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SUMMARY 

Investigations on factors in,fZzcencing behaviow in thin-layer chromatography. I. The 
infltience of the +H vahc igz thin-layer chromatogra$$zy of cafe&e, theq$hyZline and 
theobromine on zcniform layers 

The paper starts with a review of work published on the thin-layer chromato- 
graphy of caffeine, theophylline and theobromine with regard to the different chro- 
matographic conditions. The separation results obtained by the different methods 
are briefly discussed. The second part reports systematic investigations on the influence 
of the pH value of the stationary phase after climatization with solutions of ammonia 
or acids and investigations on the influence of the pH value of the mobile phase. 

EINLEITUNG 

Coffein, Theophyllin und Theobromin sowie ihre Derivate sind fur verschiedene 
Zweige der Nahrungs- und Genussmittelinclustrie von Interesse. Fur Kontroll-La- 
boratorien ist also eine einfache und schnelle DC Abtrennung der Einzelkomponenten 
von Wichtigkeit. Bei der Durchsicht der Literatur fallt auf, dass eine Trennung von 
je zwei der drei betrachteten Xanthine verhtiltnismassig einfach ist. Bei der chromato- 
graphischen Unterscheidung aller drei Xanthine traten jedoch, wie aus der Vielzahl 
der beschriebenen chromatographischen bedingungen hervorgeht (vgl. Tabelle I), 

l z.Z. Stuclienaufcnthalt an der Universit!it dcs Sa.arlnnclcs. 
l * Dirclctor: Dipl. Ing. J. BURIANEK, C.Sc. 

l ‘* Direlctor: Prof. Dr. E. STAHL. 

J. Cirromalog., 48 (1970) c&-I05 



Schwierigkeiten auf, was bei Betrachtung der sehr ~lmlichen Strukturformeln ver- 
sttindlich ist : 

Coffein Theophyllin 
(1,3,7-Trimethylxanthin 1 (1,3-Dimethylxonthin) 

Theobromin 
(3,7-Dimethylxtonthin) 

~ERGLEI~HENDE ~~RIZRSICHT EMBER DIE UISHORIGEN PUBLIKATIONT:N 

Die ersten Arbeiten aus dem Bereich der Arzneimittel-Priifung betrafen nicht 
die Trennung der drei methylierten Xanthine untereinander, sondern die Abtrennung 
nur eines jeweils allein vorliegenden Xanthinderivats von den iibrigen Wirltstoffen 
(vgl. COMER UND COMERS). Publilcationen, die zumindest die Trennung von zwei dcr 
drei betrachteten Xanthine zum Ziel hsben, sind in Tabelle I erfasst; sie lassen sich 
nach den verschiedenen chromatographischen Bedingungen in die folgenden sieben 
Gruppen einteilen : 

(r) Entwiclclung 
Fliessmitteln. 

(2) Entwicklung 
mitteln. 

(3) Entwicklung 
tralen I?liessmitteln. 

(4) Entwicklung 
(5) Entwicklung 

Fliessmitteln. 
(6) Entwicklung 
(7) Entwicklung 

auf Kieselgel- bzw. Aluminiumoxid-SclCchten mit neutralen 

auf gepufferten Kieselgel-Schichten mit neutralen Fliess- 

auf mit Ammoniak bedampften Kieselgel-Schichten mit neu- 

auf Kieselgel-Schichten mit alkalischen Fliessmitteln. 
auf Kieselgel- bzw. Aluminiumoxid-Schichten mit sauren 

auf Kieselgel-Schichten mit Pufferlijsungen. 
auf gepufferten Kieselgel-Schichten mit sauren Fliessmitteln. 

Eine der ersten Publikationen, die die Trennung der drei Xanthine unterein- 
ander behandelt, ist die Arbeit von TEICHERT at nZ.2 (vgl. Tabelle I, Gruppe 2). Die 
Autoren erhalten auf den mit einem Puffer von pH 6.8 hergestellten Kieselgelschicl~ten 
mit: einem einfachen Fliessmittel eine gute Trennung (vgl. Fig, Id). Nach O’CONNOR~ 
sowie such unseren eigenen Erfahrungen kann der Pufferzusatz unterbleiben und 
trotzdem der gleiche Trenneffekt erzielt werden. Die Arbeit von TEICHERT et aL2 
wurde ‘i’n dieser kurzen Besprechung deshalb als erste aufgefiihrt, weil in spgteren 
Jahren von rnehreren Autoren4~11*1%14+J auf die chromatograpllischen Bedingungen- 
zumindest das Fliessmittel-zuriickgegriffen wurde. Wenn man von der bereits er- 
wghnten Ver~ffentlichung von O’CONNOR~ absieht, ist in keiner der in Gruppe I zu- 
sammengestellten Arbeiten auf Kieselgel-Schichten ein %hnlich giinstiges Ergebnis 
erreicht worden (vgl. 2.13. Fig. Ia und 113). Eine gute Trennung wird von SARQI~NOVA 
UND SCHWARZ~O ftir das Fliessmittel Chloroform-Butanol ($3 :z) auf Aluminiumoxid- 
Schichten angegeben (vgl. Fig. IC). In den Arbeiten der Gruppen 3-5 versuchen die 
Autoren den Trenneffekt durch Variation des pH-Werts der Schicht oder des Fliess- 
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TABELLE I 

ZUSAMMENSTELLUNG VON PUI3LIKhTIONEN UBER DIR 

NUNG VON COPFEIN, THEOPHYLLIN UND THEOBROMIN 

D~NNSCHICHTCHROMATOGRAI’HISCHE TREN- 

ScJricJrt und Flicssmittel JrRp- Wevte 

C Xfl Tb 

Literatacr 

Zu (I)-Kieselgel, neulrale FliessmitteZ 
CHCl,-(C,H,),O (85 : IS) 
CHCl,,-C&&OH (go : IO) 
CHCl,-CH,OH (95 : 5) 
CHCl,-CH,OH (95 : 5) 
CHCl,-C&OH (85 : 15) 
CC&-CHCI,-CH,OH (8 :5 : I) 

Ccl,-CHCI,CH,OH (5 : 5 : I) 

CHCl,-(CH,),CO-CH,OH (I : I : I) 

35 
57 
so 

2; 
54 
- 

so 

A luminiumoxid, neutrate 
CHCl,-BuOH (98 : 2) 

CHCl,-C,H,OI-I (gg : I) 
C”H, + x% C,H,OH 

Fliessmittel 
54 

100 

x= 2 I5 
.r= 5 47 
x = 10 58 
x = 20 75 

20 40 
- 22 

23 26 

- 26 
- 46 
46 31 
- - 

4p 44 

30 I5 
IO IO 

6 2 

8 4 
II G 

27 19 

Zu (a)-Mit PhospJratpu.er PH G.8 im#viignicrtes Kieselgel. neutrale FZiessntittel 
CHCI,-C,H,OH (go: IO) 57 37 22 
CHCl,-C,H,OH (go: IO) - - - 

Zu f.?)-Mit Ammoniair-18sunc Jrlimatisiertes Kiesekel. neutrale Fliessmittel . _I 

C,H,-(CH,),CO (30:70) v 
., 

CHCl,-C,H,OH (go: IO) & 
CHCl,+,H,OH (go: IO) 88 
AtmosphBrc : H,O mit BuOH gcs%ttigt j- 2.5 o/0 Rrnmoninlc 

(BuOH mit I-I,0 ges0tt.) - 

6 
21 

33 
2: 
57 

- - 

Zu (q)-Kieselgel, ba&cJre Fliessmittel 
(CH,),CO-CHCl,-BuOH- 25 y0 Ammonialc (3 :3 : 4 : I) 

iPrOH.-CHCl,-Io o/0 w&ssrige Pipcrazinlkung (60 : 20 : 20) 

Zu (5)-Kieselgel, saz4vk Fliessmittel 
CI-1&00&H,-CH,OH-12 N HCl (go : I o : 0.25) 
CH,COOC,H,-CH,OH-CH,COOH (80: IO: IO) 

,CHCl,-C,H,OH-HCOOH (88 : IO:~) 

Aluminiumokl, saura FZiessmittel 
I3uOH-iAmOH-HCl-H,O (8 : 2 : L : 20) 

Zu (G)-..Kissclgel, wiissrige Pa4ffcrlGstcngcn 
Britton-Robinson-Puffer PH 3 

pH 7 
pH IO 

Britton-Robinson-Puffer -I_ 0.025 M 
LBsung cles Solubilisators PH 3 

PH 7 
pH IO 

78 
80 

35 
40 
50 

92 

45 
45 
45 

50 
57 
47 

26 46 16 
55 67 I7 

41 26 
so 36 
45 34 

0 58 

62 41 
G2 44 
62 46 

64 
74 
69 

2; 
57 

Zu (7)-Mit Phos#hat$ufler +H G,8 impragniertes Kicselgel, saure Fliessmittel 
BuOH-H,O-85 y0 I-ICOOH (77 : I I : I 2) - - - 
Zwei-climcnsionde Entwicltlung 

I. CHCl,-C,H,OH (go : IO) 

II. CH,COO~&,-CH,OH-CHJOOH (80: IO: IO) 

IO 

IO 

IO 

2 

II 

12 

I3 
14 

=5 

5 
5 

12 

IS 

I9 

I9 
. . 

II 

20 

-- 
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Fig. I. Trcnnung von Coffcin, Thcophyllin und Theobromin auf Kicscl@ und Rluminiumoxid. 
(a) Kiesclgcl. Fliessmittel : Chloroform-Athcr (85 : I 5) a. (b) Kicsclgel. Flicssmittcl: Chloroform- 
&&on-Methanol (I : I : I)~. (c) Aluminiumoxid. Flicssmittcl : Chloroform-Uutanol .(gY : z) “. 
(cl) Kiesclgcl mit Phosphatpuffer pEI 6.8 imprlgnicrt. Flicssmittel : Chloroform-gG 0/O Athanol 
(go : IO) *, (e) Kiesclgel. Flicssmittcl : Accton-Benz01 (70 : 30). Entwiclclung in eincr Atmosph%rc 
von 25 o/o Ammonialcl~. (f) Kicsclgel. Flicssmittel : Chloroform-gG o/O Ethanol (90 : IO). Entwick- 
lung in ciner AtmosphUe von 25% Arnmonialc~3. 

Fig. 2. Trcnnung van Coffcin, Theophyllin und Theobroxnin auf Kicsclgcl und Aluminiurnoxicl. 
(a) Kiesclgcl. Fliessmittcl : A&ton-Chloroform-n_Butanol-25 y. Ammonial~ldsung (3 : 3 :4 : I ) lo. 
(b) Kicsclgcl. Fliessmittcl : Isopropnnol-Chloroform-ro y. w%ssrige Pipcrazinldsun~ (Go: 20: 20) lo. 
(c) Kiesclgcl. Fliessmittel : Athylacetat-Methanol-12 N Salz&ure (go: 10:0,25) O. (cl) Kicsel~el. 
Flicssmittel : Chloroform-Ethanol-Ameisenstiure (88 : IO :a) 18. (c) Aluminiumoxid. Flicssmittel : 
n-Rutanol-Jsoamylall~ohol-SalzsLiure-Wasscr (8 : 2 : 1 : 20) l”. 

mittels zu verbessern, wohl weil die Mehrzahl der in Gruppe I fiir nicbt speziell prs- 
parierte Kieselgel-Schichten angegebenen Trennungen unbefriedigend war. 

Die Publikationen der Gruppe 3 beschreiben eine Klimatisierung der Trenn- 
schicht mit Ammoniak. Dazu muss gesagt werden, dass ein solcher Klimatisierungs- 
vorgang abhsngig ist von der Temperatur und Zeit sowie den speziellen Versuchs- 
bedingungen (Kammervolumen und -form, Konzentration der Klimatisierungs- 
l&sung, l:orm des Behglters der KlimatisierungsliSsung usw.), Obwohl diese Beding- 
ungen u.U. schlecht reproduzierbar sind, wurden sie spgter such ftir die eigenen 
Untersuchungen gew&hlt, urn einen Vergleich mit den in der Literatur crw%i.hnten 
Arbeiten zu ermiiglichen. Die von SCHUNACX~ ct aZ.l2 bzw. SZASZ ct al.l” erzielten Trenn- 
ergebnisse sind in den Fig. Ie bzw. f dargestellt. Wie aus Tabelle I hervorgeht, er- 
halten SZASZ et al.13 sowie such STRUHAR UND NGUYEN THI BANDY mit dem von 
TEICHERT et aZ.2 verwandten Pliessmittel tihnliche Trennergebnisse mit der Reihen- 
folge Theophyllin, Theobromin, Coffein. Die Umltehr von Theophyllin und Theo- 
bromin bzgl. ihrer Lage im Chromatogramm gegeniiber der Arbeit von TEICHERT 
ct aZ.2 wird von SZASZ et a,?.l” und STRUHAR et aLI nicht diskutiert. 

Die Arbeiten der Gruppe 4 (Lit. 16, 17) bed&en sic11 alkalischer ITliessmittel. 
Dabei resultiert dieselbe Reihenfolge der drei Substanzen im Chromatogramm (vgl. 
Fig. za und b) wie bei der Klimatisierung mit Ammoniak-Liisungen. 

Mit Ausnahme der Arbeit von CHUNG-L118 (vgl. Fig. ze), der auf Aluminium- 
oxid arbeitet, ist bei den in Gruppe 5 zusammengestellten sauren Fliessmitteln eine 
gegentiber den basischen Systemen vergnderte Reihenfolge der drei Xanthine im 
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Fig. 3. Trennung von Coffcin, Theophyllin uncl ‘J?hcobromin auf Kiesclgcl. Entwicklung tnit 
Britton-Robinson-Puffern vcrschicclener pH-Wcrtc*” : (a) pH 7, (b) PI-I 3. (c) pH 7 uncl (cl) pH 10. 
Bei b-cl Zusatz von 0.025 lkT LBsung von Dinatrium-naphthol-(z)-disulfonat-(6,s). 

Chromatogramm festzustellen. Bei den von BAEHLER~ eingesetzten sauren Fliess- 
mitteln liegt Theophyllin am h8chsten (vgl. Fig. PC) ; SCHUNACK et ~2.~2 dagegen er- 
zielen Trennergebnisse (vgl. Fig. zd), die denen von TEICHERT et a1.2 (vgl. Fig. rd) 
sehr &hnlich sind. 

WQhrend unserer Untersuchungen erschien eine Arbeit von STUCHLIK et aZ.ln. 

Die Autoren verwandten als Fliessmittel Pufferliisungen der pH-Werte 3, 7, bzw. IO 

nach BRITTON-ROBINSON 21, Zur Verbesserung der Trennung wurde der mobilen 
Phase ein Solubilisator in drei verschiedenen Konzentrationen zugegeben (Dinatrium- 
naphthol-(z)-disulfonat-(6,s)). Eine graphische Darstellung der referierten Trenn- 
ergebnisse zeigen die Fig. 3a-d. Der ubersichtlichtkeit halber wurden wegen der 
sehr tihnlichen Trennergebnisse in Fig. 3a nur die Werte fiir den Puffer pH 7 wieder- 
gegeben; entsprechend wurden in den Fig. 3b-d nur die fiir die niedrigste Solubilisator- 
Konzentration erhaltenen Werte aufgenommen, die nach den Angaben der Autoren 
die besten Trennergebnisse liefert. Allerdings resultiert beim Zusatz, des Solubilisators 
nur eine unwesentliche Verbesserung der Trennung, was in ubereinstimmung mit den 
Ergebnissen von K~~TTEL 22 steht, wonach die Purinalkaloide nicht solubilisierbar sind. 

Die vorstehende ubersicht tiber die Variationsmijglichkeiten, die zu einer ’ 

Trennung der drei genannten Xanthinderivate ftihren kiinnen, zeigt die experimen- 
telle Unsicherheit bzgl. des Einflusses der einzelnen Faktoren. Ziel der vorliegenden 
Arbeit war es daher, die Effekte des pH-Werts der Schicht nach vorheriger saurer 
bzw. alkalischer Klimatisierung sowie weiterhin den Einfluss des pH-Werts des Fliess- 
mittels zu untersuchen. 

MATERIAL UND METHODE 

Zur Chromatographie diente ein gut schliessendes 1-1 Einweckglas, in das vor ,y 
der Entwicklung zu den nachfolgend beschriebenen Klimatisierungsversuchen 
Bechergl&ser mit den jeweiligen Medien eingestellt wurden. Ftir alle Versuche mit 
sauren ,und basischen Klimatisierungsmedien wurde das neutrale und relativ unpolare 
Fliessmittel Chloroform-96 y, Athanol (gg : I) verwandt, das sich in Vorversuchen als 

J. Chromafog.. 48 (x970) gG-105 



FAKTOR@N,DIE DAs DC VERHALTEN DERSTOFPE ~~EEINPLUSSEN.I. 101 

zur Trennung der drei Xanthin-Derivate gee&ret erwiesen hatte. Sorptionsmittel 
war jeweils Kieselgel GF,,,, (Merck). Zur Einleitung des Entwicklungsvorgangs wurde 
die mobile Phase durch eine verschliessbare t)ffnung im Kammerdeckel eingegeben. 
Die Laufstrecke betrug in jedem Falle IO cm. Die Substanzen wurden in einem Ge- 
misch von Chloroform-Methanol (Go :40) gel&t. Die Konzentrationen waren wie 
folgt : Coffein 0.05 %, Theophyllin 0.07~/~ und Theobromin 0.03%. Es wurden davon 
jeweils 5 ~1 in Form eines I cm langen Startbandes aufgetragen. 

Zur Sichtbarmachung wurde mit Jod-Kaliumjodid-Reagenz besprtiht und mit 
Salzsaure nachbehandelt (3 g Jod + I g K J in IOO ml &hanol, IZ.~O/~ Salzsaure in 
Ethanol). Dabei werden folgende Farben e_rhalten : Coffein hellbraun, Theophyllin 
rotviolett, Theobromin blauviolett. 

I. ICLIMATISIERUNG MIT AMMONIAI<-LijSUNGEN 

(r) Ein$uss uerschiedener Ammoniak-Konzentrationen 
Bei Verwendung von 2.5, 5.0, 10.0, bzw. 20.0~/~ Ammoniakltisungen betrug die 

Klimatisierungszeit jeweils 30 min. Die erzielten Trennergebnisse sind aus den Fig. 
4a-d ersichtlich. Wahrend die Lage des Theophyllins im Chromatogram sich bei den 
verschiedenen Ammoniak-Konzentrationen nur wenig sndert, nahern sich Coffein 
und Theobromin mit zunehmender Konzentration an Ammoniak der Front. Wird 
die Klimatisierung 60 min lang durchgeftihrt, so tritt bei den Ammoniak-Konzen- 
trationen 2.5 o/o und 5 y0 eine Schwanzbildung des Theobromins auf (vgl. Fig. 4e und f), 
die bei den konzentrierteren Ammoniak-Losungen nicht beobachtet wird, Dies l%sst 
vermuten, dass bei langerer Klimatisierung mit den verdtinnteren Liisungen ein 
htjherer Wassergehalt der Schicht resultiert. Bei den Klimatisierungen mit den kon- 
zentrierteren Ammoniak-LBsungen (vgl. Fig. 4c und d) werden &hnliche Trenner- 
gebnisse erhalten, wie sie ZARNACIC UND PI;IZ:IFER~~ bzw. RINK UND GEHL~’ mit 
alkalischen Fliessmitteln erzielt hatten. 

(2) EinfEztss der I(limatisieru?a6szcit 
Wie aus den oben beschriebenen Versuchen mit ammoniakalischer Klimati- 

sierung und den in Abschnitt II referierten sauren Klimatisierungen sowie aus der 
Literaturzusammenstellung in Tabelle I hervorgeht, eignet sich fiir die Trennung der 
drei Xanthin-Derivate die Klimatisierung mit konzentrierten Ammoniak-Lijsungen 
am besten. 

Im Folgenden wurde nun die Abhgngigkeit der Rp-Werte von der Klimati- 
sierungszeit untersucht. Es wurde dazu 20% Ammoniaklasung und Zeiten von 5, IO, 
15, 20 und 30 min gew&hlt. Wie aus den Fig. 5a-e hervorgeht, erhielten wir ftir Kli- 
matisierungszeiten zwischen 20 und 30 min die besten Trennergebnisse. 

Beim ‘Vergleich der Fig. 4d und ge fallt auf, dass trotz gleicher chromatogra- 
phischer Bedingungen die Ergebnisse voneinander abweichen. Die Aufeinanderfolge 
im Chromatogramm bleibt zwar erhalten, jedoch treten unterschiedliche RF-Werte 
auf. Dies zeigt, dass bei solchen Klimatisierungen nur eine unbefriedigende Repro- 
duzierbarkeit erreicht werden kann. 

Zur Orientierung tiber die pH-Werte der Schichten, die nach der Klimatisierung 
mit Ammoniak-Liisungen vorliegen, wurden Reihenversuche durchgeftihrt. Dazu 
wurden die Kieselgel-Schichten mit I-z~~/~ Ammoniaklasungen 1-30 min lang kli- 
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Fig. 4, Trennung von Coffein, Thcophyllin und Theobromin auf Kiesclgel in Abh&ngigkeit von 
der Klimatisierungszeit und der Ammonink-Konzentration. (a) Klimatisicrungszcit 30 min. 
Entwickhing in einer AtmosphBre von 2.5 o/0 Ammoniak. (b) Klimatisicrungszeit 30 min. Ent- 
wicklung in einer Atmosphtlre von 5% Ammoniak. (c) Klimatisierungszeit 30 min. Entwicklung 
in einer Atmosphlre von 10% Ammonialc. (cl) Klimatisierungszeit 30 min. Entwicklung in einer 
Atmosphlre von 20% Ammonialc. (e) Klimatisierungszeit 60 min. Entwicklung in einer Atmos- 
phsre von ~~5% Ammoniak. (f) Klimatisierungszeit 60 min. Entwicklung in einer htmosphlrc 
von 5% Ammoniak. 

Fig. 5. Trennung von Coffein, Theophyllin und Theobromin auf Kieselgel in Abh&qigkeit von 
der Klimatisierungszeit. Entwicklung in einor Atmosphfire von zooA Ammoniak. (a) 5 min. 
(b) IO min. (c) 15 min. (cl) 20 min und (c) 30 min. 

matisiert, dann abgeschabt, und dis Sorptionsmittel in IOO ml Wasser suspend&t. 
Die Suspension wurde geschuttelt, 15 min lang stehen gelassen und dann die pH- 
Messung durchgeftihrt. Die Messwerte lagen bei allen Versuchen zwischen 9.05 und 
9.40. Qffensichtlich sind also verschiedene Ammoniak-Konzentrationen bzw. Kli- 
matisierungszeiten in den angegebenen Intervallen ohne Einfluss auf die resultierenden 
pH-Werte der Schicht. 

Die bei den Klimatisierungen mit Ammoniak-Losungen erhaltenen unter- 
schiedlichen Trennergebnisse beruhen also nicht etwa auf verschiedenen pH-Werten, 
sondem miissen auf unterschiedliche Wassergehalte der Schichten zurtickgefi.ihrt 
werden. 

II. ICLIMATISIERUNG MIT SXURBN BZW. WASSER 

In Analogie zu den mit sauren Fliessmitteln beschriebenen Trennungen wurden 

TABELLE II 

UIHXRSICI~T UBER DIE ZUR KLI~IATIBIERUNG BRNUTZTRN SA~REL~SUNGRN UND DIE ZUGEH~RIGEN 

I<LIMATISIERUNGSZPITI3N 

IZlim’atisievungsmectiunt ** Khmatisie- Fig. 
rungsseit 
(min) ---._..-._- 

25 o/o SalzsLi,iure 40 6a 
I2 o/o Saks&u-e IO 6b 
IO o/o Ameisensture IO 6c 
I o o/o AmeisensOure 20 6d 
Wasser 30 6e 

--- 
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die in Tabelle II zusammengcstellten Sguren verschiedener Konzentration als Kli- 
matisierungsmedien eingesetzt. 

Nach der langzeitigen Klimatisierung mit konzentrierter Sa1zsgur.e bleibt 
Theobromin am Startpunkt, Coffein und Theophyllin haben annghernd gleiche Rp- 
Werte (vgl. Fig. 6a). Au& bei den Klimatisierungen mit den verdtinnteren Sguren 
liisst sich keine befriedigende Trennung erzielen (vgl. Fig. 6 b-d). Trotz der langen 
Klimatisierungszeit von 40 min tritt im Falle der konzentrierten Salzs&ure keine 
Schwanzbildung auf, die aber bei den verdtinnteren Sguren schon nach kurzzeitiger 
Klimatisierung beobachtet wird. Auch bier lag die Vermutung nahe, dass bei der 
Klimatisierung mit den verdtinnteren SZuren ein hiiherer Wassergehalt der Schicht 
vorliegt. TatsHchlich zeigt das bei einer Klimatisierung mit Wasser resultierende 
Chromatogramm (Fig. 6e) sogar ein den Chromatogrammen der Klimatisierungen 
mit verdtinnten S&uren sehr Zhnliches Trennergebnis mit gleicher Reihenfolge der 
Subst anzen und nur wenig verschiedenen RF-Werten. 

Es werden fiir die Chromatogramme bei ammoniakalischer im Vergleich zu 
saurer Klimatisierung (vgl. Fig. 4.a-f mit Fig. 6a-d) verschiedene Reihenfolgen der 
Xanthine erhalten. Die Aufeinanderfolge im Chromatogramm wird ausserdem vom 
Wassergehalt der Schicht beeinflusst (vgl. Fig. 4a mit 4b-f bzw. Fig. 6a mit 6b-d). 

III. PUFFERL&UNGEN ALS MOBILE PHASEN 

In Anlchnung an die Arbeit von STUCHLIK et al.1° wurden zur ICEirung des 

Zusammenhangs zwischen dem pH-Wert des l'liessmittels und dem Trennergebnis 
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Fig. G. Trennung von Co&in, Thcophyllin und Thcobromin auf ICicsclgcl in hbhL.ngigkeit von 
cler Klimatisierungszeit und cler SYurc-konzcntration. (a) IClimatisierungszcit 40 min. Entwick- 
lung in einer Atmosph2irc von 25 O/” Salas%urc. (b) Klimatisierungszcit IO min.. Entwicltlung in 
ciner Atmosphtirc von 12 o/o Salzs&ure. (c) Kliniatisierungszcit IO min. Entwicklung in einer 
Atmosph8re von I o "! Amcisens~urc. (cl) Nimatisicrungszeit 20 min. Entwicklung in ciner 
AtmosphDre von IO o/0 Amcisendurc. (c) Klimatisierungszcit 30 min. Entwicklung in eincr 
Atmosph%re von clcst. Wasser. 

Pig. 7. Trennung von Coffcin, Thcophyllin uncl Thcohromin auf Kicsclgcl mit Puffcrn verschicclencr 
PI-i-Wcrtc als Flicssmittcl, (a) p1-I 3.6, (b) pH 3.8, (c) p1-I 4.15, (cl) pH 9.99, (c) pH 10.05 uncl 
(f) pH x 1.4. 
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TABELLE III 

ZUSAMMBNSTELLUNG DER ALS PLIESSMITTEL VERWANDTEN PUFFERL6SUNGEN 

PW Zusammensetzung des Pu.evs Litevatw 

3.6 

3.8 

4.15 

9.9 

10.05 

11.4 

3.920 g Phosphorsgure, 2.474 g Phenylcssigsaurc und 5.446 g Bor- 
&Lure mit dest. Wasser auf I l nuffllllcn. Davon 100 ml mit QO ml 
0.2 N Nstronlauge vcrsetzen 21 
300 ml desk Wasser + 210 ml Ameisensaurc + 100 g Arnmonium- 

(. 

chlorid mit desk Wasser auf I 1 aufgefullt Ph. Gall. VIII ’ 
200 ml 0.2 N Natronlauge + 800 ml eines Gcmisches von glcichcn 
Teilen 0.25 M BorsCture. Essigsaure und Phosphorsawe 21 
19.1 g Natriumborat und IOO ml I N Natronlaugc, mit dest. Wasscr 
auf I 1 aufflillen. Davon Go ml mit ml 0.1 N Salzsaurc versetzen 40 21 
54 g Ammoniumchlorid + 440 ml 20”/” Ammonialc-LBsung mit clest. 
Wasser auf 1 1 auffiillen Ph. Gall, VIII 
2 1.008 g CitronensSiurc und 200 ml I N Natronlauge mit desk ‘Wasser 
auf I 1 aufftillen. Davon 50 ml mit 50 ml 0.1 N Salzsiiure versetzen 21 

sechs Pufferlijsungen im pH-Bereich zwischen 3.6 und 11.4 als Fliessmittel eingesetzt. 
Die Tabelle III gibt Aufscl~luss tiber die Zusammensetzung der einzelnen Puffer- 
lasungen. 

Wie aus den Fig. ya-f und such aus den Arbeiten von STUCHLIK et al.10 (vgl. 
Fig. 3a-d) hervorgeht treten also bei der Verwendung saurer und alkalischer wass- 
riger Pufferlijsungen Bhnliche Trenneffekte bzgl. der Reihenfolge der Substanzen im 
Chromatogramm auf. Es hi.sst sich also keine Beziehung zwischen dem pH-Wert der 
Puffer, wenn sie als Fliessmittel dienen, und clem chromatographischen Verhalten 
feststellen. Im vorliegenden Falle wird das chromatographische Verhalten von der 
Zusammensetzung der einzelnen Puffer, die die LBslichkeit der Komponenten be- 
einflusst, bestimmt. ,Dafiir spricht das in Fig. ye wiedergegebene Ergebnis der Ent- 
wicklung mit dem Ammoniak-Puffer pH 10.05, da ein Ammoniakzusatz die L%lich- 
keit der drei Xanthinc erhiihtgs. 

SCHLUSSBETKACHTUNC 

Wie aus der vorliegenden Arbeit hervorgeht, wird die Trennung der drei Xan- 
thine von zwei Faktoren bestimmt: Einmal vom pH-Wert und sum anderen vom 
Wassergehalt der station&en Phase. 

Will man Untersuchungen iiber den ausschliesslichen Einfluss des pH-Wertes 
der Schicht auf den Trenneffekt anstellen, so muss nach den Erfahrungen der referier- 
ten Arbeiten und der eigenen Versuche das Einbringen von Wasser in die Kammer 
vermieden werden. Solche Untersuchungen lassen sich bei Einhaltung einer lcon- 
stanten relativen Feuchte auf pH-Gradient-Schichten durchftihren ; dies ist Gegen- 
stand unserer zweiten Mitteilung, w&hrend der Einfluss des Wassergehaltes der 
Schicht in der dritten Mitteilung behandelt werden ~011. 
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In einer ubersicht werden die Arbeiten zur Dtinnschichtchromatographie von 
Coffein, Theophyllin und Theobromin nach den verschiedenen chromatographischen 
Bedingungen gegliedert und die referierten Ergebnisse kurz diskutiert. Im Anschluss 
daran wurden systematische Untersuchungen der Effekte des pH-Wertes der Schicht 
nach vorheriger Klimatisierung mit Ammoniak- oder S3urelBsungen sowie iiber den 
Einfluss des pH-Wertes der mobilen Phase beschrieben. 
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