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Contribution a I’analyse des nitrosamines volatiles et
spécifiques dans la fumée de tabac et dosage des teneurs dans
quelques cigarettes vendues en Suisse™

Analysis of Volatile and Tobacco-Specific Nitrosamines in the Smokes of Some
Cigarette Brands Sold in the Swiss Market

C.K. Huynh, T. Vu-Duc et M. Guillemin

Institut universitaire de médecine et d’hygiéne du travail, Lausanne

Introduction

Le tabagisme est associé causalement a I’incidence des cancers du poumon chez
les fumeurs et la fumée de cigarettes contient de nombreuses catégories de substan-
ces chimiques possédant des propriétés blolog1ques L’expérimentation sur ani-
maux de laboratoire a montré que les nitrosamines volatiles (VNA) (1) et celles qui
sont spécifiques au tabac (TSN A) induisent une forte activité cancérogene (2). Il est
intéressant au titre de la recherche scientifique et sur le plan de la prévention de
connaitre les teneurs en nitrosamines dans la fumée de tabac. Par ailleurs, en rapport
avec le fumage passif, la fumée de tabac ambiante représente une source de pollution
importante dans ’air intérieur des locaux etla question de 'usage des TSN A comme
indicateurs de ’exposition de non-fumeurs a été supputée bien que I’on ne dispose
pas de données sutfisantes pour trancher le probleme. A notre connaissance, il
n’existe pas de données publiées sur les teneurs en nitrosamines dans les types de
cigarettes vendues en Suisse. Au préalable, la détermination des VNA et TSNA
dans la fumée de tabac exige une méthode de prélevement et d’analyse appropriée.
Souvent les VNA et TSNA sont analysés dans des fractions distinctes avec en plus
une difficulté de séparation chromatographique pour la paire NAB/NAT.

L’objectif de cette communication est de présenter les tests effectués et les
résultats obtenus dans le cadre du développement de la technique analytique. Les
points marquants sont [’'usage d’un échantillonneur solide pour le prélevement de
la fumée et la procédure de purification par chromatographie liquide haute perfor-
mance associée aux voies analytiques déja décrites. La méthode a été appliquée au
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dosage par GC capillaire et détection TEA (Thermal Energy Analyzer) des VNA
et TSNA dans les fumées de plusieurs marques de cigarettes du commerce en Suisse.

" Matériel et méthodes

Abbréviations: TSNA: N-nitrosamines spécifiques au tabac; NNN: N-nitroso-
nornicotine; NAT: N-nitrosoanatabine; NAB: N-nitrosoanabasine; NNK: 4-(N-
nitrosométhylamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone; VNA: N-nitrosamines volatiles;
NDMA: N-nitrosodiméthylamine; NEMA: N-nitrosoéthylméthylamine; NPYR:
N-nitrosopyrrolidine; NPIP: N-nitrosopipéridine; NMOR: N-nitrosomorpho-
line.

Etalons et réactifs

Les nitrosamines spécifiques NNN, NAT, NAB et NNK proviennent de Chem-
syn Science Laboratories Lenexa, KS, USA. Leur pureté déterminée par chroma-
tographie sur couche mince et en phase gazeuse est égale ou supérieure 3 98%. Les
nitrosamines volatiles NDMA, NEMA, NDEA sont achetées chez Fluka Chemie
AG. La N-nitrosobutyl-n-benzylamine utilisée comme étalon interne est synthé-
tisée par réaction de la butylamine avec le chlorure de benzyle d’apres Nair et al.
(3). La plupart des nitrosamines sont des cancérogenes puissants et leurs manipu-
lations doivent étre effectuées avec les précautions d’usage (4, 5). Les solvants/
¢luants de qualité Chromasolv (Riedel-deHaén) sont redistillés.

L’alumine basique (Merck #1076) et ’alumine neutre (Merck #1077) sont acti-
vées de la maniere suivante: I’activité II est obtenue en séchant pendant 3 heures
100 g d’alumine basique dans un ballon a I’étuve a 240 °C (ou 5 heures 4 150 °C).
On laisse refroidir une nuit en présence d’un tube dessiccant que I’on enléve au
moment d’ajouter 3 grammes d’eau. Le ballon est refermé et agité par lente rotation
durant 3 heures. On laisse reposer au moins une nuit avant I'utilisation. On procede
de la méme maniére avec I’alumine neutre 2 laquelle il faut ajouter 6 grammes d’eau
pour obtenir ’activité IIL.

La cartouche ThermoSorb/N (Thermedics Inc., Waltham, MA, USA), consti-
tuée d’un adsorbant associé a un inhibiteur de nitrosation pour éviter la formation
d’artéfact (6), est utilisée sans autre traitement comme échantillonneur solide pour
piéger les nitrosamines dans I’aérosol de fumée.

Fumage des cigarettes et prélevement de la fumée

Une gamme de cigarettes provenant de quelque 9 marques différentes achetées
en Suisse sont choisies en fonction de leurs teneurs annoncées en nicotine et en
goudron. Avant le fumage, les cigarettes sont conditionnées dans une enceinte
é¢tanche maintenue a 55 + 2% d’humidité relative et 20 £ 2 °C pendant 48 heures au
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moyen d’une solution saturée de nitrate de calcium (la constante d’hydratation du
sel n’est dépendante que de la température).

Une machine a fumer construite dans notre laboratoire reproduit les conditions
standardisées de fumage selon la norme Coresta (7). Pour la fumée principale, cela
correspond a 1 bouffée d’une durée de 2 secondes toutes les minutes; volume de la
bouffée: 35 ml; longueur totale du tabac fumé: 50 mm sur une longueur des
cigarettes comprises entre 80 et 85 mm. La fumée principale provenant de la somme
des 15 ou 20 cigarettes fumées suivant le protocole décrit ci-dessus est captée sur la

cartouche ThermoSorb/N.

Traitement de I’échantillon et fractionnement par HPLC

Apres le fumage, les cartouches ThermoSorb/N sont fixées dans le sens inverse
de celuide’arrivée des fumées. Les nitrosamines dans la fumée sont désorbées selon
la procédure préconisée et testée par le fabricant a la différence prés qu’on effectue
une élution par 20 ml du mélange méthanol/dichlorométhane (25:75 v/v) au lieu de
2 ml pour récupérer la totalité des TSNA. 40 pl d’une solution d’étalon interne a
0,37 ug/ul sont préalablement dopés sur la cartouche. L’extrait est ensuite prépurifié
sur une colonne d’alumine a deux lits (230 x 10 mm) préparée au laboratoire
(contenant de haut en bas 1 g de NaSO4 pour enlever ’humidité, 3 g AlLO3
d’activité Il et 1 g Al,O3 d’activité II) (8). L’éluat est d’abord concentré jusqu’a un
volume de 2 2 4 ml grice a un systéme semblable au Turbovap (250 ml/min a 40 °C)
puis lentement sous flux d’azote jusqu’a un volume final de 500 ul avant le passage
sur colonne S1O2/HPLC. Les conditions du fractionnement par HPLC sont indi-
quées dans la figure 2.

Analyse par GC-TEA

L appareil utilisé est un chromatographe en phase gazeuse (Varian 3400) muni
d’une colonne capillaire (J] & W) reliée directement a la chambre de pyrolyse du
détecteur TEA (Thermal Energy Analyzer, modéle 610, Thermedics Inc.). Les
conditions suivantes ont été adoptées:

Colonne: DB-5 (5% phényl / 95% méthylpolysiloxane), 30 m x 0,53 mm d.i. et
1,5 um épaisseur de film

Précolonne: 10 m de colonne capillaire non imprégnée, déactivée pour servir de
«retention gap»

Température de I’injecteur: 270 °C

Température du four: programmée de 40 °C (4 min) puis 3 °C/min jusqu’a 70 °C,
puis 7 °/min jusqu’a 300 °C (10 min)

Gaz porteur: Hélium 45

Pression en téte de colonne: 10 psi

Injection en mode diviseur de débit (split): 1/10 mesuré a la température de 40 °C.
Volume injecté: 1a 5 pl '
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Le détecteur TEA est réglé comme suit:

Température du pyrolyseur: 500 °C pour opérer en mode nitroso

Température de l'interface: 275 °C

La cartouche CTR Gas Stream Filter est utilisée a la place du piége refroidi a ’azote
liquide. Selon le fabricant (Thermedics Inc.), elle capte les molécules interférentes
et laisse passer sélectivement le radical nitrosyle dans la chambre de réaction.
Pression de 'ozone (débit de gaz): 0,9 mm Hg

Le détecteur TEA étant peu répandu, le schéma du principe de fonctionnement
est représenté sur la figure 1. En mode nitroso, les effluents chromatographiques
sontintroduits dans un four a pyrolyse sous vide dans lequel les composés subissent
un clivage des liaisons -NO ou -NO; avec formation de radicaux nitrosyles 2 la
température de 350-500 °C. La cartouche CTR retient les autres produits de la
pyrolyse, mais laisse passer les radicaux nitrosyles qui réagissent avec ’ozone
(généré par le TEA lui-méme, par réaction de I’air sous haute tension) pour former
le NO;™ a I’état excité. Le retour de NO5 i I’état fondamental émet une lumiere
dans Iinfra-rouge. Le rendement de NO est une mesure directe de la présence des
composés nitroso.

Un systeme d’acquisition et de traitement des données par ordinateur personnel
est relié au TEA. Un logiciel permet 'intégration et le retraitement des chromato-
grammes (model 970, PC integrator software, Nelson Analytical, CA, USA). Par
mesure de sécurité, les effluents gazeux rejetés par le systeme d’injection en mode
diviseur de débit du GC sont captés d’abord dans un tube charbon actif puis passent
dans un tuyau en plastique aboutissant 2 une hotte de ventilation.

Ozone

Chambre de réaction

Cartouche CTR

Pyrolyseur 500°C Intégrateur

Pompe a palette

R 500°c R
= N-NO R > No o7 NO°
- s

R’ R

NO° + Q. o=b N02+O

3 2

No; —— NO, + hv @600nm

Fig. 1. Principe de détection des nitrosamines par le détecteur spécifique TEA
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Résultats et discussion

Les performances de la cartouche ThermoSorb/N sont étudiées dans le contexte
du fumage passif. En effet, les concentrations plus faibles de fumée dans lair
imposent des temps de prélevement beaucoup plus longs et le recours aux barbo-
teurs décrits usuellement se révele inopérant. La cartouche ThermoSorb/IN a été

Figure 2A: Extrait de fumée de cigarettes

Fraction nitrosamines (7 min)

T T T T

20 40 _
Temps en minutes

Fig. 2. Protil chromatographique d’un extrait de cigarette (fig. 2A) comparé a celui des
standards nitrosamines (fig. 2B) injectés dans une colonne HPLC semi-préparative
$102 5 um (L = 250 mm, ¢ = 8 mm, Nucleosine 50) élué a 1 ml/min. par un gradient
de solvant de 30% MeOH - 70% CH2Clz pendant 2 minutes, puis gradient linéaire
jusqu’a 100% MeOH pendant 40 minutes, 10 minutes a 100% MeOH et retour au
point de départ. Le conditionnement dure 30 minutes avant I’injection suivante. Le
détecteur UV est réglé 2 254 nm, et son signal commande le collecteur de fraction
pour recueillir la fraction nitrosamines qui dure 7 minutes. Les fractions ultérieures
sont écartées.
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utilisée comme échantillonneur solide pour prélever les nitrosamines comme la
NDMA, la NDEA dans Iair (9), mais leur application n’a pas été décrite jusqu’ici
pour les VNA dans la fumée de cigarettes et encore moins pour les TSNA qui
différent des nitrosamines aliphatiques par leur structure. Les essais montrent que
le volume d’élution des TSNA de la cartouche peut s’élever 2 20 ml du mélange
méthanol/dichlorométhane méme si 2 ml suffisent a éluer les VINA.

Le fractionnement par HPLC des extraits de fumée prépurifiés sur la colonne
d’alumine est présenté sur la figure 2. Nous avons développé au laboratoire un
systeme d’injection automatique avec collection et cumul des fractions par détec-
tiond’ amphtude du signal chromatographique et un systeme d’ évaporation simul-
tanée de fagon 4 réduire au maximum les manipulations dues a la préparation des
échantillons. Comme onle voit sur le tableau 1, les taux de récupération des NDMA
et NDEA confirment I’aptitude de I’échantillonneur solide 2 piéger les VNA de la
fumée. Cependant, la récupération globale des TSNA n’est acceptable et possible
qu’apres une purification supplémentaire par HPLC. Sans cette étape de pur1f1ca—
tion additionnelle, les nitrosamines spécifiques ne sont pas détectables méme
surchargées par ajout de 10 ug, probablement en raison de la présence de I'inhibiteur
de mtrosatlon sans doute I’acide sulfamlque qui retient les nitrosamines. Comme
on peut s’y attendre, toute opération d’évaporation sous gaz inerte (azote), méme
lente a la température de 40 °C entraine des pertes trés importantes de VINA. Apres
I’élution des cartouches ThermoSorb/N, on doit dés lors injecter directement une
premiére fois dans le GC-TEA pour obtenir les VINA, ce qui malgré la dilution, ne
pose pas de probleme de détection étant donné leur limite de détection plus basse.
Mais cette facon d’opérer est préjudiciable a la durée de vie de la colonne chroma-
tographique. Le rendement d’extraction et de recupération de NNK a été déterminé
3 fois et varie entre 60 et 70% et fait actuellement ’objet d’investigations dans le
but de ’'améliorer. Il est fort possible qu’il faille augmenter la durée de la collection
de la fraction concernée étant donné la polarité de NNK qui risque de provoquer
une trainée importante sur une colonne S1O5.

La figure 3 montre la séparation par colonne capillaire et détection TEA d’un
mélange de VINA et TSNA. Dans les conditions opératoires mentionnées, la paire

Tablean 1. Rendement d’extraction des cartouches ThermoSorb/IN

Quantité [ug] Sans «Clean-Up» HPLC Avec «Clean-Up» HPLC
Name

0,5 1 10 0,5
NDMA 87,0 98,0 997 29.6°
NDEA 109,0 106,2 106,6 49,1%
NNN = = = 107,6
NAT £ B 1 108.2
NAB = - 556 126,2
NNK - = — 69,9

Pertes par évaporation
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Fig. 3. Séparation et détection par TEA d’un mélange étalon de VINA et TSNA (0,5 ng par
pic)

Liste des produits:

1. N-nitrosodiméthylamine (NDMA)
N-nitrosoéthylméthylamine (NEMA)
N-nitrosodiéthylamine (NDEA)
N-nitrosopyrrolidine (NPYR)
N-nitrosomorpholine (NMOR)
N-nitrosopipéridine (NPIP)
N-nitrosobutylbenzylamine (standard interne SI)
N-nitrosonornicotine (NININ)
N-nitrosoanatabine (NAT)

N-nitrosoanabasine (NAB)
4-(N-nitrosométhylamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NINK)

e Rl B AR e

p—

critique NAB/NAT qui ne se distingue que par une double liaison est correctement
séparée, ce qui a permis I’obtention des concentrations individuelles de ces deux
composés alors que la plupart des références bibliographiques portent sur la somme
des deux. Les données sur les VNA sont plus fréquentes dans la littérature (10) mais
celles sur les TSNA ne sont apparues que tres récemment (11-14). La NDEA n’est
présente qu’occasionnellement a ’état de traces.

Conclusion

Dans le contexte de I’évaluation de notre méthode, les résultats indiqués dans le
tableau 2 sont dans 'ordre de grandeur des valeurs déja publiées, ce qui semble
montrer que I’échantillonneur solide convient aux mesures d’émission des nitros-
amines dans la fumée. Dans la fumée principale des cigarettes munies de filtre
vendues sur le marché suisse, la quantité de NNN/cig (domaine: 35-160 ng) est
supérieure a celle de NNK (domaine: 29-93 ng). Les cigarettes de méme marque
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Tableaun 2. Teneurs en nitrosamines volatiles et spécifiques de la fumée principale
(ng/cig) en fonction de la valeur déclarée en condensat et en nicotine

Cigarettes Goudron Nicotine NDMA NNN NAT NAB NNK
(mg) (mg)
1 i 0,2 0,3 35,3 40,8 9,8 29,3
2 3 0,3 15 89,5 951 28,3 56,7
3 6 0,4 0,7 86,3 76,8 24,8 77,8
4 8 0,7 3,8 143,0 28,4 28,4 933
5 9 0,7 0,6 96,9 114,5 14,1 61,0
6 10 0,7 i) 150,7 25,6 28,5 74,5
7 12 0,9 1,6 79,4 95,3 29,2 94,5
8 15 1.1 4,7 166,1 38,7 36,0 55.9
9 18 133 1,5 88,6 23,4 237 42,0

annongant les mémes taux de goudron et de nicotine peuvent générer des concen-
trations trés différentes de TSNA dans la fumée principale, dépendant sans doute
du lot de production. Il n’y a pas de relation entre les cigarettes a faible teneur en
goudron et nicotine, et les taux de TSNA en particulier ceux des NNN et NNK
qui sont les cancérigeénes les plus puissants. Les cigarettes légeres ne sont pas celles
qui contiennent les plus faibles taux de nitrosamines. La méme constatation a été
formulée par Fischer et al. (12). Cette étude ouvre les perspectives d’utilisation de
I’échantillonneur solide pour le piégeage des TSNA dans la fumée de tabac a
Pintérieur des locaux.
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Résume

Ce travail décrit le captage des nitrosamines volatiles (VINA) et des nitrosamines spécifi-
ques de la fumée de tabac (TSNA) par un échantillonneur solide du commerce (Thermo-
Sorb/N) et un procédé de purification de I’échantillon par chromatographie liquide haute
performance associée a la voie traditionnellement suivie qui est le passage a travers une
colonne d’alumine 2 pression atmosphérique. Les tests de récupération a hauteur de 0,5 g
ont montré que sans le fractionnement par HPLC, les TSNA ne peuvent pas étre détectées
par GC-TEA dans les conditions de validité pour les VNA. La méthode est appliquée a la
détermination des VNA et TSN A dans quelques marques de cigarettes vendues sur le marché
suisse.
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Zusammenfassung

Die Probenahme von fliichtigen und tabakrauchspezifischen Nitrosaminen (TSNA) in
Zigarettenrauch auf einem im Handel erhiltlichen Adsorbens (ThermoSorb/N) wird be-
schrieben. Einer ersten klassischen Trennung auf Aluminiumhydroxid folgt eine Fraktionie-
rung durch HPLC auf Siliciumdioxid. Ohne diese zweite Aufarbeitungsphase sind TSNA
durch Gaschromatographie mit dem TEA-Detektor auf dem 0,5 pg Niveau nicht nachweis-
bar. Einige Daten Giber Nitrosamine im Rauch von in der Schweiz kiuflichen Filterzigaretten
werden aufgefiihrt.

Summary

The present paper describes the attempts to sample the volatile and tobacco-specific
nitrosamines in cigarettes smokes with a commercial solid sampler ThermoSorb/N. Follo-
wing classical clean-up procedure with an alumina column, an HPLC fractionation step was
performed on SiOz column with subsequent collection of the fraction of interest. Without
this additional sample work-up, the recovery and detection of TSNA would not be possible
with the TEA detector at the 0.5 ug level. A few data on the levels of nitrosamines in filter
cigarettes sold on the Swiss market are presented.
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