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Opisano metode oznuczania N-nitrozoamin w réinorodnym imateriale
biolgicznym z zastosowaniem chromatografii cienkowarstwowej i chro-
matografii gazowej

WSTEP

Stwierdzenie przez Magee i Barnesa [9] w 1956 r. kancerogennego
dzialania N-nitrozodwumetyloaminy (NDMA) zapoczgtkowalo okres
gwaltownego wzrostu zainteresowania i intensywnych badan nad tok-
sycznoscig, mechanizmem dzialania, metabolizmem oraz wtadciwosciami
mutagennymi i kancerogennymi réznych zwigzkéw nitrozowych. Wkrét-
ce okazalo sie, ze szereg N-nitrozoamin wykazuje bardzo silne dzialanie
kancerogenne u roznych gatunkéw zwierzat doswiadczalnych. Zaleznie
od struktury chemicznej, dawki i sposobu podania, N-nitrozoaminy
selektywnie wywolujg u zwierzat doSwiadczalnych nowotwory watroby,
pluc, zoladka, przelyku, nerek i pecherza moczowego.

Badania chemiczne wykazaty, ze N-nitrozoaminy latwo tworzg sie
w reakeji amin drugo- i czwartorzedowych z azotvnami lub tlenkami
azotu w Srodowisku kwasnym. Stosunkowo szerokie rozprzestrzenienie
w Srodowisku prekursoréw N-nitrozoamin (szczegblnie amin drugo-
i czwartorzedowych oraz azotanéw, ktére w pewnych warunkach mogy
ulega¢ redukeji do azotynéw) sugerowalo potencjalng mozliwo§é two--
rzenia sie N-nitrozoamin w okreslonych warunkach S$rodowiskowych.

Doktadne badania analityczne prowadzone w wielu o$rodkach nauko-
wych potwierdzily te przypuszczenia. Wystepowanie N-nitrozoamin
stwierdzono w rybach wedzonych i paszowych maczkach rybnych,
miesie surowym i wedzonych przetworach miesnych, niektérych gatun-
kach seréw, napojach alkoholowych, tytoniu i kondensatach dymu tyto-
niowego.

Badania eksperymentalne wykazaly mozliwo$¢ powstawania N-nitro-
zoamin w zwierzecym i ludzkim przewodzie pokarmowym. Istniejg wiec
przestanki do przypuszczen, ze N-nitrozoaminy moga stanowié wazny
czynnik w etiologii nowotworéw u ludzi i zwierzgt,

W zwigzku z tym wylonila sie konieczno$¢é opracowania dostatecznie
czutej i selektywnej metody ilosciowego oznaczania N-nitrozoamin. Na
przestrzeni ostatnich kilku lat opublikowano szereg metod oznaczania
N-nitrozoamin z zastosowaniem techniki spektrofctometrii [2, 3, 14],
polarografii [8, 19], chromatografii cienkowarstwowej [13, 16], chroma-
tografii gazowej [1, 4, T], spektroskopii fluorescencyjnej [10] oraz che-
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miluminescencji [5, 11]. Cze$¢ opisanych metod charakteryzuje sig badz
niedostateczng czulocig hgdz tez zbyt niskg selektvwnoéeia, co pccigga
za soba potencjalne niebezpiecznstwo rejestrowania artefaktow.

W praktyce laboratoryjnej stosuje sie obecnie najcze$ciej réwnolegle
dwie podstawowe techniki analityczne: chromatografie gazowg i chro-
matografie cienkowarstwowa [16]. W laboratoriach lepiej wyposazonych
metodg z wyboru stala sie chromatografia gazowa w polaczeniu ze
spektrometriag masows wysokiej rozdzielczo$ci [6, 18]. Og6lnie bowiem
przyjmuje sie, ze kombinacja chromatografii gazowej ze spektrometrig
masowg stanowi obecnie najlepszy uklad pomiarowy, zapewniajgcy za-
réwno dosé pewng identyfikacje zwiazku jak réwniez bardzo dokladne
oznaczenie ilosciowe.

Pomimo niezaprzeczalnych zalet w/w zestawu aparaturowego jest on
dotychezas uzywany tylko w nielicznych laboratoriach i to do niewiel-
kiej liczby analiz, gtéwnie ze wzgledu na bardzo wysoki koszt spektro-
metru masowego o odpowiednich parametrach technicznych i eksplo-
atacyjnych i do$¢ zmudna procedure analityczna.

Najbardziej obecnie popularng metodg ilosciowego oznaczania N-nitro-
zoamin jest chromatografia gazowa z zastosowaniem odpowiednio selek-
tywnych i czulych detektoréw np. detektora elektrolityczno-przewod-
no$ciowego (Coulson electrolytic-conductivity detector) lub detektora
termojonowego (alkali flame ionization dectector) [12]. Wydaje sig, ze
technika chromatografii gazowej w polaczeniu z chromatografig cienko-
warstwowg, jako wstepnym testem jakoSciowym i poliloSciowym, jest
jednym z lepszych systemoéw analitycznych stosowanych obecnie do
oznaczania N-nitrozoamin.

Wobec braku w krajowej literaturze fachowej jakichkolwiek danych
odnos$nie metodyki oznaczania N-nitrozoamin w materiale biologicznym
przy Jednoczesnvm dos¢ znacznym zainteresowaniu zwigzkami N-nitro-
zowymi, celowym wydaje sie opublikowanie wlasnych do§wiadczen
w tym zakresie. Ponizsza praca jest propozycja wzgledme nieskompli-
kowanej i jednocze$nie dostatecznie dokladnej metody oznaczania
N-nitrozoamin w réznorodnym materiale biologicznym. W opracowamu
metody wykorzystano zaréwno dane z piSmiennictwa jak i kilkuletnie
do$wiadczenia wlasne.

MATERIAE I METODYKA

Odczynniki

Chlorek metylenu cz.d.a., redest. (POCh),

Eter etylowy do narkozy,

N-pentan dest. (POCh),

N-heksan dest. (UCB, Belgia),

Potasu wodorotlenek cz.d.a., (POCh),

Sodu jodek cz.d.a., (POCh),

Potasu weglan cz.d.a., (POCh),

Sodu siarczan bezw. cz.d.a., (POCh),

Kwas tréjfluorooctowy (Koch-Light, Anglia),

Nadtlenek wodoru 50% (BDH, Anglia),

Silipian E-2 (Zaklad Dofwiadezalny Silikonéw — Nowa Sarzyna) — lub od-
powiedni preparat przeciwpienny,

. Tlenek magnezowy do chrom. (Hopkin-Williams, Anglia),
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18. Tlenek glinu do chrom. obojetny, stopien aktywno$ci III, wg Brockmana
(Woelm, RFN), .

14. Kieselgel G (Merck, RFN),

15. Kieselgel GFos54 (Merck, RFN),

16. Odczynnik Griessa:r mieszanina 1% kwasu sulfanilowego z 0,1% o-naftyloamins
w 30% kwasie octowym (w stosunku 1:1),

17. Odezynnik ninhydrynowy: 0,3% rcziw. ninhydryny w 2% etanolowym roztworze
pirydyny,

18. Wzorce N-nitrozoamin: N-nitrozodwumetyloamina (Schuchardt, RFN), N-nitro-
zodwuetyloamina (Fluka, Szwajcaria), N-nitrozodwupropyloamina (Eastman

Kodak, USA).

Aparaturea

1. Chrcmatograf gazowy, np.: Varian Aerograph, model 1440 z 1 mV rejestratorem

potencjometrycznym. Detektor termojon‘owy z pastylka siarczanu rubidu (alkali
flame ionization detector) oraz rekombinacyjny detektor niklowy wychwytu
elektron6éw (Nif® eleciron capture detector). Kolumna szklana spiralna 3 m X
X 2 mm, wypelniona 4% XF-1150 na Gas Chrom Q, 100—120 mesh Gaz noény —
azot o przeplywie 23 cm3/min. WyjSciowe szybko§ci przepitywu wodoru i po-
wietrza wynosily odpowiednio 42 cm3/min i 240 cm3/min. Przeplywy wodoru
i powietrza ostroznie korygowano w celu utrzymania maksymalnej czulo§ci
detektora termojonowego. Temperatura kolumny w ozneczeniach N-nitrozoamin
wynosila 90 °C przy oznaczaniu nitramin 115 °C. Temperatury dozownika i de-
tektora wynosily odpowiednio: 195°C i 230 °C.

2., Wyposazenie do chromatografii cienkowarstwowej — plytki i komory chroma-
tograficzne, powlekacz pilytek, aplikator do preparatywnego nanoszenia pasmo-
wego, zbierak prézniowy ze spiekiem (ryc. 1), rozpylacze itd.

. Lampa kwarcowa UV z filtrem 254 nm.

. Homogenizator szybkoocbrotowy.

. Elektryczne 1aznie i plaszcze grzejne z autotermoregulacja.

Wytrzasarka laboratoryja.

Odparowywacze Kuderna-Danish z kalibrowanymi probéwkami na 5 cm3.

. Zestawy szklane do destylacji z para wodna.

. Knlumny chromatograficzne o wym."30X1 cm.
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Ryc. 1. Zbierak prézniowy do preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej.
1 — potlaczenie do pompy prozniowej, 2 — saczek szklany 3 G.

Ekstrakcja i oczyszczanie

Odwazyé 200 g wstepnie rozdrobnionej prébki i przenie§é do pojemnika homo-
genizatora szybkoobrotowego. Dodaé¢ 50 g chlorku sodowego, 10 g weglanu pota-
sowego oraz 250 cm?® wody dest, Homogenizowaé przez 10 min. a nastepnie prze-
nie§é homogenat do okraglodennej kolby destylacyjnej o obj. 1 dm3. Oplukaé noze
i pojemnik homogenizatora  kilkunastu centymetrami sze§ciennymi wody destylo-
wanej i przenie§é poptuczyny do kolby destylacyjnej. Dodaé 0,5 cm3 Silipianu
E-2 i wstawié kolbe do laZni elektrycznej stale utrzymujacej temperature 70 °C.
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Po wstepnym ogrzaniu przez okolo 10 minut podigeczyé kolbe do zestawu desty-
lacyjnego i prowadzié deslylacje z parg wodnag az do zebrania okolo 250 cms3
destylatu. Nastepnie przerwaé doptyw pary, odiaczyé kolbe destylacyjng, prze-
plukaé chlodnice kilkoma mililitrami wody destylowanej i dodaé roztwér z poplu-
kania do destylatu. Przenie§¢ destylat do rozdzielacza o pojemno$ci 1 dm®, dodaé
3 granulki wodorotlenku potasowego, 50 ¢ chlorku sodowego i wytrzgsaé do cal-
kowitego rozpuszczenia dodanych zwigzkow.

Zalkalizowany destylat ekstrahowaé dwukrotnie chlorkxem metylenu porcjami
po 200 cm3 Odrzucié faze wodng a ekstrakt chlorku metylenu wytrzasaé przez
1 godzine ze 100 g bezw. siarczanu sodowego. Przesgczyé ekstrakt przez wate
szklang do odparowywacza Kuderna-Danish z kalibrowang probéwka na 5 cms3.
Odparowaé na %azni wodnej o temp. 50 °C zwracajac uwage, aby poziom chlorku
metylenu znajdowal sie stale powyzej poziomu wody w lazni. Po zageszczeniu do
obj. 3—4 cm3 przerwaé odparowywenie, dolaczyé do probé6wki kolumienke Sny-
dera i odparowa¢ do objetos$ci 1 cm3,

Zageszcezony ckstrakt nanie§é preparatywnie (pasmowo) na plytke do chroma-
tografii cienkowarstwowej (20X20 cm) pokryta Kieselgel GFss 0 grubo$ci warstwy
0,8 mm. Rozwijaé plytke w ukladzie: n-heksan — eter etylowy — chlorek mety-
lenu (4:3:2) a nastepnie na$wietla¢ lampg UV z filtrem 254 nm.

N-nitrozoaminy ukazujg sie jako ciemne pasma na fluoryzujacym tle. Zebraé
iloS§ciowo (zbierakiem prézniowym ze spiekiem) pasma zelu o tych samych war-
toSciach R: jak réwnolegle rozwijanych wzorcow. Ekstrahowaé zel trzema porcjami
eteru etylowego po 30 cm?® Przenie§¢ ekstrakt eterowy do odparowywacza Ku-
derna-Danish i cstroinie zage$ci¢ do 0,5 cm3. Odigczyé proboéwke, szczelnie zakor-
kowaé¢ (korek lub naktadka teflonowa) i przechowywaé w lodéwce do dalszej
analizy.

Chromatografia cienkowarstwowa —
analiza jakoSciowa i iloSciowa

Na dwie plytki pokryte 0,25 mm warstwg Kieselgel G nanie§¢é wzorce N-nitro-
zoamin (0,5—5,0 ug) oraz po 50—100 ul eterowego ekstraktu prébki. Plytke roz-
wijaé w ukladzie: n-heksan — eter etylowy — chlorek metylenu (4:3:2). Jedng
z plytek dokladnie spryskaé 30% roztworem kwasu octowego i obie plytki razem
naswietlaé przez 5 minut pod siing lampa UV. Piytke spryskana uprzednio kwa-
sem dokaldnie wysuszyé (fen, otwarta suszarka itp.), spryskaé odezynnikiem nin-
hydrynowym i wstawi¢ na 30 minut do suszarki w temp. 90°C., Juz po 10—15
minutach zaczynajg pojawiaé¢ sie rbézowo-czerwone plamki N-nitrozoamin, ktore
po 30 minutach uzyskujg maksymalng intensywno$§é¢ barwy. Drugg plytke spryskaé
odezynnikiem Griessa. Pelne wybarwienie plamek nastgpuje niemal natychmiast
po spryskaniu. Ocene ilc§ciowa chromatograméw przeprowadzié¢ bezpoSrednio pou
wybarwieniu poniewaz intensywno$§é barwy plamek stosunkowo szybko zmienia
sie w czasie (zwlaszcza w przypadku odeczynnika Griessa).

Chromatografia gazowa — analiza iloSciowa

Po ustaleniu warunkéw chrematografii (patrz rozdzial ,Aparatura’™ dla detek-
tora termojonowego, wstrzykngé 1—2 nl zageszczonego ekstraktu eterowego. Unikaé
wstrzykiwania wiekszych objeto§ei ekstraktu (3—5 pl) gdyz powoduje to gaszenie
plomienia wodorowego. Analize jakoSciows prowadzi¢é metoda porowaria czaséw
retencji pikéw prébki ze standardami. Do obliczeh iloSciowych stosowaé metode
pomiaru wysoko$ci pikow probki i wzorcow.
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Test potwierdzajacy — utlenianie N-nitrozoamin
do odpowiednich nitramin

Pozostalg czeSé zageszczonege ekstraktu eterowego odparowaé do sucha, dodaé
9 cm3 mieszaniny utleniajgcej: kwas tréjfluorooctowy — nadtlenek woderu 50%
(5:4), wymieszaé i pozostawié¢ w temperaturze pokojowej na 24 godziny. Umiescié
mieszanine reakcyjng na laZni lodowej, zalkalizowaé priez ostrozne dodanie 30—
40 cm3 20% roztworu weglanu potasowego i dwukrotnie ekstrahowaé¢ chlorkiem
‘metylenu w porcjach po 50 cms3.

Osuszy¢ ekstrakt w chlorku metylenu nad bezw. siarczanem sodowym, odsa-
czyé i zage$ci¢c w aparacie Kuderna-Danish do objeto$ci 1 cms3.

Do kolumny chromatograficznej wypelnionej do polowy wysoko§ei n-penfanem
przenie$é kolejno: 4 g obojetnego tlenku glinu o aktywnosci III, 2 g tienku mag-
nezu i nieco bezwodnegc siarczanu sodowego (do utworzenia 1 cm warstwy).
Obnizyé poziorn n-pentanu w kolumnie do powierzchni warstwy siarczanu sodo-
wego. Do 1 cm? ekstraktu nitramin w chlorku metylenu doda¢ 4 cm?® n-pentanu,
wymiesza¢ i nanie§¢ na kolumne. Ustawié¢ pod kolumng cylinder misrowy na
25 cm? i obnizy¢ poziom cieczy w kolumnie do powierzchni siarczanu sodowego.

Eluowaé kolumne 1% roztworem eteru etylowego w n-pentanie az do zebrania
25 c¢m3 eluatu, po czym odrzuci¢ eluat i kontynuowaé wymywanie kolumny roz-
tworem 25% eteru etylowego w n-pentanie. Zebraé¢ dokladnie 35 cm? eluaty,
przenie$§é go do odparowywacza Kuderna-Damnish i zoge$cié dGo objetoSei 2—3 cm3.
Po ustaleniu warunkéw chromatografii dla detektora wychwytu elektronéw 6Ni
(patrz rozdzial , Aparatura”) wstrzykngé 1--2 ul ekstrakiu eterowego nitramin.
Poréwnaé czasy retencji pikéw wzorca i probki badanej.

. OMOWIENIE WYNIRKOW

Opisang metode oznaczania lotnych N-nitrozoamin z powodzeniem
stosowano do analizy maczki rybnej, przetwordéw miesnych, treSci zo-
tadka, kiszonek paszowych, mleka i krwi. W serii analiz réznego rodzaju
prébek z dedatkiem NDMA, NDEA i NDPA w stezeniach rzedu 10—
50 ug/kg ustalono, ze odzysk metody wynosil srednio 71—92%, zaleznie
od rodzaju proébki i struktury chemicznej poszczegdlnvch N-nitrozoamin.

Procent odzysku i zwiazana z tym powtarzalnoéé wynikow zalezy
gléwnie od dokladnego i konsekwentnego przestrzegania procedury po-
stepowania analitycznego. Omawiane nitrozoaminy posiadajg szereg
klopotliwych dla analityka wlasciwosci fizykochemicznych. Sg zwigzka-
mi latwolotnymi —-stad etapy destylacji z para wodng oraz zageszczenia
w aparatach Kuderna-Danish muszg byé prowadzone w stalych, $cisle
kontrolowanych warunkach.

Zageszczanie roztworu N-nitrozoamin w chlorku metylenu na odpa-
rowywaczu obrotowym prowadzi do ponad 20% strat. Niewskazane jest
réwniez dluzsze przetrzymywanie na $wietle ekstraktéow i roztworow
wzorcowych N-nitrozoamin z uwagi na ich tendencje do fotolitycznegoc
rozkladu. v

N-nitrozoaminy rozpuszczene w niedokladnie osuszonym chlorku me-
tylenu wykazujg sklonnos$é do tworzenia z wodg azeotropdw o znacznie
nizszych temperaturach wrzenia niz dla zwigzkéw czystych. Jest to
szczegblnie wazne przy zageszczaniu roztwordéw N-nitrozoamin metodsg
odparowywania.

W ostatnich kilku latach opublikowano szereg prac poswieconych
oznaczaniu N-nitrozoamin i ciagle prowadzone sa dalsze intensywne
badania nad udoskonalaniem tych metod. Jest to niewatpliwie odbiciem
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trudnosci metodycznych wystepujacych w analityce omawianych zwigz-
kéw. Pomimo wprowadzenia wielu korzystnych modyfikacji, metody
oznaczania N-nitrozoamin sa jednak nadal pracochlonne i czasochlonne.
Stwarzajg one roéwniez stosunkowo wysokie wymogi aparaturowe i od-
czynnikowe,

W opracowywaniu wyzej opisanej metody starano sie uwzglednié
zasadnicze wymogi wspbélczesnej analizy $ladowej (czulo$é, powtarzal-
nosé i precyzja metody, jakosSciowe testy potwierdzajgce) a jednoczeénie
unika¢ skomplikowanych modyfikacji aparaturowych i wprowadzié sze-
reg uproszczen technicznych umozliwiajacych zastosowanie metody do
oznaczen seryjnych w laboratorium nie posiadajacym unikalnej apara-
tury pomiarowej.

Wobec braku spektrometru masowego wprowadzono podwéjny test
jakosciowy, tzn. chromatografie cienkowarstwowsg z dwoma roé6znymi
_odezynnikami wywolujacymi oraz chromatografie gazowsg z detektorem
wychwytu elektronéw po konwersji N-nitrozoamin do odpowiednich
nitramin [15, 17].

Optymalnie ustawiony detektor termojonowy z pastylkg siarczanu
rubidu umozliwia latwe wykrycie okoto 0,5 ug NDEA. Przy tym limicie
wykrywalno$ci uzyskiwano liniowosé reakeji detektora siegajgcg 1X103,

Wyboru fazy stacjonarnej (cyjanosilikon XF-1150) dokonano w opar-
ciu o przeprowadzone weczeSniej eksperymentalne badania poréwnaw-
cze. Cyjanosilikon XF-1150 zapewnia dobrg rozdzielczo$¢ kolumny
i jednoczednie znacznie redukuje typowsg dla amin tendencje tworzenia
jednostronnie asymetrycznych pikéow (ryc. 2).

jL L JVA i

a b c

Ryc. 2. Rozdzial N-nitrozoamin na kolumnie wypelnionej 4% XF-1150 na Gas

Chrom Q, 100—120 mesh; a) mieszanina wzorc¢owa, b) ekstrakt z mleka, ¢) ekstrakt

z treSci zZoladka krélika. Poszczegélne piki ozrakowano:; 1 — NDMA, 2 — NDEA,
3 — NDPA.,

Aczkolwiek dalsze prace nad udoskonaleniem metody oznaczania
N-nitrozoamin w materiale biologicznym sg ciggle w toku, opisana
w tej pracy procedura analityczna wydaje sie byé godng polecenia
laboratoriom zajmujgcym sie problemem kancerogennych N-nitrozo-
amin,

Uwaga: W zwigzku z silnymi wlasciwo$ciami kancerogennymi
lotnych N-nitrozoamin nalezy przy pracy ze stezonymi roztworami
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wzorcowymi tych zwiazkéw przestrzega¢ bezwzglednie odpowiednich
$rodkéw ostroznosei.

B.KoBanwcku

OIIPEJEJIEHUE JIETYYUX N-HUTPO3AMMHOB B BUMOJOIUYECKOM
MATEPUAJIE

Conxepxauue

TIpexcraBnen ra30-xpeMaTOrpaduYeckmii MeTOx OlIpefeNIeHNs N-#EMTPO3RaMUHOB
B bGuonoruueckom MnTepuasne. OCHOBHBIE 3TANIILI ANAJMTHUECKOTO Npolecca caeny-
olye: AMCTHMIANAUMA ¢ BOAAHONM NHApOM, SKCTPAKIMA XJIOPMETMIIEHOM, O'IMCTEA MCTO-
AOM ITIDENAapaTHMBHOM 10HKOCJOMHOI XpoMaTorpaduy, KayeCTBeHHOe M IOJIYKQIU-
YeCTBEHHOE ONpefiesieHreé MEeTOAOM AaHAJUTUYECKOM TOHKOCIOMHONM XpoMaTorpadmst
M OKOHYATEJIbHOE OIPejeNieHMe COoAepRaHmusa B Ipole MeTOAOM Ta30B0ii XPOMATO-
rpacduy ¢ IPUMEHEHMeM A30THOrO TEPMOMOHHOTO JAereKTopa. IlomTBep:Kaenue uiew-
TUYHOCTY OTHAENBHBIX N-HUTPO3aMMHOB LPOM3BOAMJIOCH METOIOM OKMCAeHUA N-nii-
TPO3aMMHOB ¢ 00pa3oBaHMeM COOTBETCTBYIOUIMX HHUTPAMMHOB HpPM IOMOIIM Iepo-
KCUTPUPTOPYKCYCHONM KMUCIOTHI. IT0dydYeHHbIE HMTPAMMHBI NOTBEPrajyuch HOBGAROYHOM
CYMCTKe B KOJIOHHE CO CMEChbIO: OKUCh aJIIOMUHMS — OKMCh MATHE3US U 3aTeM
IPOBOAMIINCE ONPeNeNIeHMA MEeTOJOM Ta30BOJM XpoMarorpaduyu ¢ JeTeKTOpOM yJaRiu-
BaHMA 9JIEKTPOHOB.

IlpeacraBnenuslt MeTos ObII yCIeINHO OPUMEHEH NI OIpeneenis N-uuTpo-
3aMMHOB B npoGax Msca, PeIGHON MyKy, CONEPKMMOTO Kejy/Ka, B KPOBM U B MOJIOKE.

B. Kowalski

ESTIMATION OF STEAM-VOLATILE N-NITROSAMINES
IN BIOLOGICAL MATERIAL

Summary

A procedure is described for thin-layer and gas chromatographic determination
of volatile N-nitrosamines in biological samples. The method is based on steam-
-distillation, extraction with methylene chloride, purification by preparative TLC,
detection ahd semiquantitative estimation by TLC, and final determination by
gas-liquid chromatography with nitrogen detector. The confirmation of identity
of individual N-nitrosamines was carried out by a technique based on the
oxydation of N-nitrosamines to their corresponding nitramines with peroxytri-
fluorocetic acid. Appropriate nitramines were determined by electron capture gas
chromatography after additional purification on alumina-magnesium oxide mixed
column. )

The method was successfully applied to fish meal, meat, stomach content,
blood and milk samples.
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