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EXTRAI~TIONSCHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNG DER FREIEN 
UROPORPHYRINISOMERE I UND III UND DEREN SIMULTANE 
QUANTITATIVE BESTIMMUNG 
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1. Meddziniscire Klinik und Poliklinik der Joltannes G~rtertber~-UniversitZlt, n/lain2 (Deutschdascl) 

(Eingegangenam rg. Juni 1968) 

SUMMARY 

Se;baration and simacltnneous quantitative determinatioti of the free uro~or~hyri~ 
isomers I and III by means of extraction chromatografihy 

Separation and quantitative determination of the uroporphyrin isomers I and 
III in the acid form can be performed simultaneously in the partition system tri- 
tin-butylphosphate/I N hydrochloric acid using columns with a large number of 
theoretical plates (N = 300-450). The eluent is passed through a flow cuvette and the 
transmission is recorded continuously. The transmission peaks of the isomers are 
digitized ai?d transformed into extinction values; By integrating the extinction 
peaks, the amount of the uroporphyrins ‘can be evaluated ‘from the corresponding 
peak areas. 

Using the rriathematical procedure. described the time necessary for separation 
(&I.) can be shortened appreciably. This method allows the decomposition of complex 
elution peaks even at low. distances of the peak centres (dxzo/TsO = 1.5-2.0, depending 
on the mass ratio) and,unfavourable mass ratio (0.06 s UP-I/UP-III d* 16): 

Under suitable conditions (length of the column: L6 = 120 cm; temperature 
of the column : T, = is-30 O; concentration of the eluent: c~cl =’ 1 N) complete 
analysis of both isomers can be achieved in about 20-30 hi. The quantitative de- 
termination can be performed up to approx. I pg with an accuracy of IO y. (95 y. 

deviation).’ No appreciable losses of ‘the uroporphyrins occur (R = 99 & 5 %) even 
under extreme conditions (Ts = 60”; c~cl = 3 N) . 

ElNLEITUNG 

Zur Diagnostizierung von Hamsynthesestdrungen hat die .Isomerenanalyse der 
Porphyrine eine besondere Bedeutung erlangt. Sie vermag dariiber Aufschluss zu 
geben, in welchem Umfange die Bildung von H&mprakursoren des Isomerentyps I, 
der:zur H?imbildung nicht befghigt ist, erfolgt, und gestattet somit, die vorwiegend 
auf enzyrnatische Defekte zurtickgehende Stiirung innerhalb dieser Reaktionkkette 
festzulegen. .' 
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432 H. MUNDSCHENK 

Wahrend die Auftrennung der Coproporphyrinisomere I und III in freierl-3 
oder veresterter4 Form keine methodischen Schwieriglceiten bereitet, erscheint die 
Trennung der Isomere I und III von Uroporphyrin, aufgrund deren ausgepragten 
Neigung zur AggregatbildungS-7, nicht unproblematisch. Bci den in der Literatur 
bisher beschriebenen papierchromatographischen6~8, saulenchromatographischena und 
di.innschichtchromatographischen e 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 vollst&ndige 
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 such von dem jeweiligen IsomerenverhZltnis 
abhangt, wurde in einer sehr eingehenden Untersuchung bei der Dioxanmethode 
empirisch erfassts. Die hierbei ermittelte mathematische Korrekturfunktion gestattet, 
diese Verluste innerhalb bestimmter Grenzen zu korrigieren, Die Methode unterliegt 
jedoch der Einschrankung, dass lediglich Uroporphyrinmengen um I ,ug bei einem 
Isomerenverhaltnis von UP-I/UP-III 5 5 bei einer vertretbaren Fehlerspanne 
analysiert werden kijnnen. 

Diese methodisch bedingten Schwierigkeiten lassen sic11 umgehen, wenn beide 
Uroporphyrinisomere in die entsprechenden Coproporphyrinisomere iiberftihrt wer- 
denlo, die als freie Saurenl-3 oder such als Ester”f aufgetrennt und anschliessend 
quantitativ bestimmt werden kijnnen. Zur Bestimmung des Isomerenverhaltnisses 
bei Uroporphyrin kann ebenfalls der Schmelzpunkt der Ester herangezogen werdenll. 
Hierzu werden jedoch vergleichsweise grosse Porphyrinmengen benijtigt, die tiberdies 
sehr sorgfaltig prapariert werden mtissen. 

Uber eine Trennung der freien Uroporphyrinisomere I und III wurde in der 
Literatur bisher nicht berichtet. In der vorliegenden Arbeit wird, ankntipfend an 
vorausgehende, grundlegende Voruntersuchungen12~13, gezeigt, dass unter geeigneten 
Bedingungen die Isomere dieses Hamprakursors in freier Form nicht nur aufgetrennt 
sondern dariiber hinaus in einem Arbeitsgang such gleichzeitig quantitati v bestimmt 
werden kijnnen. %ur Trennung werden mit Hostaflon Cz/Tri-tin-butylphosphat als 
Ftilhnaterial beschickte Saulen mit einer relativ hohen Anzahl theoretischer Trenn- 
btjden (N = 300-450) eingesetzt, die sich bereits zur Uroporphyrin-Coproporphyrin- 
trennung ausgezeichnet bew$hrten13. Die verwendete, weitgehend automatisierte 
Versuchsanordnung bedarf bei Durchftihrung der Auftrennung, die je nach dem vor- 
liegenden Isomerenverh2iltnis 15-30 h in Anspruch nimmt, keinerlei Wartung. 

Die Trennung der freien Sauren hat gegeniiber der Ester den Vorzug, dass die 
iiber eine Filterbodenextraktionl? aus dem Urin isolierten Porphyrine um-nittelbar 
aufgetrennt und Verluste, wie sie in merklichern Umfange bei der Estertrennung auf- 
grund der partiellen Hydrolyse stets zu beobachten sind s*6, hierbei praktisch vernach- 
lassigt werden kijnnen13. 

EXPERJRIENTELLER TEIL 

hfnterial 
Uro$orfi~yri~z-1 (UP-I). Das in Form des Oktamethylesters durch den Handel 

bezogene Uroporphyrin-I (Lief erfirma : Koch-Light Laboratories Ltd., Colnbrook. 
England) wurde zunachst in 5 N I-ICl verseift, dtinnschichtchromatographisch ge- 
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rein@ und nach Elution mit I N HCl mit Tri-tin-butylphosphat (TBP) extrahiert. 
Die Riickextraktion wurde mit 5 N HCl vorgenommen. Geringfiigige TBP-Reste in 
der wasserigen Phase wurden durch mehrfaches Auswaschen rnit 5 x 5 ml Benz01 
entfernt. Verluste an UP-I sind hierbei nicht zu beftirchten. Die salzs~ure Ldsung des 
Hampr%kursors wurde auf eine Konzentration von IOO. ,ug/ml 5 N HCl eingestellt 
und in dieser Form zu den einzelnen Untersuchungen eingesetzt, SZmtliche Pipettie- 
rungen erfolgten mit einer Aglaspritze, so dass die eingesetzten Porphyrinmengen 
exakt dosiert werden konnten. Die bei 4” im I~iihlscl~rank aufbewahrte Stammlasung 
zeigte selbst i.iber einen Zeitraum von einigen Wochen keinerlei Zersetzung. 

Uro$or#yri9z-III (UP-III). Der ebenfalls in Esterform durch die Koch-Light 
Laboratories Ltd., Colnbrook, England bezogene H~mprakursor (“ex turaco feathers”) 
wurde, wie vorangehend fiir UP-I beschrieben, gereinigt und in salzsaurer Liisung 
bei einer Konzentration von IOO pg/rnl 5 N HCl zu den Untersuchungen eingesetzt. 

Co$vo$or;bhyris-I (CP-I) . Coproporphyrin-I wurde aus UP-I durch Decarboxy- 
lierung nach der Methode von EDMONDSON UND SCHWARTZ~O erhalten. Die Auf- 
arbeitung wurde, wie nachstehend unter Methoden beschrieben, vorgenommen. Die 
CP-I-Konzentration der Stammliisungen schwankte, je nach Praparation, zwischen 
20-50 ,ug/ml 5 N HCl. 

Co~ro;bo~~/zyri~t-I1I (CP-111). Zur Darstellung von CP-III durch Decarboxy- 
lierung wurde von UP-III ausgegangen. Bei der Aufbereitung und Herstellung der 
Stammlijsungen ,wurde, wie vorangehend fur Cl?-1 beschrieben, vorgegangen. 

BerznxoZ, $,A, Handelsiibliches Produkt (Hersteller : Pa. E. Merck, Darmstadt ; 

Kat.-Nr. 1783). 

T~i-at-bzcty~phos~h~t (TBP). Als Extraktionsmittel wurde das im Handel er- 
haltliche Produkt (Hersteller : Pa. E. Merck, Darmstadt ; Kat .-Nr. S354) ohne 
weitere Reinigung eingesetzt. 

Po~ytr~~uorclzLoriithyZe~~ (Hostaflon C2). Das als Tragermaterial verwendete 
Hostaflon C2 wurde durch Aufbereitung des durch den Handel bezogenen Produktes 
(Hersteller : Farbwerke Hijchst AG., Frankfurt-Hijchst) mit einer Korngrijsse von 
50-100 ,u erhalten. Die ImprZgnierung mit dem Extraktionsmittel erfolgte durch 
tropfenweise Zugabe von TBP unter intensivem Riihren im Gewichtsverhgltnis Hosta- 
flon C2:TBP = 2:1. 

Snlzsiiz~re. Die zur Elution eingesetzten Sal&iurel&sungen wurden durch Ver- 
dtinnen aus konz. Salzsaure p.A. (Hersteller: Pa. E. Merck, Darmstadt ; Kat.-Nr. 317) 
.erhalten. Das Elutionsmittel war stets mit TBP gesattigt und wurde vor jedem Ver- 
such durch Auskochen (30 min) nochmals weitgehend entgast. 

.Methoden 
DecnrboxyZierwag van UP-1 bzw. UP-III. Zur Darstellung der Coproporphyrin- 

isomere I und III wurden UP-I und UP-III nach der Methode von EDMONDSON UND 
SCHWARTZ~~ decarboxyliert: 3 ml der salzsauren UP-I- bzw. UP-III-Ltisung (c~cl = 
0.3 N) wurden in Duranglasrijhrchen (innerer Durchmesser: IO mm; Wandstirke: 
I mm; Lange: ISO mm) auf 4 O abgekiihlt und mithilfe einer Gasballastpumpe auf 
einen Druck von p $ I Torr evakuiert. Nach dem Abschmelzen in der Sauerstoff- 
flamme wurden die einzelnen Proben fur 4 h bei 200~ im Trockenschrank, in Sand 
,eingebettet, decarboxyliert. Anschliessend wurde das entstandene CP-I bzw. (X-111 
aus der Reaktionslijsung nach Zugabe von 0.6 ml I N NaOH mit I ml TBP extrahiert. 
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Die Riickextraktion erfolgte mit 0.2 ml 5 N HCl. Die organische Phase wurde darauf- 
hin in 5 ml Benz01 p.A. aufgenommen und nach dem Zentrifugieren abpipettiert.. 
Anschlicsscnd wurde nochmals sukzessive mit 4 x 5 ml Benz01 nachgewaschen, urn 
die salzsauren CP-I- bzw. CP-III-Losungen von anhaftenden TBP-Resten voll- 
standig zu befreien. Porphyrine sind unter diesen Bedingungen in Benz01 viillig un- 
loslich, so .dass hierbei keine Verluste zu beftirchten sind. Die Umsetzung von UP-I 
bzw. UP-III zu CP-I bzw. CP-III verlief bei Mengen von r-500 ,ug unter den ange- 
gebenen Bedingungen praktisch vollstandig (Ausbeute : A N g5 %), was diinnschicht- 
cl~ron~atograpl~iscl~ leicht nachzuweisen war. 

Extrnktiolzsclzromatographische Az~ftremwzg der freien Uro$or+yriutisomere im 
TBP-HCL-System. Die zur Durchftihrung der Isomerentrennung verwendete, weit- 
gehend automatisierte Versuchsanordnung wurde bereits ausfiihrlich an anderer Stelle 
beschriebenl3~ 14. Im Gegensatz zur Trennung von Coproporphyrin-Uroporphyrin13, 
die bereits in 1-2 h abgeschlossen ist, werden bei der Auftrennung von UP-I/UP-III, 
wegen des geringen Trennfaktors (cc = I .Ig), extrem lange Kolonnen (L8 = 120 cm) 
benotigt, wodurch grosse Elutionszeiten tE1. resultieren. Als Elutionsmittel wurde 
stets I N HCl verwendet; bei der Auftrennung wurde eine Ssulentemperatur von 
T 8 = 30” vorgegeben. Fur extrem ungiinstige UP-I/UP-III-Verhaltnisse empfiehlt 
sic11 allerdings, die Saulentemperatur auf Ts = IS" zu reduzieren. 

Die quantitative Bestimmung der beiden Isomere erfolgteu iiber eine Aus- 
wertung des bei der Elution fortlaufend registrierten Transmissionsverlaufes. Im 
Gegensatz zu einer an anderer Stelle13 gew2hlten Definition der Messgrijsse wird in 
der vorliegenden Arbeit der gemessene Transmissionspeak zunachst graphisch digi- 
talisiert (Fig. 5) und die:Transmissionsordinaten Tt in die entsprechenden Extinktions- 
werte Et umgerechnet (Fig. 6). Als eigentliche, der vorgegebenen Porphyrinmenge 
mvorg. korrcspondierende Messgrijsse wird das iiber den gesamten Peakverlauf von 
El bis t, gebende Extinktionsintegral NP = &Et dt bei der Berechnung beriicksich- 
tigt. Es ist vorgesehen, diese zunachst noch sehr aufwendige Form der manuellen 
Auswertung geeigneten, derzeit im Handel erhWlichen Geratebausteinen zu tiber- 
tragen (Transmissions-Extinktionskonverter ; Digitalintegrator), die ohne Schwierig- 
keiten in die vorliegende Versuchsanordnung eingebaut werden kijnnenl*. 

Zur Trennung der Uroporphyrinisomere I und III wird im einzelnen wie folgt 
vorgegangen : Die in 5-ro ‘ml scliwach salzs&_.rrer Lijsung (pH 1-3) vorliegenden 
Isomere werden in den Vorraum der Trennsaule eingeftillt. Bei kleinem ,Durchfluss 
D (D = 15 ml/h) erfolgt vollstandige Extraktion in der obersten Schicht des Ftill- 
materials (KDB 2 IOOO (Lit. 12)), deren Hohe, je nach der vorliegenden Porphyrin- 
menge, zwischen I-IO mm liegt. Anschliessend wird mit 3-5 ml 0.01 N HCI nach- 
gewaschen; 

Bei der Abtrennung der Hamprgkursoren aus Urin wird folgendermassen ver- 
fahrenle~ 1s:. In dem schwach salzsauren Urin (pH I-3), desscn Volumen, je nach der 
vorliegenden Porphyrinkonzentration, zwischen 20-200 ml liegt, werden I-IO g mit 
TBP impragniertes Kieselgel ‘aufgeschkimmt, 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 tiber den gleichen 
Filterboden gegeben und schliesslich mit 0.05 N HCl griindlich nachgewaschen. Die 
durch den Filterboden extrahierten Porphyrine werden nun mit 3 x 3 ml 5 N HCl 
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sukzessive eluiert, die Losungen in einern 20 ml Messkblbchen vereinigt und mit Aqua 
dest. bis zur Marke aufgefullt. Durch Titration mit I N NaOH wird die !%iure- 
konzentration der L&sung genau ermittelt. Ein Aliquot hiervon wird mit I N NaOH 
auf eine Aziditat von CRcl = O.OI--0.1 N eingestellt und anschliessend zur Auftren- 
nung der Porphyrine auf der Sgule, wie vorangehend beschrieben, eingesetzt. 

Anschliessend wird die Vorwaschs%ule, die mit dem verwendeten Elutionsrnittel 
(I N HCl) bis zum Ausgang gefiillt ist, aufgesetzt und die Elution durch Einschalten 
der Proportionierpumpe eingeleitet. Die Aufzeichnung des Transmissionsverlaufes 
durch den Potentidmeterschreiber erfolgt kontinuierlich und bedarf keinerlei Wartung 
w&rend des Versuches. Nach der Auftrennung wird die Menge der einzelnen Ham- 
pr5kursoren iiber eine Auswertung des registrierten Transmissionsverlaufes in der 
beschriebenen Weise ermittelt. 

Diin~zscAichtchromatogya~kisclze Aa$trewwng der freiert Porfihyrine. Die zu Kon- 
trollzwecken durchgefiihrten diinnschichtchromatographischen 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 fur 
2 h bei 120~ aktivierte Kieselgelschichten eingesetzt. Als Pliessmittel wurde 2,6- 
Lutidin-Wasser in der Zusammensetzung 2,6-Lutidin - Aqua dest. (5 : 3) verwendet, 
das durch Einstellen eines Becherglases mit IOO ml konz. Ammoniak in die Trenn- 
kammer gut vorzusattigen ist. 

ERGEBNISSE UND DISICUSSION 

Die Trennung von Uroporphyrin I und III in freier Form scheiterte bisher 
vorwiegend daran, dass beide Isomere bei den beschriebenen chromatographischen 
Methoden in ihrem Verhalten weitgehend iibereinstimmten (gleiche &+Werte; 
identische Elutionspositionen), was einerseits in dem Auftreten sehr ungiinstiger 
Trennfaktoren (0~ m I), zum anderen in der sehr ausgepragten Tendenz zur Aggregat- 
bildung zum Ausdruck kommt. 

Voraussetzung fur das Gelingen einer solchen Trennung ist zungchst ein deut- 
lich von I verschiedener Trennfaktor. Ftir das vorliegende Isomerenpaar UP-I/UP-III 
wurde im Batch-Versuch bei CI_ICI = I N an Kieselgelfllterbiiden ein statistisch ge- 
sicherter Trennfaktor von oc = 1.16 & 0.02 (95 %-Abweichung) erhalten, der im 
Saulenversuch bei Hostaflon C z/TBP-Fiillung weitgehend best&@ wurde, (a = 
1.19 & 0.02). Es war daher Aufgabe der vorliegenden Untersuchungen, die Versuchs- 
bedingungen bzw. Saulenabmessungen zu ermitteln, die eine Auftrennung und 
quantitative Bestimmung der beiden Isomeren durchzuftihren gestatteten. 

I 

Das im folgenden zu beschreibende Auswertverfahren setzt voraus, dass der 
relative Abstand der beiden Elutionspeaks dx#,, w 2 (dx, 7 Abstand der Elutions- 
maxima zweier Peaks; ThO = Arithmetisches Mittel der Halbwertsbreiten Ts,-,a und 
T,,b der beiden Einzelpeaks) betragt Is. Hierdurch ist eine Bestimmung selbst .bei 
sehr ungiinstigen Konzentrationsverhaltnissen noch miiglich (16 2 UP-I/UP-III Z 
r/16). Eine vollstandige Auftrennung der beiden Elutionspeaks, die lange Elutions- 
zeiten tE1. erfordert, ist hierbei riicht notwendig. Bei dieser Bestimmung wird weiter- 
liin vorausgesetzt, dass der Verlauf der Elutionspeaks beziiglich Struktur und 
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Fhichenaufteilung bekannt bzw. an Peaks reiner Bezugssubstanzen ermittelt werdcn 
kann, Da hierbei Abweichungen von den durch die Normalverteilungsfunktion be- 
schreibbaren Gauss-Peaks auftreten, werden bei dieser Auswertung empirisch er- 
mittelte Peakstruktur- und Peakteilflachenfunktionen fiir beide Isomere zugrunde- 
gelegtls~l~. 

Der fur reine Bezugssubstanzen UP-I und UP-III unter Versuchsbedingungcn 
erhaltene Peakverlauf ist in Fig. I im Wahrscheinlichkeitsnetz dargestellt. Diese 

H Uroporphyrin-III(a) 

Peakabszisse X [mnf/ 

Fig, I. Auftragung von zwei empirisch crhaltenen, typischen Elutionspeaks von Uroporphyrin-I 
und -III im Wahrscheinlichkeitsnctz. Beachte die in der rechten Pealrflanlce von UP-III bzw. 
linken von UP-I auftretenden Abweichungen von der Form reiner Gausspeaks und die hierdurch 
verursachten Unterschiede zwischen der mittleren (x #h) und wahrscheinlichsten (xp) Pealclagc. 

Form der Auftragung lasst besonders deutlich die von der reinen Gauss’schen Peak- 
form auftretenden Abweichungen zum Ausdruck kommen. Die innerhalb enger 
Grenzen ftir beide Isomere jeweils erhaltenen numerischen Daten sind in Tabelle II 
zusammengestellt. Inwieweit die beobachteten Abweichungen von der reinen 
Gauss’schen Form auf nicht aufgeldste 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 Grosse der Uberlappungszonen qeaJ bzw. qjbJ zur ersten Orientierung haufig von 
Interesse (Fig. 6). Eine Bestimmung kann ftir verschiedene Peaklagenabstgnde 
Ax,/T,, und beliebige Intensitatsverh2iltnisse N#/N,b nach Fig. 2 erfolgen. In dieser 
Darstellung zu deren Berechnung reine Gauss- und empirische UP-I/UP-III-Peak- 
paare bei verschiedenen Peaklagenabstanden Ax,/T,, im Wahrscheinlichkeitsnetz 
ausgewertet wurden (Fig. T), ist der Anteil qjb*J von Peak b in der linken Flanke gegen 
die entsprechenden relativen Peakabszissen tfaJ/CsOa*t von Peak a (rechte Flanke) 
aufgetragen (Fig. 6). Die dicsen Peakabszissen korrespondierenden Peakteilfkichen 
(I -q&r) von Peak a kijnnen fur beide Peakpaare ebenfalls Fig. 2 entnommen wer- 
den, Zieht man bei zwei nicht aufgelijsten Peaks bei einem Peaklagenabstand von 
Ax,/T,~ eine Trennlinie im Abstand @J/d sOaJ von x@, so kann der Anteil qjbtl, der 
der restlichen Peakteilflache (I: -qtaJ) iiberlagert ist, unmittelbar .Fig. 2 entnommen 
werden.. So erhalt man beispielsweise fiir das UP-I/UP-III-Peakpaar bei einem ‘Ab- 
stand van Axp/Ts,, = 2, einem Intensit2tsverhaltnis N@/Npb = I und ~@/c&J’ = I 
den Anteil von Peak b in der Teilflache von Peak a (I -q&r = 81.5 %) zu qjb,l= 0.6 %. 
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-- Gauss-Peaks 

Gauss-Peaks: 50 60 70 80 90 95 99 99.5 99.9 
1 I I I I 

UP -I/UP- IK : $0 610 40 
I 

97 

von Peak b in ‘der PealcteilflYche (I -qPJ) van Peak a 
E?*verschicdenen PealclagcnabstYnden (dxp/ T&0 

2. Darstellung der Pealranteile qdb*z 
=i 1.6, 1.8 uncl 2.0) in AbhBngiglreit von der 

relativcn Pealcabszisse tPJ/tEo a~ fUr Gauss- und UP-I/UP-III-Pealrpaare. Die den t.PJ t6,,@*r- I 
Werten entsprechenden Pealcteilflkichen (I - qt w) von Peak a sind ebenfalls flir beide Pealrpaare 
im unteren Teil der Abbildung aufgetragcn. 

Sonlit bet&i@ der “Reinheitsgrad” her beiden durch die Trennlinie aufgeteilten Peak- 
teilflachen qla = &J/(1 -qdatr) = 0.74 yO fur Peakteilflache a und q~b = q,i”J/(r -q,bsl) 
= r3.G o/o fur Peakteilfl~che b. Fiir ein Gauss-Peakpaar erhalt man fiir die gleichen 
Bedingungen qa = @/(I -_sg”) = 0.023 y. fiir Peakteilflache a und ?j% = @/(I -+) = 

13% fiir Peakteilfkiche b. Die Darstellung kann in gleicher Weise zur Ermittlung der 
uberlappungszonen bei Peakpaaren mit beliebigen Intensitatsverh5ltnissen verwen- 
det werden. Zwischenwerte fiir die Peaklagenabstande kijnnen ebenfalls leicht inter- 
poliert werden. 

Diese Bestimmung der ‘uberlappungszonen ist in zweifacher Hinsicht fiir eine 
praktische Anwendung van Interesse. So kann bei analytischen Auswertungen der 
Fehler ermittelt werden, der bei der Zerlegung von nicht aufgelbsten Peaks bei einem 
gegebenen Peaklagenabstand auftritt. Bei praparativen Trennungen kann die Rein- 
heit der zu trennenden Substanzen a und b fiir nahezu beliebige t&r/t,,-,asr-Werte 
vorausbestimmt werden, so class umgekehrt bei einer gegebenen Reinheitsforderung 
der Zeitpunkt bestimmt w&den kann, zu dem das Sammeln der beiden von der Saule 
eluierten Substanzen begpnnen bzw. abgebrochen werden muss. 

Die Trennwirkung einer chromatographischen Sgule wird fiir ein gegebenes 
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Substanzpaar bei. definierten Versuchsbedingungen durch die Anzahl dcr theore- 
tischen Trennbijden N charakterisiert. Sie errechnet sich aus dem korrigierten Re- 
tentionsvolumen ZJ$& und der Peakabszisse T,o.s beim r/e-ten Teil des Peakmaxi- 
mums E&J nach Lit. 17 : 

2 

(1) 

Hieraus erhalt man mit der Saulenlange L, die Hiihe eines theoretischen Bodens 
Ah zu: 

L dh = N (c)-l 

Die im folgenden zu beschreibende Methode zur Bestimmung der Intensitat 
komplexer Elutionspeaks erfordert im ungiinstigsten Fall einen Peaklagenabstand 
von Ax,/T,, E 2. Bei einem Intensitatsverhaltnis von N,a/iV,b =E I erhalt man fiir 
die Uberlappungszonen qiagr und q+l unter der Bedingung : 

aus Fig. 2 durch Interpolation den Wert q&r = qjb$l = 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 cc = 1.19 und einem Intensit~tsverhaltnis N,a/N,b. 
= I die Zahl der erforderlichen Trennbijden mit N = 420. 1st weiterhin die Hiihe 
eines theoretischen Bodens Ah bekannt, so kann hieraus die Saulenlange L, nach 
Gl. (2) berechnet werden. 

Die Trennung der Uroporphyrinisoinere I und III mit der ‘beschriebenen Ver- 
suchsanordnung wurde unter Bedingungen vorgenommen, wie sie such weitgehend 
bei der Auftrennung von Goproporphyrin-Uroporphyrinl~ eingehalten wurden 
~F-&u,X&~~&&.on~~~ _-lih_uI\._’ 21'jm .~~~~~~~~li5~~~~-_c1.~~R~ '~_‘r"ZL~'~ZllP~~‘ I?GdblQ.L!~ 

A& = roA; Saulentemperatur : T, = 15-30”; Kiivettenteniperatur: Tzf = 2o”;. 
Durchfluss : D = 15-25 ml/h). 

Der Einfluss der SBulenlange L, und damit der Anzahl der theoretischen Trenn- 
bijden auf die Auftrennung eines aus den1 Urin eines porphyrie-erkrankten Patienten 
(Patient U.) isolierten Porphyringemisches geht eindrucksvoll zus den in Fig. 3 dar- 
gestellten ,Beispielen hervor. Die zunehmende Auflijsung der beiden Isomere UP-I 
‘und UP-III (F I und Fra) sowie der tibrigen Fraktionen mit wachsender S~ulenlange~ 
ist unverkennbar.. Die bei dieser Auftrenmmg erhaltenen charakteristischen Werte 
fur die Elutionszeiten Ear. bzw. Cgr’, Peaklagenabstand Axp/T’,,, Trennfaktor u 
.und Zahl. der theoretischen Bijden N, die mit, reinen Bezugssubstanzen UP-I und 
UP-III bestgtigt werden konnten, sind in Tabelle I zusammengestellt. Hieraus kann 
fur das vorliegende Trennsystem die Hbhe eines theoretischen Bodens nach Gl. (2) 
mit AA’= 3.2 mm berechnet werden. Ftir die geforderte Auflijsung von Ox&&, = 2 
.kann aus den erhaltenen Werten die Zahl der theoretischen Bsden zu N = 425. er- 
“mittelt we&en. Dieser Wert stimmt mit dem nach Lit. 17 graphisch erhaltenen gut 
iiberein (N = 42ojSomit errechnet sic11 die zu der gewiinschten~Auflijsung (Axp/T6,-, = 
2) unter den vorliegenden Bedingungen (cool = I N ; T, = 30 “) erforderliche S&len- 
lgnge’zu Lg f r36 cm. Bei der praktischen Anwendung wird man jedocli, innerhalb 

_j?: ~t.WmatO&.~. 37 .(X968) 43X-452 
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F2 
I fi II L s = 80cm 1 

Ts = 30’ 
D = 18ml/h 

‘Fig. 3. Extraktionschromatographisclw Zerlegung eines aus dcm Urin eines porphyrie-erkrankten 
Patienten isolierten komplexen Porphyringcmisches unter gleichen Mess- und Versuchsbedingun- 
gen, jedoch bci unterschiedlicher S~ulenl~ngc L8 (L, = 40, 80 und x20 cm). Der Einfluss der 
SBulenl&nge auf die Aufltisung ist besonders deutlich bei den Fraktionen F r/ra (UP-I/UP-III) 
zu ersehen. 

‘TABEILE I 

ZUSAMMENSTELLUNG DER l3EI DER AUPTRENNUNG VON UP-I/UP-III MIT SiiULEN UNTERSCWIED- 
LICNER LANGE La (L, = 40, 80 UND I20 CID) ERKALTENEN WERTE lrtfR DEN PEAKLAGENABSTAtiD 
&,/Tso, TRENNFAKTOR Cc UND ZANL DER TI-IEORZ’l3SCI-IEN BaDEN N (FIG. 3) 

LB (cm) 

40 80 IPO 

h31. (11) uupp-;& 2.65 8.60 16.5 
_ 2.40 7.30 13.8 

@On-. 
El. (h) UP-I 2.35 s.05 15.7 

UP-III 2.10 6.75 13.0 

&J&l 1.10 1.45 1.85 

cc (1.12) I.19 I.21 

N 125 i’s0 375 

J. Chromatog., 37 (1968) 43x-451 
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bestirnmter Grenzen, die Anpassung an die optimalen Versuchsbedingungen vorzugs- 
weise iiber die leicht variierbaren Versuchsparameter r8 und c~ci vornehmenl3. 

Es muss jedoch nochmals nachdriiclclich betont werden, dass eine Aufliisung 
von Ax~/T”~ = z nur bei estremen Bedingungen erforderlich ist, in den Fallen, in 
denen eine der beiden Komponenten stark iiberwiegt (UP-I/UP-III r: IO bzw. 
r; 0. I), Bei gtinstigeren I~onzentrationsverl~6.ltnissen lcann eine quantitative Bestim- 

mung der beiden Isomere bei wesentlich kleineren Peaklagenabstanden durchgefiihrt 
werden, olme dass dadurch die Genauigkeit merklich eingeschrankt wiirde. So 
lcdnnen Isomerengemische bei einem Mengenverhaltnis von UP-I/UP-III w I noch 
bei einem Peaklagenabstand von Ax,/T,, = 1.5 zerlegt und quantitativ bestimmt 
werden. Hierdurch kann der zur Durchftihrung einer Auftrennung erforderliche Zeit- 
aufwand ganz erheblich reduziert werden (Fig. 3). 

Bei einem Vergleich der diinnscl~ichtchron~atograpl~iscl~en (vgl. Fig. 2, Lit. 12) 

und extraktionsclxornatographischen (Fig, 3) Auftrennung des aus dem Urin von 
Patient U. isolierten Porphyringemisches fallt 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 Intensitat aufspalten (17 r,Ia und 2 : Fig. 3). Die Auftrennung der 
iibrigen Fraktionen (DC-Teclmik : f 3-g; EC-Technik: I? 3-S), iiber deren Identifi- 
zierung an anderer Stelle noch ausfiihrlich berichtet werden ~011~4, dagegen stimmt in 
beiden Rillen weitgehend iiberein. Es wurde daher zun~chst vermutetr”, dass es sic11 
bei den diinnschichtchromatographiscl~ mit niedrigen Zi+Werten erhaltenen Frak- 
tionen f 1,2 (RF = 0.02-o.04) um Uroporphyrinisomere handelt, die extraktions- 
chromatographisch weiter zerlegt werden kdnnen. Zur Identifizierung von f 1,2 bzw. 
F I,I~ und z wurden die folgenden Untersuchungen durchgefiihrt : 

Bestinzmwg der Peaklage jlp der Soretbande. Die Peaklage der Soretbande ill0 
ist neben Schmelzpunkt, &-Wertr Salzs~urezalil, Verteilungskoeffizient u.a. ein 
absolut zuverksiges Kriterium fur die Identitat eines H~mprakursors. Da Isomere 
gleiche &-Werte aufweisen und zwischen der Anzahl von Carboxylgruppen pro 
Molekiil ?z und & eine direkte Abhangigkeit besteht 14, lcann somit iiber eine Bestim- 
mung dieser Grosse eine weitgehend eindeutige Einordnung des Hampr%ikursors er- 
folgen. Es ist tiberraschend festzustellen, dass uber dicsc Mijglichlceit der Identifi- 
zierung von Porphyrinen bisher in der Literatur kaum berichtet wurde, ,obwohi die 
Methode durch ihre hohe Empfindlichkeit und Eindeutiglceit anderen gebrauchlichen 
Nachwcisreaktionen zumindest ebenbiirtig is& 

Zu dieser Bestimmung wird der Absorptionsverlauf der Porphyrinlijsung bei 
definierter HCl-Konzentration im Bereich von 380-450 nm spel~tralpl~oton~etriscl~ 
bei lcleiner Spalt- bzw, . Bandbreite gemessen. Durch graphische Differentiation der 
Soretbande zwischen 390-410 nm erhalt man mit holler Genauigkeit die gesuchte 
Peaklage illp 3~16~10. Die Bestimmung kann noch selbst mit Mengen von 0.2 ,ug des 
H5mprZikursors durchgefiihrt werden. Auf den Einfluss der Salzsaurekonzentration 
CHcl auf Peaklage und spezifische Estinlction ist streng zu acliten13. 

Im vorliegenden Fall wurden fur die einzelnen Fraktionen bei ~1~1 = f. N die 
folgenden Werte fiir die Peaklage der Soretbande & erhalten: f I sowie I; I, ra: 
jlp = 405.8 -J= 0.1 nm; f 2 sowie 17 2: Alo = 404.7 & 0.1 nm. Hieraus folgt, dass f I 
bei der estraktionschromatographischen Trennung in zwei Uroporphyrinisomere auf- 
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0.8 

Fig. 4. Dtinnschichtchromatographische Auftrennung der cxtralrtionscl~romatographisch isolicrtcn 
Fraktionen F I, ~a und 2, vor und nach der Decarboxylicrung. Identifikation durch Vergleich der 
Rp-Wertc mit den reincr Bezugssubstanzen. Die Punktdichte cler DC-Fleclren widerspiegelt 
naherungswcise die relative Porphyrinkonzcntration. R ist das aus dem Urin von Patient U. 
isolicrte Porphyringemisch (Fig. 2, Lit. 12). 

1.0 

Uroporphyrin -T 

120 -:: 

Peakabszisse X Lrnrn] 

Fig. 5, Zerlegung eines bei dcr Registrierung erhaltenen typischen Transmissionspeaks von Uro- 
porphyrin-1 uncl Ermittlung der den j eweiligen Peakabseissen x entsprechenden Ordinatenwerte Tt 
(“graphische Digitalisicrung”). 

spaltet (idcntische &-Werte) , die diinnschichtchron~atographiscl~ nicht weiter auf- 
getrennt werden lcijnnen (Fig. 4). Aus dem fiir f 2 sowie F 2 erhaltenen jlP-Wert 
lcann in Verbindung rnit anderen Kriterien bzw. weiteren Umsetzungenl~ geschlossen 
werden, dass es sich urn ein Heptacarboxylporphyrin der ‘Isonlerenreihe III handelt 
p-111). ,.. 

J. ChYOWZdo~., 37 (~968) 431-452 
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Bestimnzwug tier Lage xp der Elutions$eaks. Anstelle der in der Literatur bisher 
gebr%_rchlichen Salzsaurezahl zur Charakterisierung der abgestuften Affinitat der 
einzelnen Porphyrine gegentiber dem verwendeten Extraktionsmittel wird in der vor- 
liegenden Arbeit der Verteilungskoeffizient KDB verwendet, der bei der extraktions- 
chromatographischen S5ulentrennung die Lage der Elutionsmaxima xp bestimmt. 
Aus den in-r Batch-Versuch an I~ieselgelfilterb8den erhaltenen KDB-Werten fur UP-I 
und UP-III (KDB(UP-I) = 58; KDB(UP-III) = 50, jeweils ftir c~cr = I N) folgt, 
dass UP-I die grijssere Elutionszeit tE1. aufweisen, somit l? I mit UP-I und F Ia mit 
UP-III identisch sein sollten. Die Annahme wurde wit folgt bestatigt: Fiigt man zu 
dem aufzutrennenden Porphyringemisch (Patient U.) vorher dosierte Mengen der 
reinen Bezugssubstanzen von UP-I und UP-III hinzu, so kann eine adaquate Zunahme 
der Peakflache N, der jeweiligen Fralction beobachtet werden. Eine Anderung der 
Peakstruktur bei dieser Aufstockung, kontrolliert iiber die Peakhalbwertsbreite TsOI 
war weder bei UP-I noch UP-III festzustellen, wodurch die Identitat der beiden 
Fraktionen als nachgewiesen angesehen wurde. 

D~rtstschichtchromatogra~~~scke Aufttreutnz~~g VOY ZL& nach der Decarboxylierung. 
Die derzeit wohl zuverhissigste Methode zur Identifikation der Uroporphyrinisomere 
UP-I, und UP-III best&t in der Uberftihrung in die entsprechenden Coproporphyrin- 
,isomere CP-I und CP-III durch Decarboxylierung, die nun ihrerseits dtinnschicht- 
chromatographisch aufgetrennt und als solche identifiziert werden ktinnen. 

,Hierzu werden die Praktionen PI, Ia und 2 nach der von EDMONDSON UND 
SCHWARTZ beschriebencn MethodelO 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 &-Werte beweist, dass bei der Decarboxylierung aus F I 
CP-I und aus F Ia und F 2 CP-III entsteht. Hierdurch ist die Zugehijrigkeit von F I 
bzw. F ra und F 2 zur Isomerenreihe I bzw. III eindeutig sichergestellt, da ftir CP-II 
und CP-IV andere Z+Werte erwartet werden 3. Eine Bestimmung der Peaklage der 
Soretbande &, der decarboxylierten Hamprakursoren ergab ebenfalls den fiir Copro- 
porphyrin in CHci = I N zu erwartenden Wert (& = 401.3 nm). Weiterhin war auf- 
fallend, dass nach der Decarboxylierung von F I, Ia und 2 eine Substanz in der’ 
CP-II-Position auftrat (f IO, Fig. 4), die in dem urspriinglichen Porphyringemisch 
nicht oder nur in sehr geringer I<onzentration vorlag. Da jedoch der ermittelte &- 
Wert deutlich von dem bei CP-Isomeren zu erwartenden abweicht (a, = 402.2 und 
403.0 nm), muss bezweifelt werden, ob es sich im Falle von f IO urn ein Coproporphy- 
rinisomer handelF. 

Quantitative ~estimmwzg der Uro$or$&yrinisomere I wtd III 
Mit der beschriebenen Versuchsanordnung konnen Uroporphyrinisomere in 

freier Form nicht nur aufgetrennt sondern dartiber hinaus in einem Arbeitsgang such 
quantitativ bestimmt werden. Hierzu wird der mit einem Potentiometerschreiber 
kontinuierlich aufgezeichnete Verlauf der Transmission Te zunachst graphisch digi- 
talisiert (Fig. 5), und die erhaltenen Transmissionsordinaten ,in die ,entsprechenden 
Extinktiondwerte Et transform&t (Pig. 6). Aus der. iiber die gesamte Peakflache 
integrierten Extinktion Et erhalt man die der vorgegebenen bzw. vorliegenden Por- 
phyrinmenge mvorg. korrespondierende Messgrijsse N*: 

J. ChrOWZUtOg., 37 (rg68) 431-452 
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‘V, = s t3 Et dt 
t1 

(4) 

Eine Ermittlung der den einzelnen Fraktionen entsprechenclen Pealrflkichen N, 
wird hatrAg cladurch beeintrachtigt, dass die Auflijsung cler Elutionspeaks unzu- 
reichend ist bzw. dass zur vollstandigen Auflijsung sehr lange SWlen und damit 
grosse Elutionszeiten tni. erforderlich sind (Fig. 3). Zur Reduzierung des Zeitaufwan- 
d&s bei der Analyse von lcomplexen Porphyringemischen wird im folgenden’ ein Ver- 
fahren beschrieben, das eine Zerlegung der Elutionspeaks selbst bei massiger Peak- 
tiberlagerung (dx,/T,, = I. 5-z ,o, je nach Mengenverhaltnis N&N& noch durch- 
zuftihren gestattet. Diese Methode, zur Zerlegung lcompleser y-Spektren erit- 
wicl<elt16~ lo, beriiclcsichtigt exalct dem empirisch erhaltenen Transmissions- bzw. 
Estinktionsverlauf der Elutionspeaks, der von dem reiner Gauss-Peaks oft merklich 
abweicht. Hiermit lconnen allgemein lzomplexe Gauss- bzw. Pseudo-Gauss-Peaks unter 
der Voraussetzung zerlegt werden, dass : 

(I) die Peakstruktur der beiden Einzelpeaks genau belcannt ist, 
(2) eine der beiden Pealclagen x pa bzw. xgb genau bestimmt werden kann, 
(3) das IntensitZtsverhaltnis N,a/N,b innerhalb der Grenzen x6 2 N,a/N,b B 

0.06 liegt. 
Zur Durchfiihrung der quantitativen Bestimmung ist stets eine Kalibrierung 

.der Anordnung unter den jeweiligen Versuchs- bzw. Messbedingungen mit reincn 
Bezugssubstanzen erforderlich. : 

XP 

9 
- Uroporphyrin-1: 

PeakabszisseX b-14 
Fig. 6. : Auftragung dcr nach Digitalisierung und Umrechnung erhaltcncn ExtinlrtidnsCvkrte ‘Et 
(Fig. 5) im bilinearen Masstab (obcre Darstellung) bzw. im HBufigkeitsnetz (untere Darstellung). 

J. Chromatog., ‘37’ (x968) 431-452 
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A--+ Uroporphyrin -I 

O-0 Uroporphyrin -3IZ 

cl-=0 Gauss- Peak 

L 
OO 

I I I I 

Rel. *pO,akordi%e Et /“E! (%,I fF$ 
100 

Fig. 7. V&auf dcr rclativen, auf die Peakhalbwertsbreite T,, bezogene Peakbreite Ti/T,, in Ab- 
hC-@igkeit von der relativen Peakordinate E@t(xp) (= 
I und III sowie ftir reine Gauss-Peaks. 

zcd) ftir die beiden Uroporphyrinisomcre 

A-A Uroporphyrin -I: 

O-0 Uroporphyrin - 3n: 

Rel. Peakordinate Et/Et (%,I _p/d 

Fig. 8. Vcrlauf der Quotienten der Peakabsz@sen t$/tir in Abhln&keit von der rclativen Peak- 
ordinate t&i fiir die bciden Uroporphyrinisomere I und III. 

J. +omato&, 37 (1966) ,431~452 
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Bei der Ermittlung der Peal&ichen N Pa bzw. Npb von zwei sich tiberlagernden 
Elutionspeaks wird ein bestimmter Peakabschnitt, der von Anteilen des Nachbar- 
peaks frei sein muss, -ausgewertet. Die zwischen den diesen Abschnitt begrenzenden 
Peakabszissen fi rsl bzw. Tc (Fig. 6) und den Peakteilfl5chen N,.qg bzw. N,*$t vor- 
liegende Beziehung (“Peakteilfl&~henfunktion”) kann fur mine Gauss’sche Peaks be- 
rechnet (Gl. 12, 13) bzw. fiir Pseudo-Gauss-Peaks crnpirisch ermittelt werden. Sie 
gestatten die Umrechnung der Peakteilflachen auf die gesamte Peakflache Np. 

Fiir reine, durch die Normalverteilungsfunktion beschreibbare Gauss-Peaks : 

NP Et=------;-- “Pip (X -A?,)” - ---- 
d(27C) 262 

mit x-Xp = t 

(54 

lasst sich zeigen, dass zwischen der relativen, auf das PeakmaximumE~(x~) bezogezlen 
Peakordinate Ee/Ee(x,) (= ZL~) und der auf die Peakbreite bei r/&?Zt(x,) bezogenen 
relativen Peakabszissen Tt/T,, der folgende Zusammenhang bestehl3 10 : 

(6) 

Eine an unter Versuchsbedingungen erhaltenen Elutionspeaks durchgeftihrte 
Analyse der Peakstruktur ergab, dass such empirische Peaks, unabhangig von der 
vorliegenden Intensit5t Np und Peaklage xp, durch eine einzige “Peakstruktur- 
funktion” beschrieben werden lctinnen, die alle individuellen Abweichungen von der 
rein Gauss’schen Peakform erfasst (Fig. 7, Tabelle II). Hierbei wird fiir UP-I und 
UP-III, wie nach Fig. I 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, ttl und td”, erforderlich. Der Verlauf des Quotienten der Peakabszissen 
tit/W ist in Abhangigkeit von der relativen Peakhdhe Ee/Et(a+) in Fig. 8 aufgetragen. 

Mit den derart empirisch ermittelten Funktionen : 

Tt 
- = f(zrt) 
TijO 

(7) 

kann somit der normierte Verlauf der Elutionspeaks, unabhangig von Intensitat und 
Peaklage, exakt beschrieben werden. 

In Analogie zur Normierung der Peakstruktur kisst sic11 zeigen, dass such bei 
der schrittweisen Integration der Elutionspeaks mit den durch die relative Peakhdhe 
219 tiber die entsprechenden Pealrabszissen Ct ml bestimmten Integrationsgrenzen die 
erhaltenen PeakteilCichen N, 0 qg bzw. N,*$t (Fig. 6) jeweils bestimmten Anteilen der 
gesamten Peakflache NP entsprechen, die erhaltenen Pi- bzw. qd-Werte somit eben- 
falls von N,, xp und T,, unabhangig sind. 

. 
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Der Berechnung der Peakflachenabschnitte qg fur reine Gauss-Peaks lie@ der 
folgende Ansatz zugrunde : 

, 

(9) 

Durch Einsetzen der Variablen ti: 

t 
v =- 

idz 

und entsprechende Umformung erhalt man bei der von den Flanken zur Peakmitte 
hin bis zu den jeweiligen relativen Peakordinaten ZL~ durchgeftihrten Integration die 
Peakanteile qi in der Form: 

I --- ;, s ; exp (-v”., dv > (10) 

Zur numerischen Auswertung wird das Fehlerintegral in eine Potenzreihe ent- 
wickelt, woraus die gesuchten qe-Werte durch gliedweise Integration der Reihe er- 
halten werden : 

qr F’; ( 
2 v 02 v4 210 

I A-- SC I -- + ----..a + ..a 

l/n 0 I! 2! 31 ) > dV (11) 

Unter Beriicksichtigung der Integrationsgrenzen UC erhalt man somit : 

Bei der schrittweisen Integration von der Peakmitte x2, ,zum Flankenauslauf 
hin erhiilt man fiir die komplementaren @c-We& den Ausdruck: 

(13). 

Eine ..an 23 Elutionspeaks durchgeftihrte Auswertung ergab, dass such bei 
empirischen Peaks die erhaltenen qc- bzw. &-Werte von TbO, B und N* unabh8ngig 
sirid; ‘Die innerhalb enger Grenzen .ftir UP-I und UP-III ,erhaltenen Funktionen 
(“Peakteilfl~chenfunktionen”),“die wegen der vorliegenden Peakasymmetrie fi.ir die 
rechte und linke Peakflanke jeweils getrennt ermittelt werden mtissen: 

P: = f(U{) ;p: = f(zQ) (14a) 

s f = f (ZQ) q; = f(ur) (I4.b) 

sind numerisch ausgewertet nochmals mit den zugehdrigen doppelten, mittleren Ab- ,’ 
weichungen der Mittelwerte (95 o~-Fehler) in Tabelle: II zusanimengestellt. 

( ,‘,_ 
Zuk Vergleich sind, in Fig. g die fiir UP-I in der linken Peakflanke erhaltenen 

Peal&ichenabschnitte $62 bgw. q& gegen die relativen Peakordinaten zdt aufgetragen 
: und. den ‘fur eine reine Gauss-Flanke giiltigen Werten gegeniibergestellt. 

_, . ‘. . 
‘. xl:, Eme .:‘Auftragung ‘der Quotienten .$J,&/$Jo~ :in Abh@#gkeit ivon, der relativen 
;Pe,akhohe: ut ,(Pig. IO) bringt die bei beiden Elutionspeaks (UP,&1 und. UP-III) vor- 
liegende;, Asymmetrie einerseits, sowie, die zwischen UP-I und UP-III bestehenden. I. 

strukturellen Verschiedenheiten, andererseits ‘besonders ,deutlich zum Ausdruck: ,. .’ ,’ 

.‘. .,’ ,, ‘.’ ,. 

” ‘. ‘,, ” .,“, ; .,: ,,.(, ,j 
+f-Om#‘~,$;; 37 (wW 43x-4.52 ‘, ( (.. ‘_ 
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A-A Uroporphyrin -L 

5 tg A--A Uroporphyrin- I 

B 0*10 
n-0 Gauss:Peak 

$ 
0.5 1 23 2 

Rel. Peakbrelte t\ /ta, 
cs 3 -1; 

00 
, 

Fig. 9. Abhsngigkeit der Peakfl~chcnanteilc $J~L bzw. q+l von der, relativen Peakbrcite ftz/tsgz fiir 
die linke Flanke von Uroporphyrin-I sowie fiir eincn reinen Gauss-Peak. 

Fig. IO. Vcrlauf des Quotienten der Peakteilfllchenanteile p.$/$~dr in Abhlngigkeit van der rela- 
tiven Peakordinate Zrt ftir die bciqen Uroporphyrinisomere I und III. 

‘liAl3ELLE II 

ZUSAMMENSTELLUNG DER PtiR LINEN REINEN GAUSS-PEAK BZW. EtiPIRISCHE ELUTIONSPEAKS VON 
UROPORPHYRlN-I (OBERE ZEILE) UND UROPORPHYRIN-III (UNTRRE ZEILE) FtfR RECHTE (t’) UND 
LINKE (t) PEAKPLANICE ERHALTENEN RELATIVEN PEAICBRBITEN (T&!-,,), BZW. T</T,,-,, QUOTIENTEN 
DER PEAKABSZISSEN trz/t{r SOWIL DER PBAI~PLACI-IENABSCHNlTTE pig BZW. p{’ UND pi2 IN ABHXNGIG- 
KEIT YON DER RELATIVEN PBAKORDINATE U{ 
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Bei der Zerlegung von sich iiberlagernden Elutionspeaks ist Voraussetzung, 
dass die Peaklage xl0 zumindest eines der beiden Peaks crmittelt werden kann. Eine 
solche Bestimmung kann mit den an anderer Stelle beschriebenen Method&, der sog. 
Differenzen- bzw. Quotientenmethode (Differentiation des normalen bzw. logarith- 
mierten Peakverlaufes), mit der erforderlichen Genauigkeit vorgenommen wer- 
den169 10. Die Wall1 der Methode hgngt u.a. davon ab, welcher Peaklagenabstand 
Axp/T6,-, und welches Intensitatsverhaltnis N,a/N,b im j eweiligen Falle vorliegt. 

Zur Verdeutlichung des Einflusses dieser Parameter sind in Fig. II sechs Bei- 
spiele von unter Versuchsbedingungen erhaltenen komplexen Elutionspeaks zu- 
sammengestellt, die, im I%ufigkeitsnetz aufgetragenls, das Ausmass der .Peakiiber- 
lappung bei den verschiedenen Axp/T,,- bzw. N,a/N,b-Werten eindrucksvoll zum 
Ausdruck bringen. 

WZhrend eine Bestimmung der Peaklage xp mit der Differenzenmethode nur 
in sol&en Fgllen durchgefiihrt werden kann, bei denen das auszuwertende Peak- 
maximum weitgehend frei von Anteilen des Nachbarpeaks ist (Fig. II : N#/N,b = 
I : Aq,/T&, = 1.5-2.0; N,a/N,b = ~o:Ax,jT~, = 2 .o); kann die Quotientenmethode 
such bei komplexen Peakpaaren mit wesentlich kleineren Peaklagenabst3nden 
(Axp/Tso a I) und ungiinstigeren Intensit%tsverhaltnissen (N,a/ZV,b w.10) mit Er- 
folg eingesetzt werden lSsl”. Die letztere Methode setzt jedoch, im Gegensatz zur 
Differenzenmethode, voraus, dass der zur Auswertung gelangende Flankenauslauf 
exakt durch die Normalverteilungsfunktion beschrieben bzw. im FICiufigkeitsnetz 

Fig. II. Zusammer+ellunl: van einigen typischen komplexen Pcakpaaren van UP-I/UP-III fi!n- 
verschiedene PeaklagsnabstGxle bp/T6,, (dx,/Tg,, = 1.0, 1.5 und 2.0) und Mcn~cnverh&ltnisse 
UP-III/UP-I (UP-III/UP-I = I und TO). 
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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 erfi.illt 
(vgl. Fig. I, 6, S, IO), so dass in der vorliegenden Untersuchung lcdiglich die Differen- 
zenmethode zur Bestimmung der Peaklage xg 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 (A 0pm) und wahrscheinlicher (xp) Peaklage unterschieden 
werden muss. W&rend bei einer Auswertung im Wahrscheinlichkeitsnetz x,m-Werte 
erhalten werden (Fig. I), erhalt man mit der Quotienten- und Differenzenmethode 
stets die auf das Peakmaximum bezogenen Werte x,-Werte. 

Bei der quantitatieven Bestimmung der beiden Uroporphyrinisomere I und III 
wurde wie folgt vorgegangen : Der analog aufgezeichnete Transmissionsverlauf ,,wurde 
zun2ichst digitalisiert (Fig. 5) und in die entsprechenden Extinktionswerte Ee um- 
gerechnet. Durch graphische Differentiation des urn das Peakmaximum liegenden 
Extinktionsverlaufes erhslt man fiir dEt/dx = o die gesuchte Peaklage xp mit hoher 
Genauigkeit 39 1% 10. Da bei konstanten Versuchsbedingungen die Halbwertsbreite T,, 
mit Bezugssubstanzen leicht ermittelt, bzw. bei variablen Versuchsbedingungen die 
zwischen x?, und T,, bestehende AbhZngigkeit ebenfalls mit reinem UP-I und UP-III 
auf einfache Weise erhalten werden kann, kiss-t: sic11 somit aus der Peaklage x~~ der 
Halbwertsbreite T,, und den empirisch ermittelten Peakstrukturfunktionen (G1.7, S) 
der Peakverlauf bei Proben unbekannter Zusammensetzung exakt darstellen. 

Die erhaltenen Et-Werte werden nun im Hgufigkeitsnetz aufgetragen und iiber 
das Peakmaximum hinausgehend fortlaufend summiert (Fig. ,x2). Hierbei ist zu be- 
achten, dass die einzelnen Werte die Mitte der bei der Digitalisierung erhaltenen’ je- 
weiligen IIangle bzw. Klassen darstellen, deren Bereich durch die folgenden Grenzen 
E & l/e bzw. x & 1/2 festgelegt ist. ‘I ) 

Aus den empirisch ermittelten Beziehungen (Gl. 7, 8) erhalt man die Peak- 
abszissen tg f’, die den jeweiligen relativen Peakordinaten 216 in der rechten Peakflanke 
von UP-I entsprechen. Diese (ear) stellen nun wiederum auf der in der gleichen Dar- 

.,) ‘, :I 

., : 

‘<. , 

Peakabszisse x ‘C-nrriJ ” i i:’ ! : 

2. ‘Bestirnmun~ der Fl&Ax van Peak .b (bP-I) A&k eide 
$$ l bci verschiedenerl relativen Peakordi~&eii ati kw. 

Ermit&hng’der PealcteilflPchen 
den entspredh’endcn Pcalrabszisd~n 

t.rr/&J.- 8 ‘. : 
I :’ 411 :,a,! :f.. i : 
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Rel. Peakordinate Et/Et (X,) P/C.] 

Fig, 13, Ermittlung der l?eakflgicl~c N, b durch Extrapolation der bei verschieclencn Peakordinaten 
~1 erhaltcnen Wetie (I?@. 12) auf ut = o. 

stellung eingezcichneten Summenkurve .S’Et die Integrationsgrenzen dar, die Peak- 
teilfkichen Npb l $r r, die ihrerseits iiber die Peakstrukturfunktion (Gl. z4a) mit der 
gesamten Peakflache Npb in einem bekannten Verhaltnis $~r stehen, einschliessen. 
Aus den bei beliebigen zc(- bzw. tcr-Werten erhaltenen Peakteilflachen ZEt,g kann 
somit mit den zugehdrigen &r-Werten die Peakfl5che Npb iiber die Definitions- 
gleichung : 

6 
NP 

~Ec,i _ 

P1’ 
(16) 

berechnet werden. Diese Form der Bestimmung von NJJ schliesst Auswertefehler 
weitgehend aus. und gestattet, die Peakflache innerhalb einer relativ kleinen Fehler- 
spanne festzulegen. Eine Auftragung der bei verschiedenen relativen Peakordinaten 
ZQ erhaltenen N &Werte (Fig. 13), die bei der Auswertung einer reinen Peakflanke 
eine der Abszisse’ parallel laufende Gerade ergibt, erlaubt Rtickschltisse auf ev. vor- 
handene bzw. nicht korrigierte Anteile der Nachbarpeakd6~ lo. 

In analoger Weise kann grund&itzlich die Bestimmung der Peakflache von 
Peak a, N,a, vorgenommen werden. Diese kann jedoch in einfacherer Weise aus der 
Peakflache des komplexen Peakpaares Nr, C und dem ermittelten N&Wert nach: 

N; = N; + N; (17) 

erhalten werden. 
Die quantitative Bestimmung der Porphyrine iiber eine Auswertung der Fkiche 

der Elutionspeaks ist in der beschriebenen Weise noch recht aufwendig. Bei Ver- 
wendung eines Transmissions-Extinktionswandlers, der bei der Durchfizihrung dieser 
Untersuchungen nicht zur Verftigung stand, kann der zur Auswertung erforderliche 
Zeitaufwand jedoch ganz wesentlich reduziert werden, besonders dann, wenn die 
Ermittlung der Peakteilfl&hen mit einem Disc-Integrator vorgenommen wird. ‘8ber 
diese Form der Auswertung von in Transmissionseinheiten aufgezeichneten Elutions- 
peaks wurde bereifs ausfiihrlich an anderer Stelle berichtet13. Die geplante Erweiter- 
ung der beschriebenen Versuchsanordnungl* gestattet such-die Auswertung von 
Elutionschromatogrammeti im Routinebetrieb. 

Zur Priifung der unter Versuchsbedingungen erreichbaren Empfindlichkeit und 
‘G,enauigkeit wurden Misc$mngen der beiden Uroporphyrinisomere in bekannter Zu- 
sammensetzung ‘unter geeigneten Versuchsbedingungen aufgetrennt und hierbei 

J. i3kw?x&O& 37 (r9G8) 431-452 . 
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jeweils UP-I in der beschriebenen Weisc quantitativ bestimmt. Wghiend der UP-III- 
Anteil jeweils konstant (mvorg. = 28.7 fig) blieb, variierte die UP-I-Menge im Bereich 
von 1.73-27.6 ,ug. Die zwischen der. vorgegebenen UP-I-Menge mvorg. ,und der Flache 
der Elutionspeaks lVp erhaltene Abhangigkeit ist in Fig. 14 dargestellt. Aus dieser 
Auftragung geht hervor, dass bei eincm Peaklagenabstand von Ax,/T,,‘s z eine 
Bestimmung der beiden Isomere noch durchgeftihrt werden kann, selbst wenn das 
Isomerenverh2iltnis UP-III/UP-I = 16 betragt. Die untere Grenze, bei der unter den 
vorliegenden Versuchsbedingungen eine Bestimmung noch mijglich ist, wird bei cn. 
I ,ug angenommen, Die in Fig. 14 ebenfalls eingezeichneten spezifischen Extinktions-, 
flachen Np/nzvorg., die mit den der reinen Substanz innerhalb der Fehlerspanne 

Fig. 14.. Quantitative Bestimmung von Uroporpbyrin-I im Bereich von 1.73-27.6 ,q neben eincr 
lconstantcn Menge Uroporphyrin-III (muorg. = 
Aq_,/T,, M 2. 

28.7 ,uug) bei’ einem Pealdagenabstancl von 

iibereinstimmen, zeigen, dass bei dieser Bestimmung in dem untersuchten Bereich 
(mvorg. = 1.73-27.6 pg) mit einer Fehlerschwankung von ca. -& IO-o/d. (95 %-Fehler) 
gerechnet werden muss. Dies ist eine zur Sicherung klinischer Befunde vdllig aus- 
reichende Genauigkeit. 

Bei der Auftrennung und Bestimmung der Porphyrine in der beschriebenen 
Weise sind Verluste in merklichem Umfange nicht zu beftirchten. So lag der unter 
extremen Versuchsbedingungen erhaltene Riickgewinn R (R = mvors./msew.) fur 
Coproporphyrin und Uroporphyrin bei R = (gg & 5) %rs. 

1. CiWO?dO&, 37 (1968) 43X-432 
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ZUSAMJIENFASSUNG 'i. 

Zur Analyse komplexer Pbrphyringemische, insbesondere zur Bestimmung der 
Uroporphyrinisomere I und III, wird ein extralctionscl~romatographiscl~,es Verfahren 
bekhrieben, das Trennung ,und quantithtive Bestimmung der in freier Form i;or- 
liegenden H%npr&ursoren in einem Arbeitsgang durchzufiihren gestattet. Die .Auf- 
trennting wird im Verteilungssystem Tri-Pz-butylphos$at/r N Salzs~ure auf Sgulen 
hoher Bodenzahl (N = 300-450) vorgenommen. Unter den angegebenen Versuchs- 
bedingungen (S~ulenteniperatur: T8 = 15-30 O: SZulenl%nge: L8 = 120 cm; S&ure- 
konzentration : cacl = I N) kannen die beiden Isomere in einem Zeitraum von 20-30 
h nahezu vijllig aufgetrennt werden, 

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

Die zur vollst5ndigen Auftrennung erforderlichen, betrkichtlichen Elutions- 
zeiten ktinnen, durch Variation der Versuchsbedingungen, erheblich reduziert werden, 
falls die Zerlegung der unter diesen Bedingungen lcomplexen Elutionspealcs mit dem 
beschriebenen Auswerteverfahren vorgenommen wird. Hierbei lcijnnen Peaks bei 
einem Peaklagenabstand von A x,/ T5 ,, = I 3-2 .o (je nach Mengenverh%ltnis) noch 
mit ausreichender Genauiglceit ausgewertet werden, Eine Bestimmung der Uro- 
porphyrinisomere I und III ist bei einem Mengenverhgltnis von 0.06 r; UP-I/UP-III 
& 16 bis ca. I ,ug mit einer Genauigkeit von cn. IO oh (95 %-Fehler) m(iglich. Verluste 

an Porphyrinen sind bei Auftrennung und Bestimmung selbst unter extremen Ver- 
suchsbedingungen in merklichem Umfange nicht zu befiirchten. 
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