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a d v a n c e d  t h a t  t he  l a t t e r  con t ro l  is m e d i a t e d  t h r o u g h  b r a i n  
s t e m  re t i cu la r  neurones .  However ,  t h e  a c t i v a t i o n  of a 
more  specif ic  p a t h w a y  in such  a con t ro l  c a n n o t  be  ex- 
c luded.  

Riassunto. L ' e c c i t a b i l i t h  del le  t e r m i n a z i o n i  a f f e ren t i  
del  t r i gemino ,  s agg ia t a  con  it  m e t o d o  di WALL ~ a u m e n t a  
q u a n d o  s t imol i  c o n d i z i o n a n t i  sono  d a t i  a s t r u t t u r e  re t ico-  
lar i  del  t r o n c o  (in pa r t i co l a r e  ai  nuc le i  re t i cu la r i s  g igan to-  

cellularis ,  p o n t i s  cauda l i s  e p o n t i s  oralis) ed a f ibre  di 
ne rv i  per i fer ic i  c u t a n e i  e mnsco l a r i  di  g ruppo  I I ,  I I I .  
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S T U D I O R U M  P R O G R E S S U S  

Zur Fral~e des  V o r k o m m e n s  y o n  N - N i t r o s o -  
V e r b i n d u n g e n  i m  T a b a k r a u e h  

Als DRUCKREY u n d  PREUSSMANN t im J a h r e  1962 
d a r a u f  h inwiesen ,  dass  die B i l d u n g  yon  N i t r o s a m i n e n  aus  
S t i ckox iden  u n d  s e k u n d g r e n  A m i n e n  a u c h  im T a b a k r a u c h  
m6gl ich  sein miisste ,  feh l te  es a n  gee igne ten  M e t h o d e n ,  
diese V e r b i n d u n g s k l a s s e  im Z i g a r e t t e n r a u c h  n a c h z u -  
weisen.  I n z w i s c h e n  s ind j edoch  einige A r b e i t e n  e rsch ienen ,  
die d e n  q u a l i t a t i v e n  Naehwe i s  u n d  m i n d e s t e n s  e ine semi-  
q u a n t i t a t i v e  B e s t i m m u n g  dieser  Stoffe  zulassen  ~-6. Mi t  
e in igen  dieser  M e t h o d e n  i s t  de r  Nachwe i s  au s s e r o r den t l i ch  
ger inger  M e n g e n  y o n  N i t r o s a m i n e n  im T a b a k r a u c h  ge- 
f i ihr t  worden° -% Be i  d e n  A r b e i t e n  h a t  es s ich  j edoch  
gezeigt;  dass  die U n t e r s u c h u n g e n  e x p e r i m e n t e l l  auf-  
wend ig  u n d  sehwier ig  s ind  u n d  die B e a c h t u n g  e ine r  
g a n z e n  R e i h e  y o n  B e s o n d e r h e i t e n  e r io rde rn .  A u s s e r d e m  
s ind  in  de r  Zwischenze i t  e ine  R e i h e  yon  G r u n d l a g e n -  
U n t e r s u c h u n g e n ,  so f iber das  V o r k o m m e n  y o n  F l f i ch t igen  
B a s e n  - i n sbesonde re  sekundAren  A m i n e n  - in  T a b a k  
u n d  Rauch 9,~0, f iber  d e n  N i t r a t g e h a l t  v e r s e h i e d e n e r  
T a b a k t y p e n  n - l a  u n d  fiber gee ignete  B e s t i m m u n g s -  
m e t h o d e n  1,.15 f l i t  diese A u s g a n g s k o m p o n e n t e n  zur  
B i l d u n g  y o n  N - N i t r o s o - V e r b i n d u n g e n  ersch ienen .  

E s  i s t  d a h e r  s icher  a n  de r  Zei t ,  eine z u s a m m e n f a s s e n d e  
D a r s t e l l u n g  dieses Arbe i t sgeb ie te s  u n d  se iner  P r o b l e m a t i k  
zu geben.  

Analytik der Nitrosamine. Die N i t r o s a m i n e  h a b e n  sich 
au f  zwei W e g e n  ffir Nachweis -  u n d  Iden t i f i z i e rungs -  
r e a k t i o n e n  zugAnglich erwiesen.  Der  e rs te  is t  die p h o t o -  
ly t i sche  S p a l t u n g  de r  N - N O - B i n d u n g ,  bei  der,  n a c h  
A b s p a l t u n g  y o n  NO, S t i ckox ide  e n t s t e h e n ,  die d a n n  
a lka l i sch  a b g e f a n g e n  u n d  m i t  den  t ib l ichen Ni t r i t -  
reagenzien ,  z.B. d e m  Gr iess ' s chen  Reagenz ,  nachgewiesen  
w e r d e n  kCnnen  a,a. Der  zwei te  W e g  ist  die R e d u k t i o n  de r  
N - N i t r o s o - V e r b i n d u n g e n  zu a s y m m e t r i s c h e n  H y d r a z i n e n ,  
die w i e d e r u m  als 5 - N i t r o - 2 - h y d r o x y b e n z a l - D e r i v a t e  4 oder  
a ls  4" -Ni t roazobenzo lca rbons i iu re - (4 ) -hydraz ide  4,5in F o r m  
y o n  kr i s ta l l i s ie r ten ,  gef / i rb ten  D e r i v a t e n  z u m  Nachweis  
de r  N i t r o s o - V e r b i n d u n g e n  d i e n e n  kSnnen .  

N a c h  den  be iden  l e t z t g e n a n n t e n  M e t h o d e n  i s t  de r  
Nachwe i s  y o n  S p u r e n  N i t r o s a m i n e n  i m  T a b a k r a n c h  
gef t ih r t  w o r d e n  o-s. 

Stickoxide im Tabahrauch. Die gleichzei t ige q u a n t i t a t i v e  
E r f a s s u n g  yon  S t i c k s t o f f m o n o x i d  u n d  S t i cks to f fd iox id  
im T a b a k r a u c h  is t  e in  noch  ungelCstes  P rob l em.  S t ick-  
s t o f fmonox id  i s t  ein a n a l y t i s c h  aus  G e m i s c h e n  wie 
T a b a k r a u c h  schwier ig  ab s o r b i e r ba r e s  Gas (Kp = 
--151,8°C), das  n u r  u n t e r  g le ichzei t iger  O x y d a t i o n  zu 
S t i cks to f fd iox id  gefass t  w e r d e n  k a n n ,  w~khrend das  
S t icks tof fd iox id  (Kp  = 22,4°C) bei  de r  R a u c h t e m p e r a t u r  
we i tgehend  d i m e r  vor l i eg t  u n d  be i  de r  A b s o r p t i o n  in  
wAsserigem Alkal i  sofor t  zu N i t r i t  u n d  N i t r a t  d ispro-  

po r t ion ie r t .  Mi t  W a s s e r  wird  aus  S t i cks to f fd iox id  
SalpetersAure u n d  NO gebi ldet .  

Die g e m e i n s a m e  O x y d a t i o n  be ide r  Oxide  zu N i t r a t  i s t  
ffir den  T a b a k r a u c h  wegen  de r  gleichzel~igen A n w e s e n h e i t  
yon  A m m o n i a k  u n d  Aminen ,  die ebenfaUs o x y d i e r t  
wf i rden  16, n i c h t  a n w e n d b a r .  Mi t  den  zu r  Ver f f igung  
s t e h e n d e n  b e k a n n t e n  M e t h o d e n  s ind i m m e r h i n  Be-  
s t i m m u n g e n  de r  S t i ckox ide  im T a b a k r a u e h  d u r c h g e f i i h r t  
w o r d e n  1~,1s, de ren  E rgebn i s se  in  Tabe l l e  I z u s a m m e n g e -  
f a s s t  s ind.  

Tabelle I. Stickoxidgehalt im Zigarettenraueh ppm (v/v) 

Autoren NO NOa 

HAAGEN-SMIT et al. tv 145- 655 
BOKHOVE~ und NIESSENlS 170-- 210 
TADA TM 72- 271 19-118 
NORMAN und KEITH z° 442--1008 0- 25 
X~rESTCOTT gl[ 96-1120 

1 H. DRUCKREY und R. PREUSS,",tANN, Naturwissensehaften 49, 498 
(1962). 

2 R. PREUSSMANN, D. DAIBER ulld H, HENGY, Nature, Lond. 201, 
502 (1964). 

s R. PREUSSMANN, G. NEURATH~ G. WULF-LORENTZEN~ D. DAIBER 
und H. HENGY, Z. analyt. Chem. 202, 187 (1964). 

4 G. NEURATH, B. 1DIRMANN und M. DONGER, Chem. Ber. 97, 1631 
(19641. 

5 W. J. SERFONTEI~Z und P. HURTER, Nature, Lond. 209, 1238 
(1966). 

6 G. NEURATtt, B. PlRMANN und H, ~¢VICItERN, Beitr~ge zur Tabak- 
forschung 2, 311 (1964). 
G. NEURATH, B. PIRMANN, W. LI~3TTICH und H. WICIIERN, Bei- 
trfige zur Tabakforsehung 3, 251 (1965). 

s W. J. SERFONTE1N und P. HURTER, Cancer Res. 26, 575 (1966). 
G. NEIJRATH, A. KRULL, B. PIRMANN und K. WANDREY, Beitrfige 
zur Tabakforschung 3, 571 (t966). 

10 G. NEURATH, M. DONGER, J. GEWE, W. LOTTICH und H. V~'IeH~R~', 
Beitr~ge zur Tabakforschung 3, 563 (1966). 

Xl G. NEURATIt und H. EHMKE~ BeitrSge zur Tabakforsehung 2, 333 
(1964). 

12 G. LIPr und U. DCLBERO, Beitr'/lge zur Tabakforsehung 2, 345 
(1964). 

xa G. M. BROADDUS, J. E. YORK und J. M. MOSELEV, Tob. Sei. 0, 
149 (1965). 

14 G. NEURATH, H. E ~ K ~  und K.-H. MOLLER, Beitr/ige zur Tabak- 
forsehung 2, 321 (]964). 

is G. NEURATH und E. DOERK, Chem. BeT. 97, 172 (1964). 
1.6 F. WCHLER, Justus Liebigs Annln Chem, 136, 256 (1865). 
1~ A. J. HAA~EN-S,~Ir, M. F. BRUNELLE und J. HARA, A.M.A. 

Arehs ind. Hlth 20, 399 (1959). 
18 C. BOKHOVEN und H. J. NtESSE~, Nature, Lond. 192, 458 (1961). 
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Neuere  Arbe i ten  befassen sich mi t  der  Dif ferenzierung 
der im Tabak raueh  v o r k o m m e n d e n  St ickoxide  ~0-,1 
und haben  ergeben,  dass primiir  S t i cks to f fmonoxid  im 
Rauch  ents teh t .  Das S t i eks to i fmonox id  wird im strS- 
menden  R a u c h  nach  der  t r imoleku la ren  Reak t ion  
2NO + O2-~2NO 2 re la t iv  l angsam zu St icks toffd ioxid  
oxydier t .  Die Geschwindigkei t  dieser Reak t ion  is t  m i t  
der yon Bodens te in  e rmi t t e l t en  Reak t ionskons t an t en  22 

K = 1,70.  10 ~ 1 ~ Mol -~ min  -1 

bereehenbar.  D e m n a c h  erfordert ,  bei  der  Konzer l t ra t ion  
wie sie im Tabak raueh  vorl iegt ,  die U m s e t z u n g  der  
HAlle des NO zu NO~ 500 sec ~°. 

Nitratgehali des Tabaks. Als Ursp rung  filr die S t ickoxide  
im T a b a k r a u c h  kann  nach  gesicher ten Resu l t a t en  fast 
ausschliesslich der  N i t r a tgeha l t  des Tabaks  angesehen 
werden. E inhe i t l i ch  hergeste l l te  Z igare t ten  mi t  Ni t r a t -  
gehMten zwischen 0,2 und 1,0% Ni t ra t s t i cks to f f  e rgaben 
die in der  F igu r  wiedergegebene  AbhAngigkei t  zwischen 
St icks tof fmonoxid  im H a u p t s t r o m r a u c h  und dem Ni t ra t -  
s t icks toffgehal t  der  Zigaret te  18. 

A m m o n i a k -  und  Ammoniumsa lze  werden  h6chst-  
wahrscheinl ich n ich t  in S t ickoxide  umgewande l t .  Zigaret-  
t en  aus ge schn i t t enem Kreppap ie r  m i t  und  ohne Am-  
moniumoxa la t impr i ign ie rung  ergaben jedenfal ls  keine 
unterschiedl iche  S t ickoxidausbeute  n. E ine  A m m o n i a k -  
ve rb rennung  bei  den Tempera tu r en  einer  Zigare t ten-  
g lu tzone  (890-920°C) is t  bei  Abwesenhe i t  yon  K a t a l y -  
sa toren unwahrscheinl ich .  D a s V o r k o m m e n  nennenswer te r  
N i t r i tmengen  im T a b a k  ist  mi t  hoher  Wahrsche in l ichke i t  
ausgeschlossen. Es  wurden  Wer te  yon im Mit te l  0,004% 
an verschiedenen Tabaken  gefunden  ~2. I n  der  Asche yon  
Zigare t ten  wurde  ein N i t r i t geha t t  yon  0,01% NO 2 
e rmi t te l t .  Da Ni t r a t  bei 400 °C un te r  Sauers tof fabspa l tung  
Ni t r i t  bildet,  N i t r i t  aber  berei ts  bei 300 °C un te r  Bi ldung 
yon  St icks tof fmonoxid  zersetzt  wird,  ist  die Bi ldung fiber 
diesen "Weg anzunehmen.  

400 °C 
2 N a N O  3 ~, 2 N a N O ~ + O ~  

300 °C 
4 NaNO~ ~, 4 NO + 2 Na~O + O~ 

Tabake  weisen - je  nach  Umwel tbed ingungen  - sehr  
unterschiedl iche Ni t ra tgeha l t e  auL Mehrere  Bearbe i te r  
fanden,  dass Vi rg in ia -Tabake  n i t r a t a r m  sind und  im 
a l lgemeinen un t e r  0,1% NO~ entha l ten .  Or ien t -Tabake  
e n t h a l t e n  im Durchschn i t t  zwischen 0,2 und 0 ,4% Ni t ra t ,  
wi~hrend die Ni t r a tgeha l t e  von  13urley-Tabaken ver-  
schiedener  H e r k u n f t  zwischen 1 und 5% liegen ~-~3. 
Diese Zahlen scheinen d e m  F a c h m a n n  zun~chst  au i  eine 
Abh~tngigkeit yon  der  T rocknungsa r t  h inzudeu ten  und 
einen Zusammenhang  zwischen L u f t t r o c k n u n g  und hol iem 
Ni t r a tgeha l t  anzuzeigen.  N~Lhere Unte r suchungen  ergaben 
jedoch  nur  geringe Einflfisse yon  Sorte  und Trocknungs-  
art .  Bedeu tend  sind v i e lmehr  Bodenbeschaffenhei t ,  
Wi t t e rungsbed ingungen  und das Angebo t  an  St ickstof l -  
dt inger xa. 

Basen des Tabahs und des Rauches. Bis vor  kurzem 
wu rden im T a b a k  lediglich Bes t immungen  der  ~ Gesamten  
f l i icht igen Basem~, un te r  Einschluss  des Nikot ins ,  durch-  
geftihrt.  Diese Wer t e  werden  jedoch  yon  den mengen-  
m~ssig vorwiegenden  ]3asen des Tabaks ,  Niko t in  und 
A m m o n i a k  bes t immt .  Die ftir die Bi ldungsm6gl ichkei t  
der  Ni t rosamine  re levante  Angabe  tiber die Menge se- 
kund~rer  Amine  im T a b a k r a u c h  fehl te  ~edoch volls t~ndig.  
E r s t  in j t ingster  Zei t  sind Methoden  beschr ieben worden,  
die die (~Gesamten fl t ichtigen Basen~ und ~Flt iehtigen 
Basen~, d.h. den Basenante i l  ohne die Pyr id inalkaloide ,  

di f ferenzieren 14. Typische  Wer te  Iiir verschiedene T a b a k e  
sind in Tabel le  I I I  angegeben.  

Die Amine  des Tabaks  und des Rauches  sind in 
kilrzl ich erschienenen Arbe i ten  als 4 ' -Ni t roazobenzol -  
earbons~ure-(4)-amide wei tgehend  qua l i t a t i v  ident i f iz ier t  
und  grob q u a n t i t a t i v  b e s t i m m t  worden ~,~°. Die Tabel le  
IV  gibt  eine Zusammens te l lung  der  Amine  eines basen- 
re ichen Tabaks ,  die Tabel le  V die en tsprechende  Zusam- 
mens te l tung  tier Amine  im R a u c h  aus Z igare t t en  dieses 
Tabaks ,  wobei  die te r t i~ren  Pyr id in-  und  Nich tpyr id in -  
basen dureh  die Methode  nicht  erfasst  wurden.  

Bildungsbedingungen der Nitrosamine im Tabakrauch. 
N a c h  der  Reak t ionsg le ichung  

2 ~ N H  + N O  + NO 2 -> 2 / ~ N N O  + H 2 0  

~ 3  

~ 2  

= 1  

0 

J 
o',2 o'.o 1,0~ 

Niiratstickst0IIge~alt der Zigare~te 

Stiekstoffmonoxid im Hauptstromrauch in Abh/~ngigkeit vom 
Nitratstickstoffgehalt der Zigarettc nach x~. 

Tabelie II. Nitratgehalt getrockneter und termentierter Tabake, 
NO 3 (% bereehnet anf Troekensubstanz) 

Autoren Virginia- Orient- Burley- 
Tabak Tabak Tabak 

LtPP und D6LBElZG TM 0,0 --0,32 0,06-0,63 0,24-5,93 
BROADDUS, YORK und 0,04-0,16 0,08-0,23 0,40-2,57 
MOSELEY TM 
NEURATIt und EItMKE 11 0,0 --0,90 0,0 --0,62 0,28--5,04 

Tabelle III. Fltichtiger Basenanteil handelstiblicher, getrockneter 
und fermentierter Tabake nach 14 (als N in % Troekensubstanz) 

Tabak Gesamte Flfichtige Basen Nikotin 
fltiehtige Basen 

Virginia 0,26-0,90 0,1I-0,5i 0,114-0,554 
Orient 0,32-0,96 0,18-0,64 0,095-0,443 
13urley 0,54-1,62 0,20-1,36 0,132-0,727 

1~ O. TADA, Rep. Inst. Sci. Lab. Kurashiki 60, 7 (1962). 
2n V. NORMAN und C. H. KEITH, Nature, Lond. 205, 915 (1965). 
~1 D. T. WESTCOTT, Vortrag anl/issl, der 18th Tobacco Chemist 

Research Conference, Raleigh, 1964; Bull. Inf. Coresta d, 56 (1964). 
2~ M. BODEI~S~EI~, Z. Elektrochem. 24~ 183 (1918). 
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ist ein Aquimolares Verh/iltnis der beiden Stickoxide fiir 
die Bildung der N-Nitroso-Verbindungen notwendig. 
Versuche, altein mit  NO unter  Ausschluss yon Sauerstoff 
oder allein mit  NO~ zur ]3ildung yon Nitrosaminen aus 

Tabelle IV. Aminzusammensetzung eines basenreichen Tabaks 

ppm, bereebnet auf 
Troekensubstanz 

Ammoniak 1410 
Methylamin 115 
~thylamin 
Isobutylamin 
Isopentylamin 80 
/%Phen/tthylamin 
Dimethylamin 42 
Methyl-athylamin 
Methyl-n-propylamin 
Methyl-/~-phen~tthylamin 
Pyrrolidin 110 
Piperidin 
As-Piperidein 
Anilin 
Nornikotin 455 
Anabasin 130 
Metanikotin 39 

Die Werte wurden spektrophotometrisch aus 4'-Nitroazobenzol- 
carbons/iure-(4)-amiden nach ~ gewonnen. Die Amine ohne Mengen- 
angaben sind in geringen Anteilen vorhanden. 

Tabelle V. Aminzusammensetzung im Raueh des basenreiehen 
Tahaks 

ppm, berechnet auf 
Trockensubstanz 
der verbrannten 
Tabakmenge 

Ammoniak 440 
Methylamin 30 
)~thylamin 15 
n-Propylamin 3 
n-Butylamin 4,5 
Isobutylamin 4 
Isopentylamin 6 
/~-Phen~thylamin 6 
Dimethylamin 15 
Methylfithylamin 3 
Di~ithylamin 0,4 
Meth yl-~-phenfithylamin 0,8 
Pyrrolidin 36 
2-Methylpyrrolidin 0,8 
Piperidiu 1,4 
A~.Piperidein 0,8 
Anilin 0,4 
3-Methylaminopyridin 0,5 
Nornikotin 36 
Myosmin 12 
Anabasin 16 
Anatabin .5 
Metanikotin 5 
Dihydrometanikotit~ 3 
Methyl-n-butylamin 
Methyl-isobutylamin ] 2,5 
Amin C 

Die Werte wurden spektrophotometrisch aus 4'-Nitroazobenzol- 
earbonsiiure-(4)-amiden nach 10 ermittelt. 

sekund~ren Aminen zu gelangen, fiihrten nicht zum 
Erfolg 7, w/ihrend bei ~tquimolarem Verh/iltnis eine 
optimale Ausbeute erhalten wurde, so dass diese Reak- 
tionsgleichung als gesichert angesehen werden kann. Aus 
dem oben fiber das Vorkommen der beiden Stickoxide 
im Tabakraueh Gesagten geht hervor, dass beiden Gase 
in die Reaktion in dem Masse eintreten werden, wie die 
Oxydation des Stickstoffmonoxid zu Stickstoffdioxid 
fortschreitet. Daraus ergibt sich erstens nach dem unter 
Stickoxide Gesagten, dass die Bildungsm6gliehkeiten ftir 
Nitrosamine verh/iltnism/issig ungiinstig sind und zwei- 
tens, dass die Reaktion vom Verhalten der Stickoxide 
her zeitabh~ngig sein muss. 

Ferner k/Snnen sich die Amine abh~ngig yon ihren 
Alkylresten in der Reaktivit~it gegentiber dem Stick- 
oxidgemisch unterscheiden. Zum anderen verhal ten sie 
sieh ira Tabakrauchaerosol sicherlich entsprechend ihrem 
Dampfdruck und ihrer Konzentration verschiedenartig. 
Die sehwerfliiehtigeren Amine, wie die NebenMkaloide 
Nornikotin und Anabasin, sind in der Partiketphase 
angereichert, w~hrend sich die leiehtflfiehtigeren Amine 
vorwiegend in der Gas-Dampf-Phase befinden und damit  
bevorzugt ftir die Reaktion mit  den Stickoxiden zur Ver- 
fiigung stehen. 

Unter  diesen Aspekten ist damit  zu rechnen, dass yon  
den oben angeftihrten Aminen des Tabakrauches die 
mengenm~ssig vorherrsehenden und zudem Iltichtigen, 
sekund/iren Amine wie Dimethylamin und Pyrrolidin be- 
vorzugt reagieren. 

Bedingungen  bei der Ana ly se  des Tabakrauches  au /  
Ni t rosamine .  Generetl muss bei der Wahl  der Unter- 
suchungsmethoden ffir den Tabakrauch griindlich erwogen 
werden, welche Einfltisse das angestrebte Untersuchungs- 
ergebnis verf/~Ischen kSnnen 2~. Dazu ist es notwendig, 
das Abrauchen der Zigaretten dem nattirlichen Rauchen, 
also den Gewohnheiten der Raucher, weitgehend anzu- 
passen. Das ist im Internationalen Standard ~ bereits 
geschehen. Ferner geht aus dem Gesagten hervor, dass 
wegen der Oxydation des Stickstoffmonoxid zum Stick- 
stoffdioxid die Verweilzeit des Rauches bis zur Nieder- 
schlagung bzw. bis zur Analyse einen Einfluss auf das 
Ergebnis haben muss. Die Verweilzeit sollte deshMb dem 
natiirlichen Rauchvorgang angepasst werden. Im allge- 
meinen liegt die Zeit yore ]3eginn des Zuges bis zum Ende 
des Exhalierens bei Rauchern um 5 see, dabei ist jedoch 
zu beachten, dass der Rauch nicht auf einmal exhaliert 
wird, sondern dass mindestens zwei AtemziJge dazu not- 
wendig sind, in denen eine fortschreitende Verdiinnung 
des 1Rauehes stat tf indet;  ein Vorgang, der sich maschinell 
unter auch nur ann~thernder Beriicksichtigung aller 
/iusseren Umst~nde nicht nachahmen l~sst. 

Weiter sollte wegen der Temperaturabh~ingigkeit der 
Reaktionskonstanten die Untersuchungstemperatur  nahe 
der K6rpertemperatur  yon etwa 37°C liegen. Der aus 
der Zigarette austretende Rauch hat  eine Temperatur  
yon nieht h6her als 30 °C ~s. Die Temperaturverh~ltnisse 
im Innern der Zigarette werden durch die Untersuchung 
bei Einhaltung der Standardbedingungen und Verwen- 
dung heute iiblicher Rauchmaschinen nicht beeinflusst. 

Auf jeden Fall  muss ausserdem die Kondensation der 
Stickoxide und der Amine durch K/iltefallen oder das 
gleichzeitige L~Ssen beider Komponenten dutch L6sungs- 
mittelfallen vermieden werden, da' diese Vorg~nge sicher 

~ G. N~VRATrt, Naturwissenschaften 5d, 30 (1967). 
• 24 Coresta Standard Nr. 1, Coresta Groupe Fumde, Les Rasses (1955). 
~5 H. BogowsKt und F. SEEHOFER, Beitr/ige zur Tabakforschung 1, 

329 (1962). 
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zur Bildung von Nitrosaminen als Artefakte ffihren. Die 
elektrostatische Niederschlagung ist wegen der Bildung 
Yon Ozon, das zur Oxydation des NO zu NO 2 beitritgt, 
ungeeignet. Am giinstigsten ist die Verwendung rein 
meehanisch und hei normaler Temperatur wirkender 
Fallensysteme wie Glasfaserfilter (Cambridge-Filter) und 
W'attefatlen, bei denen lediglich noch eine St6rung durch 
niedergeschlagene Feuchtigkeit and I35sungseffekte im 
Tabakrauchkondensat  selbst denkbar w~ren, die jedoch 
gering zu veranschlagen sind. 

Nilrosamine im Tabakrauch. Das im vorherg~henden 
Abschnitt  Gesagte muss bei der W'ertung der bisher vor- 
liegenden Arbeiten fiber das Auftreten yon N-Nitroso- 
Verbindungen im Tabakrauch herangezogen werden. So 
wurde in unserer ersten fiber das Vorkommen von 
Nitrosaminen im Tabakrauch erschienenen Publikation s 
mit  einem Fallensystem gearbeitet, dass aus einem 
Horizontalrohr aus Glas (Durchmesser 4 cm, Liinge 20 
era) mit  einer \¥at testopfung yon 15 g bestand, dem eine 
Wasser- und drei Pentanfallen nachgeschaltet waren. 
Die Pentan-Waschflaschen wurden mit  Aceton-Trocken- 
eis gekfihlt. Die Wattefalle mit  der Hauptmenge des 
Kondensates und die Wasser- und Pentanfallen wurden 
jeweils getrennt aufgearbeitet. Als Nachweismethode 
wurde die t3berfiihrung in Hydrazine und deren 5-Nitro- 
2-hydroxybenzal-Derivate 4 verwendet. Die Derivate 
wurden dfinnsehichtchromatographisch angereichert und 
durch ihre Farbvertiefung beim /3esprfihen mit  Alkali, 
ihre Rf-Werte, UV- und IR-Spektren identifiziert. Bei 
Verwendung des gleichen Tabaks, dessen Aminzusam- 
mensetzung im Tabak und Ranch in den Tabellen IV 
and  V angegeben ist, wurden in der Hauptmenge des 
Kondensates, die im Watterohr niedergeschlagen wurde, 
bei Extraktion mit  Pentan keine N-Nitroso-Verbindungen 
identifiziert, i n  den naehgeschalteten und gekfihlten 
Pentanfallen jedoch wurde N-Nitroso-methyl-n-butylamin 
in einer Menge yon 0,04 #g N-NO pro Zigarette nach- 
gewiesen. Der Wert  ist nach den Erfahrungen mit  der 
quant i ta t iven Auswertung dieser Methode, die ffir die 
qualitative Identifizierung ausgearbeitet wurde, etwa 
mit  dem Faktor 5 zu multiplizieren. Mit hoher Wahr- 
scheinlichkeit handelt  es sich nm Artefakte infotge 
L6sung der Gase in den gekfihlten Pentanfallen. 

Auch im Falle der kfirzlich erschienenen Arbeit, in der 
SERFONTEIN und HORTt~R 8 den quali tat iven Nachweis 
yon N-Nitroso-dimethylamin, N-Nitroso-diitthylamin und 
N-Nitroso-piperidin aus Tabakrauchkondensaten er- 
bringen, die dutch Auffangen in Dichlormethan unter  
]~is- und Trockeneis-Aceton-Kfihlung gewonnen wurden, 
ist Artefaktbildung anzunehmen. Nach Reduktion zu 
den Hydrazinen warden die N-Nitroso-Verbindungen 
mit 4'- Nitroazobenzolcarbons~kure- (4) - chlorid 15,~6 zu 
S~urehydraziden umgesetzt *,5, Die Identi t / i t  wurde aus  
Rf-\¥erten der Derivate and  Retentionszeiten der freien 
N-Nitroso-Verbindungen geschlossen. Als rohe quant i ta-  
tive Absch/itzung geben die Autoren 1-5 #g N-Nitroso- 
piperidin pro Zigarette an, die mindestens teilweise, naeh 
dem Ausgeffihrten, aus Artefakten bestehen mfissen. 

Auch unsere Vergleichsversuche unter  ausschliesslicher 
Verwendung von Kfihl- und L6sungsmittelfallen ~ lieferten 
3 bis 5 mat h6here Ausbeuten als die unten erwghnte 
Wattefalle mit verl~ngerter Verweilzeit. Die Ausbeuten 
in der Kfihlfalle erwiesen sich ausserdem als in starkem 
Masse yon der Aufbewahrungszeit abhAngig. So wurden 
bei sofortiger Aufarbeitung 0,013 /zg, naeh eint~gigem 
Stehen 0,036 #g und naeh zweitggigem Stehen 0,059 #g 
N-NO pro Zigarette gefunden. 

Zur Prfifung der tats~chlichen Reaktionsgegebenheiten 
im Rauchaerosol haben wit einen weiteren Versuch mit 

der oben beschriebenen Anordnung (Wattefalle, Wasser- 
und drei Pentanfallen), jedoch einer verl~ngerten Ver- 
weilzeit zwischen Rauchmaschine und Wattefalle, durch- 
geffihrtL W/ihrend die Verweilzeit bei der ersten Anord- 
hung 5 sec betrug, wurde sie durch Verl/lngerung des Ver- 
bindungsrohres auf 250 cm bei einer lichten Weite yon 
1,8 cm auf 40 sec ausgedehnt. Unter  diesen versch~f ten 
Umst~nden wurde bei einem Abrauchversuch mit 5000 
Zigaretten in der Wattefalle ein Gemisch yon N-Nitroso- 
dimethylamin und N-Nitroso-pyrrolidin nachgewiesen, 
dessen Menge 0,004 ~g pro Zigarette entsprach. In  den 
PentanfMlen fanden sich 0,05/zg N-NO pro Zigarette in 
Form eines Gemisches yon N-Nitroso-methyl-n-butyl- 
amin, N-Nitroso-dimethylamin und N-Nitroso-pyrrolidin. 

Dieser Versuch zeigt, dass die Bildung yon N-Nitroso- 
Verbindungen in der Gasphase grunds~tzlich m6glich ist, 
jedoch in  Zeitabh~ngigkeit nach dem oben er6rterten 
Schema zu ausserordentlich geringen Ausbeuten der 
N-Nitroso-Verbindungen ffihrt. Die in den naehgeschal- 
teten Pentanfallen auftretenden N-Nitroso-Verbindungen 
sind wieder Artefakte, 

Bei gesonderten Versuchen unter  Verwendung von 
zus~Ltzlich mit  hGheren Konzentrat ionen an Nitrat  sowie 
Methyl-n-butylamin und Di-n-butylamin versetztem 
Tabak fanden sich die entsprechenden N-Nitroso- 
Verbindungen aueh nach kurzer Verweilzeit in den Watte- 
fallen. Bei der Extrakt ion der Wattefallen mit  Dichlor- 
methan anstelle yon Pentan fanden sich auch bei der 
Verweilzeit von 5 sec, also einer dem allerersten Versuch 
entsprechenden Anordnung, bereits Spuren N-Nitroso- 
Verbindungen, die im Aerosolzustand gebildet worden 
waren. 

Die N-Nitroso-Verbindungen der sekundiiren Tabak- 
alkaloide 27 Nornikotin, Anabasin, Metanikotin und des 
neuerdings nachgewiesenen Dihydrometanikotin I°, auf 
deren m6gliches Auftreten besonders BOYLAND et al. ,s,a~ 
hingewiesen haben, wurden bisher im Tabakrauch nicht  
nachgewiesen. Ihr  Auftreten ist auch wegen der geringen 
Konzentrat ion der Alkaloide in der Gasphase des Tabak- 
rauches wenig wahrscheinlich. Die Alkaloide liegen fiber- 
wiegend als Salze in der Partikelphase des Rauches vor, 
und auch die freien Basen haben einen geringen Dampf- 
druck, so dass sie der Gasphasennitrosierung wenig zu- 
g~nglich sind. 

Schlussbemerkungen. Diese kritischen Ausfiihrungen zu 
den verschiedenen Arbeiten fiber die Frage des Vor- 
kommens yon Nitrosaminen im Tabakrauch sollen zeigen, 
dass die experimentellen Anforderungen betr~ichtlich 
sind, die gestellt werden mfissen, um verl~kssliche quanti-  
tative Aussagen fiber den Gehalt an N-Nitroso-Verbin- 
dungen im :Rauch verschiedener Tabakerzeugnisse zu 
erhMten. Nur bei Einhal tung der genannten experi- 
mentelIen Voraussetzungen lassen sich genaue Angaben 
erstellen. 

Wenn es da tum geht, lediglich eine quant i ta t ive 
Aussage fiber den Gehalt an Stoffen mit  N-NO Bindungen 
ohne Angaben tiber die quali tat ive Zusammensetzung 
dieser Fraktionen zu bekommen, ist wahrscheinlich die 
polarographische Methode 3°,31 die bestgeeignete. Bisher 

26 E. HECKER, Chem. Ber. 88, 1666 (1955). 
-"7 G. NEURAa'H und M. D~C~ER, Beitrfige zur Tabakforschung 3, 

339 (1966). 
2a E. BOYLAND, F. J. C. RoE, J. w. GORROD uad B. C. V. MITCHLEY', 

Br. J. Cancer t8, 265 (1964). 
"~a E. BOVLANO, F. J. c. RoE und J. W. GORROD, Nature, Load. 202, 

1126 (1964). 
ao D. F. HEATH und J. A. E. JARmS, Analyst, Lond. 80, 613 (1955). 
3t H. BARKE~EVER, Privatmitteihmg. 
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sind jedoch keine Ergebnisse ver6ffentlicht worden, die 
mit  dieser Methode am Tabakrauch erhalten wurden. 
Ein anderes, aussichtsreiches Verfahren arbeitet gas- 
chromatographisch 3~. 

Die bisherigen grob quanti tat iven Ergebnisse mit  
diesen Identifizierungsmethoden erseheinen jedoch zu- 
verl/issig genug, urn auszusagen, dass der Tabakrauch 
auch im Falle basen- und nitratreicher Tabake h6chstens 
Mengen um 1 ]~g N-Nitroso-Verbindungen pro Zigarette 
enth~ilt. Die h6heren, yon SERFONT~IN und HtJRTER im 
Zigarettenrauch gefundenen Werte  miissen nach den 
vorhergehenden Ausfiihrungen aus methodischen Grfinden 
auf Artefakte zurfickgef~hrt werden. 

/Abet die biologische Wirkung dieser yon uns als 
wahrscheinlich angenommenen Mengen yon Nitrosaminen 
im Tabakrauch kann bisher noch keine Aussage gemacht 
werden. Alle bisher beschriebenen Tierversuche sind mit  
wesentlich gr6sseren, chronischen Gaben yon Nitros- 
aminen dnrchgeffihrt worden, so dass Vergleiche kaum 
gezogen werden k6nnen. Da die einzelnen Nitrosamine 
eine ausserordentlich starke organotrope Wirkung ent- 
falten, kann bisher nicht gesagt werden, ob eine solche 
Organotropie auch beim Menschen denkbar ist. 

Bei der heute meist angewandten eplkutanen Applika- 
t ion yon Tabakrauchkondensaten an der Maus und bei 
subkutaner Prfifung k6nnen Nitrosamine keine lokale 
Wirkung entfalten 38. Es sind noch eine Reihe yon 
analytischen und tierexperimentellen Problemen zu 
lSsen, die sich durch die ausserordentlich geringen 
Mengen N-Nitroso-Verbindungen, wie sie im Tabakrauch 
vorkommen, stelten, bevor eine eindeutige Aussage fiber 
die M6glichkeit einer biologischen Wirkung der im Rauch 
enthaltenen Nitrosamine getroffen werden kann. 

Summary. Impor tant  facts in connection with the 
occurrence of N-Nitroso compounds in tobacco smoke 
have been summarized. This paper reports on analytical 
methods for the identification of N-Nitroso compounds. 
The figures known about nitrate content and volatile 
bases of tobacco, as well as the nitrogen oxides and 
volati le bases of tobacco smoke as precursors of N-Nitroso 
compounds, are summarized. The third order reaction of 
secondary amines with an equimolar mixture of nitric 
oxide and nitrogen dioxide is a precondition for the 
formation of N-Nitroso compounds in tobacco smoke. 
While examining tobacco smoke for N-Nitroso compounds, 
temperature and t ime conditions have to be adapted to 
the natural  smoking process. The use of solvent as well 
as cold traps has to be avoided to exclude the formation 
of artifacts. Analyses completed under these conditions 
furnished results of 0.004 #g of a mixture consisting of 
N-Nitroso-dimethylamine and N-Nitroso-pyrrolidine, cal- 
culated as N-NO per cigarette. A number of animal- 
experimehtal  preconditions are still lacking, to judge the 
biological effects of these extraordinari ly small amounts 
of N-Nitroso compounds. 
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PRO E X P E R I M E N T I S  

A Simple Method of Purifying Human Sera for 
the Assay of Lon~-Acting Thyroid Stimulator 

Most investigators screening sera from patients sus- 
pected of Graves' disease for the presence of the long- 
acting thyroid st imulator (LATS) 1 employ the mouse 
bioassay introduced by Mct(~NzIE 2 The use of this assay 
is complicated by the appreciable toxici ty of many human 
sera to the assay animals, as well as by the occurrence of 
'non-specific responses' associated with the albumin frac- 
tion of some sera a. In our experience more than 1/~ of 
sera tested have killed half of the assay animals or more 
when 0.5 mt of untreated serum was administered by tail 
vein injection. This toxicity has made necessary the em- 
ployment  of laborious detoxification procedures, including 
chromatography on Sephadex columns 4 and alcohol 
fractionation of sera at low temperatures z. Onty the last 
method would be expected to remove the 'non-specific' 
st imulatory albumin fraction. 

We have used a modification of the procedure of 
BAUMSTARK, LAFFIN and BARDAWIL ~ to effect a rapid 
and convenient detoxification of sera for the MCKENZlE 
assay. Since the method was devised for the purification 
of 7 S ~-globulins from serum in high yield it would be 
expected to be applicable to the purification of LATS 
which has been shown to be an Immunoglobin G e. 

DEAE-Sephadex A-50 in the chloride cycle was equi- 
librated with M/100 phosphate buffer of pH 6.5. 2 ml of 
a 500/0 (v/v) suspension of the gel was delivered into 
16. 125 mm test tubes. After centrifugation the super- 
natant  buffer was discarded. 5 ml of serum was added to 
the gel and the mixture shaken for 10 rain and then 
centrifuged. The supernatant  was transferred to a second 
tube containing 1 ml of packed DEAE-Sephadex  and the 
shaking and centrifugation repeated. The final supernate 
was used for injection into the test mice. I t  was well 
tolerated, the mortal i ty  of test animals in a 21 h assay 
being about 3 %, which is not significantly different from 
the mortal i ty  of saline-injected controls. 

To assess possible losses of LATS act ivi ty  due to 
adsorption on DEAE-Sephadex  we assayed 16 sera before 

1 D. D. ADAMS, J. clin. Endocr. Metab. 18, 699 (1958). 
J. M. McKENzIE, Endocrinology 62, 865 (1958). 

z D. D. ADAMS, T. H. I(,Er~SF.OV and H. D. PORVES, Aust. J. exp. 
Biol. reed. Sci. 44, 355 (1966). 

4 j. M. MCENZIE, J. biol. Chem. 237, PC 3571 (1962). 
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Biochem. Biophys. 108, 514 (1964). 
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