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Massenspektrometrische Untersuchungen, I *

MASSENSPEKTREN
VON FREIEN UND N-ACETYLIERTEN AMINOSAUREN
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Aus dem Chemischen Staatsinstitut der Universitdit Hamburg,
Institut fiir Organische Chemie

Eingegangen am 16. November 1962

Die Massenspektren von Aminosduren und von N-Acetyl-aminosiduren werden

angegeben und diskutiert. Der Abbau der Aminosiuren und ihrer Derivate

durch Elektronenbeschuf im Massenspektrometer 148t sich durch vier allge-
meine Reaktionen deuten.

Uber die Massenspektren einiger Aminosiure- und Peptid-Derivate ist bereits be-
richtet worden1-3), Die iibliche Aufnahmetechnik, bei der die MeBprobe in einem
Vorratsbehiiter verdampft wird und von dort iiber eine Diise in die Ionisationskammer
des Massenspektrometers strémt, setzt voraus, daB die MefBprobe bei 150° einen
Dampfdruck von ca. 1072 Torr besitzt. Diese Bedingung wird jedoch oft nicht mehr
erfiillt. Deshalb haben wir die Aufnahmetechnik gedindert4. Umgeht man den Vor-
ratsbehilter mit EinlaBdiise und fiihrt die Substanz direkt in die Ionisationskammer
ein, so sind alle Substanzen meBbar, die bei 100—250° einen Dampfdruck von min-
destens 10~7 Torr besitzen. Fast alle Aminosiduren und auch einfache Peptide subli-
mieren unzersetzt schon bei 0.3 Torr und Temperaturen um 200°5),

Wir beschreiben hier die mit dieser Methode erhaltenen Massenspektren der freien
Aminosduren (Tab. 1) und ihrer N-Acetyl-Derivate (Abb. 1—5). In beiden Fillen
bezichen sich die Angaben auf die Intensitdt des Haupt-Ions = 100%,. Da p- und L-
Aminosduren gleiche Massenspektren liefern, wurden auBer L-Prolin, rL-Hydroxy-
prolin, L-Histidin und 1-Cystein bei den Untersuchungen pL-Aminosduren verwendet.

Glycin, Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin, Prolin, Phenylalanin, Hydroxyprolin,
Threonin, Lysin und Cystein sind schon bei ca. 100° unzersetzt fliichtig. Bei Methionin
tritt vermutlich schon eine thermische Wasserabspaltung ein. Das entsprechende Ion

*) I1. Mitteilung: K. HeyNs und H. ScHARMANN, Liebigs Ann. Chem. 677, 183 (1963), voran-
stehend.

1 K. Heyns und H.-F. GRUTZMACHER, Z. Naturforsch. 16b, 293 (1961).

2) K. BieMaNN, J. SeisL und F. Gapp, J. Amer. chem. Soc. 83, 3795 (1961).

3) E. STENHAGEN, Z. analyt. Chem. 181, 462 (1961).

4 K. Heyns und H.-F. GRUTZMACHER, Angew. Chem. 74, 387 (1962).

5) D. Gross und G. GRODSKY, J. Amer. chem. Soc. 77, 1678 (1955).
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Tabelle 1. Massenspektren der freien Aminosiduren *)

MZ Relative Inteqsitit [%1

Gly Ala Val Leu iLeu Pro HOPro Phe | Tyr
M 4.5¢ 0.1 0.1 0.6 0.2 1.0 - 7.9 6.0
M-17 — - 0.5 1.0 0.8 0.1 — 1.0 —_
M-18 0.3 — 0.3 0.7 — 0.3 1.4 1.1 —
M-44 1.8 4.7 5.3 6.6 7.1 6.2 10.5 11.3 0.8
M-45 1000 100 100 100 100 100 100 90.4 1.2
M-46 5.5 4.0 0.5 1.0 0.9 5.1 3.0 6.3 4.1
M-74 - - 8.0 11.28) 37.82 0.5 11.29 100 100
75 4.5 - 11.0 59 34.2 — 2.3 3.5 4.5
74 0.5 2.0 28.6 31.2 32.7 0.7 2.0 55.0 10.2
57 0.3 0.2 26.7 11.2 37.8 0.6 11.2 1.1 13.1
45 3.1 4.7 6.4 6.4 34 2.9 6.9 39 5.6
30 100 1.1 15.8 — — 4.5 14.0 10.5 17.0
MZ ) Relative Intensitit [ %]

Try Hisa Lys Glub)  Aspc) Ser Thr Cys Metd)
M 4.0 2.1 0.8 6.9 — - - 5.4 17.7
M-17 — 3.6 6.6 - - - — - 2.7
M-18 — 0.7 2.7 - 0.8 1.8 1.3 —  5.0-30.0
M-44 1.4 4.0 — 7.1 1.5 3.3 96.0¢) 3.6 1.0
M-45 1.7 18.5 3.6 100 12.9 100 30.7) 100 16.6
M-46 2.1 13.4 4.6 3.4 2.9 3.0 0.7 49.8¢) 0.8
M-74 100 443 39.2 12.3 1.0 17.6 29.8 12.6 37.2¢)
75 2.5 1.0 1.9° - 1.6 36.7 96.0 49.8 37.2
74 2.0 3.7 8.2 1.5 6.2 37.0 30.7 91.5 23.1
57 6.8 7.1 8.2 3.0 5.1 26.4 " 100 28.8 16.4
45 16.2 7.1 3.8 8.5 11.8 25.0 30.7 14.6 14.8
30 8.0 8.5 100 3.2 14.1 41.9 23.7 5.9 13.4

a) Verunreinigt mit Hydrochlorid, mfe 82 < 100%;. b) Pyrrolidon-a-carbonsiure. c) mje 44 7~ 100%.
d) mje 61 7510075, ¢) entspr. mje = 75. f) entspr. mfe = 74. g) entspr. mfe = 57. h) entspr. mje = 30.

M-18 *) zeigt bei lingerem Aufenthalt des Methionins in der Ionenquelle einen starken
Intensitidtsanstieg. Glutaminsdure geht unter Wasserabspaltung in Pyrrolidon-o-
carbonséiure iliber. Da Glutaminsdure schwerer fliichtig ist als Pyrrolidon-«-carbon-
sdure, erhidlt man nur das Massenspektrum letzterer Verbindung. Tyrosin, Tryptophan,
Histidin, Asparaginsiure und Serin sind erst bei ca. 150° hinreichend fliichtig. Arginin
gab kein brauchbares Massenspektrum.

*) M = Molekulargewicht, MZ = Massenzahl.
13*
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Abbildungen 1a—d. Massenspektren von N-Acetyl-glycin (Abb. 1a),

N-Acetyl-alanin (Abb. 1b), N-Acetyl-prolin (Abb. 1¢), N-Acetyl-hydroxyprolin (Abb. 1d).
Relative Intensitdt in 9 der Intensitdt des hiaufigsten Ions
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Abbildungen 2a—d. Massenspektren von N-Acetyl-valin (Abb. 2a),

N-Acetyl-norleucin (Abb. 2b), N-Acetyl-leucin (Abb. 2¢), N-Acetyl-isoleucin (Abb. 2d).
Relative Intensitit in 9, der Intensitit des hiufigsten Ions. Ac = Acetyl
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Erwartungsgemifl waren die N-Acetyl-aminosiduren wesentlich leichter fliichtig als
die Aminosiduren. N-Acetyl-methionin ist schon so fliichtig, daB es nur an Kieselgel
adsorbiert gemessen werden konnte. Unter diesen Bedingungen ist die thermische
Wasserabspaltung praktisch vollstindig; das Molekiil-Ion tritt nur noch in Spuren
auf. Aus N-Acetyl-glutaminsiure lassen sich zwar bei vorsichtigem Arbeiten Ionen
erhalten, die der N-Acetyl-glutaminsdure zugeordnet werden kénnen, nach kurzer
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Abbildungen 3a—d. Massenspektren von a-Acetamino-acrylsdure (Abb. 3a),
a-Acetamino-crotonsiure (Abb. 3b), N-Acetyl-pyrrolidon-a-carbonsiure (Abb. 3¢),
N-Acetyl-asparaginsdure (Abb. 3d). Relative Intensititin 9, der Intensitit des hiufigsten Ions

Verweilzeit der Mefiprobe in der Ionenquelle erhilt man jedoch praktisch nur das
Massenspektrum der N-Acetyl-pyrrolidon-a-carbonsidure. Wie freies Arginin ist auch

“.Acetyl-arginin nicht unzersetzt fliichtig. Serin und Threonin bilden schon bei der
Acetylierung mit Acetanhydrid in Eisessig «-Acetamino-acrylsiure und a-Acetamino-
crotonséure.

DISKUSSION DER MASSENSPEKTREN

Das Molekiil-Ion ist bei freien Aminosiuren nur in Sonderfillen leicht nachzuweisen
(aromatische Seitenkette, Ringstruktur oder Heteroatom in der Seitenkette). Bei
hohem Partialdruck der Aminosduren in der Ionenquelle kann ein Yon der Masse M +1
auftreten, das durch intermolekulare Wasserstoffiibertragung entsteht. Neben diesen
Tonen beobachtet man Ionen bei M-17 und M-18, die durch Verlust von OH, NH3
und H,0O entstanden sind. Thre Intensitit ist ebenfalis gering. Eine Ausnahme bildet
Methionin, bei dem aber die Wasserabspaltung thermisch erfolgt.
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Abbildungen 4a—c cna 5a—c. Massenspektren von N-Acetyl-phenylalanin (Abb. 4a), N-Acetyl-tyrosin (Abb.4b),
Na-Acetyl-histidin (Abb. 4¢), Ne-Acetyl-tryptophan (Abb. 5a), N« Ne-Diacetyl-lysin (Abb. 5b) und N-Acetyl-
methionin (Abb. 5¢). — Relative Intensitéit in % der Intensitit des hiufigsten Ions
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Die Ionen M, M-17 und M-18 treten mit einer dhnlichen Intensititsverteilung auch
in den Massenspektren der N-Acetyl-aminosduren auf. Fiir die Entstehung der wiche
tigsten Ionen lassen sich vier allgemeine Spaltreaktionen ableiten.

1) Die wichtigste dieser Reaktionen ist die Abspaltung der Carboxylgruppe (Ry =H
und R; = CO-CH3):

@ (1a) @ (1b) @ b
*CO;H + R;-NH=CH-R -=~— R;NH-CHR-CO,H — [CO;H]" + R;~NH-CH-R

A M
MZ = M-45 ) MZ = 45

Die bevorzugte Spaltung einer Bindung in B-Stellung zur Aminogruppe findet man
auch in den Massenspektren aliphatischer Amine. Die Ladung verbleibt vorwiegend
bei dem N-haltigen Fragment, das im folgenden als Amin-Fragment bezeichnet wird.
Bei freien einfachen Aminosiuren und deren Estern? wird durch diese Reaktion fast
immer das Haupt-Ton gebildet. Bei Formyl-? und Trifluoracetyl-aminosduremethyl-
estern3) sowie bei Acetyl- und Trifluoracetyl-aminosiuren tritt die gleiche Spaltung
ein. Bei den formylierten und acetylierten Aminosiuren schlief3t sich eine Eliminierung
von CO bzw. Keten an:

@ @
CHzCO-NH=CHR —» NH,=CHR + CH,=C=0
B
MZ & M-45 MZ = M-87

Dieser Ubergang kann durch entsprechende metastabile Ionen nachgewiesen wer-
den. N-Acetyl-aminosiduren und freie Aminosduren liefern daher hiufig das gleiche
Haupt-lIon. Bei den Trifluoracetyl-aminosduren tritt diese Folgereaktion, die hier zu
einem N-Fluoramin-Ion fithren wiirde, nicht ein; stattdessen beobachtet man mit
geringer Intensitit ein Ton der. Masse NH®=C—R.

2) Es tritt ebenfalls Bruch einer Bindung in B-Stellung zur An}inogruppe ein, jedoch
wird die Seitenkette R abgespalten:

® (28) ] (2b) (] b
‘R + Ry-NH=CH-CO,H <— Ry~ —cfH—cozH 2> R” + R-NH-CH-CO,H
R

c
R, = H; MZ = 74 Ry = H; MZ = M-74
R, = CH3CO; MZ = 116 R; = CH;CO; MZ = M-116

In Analogie zu den Massenspektren der Aminosdureidthylester, in denen ein Ion
der Masse 102 auftritt2), besitzt das Ion der Masse 74 in den Massenspektren der
freien Aminosduren betrichtliche Intensitit. Dagegen ist die Intensitiit des entspre-
chenden Tons der Masse 116 bei N-Acetyl-aminosiuren gering. Ein Ion der Masse 74
tritt jedoch auch in den Massenspektren der N-Acetyl-aminosiuren auf. Vermutlich
wird bei diesen als Folgereaktion ebenfalls schnell Keten eliminiert.
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Die Abspaltung der Seitenkette besitzt dann grofle Bedeutung, wenn die positive
Ladung in dem ,,Seitenketten-Fragment* stabilisiert werden kann. So kann die hohe
Intensitidt der Ionen M-74 bzw. M-116 beim Valin und Isoleucin durch die Bildung
stabiler tertifirer Carbeniumionen durch die Seitenkette erklirt werden. Besonders gut
kann eine positive Ladung von Benzylstrukturen stabilisiert werden. Diesen Ionen
kommt wahrscheinlich eine Tropyliumstruktur zu®. Phenylalanin, Tyrosin, Trypto-
phan und Histidin, die alle eine benzylidhnliche Seitenkette besitzen, liefern auf diese
Weise intensive Peaks.

Bei den beiden iibrigen aligemeinen Spaltungen werden die Ionen durch Umlagerung
aus dem Molekiil-Ion gebildet. In beiden Fillen findet wahrscheinlich in einem cycli-
schen Ubergangszustand eine Ubertragung eines Wasserstoffatoms auf eine Carbonyl-
gruppe statt. Solche Reaktionen sind aus den Massenspektren anderer Carbonylver-
bindungen bekannt?.

3) Es wird aus der y-Stellung ein H-Atom auf die Carboxylgruppe der Aminosiure
ubertragen und die Seitenkette als ungescittigtes Fragment eliminiert:

@ @

_H.. H_ Z
Z‘) 4\0 (3) (0] ]
N SONGN T z=c,0,8
/C\/‘\/C—OH .C—OH [
T o
NH-R; NH-R,
D

Ry = H; MZ = 75
R; = CHyCO; MZ = 117

Anschlielend erfolgt Abspaltung von H,O, wodurch die Ionen 57 aus Aminosiduren
und 99 aus N-Acetyl-aminosduren gebildet werden. Diese Reaktionsfolge 14Bt sich
durch metastabile Ionen beweisen. Dabei ist die Anwesenheit eines H-Atoms in y-
Stellung in geeigneter sterischer Lage notwendig, so daB diese Art der Spaltung beim
Alanin, den cyclischen und aromatischen Aminosiuren nicht auftritt. Da die Reaktion
durch die Anzahl der H-Atome in vy-Stellung und die Stabilitit des ungesittigten
neutralen Fragments begiinstigt wird, erfolgt sie beim Valin, Isoleucin und Threonin
besonders hdufig. Merkwiirdig ist, daB diese Spaltung bei den Aminosdureéthylestern
nicht gefunden wurde, im Gegensatz zu den freien Aminosiduren, bei denen die so
gebildeten Ionen eine betriachtliche Intensitit erreichen koénnen. In den N-Formyl-
und N-Acetyl-aminoséduren ist diese Spaltung gegeniiber den Verbindungen mit freier
NH;-Gruppe bevorzugt. So bildet sowohl N-Acetyl-isoleucin als auch N-Formyl-
isoleucinmethylester durch diese Reaktionsfolge sein Haupt-Ion und kann so ein-
deutig von dem entsprechenden Leucinderivat unterschieden werden.

6 S, MEYERSON, J. D. McCorLum und P. N. RYLANDER, J. Amer. chem. Soc. 83, 1401 (1961).
7 J. H. BEYNON, Mass Spectrometry and its Application to Organic Chemistry, Elsevier
Publ. Comp., New York 1960.
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4) Bei den N-Acyl-aminosduren erfolgt Eliminierung eines Sdureamid-Molekiils. Da
bei freier NH>-Gruppe die entsprechende Reaktion (Abspaltung von NH3) kaum
auftritt, ist es naheliegend, auch hier einen cyclischen Ubergangszustand anzunehmen:

@ @

H | H
oy el w_ |e~ o
fls ™ —= |1 + I
CHz—C 4~ CH-COH CH-CO,H CHzCa.
Ni
E
MZ = M-59

Diese Reaktion ist nur dann von Bedeutung, wenn die neu gebildete Doppelbindung
mit einem aromatischen Kern in Konjugation steht. Beim N-Acetyl-phenylalanin und
beim N-Formyl-phenylalaninmethylester wird das Haupt-Ion auf diese Weise gebildet.
Die Intensitit des Ions M-59 betrigt beim N*Acetyl-tryptophan und -histidin jeweils
ca. 169, beim N-Acetyl-tyrosin nur noch 2.5%;. Hier liberwiegt Reaktion 2b.

Der Eliminierung des Amidmolekiils schlieBt sich eine Abspaltung von OH, CO,
oder CO,H zu den Ionen M-76, M-103 und M-104 an. Auch diese Ionen sind nur bei
den aromatischen Aminosduren charakteristisch.

Die {ibrigen Ionen in den Massenspektren der Aminosduren und N-Acetyl-amino-
sduren lassen sich nicht durch allgemeine Spaltungsschemata erfassen. Wie bei den
meisten Verbindungen mit einer CO,H-Gruppe tritt auch hier ein Ion der Masse 45
mit maBiger Intensitdt auf (Reaktion 1b). Die N-Acetyl-aminosiduren geben wie alle
Verbindungen mit einer CH3CO-Gruppe einen intensiven Peak bei 43. Wenn noch
andere Ionen der Masse 43 gebildet werden konnen, so wird diese Masse zum stirksten
Peak, z. B. beim N-Acetyl-valin (Seitenkette C3;H7), -lysin (2 N-Acetyl-Gruppen),
-hydroxyprolin, -histidin und der N-Acetyl-asparaginsdure.

Die fiir die einzelnen Aminosiduren typischen Ionen entstehen durch Spaltungen in

der Seitenkette. So treten bei Prolin und Hydroxyprolin Ionen der Masse 68 auf, denen
folgende Struktur zugeschrieben werden kann:

HgC“‘—(I:Hg -H, H(IJI——?HZ -Hy0 HO—H(I:—CIHz
——— -——
HZC\NﬁCH metas'.abzilga geak bei HC\NI_/TCH metutﬁ%legagenk bei H:C\ //CH
@ @ [c]
MZ =10 MZ = 68 MZ = 86

Ein weiterer charakteristischer Peak in den Massenspektren der Acetylderivate dieser
cyclischen Iminosduren tritt bei 85 auf. Dieses Ion (CH3CO—NC,Hy) entsteht aus
dem Ion M-45 bzw. M-44 durch Verlust eines C,-Bruchstiickes.

Asparaginsidure zeigt einen intensiven Peak bei 44, das ,,Amin-Fragment* tritt mit
ca. 139 relativer Intensitiit stark zuriick. Daneben beobachtet man bei Massen iiber
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45 nur noch, mit 18 %; relativer Intensitit, die Masse 55; alle iibrigen Ionen sind wenig
intensiv und wenig charakteristisch. Offensichtlich werden beide Carboxylgruppen
leicht abgespalten, wobei fiir die Abspaltung der

Clcl) B-CO,H-Gruppe ein cyclischerMechanismus vor-
H,C %0 H,C 2)
2 I{’(I 20 + co, geschlagen wurde 2,
Hc%ﬁ-ﬁﬂ HC\%Ha Mit dieser Vorstellung stimmt {iberein, daf} bei
2 . ™
MZ = 88 MZ = 44 N-Acetyl-asparaginsiure neben dem Haupt-Ton

mit der Masse 43 nur noch ein Ion mit der Masse
85 (rel. Intensitdt 22 %) stiarker auftritt. Da die Basizitdt des Amid-N gering und der
cyclische Mechanismus daher benachteiligt ist, werden beide CO,H-Gruppen abge-
spalten. Eliminierung von Keten fithrt dann zu einem Ion der Masse 43. Da diese
Masse auch vom Acetyl-Ion belegt wird, beherrscht dieser Peak das Massenspektrum
der N-Acetyl-asparaginsiure.
Serin und Threonin weisen starke Peaks bei 42 bzw. 57 auf. Diese Ionen entstehen
durch Wasserabspaltung aus dem ,,Amin-Fragment:

® @
R-CH(OH)-CH=NH, —> R-CH=C=NH, + H,O

Eine Abspaltung von Wasser erfolgt bereits bei der Acetylierung von Serin und
Threonin. Da in der entstandenen a-Acetamino-acrylsiure bzw. -crotonsiure die
Carboxylgruppe an einer Doppelbindung sitzt, wird sie bei Elektronenstof nicht abge-
spalten. Statt dessen tritt bereits aus dem Molekiil-Ton Eliminierung des Acetylrestes
als Keten ein. Diese Reaktion ist typisch fiir acetylierte Enamine:

® @
CHyCO-NH-C-COpll —> NHp-G-COpHt + CHy=C=0
CH, CH,
M MZ = M-42

Auch aus dem entstehenden Ion M-42 wird eher H,0, ein Bruchstiick der Masse 44
(COy) oder 46 (CO,+H;?) abgespalten als die CO,H-Gruppe.

Im Gegensatz zum Sauerstoffatom in der Seitenkette des Serins und Threonins
kann eine positive Ladung durch das N-Atom in der Seitenkette des Lysins und das
S-Atom der Seitenketten von Cystein und Methionin gut stabilisiert werden. Neben
den ,,normalen* Spaltreaktionen treten daher in den Massenspektren dieser Amino-
sduren hdufig Ionen auf, deren Bildung durch das Heteroatom der Seitenkette be-
stimmt wird. Bei den freien Aminosduren handelt es sich um die gleichen Ionen, die
auch in den Massenspektren der Aminosiureithylester beobachtet wurden 2. So zeigt
freies' Lysin hohe Peaks bei den Massen 30 (Haupt-lon, H);N®=CH,), 56 und 84.
Charakteristisch fiir Cystein sind die Ionen der Masse 47 (CH,=9SH) und 59 (S®C,H3).
Letzteres entsteht durch Eliminierung von NHj aus dem ,,Amin-Fragment*. Beim
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Methionin wird das Haupt-Ion (Masse 61) durch Bruch der Bindung in B-Stellung
zum S-Atom gebildet:

® ®
CHa—S——CHz—CHz—C‘H—COgH —» CHz—S=CH, + *CHy-CH-COH
NI‘Ig N-H2
MZ = 61

Daneben beobachtet man eine Eliminierung von CH3SH aus dem Molekiil-Ion und
dem Amin-Fragment zu Ionen der Massen 101 und 56.

Die Anwesenheit einer zweiten Amidgruppe in N*.N°®-Diacetyl-lysin fiithrt zu zahl-
reichen neuen Peaks. Das Haupt-Ion hat die Masse 43, das Ion CH;=NH; mit der
Masse 30 tritt ebenfalls stark auf. Daneben findet man Ionen der Massen 72, 86, 100
und 114, die wie folgt entstehen:

® R
CH;CO-NH—CHy}+CHy+CHyt CHyp+ CH—COH
| ! | NH—COCH;

861 100} 114!

Auch JIonen der Masse 84 (intensiv) und 126 treten auf. In Analogie zu den Lysin-
derivaten mit freier NH,-Gruppe?) kann diesen Ionen eine cyclische Struktur zuge-
schrieben werden:

Hp H, H,
1,c” " cH e~ cn =C= H¢~CcH
% 7He - NH,COCH; G (f 2 -CH,=C=0 2 2
H,C_ CH H,C._ CH H,C_ ,CH
NH “NH-COCHj Ng NH
COCH; COCH;
MZ = 185 MZ = 126 MZ = 84

Da die freien und N-acetylierten aromatischen Aminosiuren héiufig Ionen nach Reak-
tion (2b) bilden, beobachtet man auch Ionen, die durch weiteren Zerfall der Seiten-
ketten-Fragmente entstehen, z. B. solche der Masse 77.

Histidin und N-Acetyl-histidin zeigen einen auffallenden Unterschied. Der Haupt-
peak des Histidins liegt ebenso wie der des Athylesters bei 82. In beiden Fillen wird
kein einfaches ,,Seitenketten-Fragment* gebildet, sondern zusitzlich ein H-Atom in
die Seitenkette eingebaut. Fiir diesen Einbau wurde folgender Mechanismus vorge-
schlagen?:

HC—NH HC-—NH -H Fragment mit
e ) — |l @ | — ~
N G CHy N, C=CH, Mz =81
- ‘H\l\?}fH—COZH 5 u
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Der Verlust eines H-Atoms aus dem Ion m/e = 82 wird durch einen metastabilen
Peak bei m/e = 80 angezeigt. Diesen findet man auch beim N-Acetyl-histidin, hier
bildet jedoch das Ion der Masse 81 den Hauptpeak. Wahrscheinlich wird in diesem
Fall die einfache Abspaltung der Seitenkette bevorzugt.

Dem BUNDESMINISTER FUR ATOMKERNENERGIE danken wir fiir die finanzielle Unterstiitzung
dieser Arbeit.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

N-Acetyl-aminosiuren: 0.1 mMo! der Aminoséuren werden in 20—50 ccm Eisessig gelost
bzw. suspendiert und 0.2 mMol Acetanhydrid zugesetzt. Nach Stehenlassen iiber Nacht oder
Erwidrmen auf dem Wasserbad wird auf Vollstdndigkeit der Acetylierung mit Ninhydrin ge-
priift und i. Vak. bei 40° eingedampft. Der Riickstand wird zweimal mit wenig Wasser versetzt
und eingedampft und aus Wasser-Aceton, absol. Methanol, Methanol-Ather oder Essigester
umkristallisiert.

Massenspektren: Sie wurden mit einem ATLAs-CH 4-Massenspektrometer bei 70 eV aufge-
nommen. Das Geriit war mit einer Vakuumschleuse und der Festkdrperionenquelle TO4
ausgeriistet. Die Mefiprobe wurde in ein Schmelzpunktrshrchen von ca. 1 mm Durchmesser
gefiillt und das Roéhrchen iiber einer Mikroflamme zu einer feinen Kafpillare ausgezogen.
Dieses Verfahren hat sich im Vergleich zu den urspriinglich fiir die Substanzaufnahme vorge-
sehenen Graphittiegelchen bewidhrt. — Das jetzt ca. 1 cm lange Rohrchen wird in die aus-
wechselbare Ionisationskammer der TO4-Ionenquelle eingesetzt und mit Hilfe der Vakuum-
schleuse in die Ionenquelle eingefahren. Man wartet, bis der Dampfdruck der Substanz in der
Ionenquelle fiir die Aufnahme eines intensiven Massenspektrums geniigend gro8 ist, wobei
die Verdampfung der MeBiprobe durch schnelles Durchfahren der Massenbereiche des Mas-
senspektrums kontrolliert wird. Da die Temperatur der TO4-Ionenquelle nicht geregelt wird,
andert sich infolge von Temperaturschwankungen auch der Dampfdruck der MefBiproben
wihrend der Aufnahme. Der Hauptpeak oder ein anderer fiir die Substanz charakteristischer
Peak wurde daher fest eingestelit und mit Hilfe eines Massenprogrammwihlers vor, wihrend
und nach der Aufnahme des Spektrums wiederholt gemessen. Durch Verbinden der Spitzen
dieses ,,Bezugs-peaks‘ erhilt man eine Kurve, die den Konzentrationsverlauf der MeBprobe
in der Gasphase der Ionenquelle wiedergibt. Bei der Auswertung des Spektrums wird die
Intensitit der Ionen auf diese Kurve bezogen. Zur Kontrolle wurden von einer Mef3probe
jeweils drei Massenspektren in Abstdnden von ca. 20 Min. aufgenommen. Die Intensitdt der
einzelnen Ionen schwankte um ca. +10%.

Fiir die Aufnahme eines Massenspektrums bendtigt man nur einige y Substanz. So kleine
Mengen lassen sich jedoch schlecht handhaben, so da3 man besser ca. 1 mg einsetzt. Wenn
weniger Substanz zur Verfiigung steht, kann sie mit einem inerten Triger vermischt werden.
Kieselgel4) kann bei Verbindungen mit OH-Gruppen die thermische Wasserabspaltung kata-
lysieren.



