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Kapillargaschromatographische Bestimmung fliichtiger und tabakspe-
zifischer N-Nitrosamine mittels des Thermo-Energy-Analyzers

H. BEGUTTER, H. KLUS* und I. ULTSCH
Austria Tabakwerke AG, Forschung und Entwicklung, Hasnerstrasse 124 a, A-1160 Wien (Osterreich)
(Eingegangen am 7. Dezember 1984)

Wegen ihrer cancerogenen, mutagenen und teratogenen Wirkung ist die analy-
tische Erfassung von N-Nitrosaminen von Interesse. Spuren dieser Verbindungs-
klasse wurden bisher in einer Vielzahl von Lebensmitteln, in Getridnken wie Bier,
Pharmazeutika, Gummiwaren usw.! und auch im Tabak und Tabakrauch nachge-
wiesen?~8, Die routinemadssige Bestimmung von N-Nitrosaminen war bis zur von Fine
et al.® vorgeschlagenen spezifischen Detektion mittels des Thermo-Engergy-Analy-
zers (TEA) extrem arbeitsaufwendig. Bedingt durch eine Vielzahl notwendiger Rei-
nigungsschritte war die Moglichkeit von falsch positiven (Artefaktbildung) und falsch
negativen (Aufarbeitungsverluste) Resultaten gegeben!®.

Im TEA werden N-Nitrosamine katalytisch bei erhShter Temperatur gespal-
ten, die dabei gebildeten NO-Radikale anschliessend im Hochvakuum mittels einer
Chemoluminiszenzreaktion erfasst °. Zur Trennung wurden bisher im System Gas-
chromatographie (GLC)}-TEA gepackte Sdule eingesetzt, wobei je nach Nitrosamin-
klasse unterschiedliche fliissige Phasen verwendet wurden. Bei der Priifung von Ta-
bak und Tabakrauch wurden fiir die Bestimmung der fliichtigen Nitrosamine Car-
bowax 20M!! oder eine Mischphase vorgeschlagen!?, die tabakspezifischen, nicht-
flichtigen Nitrosamine wurden hingegen an UCW-982 (Alltech, Arlington, IL,
U.S.A.) aufgetrennt!3. Gegeniiber der Detektion mittels Flammenionisationsdetek-
tor ist bei der Erfassung mit dem TEA, bedingt durch den Vakuumdurchgriff in die
Trennsdule, eine Verschlechterung der Trennleistung festellbar.

Die Kapillargaschromatographie ist von einigen Arbeitsgruppen zur Auftren-
nung von N-Nitrosaminen eingesetzt worden.'4!>. Chamberlain und Arrendale!®
bestimmten die tabakspezifischen N-Nitrosamine mit Hilfe einer Fused-Silica Ka-
pillare, beschichtet mit Superox-4 mittels stickstoffspezifischer thermoionischer De-
tektion. Fiir die Priifung auf fliichtige Nitrosamine wurde von einer Reihe von Ar-
beitsgruppen die Kapiliargaschromatographie eingesetzt. Grolimund und Widmer!”
beschrieben erstmals die Kombination Kapillargaschromatographie-TEA, die sie zur
Bestimmung fliichtiger N-Nitrosamine einsetzten. Den Vakuumdurchgriff in die
Trennkapillare reduzierten sie durch ein Restriktionszwischenstiick aus Stahl, das
zwischen der Detektorbasis des Gaschromatographen und dem Pyrolyserohr des
TEA eingesetzt wird. Nach unserer Erfahrung ist dieses System fiir die Spurenanaly-
tik tabakspezifischer N-Nitrosamine nicht einsetzbar, da sich diese an heissen Me-
tallen zersetzen. Die von uns vorgeschlagene Analysenmethode umgeht diese
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Schwierigkeit, gestattet die volle Ausniitzung der Trennleistung von Kapillaren und
ermdglicht die gleichzeitige Erfassung fliichtiger und tabakspezifischer N-Nitrosami-
ne, wobei im Falle des Tabaks als Aufarbeitungsgang nur zwei Extraktionschritte
notwendig sind. Moglichkeiten zur Artefaktbildung und Aufarbeitungsverluste sind
somit stark eingeschriankt. Die durch die Kapillarchromatographie gegebene Trenn-
schiirfe fiihrt in Kombination mit der hohen Empfindlichkeit des TEAs im Falle des
N-Nitrosodimethylamins zu einer Nachweisgrenze von 1 pg, im Falle des tabakspe-
zifischen N-Nitrosonornikotins von 6 pg pro Injektion.

MATERIAL UND METHODEN

Alle Losungsmittel und Reagentien waren p.A. Ware. Dichlormethan wurde
vor seiner Verwendung iiber eine Kolonne destilliert. Die fliichtigen Nitrosamine
N-Nitrosodimethylamin (NDMA), N-Nitrosoethylmethylamin (NEMA), N-Nitro-
sodiethylamin (NDEA), N-Nitrosodi-n-propylamin (NDPA) und N-Nitrosopyrrol-
idin (NPYR) bezogen wir von Eastman-Kodak, (Rochester, NY, U.S.A.) Die ta-
bakspezifischen Nitrosamine N-Nitrosonornikotin (NNN), N-Nitrosoanatabin
(NAT), N-Nitrosoanabasin (NAB) und 4-(N-Methyl-N-nitrosamino)-1-(3-pyridyl)-
1-butanon (NNK) synthetisierten wir aus den entsprechenden Alkaloiden?3—2°,
Stammldsungen der verschiedenen Nitrosamine wurden in Dichlormethan herge-
stellt.

Als Gaschromatographen verwenden wir ein Gerit der Firma Varian, Modell
3700, gekoppelt an den TEA 502 der Firma Thermo Electron. Der aus dem TEA
ausgebaute Pyrolysator ist direkt an die Detektorbasis des Gaschromatographen an-
geflanscht. Als Trennsdule dienen zwei aneinander gekoppelte Hewlett-Packard Fu-
sed-Silica Kapillaren (10 m x 0,32 mm 1.D.), Serie 530 u, 19095Z-121, beschichtet
mit vernetztem Methylsilicon. Die so erhaltene 20 m Kapillare ist totvolumenfrei
iiber eine unbeschichtete Fused-silica Staukapillare (I.D. 0,17 mm) mit dem Pyroly-
sator des TEA verbunden. Die Lange dieser Staukapillare ist so bemessen, dass der
Vakuumdurchgriff in die Trennséule weitgehendst verhindert und somit deren Trenn-
leistung praktisch nicht beeinflusst wird. Die Staukapillare darf mit keiner fliissigen
Trennphase beschichtet sein, da sich diese im Pyrolysator zersetzt und die Zerset-
zungsprodukte die Erfassung der tabakspezifischen N-Nitrosamine storen.

Um eine iiberméssige Belastung der Trennkapillare durch Tabak- und Tabak-
rauchbestandteile zu verhindern, wird in den Glasinsert des Injektors des Gaschro-
matographen eine 1 cm hohe Schicht aus Chromosorb W 80-100 mesh, beschichtet
mit 5% OV 101 zwischen zwei Glaswollpfropfen eingebracht.

Gaschromatographische Bedingungen: Trigergas: Helium, 7 ml/min; Injek-
tortemperatur: 270°C; Ofentemperaturprogramm: Programm A: 80 bis 160°C, Auf-
heizrate 10°C/min, 160 bis 200°C ballistisch, 200 bis 250°C, Aufheizrate 5°C/min;
Programm B: 60 bis 160°C, Aufheizrate 10°C/min, 160 bis 200°C ballistisch, 200 bis
250°C, Aufheizrate 5°C/min; Injektion: Splitlos, 1 pl.

TEA Bedingungen: Pyrolysatortemperatur: 480°C; Sauerstoffdruck: 0,11 Bar;
Abschwichung: 32/10; Abtrennung der Pyrolyseprodukte vom NO mittels eines
CTR-Gas-Stream-Filters (Thermo-Electron). Integrator: HP 3390A (Hewlett-Pac-
kard).

Tabake und Tabakrauch wurden unter Beachtung der Vorsichtsmassnahmen
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zur Verhinderung der Artefaktbildung mittels Pufferlésungen extrahiert bzw. in
ihnen niedergeschlagen®. Die N-Nitrosamine wurden anschliessend mit Dichlorme-
than aus der wissrigen Losung ausgezogen, die Dichlormethanldésung nach Trock-
nung iiber Natriumsulfat eingeengt und im Falle des Tabaks direkt in den Gaschro-
matographen eingespritzt. Tabakrauchproben wurden hingegen in Anlehnung an
bereits beschriebene Methoden aufgearbeitet®-*2. Nach einem Vorlauf von 200 ml
Dichlormethan eluierten wir jedoch fliichtige und tabakspezifische N-Nitrosamine
gemeinsam mit 250 ml Dichlormethan-Azeton (80:20) von der Aluminiumoxidsdule
und injizierten sie nach dem Einengen in den Gaschromatographen.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Fig. 1 zeigt das Kapillargaschromatographie-TEA-Chromatogramm einer
Testlosung fliichtiger und tabakspezifischer N-Nitrosamine. Die Konzentration be-
tragt fiir die fliichtigen Nitrosamine 10 ng/ml, fir die tabakspezifischen 25 ng/ml. Bei
einer Injektion von 1 ul entspricht die Peakfliche des DMNA einer Absolutmenge
von 10 pg, die des NNN 25 pg. Es ergeben sich somit fiir die fliichtigen N-Nitros-
amine Nachweisgrenzen von einem bis 5 pg, fiir die tabakspezifischen Verbindungen
NNN, NAB, NAT und NNK solche zwischen 6 und 15 pg.

Die N-Nitrosamine eines nitratreichen Burley-Tabaks sind in Fig. 2 dargestellt.
In diesem finden sich fliichtige N-Nitrosamine nur in sub-ppb Mengen, der Gehalt
an NNN, NAT, NAB und NNK liegt hingegen um Grossenordungen héher. Neben
dem bereits bekannten DMNA und NPYR haben wir einen Hinweis auf das Auf-
treten von NEMA gefunden. Der vor dem NPYR auftretende Peak scheint ebenfalls
ein N-Nitrosamin zu sein, dessen Struktur uns derzeit noch nicht bekannt ist.

Ein weiteres Beispiel der Leistungsfahigkeit unseres Trennsystems bietet Fig. 3,
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Fig. 1. Kapillargaschromatographie- TEA Chromatogramm einer Testmischung aus fliichtigen und ta-
bakspezifischen N-Nitrosaminen. Temperaturprogramm A; Konzentrationen: Fliichtige N-Nitrosamine:
10 ng/ml Dichlormethan; Tabakspezifische N-Nitrosamine: 25 ng/ml Dichlormethan.
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Fig. 2. Kapillargaschromatographie-TEA Chromatogramm fliichtiger und tabakspezifischer N-Nitros-
amine eines Burley-Tabaks. Temperaturprogramm B.

in der die N-Nitrosamine des Hauptstromrauchs einer filterlosen Zigarette aus dun-
klen Tabaken dargestellt sind.

Zusammenfassend, das beschriebene kapillargaschromatographische Verfah-
ren zur Bestimmung von N-Nitrosaminen mittels TEA-Detektion erlaubt die Erfas-
sung von N-Nitrosaminen unterschiedlichster Polaritéit und iiber einen weiten Siede-
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Fig. 3. Kapillargaschromatographie- TEA Chromatogramm fliichtiger und tabakspezifischer N-Nitros-
amine des Hauptstromrauchs einer filterlosen Zigarette aus dunklen Tabaken. Temperaturprogramm B.
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punktsbereich in einem Trenngang. Im Falle des Tabaks und des Tabaksrauchs ist
eine Vereinfachung des Analysenganges gegeben. Eine weitere Absenkung der bisher
schon tiefen Nachweisgrenzen fiir diese Verbindungsklasse konnte ebenfalls erreicht
werden.
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