
SUMMARY 

Amlysb of I?-n.@roso conqwm&. V. Trace analysis of N-nirrosoamino acids= Gas 
ckromafograpky ant2 spectroscopy of Nniirosomti acid merkyi esteis 

N-Nitrosoamino acids (N-NO-sarcosine, N-NO-L-proline, N-NO-~-OH-L- 
proline and N-Ne~,~-pip acid) were reacted with methanol-H + 
or diazomethane to the corresponding metbyl esters in preparative and analytical 
scale. N-NO4OH-L-proiine methyl ester was reacted with N-methyi-N-tsimethyi- 
siIyl-tri3aoroacetamide to give N-Na4-o-trinethylsiIyI-~-proline methyl ester in 
quantitative yield, 

Tbe N-nitrosoamino acid methyl esters were cbaractesized by physical (b-p., 
m-p., RF vaks) and spect& data @tared, mass spectrometry, 93 m~ckar 
magnetic resom~~ce (NMR), =C NMR). The fragmentations of N-NO-sarcosine 
methyl ester, N-NO-L-proike methyl ester and N-NO-D,L-piperidine-2carboxylic 
acid methyl ester induced by electron impact in the mass speakometer, were stwkd 
by high-resoWion measurements, metastabile ions, DADI-technique and defocusing 
methad, 

The ratios of B and Z-isomers of N-nitrosoti~~ acid methyl esters in solu- 
tion are determhd by %I NMR spectroscopy. The resonances of the metby ester 
protons appear as two singlets. This is explained by interaction of the N-NO-groups 
witb the methyl ester protons via eyck arrangements in equilibria of E- and Z- 
isomers and confkned by the ‘N NMR spectrum of N-NO-sarcosine-trideutero- 
methyl ester. 

The N-nitrosoamino acids are quantitativefy converted to the corresponding 
N-nitrosoamiao acid me&y1 esters by reacting with diazometbane. These derivatives 
of N-nitroso-amino acids (including N-NC&+-U-trimet.bykiIy~-L-protie methyl ester) 
can be separated by gas-liquid cbroxnatography on OV-17 as stationary phase. 

This derivatization procedure allows separation and qtzazatitative determiaa- 
tion of N-nitrosoamino acids by gas-liquid chromatography and co&rmation by gas- 
&&d cbromatograpbic-mass spectrometric ana.@% in nanogram amounts. 
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Methodisch wurde auf dem Gebiet der Spurenanaiytik sogenannter ‘Yliichtiger 
N-Nitroso-Verbindungen”, speziell der Nitrosamine, im Verlauf der letzten Iahre 
intensiv gearbeitet, Extraktions-, Aufi-einigungs-, Trenn- und Nachweisverfahren 
wurden in zuuehmendem Mass verfeinert, so dass heute zuverI%sIgc qualitative und 
quantitative Aussagen iiber das Vorkommen dieser kanzerogenen Verbindungen in 
Umweltmedien bis in den ppb-Bereich mijglich sind*-x2_ Einen wichtigen Beitrag 
Gefean hier RinganaIysen, die von der International Agency for Researc h on Cancer 
(JARC), Lyon, initiiert und organisiert werden. 

Erfolge bei der Entwicklung zuverl&siger mikroanalytischer Methoden Er 
den zweifelsfreien Nachweis sogenannter “schwerfiiichtiger N-Nitroso-Verbin- 
dungen”, z.B. van Nitrosamiden-IS, schwerflfichtigen Nitrosamine@ und N-N&r+ 
soaminos&mXP-” aus UmweItmedien zeichnen sich ab=. 

Von den N-Nitrosoaminotiuren enviesen sich N-NO-ProIin, N-NO4_OH- 
Prolin und N-NO-Piperidin-2-carbonaure im Tierexperiment als nicht kanzer- 
ogen*126, N-NO-Sarkosin erzgugte jedoch bei Ratten 0esphagus-Tumon97_‘8. 

N-Nitrosoaminos5uren werden in saurem *Medium aus den Aminotiuren 
Sarkosin, Prolin, 4-OH-Prolin und Piperidin-2-carbontiure in Gegenwart von Nit.& 
gebildet, Ihre Bildungskinetik wurde eingehend untersucht29*30. 

Ihr Vorkommen in gepGkeIten, also nitrithaltigen Reischprodukten wurde 
e.-st in jiingster Zeit nachgewiesen. In nicht erhitztem, gepiikeltem Bacon wurden im 
ppb-Bereich N-NO-Sarkosin19 und N-NO-Prolin’9~31_3~ nachgewiesen. 

Eine mijgliche Gefahrdung fir den Verbraucher von gep6kelten Reischpro- 
dukten ist weniger in &rem Gehalt an N-Nitrosoaminos5uren zu sehen aIs in der Tat- 
sache, dass diese beim Erhitzen, also beim Kochen oder Braten, N kanzerogenen 
NitrosaminerP decarboxyliert werden. N-NO-Sarkosin decar_boxyliert zu Dimethyl- 
nitrosamin, N-NO-Prolin zu N-NO-Pyrrolidin, N-NO-GOH-Prolix zu N-NO-3- 
OH-Pyrroiidin und N-NO-Pi~ridin-ZcarbonQure zu N-NO-Piperidin. 

Bcsonders im Hinblick auf diese Problem&k (Bildung von Dimethylnitrosa- 
min, N-NO-Pyrrolidin und N-NO-3-OH-Pyrrolidin beim Erhitzen von gep6keIten 
FIeischprodukten) wurde in den Ietzten Jahren intensiv mit ModeIIversuchen3u2 
und mit gepiikeltem Bacon32-39-u gcarbeitet. In erhitztem, aber in der RegeI nicht im 
rohen, gep6kelten Bacon wurden Dimethylnitrosamin, N-NO-Pyrrolidin4S-55 und 
N-NO-3-OH-Pyrrolidin*s9 im ppb-Bereich nachgewiesen. 

Neben den N-Nitrosoamino&uren werden fiir die Bildung von Nitrosaminen 
in gep6keIten FIeischprodukten weitere Vorstien diskutiert. 

(I) Dimethylnitrosamin: DimethyIamin (aus Kreatin, bzw. Sarkosin), Tri- 
methylamin, quart5ie Ammoniumsalze, Lecithin_ 

(2) N-NO-Pyrrolidin: Pyrrolidin (aus Prolin), Omithin, Putrcscin, Spermidin 
und Kol!agen. 

(3) N-NO-3-OH-Pyrrolidin: 3-OH-PyrroEdin &us 4-OH-Proiin). 
(4) Q-NO-Piperidin r Piperidin (aus Piperidin-2carbons%m$ Lysin, Cadaverin. 
Fiir die Bildung von DimethyInitrosamin und N-NO-Fyrrolidin beim Erhicxn 

von gepiikeltem Bacon werden zwei Bildungswege diskutiert: (1) ‘Therm&he Decar- 
boxylierung der Amino&Wren Sarkosin bzw. Prolin zu Dimethylamin bzw. I%o- 
I&n. Acschliessende Reaktion mit Restnitrit zu den Nitrosaminw. (2) Zuerst Nitr~- 
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sierung von Sarkosin bzw. Prohn zu N-NO-Sarkosin bzw. N-NO-Prohin und dann 
therm&he Decarboxyiieruug N Dimethylnitrosamin bzw. N-NO-Pyrrolidin. 

Der bevorzugte Bildungsweg wird kontrovers diskutiert. Er diirfte stark van 
den jeweihgen Temperaturen beim Bratprozess abh%gen. 

Wegen dieser Problematik war die Entwickhmg zuverk%siger AnaIysenmetho- 
den I%r den Nachweis und die quantitative Bestimmung von N-NitrosoaminosIiuren 
ud das schwerfliichtige N-NO-3-OH-Pyrrofdin, speziell in Reischprodukten, im 
ppb-Bereich erforderlich- Die Isolierung dieser schwertliichtigen Verbindungen aus 
der Fleisch-Matrix und die Abtrennung van niedermolekularen Begleitstoffen erfolgt 
durch fBissig-fliissig Extraktion und Ionenaustauschchromato_maphZe’9 Die End- 
bestimmung vrennung, identifjxierung und quantitative Bestimnmng) erfolgt in der 
Regel durch gaschromatographische (CC) und GC-massenspektrometrische (1MS) 
AnaIyse ,eigneter Suchtiger Derivate_ 

Sen el ~1.~ bestimmten so N-NO-3-OH-Pyrrohdin. Eisenbrand et aZ_‘s ent- 
wickeiten eine GC-MS-Analysenmethode fiir N-NitrosoaminosZuren, indem sie 
diese mit MSTFA in die entsprechenden Trimethylsilylderivate iiberfuhrten. Kawaba- 
taz7 setzte die N-Nitrosoaminos&uen mit Diazomethan zu den Methylestem urn, die 
,Oascbromatographisch getrennt und quantitativ bestimmt werden k6nnen. Kushnir 
et aL3* derivatisierten N-NO-Prolin mit MethanoI-H+, Dhont und Van ingenig such 
die Iibrigen N-Nitrosoaminos&uen zu den entsprechenden Methyiestem, die mit 
einem CX-MSSystem anaIysiert wurden- 

Als Trenn- und Nachweisverfahren fiir freie N-Nitrosoaminotiuren wird die 
HochdmckfIIissigkeitschromatographie in Verbindung mit einem Thermal energy 
analyzer (TEA-Detektor)Zo oder einem photohydrolytischen DetektoP beschrieben. 

Im Rahmen dieser Arbeit werden N-Nitrosoaminotiuren mit Methanol-H+ 
oder mit Diazomethan im pfiparativen und analytischen Masstab in die Methylester 
iimrt. fhre physikalischcn (Kp, Fp, &-Wes-te) und spektroskopischen Daten 
[Infrarot (IR), MS, lH-magnetische Kemresonanz (NMR), “C-NMR] werden ermit- 
telt. N-NO4OH-Prolin-methykester wird mit MSTFA in den N-NO4OTMS- 
Proiinmethylester iiberfiihrt. Fiir die gaschromatographische Trennung werden ge- 
eignetete Trennphasen ermittelt. 

Die Massenspektren der N-Nitrosoamino.s&remethylester und ihr Fragmen- 
tierungsverhahen werden untersucht; ‘H-NMR und i3C-NMR-Spektren werden 
diskutiert. 

MATERiALEN UND MEIWODEN 

Ahe verwendeten Substanzen und Liisungsmittel waren van p-a. Qualit%. 
N-Nitrosoaminosiiuren: N-NO-Sarkosin, N-NO-L-Pro& N-NO-~-OH-L- 

Profin und N-NO-D,L-Piperidin-2-carbons&ire wurden nach der Vorschrift von 
Lijinski et aLw hergesteht. 

N-Nitrosoambtos&remethylester 
Die Veresterungsreaktionen wurden diinnschichtchromatographisch verfolgt. 

DC-Ahrfolie Kieselgel GF, (Merck, Darmstadt, B.R.D.). Laufmittel: Dichlor- 
methan pa. (Merck). Es ergaben sich foIgende RFWerte: N-NO-Sarkosinmethylester, 
0.35; N-NO+Prohnmethyk&er, 0.30; N-NO4OH-L-Prolinmethykzster, 0.08; N- 
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Gesam&etentionszeiten der N-~trosoaminod~~m~~yremethyIester sind in Tabelle I m- 
sammengestellb Die Nachweisgrenze des FID ist fir N-NO-!SarkosirmethyZester bei 
etwa 4 ng Ester/l pl Dichiomethan. 

TABELLE P 

GESAMN DER N-NlTROSOAMINOS&JREIU~YLESTER 

x-N--yaer 
N-NO-bFroIinmethyIester 
N-NC?4OH-L-Prolinmethylester 
N-NO4OTMS-L-Prolin.rnethyinmethylester 
N-NO-~~-~dd~~~~e~y~t~ 

5.02 1.20 
22.50 4.90 
- - 

11.00 
k.03 5.53 

Die Umsetmng der N-Nitrosoaminotiuren mit Diazomethanli%ung zu den 
Methylestern verl&ft schnell und quantitativ. Sie wird daher als Mikro-Derivati- 
sierungs-Technik gew%lt. 

In einem l-ml Glaskolben mit SchlilTstopfen werden 50~1 einer methanolischen 
Eichliisung, die je 1 pg N-Nitrosoaminosi%ure/l ~1 entWt, mit einem Uberschuss 
%.herischer Diazometbanl&ung versetzt_ Nach 20 Min Stehen bei Raumtemperatur 
wird das L&ungsmittel am Rotationsverdamfper abgezogen und 500 ~1 MSTFA 
zugesetzt_ Nach zwei Stunden wird das iiberschiissige Reagenz abgezogen und der 
Rtickstand in SO ~1 p-a. Dichlormethan geI6st. Diinnschichtchromatographische- 
und gaschromatographische Uotersuchungen ergaben quantitative Umsetzungen zu 
den gewiinschten Derivaten. Die N-NQ-Gruppen werden durch MSTFA nicht 
angegrigen. 

Massenspektrometrie 
8O-eV Massenspektren der N-Nitrosoamiuotiuremetbylester (Fig. 1) wurden 

mit einem GC-MS-Kombinationsger% Model1 MAT 111 (Varian MAT) aufge- 
nommen. 2-m GlassZule (I.D.: I.7 mm), gepackt mit OV-17,3 % auf Gas-Cbrom Q 
(lOO-120 mesh). He-Str6mung: 15 ml/min (25 “C). T: 120 “C (isotherm). 

Von 15 ng N-NQ-Sarkcsinmethylester in der Ionenquelle konnte eit ein- 
wandfreies Massenspektrum erhalten werden. Dies ist etwa die untere Nachweis- 
grenze flur dieses Ger%. 

Hochauffiisende Messungen von Fragmentionen wurden an einem doppelt- 
fokussierenden Massenspektrometer MAT 311 A (Varian MAT) bei einem Auf& 
sungsverm&gen von 20,000 durchgef”uhrt (Tabelle IL, Fig. 2). Die Messung meta- 
stabiler Ionen (Tabelle II) erfolgte an einem Massens_pektrometer Model1 CH 7 
(Varian MAT). Die Messungen mit DADI- und Defokussierungstechnik erfolgten 
ebenfalls am MAT 3 I1 A Massenspektrometer (Fig_ 2)_ 

bzfrarotspktren 

Die Spektren wurden von SubstanzRlmen zwischen NaCl-Platten an einem 
IR-Spektrometer Modeli 2$7 (Perk&Elmer) aufgenommen. Charakteristische Ab- 
sorptionen treten bei 1750 cm-* (Ester-Carbonyl) und 1420-1450 cm-’ (N-NO) auf. 
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Fe_ 1. SO-& Manempekh-en der N-NiWati~ylester. 

TABEUE II 

MS-DA-FEN VON N-NiTROSOAM~NCXj~UREMETHYLE!STERN 

N-NO-Zhrkosinmethykter 73 73.m 
. 101 101.0345S36 

102 L02.055488 
Merasfabife Zomen 

N-NO-L-Frolinmethyl 69 69.057656 

99 99.056545 
128 128.06947 
Mernstabile Ionen 

113 113.0694473 
142 142.0883594 
MetaWzbile &men 

73.w185 
101.03SO99 
102_055499 
m (be&) InI 

79.0 I32 
77.5 132 

69.0578 
99.055s 

128.0711 
m (beob.) m, 
lo? 158 
37.5 12s 
48 99 

113.0714s4 
142.086798 
m (beob.) m, 
117.5 172 
61.0 113 
36.5 83 

C2HsNzO 
G%NzG 
Cd-W02 
mz m W--l 
102 78.8 
101 77.3 

- Gw7N 

GH7W3 

C&oNO2 

m2 m (her.) 
128 103.7 

69 37.2 
69 48.09 

G&IN& 
C7H,NO: 

mz m [kr.) 
142 117.2 

83 60.96 
SS 36.5 

‘H-NMR-Spektren 
Die 270 MHz-Frotonenresonanzspeken der N-Nitrosoaminos%xe~ethyl- 

ester wurden in CDC13 bzw. C& und Tetrametbylsikm als innerem Standard an 
einem Spektrometer Modeil WH 270 (Bruk) aufgenommen. Chemische Verscbk- 
bungen 6 lppm], Kopplungslconstantex~ i PzI und die AnteiIe an E- und Z-Isomeren 
in IBung sind in Tabetie III zwasxmengestellt, Die Zuordnung erfolgte durch Dop 
pehesonanzversuche. 



Die 67.91~MHZ %-NMR-Spektren der N-NitrosouninosZuremethyLzster 
wwden in CDct, und Tetramethylsilan aIs innerem Standard an eizxem Spektrometer 
WHl270 (Bukfz) aufgenommen, 

ChCl -HNO 
1 

%+r 7’ 

?L2 
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9 
Fm 2 Z&&ii dcr N-Nikusoamia&u ylester im hQssesspektrometer_ 

Die chemischen Verschiebungen 6 Ippm] der r3C-Resonanzen (Rreitband- 
enthopplung) sind in Tabelle IV zu sammengesteik Die Zuordnung und Ermitthmg 
der 13C-1H-Kopphmgskonstanten J &Iz] erfolgte mit Off-Resonanz-Spektren (gated 
decoupline) 

ERGEBNiSSE UND DiSKUSSION 

Die schwetiiichtigen N-Nitrosoaminos&nen N-NO-Sarkosin, N-NO-L-Prohn, 
N-NGt-OH-L-Proiin und N-NQ-o&-Piperidin-2+zarbons%ue lassen sich durch Um- 
setzung mit Methanol-H+ oder Diazomethan in die Methykster Gberfuhren. Die 
Veresterung mit Diazomethan verkft im pr5parativen und ana&tischen Massstab 
quantitativ_ Die Umsetzung von N-NO4OH-L-Prohnmethykster mit MSTFA fi&rt 
in quantitativer Ausbeute zum fluchtigen N-NO-POTMS-L-Prohnmethykster_ Die 
iibrigen N-NitrosoaminoQuremethykster werden durch MSTFA nicht angegrii%en. 

Die N-Nitrosoamin otiuremethylestcr sind stabile, destilherbare Verbindmgen 
(Kp, s.S. 384), die sich dunnschichtchromatographisch an KieselgeJ.fclien (&-Werte, 
s.S. 333) oder gascbromatogiaphisch tiermen lassen (fbt, T&belle I). 

Tabehe I gibt eine ZusammensteJJung von gemessenen Gesamtretentions- 
&ten an Carbowax MM (140 “C) und QV-17 (HI “C). An der OV-17-Trennphase 
wird em Gemisch aher Ester unter isothermen Bedingungen getrennt, Ahe Peaks 
sind symmetrisch und zeigen k&e Bandeuschweif5mg_ N-NQ-kOH-L-Proketbyl- 
ester wird als 4OTMSDerivat chromatographiert. 

Nach Derivatisierung mit Diazomethan und MSTFA lassen sich die N-Nitro- 
soaminosZureu ds Methylester such im Mikro- bis NanogramnGbereich gaschromato- 
graphisch treunen urrd qua&t&iv bestimmeu_ Die Nachweisgrenze flur den FID 
betr@t etwa 4 ng Methykster/l ~1 L&ung. M5t der GC-MSAnalyse ist eine ein- 
deutige fden~erung der Ester bis zu etwa I5 ng in der Ionenquelle m@lich. 



N-NO-rq_--din-2- 57143 5.66<2)4d Ju = 4_8Hz 
carbonsZ&~yicster Jzs = S4* 
(W6I 523(EM,d Ju =4.8Hz 

H-z 

J 5,. = 2.4I-b I 

4.9ws 
4-2l(z)s 
3.64w.m 
3.27(E)m H-5.5’ 

4.81(E&rn 16 .‘. = 13.6I-k 
Jce6 = S.OHz 
J 5.6 = 2.4Eiz 

4_44(.z&m 1, .6’ = 13.6Hz 
Js.6 = S.OHz 
J, .6 = 24EEz 

Die 80 eV-M assmspektren der N-NitrosoaminosSrrremethykzst.er sind in 
Fig. I, Ergebnisse von hochaxB6senden Messungen von Fragmentionen und meta- 
s’abiled Ionen in Tabellen 2 zusammengefasst_ Fig. 2 zeigt die Fragsnentierungs- 
schemata der N-NYfmsoaminos5umethyhzster, die auf diesen sowie auf Messungen 
mit DADI- und Defokussierungstechnik beruhen. In allen Massenspektren (Fig. 1) 
t&en Molekiilionen tit relativen Intensititen von 147% auf. Chamkteristische 
Fragmentionen im unteren lMassenbereich sind NO+ (m/e 3U) und COOCH,* 
(m/e 59)_ Bei den cyclischen N-Nitrosoaminos&xremethy~estern werden zwei Haupt- 
Fragmentiermgswe!ge beobachtet (Fig_ 2): (1) Abspaltung von NO-R&&&n aus 
dea MolekGlionen tit an&l&sender Abspaltung von CQOCH,-Gruppen. (2) Ab- 
spalUng vort COOCH&adikalen aus den MolekElionen und anschliessende Ab- 
spattrmg VOP NO-RmGl&ezl_ 

N-N&Sarkosinmethykzster spaim ms den MoIektZonen CXX3- und N& 
Radikale ab_ Die entstandenen lonen ze&Jlen in det errnitt.fdten Weise weiter 

Masenspe~ometische Untersuchungen an Nitrosaminen wurden ma von 
Colli#, S&roll et aLti, R6peP und Saxby6c, an N-Nitrosoaminos&ren von 
Lijimki et aZ.% durchg&ihrt. 

Die Protonemesommspek der N-Nitmsoaminos&remethy!ester (TabeIle 
III) entsprechen denen der N-Nitrosoaminos&mz#_ Se zeigen wie die von Nitroso- 
am.inen*m wegen eines hohen Doppelbindungsantei der N-N-I&dung in der 
NNO-Gruppe I&ungs_@eichgmvichte von E- and Z-Isomeren. Diese fuhten m 
&em Auf&ten von Resonanzen mr NNO-Grippe Q- und &tSndiger Protonen 
bei uoterschiedlichen &W&t (Fig. 3). 

Liw die a-sGm?.igen Protonen nicht ti der Ebene, die durch die Gruppiemg 
NNO auf gespamt wird, md somit im Anisotropiekegel der NNO-Gmppe, ergibt 
sich bei syn-Stelhmg zur N=O-Gxuppe eine diarnagnetische HochfeIdverschiebung, 
entsprechend bei an’istelhmg eine paramagne&cher TieEeldverschiebng_ In Gfeich- 
swicht der E-Z-Isomeren fuhrt dies bein N-NO-Sarko~e&yles~ und N-NO-L- 
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3.SO(Z&i,d f, .6’ = 13.852 
is -6’ = d.&?& 
J9.s. = 13.2l-h 

249(E)d,d,d & ,6’ = 13.8& 
J, .6’ = 4.4= 
Jss6- = 132Hz 

3.=x* 3.76<E)s 
3.wE)s 3.67(.2)s 

3.24(EJs I.54 m,m H-3 
3.17(zls (WI 

1.32 m H-3’. H-k H-4’ 
(33H) - 

3.wa l.wEtm 

1 

1.33-0.77m(SH) 
3_13(zfs H-3’ H-4, HA’, 

lH-6. =6’ 
H-3 H-S. H-S’ 

l.Wz)m 

?rolinmethykxter zu entsprechenden Signalverdopphmgen a- und &st&xiiger 
Protonen. 

fm Falle des N-NePipenldin-2carbo~~methylesters liegt eine stare 
Sesselkonformation vor, in der die Estermethylgruppe an C-2 axial steht (Fig, 3). 
Es wird keine Diaxiaikopplung Jzs3 bcobachtet Ausscrdem liegcn die Tquatoriafen 
Protonen an C-2 und C-6 in der Ebene der NNG-Gruppe. Dies fuhrt bei syn-SteUung 
der NO-Gruppe zu einer Tieffeldverschiebung, bei anti-Stelhmg zum betrachtetep 
Proton ~(1 einer Hachfeldverschiebung. 



T
A

D
E

L
L

E
 IV

 

G
7~

9l
~M

I~
z-

“G
N

M
R

-S
D

E
K

T
R

O
SK

O
l’

IS
C

II
IE

 
D

A
T

E
N

 D
E

R
 N

.N
IT

R
O

SO
A

M
lN

O
S#

U
R

E
M

E
T

Il
Y

L
E

ST
E

R
 

L
(i

st
w

sm
ilt

cl
: C

D
C

I,
. I

nn
cr

cr
 S

tn
nd

nr
d:

 T
ct

rr
m

ic
th

yl
si

ln
n,

 C
l~

cn
dx

llc
 V

cr
sc

hi
cb

un
gc

n d
 [

pp
m

].
 L

’C
-‘

I~
-K

op
pl

on
gs

ko
ns

tn
nt

cn
J(

l~
) un

d 
M

u
lti

p
liz

ltt
ltc

n
 

du
rc

ll 
O

lb
R

cs
on

nn
z-

Sp
ck

tr
cn

 (g
nt

ct
l d

cc
on

pl
in

g)
. 

_-
.-

 ..
__

 _.
-_

-_
._

 
-_

..-
-.

...
- 

__
__

 
-_

__
_-

_-
-.

__
__

-“
__

_.
__

__
__

__
l_

_-
__

-_
.-

_ 
__

.-
__

-.
.._

_-
.I

_-
..-

__
_I

 
N

.N
llr

o.
ro

tr
m

br
o.

 
O

-C
=

0 
N

(N
O

)C
it 

N
( N

O
) C

l, 
N

( N
O

) C
X

, 
sN

lrr
en

rc
tlr

yl
cs

re
r 

co
o(

p,
 

- 
So

lrs
ll~

c 

..-
_-

_ 
_.

._
- 

B-
m

 
---

--.
 

---
-- 

-- 
--.

_.
---

- 
N

.N
O

&
rk

os
in

. 
m

ct
hy

lc
st

cr
 

N
~N

O
aA

+
dl

n.
 

m
ct

hy
lc

st
cr

 

16
&

41
(E

) 
16

&
l S

(Z
) 

17
0,

22
(E

) 
16

8,
34

(Z
) 

S4
,3

L
((

E
)t

 5~
98

.3
11

2 
39

.6
4(

Z
)q

J=
89

.9
H

z 
52

,6
0(

E
)q

Ju
 

93
 3

H
z 

46
,3

7(
Z

)t
 J=

93
,3

H
z 

32
,3

1(
8)

qJ
=

83
.3

1-
11

. 5
2,

43
(Z

)q
 

’ 

c.
2 

c.
5 

G
l.l

l(
~)

rl
J-

15
1,

G
H

z 
49

.1
3(

%
)1

 J=
14

3,
71

lz
 

57
A

tl(
Z

)d
 J-
I4

9.
G

H
z 

44
,8

0(
E

)1
 J=

l4
7.

71
12

 
~‘

JN
~h

J=
,4

7,
71

z 
27

.9
4@

 
J-

 
13

5,
9H

z c
-3

 
51

,3
9(

Z
)q

 
Z

G
,f

lS
(Z

)t
 J=

 1
37

,g
H

z 
22

,3
2(

Z
)t

 J
=

13
7,

8H
z 

C
4 

20
,2

7(
E

)t
 J

=
 1

35
,9

H
z 

N
~N

O
~D

,tP
ilw

id
ln

- 16
9,

81
(E

) 
2*

rb
on

sU
ur

c~
 

16
7,

96
(Z

) 
m

ct
hy

lc
st

cr
 

c-
2 

C
.6

 
G

O
,l9

(E
)d

 J=
 1

40
.8

H
z 4

7.
55

(2
)1

 Ja
 1

40
,8

l_
iz

 
49

.0
3(

2)
6 J

=
13

9.
1H

z 
37

,O
O

(E
)t

 Jo
; 1

44
,6

M
z 

5’
.6

7(
lh

 
Jz

z 
I4

7,
7H

z 
26

,8
2(

E
)t

 J
= 

13
2.

5H
z C

-3
 

51
,5

8(
Z

)q
 

25
.4

0(
2)

1 
J=

 1
32

.5
H

z 
24

,3
6(

Z
)t

 5
.3

 1
29

.9
H

z C
d

 
- 

_ 
. _

 _ 
_ _

 _ 
22

,9
4(

f?
)t

 J
-1

3
0
,9

M
z 

20
.1

5 
t,t

 J
-1

29
.9

H
zC

4 
p 

e.
.-

- 
- 

--
 

g 



Ein fl-st%uiiges H-3 Proton erscheint beim N-NO-L-Prolinmethyk%er bei 
I.!%. ppm und beim N-NO-D,L-Piperr~n~~methyle bei 1.94 und 
I.82 ppm im kiisungsgleichgewicht der E-Z-Isomeren afs Muitiplett bei tieferem 
Fad, a&s die ebr&n /?- und y&indigen Ringprotonen, 

Das Vermituis von E- und Z-Isomeren der N-Nitrosoaminos%me.methy1ester 
in I&sung wurde aus dem Verhabnis der Resonauzintegrale zur NNO-Gruppe 
a-st&diger Protonen bestimmt (TabelIe III). 

Die Methylesterresonanzen der N-Nitrosoaminos&uemethylester treten als 
zwei Sing&et& auf. Dies wird auf eine anisotrope Wechseiwirkung der Estermethyi- 
gruppe mit der NNO-Gruppe im LiisungsgIeichgewicht der E- und Z-Isomeren zuriick- 
gefiiii In der Z-Form fiiii die Ausbildung einer cyclischen Anordnung (Fig. 3) zu 
einer Hochfeldverschiebung der Methylresonanz, in der E-Form entsprechend zu 
einer Tiefgeldverschiebung. Der Nachweis wird am Beispiel des N-NO-Sarkosin- 
methylesters durch Darstellung des Trideuteromethylesters erbracht. Hier treten im 
Protonenresonanzspektrum die beiden Singuletts der Estermethylgruppe bei 6:3.76 
ppm [Ej und 3.67 ppm [Zj nicht mehr auf. 

‘3C-NMR Spektren von Nitrosaminen sind untersucht7z-7z. Wie bier, treten 
such in den 13C-NMR-Sp&tren der N-Nitrosoaminos&uremethylester (Tahelie IV) 
Signalverdoppl~gen dureh Einstellung van I&ungsgleichgewichten E-Z-Isomerer 
auf Dies gilt fur zur NNO-Gruppe (I- und &t&dige, jedoch nicht fiir y-st5ndige 
C-Resonanzen (N-NO-D,L-Pip&din-2_carbons%xemethylester). 

Die d 8 werte (ppm) van ‘H- und UC-Resonanzen E-Z-isomerer N-Nitroso- 
aminos&uemethyhzter sind in Tab&e V und VI zusammenge~tellt. Die d &Werte 
sind in den x3C-NMR-Spektren (0.~1 I. 16 ppm) um den Faktor i0 grGsscr als in den 
‘H-NMR-Spektrer~ (0.02~1.01 ppm). Die d GWerte fatlen t%r h&de Kerne mit 
zunehmendem Abstand von der anisotropcn NNG-Gruppc in der Reihenfolgc Q 
(CH,CHa > /? (CH& > ~(CH;). In den T-Spektren werden Signaiverdopplungen 
der ~zrmethyI-KohIen~o~~~n~n (Methyl- und Carboxyl) von E-Z-Isomeren 
beobachtet. 

Die N-Nitrosoaminos&iren (N-NO-Sarkosin, N-NO-r.-Prolin, N-NO4OH- 
L-Rolin und N-NO-D,L-Piperidin-2-carbons&re) werden mit Methanol-H+ oder 

TAJ35LE v 

&I-WERTE lppml VON ‘EI-NMR-RESONANZEN E-Z-ISOMERER N-NlTROSOAIbfMO- 
SAUREMEXHYLESTER 

N-N&-de a-CH a-G!& a-CH3 ,%CH= -/-en, SCH, 
?WhJ4X?Stet N(NU) CH N(N0) CH, N/NO) CR, OC-OCH, 

s-No-EM&me&y lmer 0.69 0.80 0.07 
(CDCM 
N-NO-L-Prolinmethyher O.SS(H-2) 0_37(H-5) 0_22(H-3) 0.07 

dxr 
&NC~D,L-Piperidin-2- 0_43&2) 0.37ef-a 0_12(H-3) * 0.02 
CZb05SZWZXICthyi!CX%X l.WH&) 
(Wd 
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Tiu3ELIE VI 

4&-l?JERTE @pm] VON wRESONAN2IEN E-ZWMEREX N-NlTFROS0AMIN63!S~- 

N-Awe a-CE a-CI& a-C& B-CE.. &O-C=0 l flI& tf-Ci& 
sti~er N(N0) CET N(NOI Ca, N(N0) Cl% OC-OC& 

N-NO-Sark& 8.01 7.33 0.17 
d_ 
<CM&l 
N-NO+A?rok- 393(C-2) 4.33<C-5j 

Diazomethan in prQxuat.ivem und analytischem Massstab zu den entsprechenden 
Metiyiestern umgesetzt. N-NO-+OH-L-ProIinmethykster wird durch Urnsetzung 
mit N-Methyl-N-trimet_hyIsiIyI-trifluoracetamid quantitativ in den N-NO443-tri- 
methyldlyt-G?rolinmethyIester iiberfEhrt. 

Die N-NitrosoamlnoSuremethyLzster werden durch physikalische (Kp, Fp, 
&-Werte) und spektroskopische Daten (I&&rot, Massenspektrometrie, ‘H-mag- 
net&he Ke rnresonanz (NMR), 13C-NMR) charakterisiert, D-as Fragmentienmgsver- 
hahen von N-NOSarkosinmethyIester, N-NO-L-Rolinmethyleter und N-NO-D,L- 
Pip&din-2-carbsr&hu-emethy~ester bei Elektronenstoss in Massenspektrometer wird 
tit hochaufi%enden Messungen von Fragmentionen, Messungen metastabiler 
Ionen, DADI- und Defokussierungs-Tech untersucht. 

Das VerhHItnis von E- und Z-Isomeren der N-NitrosoamioosZureruethyIester 
in L6sung wird lH-NMR-spektroskopisch bestimmt Die Resonanzen der Ester- 
Methylprotonen erscheinen a.Is zwei SinguIetts. Dies wird durch Wechselwirkung der 
N-X0-Grugpe mit den MethyIester-Rotonen in einer cyclischen Anordmmg im 
Gleichgeticht der E- und Z-Isomeren erkErt und durch das ‘H-NMR-Spek&um des 
N-NO-Sarkosin-trideuteromethyiesters be&t@ 

Die N-NitrosoaminoGluren werden durch Umsetzung tit Divomethan quan- 
titativ in die entsprechenden Methylester iiberfiXiihrt_ Diese fliichtigen Derivate der 
N-Nitrosoaminoduren, eins&liesslich des N-N~OThlS-ProlinmetI~~~ k6n- 
nen gaschromatographisch an OV-17 aIs station&x Phase ge&eMt werden, 

Diese Derivatisierungsmethode ermiiglicht die Trenmmg und quantitative 
BestiGnmung von N-Nitrosoaminotiur mit Gaschromatographie sowie ihre ein- 
deutige IdentifGerung mit Gaschromatogzaphie-MassenspAtrometrie bis in den 
Nanograms-Bcreich. 
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