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SUMMARY 

Investigations on factors in.uencing behaviour in thin-layer chromatografihy. 2. Thin-, 
layer chromatogra$hy of cafleeiqae, theo@iylline and theobromine on $H gradient layers 

The relationship between the chromatographic behaviour of caffeine, theophyl- 
line and theobromine and the pH value of the silica gel layer is investigated by the 
pH gradient technique. For the development of the chromatograms use was made of 
several neutral organic mobile phases described in earlier publications by other 
authors. 

EINLEITUNG 

In der I. Mitteilungr wurde auf Grund eingehender Literaturstudien und eigener 
Ergebnisse diskutiert, welche Faktoren das DC Verhalten der drei Xanthin-Derivate 
beeinflussen. Es konnte dabei gezeigt werden, dass pH-Wert und Wassergehalt der 
Schicht eine wesentliche Rolle spielen. In der vorliegenden Arbeit sol1 nun der aus- 
schliessliche Einfluss des pH-Werts der stationaren Phase untersucht werden. 

METHODE 

Es ist angezeigt, zungchst die Arbeitsmethode kurz zu erlautern. Die Gradient- 
Technik wurde xg64 von STAHL~ in die DC eingeftihrt. Von den verschiedenen Mijg- 
lichkeitena eines Gradients in der station&en Phase fanden besonders der Silberni- 
trat-Impr&nierungsgradient3-7 und pH-Gradient@-4J3-10 Anwendung. Die Repro- 
duzierbarkeit der Ergebnisse auf den pH-Gradient-Schichten war damals jedoch noch 
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FAKTOREN, DIE DAS DC VERHALTEN DER STOFFEN BBEINFLUSSEN. II. 
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Fig. I. Abh5ngigkeit dcs pH-Wertes der Schicht bzw. einer 38 o/U Suspension von cler Plnttenbrcite 
bci dcr Ausgangslconzcntratioti 0.5 N an SchwcfclskLurc bzw. Natriumhyclroxicl. 

unbefriedigend, weil das zur Herstellung der Schichten vertiandte Beschichtungsge- 
rgt technisch noch nicht ausgereift war: ausserdem waren die pI-I-Intervalle der 
Schichten und der Verlauf des pH-Gradients noch nicht untersucht. In den Jahren 
1966-1968 wurde dann eine Methode zur reproduzierbaren Herstellung von pH- 
Gradient-Schichten mit definierter Ausbildung des pH-Verlaufs ausgearbeitetllpl2 
und das chromatographische Verhalten verschiedener Substanzklassen in Abhgngig- 
keit vom pH-Wert der Schicht untersucht 12~1~. Mit dem Sorptionsmittel Kieselgel 
GF2a4 (Merck) und drei verschiedenen Konzentrationen an Schwefels%ure bzw. Na- 
triumhydroxid werden Schichten mit verschiedenen pH-Intervallen erllalten11*12. 
Fig. I zeigt den pH-Verlauf von Gradient-Schichten, zu deren Herstellung 0.5 N 
Schwefels3ure bzw. Natronlauge verwandt wurden. Die pH-Charakteristik der 
Schichten wurde ftir den sauren Bereich aus pH-Messungen an wgssrigen Suspensio- 
nen verschiedener Konzentrationen des Sorptionsmittels der betreffenden Schicht- 
bereiche und Bestimmungen des Wassergehaltes der Schichten abgeleitet. Zum Ver- 
gleich mit diesem pH-Gradient einer zur Chromatographie bereiteten Schicht wurde 
daneben der Gradient fiir die konzentrierteste Suspension, die sich gerade noch her- 
stellen l&sst-eine 280/O Suspension-wiedergegeben. Stir den basis&en Bereich er- 
gibt sich auf Grund des dort vorliegenden Puffersystems Kieselgel-Natriumhydroxid 
fiir Suspensionen und Schicht der gleiche pH-Wert. 
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Fig. 2. Schcrnntischc Darstellung dcr vorschicdenc:n Lnufrichtungcn cincr pl_I-C;r,ztliont-Schicht. 

,/. Ctaror,iato~., 48 (x970) roG-I 12 



108 E. DUMONT, LJ. RRAUS 

Jede Gradient-Schicht bietet, wie die Fig. 2 zeigt, drei verschiedene Laufrich- 
tungen. Im Falle eines pH-Gradients kann z.B. von der sauren Schichtseite in Rich- 
Lung auf die basische Seite und umgekehrt, also in beiden Fgllen im Gradient chro- 
matographiert werden. Es kann aber such qzcer zum eigentlichen Gradient-Verlauf 
entwickelt werden, woftir STAWL~ den Begriff T-Gradient-Technik einftihrte (T von 
travers = quer). Mit dieser Technik l&St sich das chromatographische Verhalteri in 
Abhangigkeit vom pH-Wert untersuchen. Zur Erstellung eines pH-T-Chromatogram- 
mes wird die ProbeliSsung in Form einer sich fiber die ganze Breite einer Schicht er- 
streckenden band- bzw. strichformigen Startzone aufgetragen. Dazu wurde der 
a.a.O.lssl* beschriebene “Autoliner” benutzt. 

Die Arbeiten der Literatur, die sich mit der DC Trennung der drei Xanthine 
beschgftigen, lassen sich in zwei Gruppen einteilen und zwar sind es einmal Arbeiten, 
die .neutrale unterschiedlich polare Fliessmittel auf nicht speziell praparierten Schich- 
ten einsetzen und zum anderen Arbeiten, die durch hinderung des pH-Wertes und 
zwar der mobilen oder der stationgren Phase eine Verbesserung des Trenneffektes an- 
streben, Dies war Anlass, sich, zur Untersuchung des Einflusses des Schicht-pH- 
Wertes auf ,das chromatographische Verhalten der drei Xanthine der pH-T-Gra- 
dient-Technik zu bedienen. Dazu wurden von den in der Literatur angegebenen neu- 
tralen mobilen Phasen sechs ausgewahlt, die in der folgenden Tabelle zusammenge- 
stellt sind. 

I 

TABELLE I 

NEUTRAL= FLIESSMITTIL, DIE ZUR PH-T-GRADIENT-CHROMATOGRAPHIE EINGESETZT WURDEN 

FlicssmitteG Lileralur 

CHCI*-(C,W,)O. (85 : 15) I5 
Ccl,-CHCI~-CH,OH (50 : 50 : IO) 16 

Ccl,-CI-ICI,-CH,OH (80 : 50 : IO) 
CHCl,-(C,H,),,CO-CH,OH (30 : 30 : 30) 

I7 
I 8 

V-&r-(CK,),CO (30 : 70) I9 
CHCI,-C,H,OH (go : IO) 20 

ERGEBNISSE 

Wie die Fig. 3ja zeigt, liefert das von MACHATA~~ eingesetzte Fliessmittel im 
gesamten pH-Bereich der Gradient-Schicht keine befriedigende Trennung. Die Ent- 
wicklung des in der Fig. 3b wiedergegebenen Chromatogramms wurde unter den 
gleichen Bedingungen durchgeftihrt, nur wurde zusatzlich noch ein Becherglas mit 
20 ml Wasser in die Kammer eingestellt, also eine Klimatisierung mit Wasser vorge- 
nommen. Diese Vergnderung der chromatographischen Bedingungen kisst im neu- 
tralen und schwach alkalischen Schichtbereich die Trennung gelingen. NACHATA~~ 
hat in seiner Arbeit folgende hXp-Werte angegeben : Coffein 35, Theophyllin 20, 
Theobromin 40. Die pH-T-Gradient-Kurven liegen im gesamten pH-Bereich der 
Schicht wesentlich unter diesen Werten. Dies lasst vermuten, dass der Auto+ bei 
seinen schon im Jahre 1960 publizierten Versuchen mit einem gr6berkdrnigen Sorp- 
tionsmittel und/oder bei htiherem Wassergehalt der Schicht gearbeitet hat. Wie die 
Fig. 4 zeigt, wird, soweit sich dies nach dem Behandeln mit Spruhreagenz (vgl. 
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Fig. 3. (a) Dtinnschichtchromatogramm von Coffein, Theophyllin und Theobromin im pH-T- 
Gradient dcr Konzentration 0.5 N. C = Coffcin ; Tp = Thcophyllin; Tb = Theobromin. Mobile 
Phase : nach MACHATA (I 5) (vgl. Tabellc I). Laufstrccke : IO cm, KS. Sichtbarmachung: Bcsprilhcn 
mit Jod-I<aliumjoclicl-Rcagenz; Na_chbehandlung mit Salzs~ure,~Zussmmensetzung der Rcagcnz- 
l&sung: 3 g Ja + I g I< J in IOO ml Athanol; IZ.~~/~ SalzsOurc in Athanol. Farben: C = hcllbraun; 
Tp = rotviolctt; Tb = blauviolctt. (b) Wit (a). Zusatzlich Klimatisierung der Kammcr mit 
Wasscr. 
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Kg. 4. Dunnschichtchromatogramm van Coffein, Thcophyllin und Thcobromin im pH-T-Gra- 
client der Iionzcntration 0.5 N. Mobile Phase: nach KAMP et al.1° (vgl. Tabcllc I). Sonstigc 
I3eclingungcn wit zu Fig. 3a. 

Lit. I) beurteilen Uisst, mit dem von KAMP et aZ.10 angegebenen Fliessmittel im sauren 
sowie neutralen und schwach alkalischcn Schichtbereich einc recht gute Trennung 
der Xanthine erreicht. Die Trennung ist fur pH-Werte tiber 7 am gtinstigsten zu be- 
urteilen. Eine geringftigige Modifizierung dieses Fliessmittels, wie sie SENANAYAKE 

UND WI JESEKERA~~ vorgenommen haben (vgl. Tabelle I), bringt im pH-T-Chroma- 
togramm keine nennenswerten &-rderungen. 

Ganz bemerkenswert ist die LeistungsfUigkeit des von SZENDEY’S verwandten 
Fliessmittels auf den pH-Gradient-Schichten. Wie die Fig. 5 zeigt, wird im schwach 
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Fig, 5. Dtinnschichtchromatogramm von Coffcin, ‘lheophyllin und Thcobromin im pH-‘I’-Gra- 
dicnt clcr Konzcntration 0.5 N. Mobile Phase: nach SZENDEY~~ (vgl. Tnbcllc I). Sonstigc 13cdin - 
gungcn wie au Fig. 3a. 

Fig. 6. Dtinnschichtchromatogranlm van Coffcin, Tlieophyllin und ‘I’hc!obromin im PI-I-T-Gra- 
client dcr Konzentration 0.5 N. Mobile Phase: nach SC~~NACK et n1.i” (vgl. l’abcllc I), Sonstigc 
Bcdingungen wit zu Fig. 3a. 
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sauren, neutralen und schwach alkalischen Bereich eine sehr gute Trennung erzielt. 
Der Autorl8 hat in seiner Arbeit fiir Kieselgel HF-Schichten folgende hRp-Werte 
angegeben: Coffein 50, Theophyllin 49, Theobromin 44. Er hat also keine befriedi- 
gende Trennung erzielt . Ein entsprechendes Trennergebnis zeigt die Pfeilmarkierung 
in Fig. 5 an. Allerdings liegen die von SZENDEY~~ gefundenen Werte deutlich unter 
den hRp-Werten des pH-Gradient-Chromatogrammes. Dies ist vielleicht darauf zu- 
rilckzufithren, dass der Autor ein anderes Kieselgel verwandt hat. 

“’ Fur eine Trennung, mit dem von SCHUNA& et aZ.lD eingesetzten Fliessmittel 
sind nur der neutrale und der schwach alkalische Bereich der Gradient-Schicht ge- 
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Fig. 7. Dtinnschichtchromatogramm von Coffcin, Thcophyllin und Theobromin im pI_I-T-Gra- 
dient der Konzentration 0.5 N, mit vier Absorption+Orts-Kurven zur Kontrollc der Trennung in 
den durch die Pfeile 1-4 m~rlciertcn pH-Bercichon. Mobile Phase: nach TEICHERT et al.a” (vgl. 
Tabolle I). Sonstige Bedingungcn wie zu Fig. 3s. S = Start: F = Front. 

eignet (vgl. Fig. 6). Die Abtrennung der drei Xanthine voneinander ist dort, soweit 
sich dies nach dem Behandeln mit Spriihreagenz beurteilen hisst, recht gut gelungen; 
allerdings bleibt Theophyllin am Start zu~%ck, was in ubereinstimmung mit den An- 
gaben von SCHUNA~K et al.10 steht. 

Wie aus Fig. 7 ersichtlich ist, wird mit dem von TEICHERT et aLao benutzten, 
sehr einfach zusammengesetzten Fliessmittel (vgl. Tabelle I) such im sauren Schicht- 
bereich eine gute Trennung der drei Xanthine erreicht. Noch besser eignen sich aller- 
dings das neutrale und das schwa& alkalische Gebiet. 

Das Absinken der hRp-Werte im starlc sauren Randbereich der Schicht, das in 
Abh2ngigkeit vom jeweiligen Fliessmittel mehr oder weniger deutlich ist, kisst sic11 
als Salzbildung erklgren, da die p&-Werte der korrespondierenden S%uren zwischen o 
und I liegensr. 

Der deutliche Abfall der Theophyllin-Kurve, der bei Verwendung der von 
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FAKTOREN, DIE DAS DC VERHALTEN DER STOI;FEN BEEINFLUSSEN. If. XII 

SZENDEY~~ angegebenen mobilen Phase extrem stark in Erscheinung tritt (vgl. 
Fig. s), kann nicht durch Protonenaufnahme oder -abgabc zustande kommen, son- 
dern muss auf eine Abnahme der Ltislichkeit des Theophyllins im neutralen und 
schwach alkalischen Gebiet der Schicht zuriickgeftihrt werden. 

Die mit den einzelnen Fliessmitteln erhaltenen pH-Gradient-Chromatogramme 
wurden nun mit dem Zeiss’schen Chromatogramm-Spektralphotometer in verschie- 
denen pH-Bereichen daraufhin untersucht, ob eine Trennung wirklich gelungen ist 
oder vielleicht nur von einem unempfindlichen Sprtihreagenz vorgetauscht wird22. 
Dazu wurden bei einer Wellenl~nge von 250 nm Absorption+Orts-Kurven aufgenom- 
men. Aus Fig. 7 sind die Ergebnisse fiir das mit dem von TEICHERT et aZ.20 angege- 
benen Fliessmittel entwickelte Chromatogramm ersichtlich. Wie aus dem zu Pfeil I 
gehorenden Kurvenverlauf geschlossen werden kann, sind Theophyllin und Theo- 
bromin im sauren Bereich nicht vollsttindig getrennt. Im Bereich nahe des Neutral- 
punktes (vgl. Pfei12) liegt eine gute Trennung vor ; dagegen bleiben Theobromin und 
Theophyllin, wie die Kontroll-Kurven 3 und 4 zeigen, bei hoheren pH-Werten unge- 
trennt. Eine entsprechende Kontrolle der mit den librigen Fliessmitteln der Tabelle I 
entwickelten pH-T-Gradient-Chromatogramme zeigt, dass die Trennung bei Verwen- 
dung der von KAMP et al. lo (bzw. SENANAYAKE UND WI JRsRKRRA~‘) sowie SZENDEY~~ 
angegebenen Fliessmittel jeweils im neutralen und im schwach alkalischen Bereich 
vollstandig ist. Beim Einsatz des von SCHUNACK et al.10 angegebenen Fliessmittels ist 
die Trennung der drei Xanthine untereinander zwar sehr gut (vgl. Fig. 6), Theophyl- 
lin bleibt jedoch am Start. 

Die erstgenannten Autoren 1°-18, die auf den tiblichen, nicht speziell praparier- 
ten Kieselgel-Schichten gearbeitet haben, sowie such TEICHERT et aZ.zO, die bei der 
Herstellung der Schichten statt Wasser einen Phosphatpuffer vom pH 6.8 verwand- 
ten, erzielten in ihren Chromatogrammen nach fallendem RF-Wert geordnet die Sub- 
stanzverteilung Coffein, Theophyllin, Theobromin (vgl. dazu Tabelle I, I. Mitt.). Fur 
die tiblichen Kieselgel-Schichten wurde ein pH-Wert von etwa 6.6 festgestellt. Die 
erwahnte Aufeinanderfolge der Substanzen im Chromatogramm tritt in den ent- 
sprechenden pH-T-Chromatogrammen jedoch erst bei niedrigeren pH-Werten auf. 
Dieser Befund kann z.Zt. noch nicht erklart werden. 

SCHLUSSBETRACHTUNG 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des pH-Wertes der station&en 
Phase auf die Trennung untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass im pH-Bereich zwi- 
schen pH 6.2 und 8.5 eine’ Trennung erzielt werden kann, die auf Grund einer Kon- 
trolle durch Aufnahme von Absorptions-Orts-Kurven als vollstandig bezeiclmet wer- 
den kann. Das Arbeiten bei pH-Werten unter (5.2 bzw. tiber 8.5 ist nicht zu empfehlen, 
da in diesen Bereichen der pH-T-Gradient-Chromatogramme die Trennung jeweils 
unbefriedigend ist. 

Systematische Untersuchungen tiber die Rolle des Wassergehaltes der statio- 
n&en Phase sollen Gegenstand einer weiteren Mitteilung sein. 
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ZUSAMMENrASSUNG 

In der vorliegendcn Arbeit wird mit Hilfe der pH-Gradient-Technilc das dtinn- 
schichtchromatographische Verhalten von Coffein, Theophyllin und Theobromin in 
Abh5ngigkeit vom pH-Wert der Schicht untersucht. Als mobile Phasen wurden meh- 
rere, von verschiedenen Autoren zur Trennung der Xanthine eingesetzte neutrale 
organische Fliessmittel benutzt. 
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DISCUSSION 

BRENNER: Sie stellten fest, dass die Mobilitat von Coffein usw. vom Aciditats- 
grad der Schicht abh&ngt, obwohl aufgrund der pK-Werte keine Salzbildung in 
Rage kommt. Dann muss man also wohl annehmen, dass der Aciditatsgrad die Men- 
ge oder die Aktivitat der station~ren w&srigen Phase beeinflusst. W&ren Sie ver- 
suchsweise damit einverstanden? 

DUMONT:’ In meiner Dissertation (DUMONT, Saarbrticken, 1968, S. 33) konnte 
ich feststellen, dass in den verschiedenen pH-Bereichen einer pH-Gradient-Schicht 
keine unterschiedlichen Wassergehalte vorliegen. Wir bemtihen uns z.Z., eine Er- 
k&rung der chromatographischen Ph+i.nomene mit Hilfe der UV-Spektroskopie zu 

finden. 
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