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SUMMARY

Separation of N-heieropolycyclic aromatic hydrocarbons from polycyclic aromatic
hydrocarbons. Separation by ion-exchange chromatography and fractionation of cigaretie
smoke condensate

Chromatography on strong acidic or strong basic ion exchangers of Sephadex
gels enables separation of a mixture into N-heteropolycyclic aromatic hydrocarbons
aza-PAH (acridine type), aza-PAH (carbazole type) and PAH. Compounds sorbed
on the ion exchangers can be eluted by addition of acids and bases to the solvent. By
liquid-liquid distribution procedures a concentraie of aza-PAH and PAH is produced
from cigarette smoke condensate. This concentrate is separated by column chromato-
graphy on Sephadex ion exchangers into three fractions which should contain aza-
PAH (carbazole type), aza-PAH (acridine type) and PAH.

EINLEITUNG

Azz-analoge Verbindungen der polyzyklischen aromatischen Kohlenwasser-
stofie (PAH), im folgenden N-heteropolyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
(Az2-PAH) genannt, kommen stets als Begleitstoffe zusammen mit den PAH, aber
in geringeren Konzentrationen als diese vor. Sie wurden in Erdol'?, in Automobil-
abgasen3 «* und auch im Zigarettenrauch nachgewiesen®

Es ist mit verschiedenen Verfahren versucht worden eine Trennung der Aza-
PAH von den PAH vorzunchmen, um eindeutige Nachweise erbringen und Aussagen
dber ihre biologische, eventuell carcinogene Wirksamkeit machen zu kOnnen.

Bei ersten Versuchen durch Adsorptionschromatographie an Kieselgel bzw.
Aluminiumoxiden34.7 oder spezifischer mit Magnesiumoxidtrigern® konnfen keine

* Anschrift: BASF-WPF-Tox, D-6700 Ludwigshafen, BR.D.
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volistindigen Abtirennungen crreicht werden. So gelang zwar Popl ef ¢l.° die dinn-
schichtchromatographische Abtrennung der Aza-PAH mit niedriger Ringzahl an
Platten mit saurem Aluminiumoxid, die Aza-PAH mii hoherem Kondensationsgrad
liessen sich bei den PAH &hnlichen Ry-Werten dagegen nicht abtrennen. Das gleiche
gilt fiir Trennungen durch Komplexchromatographie?1%1t, wobei ebenfalis speziell
hoher kondensierte PAH nicht von Aza-PAH zu frennen waren.

Alberini und Mitarbeiter®> versuchten L&sungsmittel-Verteilungssysteme zur
Abtrennung der beiden Stoffklassen einzusetzen, kénnten aber ebenso keine scharfe
Trennung einiger PAH von Aza-PAH erreichen. Die Abtrennung basischer Aza-
PAH von PAH und Nichtbasischen Aza-PAH gelang z.B. durch Extraktion mit 909
Ameisensdure®®. In allen Fillen waren die Versuche nicht erfolgreich, nichtbasische
polyzyklische Stickstoffverbindungen (z.B. Carbazoltyp) abzutrennen.

Erste Erfolge einer diinnschichichromatographischen Abtrennung der Aza-
PAH von PAH und aliphatischen Kohlenwasserstofien hatten Brocco und Mitarbeiter*
an silanisierten Kieselgelen. Bei diesem System zeigten sich die ersten Tendenzen, die
Trennvorteile nicht adsorbtionschromatographischer Trennprinzipien einzusetzen.

Snyder und Mitarbeiter?®.1% setzen erstmals Ionenaustauscher in Verbindung
mit einer linearen Elutionschromatographie ein, um durch solche Kombinationsver-
fahren Aza-PAH von Gemischen aus parafinischen Kohlenwasserstoffen und PAH
abzutrennen.

Lederer und Roch?? priiften eine Reihe von Systemen an Cellulosepapieren
vnd Polyamiden zur Trennung der Aza-PAH. In letzter Zeit haben sich Zhnliche che-
mische Strukturtriger, nimlich organische Gele auf der Basis quervernetzter Dex-
trane (Sephadex® Typen, Pharmacia, Frankfuri, B.R.D.) bei der Chromatographie
von PAH bewihri. Durch die Ausbildung von z-Donatorkomplexen dieser Gele mit
den PAH wird eine ausserordentlich hohe Selektivitit imn Trennverhalten dieser Systeme
erreicht!®-2%, Dieser Effekt ist in vielen Variationen zur Abtrennung der PAH von
anderen Verbindungsklassen®! ausgenutzt worden.

Es lag daher nahe, dieses chromatographische Verhalten in Verbindung mit
Ionenaustauscherefiekten zur Trennung komplexer Gemische in PAH, nichtbasische
Aza-PAH und basische Aza-PAH einzusetzen. Wir beschreiben daher Versuche zur
Trennung dieser Stoffgemische an sauren und basischen Sephadex-Ionenaustauschern
und wenden das Verfahren bei der Anreicherung und Abirennung von Aza-PAH
aus Zigarettenrauchkondensatfraktionen an.

MATERIAY UND METHODEN

Chromatographie an stark sauren Ionenaustauschern (System I)

SP-Sephadex C-25 (Pharmacia) Ionenaustauscher wurde lzut Gebrauchsan-
weisung mit Essigsdure-Natriumacetat-Puffer (pH 5) aktivieri und in eine Siule
1.27 x 32 cm (Chromatronix) mit PTFE-Stempeln und PTFE-Schlauchverbindungen
bis auf eine Gelbetthohe von 18.7 cm in Methanol eingefiillt. Die gefiillie Siule wurde
cine Stunde mit Methanol gespiilt. Uter ein Probendosierventil wurden 10-15 gl der
im Losungsmittel gelGsten Reinsubstanzen an Aza-PAH bzw. PAH auigetragen und
von jeder Substanz das Elutionsvolumen bestimmt. Mit Hilfe einer peristaltischen
Pumpe (Vario Perplex, LKB) wurde eine Durchflussrate von 100 ml/h cingestellt,
die Substanzen mit Hilfe eines UV-Detektors (Hewleit-Packard, Modell 1032 A)
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nachgewiesen und auf einem Schreiber (Kompensograph IIf, Siemens) aufgezeichnet.
Bei der Chromatographie der basischen Aza-PAH wurde mit Methanoi bis zu einem
Elutionsvolumen von 1¢0 ml entwickelt und danach auf das Losungsmittel 19, Es-
sigsdure-Methanol umgestelit. Die angegebenen Elutionsvolumina der basischen Aza-
PAH bezichen sich auf 19/ Essigsdure—Methanol als Elutionsmittel.

Chromatographie an stark basischen Ionenaustauschern (System IT)

QAE-Sephadex A-25 (Pharmacia) fonenaustauscher wurde laut Gebrauchs-
anweisung aktiviert und in cine Siule 1.27 X 32 cm {Chromatronix) bis auf eine Gel-
betthShe von 23.8 cm in Cyclohexan gefiillt. Alle weiteren chromatographischen Be-
dingungen waren wie oben beschrieben. Bei der Chromatographie der nichibasischen
Aza-PAH (Carbazoltyp) wurde bis 100 ml mit Cyclohexan entwickelt und danach auf
das L&sungsmittel 19 Tridthylamin in Cyclohexan nmgestellt. Die angegebenen Elu-
tionsvolumina der nichtbasischen Aza-PAH beziehen sich auf das Elutionsmittel 19
Tridthylamin in Cyclohexzan.

Fraktionierung von Zigarettenrauchkondensat durch Fliissig-Fliissig-Verteilungsver-
fahren

10 g Zigarettenrauchkondensat wurden in 300 ml Methano! unter gering-
fiigigem Erwidrmen gelGst, der Wassergehalt dieses Gemisches auf 109, eingestellt
und nach bekannten Verfahren?? einer Fliissig—Fliissig-Verteilungsmethode mit
Cyclohexan eine Methanolphase I und eine Cyclohexanphase IIf gewonnen. Aus der
Cyclohexanphase III wurde nach verdffentlichten Methoden?® ein PAH-Konzentrat
VII auf folgende Weise gewonnen: Fliissig-Fliissig-Verteilung Nitromethan—Cyclo-
hexan und Gel-Verteilungschromatographie an Sephadex LH-20 mit dem L&sungs-
mittelsystem rn-Hexan-385 9/ Methanol.

Die Methanolphase II und die Methanolphase VI werden vereinigt, auf einen
Wassergehalt von 509, eingestellt und dreimal mit dem gleichen Volumen n-Hexan
ausgeschiittelt. Die vereinigten Hexanphasen werden dreimal mit je 50 ml Wasser
ausgeschiittelt, mit Na,SO, getrocknet und bei 15 Torr Wasserstrahlvakuum und
40° Wasserbadtemperatur eingeengt. Der Riickstand dieser n-Hexanphase wurde
mit dem PAH-Konzentrat VII vereinigt und wie folgt beschrieben durch Chromato-
graphie an Sephadex-Ionenaustauschern getrennt.

Fraktionierung an stark sauren Ionenaustauschern

PAH-Konzentrat VII und n-Hexanphasenriickstand wurden zusammen in
doppelter Volumenmenge Methanol geldst und Anteile auf eine wie in System 1
priparierte Sdule injiziert. Bis 110 m! wurde mit Methanol eluiert {(Fraktion X) und
danach mit 300 ml 19 Essigsdure-M=thanol Fraktion XI gewonnen. Beide Frak-
tionen"wurden getrennt unter standardisierien Bedingungen (40° und 15 Torr) ein-

geengt.

Fraktionierung an stark basischen Ionenaustauschern

Die eingeengte Fraktion X wurde in Cyclohexan geldst und iiber eine wie in
System II prdparierte Sdule chromatographiert. Bis 100 ml wurde mit Cyclohexan
eluiert (Fraktion XII) und anschliessend mit 300 ml 1 94 Tridthylamin in Cyclohexan
als Losungsmittel Fraktion XIII abgetrennt. Beide Fraktionen wurden unter stan-
dardisierten Bedingungen (40° und 15 Torr) eingeengt.
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ERGEBNISSE UND DISKUSSIGN

Bei der Chromatographie der Aza-PAH an sauren bzw. basischen Ionenaus-
tauschern konnte ein deutlicher Unterschied im Trennverhalten cinzelner Aza-PAH-
Typen beobachtet werden. Je nach der Basizitdt des Stickstoffes im. heterozyklischen
System differenzierten sich zwei Typen heraus: Der Carbazoltyp, dessen Stickstoff
keinen basischen Charakter mehr besitzt, und der Acridintyp mit noch deutlich basi-
schem Reaktionsverhalten. Dementsprechend konnte mit Hilfe basischer und sawnrer
lonenaustauscher eine Trennung in die drei Gruppen PAH, Aza -PAH Carbazoltyp
und Aza-PAH Acridintyp erreicht werden.

Abtrennung basischer Aza-PAH (Acridintyp) von sauren Aza-PAH (Carbazoltyp)
und PAH

An einer Siule des sauren Ionenaustauschers SP-Sephadex blieben, wie aus
den Elutionswerten der Tabelle I ersichtiich, die basischen Aza-PAH sorbiert und
kdnnten erst durch Zusatz von 19, Essigsdure zum Elutionsmittel eluiert werden.

TABELLE]

ELUTIONSVOLUMINA VON PAH UND Aza-PAH NACH CHROMATOGRAPHIE AN
SAUREN {I UND H) UND BASISCHEN (I UND IV) IONENAUSTAUSCHERN

I = System I, saurer Yonenaustauscher (LSsungsmittel Methanol); IT = System I, saurer Ionenaus-
tauscher (Methanol-19] Essigsdure); III = System II, basischer Ionenaustauscher (Cyclohexan);
IV = System: II, basischer Jonenaustauscher (Cyclohexan—1 ¢/ Triithanolamin). — = nicht eluierbar
unter den angegebenen Versuchsbedingungen.

Substanz Elutionsvolumen (mi)

¥ 14 y1/4 v
Anthracen 9.2 16.6 17.7
Chrysen 92 17.2
Benzolalpyren 9.2 9.3 18.3
Coronen 9.4 18.6
N-Methylindol —
Chinolin — 74.1
Isochinolin — 17.0
4-Azafluoren - 74.2 17.2
1-Azapyren — 784 17.0 17.5
7,3-Benzo-Chinolin — 804 16.3
Acridin — 83.0 15.7 17.5
1,2-Benzacridin — 134.2 17.2 18.2
3.4-Benzacridin — 136.5 17.3 18.0
6,2-Dimethyl-1,2-Benzacridin — 198.1 17.2
Dibenzo{a,Alacridin — 266.4
Dibenzola, jlacridin — 267.8 18.0 18.3
Indol 9.2 — 74.8
Carbazol 9.2 9.4 — 98.3
Norharman 9.1 2.3 - 924
Harman 9.1 — 9f.4
Acridan 9.3
2,3-Benzcarbazol 24 — 1124
3,4,5,6-Dibenzcarbazol 54 — 124.8

9.4 9.5 — 127.3

1,2,7,8-Dibenzvarbazol
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Setzt man nur so geringe SZuremengen dem LSsungsmittel zu, so kann sogar eine
verhaltnismassig gute Auftrennung dieser basischen Aza-PAH des Acridin-Typs
erreicht werden. Ein hoherer Zusatz an SZure verkleinert das Elutionsvolumen der
Aza-PAH, verschlechtert aber deren Auftrennung erheblich.

Abtrennung der Aza-PAH (Carbazol-Typ) von PAH

Setzt man dagegen einen basischen Ionenaustauscher QAE-Sephadex ein, so
sind dic Aza-PAH des Carbazol-Typs nicht von der Sdule eluierbar und kGnnen somit
von Neutralstoffen wie z.B. den PAH abgetrennt und anschliessend durch Eiution mit
einem basischen L&sungsmitiel wiedergewonnen werden (Tzbelle E). Ein dhnliches
Elutionsverhalten zeigten diese Verbindungen auch, wenn statt Cyclohexan ein offen-
kettiger, aliphatischer Kohlenwasserstoff, wie z.B. n-Hexan als L3sungsmittel ge-
wihlt wurde. Statt durch Zusaiz einer Base (1 9/ Tridthylamin) lassen sich die Aza-
PAH auch durch Umstellen auf ein Elutionsmittel héherer Polaritit, wie z.B. Essig-
sduredthylester glatt vor der Ionenaustauschersaule eluieren. Da das Quellverhalten
der Gele in LoGsungsmitteln unterschiedlicher Polaritdt aber sehr verschieden ist,
kann dieses Verhalten bei der Verwendung antomatischer Sdulensysteme die Hand-
habung erschweren.

Mit Hilfe der hier angewandten Methoden der Ionenaustauscher-Chromato-
graphie mit organischen Gelen, deren Trennverhalien gegeniiber polyzyklischen Koh-
lenwasserstoffen sehr selektiv ist, gelingt eine Trennung eines Gemisches in Aza-PAH
(Acridintyp), Aza-PAH (Carbazoliyp) und PAH. Am Beispiel eines so komplexen
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TABELLE IY

VERTEILUNGSKOEFFIZIENTEN EINIGER AZA-PAH IM SYSTEM =»r-HEXAN/
METHANOL-WASSER (1:1)

.. — Kanzentration in n-Hexan: ... . — Kanzentration in athanal _Woccar (1-1)
Ly sonzentration in n-02€Xan; (i w Konzenuralion m o viethanoi-wasser {L2).
Substanz Verteilungskoefjizient
Ca/Cusw
Carbazol 394
3,4,5,6-Dibenzcarbazol 23.41
Acridiz 9.21
Dibenzo(a,h)acridin 107

Vielkomponentengemisches wie Zigaretienrauchkondensat soll diese Methodik zur
Trennung cines Konzentrates von Aza-PAH und PAH in die drei Typklassen ange-
wandt werden.

Anreicherung und Trennung einer Fraktion des Zigarettenrauchkondensates mit PAH
und Aza-PAH

Wihrend sich die neutralen PAH aufgrund giinstiger Verteilungskoeffizienten
gut von polareren Begleitstoffen und paraffinischen Kohlenwasserstoffen (siche Frak-
tionierungsschema und Lit. 22, 23) abtrennen lassen, so gelingt dieses Verfahren der
Fliissig—Fliissig-Verteilung mit dem gleichen System bei den Aza-PAH nicht. Bereits
beim ersten Verteilungsschritt im System Cyclohexan—Methanol 909, wiirden z.B.
das Dibenzola,2]acridin zu 469, das Dibenzo|c.glcarbazol sogar zu 77.59/ in der
Methanolfraktion vorhanden sein, wahrend die PAH zu 98-99 9/ in der Cyclohexan-
phase angereichert werden. Um aber sowohl die PAH als auch die Aza-PAH in eiper
moglichst gewichtsanalytisch kieinen Fraktion zusammenanzureichern, hat sich fol-
gendes Verfahren bewidhri: Die PAH werden, wie bekannt (siche Fraktionierungs-
schema), in der n-Hexanphase VII angereichert.

Aufgrund giinstiger Verteilungskoeffizienten (Tabelle Ii) empfiehlt sich zur
Amnreicherung der Aza-PAH eine Flussig-Fliissig-Verteilung im System n-Hexan/
Methanoi-Wasser (1:1)**. Nach drei Ausschiitielungen sind z.B. vom Carbazol mit
den ungiinstigsten Verteilungskoeffizienten 95.2 9/ in der n-Hexanphase angereichert.
Daher werden alle polaren Phasen des Fraktionierungsganges, die Anteile an Aza-
PAH enthalten kénnen, vereinigt und einer Flissig—Fliissig-Verteilung im System
n-Hexan/Methanol-Wasser (1:1) unterworfen. Die auf diese Weise gewonnenen
3.69% Gewichtsanteile des Kondensates (Tabelle III) sollten die restlichen Anteile

TABELLE II1

GEWICHTSANALYTISCHE AUSBEUTE EINIGER FRAKTIONEN EINES ZIGARETTEN-
RAUCHKONDENSATES

Fraktion Ausbeute
(%)}

Methanolfraktion IT 77.3

n-Hexznphase VII 3.7

n-Hexanphase IIa 3.6
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Fig. 1. Elutionschromatogramm eines Zigarettenrauchkondensates. Abtrennung basischer Aza-PAH
{Acridintyp) an einer S3ule mit SP-Sephadex C-25 Ionenaustauscher. Nach 110 ml Elutionsvolumen
Methanol wurde auf das Losungsmittel 194 Essigsdure in Methanol umgestelit.

der Aza-PAH enthalten, so dass beide n-Hexanphasen (VII und IIa) zusammen ein
Konzentrat der PAH und Aza-PAH des Zigarettenrauchkondensates darstellen.

Anteile dieses Konzentrates wurden nun analog den Trennsystemen der Aza-
PAH an Ionenaustauschern chromatographisch aufgetrennt. Im ersten Schritt
(Fraktionierung an stark sauren Ionenaustauchern) wurden basische Aza-PAH des
Acridintyps von den ibrigen Verbindungen einschliesslich Aza-PAH (Carbazoltyp)
und PAH abgetrennt. Wie aus der Fig. 1 ersichtlich, Iassen sich mit 19} Essigsdure in
Methanol UV-absorbierende Substanzen, die auch fiuoreszieren, von der Sjule eluieren
und damit vom Vorlauf, der die Aza-PAH (Carbazoltyp) und PAH enthalten sollte,
abtrennen. Anschliessend wurde mit dem System des basischen Ionenaustauschers
der konzentrierte und wieder injizierte Vorlauf chromatographisch in PAH und Be-
gleitstofie und Aza-PAH (Carbazoltyp) geirennt. Die Identifizierung dieser Aza-PAH
sollte mit Feintrennungsmethoden der Hochdruckiliissigkeitschromatographie oder
mit dem System Gaschromatographie—Massenspektrometrie moglich sein.

Durch die Trennung des Konzentrates aus Zigarettenrauchkondensat ist ausser-
dem eine Mdoglichkeit gegeben, in biologischen Versuchen zu untersuchen, inwieweit
die Aza-PAH an der carcinogenen Aktivitit des Zigaretienrauches oder speziell einer
biologisch aktiven Fraktion des Zigarettenrauches, die PAH enthilt, beteiligt sind.

ZUSAMMENFASSUNG

Durch eine Chromatographie an stark sauren bzw. stark basischen Ionen-
austauschern der Sephadexgele gelingt eine Aufirennung eines Gemisches in Aza-
PAH (Acridintyp), Aza-PAH (Carbazoltyp) und PAH. Die an den Ionenaustausch-
ergelen sorbierten Verbindungen kénnen durch Zusatz von Siuren oder Basen wieder
eluiert werden. Durch Flissig—Fliissig-Verteilungsverfahren wird ein Konzentrat
von Aza-PAH und PAH aus Zigarettenrauch-Kondensat hergestellt. Dieses Konzen-
trat wird mit Hilfe des sdulenchromatographischen Verfahrens an Sephadex-Ionen-
austauschern in drei Fraktionen getrennt, die Aza-PAH (Carbazoltyp), Aza-PAH
{Acridiniyp), und PAH mit Begleitstofien enthalten sollten.
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