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Note 

Trennung von Coffein, Theophyllin und Theobromin mit Hilfe der Hoch- 
druckfliissigkeitschromatographie 

WERNEK WILDANGER. 

(Eingcgdngcn ani IS. April 1975: gciindcrtc Fassung cingcgangen iIn1 3. Juni 1975) 

Coffein (das 1,3,7-Trimethylxanthin), Theophyllin (das l,3-Dimethylxanthin) 
und Theobromin (das 3,7-Dimethylxanthin) sind physiologisch stark wirksume Sub- 
stanzen. Sie werden aufgrund ihrer diuretischen und belcbenden Wirkung direkt oder 
als Derivate in der Heilkunde eingesetzt. Eine Reihe pflanzlicher Genussmittel, wie 
Kaffee, Tee, Kakao, enthtilt diese Stoffe. In einigen verbreiteten Erfrischungsgetrtin- 
ken setzt mm Coffein bewusst zu. 

In der Lebensmittelanalytik bestimmt man diese drei Xantlline meist als 
Summe, da sich die nasschemische Trennung fiir die Routineanalytik als zu auf- 
wendig erweist’. Bisller wurde die Trennung durch Hoclldruckfliissigkeitschromato- 
graphie auf einem lonenaustauscher beschrieben2*3: die diirftige Trennung beider 
Scllriften ist identisch. Theophyllin und seine Abbauprodukte wurden getrennt4a5. 
Coffein wurdc mehrfach in pharmazeutischen Zubereitungen bestimmtb-‘I, wobei 
meist Ionenaustauscher verwundt wurden. UIII eine such in der Lebensmittelunalytik 
verwendbare Methode zu erhalten, war eine miigliclist weite Auftrennung notwendig. 

METHODE UND GERbiTE 

Die Trennung wurde auf einem Siemens Hocl~druckfliissigkeitschromato- 
graphen S 200 mit einem Zeiss/Siemens Spectrulphotometer-Detektor PM4CH R und 
dem Hochdruckspritzeninjektionssystem durchgefiihrt. Die Stahl-Trennsiiule war 
30 cm lang und hatte einen i.D. von 3 mm. Sie war mit Kieselgel LiChrosorb Sl 60, 
5 klm, nach einer bereits bcscllriebenen Slurry-Methode gefi,illt’2. Als mobile Phase 
diente die organische Phase der M ischung Dichlormethan-Ethanol-Washer (I 872: 
94:34). Es wurde bei Raumtemperatur chromatographiert. Der Vordruck betrug 
120 bar, der Durchfluss 70 cm3 h-l. Das Photometer war bei einer Bandbreite von 
20 ,I.I.~I auf 275 ,um eingestellt. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Fig. 1 zeigt die Trennung der drei Reinsubstanzen, welche in der mobilen 
Phase gel&t wurden. Die Anulyse dauert (*a. 5 min. Fig. 2 und 3 zeigen Chromuto- 
gramme von Schokoladenextrakten, welche nach folgendem Verfallren erllulten 
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Fig. I. Chromatogramm der Reinsubstanzcn. I = Coffcin; 2 = Thcophyllin: 3 =: Thcobromin. 

Fig. 2. Chromatogramm cincr Vollmilchschokoladc. 1 = Coffcin; 2 -- Theophyllin: 3 -= Thco- 
bromin. 

wurden: cu. 5 g Schokolade wurden mit 100 ml Eluens iibergossen und CU. 10 min 
geriihrt. Anschliessend wurde abfiltriert, die ersten Milliliter wegen der Triibung ver- 
worfen und vom klstren Filtrat 20 mm3 zur Analyse eingespritzt. Genaue Clean-up- 
Vorschriften fiir die quantitative Bestimmung in verschiedenen Lebensmitteln werden 
noch von uns erarbeitet. 

Fig. 2 ist das Chromatogram einer VollmiIchscl~okolnde, Fig. 3 das einer 
Moccnschokolade. Bei etwa gleich grossen Theobrominpeaks unterscheiden sich die 
Coffeinmengen stark. Der durch den Kaffeezusatz erhiShte Gehalt an Coffein in 
Relation zum Theobromin ist klur zti erkennen, 

Die Trennstiule ist sehr leicht zu handhaben, da die fliissige “station8re” Phase 
laufend durch Gleichgewichtseinstellung nachgebildet bzw. konstant gehalten wird. 
Daraus ergeben sich wesentliche Vorteile gegeniiber einer friiher beschriebenen 
Trennung der drei Xanthine13, welche auf mit Poly G-300 belegtem Corusil durch- 
gefiihrt wurde. Bei sturk verunreinigten Proben, wie sie in biologischen Extrakten 
immer vorliegen, kann die Trennstiule verschmutzt und sogar unbrauchbar werden. 
Das von uns verwendete System ist mit Dioxun leicht zu regenerieren; die in-situ- 
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Fig. 3. Chromatogramn~ cincr Moccnschokoladc. I :y: Coffcin: _ 7 .=: Thcophyllin: 3 == Thcobromin. 

Belegung aus der mobilen Phase erfolpt durch einfaches Durcllpunlpen derselben. 
Vorsaule und Eluensslittigung mit stationtirer Phase entfullen. Eine Trennshle wurde 
bier CW. zwei Monate fiir verunreinigte Lebensmittelextrakte benutzt: nach Dioxan- 
Zwischenspiilungen ist sie noch immcr voll verwendbur. 
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