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Note 

Direkte quantitative Bestimmung von Nitrosaminen aus wsssriger L6sung 
durch Gaschromatographie oder Hochdruckfliissigkeitschromatographie 

HARALD ROPER 
Itzstitut fdr Organische Chemie und Biochemie der Universitiif Hambrrrg. I~fartin-lrrtlter-King p/at= 6, 
2000 Hamburg 13 (B.R.D.) 

(Eingegangen am 5. Juli 1978) 

uber die Spurenanalytik von cancerogenen Nitrosaminen aus Umweltmedien 
wurde im Verlauf der letzten Jahre methodisch intensiv gearbeitet’-g. 

Die gaschromatographische (GC) Trennun, = von Nitrosaminen erfolgt in der 
Regel aus organ&hen Lijsungsmitteln an gepackten GC-S~ulen*“-l” oder Kapillaren”. 
Foreman et ~1.‘~ und Mosier und AndreI berichteten erstmals iiber eine direkte GC- 
Trennung von Nitrosaminen aus wsssriger L8sung. Sie benutzten Chromosorb 101 
bzw. Chromosorb 103 als station&e Phase. 

Uber eine Trennung von Nitrosaminen mit Hochdruckfliissigkeitschromato.- 
graphie (HPLC) berichtete erstmals Coxl’. Als stationare Phase diente Di(Zcyano- 
Bthyl)&her auf Zipax, als mobile Phase 2,2,4_Trimethylpentan. Fine et al.” trennten 
Nitrosamine an PBondapak-NH1 mit Heptan-Dichlormethan (3 : 1) als mobiler Phase. 

Die in der Nitrosamin-Spurenanalytik iibliche Abtrennung der Nitrosamine 
von stSrenden Begleitstoffen durch Wasserdampfdestillation aus alkalischem und 
saurem Medium mit anschliessender ijberfiihrung in ein organisches Lbsungsmittel 
durch Extraktion und Auikonzentrierung ist Zeit aufwendig und fiihrt zu Nitrosamin- 
Verlusten. Fiir die Spurenbestimmung von Nitrosaminen aus “komplexen” Matrices, 
wie Lebensmittel, ist dies mit dem normalerweise verfiigbaren anblytischen Instru- 
mentarium der Weg der Wahl. Anders sind die Verhsltnisse bei der Nitrosaminanalyse 
in Begleitstoff armen Systemen. 

In vitro Nitrosierungsexperimente an Arzneistoffen mit tertizrer Amingruppie- 
rung*’ werden modellhaft in wsssrig saurem Medium durchgefiihrt urn eine chemische 
Nitrosamin-Synthese in viva absctitzen zu kbnnen. Eine direkte Trennung und quan- 
titative Bestimmung von gebildeten Nitrosaminen ist hier ohne Aufreinigung und 
Konzentrierung aus dem wgssrigen Medium miiglich. Der zeitliche Verlauf einer 
Nitrosaminbildung kann bei laufender Reaktion ermittelt werden. Als GC-Phase 
wurde Tenax, als HPLC-Phase pBondapak-C,, verwendet. Die Leistungsfghigkeit 
der beiden Trennmethoden wird -nach Optimierung der Arbeitsbedingungen- 
durch Auftrennung einer Standardliisung demonstriert, die vier Nitrosamine im Kon- 
zentrationsbereich 1 c(g/l~(i enthglt (Fig. 1 und 2). 
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Fig. 1. GC-Trennung van 1~1 w%sriger Nitrosamin-Standardkkung an Tenax-GC. Temperatur: 
200’ (isotherm)_ Abschw%zhung: l/256. 1 = Dimethylnitrosamin (1.08 pg/,ul)? 2 = Dilthylnitros- 
amin (0.98 ,ug/&; 3 = N-NO-Piperidin (0.97 pg//d); 4 = N-NO-Pyrrolidin (1.02 pg/jcl). 

EXPERIMENTELLES 

Gaschromatographie 
Ein Carlo Erba Gaschromatograph Model1 Fractovap 2101 mit Flammen- 

ionisationsdetektor wurde verwendet. GlasBule, 2 m x 2 mm I.D., gepackt mit 
Tenax-GC, 60-80 mesh (Apphed Science Labs., State CoIIege, Pa., U.S.A.); Stick- 
stoff-Strijmung, 30 ml/n& (1OOO); Arbeitstemperatur, 200” (isotherm). 

Ein Waters Hochdrucklliissigkeitschromatograph Model1 ALC 100 mit 
W-Durchflusszelle (254 nm) und Differentialrefraktometer wurde verwendet. Stahl- 
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Fig. 2. HPLC-Trennung von 5 ~1 wlssriger Nitrosamin-Standardlasung an pBondapak-Cla (10 [cm). 
Temperatur: 25”. Mobile Phase: Acetonitril-Wasser (1:9). Durchfluss: 2.2 ml/min (3500 p.s.i.). Ab- 
schwkhung: RI: x 8, UV (254 nm): x 16. 1 = Dimethylnitrosamin (5.38/5 ~1); 2 = N-NO- 
Pyrrolidin (5.10 pg/S ,ul); 3 = Dilthylnitrosamin (4.90 /cg/5 ~‘1); 4 = N-NO-Piperidin (4.83 [‘g/5 ~1). 

siiule, 30 cm x 4 mm I.D. mit /lBondapak-C,s (10 pm) (Waters Assoc., Milford, 
Mass., U.S.A.); mobile Phase, Acetonitril (p-a.)-Wasser (dest.) (1:9). 

Nitrosamin-Standardliisung 

107.66 mg Dimethylnitrosamin, 97.93 mg DEthylnitrosamin; 102.01 mg N- 
NO-Pyrrolidin, 96.55 mg N-NO-Piperidin werden eingewogen und in einem geeichten 
Messkolben mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufgeffillt. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Fig. 1 zeigt das Gaschromatogramm der Nitrosamin-Standardlisung. Die 
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Nitrosamine werden in der Reihenfolge Dimethylnitrosamin, DiHthylnitrosamin, N- 
NO-Piperidin, N-NO-Pyrrolidin eluiert. Die Nachweisgrenze des Flammenionisa- 
tionsdetektors ist bei 3 ng Dimethylnitrosamin/~l (Abschwachung: l/4). 

Fig. 2 zeigt das HPLC-Chromatogramm (reversed-phase) der wZssrigen 
Nitrosamin-Standardlisung_ Die Nitrosamine werden hier in der Reihenfolge Di- 
methylnitrosamin, N-NO-Pyrrolidin, Di5thylnitrosamin, N-NO-Piperidin eluiert. Das 
Chromatogramm zeigt, dass das Differentialrefraktometer Nitrosamine urn GSssen- 
ordnungen unempfindlicher anzeigt, als das UV-Photometer bei 354 nm. Die Nach- 
Lveisgrenze des UV-Detektors ist bei 3 ng Dimethylnitrosamin/pl (Abschw5chung: 
2: 2). Sie entspricht der des Flammenionisationsdetektors. 

Die Chromatogramme zeigen, dass unter den gewghlten Arbeitsbedingungen 
die HPLC-Trennung der Nitrosamin-Standardlosung (7.5 min) doppelt so schnell 
erfolgt, wie die GC-Trennung (15 min). In der Verkiirzung der Analysenzeit ist ein 
Vorteil der HPLC-Trennung segeniiber der GC-Trennung zu sehen. 

Eine Parallelanalyse am Gaschromatographen und Hochdruckfltissigkeits- 
chromatographen sichert bei der Nitrosamin-Analyse das qualitative- und quantitative 
Ergebnis. Die Bestimmungsmethoden setzen Nitrosamin-Konzentrationen von eini- 
gen Nanogramm Nitrosamin/$ wassriger Liisun_g voraus. Eine Autkonzentrierung 
der Nitrosamine in wassriger Losung ist wegen deren Wasserdampffltichtigkeit nicht 
moglich. 
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