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UBER DIE FLUORESZENZ DER PORPHYRINE
IM ADSORBIERTEN ZUSTAND

K. WEBER und D. Dyur1é
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fiir Wissenschaf und Kunst, Zagreb :
(Eingegangen am 10. I11. 1961.)

Die Porphyrine werden an der Oberfliche verschiedener fester Stoffe
— wie Tierkohle, Oxyde und Hydroxyde der Erdalkalien, Filtrierpapier,
Glasfaser — gut adsorbiert. Sind die Adsorbentien farblos oder weiss, so
zeigen die Adsorbate die charakteristische Fluoreszenz der Porphyrine
bei Bestrahlung mit ultraviolettem Licht. In bestimmten Fillen wird
durch den Adsorptionsvorgang dic Intensitit der Fluoreszenz der Por-
phyrine erhdht. Es werden photoelektrische Methoden zur Messung der
Fluoreszenzintensitit der Porphyrinadsorbate beschrieben. Die Bedeutung
solcher Messungen fiir die quantitative Bestimmung der Porphyrine im
Harn und in anderem biologischen Material wird besprochen. Auf Grund
der Versuche iiber die Fluoreszenzintensitit der Porphyrinadsorbate
kénnen Annahmen iiber den Bindungszustand der Porphyrine an den
Adsorbentien gemacht werden.

Es ist bekannt, dass Porphyrine an verschiedenen festen Stoffen gut
adsorbiert werden und diese Eigenschaft hat man &fter zur Isolierung,
Reinigung und physikalisch-chemischen Erforschung der Porphyrine
herangezogen (1). Als Adsorbentien kommen vorwiegend Tierkohle,
Oxyde und Hydroxyde der Erdalkalien und des Aluminiums, schwer-
losliche Phosphate, Silikate, Filtrierpapier und Glasfaser in Frage. Die
Bindung der Porphyrine an den Adsorbentien ist gewdhnlich sehr fest
und sie kénnen oft nur durch chemische Zerlegung des Adsorbates
(Auflésung des Adsorbens) wieder in Freiheit gesetzt werden. Diese
Tatsache kann hinderlich sein bei der priparativen oder analytischen
Bearbeitung von Porphyrinlosungen.

Porphyrinadsorbate an farblosen, bzw. »weissen« Adsorbentien weisen
bei Bestrahlung mit ultraviolettem Licht die intensive rote Fluoreszenz
des betreffenden Porphyrins auf (2). Dieser Fluoreszenz der Adsorbate
widmeten wir unsere Aufmerksamkeit in Anbetracht der Moglichkeit
durch direkte fluorometrische Messungen an Adsorbaten Konzentra-
tionsbestimmungen der Porphyrine vornehmen zu konnen. Da wir
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beobachtet haben, dass in bestimmte Fillen die Adsorbate wesentlich
intensiver fluoreszieren als die entsprechenden Lésungen, war anzuneh-
men, dass durch die fluorometrischen Messungen an Adsorbaten eine
grossere Empfindlichkeit der Porphyrinbestimmung erzielt werden
konnte.

DIE VERSUCHSMETHODEN

Nachdem wir festgestellt haben, dass frisch gefilltes Magnesium-
hydroxyd die Porphyrine sehr gut adsorbiert und intensiv fluores-
zierende Adsorbate ergibt, wurden die Untersuchungsobjekte durch
Fallung von Mg(OH), in den alkalischen Porphyrinlosungen dar-
gestellt und die Fluoreszenz dieser Fallungen wurde direkt fluoro-
metrisch gemessen. Die Messobjekte stellten also Aufschlimmungen von
Magnesiumhydroxyd mit adsorbiertem Porphyrin in alkalischen wés-
serigen Losungen dar, wobei sich beziiglich der fluorometrischen Mess-
methodik zwei Moglichkeiten ergaben. Die Messungen konnten bei
durchfallendem, oder aber bei auffallendem primaren (anregendem)
ultraviolettem Licht durchgefiihrt werden. Die zweite Moglichkeit schien
deshalb wesentlich zu sein, weil die Aufschlimmungen mit grosserer
Niederschlagmenge in bestimmten Féllen auch nur eine sehr geringe
Durchlassigkeit fur Licht haben konnen. Wir haben beide Méglichkeiten
der Messung realisiert.

Bei dem Fluorometer fiir durchfallendes Licht (8) diente als Licht-

quelle eine Quarzquecksilberlampe, deren Licht durch eine Kupfersul-
fatlosung (5%, Schichtdicke 1 cm) und ein Nickeloxydschwarzglas
(Schichtdicke 4 mm) filtriert auf das Untersuchungsobjekt fiel. Das vom
Objekt durchgelassene ultraviolette Licht (4 = 865 mu) wurde in einer
Pikrinsdure-Gelatinefolie (4), die als Sperrfilter diente, absorbiert. Das
emittierte Fluoreszenzlicht wirkte auf das Selenphotoelement, dessen
Photostrom durch ein empfindliches Spiegelgalvanometer gemessen
wurde.

Bei dem Fluorometer mit auffallendem Licht fillt das anregende
filtrierte ultraviolette Licht einer Quecksilberhochdrucklampe unter
einem Winkel von 45° in Bezug auf die Messrichtung, auf die Ober-
fliche des Messobjektes. Das Fluoreszenzlicht wird gleichfalls bei Ver-
wendung eines Sperrfilters mittels Selenelement und Spiegelgalvano-
meter gemessen.

Die Messungen wurden an Lésungen und Adsorbaten von Haemato-
porphyrin, Koproporphyrin und Uroporphyrin III vorgenommen. Das
Haematoporphyrin war ein Handelsprodukt und das Kopro- bzw. Uro-
porphyrin wurde aus dem Urin von Personen die an chronischer Blei-
vergiftung bzw. Porphyria cutanea tarda erkrankt waren, isoliert. Als
Losungsmittel diente fiir Haematoporphyrin 1%o-ige Salzsiure, fur
Koproporphyrin 10%-ige Schwefelsaure (5) und fiir Uroporphyrin 1,0
norm. Salzsdure. Die Konzentration der Porphyrine in den Messlosun-
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gen wurde in den Grenzen von 0,00026 bis 1,40 mg %o variiert. Das
Volumen der Messobjekte war stets 20 ml. Die Aufschlimmungen der
Adsorbate wurden in den Porphyrinlosungen durch Zusatz von 2 ml 10
norm. NaOH, Fallung des Niederschlages mit 4 ml 1,0 mol. Losung
von Magnesiumsulfat und Auffiillung mit Wasser auf 20 ml erhalten.
Unmittelbar vor der Messung wurden die Aufschlimmungen gut
durchgeschittelt.

DIE VERSUCHSERGEBNISSE

Die Abbildungen 1, 2 und 3 zeigen einige der erhaltenen Versuchs-
ergebnisse und sie stellen die Fluoreszenzintensitaten (®) in Abhangig-
keit von der Porphyrinkonzentration (c) bei Messung im auffallenden
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Abb. 1. Die Fluoreszenzintensitit ($) des Haematoporphyrins als Funktion der Kon-

zentration (c). 1. Losungen, 2 Adsorbate an Mg(OH),.
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Licht graphisch dar. Die Kurven mit der Bezeichnung 1 beziehen sich
auf Losungen und die Kurven 2 auf Adsorbate. Es ist ersichtlich, dass
in allen Fillen die Adsorbate wesentlich hohere Fluoreszenzintensitédten
ergeben, als die entsprechenden Losungen.

Die Abb. 4 bezieht sich auf Losungen mit sehr kleinen Konzentra-
tionen des Koproporphyrins und auf Messungen im durchfallenden
Licht. Diese Konzentrationen liegen in den Grenzen der physiologischen
Mengen des Koproporphyrins im menschlichen Harn und es ist ersicht-
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lich, dass durch die Adsorptionsmethode wesentlich hohere Fluorezenz-
intensitdten und dadurch empfindlichere fluorometrische Bestimmungen
auch fir sehr kleine Porphyrinkonzentration zu erreichen sind.

Die Abb. 5. zeigt Anderung der Fluoreszenzintensitit mit der Kon-
zentration des zugesetzten Magnesiumsulfates, also mit der Menge des
Niederschlages in der Aufschlimmung, bei konstanter Konzentration
des Haematoporphyrins. Die Kurve 1 dieser Abbildung bezieht sich auf
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Abb. 2. Die Fluoreszenzintensitit ($) des Koproporphyrins als Funktion der Konzen-
tration (¢). 1 Losungen, 2 Adsorbate an Mg(OH),.

die Adsorbate, die Gerade 2 auf die entsprechende Losung des Porphy-
rins.und die Kurve 3 gibt die Intensitdt der Eigenfluoreszenz des Mg
(OH), wieder. Diese Eigenfluoreszenz des Adsorbens ist — wie ersicht-
lich — gering und sie wird im Adsorbat noch wesentlich vermindert
durch die Verminderung der Lichtabsorption im Adsorbens nach der
Adsorption des Porphyrins. Da die Porphyrine das anregende ultra-
violette Licht wesentlich stirker absorbieren als das Magnesiumhydro-
xyd, erfolgt im Adsorbat eine Absorptionsverteilung des Lichtes zu
Gunsten des Porhyrins, wodurch die Eigenfluoreszenz des Adsorbens
wesentlich herabgesetzt wird. Weiterhin ist ersichtlich, dass die Adsor-
bate bei jeder Menge des Adsorbens in der Aufschlimmung wesentlich
intensiver fluoreszieren als die Losung des Porphyrins.
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Abb. 8. Die Fluoreszenzintensitit ($) des Uroporphyrins III als Funktion der Kon-
zentration (c¢). 1 Losungen, 2 Adsorbate an Mg(OH),.

Will man den Verlauf der Intensitits-Konzentrationskurven der
Adsorbate (Kurven 2 der Abb. 1. 2. 3. und 4.), die als fluorometrische
Eichkurven betrachtet werden konnen, rechnerisch interpretieren, so ist
zu beachten, dass die Werte der Fluoreszenzintensitdt durch die Licht-

absorption (A) der adsorbierten Porphyrinmolekiile und weiterhin
durch einen Faktor (k) bedingt werden, den man als Fluoreszenzausbeute
bezeichnet. Nimmt man auch fiir die adsorbierten Porphyrine die Giil-
tigkeit des Lambert-Beerschen Gesetzes an, so erhélt man fir die Flup-
‘reszenzintensitdt (P) die Gleichung:

bl —EJo(l 10 =58 1)

in welcher Jo die Intensitit des anregenden ultravioletten Lichtes, ¢ den
Extinktionskoeffizienten, ¢ die Konzentration des Porphyrins und p die
Schichtdicke bedeuten. Ist die Konzentration so gross, dass die Licht-
absorption praktisch vollstindig zu betrachten ist, so wird eine maxi-
male Fluoreszenzintensitit erreicht (@m), fur die offenbar:

Dn="Fk: ]0 (2)

zu setzen ist. Durch Verbindung der Gleichungen (1) und (2) erhilt
man fiir eine beliebige Porphyrinkonzentration:
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® = &, (1—10 — © < P) (3)

Bei konstanter Schichtdicke, wenn man ¢:p = ¢ setzt, kann man die
Konzentration aus den fluorometrischen Messungen nach der Beziehung:

log & — log (Pm — D)
8,

(4)

‘berechnen.

Wir haben die Gultigkeit der Gleichung (8) an unserem Versuchs-
material geprift und eine befriedigende Uberreinstimmung gefunden.
In der Tabelle 1. sind die gemessenen und berechneten Werte einer
Versuhsreihe fiir Haematoporphyrin, das an Mg(OH), adsorbiert war,
verzeichnet. Es ist ersichtlich, dass die gemessenen und berechneten
Werte fir @ gut ubereinstimmen. Ahnliche Ergebnisse wurden auch
fir die anderen Porphyrine erhalten.
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Abb. 4. Die Fluoreszenzintensitit (@) des Koproporphyrins als Funktion der Kon-
zentration (¢) im Gebiete der physiologischen Porphyrinkozentrationen im Harn. 1
Losungen, 2 Adsorbate an Mg(OH),.

Man kann demzufolge feststellen, dass die Messergebnisse der Fluo-
reszenzintensitdt an den Adsorbaten der Porphyrine nach den iiblichen
fluorometrischen Gesetzmissigkeiten rechnerisch ausgewertet und zu
Konzentrationsbestimmungen der Porphyrine verwendet werden konnen.
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Abb. 5. Die Fluoreszenzintensitit ($) des Haematoporphyrins als Funktion der Kon-
zentration (c) des zugesetzten MgSO,. 1 Adsorbate an zunchmenden Mengen von
Mg(OH),, 2 Losung in 1 %-iger HCl, 3 Aufschlimmungen von Mg(OH); ohne

Porphyrin.
Tabelle 1.
Haematoporphyrin an Mg(OH),
o b , )
mg°®/o gemessen 2 berechnet
0,05 54 1,552 7 585
0,10 103 1,624 100,4
0,15 132 1,478 143,0
0,20 166 1,518 170,3
0,25 192 1,518 169,7
0,30 226 1,404 2189
0,35 224 1,409 287,3
0,40 264 1,748 253,1
0,45 272 1,678 265,6
0,50 278 1,605 2762
0,55 286 1,591 285,5
0,60 805 1,800 2958
Mittelwert:

D, = 830 & = 1,576
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DISKUSION

Die im Rahmen dieser Arbeit festgestellte Tatsache, dass die Adsor-
bate der Porphyrine an Magnesiumhydroxyd wesentlich intensiver fluo-
reszieren als die entsprechenden Lésungen bei gleichen Versuchs-
bedingugen, besagt zunachst, dass den Molekiilen der Porphyrine im
adsorbierten Zustand eine grossere Fluoreszenzfihigkeit zukommt als
in Losungen. Wenn man die maximale Fluoreszenzintensitit (®,) zur
Grundlage einer quantitativen Betrachtung wihlt, so scheiden Ein-
flisse von Absorptionsinderungen durch die Inhomogenitit des Mess-
objektes (Niederschlagbildung) aus, da bei dieser Fluoreszenzintensitit
die Lichtabsorption ja praktisch vollstindig ist. Durch Vergleich dieser
Fluoreszenzintensititen der Lésungen und der Adsorbate ergibt sich
_ dann fir die Versuchsreihe der Tab. 1. eine Zunahme der Fluoreszenz-
ausbeute durch den Adsorptionsvorgang um rund 100%. Wenn man
namlich diese Ausbeute fiir Losungen gleich 1 setzt, wird fiir die
Adsorbate der Wert 2,18 erhalten. Tatsichlich diirfte aber die Zunahme
der Fluoreszenzfihigkeit noch etwas grosser sein, da bei den Auf-
schlimmungen der Adsorbate mit einer Verminderung der Fluoreszenz-
intensitdt durch Absorption und diffuse Zerstreuung des (sekundiren)
Fluoreszenzlichtes im tritben Medium zu rechnen ist, die bei Losungen
kaum vorhanden sein wird.

In den sauren Lésungen der Porphyrine sind die Kationen dieser
Stoffe vorhanden, die aus den neutralen Molekiilen gemiss eines Gleich-
gewichtes entstehen (6), das fir einen supstituierten Pyrrolkern des
Koproporphyrins durch die Gleichung

CH, CH,
X ] : < |
@—CHZ-CH?_-COOH+H+ = +QCH2-CH2-COOH
N HN X

orongerote Fluoreszenz

veranschaulicht werden kann.
In den alkalischen Lésungen bilden sich die Anionen der Porphyrine:

CH,

CH
| X
\ ' i
[()=CHy CHyCOOH == [ H—CH,-CH,-CO0+H*
N . N\

die karminrot fluoreszieren. Da die Adsorbate an Magnesiumhydroxyd
g_lelchfalls karminrot fluoreszieren, was besonders bei kleiner Porphy-
rinkonzentration gut zu beobachten ist, ist anzunehmen, dass die
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Anionen der Porphyrine als solche adsorbiert werden. In den Losungen
der Porphyrine sind aber bei mittlerer Aciditit vorwiegend Zwit-
terionen:

CHs

h CH,-CH,-C00"
HN %

vorhanden (6, 7), die aus den neutralen Molekiilen durch Protenen-
wanderung entstehen und offenbar fluoreszenzunfihig sind, da in ithrem
isoelektrischen pr— Gebiet die Porphyrine ein Minimum der Fluores-
zenzfahigkeit aufweisen.

Man kann nun zur Erklirung der Zunahme der Fluoreszenzintensitat
durch den Adsorptionsvorgang annehmen, dass die fluoreszenzunfihige
Komponente der Porphyringleichgewichte auch in stirker sauren und
alkalischen Losungen in bestimmten Konzentrationen vorhanden ist und
eine Fluoreszenzausbeute kleiner als 1 bedingt. Durch die Adsorption
des Porphyrins an Magnesiumhydroxyd, die sicherlich eine polare
Adsorption, ja vielleicht sogar eine festere chemische Bindung darstellt,
wird nun die fluoreszenzfihige anionische Form der Porphyrins in
erh6htem Masse festgelegt und dadurch die Fluoreszenzausbeute wesent-
lich erh6ht. Man kann die Erhohung der Fluoreszenzausbeute bei der
Adsorption auch physikalisch im Sinne einer Fixierung der cbenen
Anordnung der Atome in den Porphyrinmolekiillen im adsorbierten
Zustand (8) deuten.
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Sadria;

O FLUORESCENCIJI PORFIRINA U ADSORBIRANOM
STAN]JU

Porfirini se dobro adsorbiraju na povrdini krutih tvari, kao $to su aktivni ugljen,
oksidi 1 hidroksidi zemnoalkalijskih kovina, papir za filtriranje i staklena vuna. Ako
se radi o bijelim ili bezbojnim adsorbencijama, pripada adsorbatima:pri obasjavanju
ultraljubicastim svijetlom karakteristi¢na crvena fluorescencija porfirina. Kvantita-
tivnim fluorometrijskim mjerenjima ustanovljeno je da se u odredenim slutajevima
povecava intenzitet fluorescencije uslijed adsorpcije. Opisane su fotoelektritne metode
za izvedbu fluorometrijskih mjerenja na porfirinskim adsorbatima. Prikazano je zna-
¢enje takvih mjerenja za kvantitativno odredivanje porfirina u mokraéi i u drugom
bioloskom materijalu. Na temelju izvedenih pokusa o intenzitetu fluorescencije por-
firinskih adsorbata, mogu se stvarati zakljuéci o stanju porfirinskih molekula u adsor-
batima.
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