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Es ist Verfassern zum ersten Mal gelungen, aus den, den atmosphirischen
Stickstoff bindenden Knéllchen von Lupinus luteus die den schon bekannten
Porphyrin-Methylestern nahestehenden Porphyrin-Methylester in chemisch reiner
Form zu gewinnen. Diese Porphyrinester dirften Zwischenprodukte des vermutlich
sehr lebhaften Porphyrinstoffwechsels der Knollchen sein. Die Einordnung der in-
Gestalt von Methylestern isolierten Porphyrine in die zahlreiche Familie der natur-
Jlichen Porphyrine ist noch. im Gange.

Nach einer Mitteilung von Kuo aus dem Jahre 1939 [1] enthalten
samtliche Leguminosen ein Hamoprotein, welches auf die in den Knélichen
lebenden Rhizobien atmungssteigernd wirkt. Seines Erachtens spielen die
Knollchen-Hamoproteine in der Speicherung und Ubertragung des Sauer-
stoffs eine wichtige Rolle. Das Spektrum des Hamoproteins steht dem des
Blut-Hamoglobins -am néchsten. Spéater hat VIRTANEN [2], [3] mit seinen
Untersuchungen neuere Beitrige in Bezug auf das Himoprotein der Soja-
bohnen-Wurzelknolichen geliefert. VIRTANEN und Mitarbeiter [4]—[6] haben
neben -zahlreichen physikochemischen Eigenschaften des Leghdmoglobins auch
die Rolle des Hamoproteins bei -der Bindung des atmospharischen Stickstoffs
untersucht und festgestellt, daf diejenigen Knollichen, welche dieses
Hamoprotein nicht besitzen, zur Bindung des atmosphdrischen Stickstoffes
unfahig sind [7]. Zur gleichen Zeit geben KEILIN und WANG [8] die spektros-
kopischen Daten ausfiihrlich an und beschreiben die Isollerungsmethode des
Héamoproteins der Sojabohnenknolichen.

Einige Jahre spater berichtet KLUVER [9], [10], daB d1e Wurzelknolichen
der Leguminosen bei 620 mu ein intensives Fluoreszenz- und Absorptions-
maximum aufweisen,  Er konnte aus Sojabohnenwurzelkndllchen ein dem
Coproporphyrin sehr nahestehendes Porphyrin, und aus den Wurzelknolichen
.des Phaseolus vulgaris (Var. red kidney bean) ein Porphyrin mit von den
bisher beschriebenen abweichenden Eigenschaften isolieren [11]. Das Absorp-
tions- und Fluoreszenzspekirum des freien Porphyrins- und des Porphyrin-

1.Die Diplomarbeit -von Klara Téarnoki war diesemr Thema gewidmet.
2 (Gegenwirtige Ansclirift: Landwirtschaftliche Versuchsanstalt Nyirtelek, Ungarn,
- Gyulatanya.
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esters steht dem des Coproporphyrins niher, wahrend sie in ihrer Loslichkeit
eher dem Waldenstromschen Uroporphyrin dhneln. Mittels Chromatographie
an einer CaCO;-Sdule konnte das {iber die genannten Eigenschaften verfiigende
Legcoproporphyrin in zwei Komponenten zerlegt werden. Es gelang diesem
Autor auch, die Protoporphyrin- und Mesoporphyrinester aus den Hamin-
molekiilen dieser Knolichen zu isolieren.

, Diese Beobachtungen lassen vermuten, dafi die den atmosphdrischen

Stickstoff bindenden Knolichen eine breite Skala der Porphyrine enthalten.
KLOVER [10] spricht diesen Porphyrin + Hadmoproteinsystemen in der Bindung
des atmosphdrischen Stickstoffs eine wichtige Rolle zu.

LITTLE [12] kommt bei seiner Krifik der bei der Untersuchung der
Pigmentstoffe .der Sojabohnen bisher erzielten Ergebnisse auf Grund von
vergleichenden Untersuchungen zu der SchluBfolgerung, daf der Porphyrin-
anteil des Himoproteins der Sojabohnenknglichen mit dem Protoporphyrm-
IX-dimethylester identisch ist.

Andere Autoren [13] waren imstande Protohdmin- IX- Pyndmhamochro—
mogen unter Verwendung von C“-Glycin aus den Sojawurzelknélichen zu
gewinnen.

. Es sprechen also alle Anzeichen dafiir, daf die Hamoproteine und die
‘Bindung des atmosphirischen Stickstoffs nebeneinander vorkommen. Betreffs
der biochemischen Rolle derselben in der Bindung des atmosphdrischen
Stickstoffs sind wir nur auf Vermutungen angewiesen.

Unsere Versuche bezweckten in erster Linie die Trennung der Por-
phyrine von den atmospharischen Stickstoff bindenden Knollchen von Lupinus
lufeus bzw. das Einreihen dieser Porphyrine in die Gruppen der bereits
bekannten Porphyrinester.

Es wurden verschiedene Versuche zur Trennung der. Porphyrmester der
Lupinus luteus-Knollchen unternommen, hier sollen aber nur die Analysen-
daten der den in der Literatur angegebenen, spektroskopisch identifizierten
Porphyrinestern am nichsten stehenden Verbindungen angefiihrt werden.

Die Substanz (XXXII) wurde durch Extraktion mit Aceton-Eisessig aus
den Wurzelknollichen von Lupinus luteus gewonnen und nach .der bei der
Haminbereitung angegebenen Methode [15] aufgearbeltet

Analyse des Porphyrin-Methylesters :

C: 65,18%
H: 7,26%
N: 13,589%0
0: 13,329%

Fe: in Spuren
Asche: 0,66%

Hieraus ergibt sich die Gesamtformel: CxH3;O4N,. :

Mit der Gesamtformel des Protoporphyrin-Dimethylesters: Cs;HgOuNy,
des Mesoporphyrin-Dimethylesters: C;Hy,O,N, oder des Deuteroporphyrin-
Dimethylesters : C;,HyN,O, verglichen, diirfte diese Substanz wohl dem letzteren
am ndchsten stehen.
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Experimenteller Teil

Meistens " erhielten wir die Knollchen von Lupinus luteus solcherweise,
daB die in Bliite stehenden Stauden 10 cm oberhalb der Wurzel abgeschnitten
waren. Diese durch Wasser -von der Erde bereits -gut' befreiten Wurzeln
wurden von den Knollchen abgetrennt und dann die Knollchen in Gegenwart
von Na,S,0, und etwa 509% (NH,),SO, in der Hammermiihle zerkleinert.
Nun wurden die gemahlenen Knollchen mit dest. Wasser (1000 ml/kg Sub-
“stanz) versetzt, bis zu 50%, nach Abzentrifugieren des Niederschlages bis
zu 75% mit (NH,),SO, gesittigt und dann die Niederschldge der (NH,),SO,
Fraktionen sowie die gesamte Knolichenmasse zwecks Isolierung des Porphyrins
aufgearbeitet. Die (NH,).SO,-Fraktionen wurden der klassischen Extraktion
mit NaCl- oder KCl-Eisessig unter 6—8-stiindigem Riickfluf des Eisessigs
unterworfen. Der dabei entstehende Niederschlag wurde abfiltriert und die
Eisessiglosung eingedampft. Der abfiltrierte. Niederschlag war vollkommen
farblos, hatte also seinen gesamten ‘Porphyringehalt verloren. Der Riickstand
der emgedampften Eisessiglosung wurde in 60 %-igem Aceton aufgenommen,
welches auch noch 0,02 % Salzsaure enthielt [12]. Der ungeloste Anteil wurde
abfiltriert und durch Infrarotbestrahlung getrocknet, die Acetonlosung 4-mal
mit je 100—150 ml Chloroform extrahiert; der Chloroform extrakt iiber MgSO,
- getrocknet und eingedampft. Der entwasserte Riickstand war einer. Esterifizie-
rung zuganglich; diese wurde auf drei verschiedenen Wegen versucht [16],
- [17], [18], von denen sich die Ameisensdure-Eisenstaub-Methode [18] am .
besten bewihrte. Oft war allerdings auch durch diese energische Eisenent-
“ziehung kein vollkommen eisenfreies Endprodukt zu erhalten und die gewo-
nene Substanz enthielt meistens 0,6 % Asche.

Auf die Eisenabspaltung erfolgte die Esterifizierung, wobei wir uns des
absol. Methanol-Salzsdure- und des Diazomethan-Verfahrens bedienten. Das.
Endprodukt wurde aus methanolhaltigem Chloroform umkristailisiert.

‘Bei der Isolierung der natiirlichen Porphyrine liefern die diblichen
physikalischen Konstanten meistens keine zuverldssigen Daten beziiglich der
Zugehorigkeit der Substanzen [19], weshalb wir uns bei der Isolierung in
erster Linie auf die Analysendaten und die Ergebnisse der Spektralunter-
suchungen stiitzten.

Das freie Porphyrin der Knolichen von Lupmus [uteus wurde mit
aethylacetathaltigem Eisessig extrahiert [20], mit 5%-iger Salzsiure durch-
geschiittelt und dabei ein freies Porphyrin mit Absorptionsmaxima bei 565,
530, 518 und 495 mu erhalten. Die 5% Salzsdure enthaltende Losung war
intensiv rosafarbig und zeigte im UV-Licht eine starke Fluoreszenz, sie
enthielt schatzungsweise 4000 y/ml, Porphyrin. -Ihr Absorptionsspektrum steht
dem des Coproporphyrins am néchsten.

Bei der weiteren Untersuchung der Frage denken wir uns der von
MORRISON und StoTZ [21] beschnebenen chromatographischen Methode zu
bedienen.

. * %k ) i

An dieser Stelle mochten wir Herrn Dr. J. HIRES fiir die Durchfithrung
der Spektraluntersuchungen und unseren Mitarbeitern in der Mikroanalyti-
schen Abteilung fiir ihre prizise Arbeit unseren Dank aussprechen.
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