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SUMMARY 

Separation of N-heteropolycyclc aromatic hydrocarbons from poiycyciic _ aromaric 
hych-ocarbons. Separation by ion-exchange chromatography andfractionation of cigarette 
smoke condensate 

Chromatography on strong acidic or strong basic ion exchangers of Sephadex 
gels enables separation of 2 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 concentrate 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 (carba2ole type), aza-PAH (a&dine type) and PAX 

Aa-analoge Verbindungen der polyzyklischen aromatischen Kohlenwasser- 
stoffe (PAW, im folgenden N-heteropolyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe 
(Az2-PAm genannt, kommen stets als Begleitstoffe znsammen mit den PAH, aber 
in geringeren Konzentrationen als dicse vor. Sie wurden in ErdB1’9*, in Automobil- 
abgasen3a4 und ar?ch im Zigarettenrauch nachgewiesen5@. 

Es ist mit verschiedenen Verfahren versucht worden, eine Trennung der Aza- 
PAH van den PAH vorzunebmen, urn eindeutige Nachweise erbringen und Aussagen 
fiber ihre biologische, evenhell carcinogene Wirksamkeit machen zu k&men. 

Eei e&en Versuchen durch Adsorptionschromatoghie an KieseIgel bzw. 
Almniniumoxiden3~4~7 oder so&&her tit Magm&xmotidtrigems konnten keine * 
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vollstindigen -4btrennungen erreicht werden. So gelang zwar Pop1 et aZ.g die diinn- 
schichtchromato,~phische Ab’trennung der Am-PAH mit niedriger Ringzahl an 
Platten mit saurem Aluminiumoxid, die Aza-PAH mit hiiherem Kondensationsgrad 
liessen sich bei den PAH %hnlichen &-Werten dagegen nicht abtrennen. Das gleiche 
gilt fiir Trenmmgen durch Komplexchromatographiez~lo~ll, wobei ebenfalls speziell 
hoher kondensierte PAH nicht von Aza-PAH zu trennen waren. 

Alberini und Mitarbeitert versuchten Ltisungsmittel-Verteiiungssysteme zur 
Abtrennung der beiden StofTklassen einzllsewn, kiinnten aber ebenso keine scharfe 
Trennung einiger PAH van Aza-PAH erreichen. Die Abtrennung basischer Aza- 
PAH von PAH und Nichtbasischen Aza-PAH gelang z.B. durch Extmktion mit 90% 
Ameisens%ue13. In alien Fgllen waren die Versuche nicht erfolgreich, nichtbasische 
polyzyklische Stickstoffverbindungen (z.B. Carbazoltyp) abzutrennen. 

Erste Erfolge einer dtinnschichtchromato,oraphischen Abtrennung der Aza- 
PAH von PAH und aliphatischen Kohlenwasserstoffen hatten Bracco und Mitarbeiter“ 
an silanisierten Kieselgelen. Bei diesem System zeigten sick die ersten Tendenzen, die 
Trennvorteile nicht adsorbtionschromsrtographischer Trennprinzipien einzusetzen. 

Snyder und Mitarbeiter1s-*6 setzen erstmals Ionenaustauscher in Verbindung 
mit einer linearen Elutionschromatographie ein, urn durch solche Kombinationsver- 
fahren Aza-PAH von Gemischen aus parafinischen KohlenwasserstofFen und PAH 
abzutrennen. 

Lederer und Rochl’ priiften eine Reihe von Systemen an Cehulosepapieren 
und Polyamiden zur Trennung der Aza-PAH. In letzter Zeit haben sich %mliche che- 
mische Strukturtr~ger, nimlich organische Gele 2nf der Basis quervernetzter Dex- 
trane (Sephadexe Typen, Pharmacia, Frankfurt, B.R.D.) bei der Chromatographie 
von PAH bew%rt. Durch die Ausbildung von z-Donatorkomplexen dieser Gele mit 
den PAH wird eine ausserordentlich hohe Selektivitit im Trennverhalten dicser Systeme 
erreicht’8-20. Dieser Effekt ist in vielen Variationen zur Abtrennung der PAH von 
anderen Verbindungsklassen’l ausgenutzt worden. 

Es lag daher nahe, dieses chromatographische Verhalten in Verbindung mit 
fonenaustauschereffekten 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-1onenaustauschern 
und wenden das Verfahren bei der Anreicherung und Abtrennung von Aza-PAH 
aus Zigarettenrauchkondensatfraktionen an. 

MA- UND METHODEN 

Chromatographie an stark sauren Ionenaustauschern (System I) 

SP-Sephadex C-25 (Pharmacia) lonenaustauscher wurde laut Gebrauchsan- 
weisung mit Essigtiure-Natriumacetat-Puffer @H 5) aktiviert und in eine S&le 
1.27 x 32 cm (Chromatronix) nit PTFE-Stempeln und PTFE-Schlauchverbindungen 
bis auf eine Gelbetth6he von 18.7 cm in Met&no1 eingeffillt. Die gefiilhe S%ile wurde 
eine Stunde mit Methanol gespiilt. aber ein Probendosierventi! wurden 10-15~1 der 
im Losungsmittel gel&ten Reinsubstanzen an Aza-PAH bzw. PAH aufgetragen und 
van jeder Substanz das Efutionsvolumen bestimmt. Mit Hilfe einer peristahischen 
Pumpe (Vario Perplex, LKB) wurde eine D-urchflussrate von 100 ml/h eingestellt, 
die Substanzen nit Hilfe eines UV-Detektors (Hewlett-Packard, Model1 1032 A) 
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nachgewiesen und auf einem Schreiber (Kompensograph III, Siemens) aufgezeichnet. 
Bei der Chromatographie der basischen Aza-PAH wurde mit Methanol bis zu einem 
Ehrtionsvolumen van 1GO ml entwickelt und danach auf das LBsungsmittel I % Es- 
sigs&rre-Methanol umgestelit. Die angegebenen Elutionsvohrmina der basischen Aza- 
PAH beziehen sich auf 1% EssigGure-Methanol aEs Elutionsmittel. 

Chro.lnatographie an stork basischen Ionenat4stauschern (System II) 
QAE-Sephadex A-25 (Pharmacia) Ionenaustauscher wurde laut Gebrauchs- 

auweisung aktiviert und in eine Sgule 1.27 x 32 cm (Chromatronix) bis auf eine Gel- 
betth6he van 23.8 cm in Cyclohexan gefiillt. Alle weiteren chromatographischen Be- 
dingungen waren wie oben beschrieben. Bei der Chromato,gphie der nichtbasischen 
Aza-PAH (Carbazohyp) wurde bis 100 ml mit Cyclohexan entwickelt und danach auf 
das L&ungsmitiel 1% T&&ylamin in Cyclohexan umgestellt. Die angegebenen Eiu- 
tionsvolumina der nichtbasischen Aza-PAH beziehen sich auf das Ehrtionsmittel Z % 
Tri&hylamin in Cyclohexan. 

d;raktionierung von Zigmebtenrauchkondensat durch Fliissig-Fitissig- Verteihmgsver- 
fahren 

10 g Zigarettenrauchkondensat wurden in 300 ml Methanol unter gering- 
fiigigem Embmen gel&t, der Wassergehalt dieses Gemisches auf 10% eingestellt 
und nach bekannfen VerfahrenZ2 einer Fliissig-Fhissig-Verteilungsmethode mit 
Cyclohexan eine Methanolphase II und eine Cyclohexanphase III gewonnen. Aus der 
CycIohexanphase III wurde nach veroffentlichten Methoden= ein PAH-Konzentrat 
VII auf folgende Weise gewonnen: Fhissig-Fhissig-Verteilung Nitromethan-Cyclo- 
hexan und Gel-Verteihmgschromatographie an Sephadex LH-20 mit dem Losungs- 
mittelsystem KHexan-8.5 o? Methanol. 

Die MethanoIphase II und die Methanolphase VI werden vereinigt, auf einen 
Wassergehalt von 50% eingestelh und dreimal mit dem gleichen Volumen n-Hexan 
ausgeschiitteh. 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- 
graphic an Sephadex-Ionenaustauschem getrennt. 

Fraktioniemng an stark smren lonenartstmschern 
PAH-Konzentrat VII und n-Hexanphasenriickstand wurden zusammen in 

doppeher Volumenmenge Methanol gel&t uud Anteile auf eine wie in System I 
peparierte SG.rle injiziert. Bis 110 ml wurde mit Methanol eluiert (Fraktion X) und 
danach mit 300 ml 1% Essigsaure-Methanol Fraktion XI gewonnen. Beide Frak- 
tione$‘wurden getrennt unter standardisierten Bedingungen (KY’ und 15 Torr) ein- 
gee@. 

Fmktioniermg an stark bmischeiz Ionenaustauschern 
Die eingeengte Fraktion X wurde in Cyclohexan geliist und iiber eine wie in 

System II psparierte Saule chromatographiert. Bis 100 ml wurde mit Cyclohexan 
eltiert (F&&on XII) und anschliessend mit 300 ml 1% TrGthylamin in Cyclohexan 
als Losungsmittel Fmktion XIII abgetrennt. Beide Fraktionen wurden unter stan- 
dardisierten Bedingungen (40” und 15 Torr) eingeengt. 
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ELXGEBNISSE UND DISKUSSKON 

&i der Chronatographie der AZ+PAH an sauren bzw. basischen Ibnenaus- 
tauscheru kouute ein deutiicher Unterschied im Trennvezhhdten einzefner Am-PAW 
Typen beobachtet werden. Je nzch der Basizitit des Stickstoffes im heterozytischen 
System differeuzierten sich zwei Typen heraus: Der Carbzzoltyp, dessen Stickstoff 
k&en bzsischen Charakter mehr besitzt, kd der Acridintyp mit no& deutlich basi- 
schem Reaktionsverha!ten. Dementsprechend konnte tit HiKe bzsischer und saurer 
Xonenaustauscher eine Trennung in die drei Gruppen PAH, --PAM Carbazoltyp 
uad Aza-PAH Acridintyp erreicht werden. 

Abtrennung basischer Aza-PAN (Acridintyp) van sauren Aza-PA N (Carbazoityp) 

und PA-M 

An einer SHule des sauren Ionenaustauschers SP-Sephadex blieben, wie aus 
den Eiutionswerten der Tabclle I ersichtiich, die basischen Azz-PAH sorb&t und 
kijnnten erst durch Zusatz van 1% Essi@ure zum Elutionsmittel eluiert werden. 

TABELLE I 

ETXJTIONSVOLUMINA VON PAH UND Aza-PAH NACH CHROM_ATOGRAPHIE AN 
SAUREN Q UND 11) UND BASISCHEN (iI1 UND IV) IONENAUSTAUSCHERN 

I = System I, sourer lonenaustxscher (JZsungsmittel Methanol); II = System I, xurer Ionenau- 
tauscher (Methznol-I % Essigs&m$; IIf = System n, basischer Ionenaustauscher (Cyclohexan); 
fir = System XL, basischer Ionenautwscher (Cyclohezu-1 % TriXxznoIzmin). - = nicht e!uierbar 
unter den 2ngegebenen Versucbsbedkgungen. 

Srrbsranr . Ehtionrvoiumen (ml) 

f II IH W 
-~ 

Anthraozn 9.2 16.6 17.7 

chrysen 9.2 17.2 
%kZlZO[Q]~~il 9.2 9.3 18.3 

C omrien 9.4 18.6 
N-Me&ylindol - 

Chinolin - 74.1 
Isochinolin - 17.0 
44zaHuoren - 74.2 17.2 
I-Azzpyren - is-4 17.0 17.5 
7,3-Benzo-Chmolin - 80.4 16.3 
Acridin - 83.0 15.7 17.5 
1,2-Benzcridin - 134.2 17.2 18.2 
3,4-Benzzcridin - 136.5 17.3 18.0 
6;9-Dimethyi-1,2-Benzacridin - 198.1 17.2 
DibenzofaJzlzcridin - 266.4 
Diknzo[u&icridin - 267.8 18.0 18.3 
IndoI 9.2 - 74.8 
Czrbazol 9.2 9.4 - 98.3 
Norharman 9.1 9.3 - 99.4 _ 
Hal-man 9.1 - 91.4 
Ac-ridan 9.3 
2,3-Benzarbzzol 9.4 - 112.4 
3,4,5,6-D~&x~carb~o1 9.4 - 124.8 
1,2,7,8-Dibe=tii 9.4 9.5 - 127.3 



Setzt man rmr so geringe SHuremengen dem Liisungsmittel zu, so kann sogar eine 
verhaBnism%sig gute Arrftrennung dieser basischen Aza-PAH des Acridin-Typs 
e_@cht werden. Ein h6herer Zusati a~ S&m verkleinert das Ebtionsvolumen der 
Aza-PAK, verschlechtert aber deren Auftrennung erhebhch. 

Abtrennmg der Aza-PAH (Cat-bazol-Typ) van PAH 
Se&f man dagegen einen basischen Ionenaustauscher QAE-Sephadex ein, so 

sind die _&a-PAH des Carbazol-Typs nicht YOD der S&de eluierbar und k6nnen somit 
van NeutraMoiTen wie 2-B. den PAH abgetrennt und anschliessend durch Eiution mit 
einem basischen Liisungsmittel wiedergewonnen werden (Tabelle I)_ Ein Phnliches 
Eiutionsverhalten zeigten diese Verbindungen such, wena statt CycIohexan ein offen- 
kettiger, aliphatischer Koblerrwasserstoff. wie z.B. Pz-Kexan ats LBsungsmittel ge- 
w&h wurde. Statt durch Zusatz einer Base (1 “/, Tridthylamin) lassen sich die Aza- 
PAH such durch Umstellen auf ein Elutionsmittel hoherer Polaritfit, wie z.B. Essig- 
s%rcZthyIester glatt van der Ionenaustauscherslule eluieren. Da das Quellverhalten 
der Gele in Liisungsmitteln unterscbiedlicher Polarit% aber sehr verschieden ist, 
kann dieses Verhalten bei der Verwendung automatischer SBuIersysteme die Hand- 
habung erschweren. 

Mit Hihe der hier angewandten Methoden der Ionenaustauscher-Chromato- 
graphic mit organischen Gelen, deren Trennverhahen gegeniiber polyzyklischen Koh- 
lenwasserstoffen sehr selektiv ist, gelingt eine Trennung eines Gemisches in Aza-PAH 
(Acridintyp), Aza-PAH (Carbazoltyp) und PAL-L Am Beispiel eines so komplcxen 

Fraktionierungsschema 
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TABELLE II 

VERTEILUNGSKOEFFIZIELVTEN EINIGER AZA-PAH IM SYSTEM I&EXAN/ 
METEXANOL-WASSER (I :l) 

C, = Konzentration & n-Hem; C,,, = Konzentration in Methanol-Wasser (1 :I). 

s&mR.z Vert6z&&xq@iztenr 
CaIC38 c If 

Cvbazol 3.94 

3,4,5&i-Dibenzcarbazol 23.41 
Acridir; 9.21 
Dibenzo(s,h)acridin 107 

Vielkomponentengemisches wie Zigarettenrauchkondensat sol1 diese -Method& zur 
Trcnnung eines Konzentratcs von Aza-PAH und PAH in die clrei Typktassen ange- 
wandt werden. 

Xnreicherung md Ttenmng einer Fr&tion des Zigarettenrauchkondensates mit PAH 
und Aza-PAH 

Wghrend sich die neut.raIen PAH au_fgrund giinstiger VerteihmgskoeEzienten 
gut von polareren BegleitstoEen und paraEnischen Kohlenwasserstoffen (siehe Frak- 
tionierungsschema und Lit. 22, 23) abtrennen iassen, so geiingt dieses Verfahren der 
Fhissig-Fiiissig-Verteilung tit dem gfeichen System bei den Aza-PAH nicht. Bereits 
beim ersten Verteilungsschritt im System Cyclohexan-Methanol 90% urzrden z.B. 
das Dibenzo[a,h]acridin zn 46 %, das Dibenzo[c&arbazol sogar zu 77.5 % in der 
Methanolfraktion vorhanden sein, w&rend die PAH zu 98199 y0 in der CycIohexan- 
phase angereichert werden. Urn aber sowohl die PAH als such die Aza-PAH in einer 
m6glichst gewichtsanalytisch kleinen Fraktion zusammenanzureichern, hat sich fol- 
gendes Verfahren bew&rt: Die PAH werden, wie bekannt (siehe Fraktionierungs- 
schema), in der n-Hexanphase VII angereichert. 

Auf,orund @&tiger VerteiIungskoefEzienten (Tabelle hi) empfiehft sich zur 
Anreicherung der Aza-PAH eine Fliissi g-Fliissig-Verteihmg im System n-Hexan/ 
Methanoi-Wasser (1 :l) *’ Nach drei Ausschfittelungen sind z.B. vom Carbazoi mit . 
den ungiinstigsten VerteilungskoeRizienten 99.2 % in der n-Hexanphase angereichert. 
Daher werden alle pol;rren Phasen des Fr2ktionierungsganges, die Anteile 8n Aza- 
PAH enthalten k&men, vereinigt und einer Fliissig-Fliissig-Verteihmg im System 
n-HexanlMethanol-Wasser (I : 1) unterworfen. Die auf diese Weise gewonnenen 
3.6 % Gewichtsanteiie des Condensates (Tabelle III) sol&n die re&chen Anteile 

TABELLE III 

GEWICHTSANALYTISCHE AUSBEUTE EJNIGER FRAKTLONEN EJNES ZIGARETTEN- 
RAUCHKONDENSATES 

FM&ion Ausbeure 
(%I 

bfethmolfkktion II 77.3 
n-Hexznphase VII 3.7 
n-Hexanphase I&. 3.6 
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Fig. 1. Elutionschromato_~mm eines Zigzrettenruchkondentes_ Abtrenmmg bzsischer Aza-PAH 
(Acridintyp) an einer SBule mit SP-Sephadex C-25 ionenaustauscher. Nrrch 110 ml Elutionsvolumen 
Methanol wurde auf dz.s IXsungsmi~teX 1% Essi@ure in Methanol umgestelit. 

der Aza-PAH enthalten, so dass beide n-Hexanphasen (VIE und Ha) 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. Lm ersten Schritt 
(Fraktionierung an stark sauren Ionenaustauchern) wurden basische Aza-PAH des 
Acridintyps von den fibrigen Verbindungen einschliesslich Aza-PAH (Carbazoltyp) 
und PAH abgetrennt. Wie aus der Fi,. m 1 ersichtlich, Iassen sich mit 1 o/O Essigsdure in 
Methanol UV-absorbierende Substanzen, die such ftuoreszieren, von der SauIe 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 cbromatographisch in PAH und Be- 
glenstoKe und Aza-PAH (Carbazoltyp) getrennt. Die Identifizierung dieser Aza-PAH 
sollte mit Feintrennungsmethoden der Hochdruckfliissigkeitschromatographie oder 
tit dem System Gaschromatographie-Massenspektrometrie moglich sein. 

Durch die Trennung des Monzentrates aus Zigarettenrauchkondensat ist ausser- 
dem eine Miiglichkeit geseben, in biologischen Versuchen zu untersuchen, inwieweit 
die Aza-PAH an der carcinogenen Aktivit%t des Zigarettenrauches oder speziell einer 
biologisch aktiven Fraktion des Zigarettenrauches, die PAH enthglt. beteiligt sind. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Durch eine Chromatographie an stark sauren bzw. stark basischen Ionen- 
austauschern der Sephadexgele gelingt eine Auftrennung eines Gemisches in Aza- 
PAH (Acridintyp), Aza-PAM (Carbazoltyp) und PAH. Die an den Ionenaustausch- 
ergelen sorbierten Verbindungen kiinnen durch Zusatz von SCren oder Basen wieder 
eluiert werden. Durch Fliissig-Flfissig-Verteilungsverfahren wird em Konzentrat 
von Aza-PAH und PAK aus Zigarettenrauch-Kondensat hergestellt. Dieses Konzen- 
trat wird mit Hitfe des s%rlenchromatographischen Verfahrens an Sephadex-Ionen- 
austauschern in drei Fraktionen getrennt, die Aza-PAR (Carbazoltyp), &a-PAP 
(Acridintyp), und PAT3 tit EegIeitstoffen en&-&en sollten. 
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