DEUTSCHE NORM

Untersuchung von Tee und Tee-Erzeugnissen
Bestimmung des Gehaltes an Theobromin und Coffein
von flissigen Teegetranken
Teil 2: HPLC-Referenzverfahren (auch fur geringe Gehalte an Theobromin)

DIN
10811-2

ICS 67.140.10

Deskriptoren: Tee, Theobromin, Coffein, HPLC, Gehaltsbestimmung

Analysis of tea and tea products —

Determination of theobromine and caffeine content of fluid tea drinks —
Part 2: HPLC-reference method (for low theobromine contents also)

Analyse du thé et des derivés —

Détermination de la teneur en theobromine et caféine de boisons de thé fluides —
Partie 2: Méthode de référence (aussi pour des teneurs en théobromine inférieures)

Vorwort

Diese Norm wurde vom Normenausschuf3 Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte, ArbeitsausschuB3 “Tee”, erarbeitet.

DIN 10811 “Bestimmung des Gehaltes an Theobromin und Coffein von fliissigen Teegetranken” besteht aus:

Teil 1: HPLC-Routineverfahren (z. Z. Entwurf)

Teil 2: HPLC-Referenzverfahren (auch fir geringe Gehalte an Theobromin)

1 Anwendungsbereich

Diese Norm legt ein hochleistungsflissigkeitschromatogra-
phisches (HPLC) Verfahren fur die Bestimmung des Theo-
bromingehaltes und des Coffeingehaltes von flissigen Tee-
getranken, wie z.B. fruchthaltige und/oder aromatisierte
Teegetranke, fest.

Diese Norm ist flir Teegetranke allgemein anwendbar. Liegt

die Massenkonzentration an Theobromin unter 2 mg/l gilt
ausschlieBlich diese Norm.

2 Normative Verweisungen

Diese Norm enthalt durch datierte oder undatierte Verwei-
sungen Festlegungen aus anderen Publikationen. Diese nor-
mativen Verweisungen sind an den jeweiligen Stellen im Text
zitiert, und die Publikationen sind nachstehend aufgefiihrt.
Bei datierten Verweisungen gehdren spatere Anderungen
oder Uberarbeitungen dieser Publikationen nur zu dieser
Norm, falls sie durch Anderung oder Uberarbeitung eingear-
beitet sind. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Aus-
gabe der in Bezug genommenen Publikation.

DIN ISO 3696
Wasser flr analytische Zwecke — Anforderungen und
Priifungen; Identisch mit ISO 3696 :1987

DIN ISO 5725
Prazision von MeBverfahren — Ermittlung der Wiederhol-
und Vergleichprazision von festgelegten MeBverfahren
durch Ringversuche; Identisch mit ISO 5725, Ausgabe
1986

3 Definitionen

Far die Anwendung dieser Norm gelten die folgenden Defini-
tionen:

3.1 Theobromingehalt von fliissigen Teegetranken

Unter dem Theobromingehalt von fllissigen Teegetrdnken
wird der nach dem hier festgelegten Verfahren bestimmte

Theobromingehalt, angegeben als Massenkonzentration in
Milligramm je Liter Teegetrank, verstanden.

3.2 Coffeingehalt von fliissigen Teegetranken
Unter dem Coffeingehalt von fllissigen Teegetranken wird der
nach dem hier festgelegten Verfahren bestimmte Coffein-
gehalt, angegeben als Massenkonzentration in Milligramm
je Liter Teegetrank, verstanden.

4 Prinzip

Die Probe wird mittels Festphasen-Extraktion mit C18-S&u-
len in Verbindung mit einer Absaugeinheit aufbereitet und
anschlieBend Uber einen Anionenaustauscher gereinigt.
Nach Filtration wird der Theobromingehalt und der Coffein-
gehalt durch Hochleistungsflissigkeitschromatographie und
mit Hilfe eines UV-Detektors bestimmt.

5 Chemikalien

Es sind analysenreine Chemikalien zu verwenden. Das ver-
wendete Wasser muB der Qualitat 1 nach DIN ISO 3696 ent-
sprechen.

5.1 Methanol, geeignet fiir HPLC
5.2 Methanol

5.3 Stark basischer Anionenaustauscher
CI-Form, 75 bis 150 pum (100 bis 200 mesh)?)

Bei Verwendung jeder neuen Charge sollte diese in Wieder-
findungsversuchen geprift werden. Die Wiederfindungsrate
sollte Uber 95 % liegen.

1) Die Angabe der Kérnung wurde nach BSI410:1988
“British Standard Specification for test sieves’ in die
SI-Einheit pm Gbertragen.
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5.4 Phosphat-Pufferlésung

2,76 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH,PO, - H,O)
werden in einem 200-ml-Becherglas in etwa 100 ml Wasser
geldst. Diese Lésung wird mit Phosphorsédure (c(H3PO,) =
0,2 moW) auf einen pH-Wert von 4,0 eingestellt. Anschlie-
Bend wird die Losung in einen 1000-ml-MeBkolben Uber-
gefahrt, mit 300 ml Methanol nach 5.2 versetzt und mit
Wasser bis zur Strichmarke aufgefillt.

5.5 FlieBmittel, Methanol-Wasser-Mischung

(z.B. 30 : 70 Volumenanteile)
600 ml Methanol nach 5.1 werden in einen 2 000-ml-MeBkol-
ben gegeben. Der MeBkolben wird mit Wasser aufgefillt.
AnschlieBend wird durch Schitteln gemischt.

5.6 Theobromin-Stammlésung

50 mg Theobromin werden in einen 200-ml-MeBkolben auf
0,1 mg eingewogen, in etwa 60 ml Methanol unter Erwédrmen
im kochenden Wasserbad gelést und nach dem Temperieren
der Ldésung auf 20°C bis zur Strichmarke mit Wasser
aufgefullt. Diese Losung ist im Kihlschrank mindestens
3 Wochen haltbar.

5.7 Coffein-Stammlésung

100 mg Coffein werden in einen 100-ml-Mef3kolben auf
0,1 mg eingewogen, mit 50 ml Wasser versetzt und im Ultra-
schallbad gelést. Nach Temperieren der Losung auf 20°C
wird mit Wasser bis zur Strichmarke aufgefilit.

Diese Ldsung ist bei Lagerung im Kuhlschrank einen Monat
verwendbar.

5.8 Theobromin-Coffein-Standardlésung

Aus den Stammlésungen nach 5.6 und 5.7 wird durch
Verdinnen mit dem FlieBmittel nach 5.5 eine Theobromin-
Coffein-Standardlésung hergestellt. Fir die Einpunktkali-
brierung wird vorzugsweise mit einer Standardldésung mit
1 mg Theobromin und 20 mg Coffein je Liter gearbeitet. Die
bendtigte Menge an Standardiésung wird vor der Verwen-
dung durch ein Membranfilter nach 6.3 filtriert.

6 Gerate

Ubliches Laboratoriumsgerat, insbesondere Geréte nach 6.1
bis 6.9.

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

6.2 Analytische Trennséule aus Stahl, z. B. Durchmes-
ser 4,0 bzw. 4,6 mm, Ladnge 250 mm, mit einer Octadecyl-
Derivat-Fullung oder einer Octyl-Derivat-Flllung, Korngréf3e
z.B. 5 um. Zusatzlich kann eine Vorséule mit dem gleichen
Fullmaterial der Trennsdule verwendet werden.

6.3 Membranfiltriereinrichtung mit einem 0,45-pum-
Membranfilter fir waBrige 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
6.8 Séaulen fur Festphasen-Extraktion, Typ C 182)

2y Auskunft iber Bezugsquellen geeigneter Séulen erteilt der
Normenausschu3 Lebensmittel und landwirtschaftliche Pro-
dukte (NAL) im DIN Deutsches Institut fir Normung e.V.,
10772 Berlin, (Hausanschrift:  BurggrafenstraBe 6,
10787 Berlin).

6.9 Absaugeinheit aus Glas, die eine standige visuelle
Kontrolle ermdglicht.

7 Probenahme

Es ist von einer reprasentativen, gut durchmischten Probe
auszugehen.

8 Durchfiihrung

8.1 Reinigung der Probe lber Festphasen-
Extraktion

8.1.1 Konditionierung der Séaulen

Die Saule nach 6.8 wird erst mit 20 ml Methanol nach 5.1
und anschlieBend mit 20 ml Wasser gewaschen. Dabei ist
darauf zu achten, daB die Séule nicht trockenlauft.

8.1.2 Aufbringen der Probe

Maximal 10ml der Probe werden auf die Saule nach 6.8
gegeben. Die Flissigkeit muB in das Saulenmaterial fast voll-
sténdig einziehen. AnschlieBend wird die Sdule mit 20 bis
25 ml Wasser durchspilt und trockengesaugt.

8.1.3 Extraktion der Methylxanthine

Die Methylxanthine werden mit 10 ml Phosphat-Pufferlésung
nach 5.4 in einen 10-ml-MeBkolben eluiert. AnschlieBend
wird der MeBkolben auf 20°C temperiert und mit Phosphat-
Pufferldsung bis zur Strichmarke aufgefullt.

8.2 Vorreinigung der Probelésung

Die Glassdule nach 6.5 wird unten mit einem Wattebausch
verschlossen. Dabei wird die Watte leicht angedrilickt, damit
eine ebene Oberflache erreicht wird.

AnschlieBend wird 1 g des Anionenaustauschers nach 5.3
trocken in die Glasséule eingeflllt. Die Saulenfillung wird mit
50 ml Wasser gesplilt. Dabei werden eventuell an der Sau-
lenwand anhaftende Anionenaustauscherharz-Partikel abge-
spult. Die Fillung wird mit einem dinnen Wattebausch
derartig abgedeckt, daf3 eine ebene Schicht entsteht.

Es wird soviel Wasser abgelassen, bis das Wasser die Wat-
teschicht gerade noch bedeckt. Dabei ist darauf zu achten,
daf die Glassaule nicht trockenlauft.

AnschlieBend wird ein 25-ml-MeBkolben unter den Auslauf
der Glassaule gestellt. Auf die vorbereitete Glassaule wer-
den 5 ml der nach 8.1 aufbereiteten Probelésung pipettiert.
Diese wird langsam durch die Glasséule laufen gelassen, bis
noch 1 mm der Probelésung Uber der Watte steht. Dabei ist
wieder darauf zu achten, daB die Glassaule nicht trocken-
lauft.

AnschlieBend wird die Glassaule mit der Phosphat-Pufferld-
sung nach 5.4 gespllt, bis der 25-ml-MeBkolben fast bis zur
Strichmarke gefillt ist. Die Elutionsgeschwindigkeit sollte
dabei 2 Tropfen je s nicht Uberschreiten. Der MeBkolben wird
anschlieBend auf 20°C temperiert und mit Wasser bis zur
Strichmarke aufgefiillt. Die vorgereinigte Probelésung wird
durch ein Membranfilter nach 6.3 filtriert. Das Filtrat wird
unverdiinnt zur Bestimmung eingesetzt.

8.3 Bestimmung
Der Hochleistungsflissigkeitschromatograph nach 6.1 wird
entsprechend der Herstelleranweisung in Betrieb gesetzt.
Die HPLC-Bedingungen werden zweckentsprechend, z. B.
wie folgt dargestellt, gewahlt:
FlieBmittel: Methanol-Wasser-Mischung
z.B. 30: 70 Volumenanteile
(isokratisch)
FlieBgeschwindigkeit: 0,8 bis 1,0 ml/min
Detektion: UV im Bereich des Absorptionsmaxi-
mums (270 bis 272 nm)

Injektionsvolumen:  bei 5 um KorngréBe z. B. 20 bis 50 pl.
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