Uber die Hauptbande der Porphyrine
in wasserigen Losungsmitteln.
Von
Fritz Bandow.

Mit 2 Abbildungen.
(Mitteilung aus der Medizinischen Klinik der Universitdt Freiburg i. Br.)

Die stirkste Absorptionsbande der Porphyrine liegt an der
Grenze zwischen sichtbarem und ultraviolettem Spektralgebiet bei
4000 A. Ihre Lage und Form ist im einzelnen erheblichen Ande-
rungen unterworfen; trotzdem bleibt sie in whsserigen, sauren und
alkalischen und auch in organischen Losungsmitteln stets die Haupt-
bande. Diese Kenntnis ist schon vor Jahren durch spektrographische
Untersuchungen entwickelt worden, die hier nicht angefiihrt zu wer-
den brauchen. Die Unterschiede der einzelnen Porphyrine sind fiir
eine erste Betrachtung unbedeutend; es sei z. B. auf eine Arbeit von
TrEIBS (1) verwiesen, der eine griéfere Anzahl von Porphyrinen und
Estern auf ihre Ultraviolettabsorption untersuchte. Auch die MeS-
reihen von STERN und WENDERLEIN (2), die sich mit dem sichtbaren
Spektrum beschiftigen, gehoren hierher, denn sie zeigen, in wie
groBem Umfange verschiedene Substituenten vertauscht werden
konnen, ohne daB die Grundform des Spektrums dadurch ver-
andert wird.

Eine feinere Kenntnis der Form der 4000 A-Ba.nde, besonders
in Abhéingigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration des Lésungs-
mittels, ist erwiinscht, um das Bild der verschiedenen Spektraltypen
der Porphyrine erginzen zu konnen, und weil es Licht aus diesem
Spektralbereich ist, das bei allen neueren, fluorimetrischen Messungen
zur Erregung der Fluoreszenz dient. Solche Messungen konnen zwei
Ziele verfolgen: Die Fluoreszenzhelligkeit bildet in einem bestimmten
Losungsmittel ein MaB der Farbstoffkonzentration, und es wird da-
durch eine auBerordentlich empfindliche Bestimmung des Porphyrins
(z. B. zu Kklinischen Zwecken) ermoglicht; oder es wird bei fest-
gehaltener Farbstoffkonzentration die Wasserstoffionenkonzentration
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des Losungsmittels verfindert und aus dem Zusammenhang zwischen
pg und Fluoreszenzstirke auf die Art des vorliegenden Porphyrins
geschlossen. Dieses Verfahren ist eingehend von FINK und seinen
Mitarbeitern (3) ausgebildet worden; am isoelektrischen Punkt zeigt
die Fluoreszenzhelligkeit ein Minimum, dessen Lage bei den ver-
schiedenen Porphyrinen zwischen py 3 und pg 5 wechselt. Beob-
achtung des sichtbaren Absorptionsspektrums fithrt zur Unterschei-
dung von drei verschiedenen Spektralformen, zwei sauren und einer
alkalischen, die in wechselndem Verhiltnis nebeneinander auftreten
(vgl. Banpow und Kraus (4)). Auf die nicht mehr mit dem Auge
erfaBbare Hauptbande der Absorption wurde hierbei nicht geachtet.
Ich habe diese Liicke jetzt ausgefiillt im Rahmen der Untersuchungen
iiber die optischen Eigenschaften der Porphyrine, die in der medi-
zinischen Klinik auf Anregung von Herrn Professor BOHENENKAMP
und zusammen mit verschiedenen Mitarbeitern, besonders mit Herrn
Dr. Kravus angestellt werden.

Die Messung der Absorption erfolgte nach dem bekannten spektro-
graphischen Verfahren unter Anwendung eines rotierenden Sektors
und eines Doppelbalyrohres (5). In Lésungen von abgestuftem, durch
Indikatoren gepriiftem pg-Wert (McILvVAINES-Puffer) wurde kiufliches
Porphyrin untersucht (Nordmarkwerke, Hamburg und Schuchardt,
Gorlitz); fiir einige ergénzende Aufnahmen standen reine Farbstoffe
zur Verfiigung, die wir Herrn Geheimrat HANS FISCHER verdanken,
sowie Losungen, die wir uns selbst aus dem Harn von Kranken mit
erhohter Porphyrinausscheidung herstellten.

Die Ergebnisse einer Aufnahmereihe sind in den Abb. 1 und 2 dar-
gestellt. Als Ordinate ist der Absorptionskoeffizient (cm—!)eingetragen,
berechnet auf der Grundlage der dekadischen Logarithmen. Zu der
Pufferreihe sind als weitere Losungsmittel noch 2nHC] und 2nNaOH
hinzugefiigt, ferner Bisessig. In Eisessig ist die Spektralform ,sauer I
im sichtbaren Gebiet deutlicher entwickelt als in den Pufferldsungen;
diese Form des Spektrums steht in gewisser Hinsicht zwischen dem
gewshnlichen sauren Spektrum (saurer Typ II genannt) und dem
alkalischen, ohne dal aber eine Mischung vorliegt (dasselbe gilt auch
fiir die Fluoreszenzspektren (4)).

Die Betrachtung der Absorptionskurven zeigt keine Besonder-
heiten, die erheblich iiber die stufenweise Umbildung der Spektren
hinausgehen; diese kann bei der 4000 A-Bande naturgemil weniger
klar verfolgt werden als bei der tiber einen viel weiteren Spektral-
bereich mit viel reicherer Struktur verteilten Absorption im Sicht-
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baren. Eine besondere Form der Hauptbande, die dem Typ ,,sauer I
zuzuordnen wire, 148t sich nicht erkennen. Kleinere Verschiebungen
in der Lage sind hier nicht von Bedeutung, denn sie kommen z. B.
auch bei Anderung der Salzsiurekonzentration vor, ohne daB sich
die Form des Spektrums dabei &ndert. — Am meisten fallt die
— schon lange bekannte — Schirfe und Hohe der Absorptionsbande
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Abb. 1. Absorptionsspektren von Himatoporphyrin (2 mg?,) in Lésungen mit
kleinem pmH.
Das Maximum liegt fiir 2n HCl etwa bei E=12c¢m—!, fiir pg 2 bei E=10cm—1.
Das Maximum der stirksten sichtbaren Bande (5500 A) liegt fiir 2nHCI bei
E=05 cm—

in saurer LoOsung auf, die daher auch zu empfindlichem und cha-
rakteristischem Nachweis der Porphyrine geeignet ist. In alkalischer
Losung ist die Hauptbande nach der kurzwelligen Seite des Spek-
trums verlagert, niedriger und breiter geworden!); dies it sich

1) In 909,igem Alkohol, der salzsauer oder alkalisch gemacht ist, ergibt
sich der gleiche Befund.
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durch Ablesung der Halbwertsbreite der Banden zur Darstellung
bringen; sie betrigt fiir die Zitronensiurelosung 100 A, fiir die
Phosphatlosung 500 ;&1). — Die Flichen der Absorptionskurven sind
fiir die saure und alkalische Losung nicht nennenswert verschieden;
die Anzahl der Absorptionsvorginge, die bei Einstrahlung eines
Lichtes mit gleichm#fBiger spektraler Energieverteilung erfolgen
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Abb. 2. Absorptionsspektren von Hamatoporphyrin (2 mg®,) in Losungen mit
grofem pg und in Hisessig.
Das Maximum der stirksten sichtbaren Bande liegt fiir py 8 bei E=02 em™!
(5050 A) und in Risessig bei E =03 ecm—! (5500 A).

wiirden, ist also in dem jetzt betrachteten Bereich ungefihr die
gleiche; zur Aufdeckung feinerer Unterschiede miissen genauere Ver-
fahren zur Messung der Absorption herangezogen werden. — In
dem mittleren Bereich der angewandten Wasserstoffionenkonzen-
trationen ist der Farbstoff nur noch teilweise echt gelost; das ist die

1) Die Lésung in Eisessig hat nahezu die Halbwertsbreite der alkalischen
Pufferlgsung.
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hauptsichliche Ursache fiir die Senkung der Absorption. Ubrigens
ist hier der Verlauf der Spektralkurve durch die feine Triibung ein
wenig gestOrt, am meisten bei den LOsungen, deren py dem iso-
elektrischen Punkt des Porphyrins am néchsten liegt (py 3,6 und 4,3
in unserer Reihe). — Aufnahmen bei sechsfach geringerer Konzen-
tration ergaben das gleiche Bild.

Die Absorptionsspektren im Sichtbaren zeigen bis py 3 rein bzw.
iiberwiegend den Typ ,sauer II“, bei 3,6 und 4,3 Mischformen mit
Uberwiegen des alkalischen Spektrums, das bei 5,4 rein entwickelt
ist. In Eisessig sind die beiden Formen des sauren Absorptionsspek-
trums ausgebildet, IT ein wenig stirker als I. Die Fluoreszenzspektro-
gramme entsprechen diesen Absorptionsbefunden. In Eisessig haben
wir wieder dasselbe Ergebnis erbalten, das wir schon bei einer
fritheren Gelegenheit beschrieben (das Spektrum ist #hnlich wie die
Form ,sauer II“ gebaut, jedoch betrichtlich nach Langwellig ver-
lagert (4)).

Wir betrachten jetzt in unseren Absorptionskurven diejenigen
Spektralstellen, die bei Verwendung einer Quarzquecksilberlampe
die Fluoreszenz erregen. Da es bei manchen sehr schwachen bio-
logischen Priparaten notwendig ist, die Helligkeit mdglichst weit-
gehend zu steigern, verwenden wir als Filter in vielen Fillen eine
Kupferoxydammoniaklosung ohne Schwarzglas. Es stehen dann
hauptsichlich die ultravioletten Quecksilberlinien bei 3650 ;&, die
violetten bei 4050 und die blauen bei 4350 A zur Verfiigung. Tab. 1

Tabelle 1. Absorptionskoeffizienten an der Stelle der Hg-Linien in Abhingig-
keit vom pg.

A\ pe| 20 3,0 3,6 43 54 8,0
3650 09 1,0 08 0,9 1,9 25
4050 2.2 2.2 0.9 0.8 10 | 11
4350 01 035 0,35 05 0.6 0.2

Der Absorptionskoeffizient steigt fir 3650 A im alkalischen Gebiet, fiir
4050 A im sauren Gebiet stark an.

gibt die aus den abgebildeten Kurven abgelesenen Absorptions-
koeffizienten fiir diese Wellenlingen wieder. Trotz der groBeren
Energie, mit der die blauen Linien im Spektrum vertreten sind,
haben sie wegen der schwicheren Absorption fiir die Fluoreszenz-
erregung geringere Bedeutung. Das gegenseitige Verhiltnis der
Absorption der beiden maBgebenden Liniengruppen 3650 und 4050 A
ist in sauren und alkalischen Lésungen ganz verschieden. Die Hinzu-
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nahme der violetten Linien zur Fluoreszenzerregung ergibt bei den
sauren Farbstofflosungen eine besonders starke Erhohung der Hellig-
keit; das ist praktisch insofern wichtig, als die Bestimmung bio-
logischer Porphyrine im allgemeinen in salzsaurer Losung erfolgt.
Es ist dabei noch zu bemerken, daB man praktisch immer mit so
geringen Konzentrationen und Schichtdicken arbeitet, dal nur ein
maBiger Teil des eingestrahlten Lichtes im MeBtrog absorbiert wird
(z. B. 109%,; die Farbstoffkonzentration liegt im allgemeinen unter
0,1 mg-Y%,; die angewandten Schichtdicken sind 5 oder 10 mm, selten
auch 20 mm). Bei fluorimetrischen Konzentrationsbestimmungen ver-
schiedener Porphyrine konnen sich die — spektral geringfiigigen! —
Verschiebungen der Hauptbande und Unterschiede in ihrer Hohe
bemerkbar machen und erfordern fiir genaue Bestimmungen be-
sondere Eichungen. — Bei Verwendung einer Bogenlampe als er-
regender Lichtquelle gilt dasselbe wie fiir die Quecksilberlampe,
wenn auch die Zahlenverhiltnisse durch die andere Energieverteilung
(fast kontinuierliches Spektrum) etwas verschoben sind.

Fir die Aufnahme einer pg-Fluoreszenzkurve nach FINK ist
nach diesen Ergebnissen die Filterung des erregenden Lichtes von
groBer Bedeutung. Tab. 2 gibt ein MeBbeispiel wieder (erhalten

Tabelle 2. Fluoreszenzhelligkeit und pg.

20 | 30 l 36 | 43 | 54 ‘ 80 Pu / Filter

105 70 ’ 25 10 22 40 Kupferoxydammoniaklosung
100 45 16 10 35 65 desgl. 4-UG, (Scmort)

Die Zusammenstellung der beiden Filter (untere Zeile) 1aBt nur 3650 A
zur Fluoreszenzerregung wirksam werden; dies ergibt einen stirkeren Hellig-
keitsanstieg im alkalischen Ast. Die blaue Filterlosung allein (obere Zeile) 1i8t
auch 4050 (und 4350) A hindurchtreten; der jetzt im sauren Ast stirkere Hellig-
keitsanstieg tritt bei pg 2,0 in dieser Tabelle wegen der verhéltnism#Big hohen
Porphyrinkonzentration nicht deutlich hervor.

mit Stufenphotometer mit Filter LI; Porphyrinkonzentration 0,3 mg-?/,;
Schichtdicke 10 mm). Die schwichste Fluoreszenzhelligkeit ist in
jeder Zeile gleich 10 gesetzt. Das verhaltnism#big stdrkere Leuchten
der sauren Losungen bei Weglassen des Ultraviolettfilters tritt bei
geringeren Schichtdicken und bei schwicheren Konzentrationen noch
deutlicher hervor als in unserem Beispiel. — ks ist an sich iiber-
sichtlicher, wenn nur ein enger Spektralbereich zur Erregung ver-
wandt wird. Aber auch wenn man sich auf 3650 A beschrinkt,

ist es nicht moglich, allein aus dem Gang der Fluoreszenzhelligkeit
Berichte XXXV, 2, 9
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mit der Wasserstoffionenkonzentration auf die Ausbeute und die
echte Ausloschung des Porphyrins in den verschiedenen Losungs-
mitteln zu schliefen; es muB vielmehr die Menge des absorbierten
und zur Erregung verfiigbaren Lichtes beriicksichtigt werden. Zu
dieser Frage haben wir noch weitere Messungen vorgesehen. Ks
ist bisher nicht moglich, eine gut begriindete Erwartung iiber das
Ergebnis auszusprechen, denn es besteht eine zweifache Unsicher-
heit: Die echte Absorption ist in dem mittleren Untersuchungsbereich
nicht gut bekannt, wie schon erortert wurde (die Kenntnis der Kon-
zentration des echt gelosten Farbstoffs ist nicht notwendig, wenn
man die Quantenausbeute der Fluoreszenz aus Emission und Ab-
sorption berechnen will); als zweite, wesentlichste Unsicherheit ist
hervorzuheben, daB aus okularen Intensitdtsmessungen nicht auf die
Anzahl der von der Losung ausgesandten Lichtquanten geschlossen
werden kann; denn der Schwerpunkt des alkalischen Fluoreszenz-
spektrums ist gegeniiber dem sauren erheblich nach der langwelligen
Seite verschoben und riickt damit in ein Gebiet, in dem die Emp-
findlichkeit des Auges bereits abnimmt.

Zusammenfassung: Es werden Messungen an der Haupt-
absorptionsbande der Porphyrine bei 4000 Ain wisserigen Ldsungen
von verschiedenen py mitgeteilt. Bs wird gezeigt, dal die Ande-
rung dieser Bande beriicksichtigt werden mul, wenn man die Ab-
hingigkeit der Fluoreszenzhelligkeit von der Zusammensetzung des
Losungsmittels verstehen und auf die physikalischen Grundvorginge
zuriickfiihren will.

Der Quarzspektrograph und das Stufenphotometer wurden Herrn
Prof. BoHNENKAMP von der Deutschen Forschungsgemeinschaft zur
Vertiigung gestellt. Verschiedene Anschaffungen wurden mir durch
eine Unterstiitzung der Freiburger wissenschaftlichen Gesellschaft
ermdoglicht, wofiir ich auch an dieser Stelle bestens danke.

Freiburg i. Br., Medizinische Klinik der Universitat.
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