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v SUMMARY

Sepamtwn and simultaneous quanmatwe determenation of the free uroporpkyrm
isomers I and III by means of extraction chromalography

Separation and quantitative determination of the uroporphyrin isomers I and
III in the acid form can be performed 51multaneously in the partition system tri-
n-butylphosphate/1 N hydrochloric acid using columns with a large number of
theoretical plates (IV.= 300-450). The eluent is passed through a flow cuvette and the
transmission is recorded continuously. The transmission peaks of the isomers are
digitized and transformed into extinction values. By integrating the extinction
peaks, the amount of the uroporphyrms ‘can be evaluated from the correspondmg
peak areas. : ‘
"Using the mathematmal procedure descnbed the time necessary” for separatlon
(¢m1.) can be shortened appreciably. This method allows the decomp051t10n of complex
elution peaks even at low distances of the peak centres (4xp/T5¢ == 1.5—2.0, depending
on the mass ratio) and unfavourable mass ratio (0.06 = UP-I/UP-III ='16).
“Under suitable conditions (length of the column: L; = 120 cm; temperature
of the column: 75 = 15-30°; concentration of the eluent: cgci1 = 1 N) complete
analysis -of both isomers can be achieved in about 20-30 h. The quantitative de-
termination can be performed up to approx. r g with an accuracy of 10% (95 %
deviation). No appreciable losses of the uroporphyrins occur (R = 99 45 %) even
under extreme cond1t1ons (Ts = 60 ; cHel = 3 N) a o ’

EINLEITUNG

Zur Diagnostizierung von Himsynthesestérungen hat die Isomerenanalyse der
Porphyrine eine besondere Bedeutung erlangt. Sie vermag dariiber Aufschluss zu
geben, in welchem Umfange die Bildung von Himprikursoren des Isomerentyps I,
der.zur Hambildung nicht befdhigt ist, erfolgt, und gestattet somit, die vorwiegend
auf. enzyma.t1sche Defekte zuruckgehende Storung 1nnerha1b dleser Reaktlonskette
festzulegen : : : S A
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432 H. MUNDSCHENK

Wihrend die Auftrennung der Coproporphyrinisomere I und III in freieri—?
oder veresterter? Form keine methodischen Schwierigkeiten bereitet, erscheint die
Trennung der Isomere I und IIT von Uroporphyrin, aufgrund deren ausgeprigten
Neigung zur Aggregatbildung®—7?, nicht unproblematisch. Bei den in der Literatur
bisher beschriebenen papierchromatographischen?.8, siulenchromatographischen® und
diinnschichtchromatographischen® Methoden ist stets Voraussetzung, dass beide
Isomere in Esterform vorliegen. Diese Untersuchungen, die in einem Falle mit radio-
aktiv markierten Substanzen kontrolliert wurden’, zeigten, dass eine vollstindige
Auftrennung der Uroporphyrinisomere nur schwer zu erreichen ist. Die stets auf-
tretende Uberlagerung der beiden isomeren Ester bei der Trennung, deren Ausmass
sowohl von der applizierten Menge als auch von dem jeweiligen Isomerenverhiltnis
abhidngt, wurde in einer sehr eingehenden Untersuchung bei der Dioxanmethode
empirisch erfasst5. Die hierbei ermittelte mathematische Korrekturfunktion gestattet,
diese Verluste innerhalb bestimmter Grenzen zu korrigieren. Die Methode unterliegt
jedoch der Einschrinkung, dass lediglich Uroporphyrinmengen um 1 ug bei einem
Isomerenverhiltnis von UP-I/UP-III =5 bei einer vertretbaren I'ehlerspanne
analysiert werden kénnen.

Diese methodisch bedingten Schwierigkeiten lassen sich umgehen, wenn beide
Uroporphyrinisomere in die entsprechenden Coproporphyrinisomere iiberfiihrt wer-
den??, die als freie Sduren!-? oder auch als Estert aufgetrennt und anschliessend
quantitativ bestimmt werden kénnen. Zur Bestimmung des Isomerenverhiltnisses
bei Uroporphyrin kann ebenfalls der Schmelzpunkt der Ester herangezogen werden?!.
Hierzu werden jedoch vergleichsweise grosse Porphyrinmengen benétigt, die tiberdies
sehr sorgfiltig prdpariert werden miissen.

Uber eine Trennung der freien Uroporphyrinisomere I und III wurde in der
Literatur bisher nicht berichtet. In der vorliegenden Arbeit wird, ankniipfend an
vorausgehende, grundlegende Voruntersuchungen!? 18, gezeigt, dass unter geeigneten
Bedingungen die Isomere dieses Hampridkursors in freier Form nicht nur aufgetrennt
sondern dariiber hinaus in einem Arbeitsgang auch gleichzeitig quantitativ bestimmt
werden koénnen. Zur Trennung werden mit Hostaflon Cz/Tri-z-butylphosphat als
Fiillmaterial beschickte Sdulen mit einer relativ hohen Anzahl theoretischer Trenn-
béden (IV = 300—450) eingesetzt, die sich bereits zur Uroporphyrin—-Coproporphyrin-
trennung ausgezeichnet bewidhrten!®. Die verwendete, weitgehend automatisierte
Versuchsanordnung bedarf bei Durchfithrung der Auftrennung, die je nach dem vor-
liegenden Isomerenverhiltnis 15-30 h in Anspruch nimmt, keinerlei Wartung.

Die Trennung der freien Séduren hat gegeniiber der Ester den Vorzug, dass die
iiber eine Filterbodenextraktionl? aus dem Urin isolierten Porphyrine unmittelbar
aufgetrennt und Verluste, wie sie in merklichem Umfange bei der Estertrennung auf-
grund der partiellen Hydrolyse stets zu beobachten sind5.8, hierbei praktisch vernach-
lassigt werden kdnnen?2,

EXPERIMENTELLER TEIL
M aterial

Uvroporphyrin-I (UP-I). Das in Form des Oktamethylesters durch den Handel
bezogene Uroporphyrin-I (Lieferfirma: Koch-Light Laboratories Ltd., Colnbrook,
England) wurde zunichst in 5 IV HCI verseift, diinnschichtchromatographisch ge-
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EXTRAKTIONSCHROMATOGRAPHIE DER FREIEN UROPORPHYRINISOMERE 433

reinigt und nach Elution mit 1 N HCI] mit Tri-z-butylphosphat (TBP) extrahiert.
Die Riickextraktion wurde mit 5 IV HCI vorgenommen. Geringfiigige TBP-Reste in
der wisserigen Phase wurden durch mehrfaches Auswaschen mit 5 X 5 ml Benzol
entfernt. Verluste an UP-I sind hierbei nicht zu befiirchten. Die salzsiure Lésung des
Héampréikursors wurde auf eine Konzentration von 100.ug/ml 5 N HCI eingestellt
und in dieser Form zu den einzelnen Untersuchungen eingesetzt. Simtliche Pipettie-
rungen erfolgten mit einer Aglaspritze, so dass die eingesetzten Porphyrinmengen
exakt dosiert werden konnten. Die bei 4° im Kiihlschrank aufbewahrte Stammlésung
zeigte selbst iiber einen Zeitraum von einigen Wochen keinerlei Zersetzung.

Uroporphyrin-111 (UP-III). Der ebenfalls in Esterform durch die Koch-Light
Laboratories Ltd., Colnbrook, England bezogene Himprikursor (“ex turaco feathers’)
wurde, wie vorangehend fiir UP-I beschrieben, gereinigt und in salzsaurer Lésung
bei einer Konzentration von 100 ug/ml 5 N HCl zu den Untersuchungen eingesetzt.

Coproporphyrin-I (CP-I). Coproporphyrin-I wurde aus UP-I durch Decarboxy-
lierung nach der Methode von EDMONDSON UND ScHWARTZ!® erhalten. Die Auf-
arbeitung wurde, wie nachstehend unter Methoden beschrieben, vorgenommen. Die
CP-I-Konzentration der Stammldsungen schwankte, je nach Prdparation, zwischen
20-50 ug/ml 5 N HCI

Coproporphyrin-II1 (CP-III). Zur Darstellung von CP-III durch Decarboxy-
lierung wurde von UP-III ausgegangen. Bei der Aufbereitung und Herstellung der
Stammlosungen ‘wurde, wie vorangehend fiir CP-I beschrieben, vorgegangen.

Benzol, p.A. Handelslibliches Produkt (Hersteller: Fa. E. Merck, Darmstadt;
Kat.-Nr. 1783).

Tri-n-butylphosphat (T BP). Als Extraktionsmittel wurde das im Handel er-
hiltliche Produkt (Hersteller: Fa. E. Merck, Darmstadt; Kat.-Nr. 8354) ohne
weitere Reinigung eingesetzt.

Polytrifluorchioriithylen (Hostaflon Cz2). Das als Trédgermaterial verwendete
Hostaflon C2 wurde durch Aufbereitung des durch den Handel bezogenen Produktes
(Hersteller: Farbwerke Hochst AG., Frankfurt-Hochst) mit einer Korngrésse von
50~100 u erhalten. Die Impridgnierung mit dem Extraktionsmittel erfolgte durch
tropfenweise Zugabe von TBP unter intensivem Riihren im Gewichtsverhéltnis Hosta-
flon C2: TBP = 2:1.

Salzsdure. Die zur Elution eingesetzten Salzsédurelésungen wurden durch Ver-
diinnen aus konz. Salzsédure p.A. (Hersteller: IFa. E. Merck, Darmstadt; Kat.-Nr. 317)
erhalten. Das Elutionsmittel war stets mit TBP gesédttigt und wurde vor jedem Ver-
such durch Auskochen (30 min) nochmals weitgehend entgast.

Methoden
Decarboxylierung von UP-I bzw. UP-II1I. Zur Darstellung der Coproporphyrin-

isomere I und II1 wurden UP-I und UP-I11 nach der Methode von EDMONDSON UND
ScHWARTZ!? decarboxyliert: 3 ml der salzsauren UP-I- bzw. UP-III-Lésung (cmc1 =
0.3 N) wurden in Duranglasréhrchen (innerer Durchmesser: 10 mm; Wandstirke:
I mm; Linge: 150 mm) auf 4° abgekiihlt und mithilfe einer Gasballastpumpe auf
einen Druck von p = 1 Torr evakuiert. Nach dem Abschmelzen in der Sauerstoff-
flamme wurden die einzelnen Proben fiir 4 h bei 200° im Trockenschrank, in Sand
eingebettet, decarboxyliert. Anschliessend wurde das entstandene CP-I bzw. CP-1I1
aus der Reaktionslésung nach Zugabe von 0.6 ml 1 NV NaOH mit 1 ml TBP extrahiert.
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434 H. MUNDSCHENK
Die Riickextraktion erfolgte mit 0.2 ml 5 V HCl. Die organische Phase wurde darauf-
hin in 5 ml Benzol p.A. aufgenommen und nach dem Zentrifugieren abpipettiert.
Anschliessend wurde nochmals sukzessive mit 4 X 5 ml Benzol nachgewaschen, um
die salzsiduren CP-I- bzw. CP-III-Lésungen von anhaftenden TBP-Resten voll-
stindig zu befreien. Porphyrine sind unter diesen Bedingungen in Benzol véllig un-
16slich, so dass hierbei keine Verluste zu befiirchten sind. Die Umsetzung von UP-I
bzw, UP-III zu CP-I bzw. CP-III verlief bei Mengen von 1-500 ug unter den ange-
gebenen Bedingungen praktisch vollstindig (Ausbeute: A == 95 %), was diinnschicht-
chromatographisch leicht nachzuweisen war.

Extraktionschromatographische Auftrennung der freien Uroporphyrinisomere im
TBP-HCIl-System. Die zur Durchfiihrung der Isomerentrennung verwendete, weit-
gehend automatisierte Versuchsanordnung wurde bereits ausfiihrlich an anderer Stelle
beschrieben!s. 14, Im Gegensatz zur Trennung von Coproporphyrin—-Uroporphyrini3,
die bereits in 1—2 h abgeschlossen ist, werden bei der Auftrennung von UP-1/UP-III,
wegen des geringen Trennfaktors (¢ = 1.19), extrem lange Kolonnen (Ls = 120 cm)
benétigt, wodurch grosse Elutionszeiten ¢g). resultieren. Als Elutionsmittel wurde
stets 1 IV HCI] verwendet; bei der Auftrennung wurde eine Sdulentemperatur von
T s = 30° vorgegeben. Fiur extrem ungtlinstige UP-I/UP-III-Verhéiltnisse empfiehlt
sich allerdings, die Sdulentemperatur auf T's = 15° zu reduzieren. -

Die quantitative Bestimmung der beiden Isomere erfolgte-iiber eine Aus-
wertung des bei der Elution fortlaufend registrierten Transmissionsverlaufes. Im
Gegensatz zu einer an anderer Stelle!? gewéhlten Definition der Messgrésse wird in
der vorliegenden Arbeit der gemessene Transmissionspeak zunidchst graphisch digi-
talisiert (Fig. 5) und die Transmissionsordinaten 7 in die entsprechenden Extinktions-
werte E; umgerechnet (Fig. 6). Als eigentliche, der vorgegebenen Porphyrinmenge
mvorg. korrespondierende Messgrosse wird das iiber den gesamten Peakverlauf von
¢, bis ¢, gehende Extinktionsintegral Np = [E; d¢ bei der Berechnung beriicksich-
tigt. Es ist vorgesehen, diese zunédchst noch sehr aufwendige Form der manuellen
Auswertung geeigneten, derzeit im Handel erhéltlichen Geridtebausteinen zu tber-
tragen (Transmissions—Extinktionskonverter; Digitalintegrator), die ohne Schwierig-
keiten in die vorliegende Versuchsanordnung eingebaut werden kénnen4,

Zur Trennung der Uroporphyrinisomere I und III wird im einzelnen wie folgt
vorgegangen: Die in 5-ro ml schwach salzsiurer L6sung (pH 1-3) -vorliegenden
Isomere werden in den Vorraum der Trennsdule eingefiillt. Bei kleinem Durchfluss
D (D = 15 ml/h) erfolgt vollstindige Extraktion in der obersten Schicht des TFull-
materials (Kpgs = 1000 (Lit. 12)), deren Hohe, je nach der vorliegenden Porphyrin-
menge, zwischen 1—10 mm liegt. Anschliessend wird mit 3—5 ml o.0ox NV HCI nach-
gewaschen. , o :

Bei der Abtrennung der Himpréakursoren aus Urin wird folgendermassen ver-
fahren!2:13: In dem schwach salzsauren Urin (pH 1-3), dessen Volumen, je nach der
vorliegenden Porphyrinkonzentration, zwischen 20-200 ml liegt, werden 1—-10 g mit
TBP imprigniertes Kieselgel aufgeschlimmt, und diese Suspension iiber eine mit
einem Glasfaserfilter belegte Hahn’sche Nutsche (Durchmesser: 50 mm, Porenweite:
G 2) abgesaugt. Anschliessend wird das Filtrat noch zweimal iiber den gleichen
Filterboden gegeben und schliesslich mit 0.05 NV HCI griindlich nachgewaschen. Die
durch den Filterboden extrahierten Porphyrine werden nun mit 3 X 3 ml 5 V HCl
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sukzessive eluiert, die L6sungen in einem 20 ml Messkélbchen vereinigt und mit Aqua
dest. bis zur Marke aufgefiillt. Durch Titration mit r NV NaOH wird die Siure-
konzentration der Losung genau ermittelt. Ein Aliquot hiervon wird mit 1 N NaOH
auf eine Aziditdt von cgcl = 0.01-0.1 IV eingestellt und anschliessend zur Auftren-
nung der Porphyrine auf der Siule, wie vorangehend beschrieben, eingesetzt.

Anschliessend wird die Vorwaschsidule, die mit dem verwendeten Elutionsmittel
(r N HCl) bis zum Ausgang gefiillt ist, aufgesetzt und die Elution durch Einschalten
der Proportionierpumpe eingeleitet. Die Aufzeichnung des Transmissionsverlaufes
durch den Potentiomeéterschreiber erfolgt kontinuierlich und bedarf keinerlei Wartung
wihrend des Versuches. Nach der Auftrennung wird die Menge der einzelnen Ham-
prikursoren iiber eine Auswertung des registrierten Transmissionsverlaufes in der
beschriebenen Weise ermittelt.

Diinnschichichvomatographische Auftrennung der frecen Porphyrine. Die zu Kon-
trollzwecken durchgefithrten dtinnschichtchromatographischen Auftrennungen der
freien Porphyrine, insbesondere zur Identifikation der nach der Decarboxylierung
erhaltenen Coproporphyrinisomere I und III, wurden nach der an anderer Stelle
eingehend beschriebenen Methode?® vorgenommen. Zu den Trennungen wurden fir
2 h bei 120° aktivierte Kieselgelschichten eingesetzt. Als Fliessmittel wurde 2,6-
Lutidin-Wasser in der Zusammensetzung 2,6-Lutidin — Aqua dest. (5:3) verwendet,
das durch Einstellen eines Becherglases mit 100 ml konz. Ammoniak in die Trenn-
kammer gut vorzusittigen ist.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Trennung der Uroporphyrinisomere I und 111

- Die Trennung von Uroporphyrin I und IIT in freier Form scheiterte bisher
vorwiegend daran, dass beide Isomere bei den beschriebenen chromatographischen
Methoden in ihrem Verhalten weitgehend iibereinstimmten (gleiche Rp-Werte;
identische Elutionspositionen), was einerseits in dem Auftreten sehr ungilinstiger
Trennfaktoren (¢« =~ 1), zum anderen in der sehr ausgepréigten Tendenz zur Aggregat-
bildung zum Ausdruck kommt.

Voraussetzung fiir das Gelingen einer solchen Trennung ist zunachst ein deut-
lich von 1 verschiedener Trennfaktor. Fiir das vorliegende Isomerenpaar UP-I/UP-I11
wurde im Batch-Versuch bei cgci1 = 1 IV an Kieselgelfilterbéden ein statistisch ge-
sicherter Trennfaktor von o = I.16 o 0.02 (95 %-Abweichung) erhalten, der im
Sdulenversuch bei Hostaflon C z/TBP-Fiillung weitgehend bestdtigt wurde (¢ =
I.19 -+ 0.02). Es war daher Aufgabe der vorliegenden Untersuchungen die Versuchs-
bedingungen bzw. Siulenabmessungen zu ermitteln, die eine Auftrennung und
quantltatlve Bestimmung der beiden Isomeren durchzufiihren gestatteten. '
: Das im folgenden zu beschreibende Auswertverfahren setzt voraus, dass der
relative Abstand der beiden Elutionspeaks Axp/ Ty, =~ 2 (dxp = Abstand der Elutions-
maxima zweier Peaks; T,, = Arithmetisches Mittel der Halbwertsbreiten 75, und
T ;0% der beiden  Einzelpeaks) betrigt!s. Hierdurch ist eine Bestimmung selbst bei
sehr ungiinstigen Konzentrationsverhiltnissen noch mdglich (16 z UP-I/UP-1II =
1/16). Eine vollstindige Auftrennung der beiden Elutionspeaks, die lange Elutions-
zeiten ¢g). erfordert, ist hierbei nicht notwendig. Bei dieser Bestimmung wird weiter-
hin vorausgesetzt, dass der Verlauf der Elutionspeaks : beziiglich Struktur und
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Flichenaufteilung bekannt bzw. an Peaks reiner Bezugssubstanzen ermittelt werden
kann. Da. hierbei Abweichungen von den durch die Normalverteilungsfunktion be-
schreibbaren Gauss-Peaks auftreten, werden bei dieser Auswertung empirisch er-
mittelte Peakstruktur- und Peakteilflichenfunktionen fiir beide Isomere zugrunde-
gelegt15, 16, :

Der fiir reine Bezugssubstanzen UP-I und UP-III unter Versuchsbedingungen
erhaltene Peakverlauf ist in Tig. 1 im Wahrscheinlichkeitsnetz dargestellt. Diese
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Fig, 1. Auftragung von zwei empirisch erhaltenen, typischen Elutionspeaks von Uroporphyrin-I
und -IIT im Wahrscheinlichkeitsnetz. Beachte die in der rechten Peakflanke von UP-I1II bzw.
linken von UP-I auftretenden Abweichungen von der Form reiner Gausspeaks und die hierdurch
verursachten Unterschiede zwischen der mittleren (#,") und wahrscheinlichsten (xp) Peaklage.

Form der Auftragung lisst besonders deutlich die von der reinen Gauss’schen Peak-
form auftretenden Abweichungen zum Ausdruck kommen. Die innerhalb enger
Grenzen fiir beide Isomere jeweils erhaltenen numerischen Daten sind in Tabelle II
zusammengestellt. Inwieweit die beobachteten Abweichungen wvon der reinen
Gauss’schen Form auf nicht aufgeloste Anteile weiterer Isomere (II, IV) zurtickgehen,
kann nach dem derzeitigen Stand der Untersuchungen nicht entschieden werden.

Bei der rechnerischen Zerlegung von komplexen Elutionspeaks ist die Kenntnis
der Grésse der Uberlappungszonen ¢¢%" bzw. g;%:¢ zur ersten Orientierung hiufig von
Interesse (Fig. 6). Eine Bestimmung kann fiir verschiedene Peaklagenabstinde
Ax,/T,e und beliebige Intensitidtsverhidltnisse N,%/IV »% nach Fig. 2 erfolgen. In dieser
Darstellung zu deren Berechnung reine Gauss- und empirische UP-I/UP-II11-Peak-
paare bei verschiedenen Peaklagenabstinden Axp/T;, im WahrscHeinlichkeitsnetz
ausgewertet wurden (Fig. 1), ist der Anteil ¢;%:¢! von Peak b in der linken Flanke gegen
die entsprechenden relativen Peakabszissen #;2/¢{5,%" von Peak a (rechte Flanke)
aufgetragen (Fig. 6). Die diesen Peakabszissen korrespondierenden Peakteilflichen
(T —g%") von Peak a konnen fiir beide Peakpaare ebenfalls Fig. 2 entnommen wer-
den. Zieht man bei zwei nicht aufgelosten Peaks bei einem Peaklagenabstand von
Ax5/ Ty eine Trennlinie im Abstand #%7/¢5¢%" von x,%, so kann der Anteil ¢,0:¢, der
der restlichen Peakteilfliche (1 —g;2") tiberlagert ist, unmittelbar Fig. 2 entnommen
werden. So erhiélt man beispielsweise fiir das UP-I/UP-11I-Peakpaar bei einem Ab-
stand von 4x,/ Ty = 2, einem Intensititsverhiltnis Np%/Npt = 1 und £%7/L50%" = 1
den Anteil von Peak b in der Teilfldiche von Peak a (x —g:%" = 81.5 %) zu ¢! = 0.6 %.
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Fig. 2. Darstellung der Peakanteile g;#:¢ von Peak b in 'der Peakteilfliche (1-—g:%") von Peak a

bei verschiedenen Peaklagenabstinden (dxp/ZT5¢ = 1.6, 1.8 und 2.0) in Abhéngigkeit von der
relativen Pealsabszisse #,%7/tgo% " fir Gauss- und UP-I/UP-III-Peakpaare. Die den %7 [tge% -
Werten entsprechenden Peakteilflichen (1—g¢¢%7) von Peak a sind ebenfalls fiir beide Peakpaare

im unteren Teil der Abbildung aufgetragen.

Somit betrigt der ‘“Reinheitsgrad’’ der beiden durch die Trennlinie aufgeteilten Peak-
teilflichen 7q = ¢;%Y/(1—qi%") = 0.74 % fiir Peakteilfliche a und ny = ¢,%"/(x —g;5+%)
= 18.6 % fiir Peakteilfliche b. Fiir ein Gauss-Peakpaar erhidlt man fiir die gleichen
Bedingungen g = ¢;%/(1 —g¢*) = 0.023 % fiir Peakteilfliche a und ny = ¢:%/(1 —g,%) =
13% fiir Peakteilfliche b. Die Darstellung kann in gleicher Weise zur Ermittlung der
Uberlappungszonen bei Peakpaaren mit beliebigen Intensitidtsverhéltnissen verwen-
det werden. Zwischenwerte fiir die Peaklagenabstinde kénnen ebenfalls leicht inter-
poliert werden. _ ' :

Diese Bestimmung der Uberlappungszonen ist in zweifacher Hinsicht fiir eine
praktische Anwendung von Interesse. So kann bei analytischen Auswertungen der
Fehler ermittelt werden, der bei der Zerlegung von nicht aufgelésten Peaks bei einem
gegebenen Peaklagenabstand auftritt. Bei priparativen Trennungen kann die Rein-
heit der zu trennenden Substanzen a und b fiir nahezu beliebige #%"/¢5,%"-Werte
vorausbestimmt werden, so dass umgekehrt bei einer gegebenen Reinheitsforderung
der Zeitpunkt bestimmt werden kann, zu dem das Sammeln der beiden von der Siule
eluierten Substanzen begonnen bzw. abgebrochen werden muss.

Die Trennwirkung einer chromatographischen S&dule wird fiir ein gegebenes
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Substanzpaar bei. definierten Versuchsbedingungen durch die Anzahl der theore-
tischen Trennbéden N charakterisiert. Sie errechnet sich aus dem korrigierten Re-

tentionsvolumen vy, und der Peakabszisse 7'35.5 beim 1/e-ten Teil des Peakmaxi-

mums Ey(xp) nach Lit. 17:
vCOI‘P. 2
N =8 (_:_‘mnx.) (1)
36.8
- Hieraus erhdlt man mit der S#ulenlinge L; die H6he eines theoretischen Bodens
Ak zu:
Ls
h o= — 2
Ah = N ‘ (2)

Die im folgenden zu beschreibende Methode zur B'estimmung der Intensitét
komplexer Elutionspeaks erfordert im ungiinstigsten Fall einen Peaklagenabstand
von Axp/Tyo == 2. Bei einem Intensitdtsverhdltnis von N,/ Npb = 1 erhilt man fiir
die Uberlappungszonen ¢:%" und g¢;! unter der Bedingung:

¢ = g (3)
aus Fig. 2 durch Interpolation den Wert ¢:4" = ¢;4! = 0.036. Fiir das vorliegende
Isomerenpaar UP-I/UP-III ergibt sich somit nach Lit. 17 mit dem fiir das TBP-HCI-
System erhaltenen Trennfaktor & = 1.19 und einem Intensitdtsverhiltnis N2/ N b
== I die Zahl der erforderlichen Trennbéden mit IV = 4zo0. Ist weiterhin die Hohe
eines theoretischen Bodens 4% bekannt, so kann hieraus die Siulenlinge L, nach
Gl. (2) berechnet werden.

Die Trennung der Uroporphyrinisomere I und III mit der beschriebenen Ver-
suchsanordnung wurde unter Bedingungen vorgenommen, wie sie auch weitgehend
bei der Auftrennung wvon Coproporphyrm—-Uroporphyr]nl8 eingehalten wurden
SEumlpnrentortiont cpup =Ny Mo&*\%\&}lwlﬁ*}get— gear =BTy ..ffi—l‘d‘bltﬂ‘t,ﬂ‘
AAp = 104; Saulentemperatur Ts = 15-30°; Kiivettentemperatur: 7T x = 20°
‘Durchfluss: D = 15-25 ml/h). '

Der Einfluss der Sdulenlidnge L; und damit der Anzahl der theoretischen Trenn-
béden auf die Auftrennung eines aus dem Urin eines porphyrie-erkrankten Patienten
(Patient U.) isolierten Porphyringemisches geht eindrucksvoll zus den in Fig. 3 dar-
gestellten Beispielen hervor. Die zunehmende Auflésung der beiden Isomere UP-I
-und UP-III (F 1 und F1a) sowie der iibrigen Fraktionen mit wachsender Siulenlinge
ist unverkennbar. Die bei dieser Auftrennung erhaltenen charalkteristischen Werte
flir die Elutionszeiten ¢m1. bzw. (g™, Peaklagenabstand Adx,/T,, Trennfaktor «
-und Zahl der theoretischen Béden N, die mit reinen Bezugssubstanzen UP-I und
UP-III bestétigt werden konnten, sind in Tabelle I zusammengestellt. Hieraus kann
fiir das vorliegende Trennsystem die Héhe eines theoretischen Bodens nach Gl. (2)
mit 4% = 3.2 mm berechnet werden. Fiir die geforderte Auflésung von Axp/Ts, = 2
‘kann aus den erhaltenen Werten die Zahl der theoretischen Béden zu N = 425 er-
‘mittelt werden. Dieser Wert stimmt mit dem nach Lit. 17 graphisch erhaltenen gut
iiberein (N = 420).Somit errechnet sich die zu der gewiinschten ‘Auflésung (Axp/ Ty =
2) unter den vorliegenden Bedingungen (cgc1 = I N; T = 30°) erforderliche S#ulen-
linge zu L; == 136 cm. Bei der praktischen Anwendung wird man jedoch, innerhalb
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Fig. 3. Extraktionschromatographische Zerlegung eines aus dem Urin eines porphyrie-erkrankten
Patienten isolierten komplexen Porphyringemisches unter gleichen Mess- und Versuchsbedingun-
gen, jedoch bei unterschiedlicher Sdulenldnge L; (Ly = 40, 80 und 120 cm). Der Einfluss der
Stulenlinge auf die Auflésung ist besonders deutlich bei den Fraktionen F 1/1a (UP-I/UP-IIT)

zu ersehen.

TABELLE I

439

ZUSAMMENSTELLUNG DER BEI DER AUFTRENNUNG VON UP-I/UP-III MIT SAULEN UNTERSCHIED-
LICHER LANGE Ly (Ls; = 40, 80 UND 120 cmn) ERHALTENEN WERTE FUR DEN PEAKLAGENABSTAND
Axp/T 59, TRENNFAKTOR & UND ZAHL DER THEORETISCHEN BODEN N (F1G. 3)

Ls (cm)
40 8o Iz0
IEL. (h) UP-I 2.65 8.60 16.5
UP-I11 2.40 7.30 13.8
0T (h) UP-I 2.35 8.05 15.7
UP-11II 2.10 6.75 13.0
Axp/T5o 1.10 I.45 1.85
o (1.12) I.19 1.21
N 125 250 375
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bestimmter Grenzen, die Anpassung an die optimalen Versuchsbedingungen vorzugs-
weise iiber die leicht variierbaren Versuchsparameter T3 und cmc1 vornehmenis,

Es muss jedoch nochmals nachdriicklich betont werden, dass eine Auflésung
von Axp/Tsy = 2 nur bei extremen Bedingungen erforderlich ist, in den Féllen, in
denen eine der Dbeiden Komponenten stark iiberwiegt (UP-I/UP-III =z 10 bzw.
= 0.1). Bei giinstigeren Konzentrationsverhéltnissen kann eine quantitative Bestim-
mung der beiden Isomere bei wesentlich kleineren Peaklagenabstinden durchgefiihrt
werden, ohne dass dadurch die Genauigkeit merklich eingeschrinkt wiirde. So
kénnen Isomerengemische bei einem Mengenverhéiltnis von UP-I/UP-III ~ 1 noch
bei einem Peaklagenabstand von Ax5/T 5, = 1.5 zerlegt und quantitativ bestimmt
werden. Hierdurch kann der zur Durchfiihrung einer Auftrennung erforderliche Zeit-

aufwand ganz erheblich reduziert werden (IFig. 3).

I dentiﬁ/»atz'on der Uroporphyrinisomere I und 111

Bei einem Vergleich der diinnschichtchromatographischen (vgl. Fig. 2, Lit. 12)
und extraktionschromatographischen (Fig. 3) Auftrennung des aus dem Urin von
Patient U. isolierten Porphyringemisches fillt auf, dass die beiden intensivsten Frak-
tionen auf der DC-Platte (f 1,2: Fig. 4) bei der EC-Trennung deutlich in drei Peaks
unterschiedlicher Intensitidt aufspalten (IF r,1a und 2: Fig. 3). Die Auftrennung der
iibrigen Fraktionen (DC-Technik: f 3-9; EC-Technik: F 3-8), tiber deren Identifi-
zierung an anderer Stelle noch ausfiihrlich berichtet werden soll'4, dagegen stimmt in
beiden Fillen weitgehend iiberein. Es wurde daher zunédchst vermuteti2, dass es sich
bei den diinnschichtchromatographisch mit niedrigen Rgp-Werten erhaltenen Frak-
tionen f 1,2 (Rp = 0.02-0.04) um Uroporphyrinisomere handelt, die extraktions-
chromatographisch weiter zerlegt werden kénnen. Zur Identifizierung von f 1,2 bzw.
F 1,1a und 2 wurden die folgenden Untersuchungen durchgefiihrt:

Bestimmung der Peaklage Ap der Soretbande. Die Peaklage der Soretbande )hp
ist neben Schmelzpunkt, RF-Wert Salzsiurezahl, Verteilungskoeffizient u.a. ein
absolut zuverlissiges Kriterium fiir die Identitit eines Himprikursors. Da Isomere
gleiche Ap-Werte aufweisen und zwischen der Anzahl von Carboxylgruppen pro
Molekiil # und A, eine direkte Abhingigkeit besteht!4, kann somit iiber eine Bestim-
mung dieser Grosse eine weitgehend eindeutige Einordnung des Hamprikursors er-
folgen. Es ist {iberraschend festzustellen, dass iiber diese Moglichkeit der Identifi-
zierung von Porphyrinen bisher in der Literatur kaum berichtet wurde, obwohl die
Methode durch ihre hohe Empfindlichkeit und Eindeutigkeit anderen gebl duchlichen
Nachweisreaktionen zumindest ebenbiirtig ist.

Zu dieser Bestimmung wird der Absorptionsverlauf der Porphyrinlésung bei
definierter HCl-Konzentration im Bereich von 380—450 nm spektralphotometrisch
bei kleiner Spalt- bzw.. Bandbreite gemessen. Durch graphische Differentiation der
Soretbande zwischen 390—-410 nm erhélt man mit hoher Genauigkeit die gesuchte
Peaklage Ap8%:15:16, Die Bestimmung kann noch selbst mit Mengen von 0.2 ug des
Himprikursors durchgefiihrt werden. Auf den Einfluss der Salzsiiurekonzentration
cuci auf Peaklage und spezifische Extinlktion ist streng zu achten!s. :

Im vorliegenden Fall wurden fiir die einzelnen Fraktionen bei cgc1 = 1. N die
folgenden Werte fiir die Peaklage der Soretbande A, erhalten: f 1 sowie F 1, 1a:
Ap = 405.8 4+ 0.1 nm; f 2 sowie F 2: Ap = 404.7 4+ o.x nm. Hieraus folgt, dass { x
bei der extraktionschromatographischen Trennung in zwei Uroporphyrinisomere auf-
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Fig. 4. Dtinnschichtchromatographische Auftrennung der extraktionschromatographisch isolierten
Fraktionen F 1, 1a und 2, vor und nach der Decarboxylierung. Identifikation durch Vergleich der
Rp-Werte mit den reiner Bezugssubstanzen. Die Punktdichte der DC-Flecken widerspiegelt
niherungsweise die relative Porphyrinkonzentration. R ist das aus dem Urin von Patient U.

isolierte Porphyringemisch (Fig. 2, Lit. 12).
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Fig. 5. Zerlegung eines bei der Registrierung erhaltenen typischen Transmissionspeaks von Uro-
porphyrin-I und Ermittlung der den jeweiligen Pealkabszissen » entsprechenden Ordinatenwerte 7%

(‘‘graphische Digitalisierung”’).

spaltet (identische Ap-Werte), die diinnschichtchromatographisch nicht weiter auf-
getrennt werden kénnen (Fig. 4). Aus dem fiir f2 sowie F 2 erhaltenen Ap-Wert
kann in Verbindung mit anderen Kriterien bzw. weiteren Umsetzungenl4 geschlossen
werden, dass es sich um ein Heptacarboxylporphyrin der Isomerenreihe 111 handelt

(7-I11).
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Bestimmung der Lage xp der Elutionspeaks. Anstelle der in der Literatur bisher
gebriuchlichen Salzsdurezahl zur Charakterisierung der abgestuften Affinitdt der
einzelnen Porphyrine gegentiber dem verwendeten Extraktionsmittel wird in der vor-
liegenden Arbeit der Verteilungskoeffizient Kpp verwendet, der bei der extraktions-
chromatographlschen Sdulentrennung die Lage der Elutionsmaxima x, bestimmt.
Aus den im Batch-Versuch an Kieselgelfilterbéden erhaltenen K pg-Werten fiir UP-1
und UP-II1 (Kpp(UP-I) = 58; Kpg(UP-III) = 50, jeweils fiir cgc1 = 1 INV) folgt,
dass UP-1 die grossere Elutionszeit {11, aufweisen, somit F 1 mit UP-I und F 1a mit
UP-III identisch sein sollten. Die Annahme wurde wie folgt bestédtigt: Fiigt man zu
dem aufzutrennenden Porphyringemisch (Patient U.) vorher dosierte Mengen der
reinen Bezugssubstanzen von UP-I und UP-III hinzu, so kann eine adidquate Zunahme
der Peakfliche N, der jeweiligen Fraktion beobachtet werden. Eine Anderung der
Peakstruktur bei dieser Aufstockung, kontrolliert iiber die Peakhalbwertsbreite 75,
war weder bei UP-I noch UP-III festzustellen, wodulch die Identitdt der beiden
Fralktionen als nachgewiesen angesehen wurde.

Diinnschichichromatographische Auftrennung vor und nach der Decarboxylierung.
Die derzeit wohl zuver1a551gste Methode zur Identifikation der Uroporphyrinisomere
UP-I und UP-I1I besteht in der Uberfiihrung in die entsprechenden Coproporphyrin-
isomere CP-I und CP-III durch Decarboxylierung, die nun ihrerseits diinnschicht-
chromatographisch aufgetrennt und als solche identifiziert werden kénnen.
’ ‘Hierzu werden die Fraktionen Fr, ra und 2 nach der von EDMONDSON UND
ScHWARTZ beschriebenen Methodel® umgesetzt, und die Reaktionsprodukte mit den
reinen Bezugssubstanzen CP-I und CP-III diinnschichtchromatographisch auf der
gleichen Platte entwickelt. Das Ergebnis einer solchen Auftrennung ist aus Fig. 4
zu ersehen. :

Ein Vergleich der Rp-Werte beweist, dass bei der Decarboxylierung aus F 1
CP-I und aus F 1a und F 2 CP-III entsteht. Hierdurch ist die Zugehdrigkeit von F 1
bzw. F 1a und F 2 zur Isomerenreihe I bzw. III eindeutig sichergestellt, da fiir CP-I1
und CP-IV andere Rp-Werte erwartet werdend. Eine Bestimmung der Peaklage der
Soretbande A, der decarboxylierten Hidmpréikursoren ergab ebenfalls den fiir Copro-
porphyrin in ¢cgc1 = 1 N zu erwartenden Wert (A, = 401.3 nm). Weiterhin war auf-
fallend, dass nach der Decarboxylierung von F 1, 1a und 2 eine Substanz in der
CP-II-Position auftrat (f ro, Fig. 4), die in dem urspriinglichen Porphyringemisch
nicht oder nur in sehr geringer Konzentration vorlag. Da jedoch der ermittelte 4,-
Wert deutlich von dem bei CP-Isomeren zu erwartenden abweicht (lp 402.2 und
403.0 nm), muss bezweifelt werden, ob es sich imn Falle von f 10 um ein Coproporphy-

rinisomer handelt4,

Quantitative Bestimmung der Uroporphyrinisomere I und 111

Mit der beschriebenen Versuchsanordnung koénnen Uroporphyrinisomere in
freier Form nicht nur aufgetrennt sondern dartiber hinaus in einem Arbeitsgang auch
quantitativ bestimmt werden. Hierzu wird der mit einem Potentiometerschreiber
kontinuierlich aufgezeichnete Verlauf der Transmission T; zunichst graphisch digi-
talisiert (Fig. 5), und die erhaltenen Transmissionsordinaten in die entsprechenden
Extinktionswerte E; transformiert (Fig. 6). Aus der.iiber die gesamte Peakfliche
integrierten Extinktion £; erhédlt man die der vorgegebenen bzw. vorliegenden Por-
phyrinmenge #2vorg, korrespondierende Messgrosse N p:
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Np= [®E,dt o (4)
t1 :

Eine Ermittlung der den einzelnen Fraktionen entsprechenden Peakflichen IV,
wird hidufig dadurch beeintrichtigt, dass die Auflésung der Elutionspeaks unzu-
reichend ist bzw. dass zur vollstindigen Auflésung sehr lange Sdulen und damit
grosse Elutionszeiten ¢gi. erforderlich sind (Fig. 3). Zur Redu21erung des Zeitaufwan-
des bei der Analyse von lxornplexen Porphyringemischen wird im folgenden ein Ver-
fahren beschrieben, das eine Zerlegung der Elutionspeaks selbst bei missiger Peak-
tiberlagerung (4xy4/Tse = 1.5-2.0, je nach Mengenverhiltnis V% Npb) noch durch-
zufihren gestattet. Diese Methode, zur Zerlegung komplexer y-Spektren ent-
wickelt?? 10, berticksichtigt exakt dem empirisch erhaltenen Transmissions- bzw.
Extinktionsverlauf der Elutionspeaks, der von dem reiner Gauss-Peaks oft merklich
abweicht. Hiermit kénnen allgemein komplexe Gauss- bzw. Pseudo-Gauss-Peaks unter
der Voraussetzung zerlegt werden, dass:

(1) die Peakstruktur der beiden Einzelpeaks genau bekannt ist,

(2) eine der beiden Peaklagen x,2 bzw. x,? genau bestimmt werden kann,

(3) das Intensitédtsverhiltnis IV %/ p? innerhalb der Grenzen 16 = N p“/N 0 =

0.006 liegt. ‘

Zur Durchftihrung der quantitativen Bestimmung ist stets eine Kahbrlerung
der Anordnung unter den jeweiligen Versuchs- bzw. Messbedingungen m1t remen
Bezugssubstanzen erforderlich. :
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Fig. 6. Auftragung der nach Digitalisierung und Umrechnung -erhaltenen Extmktlonswerte By
(Fig. 5) im bilinearen Masstab (obere Darstellung) bzw. 'im Hiufigkeitsnetz (untere Darstéllung).
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I und III sowie fiir reine Gauss-Peaks.

1!1

.05

0.95
. ~ i
=
-
0.
0.85 / :
A=A Uroporphyrin-1
Q.
_ O=—0 Uroporphyrin-ILC
075 20 a0 60 H1 o

Rel. Peakordinate Ey/Eq (Xp) [o/]

Fig. 8. Verlauf der Quotienten der Peakabszissen #/4" in Abhangxgkext von der relativen Peak-
ordinate 14 fur die beiden. Uroporphynmsomere I und III. o , .
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Bei der Ermittlung der Peakfléichen IVp% bzw. N 5% von zwei sich iiberlagernden
Elutionspeaks wird ein bestimmter Peakabschnitt, der von Anteilen des Nachbar-
peaks frei sein muss, ausgewertet. Die zwischen den diesen Abschnitt begrenzenden
Peakabszissen #:! bzw. Ty (Fig. 6) und den Peakteilflichen Ny-g; bzw. Np*p¢ vor-
liegende Beziehung (‘‘Peakteilflichenfunktion’’) kann fiir reine Gauss’sche Peaks be-
rechnet (Gl. 12, 13) bzw. fiir Pseudo-Gauss-Peaks empirisch ermittelt werden. Sie
gestatten die Umrechnung der Peakteilflichen auf die gesamte Peakfliche V.

Fir reine, durch die Normalverteilungsfunktion beschreibbare Gauss-Peaks:

E; = __E_f_:__ exp (_ (f______’f}ﬂf) (5a)

N
E, = —2 _exp (——- ——;—) (50)

ldsst sich zeigen, dass zwischen der relativen, auf das Peakmaximum E4(x5) bezdgerien
Peakordinate Ei/Ei(xp) (= u¢) und der auf die Peakbreite bei 14Ei(xp) bezogenen
relativen Peakabszissen 7/71 5, der folgende Zusammenhang besteht15, 16;

T N A/ —1n vz (6)
Tso o In 2

Eine an unter Versuchsbedingungen erhaltenen Elutionspeaks durchgefiihrte
Analyse der Peakstruktur ergab, dass auch empirische Peaks, unabhingig von der
vorliegenden Intensitit N, und Peaklage x5, durch eine einzige ‘‘Peakstruktur-
funktion” beschrieben werden kénnen, die alle individuellen Abweichungen von der
rein Gauss’schen Peakform erfasst (Fig. 7, Tabelle II). Hierbei wird fiir UP-1 und
UP-III, wie nach Fig. 1 zu erwarten, ein unterschiedlicher Verlauf beobachtet. Die
zwischen rechter und linker Peakflanke bestehenden Unterschiede bzw. die hierdurch
bedingte Peakasymmetrie macht eine Unterscheidung zwischen rechter und linker
Peakabszisse, 4! und ¢, erforderlich. Der Verlauf des Quotlenten der Peakabszissen
£/t ist in Abhidngigkeit von der relativen Peakhéhe E/E¢(xp) in Fig. 8 aufgetragen.

Mit den derart empirisch ermittelten l“unlxtlonen

T .

T;;; £(ee4) (7)

1
2=t | @
t;

kann somit der normierte Verlauf der Elutionspeaks, unabhanglg von Intens1tat und
Peaklage, exakt beschrieben werden.

In Analogie zur Normierung der Peakstruktur lasst sich zeigen, dass auch bei
der schrittweisen Integration der Elutionspeaks mit den durch die relative Peakhohe
u¢ iiber die entsprechenden Peakabszissen #»! bestimmten Integrationsgrenzen die
erhaltenen Peakteilflichen N p* ¢; bzw. Ny p¢ (Fig. 6) jeweils bestimmten Anteilen der
gesamten Peakfliche IV, entsprechen, die erhaltenen - bzw. g:;-Werte som1t eben-
falls von Ny, x%p und 7 5o unabhéngig sind. :
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Der Berechnung der Peakflichenabschnitte ¢; fiir reine Gauss-Peaks liegt der
folgende Ansatz zugrunde: '

(9)

I
o= e (o
- Durch Einsetzen der Varlablen.v.
z

aV'z
und entsprechende Umiformung erhélt man bei der von den Flanken zur Peakmitte
~ hin bis zu den ]ewe1hgen relativen Peakordinaten #; durchgefiihrten Integration d1e‘

Peakanteile ¢; in der Form:
g = 2 (1 — -\—jf_—;_ f:: exp (— v?) dv) (‘10_)

Zur numerischen Auswertung wird das Fehlermtegfal in eine Potenzreihe ent-
wickelt, woraus die gesuchten qi-Werte durch gliedweise Integration der Relhe er-

" halten werden:

T AN T P

LU =

_ Unter Berucksmhhgung der Integratlonsgrenzen m erhdlt man somit:

o I
. = - — —— 3 —_— pum— .
qt‘ "2 {I‘ v [v-‘—]n Ty (»\/_']Tl'?«T) + (\/ m m) ] } (12)

-Bei der schrittweisen Integratxon von der Peakmitte xp zum Flankenauslauf
hm erhilt man fiir die komplementéiren p¢-Werte den Ausdruck:

m_v-hPTﬂﬂ—qw_ﬁ%W+—hf_ﬁm5 1
JT

N Eine .an 23 Elutionspeaks durchgefuhrte Auswertung ergab dass auch bei -
‘empmschen Peaks die erhaltenen ¢~ bzw. p-Werte von T, ¢ und Ny unabhang1g
- sind. Die innerhalb enger Grenzen fiir UP-I und UP-III erhaltenen Funktionen
(“Peaktel_lﬂach_enfunktmnen *), die wegen der vorliegenden Peakasymmetrie fiir die
‘rechte und linke Peakflanke jeweils getrennt ermittelt werden miissen: :

Cph=f(w) Pl =f(w) | | | (142)

qif-f(zzt) : q5=f(u¢) . . ‘ o , (z4b)

smd numensch ausgewertet nochmals mit den zugehorlgen doppelten, m1tt1eren Ab- -
‘ we1chungen der. Mlttelwerte (95 %-Fehler) in Tabelle. II zusammengestellt. ;
D ‘Zum Vergleich sind in Fig. g die fiir UP-I in der linken Peakflanke erhaltenen
A.fPeakﬂachenabschmtte ¢! bzw. g gegen die relativen: Peakordmaten Ug aufgetragen_.
und den fiir eine reine Gauss Flanke gultlgen Werten gegenubergestellt ' '
,  Eine Auftragung der Quotienten .p¢/p¢" in Abhingigkeit ‘von' der relat:ven :
Peakhohe w; (Fig. 10) bringt die bei beiden Elutlonspeaks (UP-I und. UP-III) vor-. .
hegende Asymmetme einerseits, sowie die zwischen UP-I und UP-III bestehenden, R
; jstrukturellen Verschledenhelten andererse1ts besonders deuthch zum Ausdruck S
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Fig. 9. Abhingigkeit der Peakflichenanteile p¢ bzw. g¢¢ von der relativen Peakbreite #;/i55! fuir
die linke Flanke von Uroporphyrin-I sowie fiir einen reinen Gauss-Peak.

Fig. 10. Verlauf des Quotienten der Peakteilflichenanteile p;!/p4" in Abhingigkeit von der rela-
tiven Peakordinate u; fir die beiden Uroporphyrinisomere I und III. )

TABELLE II - . ;

ZUSAMMENSTELLUNG DER FUR EINEN REINEN GAUSS-PEAK BZW. EMPIRISCHE ELUTIONSPEAKS VON
UROPORPHYRIN-I (OBERE ZEILE) UND UROPORPHYRIN-III (UNTERE ZEILE) FUR RECHTE (#) UND
LINKE (/) PEAKFLANKE ERHALTENEN RELATIVEN PEAKBREITEN (T'¢/T5q)g B2W. Tt/T 59, QUOTIENTEN
DER PEAKABSZISSEN #!/{" SOWIE DER PEAKFLACHENABSCHNITTE p¢¢ BZW. p;" UND p¢ IN ABHANGIG-

KEIT YON DER RELATIVEN PEAKORDINATE %4

7] T Tso (T4/T50)g Lt Pt Ty ¢
(%) (%) (%)

0.10 1.924 1.823 0.951, 474 = 0.72 47.59 4= 1.15 ' 48.40
1.90, 0.7949 45.13 4= 1.03 50.9I = I1.04

0,20 1.55¢, 1.523 0.963,4 45.03 o= 0.83 45.34 4= 1.02 46.36
1.550 0.868, 43.55 4= 0.88 46.79 == 1.24

0.30 1.32, 1.318 0.984g 42.76 = 0.93 42.57 = 0.98 43.96
1.324 0.9I1I, 41.58 4= 0.96 43.63 4+ 1.37

0.40 1.154 I.I50 0.999; 40.20 = I.00 39.67<_-_1; I.02 41.21
1.144 0.949¢ 39.10 4 1.06 40.05 = 1.32

0.50 1.000 1.000 1.0'1a 37.33 & 1.29 36.39 = 1.05 38.05
1.000 0.981, 36.65 4 0.92 36.99 - 1.36

o.60 0.864, . 0.8582 1.034 33.96 == I.64 32.54 == 0.82 34.39
0.856¢ 1.00, "33.38 4= 0.96 33.11 4= 1.29

0.70 0.731y o 7170 1.055 30.39 = 1.36 29,11 :i: 1.25" ' 30.08
0.7164 1.024 29.5I == 1.04 28.50 4= 1.18

o0.80 0.594a 0.5675 1.06, 25.71 4= 1.340" 24.13 & 1.28 . 24.80

‘ 0.5713 1.02, 24.45 1= 1.03 23.81 L 0.76

0.90 0.417¢ 0.3900 - - 1.084 18.94 = 1.28 | 17.77 2 0.75 = 17.69 .

0.3865 : . 1.03g 17.34 &= 0.96 16.68 - 1.07 o
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Bei der Zerlegung von sich iiberlagernden Elutionspeaks ist Voraussetzung,
dass die Peaklage v, zumindest eines der beiden Peaks ermittelt werden kann. Eine
solche Bestimmung kann mit den an anderer Stelle beschriebenen Methoden, der sog.
Differenzen- bzw. Quotientenmethode (Differentiation des normalen bzw. logarith-
mierten Peakverlaufes), mit der erforderlichen Genauigkeit vorgenommen wer-
denl5. 16, Die Wahl der Methode hingt u.a. davon ab, welcher Peaklagenabstand
Axp/Tso und welches Intensitidtsverhiltnis INV,2/N,b im jeweiligen Falle vorliegt.

Zur Verdeutlichung des Einflusses dieser Parameter sind in Fig. 11 sechs Bei-
spiele von unter Versuchsbedingungen erhaltenen komplexen Elutionspeaks zu-
sammengestellt, die, im Héufigkeitsnetz aufgetragen!®, das Ausmass der Peakiiber-
lappung bei den verschiedenen Axp/T;o- bzw. INp%/N 2-Werten emdruclxsvoll zum
Ausdruck brmgen

Wihrend eine Bestimmung der Pealklage x, mit der Differenzenmethode nur
in solchen Fillen durchgefiihrt werden kann, bei denen das auszuwertende Peak-
maximum weitgehend frei von Anteilen des Nachbarpeaks ist (Fig. 11: Np%/Npb =
1:4%p/ Ty = 1.5-2.0; Ng#/Npb = 10:4%5/ Ty, = 2.0), kann die Quotientenmethode
auch bei komplexen Peakpaaren mit wesentlich kleineren Peaklagenabstidnden
(Ax5/Tse =~ 1) und ungiinstigeren Intensititsverhiltnissen (Np%/Npl ~.10) mit Er-
folg eingesetzt werdenld.16, Die letztere Methode setzt jedoch, im Gegensatz zur
Differenzenmethode, voraus, dass der zur Auswertung gelangende Flankenauslauf
exakt durch die Normalverteilungsfunktion beschrieben bzw. im Hiufigkeitsnetz
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Fig. 11. Zusammenstellung von einigen typxschen komplexen Peakpaaren von UP-IJUP-III far
verschiedene Peaklagenabstinde Axp/T5q (A4p/2'59 = 1.0, 1.5 und 2.0) und Mengenverhéltnisse
UP-III/UP-I (UP-III/UP-I = 1 und 10).
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entsprechend korrigiert werden kann. Diese Bedingung ist jedoch im Falle der Elu-
tionspeaks von UP-I und UP-III nicht oder nur in unzureichendem Umfange erfiillt
(vgl. Fig. 1, 6, 8, 10), so dass in der vorliegenden Untersuchung lediglich die Differen-
zenmethode zur Bestimmung der Peaklage x, zur Anwendung gelangt.

Bei der Ermittlung der Peaklagen mit verschiedenen Methoden ist zu beachten,
dass, bedingt durch die den empirischen Peaks meist zugrundeliegende asymmetrische
Struktur, zwischen mittlerer (xp™) und wahrscheinlicher (x,) Peaklage unterschieden
werden muss. Wahrend bei einer Auswertung im Wahrscheinlichkeitsnetz x5"-Werte
erhalten werden (Fig. 1), erhélt man mit der Quotienten- und leferenzenmethode
stets die auf das Peakmaximum bezogenen Werte xp-Werte.

Bei der quantitatieven Bestimmung der beiden Uroporphyrinisomere T und 111
wurde wie folgt vorgegangen: Der analog aufgezeichnete Transmissionsverlauf -wurde
zunichst digitalisiert (Fig. 5) und in die entsprechenden Extinktionswerte E; um-
gerechnet. Durch graphische Differentiation des um das Peakmaximum liegenden
Extinktionsverlaufes erhilt man fiir dE;/dx = o die gesuchte Peaklage x, mit hoher
Genauigkeit?, 15,16, Da bei konstanten Versuchsbedingungen die Halbwertsbreite 75
mit Bezugssubstanzen leicht ermittelt, bzw. bei variablen Versuchsbedingungen die
zwischen %, und T'5, bestehende Abhidngigkeit ebenfalls mit reinem UP-I und UP-I1I
auf einfache Weise erhalten werden kann, lisst sich somit aus der Peaklage x,, der
Halbwertsbreite 75, und den empirisch ermittelten Peakstrukturfunktionen (Gl.7, 8)
der Peakverlauf bei Proben unbekannter Zusammensetzung exakt darstellen.

Die erhaltenen E;-Werte werden nun im Hiufigkeitsnetz aufgetragen und {iber
das Peakmaximum hinausgehend fortlaufend summiert (Fig. 12). Hierbei ist zu be-
achten, dass die einzelnen Werte die Mitte der bei der Digitalisierung erhaltenen je-
weiligen Kandéle bzw. Klassen darstellen, deren Bereich durch die folgenden Grenzen
tE+ 1 bzw. x + Y festgelegt ist. : 0

Aus den empirisch ermittelten Beziehungen (Gl. 7, 8) erhalt man d1e Peak-
abszissen #, die den jeweiligen relativen Peakordinaten 2 in der rechten Peakflanke
von UP-I entsprechen. Diese (£7) stellen nun wiederum auf der in der gleichen Dar-
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Fig. £3. Ermittlung der Peakfliche Np? durch Extrapolation der bei verschiedenen Peakordinaten
%#; erhaltenen Werte (Fig. 12) auf #; = o.

stellung eingezeichneten Summenkurve 2'E; die Integrationsgrenzen dar, die Peak-
teilflichen IVp?-p¢", die ihrerseits iiber die Peakstrukturfunktion (Gl. 14a) mit der
gesamten Peakfliche IVp? in einem bekannten Verhéltnis 4" stehen, einschliessen.
Aus den bei beliebigen u4- bzw. {7-Werten erhaltenen Peakteilflichen XE: ¢ kann
somit mit den zugehérigen p;"-Werten die Peakfliche N,? iiber die Definitions-
gleichung: :
ZEs (16)
. 23
berechnet werden. Diese Form der Bestimmung von INp? schliesst Auswertefehler
weitgehend aus.und gestattet, die Peakfliche innerhalb einer relativ kleinen Fehler-
spanne festzulegen. Eine Auftragung der bei verschiedenen relativen Peakordinaten
#g erhaltenen Np®-Werte (Fig. 13), die bei der Auswertung einer reinen Peakflanke
eine der Abszisse parallel laufende Gerade ergibt, erlaubt Riickschliisse auf ev. vor-
handene bzw. nicht korrigierte Anteile der Nachbarpeaks!?. 16, .

In analoger Weise kann grundsitzlich die Bestimmung der Peakfliche von
Peak a, N,%, vorgenommen werden. Diese kann jedoch in einfacherer Weise aus der
Peakfliche des komplexen Peakpaares INp¢ und dem ermittelten Np%-Wert nach:

/]
Np=

Nj = Nj + Np | (17)
erhalten werden. ‘ :

Die quantitative Bestimmung der Porphyrine iiber eine Auswertung der Fliche
der Elutionspeaks ist in der beschriebenen Weise noch recht aufwendig. Bei Ver-
wendung eines Transmissions—Extinktionswandlers, der bei der Durchfiihrung dieser
Untersuchungen nicht zur Verfiigung stand, kann der zur Auswertung erforderliche
Zeitaufwand jedoch ganz wesentlich reduziert werden, besonders dann, wenn die
Ermittlung der Peakteilflichen mit einem Disc-Integrator vorgenommen wird. Uber
diese Form der Auswertung von in Transmissionseinheiten aufgezeichneten Elutions-
peaks wurde bereits ausfiihrlich an anderer Stelle berichtet!3. Die geplante Erweiter-
ung der beschriebenen Versuchsanordnungl gestattet auch--die Auswertung von
Elutionschromatogrammen im Routinebetrieb. -

Zur Priifung der unter Versuchsbedingungen erreichbaren Empfindlichkeit und
'G_e;jauigk’eit-wurden"MiSEﬂUngen der beiden Uroporphyrinisomere in bekannter Zu-
sammensetzung unter geeigneten Versuchsbedingungen aufgetrennt und hierbei
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jeweils UP-I in der beschriebenen Weise quantitativ bestimmt. Wahiend der UP-I11-
Anteil jeweils konstant (#vorg. = 28.7 ug) blieb, variierte die UP-I-Menge im Bereich
von 1.73~27.6 ug. Die zwischen der vorgegebenen UP-I-Menge #vorg. und der Flidche
der Elutionspeaks NV, erhaltene Abhﬁngigkeit ist in Fig. 14 dargestellt. Aus dieser
Auftragung geht hervor, dass bei einem Peaklagenabstand von Axp/Ts, == 2 eine
Bestimmung der beiden Isomere noch durchgefithrt werden kann, selbst wenn das
Isomerenverhéltnis UP-III/UP-1I = 16 betrigt. Die untere Grenze, bei der unter den
vorliegenden Versuchsbedingungen eine Bestimmung noch mdéglich ist, wird bei ca.
T ug angenommen. Die in Fig. 14 ebenfalls eingezeichneten spezifischen Extinktions-,
flichen INp/#tvorg., die mit den der reinen Substanz innerhalb der Fehlerspanne
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Fig. 14.. Quantitative Bestimmung von Uroporphyrin-I im Bereich von 1.73-27.6 ug neben einer
konstanten Menge Uroporphyrm -III (yorg. = 28.7 ug) bei einem Peaklagenabstand wvon
Axp/T5o 2 2.

tibereinstimmen, zeigen, dass bei dieser Bestimmung in dem untersuchten Bereich
(mvorg, = 1.73—27.6 ug) mit einer Fehlerschwankung von ca. 4= 10% (95 %-Fehler)
gerechnet werden muss. Dies ist eine zur Sicherung klinischer Befunde volhg aus-
reichende Genauigkeit.

Bei der Auftrennung und Bestimmung der Porphyrine in der beschriebenen
Weise sind Verluste in merklichem Umfange nicht zu befiirchten. So lag der unter
extremen Versuchsbedingungen erhaltene Riickgewinn R (R = mvors. [Mgew.) flr
Coproporphyrin und Uroporphyrin bei R = (99 - 5) %

J. Chromatog., 37 (1968) 431452
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ZUSAMMENFASSUNG = '/

Zur Analyse komplexer Pbrphyringemische insbesondere zur Bestimmung der
Uroporphyrmlsomere I und III, wird ein extraktlonschromatograplnsches Verfahren
beschrieben, das Trennung und quantitative Bestimmung der in freier Form vor-
liegenden Hidmprikursoren in einem Arbeitsgang durchzufiihren gestattet. Die Auf-
trennung wird im Verteilungssystem Tri-z-butylphosphat/r N Salzsiure auf Séulen
hoher Bodenzahl (IV = 300-450) vorgenommen. Unter den angegebenen Versuchs-
bedingungen (Sdulentemperatur: 7'y = 15-30°: Sdulenlinge: Ls = 120 cm; Sidure-
konzentration: cgc1 = 1 V) kénnen die beiden Isomere in einem Zeitraum von 20-30
h nahezu véllig aufgetrennt werden.

Zur quantitativen Bestimmung von Uroporphyrin-I, III wird der Verlauf der
simultan registrierten Transmission der eine Durchflusskiivette passierenden Elutions-
lésung ausgewertet. Nach Digitalisierung der aufgezeichneten Elutionspeaks und
Umrechnung in die entsprechenden Extinktionswerte wird aus der Flidche der ein-
zelnen Peaks, nach vorangegangener Eichung der Versuchsanordnung mit remen
Bezugssubstanzen, die in der Probe vorliegende Porphyrinmenge erhalten.

Die zur vollstidndigen Auftrennung erforderlichen, betrdchtlichen Elutions-
zeiten kénnen, durch Variation der Versuchsbedingungen, erheblich reduziert werden,
falls die Zerlegung der unter diesen Bedingungen komplexen Elutionspeaks mit dem
beschriebenen Auswerteverfahren vorgenommen wird. Hierbei kénnen Peaks bei
einem Peaklagenabstand von Ax,/T;, = 1.5—2.0 (je nach Mengenverhiltnis) noch
mit ausreichender Genauigkeit ausgewertet werden. Eine Bestimmung der Uro-
porphyrinisomere I und IIIist bei einem Mengenverhiltnis von 0.06 s UP-I/UP-III
= 16 bis ca. 1 ug mit einer Genauigkeit von ca. 10 % (95 %-Fehler) méglich. Verluste
an Porphyrinen sind bei Auftrennung und Bestimmung selbst unter extremen Ver-
suchsbedingungen in merklichem Umfange nicht zu befiirchten.
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