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SUMMARY 

A fluorometric determination of porphyrin methyl esters by scanning of pre- 
coated silica gel thin-layer plates is described. For the measurement a Vitatron UFD 
photometer with densitometer arrangement is used. 

ELNLEITUNG 

Uber eine Methode zur quantitativen Trennung von Porphyrinmethylestern, 
dargestellt und isoliert aus biologischem Material, auf mit Kieselgel I-I beschichteten 
Platten wurde hier berichtetl. Die Analyse der vom Kieselgel des Chromatogramms 
eluierten Methylester erfolgte spektrophotometrisch in Chloroform19 2. Inzwischen 
wurden vorgefertigte Kieselgel-Platten und -Folien in das Verfahren einbezogens-5 und 
die analytische Empfindlichkeit durch spektrophotometrische Bestimmung der Por- 
phyrinmethylester als Kupfer-Chelatkomplexe erh8ht0. 

Die Vorteile der mit einem Bindemittel vorbelegten, kommerziellen Platten 
(abriebfeste Adsorptionsschicht, weitgehend konstante Schichtdicke und Kornchen- 
grijsse, einfache Lagerung) bieten gtinstige Voraussetzungen fur eine direkte quanti- 
tative Auswertung der Porphyrine im Chromatogramm mit Hilfe einer fluorometri- 
schen Messanordnung. Zur prinzipiellen IWrung der Moglichkeiten fiir die fluoro- 
metrische Registrierung und die Auswertung von Porphyrin-Dtinnschichtchromato- 
grammen wurde ein Vitatron UFD Photometer mit Densitometer verwendet. 

Die Analyse von Protoporphyrin-, Koproporphyrin- und Uroporphyrinmethyl- 
estern der Isomerenreihe III, gel&t in Chloroform, mit einem Beckman@ Spelctral- 
fluorometer Model1 SF 1078 ergab, dass die Fluoreszenz-Excitations-Masima der 
Substanzen im Soret-Bereich bei 410, 40s und 424 nm und die Pluoreszenz-Emissions- 
Maxima bei 632, 623 und 627 nm liegen 7. Die Emissionsmaxima stimmen mit einer 
Abweichung von &I nm mit den Angaben von SCHWARTZ et al,8 tiberein. 

* Pilgrimstein 2, D-355 Marburg (Lahn). 
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MATERIAL UXD METHODEN * 

Die Porphyrine wurden nach den beschriebenen Methoden isoliertls 3 und iden- 
tifiziert2s4. Zur Aufarbeitung und Isolierung der Porphyrine gelangten neben porphy- 
rischem Urin such Zellsuspensionen von Aclzromobacter metaZcaEigenesO, die aus zuge- 
setzter 6-Aminolavulins&_rre (IO- 3 M) einen Uberschuss an Porphyrinen mit zwei bis 
acht Carboxylgruppen produzieren. Die zur Fluorometrie eingesetzten Porphyrin- 
methylester wurden jeweils direkt vor Gebrauch durch mehrfache Rechromatographie 
als Reinsubstanzen dargestellt, dann in Chloroform gel&t und zwischen den Ver- 
suchen bei -30” aufbewahrt. Ihre Konzentration wurde mit einem Spektralphoto- 
meter DB-G Beckman@‘, das mit einem Io-Zoll-Kompensationsschreiber kombiniert 
war, bestimmt*. 

Diin?zsclticlitpZatte?z wad Lijsacngsmittelsysteme 
Die Dtinnschichtchromatographie erfolgte auf DC-Fertigplatten Kieselgel F264 

mit einer Schichtdicke von 0.25 mm und einem Format von IO x zo cm (5729 von 
E. Merck AG, Darmstadt). 

Die in Chloroform gel&ten Porphyrinester wurden mit Mikroliter-Pipetten auf 
die Platte aufgetragen. Bei mehrmaligem Auftragen von Volumina zwischen 20 und 
50 ~1 auf dieselbe Startzone von maximal 15 mm Breite wurde das Lijsungsmittel 
kontinuierlich mit einem Kaltluftfohn abgeblasen. 

Die Porphyrinmethylester von biologisch vorkommenden Porphyrinen liessen 
sic11 nach Anzahl der Estergruppen im Losungsmittelsystem Benzol-Essigsaureathyl- 
ester-Methanol (85 : 13.5 : 1.5) (BEM) auftrennen 3. Zum Lauf der Substanzen in der 
Front fur die Herstellung von Eichchromatogrammen (Fig. 2a) war das Losungs- 
mittelsystem Chloroform- Methanol (130 : zo) (CM) geeignet. 

iWessa$~arntzcr* zcnd Messbedingamgen 
Zur Messung der Fluoreszenz der Dtinnschichtplatten diente ein Vitatron*’ 

Photometer, Typ UFD, mit der Densitometereinheit UFD 500 und anderen bei der 
Funktionsbeschreibung der Messapparatur aufgeftihrten Zusatzteilen, die ebenfalls 
iiber Vit atron bezogen wurden, 

Das Licht wird gefiltert, durch eine Quarzlinse focusiert und tiber einen Metall- 
Spiegel rechtwinklig nach unten abgelenkt. Die Dtinnschichtplatte bewegt sic11 auf 
einem endlosen Transportband mit konstanter Geschwindigkeit durch den Licht- 
strahl. Durch eine Blende und ein zweites Filter gelangt das emittierte Licht zu dem 
direkt darunter liegenden Photomultiplier. Das Signal des Photomultipliers wird 
einem Verstarker zugeftihrt, der ein Wechselspannungssignal an einen lin/log-Schrei- 
ber (UR IOO) abgibt. Papiertransport und Transportband des Densitometers werden 
gemeinsam eingeschaltet. Die Papiergeschwindigkeit ist in neun Stufen von I cm/h 
his goo cm/h umschaltbar, die Geschwindigkeit des Transportbandes von 1.72 cm/min 
bis 16.75 cmlmin in ftinf Stufen. 

Der Aufbau des Gerates bedingte eine Fluoreszenzmessung in geradem Strahlen- 
gang. Da Anregungs- und Fluoreszenzmaxima der Porphyrine relativ weit ausein- 

l Lzhgaben dcr Dcutschen Forschungsgemcinschaft. 
l * Vitatron N.V., 23 Spoorstraat, Diercn, Niederlandc. 
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ander liegen, konnte durch Auswahl geeigneter Filter ein Durchscheinen dea Primar- 
lichtes verhindert werden. Als Lichtquelle wurde eine Hg-Niederdrucklampe von 
Osram, Typ Hg/3, eingesetzt. Aus den Angaben des Herstellers ist zu ersehen’o, dass 
im Bereich zwischen 600 nm und 700 nm keine Emission erfolgt, wahrend zahlreiche 
Emissionslinien im Bereich zwischen 334 nm und 436 nm liegen. Das Vitatron Absorp- 
tionsbandfilter B, das sonst nur in Verbindung mit einem Fltissigkeitsfilter verwandt 
werden sol1 und das einen weiten Spektralbereich im U.V. und kurzwelligen sichtbaren 
Licht durchl%sst (Fig. I), ergah die hijchste Ausbeute an Primarlicht. Die Zunahme 
der Transmission dieses Filters oberhalb 650 nm stdrte nicht, da in diesem Spektral- 
bereich die Hg/3-Lampe keine Emissionslinie besitztr”, und eine nur sehr geringe 
Uberschneidung der Transmission mit der des SekundWilters IFL 630 besteht, wie in 
Fig. I zu ersehen ist. Ein Photomultiplier von RCA, Typ IP 22 (Vitatron UFD 
120/124), der wegen seiner hohen Empfindlichlreit im Rot ausgewahlt war, diente 
zur Lichtmessung. Er wurde mit hijchstzulassiger Spannung betrieben, urn eine maxi- 
male Quantenausbeute zu erzielen. Bei htichster Verstgrkung (Stufe B) und optimaler 
Dampfung des Recorders ergab sich ein Spitze-Spitze Gerguschpegel von maximal 
& 1.5 y0 T bei einer Grundlinie von 8 y0 T. Der maximale Ger&rschpegel und die 
Grundlinie waren bei der n&chstniedrigen Verst~rkungsstufe A geringer und betrugen 
& 0.5 y0 T und 4.5 y0 T resp. 

100 

75 

m 
f+50 

h 

1 

Fig. . * I. Transmission der in der Mcssanordnung vcrwandtcn Filter, ausgemcsscn mit dem Zwei- 
stranlspektrophotometer Hitachi-Perkin Elmer EPS-3T gegcn Luft (Schrciberblatt RANGE VI- 
SIBLE). I = Absorptionsbandfiltcr B (Prim&filter), II = Interferenzfilter IFL 630 (Sckund%r- 
filter), 

0, J I \-,’ , 
340 400 450 500 550 600 650 700 
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Der Papiertransport des Schreibers wurde entsprechend der Geschwindigkeit 
des Transportbandes des Densitometers so gewahlt, dass eine gute Auswertung der 
Registrierkurve mtiglich war. Die Blende zwischen Probe und Multiplier, deren Breite 
die lineare Aufliisung des Chromatogramms entlang der Laufrichtung bestimmte, 
musste im Gegensatz zur densitometrischen Messanordnunglr so lang sein, dass sie 
mindestens die ganze Breite der Bande auf dem Dtinnschichtchromatogramm um- 
Iasste. Nur dadurch war es mijglich, die fluoreszierende Fkiche vollstandig zu messen. 
Beim Auflegen der Dtinnschichtplatten auf die Transporteinrichtung wurde besonders 
darauf geachtet, dass die Lijsungsmittelfront genau senkrecht zum Transportband 
ausgerichtet wurde. 

f. Cltromatog., 41 (rgbg) 38G-3g3 
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(b) 

1 2 2 3 3 4 5 

13ge z. Kiesclgcl-Dtknnschichtchromatogramm (~Merclc 5729) mit Uroporphyrinmethylester im 
Ltisungsmittelsystcm Chloroform-Methanol (I 30 : 20) (a) und die bei fortlaufcnder fluorometrischer 
Registrierung aufgezeichneten PMchen (b). Uroporphyrinm2thylester 3.95 +W in Chloroform 
wurcle vor jcdcm Lauf auf clieselbc Startzone in aufsteigcnclen lMengen appliziert: 5 (I), IO (z), 

50 (3). 100 (4) und 150 (5) ~1. 

o t_Lc. I I I I I I 
0 0.1 02 0.3 !&I 

Fig+ 3. Gcomctrischc Auswertung clcr bei fluorometrischcr Rcgistrierung von Koproporphyrin mit 
den1 Vitatron UFD Photomctcr crhaltenen Fl&chen im Vcrglcich zum Chromatogramm (Lijsungs- 
mittclsystcm BEM). Auf tine DC-Wcselgcl-Platte wurden 20, 50, IOO uncl 150 ,%I einer Lijsung van 
Koproporphyrin-I II-tctramcthylester 2.92 @I in Chloroform aufgetragen. 

J, Chvomalog,, 41 (1969) 386-393 
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Die Auswertung der registrierten Fluoreszenzintensitaten (Fig. 2b) erfolgte auf- 
gruncl der nahezu symmetrischen Peaks (Fig. 2 und 3) geometrischlz. Die IXichen- 
werte wurden durch Multiplikation der Hijhe der Peaks und ihrer Breite auf halber 
Hijhe erhalten. Die Fig. 2 zeigt ein im LBsungsmittelsystem CM und unter dem U.V.- 
Licht bei 355 nm (Desaga-Intensivstrahler 13 1000) fotografiertes Chromatogramm 
rnit Uroporphyrinmethylester im Vergleich zu den gemessenen Pluoreszenzintensi- 
ttiten. 

ERGEBNISSE UND DISI-WSSION 

Dtinnschichtchromatogramme von Porphyrinmethylestern kiinnen direkt, unter 
Berticksichtigung der speziellen Geratebedingungen (Empfindlichkeit, Messbereich, 
Spalthreite), quantitativ fluorometrisch ausgewertet werden. Dieser Befund ergibt 
sich aus den Messungen, die mit einem Vitatron UFD Photometer, das mit einem 
Densitometer ausgertistet ist, durchgeftihrt wurden. 

Die Korrelation zwischen dem fluoreszenzoptischen Bild und der anhand einer 
Fkichenregistrierung gemessenen Fluoreszenz-Intensitat der Porphyrinzonen zeigt 
Fig. 2. Das Verhaltnis zwischen dem geometrisch ermittelten Fl~cheninhalt und der 
Konzentration der Koproporphyrin-III-tetramethylester ist in Fig. 3 dargestellt. 
Nach jeder Applikation der in Pig. 3 aufgeftihrten Menge an Koproporphyrin auf 
dieselbe Startzone wurde die Platte im L&ungsmittelsystem BEM unter Beobachtung 
h-n U.V.-Licht (355 nm) jeweils so hoch entwickelt, dass die n5chst kleinere Menge in 
einem bestimmten Abstand unter die bereits vorhandene Porphyrinbande wanderte. 
Da der Spalt des Gerates 15 x 2 mm betrug, wurde eine Auftragsbreite von 15 mm 
nicht tiberschritten, so dass die Gesamtmenge jeder Bande fluorometrisch in einer 
einzigen Messung erfasst werden konnte. Aus Fig. 3 geht hervor, dass in dem durch 
die Gergtebedingungen gegebenen Messbereich ein konstantes Verh$ltnis zwischen 
dem Porphyringehalt im Chromatogramm und der registrierten I%.che als Fluores- 
zenz-Parameter besteht. Mit diesen Eichkurven oder daraus erhaltenen Paktoren ftir 
die Bestlmmung eines individuellen Porphyrins wird der Porphyringehalt dtinnschicht- 
chromatographisch aufgetrennter biologischer Extrakte ermittelt. Die in der Tabelle 
aufgeftihrte statistische Prtifung der Messergebnisse von Kopro- und Uroporphyrin- 
chromatogrammen gibt die Reproduzierbarkeit des Verfahrens wieder. 

Die Eichkurven mtissen aufgrund nicht nur der unterschiedlichen molaren 
Fluoreszenz von Proto-, Kopro- und Uroporphyrin, sondern vor allem der durch Pri- 
m&= und Sekundarfilter determinierten Ausbeute fur jedes einzelne Porphyrin ange- 
legt werden. Unterschiede ergeben sich ausserdem bei Verwendung verschiedener 
Kieselgel-Dlinnschichtplatter& 3 sowol~l in Bezug auf die Qualit% des Materials und 
die Dicke der Sorptionsschicht als such hinsichtlich ihrer Herstellung und Zus&tze. 
Weiterhin ist nach unseren Versuchen die von der Wall1 des Lijsungsmittelsystems 
abhtingige und in verschiedenen Systemen unterschiedliche Topographie der Porphy- 
rinbande zu berticksichtigen. Chromatogramme kiinnen nur dann miteinander quanti- 
tativ verglichen werden, wenn sie in Liisungsmittelsystemen von gleicher oder mit 
denselben Lijsungsmitteln gering modifizierter Zusammensetzung entwickelt wurden. 
Pig. 4 gibt die Eichkurve von Uroporphyrinmethylester im Lijsungsmittelsystem CM 
wieder, die von 0.01 pg bis zu 0.4 pg linear verlguft. Da bei Mengen tiber 0.5 pg (Auf- 

J. Chvomatog., 41 (1969) $36-393 
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tragsvolumen 200 1~1) die Breite der Porphyrinzone nicht arn Start, sondern beim Lauf 
nahe der Lijsungsmittelfront infolge einer beidseitigen und mit der Hijhe des Rr;l-Wertes 
zunehmenden Divergenz 15 mm tiberschreitet, wird diese Bande bei der Messung nicht 
vollstkdig erfasst, wodurch bedingt ist, dass ihr Fl~cheninhalt nicht in Fortsetzung 
der Geraden liegt. Dagegen Andet im Lijsungsmittelsystem BEM ein paralleler Trans- 
port der Porphyrinzonen such bei gr6sseren Konzentrationen statt. 

Werden die lcritischen Seiten des Verfahrens beachtet, lcann der Porphyrin- 
gehalt von Dlinnscl~ichtchromatogrammen, mit clenen ein Porphyringemisch aus 
biologischem Material wie BalcterienO (Fig. 5), Lebcr4 und Urin” aufgetrennt wurde, 
direltt-fluorometrisch bcstimmt werden. 

250 
r 

Fig. 4. Eichlturvc von Uroporphyrin-olctamnethylester mit dcr StanclrLrdabwcichunbr dcs Mittcl- 
wertes aus scchs Messungcn eincs im Ltisungsmittclsystcm Chloroform-1Mcthanol (130: 20) cnt- 
wiclrelten Chromatogramms. 

Fig. 5, Fluoromctrische Analyse ciner balcteriellcn Suspension von Acltromobacter wctalcaligsncs, 
die in cinem definierten Medium untcr Zusatz van &Aminoljlvulins&urc inlcubicrt wurcle. IXnn- 
schichtchromatographic im System BEM. 2 bis 8, Porphyrinc nach Anzahl dcr Methylcstcrgruppen 
im Molek~ll (von Proto bis Uro). P, uncl P, sincl Porphyrinbandcn unbcltanntcr Natur. Riclrtung 
der Rcgistrierung : 2 + I?,. 

J. Clrromatog., 41 (1969) 386-393 



I~I~UOROMETRISCHE BESTIhIivfUNG VON PORPRYRINMETHYLEST~RX IN DC 393 

Die Untersuchungen wurden von S&en der Autoren M.D. und R. Q. mit dan- 
lcenswerter Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft, Bad Godes- 
berg, durchgeftihrt. Herrn Professor Dr. R. SIEGERT, Direktor des Hygiene-lnstituts, 
danken wir fiir die weitere Forderung der Arbeit. 

En fluorometrisches Verfahren zur quantitativen LMessung von Porphyrin- 
methylestern auf vorbelegten Kieselgel-Platten wird beschrieben. Zur fluorometri- 
schen Registrierung Tvurde ein Vitatron UFD Photometer mit Densitometereinheit 
verwendet. 
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