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Nationales Vorwort

Dieses Dokument enthalt die deutsche Ubersetzung der Internationalen Norm ISO 18447:2021, die vom Tech-
nischen Komitee ISO/TC 34 ,Food products” erarbeitet wurde, dessen Sekretariat von AFNOR (Frankreich)
gehalten wird.

Das zustdndige nationale Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 057-05-11 AA , Tee“ im DIN-Nor-
menausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL).

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschliefRen, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die Nutzungs-
bedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafien auch fiir den englischen Text.

Fiir die in diesem Dokument zitierten Dokumente wird im Folgenden auf die entsprechenden deutschen Doku-
mente hingewiesen:

ISO 3696 siehe DIN ISO 3696
[SO 5725-2 siehe DIN ISO 5725-2

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument konnen {iber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch eine
Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.
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Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN ISO 3696, Wasser fiir analytische Zwecke; Anforderungen und Priifungen
DIN ISO 5725-2, Genauigkeit (Richtigkeit und Prdzision) von Messverfahren und Messergebnissen — Teil 2:

Grundlegende Methode fiir die Ermittlung der Wiederhol- und Vergleichprdzision eines vereinheitlichten
Messverfahrens
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Vorwort

ISO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung nationaler Normungsinsti-
tute (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird iiblicherweise von Tech-
nischen Komitees von ISO durchgefiihrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an einem Thema hat, fiir
welches ein Technisches Komitee gegriindet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee vertreten zu sein. Inter-
nationale staatliche und nichtstaatliche Organisationen, die in engem Kontakt mit ISO stehen, nehmen eben-
falls an der Arbeit teil. ISO arbeitet bei allen elektrotechnischen Normungsthemen eng mit der Internationalen
Elektrotechnischen Kommission (IEC) zusammen.

Die Verfahren, die bei der Entwicklung dieses Dokuments angewendet wurden und die fiir die weitere Pflege
vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC-Direktiven, Teil 1 beschrieben. Es sollten insbesondere die unter-
schiedlichen AnnahmekKriterien fiir die verschiedenen ISO-Dokumentenarten beachtet werden. Dieses Doku-
ment wurde in Ubereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der ISO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet (siehe
www.iso.org/directives).

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren kon-
nen. ISO ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren. Details
zu allen wahrend der Entwicklung des Dokuments identifizierten Patentrechten finden sich in der Einleitung
und/oder in der ISO-Liste der erhaltenen Patenterklarungen (siehe www.iso.org/patents).

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname dient nur zur Unterrichtung der Anwender und bedeutet
keine Anerkennung.

Fiir eine Erlduterung des freiwilligen Charakters von Normen, der Bedeutung [SO-spezifischer Begriffe und
Ausdriicke in Bezug auf Konformitatsbewertungen sowie Informationen dariiber, wie ISO die Grundséatze der
Welthandelsorganisation (WTO, en: World Trade Organization) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse
(TBT, en: Technical Barriers to Trade) berticksichtigt, sieche www.iso.org/iso/foreword.html.

Dieses Dokument wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34, Food products, Unterkomitee SC 8, Tea erarbei-
tet.

Riickmeldungen oder Fragen zu diesem Dokument sollten an das jeweilige nationale Normungsinstitut des

Anwenders gerichtet werden. Eine vollstandige Auflistung dieser Institute ist unter www.iso.org/members.
html zu finden.
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1 Anwendungsbereich
Dieses Dokument legt ein Verfahren der Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) oder Ultrahochleis-
tungsfliissigchromatographie (UHPLC) fiir die Bestimmung des Gehalts der vier wichtigsten Theaflavine von

Tee fest.

Es ist sowohl auf Blatt- als auch 16sliche Schwarz- und Oolong-Tees anwendbar. Das Verfahren ist derzeit nicht
fiir trinkfertige (RTD, en: ready-to-drink) Getrdnke validiert.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente werden im Text in solcher Weise in Bezug genommen, dass einige Teile davon oder
ihr gesamter Inhalt Anforderungen des vorliegenden Dokuments darstellen. 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, Water for analytical laboratory use — Specification and test methods

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

3 Begriffe
In diesem Dokument werden keine Begriffe aufgefiihrt.

ISO und IEC stellen terminologische Datenbanken fiir die Verwendung in der Normung unter den folgenden
Adressen bereit:

— ISO Online Browsing Platform: verfiigbar unter https://www.iso.org/obp

— IEC Electropedia: verfiigbar unter http://www.electropedia.org/

4 Kurzbeschreibung

Die Extraktion der Theaflavine aus einer Untersuchungsmenge fein gemahlenen Blatt-Tees erfolgt mit
70%igem Methanol bei 70 °C. Losliche Tees werden in heiflem Wasser gelost, dem zum Stabilisieren des
Extraktes 10 % (Volumenanteil) Acetonitril zugegeben werden. Die einzelnen Theaflavine im Extrakt
werden mittels HPLC auf einer Umkehrphasen-Saule unter Anwendung einer isokratischen Elution und mit
UV-Detektion bei 274 nm, optional bei 375 nm (als eine alternative Detektionswellenldnge, die nicht bei der
Verfahrensvalidierung verwendet wird), bestimmt. Zur quantitativen Bestimmung werden externe Standards
verwendet. Externe Theaflavin-Standards von festgelegter Reinheit und mit festgelegtem Feuchtegehalt
dirfen direkt verwendet werden. Alternativ dazu darf Coffein als ein Standard in Verbindung mit relativen
Responsefaktoren (RRF) fiir die einzelnen Theaflavine verwendet werden, die in einem internationalen
Ringversuch der ISO ermittelt wurden (siehe Tabelle 3).

5 Reagenzien
5.1 Allgemeines
Sofern nicht anders festgelegt, werden nur Reagenzien von anerkannter analytischer Qualitdt verwendet.

SICHERHEITSVORKEHRUNGEN — Es miissen Handschuhe und eine Schutzbrille getragen werden und
die Reagenzien sind in einem Abzug zu dosieren.

5.1.1 Wasser, Qualitdt 1 nach ISO 3696.
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5.1.2 Acetonitril, HPLC-Qualitat.

5.1.3 Methanol, HPLC-Qualitit.

5.1.4 Essigsdure, Eisessig, HPLC-Qualitat.

5.1.5 Ascorbinsaure, analytische Qualitat.

5.1.6 Dinatriumsalz der Ethylendiamintetraessigsaure, Dihydrat (EDTA), analytische Qualitat.
5.1.7 Methanol/Wasser-Extraktionsgemisch, mit einem Volumenanteil von Methanol von 70 %.

700 ml Methanol (5.1.3) werden in einen 1-1-Messkolben mit einer Marke gegeben. Der Messkolben wird mit
Wasser (5.1.1) bis zur Marke aufgefiillt und der Inhalt durchmischt.

5.1.8 Stabilisierungslosung mit 20 % Acetonitril.

Ein 500-ml-Messkolben wird zur Halfte (5.1.1) gefiillt. 10 ml Eisessig (5.1.4) und 100 ml Acetonitril (5.1.2)
werden hinzugefiigt. Je 125 mg Ascorbinsdure (5.1.5) und EDTA (5.1.6) werden hinzugefiigt und mit Wasser
(5.1.1) wird bis zur Marke aufgefiillt. Diese Losung darf bis zu einer Woche im Kiithlschrank aufbewahrt werden.

5.1.9 Stabilisierungslésung fiir Blatt-Tee-Aufgiisse.

0,062 5 g EDTA (5.1.6) und 0,062 5 g Ascorbinsdure (5.1.5) werden in einen 25-ml-Messkolben eingewogen
und dieser wird mit Wasser (5.1.1) bis zur Marke aufgefiillt, was eine Losung ergibt, die 2,5 mg/ml EDTA und
2,5 mg/ml Ascorbinsdure enthalt. Diese Losung darf bis zu einer Woche im Kiihlschrank aufbewahrt werden.

5.2 Mobile Phasen fiir die HPLC
5.2.1 Mobile Phase A, 2 % (Volumenanteil) Essigsaure in Wasser.

40 ml Essigsdure (5.1.4) werden in einen 2-1-Messkolben mit einer Marke tiberfiihrt. Es wird ausreichend Was-
ser (5.1.1) hinzugefiigt, um den Kolben bis zur Halfte zu fiillen, und der Inhalt wird gut durchmischt. Der Mess-
kolben wird mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt, der Inhalt durchmischt und filtriert (6.10).

5.2.2 Mobile Phase B, 2 % (Volumenanteil) Essigsdure in Acetonitril.

20 ml Essigsdure (5.1.4) werden in einen 1-1-Messkolben mit einer Marke tiberfiihrt. Etwa 400 ml Acetonitril
(5.1.2) werden hinzugefiigt, der Inhalt wird gut durchmischt und es wird bis zur Marke mit Acetonitril aufge-
fillt, der Inhalt wird erneut durchmischt und filtriert.

5.3 Standard-Stammlésungen
5.3.1 Allgemeines

Wenn Theaflavine bekannter und garantierter Reinheit zur Verfiigung stehen, diirfen diese direkt als externe
Standards eingesetzt werden. Zusatzlich zum iiblicherweise angegebenen HPLC-Reinheitsgrad ist es wichtig,
dass deren Feuchtegehalt ebenfalls bekannt ist, da hohe Kristallwassergehalte bei der HPLC-Auswertung nicht
beriicksichtigt werden. Die Daten fiir die Reinheit und den Feuchtegehalt der bei dem Ringversuch von ISO ver-
wendeten Standards sind in Anhang A angefiihrt. Wenn umfassende Daten zur Reinheit nicht zur Verfiigung
stehen oder bestimmt werden konnen, sollten die Theaflavine nur als Markerverbindungen zur Unterstiitzung
der Identifizierung verwendet werden. Unter diesen Umstdnden darf die quantitative Bestimmung unter Ver-
wendung von Coffein als externem Standard in Verbindung mit den bei den Ringversuchen von ISO fiir die ein-
zelnen Theaflavine erhaltenen, einvernehmlich festgelegten RRF-Werten (in Bezug auf Coffein) durchgefiihrt
werden (siehe Tabelle 3).
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ANMERKUNG  Die statistischen Daten in Anhang A wurden unter Verwendung der Kalibrierung gegen Coffein gewonnen
(siehe 5.5).

5.3.2 Herstellung der Standard-Stammldsungen der einzelnen Theaflavine

Etwa 20 mg (die genaue Masse wird notiert) der folgenden einzelnen Theaflavine werden in getrennte
10-ml-Messkolben eingewogen: Theaflavin (TF), Theaflavin-3-gallate (TF-3-g), Theaflavin-3'-gallat (TF-3'-g)
und Theaflavin-3,3’-digallat (TF-3,3’-dig). Der Kolben wird mit Stabilisierungslésung mit 20 % Acetonitril
(5.1.8) bis zur Marke aufgefiillt, um Standard-Stammldsungen mit einer Konzentration von etwa 2 mg/ml zu
erhalten.

ANMERKUNG  Wenn ausreichende Mengen (d. h. > 20 mg) zur Verfiigung stehen, ist zur Herstellung der einzelnen
Standard-Stammlésungen eine Analysenwaage erforderlich, mit der mindestens auf 0,1 mg gewogen werden kann, wah-
rend bei begrenzten Mengen (d. h. < 20 mg) eine Analysenwaage erforderlich ist, mit der auf 0,01 mg gewogen werden
kann.

5.4 Gemischte Standardléosungen
Zur Herstellung der gemischten Standardlésungen werden aliquote Mengen der einzelnen Standards nach
Tabelle 1 in 20-ml-Messkolben pipettiert und die Messkolben werden mit Stabilisierungslosung mit 20 % Ace-

tonitril (5.1.8) bis zur Marke aufgefillt.

Tabelle 1 — Herstellung von gemischten TF-Arbeitsstandards

Bezeichnung des Standard- Nennkonzentration | Nennkonzentration des
Standards Stammlésungen einzelner Theaflavine Injektionsvolumens
einzelner Theaflavine,
verdiinnt auf 20 ml
ml mg/1 ng/10 pl
A 4,0 pg Std. 4 400 4,0
B 3,0 pg Std. 3 300 3,0
C 2,0 pg Std. 2 200 2,0
D 1,0 pg Std. 1 100 1,0
E 0,5 pg Std. 0,5 50 0,5
F 0,25 pg Std. 0,25 25 0,25

Die Konzentration der einzelnen, in Tabelle 1 angefithrten TF beruht auf einer Reinheit der Standards
von 100 %. Die Reinheit der TF-Standards sollte durch hochauflésende magnetische Kernresonanz(NMR)-
Spektroskopie bestimmt werden und die Nennkonzentrationen der Standards sollten dementsprechend die
genaue Konzentration der einzelnen TF in jedem Standard ergeben.

Bei Theaflavinen unbekannter Reinheit wird dringend empfohlen, dass zuerst eine individuelle HPLC-
Auswertung durchgefiihrt wird, um auf andere potenziell storende Bestandteile zu priifen.

Die Nennkonzentrationen der gemischten Standardldésungen A bis F sind in Tabelle 1 angegeben und wur-
den so ausgewahlt, dass der iiblicherweise in Tee vorliegende Konzentrationsbereich abgedeckt wird. Die tat-
sdachlichen Konzentrationen der wasserfreien Verbindungen werden aus den zur Herstellung der Standard-
Stammlésungen verwendeten Einwaagen zusammen mit den Feuchtegehalten der Standards berechnet.

Die gemischten Standard-Arbeitsldsungen A bis F bleiben bei Aufbewahrung im gefrorenen Zustand bei -20 °C
mindestens zwei Monate stabil. Es wird nur die fiir jede Analysenreihe ausreichende Menge an Probengefafden
der gemischten Standard-Arbeitslosungen aufgetaut. Die gesamte iibrig gebliebene Losung wird verworfen
und darf nicht wieder eingefroren werden.
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5.5 Coffein-Standard — Herstellung der Stammldsung des Coffeins, die 2,00 mg/ml
entspricht.

(0,200 = 0,001) g wasserfreies Coffein werden in einen 100-ml-Messkolben mit einer Marke eingewogen. Es
wird ausreichend warmes Wasser hinzugefiigt, um den Kolben bis zur Halfte zu fiillen. Zum Losen des Cof-
feins wird der Kolben geschwenkt, anschliefiend wird auf Raumtemperatur gekiihlt. Mit Wasser wird bis zur
Marke aufgefiillt und der Inhalt wird durchmischt, um eine Standard-Stammldsung mit einer Konzentration
von 2 mg/ml zu erhalten.

Es werden aliquote Mengen der Standard-Stammldsung des Coffeins in 20-ml-Messkolben hergestellt, wie
Tabelle 2 genau beschrieben, und anschliefdend wird mit der Stabilisierungslésung mit 20 % Acetonitril (5.1.8)

bis zur Marke aufgefiillt.

Tabelle 2 — Herstellung von Coffein-Arbeitsstandards

Bezeichnung des Einzelne Standard- Nennkonzentration | Nennkonzentration des
Standards Stammlésungen von von Coffein Injektionsvolumens
Coffein, verdiinnt auf
20 ml
ml mg/1 ng/10 ul
A 1,0 pg Std. 1 100 1,0
B 0,5 pg Std. 0,5 50 0,5
C 0,25 pg Std. 0,25 25 0,25
D 0,1 pg Std. 0,1 10 0,1
E 0,05 pg Std. 0,05 5 0,05
F 0,025 pg Std. 0,025 2,5 0,025

ANMERKUNG  Niedrigere Konzentrationen von Standards (z. B. G entsprechend 1 mg/1) sind optional. Hohere Konzen-
trationen konnen zu einer nichtlinearen Kalibrierkurve fiihren.

6 Gerate und Hilfsmittel
Die liblichen Laborgeridte werden verwendet, insbesondere folgende Gerite.

6.1 Analysenwaagen, mit einer Fehlergrenze von + 0,000 1 g und + 0,000 01 g (sieche ANMERKUNG unter
5.3.2).

6.2 Wasserbad, mit einer Temperatur von (70 * 1) °C.
6.3 Dispenser, fiir das Methanol/Wasser-Extraktionsgemisch (5.1.5), der auf 5,0 ml eingestellt ist.

6.4 Zentrifuge, die eine relative Zentrifugalbeschleunigung von 2 000 g (iiblicherweise 3 500 min~1) errei-
chen kann.

6.5 Vortex-Mischer, zum wirksamen Durchmischen wahrend der Extraktion.

6.6 Extraktionsrohrchen, aus Glas, mit einem Fassungsvermogen von 10 ml, mit Stopfen und in der Lage,
dem Zentrifugieren standzuhalten.

6.7 Messrohrchen, aus Glas, mit einem Fassungsvermogen von 10 ml, mit 0,1-ml-Teilungen.

6.8 Messkolben, mit einer Marke und einem Fassungsvermogen von 5 ml, 10 ml, 20 ml, 100 ml, 500 ml, 11

nd 2L
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6.9 Pipetten, aus Glas oder automatische, um den Volumenbereich fiir die Standard- und Probenextrakt-
verdiinnungen abzudecken.

6.10 Filter, Membranfiltereinheiten mit einer Porenweite von 0,45 pm und 0,2 pm (fiir UHPLC) zum Filtrie-
ren der mobilen Phasen und verdiinnten Probenextrakte.

PTFE- und Nylonmembranfilter haben sich als geeignet erwiesen, es miissen jedoch alle Membranen iiberpriift
werden, um sicherzustellen, dass keine Theaflavine zuriickgehalten werden.

6.11 Hochleistungsfliissigchromatograph, ausgestattet fiir die Durchfithrung einer isokratischen Elution,

mit einem thermostatisch geregelten Sdulenofen und einem auf 278 nm und (optional) 375 nm eingestellten
Ultraviolett-Detektor.

Die Verwendung eines Photodiodenarray-Detektors wird empfohlen. Alternativ kann ein Ultrahochleistungs-
fliissigchromatograph verwendet werden.

Bei Verwendung eines Autosamplers wird dringend empfohlen, ein Gerat mit einer Kithlméglichkeit zu ver-
wenden, um sicherzustellen, dass kein Abbau der Probe auftritt. Eingestellt auf 10 °C.

6.12 Datenerfassungs-/-integrationssystem.

6.13 Chromatographiesaule fiir HPLC. Geeignete RP-Saulen fiir HPLC, Mafde z. B. 100 x 4,6, 150 x 4,6
oder 250 x 4,6, ein Innendurchmesser von 2 mm ist auch moglich (bei der Verwendung von 2-mm-Saulen
muss der Durchfluss angepasst werden), Partikelgrofde 5 1, 3,5 1 oder 3 p. Bei UHPLC sind die typischen Mafie
100 mm x 2,1 mm, der Partikeldurchmesser betragt 1,8 p.

ANMERKUNG  Hypersil C18,3 y, 100 mm x 4,6 mm oder Zorbax Eclipse XBD 18, 3,5 1, 150 mm x 4,6 mm ausgestattet mit

einer C18-SecurityGuard-Kartusche (z. B. Phenomenex) oder gleichartige Saulen'. Fiir UHPLC wird zum Beispiel Eclipse
Plus C18 RRHD, 1,8 11, 100 mm x 2,1 mm verwendet?.

7 Probenahme

Es ist wichtig, dass das Labor eine Probe erhdlt, die tatsdchlich reprasentativ ist und wahrend des Transports
oder der Lagerung nicht beschadigt oder verdandert wurde.

Die Probenahme ist nicht Bestandteil des in diesem Dokument festgelegten Verfahrens. Ein empfohlenes Pro-
benahmeverfahren ist angegeben in:

— IS0 1839 fiir Blatt-Tee;

— IS0 7516 fiir 16slichen Tee.

8 Vorbereitung der Untersuchungsproben

Um die Homogenitat sicherzustellen, wird die Probe des Blatt-Tees nach ISO 1572 gemahlen und die Proben
werden in gut verschlossenen Behaltern lichtgeschiitzt aufbewahrt.

1 Das sind Beispiele fiir geeignete handelsiibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender
dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung dieser genannten Produkte durch ISO. Gleichwertige Produkte
diirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fiihren.

2 Dasistein Beispiel fiir ein geeignetes handelsiibliches Produkt. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwen-
der dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung dieser genannten Produkte durch ISO. Gleichwertige Pro-
dukte diirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fiihren.
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Das Mahlen von l6slichem Tee ist nur bei Proben mit einer groben Granulatstruktur (z. B. gefriergetrockneter
loslicher Tee) erforderlich.

9 Durchfiihrung
9.1 Allgemeines

Wenn es erforderlich ist, zu iiberpriifen, ob die Anforderungen an die Wiederholprazision (11.2) eingehalten
werden, werden zwei Einzelbestimmungen nach 9.2 bis 9.6 unter Wiederholbedingungen durchgefiihrt.

9.2 Bestimmung des Trockenmassegehaltes

Der Trockenmassegehalt wird aus dem Feuchtegehalt (Masseverlust bei 103 °C) an einer Teilmenge der Unter-
suchungsprobe (siehe Abschnitt 8) nach folgenden Normen bestimmt:

— IS0 1572 fiir Blatt-Tee;

— SO 7513 fiir 16slichen Tee.
9.3 Untersuchungsmenge
9.3.1 Léslicher Tee

(0,2 £ 0,001) g Untersuchungsprobe (siehe Abschnitt 7) werden in einen 10-ml-Messkolben mit einer Marke
eingewogen.

9.3.2 Blatt-Tee

(0,2 £0,001) g Untersuchungsprobe (siehe Abschnitt 7) werden in ein Extraktionsréhrchen (6.6) eingewogen.
9.4 Extraktion von Theaflavinen

9.4.1 Léoslicher Tee

Zu dem l6slichen Tee im Kolben (9.3.1) wird Stabilisierungsléosung mit 20 % Acetonitril (5.1.8) hinzugefiigt. Es
wird sichergestellt, dass sich die Probe geldst hat; bei Bedarf erfolgt eine Behandlung mit Ultraschall. Der Kol-
ben wird mit Stabilisierungslosung mit 20 % Acetonitril (5.1.8) bis zur Marke aufgeftillt, der Inhalt durchmischt
und filtriert (6.10). Bei UHPLC wird ein 0,2-pm-Filter verwendet.

9.4.2 Blatt-Tee

9.4.2.1 Das im Dispenser (6.3) enthaltene Methanol/Wasser-Extraktionsgemisch (5.1.5) wird in das auf
70 °C eingestellte Wasserbad (6.2) gestellt und zur Gleichgewichtseinstellung mindestens 30 min belassen.

9.4.2.2 Das die Probe enthaltende Extraktionsréhrchen (9.3.2) wird in das auf 70 °C eingestellte Wasser-
bad gestellt. 5,0 ml des heifden Methanol/Wasser-Extraktionsgemisches aus 9.4.2.1 werden in das Extrakti-
onsrohrchen dosiert, dieses wird mit einem Stopfen verschlossen und der Inhalt mit dem Vortex-Mischer (6.5)
durchmischt.

9.4.2.3 Das Extraktionsrohrchen wird im Wasserbad weitere 10 min erwarmt, wobeinach 5 min und 10 min
auf dem Vortex-Mischer durchmischt wird.

ANMERKUNG  Es ist wichtig, die Proben griindlich zu durchmischen, um eine vollstindige Extraktion sicherzustellen.

9.4.2.4 Das Extraktionsrohrchen wird aus dem Wasserbad entnommen und auf Raumtemperatur abkiihlen
gelassen. Der Stopfen wird abgenommen, das Rohrchen wird in der Zentrifuge (6.4) angeordnet und fiir 10 min
bei 3 500 min~1! zentrifugiert.
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9.4.2.5 Die iiberstehende Fliissigkeit wird vorsichtig in ein Messrohrchen (6.7) oder einen 10-ml-
Messkolben mit einer Marke (6.8) dekantiert.

9.4.2.6 Die Extraktionsschritte 9.4.2.2 bis 9.4.2.5 werden wiederholt. Die beiden Extrakte werden vereinigt,
mit kaltem Methanol/Wasser-Extraktionsgemisch (5.1.5) auf 10 ml aufgefiillt und die Inhalte durchmischt.

Der nach 9.4.2.6 erhaltene Extrakt ist bei Aufbewahrung bei 4 °C mindestens 24 h stabil. Der Extrakt muss
vor dem Fortsetzen der Bestimmung Raumtemperatur annehmen konnen. Die erneute Suspension geringer
Mengen an Feststoffen, die bei der Aufbewahrung ausfallen kdnnen, ist nicht notwendig.

9.5 Verdiinnung

Bei Bedarf wird mit einer Pipette 1,0 ml des Probenextraktes (bei loslichem Tee der Extrakt nach 9.4.1 oder bei
Blatt-Tee der Extrakt nach 9.4.2.6) in ein Messrohrchen (6.7) tiberfiihrt und mit Stabilisierungslosung (5.1.9)
auf 2,0 ml bis 5,0 ml verdiinnt. Bei Extrakten von Blatt-Tee kann bei langerer Aufbewahrungszeit vor der Ana-
lyse ein Abbau eintreten, wenn keine Stabilisierungslosung verwendet wird. Es wird durchmischt und filtriert
(6.10). Bei UHPLC wird ein 0,2-um-Filter verwendet.

9.6 Bestimmung
9.6.1 Allgemeines

Theaflavine sind sehr anféllig fiir einen Abbau, wobei die Verunreinigung des Chromatographiesystems mit
Metallionen ein wesentlicher dazu beitragender Faktor zu sein scheint. Ein griindliches Spiilen des Systems,
z. B. mit 50%igem (Volumenanteil) Acetonitril (oder anfanglich mit einem geeigneten mischbaren Losemit-
tel in Abhédngigkeit von der vorangegangenen Anwendung) vor und nach der Verwendung zum Entfernen der
Riickstande von Puffersalzen und Sduren und zum Verhindern von Korrosion wird empfohlen.

9.6.2 Geriteeinstellung

Der Chromatograph (6.11) wird entsprechend den Herstelleranweisungen eingerichtet und wie folgt einge-
stellt:

a) Durchflussgeschwindigkeit der mobilen Phase (5.2): 2,0 ml/min (bei UHPLC: 0,5 ml bis 1 ml/min), beide
in Abhangigkeit von der verwendeten Saule.

b) Bedingungen: 78 % mobile Phase A (5.2.1) und 22 % mobile Phase B (5.2.2); in Abhdngigkeit von der ver-
wendeten Sdule kann es notwendig sein, die Zusammensetzung des Losemittels geringfiigig anzupassen
(z.B.77/23 oder 79/21).

c) Laufzeit: 25 min (bei UHPLC: 8 min bis 10 min), beide in Abhdngigkeit von der verwendeten Sdule und der
Losemittelzusammensetzung.

d) Temperatur der Saule (6.13): 30 °C £ 0,5 °C.
e) Bei Verwendung eines thermostatisierten Autosamplers wird empfohlen, die Proben bis zur Analyse bei
10 °C zu kiihlen; Proben, die nach dieser Norm hergestellt wurden, wurden auf ihre Stabilitdt bei 10 °C fiir

mindestens 24 h liberpriift.

Die Regelung der Sdulentemperatur ist unerlasslich (Chromatographiesdulenofen oder im Kreislauf betrie-
bener Wassermantel), wenn grofiere Abweichungen der Retentionszeiten vermieden werden sollen.

f) Auf 278 nm und 375 nm (optional) eingestellter UV-Detektor. Bei der Verwendung authentischer (stoff-

spezifischer) TF-Standards ist 375 nm bei einigen Proben eine Option, um bessere Chromatogramme zu
erhalten.
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Es wird sichergestellt, dass der gewéhlte Empfindlichkeitsbereich des Detektors in der Lage ist, alle Peaks der
am hochsten konzentrierten gemischten Standard-Arbeitslosung F innerhalb des Messbereichs des verwende-
ten Datenerfassungssystems zu erfassen.

9.6.3 HPLC-Analyse

Sobald die Durchflussgeschwindigkeit der mobilen Phase (5.2) und die Temperatur stabil sind, wird die Saule
mit einem Gradientenlauf ohne Probe (9.6.2) konditioniert. Anschlieféend werden je 10 pl bis 20 ul (bei UHPLC:
1 pl bis 10 pl) aller gemischten Standardlésungen A bis F (5.4) auf die Saule injiziert, gefolgt von dem gleichen
Volumen an verdiinnter Untersuchungslosung (9.5). Die Injektion der gemischten Standard-Arbeitslésungen
wird in regelmafdigen Abstanden (liblicherweise nach 6 bis 10 Untersuchungslésungen) wiederholt. Fiir alle
Peaks der gemischten Standardlésungen und der Losungen der Untersuchungsprobe werden die Daten mit
Hilfe des Datenerfassungs-/-integrationssystems (5.12N1) erfasst.

Nach jeder Analysenreihe werden das Chromatographiesystem und die Saule mit 50%igem (Volumenanteil)
Acetonitril (siehe 9.6.1) sorgfaltig gespiilt und, falls die Sdule zur Aufbewahrung aus dem Chromatographen
ausgebaut wird, die Verschlussstopfen der Sdule wieder eingesetzt.

9.6.4 Identifizierung

Die einzelnen Theaflavine werden durch Vergleich der Retentionszeiten aus den Probenchromatogrammen
mit den fiir die gemischten Standardlésungen unter den gleichen chromatographischen Bedingungen (9.6.2)
erhaltenen Retentionszeiten identifiziert. Die Anwendung einer Diodenarray-Detektion ermoéglicht die genaue
Untersuchung des UV-Profils der Theaflavinpeaks und eine Beurteilung der Peakreinheit, was besonders bei
der Bestimmung der niedrigen Gehalte von Theaflavinen in schwarzem Tee hilfreich sein kann.

ANMERKUNG  Wenn die Verfiigbarkeit von Theaflavin-Markerverbindungen begrenzt ist, unterstiitzen die Analyse

eines schwarzen Blatt-Tees und der Vergleich mit einem typischen HPLC-Chromatogramm sowie mit den in Anhang C
angefilihrten UV- und Massenspektren die Identifizierung.

10 Berechnung
10.1 Allgemeines
Die quantitative Bestimmung erfolgt unter Verwendung externer Standards:

— entweder mit einzelnen Theaflavin-Standards mit bestimmter Reinheit und bestimmtem Feuchtegehalt;
oder

— mit einem Coffein-Standard, verwendet in Verbindung mit den in Bezug auf Coffein gemessenen einver-
nehmlich festgelegten RRF-Werten der einzelnen Theaflavine (siehe 5.5 und 10.3).

ANMERKUNG  Coffein eluiert sehr friih in den Chromatogrammen.
10.2 Quantitative Bestimmung unter Verwendung von Theaflavin-Standards

10.2.1 Die Konzentration an wasserfreiem Standard in jeder der gemischten Standardlésungen A bis F (5.4)
wird auf 0,1 g/ml berechnet.

10.2.2  Fiir jeden Standard werden Kalibriergeraden durch Auftragen der Konzentrationen (g/ml) der was-
serfreien Verbindungen gegen die aus dem Datenerfassungs-/-integrationssystem (6.12) erhaltenen Peakfla-
chen erstellt und die Werte fiir die Steigung und den Achsenschnittpunkt ermittelt.

N1 Nationale Fufdnote: Diese Verweisung ist fehlerhaft. Hier muss auf 6.12 verwiesen werden.
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10.2.3 Der Gehalt der einzelnen Bestandteile, angegeben als Massenanteil in Prozent, auf Grundlage der
Trockenmasse der Probe, ist durch Gleichung (1) gegeben:

(Asample - Aintercept) XV xdx100

Sstd X m x 10 000 x D (1)
Dabei ist
Asample  die Peakfldche des einzelnen Bestandteils in der Untersuchungsprobe;
Aintercept die Peakfliche am Punkt, an dem die Standard-Kalibriergerade die y-Achse schneidet;
Sstd die Steigung der Standard-Kalibriergeraden;
|4 das Probenextraktionsvolumen (in ml), bei lIdslichem Tee und bei Blatt-Tee iiblicherweise 10 ml;
d der Verdiinnungsfaktor (siehe 9.5), iblicherweise 1 bis 5;
m die Masse der Untersuchungsmenge der Probe, in g;
D der Trockenmassegehalt der Untersuchungsprobe, angegeben als Massenanteil in Prozent,

bestimmt nach 9.2.

10.2.4 Der Gesamtgehalt an Theaflavin, T, angegeben als Massenanteil in Prozent, auf Grundlage der Tro-
ckenmasse der Probe, entspricht der Summe der einzelnen Theaflavine.

T=T1+T,+T3+T,
Dabei ist
T1 der prozentuale Anteil des Theaflavingehalts;
T, der prozentuale Anteil des Theaflavin-3-gallat-Gehalts;
T3 der prozentuale Anteil des Theaflavin-3‘-gallat-Gehalts;
T4 der prozentuale Anteil des Theaflavin-3,3'-digallat-Gehalts.

10.3 Quantitative Bestimmung unter Verwendung eines Coffein-Standards und der RRF von
Theaflavin

10.3.1 Die aus dem internationalen Ringversuch erhaltenen RRF-Werte (gemessen in Bezug auf Coffein)
fiir die einzelnen Theaflavine sind in Tabelle 3 angegeben. Diese einvernehmlich festgelegten Werte, die mit
Standards bekannter Reinheit erhalten wurden und auf Basis der wasserfreien Standards angegeben sind,
ermdglichen die quantitative Bestimmung bezogen auf den Coffein-Standard. Angaben zu den Standards sind
in Anhang B angefiihrt.

Tabelle 3 — Einvernehmlich festgelegte relative Responsefaktoren bei 278 nm

Bestandteil RRF in Bezug auf Coffein (berechnet auf der Basis der DM des
Standards), einschlief3lich des mit NMR bestimmten Reinheitsfaktors
Theaflavin 0,779 3
Theaflavin-3-gallat 0,777 7
Theaflavin-3’-gallat 0,818 6
Theaflavin-3,3'-digallat 0,855 3
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