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Mit ttilfe zum Teil neu entwickelter papierchromato- 
graphischer und  papierelektrophoretischer Verfahren wird an 
sechs coffeinhaltigen Drogen eine qualitative und quanti tat ive 
Purinanalyse durchgeffihrt, wobei versucht wird, die Purine 
bis zu einem Gehalt yon 10-3~o zu erfassen. 

Die b e k a n n t e n  Methoden 1-12, ** zur l~out inebes t immung yon Pur inen  
in  coffeinhaltigen Drogen bzw. in  w~Brigen Aufgfissen oder LSsungen 
beschr~nken sich im wesentl ichen auf die Bes t immung  des Coffeins u n d  
Theobromins,  lassen sich aber in  geeigneter Fo rm such auf Theophyl l in  la 
anwenden.  Sie be ruhen  auf dem Prinzip,  das betreffende X~n th inde r iva t  
aus seinen Verb indungen  in  Freihei t  zu setzen, es d a n n  mi t  geeigneten 
LSsungsmi t te ln  mSglichst quan t i t a t i v  zu extrahieren u n d  schliei~lich 
im Ex t r ak t  - -  eventuel l  nach Rein igung - -  den Gehalt  zu bes t immen.  
Manche Methoden Schreiben hierbei ffir fet thal t ige Drogen (Kakao,  
Kaffee) eine vorhergehende E n t f e t t u n g  mit  Petro]~ther vor. 

Ein Vergleich dieser und  ~thnlicher Vorschriften zeigt, dal] auf die 
alkalische Abspaltung tier Purine entweder verzichtet werden kann  1, 14 oder 
daI3 man sie mit  feuchtem Magnesiumoxyd 8, 9, lo, 15, 16, w~i~rigem 
Ammoniak% 5, 17-2a oder Natronlauge ~, 13, 25, ~6 durchffihrt. Auch feuchtes 
Calciumoxyd ~7, SodalSsung 4 und tert.  Natriumphosphat  2s kommen zur 
Anwendung, w~hrend Oehrli 29 bei Guarans die Spaltung mit  verdiinnter 
Schwefels~ure vorzieht. Zur Extrakt ion erweisen sich aui]er Chloroform 
noch Tetrachlorkohlenstoffl, 5, s0, 27 und Tetrachlor~thylen 9 sowie 

* Herrn Prof. Dr. Ludwig  Ebert zum 60. Geburtstag in Verehrung ge- 
widmet. 

** Die FuI3noten stehen am Schlusse dieser Arbeit. 
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Wasserla,  1~, 22, as, 30-sa und  Alkohol  3, a3 als geeignet .  A u c h  Essigester  s~, 
Benzol  ss u n d  Gemische yon  Chlo ro fo rm-I sopropy la lkohoP  s bzw. Chloroform- 
PhenolSS, sT werden  als Ex t rak t ionsmi~ te l  beschrieben.  Die  Bese i t igung v o n  
Verunre in igungen  k a n n  vo r  oder  nach  der  E x t r a k t i o n  geschehen.  I-Iierzu 
kSnnen  Sehwefels~ure s, 6, is, 18, 19, ~5, Wassers to f f superoxyd  a, t~al iurnperman-  
gana t l ,  a, 5, la, is, so, ss, a~, 31 und  t~upfersulfa t  4, so, -zs~ 2s dienen,  aueh  Blei-  
aeetat la ,  a2, sl, ss, AhuniniumaeetaC-~, Z inkace ta t  und  K a l i u m c y a n o f e r r a t -  
ii15, as, as oder  Z i n k e y a n o f e r r a t - I I  is f~llen Sehwebstoffe  und  s tSrende Ver-  
b indungen .  

F i i r  die Bes t imrnung  der  Me thy lxan th ine  s teh t  eine Reihe  grav imet r i scher ,  
t i t r ime t r i sche r  und  opt iseher  Ver fahren  zur  Verf i igung:  Di rek te  W a g u n g  
des abgedampf t en  E x t r a k t e s  1~ al, ss, s~, W a g u n g  nach  vorhe r ige r  Reini -  
gungl-S,  is, la, 1T-is, 25-aT, sa, W~gung  des aus Te t raeh lor~ thy len lSsung  mi~iels  
~ t h e r  gef~ll~en Theobromins  s, s9, as, F~l lung des Coffeins mi t  Si l icowolfram- 
s~ure und  W~gen  der  geglf ihten Oxyde  a~, quan t i t a f i ve  SublimationS9, aa, 
F~l lung  yon  Theophy l l in  m i t  K u p f e r a e e t a t  in absol. Methyla lkohol  a3, Be-  
r eehnung  aus d e m  Stieks~offgeha]t naeh  K]e ldah l  1, 15, 1T, ~1, as, ag, sl, sg, ao, a4, 
F~l lung m i t  J o d  und  R i i ck t i t r a t i on  des Jodi iberschusses  T, 11, ~s, ~5-~8, 
Coffe in t i t ra t ion  mi t  K a l i u m b r o m a t  as, as, a,, F~l lung m i t  ammoniaka] .  Silber- 
16sung und P~fiekti~ration des Ag+-Ubersehusses  nach Volhard s, sT, so-~a, 
Fgl lung  mi~ neu t r a l em Si lbern i t ra t  und  a lka l imetr i sehe  B e s t i m m u n g  der  
in Freihei~ gese tz ten  SMpeters~ure n,  la, aa, ~s, ~a, T i t r a t i on  yon  Coffein m i t  
Perchlors~ure  in wasserfreier  Ameisens~ure  ~ - ~ ,  Nephe lomet r i e  der  F~]Iung 
yon  Coffein m i t  N a t r i u m p h o s p h o r w o l f r a m a t  ~s, Ko lo r ime t r i e  yon  angef~rb tem 
Aden in  ~~ und  sehliel~lieh refr~ktome~riseher  ~ oder  spek~rophotometr i -  
scher~0, ss, 60-02 Vergleich von  Pur in-  u n d  Stand~rdlSsungen.  

Die Mehrzahl  der  E x t r ~ k t i o n s m e t h o d e n  l iefert  als Resu l t a t  die S u m m e  
yon  zwei oder  mehre ren  Pur inen ,  doeh l~l~t sich under gee igneten  Arbei ts-  
bed ingungen  aueh die B e s t i m m u n g  m e h r e r e r  Pm' ine  nebenein~nder  dureh-  
ff ihren s, ~, s~-sa 

I n  den l e tz ten  J a h r e n  wurden  aueh Chromatographierkolonnen.  m i t  
A l u m i n i u m o x y d  6~ oder  St~rke ss, sT, Gegenstromvertei lungS8 und  Ionenaus-  
tauseher  ss-Ts zur  T rennung  oder  Re in igung  yon  Pur inen  verwendet ,  v o r  
al tem ~ber  bo t  die E n t w i c k l u n g  der  Pupie rehromabographie  (vgL die Mono- 
g raph ien  T~-Ts) m~d der  Pap ie re lek t rophorese  neue  MSglichkei ten fiir die 
Analyse  y o n  Pur ingemengen .  Die T r e n n u n g  yon  Oxy-  und  Aminopu r inen  
du t ch  Pap ie r ch roma tog raph ie  wurde  zuers t  yon  Vischer -Charga/F  ~ und  v o n  
Hotchlciss Ts durchgeff ihr t ,  denen  Arbe i t en  yon  M a r k h a m  u n d  S m i t M  "-ss, 
Carter sa und  LS~gren ss folgten.  X a n t h i n  und  seine Methy lde r iv~ te  wurden  
ebenfalls  yon  ~/[arkham-Smi th  so, ferner  yon  M u n i e r  u n d  Macheboeu/so, sT 
u n d  K o g a n  und  Mitarb .  ss un te rsueht .  Die papierelektrophore~.ische Auf-  
~rennung yon  Oxy-  und  Anf inopur inen  besehr ieben W i e l a n d . B a u e r S ~  D i m r o t h  
und  ~[ i ta rb2  s, Ghosh und  B u r m a  ~ ,  o~ tu]d Werlcheiser-Winzler  ~s, die T r e n n u n g  
eines Coffein-Chinin-Gemisches Scholz -Hagedorng t  

Die Pur ine  lassen sich auf  d e m  Pap ie r  auf  Grund  ihrer  eharakter i s t i sehen 
UV-Absorp t ion  oder  dureh  Bi ldung  yon  Meta l l s~lzkomplexen auff inden.  
So erscheinen sie u n t e r  der  U V - L a m p e  bei  Verwendung  geeigneter  F i l t e r  
ats dunk!e FIeeken auf  f luoresz ierendem Grund~S-so, 0~, ss, s8, ~, 9~ und  
kbnnen  auf  Spezia lphotopapier  kopier t  werden  Tg, s0, 0s Die u n v e r g n d e r t e n  
Pur ine  b le iben hierbei  we i te ren  U n t e r s u e h u n g e n  zug~tnglich. Man kann  
auch das Pap ie r  mi t  FluoreszeinlSsung besprf ihen s~ oder  durch  Chlorwasser-  
oxyda t ion  ~T die Ve rwendung  spezieller U V - F i l t e r  umgehen .  E in ige  Oxy-  
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und Aminopurine bilden QueeksilbersMzkomplexe, die dureh Ammon- 
sulfid 77, Eosin oder Bromphenolblau 97 siehtbar werden. Adenin und Guanin 
geben aueh eine F~rbung mit AgNO3 und Na2Cr~O79s, Theobromin mad 
Theophyllin mit Bi- oder Pt- Salz trod KJ9% Erwi~hnt sei noeh die automatisehe 
Papyrographie naeh Hashimoto-Mor# ~176 

Die quantitative Bestimmung der Purine wird meist spektrophotometriseh 
naeh Ausschneiden und Eluieren der im UV-Lieht markierten Purin- 
fleeke77, 79, so, s~, 8s, 93, 9~ oder naeh sys~ematisehem Zersehneiden und Eluie- 
ren des ganzen Streifens 7s durehgefiihrt. 

Es erhob sieh nun die Frage naeh dem Vorkommen der versehiedenen 
Purinderivate in eoffeinhMtigen Drogen, da z. B. im Tee neben Coffein 
auch Theophyllin, Methylxanthin, Adenin, Guanin und andere i~ sowie 
Theobromin, I-Iylaoxanthin und Xanthin  i~ und in geringer IYlenge Tetra- 
me~hylharns~ure i~ gefunden wurden, ~ h r e n d  z. B. iiber Guarans 
unseres Wissens in dieser Hinsicht noeh keine Ergebnisse bekannt  sind. 
I-Iierzu waren Methoden zu linden, die nieht nur eine mSglichst voll- 
z~hlige Erfassung und Bestimmung der Purine erlauben, sondern 
aueh empfindlieh genug sind, um Spuren wenigstens qualitativ mit  
Sieherheit erkennen zu k6nnen. Die herkSmmliehen Analysenmethode n 
ersehienen hierzu nieht geniigend erfolgverspreehend, sodaB die Wahl 
auf die empfindliehen und sehr spezifisehen Verfahren der Papier- 
ehromatographie und -elektrophorese fiel. Dazu kam, dab diese Ver- 
fahren - -  abgesehen yon den Untersuehungen fiber Nueleins~uren und 
ihre Bestandteile sowie fiber kfinstliehe Puringemisehe - -  bisher nur in 
Einzelf~llenSS, s9 auf purinhaltige Pflanzen angewendet worden sind. 
Bei unserer Arbeit legten wir besonderen Wert  auf die Untersuehung 
hinsiehtlieh Coffein, Theobromin, The0phyllin, Adenin, Guanin, Xanthin  
und Hypoxanth in  und versuehten, diese Purine bis zu einer Konzen- 
~ration yon 10-3~ zu erfassen. 

U n t e r s u c h t e s  M a t e r i a l .  

Zur Untersuchung dienten bis zu 100 g der handelsfiblichen Sorten yon 

a) Pasta  Guaran~ (yon paullinia cupana), und zw~r yon drei industriell 
(Rio de Janeiro) bzw. yon Eingeborenen (MatZo Grosso) hergestellten 
Proben  TM, 

b) griinen Kaffeebohnen (semen eoffeae yon eoffea arabica), Sorte 
,,Rio V "  der Ernte  i952 (Brasilien), 

e) ungesehi~l~en Kakaobohnen (yon theobroma cacao), Sor~e ,,Aeera", 
gut  fermentiert,  I-Iauptanbau 1952 (Afrika), 

d) ,,weibliehen" Kolanfissen (yon cola aeuminata) ,  
e) Mate (u in Sehuppen (yon ilex paraguayensisl~ 
f) sehwarzem Tee (yon rhea sinensis), und zwar , , Java-Tee" der 

F i rma  Julius Meinl A. G., Wien. 
51" 
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M e t h o d e n .  

Bei den angewendeten  Unte r suchungsver fah ren  s ind zu unterseheiden : 
1. Aufbere i tung  des Materials u n d  Hers te l lung geeigneter Ext rak te ,  
2. Zerlegung der Ex t r ak te  nach Pu r inkomponen ten ,  
3. Nachweis u n d  Ident i f iz ierung der Pur ine ,  
4. Quan t i t a t ive  Bes t immung.  

Zu 1: A u f b e r e i t u n g  des  M a t e r i a l s  u n d  H e r s t e ] l u n g  g e e i g n e t e r  
E x t r a k t e .  

Des lufttrockene Material wurde mSglichst rein pulverisiert und in einer 
kleinen Probe die Feuchtigkeit als Trocknungsverlust bestimmt. Kakao 
und Kaffee mul~ten zun~iehst im Soxhlet mit Petrol/~ther (50 bis 60 ~ entfettet 
werden; beim Kakao war nach Entfernung der Hauptmenge Kakaobutter 
gelindes Kochen mit  tier doppelten Gewichtsmenge 5 n HC1 durch 15 Min., 
Trockendampfen auf dem Wasserbad im Vak. und neuerliehe Petrol~ther- 
extraktion bis zur ErsehSpfung nStig. Die so erhaltenen Anteile yon Kakao- 
but ter  bzw. KaffeeSt wurden zur Wiedergewinnung mitgeI~ster oder mit-  
gerissener Purine 3m~I unter  kraftigem Umsehfitteln mit  ihrem Volurnen an 
0,01 n HC1 einige Min. gekocht. Die gesammelten w~i~r. Schichten wurden 
mit  wenig Petrol~ither entfettet  und im Vak. abgedampft. Die verbliebenen 
Purine wogen weniger als l~o der sp~iteren Extrakte.  

Nun setzten wir die Purinbasen der Probe dureh inniges Verreiben des 
Pulvers mit  20 Gew.-~o konz. Ammoniak in Freihelt und  extrahierten die 
Masse im Soxhlet mit  feuchtem Chloroform, welches 3real mit  etwa 1/4 Vol. 
~Tasser geschiittelt und  dann abdestilliert worden war. Wir wechselten das 
LSsungsmittel nach 1 bis 4 Stdn. und nach 1 bis 2 Tagen und  erhielten so 
3 Fraktionen.  Naeh Ersch6pfung wurde der l~iickstand yore Chloroform 
befreit und  mit  einem Alkohol-Chloroform-Gernisch (3 :7  Vol.) unter  Ab- 
trennung yon 2 bis 3 l~raktionen weiter extrahiert. Eine absehlief~ende 
langere Extraktion mit 96%igem Alkohol erfa~te fallweise noeh vorhandene 
Purinreste. Alle Fraktionen wurden abgedampft, im Vakuumexsikkator 
g etroeknet und gewogen. 

Wir erreichten auf diese Weise eine grobe Vortrennung der gesuchten 
Substanzen: in den Chloroformfraktionen fanden sieh zuerst Coffein, da1~n 
Theophyllin bzw. Theobron~tin, w~ihrend die Amino- mxd Oxypurine im all- 
gemeinen erst in den sp/~teren Fraktionen auftraten (vgl. Tabelle 3). 

Da in einigen F~illen besonders die spiiteren Fraktionen (z. B. Guaran~ IV 
und [Fee V) stark mit gef~rbten und fluoreszierenden Substanzen verunreinigt 
waren, welche den iN[achweis der Purine auf dem Fi]trierpapier stSrten, wurde 
eine Anreieherung versucht. Die Verwendung yon Ionenaustauschersgulen 
(Amherlit IIR 4 B) ffihrte nicht zum Ziel, hingegen konnten die Oxy- und 
Aminopurine durch F~llung mit ammoniakal. SflbernitratlSsung 10G geniigend 
rein erhalten werden, um diese Substanzen qualitativ nachweisen und ihre 
Menge nach der GrSl]enordnung absch~tzen zu kSnnen. Die Abscheidung 
des iibersehfissigen Silbers durfte hierbei nicht mit  l~atriumsulfid (nach 
Anm. 106), sondern nur  mit  Schwefelwasserstoff analog der Vorschrift yon 
K o s s e P  ~ erfolgen. 

Zu 2" Z e r l e g u n g  der  E x t r a k t e  n a c h  P u r i n k o m p o n e n t e n .  
Die Auft rennung jeder Frakt ion wurde auf drei Arten versucht: 
a) Durch Papierelektrophorese (PEP) auf Schleicher & Sehiill-Papier 
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Nr .  2043 b glabg. H ie rbe i  w u r d e  die f r i iher  l~ be s ch r i eb en e  A p p a r a t u r  ver-  
wended;  als Puf fe r  s ind  fo lgende  L 6 s u n g e n  gee igne t :  

I 

I ! I I I r . 
0 ZO II0 ' ~I'~ 80 100 7ZO 

m~ zugeselzte ~ ' s s / d s ~ i / r e  ~- 

Abb. 1. E lek t rome t r i s che  T i t r a t i on  yon A m m o n i a k  und  ~- thylendiamin  m i t  Ess igs~ure :  
a) 100 ml  1 n A m m o n i a k  m i t  1 n Essigs~iure t i t r ier t .  
b) 100 ml  1 n N t h y l e n d i a m i n  m i t  1 n ]~ssigs~ure t i t r ier t .  

Sauer  (ftir A d e n i n  u n d  G u a n i n ) :  
Eisessig : P y r i d i n  : W a s s e r  (10 : 1 : 89) = E P .  10, p i t  = 3,6. 
Alka l i seh  (f/ir T h e o b r o m i n ,  Theophy l l i n ,  t t y p o x a n t h i n  u n d  X a n t h i n ) :  
1 n A m m o n i a k  : 1 n Es-  

sigs/iure : W a s s e r  (1,5 : 1 : 
2 = AE.  1,5, p H  = 9,2; 

1 n A m m o n i a k  : I n Es-  
s igs~ure : W a s s e r  (9 : 1 : 
10) = A E .  9, p H  = 10,3; 

1 n A m m o n i a k  : 1 n Es-  
sigs~iure (20 : 1) = AE .  20, 
p H  = 10,6; 

1 n N t h y l e n d i a m i n :  1 n 
Essigs / iure  (20: 1) = eriE. 
20, p i t  = l l , 1 .  

Die p H - W e r t e  e in iger  
a lkMiseher  Pu f f e rgemisehe  
s ind  aus  A b b .  1 (vgl. 109) 
zu  e n t n e h m e n ,  wobei  die Abb. 2. Elektrophoret ische Trennung  yon Coffein, Theo- 
B a s e n  e n t s p r e e h e n d  den  bromin  und  Theophyl l in  bei p H  10,6. P h o t o g r a p h i e r t  wurde  
V e r s u c h s b e d i n g u n g e n  n i c h t  die violet te  Fluoreszenz der Pur ine  i m  UV-Lich t  nach Ohlor- 

wasseroxydat ion,  
e r s t  CO~-frei g e m a e h t  wur -  
den.  Di  e Bewegl i ehke i t  u n d  
Aufbrennungssch/~rfe  (vgl. Abb .  2) de r  P u r i n e  w a r e n  in  A m m o n i a k -  u n d  
N t h y l e n d i a m i n p u f f e r n  y o n  g le ichem p H  gleich, doch  w u r d e  die E m p f i n d l i e h -  
ke i t  des F luo reszenznachwe i ses  d u t c h  Jk thy l end i ami n  e twas  bee in t r / t ch t ig t .  
Coffein zeig~e in den  a n g e g e b e n e n  Puf fe r l6 sungen  n u t  die d u r e h  Eleklbro- 

51 a 
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osmose bzw. P u f f e r s t r 6 m u n g e n  he rvorge ru fene  W a n d e r u n g  u n d  wurde  dahe r  
zur N u l l p u n k t s m a r k i e r u n g  ve rwende t .  Tabelle 1 gibt  eine Zusammens t e l l ung  
der  sehe inba ren  Bewegl iehkei t swer te ,  welche in der  Regel  S e h w a n k u n g e n  
u n t e r  10% aufweisen;  be im Gemiseh AE.  20 kUnnen infolge der  F l t ieh t igke i t  
des A m m o n i a k s  und  der  ger ingen  Pufferkapazi t~i t  dieser  L6sung auch  gr613ere 
Abwe iehungen  au f t r e t en .  

Tabelte 1. D u r e h s c h n i t t l i e h e  s e h e i n b a r e  B e w e g l i e h k e i t  
P u r i n e n  b e i  d e r  P a p i e r e l e k t r o p h o r e s e  n a e h  2 V l i c h l  l~  

Feldst~irke 25 bis 40 [V/em], u [em e Vol t  -1 see.-1]. 
Vorze iehen  bei W a n d e r u n g  zur  K a t h o d e  -{-, zur  A n o d e - - .  

VOYI 

Purin 

E P .  10 
E isess ig :  P y r i d i n  : 

Wasser 
(I0: 1: 89) 
pH=3,6 

AE. 1,5 
I n lgIttOH: 

lnAcOH : Wasser 
(1,5: 1: 2) 
pH = 9,2 

AE. 9 
lnNH4Ott: 

1 n AcOH: Wasser 
(9: 1: 10) 
pH = 10, 3 

AE.  20 
1 n NH4Ot~:  

1 n A c O t t  (20: 1) 
p H  = 10,6 

105" u UlUAde i05" u U/Uxan , 105" u u / u x s  a I05" u u/u  Xan 

A den in  . . . . .  

G u a n i n  . . . . .  

Xanthin .... 
I-Iypoxanthin 
Theophyllin . 
Theobromin . 
Coffein ..... 

+ 6,3 

+ 2,1 

o 
0 

0 

I 

0,33 

0 
0 

0 

geringe W a n d e r u n g  zur 
Anode  

- -  4 , 1  1 - -  6 , 3  1 

- -  0,7 0,17 - -  5,2 0,83 
- -  1,6 0,39 - -  5,5 0,87 

- -  2,2 0,35 
' 0  0 0 0 

- -  0 , 8  

- -  6,4 
- - 5 , 3  
- -  7,3 

2,8 
0 

0,12 

1 

0,83 
1,14 
0,44 
0 

Der Feuchtigkeitsgehalt der in die Pufferl6sungen getauehten und an- 
schliel3end zwischen mehrfaehen Flietlloapierlagen abgeprel?ten Papier- 
streifen sehwankte zwischen 95 und 100% des Troekengewiehtes. Die Substanz- 
proben wurden in Pufferl6sung aufgenommen und mittels eines Haarpinsels, 
fiir quantitative Zweeke mit Mikromel3pipetten (15 his 40 #I) aufgetragen. 
Naeh dem Versueh wurden die Streifen einige Min. bei 70 his I00 ~ im Trocken- 
schrank getroeknet, bis der Gerueh des Puffers v611ig versehwunden war. 

b) Dureh aufsteigende Papierehromatographie (PCG) auf Papier S. & S. 
Nr. 2043 a rauh. Die folgenden herk6mmlichen Gemisehe erwiesen sich als 
Verteilungsmittel zweckrn/il?ig : 

,,IKCOOI-[" = n-Butanol : Ameisens/iure : Wasser (77 : I0 : 13)s~ 
,,NHa" ~ n-Butanol : konz. Ammoniak : Vc'asser (82 : 5 : 13) (vgl. so); 
,,Phos" = 5% w/il3r. Na~HPO 4 : Isoamylalkohol (2 : I) st. 
Die in der Literatur angegebenen RfWerte konnten --. abgesehen yon 

temperaturbedingten Sehwankungen -- im Mlgemeinen reproduziert werden, 
doeh trat manehmal bei stark verunreinigten Fraktionen eine Versehiehung 
der RfWerte ein. Insbesondere st6rte bei Vorversuehen nieht entfetteter 
Kaffee; das Kaffee61 vermJnderte den RfWert des Coffeins betr/~ehtlieh. 
Dureh Aussehneiden des auf einem Vergleiehsstreifen lokalisierten Coffein- 
fleekes und Ubertragung auf ein neues Chromatogramm no konnte der R]- 
Weft des Coffeins riehtig erhalten werden. 

e) Dureh Zirkularpapierchromatographie (ZCG) auf Papier Nr. 2043 a 
rauh nl. Die Methode ist ffir einphasige Verteilungsmittel (HCOOH und 
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N H a )  g e e i g n e t  u n d  b i l d e t  e i ne  n i i t z l i c h e  E r g ~ n z u n g  d e r  a u f s t e i g e n d e n  P a p i e r -  
c h r o m a t o g r a p h i e  b e s o n d e r s  f a r  S u b s ~ a n z e n  m i t  k l e i n e n  R f W e r t e n .  

B e i  m e n g e n m i i l 3 i g  s t a r k e m  U b e r w i e g e n  e i n e s  P u r i n s  k a m  es vo r ,  dai3 
e i n  e i n f a c h e s  P a p i e r c h r o m a t o g r a m m  die  E r f a s s u n g  d e r  S p u r e n  n i c h t  m e h r  
e r l a u b t e .  So e n t h i e l t  be i  V o r v e r s u c h e n  e i n e  F r a k t i o n  a u s  G u a r a n h l o a s t e  

8 

s 

2 

# 

.A" .8" 
Gua TpD, T~f 5"o/' 
Xai] 

~z o, ~ ~s o,,8 x, o A'P 

Abb. 3. Spektrophotogramm yon 6 mg einer Guaran~-Extraktfraktion, auf 6 cm breitem Streifen 
aufgetragen und nach Papierchromatographie mit Butanol-Ammoniak-Gemisch und darauffolgen- 
der systematischer Eluierung bei 273 m# gemessen. Mengenverh~iltnis yon Guanin: Theophyllin: 

Coffein etwa 1: 100: 400. 

nur rund den hundertsten Teil an Guanin, Xanthin, I-Iypoxanthin und Theo- 
bromin gegeniiber Theophy]lin bzw. den vierhundertsten Teil gegeniiber 
Coffein. Das Spektrolohotogramm eines mit ,,NHa" entwickelten Paloier- 
chromatogramms dieser Fraktion (Abb. 3) zeigte neben dem Coffein- 

[Zs Cu3 Xan Hg~. 

0,,4, ~ . 

i ~z ~ o,# 0,0 z, O A'f 
kbb. 4. Sl0ektrophotogramm der Fraktion ,,A" (vgl. Abb. 3, /~f 0,03--0,12), welche aus einem 24 cm 
breiten Papierchromatogramm yon 25rag Extrakt eluiert worden war, nach Chromatographie 

mit Butanol-Ameisens~iure*Gemisch und systematischer Eluierung bei 260 m~ gemessen. 

m a x i m t u n  l e d i g l i c h  zwe i  M a x i m a  b e i  R f  = 0 ,08  u n d  0,28.  D a  fi ir  d i e se  
Ri-Werte die genannten ftinf Purhle in Frage kamen, mug3te entschieden 
werden, ob die Maxima nut yon je einem oder yon mehreren Purinen ver- 
ursaeht waren. I-Iierzu wurde reichlieh (etwa 25 rag) Substanz eingewogen, 
auf einer 24 cm langen Startlinie auf das Papier aufgetragen und wie urspriing- 
lich im ,,l~I-la"- Gerniseh chromatographiert. Nach Ausschneiden und Eluierung 
der fragliehen Zonen ergab die Papierehronaatographie der eingedamloften 
Eluate im ,,I-ICOOH"-Gemiseh auf Grund der Sloek$rophotogramme (Abb. 4 

51 a* 
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und  5), dal3 alle genannten Komponenten nebeneinander vorhanden waren. 
Wiihrend sieh Guanin, Xanth in  und Hypoxanthin,  die in ann~hernd gleieher 
Menge vorhanden waren, dutch deutlieh getrennte Maxima unterschieden, 
war das Theobromin wegen seiner geringen Menge nu t  als Unstetigkeit im 
Anstieg der vom Theophyllin verursaehten Ext inkt ion  zu erkennen. Der 
qualitative Naehweis des Theobromins erfolgte aul~erdem dureh ein, ,HCOOH' '- 
Chromatogramm der n/iehsten Extraktionsfraktion, in der dieses Purin  
relativ angereiehert war. 

Zu 3: N a e h w e i s  u n d  I d e n t i f i z i e r u n g  de r  P u r i n e .  

gum qualitativen Naehweis der Purine auf dem Papier wurde yon fiinf 
Methoden Gebraueh gemaeht : 

a) Fluoreszenz im nahen UV naeh Oxydation mit  Chlorwasser und Be- 
gasung mit Ammoniak (C1) sT. Hierbei waren alle gesuehten Purine, zum Tell 
mit  versehiedener Fluoreszenzfarbe, zu erkennen (vgl. lle). 

~-2F3 

10 

8 

s 

g 

0 

- Ttr[ 

o,z ~, o,8 ~,o 2/" 

~b 

Abb. 5. Spektrophotogramm der Fraktion , ,B" (vgl. Abb. 3, Rf  0,14--0,35), welche aus dem 
gleichen Chronmtogramm wie Fraktion ,,A'" gewonnen worden war, nach Papierchromatographie 

mit Butanol-Ametsens~Lure-Gemisch und systematischer Eluierung bei 273 rote gemessen. 

b) Gelbfarbung nach Bespriihen mit  0,4~oiger alkohol. Chloranilsaure- 
16sung (C1AS). Von den untersuchten Substanzen gab nur  Coffein eine 
positive Reaktion, welehe als Modifikation der yon B a r r e t o  11~ angegebenen 
Tiipfelreaktion zu betraehten ist. Chloranilsaure wurde nach G r a e b e  114 aus 
Chloranil dargestellt. Das Reagens ist in friseh bereiteter L6sung zu ver- 
wenden, das zu bespr(ihende Papier muB frei yon Sauren oder Basen sein. 

e) Blaufi~rbung dureh Eintauehen des Streifens ill eine 0,2%ige Brom- 
phenolblau-L6sung in sublimatges~ittigtem 96~/oigem Alkohol (Hg]3) (20 mg 
Bromphenolblau und  3,25 g HgC12 auf 10 ml 96%igen Alkoho]). Der Farb- 
stof~iibersehul3 wurde mit  fliel~endem Wasser ausgewaschen. Es wurden 
hierbei nu t  die Purine Adenin und  Guanin angefiirbt 9~, sie untersehieden 
sieh yon der griinblauen F~irbung wasserlSslieher Aminosiiuren und Peptide 115 
dureh hellblauen Farbton.  Die Farbreakt ion ist aueh auf Alkaloide anwend- 
bar, z. B. gaben die im Tabak vorkormnenden Alkaloide Nieotin, Nornieotin 
und  Anabasin ein deutliehes Sehwarzblau. 

d) Rotf~irbung mit  0,2%iger Eosin-Sublimat-L6sung (HgE) ( 2 0 m g  
Eosin und 3,25 g ttgC12 auf 10 ml 96% igen Alkohol). Das Auswasehen wurde 
erst grih~dlieh in 96%igem Alkohol, dann  im Fliel~wasser vorgenommen. 
So konnten Adenin, Guanin, Hypoxanthin,  Xanth in  und Hams~ure siehtbar 
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gemaeh t  werden  97. Die Beak t ion  war  noeh einpfindl ieher  als die Init  Brom-  
phenolb lau  und  ebenfalls auf  Nieot in,  Norn ieo t in  und Anabas in  anwendbar .  

e) Systemat isehes  Zersehneiden der Pap ie rehro ina togramme oder  Papier-  
elektrol0herogramme, E lu ie rung  der Streifehen und  Ausinessen der  E lua t e  
mi t  dem Bec]cman-Spektrophotometer (SPM) 7s. 

Zu 4: Q u a n t i t a t i v e  B e s t i m m u n g .  

Dre i  der  genann ten  Naehweis ine thoden  waren  auch fiir die quan t i t a t i ve  
Bes t i inmung  geeignet :  Die Fa rb reak t i onen  mi t  Bro inphenolb lau  und Init  
Eos in  gaben  bei genor in ten  Anf/~rbe- und  Auswasehbedingungen  naeh Aus- 
schneiden der  Fa rbzonen  und  Elu ie rung  mi t  wa rmer  0,02 In SodalSsung 
brauehbare  quan t i t a t i ve  Wer te .  Die E lua t e  wurden  spektrophotoinegr ier t  
(HgB bei 597 m#,  H g E  bei 519 in#). Die Methode 3 e (SPM) tieferte du tch  
Vergleich mi t  S tandard l6sungen  bei kons tan ten  Arbe i t sbedingungen  gute  
t~esultate (Eluierung mi t  5 Inl 0,01 n ttC1 in drei  gleiehen Por t ionen ,  je 
30 Min. auf  dein Wasserbad  digeriert) .  Die Oxy- und Aminopur ine  wurden  
hierzu einhei t l ich bei 260 rap, die Methy]xan th ine  einhei t l ieh bei 273 In# 
geinessen. 

Tabelle  2. E r f a s s u n g s g r e n z e n  d e r  N a e h w e i s - u n d  B e s t i m m u n g s -  
m e t h o d e n  f i i r  P u r i n e .  

(Mengen in 10 .6 g.) 

Purin 

I Chl0r- 0'4% 
wasser I Chloranil- I 
u. Ntta siiure 

q~L [ q.~l. [ 

0,2% Brom- 
phenolblau- 
gesiittigte 

Sublimatl6sung 
(]tg]~) 

qual. quant. 

SublimatlSsung 

:BECKMAN 0,2% Eosin- 
ges~ttigte Spektro- 

photo- 
(]:[gE) meter 

(sP~) 

quant. 

Coffein . . . . . . . . . .  

Theobromin  . . . . . .  

Theophyl l in  . . . . . .  

I-Iarns~ure . . . . . . .  

X a n t h i n  . . . . . . . . .  

I - Iypoxanthin  . . . .  

Aden in  . . . . . . . . . .  

Guanin  . . . . . . . . . .  

�9 0,5 
v io le t t  

0,5 
v io le t t  

0,5 
v io le t t  

1 

bl~ulieh 
1 

bl~ulieh 
1 

bl~ulieh 
1 

grfinlieh 
1 

griinlieh 

5O 
gelb 

qual. quant. 

1 0  

10 

10 

10 

10 

0 , 2  

0,2 

- -  0,2 

5 0,2 

5 0,2 

Z u s a m m e n f a s s e n d  ges~gt ,  w e n d e t e n  wir  also bei  u n s e r e n  U n t e r s u c h u n -  
gen  eine f r a k t i o n i e r t e  E x t r a k t i o n s m e ~ h o d e  an  u n d  f f ig ten  den  bek~nn~en  

c h r o m ~ t o g r ~ p h i s c h e n  u n d  e l e k t r o p h o r e t i s c h e n  T r e n n v e r f ~ h r e n  die Pap i e r -  
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A b k f i r z u n g e n  u n d  Z e i c h e n  z u  T a b e l l o  3: 

Purine:  Cof = Coffein, Xan  = Xanthin,  
Tbr = Theobromin, Hyx = Hypoxanthin,  
Tph = Theophyllin, Ado = Adenin, 
Hsr = Itarns~ure, Gua ~ Guanin. 

Trennungsmethoden : PEP  = Papierelektrophorese, und zwar : 

AE. 20 = 1 n Ammoniak : 1 n Essigsi~ure (20 : 1), 
EP. 10 = Eisessig : Pyridin : Wasser (i0 : I : 89). 

PCG = P~pierehromatographie, und  zwar : 
t tCOOH = n-Butanol  : Ameisensgure : Wasser (77 : 10 : 13), 
NH a = n-Butanol  : konz. Ammoniak : Wasser (82 : 5 : 13), 
Phos : 5% w/~/3r. Na2I-IPOt-L6sung : Isoamylalkohol (2 : 1). 

Naehweismethoden : 

C1 
C1AS 
HgB 
HgE 
SPM 

UV-Fluoreszenz nach Chlorwasseroxydation, 
= Anf~trbung mit Chloranils/~urel6sung (Spray), 
= ,, ,, Bromphenolblau-Sublimat-L6sung (Bad), 
= ,, ,, Eosin-Sublimat-L6sung (Bad), 

Spektrophotometrie nach Eluiertmg. 

Mengenangabe: 

q - q - + +  = fiber 1%, 
+ + +  = 0,1 bis 1%, 

+ +  = 0,01 bis 0,1%, 

+ ~-0,001 bis 0,01%, 
• ~- Spur. 

elektrophorese von  Theophyll in ,  Theobromin,  X a n t h i n  u n d  H y p o x a n t h i n  
bei p H  9 bis 11 hinzu.  Zum Nachweis des Coffeins auf dem Papier  wurde 
die Chloranilsguref/~rbung neu  eingefiihrt ;  die Fa rb reak t ionen  einzelner 
Pur ine  mi t  Bromphenolb lau  bzw. Eosin  wurden aueh fiir die quan t i t a t i ve  

Bes t immung  ausgewertet .  

Ergebnisse und Diskussionen. 

Die A n w e n d u n g  der beschriebenen Methodik auf die sechs unter-  

suchten I)rogen ergab folgendes Bild:  
Danach  kam in  den Guarans  neben  Coffein nu r  Theophyl l in  

in  nennenswer te r  Menge vor, w~hrend Hypoxan th in ,  Xan th in ,  Guanin ,  
Adenin  u n d  Theobromin  n u r  als Spuren  mit  einem Gehalt  un te r  10-3% 
nachgewiesen werden konn ten .  Dieses Ergebnis  s t immt  beziiglich des 
Coffeingehaltes mi t  den Arbei ten  yon  Bertrand-Carneiro 116 gut  iiberein, 
da in  der yon  E ingeborenen  hergestel l ten Pas te  4,65, in  der industr ieIIen 
nur  4,33% Coffein gefunden wurden  (vgl. nT). Die Fests te l lung dieser 
Autoren,  dab in  der Guarans  nu r  Coffein als wirksame Substanz  en tha l ten  
sei, t r i ff t  auf die bier un t e r such ten  Proben  nicht  mehr  zu, da die an- 
gewendeten Nachweismethoden empfindlicher  sind. Fes tzuha l ten  ist 
ferner, dab Bertrand-Carneiro bei der systemat ischen Un te r suchung  der 
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Guarans 11s in verschiedenen Organen dieser Pilanze viel Theobromin, 
jedoch kein Theophyllin fanden, w~hrend in den hi er untersuehten Proben 
yon Guarans das Verhiiltnis Theophyllin : Theobromin rund 100 : 1 
betrug. K l e i n s  t l andbuch der Pflanzenanalyse 1~ gibt fiir Guarans 
ebenfalls nur Coffein und Theobromin an, wi~hrend wir in dieser Droge 
auch Mle anderen hier nntersuchten Purine nachweisen konnten. 

Ein ~ihnlicher Widersprueh zu bisherigen AnMysenergebnissen t ra t  
bei der Untersuchung yon , , J a v a - T e e "  auf. g i e r  wurde im Vergleieh zu 
Theophyllin etwa die zehnfache Menge Theobromin gefunden, w~ihrend 
in der Literatur  unseres Wissens bisher Theophyllin TM als reichlieher 
vorhandenes Nebenpurin angegeben wurde. Die Anwesenheit yon 
Xanthin,  I-Iypoxanthin, Adenin und Guanin fanden wit best~tigt. 

Bei den fibrigen Drogen t ra ten keine Widerspriiehe zu frfiheren 
Analysen auf, die jedoeh meist nur  den Coffeingehalt angeben. Der 
qualitative Nachweis einiger Purine (Theobromin, Theophyllin und 
Adenin im Mate, Adenin und Kypoxanth in  in der Kolanug sowie Adenin. 
und Guanin in Kakaobohnen) und die Best immung oder zumindest 
Abseh/~tzung der 0xy-  und Aminopurine ~mrde unseres Wissens hier 
erstmalig angegeben. 

Dieser Arbeit kam eine Zuwendung zugute, welche die Rockefeller 
t~oundation dem Vorstand des I I .  Chemisehen Laborator iums der Uni- 
versitgt Wien, Herrn  Prof. Dr. F .  Wessely,  zur Unterstii tzung der unter  
seiner Leitung ausgefiihrten Arbeiten gewghrt hat. Wir dan_ken hierffir 
sowie fiir die Kills, die einer yon uns ( H .  M . )  yon der 0sterreichischen 
Akademie der Wissenschaften aus den Mitteln der Seegen-S t i f t ung  
erhalten hat. 
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