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SUMMARY

I'nvestigations on factors influencing behaviour in thin-layer chromatography. 1. The

influence of the pH value in thin-layer chromatography of caffeine, theophylline and
theobvomine on uniform 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 fiir verschiedene
Zweige der Nahrungs- und Genussmittelindustrie von Interesse. Fiir Kontroll-La-
boratorien ist also eine einfache und schnelle DC Abtrennung der Einzelkomponenten
von Wichtigkeit. Bei der Durchsicht der Literatur fillt auf, dass eine Trennung von
je zwei der drei betrachteten Xanthine verhiltnismissig einfach ist. Bei der chromato-
graphischen Unterscheidung aller drei Xanthine traten jedoch, wie aus der Vielzahl
der beschriebenen chromatographischen Kedingungen hervorgeht (vgl. Tabelle I),
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Schwierigkeiten auf, was bei Betrachtung der sehr dhnlichen Strukturformeln ver-
sténdlich ist:

4 : :
N N— —N NH HN N——
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Coffein Theophyllin Theobromin
(1,3,7-Trimethy!xanthin) (1,3-Dimethylxanthin) (3,7-Dimethyixanthin)

VERGLEICHENDE UBERSICHT UBER DIE BISHERIGEN PUBLIKATIONEN

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 Wirkstoffen
(vgl. CoMER UND CoMER!?). Publikationen, die zumindest die Trennung von zwei der
drei betrachteten Xanthine zum Ziel haben, sind in Tabelle 1 erfasst; sie lassen sich
nach den verschiedenen chromatographischen Bedingungen in die folgenden sieben
Gruppen einteilen:

(r) Entwicklung auf Kieselgel- bzw. Aluminiumoxid-Schichten mit neutralen
Fliessmitteln.

(2) Entwicklung auf gepufferten Kieselgel-Schichten mit neutralen Fliess-
mitteln.

(3) Entwicklung auf mit Ammoniak bedampften Kieselgel-Schichten mit neu-
tralen Fliessmitteln.

(4) Entwicklung auf Kieselgel-Schichten mit alkalischen Fliessmitteln.

(5) Entwicklung auf Kieselgel- bzw. Aluminiumoxid-Schichten mit sauren
IFliessmitteln.

(6) Entwicklung auf Kieselgel-Schichten mit Pufferlésungen.

(7) Entwicklung 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 ¢t al.?2 (vgl. Tabelle I, Gruppe 2). Die
Autoren erhalten auf den mit einem Puffer von pH 6.8 hergestellten Kieselgelschichten
mit einem einfachen Fliessmittel eine gute Trennung (vgl. Fig. 1d). Nach O’CoNNOR?
sowie auch unseren eigenen Erfahrungen kann der Pufferzusatz unterbleiben und
trotzdem der gleiche Trenneffekt erzielt werden. Die Arbeit von TEICHERT et al.2
wurde ‘in dieser kurzen Besprechung deshalb als erste aufgefiihrt, weil in spiteren
Jahren von mehreren Autoren4.11.13,14,20 auf die chromatographischen Bedingungen—
zumindest das Fliessmittel—zuriickgegriffen wurde. Wenn man von der bereits er-
wihnten Vertffentlichung von O'CoNNORY absieht, ist in keiner der in Gruppe 1 zu-
sammengestellten Arbeiten auf Kieselgel-Schichten ein dhnlich giinstiges Ergebnis
erreicht worden (vgl. z.B. Fig. 1a und 1b). Eine gute Trennung wird von SAR3UNOVA
UND SCHWARZ! fiir das IFliessmittel Chloroform-Butanol (¢8:2) auf Aluminiumoxid-
Schichten angegeben (vgl. Fig. rc). 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 1

ZUSAMMENSTELLUNG VON PUBLIKATIONEN UBER DIE DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHISCHE TREN-
NUNG VON COFFEIN, THEOPHYLLIN UND THEOBROMIN

Schicht und Fliessmittel hR p-Werte Litevatuy
C Tp s
Zu (1)—Kieselgel, neutvale Fliessmittel
CHCI;—(CgH,),0 (85:15) 35 20 40 3
CHCIl4;-C4H,OH (90:10) 57 @ — 22 4
CHCI1,-CH,OH (95:5) 50 23 26 5
CHC!,-CHOH (95:5) 51 — 26 6
CHC1,-CH,OH (85:15) 64 — 46 6
CCl,—CHCl;—CH,OH (8:5:1) 54 46 31 8
CCl,~CHCIy—-CH,OH (5:5:1) — — —_ e
CHCIl,~(CH,)CO-CH,OH (1:1:1) 50 49 44 9
Aluminiumoxid, neutrale Fliessmittel
CHCIl;~BuOH (98:2) 54 3o 15 10
CHCI;~C,H,OH (99:1) 100 10 10 10
CeHy + 2% Cg H,OH rx= 2 15 6 2 10
¥= 5 47 8 4
x = 10 58 11 6
¥ = 20 75 27 I9
Zu (2)—Mit Phosphatpuffer pH 6.8 impriignicrtes Kieselgel, neutrale Fliessmittel
CHCI1,-C4H,OH (g90:10) 57 37 22 2
CHCI,-C;H,OH (g90:10) —_— — —_ IX
Zu (3)—>Mit Ammoniak-Lésung klimatisiertes Kieselgel, neutrvale Fliessmittel
CeH¢—(CH,),CO (30:70) 70 6 31 12
CHC1,-C,H,OH (g90:10) 89 21 51 13
CHCl,~C;H,OH (g0:10) : 88 33 57 14
Atmosphire: HyO mit BuOH gesiittigt 4 2.5 % Ammoniak
(BuOFH mit Hy O gesitt.) _ - —_ 15
Zu (4)—IKieselgel, basische Fliessmittel
(CH,)CO-CHCl,~-BuOH- 25% Ammoniak (3:3:4:1) 78 26 46 16
iPrOH-CHCI;—-109%, wiissrige Piperazinlésung (60:20:20) 8o 55 67 17
Zu (5)—Kieselgel, sauve Fliessmittel
CH,,COOC;H,~CH,OH~12 N HCI (g90:10:0.25) 35 41 206 5
CH,COOCH-CH,O0H~CH,;COOH (80:10:10) 40 50 36 5
CHC1,-C,;H,OH~-HCOOH (88:10:2) 56 45 34 12
Aluminiumoxid, saure Fliessmittel
BuOH-iAmOH-HCI-H O (8:2:1:20) 92 o 58 18
Zu (6)— Kieselgel, wdssrige Pufferlésungen
Britton—Robinson-Puffer pPH 3 45 62 41 19
: pH 7 45 62 44
pH 10 45 62 46
Britton—-Robinson-Puffer -}- o.025 M
Lésung des Solubilisators PH 3 50 64 52 19
‘ ‘ pH 7 57 74 63 -
pH 10 47 69 57
Zu (7)—Mit Phosphatpuffer pH 6.8 imprdgnievtes Kieselgel, saure Fliessmitlel
BuOH-H 0-85% IHCOOH (77:11:12) _— - — 11
Zwei-dimensionale Entwicklung
I. CHCl,-C,H,OH (90:10) 20

I1. CHyCOOC,H4~CH,OH-CH,COOH (80:10:10)
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Fig, 1. Trennung von Coffein, Theophyllin und Theobromin auf Kieselgel und Aluminiumoxid.
(a) Kiesclgel. Fliessmittel: Chloroform-Ather (85:15)2 (b) Kiesclgel. Fliessmittel: Chloroform-—
Aceton-Methanol (1:1:1)8, (c) Aluminiumoxid. Flicssmittel: Chloroform-Butanol (98:2)°,
(d) Kieseclgel mit Phosphatpuffer pH 6.8 imprigunicrt. Fliessmittel: Chloroform-969, Athanol
(90:10)2. (e) Kieselgel. Flicssmittel: Aceton-Benzol (70:30). Entwicklung in einer Atmosphire
von 259%, Ammoniak??, (f) Kicselgel. Flicssmittel: Chloroform—-96% Athanol (g9o:10). Entwick-
lung in ciner Atmosphire von 259%, Ammoniak1!?,

Fig. 2. Trennung von Coffein, Theophyllin und Theobromin auf Kieselgel und Aluminiumoxid.
(a) Kieselgel. Fliessmittel: Aceton—Chloroform-n-Butanol-259%, Ammoniaklésung (3:3:4:1)39
(b) Kieselgel. Fliessmittel: Isopropanol-Chloroform—109%, wiissrige Piperazinlosung (60:20:20)17,
(c) Kieselgel. TFliessmittel: Athylacetat~Methanol-12 N Salziure (9o:10:0.25)5. (d) Kicselgel.
Fliessmittel: Chloroform—-Athanol-Ameisensiure (88:10:2)1%, (c) Aluminiumoxid. Fliessmittel:
n-Butanol-Isoamylalkohol-Salzsiure—Wasser (8:2:1:20)18,

’

mittels zu verbessern, wohl weil die Mehrzahl der in Gruppe 1 fiir nicht speziell pré-
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 abhingig ist von der Temperatur und Zeit sowie den speziellen Versuchs-
bedingungen (Kammervolumen und -form, Konzentration der Klimatisierungs-
lésung, Form des Behilters der Klimatisierungslésung usw.). Obwohl diese Beding-
ungen u.U. schlecht reproduzierbar sind, wurden sie spiter auch fiir die eigenen
" Untersuchungen gewihlt, um einen Vergleich mit den in der Literatur erwihnten
Arbeiten zu ermoglichen. Die von SCHUNACK ¢ al.12 bzw. SzASz ¢t al.l® erzielten Trenn-
ergebnisse sind in den Fig. 1e bzw. f dargestellt. Wie aus Tabelle I hervorgeht, er-
halten Szasz ef al.l® sowie auch STRUHAR UND NGUYEN THi BAN!4 mit dem von
TEICHERT ¢t al.?2 verwandten Fliessmittel 4hnliche Trennergebnisse mit der Reihen-
folge Theophyllin, Theobromin, Coffein. Die Umkehr von Theophyllin und Theo-
bromin bzgl. ihrer Lage im Chromatogramm gegeniiber der Arbeit von TEICHERT
et al.? wird von Szasz et al.1® und STRUHAR ¢¢ al.1% nicht diskutiert.

Die Arbeiten der Gruppe 4 (Lit. 16, 17) bedienen sich alkalischer IFliessmittel.
Dabei resultiert dieselbe Reihenfolge der drei Substanzen im Chromatogramm (vgl.
Fig. 2a und b) wie bei der Klimatisierung mit Ammoniak-Lésungen.

Mit Ausnahme der Arbeit von CHUNG-L1® (vgl. Fig. 2e), der auf Aluminium-
oxid arbeitet, ist bei den in Gruppe 5 zusammengestellten sauren Fliessmitteln eine
gegeniiber den basischen Systemen verinderte Reihenfolge der drei Xanthine im
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Fig. 3. Trennung von Coffein, Theophyllin und Theobromin .auf IKiesclgel, Entwicklung mit
Britton—Robinson-Puffern verschiedener pH-Werte?: (a) pH 7, (b) pH 3, (c) pH 7 und (d) pH 10.
Bei b-d Zusatz von o.025 M Lésung von Dinatrium-naphthol-(2)-disulfonat-(6,8).

Chromatogramm festzustellen. Bei den von BAEHLER? eingesetzten sauren I'liess-
‘mitteln liegt Theophyllin am héchsten (vgl. Fig. 2c); SCHUNACK ¢t al.12 dagegen er-
zielen Trennergebnisse (vgl. Fig. 2d), die denen von TEICHERT ef al.? (vgl. Fig. xd)
sehr dhnlich sind.

Wihrend unserer Untersuchungen erschien eine Arbeit von STUCHLIK ¢f al.1?.
Die Autoren verwandten als Fliessmittel Pufferlésungen der pH-Werte 3, 7, bzw. 10
nach BRITTON-ROBINSON2!, Zur Verbesserung der Trennung wurde der mobilen
Phase ein Solubilisatorin drei verschiedenen Konzentrationen zugegeben (Dinatrium-
naphthol-(z)-disulfonat-(6,8)). Eine graphische Darstellung der referierten Trenn-
ergebnisse zeigen die Fig. 3a—d. Der Ubersichtlichtkeit halber wurden wegen der
sehr dhnlichen 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 KUTTEL2? steht, wonach die Purinalkaloide nicht solubilisierbar sind.

Die vorstehende Ubersicht iiber die Variationsméglichkeiten, die zu einer
Trennung der drei genannten Xanthinderivate fithren kénnen, 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
der Entwicklung zu den nachfolgend beschriebenen Klimatisierungsversuchen B
Bechergliser mit den jeweiligen Medien eingestellt wurden. Fiir alle Versuche mit
sauren und basischen Klimatisierungsmedien wurde das neutrale und relativ unpolare
Fliessmittel Chloroform—g69, Athanol (9g:1) verwandt, das sich in Vorversuchen als
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zur Trennung der drei Xanthin-Derivate geeignet erwiesen hatte. Sorptionsmittel
war jeweils Kieselgel GF,;, (Merck). Zur Einleitung des Entwicklungsvorgangs wurde
die mobile Phase durch eine verschliessbare Offnung im Kammerdeckel eingegeben.
Die Laufstrecke betrug in jedem Falle 10 cm. Die Substanzen wurden in einem Ge-
misch von Chloroform—Methanol (60:40) gelést. Die Konzentrationen waren wie
folgt: Coffein o0.059%,, Theophyllin 0.079, und Theobromin 0.03%,. Es wurden davon
jeweils 5 ul in Form eines 1 cm langen Startbandes aufgetragen.

Zur Sichtbarmachung wurde mit Jod—Kaliumjodid-Reagenz bespriiht und mit
Salzsidure nachbehandelt (3 g Jod + 1 g KJ in 100 ml Athanol, 12.59%, Salzsiure in
Athanol). Dabei werden folgende Farben erhalten: Coffein hellbraun, Theophyllin
rotviolett, Theobromin blauviolett. -

1. KLIMATISIERUNG MIT AMMONIAK-LOSUNGEN

(r) Einfluss verschicdener Ammoniak-Konzentrationen

Bei Verwendung von 2.5, 5.0, 10.0, bzw. 20.09%, Ammoniakldsungen betrug die
Klimatisierungszeit jeweils 30 min. Die erzielten Trennergebnisse sind aus den Fig.
4a—d ersichtlich. Wihrend die Lage des Theophyllins im Chromatogram sich bei den
verschiedenen Ammoniak-Konzentrationen nur wenig dndert, nihern sich Coffein
und Theobromin mit zunehmender Konzentration an Ammoniak der Front. Wird
die Klimatisierung 60 min lang durchgefiihrt, so tritt bei den Ammoniak-Konzen-
trationen 2.59%, und 59, eine Schwanzbildung des Theobromins auf (vgl. Fig. 4e und f),
die bei den konzentrierteren Ammoniak-Lésungen nicht beobachtet wird. Dies lisst
vermuten, dass bei ldngerer Klimatisierung mit den verdiinnteren L&sungen ein
hsherer Wassergehalt der Schicht resultiert. Bei den Klimatisierungen mit den kon-
zentrierteren Ammoniak-Lésungen (vgl. Fig. 4c und d) werden &dhnliche Trenner-
gebnisse erhalten, wie sie ZARNACK UND PrEIFER!® bzw. RINK UND GEHLY? mit
alkalischen IFliessmitteln erzielt hatten.

(2) Einfluss dev Klimatisierungszeit

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-L&sungen
am besten.

Im Tolgenden wurde nun die Abhingigkeit der Rp-Werte von der Klimati-
sierungszeit untersucht. Es wurde dazu 209, Ammoniaklésung und Zeiten von 5, 10,
15, 20 und 30 min gewihlt. Wie aus den Fig. 5a—e hervorgeht, erhielten wir fiir Kli-
matisierungszeiten zwischen 20 und 30 min die besten Trennergebnisse.

Beim Vergleich der Fig. 4d und 3e fillt auf, dass trotz gleicher chromatogra-
phischer Bedingungen die Ergebnisse voneinander abweichen. Die Aufeinanderfolge
im Chromatogramm bleibt zwar erhalten, jedoch treten unterschiedliche Rp-Werte
auf. Dies zeigt, dass bei solchen Klimatisierungen nur eine unbefriedigende Repro-
duzierbarkeit erreicht werden kann.

Zur Orientierung iiber die pH-Werte der Schichten, die nach der Klimatisierung
mit Ammoniak-Loésungen vorliegen, wurden Reihenversuche durchgefiihrt. Dazu
wurden die Kieselgel-Schichten mit 1-25%, Ammoniaklésungen 1-30 min lang kli-
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Fig, 4. Trennung von Coffein, Theophyllin und Theobromin auf Kieseclgel in Abhingigkeit von
der Klimatisterungszeit und der Ammoniak-Konzentration, (a) Klimatisierungszeit 30 min,
Entwicklung in ciner Atmosphire von 2.5% Ammoniak. (b) Klimatisierungszeit 30 min. Ent-
wicklung in einer Atmosphiire von 5%, Ammoniak. (c) Klimatisierungszeit 30 min, Entwicklung
in einer Atmosphire von 10% Ammoniak. (d) Klimatisiecrungszeit 30 min. Entwicklung in einer
Atmosphire von 20% Ammoniak. (¢) Klimatisierungszeit 60 min. Entwicklung in einer Atmos-
phére von 2.59% Ammoniak, (f) Klimatisierungszeit 6o min. Entwicklung in einer Atmosphire
von §9% Ammoniak.

Fig. 5. Trennung von Coffein, Theophyllin und Theobromin auf Kieselgel in Abhiingigkeit von
der Klimatisierungszeit. Entwicklung in einer Atmosphire von 209%, Ammoniak. (a) 5 min,
(b) 10 min, (c) 15 min, (d) 20 min und (e) 30 min.

matisiert, dann abgeschabt, und das Sorptionsmittel in 100 ml Wasser suspendiert.
Die Suspension wurde geschiittelt, 15 min lang stehen gelassen und dann die pH-
Messung durchgefithrt. Die Messwerte lagen bei allen Versuchen zwischen 9.05 und
9.40. Offensichtlich 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-Lésungen erhaltenen unter-
schiedlichen Trennergebnisse beruhen also nicht etwa auf verschiedenen pH-Werten,

sondern miissen auf unterschiedliche Wassergehalte der Schichten zuriickgefiihrt
werden.

II. KLIMATISIERUNG MIT SAUREN BZW. WASSER

In Analogie zu den mit sauren Fliessmitteln beschriebenen Trennungen wurden

TABELLE 11

UBERSICHT UBER DIE ZUR KLIMATISIERUNG BENUTZTEN SAURELOSUNGEN UND DIE ZUGEHORIGEN
KLIMATISIERUNGSZEITEN ’

Klimatisierungsmedium Klimatisie- Fig,
rungszeit
(min)
259% Salzsiure 40 6a
12 %, Salzséure 10 6L
109, Ameisensiure 10 6¢c
109% Ameisensiure 20 6d
Wasser ‘ 30 6e
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die in Tabelle II zusammengestellten Siduren verschiedener Konzentration als Kli-
matisierungsmedien eingesetzt.

Nach der langzeitigen Klimatisierung mit konzentrierter Salzsdure bleibt
Theobromin am Startpunkt, Coffein und Theophyllin haben annihernd gleiche Rp-
Werte (vgl. Fig. 6a). Auch bei den Klimatisierungen mit den verdiinnteren Siduren
lasst sich keine befriedigende Trennung erzielen (vgl. Fig. 6 b—d). Trotz der langen
Klimatisierungszeit von 40 min tritt im Falle der konzentrierten Salzsiure keine
Schwanzbildung auf, die aber bei den verdiinnteren Siuren schon nach kurzzeitiger
Klimatisierung beobachtet wird. Auch hier lag die Vermutung nahe, dass bei der
Klimatisierung mit den verdiinnteren Siuren ein héherer Wassergehalt der Schicht
vorliegt. Tatsichlich zeigt das bei einer Klimatisierung mit Wasser resultierende
Chromatogramm (Fig. 6e) sogar ein den Chromatogrammen der Klimatisierungen
mit verdiinnten Sduren sehr dhnliches Trennergebnis mit gleicher Reihenfolge der
Substanzen und nur wenig verschiedenen Rp-Werten.

Es werden fiir die Chromatogramme bei ammoniakalischer im Vergleich zu
saurer Klimatisierung (vgl. Fig. 4a—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. Tig. 6a mit 6b-d).

I11. PUFFERLOSUNGEN ALS MOBILE PHASEN

In Anlehnung an die Arbeit von STUCHLIK ¢¢ al.1® wurden zur Klirung des
Zusammenhangs zwischen dem pH-Wert des FFliessmittels und dem Trennergebnis

100 100 b
a aq c
PR, b ¢ PR, -
N
4 ~
- ~ /A\ < A~
50+ 1 “~_ 1 “w_ 01~ A 7T~
™ m f
‘" V
-— - i
~ te
1 L Y. U é r:p r‘b
cC p T -
p e d e 4
~ A~
504 < y S e 50 7T ] /»\\
N— — . ] P
Vi o
() (]
H t
v Ve

Fig. 6. Trennung von Coffcin, Theophyllin und Theobromin auf Kieselgel in Abhéngigkeit von
der Klimatisierungszeit und der Siure-konzentration. (a) Klimatisierungszeit 40 min, Entwick-
lung in einer Atmosphidre von 259, Salzsiure. (b) Klimatisierungszeit 10 min.. Entwicklung in
ciner Atmosphére von 129% Salzsiure. (¢) Klimatisierungszeit 10 min. Entwicklung in einer
Atmosphire von 109, Ameisensiure. (d) Klimatisierungszeit 2o min. Entwicklung in eciner
Atmosphire von 109, Ameisensiiure. (¢) IKlimatisierungszeit 3o min. Entwicklung in einer
Atmosphire von dest. Wasser,

IFig. 7. Trennung von Coffein, Theophyllin und Theobromin auf Kiesclgel mit Puffern verschicdener

pH-Werte als Fliessmittel. (a) pH 3.6, (b) pH 3.8, (c) pH 4.15, (d) pH 9.99, (¢) pH 10.05 und
(f) pH 11.4.
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TABELLE III

ZUSAMMENSTELLUNG DER ALS FLIESSMITTEL VERWANDTEN PUFFERLOSUNGEN

pH Zusammensetzung des Puffers Literatur
3.6 3.920 g Phosphorsiure, 2.474 g Phenylessigsidure und 5.446 g Bor-
siiure mit dest. Wasser auf 1 1 auffilllen. Davon 100 ml mit go ml
0.2 N Natronlauge versetzen 2
3.8 300 ml dest. Wasser -+ 210 ml Ameisensiure + 100 g Ammonium-
: chlorid mit dest. Wasser auf 1 1 aufgefiillt Ph. Gall. VIII
415 200 ml 0.2 N Natronlauge -+ 8co ml eines Gemisches von gleichen
Teilen o0.25 M Borsdure, Essigsiure und Phosphorsiure 2r
9.9 19.1 g Natriumborat und 100 ml 1 N Natronlauge, mit dest. Wasser
, auf 1 1 auffiillen. Davon 6o ml mit 4o ml o.1r N Salzsdure versetzen 21
10.05 54 g Ammoniumchlorid -+ 440 ml 20%, Ammoniak-Lé#sung mit dest.
Wasser auf 1 1auffiillen Ph. Gall, VIII
11.4 21.008 g Citronensiiure und 200 ml 1 N Natronlauge mit dest. Wasser
auf 1 1 auffiillen. Davon 50 ml mit 50 ml o.1 N Salzsiiure versetzen 21

sechs Pufferlésungen im pH-Bereich zwischen 3.6 und 11.4 als Fliessmittel eingesetzt.
Die Tabelle III gibt Aufschluss iiber die Zusammensetzung der einzelnen Puffer-
lésungen.

Wie aus den Fig. 7a—f und auch aus den Arbeiten von STUCHLIK ¢! al.1? (vgl.
Fig. 3a—d) hervorgeht treten also bei der Verwendung saurer und alkalischer wiss-
riger Pufferlésungen dhnliche Trenneffekte bzgl. der Reihenfolge der Substanzen im
Chromatogramm auf. Es lisst sich also keine Beziehung zwischen dem pH-Wert der
Puffer, wenn sie als Fliessmittel dienen, und dem chromatographischen Verhalten
feststellen. Im vorliegenden Falle wird das chromatographische Verhalten von der
Zusammensetzung der einzelnen Puffer, die die Ldslichkeit der Komponenten be-
einflusst, bestimmt. Dafiir spricht das in Fig. 7e wiedergegebene Ergebnis der Ent-
wicklung mit dem Ammoniak-Puffer pH 10.05, da ein Ammoniakzusatz die Loslich-
keit der drei Xanthine erh&ht?3,

SCHLUSSBETRACHTUNG

Wie aus der vorliegenden Arbeit hervorgeht, wird die Trennung der drei Xan-
thine von zwei FFaktoren bestimmt: Einmal vom pH-Wert und zum anderen vom
Wassergehalt der stationidren Phase.

Will man Untersuchungen {iber 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 kon-
stanten relativen Feuchte auf pH-Gradient-Schichten durchfiihren; dies ist Gegen-
stand unserer zweiten Mitteilung, wihrend der Einfluss des Wassergehaltes der
Schicht in der dritten Mitteilung behandelt werden soll.
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FAKTOREN, DIE DAS DC VERHALTEN DER STOFFE BEEINFLUSSEN. I, 105
ZUSAMMENFASSUNG

In einer Ubersicht werden die Arbeiten zur Diinnschichtchromatographie 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 Sdureldsungen sowie iliber den
Einfluss des pH-Wertes der mobilen Phase beschrieben.
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