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Nationales Vorwort

Die Internationale Norm ISO 14502-2:2005 ,Determination of substances characteristic of green and black
tea— Part 2: Content of catechins in green tea — Method using high-performance liquid chromato-
graphy® wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34/SC 8 ,Tea“ ausgearbeitet, dessen Sekretariat von BSI,
Grol3britannien, gefuhrt wird. Der zustandige Arbeitsausschuss ,Tee“ des Normenausschusses Lebensmittel
und landwirtschaftliche Produkte (NAL) im DIN beschloss die Ubernahme der zweiteiligen Internationalen
Norm ins Deutsche Normenwerk. Das im Jahre 2006 erschienene Corrigendum ist in der vorliegenden
Version bereits bertcksichtigt.

Es wird auf die Méglichkeit hingewiesen, dass einige Texte dieses Dokuments Patentrechte berlhren kdnnen.
Das DIN ist nicht dafur verantwortlich, einige oder alle diesbezuglichen Patentrechte zu identifizieren.

Far die in diesem Dokument zitierten Internationalen Normen wird im Folgenden auf die entsprechenden
Deutschen Normen hingewiesen:

ISO 3696 siehe DIN ISO 3696
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Bestimmung von charakteristischen Substanzen von griinem und schwarzem Tee
Teil 2: Gehalt an Catechinen in griinem Tee — Verfahren mit Hochleistungs-Fllssigchromatographie

1 Anwendungsbereich
Dieser Teil von ISO 14502 legt ein Verfahren der Hochleistungs-Flissigchromatographie (HPLC) zur Bestim-
mung des Gesamt-Catechingehalts von Tee durch Summierung aller einzelnen Catechine fest. Das Verfahren
gilt sowohl fur grinen Blatt-Tee als auch l6slichen Gruntee und mit Prazisionseinschrankungen auch fir
Schwarztee (siehe Anhang A).

Gallussaure und Coffein wie auch Theogallin und Theaflavine kdnnen ebenfalls nach diesem Verfahren be-
stimmt werden.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden zitierten Dokumente sind fur die Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten
Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte
Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments (einschlief3lich aller Anderungen).

ISO 1572, Tea — Preparation of ground sample of known dry matter content

ISO 3696:1987, Water for analytical laboratory use — Specification and test methods

ISO 7513, Instant tea in solid form — Determination of moisture content (loss in mass at 103 °C)

3 Kurzbeschreibung

Der Gesamt-Catechingehalt wird aus einer Prifmenge fein gemahlenem Blatt-Tee mit 70%igem Methanol bei
70 °C extrahiert. Losliche Tees werden in heiRem Wasser geldst und zum Stabilisieren des Extraktes mit
10 % (Volumenanteil) Acetonitril versetzt. Die einzelnen Catechine im Extrakt werden mit HPLC auf einer
Saule mit phenyl-gebundener (stationdrer) Phase mit Gradient(en)elution getrennt und durch UV-Detektion
bei 278 nm bestimmt. Fir die quantitative Bestimmung werden externe Standards verwendet. Externe
Catechin-Standards von definierter Reinheit und definiertem Feuchtegehalt dirfen direkt eingesetzt werden.
Alternativ dazu darf ein Coffein-Standard in Verbindung mit Relativen Responsfaktoren (RRF) verwendet
werden. Die RRF fir die einzelnen Catechine wurden in einem von der ISO veranlassten internationalen
Ringversuch ermittelt.

4 Reagenzien

Sofern nicht anderweitig festgelegt, werden nur Reagenzien von definiertem analytischen Reinheitsgrad ver-
wendet.

4.1 Wasser, das der Qualitat 1 nach ISO 3696:1987 entspricht.
4.2 Acetonitril, geeignet fur die HPLC.
4.3 Methanol.

4.4 Eisessig, geeignet fir die HPLC.
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4.5 Methanol/Wasser-Extraktionsgemisch, 70 % (Volumenanteil) Methanol.

700 ml Methanol (4.3) werden in einen 1-Liter-Messkolben gegeben. Der Messkolben wird mit Wasser (4.1)
bis zur Marke aufgefillt und der Inhalt durchmischt.

46 EDTA-Losung, 10 mg/ml.

1,00 g £ 0,01 g (Nay,)EDTA (Dinatriumethylendiamintetraacetat-Dihydrat) werden in einen 100-ml-Messkolben

eingewogen. Der Messkolben wird mit warmem Wasser bis zur Halfte geflllt, zum Lésen des EDTA ge-
schwenkt, auf Raumtemperatur gekihlt, mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt und der Inhalt durchmischt.

Die Losung wird taglich frisch hergestellt.

4.7 Ascorbinsaurelosung, 10 mg/mi.

1,00 g £ 0,01 g L-Ascorbinsaure werden in einen 100-ml-Messkolben eingewogen und in Wasser gelost. Der
Messkolben wird bis zur Marke aufgefullt und die Lésung durchmischt.

Die Losung wird taglich frisch hergestellt.

4.8 Stabilisierungslosung, 10 % (Volumenanteil) Acetonitril mit 500 pg/ml EDTA und Ascorbinsaure.

25 ml EDTA-Lésung (4.6), 25 ml Ascorbinsdurelésung (4.7) und 50 ml Acetonitril (4.2) werden in einen
500-ml-Messkolben pipettiert. Der Kolben wird bis zur Marke aufgefullt und die L6sung durchmischt.

Die Losung wird taglich frisch hergestellt.

4.9 Mobile Phasen fiir die HPLC

SICHERHEITSVORKEHRUNGEN — Es missen Handschuhe und eine Schutzbrille getragen und die
Dosierung der Reagenzien im Abzug vorgenommen werden.

4.9.1 Mobile Phase A, 9 % (Volumenanteil) Acetonitril, 2 % (Volumenanteil) Essigsaure mit 20 yg/ml EDTA.

180 ml Acetonitril (4.2) und 40 ml Eisessig (4.4) werden in einen 2-Liter-Messkolben Uberfuhrt, mit Wasser bis
zur Halfte aufgeflllt und mit 4,0 ml der EDTA-LOsung (4.6) versetzt. Der Messkolben wird bis zur Marke
aufgefillt, die Lésung durchmischt und durch einen Filter mit der PorengréRe 0,45 pm (5.10) filtriert.

49.2 Mobile Phase B, 80 % (Volumenanteil) Acetonitril, 2 % (Volumenanteil) Essigsdure mit 20 pg/ml
EDTA.

800 ml Acetonitril (4.2) und 20 ml Eisessig (4.4) werden einen 1-Liter-Messkolben Uberflhrt, mit etwa 100 ml
Wasser aufgeflllt und 2,0 ml EDTA-LAsung (4.6) zugegeben. Der Messkolben wird bis zur Marke aufgefillt,
die Lésung durchmischt und durch einen Filter mit der Porengréfie 0,45 pm (5.10) filtriert.

4.10 Stammloésungen
4.10.1 Allgemeines

Wenn Catechin-Standards bekannter Reinheit zur Verfigung stehen, dirfen diese direkt als externe
Standards eingesetzt werden. Zusatzlich zur Ublicherweise angegebenen HPLC-Reinheit ist es wichtig, dass
deren Feuchtegehalt ebenfalls bekannt ist, da hohe Kristallwassergehalte bei der HPLC-Auswertung nicht
(rechnerisch) berlcksichtigt werden. Die Daten fur die Reinheit und den Feuchtegehalt der bei dem Ring-
versuch verwendeten Standards sind in Anhang B angegeben. Wenn umfassende Reinheitsdaten nicht zur
Verfigung stehen oder bestimmt werden kénnen, sollten die Catechine nur als Referenzsubstanz zur Iden-
tifizierung verwendet werden. Unter diesen Umstanden kann die quantitative Bestimmung durch Verwendung
von Coffein als externem Standard in Verbindung mit den bei den Ringversuchen fir die einzelnen Catechine
erhaltenen RRF-Werten (in Bezug auf Coffein) durchgefuhrt werden (siehe 9.3 und Literaturhinweis [3]).

4.10.2 Stammloésung des Coffeins, die 2,00 mg/ml entspricht.
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0,200 g £ 0,001 g wasserfreies Coffein werden in einen 100-ml-Messkolben eingewogen. Der Messkolben
wird mit warmem Wasser bis zur Halfte aufgefillt, zum Lésen des Coffeins geschwenkt, auf Raumtemperatur
gekuhlt, mit Wasser bis zur Marke aufgefullt und durchmischt.

4.10.3 Stammloésung der Gallussaure, die etwa 1,00 mg/ml wasserfreier Gallussaure entspricht.

0,110 g + 0,001 g Gallussduremonohydrat (M = 188,14 g/mol) werden in einen 100-ml-Messkolben einge-
wogen und in Wasser gel6st. Der Kolben wird bis zur Marke aufgefiillt und die Losung durchmischt.

Die Stammldsung wird taglich frisch hergestellt.

Das Monohydrat wird der wasserfreien Gallussaure aus folgenden Griinden vorgezogen: es ist besser I6slich,
weniger hygroskopisch, und es sind zertifizierte Reagenz-Reinheitsgrade verfugbar (z. B. A.C.S., als Kenn-
zeichnung fiir die Ubereinstimmung mit Standards der American Chemical Society [Amerikanische Chemi-
sche Gesellschaft]. Falls der Feuchtegehalt (Masseverlust bei 103 °C) unbekannt ist, sollte dieser an einer
Teilmenge der Standardsubstanz bestimmt werden.

4.10.4 Herstellung der Stammlésung der einzelnen Catechine
Die in Tabelle 1 angegebenen Mengen der Vergleichssubstanzen werden jeweils in Messkolben eingewogen
und in der Stabilisierungslésung (4.8) falls erforderlich unter leichtem Erwarmen (héchstens 40 °C) geldst. Die

Messkolben werden nach Abkuhlen auf Raumtemperatur jeweils bis zur Marke aufgeflllt und der Inhalt
durchmischt.

Tabelle 1 — Stammlésungen der Catechine

Masse der Volumen der Nennkonzentration
Vergleichssubstanz Vergleichssubstanzen | Stabilisierungslésung | der Stammlésung
g ml mg/ml
(+)-Catechin (+C) 0,020 £ 0,001 20 1,0
(—)-Epicatechin (EC) 0,020 £ 0,001 20 1,0
(-)-Epigallocatechin (EGC) 0,040 + 0,001 20 2,0
(-)-Epigallocatechingallat 0,040 + 0,001 20 2,0
(EGCG)
(-)-Epicatechingallat (ECG) 0,040 + 0,001 20 2,0

Wenn ausreichende Mengen (d. h. >20 mg) zur Verfligung stehen, wird zur Herstellung der einzelnen
Stammlésungen eine Analysenwaage mit einer Messgenauigkeit von mindestens 0,1 mg verwendet. Bei ein-
geschrankten Mengen (d. h. <20 mg) wird eine Analysenwaage verwendet, mit der auf 0,01 mg gewogen
werden kann.

4.11 Standardlésungen

4111 Gallussaure-Standardlosung, die etwa 200 pg/ml entspricht.

20 ml der Stammlosung der Gallussaure (4.10.3) werden in einen 100-ml-Messkolben pipettiert. Der Mess-
kolben wird mit der Stabilisierungslosung (4.8) bis zur Marke aufgefiillt und der Inhalt durchmischt.

4.11.2 Gemischte Standardlésungen
Die drei jeweils Coffein, Gallussdure und Catechine enthaltenden Standardlésungen A, B und C, die als

externe Standards oder Identifizierungssubstanzen Verwendung finden, werden hergestellt. Hierzu werden
die in Tabelle 2 angegebenen Volumina der Stammlésung des Coffeins (4.10.2), der Gallussaure-Standard-
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I6sung (4.11.1) und aller verfiigbaren Stammldsungen der einzelnen Catechine (4.10.4) in drei getrennte
20-ml-Messkolben pipettiert und anschlieffend mit der Stabilisierungslésung (4.8) bis zur Marke verdiinnt und
durchmischt. Von jeder gemischten Standardlésung werden 1,0-ml-Aliquote in gekennzeichnete kleine Pro-
bengefalle aus braunem Glas pipettiert. Vor dem VerschlieBen wird vorsichtig mit Stickstoff gespdilt und die
Lésungen werden tiefgefroren bei —20 °C aufbewahrt. Die Nennkonzentrationen der Vergleichssubstanzen
der Standardldésungen A, B und C sind in Tabelle 3 angegeben.

Bei Catechinen mit unbekannter Reinheit muss zuerst eine individuelle HPLC-Analyse durchgeflihrt werden,
um auf andere potenziell stérende Bestandteile zu prifen.

ANMERKUNG Die Nennkonzentrationen der gemischten Standardidsungen A, B und C sind in Tabelle 2 angegeben
und wurden so ausgewahlt, dass der Ublicherweise in Tee gefundene Konzentrationsbereich abgedeckt wird.

Die tatsachlichen Konzentrationen der wasserfreien Verbindungen werden aus den zur Herstellung der
Stammldsungen verwendeten Einwaagen zusammen mit den Feuchtegehalten der Standards berechnet.

Die gemischten Standardlésungen A, B und C sind bei Aufbewahrung im gefrorenen Zustand bei —20 °C
mindestens 2 Monate stabil. Lediglich die fur jede Analysenreihe ausreichende Menge an Probengefalien der
gemischten Standard-Arbeitsldsungen wird aufgetaut. Jegliche Ubrig gebliebene Lésung wird verworfen und
nicht wieder eingefroren.

Tabelle 2 — Herstellung der gemischten Standardlésungen A, B und C

Erforderliche Aliquote fiir die Herstellung von
Vergleichs- . 20 ml gemischter Standardlésung
Losung ml
substanz

A B C
Coffein 2,00 mg/ml Stammlésung des Coffeins (4.10.2) 0,5 1,0 1,5
Gallussaure 200 pg/ml Gallussaure-Standardlosung (4.11.1) 0,5 1,0 2,5
+C 1,00 mg/ml Stammldsung des +C (4.10.4) 1,0 2,0 3,0
EC 1,00 mg/ml Stammlésung des EC (4.10.4) 1,0 2,0 3,0
EGC 2,00 mg/ml Stammlésung des EGC (4.10.4) 1,0 2,0 3,0
EGCG 2,00 mg/ml Stammlésung des EGCG (4.10.4) 1,0 2,0 4.0
ECG 2,00 mg/ml Stammldsung des ECG (4.10.4) 0,5 1,0 2,0

Tabelle 3 — Nennkonzentrationen der gemischten Standardlésungen A, B und C

Nennkonzentration

Bestandteil pg/ml

A B C
Gallussaure 5 10 25
Coffein 50 100 150
+C 50 100 150
EC 50 100 150
EGC 100 200 300
EGCG 100 200 400
ECG 50 100 200
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