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HEFT 5

Die Massenspektren der N-Formyl-a-aminosaure-methylester

Von Kurr Heyxns und Hans-Friepricn GrirzmachER

Aus dem Chemischen Staatsinstitut, Institut fiir Organische Chemie der Universitit Hamburg
(Z. Naturforschg. 16 b, 293—298 [1961] ; cingegangen am 10. Mirz 1961)

Die Massenspekiren der Formylaminosiuremethylester oder der aus diesen Verbindungen durch
Vakuumdestillation erhaltenen Aminosiure-Derivate werden fiir Glycin, Alanin, ¢-Aminobuttersiure,
Norvalin, Valin, Norleucin, Leucin, Isoleucin, Phenylalanin, Prolin, Hydroxyprolin, Serin, Threonin,
Glutaminsiure und Asparaginsiure angegeben und diskutiert, Die Massenspektren dieser Verbin-
dungen eignen sich gut zur Identifizierung einer Aminosture.

Im Zusammenhang mit Versuchen iiber die pré-
parative Trennung von Aminosduregemischen durch
Destillation der Formylaminosduremethylester wur-
den die Massenspekiren dieser Verbindungen unter-
sucht. Die ausfihrlichere Versfientlichung der Mas-
senspektren der Aminosiureéthylester ! und anderer
Aminosdurederivate veranlat uns, iiber die Ergeb-
nisse zu berichten.

Da sich die Massenspektren der p- und L-Amino-
siuren nicht unterscheiden, sind wir bei der Dar-
stellung der Formylaminosiureester von den pr-
Aminosiuren ausgegangen. Nur beim Leucin, Pro-
lin und Hydroxyprolin wurden die 1-Formen ein-
gesetzt. Die Aminosduren wurden mit methanoli-
scher Salzsdure verestert und durch Erhitzen der
Aminosiureester-Hydrochloride mit einer Mischung
aus Ameisensdure und Acetanhydrid unter Zusatz
von Na-Formiat in die Formylaminosiureester iiber-
fiihrt. Zur Reinigung wurde nach Entfernen des
iiberschiissigen Sduregemisches und der gebildeten
Salze mehrfach bei ca. 0,1 Torr destilliert, Uber die
Eigenschaften der Formylaminosiuremethylester
wird an anderer Stelle berichtet werden.

Die Massenspektren wurden mit-einem CH-4-
Gerdt der Atlas-Werke, Bremen, mit einer Elektro-
nenenergie von 70 V aufgenommen. Der EinlaBteil
des Gerites wurde auf 150 °C aufgeheizt, die Tem-
peratur der lonenquelle betrug dann 260 °C. Die
Formylaminosdureester wurden mit Hilfe einer elek-
trisch geheizten Kapillar-Fliissigkeitsschleuse in die
Vorratshehilter des EinlaBteils eingefiihrt, Der Mas-
sendurchlauf und die Registrierung der Ionenstréme
erfolgte automatisch, die Zeit fiir die Aufnahme des
Massenbereichs von m/e =12 bis m/e =200 betrug
dabei etwa 20 Minuten.

Die Massenspekiren der untersuciten Formyl-
aminosauremethylester sind relativ reich an Massen-

! K. Bueman, Chimia [Ziirich) 14, 393 [1960].

peaks, jedoch treten nur wenige der Fragmentatio-
nen mit groflerer Haufigkeit auf. Zwei Ionen werden
von fast allen Formylaminosiuresstern gebildet.
Das eine mit der Masse M-59 (M= Molekular-
gewicht) entsteht durch Abspaltung der Carbometh-
oxygruppe. Eine gleichartige Spaltung wurde auch
bei den freien Aminoséure-methyl-(2) und -thyl-
estern (1) und den N-Acetylaminosiuren gefunden.
Bei der Bildung des anderen Ions wird zusitzlich
entweder die CO-Gruppe des Formylrestes (M-87)
oder der ganze Formylrest (M-88) abgespalten.

Die Massenspektren der verschiedenen Gruppen
von Formylverbindungen zeigen die folgenden Er-
scheinungen:

1. Monoamino-monocarbonsiuren

Die zu den wichtigsten [onen fithrenden Spaltun-
gen sind in Abb. 1 schematisch dargestellt. Nicht
angezeigt ist eine Abspaltung der jeweiligen Seiten-
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Abb. 1. Schematische Darstellung des Spaltungs-Vorganges.

kette, die zu einem Ion mit der Masse des F ormyl-
glycinmethylesters (M =117) fithrt. AuBer bei den
Verbindungen des Alanins und des Prolins tritt
dieses Ion bei allen Formylaminosdureestern der
einfachen Aminosiuren auf, hat aber nur bei einer
groBen Seitenkette (Leucin und Isoleucin) einige
Bedeutung. Ionen, die durch eine weitergehende
Spaltung der Seitenkette entstehen, wurden nicht
beriicksichtigt, da sie wenig charakteristisch sind.

? C. 0. Axpersow, Acta chem, scand, 12, 1353 [1958].
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Abb. 24, a;) N-Formyl-norleucin-methylester;
8) V-Formyl-prolin-methylester,

Die auf das héufigste Ion (Haupt-Ion) =100 bezo-
gene Intensitit der einzelnen Ionen geben Tab. 1
und Abb. 2 wieder.

Das Molekiilion M (parent peak) 1Bt sich in allen
Fillen beobachten, seine Intensitit ist jedoch gering.
Auch andere Ionen, die durch eine Abspaltung klei-
ner Molekillteile wie H,0 (M-18), CO (M-28),
HCO (M-29) oder — OCH, (M-31) entstehen, treten
im allgemeinen nur mit geringen Intensititen auf.
Eine Ausnahme sind die Ester des Formylglycins,
bei denen M-28 stiirker hervortritt, und der F ormyl-
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Abb.2b, by) N-Formyl-isoleucin-methylester;
by) N-Formyl-leucin-methylester.

prolinester, dessen Formylgruppe hiufiger abgespal-
ten wird (M-29). Ein Zerfall des Formylamino-
sdureesters in Formamid und ein ungesattigtes Ester-
ion der Masse M-45 tritt dagegen bei Aminosiure-
Derivaten dieser Gruppe stiirker auf, mit Ausnahme
der Prolinverbindung, bei der wegen der Ringstruk-
tur diese Reaktion nicht méglich ist. Beim Formyl-
phenylalaninmethylester ist dieses Esterion das am
stiirksten gebildete Bruchstiick, da der entstehende
Zimtsiureester besonders stabil ist,

Das Haupt-Ton der itbrigen Formylaminosiure-

Ton } Gly* | Gly | Als | Amb | Nval | Val | Nleu | Leu [ Tleu ] Pro | Phe
M 030 0361 L6\ 200 061 010 02| 027 01 | 446| 165
M—28 108 1240 | 20 | 26 1 09 | 0l | 02 | 02 | 03| 05| 0

M--29 0,7 05 1 02 | 40 1 05 | 06 | 07 | 02 | 04 | 66 | o1
M-31 1,3 58 | LT | L0 . L1 | 08 | 05 | 08 | 06 | o 04
M—45 T8 30 1 28 0 96 99 | M5 | 81 | 78 | 66 | 05 | 100

M50 61,21 | 600 1100 1100 1100 100 100 1100 | 909 | 100 8,5
M—87 10011200 1 oe18 | 6Ll 242 | 30 | 253 | 134 | 70 | 63 | 0

M--88 - BT 69 | 81 | 30 | 20 | 158 | 20 | 100 29 | 226
117 - ~ 0 26 1 T3 | 64 | 1T | 175 | 250 | 0 6,5

Tab. 1. Relative Hiufigkeit der Ionen. * Formylglycinithylester, ! M-73, M-101.
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Abb. 3. a) N-Formyl-isoleucin-methylester; b) N-Formyl-

leucin-methylester; c) N-Formyl-norleucin-methylester.
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methylester wird dagegen von einem der drei ein-
gangs erwihnten Ionen M-59, M-87 oder M-88 ge-
bildet. Appearance-Potentialmessungen und die
lonenausbeutekurven (Abb. 3) zeigen, daB die
Elekironenspannung einen groBen Einfluf darauf
hat, welches dieser Ionen am stirksten hervortritt,
Mit Ausnahme der Glycinverbindung, bei der das
Ton M-87 immer am stiirksten vertreten ist, wird bei
niedrigen Elektronenspannungen das Ion M-59, das
durch Abspaltung der Carbomethoxygruppe ent-
steht, am hdufigsten gebildet, Es folgen das Ton
M-87 (Abspaltung der Carbomethoxy- und der For-
myl-CO-Gruppe) und als letstes das Ion M-88 (Ab-
spaltung der Carbomethoxy- und Formylgruppe).

Mit zunehmender Elektronenspannung beobachtet
man eine interessante Strukturabhingigkeit in der
Reihenfolge dieser lonen. Wihrend bei den Deri-
vaten der anderen Aminoséiuren auch bei héheren
Elektronenspannungen das Ion M-59 immer am hiu-
figsten gebildet wird, tritt bei dem F ormylisoleucin-
ester oberhalb einer Elektronenspannung von 22 V
das Jon M-88 noch stiirker hervor.

* W.Suive u, G. W. Suve, J. Amer. chem. Soc. 68, 117 [1946].

4 M. Beromawy u, K, Grarg, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chenm,
187, 187 [1930]. -
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Von den Formylverbindungen der Aminosiure.
estern mit gerader aliphatischer Seitenkette und des
Prolinesters wird immer das Ton M.87 hiufiger ge-
bildet als M-88, wobei die Intensitit mit der Ketten-
linge abnimmt. Bei einer verzweigten Seitenkette in
der Aminosiiure ist jedoch schon bei einer Elektro-
nenspannung wenige Volt oberhalb des Appearance
Potentials die Intensitit des Ions M-88 grofler, das
bei hohen Elektronenspannungen beim Isoleucin ja
sogar das héufigste Ion ist. Der Formylvalinmethyl-
ester scheint diese Regel zu durchbrechen, in diesem
Fall entsteht jedoch mit 60,4% rel. Haufigkeit ein
Ton durch gleichzeitige Abspaltung der Carbometh-
oxygruppe und einer Methylgruppe der Seitenkette
(M-74), das beim Leucin und Isoleucin nur wenig
in Erscheinung tritt. Mit Hilfe dieser Jonen kénnen
die Isomeren Norvalin, Valin und Norleucin, Leu-
cin, Isoleucin gut unterschieden werden. '

2. Hydroxyaminosiuren

Von den 4 Hydroxyaminosiiuren Serin, Threo-
nin, Hydroxyprolin und Tyrosin konnten nur die
ersten 3 untersucht werden, da der Formyltyrosin-
ester zu wenig fliichtig war. Die Elementaranalyse
der bei der Darstellung der F ormylverbindungen
der anderen Hydroxyaminosiuren erhaltenen Destil-
late zeigte, da8 beim Hydroxyprolin die O,N-Bis-
formylverbindung entstanden war. Beim Serin und
Threonin spaltet sich jedoch bei der Destillation
aus den Bisformylverbindungen Ameisensiure oder
aus den N-Formylverbindungen Wasser ab, so daf
man die Methylester der N-Formylacrylsiure bzw.
N-Formylerotonséure erhilt,

Die Neigung von N-Acyl-a-aminosiuren mit
einer a- oder -OH-Gruppe, in die entsprechenden -
a,f-ungesittigten acylierten Aminosiuren iiberzuge-
hen, ist schon wiederholt beobachtet worden 35, Mit
diesen Siuren isomer sind die acylierten gesittigten
Iminoséuren, Die chemischen Eigenschaften, so die
glatte Polymerisation durch Zusatz von Benzoylper-
oxyd zu einer Benzollésung des N-F ormylacrylsiure-
esters, sprechen jedoch fiir die Struktur einer un-
gesittigten Aminoséure.

Die im Massenspektrum des Bisformylhydroxy-
prolinmethylesters auftretenden Ionen lassen sich zu
3 Gruppen zusammenfassen, die sich jeweils von
der Bisformylverbindung (M=201), der Mono-

5 F. Wevcasp, B. Kots, A.Prox, M. A. Tiuax u, J. Tomipa,
Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 322, 38 [1960].
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Abb. 5

. &) N-Formyl-a-amino-crotonsiure-methylester (Threonin) ;

b) N-Formyl-a-amino-gcrylsidure-methylester (Serin).
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(Glutaminsdure) ; b) N-Formyl-asparaginsiure-dimethylester.
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Abb. 4. Fragmentation des O,N-Bisformylhydroxyprolinmethylesters (schematisch).

formylverbindung (M'=173) und der Monofor-
mylverbindung eines Dehydroprolinmethylesters
(M”=155) ableiten (Abb. 4). Dabei bleibt unklar,
ob die beiden letzten Verbindungen durch eine Pyro-

lyse (Ionenquellentemperatur ca, 260°C) oder
durch ElektronenstoB aus der Bisformylverbindung
entstehen, Die Fragmentionen der einzelnen Grup-
pen entstehen durch die gleichen Spaltungen wie die
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des Prolins. Die vom Dehydroprolin ausgehende
Reihe stellt dabei mit M”-59 und M”-87 die beiden
intensivsten onen.

Bei den von Serin und Threonin (Abb. 5) ab-
geleiteten Derivaten sind die Verhiltnisse einfacher,
da hier von vornherein die ungesittigten Mono-
formyl-Verbindungen vorliegen. Da diese Molekiile
durch ein ausgedehntes System von konjugierten
Doppelbindungen stabilisiert werden, tritt das Mole-
killion beim Formylaminoacrylsaureester mit 37,9%
rel. Haufigkeit und beim Formylaminocrotonsiure-
ester mit 13,6% rel. Haufigkeit stark hervor. Auch
bei diesen Verbindungen entstehen die hiufigeren
Ionen durch die iiblichen Spaltungsreaktionen. Die
Bedeutung des Tons M-59 tritt allerdings stark zu-
riick. Da es sich hier um ungesttigte Siuren han-
delt, unterbleibt die bei den gesittigten Aminosiu-
ren beobachtete Abspaltung von Formamid unter
Bildung des Tons M-45. Statt dessen ist die Intensi-
tit des Ions M-32 (Abspaltung von CH;OH) gegen-

iiber den gesittigten Verbindungen stark erhoht. -

Bei dem Formylaminoacrylsiureester ist das Haupt-
ion M-87. Bei der Crotonsiureverbindung werden
jedoch noch zusitzlich 2 H-Atome abgespalten, so
daB das Ton M-89 am stirksten auftritt. Offensicht-
lich konnen sich die Fragmentationen dieser Ver-
bindung wegen der zustzlichen Methylgruppe der
Seitenkette unter Verschiebung der Doppelbindung
und Abspaltung von einem oder zwei H-Atomen
stabilisieren. So tritt auch ein Ion M-60 ( = M-59-H)
mit 43,37 rel. Haufigkeit auf, das sonst bei den bis-
her besprochenen Verbindungen nur wenig gebildet
wird.

3. Monoamino-dicarbonsiauren

Wihrend man bei der Destillation des Reaktions-
ansatzes der Asparaginsiure den Formylasparagin-
sduredimethylester isolieren kann, entsteht bei der
Glutaminsiure quantitativ der Formylpyrolidon-1-
carbonséiuremethylester. Im Massenspektrum dieser
Verbindung (Abb. 6) bleibt bei den wichtigsten
Tonen die Struktur des Pyrolidon-Ringes erhalten.
Dabei entstehen die Fragmentionen auf dem iibli-
chen Wege: Abspaltung der Formyl-CO-Gruppe
(M-28, 22,8%), Abspaltung der Methoxygruppe
(M-31, 1,7%), Abspaltung der Carbomethoxy-
gruppe (M-59, 32,47%) und Abspaltung der Formyl-
CO- und Carbomethoxy-Gruppe (M-87, 100%). Da-
neben treten noch zwei Ionen der Masse 56 und 41
stark hervor, bei denen der Pyrolidonring zerstort
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ist. Wahrend im Massenspektrum des Formylpyro-
lidoncarbonsiiureesters das Molekiilion immer auf-
tritt, kann es beim Formylasparaginsiuredimethyl-
ester nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden. Das
Massenspektrum des Asparaginsiure-Derivates ist
jedoch sehr reich an Fragmentionen, deren Bil:
dungsmechanismus aber nicht geklirt werden
konnte. Das schwerste, sicher nachzuweisende Ion hat
die Masse 173 (M minus CH,). Von den Ionen, die
unter Beriicksichtigung der 2. Carbomethoxygruppe
in Analogie zu den iibrigen Aminosiure-Derivaten
zu erwarten wéren, treten nur M-32 (4,2%), M-87
(78,1%) und M-87-59 (50,6%) haufiger auf. Weder
das Ton M-59 noch das Ion M-2+59 werden mit gr-
Berer Intensitdt gebildet, dafiir aber Ionen M-61
und M-59-60 mit 100% bzw. 50,6% rel. Haufigkeit.

Die Formylderivate der Methylester der basischen
Aminoséuren Lysin, Histidin und Tryptophan konn-
ten massenspekirometrisch nicht untersucht werden,
da sie nicht unzersetzt fliichtig waren und auch keine
definierten Zersetzungsprodukte bildeten. Von dem
Cystein-Derivat wurde erwartet, daf es in Analogie
zur Serinverbindung bei der Destillation Formyl-
acrylsauremethylester bilden wiirde. Es entstanden
jedoch nur verharzte Produkte.

Wie die Besprechung der Massenspektren der
Formylaminoséuremethylester gezeigt hat, iibt die
Struktur einer Aminosdure einen charakteristischen
Einfluf auf das Spektrum ihres Derivates aus, Dabei
ist diese Strukturabhingigkeit der Massenspektren
bei den Formylaminoséiuremethylestern offensicht-
lich noch gréBer als bei den freien Aminosiure-
estern. Die Identifizierung und Strukturaufklirung
von Aminoséuren ist daher auf Grund dieser Mas-
senspektren gut moglich. Es muB allerdings voraus-
gesetzt werden, daB die Formylaminosdureester hin-
reichend fliichtig sind oder definierte Zersetzungs-
produkte bilden, wie die Derivate des Serins und
Threonins, Dies ist jedoch nicht immer der Fall. Vor
allem liegt der Siedepunkt der Formylpeptidester in
den meisten Fillen zu hoch, so daB diese Verbin-
dungen nicht mehr bei 150 °C in die Vorratsbehal-
ter des Massenspektrometers verdampft werden
konnen.

Wir haben auch untersucht, ob sich mit Hilfe der
Formylaminosduremethylester eine ‘massenspektro-
metrische Analyse von Aminosiuregemischen durch-
fithren 1aft. Im Vergleich zur Bestimmung iiber die
freien Aminosaureiithylester® miissen hier jedoch
vor der eigentlichen Analyse zwei Reaktionen quan-
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titativ durchgefithrt werden: die Veresterung und
die Formylierung. Unsere Versuche ergaben dann
auch, dal zwar die Zusammensetzung der aus den
Reaktionsansatzen erhaltenen Destillate sehr einfach
und genau bestimmt werden kann, bei der Destilla-
tion aber besonders bei den mehrfunktionellen

¢ K. Bisman u. W. Verter, Biochem. Biophys. Res. Commun.
2,93 {1960].

G. OHLOFF UND E. G. HOFFMANN

" Aminosauren bedeutende Verluste auftreten kénnen.

Diese Verluste treten auch dann auf, wenn die
Formylaminosduremethylester direkt aus dem Reak-
tionsansatz in das Massenspektrometer destilliert
werden.

Dem Bundesministerium fiir Atom-
energie und Wasserwirtschaft danken wir
fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit.

Zur Struktur des Germacrons und Isogermacrons

Von G. Onrorr und E. G. Horrmany

Aus der Abteilung Strahlenchemie und den physikalisch-optischen Laboratorien
des Max-Planck-Institutes fiir Kohlenforsehung Miilheim~Ruhr
(Z. Naturforschg. 16 b, 298—300 [1961] ; eingegangen am 28, Februar 1961)

~ Es werden die differentiellen und integralen Spektren der magnetischen Protonenresonanz von
Germacron und Isogermacron aufgenommen und zugeordnet. Damit gelingt es, die Strukturen yon

Germacron und Isogermacron endgiiltig sicherzustellen.

Durch die Ermittlung der Struktur des Pyrogerma-
crons (III)!~3 ist die endgiiltige Aufklirung der Kon-
stitution des Germacrons méglich geworden. Als Vor-
stufe der Pyrolyse wurde seinerzeit eine Zwischenver-
bindung der Struktur I* angenommen, einer Struktur,
die dann von Sorm und Mitarbb. 3 fiir das Germacron
selbst postuliert wurde. Da Bates und Gate®® im
NMR-Spektrum oberhalb von 8,59 ppm ® keine Signale
mehr fanden (wie man fiir direkt am Dreiring gebun-
dene Protonen erwarten sollte), schlossen sie die
Maalienon-Struktur V 2 fiir das Germacron aus.

! G. Onvorr, Angew. Chem. 71, 162 [19591.

* G. Oncorr, H. Farvow, W. Puisir u, G, Scaapk, Liebigs
Ann. Chem. 625, 206 [1959]. Vgl. dort Formel XXXI.

¥ V. Herour, M. Horax, B. Scuxemes u, F. Sorm, Chenm. and
Ind. 1959, 1089,

¢ R.B. Barss u. D. M. Gats, J. Amer. chem. Soc. 82, 5749
[1960].

® In diesem Zusammenhang sei Herrn Prof, Dr, G.Boem
fiir interessante Hinweise gedankt.

® Chemische Verschiebung bezogen auf (CH,) (Si als inneren
Standerd in der 7-Skala nach G.V.D. Tizrs, J. physic.
Chem. 62, 1151 [1958].

Nunmehr ist es uns gelungen, das NMR-Spektrum
des Germacrons gemil Struktur I vollstindig zu-
zuordnen. Nur auf der Basis der Formel I ist auch
eine Deutung des Verlaufs der siurekatalysierten
Isomerisation von Germacron (I) zum Selinenon
(IV)7 und die Aufklirung der Konstitution I des
durch basische Katalysatoren erhiltlichen Isogerma-
crons ® maoglich.

Isogermacron vom Schmp. 51 —52° gewinnt man
am einfachsten und in 85-proz. Ausbeute durch
1-stdg. Erhitzen von I in n/2-ithanolischer KOH.
Die bei 180° unter N, thermisch stabile Verbindung
lieB sich im Gegensatz zu I quantitativ oximieren.
Nach dem UV-Spektrum (Apae; 252 mu, ¢ = 3870;
Amaxe 206 my, &=13 800) liegt im Isogermacron
ein a,f-ungesittigtes Keton mit einer Isopropyliden-
Gruppe ® vor. Die im IR-Spektrum sichtbare C = 0-
Valenzschwingung bei 1660 cm™ und eine starke
C=C-Valenzschwingung bei 1612 mit der Schulter
bei 1633 cm™! weisen auf ein gekreuztes Dienon-

* Fiir das Cyclisationsprodukt des Germacrons mit BF,-
Atherat in Benzol bei 50 °C wurde die Struktur IV gefun-
den. Uber die Strukturaufklirung dieses Selinenons IV
werden wir an anderer Stelle berichten.

8 1. Oenasanov, D. Tvaoy, V. Herour, M. Horax, J. Puva u.
F. Sorm, Coll, czechoslov. chem. Cominun. 23, 2033 [1958].

¢ Vo;n gekreuzt konjugierten Dienon II wird lediglich ein
Teilchromophor gemessen, Nach dem Kalottenmodell ist
nur die Isopropylidenketon-Gruppierung planar, wihrend

die Doppelbindung in 6-Stellung stark abgewinkelt er-
scheint,





