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SUMMARY 

Fractionation of cigarette smoke condensate. II .  Gel filtration chromatography of the 
fluorescing components of a water-soluble fraction of cigarette smoke condensate 

The fluorescing components of the water-soluble fraction of cigarette smoke 
condensate were separated by  chromatography on Sephadex gel. Thin-layer chro- 
matographic investigations of the subfractions obtained demonstrated that  the 
fluorescence of the water-soluble part  of cigarette smoke condensate is due to the 
substances scopoletin, harman, norharman and at least 22 additional substances 
which occur in lesser quantities and which have not yet been identified. Scopoletin and 
the mixture of harman and norharman were separated from the other fluorescing 
substances by  gel chromatography. 

In the different subfractions, nicotine, nicotine-N-oxide, nicotinic acid as well 
as 17 other substances which react positively with BrCN/benzidine and which have 
not yet been completely identified, were found in the form of nonfluorescing compo~ 
nents. These substances can also be par t ly  separated from each other by gel chromato- 
graphy. Therefore, chromatography on Sephadex gel appears to be a useful procedure 
for fractionating water-soluble components of tobacco smoke condensate. 

EINLEITUNG 

Bei der Fraktionierung von Cigarettenrauchkondensaten 1 fiel uns auf, dass in 
wasserl6slichen Fraktionen fluoreszierende Stoffe auftraten. Um diese Stoffe n~iher zu 
untersuchen, haben wir, unter Anlehnung an eine yon DEMETRIOU et al. 2 beschriebene 
Methode, versucht, die wasserl6slichen Anteile des Cigarettenrauchkondensates an 
Sephadex G 15 S~tulen aufzutrennen. Die Chromatografie an Sephadexgel scheint uns 
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eine brauchbare Methode zur Fraktionierung von wasserl6slichen Inhaltsstoffen des 
Rauchkondensates zu sein. 

METHODEN 

Vorbereitung und Betrieb der Sgule 
Das vernetzte Dextran Sephadex G 15 (Pharmacia), welches wir in den nach- 

folgend beschriebenen Versuchen benutzten, hatte eine Korngr6sse von 4o-12o # 
und ein Wasseraufnahmeverm6gen von 1. 5 ml/g. Ftir ein S~iulenbettvolumen von 
ioo ml wurden ca. 33 g trockenes Gel ben6tigt. 

Als S~ule wurde ein Sephadexchromatografierohr Typ SR 25/45 mit einem 
Durchmesser von 2.5 cm und einer L/inge yon 45 cm verwendet. 33 g Sephadex G 15 
wurden in 15o ml dest. Wasser aufgeschl/immt, tiber Nacht quellen gelassen und am 
n~tchsten Tag blasenfrei in die mit wenig dest. Wasser geftillte S~tule eingeschl~mmt. 
Nach 5-Io rain hatte sich das Gel abgesetzt. Das untere S~tulenende wurde ver- 
schlossen und der obere Stempel der S~tule vorsichtig mit offenem oberen Schlauchende 
soweit abgesenkt, his die Unterkante des Stempels 1-2 mm v o n d e r  Oberfl~iche des 
Gelbettes entfernt war, In dem Raum zwischen Gelbett und Stelnpel, sowie im oberen 
Schlauch waren keine Luftblasen mehr vorhanden. Das Ende des oberen Schlauches 
wurde in ein Niveaugef~ss mit dest. Wasser geMngt und das Niveaugef/~ss so hoch 
gestellt, dass zwisehen der Oberfl~che des Gelbettes und dem Fltissigkeitsspiegel des 
Gef/isses eine H6hendifferenz von 30 cm entstand. Die S~tule wurde mit lOO-25 ° ml 
dest. Wasser gewaschen und war dann betriebsfertig. Die Durchflussgeschwindigkeit 
betrug am Anfang 15o-2oo ml/Std. Nach einigen Stunden sank sie auf IOO ml/Std. 

Etwa 3 ° mg der wasserl6slichen Rauchkondensatfraktion, gel6st in I ml Wasser, 
wurden auf die S~iule aufgetragen. 

Das Eluat wurde in Fraktionen von IO ml mit einem Fraktionssammler Ultrorac 
7000 der Firma LKB Stockholm aufgefangen. 

Es wurden zwei verschiedene Elutionsmittel verwendet; zuerst 500 ml dest. 
Wasser und anschliessend 500 ml einer 5 mM Kochsalzl6sung, die mit I N Salzsgure 
auf pH 4.0 eingestellt war. Das Gesamtelutionsvolumen betrug i,ooo ml. Nach Ab- 
schluss der Elution wurde die S~tule mit IOO ml dest. Wasser gewaschen und war dann 
ftir einen neuen Versuch verwendungsfiihig. 

In der Praxis erwies es sich jedoch als gtinstiger, die Sgule naeh jedem Versuch 
neu einzuschl~tmmen, da die Laufgeschwindigkeit bei lgngerem Betrieb zu stark ab- 
nahm. 

Automatische Registrierung der Fluoreszenz der Fraktionen 
Die Fluoreszenz des Eluates wurde in einer Quarzdurchflusszelle von I cm 

Schichtdicke laufend mit eineln Fluorimeter der Firma Zeiss verfolgt und auf einem 
Schreiber (Hitachi, Perkin Elmer Typ 159) registriert. Dadurch wurden Elutions- 
diagramme erhalten, die die Fluoreszenz des Eluates in Abh~tngigkeit voI1 dem Elu- 
tionsvolumen zeigten. Ein Beispiel ftir ein solches Elutionsdiagramm gibt die Fig. I. 
Der Papiervorschub des Schreibers betrug 0.5 cm/min. Die Anregung der Fluoreszenz 
erfolgte bei einer Wellenl~tnge yon 366 nm. Das emittierte Fluoreszenzlicht wurde 
fiber ein Sekundarfilter, welches ab 39 ° n m  durchl~tssig war, auf einem Photomultiplier 
verst~irkt und auf dem Schreiber registriert. Die Messanordnung wurde vor jedem 
Versuch mit einem Fluoreszenzglasstandard geeicht. 
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Fig. I. Auftrennung einer wasserl6slichen Fraktioi1 aus Cigarettenrauchkondensat an Sephadex 
G 15. Die S~iule wurde zuerst mit 5oo ml dest. Wasser und anschliessend mit 5oo ml o.oo 5 M 
Natriumchlorid, pH 4.o entwickelt. I -- Scopoletin, 2 -- Harman und Norharman. 

Herstellung einer wasserl6slichen Fraktion aus Rauchkondensat 
I g C iga re t t en rauchkondensa t  wurde  zwischen IOO ml  Athe r  und  IOO ml Wasse r  

vertei l t .  Die Athe rphase  wurde  noch d re imal  mi t  je IOO ml Wasse r  ex t rah ier t .  Die 
Wasserphasen  wurden  vereinigt  und  auf  dem W a s s e r b a d  bei  95 ° und  schwachem 
Vakuum e ingedampf t .  Die Ausbeu te  an wasserl6sl ichen Stoffen be t rug  15o mg = 15 %. 
IOO mg des E indampf r t i cks t andes  wurden in 3 ml Wasse r  heiss gel6st  und  von einem 
geringen unl6sl ichen Ante i l  durch  F i l t r i e ren  ge t rennt .  Die so erha l tene  L6sung wurde,  
wie oben beschrieben,  auf  die S/iule aufgetragen.  

Dannschichtchromatografie 
Ffir  die Auf t r ennung  und Ident i f iz ierung der  Inhal tss toffe  in den F rak t ionen  

der Gelchromatograf ie  wurden  folgende Sys teme  b e n u t z t :  
System A. Alkal ische Kieselgelpla t ten.  Lau fmi t t e l :  B e n z o l - A t h a n o l  (4:1). Die  

P l a t t e n  wurden  zweimal  mi t  dem Laufmi t t e l  entwickel t .  Zur  Hers te l lung der  al- 
kal ischen P l a t t en  wurden  20 g Kieselgel G nach S tah l  in 5 ° m l  0. 5 N K O H  aufge- 
schl/ immt,  in einer Schichtd icke  yon 0.25 m m  auf  Glasp la t t en  aufge t ragen  und an der 
Luff  ge t rockne t .  

System B. Neut ra l e  Kiese lgel -G-Pla t ten .  Schich td icke :  0.25 ram. Laufmi t t e l :  
Benzol  A thano l  (4:1). Die P l a t t en  wurden  zweimal  entwickel t .  

System C. Neut ra l e  Kiese lge l -G-Pla t ten .  Schich td icke :  0.25 ram. Laufmi t t e l :  
Toluol-Essigs~iure/ i thyles ter-Ameisens/ iure  (5:4:1) . Die P l a t t e n  wurden  zweimal  
entwickel t .  

System D. Neut ra le  Kiese lge l fer t igpla t ten  (Merck). Schichtd icke:  0.25 mm.  
Laufmi t t e l  : n - B u t a n o l - M e t h a n o l - B e n z o l - W a s s e r  (2 : I : I :o.75). 

System E. Neut ra le  Kiese lge l fer t igpla t ten  (Merck). Schichtd icke:  0.25 mm.  
Laufmi t t e l :  Ch loroform-Methano l  A m m o n i a k  ( 6 o : I o : I ) .  

System F. Neut ra le  Kiese lge l fer t igpla t ten  (Merck). Schich td icke :  0.25 mm. 
Laufmi t t e l  : Ch loroform-Methano l -E i sess ig  (60 : IO :I) .  

System G. Neut ra le  Kiese lge l fer t igpla t ten  (Merck). Schich td icke :  0.25 mm.  
Lau fmi t t e l :  B e n z o l - M e t h a n o l - A m m o n i a k  (82 : 18 :o.8). 

Spr#hreagenzien far D#nnschichtchromatografie 
Benzidin-Bromcyan. Nachweis  von Niko t ina lka lo iden  und  Pyr id inde r iva t en .  
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1% Benzidin in Methanol. Anschliessend die Platte in Bromcyandampf entwickeln. 
Rotbraune, orange oder violette Flecken. 

Gibbs Reagenz. Nachweis phenolischer Substanzen. o.I °/o Dichlorchinonchlor- 
imid in Methanol. Auf alkalischen Platten (DC-System A) zeigen sich nach dem An- 
sprtihen, bei Vorhandensein phenolischer Substanzen, nach kurzer Zeit blaue Flecken. 

Echtblausalz B. Nachweis yon Phenolen und kupplungsfS.higen Aminen. 0.5% 
4,4'-Bis(2-methoxybenzoldiazoniumchlorid) in Methanol. Rotbraune bis violette 
Flecken. 

Spektren 
Die U.V.-Spektren wurden mit einem registrierenden Ger~t 137 UV der Firma 

Perkin Elmer, die Fluoreszenzspektren mit einem registrierenden Fluorimeter ZFM 4 
der Firma Zeiss aufgenommen. 

E R G E B N I S S E  

Unsere Untersuchungen ergaben, dass eine Auftrennung der wasserl6slichen 
Fraktion des Rauchkondensates an Sephadex G 15 m6glich ist. 

Wasser NaCL-HC[ 

ac 0 100 200  300  4 0 0  0 100 200  300  4 0 0  
E lu t~onsvo lumen  (m[)  

F ig .  2. E l u t i o n s d i a g r a m m  e ines  w ~ s s r i g e n  T a b a k e x t r a k t e s .  

Fig. I zeigt ein typisches Elutlonsdiagramm. Das Diagramm 15.sst erkennen, dass 
die Fluoreszenz der wasserl6slichen Fraktion auf mindestens vier Stoffe oder Stoff- 
gruppen zuriickzuftihren ist. In Fig. 2 ist das unter den gleichen Bedingungen auf- 
genolnmene Elutionsdiagramm eines w/issrigen Tabakextraktes dargestellt. Ein Ver- 
gleich mit Fig. I zeigt, dass wahrscheinlich ein Teil der fluoreszierenden Inhaltsstoffe 
der wasserl6slichen Fraktion des Rauches schon im Tabak selber vorkommt, ein 
anderer Tell jed0ch erst w~thrend des Rauehprozesses gebildet wird. 

Zur weiteren Charakterisierung der fluoreszierenden Stoffe wurden die im 
Fraktionssammler aufgefangenen Eluate zu vier versehiedenen Fraktionen vereinigt 
(Fig. I) und dtinnschichtehromatografisch untersueht.  Aufgrund der verh/iltnis- 
m/issig einheitlichen Form der Elutionsmaxima der Fraktionen II und IV vermuteten 
wir, dass in diesen Fraktionen nur jeweils ein fluoreszierender Stoff oder eine Stoff- 
gruppe vorhanden sei. 

Bei der stark fluoreszierenden Fraktion II best~ttigte sich diese Annahme. Als 
fluoreszierender Stoff wurde Sc@oletin nachgewiesen. Die Identifizierung erfolgte 
durch Vergleich der RF-Werte in den Dtinnschichtsystemen A, B und C und Vergleich 
der Fluoreszenz- und U.V.-Spektren mi t  denen von authentischem Scopoletin*. 

* S c o p o l e t i n  y o n  d e r  F i r m a  R o t h ,  K a r l s r u h e ;  n a c h t r f t g l i c h  d u r c h  m e h r f a c h e  D C  g e r e i n i g t .  
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Die Fraktion IV enthmlt als fluoreszierende Hauptbestandteile Harman und 
Norharma~¢. Harman und Norharman konnten durch Dtinnschichtchromatografie in 
dem System B getrennt werden. Die Fluoreszenzspektren und die RF-Werte in den 
DC-Systemen A, B und C waren mit den Daten authentischer Harman- bzw. Nor- 
harmanproben* identisch. 

Die Fraktion I enthielt nach Auftrennung im DC-System A, sieben fluores- 
zierende Substanzen. Davon lagen drei Substanzen in h6herer Konzentration und die 
restlichen vier nur in Spuren vor. 

Die Fraktion I I I  wies, im DC-System A, zehn fluoreszierende Substanzen auf. 
Drei davon zeigten eine st~trkere Fluoreszenz, die restlichen sieben fluoreszierten nur 
schwach. 

Die Identifizierung dieser Substanzen gelang bisher noch nicht. 
Erste Hinweise tiber weitere, nicllt fluoreszierende Inhaltsstoffe in den Fraktionen 

I - I V  erhielten wir durch Behandlung der Dtinnschichtplatten mit verschiedenen 
Sprtihreagenzien. Die Reaktion auf Pyridinderivate mit BrCN und /3enzidin z.B. 
zeigte, dass die Brolncyan positiven Substanzen in den Fraktionen I und I I I  ange- 
reichert waren. Die Fraktionen II  und IV zeigten praktisch keine Reaktion mit BrCN/ 
Benzidin. Die Fraktion I enthielt 13 Bromcyan-positive Stoffe. Drei davon konnten 
als Nikot in ,  Nikot ins~ure und Cotinin identifiziert werden. Die Identifizierung erfolgte 
durch Vergleich der RF-Werte mit denen von authentischen Substanzproben in den 
sieben DC-Systemen A, B, C, E, F, G und D. Die Konzentration des Nikotins in der 
Fraktion I war allerdings sehr gering. 

Die Fraktion I n  enthielt neben sehr viel Nikotin geringe Mengen yon sieben 
weiteren Bromcyan-positiven Stoffen. Neben dem Niko t in  konnte noch ein Stoff als 
Niko t in -N-Oxid  identifiziert werden. Die Identifizierung erfolgte durch Vergleich der 
RF-Werte in den DC-Systemen A, B, C, E, F u n d  G. 

Die Reaktion mit Gibbs Reagenz und Echtblausalz B liess vermuten, dass ein 
Tell der Inhaltsstoffe der Fraktionen I und I I I  phenolisehen Charakter tragen. In 
beiden Fraktionen waren jeweils Substanzen zu sehen, die mit den beiden Reagentien 
eine positive Reaktion gaben (DC-System A und B). Die Fraktionen II  und IV zeigten 
keine Reaktionen. 

TABELLE I 

IDENTIFIZIERUNG EINIGER INHALTSSTOFFE IN DEN FRAKTIONEN DER SEPHADEXSPxUL~; 

Fraktion Inhaltsstoff 

I 

II 

[II 

IV 

Sieben fluoreszierende Stoffe. 
Nikotinsgure, Cotinin, Spnren Nikotin, zehn weitere Substanzen, die mit BrCN/Ben 
zidin rot orange angefXrbt werden. Phenolische Substanzen. 

Scopoletin. 

Zehn fluoreszierende Substanzen. Viel Nikotin, Spuren Nikotin-N-oxid. Sieben weitere 
Substanzen, die mit BrCN/Benzidin rot orange angefS~rbt werden. Phenolische Sub- 
stanzen. 

Harman, Norharman. 
F~nf weitere fluoreszierende Stoffe in Spuren. 

* Firma Fluka: Harman wurde durch mehrfache DC gereinigt. 
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Eine Ubersicht fiber die bisher in den vier Fraktionen von uns nachgewiesenen 
Inhaltsstoffe gibt die Tabelle I. Die Untersuchung der noch nicht identifizierten Sub- 
stanzen wird weiter von uns verfotgt. 

Die Befunde, dass das Cumarinderivat Scopoletin yon N-Heterocyclen wie 
Harman, die weniger basischen Pyridinderivate Nikotins~ure und Cotinin weit- 
gehendst vom Nikotin und offensichtlich auch phenolische Stoffe in verschiedene 
Fraktionen getrennt werden k6nnen, best~itigen die von DEMETRIOU und Mitarbeitern 2 
an Testmischungen gemachten Beobachtungen und weisen daraufllin, dass die Chro- 
matografie an Sephadex-gel generall ein nt~tzliches Verfahren zur Fraktionierung 
wasserl6slicher Anteile des Rauchkondensates und yon Rauchkondensatfraktionen 
sein k6nnte. 

Z U S A M M E N F A S S U N G  

Die fluoreszierenden Inhaltsstoffe der wasser16slichen Fraktion eines Cigaretten- 
rauchkondensates konnten durch Chromatografie an oSephadexgel aufgetrennt wer- 
den. Die diinnschichtchromatografische Untersuchung der dadurch erhaltenen Unter- 
fraktionen ergab, dass die Fluoreszenz des yon uns untersuchten wasserl6slichen An- 
teiles des Cigarettenrauchkondensates auf die Substanzen Scopoletin, Harman, Nor- 
harman und mindestens 22 weitere in geringeren Mengen vorkommende noch nicht 
identifizierte Stoffe zuriickzufiihren ist. Scopoletin und das Gemisch aus Harman und 
Norharman wurden durch die Gelchromatografie in verschiedenen Fraktionen weit- 
gehendst von den anderen fluoreszierenden Stoffen abgetrennt. 

Als nichtfluoreszierende Inhaltsstoffe wurden in verschiedenen Fraktionen 
Nikotin, Nikotin-N-oxid, Cotinin, Nikotins~ure sowie 17 weitere mit BrCN/Benzidin- 
positiv reagierende, noch nicht n~iher definierte Substanzen gefunden. Auch diese 
Substanzen k6nnen teilweise durch die Gelchromatografie getrennt werden. Die Chro- 
matografie an Sephadexgel scheint demnach ein brauchbares Verfahren ftir die Frak- 
tionierung yon wasserl6slichen Inhaltsstoffen des Tabakrauchkondensates zu sein. 
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