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SPURENANALYSE VON N-NITROSO-VEREINDUNGEN 

III. QUANTITATIVE DONNSCHICHT-CHROMATOGRAPIiIE 

VON NITROSAMINEN 

SUMiMARY 

Quantitative thin-layer chromatography of three typical nitrosamincs has been 
investigated. To obtain reproducible and high recoveries the following conditions 
should be maintained: (I) Dry dichloromethane is a suitable solvent for spotting on the 
plate. (2) Evaporation of high solvent volumina should be done in a Kuderna-Danish 
evaporator to avoid losses of volatile nitrosarnines. (3) Thin-layer chromatographic 
separation should be effected in the dark and at 4”. Layer thickness should be no less 
than 0.6 mm. (4) Separated nitrosamines from scratched-off sorbent can be quanti- 
tatively removed by steam-distillation. Under these conditions TLC can be used as 
part of a clean-up method in the trace analysis of carcinogenic nitrosamines. 

__._.___....-._ ._ _-__--__ _..__.._____ - __.._ _ ___~.._ . ._ .___.____ ._. _ __ ._... ____._.._ ._.. _ ._____ _._ _..__... . . .._.._ -_-. ._.. . . . . ----.- -- ..--- 

Viele organische N-Nitroso-Verbindungen (Nitrosamine und Nitrosamide) sind 
starke chcmisclie Carcinogenel* ?. Ihr Vorkommen als Naturprodukte und ihr miig- 
liches Entstehen in der mensclllichen Umwelt3*** machen selektive und empfindliche 
Nachweismethoden fiir diese Stoffklasse notwendig. 

Im Rahmen unserer Arbeiten zur Spurenanalyse von Nitrosaminen priifen wir 
clualitativ und quantitativ mijgliche Einzelschritte eines Vorreinigungsverfahrens 
(clean-up)G*U. Hierbei erwies sic11 die Diinnschicht-Chromatographie (DC) von vor- 
gereinigten Estrakten aus Lebensnlitteln, die durch Wasserdampf-Destillation aus 
alkaliscllem und saurem Mediums gewonnen waren, als ein effektives Verfahren zur 
weiteren Abtrennung von stijrenden Begleitstoffen. Da jeder Einzelschritt des An- 
reicherungsverfahrens quantitativ gesichert werden musste, waren die 13edingungen 
fiir die DC von Nitrosaminen so zu standardisieren, class reproduzierbar gute Aus- 
beuten erhalten werden konnten. Quantitative Untersuclmngen llierzu,liegen unseres 
Wissens bisller nicht vor, obwohl sic11 die DC als qualitative Nachweismetllode fiir 
N-Nitroso-Verbindungen bew$hrt hat7v8. 
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Als magliche Verlustursachen bei der DC von Nitrosaminen kommen neben der 
Lichtempfindlichkeit besonders die hohe Fliichtigkeit . der niederen Homologen von 
Dialkylnitrosaminen (z.B. Dimethyl-, Methyl-vinyl- oder Methyl-n-butyl-nitrosamin) 
in Betracht. Deshalb musste das Konzentrieren von Nitrosaminltjsungen in verschie- 
denen Liisungsmitteln auf ein fur das Auftragen auf die Platte geeignetes kleines 
Volumen ebenso untersucht werden wie ,Verluste durch Fhiclztigkeit beirn Auftragen 
und Entwickeln der Platte. Zur Isolierung getrennter Substanzen aus der abgelijsten 
Sorbensschicht schliesslich war ein allgemein anwendbares Verfahren ndtig, das die in 
ihrem physikalisch-chemischen Verhalten (z.B. Dampfdruck, WasserlBslichkeit) sehr 
unterschiedliche Stoffklasse quantitativ erfasst. Hier erwies sich die Wasserdampf- 
Destillation der Sorbensschicht als geeignetes Verfahren. 

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Untersuchungen zur dargelegten 
Problemstellung wurden an drei charakteristischen Vertretern der Stoffklasse durch- 
geftihrt, nHmlich an Dimethyl-(DMNA), Diathyl- (DENA) und Di-rt-amyl-nitrosamin 
(DANA). Die ersten beiden Verbindungen sind relativ polar und gut wasserkjslich ; 

DMNA hat einen hohen Dampfdruck und ist stark fliichtig. DANA wurde als Beispiel 
eines lipophilen Nitrosamins geringer Fltichtigkeit und Wasserlijslichkeit untersucht. 

EXPERIMENTELLES 

Materialien 
.: DMNA, DENA und DANA wurden im eigenen Labor nach bekannten Methoden 

synthetisiert . Sie waren gaschromatographisch einheitlich. Alle verwendeten Lijsungs- 
mittel,.waren analysenrein. Zur Spektroskopie im UV wurde das registrierende Spek- 
tralphotometer Zeiss DMR ZI, zur Polarographie das Metrohm-GerHt Polarecord 
E,.261 R benutzt. 

H erstellzcng der DC-Platten 
Auf 20 x zo cm Glasplatten wurden in tiblicher Weise Schichten von 0.25 mm 

mit Kieselgel GF,,, (Merck) bzw. von 0.6 mm mit Kieselgel Pl?,,,.(Merck) sufgebracht 
(Streichgergt Uniplan, Shandon). Nach 30 Min. Trocknen an der Luft wurde 2 Std. 
bei 120~ aktiviert., Lagerung der aktivierten Platten erfolgte in einem Exsikkator 
iiber Blaugel. , 

METHODIK 

Bestimmzcng der A bdampfverltiste beim Kovyentrieren van Lbsungen 
Lijsungen von Dimethylnitrosamin (2.3-3.2 mg) in verschiedenen organischen 

Liisungsxnitteln wurden nach zwei Methoden eingeengt : (I) Mittels Rotationsver- 
dampfer im Vakuum ohne, Heizung des Wasserbades unter Veiwendung eines 25o-ml 
Rundkolbens mit am Boden angeschmolzenem, graduierten IO-ml Ansatz. (2) Am 
Kuderna~Danish-Verdampfer mit aufgesetzter 3-Kugel-Synder-Kolonne bei Normal- 
druck. Bei beiden Verfahren wurden jeweils 200 ml auf ein Endvolumen von 2-3 ml 
eingeengt. Mit Wasser mischbare Lijsungsmittel (Aceton, Acetonitril) wurden mit 
0.2 ,N HCl, auf :,soo ml aufgef.tillt und der Nitrosamin-Gehalt polarograph,ischD ge- 
messen. Lipophile’ Lijsungsmittel (z.B. Dichlormethan oder n-Pentan) wurden mit 
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*-Pentan auf 250 ml aufgeftillt und die Nitrosamin-Konzentration spektrophoto- 
metrisch gegen eine in gleicher Weise hergestellte Blindprobe bestimmt. 

Bestimmacng der Verhste w&bed der DC 
Mengen von 80 bis 170 pg des betreffenden Nitrosamins in z ml Dichlormethan 

p.A. wurden nach zwei Methoden strichfijrmig aufgetragen: (I) von Hand mittels 
einer Vollpipette (z ml) bzw. (2) mit einem automatisch arbeitenden Auftraggerat 
(Autoliner der Pa. Desaga, Heidelberg). Das Auftragen erfolgte grundsatzlich ohne 
Benutzung eines Fiihns. Die Auftragsstrecke war einheitlich 12 cm. Die Auftragezeit 
betrug mit Pipette etwa 5 Min., mit dem Autoliner etwa 15 Min. 

Die Entwicklung erfolgte mit dem Fliessmittel ut-Pentan-Diathylather-Di- 
chlormethan (5 : 2: 2) bei Kammersattigung und unter Lichtabschluss. Zur Chroma- 
tographie bei 4” wurde im Ktihlschrank oder Ktihlraum gearbeitet. Nach Entwicklung 
wurden die Substanzzonen durch lturzes Betrachten unter der Camag-Universal-UV- 
Lampe bei 254 nm markiert. 

Isolierung 
Die marlcierten Rp-Wert-Zonen (DMNA = 0.31; DENA = 0.55; DANA = 

o.gr) wurden als rechteckige Banden von 3-3.3 cm Breite mit einem Objekttr@er 
abgeliist. Fur den Referenzwert wurde von jeder Platte ein Band genau gleicher Breite 
dariiber bzw. darunter genommen. Die gewonnenen Sorbensschichten wurden an- 
schliessend einer Wasserdampf-Destillation unterworfen. Hierbei hat sich folgende 
Methodilc bewghrt : 

Platten uait 0.25 nzjga Sckichldicke. Das Kieselgel wurde in einem Rundkolben 
(50 ml) mit 6 ml Wasser, einigen Siedesteinchen und einem Magnetrtihrstab versetzt. 
Der Kolben wurde an eine kleine Schliff-Destillationsapparatur angeschlossen, und 
das Destillat in einem Spitzkiilbchen (50 ml) unter Ktihlung mit Eis-Kochsalz ge- 
sammelt. Beheizung erfolgte durch ein Olbad, das von einem Magnetriihrer mit Heiz- 
Platte auf einer Temperatur von 150“ gehalten wurde; zur Vermeidung von Siede- 
verziigen musste stark geriihrt werden. Die Destillation erfolgte bis zur Trockene. 
Unter Nachspiilen der Apparatur wurden auf ein Volumen von IO ml mit Wasser 
aufgeftillt. 

Ratten mit o.G mm Sclzichtdicke. Unter sonst identischen Bedingungen wurden 
anstelle von 6 ml hier 16 ml Wasser zugesetzt. Zur Isolierung schlecllt wasserltislicher 
Nitrosamine wie DANA wurde 16 ml 50 %iges wassriges Methanol anstelle von Wasser 
zugesetzt. Das Destillat wurde auf 20 ml mit Wasser bzw. Methanol-Wasser (50 %) 
aufgeftillt. 

Die Nitrosamin-Bestimmung in den Wasserdampf-Destillaten erfolgte UV- 
,j spektroslcopisch durch Messung im Absorptionsmaximum der Nitrosamine bei 235 nm. 

Das Lambert-Beersche Gesetz ist tiber einen grossen Konzentrationsbereich erftillt. 
Eichlturven fur DMNA und DENA wurden in Wasser, fur DANA in 50 “/igem w&s- 
rigen Methanol aufgestellt. Es wurden jeweils die Destillate der Substanzzone gegen 
Destillate der Kontrollzone gemessen . 
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AI.3DAMPFVERLUSTE HEIM EINENGEN VON DIMETHYLNITROSAMIN-LijSUNGEN AUF EIN KLEINES END- 

VOLUMEN 

Liisawagsmittef MeYlgP lrem!awt~fer A augaqp- Bgld- Riickge- 
Nilros- volumen volu~WLc?l winnzrng 
ami*z (7Yll) (Id) (%I) 

( /.4!) 
_.___ .^___ _-__-_ ..-._-- -_-.- -....a--._.___-_.-.____________._ _ _--- _--_- .._.. -- -- 

CH,Cl, Rotation 
‘*F 

3.2 200 2 77.5 
CH,CI,~ Kunclerna-Danish 

d 
3.2 zoo 2.5 97 

CH,Cl,, wasserges&ttigt, 
Trocknung tiber 
Na,SO,-&Me (2 cm 
Durchmesscr, 40 g) 3.2 Rotation 70 2 0 

CH,Cl,, wassergesjittigt, 
4 Std. Trocknen mit zoo g 
,Ns,SO, unter RUhrcn 2.3 rcotation 200 2 70 

CH,Cl,, wassergessttigt, 
4 Std. Trocknen nzit Too g 
Nn,SO, untcr Rlihren 2.3 Kuclerna-Danish 200 2 96.5 

--_ _I_.__I_____ _._. -_ .__. ._.___ _ . -.-_---__ .--. -__-- . ..__ _-.- .____._-._ -._____-__.__ _____- --_-_._._ .._..__ -..__ 

TABELLE 11 

RtiCKGEWINNUNG VON NITROSAMINEN DURCH WASSERDAnlPF-D&STILLATIOh’ VOX AUGELhSTEN 1<115- 

SELGEL-SCHICHTEN OHNE ENTWICKLUNG 

Ldsungcn cler Nitrosa.mine in Dichlormethan (2 ml) wurden strichfbrmig mittels Pipette aufge- 
tragcn. 

Nitrosamin Adsorbierte 
Menge (~6) 

Zalrl der Riickgewi,ult tcrrg (% ) 
Messzcngen --.a- __._.- 

Mittetwert Niedrigstev 
zcnd Iriiclrster 
W’crt 

--._.__P-- ._-_.--..__--_______-____-- -1.-.__-_--._--1_ _... _-__..__ 

Dimethyl- I IO-120 5 96.5 M-97 
Digthyl- 100-150 5 98 96-99 
Di-n-amyl- 700 2 9s 98 

---- ___.-._-_- .._.___.. --._.--- . ..-___. -- .____ -_- ___.. -...- ..- __...._- ._ ..-- _..__ -__. 

ERGEBNISSE T.JND DISKUSSION 

In Modellversuchen wurden zunachst die Verluste beim Einengen von Losungen 
des leicht fltichtigen Dimethylnitrosamins in verschiedenen organischen Liisungs- 
mitteln auf ein kleines, zum Auftragen ,auf eine DC-Platte geeignetes Volumen (2-3 
ml) untersucht. Es zeigte sich, dass beim...C\.bziehen am Rotationsverdampfer im Va- 
kuum ohne Badbeheizung teilweise betrachtliche Verluste eintreten. Sie betrugen bei 
Aceton als Liisungsmittel fast 50 %, bei Dichlormethan 22 y. der eingesetzten DMNA-. 
Menge. Bei der Verwendung unpolarer Losungsmittel wie Tc-Pentan ergeben sich 
Verluste bis zu IOO y. (vgl. Lit. IO). Abdampfen am Kuderna-Danish-Verdampfer 
reduzierte die Verluste signifikant. So wurden bei Verwendung von Aceton solche 
von 7 %, bei Verwendung von Dichlormethan Verluste von 3 yO bestimmt. 

Diese Vorversuclle hatten ergeben, dass Dichlormethan das Ltisungsmittel mit w 
den giinstigsten Eigenschaften ist : Es hat ein gutes Lbsevermogen fur Nitrosamine, ’ 

hat einen niedrigen Siedepunkt und lasst sich leichter trocknen als andere Liisungs- 
mittel. Wegen der starken Wasserdampf-Fltichtigkeit von Nitrosaminena mtissen 
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n&mlich Lijsungen vor dem Abdampfen griindlich getrocknet werden, um zus$itzliche 
Verluste zu vermeiden. Die Ergebnisse mit Dichlormethan sind in Tabelle I zusammen- 
gefasst. Eine Schnelltrocknung wasserges2ittigter Dichlormethan-Lijsungen fiber eine 
%iule mit Na,SO, (40 g, z cm Durchmesser) erwies sich als vtillig ungeniigend: Es 

konnte kein Dimethylnitrosamin im Abdampfriickstand mehr gefunden werden. Gute 
Ergebnisse wurden dagegen erzielt mit einer 4-Std. Trocknung bei stgndigem Riihren 
mittels eines Magnetriihrers (Tabelle I). 

Die Ausbeuten bei der destillativen Abtrennung der an Kieselgel adsorbierten 
Nitrosamine sind in Tabelle II aufgeftihrt. Es zeigt sich, dass die Methode der Wasser- 
clampf-Destillation von Kieselgelfraktionen praktisch quantitative und gut reprodu- 
zierbare Ausbeuten liefert. Hierzu werden nur kleine Destillationsvolumina benijtigt, 
Die Ergebnisse zeigen weiter, dass beim bandfijrmigen Auftragen der trockenen 
Nitrosaminltisungen in Dichlormethan praktisch keine Verluste entstehen. Verwen- 
dung von Acetonitril bzw. Aceton als Ldsungsrnittel fiihrte in1 Gegensatz dazu zu 
Verlusten von rund 15 “/%. 

Die Entwicklung der Diinnschichtplatten erfolgte prinzipiell im Dunklen, urn 
mijgliche Verluste durch Photolyse zu vermeiden. Das Fliessmittel +z-Pentan-D%thyl- 
gther-Dichlornlethan (5 : z : 2) hat gegeniiber den1 friiher vorgeschlageneni Gemisch 
gt-Hexan-Di2thykitller-Dichlormethan (4: 3 : 2) den Vorteil, bei 2hnlichen Trenn- 
eigenschaften leichter fliichtig zu sein und somit schneller Lfisungsmittel-freie Sorben- 
tien zu ergeben. In Tabelle III sind die Rtickgewinnungsraten von DMNA und DENA 
nach Chromatographie auf einer 0.25 mm dicken Schicht von Kieselgel GF,,, in 
Abhzngigkeit von der Auftragmethode und der Temperatur wzhrend der Chromato- 
graphic dargestellt. Es zeigt sich, dass zwischen dem manuellen Auftragen mit Pipette 
und dem automatischen Auftragen {Autoliner) keine signifikanten Unterschiede be- 
beziiglich der Ausbeute bestehen. Ur! befriedigend jedoch sind die Verluste von rund 
30 T/o an Dimethylnitrosamin und v+x allem die schlechte Reproduzierbarkeit der 
Ausbeuten unter diesen Bedingungen. Die Chromatographie bei 4” bringt keine 

R~ClCGEWINNUNG VOS DIMETI-IYL- USI) DI;~TH~‘Lh’ITl~OSA\hlIS St\CII l>C AUF l<;IESl~LGEL c;F,,, 

IN hBI4#NGIGIC1SIT VOS DER hI15TlIOD15 DES AUPTRAGIESS UN13 DER TI~Ml’@RATUR UEI DER Cl~IROMhTO- 

GRAPHID 

Schichtdicke : o. 25 IIIIII. 
_--__-.--.- __-_ -_-.. -__ _...._ . . . ._.___. __ ._.. - ._ ._.._. . . . - _... ..-. .--- . . . . . .__-_.-_ -_I.-__-__.._-_---_-- 
Nitvo.sa~r~.i~l lVlL?tigl~ A zLftrng- IX- Zalrl d~r Riickgewi+trru~rg (vh) 

(r”cs’) l~~fl~tllOdl~ Temp. nfessl~l,rjy~r .-.- 
_____- 

Mittelwr*t Nicdvigster 
lmd iriiclrstcr 
Wert 

.._______ - .___,.___. -.-___ .._.__ -_- __.__._.. .-_._. .._ _- .___ -_- __._. -_-_- ._-._. -___ _-_-.-- -._. --.---- _ _ ..-- 

Diilwthyl- 110-170 Pipcttc 22” 
0 

I IO-I20 Autolincr 3i0 
4.O 

DiiLthyl- SO-150 Pipette 

go Autolincr 

2z” 

4O 
‘22O 

4O 

-.--a __.^ -_._- _..._ ----.___- -_-.-. -II 

2 70.5 66-74 
76 68-85 

5 6Q.5 64-74 
8 74.5 68-8 I 

6 89.5 84-94 
II 88.5 83-93 

2 85.5 85-87 
2 87 87 

-_ _ _____-- -..--- 
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wesentlichen Verbesserungen (Tabelle III). Vor kurzem bekannt gewordene Versuche 
von Son~~~~~ll~ergaben fur Diathylnitrosamin bei der DC an Kieselgel sogar Verluste 
bis zu 43 %; 

Durch Erhijhung der Schichtdicke von 0.25 mm auf 0.6 mm gelang es uns 
jedoch, die DC von Nitrosaminen such in quantitativer Hinsicht befriedigend durch- 
zufiihren. Wie in Tabelle IV dargestellt, ergeben sich mit dieser hijheren Schichtdicke 
und bei Chromatographie bei 4” im Dunklen gute bis sehr gute Rtickgewinnung aller 
drei untersuchten Nitrosamine bei guter Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Die 1 
Verluste betragen maximal cu.. IO %. Signifikante Unterschiede zwischen manueller 
und automatischer Auftragung bestehen nicht, 

Die Ergebnisse beweisen, dass unter den angegebenen Bedingungen die Diinn- 
schicht-Chromatographie von Nitrosaminen als wertvolle Reinigungsmethode in der 
Spurenanalyse dieser Carcinogene eingesetzt werden kann. 

TABELLE IV 

AUSBliUTEN DER DC VON NITROSAMINEN AN ~h3SELGEL PF,,, Bl%I 4” UND DUNICELHEIT 

Schichtdiclcc : 0.6 mm, 

Nitrosamin Mcnge A atftvag- 
(P6) methode 

ZaJrl der Rilckgewinnzrng (%) 
Messungen 

ndittel- Nicdrigster 
wert acnd Jr&h&r 

Wert 

Dimethyl- x10-130 Pipette 4 90 89-93 
110-130 Autoliner 4 89.5 88-92 

Ditlthyl- 95-I 60 Pipette 4 96 94-99 
9.5 Autoliner 3 94 93-95 

Di-n-smyl- 735 Pipette 2 95 95 
735 Autoliner 2 94.5 94-95 

DANK 

Die Arbeiten wurden durchgeftihrt mit Untersttitzung der International Agency 
for Research on Cancer, Lyon. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wurde die quantitative Dtinnschichtchromatographie dreier typischer Nitros- 
amine untersucht. Zur Erzielung reproduzierbarer und hoher Ausbeuten mtissen 
folgende Bedingungen eingehalten werden : (I) Trockenes Dichlormetban ist als Lo- 
sungsmittel zum Auftragen auf die Platte geeignet. (2) Das Eincngen grijsserer Lo- 
sungsmittelvolumina sollte nach sorgfaltigem Trocknen in einem Kuderna-Danish- ,, 

Verdampfer vorgenommen werden, urn Verluste fliichtiger Nitrosamine zu vermeiden. 
(3) Die diinnschichtchromatographische Trennung sollte unter Lichtschutz und bei 
4” vorgenommen werden. Die Schichtdicke der Platte sollte nicht geringer als 0.6 mm 
sein. (4) Nach Entwicklung kijnnen die Nitrosamine quantitativ durch Wasserdampf- 
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destillation vorn Tr@errnaterial abgetrennt werden. Unter diesen Bedingungen kann 
die Diinnschichtchromatographie als Teil eines clean-up-Verfahrens in der Spuren- 
analytik carcinogener Nitrosarnine eingesetzt werden. 
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