil 10 cf8, Zorbax BP cf8, Hypersil ODS, 
CP-Spher Cl8, Bondapak cl8, Supelcosil L C,? Partisphere Cl! sont des exemples de produits appropriks disponibles sur 
le marche. Cette information est donnee B I intention des utilisateurs de la  presente Norme internationale et ne signifie 
nullement que I’ISO approuve ou recommande l’emploi exclusif des produits ainsi designes. 

Dans la presente Norme internationale les conditions chromatographiques et la composition de la phase mobile (4.4) ont 
et6 6tablies sur la base d‘une colonne Cartridge de Partisphere c18 de dimensions 110 mm x 4,6 mm, ajustée 3 un systhme 
Cartridge de CLHP Whatman. L‘utilisation d’un autre type de colonne peut demander des modifications de la  phase mobile 
et des conditions chromatographiques. 
3) La colonne Baker SPE, de 3 ml, greffee d’un groupement phényle en phase inverse, est un exemple de produit approprie 
disponible sur le marche. Cette information est donnke l’intention des utilisateurs de l a  prksente Norme internationale 
et ne signifie nullement que I’ISO approuve ou recommande l’emploi exclusif du produit ainsi désigné. 
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5.5 Broyeur A roues denthes, avec manchon de re- 
froidissement, ou broyeur analytique, à ailettes et 
manchon de refroidissement, ou tout broyeur sem- 
blable approprié pour café vert en grains. 

5.6 Tamis, en tissu métallique de 630 pm d’ouver- 
ture de mailles. 

- I’ISO 1447 ou 4 I’ISO 6673 pour le café vert, 

- I’ISO 3726 pour le café soluble, ou & 

- la future Norme internationale correspondante 
pour d’autres types de café et produits dérivés. 

8.2 Prise d’essai 
5.7 Filtres, de 0,45 prn d’ouverture de pores. 

5.8 Bain d’eau, réglable & 90 OC k 1 OC 
sous agitation continue. 

5.9 Balance analytique, précise 9 0,000 1 g près. 

5.10 Fiole conique, de 250 rnl de capacité, munie 
d’un bouchon à vis. 

5.11 Fiole jaughe A un trait, de 10 MI, 50 ml, 
100 ml, 250 ml et 2 1 de capacité. 

5.12 Pipettes, de 2,O ml, 5,O ml et 10 ml de capa- 
cité. 

6 hhantillonnage 
Pour I’échantillonnage du café vert en sacs, voir 
I’lSO 4072. 

Pour 1’6chantillonnage du café soluble en caisses 
doublées, voir I’lSO 6670. 

7 Preparatlon d e  l’échantillon pour essai 
Si nécessaire, broyer I’échantillon au moyen de 
l’appareil spécifié en 5.4 ou 5.5, selon le cas, jusqu’8 
ce qu’il passe au travers du tamis (5.6). 

8 Mode operatoire 

8.1 
seche 

Determination de la teneur en matière 

Calculer la teneur en matiere seche B partir de la 
teneur en eau déterminée sur une partie de 
l’échantillon pour essai (article 7) conformément à 

8.2.1 
décaféines ou non 

Cafés verts et cafés torréfiés en grains, 

Peser, à 0,000 I g près, 1 g d’échantillon pour essai 
(article 7). 

8.2.2 Cafés solubles en poudre, dhcaféinhs ou non 

Peser, à 0,000 1 g pr&s, 0,5 g de I’échantillon pour 
essai (article 7). 

8.3 Extraction de la caféine 

8.3.1 Transférer la prise d’essai (8.2.1 ou 8.2.2) 
dans une fiole conique de 250 ml (5.10). Ajouter 
4 g 0,5 g d’oxyde de magnésium (4.5) et 100 g 
d’eau. Peser 0, l  g p r h  la fiole et son contenu. 

8.3.2 Boucher la fiole conique et homogénéiser. La 
placer dans le bain d’eau à 90 OC (5.8) et chauffer à 
90 OC sous agitation continue pendant 20 min. 

Refroidir la fiole conique et la peser à nouveau à 
0, l  g près. La masse obtenue doit être identique à 
celle déterminée en 8.3.1. 

8.3.3 Si ce n’est pas le cas, effectuer une nouvelle 
extraction (8.3.1 et 8.3.2) à partir d’une nouvelle 
prise d‘essai. 

8.3.4 Laisser reposer le contenu. Prélever une 
partie de la solution et la filtrer sur un filtre (5.7). 

8.4 Purification de i’échantiilon 

Avant toute opération, activer la colonne de purifi- 
cation (5.3). 
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8.4.1 Preparation de la colonne de purifkation 

Disposer la colonne de purification comme indiqué 
en figure I. 

C 

-3 Seringue 

a 

4 Colonne 

----c 1 m m a 2 m m d e  
m6thanoV eau Silice greff6e 

d’un aroupement 
p h h &  Robinet ouvert 

Figure 1 - Preparation de la colonne de 
purifkation 

Ouvrir le robinet et rincer la colonne avec 5 ml de 
méthanol (4.1) en laissant le méthanol s’écouler 
goutte à goutte. Lorsqu’il reste 1 m m  à 2 mm de 
mbthanol au-dessus de la surface de la silice, fer- 
mer le robinet. Ajouter 5 ml d’eau, ouvrir le robinet 
et le fermer des qu’il reste 1 m m  B 2 mm d’eau au- 
dessus de la surface de la silice. 

Ne pas laisser la colonne s’assecher; sinon, la pre- 
paration doit etre repetbe. 

8.4.2 Absorption de la cafdlne 

A l’aide d’une pipette, introduire dans la colonne, 
soit 

a) 2 ml de la solution filtrée obtenue en 8.3.4 pour 
les cafbs non decafeinés ou extraits de cafés, 
soit 

4 

b) 10 ml de la solution filtrée obtenue en 8.3.4 pour 
les cafes dbcaféines ou extraits de cafés 
d6cafbinés. 

Ouvrir le robinet et laisser la solution s‘bcouler 
goutte B goutte. Fermer le robinet d&s que celle-ci 
est passée dans la silice. 

8.4.3 fliminatlon des compos& lnd6slrabies 

Ouvrir le robinet et ajouter 2,5 ml du melange hy- 
droxyde d’ammonium/m6thanol (4.2). Fermer le ro- 
binet d& que ce melange est passe dans la silice. 
Ajouter à nouveau 2,5 ml du melange hydroxyde 
d’ammonium/méthanol (4.2) et le laisser s’écouler 
totalement. Insuffler environ 20 ml d’air à travers la 
colonne de façon à Bliminer le mélange (4.2) le plus 
corriplétement possible. 

NOTE 3 
mode op6ratoire. 

La colonne peut s’assbcher B cette etape du 

8.4.4 l!lutlon de la cafdlne 

Placer une fiole jaugee de 10 ml (5.11) sous la co- 
lonne. Ouvrir le robinet et ajouter 7,5 ml du solvant 
d’élution (4.3). Le laisser s’écouler goutte à goutte 
en totalité dans la fiole jaugee. Compteter au trait 
repBre avec de l’eau et homogenéiser. 

NOTE 4 La colonne de purification peut &re reg6nér6e 
avec du methanol comme indique en 8.4.1. Elle peut &re 
utilisbe au maximum dix fois pour la  purification. 

8.5 Analyse CLHP 

8 5 1  R6glage de l’appareil 

Régler le chromatographe (5.1) et l’ajuster comme 
suit: 

-- débit de la phase mobile (4.4): 0,5 ml/min à 
1,5 ml/min, selon la colonne utilisée (voir 5.2) 

- température de la colonne (5.2): 40 OC. 

NOTE 5 La séparation peut aussi Qtre ambliorée en 
augmentant la  température de la colonne, mais sans 
depasser 60 O C .  

8.5.2 Analyse 

Une fois la phase mobile (4.4) ajustée aux proprietés 
de la colonne et I’equilibre atteint, injecter dans la 
colonne 10 yl de la solution d’essai obtenue en 8.4.4 
puis un volume identique de la solution dtalon de 
caféine (4.8.1 ou 4.8.2). 

NOTE 6 Dans les modes operatoires normaux, la loi de 
Beer est suivie pour des concentrations en cafeine jus- 
qu’a 0,025 O gll. Cette valeur est plus dlevee que les 
concentrations en cafbine utilisees dans la prbsente me- 
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thode. Si ce n’&tait toutefois pas le cas, en raison des 
Bcarts dus B l’appareillage, il y aurait lieu d’6tablir une 
courbe d’ktalonnage pour la concentration en cafkine B 
l’extinction. 

9 Expression des résultats 
La teneur en caféine de I’échantillon, exprimée en 
grammes pour 100 g de matière seche, est égale B 

9.1 
solubles: 

Pour les cafés verts, cafés torréfiés et cafés 

X- loo XI00 10 x 100 
2xm,,x1000 RS x c, x A, 

A C  

- 

où 

A, est l‘aire du pic de la caféine obtenu 
avec la solution d’essai; 

Ac est l’aire du pic de la caféine obtenu 
avec la solution étalon de caféine; 

c, est la concentration de la solution étalon 
de caféine (4.8.2), en grammes par litre; 

nq, est la masse, en grammes, de la prise 
d‘essai; 

R S  est la teneur en matière sèche, exprimée 
en pourcentage en masse, de l’échan- 
tillon (voir 8.1). 

9.2 Pour les cafés verts, cafés torréfies et cafés 
solubles décaféinés: 

X- loo x 100 A, 10 x 100 - x c 2 x  
Ac 10 x m, x 1 O00 RS 

où 

c2 est la concentration de la solution de ca- 
féine, (4.8.1), en grammes par litre. 

10 Fidélité 

10.1 Rhsultats des essais interlaboratoires 

Un essai interlaboratoire a été effectué en 1987 sur 
le plan international par I’ISO/TC 34/SC 15, Cafe, 
avec la participation de 18 laboratoires. Les valeurs 
de répétabilité et de reproductibilite indiquées dans 
le tableau 1 ont été obtenues. 

Le plan d’Bchantillonnage et les méthodes utilisées 
lors de cet essai interlaboratoire ont été choisis se- 
lon le niveau de fractionnement, comme indiqué 
dans I’ISO 5725. 

10.2 Rdpdtablllti 

La différence entre deux résultats d’essai indivi- 
duels, obtenus B l‘aide de la meme methode sur un 
matériau identique soumis B l‘essai dans le meme 
laboratoire et par le même opérateur utilisant le 
même appareillage et dans un court intervalle de 
temps, ne doit pas être supérieure B la valeur indi- 
quée dans le tableau 1 

10.3 Reproductibilltd 

La différence entre deux résult ts d’essai indivi- 
duels, obtenus A l’aide de la m h e  méthode sur un 
matériau identique soumis B l’essai dans des labo- 
ratoires différents par des opérateurs diff6rents uti- 
lisant des appareillages différents, ne doit pas être 
supérieure B la valeur indiquée dans le tableau 1. 

11 Rapport d’essai 

Le rapport d‘essai doit indiquer la méthode utilisée 
et le(s) résultat(s) obtenu(s). I l  doit, en outre, men- 
tionner tous les détails opératoires non prévus dans 
la présente Norme internationale ou facultatifs, ainsi 
que les incidents éventuels susceptibles d’avoir agi 
sur le(s) résultat(s). 

Le rapport d’essai doit donner tous les rensei- 
gnements nécessaires B l’identification compl&te de 
I’échantillon. 
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Teneur en carbine Rbpbtabilitb 
Echantillon gll00 g de café g caféine1100 g de café 

e2 0,07 
w l  0,04 

0,Ol 

0,09 
0,02 

Café torrefié en grains 

Café torréfié en grains < 0,l 

Café soluble w 4  

décafeiné 

Café soluble décaféiné e 0,3 

Reproductlbilitb 
g caféine1100 g de café 

0,34 
0,12 

0,02 

0,36 
0,03 

e 

I 6 

k 
I l l 
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Annexe A 
(informative) 
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