Uber die Bestimmung von Purinen in coffeinhaltizen Drogen*.

Von
H. Michl und F. Haberler.

Aus dem II. Chemischen Laboratorium der Universitit Wien.
Mit 5 Abbildungen.
(Eingelangt am 24. Marz 1954.)

Mit Hilfe zum Teil neu entwickelter papierchromato-
graphischer und papierelektrophoretischer Verfahren wird an
sechs coffeinhaltigen Drogen eine qualitative und quantitative
Purinanalyse durchgefithrt, wobei versucht wird, die Purine
bis zu einem Gehalt von 1039, zu erfassen.

Die bekannten Methoden!—12.** zur Routinebestimmung von Purinen
in coffeinhaltigen Drogen bzw. in wiBrigen Aufgiissen oder Losungen
beschrianken sich im wesentlichen auf die Bestimmung des Coffeins und
Theobromins, lassen sich aber in geeigneter Form auch auf Theophyllin3
anwenden. Sie beruhen auf dem Prinzip, das betreffende Xanthinderivat
aus seinen Verbindungen in Freiheit zu setzen, es dann mit geeigneten
Losungsmitteln moglichst quantitativ zu extrahieren und schlieflich
im Extrakt -— eventuell nach Reinigung — den Gehalt zu bestimmen.
Manche Methoden schreiben hierbei fiir fetthaltige Drogen (Kakao,
Katfee) eine vorhergehende Entfettung mit Petroldther vor.

Ein Vergleich dieser und é&hnlicher Vorschriften zeigt, daB auf die
alkalische Abspaltung der Purine entweder verzichtet werden kann!: 4 oder
dal man sie mit feuchtem Magnesiumoxyd3. 9 10,15, 16 wiflrigem
Ammoniak?, 3, 17-2 oder Natronlauge®: 13: 25, 28 durchfihrt. Auch feuchtes
Calciumoxyd?’, Sodalésung? und tert. Natriumphosphat?®® kommen zur
Anwendung, wahrend Oehrli?® bei Guarand die Spaltung mit verdimnter

Schwefelsdure vorzieht. Zur Extraktion erweisen sich auller Chloroform
noch  Tetrachlorkohlenstoff!. 5.20.27  und  Tetrachlordthylen®  sowie

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

widmet. i
** Die FuBnoten stehen am Schlusse dieser Arbeit.
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Wasser4: 15, 22, 26, 3032 ypd  Alkohol? 3  als geeignet. Auch Essigesters4,
Benzol® und Gemische von Chloroform-Isopropylalkohol® bzw. Chloroform-
Phenol®®. 37 werden als Extraktionsmittel beschrieben. Die Beseitigung von
Verunreinigungen kann vor oder nach der Extraktion geschehen. Hierzu
kénnen Schwefelsdure?. 6, 13, 18, 18, 33 ‘Wagserstoffsuperoxyd?, Kaliumperman-
ganat!. 2 5, 14, 16, 20, 26, 27, 81 ynd Kupfersulfat?. 20- 26, 28 dienen, auch Blei-
acetatl4 22, 81, 38 Aluminiumacetat?’, Zinkacetat und Kaliumcyanoferrat-
I113, 23. 28 oder Zinkeyanoferrat-I11'¢ fillen Schwebstoffe und stérende Ver-
bindungen.

Fiir die Bestimmung der Methylxanthine steht eine Reihe gravimetrischer,
titrimetrischer und optischer Verfahren zur Verfligung: Direkte Wigung
des abgedampften Extraktes!0. 1.30,32 Wigung nach vorheriger Reini-
gungl-*§, 18, 14, 17-19, 3527, 34 Wigung des aus Tetrachlordthylenlésung mittels
Ather gefillten Theobromins® 3%: 40, Fallung des Coffeins mit Silicowolfram-
sdure und Wiagen der geglihten Oxyde?!, quantitative Sublimation?? 2,
Fillung von Theophyllin mit Kupferacetat in absol. Methylalkohol, Be-
rechnung aus dem Stickstoffgehalt nach Kjeldahl!, 15, 17, 21, 28, 29, 31, 39, 40, 44
Féllung mit Jod und Ricktitration des Jodiiberschusses? 11, 33, 4548
Coffeintitration mit Kaliumbromat?®, 48, 49 Fillung mit ammoniakal. Silber-
losung und Riicktitration des Ag*-Uberschusses nach Volhards: 87, 50-52,
Fillung mit neutralem Silbernitrat und alkalimetrische Bestimmung der
in Freiheit gesetzten Salpetersgurel?. 14,24, 53,54 Titration von Coffein mit
Perchlorsdure in wasserfreier Ameisensgure’—57, Nephelometrie der Fallung
von Coffein mit Natriumphosphorwoliramat?®, Kolorimetrie von angefarbtem
Adenin® wund schlieBlich refraktometrischerl” oder spektrophotometri-
scherl6, 35, 60-62 Vergleich von Purin- und Standardldsungen.

Die Mehrzahl der Extraktionsmethoden liefert als Resultat die Summe
von zwei oder mehreren Purinen, doch 148t sich unter geeigneten Arbeits-
bedingungen auch die Bestimmung mehrerer Purine necbeneinander durch-
fl'j_hrens, 15, 62—»64.

In den letzten Jahren wurden auch Chromatographierkolonnen mit
Alominiumoxyd® oder Stirke®® 7, Gegenstromverteilung®® und Ionenaus-
tauscher®-" zur Trennung oder Reinigung von Purinen verwendet, vor
allem aber bot die Entwicklung der Papierchromatographie (vgl. die Mono-
graphien™-") und der Papierelektrophorese neue Méglichkeiten fur die
Analyse von Puringemengen. Die Trennung von Oxy- und Aminopurinen
durch Papierchromatographie wurde zuerst von Vischer-Chargaff’” und von
Hotchkiss™ durchgefithrt, denen Arbeiten von Markham und Smith?®-93,
Carters und Lifgren® folgten. Xazithin und seine Methylderivate wurden
ebenfalls von Markham-Smith®, ferner von Munier tnd Macheboewf, 87
und Kogarn und Mitarb.®® untersucht. Die papierelektrophoretische Auf-
trennung von Oxy- und Aminopurinen beschrieben Wieland- Bauers®, Dimroth
und Mitarb.*®, Ghosh und Burma® %2 und Werkheiser- Winzler®®, die Trennung
eines Coffein-Chinin-Gemisches Scholz-Hagedorn.

Die Purine lassen sich auf dem Papier auf Grund ihrer charakteristischen
UV-Absorption oder durch Bildung von Metallsalzkomplexen auffinden.
So erscheinen sie unter der UV-Lampe bei Verwendung geeigneter Filter
als dunkle Flecken auf fluoreszierendem Grund?®-8¢, 84, 85, 88, 82, %5 yng
koénnen auf Spezialphotopapier kopiert werden?. 8. %, Dije unverdnderten
Purine bleiben hierbei weiteren Untersuchungen zugénglich. Man kann
auch das Papier mit Fluoreszeinlésung bespriihen®® oder durch Chlorwasser-
oxydation® die Verwendung spezieller UV-Filter umgehen. REinige Oxy-
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und Aminopurine bilden Quecksilbersalzkomplexe, die durch Ammon-
sulfid’?, Eosin oder Bromphenolblau®’ sichtbar werden. Adenin und Guanin
geben auch eine Farbung mit AgNO; und Na,Cr,0,%, Theobromin und
Theophyllin mit Bi- oder Pt-Salz und KJ. Erwihnt seinoch die automatische
Papyrographie nach Hashimoto-Morsl®®,

Die quantitative Bestimmung der Purine wird meist spektrophotometrisch
nach Ausschneiden und FEluieren der im TUV-Licht markierten Purin-
flecke?- 79, 80, 84, 88, 93, 95 gder nach systematischem Zerschneiden und Eluie-
ren des ganzen Streifens” durchgefiihrt.

Es erhob sich nun die Frage nach dem Vorkommen der verschiedenen
Purinderivate in coffeinhaltigen Drogen, da z. B. im Tee neben Coffein
auch Theophyllin, Methylxanthin, Adenin, Guanin und anderel® sowie
Theobromin, Hypoxanthin und Xanthin!®® und in geringer Menge Tetra-
methylharnsiure'® gefunden wurden, wihrend z. B. iiber Guarand
unseres Wissens in dieser Hinsicht noch keine Ergebnisse bekannt sind.
Hierzu waren Methoden zu finden, die nicht nur eine moglichst voll-
zihlige Erfassung und Bestimmung der Purine erlauben, sondern
auch empfindlich genug sind, um Spuren wenigstens qualitativ mit
Sicherheit erkennen zu kénnen. Die herkémmlichen Analysenmethoden
erschienen hierzu nicht gentigend erfolgversprechend, sodafl die Wahl
auf die empfindlichen und sehr spezifischen Verfahren der Papier-
chromatographie und -elektrophorese fiel. Dazu kam, dal diese Ver-
fahren — abgesehen von den Untersuchungen iiber Nucleinssuren und
ihre Bestandteile sowie iiber kiinstliche Puringemische — bisher nur in
Einzelfallen®® 82 auf purinhaltige Pflanzen angewendet worden sind.
Bei unserer Arbeit legten wir besonderen Wert auf die Untersuchung
hinsichtlich Coffein, Theobromin, Theophyllin, Adenin, Guanin, Xanthin
und Hypoxanthin und versuchten, diese Purine bis zu einer Konzen-
tration von 10-39 zu erfassen.

Untersuchtes Material.

Zur Untersuchung dienten bis zu 100 g der handelsiiblichen Sorten von

a) Pasta Guarana (von paullinia cupana), und zwar von drei industriell
(Rio de Janeiro) bzw. von Eingeborenen (Matto Grosso) hergestellten
Probenits

b) griinen Kaffeebohnen (semen coffeae von coffea arabica), Sorte
,»Rio V¢ der Ernte 1952 (Brasilien),

¢) ungeschilten Kakaobohnen (von theobroma cacao), Sorte ,,Accra®,
gut fermentiert, Hauptanbau 1952 (Afrika),

d) ,,weiblichen** Kolaniissen (von cola acuminata),

e) Mate (Yerba-maté) in Schuppen (von ilex paraguayensisl®s),

f) schwarzem Tee (von thea sinensis), und zwar ,Java-Tee” der
Firma Julius Meinl A, G., Wien.

51+
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Methoden.

Bei den angewendeten Untersuchungsverfahren sind zu unterscheiden:
1. Aufbereitung des Materials und Herstellung geeigneter Extrakte,
2. Zerlegung der Extrakte nach Purinkomponenten,

3. Nachweis und Identifizierung der Purine,

4. Quantitative Bestimmung.

Zu 1: Aufbereitung des Materials und Herstellung geeigneter
Extrakte.

Das lufttrockene Material wurde moglichst fein pulverisiert und in einer
kleinen Probe die Feuchtigkeit als Trocknungsverlust bestirnmt. Kakao
und Kaffee muflten zunéchst im Soxhlet mit Petrolather (50 bis 60°) entfetiet
werden; beim Kakao war nach Entfernung der Hauptmenge Kakaobutter
gelindes Kochen mit der doppelten Gewichtsmenge 5 n HCI durch 15 Min.,
Trockendampfen auf dem Wasserbad im Vak. und neuerliche Petrolather-
extraktion bis zur Erschépfung notig. Die so erhaltenen Anteile von Kakao-
butter bzw. Kaffeesl wurden zur Wiedergewinnung mitgeldster oder mit-
gerissener Purine 3mal unter kréftigem Umschiitteln mit jhrem Volumen an
0,01 n HCI einige Min. gekocht. Die gesammelten wiBr. Schichten wurden
mit wenig Petroldther entfettet und im Vak. abgedampft. Die verbliebenen
Purine wogen weniger als 19, der spiteren Extrakte.

Nun setzten wir die Purinbasen der Probe durch inniges Verreiben des
Pulvers mit 20 Gew.-% konz. Ammoniak in Freiheit und extrahierten die
Masse im Soxhlet mit feuchtem Chloroform, welches 3mal mit etwa 1/, Vol.
Wasser geschiittelt und dann abdestilliert worden war. Wir wechselten das
Losungsmittel nach 1 bis 4 Stdn. und nach 1 bis 2 Tagen und erhielten so
3 Fraktionen. Nach Erschopfung wurde der Riickstand vom Chloroform
befreit und mit einem Alkohol-Chloroform-Gemisch (3:7 Vol.) unter Ab-
trennung von 2 bis 3 Fraktionen weiter extrahiert.” Eine abschlieBende
langere Extraktion mit 96%igem Alkohol erfaBte fallweise noch vorhandene
Purinreste. Alle Fraktionen wurden abgedampft, im Vakuumexsikkator
getrocknet und gewogen.

Wir erreichten auf diese Weise eine grobe Vortrennung der gesuchten
Substanzen: in den Chloroformfraktionen fanden sich zuerst Coffein, dann
Theophyllin bzw. Theobromin, wihrend die Amino- und Oxypurine im all-
gemeinen erst in den spéteren Fraktionen auftraten (vgl. Tabelle 3).

Da in einigen Féllen besonders die spiteren Fraktionen (z. B. Guarand IV
und Tee V) stark mit gefirbten und fluoreszierenden Substanzen verunreinigt
waren, welche den Nachweis der Purine auf dem Filtrierpapier stérten, wurde
eine Anreicherung versucht. Die Verwendung von Ionenaustauschersgnlen
{Amberlit TR 4 B) fihrte nicht zum Ziel, hingegen konnten die Oxy- und
Aminopurine durch Fallung mit ammoniakal. Silbernitratlosung!®® geniigend
rein erhalten werden, um diese Substanzen qualitativ nachweisen und ihre
Menge nach der Gréfenordnung abschitzen zu kénnen. Die Abscheidung
des iiberschiissigen Silbers durfte hierbei nicht mit Natriumsulfid (nach
Anm. 106), sondern nur mit Schwefelwasserstoff analog der Vorschrift von
Kossell" erfolgen.

Zu 2: Zerlegung der Extrakte nach Purinkomponenten.

Die Auftrennung jeder Fraktion wurde auf drei Arten versucht:
a) Durch Papierelektrophorese (PEP) auf Schleicher & Schiill-Papier
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Nr. 2043 b glatt. Hierbei wurde die fritheri®® beschriebene Apparatur ver-
wendet; als Puffer sind folgende Losungen geeignet:
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Abb. 1. Elektrometrische Titration von Ammoniak und Athylendiamin mit Essigsiure:
a) 100 ml 1n Ammoniak mit 1n Eagigsiure titriert.
b) 100 ml 1n Athylendiamin mit 1 n Essigsiiure titriert.

Saver (fur Adenin und Guanin):
Eisessig : Pyridin : Wasser (10:1:89) = EP. 10, pH = 3,6.
Alkalisch (fliir Theobromin, Theophyllin, Hypoxanthin und Xanthin):

1 n Ammoniak : 1n Es-
sigsdure : Wasser (1,5:1:
2 = AE. 1,5, pH = 9,2;

In Ammoniak: 1n Es-
sigsdure : Wasser (9:1:
10) = AE. 9, pH = 10,3;

1n Ammoniak: 1n Es-
sigsdure (20:1) = AE. 20,
pH = 10,6;

1 n Athylendiamin: In
Essigsdure (20: 1) = enk.
20, pH = 11,1.

Die pH-Werte einiger
alkalischer Puffergemische
gsind aus Abb. 1 (vgl.10%)
zu entnehmen, wobei die
Basen entsprechend den
Versuchsbedingungen nicht
erst CO,-frei gemacht wur-
den. Die Beweglichkeit und

Abb. 2. Elektrophoretische Trennung von Coffein, Theo-

bromin und Theophyllin bei pH 10,6. Photographiert wurde

die violette Fluoreszenz der Purine im UV-Licht nach Chlor-
wasseroxydation,

Auftrennungsschirfe (vgl. Abb. 2) der Purine waren in Ammoniak- und
Athylendiaminpuffern von gleichem pH gleich, doch wurde die Empfindlich-
keit- des Fluoreszenznachweises durch Athylendiamin etwas beeintrichtigt.
Coffein zeigte in den angegebenen Pufferlosungen nur die durch Elektro-

5la
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osmose bzw. Pufferstrémungen hervorgerufene Wanderung und wurde daher
zur Nullpunktsmarkierung verwendet. Tabelle 1 gibt eine Zusammenstellung
der scheinbaren Beweglichkeitswerte, welche in der Regel Schwankungen
unter 109, aufweisen; beim Gemisch AE. 20 koénnen infolge der Fluchtigkeit
des Ammoniaks und der geringen Pufferkapazitdt dieser Losung auch gréfere
Abweichungen auftreten.

Tabelle 1. Durchschnittliche scheinbare Beweglichkeit von
Purinen bei der Papierelektrophorese nach Michli%,
Feldstiarke 25 bis 40 [V/em], » [em? Volt—1 sec.~1],

Vorzeichen bei Wanderung zur Kathode 4, zur Anode —.

EP. 10 ARB. 15 AE. 9 AE. 20
Eisessig: Pyridin: 1nNH,0H: 1 NH,0H: 1nNH,0H:
‘Wasser InAcOH: Wasser | 1 n AcOH: Wasser 11 AcOH (20: 1)
Purin (10:1:89) (1,56:1:2) (9:1:10) pH =106
pH=3,6 pH=9,2 pH=10,3 ?

[
105w | wfupde | 10%-u | WUxay | 105w | Wuxan | 1054 i 4% Xan
|

Adenin ..... +63! 1 geringe Wanderung zur — 0,8 0,12
Anode

Guanin ..... + 2,1] 0,33 — e — — -— —
Xanthin .. — — — 4,1 1 — 6,3 1 — 6,41 1
Hypoxanthin 0 0 — 0,7, 0,17 | —5,2! 0,83 |—5,3| 0,83
Theophyllin . 0 10 —1,6 0,39 |—5,5| 0,87 | —7,3| 1,14
Theobromin . — —_ — | — — 2,21 0,35 | — 2,8 | 0,44
Coffein ..... 0 0 0 { 0 0 } 0 0 0

Der Feuchtigkeitsgehalt der in die Pufferlésungen getauchten und an-
schlieBend zwischen mehrfachen FlieSpapierlagen abgepreften Papier-
streifen schwankte zwischen 95 und 100%, des Trockengewichtes. Die Substanz.-
proben wurden in Pufferlssung aufgenommen und mittels eines Haarpinsels,
fiir quantitative Zwecke mit MikromeBpipetten (15 bis 40 ul) aufgetragen.
Nach dem Versuch wurden die Streifen einige Min. bei 70 bis 100° im Trocken-
schrank getrocknet, bis der Geruch des Puffers véllig verschwunden war.

b) Durch aufsteigende Papierchromatographie (PCG) auf Papier 8. & S.
Nr. 2043 a rauh. Die folgenden herkémmlichen Gemische erwiesen sich als
Verteilungsmittel zweckmaBig:

»HCOOH = n-Butanol : Ameisensdure : Wasser (77:10: 13)80;

»NH;* = n-Butanol : konz. Ammoniak : Wasser (82:5: 13) (vgl. 80);

»FPhos® = 59, wilr. Na,HPO, : Isoamylalkohol (2: 1)84.

Die in der Literatur angegebenen R;-Werte konnten — abgesehen von
temperaturbedingten Schwankungen — im allgemeinen reproduziert werden,
doch trat manchmal bei stark verunreinigten Fraktionen eine Verschiebung
der R;Werte ein. Insbesondere stérte bei Vorversuchen nicht entfetteter
Kaffee; das Kaffees! verminderte den E,Wert des Coffeins betrichtlich.
Durch Ausschneiden des amf einem Vergleichsstreifen lokalisierten Coffein-
fleckes und Ubertragung auf ein neues Chromatogramm?® konnte der R,-
Wert des Coffeins richtig erhalten werden.

¢) Durch Zirkularpapierchromatographie (ZCG) auf Papier Nr. 2043 a
raguh!!l, Die Methode ist fiir einphasige Verteilungsmittel (HCOOH wund
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NH,) geeignet und bildet eine niitzliche Erginzung der aufsteigenden Papier-
chromatographie besonders fiir Substanzen mit kleinen R,-Werten.

Bei mengenmiBig starkem Uberwiegen eines Purins kam es vor, daB
ein einfaches Papierchromatogramm die Erfassung der Spuren nicht mehr
erlaubte. So enthielt bei Vorversuchen eine Fraktion aus Guaranépaste
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Abb. 8. Spektrophotogramm von 6 mg einer Guarani-Extraktfraktion, auf 6 cm breitem Streifen

aufgetragen und nach Papierchromatographie mit Butanol-Ammoniak-Gemisch und darauffolgen-

der systematischer Eluierung bei 273 mp gemessen. Mengenverhéltnis von Guanin: Theophyllin:
Coffein etwa 1:100:400.

nur rund den hundertsten Teil an Guanin, Xanthin, Hypoxanthin und Theo-
bromin gegeniiber Theophyllin bzw. den vierhundertsten Teil gegeniiber
Coffein. Das Spektrophotogramm eines mit ,,NH;* entwickelten Papier-
chromatogramms dieser Fraktion (Abb. 3) zeigte neben dem Coffein-
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Abb. 4, Spektrophotogramm der Fraktion ,,A** (vgl. Abb. 3, R 5 0,03—0,12), welche aus einem 24 cm
breiten Papierchromatogramm von 25 mg Extrakt eluiert worden war, nach Chromatographie
mit Butanol-Ameisensiure-Gemisch und systematischer Eluierung bei 260 mu gemessen.

maximum lediglich zwei Maxima bei R, = 0,08 und 0,28. Da fir diese
R;-Werte die genannten fiinf Purine in Frage kamen, muBte entschieden
werden, ob die Maxima nur von je einem oder von mehreren Purinen ver-
ursacht waren. Hierzu wurde reichlich (etwa 25 mg) Substanz eingewogen,
auf einer 24 cm langen Startlinie auf das Papier aufgetragen und wie urspriing-
lich im ,,NH,*-Gemisch chromatographiert. Nach Ausschneiden und Eluierung
der fraglichen Zonen ergab die Papierchromatographie der eingedampften
Eluate im ,,HCOOH*-Gemisch auf Grund der Spektrophotogramme (Abb. 4

51a*
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und 5), daf alle genannten Komponenten nebeneinander vorhanden waren.
Wihrend sich Guanin, Xanthin und Hypoxanthin, die in annghernd gleicher
Menge vorhanden waren, durch deutlich getrennte Maxima unterschieden,
war das Theobromin wegen seiner geringen Menge nur als Unstetigkeit im
Anstieg der vom Theophyllin verursachten Extinktion zu erkennen. Der
qualitative Nachweis des Theobromins erfolgte auerdem durch ein ,, HCOOH -
Chromatogramm der n#ichsten Extraktionsfraktion, in der dieses Purin
relativ angereichert war. :

Zu 3: Nachweis und Identifizierung der Purine.

Zum qualitativen Nachweis der Purine auf dem Papier wurde von funf
Methoden Gebrauch gemacht:

a) Fluoreszenz im nahen UV nach Oxydation mit Chlorwasser und Be-
gasung mit Ammoniak (C1)*?. Hierbei waren alle gesuchten Purine, zum Teil
mit verschiedener Fluoreszenzfarbe, zu erkennen (vgl. 112),
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Abb. 5. Spektrophotogramm der Fraktion ,,B‘* (vgl. Abb.3, Ry 0,14—0,35), welche aus dem
gleichen Chromatogramm wie Fraktion ,,A“ gewonnen worden war, nach Papierchromatographie
mit Butanol-Ameisensiure-Gemisch und systematischer Eluierung bei 273 mu gemessen.

b) Gelbfarbung nach Besprithen mit 0,4%iger alkchol. Chloranilséure-
Iosung (CIAS). Von den untersuchten Substanzen gab nur Coffein eine
positive Reaktion, welche als Modifikation der von Barreto!’® angegebenen
Tipfelreaktion zu betrachten ist. Chloranilsiure wurde nach Graebell4 aus
Chloranil dargestellt. Das Reagens ist in frisch bereiteter Lésung zu ver-
wenden, das zu besprithende Papier muf} frei von Sduren oder Basen sein.

¢) Blaufarbung durch Eintauchen des Streifens in eine 0,2%ige Brom-
phenolblau-Lésung in sublimatgeséttigtern 969%igem Alkohol (HgB) (20 mg
Bromphenolblau und 3,25 g HgCl, auf 10 ml 96%igen Alkohol). Der Farb-
stoffilberschuB wurde mit flieBendem Wasser ausgewascéhen. Es wurden
hierbei nur die Purine Adenin und Guanin angefiarbt?®?, sie unterschieden
sich von der griinblauen Farbung wasserloslicher Aminosiuren und Peptidells
durch hellblauen Farbton. Die Farbreaktion ist auch auf Alkaloide anwend-
bar, z. B. gaben die im Tabak vorkommenden Alkaloide Nicotin, Nornicotin
und Anabasin ein deutliches Schwarzblau.

d) Rotfirbung mit 0,2%iger Eosin-Sublimat-Lésung (HgE) (20 mg’
Eosin und 3,25 g HgCl, auf 10 ml 96%igen Alkohol). Das Auswaschen wurde
erst grimdlich in 96%igem Alkohol, dann im FlieBwasser vorgenomimen.
So konnten Adenin, Guanin, Hypoxanthin, Xanthin und Harns#ure sichtbar
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gemacht werden?”. Die Reaktion war noch empfindlicher als die mit Brom-
phenolblau und ebenfalls auf Nicotin, Nornicotin und Anabasin anwendbar.

e) Systematisches Zerschneiden der Papierchromatogramme oder Papier-
elektropherogramme, Eluierung der Streifchen und Ausmessen der Eluate
mit dem Beckman-Spektrophotometer (SPM)?s.

Zu 4: Quantitative Bestimmung.

Drei der genannten Nachweismethoden waren auch fiir die quantitative
Bestimmung geeignet: Die Farbreaktionen mit Bromphenolblau und mit
Eosin gaben bei genormten Anfirbe- und Auswaschbedingungen nach Aus-
schneiden der Farbzonen und FEluierung mit warmer 0,02 m Sodalésung
brauchbare quantitative Werte. Die Eluate wurden spektrophotometriert
(HgB bei 597 mu, HgE bei 519 mu). Die Methode 3 e (SPM) lieferte durch
Vergleich mit Standardlésungen bei konstanten Arbeitsbedingungen gute
Resultate (Eluierung mit 5ml 0,01 n HCl in drei gleichen Portionen, je
30 Min. auf dem Wasserbad digeriert). Die Oxy- und Aminopurine wurden
hierzu einheitlich bei 260 mp, die Methylxanthine einheitlich bei 273 my
gemessen.

Tabelle 2. Erfassungsgrenzen der Nachweis- und Bestimmungs-
methoden fiir Purine.
(Mengen in 10-¢g.)

o 0,2% Brom- o . BECEMAN
Svgg; Cl?l,otaﬁ]il- phe‘}‘;lt’?l“;“‘ Oﬁegtﬁgilen Spelstro-
Purin u. NH, siure Suﬁﬁﬁaé%;ng Sublimatlésung Iin g::lj
(Ch (C1AS) (HgB) (HgE) (SPM)
qual. qual. qual. | quant. | qual. “ quant. quant.
Coffein .......... 0,5 50 — — - — 2
violett gelb
Theobromin. ..... 0,5 — —_— — — — 2
violett
Theophyllin. ..... 0,5 — —_— — —_ — 2
violett
Harnsdure ....... 1 — — — 0,2 10 2
blaulich :
Xanthin......... 1 — — e 0,2 10 2
blaulich
Hypoxanthin .... 1 — — ~— 0,2 10 2
bléulich
Adenin.......... 1 — 1 5 0,2 10 2
grinlich
Guanin.......... 1 — 1 5 0,2 10 2
grimlich

Zusammenfassend gesagt; wendeten wir also bel unseren Untersuchun-
gen eine fraktionierte Extraktionsmethode an und fiigten den bekannten
chromatographischen und elektrophoretischen Trennverfahren die Papier-
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§VID
WAS/HOODH DFEN 9680 X | 44+ + -+ 390 oogres[
WdS/0g AV D/HOODH,
D/*HN
WAS/HOQOH 0/soud 8000 ~ + + + XAy
D/HEOOOH
H3H/s0ug
WAS/HOODH WAS/*HN 9000 ~ + + X wey
DFEN
D/FEN
WAS/HOOOH WIS/ HOOOH $00°0 ~ + + X B0y
D/HOOOH
. a5H/01 "dH ,
g5H/01 "dH DfHN | 9900 + X + + X opy |  wuwerens
Was/PHN 1D/*HN v
ID/HOODH 830 + ++ +++ ydy,
WASFHAN
WAS/HOOOH WdS/HOODH £00°0 ~ + + Iqy,
DIFCODH
SVID
WAS/08 "HV 10/08 "0V
WAS/PHN DHEN 6% + |+ A+ FoD
D/HOOOH
IA A AY TiI II I
Funwwrse S1OMYVBN % -
“quwnb a ‘[end ouImINg IV OV ) . g °301qQ
%96 %08 340 S93on%y

ueBoa uedi9iBYUIe[JOO

Ul UQWWOYIOAULINJ ¢ o[[eUe],
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- D/HO0OH 100°0 X XA
g3u/ot1 "da
g3y/o1 "au D/HOODH £800°0 + + opy
10/0% "V
WAS/0% "IV D/HOCOH OLT0 + + 4+ Iqg, B[03]
SVID
10/0% "IV
WAS/0Z AV O/FEN 26T + 4 A+ ivig)
WIS/HOODH ID/HOODH
a8 /souq
g8H/soud D/HEO0DH 10°0 X enx)
g5H/01 "dH
gasg/ol "dq g8H/HOODH 950°0 ++ opVv
0/0% TV
WAS/0g AV DIFEN £P1 X A+ + 4+ gy, oexey|
WAS/HOODH D/HOOOH
SV
WAS/HOODH 0/0z "0V 110 X ++ 300
D/HOODH
"8H/0z AV A /s0Yg 100°0 X <A
HSH/0T AV
HSH/08 TV ASH/HOONH 100°0 weyy
gGsH/01 "dau g8g/01 dad
D/HOODH 300°0 X eny) oogFey]
a1/01 "dd g51/o1 "dd
g8H/soug 35000 + PV
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HSH/soug

H3H/soud O/FEN 166‘0 > X X xAfy
0/*HEN
HEH/s0ug D/HO0DH 1000 > X X | uex
, D/*HN %
A3H/s0ug d8H/soyd 1000 > X eny
8 /soyd -
d43H/01 "am H3H/soud F10°0 + | ++ ,_ opy
10/0% "V 097,
WAS/03 "BV 0/ HN £10°0 ++ + ydy,
/0% AV
Wds/oz “Av 1O/*HN LT0 -+ ++ ++ aq,
D/HOOOH |
SV
0/0z AV
WJS/08 "HV DFEN 08‘8 s + - + 4+ 4+ ficle)
o 1D/HOODH , | S
q43H/01 "dd d3H/01 "da Zr00°0 + opy
10/0% "IV
Wds/oz "5v ID/HOOOH $LO0 ++ + ud1,
10/03 TV
WAS/0z "HV D/HO0OH 1eo A ++ Iq, ageIy
SVID
10/08 "gV .
WAS/0% Y 10/fFaN A ++ | F++ +++ oD
ID/HOODH |
1A A | AT hans _ I ﬂ I
Sunwuw)seq STOMYORN %, ! g oBorq
-quenb ‘Tenh swung IV YD~V . N
%96 %0 YD soyanay

("¢ 2110qDL, 42D Bunzesiio. )
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Abkirzungen und Zeichen zu Tabelle 3:

Purine: Cof = Coffein, Xan = Xanthin,
Tbr = Theobromin, Hyx = Hypoxanthin,
Tph = Theophyllin, Ade = Adenin,
Hsr = Harnséure, Gua = Guanin.

Trennungsmethoden:. PEP = Papierelektrophorese, und zwar:

AE. 20 = 1 n Ammoniak: 1 n Essigsdure (20: 1),
EP. 10 = Eisessig : Pyridin : Wasser (10:1: 89).

PCG = Papierchromatographie, und zwar:
HCOOH = n-Butanol : Ameisenséure : Wasser (77:10: 13),

NH, = n-Butanol : konz. Ammoniak : Wasser (82:5: 13),

Phos = 5% wifir. Na,HPO,-Losung : Isoamylalkohol (2:1).
Nachweismethoden:

cl = UV-Fluoreszenz nach Chlorwasseroxydation,

CIAS = Anférbung mit Chloranilsdurelésung (Spray),

HgB = ” » Bromphenolblau-Sublimat-Lésung (Bad),

Hgh = » ,» Eosin-Sublimat-Losung (Bad),

SPM = Spektrophotometrie nach Eluierung.
Mengenangabe:

++ 44 = tber 19, + = 0,001 bis 0,019,

+ ++4 = 0,1 bis 19%, X = Spur.

4+ = 0,01 bis 0,19,

elektrophorese von Theophyllin, Theobromin, Xanthin und Hypoxanthin
bei pH 9 bis 11 hinzu. Zum Nachweis des Coffeins auf dem Papier wurde
die Chloranilsgurefirbung neu eingefiithrt; die Farbreaktionen einzelner
Purine mit Bromphenolblau bzw. Eosin wurden auch fiir die quantitative
Bestimmung ausgewertet.

FErgebnisse und Diskussionen.

Die Anwendung der beschriebenen Methodik auf die sechs unter-
suchten Drogen ergab folgendes Bild:

Danach kam in den Guaraniproben neben Coffein nur Theophyllin
in nennenswerter Menge vor, wihrend Hypoxanthin, Xanthin, Guanin,
Adenin und Theobromin nur als Spuren mit einem Gehalt unter 10-29%
nachgewiesen werden konnten. Dieses Ergebnis stimmt beziiglich des
Coffeingehaltes mit den Arbeiten von Bertrand-Carneiro™S gut tberein,
da in der von Eingeborenen hergestellten Paste 4,65, in der industriellen
nur 4,33%, Coffein gefunden wurden (vgl.''?). Die Feststellung dieser
Autoren, daB in der Guarand nur Coffein als wirksame Substanz enthalten
sel, trifft auf die hier untersuchten Proben nicht mehr zu, da die an-
gewendeten Nachweismethoden empfindlicher sind. Festzuhalten ist
ferner, daB Bertrand-Corneiro bei der systematischen Untersuchung der
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Guarana!® in verschiedenen Organen dieser Pflanze viel Theobromin,
jedoch kein Theophyllin fanden, wihrend in den hier untersuchten Proben
von Guarandpaste das Verhiltnis Theophyllin : Theobromin rund 100: 1
betrug. Kleins Handbuch der Pflanzenanalysel®? gibt fiir Guarang
ebenfalls nur Coffein und Theobromin an, wihrend wir in dieser Droge
auch alle anderen hier untersuchten Purine nachweisen konnten.

Ein #dhnlicher Widerspruch zu bisherigen Analysenergebnissen traf
bei der Untersuchung von ,,Java-Tee auf. Hier wurde im Vergleich zu
Theophyllin etwa die zehnfache Menge Theobromin gefunden, wihrend
in der Literatur unseres Wissens bisher Theophyllin'® als reichlicher
vorhandenes Nebenpurin angegeben wurde. Die Anwesenheit von
Xanthin, Hypoxanthin, Adenin und Guanin fanden wir bestétigt.

Bei den iibrigen Drogen traten keine Widerspriiche zu fritheren
Analysen auf, die jedoch meist nur den Coffeingehalt angeben. Der
qualitative Nachweis einiger Purine (Theobromin, Theophyllin und
Adenin im Mate, Adenin und Hypoxanthin in der Kolanufl sowie Adenin
und Guanin in Kakaobohnen) und die Bestimmung oder zumindest
Abschitzung der Oxy- und Aminopurine wurde unseres Wissens hier
erstmalig angegeben.

Dieser Arbeit kam eine Zuwendung zugute, welche die Rockefeller
Foundation dem Vorstand des IT. Chemischen Laboratoriums der Uni-
versitit Wien, Herrn Prof. Dr. F. Wessely, zur Unterstiitzung der unter
seiner Leitung ausgefiihrten Arbeiten gewihrt hat. Wir danken hierfiir
sowie fiir die Hilfe, die einer von uns (H. M.) von der Osterreichischen
Akademie der Wissenschaften aus den Mitteln der Seegen-Stiftung
erhalten hat.
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