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UBER EINE DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNG DER
FREIEN PORPHYRINE UND DEREN ISOMERE

H. MUNDSCHENI
I. Medizinische Klinik wnd Poliklinik dev Johawnnes Gulenberg-Universitéit, Mainz (Deulschiand)
(Eingegangen den 20. Mai 19606)

EINLEITUNG

Zur diinnschichtchromatographischen Trennung der Porphyrinester wurde be-
reits eine Reihe von Verfahren beschrieben!—3; demgegeniiber liegen iiber die Tren-
nung der freien Porphyrine, mit Ausnahme einer kiirzeren Mitteilung?, bisher keine
ausfiihrlicheren Untersuchungen vor.

In der vorliegenden Arbeit wird daher untersucht, inwieweit freie Porphyrine
sowie deren Strukturisomere diinnschichtchromatographisch mit dem fiir Papier emp-
fohlenen Fliessmittelsystem -— 2,6-Lutidin/Wasser/Ammoniaki—® — aufgetrennt
und anschliessend spektrophotometrisch bestimmt werden koénnen. Neben der Er-
mittlung der optimalen Trennbedingungen (Fliessmittelzusammensetzung, Aktivie-
rung, Kammersédttigung) war die spektrophotometrische Identifizierung der Porphy-
rine iiber die Lage des Absorptionspeaks (Soret-Bande) Gegenstand der vorliegenden
Untersuchungen.

EXPERIMENTELLER TEIL

Material

Die zur Durchfithrung der Untersuchungen bendtigten Bezugssubstanzen wurden
teilweise durch den Handel bezogen (Coproporphyrintetramethylester und Uropor-
phyrinoctamethylester der Mann Research Laboratories, Inc., New York), teilweise
aus leicht zuginglichem Ausgangsmaterial im eigenen Labor hergestellt (Protoporphy-
rin aus Hidmin durch Umsetzung mit Ameisensiure/Eisenpulver). Die in Esterform
zundchst vorliegenden Porphyrine wurden in 5 IV HCl verseift und in dieser Lésung
auf die Platten aufgetragen. In dieser Form bei 4° im Dunkeln aufbewahrt zeigten die
Porphyrine auch im Verlaufe von einigen Wochen keine merkliche Anderung der
Zusammensetzung. '

Zur Priiffung der Reinheit der verwendeten Porphyrine wurde eine papierchro-
matographische Trennung (Fliessmittel: 2,6-Lutidin/Wasser bei mit Ammoniak gesét-
tigter Kammeratmosphire; Papier: 2043b der Fa. Schleicher & Schiill ; absteigend) vor-
genommen®~? und die hierbei erhaltenen Rp-Werte mit Literaturangaben verglichen?.
Ausder guten Ubereinstimmung dieser Werte (Mittelwert aus 10 Einzelbestimmungen) :

Rp (beob.) : 0.03 4- 0.02 0.33 =+ o0.03 0.56 4- 0.04 0.83 4 0.03
Rp? : 0.06 . 0,32 050 0.84
Substanz Uroporph. 6-COOH-Porph. Coproporph. Protoporph.

J. Chromalog., 25 (1966) 380-390

&



DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE DER FREIEN PORPHYRINE 381

konnte auf die Identitit der verwendeten Porphyrine geschlossen werden. Eine weiter-
gehende papierchromatographische Auftrennung des verwendeten Porphyringemi-
sches konnte aufgrund der stets vorhandenen leichten Randunschérfe der Flecken
und der hierdurch bedingten verminderten Auflésung nicht erzielt werden, obwohl
diinnschichtchromatographisch noch mindestens 6 weitere, in der Intensitit allerdings
stark zuriicktretende Fraktionen nachgewiesen werden konnten.

Die spektrophotometrischen Messungen (Absorptionsspektrum, Bestimmung
der Peaklage x,) wurden stets mit den nach der DC-Trennung erhaltenen Fraktionen,
die nach Abschaben der Kieselgelschicht von der Glasunterlage durch Elution mit 1 v
HCl (3 x 2 ml) erhalten wurden, durchgefiihrt.

Methodik

Die DC-Trennungen wurden in den im Handel (Fa. Desaga, Heidelberg) erhilt-
lichen Trennkammern (Abmessungen: 210 X 2I0 X go mm), die zur besseren Kammer-
sdttigung mit Filtrierpapier ausgelegt waren, vorgenommen,

Die Zusammensetzung des Fliessmittelsystems 2,6-Lutidin (purum, Fluka AG,
Schweiz)/Wasser (Aqua bidest.)/Ammoniak (25 % NH,OH, p.A.) beeinflusst sehr emp-
findlich die Rp-Werte der einzelnen TFraktionent. Daher wurden die folgenden Va-
rianten untersucht:

62.5 % (v/v) 2,6-Lutidin/37,5 % (v/v) Wasser (FM A)
066.2 % (v/v) 2,6-Lutidin/33.8 9%, (v/v) Wasser (FM B)

70.0 % (v/v) 2,6-Lutidin/30.0 % (v/v) Wasser (FM C)

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

Zur Durchfithrung der Trennung wurden die Kammern jeweils mit 250 ml
Fliessmittel beschickt; ausreichende Kammersidttigung mit Ammoniak wurde durch
Einstellen eines Becherglases mit 100 ml NH,OH (25 %) erreicht. Hierbei konnten
optimale Bedingungen hinsichtlich der Trennschiirfe und Auflésung erst nach einer ca.
dreitdgigen Kammerséttigung erzielt werden.

Die Beschichtung der Glasplatten (200 x 100 mm) mit Kieselgel G nach Stahl
(Fa. E. Merck, Darmstadt) bei einer Schichtdicke von 0.5 mm wurde mit einer an
anderer Stellel® beschriebenen Vorrichtung vorgenommen. Die an Luft getrockneten
DC-Platten wurden anschliessend fiir 2 h bei 160° aktiviert und im Exsikkator iiber
KOH aufbewahrt. '

Zu den Trennungen wurden die Porphyrine in salzsaurer Loésung mit einer
Aglaspritze 20 mm vom unteren Rand der aktivierten Platten entfernt aufgetragen,
fiir 15 him Trockenschrank bei 80° getrocknet und anschliessend in die mit Ammoniak
ausreichend gesittigte Trennkammer eingesetzt. Nach einer Entwicklungsdauer von

=+~ 2 h wurden die Platten herausgenommen und im Abzug mit einem Heizliifter (‘‘Astron

' 2000”") getrocknet. Anschliessend konnten die einzelnen Fraktionen mit einem Mikro-

spatel von der Platte abgeschabt und mit 1N HCI (3 x 2 ml) von der Trigerschicht
cluiert werden.
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Die spektrophotometrischen Messungen wurden mit einem Zeiss-Spektralphoto-
meter (PMQ II mit Monochromator M 4 Q III) durchgefiihrt, dessen Wellenldingen-
skala mit der diskreten Wasserstofflinie HB bei 486.1 nm absolut nachgeeicht und
stindig iiberwacht wurde. Die Unsicherheit bei der Bestimmung der Lage der Ab-
sorptionspeaks x, sollte daher einen Betrag von max. -+ 0.2 nm nicht iibersteigen.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Diinnschichichvomatographische Tvennung dev freien Povphyrine

Zur Ermittlung der fiir ein gegebenes Trennproblem optimalen Fliessmittel-
zusammensetzung wurden drei Varianten untersucht: FM A,B,C. Drei der hiermit
erhaltenen typischen Diinnschichtchromatogramme sind in Fig. 1 dargestellt.

Der Verlauf der Rp-Werte (Mittelwert aus je 10 Einzelbestimmungen) ist
sowohl absolut als auch auf den Rp-Wert von Protoporphyrin bezogen in Abhingig-
keit von der Anzahl der Carboxylgruppen in Fig. 2 aufgetragen.

Diese Gegeniiberstellung 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 auch beziiglich der Anzahl der auftretenden Fraktionen deut-
liche Unterschiede beobachtet werden. Wéhrend mit FM C zwischen Protoporphyrin
und Coproporphyrin eine starke Spreizung, zwischen Coproporphyrin und Uroporphy-
Tin dagegen eine Stauchung des Chromatogramms auftritt, ist bei FM A der umgekehr-
te Fall festzustellen. Lediglich bei FM B kann zwischen der Anzahl der Carboxyl-
gruppen der Porphyrine und den Rp-Werten eine lineare Beziehung beobachtet wer-
den (Fig. 2). Die Konstanz der Rp-Werte von in der gleichen Trennkammer entwickel-
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Fig. 1. Einfluss der Zusammensetzung des Fliessmittels auf die Auftrennung eines Porphyrin-
gemisches auf aktivierten Kieselgelschichten. FM A = 62.59% (v/v) 2,6-Lutidin/37.5% (v/v)
Wasser/Ges. mit NHy; FM B = 66.29%, (v/v) 2,6-Lutidin/33.89%, (v/v) Wasser/Ges. mit NH,;
FM C = 70.09% (v/v) 2,6-Lutidin/30.09%, (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 100 mm) entwickelt werden, wobei die Abweichungen der einzelnen
Rp-Werte einen Betrag von 4-6 % nicht iiberstiegen.
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Fig. 2. Verlauf der absoluten (untere Darst.) baw, auf Protoporphyrin bezogenen (obere Darst.)
Rp-Werte in Abhingigkeit von der Anzahl der Carboxylgruppen der einzelnen Porphyrinfraktionen.

Bei der eigentlichen Entwicklung konnte die bei Mehrkomponentensystemen oft
eintretende Fliessmittelentmischung beobachtet werden. Hierdurch wurde das Chro-
matogramm durch drei Flissigkeitsfronten Fy, Fg und F,, in drei Zonen unterteilt.
Diese Fliissigkeitsfronten, die nach der Entwicklung auf den Platten kaum zu erken-
nen waren, konnten derart nachgewiesen werden®, dass das Porphyringemisch
auf einer gegen die Fliessrichtung um 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
Qualitédt der Diinnschichtchromatogramme ebenfalls von Einfluss. So ist bei den bei
160° aktivierten im Verglelch zu luftgetrockneten bzw. bei 80° und 120° behandelten
Schichten eine deutlich geringere Neigung zur Schwanrblldung bei gleichzeitig schiir-
ferer Abgrenzung der Flecken festzustellen.

Der Grad der Kammersittigung mit Ammoniak wirkte sich in gleicher Weise
aus: Bei kurzzeitiger (<<rh) bzw. unvollstindiger Sittigung war stets eine leichte
Schwanzbildung bei gleichzeitig verminderter Auflésung festzustellen. Optimale
Trennbedingungen konnten nach einer dreitigigen Sattxgung mit Ammoniak (100 ml
NH,OH auf 250 ml Fliessmittel) erzielt werden.

J. Chwomalog., 25 (1966) 380—-390
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Fig. 3. Nachweis der Fliéssmii:tclentmischung bei der Auftrennung der Porphyrine auf aktivierten
Kicselgelschichten fiir die verschiedenen Fliessmittelsysteme (FM A, B und C).
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Einer der bestechendsten Vorziige der Diinnschichtchromatographie im Ver-
gleich zu anderen Trennverfahren ist der hohe Kontrastumfang, der den Nachweis
von hinsichtlich der Intensitdt sich stark unterscheidenden Substanzen selbst bei
kleinen Unterschieden der Rp-Werte noch gestattet. So konnte bei einer Auftragung
eines Porphyringemiscl:es mit steigender Menge eine Auftrennung und Identifizierung
der einzelnen Fraktionen auch dann noch erreicht werden, wenn die aufgetragenen
Substanzmengen sich um den Faktor 32 unterschieden (Fig. 4). Ein Einfluss auf die
Rp-Werte konnte hierbei nicht beobachtet werden.

Diinnschichtchromatographisch aufgetrennte Porphyrine kénnen im UV-Licht
anhand der intensiven Rotfluoreszenz sehr empfindlich nachgewiesen werden. So wird
die Porphyrinmenge, die hierbei mit Sicherheit noch erkannt werden kann, auf 1-5 ng
geschiitzt.

Aber auch fiir die priparative Aufarbeitung der Porphyrine erscheint die DC-
Technik geeignet. So werden bei bandférmiger Auftragung (Fig. 5) bereits bei einer
Schichtdicke von 0.5 mm Substanzmengen von 10 pg Porphyrine/cm aufgetrennt,

ohne dass stérende Einfliisse (Schwanzbildung, Randunschirfe der Flecken u.a.) sich
bemerkbar machten.
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Tig. 4. Auftrennung cines Porphyringemisches auf aktivierten Kieselgelschichten bei steigender
Substanzmenge. IKonzentration der aufgetragenen Lésung: 1 ul enthilt o.25 ug Coproporphyrin;
0.05 ng Protoporphyrin; o.025 ug Uroporphyrin,

Tig. 5. Auftrennung eines Parphyringemisches auf aktivierten Kieselgeschichten bei bandf&rmiger
Auftragung.

S; _/)e/»troj)hotometmsche Bestimmung und Identifizievung dev Porphyrine
Porphyrine zeigen die fiir konjugierte Tetrapyrrole charakteristischen Absorp-

tionsbanden. Hierbei ist das bei 400 nm liegende Soret-Maximum besonders zu deren
Bestimmung geeignet!!? (Fig. 6).

Bei der analytischen Bestimmung der Porphyrine ist allerdings zu beachten,

J. Chvomatog., 25 (1966) 380—-390
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Fig. 6. Normierter Verlauf des Absorptionsspektrums von Uroporphyrin, Coproporphyrin und

Protoporphyrin im Bereich von 370-440 nm, gemessen mit einem Zeiss-Spektralphotometer
(PMQ 1I/M 4 Q III).
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dass sowohl die spezifische Extinktion E:!8/™ als auch die Lage des Absorptions-
maximums ¥, entscheidend von der Aziditit der Ldsung abhingt!l—14 (Fig. 7).

Zur Identifizierung der in einem komplexen Diinnschichtchromatogramm auf-
tretenden Fraktionen erscheint neben anderen physikalischen bzw. chemischen Xenn-
daten (Schmelzpunkt, Rp-Wert, Infrarotspektrum u.a.) die Lage der Soretbande x,
als leicht nachpriifbares Kriterium besonders geeignet. Da bei Strukturisomeren die
¥p-Werte libereinstimmen??2.15, konnte somit stets eindeutig entschieden werden, ob es
sich bei den im Diinnschichtchromatogramm auftretenden benachbarten Fraktionen
um Isomere oder aber um Porphyrine mit unterschiedlicher Anzahl an Carboxyl-
gruppen handelt. ‘

Bei der Elution der Porphyrine von der Kieselgelschicht mit HCl werden Be-
standteile, insbesondere Eisen, mit herausgeltst, die die Genauigkeit der Bestimmung
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Fig. 7. Einfluss der Aziditét der Lésung auf den Verlauf des Absorptionsspektrums (v, EI £8/"™)
von Protoporphyrin im Bereich von 370-440 nm. Bei jeder Bestimmung wurde die gleiche Proto-
porphyrinmenge vorgegeben. '
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beeintrichtigen. Hierbei wird der Absorptionspeak durch einen nahezu exponentiell
ansteigenden Untergrund iiberlagert, der eine Berechnung der Porphyrinkonzentra-
tion mit den fiir einen konstanten bzw. linearen Untergrund abgeleiteten Bezichun-

gen!314 nur mit erhdhter Unsicherheit gestattet. So betrug der hierdurch verursachte
Fehler in dem dargestellten Beispiel (Fig. 8) immerhin 16 %,.
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Fig. 8. Beispiel einer Uberlagerung cines Absorptionspeaks von Uroporphyrin durch cmcn nicht
lincaren Untergrund ({(FeCl,)™).

Diese Fehlerquelle konnte auf einfache Weise dadurch ausgeschaltet werden,
dass stets eine gleich grosse Fliche der Kieselgelschicht der gleichen Platte mit
1 N HCI (3 X 2ml) behandelt und das Eluat bei der spektrophotometrischen Messung
als Vergleichslosung eingesetzt wurde.

Die chemische Ausbeute bei der Aufarbeitung und Bestimmung der Porphyrine
war recht zufriedenstellend: So konnten die einzelnen Porphyrine, Uroporphyrin,
Coproporphyrin und Protoporphyrin bei der diinnschichtchromatographischen Tren-
nung und anschliessenden Elution mit 1 N HCI (3 X 2 ml) mit einer Ausbeute von
(98.4 =+ 3.5) %, (97-5 =+ 4.5) % und (59.2 &+ 2.5) % wiedergewonnen werden. Bei Ver-
wendung von organischen Elutionsmittel (z.B. Aceton/Salzsiure) werden auch bei
Protoporphyrin héhere Ausbeuten erwartet. Eine Umsetzung der Porphyrine wihrend
der Trennung und sich anschliessenden Aufarbeitung konnte nicht beobachtet werden.

Zur Priifung der Reinheit der bei der spektrophotometrischen Bestimmung aus-
gewerteten Absorptionspeaks kdnnen mit Vorteil die 2-Wertel?—1 herangezogen wer-

den. So konnten fiir die ditnnschichtchromatographisch gereinigten Porphyrine fol-
gende Werte erhalten werden:

k (UP) = 1.885; k (CP) = 1.860; & (PP) = 1.920.

Zur Auswertung komplexer Absorptionsspektren kénnen, sofern héhere Anforderun-
gen hinsichtlich der Genauigkeit und Auflésung gestellt werden, die an anderer Stelle
zur Zerlegung komplexer y-Spektren beschriebenen Verfahren!®—18 empfohlen werden.
Die Peaklage kann durch graphische Differentiation!’” des gemessenen Spek-
trumsverlaufes auf einfache Weise erhalten werden (Fig. g). Fiir Extinktionen F =
0.30 ist eine Bestimmung auf mind. 4- 0.2 nm méglich.
Von 6 der insgesamt 13 diinnschichtchromatographisch nachzuweisenden Frak-

tionen (Fig. 1) wurde die Abhingigkeit der Peaklage von der HCl-Konzentration
untersucht (Fig. 10).

J. Chwomatog., 25 (1966) 380-390
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Fig. 9. Bestimmung der Lage des Absorptionspeaks #p durch graphische Differentiation des ge-
messenen Spektrumsverlaufes.

Fig. 10. Einfluss der HCI-Konzentration auf die Lage der Absorptionspeaks x, der einzelnen Por-
phyrine,
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Fig. 11. Auftragung der Peaklagen x, in Abhingigkeit von den! Ry

-Werten der zugehdérigen Por-
phyrinfraktionen, Fliessmittel: FM B3,
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Die fiir F 5,6 und 7 erhaltenen x,-Werte stimmten innerhalb einer Streubreite
von 4= 0.I nm iiberein, was nur durch das Auftreten von drei Isomeren von Copropor-
phyrin zu erkliren ist. Die fiir Uroporphyrin und Coproporphyrin erhaltenen Peakla-
gen zeigten mit den in der Literatur angegebenen Werten!l:!? 2 T. ausgezeichnete
Ubereinstimmung. Eine Erkliarung fiir die gegeniiber den Literaturangaben deutlich
herabgesetzten Werte fiir Protoporphyrin konnte nicht gefunden werden. Auffallend
ist auch die Diskrepanz der k~-Werte fiir Protoporphyrin.

Besonders aufschlussreich fiir die Einordnung der einzelnen Fraktionen ist eine
Auftragung der ermittelten Peaklagen x, gegen die zugehérigen Rp-Werte (Fig. 11).
So konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei F g offenbar nicht um ein 3 COOH-
Porphyrin handelt, da der erhaltene xp-Wert sich nicht in den steten Kurvenverlauf
einordnen liess. F 3 konnte sowohl iiber den papierchromatographisch erhaltenen Rp-
Wert als auch itber die Peaklage als 6-COOH-Porphyrin identifiziert werden. Fiir
die iibrigen intensititsschwachen Fraktionen, die weder papierchromatographisch
nachzuweisen waren noch iiber die Peaklage, aufgrund der nur beschrinkt zur Ver-
fligung stehenden Substanzmenge, identifiziert werden konnten, wird aus den diinn-
schichtchromatographisch erhaltenen Rp-Werten angenommen, dass es sich um
Strukturisomere (F ra = Isomere von Uroporphyrin; F 4 = Isomere von 6-COOH-
Porphyrin; FF 8 = Isomere von 3-COOH-Porphyrin) bzw. um weitere Glieder aus der
Porphyrinreihe (F 2 = 7-COOH-Porphyrin; F r1/12 = Himatoporphyrin/Mesopor-
phyrin) handelt. Eine endgiiltige Bestitigung dieser Annahme steht noch aus.

DANK

Herrn Prof. Dr. R. DUEsSBERG md&chte ich fiir die grossziigige Férderung dieser
Arbeit sehr herzlich danken. Herrn Dozent Dr. R. CLoTTEN, Freiburg, bin ich fiir
einfithrende Hinweise ebenfalls zu Dank verpflichtet.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Auftrennung der freien Porphyrine und deren Isomere auf aktivierten
Kieselgelschichten mit dem auch fiir Papier verwendeten Fliessmittelsystem — 2,6-
Lutidin/Wasser bei Ammoniaksittigung — wird eingehend untersucht. Hierbei er-
weist sich insbesondere die Zusammensetzung des Fliessmittels, in geringerem Um-
fange aber auch der Grad der Kammerséidttigung mit Ammoniak und die Hoéhe der
Alktivierungstemperatur, 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 erhalten wird, als zuverldssiges Kriterium fir
die Identitit eines Porphyrinderivates herangezogen werden. Hierbei ist allerdings die
Abhédngigkeit von der Aziditdt der Losung zu beachten.

SUMMARY
The separation of free porphyrins and their isomers on activated Kieselgel
layers was investigated, using the solvent system 2,6-lutidine/water saturated with

ammonia, which is also employed in paper chromatography. This investigation showed
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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.

Inaddition toother 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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