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CHROM. 5880

Gel-verteilungschromatographisches Verfahren zur priparativen Abtrennung
polarer Substanzen von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen

Fraktionierung von Cigarettenrauchkondensat"

Biologische Untersuchungen von Cigarettenrauchkondensat durch DONTENWILL
et al.l! haben gezeigt, dass eine durch fliissig-fliissig Verteilung gewonnene sogenannte
Nitromethanfraktion V die biologische Wirksamkeit des Gesamtkondensates nahezu
vollstindig enthilt. Auf Grund iiberlappender. Verteilungsbereiche und durch Ver-
schleppungseffekte sind in dieser Fraktion nicht nur die polyzyklischen aromatischen
Kohlenwasserstoffe (PAH), sondern noch eine Vielzahl polarer Verbindungen wie
Phenole und Nikotinalkaloide enthalten.

Da neben der biologischen Wirksamkeit der PAH eine mégliche Promotor-
wirkung polarer Substanzen wie z.B. phenolischer Fraktionen diskutiert wird, ist
eine vollstindige Trennung beider Gruppen fiir weitere Informationen sinnvoll,

Die Anwendung adsorptionschromatographischer Trennmethoden 2z.B. an
Kieselgel oder Aluminiumoxid wird durch die Beobachtungen? 3 eingeschrinkt, dass
ein Verlust biologisch aktiven Materials an den Siulen auftreten kann. Auf Grund
ihrer hohen Trennschirfe setzten wir daher die Gel-Verteilungschromatographiet
als Trennmethode ein.

Experimentelles

Malerial. In einer Chromatographiesiule der Firma Chromatonix (5.0 X 109.0
cm) bildeten 420 g Sephadex LH-20 (Deutsche Pharmacia GmbH) als Geltriger,
Methanol 85 9, als stationdre Phase und #-Hexan als mobile Phase das Trennsystem.
Die Priiparierung der Sdule wurde in der beschriebenen Weiset vorgenommen. Die
gegeneinander abgesittigten Lésungsmittel wurden mit einer perlstaltlschen Pumpe,
Modell Vario-Perpex der Firma LKB gefordert.

Eichsubstanzen gelangten mit dem Spektralphotometer PMQ II mit Durch-
ﬂusskuvette der Firma Zeiss zum Nachweis.

TABELLE 1
ELUTION VON TESTSUBSTANZEN MIT #-HEXAN ALS LOSUNGSMITTEL
_Absxcht. Elchung der Chromatographiesiule mit Benzo[a]pyren als Standard.

Substans Elutionsvolumen (ml)

o Anfang Maximum  Ende
Benzo[a]pyren 860 . 930 1000
Nikotin . , 13240 s a
Phenol ' b — —_

& Nicht gemessen.
b Nicht‘ eluicrbm‘.

¥ Teile der vorliegenden Arbelt wurden auf der 25th Tobacco Chcrmsts Rcsearch Confcrencc,
6-8. Oktober 1971, Louisville Ky., V.S.A., vorgetragen.
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Ez’chng und Frakiionierung. Die Siule wurde mit Benzo[a]pyren als Standard,
geldst in n-Hexan, geeicht (Tabelle I).

‘Uber -ein Dreiwegeventil (Chromatonix) wurde danach eine Lésung von 25 g -
‘NJtromethanfraktmn V des Cigarettenrauchkondensates! in 25 ml Tetrahydrofuran
auf die S#ule gebracht. Die Siule wurde anschliessend mit der vierfachen Menge des
Elutionsvolumenmaximums von Benzo[a]pyren mit #-Hexan aufsteigend eluiert.
Das Eluat bildete die Hexanfraktion VI (Fig. 1). Danach wurde die Siule in abstei-
gender Reihenfolge mit 300 ml Methanol 85 %, 500 ml Tetrahydrofuran und x500 ml
Methanol eluiert und so die Polarfraktion VII (Fig. 1) gewonnen.

Nitromethanfraktion V
* | 25¢g 100%

Gel~vertellungschromatographie
h-Hexan/Methanol 85°%., THF, Methanoi

I B :
Hexanfraktion Vi Polarfraktion Vi
1389 &5.4% 10.89 428°%

Fig. 1. Quantitative Verteilung bei der Auftrcnnung ciner Cigarettenrauchkondensatiraktion
(Nitromethanfraktion V),

Ergebnisse und Diskussion
- Um sicher zu sein, dass mit dem angegebenen Trennsystem eine Abtrennung

der Nikotinalkaloide und Phenole von PAH méglich ist, orientierten wir uns mit den
in Tabelle I angegebenen Testsubstanzen liber das Trennverhalten der Sidule. Danach
beginnt eine- Elution von Nikotin mit dem L&sungsmittel n»-Hexan erst nach der
dreizehnfachen Menge des Elutionsvolumens von Benzo[a]pyren. Wie zahlreiche
Untersuchungen verschiedener PAH gezeigt habend, liegen die Elutlonsvolumma
héher kondensierter PAH eng zusammen, :

Daher legten wir eine Fraktionierung einer Clgarettenrauchkondensatfraktlon
so fest, dass wir unter Bezug auf Benzo[a]pyren zunichst mit der vierfachen Menge
des Elutionsvolumenmaximums dieser Eichsubstanz mit #-Hexan eluierten. Die
so gewonnene Hexanfraktion VI enthielt 55.4 % der aufgetragerien Nitromethanfrak-
tion V (Fig. 1). Als Trenntechnik empflehlt sich eine aufsteigende Entwicklung der
Sédule. Damit erreicht man eine héhere Systemstabilitit. In der Hexanfraktion VI
waren nach diinnschichtchromatographischer Auftrennung keine Nikotinalkaloide
mehr nachweisbar. Die Polarfraktion VII wurde dann in absteigender Richtung elu-
iert. Fig. 2 zeigt die typische quantitative Verteilung im Verlauf der Auftrennung an
der Sdule und verdeutlicht die sichere Abtrennung polarer von weniger polaren Sub .
stanzen.
Die Belastung der Siule kann um ein Mehrfaches erhéht werden. Auch dann
bleibt eine Konstanz im Elutionsvolumen zugesetzter Eichsubstanzen gewahrt.

Dem Elutionsverhalten einer grossen Anzahl von Eichsubstanzen zufolge!
verteilen sich auf die Hexanfraktion VI die PAH, Paraffine, Olefine und Terpene,
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auf die Polarfraktion VII Verbindungen wie die Nikotinalkaloide, Phenolkérper und
der vorwiegende Anteil brauner Pigmentstoffe.

Gewinnung der Polarfrakiion

Wihrend das Einengen der Hexanfraktion VI am Rotationsverdampfer bei 40°
Wasserbadtemperatur nicht zu Substanzverlusten fiihrte, konnte bei der Polar-
fraktion VII eine deutliche Verminderung der phenolischen Verbindungen beobachtet
werden. Die Ursache diirfte auf Grund des Wassergehaltes der Phase in einer Art
‘“Wasserdampfdestillation’” wihrend des Einengschrittes zu suchen sein. Derartige

Verluste miissen aber vermieden werden, wenn man die Fraktionen fiir biologische
Teste einsetzen will.

-
o
-

Gewichts - e
o

1000 2000 3000 2000 5000 6000 -
Ve mil

Fig. 2. Quantitative Verteilung bei der Auftrennung von 25 g Nitromethanfraktion V. A = Hexan-
fraktion VI (Elutionsmittel #n-Hexan bis 3720 ml); B = Polarfraktion VII (Elution mit Methanol
85%., THF, Methanol bis 6ooo ml).

Ein Trocknen der methanolischen Fraktion mit Salzen wie Natriumsulfat
fiihrte nicht zum gewiinschten Erfolg. Substanzverluste liessen sich schliesslich mit
folgender Methode weitgehend reduzieren: Die Polarfraktion VII wurde am Rota-
tionsverdampfer ohne Wirmezufuhr auf ein Viertel des Volumens eingeengt und das
Destillat verworfen. Die restlichen Lésungsmittel wurden bei 40° Wasserbadtempe-
ratur und intensiver Kiihlung in der Destillationsblase aufgefangen. Diese vorwiegend
wissrige Phase wurde mit dem gleichen Volumen Benzol iiberschichtet und mit ro 9,
Natriumchlorid sowie Sephadex G-200 versetzt, wobei 1 g Gel fiir 25—~30 ml Lésung
eingesetzt wurde. Das stark hydrophile Gel quillt unter Wasseraufnahme, so dass
sich das Benzol mit den gelésten Phenolkérpern gut abtrennen lidsst. Nach zweimali-
gem Nachwaschen mit Benzol wurden die benzolischen Phasen eingeengt und die so
extrahierfen Substanzen der Polarfraktion VII wieder zugesetzt.

Mit diesem Trocknungsschritt durch Gelzusatz von Sephadex G-200 unter
Riickgewinnung der Phenolkérper erreicht man (Tabelle 1I), dass noch g7 % der
quantitativ bestimmbaren Phenole5 in der eingeengten Fraktion vorliegen.

Die beiden beschriebenen gelchromatographischen Techniken ermoéglichen eine
effektive Trennung polarer von weniger polaren Substanzen einschliesslich. poly-
zyklischer aromatischer Kohlenwasserstoffe. Ihre Anwendung empfiehlt sich daher
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TABELLE 11
RUCKGEWINNUNG PHENOLISCHER SUBSTANZEN

Trocknung mit Sephadex G-200 nach dem Einengen der Polarfraktion VII, und Benzolextraktion”
wie im Text. :

Fﬂzkh’on ' Phenole

mg %
Polarfraktion VII vor dem Einengen 32.5 100
Polarfraktion VII nach dem Einengen 28.3 87.1
Benzolextrakt des Destillates 3.2 0.9

fiir die Fraktionierung von Cigarettenrauchkondensat, dessen biologische Wirksam-
keit in Tierexperimenten gepriift werden soll.
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