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UBER EINE D~NNSCHICHTCHROMATOGRAPHISCI~E TRENNUNG DER : .) 
FREIEN PORPHYRINE UND DEREN ISOMERE 

1% MUNDSCI-IENK 

I. Medizinisclce KCEinih und PoZilzlin.ilz dev Jolcasanes Gutenberg- Univevsitbt, Mails (Deutsclrhnd) 

(Eingcgangcn den 20. Mai 1960) 

EINLELTUNG 

Zur dtinnscl~iclztchromatograpl~iscl~en Trennung der Porphyrinester wurde be- 
reits eine Reihe von Verf ahren beschriebenl-3 ; demgegentiber liegcn iiber die Tren- 
nung der freien Porphyrine, mit Ausnahme einer ktirzeren Mitteilung”, bisher keine 
ausftihrlicheren Untersuchungen vor. 

In der vorliegenden Arbeit wird daher untersucht, inwieweit freie Porphyrine 
sowie deren Strukturisomere dtinnschiclztchromatographisch mit dem fiir Papier emp- 
fohlenen Pliessmittelsystem - 2,6-Lutidin/Wasser/Ammoni,zk”-s - aufgetrennt 
und anschliessend spektrophotometrisch bestimmt werden konnen. Neben der Er- 
mittlung der optimalen Trennbedingungen (Fliessmittelzusammensetzung, Aktivie- 
rung, Kammersattigung) war die spektrophotometrische Identiflzierung der Porphy- 
rine tiber die Lage des Absorptionspeaks (Soret-Bande) Gegenstand der vorlicgenden 
Untersuchungen, 

EXPERLMENTELLER TEIL 

Material 
Die zur Durchfiihrung der Untersuchungen benctigten Bezugssubstanzen wurden 

teilweise durch den Handel bezogen (Coproporphyrintetramethylester und Uropor- 
phyrinoctamethylester der Mann Research Laboratories, Inc., New York), teilweise 
aus leicht zuganglichem Ausgangsmaterial im eigenen Labor hergestellt (Protoporphy- 
rin aus Hamin durch Umsetzung mit Ameisens$iure/Eisenpulver). Die in Esterform 
zunachst vorliegenden Porphyrine wurden in 5 iV HCl verseift und in dieser Liisung 
auf die Platten aufgetragen. In dieser Form bei 4” im Dunkeln aufbewahrt zeigten die 
Porphyrine such im Verlaufe von einigen Wochen keine merkliche Anclerung der 
Zusammensetzung. 

Zur Priifung der Reinheit der verwendeten Porphyrine wurde eine papierchro- 
matographische Trennung (Fliessmittel: 2,6-Lutidin/Wasser bei mit Ammoniak gestit- 
tigter Kammeratmosph&re ; Papier : zo43b der Pa. Schleicher & Schtill ; absteigend) vor- 
genommerFO und die hierbei erhaltenen &-Werte mit Literaturangaben verglichen”. 
Aus der guten Ubereinstimmungdieser Werte (Mittelwert aus Io Einzelbestimmungen) : 4 

lip’ (beob.) : 0.03 + 0.02 0.33 * 0.03 0.5G +_ 0.04 0.83 A 0.03 

zi!pD : 0.06 0.32 Q*SO 0.84 

Subslawz : Uroporph. G-COOI-I-Porph. Coproporph. Protoporph. 
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konnte auf die Idcntitat der verwendeten Porphyrine geschlossen werden. Eine weiter- 
gehende papierchromatographische Auftrennung des verwendeten Porphyringemi- 
sches konnte aufgrund der stets vorhandenen leichten Randunscharfe der Flecken 
und der hierdurch bedingten verminderten Auflosung nicht erzielt werden, obwohl 
diinnschichtchromatograpl~isch noch mindestens 6 weitere, in der Intensitat allerdings 
stark zurticktretende Fraktionen n.achgewiesen werden konnten. 

Die spektrophotometrischen Messungen (Absorptionsspektrum, Bestimmung 
der Pealclage x,) wurden stets mit den nach der DC-Trennung erhaltenen Fraktionen, 
die nach Abschaben der Kieselgelschicht von der Glasunterlage durch Elution mit I N 
H_Cl (3 x z ml) erhalten wurden, durchgeftihrt. 

Die DC-Trennungen wurden in den im I-landel (Fa. Desaga, Heidelberg) erhalt- 
lichen Trennkammern (Abmessungen : ZIO x ZIO x go mm), die zur besseren Kammer- 
sattigung mit Filtrierpapier ausgelegt waren, vorgenommen. 

Die Zusammensetzung des Fliessmittelsystems z,G-Lutidin (purum; Fluka AG, 
Schweiz)/Wasser (Aqua bidest.)/Ammoniak (25 y. NH,OH, p.A.) beeinflusst sehr emp- 
findlich die Rp-Werte der einzelnen Fraktionen 4. Daher wurden die folgenden Va- 
rianten untersucht : 

Gz.5 y. (v/v) 2,6-Luticlin/37,5 OA (v/v) Wasser (FlM A) 

64.~ oh (v/v) z,G-Lutidin/33.8 Y. (v/v) Wasser (PM l3) 

70.0 y. (v/v) 2,G-Lutidin/30.0 y. (v/v) Wasser (FM C) 

Da die Zusammensetzung des Fliessmittels sich sowohl auf den absoluten RF-Wert 
wie aucll auf die relative Lage der einzelnen Fraktionen untereinander auswirkt, rich- 
tet sich clie Wahl des Fliessmittels vorwiegend nach dem zu untersuchenden Trenn- 
problem. 

Zur Durchftihrung der Trennung wurden die Kammern jeweils mit 250 ml 
Fliessmittel beschickt ; ausreichende Kammers&ttigung niit Ammoniak wurde durch 
Einstellen eines Becherglases mit IOO ml NH,OH (25 %) erreicht. Hierbei konnten 
optimale Beclingungen hinsichtlich der Trennsch&i.rfe und AuAiisung erst nach einer ca. 
dreitagigen Kammersattigung erzielt werden. 

Die Beschichtung der Glasplatten (200 x IOO mm) mit Kieselgel G nach Stahl 
(Fa. E. Merck, Darmstadt) bei einer Schichtdicke von 0.5 mm wurde mit einer an 
anderer Stellero beschriebenen Vorrichtung vorgenommen. Die an Luft getrockneten 
DC-Platten wurden anschliessend fiir 2 h bei 160~ aktiviert und im Exsikkator tiber 
KOH aufbewahrt. 

Zu den Trennungen wurden die Porphyrine in salzsaurer Lijsung mit einer 
Aglaspritze 20 mm vom unteren Rand der aktivierten Platten entfernt aufgetragen, 
ftir 1/2 h im Trockenschranlc bei 80” getrocknet und anschliessend in die mit Ammoniak 
ausreichend gesattigte Trennkammer eingesetzt. Nach einer Entwicklungsclauer von 

_ 2 h wurden die Platten herausgenommen und im Abzug mit einem Heizltifter (“Astron 
2000”) getrocknet. Anschliessend konnten die einzelnen Fraktionen mit einem Mikro- 
spate1 von der Platte abgeschabt und mit IN NC1 (3 x 2 ml) von der Tragerschicht 
eluiert werden, 
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Die spelctrophotometrischen Messungen wurden mit einem Zeiss-Spelctralphoto- 
meter (PMQ II mit Monochromator M 4 Q III) durchgefiihrt, clessen Wellenl5ngen- 
slcala mit der diskreten Wasserstofflinie I-%$ bei 486.1 nm absolut nachgeeicht und 
st5ndig tiberwacht wurde. Die Unsicherheit bei der Bestimmung der Lage der Ab- 
sorptionspeaks .+, sollte daher einen Betrag von max. & 0.2 nm nicht tibersteigen. 

ERGEBNJSSE UND DJSKUSSION 

Zur Ermittlung der ftir ein gegebenes Trennproblem optimalen Fliessmittel- 
zusammensetzung wurden drei Varianten untersucht: FM A,B,C. Drei der hiermit 
erhaltenen typischen Dtinnschicl~tcl~romatogramme sind in Fig. I dargestellt. 

Der Verlauf der RF-Werte (Mittelwert aus je IO Einzelbestimmungen) ist 
sowohl absolut als such auf den Rp-Wert von Protoporphyrin bezogen in Abhgngig- 
lceit van der Anzahl der Carboxylgruppen in Fig. 2 aufgetragen. 

Diese Gegenliberstellung zeigt eindrucksvoll den Einfluss des Fliessmittels auf 
die Auftrennung der Porphyrine. So konnten bei gleicher Zusammensetzung des auf- 
zutrennenden Porphyringemisches sowohl hinsichtlich der Struktur des Diinnschicht- 
chromatogramms als such beziiglich der Anzahl der auftretenden Fraktionen deut- 
lithe Unterschiede beobachtet werden. W5hrend mit FM C zwischen Protoporphyrin 
und Coproporphyrin eine starlce Spreizung, zwischen Coproporphyrin und Uroporphy- 
rin dagegen eine Stauchung des Chromatogramms auftritt, ist bei FM A der umgekehr- 
te Fall festzu.stellen. Lecliglich bei FM I3 kann zwischen der Anzahl der Carboxyl- 
gruppen der Porphyrine und den RF-Werten einc lineare Beziehung beobachtet wer- 
den (Fig. 2). Die Konstanz cler RF-Werte von in cler gleichen Trennltammer entwickel- 
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Fig. I. Einfluss der Zusammensetzung cles Fliessmittcls auf die Auftrennung eines Porphyrin- 
gcmisches auf alctivicrten Il;ieselgelscl~icl~ten. FM A 
Wasser/Ges. mit NH,; FM B = 

= Gz,s yO (v/v) z,G-Luticlin/37.5 YO (v/v) 

m&I c 
66.2 O/o (v/v) 2.6Luticlin/33.S y. (v/v) Wasser/Ges. mit NH,; 

= 70.0 yO (v/v) 2,G-Luticlin/3o,o “/$ (v/v) Wasser/Ges. mit NH,. 
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ten Platten war zufriedenstellend: So konnten mit dem gleichen Ansatz bis zu 10 DC- 
Platten (200 x IOO mm) entwickelt werden, wobei die Abweichungen der einzelnen 
RF-Werte einen Betrag von -J= 6 y0 nicht iiberstiegen. 

YY 

Q-C! Lufidinl Warseer : MOl3llO (v/v) I I 

ANZAWL CilRROXVL-GRUPPEN 

Fig. 2. Verlsuf der absoluten (unterc Darst.) bzw. auf Protaporphyrin bozogenen (oberc Dar&) 
Rp-Werte in Abh5ngiglceit von d.er Anzahl clor Carboxylgruppcn der cinzelnen Porphyrinfralctioncn. 

Bei der eigentlichen Entwicklung konnte die bei Mehrkomponentensystemen oft 
eintretende Fliessmittelentmischung beobachtet werden. Hierdurch wurde das Chro- 
matogramm durch drei Fltissigkeitsfronten Fa, li,g und F, in drei Zonen unterteilt. 
Diese Fltissigkeitsfronten, die nach der Entwicklung auf den Platten kaum zu erken- 
nen waren, konnten derart nachgewiesen werdenlo, dass das Porphyringemisch 
auf einer gegen die Fliessrichtung urn 45” geneigten Startlinie aufgetragen wurde. 
Die Lage der Fronten kann aus dem Schnittpunkt der die Substanzflecken der gleichen 
Fraktion verbindenden Geraden festgelegt werden (Fig. 3). 

Hieraus kann die Entwicklung des Diinnschichtchromatogramms in den ein- 
zelnen Phasen verfolgt werden, was die Zuordnung und’Identifizierung der einzelnen 
Fraktionen ganz erheblich erleichtert. ‘: 

Die Hohe der Temperatur bei der Aktivierung der Kieselgelschichten ist auf die 
Qualitat der Dtinnschichtchromatogramme ebenfalls von Einfluss. So ist bei den bei 
160~ aktivierten im Vergleich zu luftgetrockneten bzw. bei 80” und 120~ behandelten 
Schichten eine deutlich geringere Neigung zur Schwanzbildung bei gleichzeitig schar- 
ferer Abgrenzung der Flecken festzustellen. 

Der Grad der Kammersattigung mit Ammoniak wirkte sich in gleicher Weise 
aus: Bei kurzzeitiger (c~h) bzw. unvollstandiger .Sattigung war stets eine leichte 
Schwanzbildung bei gleichzeitig verminderter Aufliisung festzustellen. Optimale 
Trennbedingungen konnten nach einer dreitagigen S5ttigung mit Ammoniak (zoo ml 
NH,OH auf 250 ml Fliessmittel) erzielt werden. 

J. Cltromatog., 25 (Igf.56) 350-390 
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Einer dcr bestechendsten Vorzlige der Dtinnschichtchromatographie im Ver- 
gleich zu anderen Trennverfahren ist der hohe Kontrastumfang, der den Nachweis 
von hinsichtlich der Intensitiit sich stark unterscheidenden Substanzen selbst bei 
kleinen Unterschieden der Rp-Werte noch gestattet. So konnte bei einer Auftragung 
eines Porphyringemisches mit steigcnder Menge eine huftrennung und Identifizierung 
der einzelnen Fraktionen such dann noch erreicht werden, wenn die aufgetragenen 
Substanzmengen sich urn den Faktor 32 unterschieden (Fig. 4). Ein Einfluss auf die 
Rp-Werte konnte hierbei nicht beobachtet werden. 

Dtinnschichtchromatographisch aufgetrennte Porphyrine kdnnen im UV-Licht 
anhand der intensiven Rotfluoreszenz sehr empfindlich nachgewiesen werden. So wird 
die Porphyrinmenge, die hierbei mit Sicherheit noch erkannt werden kann, auf z-5 ng 
gesch5tzt. 

Aber such fi’lr die prgparative Aufarbeitung der Porphyrine erscheint die DC- 
Technik geeignet. So werden bei bandfarmiger huftragung (Fig. 5) bereits bei einer 
Schichtdicke von 0.5 mm Substanzmengen von IO pg Porphyrine/cm aufgetrennt, 
ohne class stijrende Einfltisse (Schwanzbildung, Randunschgrfe der Flecken u.a.) sick 
bemerkbar machten. 

FM El 

= 12 

F il 

F 10 (PP) 

F9 
F 7 ICP 11) 
F 6 fCP IIIJ 

F5 (CPI) 
F4 
F 3 (6 COW- ti1 

F2 

Fig. 4, Auftrennung eines Porphyringcmisches auf aktivierten I<icselgelschicl~ten bci stcigencler 
Substanzmcngc. Konzcntration clcr aufgctragencn Ldsung: I 1.41 enth~lt 0.25 jLg Coproporphyrin; 
0.05 lig Protoporphyrin; 0,025 i&g Uroporphyrin. 

Fig. 5, Auftrcnnung eines Porphyringemischcs auf aktivierten Iiicselgeschichtcn bci banclf8rmigcr 
huftragung. 

S~ektro~laotonaetrische Bestinavwng wad Zdentifizieramg der Porjdayrivae 
Porphyrine zeigen die fiir konjugierte Tetrapyrrole charakteristischen Absorp- 

tionsbanden. EIierbei ist das bei 400 nm liegende Soret-Maximum besonders zu deren 
aestimmung geeignetllJ2 (Fig. 6). 

Bei der analytischen Bestimmung der Porphyrine ist allerdings zu beachten, 

J. Clwomntog., 25 (IgG6) 380-390 
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a8 

Proloporphyrin (IN HCll 

- Coproporphyrin (IN HCI) 

-- Urcparphyrin (fN WC/J 

WE’LLENLA’ME A Inm J 
Fig. 4. Normicrter Verlauf des Absorptionsspclctrums von Uroporphyrin, Coproporphyrin und 
Protoporphyrin im Bereich von 370-440 nm, gemcssen mit eincm Zeiss-Spelctralphotornetcr 
(PMQ II/M 4 Q III). 

class sowohl die spezifische Extinktion E: Egrnl als such die Lage des Absorptions- 
maximums xp entscheidend von der Aziditat der L&ung abh5ngt11-14 (Fig. 7). 

Zur Identifizierung der in einem komplexen Dtinnschichtchromatogramm auf- 
tretenden Fraktionen erscheint neben anderen physikalischen bzw. chemischen Kenn- 
daten (Schmelzpunkt, RI;1-Wert, Infrarotspektrum ua.) die Lage der Soretbande xp 
als leicht nachprufbares Kriterium besonders geeignet. Da bei Strukturisomeren die 
q,-Werte iibereinstimmen 12J6, konnte somit stets eindeutig entschieden werden, ob es 
sic11 bei den im Dtinnschichtckromatogramm auftretenden benachbarten Fraktionen 
urn Isomere oder aber urn Porphyrine mit unterschiedlicher Anzahl an Carboxyl- 
gruppen handelt. 

Bei der Elution der Porphyrine von der Kieselgelschicht mit WC1 werden Be- 
standteile, insbesondere Eisen, mit herausgeltist, die die Genauigkeit der Bestimmung 
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Fig. 7. Einfluss der AziditW der Ltisung auf den Verlsuf des Absorptionsspelrtrums (x,, E: $$““) 
von Protoporphyrin im Bercich von 370-440 nm. Jaei jeder Bestimmung wurde die glciche Proto- 
porphyrinmenge vorgegeben. 
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beeintr5chtigen. Hierbei wird der Absorptionspeak durch einen nahezu exponentiell 
ansteigenden Untergrund ilberlagert, der eine Berechnung der Porphyrinkonzentra- 
tion mit den fur einen konstanten bzw. linearcn Untergrund abgeleiteten Beziehun- 

gen 13~ld nur mit erhGhter Unsicherheit gestattet. So betrug der hierdurch verursachte 
Fehler in dem dargestellten Beispiel (Fig. 8) immerhin 16 %. 

Fig. 8. Beispiel eincr Oberlagcrung eines Absorptionspeaks von Uroporphyrin clurch einen nicht 
lincnren Untergruncl ((FeClJ-). 

Diese Fehlerquelle konnte auf einfache Weise dadurch ausgeschalltet werden, 
class stets eine gleich grosse Flache der Kieselgelschicht der gleichen Platte mit 
I N HCl(3 x 2 ml) behandelt und das Eluat bei der spektrophotometrischen Messung 
als Vergleichslijsung eingesetzt wurde. 

Die chemische husbeute bei der hufarbeitung und Bestimmung der Porphyrine 
war recht zufriedenstellend : So konn.ten die einzelnen Porphyrine, Uroporphyrin, 
Coproporphyrin und Protoporphyrin bei der diinnschichtchromatographischen Tren- 
nung und anschliessenden Elution mit I N HCl (3 x 2 ml) rnit einer Ausbeute von 

(98.4 rt.l 3.5) %, (97.5 zt 4.5) ?’ ,, und (59.2 -J= 2.5) o/o wiedergewonnen werden. BeiVer- 
wendung von organischen Elutionsmittel (LB. Aceton/Salzsgure) werden such bei 
Protoporphyrin hohere Ausbeuten erwartet. Eine Umsetzung der Porphyrine wahrend 
der Trennung und sich anschliessenden Aufarbeitung konnte nicht beobachtet werden. 

Zur Priifung der Reinheit der bei der spelctrophotometrischen Bestimmung aus- 
gewerteten Absorptionspeaks kijnnen mit Vorteil die k-Werte12-l” herangezogen wer- 
den. So konnten ftir die diinnscl~ichtcl~romatographisch gereinigten Porphyrine fol- 
gende Werte erhalten werden : 

k (UP) = I.SS~; h (Cl?) = 1.860; /t (PI?) = I.~ZO. 

Zur Auswertung komplexer Absorptionsspektren konnen, sofern hohere Anf orderun- 
gen hinsichtlich der Genauigkeit und huflijsung gestellt werden, die an anderer Stelle 
zur Zerlegung komplexer y-Spektren beschriebenen Verfahrenl+la empfohlen werden. 

Die Peaklage kann durch graphische Differentiation17 des gemessenen Spek- 
trumsverlaufes auf einfache Weise erhalten werden (Fig. 9). Fiir Extinktionen E 2 
0.30 ist eine Bestimmung auf mind. & 0.2 nm miiglich. 

Von 6 der insgcsamt 13 dtinnschichtchromatographisch nachzuweisenden Frak- 
tionen (Fig. I) wurde die Abhangigkeit der Peaklage von der HCl-Konzentration 
untersucht (Fig. IO). 

J, Chromatog., 25 (Ig66)$3o-3go 
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Fig. 9. J3cstimmung der Lage des Absorptionspcalcs xP 
messcnen Spelctrumsvcrlaufcs. 

durch graphische Differentiation dcs gc- 
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Die fiir F 56 und 7 erhaltenen xp-Werte stimrnten innerhalb einer Streubreite 
von =t 0.1 nm iiberein, was nur durch das Auftreten von drei Isomeren von Copropor- 
phyrin zu erklaen ist. Die ftir Uroporphyrin und Coproporphyrin erhaltenen Peakla- 
gen zeigten mit den in der Literatur angegebenen Wertenllgl2 z.T. ausgezeichnete 
ubereinstimmung; Fine Erklarung fur die gegenilber den Literaturangaben deutlich 
herabgesetzten Werte ftir Protoporphyrin konnte nicht gefunden werden. Auffallend 
ist such die Diskrepanz der &Wcrte fur Protoporphyrin. 

Besonclers aufschlussreich Itir die Einordnung der einzelnen Fraktionen ist eine 
Auftragung der ermittelten Peaklagen xp gegen die zugeharigen Xp-Werte (Fig. II). 
So konnte nachgewiesen werden, class es sich bei I; g offenbar nicht urn ein 3 COOH- 
Porphyrin handelt, da der erhaltene xp-Wert sich nicht in den steten Kurvenverlauf 
einordnen liess. F 3 konnte sowohl tiber den papierchromatographisch erhaltenen RF- 
Wert als such tiber die Peaklage als 6-COOH-Porphyrin identifiziert werden. Fur 
die tibrigen intensit&i,tsschwachen Fraktionen, die weder papierchromatographisch 
nachzuweisen waren noch tiber die Peaklage, aufgrund der nur beschrankt zur Ver- 
ftigung stehenden Substanzmenge, iclentifiziert werden konnten, wird aus den diinn- 
schicl~tchromatographisch erhaltenen Rp-Werten angenommen, class es sich urn 
Strukturisomere (F Ia = Isomere von Uroporphyrin; F 4 = Isomere von 6-COOH- 
Porphyrin; F 8 = Isomere von 3-COOL-E-Porphyrin) bzw. urn weitere Glieder aus der 
Porphyrinreihe (F 2 = 7-COOH-Porphyrin; F 1x/12 = H&matoporphyrin/Mesopor- 
phyrin) handelt. Eine endgtiltige Bestatigung dieser Annahme steht noch aus. 

Herrn Prof. Dr. R. DUESBERG mijchte ich fur die grossztigige Fiirderung dieser 
Arbeit sehr herzlich danken. Herrn Dozent Dr. R. CLOTTEN, Freiburg, bin ich fur 
einftihrende Hinweise ebenfalls zu Dank verpflichtet. 

ZUSABIMENFASSUNG 

Die Auftrennung der freien Porphyrine und deren Isomere auf aktivierten 
I~ieselgelscl~icl~ten mit dem such ftir Papier verwencleten Fliessmittelsystem - 2,6- 
Lutidin/Wasser bei Ammoniaksattigung - wird eingehend untersucht. Hierbei er- 
weist sic11 insbesondere die Zusammensetzung des Fliessmittels, in geringerem Um- 
fange aber such der Grad der Kammer&ttigung mit Ammoniak und die I-Iijhe der 
Aktivierungstemperatur, auf die Trennung von Einfluss. 

Neben anderen physikalischen oder chemischen Kenndaten kann mit Erfolg 
die Peaklage der Soretbande, die durch graphische Differentiation des gemessenen 
Spektrumsverlaufes auf einfache Weise erbalten wird, als zuverlassiges Kriterium ftir 
die Identitat eines Porphyrinderivates herangezogen werden. Hierbei ist allerdings die 
Abhangigkeit von der Aziditat der L&sung zu beachten. 

SUMMARY 

The separation of free porphvins and their isomers on activated Kieselgel 
layers was investigated, using the solvent system z,6-lutidinelwater saturated with 
ammonia, which is also employed in paper chromatography. This investigation showed 

J. Chrornalog., 25 (1966) 380-390 
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that especially the composition of the solvent mixture has an influence on the separa- 
tion; the degree of saturation of the chamber with ammonia and the activation tem- 
perature also have an effect, but to a lesser extent. 

In addition to other physical or chemical data, the peak position of the Soret band, 
obtained in a simple manner by graphical differentiation of the measured absorption 
curve, can successfully be used as a reliable criterion for identifying a porphyrin 
derivative. However, the dependence on the acidity of the solution must be taken 
into consideration. 
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