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Theobromin, 3,7-Dimethylxanthin, ist bisher in der forensisch-
toxikologischen Analyse und in der Kriminalistik wenig beachtet worden.
Seine Bedeutung ist nicht so grof wie die des Coffeins (ScamipT uU.
SCHOYERER, 1966), die Toxicitét ist gering. Die Substanz ist aber nicht
nur regelmiBiger Bestandteil von Zubereitungen aus Kakaobohnen
(Theobroma cacao), z.B. Schokolade, Kakao, Pralinen, Torte usw.,
sondern sie kommt auch als Ausscheidungsprodukt von Coffein im
menschlichen Harn in Betracht und ist in zahlreichen Arzneimitteln
enthalten.

Deshalb sollte dem exakten quantitativen Nachweis dieser Substanz
mehr Aufmerksamkeit geschenkt werden als bisher. Wir hatten mehrfach
Gelegenheit, bei Vergiftungsverdacht Schokolade, Pralinen oder bio-
logisches Material auf Coffein und andere Xanthinderivate zu unter-
suchen. Als Gifttrager haben Schokoladezubereitungen Verwendung
gefunden, was auch den quantitativen Nachweis der normalen Extrakt-
stoffe erforderlich macht.

Kakaobohnen enthalten 1—2 % Theobromin neben kleinen Mengen von Coffein,
auch im Samen von Colafriichten ist Theobromin in kleinen Mengen nachgewiesen
worden (Bocxk, 1920). Die Synthese der Xanthinderivate in der Pflanze soll iiber das
Monomethyl- und Dimethyl- zum Trimethylderivat (Coffein) fithren. In umge-
kehrter Reihenfolge wird der Abbau durch Demethylierung im Tierkérper voll-
zogen. Zahlreiche Untersuchungen iiber den Stoffwechsel und die Ausscheidung
des Theobromins ergeben kein einheitliches Bild (KosrrT, 1906; Book, 1920;
HARPUDER u. SCHITTENHELM, 1931; BucHANAN et al. 1945; SorLmany, 1949;
CorNISH u. CHRISTMAN, 1957; Wirrtams, 1959; KLEINER u. ORTEN, 1962; BtcHI,
1963). Bock (dhnlich MoLLER, 1953) kommt nach zusammenfassender Darstellung
der bis 1920 erschienenen Literatur zu dem Ergebnis, daB im menschlichen Harn
Theobromin bis zu 20% der aufgenommenen Dosis erscheint, daB8 als Haupt-
umwandlungsprodukt 7-Methylxanthin (Heteroxanthin) und in geringerer Menge
3-Methylxanthin neben weiteren nicht identifizierten Purinbasen zur Ausscheidung
gelangt. Nach CorNisH u. CHRISTMAN (1957) gelangen 11-—12% Theobromin, als
Stoffwechselprodukt 7-Methylxanthin (28—30%), weiterhin 3-Methylxanthin

* Auch an dieser Stelle sei der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir ihre
Unterstitzung gedankt.
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(14—21%) sowie T7-Methylharnsiure (8—4%) zur Ausscheidung!. Bei Tieren
wurden unterschiedliche Ausscheidungsquoten gefunden (FRANKEL, 1919; Bock,
1920). Uber die Ausscheidungsdauer und den Konzentrationsabfall im mensch-
lichen Harn konnten wir keine Angaben finden.

Wihrend der Nachweis von Theobromin und Coffein in Kakao-
praparationen verhdltnisméBig einfach ist, bereitet er bei der Unter-
suchung biologischen Materials grofere Schwierigkeiten. Stehen kleine
Mengen, z.B. 1—2 g Schokolade o.4. zur Verfiigung, so ist eine wiBrige
Aufschwemmung in saurem Milieu zu empfehlen, diese fettfrei zu

filtrieren und mit Chloroform

Tabelle 1. Loslichkeiten von Theobromin zu extrahieren. Im Extrakt-
nach WapsworTH, 1920 rickstand kann der Nachweis
Bei 15,5° Theobromin  R@ch der noch zu beschreiben-
losen sich in je 100 ml g den papierchromatographisch-
spektrophotometrischen Me-
Benzol . . . .. ... .. 0,005 thode erfolgen, die Gamma-
Ather . . . . . . .. ... 0,003 . .
Tetrachlorkohlenstoft . . . . | o020  MengenvonXanthinderivaten
Chloroform . . . . . . . . 0,060 zu erfassen und zu trennen
absoluten Alkohols . . . . . 0,100 gestattet.
gemgeist N%ig . . .. .. 0050 Zum Nachweis von Theo-
ASSET . . . . . o . ... X . . .
Tetrachlorithan . . . . . . . o090  Promin und seinen Metaboli-
Trichlorithylen . . . . . . 0,020  ten im Harn wurden groBere
Anilin . . . . .. ... .. 0,650 Untersuchungsreihen durch-
Petrolather . . . . . . . . . — gefﬁhrt (HeuxiscH, 1965),

wobei die einzelnen Unter-

suchungsverfahren (unter anderem nach Krterr u. ScEmipT, 1901,
GUNZBURG, 1922 ; ScHACK-WAXLER, 1949 ; ATALA, 1959 ; KREMSBRUCKER,
1959; CornisH u. CHRISTMAN, 1957) kritisch gewiirdigt worden sind.
Als brauchbar wurden die Extraktion des Harnes in saurem Milieu,
papierchromatographische Entwicklung der Extraktriickstdnde mit dem
Laufmittelgemisch nach JarzrEwirz (1953) und mehrfache Erkennungs-
reaktionen gefunden: Ortung der Substanzflecken durch ihre Absorption
im ultravioletten Bereich, Besprithen mit dem Reagens nach Havck
sowie spektrophotometrische Messung der Eluate. In Vorversuchen war
abgeklart worden, daf im Harn von Versuchspersonen, die 2 Tage lang
coffein- und theobrominfrei ernahrt wurden, bei dieser Methode keine
Substanzen zu finden waren, die den Nachweis hitten stéren koénnen.
Als besonders niitzlich erwies sich die kombinierte Anwendung von
Muniers Reagens und Silbernitrat, die von Havck (1962) fir den
Nachweis von Coffein angegeben worden ist. Unsere Untersuchungen
haben gezeigt, dafl nicht nur Coffein in Mengen von 2 Gamma/Fleck,
sondern auch Theobromin (2 Gamma/Fleck) sowie Theophyllin 1,7-Di-

1 Die reine Harnsiure ist nicht vermehrt (FLASCHENTRAGER-LEENARTZ, 2/1 b).
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methylxanthin (Paraxanthin) und 7-Methylxanthin (1 Gamma) nach-
gewiesen werden konnten. 1-Methylxanthin und 3-Methylxanthin
sprachen mit 2 Gamma/Fleck nicht an?.

Mit dem gleichen Reagens sind. die genannten Substanzen auch auf
Diinnschichtchromatogrammen sehr empfindlich nachweisbar. Ent-
wicklung entsprechend den Angaben von GANSHIRT (1962).

Tabelle 2. Rf-Werte der untersuchten Xanthinderivate

Laufmittelgemische

I II 111 v v VI | VIT | VIII| IX X XI
Theobromin . . . . |0,60(0,47|0,27 (0,42 0,33(0,25|0,390,29|0,73 | 0,58
Theophyllin . . . . }0,70,0,640,22 0,52 0,4910,36 0,53 (0,27 10,80 0,64
Coffein . . . . . . 0,7110,65 0,65/0,7310,60(0,5410,80 0,74
1,7-Dimethylxanthin 0,46 10,16
7-Methylxanthin . [0,41]0,33 0,06 0,26 10,06 0,65 0,44
3-Methylxanthin . . 10,48|0,3210,13 0,29 0,3010,1610,66 | 0,44
1-Methylxanthin . . |0,55|0,47 0,07 0,2110,08 0,49
7-Methylharnsiure . 0,2310,0810,44 10,35

I—IX = aufsteigende, X und XI=absteigende Verfahren, VIII und IX=
eigene Krgebnisse. Laufmittelgemische: I= Butanol: Wasser: Essigsiiure (4:1:1)
(nach CoRNISH u. CHRISTMAN, 1957); IT = Butanol: Ameisensiure: Wasser (77:10:13)
(nach BErGMANN u. DikstrIN); I1T = Butanol: Wasser (86 : 14) 45 Vol. Ammoniak
(D 0,88) (nach BERGMANN u. DIrsTEIN); IV = Butanol:Wasser (86:14) (nach
BrreMaNN u. DixstrIN); V= DButanol: Ammoniak (1%ig) (6:1) (nach BERGMANN
u. DixsTEIN); VI = Butanol:konz. Salzsiure (90:10), ges. mit Wasser (nach LEpx-
RER u. LEDERER, 1953); VII = Butanol:konz. Ammoniak: Wasser (100:2:186) (nach
Leperer u. LEDERER, 1953);. VIII = n-Butanol : 15% Ameisensiure : Wasser
(12:1:7) (nach JarzrEwrrz, 1953); IX =n-Butanol ges. mit 51 Ammoniak (nach
ArGERT u. WALKER, 1952); X = Athanol: Pyridin: Wasser (67:20:13) (nach Bzura-
MANN u. DikstriN); XI = Athanol : Essigsiure: Wasser (81:5:14) (nach BERGMANN
u. DixsTEIN). Die angegebenen R;-Werte stellen lediglich relative Werte dar, weil
die absoluten Zahlen mit Temperatur und Abstand der Lésung von der Startlinie
variieren.

Bei den Versuchen, die einzelnen Xanthine aus wilrigen Losungen
zu extrahieren, traten wegen der geringen Léslichkeit in organischen
Solventien grofle Schwierigkeiten auf (100 ml Chloroform lésen bei
20°C 0,025 g Theobromin, BErILsTEIN, 26, 457), die Monomethyl-
xanthine erwiesen sich als noch schlechter I6slich. Dementsprechend
waren die Ausbeuten bei Versuchen mit wéfirigen Lésungen gering.
Uberraschend traten jedoch in Harnextrakten nach Aufnahme von
Theobromin Substanzflecken auf, von denen einer als 7-Methylxanthin
angesprochen wurde. Offenbar war die Extrahierbarkeit dieser Sub-
stanz durch eine besondere Bindungsform bedingt. Da dieses Phdnomen

2 Wir danken der Fa. Béhringer fiir die Uberlassung #uBerst schwer zu be-
schaiffender Xanthinderivate.

Dtsch. Z, ges. gerichtl. Med., Bd. 57 26b
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(der besseren Extrahierbarkeit von Xanthinderivaten aus Harnen als
aus walbrigen Losungen) in zahlreichen Versuchen beobachtet wurde,
ist an eine komplexe Bindung der Xanthinderivate zu denken, die ihre
Harnfihigkeit einerseits und ihre Extrahierbarkeit andererseits ver-
bessert. Bekannt sind Anlagerungsverbindungen von Coffein, Theo-
bromin und Theophyllin, die eine gute Loslichkeit in waBrigem Milieu
haben. Nisuizawa u. Erx-NEs (1963) machten die Beobachtung, dal
Coffein im Harn teilweise an Steroide gebunden auftrat. Zur Aufklirung
anderer moglicher Ausscheidungsformen von Xanthinderivaten sind
weitere Untersuchungen wiinschenswert.

Tabelle 2 zeigt die R;-Werte mehrerer Xanthinderivate in verschie-
denen Laufmittelgemischen.

Untersuchungstechnik

20 m] Harn werden bei pH 2 mit 40 ml Chloroform extrahiert und der auf dem
Wasserbad gewonnene Extraktriickstand wird quantitativ in Methanol aufgenom-
men und auf vier Startflecken eines Papieres Schleicher & Schiill Nr. 2043b
Mgl. 20 x40 cm aufgetragen. Nach etwa 12stindiger aufsteigender Entwicklung
in dem Gemisch n-Butanol: 15% Ameisensiiure: Wasser, 12:1:7 (nach JATZKE-
witz, 1953) und Trocknung erfolgt Sichtbarmachung im ultravioletten Licht
(gefilterte Quarzlampe, 254 nm), wobei sich die Absorptionen als nahezu runde
Flecken zeigen. Anschlieflend wird eine Bahn nach Havck (1962) behandelt:
Zunichst leichtes Besprithen mit Munier-Machebeuf-Reagens, nach dem Trocknen
Besprithung mit 1% Silbernitrat in 5%iger Schwefelsiure. Bei dem zuerst ge-
nannten Reagens zeigen sich keine Reaktionen, wihrend durch das Nachsprihen
allmahlich eine lachsrote Farbung bei Coffein, Theobromin und 7-Methylxanthin in
hell- bis schmutzig-brauner Umgebung auftritt. 1-Methylxanthin spricht nicht an3,

Ri-Werte und Reaktionen der einzelnen Substanzen siehe Tabelle 3.

Tabelle 3. R;-Werte der untersuchten Xanthinderivate im Loufmittelgemisch nach
JarzrEwrrz, UV-Absorption und Farbreaktion mit dem Reagens nach Havck

UV- Reagens
Substanz Ri-Wert Licht I—;IA&I?EK
Coffein . . . . . . 0,59—0,62 | A lachsrot
Theobromin . . . . |0,37—0,39 | A lachsrot
Theophyllin . . . . 0,53 A Jachsrot
1,7-Dimethylxanthin 0,46 A lachsrot
1-Methylxanthin . . 0,21 A negativ?
7-Methylxanthin . . 0,26 A lachsrot
3-Methylxanthin . . 0,30 A negativ ?

Zur quantitativen Bestimmung werden bei den entsprechenden R,-Werten auf
einer unbehandelten Startbahn die Substanzflecken 30 min mit 0,5 n H,SO, bei
Zimmertemperatur eluiert und die Eluate mit einem selbst registrierenden Spektral-
photometer (Beckmann DK-2) zwischen 220 und 360 nm gegen das unter gleichen

3 In groBeren Mengen (> 5y) lachsrot.
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Bedingungen gewonnene Eluat eines auf gleicher Hohe des Papieres liegenden
,,Leerfleckes®* gemessen. Danach wird die MeBlosung auf pH 13 gebracht und erneut
spektrophotometriert. In der Tabelle 4 sind die Maxima und Minima der Sub-
stanzen nach Papierchromatographie bei verschiedenen pH-Werten aufgezeigt.
Die Mengenangabe von Theobromin oder seinen Metaboliten erfolgt durch Ab-
lesung der Extinktionen an einer unter gleichen Bedingungen mit bekannten
Substanzmengen hergestellten Eichkurve.

BrADFORD u. BRACKETT (1958) haben die Extinktionen von Coffein, Theo-
bromin und Theophyllin wie folgt gemessen:

Coffein in 50%igem Alkohol; Absorptionsmaximum bei 272 nm, Extinktion
fir 1 Gamma/ml: 0,05; Theobromin und Theophyllin, gemessen in Boratpuffer
von pH 9.4, Maximum bei Theobromin 273 nm, Extinktion 0,055; Theophyllin
274 nm, Extinktion 0,064.

Aus Tabelle 4 ergibt sich, daB im sauren Milieu keine wesentlichen Unterschiede
der Absorptionskurven bei den einzelnen Substanzen vorliegen. Auch im alkalischen

Tabelle 4. Absorptionsmaxima und -minima bei mehreren Xanthinderivaten nach
Papierchromatographie und Elution bzw. nach Silbersalzfillung

Saures Milieu Alkalisches Milieu
Substanz - -
max min max min
229 nm
Coffein . . . . . . . . . .. .. anged. 244 nm | 270,5nm | 246 nm
270 nm
Theobromin . . . . . . . . . .. 270 nm 243 nm | 272 nm 251 nm
232 nm
Theophyllin . . . . . . . . .. .| anged. } 242nm |272,5nm | 246 nm
268 nm
1-Methylxanthin . . . . . . . . 265 nm 237 nm | 279 nm 255 nm
1-Methylxanthin nach AgNO, Pramp 280 nm 254 nm {291 nm 256 nm
7-Methylxanthin . . . . . . . . . 266 nm 240 nm | 286 nm 255 nm
7-Methylxanthin nach AgNO, Praelp 272 nm 252 nm |286 nm 271 nm
1,7-Dimethylxanthin . . . . 265 nm 241 nm |290 nm 257 nm
3-Methylxanthin . . . . . . . .. 269 nm 244 nm | 276 nm 249 nm
Aus Harn:
Coffein . . . . . .| 270nm 244 nm | 270 nm 246 nm
Theobromin ger. Schwankungen . .| 268nm 243 nm | 272 nm 251 nm
Theophyllin . . . . . . . . .. .| 268nm 244 nm | 273 nm 251 nm
1-Methylxanthin2 . . . . . . . . 283 nm 256 nm — —
7-Methylxanthin® . . . . . . . . 272 nm 252nm | 286 nm 271 nm

1 =100 Gamma Methylxanthin zu 4 ml Harn zugesetzt, Silbersalzfillung nach
Cornisz und CHRISTMAN bei pH 1. Direkte Spektrophotometrie der gewonnenen
Losung (1 ml).

2 Desgl., nur Messung im sauren Milieu brauchbar.

Milieu sind bei Coffein und den Dimethylxanthinen die Absorptionsgipfel etwa
gleich, wihrend bei den Monomethylxanthinen eine Verschiebung zum langwelligen
Bereich zu beobachten ist. Die Gruppe der Monomethylxanthine kann deshalb
durch die spektrophotometrische Messung von Di- und Trimethylxanthin unter-
schieden werden.
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RAUEN, 1964 beschreibt auf 8. 624 fiir Harnsdure, 1-Methylharnséure, 3-Methyl-
harnsiure, 7-Methylharnsture, 1,3- und 3,7- sowie 1,3,7-Di- und Trimethylharnsiure
Maxima der Absorption bei saurer Reaktion (pH 2,5) um 283—290 nm. Daher kann
eine Verwechslung mit den Xanthinen nicht vorkommen, da diese im sauren Bereich
alle ein Maximum unter 272 nm haben.

Ergebnisse der Ausscheidungsversuche

Zwei Versuchspersonen nahmen je 300 mg Theobromin in Form eines
mit Traubenzucker gesiifiten Pulvers. Von der ersten Versuchsperson
(ménnlich, 23 Jahre, 66 kg) wurden besondere Wirkungen nicht ver-
spurt. Die zweite Versuchsperson (ménnlich, 24 Jahre, 62 kg) hatte
kurze Zeit spéter geringe Herzbeschwerden. Die Diurese war bei der
ersten Versuchsperson deutlich gesteigert, bei der zweiten auffallend
gering.

In Tabelle 5 sind die Ergebnisse der beiden Ausscheidungsversuche
aufgezeichnet. Nicht nur in der Wirkung und in der GréBe der Harn-
menge, sondern auch in der Konzentration der einzelnen Harnproben
an Theobromin und Abbauprodukten traten bei den Versuchspersonen
deutliche Unterschiede auf. Die Harnausscheidung war nach 24 Std fiir
die unverdnderte Substanz noch nicht abgeschlossen. Bis zu diesem
Zeitpunkt hatte eine Person 11,45 mg (=4%) ausgeschieden, die zweite
nach 20 Std bereits 24,07 mg (etwa 8%). Bei dieser zweiten Versuchs-
person waren die Monomethylxanthinmengen wesentlich grofer als bei

der ersten.
Tabelle 5. Ausscheidung nach 300 mg Theobromin per os

Zeit nach Harnmenge (ml) Theobromin (mg- %) Monom(::rtigg/f?nthme
Aufnahme
Std I 11 I II I II
1 150 30 0,60 1,60 0,19 3,35
2 350 30 1,80 2,72 0,14 0,74
4 80 1,60 0,26
8 250 600 1,00 3,10 — 0,70
20 120 2,72 0,32
24 250 0,70 0,08

I=TFrste Versuchsperson; Gesamtmenge Theobromin in den untersuchten
Harnproben 11,45 mg = ca. 4% der Ausgangsmenge; Gesamtmenge Monomethyl-
xanthine 0,98 mg.

IT=7Zweite Versuchsperson; Gesamtmenge Theobromin in den untersuchten
Harnproben 24,07 mg = etwa 8% ; Gesamtmenge Monomethylxanthine 6,17 mg.

Diskussion
Theobromin wird im Korper weitgehend abgebaut, so dafi im Harn
nur ein kleiner Prozentsatz nachgewiesen werden kann. Nach unseren
Erfahrungen liegt er nach einer Dosis von 0,3 g unter 10 % , wahrend von
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Bocx (1920) bis zu 20% angegeben worden sind. CorNISH u. CHRISTMAN
(1957) haben nach der Aufnahme von 1g Theobromin 11—12% ge-
funden. 7-Methylxanthin als Ausscheidungsprodukt von Theobromin
wurde in wesentlich kleinerer Menge als die Muttersubstanz im Harn
gefunden. CorNIsH u. CHRISTMAN haben 28—30% angegeben. Ob der
Unterschied zwischen der von diesen Autoren und der von uns gefundenen
Ausscheidungsquote mit der Methodik oder mit individuellen Schwan-
kungen des Theobrominabbaues von Mensch zu Mensch und je nach
Dosis zusammenhéngt, muf zundchst offengelassen werden. Die Abbau-
vorgénge scheinen beim Menschen quantitativ recht verschieden zu sein.
Es leuchtet ein, daB groBere Mengen weniger vollstindig abgebaut
werden konnen.

Aus unseren Ergebnissen 148t sich ableiten, dafl die Ausscheidung
einer Kinzeldosis von 300 mg nach 24 Std noch nicht abgeschlossen ist.
Der Hohepunkt der Ausscheidung wurde einmal nach 2 Std gefunden.
Bei der zweiten Versuchsperson wurde sogar ein weiterer Ausscheidungs-
gipfel nach 8 Std festgestellt. Eine Halbwertszeit des Konzentrations-
abfalles fiir Theobromin im Harn 146t sich aus unseren Zahlen nicht mit
geniigender Genauigkeit ermitteln. Sie diirfte viele Stunden betragen.

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird idber den Stoffwechselabbau von
Theobromin beim Menschen und tiber die Ausscheidung im menschlichen
Harn berichtet. Nach Aufnahme einer Einzeldosis von 300 mg fanden
wir bei einer Versuchsperson das Ausscheidungsmaximum (1,8 mg-%)
2 Std spater, jedoch erst nach 8 Std (3,1 mg-%) bei der zweiten Ver-
suchsperson. Innerhalb von 24 Std wurden etwa 10% der aufgenomme-
nen Dosis ausgeschieden, die Gesamtausscheidung war damit aber noch
nicht abgeschlossen. Als Stoffwechselprodukt trat 7-Methylxanthin in
geringeren Mengen als Theobromin auf. Mit Hilfe einer kombinierten
papierchromatographisch-ultraviolettspektrophotometrischen Methode
konnten wenige Gamma Theobromin, Coffein, Theophyllin und andere
Xanthinderivate nachgewiesen werden. Die Methode hat sich auch beim
quantitativen Nachweis von Theobromin und Coffein in Schokolade-
praparationen bewédhrt, die als Gifttrager verddchtig waren.

Summary

The paper dealed with the metabolic degradation of theobromine
and its excretion in the urine of man. After ingestion of a single dose of
300 mg we found the maximum of excretion two hours later (1.8 mg-%)
in the first test person, but eight hours later in the second (3.1 mg-%).
In 24 hours 10% of the ingested amount were excreted, but excretion
not yet was finished. 7-Methylxanthine was a metabolite occurring in
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minor amounts as theobromine. A combined paper chromatographic
and ultraviolet spectrometric method was able to detect micrograms
of theobromine, caffeine, theophylline and other xanthine derivatives.
The method was successful applied to the estimation of theobromine
and caffeine in preparations of chocolate suspected as poison-carriers.
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