DEUTSCHE NORM

Untersuchung von Tee und Tee-Erzeugnissen
Bestimmung des Gehaltes an Theobromin und Coffein
von festem Tee-Extrakt
und Zubereitungen aus Lebensmitteln mit Tee-Extrakt
HPLC-Verfahren
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Deskriptoren: Tee-Extrakt, Gehaltsbestimmung, Theobromin, Coffein, HPLC

Analysis of tea and tea products — Determination of theobromine and
coffeine content of instant tea in solid form and instant tea products —

HPLC-method

Analyse du thé et des derivés — Détermination de la teneur en theo-
bromine et caféine du thé soluble sous forme solide et des dérivés —

Méthode de HPLC

Vorwort

Diese Norm wurde vom NormenausschuB Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkie, ArbeitsausschuB “Tee”,

erarbeitet.

Uber den Theobromin- und Coffeingehalt des Tee-Ausgangsextraktes und der daraus hergestellten Zubereitung eines
Lebensmittels mit Tee-Exirakt kann die eingesetzte Tee-Extraki-Menge im Erzeugnis (z. B. Zitronenteegetrank) ermit-

telt werden.

1 Anwendungsbereich

Diese Norm legt ein hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphisches (HPLC) Verfahren flir die Bestimmung des
Theobromingehaltes und des Coffeingehaltes von festem
Tee-Extrakt und Zubereitungen aus Lebensmitteln mit
Tee-Extrakt, wie z. B. Zitronentee-Getrankepuiver, fest.

2 Normative Verweisungen

Diese Norm enthalt durch datierte oder undatierte Verwei-
sungen Festlegungen aus anderen Publikationen. Diese
normativen Verweisungen sind an den jeweiligen Stellen
im Text zitiert, und die Publikationen sind nachstehend
aufgefiihrt. Bei datierten Verweisungen gehéren spatere
Anderungen oder Uberarbeitungen dieser Publikationen
nur zu dieser Norm, falls sie durch Anderung oder Uberar-
beitung eingearbeitet sind. Bei undatierten Verweisungen
gilt die letzte Ausgabe der in Bezug genommenen Publi-
kation.
DiN 10801
Tee und fester Tee-Extrakt — Bestimmung des Coffe-
ingehaltes; HPLC-Verfahren
DIN ISO 3696
Wasser fur analytische Zwecke — Anforderungen und
Prifungen; Identisch mit ISO 3696 : 1987

DIN ISO 5725
Prézision von MeBverfahren — Ermittlung der Wieder-
hol- und Vergleichprazision von festgelegten MeBver-
fahren durch Ringversuche; ldentisch mit 1ISO 5725,
Ausgabe 1986

ISO 7513 : 1990
Tee-Extrakt in fester Form — Bestimmung des Feuch-
tegehaltes (Massenverlust bei 103°C)

3 Definitionen

Fir die Anwendung dieser Norm gelten die folgenden
Definitionen:

3.1 Theobromingehalt

Unter dem Theobromingehalt von festem Tee-Exirakt und
von Zubereitungen aus Lebensmitteln mit Tee-Extrakt
wird der nach dem hier festgelegten Verfahren bestimmte
Theobromingehalt, angegeben als Massenanteil in mg je
100 g der Trockenmasse, verstanden.

3.2 Coffeingehalt

Unter dem Coffeingehalt von festem Tee-Extrakt und von
Zubereitungen aus Lebensmitteln mit Tee-Extrakt wird
der nach dem hier festgelegten Verfahren bestimmte
Coffeingehalt, angegeben als Massenanteil in g je 100g
der Trockenmasse verstanden.

4 Prinzip

Die Probe wird in siedendem Wasser geldst. Die Ldsung
wird Gber einen lonenaustauscher vorgereinigt. Nach Fil-
tration wird der Theobromingehalt und der Coffeingehalt
durch Hochleistungsflissigkeitschromatographie und mit
Hilfe eines UV-Detektors bestimmt.

5 Chemikalien

Es sind analysenreine Chemikalien zu verwenden. Das
verwendete Wasser muB der Qualititt 1 nach
DIN ISO 3696 entsprechen.
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5.1 Methanol, geeignet fir HPLC
5.2 Methanol

5.3 Stark basischer Anionenaustauscher, Cl™-Form,
75 bis 150 wm (100 bis 200 mesh)")

ANMERKUNG: Bei Verwendung einer neuen
Charge wird empfohlen, diese in Wiederfindungs-
versuchen zu prufen. Die Wiederfindungsrate soll
Uber 95 % liegen.

5.4 Phosphat-Pufferlésung

2,76 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
(NaH,PO, - H,0) werden in einem 200-ml-Becherglas in
etwa 100ml Wasser geldst. Diese Ldsung wird mit
Phosphorsaure (¢ = 0,2 mol/l) auf einen pH-Wert von 4,0
eingestellt. AnschlieBend wird die Lésung in einen
1000-mi-MeBkolben (bergeflinrt, mit 300 ml Methanol
nach 5.2 versetzt und mit Wasser bis zur Strichmarke auf-
gefillt.

5.5 FlieBmittel, Methanol : Wasser-Mischung (30:70
Volumenanteile)

600 ml Methanol nach 5.1 werden in einen 2000-ml-Mef3-
kolben gegeben. Der MeBkolben wird mit Wasser aufge-
fallt. AnschlieBend wird durch Schiitteln gemischt.

ANMERKUNG: Durch die Einstellung der Metha-
nolkonzentration kann die Retentionszeit zur Opti-
mierung der HPLC-Trennung bis zu einem Verhéit-
nis von Methanol : Wasser = 20:80 Volumenan-
teile verandert werden.

5.6 Theobromin-Stammlésung

50 mg Theobromin werden in einem 200-ml-MeBkolben
auf 0,1 mg eingewogen, in etwa 60ml Methanol unter
Erwarmen im kochenden Wasserbad geldst und nach
dem Temperieren der Lésung auf 20°C bis zur Strich-
marke mit Wasser aufgefllt.

Diese Ldsung ist mindestens 3 Wochen haltbar.

5.7 Coffein-Stammlésung

100 mg Coffein werden in einem 100-ml-MeBkolben auf
0,1 mg eingewogen, mit 50 ml Wasser versetzt und im
Ultraschallbad geldst. Nach Temperieren der Losung auf
20°C wird mit Wasser bis zur Strichmarke aufgefiilit.
Diese Ldsung ist bei Lagerung im Kihlschrank einen
Monat verwendbar.

5.8 Theobromin-Coffein-Standardiésung

Aus den Stammldsungen nach 5.6 und 5.7 wird durch Ver-
diinnen mit dem FlieBmittel nach 5.5 eine Theobromin-
Coffein-Standardiésung hergestellt. Flr die Einpunkt-Kali-
brierung wird vorzugsweise mit einer Standardlésung mit
1 mg Theobromin und 20 mg Coffein je | gearbeitet. Die
benétigte Menge an Standardldsung wird vor der Verwen-
dung durch ein Membranfilter nach 6.3 filtriert.

") Die Angabe der Kérnung wurde nach BSI 410:1988
“British Standard Specification for test sieves” in die
Sl-Einheit um Gbertragen.

2 Eine Ubernahme von ISO 7513 : 1990 in das Deutsche
Normenwerk ist vorgesehen.

%) Massenanteil

6 Gerite

Ubliches Laboratoriumsgerat, insbesondere Gerate nach
6.1 bis 6.7

6.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatograph, aus-
gestattet mit einem UV-Detektor oder einem Diodenarray-
Detekior sowie mit einem Auswertsystem.

6.2 Analytische Trennséule aus Stahl, z. B. Durchmes-

ser 4,0 bzw. 4,6 mm, Lange 125 bzw. 250 mm, mit einer

Octadecyl-Derivat-Fullung oder einer Octyl-Derivat- Fll-

lung, KorngréBe 5 pm. Bei ausreichender Trennleistung

der Séule kann auch 10 pm Material verwendet werden.
ANMERKUNG: Zusatzlich kann eine Vorsaule mit
dem gleichen Fillmaterial wie das der Trennsaule
verwendet werden.

6.3 Membranfiltriereinrichtung mit einem 0,45-pm-
Membranfilter flr wassrige Lésungen

6.4 Ultraschallbad

6.5 Glasséule mit 10 bis 15 mm Innendurchmesser und
Hahn, méglichst mit grober Fritte

6.6 Magnetriihrer

6.7 Mikroliterspritze

7 Probenahme

Bis zum Erscheinen einer in Vorbereitung befindlichen
DIN-Norm {ber die Probenahme ist diese in Anlehnung
an bestehende Internationale Normen zu vereinbaren. Es
ist von einer reprasentativen, gut durchmischien Probe
auszugehen.

Um die Aufnahme von Wasser zu vermeiden, ist die
Probe bis zur Untersuchung in dicht schlieBenden mdg-
lichst vollsténdig gefullten GefaBen aufzubewahren.

8 Durchfiihrung
8.1 Bestimmung des Trockenmassegehaltes

Die Trockenmasse des Tee-Extraktes oder der Zuberei-
tung aus Lebensmittein mit Tee-Extrakt wird Uber den
nach ISO 75132) bestimmten Massenverlust rechnerisch
ermittelt. Nach 1SO 7513 : 1990 wird der Massenverlust
nach 2 h Trocknung bei 103°C mit etwa 4 g der Probe
ermittelt.

8.2 Herstellung der Probelésung

8.2.1 Fester Tee-Extrakt

0,1 g der Probe werden auf 0,001 g in einen 100-mi-MeB-
kolben eingewogen und mit etwa 70 ml siedendem Was-
ser versetzt. Durch Schiitteln wird die Probe vollstandig
geldst. AnschlieBend wird die Lésung auf Raumtempera-
tur abgekuihlt und der Kolben bis zur Strichmarke mit
Wasser aufgefliilt.

8.2.2 Feste Zubereitungen aus Lebensmitteln
mit 1% bis 2%°%) Tee-Extrakt

5 g der Probe werden auf 0,001 g in einen 100-mt-MeBkol-
ben eingewogen und mit etwa 70 ml siedendem Wasser
versetzt. Durch Schitteln wird die Probe volisténdig
geldst. AnschlieBend wird die Lésung auf Raumtempera-
tur abgekuihlt und der Kolben bis zur Strichmarke mit
Wasser aufgefiillt.
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