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SUMMARY

Sejmratwn of mixiures of lzj)oj;vinlzc cmd hydroybhzlw com])ozmds by gel dzsmbzmon ckro-
matogm;bhy on Seﬁlmdcx LH-zo S ,

In comparlson w1th the hydrophlhc gels of the Sephadex G type, ,columns of
the more lipophilic Sephadex LH-20 show important advantages in gel distribution
chromatography because of the higher stability of these systems and the. quantitative
elution of compounds. The preparation of these columns is descnbed . Possibilities
for the separation; of forty-seven compoundq of .various. polarltles are shown by
comparing different solvent systems. The.rate of recovery and loadmg capamty are
determined with the help .of. radloactwe-labelled compourds A thin-layer chro-
matographlc method for the. 1a1)1d selection .of the most favourable solvent system
is developed. : ' :

AP

IZINLI:ITUNG
D1e Trennmoghchkelten der Gel-Vertellungschromatographle (GVC) lm Be-

relch komplexer Gemische lipophiler; bis hydrophiler Substanzen sind. wenig: aus-
genutzt worden. Blsher sind nur Arbeiten mit den hydrophilen Gelen der Sephadex
G-Typen!:? bekannt Schw1er1gkclten in der Stabilitit dieser Systeme und bei.der
‘Elution, hydrophller Substanzen schriinken . die 'Anwendung ein. Auf Grund. seiner
hpophllen und hydrophilen’ Elgenschaften sollte- Sephadex. LH-20. Vorteile. bieten.,
Bei -Sephadex LH-20:sind. bisher nur: der- Ionenaustauschcharakter dhnlicher Sys-
teme?, die ‘Adsorptionseigenschaften des Gels bei Verwendung eines Losungsmittel-
gradlentend oder die molekiilsiebenden Eigenschaften des:Gels -angewandt. worden.
=40 Bei’ einem ! GVC-Trennverfahren : wirkt das:Gelgeriist. vorw1egends als inerter
Trhger der: Losungsmlttelsysteme ‘Eine:solche. Sdule besteht ;aus: einem polaren‘
lLosungsmltte] (Alkohol—Wasser-Gemxsche) der statlonaren Phase, d1e swh dim

. S0 N oyt ,I N

: ot ’I,‘eile der vorhegenden Arbelt wurdcn 'mf dcr zsth 'lobacco Chcmmts Rcsca,rch Confer-,
cnce, Loulswlle, "Ky., V.S,A., 6-8. Oktober 1971 vorgctragen o 4 o : g
e Direktor ‘Prof; Dr. W. DONTENWILL a T "3"3‘-"."“3}‘.» B
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Innenvolumen (V;) der Sephadex LH-20 Gelpartikel befindet, und aus der mobilen
Phase, einem unpolaren Ldsungsmittel (chan, Cyclohexan, Benzol) das d1e Gel-
partlkel als Aussenvolumen (V) umgibt.: o

Die vorliegende Arbeit beschreibt d1e Priparierung von GVC- Saulen das
Trennverhalten von 47 Substanzen wverschiedener Verbindungsklassen sowie An-
derungen der Auftrennung bei der Wahl verschiedener Losungsxmttelsys‘ceme

MATERIAL UND METHODE

Material

~ Als Gel wurde Sephadex LH-20 (Deutsche Pharmacia GmbH) in Chromato-
graphiesiulen (Chromatonix) der Dimensionen 25.4 X 1090 mm eingesetzt. Die
Sdulen wurden mit Hilfe der peristaltischen Pumpe Modell Vario-Perpex  (LKB)
entwickelt und die eluierten Substanzen mit dem Spektralphotometer PMQ 11 (Zeiss)
‘mit ‘Durchflusskiivette, mit dem Differentialrefraktometer Lamidur (Winopal-
Forschung) oder einzelne Fraktionen mit radioaktiv-markierten Substanzen mit
dem, Fliissigkeits-Scintillator Ansitron I1 (Plcker-Nuclear) b7w dhnnscluchtchro- ‘
‘matographlsch nachgewiesen.
~Als Lésungsmittel wurden Methanol—Wacsex (85: 15) und (70 30) als statlonare
‘ Phase ““-I—Iexan und Benzol als moblle Phase emgesetzt ‘

: Pmpaﬂemng der Saulcn R ‘ R ‘
“ Dag in'Méthanol-Wasser gequollene Gel wurde in die Saule gefullt und danach
"'dxe Saule so]ange mit Hexan bzw: Benzol gespiilt; bis kein' Methanol-Wasser mehr
aiis der Siule austrat. Es tropfte‘dann ein klares'Hexan- bzw. Bernizoleluat aus der
- Sgule, wihrend vorher entweder Methanol-Wasser oder ein triibes’ Losungsmlttel- :
‘gemisch ' eluierten. Die ‘jeweils eirigesetaten Lésungsmittelphasen wurden vorher'
’ durch Schhtteln gegeneinander 1bgesatt1gt :

Recovery '

- Quantitative Untersuchungen wurden mit den radioaktiv-markierten ' Sub-
stanzen [9-14C]Anthracen und Db,L-[2’- UC]Nikotin vorgenommen. Das in mehrere
' Fraktionen: ‘aufgeteilte Eluat wurde vermessen und dle Ergebmsse zur Bestlmmung
»;der Dlutlonskurve sowxe der Recovery herangezogen : RRCEE
' Belastbarkezt N IR R R R T e Dt
e Die Belastbarkelt der Saulen wurde m1t verscluedenen I:mwaagen an’ An-
-lthracen bestimmt; teilweise unter steigendem Zusatz an Belaststoffen wie Naphth'thn‘
und Gua] acol Dabe1 wurde das Aufgabevolumen von. z ml konstant geha,lten
"_"Trmnverhalten der Sdulen AR 0 R IR S ST e
st DiedineTabelle TII aufgefhhrten Testsubstanzen wurden nachemander auf dle
Saule gegeben und: die S4ule in aufsteigender Rlchtung mit der. unpolaren Phase ent-"
W “Waren:dié Substanzen bis: ‘1700:mlmnicht eluiert; 'so wurden die Substanzen
'n_dgr Enthcklungsnchtung mit. der’ Polarphase Methanol-Wagser aus-
'-“’gewaschen " Die"’ ‘Sdule wurde im’ Anschluss daran ‘wieder mit: Hexan oder Benzol
,umgestellt D1e gunstlgste ElutlonsgeschW1nd1gke1t lag bei 120 ml/h
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Von den in Tabelle IIl genannten Substanzen wurden die Verteilungskoef-
fizienten in verschiedenen Phasenpaaren nach einer ‘abgewandelten Methode von
JENTOFT UND GOUWS’ bestimmt. Wir dnderten die Methode so ab, dass man durch
Einengen einer Phase und nachfolgendem: Aufnehmen der Substanz in einem reinen
Losungsmlttel eine héhere Reproduzierbarkeit des Verfahrens erreicht.

Screening Test auf Sephadex LH-20 Dunnschwhtj)latten ‘

Die 20 X 40 cm Ghsplatten werden mit einem Shandon- Strelchgerat in einer
Schichtdicke von 1.2 mm mit in 70%, bzw. 85%, Methanol gequollenem Sephadex
LH-20 belegt und genau 10 min bei Zimmertemperatur getrocknet. Die in Tabelle V
genannten N-Heterozyklen und polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe
(PAH) werden 5 cm vom Plattenrand aufgetragen und in einem Neigungswinkel von
4°in-absteigender Richtung mit Hexan, gesittigt ‘mit. Methanol,: entwickelt. Eine
ﬂ'tchgelegte Chromatographiekammer fiir Papierchromatogramme eignet -sich als
Entwicklungsgefiss.  Zur Kammersittigung mit: dem - Losungsmittel’ wird der mit
Papier belegte Boden :der Kammer mit der mobilen Phase getrinkt. Das Losungs-
mittelreservoir ist mit dem oberen ‘Ende der ‘Diinnschichtplatte durch ‘einen Papier-
streifen (Schleicher & Schiill 2043b Mgl) ‘verbunden. Nach ca. 1 h ist die'Chromato-
graph‘ie bei einer Laufstrecke von 30 cm beendet. Die Rp-Werte werden nach dem
in der Chromatographie iiblichen Verfahren berechnet. Der Nachweis der. Substanzen
erfolgt unter UV-Bestra.hlung rmt einer Hg-Lampe be1 254 und 356 nm, ool

ERGEBNISSE ‘UND DISKUSSION

Auf Grund des sowohl llpophllen als auch hydrophllen Charakters von- Sepha-
dex LH-zo sind GVC-Siulen sehr viel stabiler als Sdulen mit nur hydrophilen Triger-
gelen der Sephadex G-Typen. So kann nach einer Elution der Siule mit Methanol-
Wasser anschliessend sofort wieder mit Hexan oder Benzol zu einemi biphasischen
Trennsystem umgestellt werden, ohne die Stule neu zu fiillen: Eine wassertemperierte
Séule :wurde ‘vier Monate 'lang ununterbrochen:zu Trennungen herangezogen und
erwies sich als stabil. Die Stabilitéit einer-solchen biphasischen Siule ist umso grésser,
je mehr:sich die' Dichten: der unpolaren und polaren Phasen unterscheiden. Eine fiir
die- Anwendung der Trenntechnik wesentliche Beobachtung ‘stellen’ die'in ‘der ‘Lite-
,ratur ‘bei ‘hydrophilen: Gelsdulen beschriebenen Schwxerlgkelten dar, dass spenell
polare Stoffe nicht quantitativ wieder eluierbar’sind. SR

Quantltatlve Untersuchungen mit [g-“C]Anthracen undl ,L-[Z' 1"C]leotm
sprechen ‘'dafiir, dass bei' den Sephadex LH-20 Siuleneine vollqtandlge Wieder-

gewinnung! sowohl fiir 11poph11e als a.uch fur hydrophlle Substanzen moghch lst
(TabelleI) . - 2 T At ST RS :

‘TABI:LLI: 1 ,

: ¢ : Vo ‘k: “’ (’\
;m;covmw RADIOAKTIV-MA.RKIERTFR TESTSUBSTAN?EN T e e e e
Substang 5L Recoveyy (%) et T el
: : R N P L AN RUR By
‘[9:'4C]Anthracen-. ...;:99.6 . et e D e i
D L-[z’ “C]Nikotin xo: Yo :
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TABELLE 11 .

BELASTBARKEIT zZ. 7. UNTER 'ZUSATZ VON NAPHTHALIN UND GUAJACOL UND -NACHWEIS DER: ELU-
TIONSVOLUMENKONSTANZ Vo ANTHRACEN co . o o : ‘ .

Anihyacen = Zusalz © Veman. (ml)
400 ug —_ ' 225
40 mg — 224
400 pug _ xo mg Naphthalin 224
qo0 gt ‘g Naphthalin® 223"

250mg .- 250 mg Guajacol . 1224 .

--Als ‘weiteren ‘Vorteil des Trennsystems ergab sich eine gunstl e Belastungs-
kapazxtat der Sgulen: ‘Eine in Tabelle II ersichtliche. Konstanz im Elutionsvolumen
(Vi) von Anthracen ist: tiotz stelgender Zugabe von: Belqstsubstanzen gewahrlelstet :
Die Elutlonsvolumma :schwanken: um weniger: als 1.9 Dabei: splelt es keine Rolle;
ob die:Siule imit’ hydrophllen Verbindungen: wie Guajacol .oder mit llpoplulen Sub-
stanzen wie:Naphthalin belastet .wird. Spiter: durchgefiihrte Belastungsversuche mit .
einem-:so- komplexen Gemisch wie :Cigarettenrauchkondensat haben gezeigt, dass
sich- d1e Belastung ‘bei-Konstanz im Elutionsvolumen noch um den- Faktor 10 er-
lishen:l4sst. Darmt ergibt swh eine Bela.stbarkelt von 25-30 mg Probensubstanz auf
1g Trockengel RTINS .

Ein’Grund fur diese gunstlge Belastungsmoghchkelt durfte in dem hohen An- .

' tell an stationirer Phase im Trennsystem liegen. Nach der Bestlmmung des Volumens
V' Zwischen den Gelkoérnern mit Polystyrol (MGv 10300), Vy = 125 ml, erglbt sich
~fiir:eine: 25 4 >< Iogo mm' Trennsaule bel einer. Gelemwaage von 110 g nach der
‘G]elchung SR T BTy ST » AR

_Vt Vo —I— Vi + Vm .

‘em Wert von 321 ml fur Vi + Vm (V; Volumen mnerhalb der Gelpartlkel Vm -
‘Volumen der:Gelmatrix; V; = Gesamtvolumen) .Bei einem Quellfaktor des Gels:von
‘2 fallen also 72% des Gesamtvolumens auf den:Wert Vi + Vm Dleser betra.chthche}f

”‘?"bls 1700 itl;;dem. v1erfachen des Gelbettvolumens, mit Hexan oder: Benzolf
‘ iy 10ph11e Substanzen ‘wie :Paraffine; VI‘erpene, ‘Fettstureester/und (PAH
wurde: sehr'schnell:von der. Sjule eluiert: Stoffe wie Ather; Ketone und: auch Chmonef;'
,‘verbheben mit: zunehmend polarerem Charakter linger auf der Siule.’ Hydrophllej;
) Substanzen schhesshch wie Amine," Ammosauren ‘Zucker, Phenole, - Polyalkohole.;‘
'und emlge N-Heterozyklen konnten erst nach dem Umstellen auf das Elutlonsmlttelgi

i Auéwahl des L sungsmxttelsystems konnen e1ne gﬁnstxgere
‘trennung von ubstanzen oder eme schnellere Elutlon errelcht Werden 7ur Auswah

'»"‘J Ch" maiagr‘: 67 "('1972) 291-297
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TABELLE 111

TRENNVERHALTEN VON TESTSUBSTANZEN

Ldsungsmittelsysteme: (I). Methanol-Wasser (85 1 5)/chan, (II ) Mctha.nol—Wasscr (70 30)/
Hexan; (III) Methanol-Wasser (70:30)/Benzol; S#ule, 25.4 X 1090 mm; Geleinwaage, 110 g
Sephadex LH-20; Elutionsgeschwindigkeit, 120 ml/h. Die mit einem Strich (—-) gekennzeichneten
Substanzen sind bis 1700 ml mit Hexan nicht eluwrba.r Ihre Elutlon erfolgt erst mit Methanol-
Wasser, : :

Substans Ve max. (ml)

Sysiem 1 Sy'szam Il System 11l

Dibenz[a,h]acridin 354 216 143 .
Dichinolyl ‘400 ‘ 230 143

Acridin ' 1650 : 095 229

Acridan , 1580 840 183

Carbazol 1690 1483 ' '

Chinolin —_ ‘

Indol. .. . L —

Skatol L ' —_

i-Aminoanthracen’ —

Nikotinsdureamid:- o —

Acctanilid . = 1700 S S , : .
Anisol’ s 286 ' : o ' .
Veratrol Ll 860 - U '- o -
1,2,4-T rrmethowbcmol 1175

_Methylamsol .. 200

‘3-Methyl- 5-2tthylphcnol e I B

Naphthol - L T T e ,
Palmxtmsﬁuro S 163 . . : I . ‘.
Benzoesiure . L = ‘ '
Ac¢ctophenont - 7 T 11007 - ! :
Anthrachinon" .- . . . .70 . ..

Naphthochinon. . L —

Bcuzophcnon o T 481

Anilin: et T ——

Octylamin .. — e A
Nikotin -, o —_— .

1- Gluta.mmqﬁ.urc —

Glycerin B —_— ‘
‘Saccharose N T

Dodecan 121

Octadccan 131

Octacosan 132

Limonen 136

‘Cholesterin _ 134

‘Stearinsiuremeth yleuter 125

Linolensduremethylester 125

Benzoesiuremethylester 440 o :

Naphthalin 222 162 152

Anthracen 226 161 146

2-Methylanthracen . 220 '

Phenanthren " 236 -

Naphthacen 292 170

‘1,2-Benzanthracen . 267 o L

"3/4-Benzpyren . 284 175 143" G b
Benzofuran . 302 : , Lo o R
TDibenzofuran 224 163 . N
Kanthen : 1105 e ERE . R
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TABELLE 1V

VERTEILUNGSKOEFFIZIENTEN 9 VON TESTSUBSTANZEN

IKa = Konzentration lipophile Phase/Konzcntrahon hydrophllc Phase; I, II III L(Ssungs-
mxttelpamre entsprcchend Tabelle II1. : ‘ ,

Substans'- . . . . . Ka

I 11 IrI
Anthracen 5.4 17 27
Benzo[a]pyren 8.1 35 —
Acridin . 0.24 0.66 r2.1
Acridan 0.26 1.58 12.4

Dibenz[a,k]acridin 3.45 —_ L —
1-Amino-anthracen 0.16 — —

des am besten geeigneten Losungsmittelpaares eignen sich. mehrere orientierende
Verfahren. Entweder bestimmt man den Verteilungskoeffizienten (Tabelle IV) einer
Testsubstanz gegeniiber dem ‘Lésungsmittelpaar. Beim Vergleich der Zahlenwerte
in Tabelle-IV mit den in Tabelle I1I aufgefiihrten Elutionsvolumina zeigt sich eine
umgekehrte Proportlonalltat ‘zwischen Vertellungskoefﬁmenten und Elutlons-
volumen. : ‘ i
Schnellere und dlrekt systembezogene Orlentterungen ermophchen em Screemng ‘
Test auf Sephadex LH-20 Diinnschichtplatten. Die Rp-Werte der in Tabelle V- ge-
nannten Substanzen zeigen deutlich- den Wert solcher dit nnschlcht-vertellungschro-
matographischer Voruntersuchungen. So lisst sich z.B. eine, Mischung der N-Heteros
zyklen Acridin, Acridan und Carbazol mit dem Losungsmlttelsystem 11, Methanol-\
Wasser:(70:30)/Hexan, besser trennen, wihrend eine giinstigere Auftrennung’ von
PAH mit dem L&sungsmittelsystem I, Methanol-Wasser (85: 15)/He‘c'm, erfolgen
kann. Eine Trennung der PAH von den N -I-Ieteroyyklen wird durch einen erhéhten
Wassergehalt des Methanols ebenfalls verbessert. Ein Vergleich der Rp-Werte des'
diinnschichtchromatographischen Verfahrens mit den in den Tabellen II und V.zu-
sammengestellten Elutionswerten  der Séulenchromatographie zeigt ein. &hnliches

TABELLT V

DUNNSCHICHT-VERTEILUNGSCHROMATOGRAPH!E AUF SEPHADEX LH-zo PLATTEN

.Lbsungsmxttelsysteme I == Methanol-Wasser (85:15)/Hexan; II = Methzmol—-Wasser (70 30)/
I—Iexan I‘lutxonsvolumma (V,) aus der 'I‘abclle II1. .

R Ny

“Substanz:». T ST e I,I .
R | Rp-Werte  Va(ml)  Rp-Werte Vo (mi)

Aéridin-v 018 . 1650 o4 - ‘op§

‘Acridan - S e U039 - I880 . o 048 . =840 .

“Carbazol: ... . = o017 1690 . . o, 15‘ ‘ - 1483 .

- ,Phenanthrcn S oirg T 236 S AR

p ‘Anthracen e t 2260 . L0903 ¢ - L 161

i & 2-Bcn7anthracen 0,560 L 267 :

"“Naphthucen . .. 0859 .. 242 o ‘
.3, Benzpyren ; ‘l\‘"”"o‘.54 N "‘1“*284' ) ‘o091 ;“"'175
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Trennverhalten der Substanzen in den unterschiedlichen Chromatographieverfahren.
Damit eignet sich diese Methode gut als Screenlng Test zur Auswahl geeigneter 1.6-
sungsmittelsysteme.

Wie zum Teil bereits abgeschlossene Versuche zeigen, elgnet sich das ver-
teilungschromatographische Trennverfahren an Sephadex LH-20 Sdulen zur Tren-
nung komplexer Stoffgemische in hydroplule und, lipophile Substanzen, ebenso aber
zur Auftrennung von Substanzklassen wie z.B. PAH.

ZUSAMMENFASSUNG

Zur Trennung komplexer Stoffgemische hpophller und hydrophiler Substanzen
zeigt eine Verteilungschromatographie an lipophilen Sephadex LH-20 auf Grund
hoher Systemstabilitit und quantitativer Elution Vorteile im Vergleich zu hydro-
philen Sephadex G-Typen. Die Priparation einer Siule wird beschrieben. Anhand
von siebenundvierzig Verbindungen verschiedener Substanzklassen werden unter
Variation der Losungsmittel Trennméglichkeiten aufgezeigt. Recovery und Belast-
barkeit werden teilweise mit radioaktiv-markierten Substanzen bestimmt. Ein diinn-
schicht-verteilungschromatographisches Verfahren wird beschrieben, das sich zur
schnellen Auswahl giinstiger Losungsmittelsysteme eignet.

LITERATUR

1 R, E. WurHiER, J. Lipid Res., 7 (1966) 558.
2 C TERNER, IZ. I. Szaeo unp N. L. Smitn, J. Clwomatogr, 47 (1970) I5.
3 G. V. KisstLEV, Biokhimiya, 34 (1969) 483.
4 T 3 J. HeLMsiNGg, J. Chrvomatogr., 28 (1967) 131,
5 R IZ, JENTOFT UND T H. Gouw. Anal Clwm, 40 (1968) 1787

J. Chromatogr 67 (1972) 291—297



