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I 
SUMMARY 

Purification of commercial benzo[a]pyrene. Isolation and determination of major im- 

purities 

Commercially available benzo [a] pyrene preparations contain several impurities 
with a structure simiIar to that of benzo[a]pyrene. In this work a chromatographic 
method is described for the purification of gram quantities of benzo[a]pyrene. The 
three major impurities have been isolated in weighable quantities and their structures 
have been identified by spectroscopic methods, showing two sulphur-containing 
isomers C,,H,,S and one tetrahydrobenzopyrene C,,-,H,,. 

INTRODUCTION 

L’accroissement du nombre d’analyses effectu&s sur les hydrocarbures poly- 
aromatiques dans les probltmes relatifs & I’environnement, ainsi que les Ctudes du 
m&anisme can&rig&e de ces produits’ reng de plus en plus n&zessaire l’obtention 
de produits de reference certifi&. Dans ce but,le Bureau Communau$aire des Produits 
de Reference des Communaut& Europ&nnes met 5 la disposition des chercheurs et 
des industriels des hydrocarbures polyaromatiques de reference nantis cl’un certificat 
de puretC et continue d’accroitre la variCtC de ;es produits. 

Ce travail prksente une contribution du Centre Commun de Recherche & 
I’Ctablissement d’un stock de benzo[a]pyr&e certifiC 11 a pour but d’&ablir une 
mCthode permettant la preparation de quelques dizaines de grammes de benzo[a]- 
pyr&e pm-XC B plus de 99.5 % au d&part de produits commerciaux. 

Les impuretQ principales rencontr&s au COWS de ce travail, sont isol$es et 
caractCrist!es. 

PARmE EXPl%IMENTALE 

Conditions analytiques et expkrimentales 
Chromatographie en phase gazeuse. Les determinations chromatographiques 

sont effect&es en isotherme & 250” B l’aide d’un appareil Hewlett-Packard 5730A. 
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Le detecteur B ionisation de flamme travaihe sous un debit d’hydrogtne de 
40 ml/min et un debit d’air de 240 ml/min. La colonne en acier inoxydable a une 
longueur de 1 m et un diametre de l/S in. La phase fixe est constituk de 1.5 % de 
BBBT [N,N’-bis(p-butoxybenzyhdtne)-a,cl’-bi-~-toluidine] impregnee sur Chromo- 
sorb W HP (100-120 mesh)_ L’helium est utilid comme gaz vecteur. 

Chromatographie iiqttide ci haute performance (HPLC) _ Lappareil utilisi est 
constitue dune pompe 6000A de Waters Assoc. et dun detecteur UV 440 A, de la 
mG!me firme, travaillant k 2.54 nm. Les fonctions analytiques et semi-preparatives sont 
assurk par deux colonnes en serie de Partisil 5 de 25 cm de longueur et 0.9 cm de 
diametre interieur Cluees ii l’hexane sous un debit de 7 ml/min. La pression d’entree 
est de 3000 p.s.i. L’ensemble fonctionne a tempkature ambiante. 

Conrbfnaison chromatographie en phase gazeuse (GC)-spectromktrie de masse 
(MS). Un spectrometre quadrupolaire SQ 156 de la frrme Ribermag equipi d’un 
systtme d’informatique S 150 est associe Q un chromatographe Carbo Erba type 
Fractovap 2350. 

Les conditions chromatographiques sont identiques a celles dkites dans la 
partie chromatographie gazeuse, except6 le fait que la phase de BBBT est suivie sur 
une longueur de IO cm dune phase de Dexsil3OO. Cette derniere phase iimite l’impor- 
tant “bleeding” du BBBT B la temperature de travail. 

A la sortie de la colonne, une moitie de l’eflluent est preleve par un tube capil- 
laire en Pt-Ir et envoy6 au separateur du spcctrom&re de masse, l’autre moitie est 
envoyee au d&ecteur a ionisation de llamme (FID). La source Q bombardement 
electronique travaille B 150”, le potentiel des electrons est de 70 eV et le courant de 
0.3 mA. La pression de travail de la source est de 10T6 Torr. 
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Fig_ l_ Colonne d’tlution. Eluant: 3 B 5 y0 de benz&ne dans l’hexane. 
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Chromarographie SW colonne. La purification chromatographique du be&o- 
[a]pyr&ne est effect&e par une colonne en verre de 50 cm de longueur et de 2.5 cm 
de diamttre intkrieur (Fi g. 1) avec recyclage de l’tluant par distillation. L’Cluant est 
une solution de 3 B 5 % de benzene dans I’hexane. La colonne est remplie sur 30 cm 
de silica gel (No. 923; W. R. Grace & Co., Baltimore, AMd., U.S.A.) chauffe durant 
une nuit k 170” et refroidi B tempkrature ambiante sous exsiccateur. Le silica gel est 
prSdC de 5 cm de bauxite (Porocel, 20-60 mesh) intimement melange B 5 g de 
benzo[a]pyrene commercial. La durke de l’klution est de 10 h et son avancement est 
suivi par fluorescence UV. 

Quatre fractions sont receuillies. Les deux premikres contiennent principale- 
ment les impure& (moins de 1 o/0 de la charge). La troisieme fraction est recyclke 
(40 2 50% de la charge). La quatri6me fraction contient le benzo[a]pyrkhe de puretk 
> ZS 99.5 %. 

Recrisrallisation. Le benzo[a]pyr&ne (1 g) ti 98.5 % de puretC (Fig. 2) en solution 
benzknique sat&e est ajouti & tempkrature ambiante B 300 ml d’hexane. Aprks homo- 
gCnCisation, la solution est abandon&e sous refroidissement d’eau courante ti 13”. 
La cristaliisation s’amorce quasi-immediatement. AprZs 4 h environ, 50 % du produit 
est cristallisk 

- 

ab t 

i”v\ b’et c 

Fig. 2. GC et GC-MS du lot expkrimental de benzo[uJpyr&ne. Pits: a, t&ahydrobenzo[a]pyr&e; 
b et c, benzanthracCno- et chtysknothiophine. 

La puretC du produit cristallisC est alors de 98.5 %, la solution r&iduelle apr& 
Cvaporation sous vide du solvant foumit un benzo[o]pyr&e g 98.85 % de pure& La 
puretC est d&erminCe par chromatographie en phase gazeuse. 

Sulfonation des impure&s. Une solution benzCnique saturke de 1 g de beuzo- 
[a]pyr&e commercial est &endue de deux fois son volume d’hexane et port&e ZI la 
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temperature d’un bain de gIace. L’acide sulfurique concentre (10 cm3) est ajoute peu 
8 peu en a&ant la solution. On laisse ensuite le bain revenir a temperature ambiante 
et on dilue la solution acide par 200 ml d’eau. La solution benzenique est decantee, 
lavee par une solution alcaline diluee et sech6e sur Na,SO, anhydre. Apres passage 
sur une colonne de 10 cm de silicagel, on obtient environ 0.6 g de benzo[a]pyrtne Q 
99.4% de pured. 

Spectrum&k ultra-violette. Les analyses UV sont realisees a l’aide du spectro- 
metre & double faisceau ModtIe 25 de la firme Beckmann couvrant la gamme de 190 
a 700 nm par deux sources de radiation; une lampe au tungstene et une lampe au 
deuterium. Toutes les analyses ont CtC effect&es en solution dans I’hexane. 

Spectrome’trie de rksonance magnCtique nu&aire (RAIN). Ces analyses sont 
rialisees par un appareil Jeol Type PS 100. Les Cchantillons sont mis en solution 
dans le CS,. 

Mesure des points de fusion. Les points de fusion sont relevts B I’aide de l’ap- 
pareil Mark I de la firme Electrothermal Engineering. 

Produits chimiques 
Solvants. Tous ies soIvants utilises pour ce travail proviennent de la fir-me 

Baker Chemicals (Deventer, Pays-Bas) et sont d’une puretc > 99 %. 
Benso[a,7pyr&ze. Le lot de benzo[a]pyrene utilise au tours de ces travaux a 

Cte choisi aprts examens chromatographiques (CC, HPLC et GC-MS) parmi les 
benzo [alpyrenes commerciaux alors disponibles en quantite suffisante (Fig. 3). L’ana- 
lyse chromatographique montre 3 impure& principales et donne une purete de 
98.7 % au lot utihsC dans ce travail (Fig. 2). 
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Fig. 3. GC de 6 benzo[a]pyritne commerciaux (A-F). Colonne 1 m x 3 mm I.D. 1.5% BBBT sur 
Chromosorb. TempCrature de coIonne 250”. 
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RESULTAT~ ET DISCUSSION 

L’examen prkliminaire (Fig. 3) montre que tous les Cchantillons corumerciaux 
analysk prisentent principalement les mi?mes impure&. 

L’analyse par GC-MS identifie deux isomeres C18H,,,S de masse mol&culaire 
258 de structure benzophknanthrothiophke (Fig. 2) et un composC C&HI6 de struc- 
ture tttrahydrobenzopyrkne. 

Purification du benzo[a]pyrGne 
Par recristalksation. Le benzopyrene est peu soluble dans les solvants usuels 

et par consequent nkcessite l’emploi de grands volumes de solvant lorsque l’on traite 
plusieurs grammes de produit. L’opCration est longue, car le taux de purification du 
benzopyrene est faible et l’oxydation est un problkme important encore aggravC si 
l’on utilise des solvants oxyg&nCs tels que le methanol et le tktrahydrofurane. Dans 
ce travail, les meilleurs rksultats ont CtC obtenus en cristallisant une solution benzkni- 
que saturCe de benzo[a]pyrene, dans l’hexane. 

La recristallisation provoque un enrichissement du compost cristallisC en 
impure& soufrkes tandis que la solution rksiduelle s’enrichit en autres impuretts. 

En reprenant alternativement la solution et le produit cristallid, on obtient 
apr& quatre operations, un benzopyrkne A 99.3 oA de puretk. 

L’oxydation, intvitable lors des manipulations, est aiskment CliminCe par 
l’klution du benzo[a]pyrke oxydk, en solution benzknique, sur une colonne de 10 cm 
de silica gel. Le rendement est voisin de 30%. 

Schema de recristallisatlon. 

Par voie chimique. Se basant sur le fait que la sulfonation du benzo[aJpyrene 
est une reaction lente 5 basse temperature en pksence d’acide sulfurique concentr&‘, 
il est possible de se dibarrasser des composk soufrCs en dissolvant le benzopyrkne 5 
froid dans l’acide sulphurique. Les composks soufrCs, lCg&ement plus reactifs que 
le benzo[a]py&ne sont sulfonks prkfkrentiellement. 

Par chromatogruphie szlr colonrze. Le silica gel et l’alumine permettent tous 
deux de sCparer les impure& du benzo[a]pyr&e 3. L’tlution de ce dernier par une 
solution d’hexane contenant 3 B 5 o/0 de benzene sur une colonue de silica gel activC 
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permet d’obtenir un benzopyrene d’une purete voisine de 100% avec un rendement 
approchant l’unid. L’Clution est cependant tres longue (8 & 10 h) et les volumes 
d’eluants engages sont importants. 

Afin d’kviter ces volumes d’kluants qui deviennent g&ants, surtout lors de la 
concentration des‘ impuretks, il est prCf&able de recycler l’eluant en le distillant 
grossierement aprts passage sur la colorme chromatographique. Le distillat est con- 
dense en tZte de colonne par un rcfiigtrant, comme l’indique la Fig. 1. 

11 nous est loisible de recueillir les &ants, soit en changeant de ballon apres 
passage de chaque impuretc, soit en recueillant celles-ci par le robinet infkieur et en 
compensant, d’une quantite Cgale de la solution de reserve, le volume d’eluant extrait. 

Les 4 fractions recueillies, examinees par chromatographie et spectrometrie 
de masse donnent: 

(a) une premiere fraction contenant principalement le premier, dans l’ordre 
GC, des isom&es soufres et le t&rahydrobenzopyrkte; 

(b) Une deuxieme fraction contenant principalement le deuxieme isomere 
soufre et du benzopyrene; 

(c) une troisieme fraction contenant principalement du benzopyrene de purete 
voisine de 98 o/0 que l’on recycle; 

(d) une fraction de benzo[a]pyrene (50 a 60% de Ia charge) de purete sup& 
rieure & 99.5’A. 

Isolement des impure&% 
Les impure& extraites des fractions enrichies obtenues dans Ia chromato- 

graphic sur colonne sont isolees par HPLC (Fig_ 4). On recueille separement les trois 
impuretes principales que l’on desire analyser en detail. 

Les impure& mineures sont rassemblees en deux fractions et identifiees par 
GC-MS. Elles sont essentiellement constitukes de dihydrobenzopyrke, de methyl- 

I 
L . k 

I I‘ . i0 .lL” 
T&E k&n! ‘& 

Fig. 4. HPLC drs fractions enrichies en 
thiophkne; 2 = tetrahydrobenzo[a]pyr&e: 3 

impure&. I = Benz[n]anthraceno[l,12b,122,12-bcd]- 
= chrysko[4,4a,4b,S-bcd] thiophtne. 
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benzo[a]pyrene, de pyrene, de methylpyrene, de chrysene et de tetrahydrobenzo- 
thiophenanthrene. 

11 convient de noter que l’ordre d’elution des impuretes en GC est different 
de celui realid par HPLC. Ainsi le tetrahydrobenzopyrene qui apparait en premier 
lieu en chromatog-raphie gazeuse apparait en second lieu en chromatographie HPLC. 

Analysqs des impwet& 
Chaque impurete principale isolee par HPLC est examinee par spectrometrie 

UV, MS et RMN. Le point de fusion de chaque impurete est Cgalement releve. 

Analyse par MS 
Les impure& 1 et 3 du chromatogramme HPLC presentent le meme spectre 

de masse (spectre b et c, Fig. 2) L’identification des composes soufres est basee sur 
le caractere aromatique de ces impuretes, qui meme B potentiel Clew+ (70 eV) assure 
une partie importante de l’ionisation au pit mokzulaire. 

Les deux introductions, chromatographique et directe, qui ont &C utilisees 
confirment mutuellement le rapport isotopique de leurs groupes parents (P+ 1 = 21 T<, 
P-i-2 = 6 %) permettant, sans ambigu%C, d’attribuer la formule brute C,,H,,S aux 
composes soufres. 

Le pit P-45, deji rencontre dans l’analyse de phenanthrothiopheneJ tend a 
indiquer une structure condenske thiophdnique du type benzophCnanthrothioph&ne 
pour les composes soufres. 

Les rapports isotopiques et la fragmentation de l’impurete 2 (spectre a, Fig. 2) 
indique un compose aromatique hydrogene de formule brute C,H,,. 

Examen UV 
Le profil des spectres UV des hydrocarbures poIyaromatiques5-’ est peu 

affect6 par ie remplacement d’un cycle aromatique par un cycle thiophCnique. La 
Fig_ 5 montre les spectres UV du thiophkxnthnke et du pyrene. Ce dernier n’accuse 
qu’un leger decalage vers le rouge par rapport au premier. 

L’impurete No. 1 montre un spectre, tres voisin du benzo[a]pyrene (Fig. 6) 
qui autorise les deux structures suivantes: 

0 
s 0 Q 0 

0 

(a) (b) 

Par analogie avec le deplacement vers le rouge provoquk par l’adjonction au phCnan- 
thrke, d’un cycle thiophknique, en position ortho et p&i condensCe entrainant le 
deplacement vers le rouge de 22 nm pour la bande K et de 40 nm pour. la bande B, 
on remarque que la structure (a) proviendrait de l’adjonction dun cycle thiophenique 
en position or&o et p&i, au benzo[a]anthradne tandis que la structure (b) provien- 
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---- PYRENE 

-‘--- PHEKANTHRENE 

- PHENtiTHRO[L.S 
bed] THIOPHENE 

“251 
2 
2% 

- IHFWRETE N-1 
----- BENZ04 PYRENE 
---- BENZIAI PHENANMRENI 

Fig. 5. Spectres UV des phtkanthrkne, pyr&ne et phenantro[4,5b,c,d]thiophkne dans l’hexane. 

Fig. 6. Spectres UV de I’impuretC HPLC No. 1, du benzo[a]pyr?ne et du benzo[a]phinanthrene 
dans l’hexane. 

drait de l’adjonction d’un cycle thiophenique au chrysene. En dtant 40 nm B la 
I 
4mx_ de bande B et 20 nm 5 la AmaX. de la bande K, on trouve, pour le spectre de 
I’impuretC No. 1 du chromatogramme HPLC, Ies L,,,_ du benz[a]anthracene, alors 
que la mi?me opCration sur 1’impuretC No. 3 (Fig. 7) restitue les ii.,,,. du chrydne. 
On en conclut que 1’impuretC No. 1 correspondrait 5 la structure (a) et I’impuretC 
No. 3 Q la structure (b)_ 

L’impured No. 2 prCsente un profi! analogue au pyrene avec un 1Cger decalage 
vers le rouge. Ceci indique que les quatre CH2 se trouvent dans un meme cycle en 
position a ou e du pyrtne. 

AnaZ_yse par RM_M (Fig. 8) 
L’attribution des raies d’adsorption du benzo [a]pyrene par Martin et ~1.~ ainsi 

que par Cavalieri et CalvinlO met en ividence l’absence de proton H, et H, dans le 
spectre de l’impurete No. 1. 7 

L’impuretC No. 3 mcntre par contre, la prbence de protons H, et H, e’t 
l’absence de protons H6 et H,. 

Relent des points de frcsion 
Les points de fusion releves i l’aide de l’appareil Mark 1 de la firme Electro- 

thermal engineering nous donnent les valeurs ci-dessous: 
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- IWUFETE’ N3 
--- BE?CO (Al PYRENE 
--- CHIWSENE 

Fig. 7. Spectres UV de l’impurett HPLC No. 3. du benzo[a]pyrbe et du chryxhe dans lkxane. 

No. impurett! 

1 
2 
3 

Couleur Point de fuion ("C) 

Jauneclair 1535154 
Blanc 111.5-112 
Blanc 172.5-173 

CONCLUSIONS 

L.a chromatographie est le moyen de purification le plus attrayant, non seule- 
ment parce que le rendement est excellent, mais aussi parce qu’il nkessite peu de 
moyens et permet la r&up&ration ais& des impure&. z 

Ces impure& prkntes 5 haute concentration dans les premiires fra’ctions 
chromatographiques autorisent l’utilisation de colo~es semi-prkparatives en HPLC 
analytique. Sans cette prkconcentration, le temps requis pour isolei des quantit& 
pondCrab1e.s par ces colonnes serait prohibitif. Tel est le cas de la recristallisation oh 
les fractions “enrichies” en impure& present encore un taux d’impuretks trap faible 
par rapport au benzo[a]pyrk~e. 

Dans tous les cas, il a Ctk constati une orrydatioti du benzo[a]pyr2ne en solu- 
tion. Particuli&ement rapide h la lumike, elle est mains importante dam l’obscurit6 
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IMPURETE 1 

R. DEPAUS 

BENZOIAIPYRENE 

IMF’URETE 3 

Fig. 8. Spectre RMN des impuretb HPLC No. 1, no. 3 et du benzo[a]pyr&e en solution dans le 
C% 

et nCgligeable pour un produit cristallisk conservk dans un Bacon color& Heureuse- 
ment, cette oxydation est aisement CliminEe par passage du produit en solution 
benzCnique sur 10 cm de silica gel. 

L’isoIement et l’identification de composCs soufrk dans certains hydrocarbures 
polyaromatiques avaient dej% Cti dCcrits dans une publication prCddente4_ Des pro- 
positions de structure pour une impuretC soufrke isolCe par HPLC dans le benzo- 
[a]pyr&ne avaient mtme &6 avancf5es. 

Ce travail dkmontre I’existence de deux isomkres soufr& de points de fusion 
sensiblement diffkents. Leurs structures etablies par RMN sur la base de l’existence 
des protons II, et H, sont confirmtes par I’analyse ultra-violette. 
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Le benzo[a]pyr&e dClivrC commercialement posdde des impure& commu- 
nes, prtsentant toutes des structures voisines du benzo[a]pyr&e. Ce travail propose 
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une methode chromatographique permettant la purification du benzo [h]pyrGne en 
quantitC de l’ordre du gramme. Les impure& majeures ont 6th isolCes en quantit& 
ponderables et leurs structures GlucidCes par mCthodes spectroscopiques, montrent la 

rCsence de deux isomkes soufres C18H,,S et d’un tktrahydrobenzopybe CZOH16. 
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