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Giel~vgreeilungschrsmo~sgraphisehgsVerf~hr~pr zur @%parativen Abtrennung 
palaver Substsnren voo1 palyryklischen arematisehen Kehlenwasserstaffen 

Braktienierung &n Cig%lre~eenraeuehkend~ns%ll*. 

Biologische Untersuchungen von Cigarettenrauchkondensat durch DONTENWILL 
st al.1 habcn gezeigt, dslss eine durch fltissig-flussig Verteilung gewonnene sogenannte 
Nitromethanfraktion V die biologische Wirksamkeit des Gesamtkondensates nahezu 
vollstandig ent.1~811. Auf Grund tibcrlappender I Verteilungsbereiche und durch Ver- 
schleppungseff ekte sind in dieser Fraktion nicht nur die polyzyklischen aromatischen 
Kohlenwasserstoffe (PAX-I), sondern noch eine Vielzahl polarer Verbindungen wit 
Phenole und Nikotinalkaloide enthalten. 

Da neben der biologischen Wirksamkeit der PAL-I eine mijgliche Romotor- 
wirkung polarer Substanzen wie z.B. pllenolischer ,Fraktionen diskutiert. wird, ist 
eine vollstandige Trennung beider Gruppen ftir weitere Informationen sinnvoll. 

Die Anwenclung adsorptionschromqtographischer Trennmethoden z.B. an 
Kieselgel oder Aluminiumoxid wird durch die Beobachtungen?, 3 eingeschr&nkt, dass 
ein Verlust biologisch aktiven Materials an den S&ulen auftreten kann. Auf Grund 
ihrer hohen TrennschBrfe setzten wir daher die Gel-Verteilungschromatographie4 
als Trennmethode ein. 

Exjwrinae?zte2les 
MateriaZ. In einer Chromatographiesaule der Firma Chromatonix (5,o x log.0 

cm) bildeten 420 g Sephadex LH-20 (Deutsche Pharmacia GmbH) als Geltrgger, 
Methanol 85 yO als station&e Phase und qt-Wexan als mobile ,Phase das Trennsystem. 
Die Prti.parierung der Saule wurde in der beschriebenen Weise” vorgenommen. Die 
gegeneinander abgesattigten Lijsungsmittel wurden mit einer peristaltischen Pumpe, 
Model1 Vario-Perpex der Firma LKB gefordert. 

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

TABELLE I 

BLTJTION VON TESTSUBSTANZEN MIT ?2-HEXAN ALS LthXJNGSMITTLL 

Absicht: ‘Eichung ,der ChromaLogrqhiesLulc mit Bcnzo[a]pyrcn als Standard. 

Substanz EEutionsvolumen (ml) 

Anfang Maximum Ends 

Bcnzo[a]pyrcn 840 
Nikot;in 13240 
Phenol’ b 

a NichL gcmosson. 
b NichG cluicrbar. 

930 IO00 
II & 
- - 

“’ *‘$cile cl& vorlicg&lc’n Arb& wurclcn auf cler 25th Tobacco Chemists Research Confercncc, 
G-8. Oktzobcr rg71, Louisville Icy., V.S.A., vorgclragcn. 
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Eicktiszg z~nnd Fralztio&erugzg. Die S%ule wurde mit Benzo [a] pyren als Standard, 
gel&t in fin-Hexan, geeicht (Tabelle I). 

. ‘Uber :ein Dreiwegeventil (Chromatonix) wurde danach eine L&sung von 25 g 

Nitromethanfraktion V des Cigarettenrauchkondensates’ in 2.5 ml Tetrahydrofuran 
auf die S&,rle gebracht. Die S&ule wurde anschliessend mit der vierfachen Menge des 
Elutionsvolumenmaximums von Benzo [a] pyren mit ut-Hexan aufsteigend eluiert. 
Das Eluat bildete die Hexanfraktion VI (Fig. I). Danach wurde die S%ule in abstei- 
gender Reih,enfolge mit 300 ml Methanol 85 %, 500 ml Tetrahydrofuran und r.500 ml 
Methanol eluiert und so die Polarfraktion VII (Fig. I) gewonnen. 

Nitromethanfraktiacl V 
* 

=g 100% 

Gel-Vettellungschramatagraphie 
n-Wexanpethanol 85%, TWF, Methanol 

Fig. I. Quan&x-ttivc Verteilung bci clcr Auftrcnnung cincr CigsrottcnrauchkonclcnsnLfralcLion 
(Nitromethsnfraktion V) . 

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

der Nikotinalkaloide und Phenole von PAH moglich ist, orientierten wir uns mit den 
in Tabelle E angegebenen,Testsubstanzen tiber das Trennverhalten der Saule. Danach 
-beginnt ,eine’ Elution von Nikotin mit dem Lijsungsmittel rc-Hexan erst nach der 
dreizehnfachen Menge das Elutionsvolumens von Benzo [a] pyren. Wie zahlreiche 
Uneersuchungen verschiedener PAH gezeigt haben*, liegen die Elutionsvolumina 
h6her kondensierter PAH eng zusammen. 

Daher legten wir eine Fraktionierung einer Cigarettenrauchkondensatfraktion 
so fest , dass wir unter Bezug auf Benzo[aJ pyren zunachst mit der vierfachen Menge 
des Elutionsvolumenmaximums dieser Eichsubstanz mit ut-Hexan eluierten. Die 
so gewonnene Hexanfraktion VI enthielt 55.4 y0 der aufgetragenen Nitromethanfrak- 
tion V (Fig. I). Als Trenntechnik empfiehlt sich eine aufsteigende Entwicklung der 
S5ule. Damit erreicht man eine hohere Systemstabilittit. In der Hexanfraktion VI 
waren nach dtinnschichtchromatographischer Auftrennung keine Nikotinalkaloide 
mehr nachweisbar. Die Polarfraktion VII wurde dann in absteigender Richtung elu- 
iert. Fig. 2 zeigt die typische quantitative Verteilung tm Verlauf der Auftrennung an 
der Sule und verdeutlicht die sichere Abtrennung polarer von weniger polaren Sub- “%, 
stanzen. ,,.,!i 

Die Belastung der Saule kann urn ein Mehrfaches erhbht werden. Auch dann 
bleibt eine Konstanz im Elutionsvolumen zugesetzter Eichsubstanzen ‘gewahrt. 

Dem Klutipnsverhalten einer grossen Anzahl von Eichsubstanzen, zufolge” 
verteilen sich auf die Wexanfraktion VI’ die PAH, Paraffine, OleJine und Terpene, 
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suf die Polarfraktiori VII Verbindungen wie die Nikotinalkaloicle, Phenolkdrper 
der vorwiegende knteil brauner Pigmentstoffe. 

=77 

Ul-lCl 

Gewinnamg der PoZarfraRtio?a 
Wahrend das Einengen der Hexanfraktion VI am Rotationsverclampfer bei 40” 

Wasserbadtemperatur nicht zu Substanzverlusten fiihrte, konnte bei der Polar- 
Eraktion VII eine deutliche Verminderung der phenolischen Verbindungen beobachtet 
werden. Die Ursache dtirfte auf Grund des Wassergehaltes der Phase in einer Art 
’ ’ Wasserdampfdestillation” wahrend des Einengschrittes zu suchen 
Verluste mtissen aber vermieden werden, wenn man die Praktionen 
Teste einsetzen will. 

sein. Derartige 
ftir biologische 

Fig. 2. Quantitative Vcrtcilung bci cler Auftrennung von 25 g NitromcthanfraktionV. A = Hexa!i- 
fraktion VI (Elutionsmittcl n-Hoxan bis 3720 ml) ; B = Polarfraktion VII (Elution mit Methanol 
85%, TEW, Methanol bis Gooo ml). 

Ein Trocknen cler methanolischen Fraktion mit Salzen wie Natriumsulfat 
fuhrte nicht zum gewiinschten Erfolg. Substanzverluste liessen sic11 schliesslich mit 
folgender Methode weitgehend recluzieren : Die Polarfraktion’VII wurde am Rota- 
tionsverdampfer ohne Warmezufulrr auf ein Viertel des Volumens eingeengt und das 
Destillat verworfen. Die restlichen Lijsungsmittel wurden bei 40 O Wasserbadtempe- 
ratur und intensiver Kuhlung in der Destillationsblase aufgefangen. Diese vorwiegend 
w&ssrige Phase wurde mit dem gleichen. Volumen Benz01 iiberschichtet und mid 10 oh 
Natriumchlorid sowie Sephadex G-200 versetzt, wobei I g Gel fur 25-30 ml Lijsung 
eingesetzt wurde. Das stark hydrophile Gel quillt unter Wasseraufnakme, so dass 
sich das Benz01 mit den gel&ten ‘Phenolkorpern gut abtrennen l&sst, Nach zweimali- 
gem Nachwaschen mit Benzol wurden die benzolischen Phasen eingeengt und die so 
extrahie&n Substanzen der Polarfraktion VII wieder zugesetzt. 

Mit diesem Trocknungsschritt durch Gelzusatz von Sephadex G-200 unter 
Rtickgewinnung der Phenolkijrper erreicht man (Tabelle II), dass noch 97 Y. der 
quantitativ bestimmbaren Phenoles in der eingeengten Eraktion vorliegen, 

Die beiden beschriebenen gelchromatographischen Techniken ermijglichen eine 
effektive Trennung polarer von weniger polaren Substanzen einschliesslich poly- 
zyklischer aromatischer Kohlenwasserstoffe. Ihre Anwendung empfiehlt sich daher 
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TABELLE II 

RfkKGEWINNUNG PHENOLISCEI.ER SUBSTANZEN 8 

Trocknung mit Scphaclex G-200 nach dcm Einengcn clcr PolarfraktionVII, und Benzolcxtrsktion” 
wie im Text. 

Fmklion Plcenole 

Ilzc: % 

Polarfrakt~on VII vor dem Eincngdn 32~5 100 

l?olarfiaklion VII nach dem. Eincngcn 28.3 87.1 

BenzolextrakC des Dostillatos 392 9.9 . 

fiir die Fraktionierung von Cigarettenrauchkondensat, dessen biologische Wirksam- 
keil in Tierexperimenten gepriift werden ~011, 

Eorsclau~agsi?astitut aev Cigarsttelainda~strie e*v.*, H.-J. KLIMLSCH 
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