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SUMMARY

Analysis of N-nitroso compounds. V. Trace analysis of N-nitrosoamino acids: Gas
chromatography and spectroscopy of N-nitrosoamino acid methyl esters

N-Nitroscamino acids (N-NO-sarcosine, N-NO-L-proline, N-NO4-OH-1-
proline and N-NO-p,L-piperidine-2-carboxylic acid) were reacted with methanol-H*
or diazomethane to the corresponding methyl esters in preparative and analytical
scale. N-NO-4-OH-L-proline methyl ester was reacted with N-methyl-N-trimethyl-
silyl-trifluoroacetamide to give N-NO-4-O-trimethylsilyl-L-proline methyl ester in
quantitative yield.

The N-nitrosoamino acid methyl esters were characterized by physical (b.p.,
m.p., Rp values) and spectral data (inirared, mass spectrometry, H nuclear
magnetic resonance (NMR), *C NMR). The fragmentations of N-NO-sarcosine
methyl ester, N-NO-L-proiine methyl ester and N-NO-D,L-piperidine-2-carboxylic
acid methyl ester induced by clectron impact in the mass spectrometer, were studied
by high-resolution measurements, metastabile ions, DADI-technique and defocusing
method.

The ratios of E- and Z-isomers of N-nitrosoamino acid methyl esters in solu-
tion are determined by H NMR spectroscopy. The resonances of the methyl ester
protons appear as two singlets. This is explained by interaction of the N-NO-groups
with the methyl ester protons via cyclic arrangements in equilibria of E- and Z-
isomers apd confirmed by the *H NMR spectrum of N-NOQO-sarcosine-trideutero-
methyl ester.

The N-nitrosoamino acids are quantitatively converted to the corresponding
N-nitrosoamiac acid methyl esters by reacting with diazomethane. These derivatives
of N-nitroso-amino acids (including N-NO-4-O-trimethylsilyl-L-proline methyl ester)
can be separated by gas-liquid chromatography on OV-17 as stationary phase.

This derivatization procedure allows separation and quantitative determina-
tion of N-nitrosoamino acids by gas-liquid chromatography and confirmation by gas—-
liquid chromatographic-mass spectrometric analysis in nanogram amounts.
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EINLEITUNG

Methodisch wurde auf dem Gebiet der Spurenanaiytik sogenannter “fiichtiger
N-Nitroso-Verbindungen”, speziell der Nitrosamine, im Verlauf der letzten Jahre
intensiv gearbeitet. Extraktions-, Aufreinigungs-, Trenn- und Nachweisverfahren
wurden in zunehmendem Mass verfeinert, so dass heuic zuverlassige qualitative und
quantitative Aussagen iiber das Vorkommen dieser kanzerogenen Verbindungen in
Umweltmedien bis in den ppb-Bereich méglich sind'~'2. Einen wichtigen Beitrag
liefarten hier Ringanalysen, die von der International Agency for Research on Cancer
(IARC), Lyon, initiiert und organisiert werden.

Erfolge bei der Entwicklung zuverldssiger mikroapalytischer Methoden fur
den zweifelsfiecien Nachweis sogenannter “schwerfliichtiger N-Nitroso-Verbin-
dungen™, z.B. von Nitrosamiden**—!%, schwerfiiichtigen Nitrosaminen's und N-Nitro-
soaminosauren'’~>* aus Umweltmedien zeichnen sich ab®.

Von den N-Nitrosoaminosauren erwiesen sich N-NO-Prolin, N-NO-4-OH-
Prolin und N-NO-Piperidin-2-carbonsiure im Tierexperiment als nicht kanzer-
ogen?*+ 2%, N-NO-Sarkosin erzeugte jedoch bei Ratten Oesphagus-Tumore?™23,

N-Nitrosoaminosiuren werden in saurem Medium aus den Aminos3uren
Sarkosin, Prolin, 4-OH-Prolin und Piperidin-2-carbons3ure in Gegenwart von Nitrit
gebildet. Thre Bildungskinetik wurde eingehend untersucht-%,

Ihr Vorkommen in gepdkelten, also nitrithaltigen Fleischprodukten wurde
erst in jiingster Zeit nachgewiesen. In nicht erhitztem, gepokeltem Bacon wurden im
ppb-Bereich N-NO-Sarkosin' und N-NO-Prolin'®-*'-** nachgewiesen.

Eine mogliche Gefahrdung fir den Verbraucher von gepokelten Fleischpro-
dukten ist weniger in ihrem Gehalt an N-Nitrosoaminosauren zu sehen als in der Tat-
sache, dass diese beim Erhitzen, also beim Kochen oder Braten, zu kanzerogenen
Nitrosaminen®? decarboxyliert werden. N-NQO-Sarkosin decarboxyliert zu Dimethyl-
pitrosamin, N-NO-Prolin zu N-NO-Pyrrolidin, N-NO-4-OH-Prolin zu N-NO-3-
OH-Pyrroiidin und N-NO-Piperidin-2-carbonsdure zu N-NO-Piperidin.

Besonders im Hinblick auf diese Problematik (Bildung von Dimethylnitrosa-
min, N-NO-Pyrrolidin und N-NO-3-OH-Pyrrolidin beim Erhitzen von gepdkelten
Fleischprodukten) wurde in den letzten Jahren intensiv mit Modellversuchen®*
und mit gepdkeltem Bacon3?-3°—** gearbeitet. In erhitztem, aber in der Regel nicht im
rohen, gepdkelten Bacon wurden Dimethylnitrosamin, N-NO-Pyrrolidin**—>* und
N-NO-3-OH-Pyrrolidin®—5 im ppb-Bereich nachgewiesen.

Neben den N-Nitrosoaminosiuren werden fur die Bildung von Nitrosaminen
in gepokelten Fleischprodukten weitere Vorstufen diskutiert.

(1) Dimethylnitrosamin: Dimethylamin (aus Kreatin, bzw. Sarkosin), Tri-
methylamin, quartaire Ammoniumsalze, Lecithin.

(2) N-NO-Pyrrolidin: Pyrrolidin (aus Prolin), Ornithin, Putrescin, Spermidin
und Kollagen.

(3) N-NO-3-OH-Pyrrolidin: 3-OH-Pyrrolidin (aus 4-OH-Prolin).

(4) N-NO-Piperidin : Piperidin (aus Piperidin-2-carbonsiure), Lysin, Cadaverin.

Fiir die Bildung von Dimethylnitrosamin und N-NO-Pyrrolidin beim Erhitzen
von gepdkeltem Bacon werden zwei Bildungswege diskutiert: (1) Thermische Decar-
boxylierung der Aminosiuren Sarkosin bzw. Prolin zu Dimethylamin bzw. Pyiro-
lidin. Arschliessende Reaktion mit Restnitrit zu den Nitrosaminen. (2} Zuerst Nitro-
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sterung von Sarkosin bzw. Prolin zu N-NO-Sarkosin bzw. N-NO-Prolin und daan
thermische Decarboxylierung zu Dimethylnitrosamin bzw. N-NO-Pyrrolidin.

Der bevorzugte Bildungsweg wird kontrovers diskutiert. Er diirfte stark von
den jeweiligen Temperaturen beim Bratprozess abhingen.

Wegen dieser Problematik war die Entwicklung zuverlassiger Analysenmetho-
den fir den Nachweis und die quantitative Bestimmung von N-Nitrosoaminosiuren
und das schwerfliichtige N-NO-3-OH-Pyrrolidin, speziell in Fleischprodukten, im
ppb-Bereich erforderlich. Die Isolierung dieser schwerfliichtigen Verbindungen aus
der Fleisch-Matrix und die Abtrennung von niedermolekularen Begleitstoffen erfolgt
durch fliissig-fliissig Extraktion und Ionenaustauschchromatographie'®. Die End-
bestimmung (Trennung, Identifizierung und quantitative Bestimmung) erfolgt in der
Regel durch gaschromatographische (GC) und GC-massenspektrometrische (MS)
Analyse geeigneter fliichtiger Derivate.

Sen et al>® bestimmten so N-NO-3-OH-Pyrrolidin. Eisenbrand et 2l.'® ent-
wickelten eine GC-MS-Analysenmethode fiir N-Nitrosoaminosiuren, indem sie
diese mit MSTFA in die entsprechenden Trimethylsilylderivate iiberfiihrten. Kawaba-
ta*? setzte die N-Nitrosoaminosauren mit Diazomethan zu den Methylestern um, die
gaschromatographisch getrennt und quantitativ bestimmt werden kdnnen. Kushnir
et al 3! derivatisierten N-NO-Prolin mit Methanol-H*, Dhont und Van Ingen'® auch
die dbrigen N-Nitrosoaminosiuren zu den entsprechenden Methylestern, die mit
einem GC-MS-System analysiert wurden.

Als Trenn- und Nachweisverfahren fiir freie N-Nitrosoaminosauren wird die
Hochdruckfiissigkeitschromatographie in Verbindung mit einem Thermal energy
analyzer (TEA-Detektor)?® oder einem photohydrolytischen Detektor?! beschrieben.

Im Rahmen dieser Arbeit werden N-Nitrosoaminosiuren mit Methanol-H+
oder mit Diazomethan im pr3parativen und analytischen Masstab in die Methylester
Gberfihrt. Yhre physikalischen (Kp, Fp, R-Werte) und spektroskcpischen Daten
[Infrarot (IR), MS, 'H-magnetische Kernresonanz (NMR), *C-NMR] werden ermit-
telt. N-NO-4-OH-Prolin-methylester wird mit MSTFA in den N-NO-4-OTMS-
Prolinmethylester tiberfuhrt. Fiir die gaschromatographische Trennung werden ge-
eignetete Trennphasen ermittelt.

Die Massenspektren der N-Nitrosoaminosiuremethylester und ihr Fragmen-
tierungsverhalten werden untersucht; 'H-NMR und *C-NMR-Spekiren werden
diskutiert.

MATERIALIEN UND METHODEN

Alle verwendeten Substanzen und Lésungsmittel waren von p.a. Qualitiit.

N-Nitrosoaminosauren: N-NO-Sarkosin, N-NO-L-Prolin, N-NO-4-OH-r-
Prolin und N-NO-p,L-Piperidin-2-carbonsiure wurden nach der Vorschrift von
Lijinski ez al>* hergestellt.

N-Nitrosoaminosduremethylester

Die Veresterungsreaktionen wurden diinnschichtchromatographisch verfolgt.
EC-Alufolie Kieselgel GF,s¢ (Merck, Darmstadt, B.R.D.). Laufmittel: Dichlor-
methan p.a. (Merck). Es ergaben sich folgende R-Werte: N-NO-Sarkosinmethylester,
0.35; N-NO-L-Prolinmethylester, 0.30; N-NO-4-OH-L-Prolinmethylester, 0.08; N-
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NO-p,L-Piperidin-2-carbonsiuremethylester, 0.41. Die N-Nitrosoaminosiuren ver-
bleiten am Start. Die Verbindungen erscheinen im UV-Licht (254 am) als violette
Flecken und kdmnem nmach photolytischer Abspaltung der NO-Gruppe und An-
sprithen mit Griess-Reagenz*® und Erwirmen auf 110 °C als violett-rosa Azofarb-
stoffe sichtbar gemacht werden.

{a) Veresterung mit Diazomethan. Diazomethan-Losung: Nitrosomethylharn-
stoff wird in Ather geldst und bei —35 °C mit kalter 40 % Natronlauge unterschichtet.
Nach 10 Min wird dic dtherische Diazomethanlésung abdekantiert und iber festem
Kaliumhydroxid getrocknet.

N-NO-4-OH-1-Prolin wird in Methanol-Wasser (10:1, v/v), die iibrigen
N-Nitrosoaminosiuren in Ather gelost. Zu den Lésungen wird unter Rihren bei
Raumtemperatur ein Uberschuss an Diazomethanldsung zugesetzt, bis eine Gelb-
farbung bestehen bleibt und keine Stickstoffentwicklung mehr zu beobachten ist. Die
Methylester haben sich in quantitativer Ausbeute gebildet. Nach Abzichea des
I osungsmittels bleiben die N-Nitroscaminosduremethylester als gelbe, 6lige Fliissig-
keiten mit Aldehyd-bzw. Pyrazin dhnlichem Geruch zuriick.

(b) Veresterung mit Methanol-H*. Je 100 mg der N-Nitrosoaminosiuren wer-
den in 3 ml abs. Methanol gelost und 1 Tropfen conc. H,SQ, zugesetzt. Bei Raum-
tempearatur hat sich das Veresterungsgleichgewicht nach 20 Stunden eingestellt. Die
Ausbeute an N-Nitrosoaminosiuremethylestern betrdgt etwa 90%. Bei Erwiarmen
der Reaktionslosungen auf 40 °C haben sich diese Veresterungsgleichgewichte bereits
nach 1 Stunde eingestellt. Zur Aufarbeitung wurde vom Losungsmittel abrotiert und
die Riickstainde mit wissriger NaHCO;-Losung neutralisiert. Die Methylester werden
mit Ather extrahiert, iiber Na,SO, getrocknet und nach Abzichen des Losungsmittels
an der Olpumpe destilliert. Es wurden folgende Siedepunkte (°C/Torr) gemessen:
N-NO-Sarkosinmethylester, 107/6; N-NO-L-Prolinmethylester, 138/3; N-NO-<4-OH-
L-Prolinmethylester, 190/3; N-NO-b,1L-Piperidin-2-carbonsduremethylester, 127/3.

N-NO-Sarkosintrideuteromethylester. Fir *H-NMR spektroskopische Unter-
suchungen wurden 10 mg N-NO-Sarkosin mit CD;OD-H* nach Methode (b) zum
Trideuteromethylester umgesetzt.

N-NO-4-OTMS-L-Prolinmethylester. N-NO-4-OH-L-Prolinmethylester  ist
wegen seiner Schwerfiliichtigkeit fiir eine gaschromatographische Trennung nicht
geeignet. Er wird mit N-Methyl-N-trimethylsilyltriffuoracetamid (MSTFA) (Mache-
rey, Nagel & Co., Diires, B.R.D.) zum N-NO-4-OTMS-L-Prolinmethylester um-
geseizt.

N-NO-4-OH-Prolinmethylester wird in einem Schraubdeckelglischen mit
MSTFA im Uberschuss versetzt. Nach 30 Min Stehen bei Raumtemperatur zeigt das
Dunnschichtchromatogramm mit Dichlormethan als Laufmittel guantitative Um-
setzung zum N-NO-4-OTMS-1L-Prolinmethylester (Ry = 0.9). Nach Abzichen des
uberschiissigen Reagenzes verbleiben farblose, hygroskopische Kristalle der Tri-
methylsilylverbindung (Fp = 45-50 °C).

Gaschromatographie

Gaschromatograph Modeli Fractovap 2101 (Carlo Erba) mit Flammenionisa-
tionsdetektor. 2-m Glassdulen (I.D.:2 mm) gepackt mit (a) Carbowax 20M, 5% auf
Gas-Chrom Q (100-120 mesh; Applied Science Labs.). (b) OV-17, 3% auf Gas-Chrom
Q (100-120 mesh; Applied Science Labs.). N,-Stromung: 30 ml/min (100 °C).
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Gesamtretentionszeiten der N-Nitrosoaminosauremethylester sind in Tabelle I zu-
sammengestellt. Die Nachweisgrenze des FID ist fiir N-NO-Sarkosinmethylester bei

etwa 4 ng Ester/1 zl Dichlormethan.

TABELLE |
GESAMTRETENTIONSZEITEN DER N-NITROSOAMINOSAUREMETHYLESTER
Ester I ( min, )

Carbowax 20 M (140 °C) OV-17 (150 °C)
N-NO-Sarkosinmethylester 5.02 1.20
N-NO-L-Prolinmethylester 22.50 4.90
N-NO-4-OH-L-Prolinmethylester — —
N-NO-4-OTMS-L-Prolinmethylester - 11.00
N-NO-p,L-Piperidin-2-carbonsduremethylester 16.03 5.53

Derivatisierung im Mikromassstab

Die Umsetzung der N-Nitrosoaminosauren mit Diazomethanlésung zu den
Methylestern verlauft schrell und quantitativ. Sie wird daher als Mikro-Derivati-
sierungs-Technik gewahlt.

In cinem 1-ml Glaskolben mit Schliffstopfen werden 50 ul einer methanolischen
Eichlésung, die je 1 g#g N-Nitrosoaminosidure/l yl enthilt, mit einem Uberschuss
atherischer DiazomethanlGsung versetzt. Nach 20 Min Stehen bei Raumtemperatur
wird das Losungsmittel am Rotationsverdamfper abgezogen und 500 ¢l MSTFA
zugesatzt. Nach zwei Stunden wird das iiberschiissige Reagenz abgezogen und der
Riickstand in 50 gl p.a. Dichlormethan geldst. Diinnschichtchromatographische-
und gaschromatographische Untersuchungen ergaben quantitative Umsetzungen zu
den gewiinschten Derivaten. Die N-NO-Gruppen werden durch MSTEFA nicht
angegrifien.

Massenspektrometrie

80-eV Massenspekiren der N-Nitrosoaminosiuremethylester (Fig. 1) wurden
mit einem GC-MS-Kombinationsgerit Modell MAT 111 (Varian MAT) aufge-
nommen. 2-m Glassdule (I.D.: 1.7 mm), gepackt mit OV-17, 3% auf Gas-Chrom Q
(100-120 mesh). He-Stromung: 15 ml/min (25 °C). T: 120 °C (isotherm).

Von 15 ng N-NO-Sarkesinmethylester in der Ioneaquelle konnte ein ein-
wandfreies Massenspektrum erhalien werden. Dies ist etwa die untere Nachweis-
grenze fur dieses Gerit.

Hochaufidsende Messungen von Fragmentionen wurden an cinem doppelt-
fokussierenden Massenspektrometer MAT 311 A (Varian MAT) bei einem Aufis-
sungsvermdgen von 20,000 durchgefithrt (Tabelle II, Fig. 2). Die Messung meta-
stabiler Ionen (Tabelle II) erfolgte an einem Massenspektrometer Modell CH 7
(Varian MAT). Die Messungen mit DADI- und Defokussierungstechnik erfolgten
ebenfalls am MAT 311 A Masseaspektrometer (Fig. 2).

Infrarotspektren
Die Spektren wurden von Substanzfilmen zwischen NaCl-Platten an cinem

IR-Spektrometer Modell 297 (Perkin-Elmer) aufgenommen. Charakteristische Ab-
sorptionen treten bei 1750 cm ™! (Ester-Carbonyl) und 1420-1450 cm—* (N-NO) auf.
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Fig. 1. 80-eV Massenspektren der N-Nitrosoaminosauremethylester.

TABELLE II
MS-DATEN VON N-NITROSOAMINOSAUREMETHYLESTERN
N-Nitrosoaminoséuremethylester mje Beob. Ber. Fragment
N-NO-Sarkosinmethylester 73 73.040404 73.040185 C,H;N,O
- 101 101.0345536 101.035099 C;HsN,0,
102 102.055488 102.055499 CHNO,
Merastabile Ionen m (beob.) my m; m(ber.)

79.0 132 102 78.8
715 132 101 77.3

N-NO-L-Prolinmethylester 69 69.057656 69.0578 - CHIN
99 99.056545 99,0558 C:H,;N,;O
128 128.06947 128.0711 CsH; ;o NO,
Metastabile Ionen m{beob.}) my my m(ber.)
104 158 128 103.7
37.5 128 69 37.2
48 99 69 48.09
N-NO-p,L-Piperidin-2-carbon- 113 113.0694473 113.071484 CsH,;N,O
sauremethylester 142 142.0883594 142.086798 C;H;NO:
Metastabile Ioner m (beob.) my m; m(ber.)
117.5 172 142 117.2 -
61.0 113 83 60.96
36.5 83 55 36.5
LH-NMR-Spektren

Die 270 MHz-Protonenresonanzspektren der N-Nitrosoaminosiuremethyl-
ester wurden in CDCl; bzw. CcD; und Tetramethylsilan als innerem Standard an
einem Spektrometer Modell WH 270 (Bruker) aufgenommen. Chemische Verschie-
bungen é [ppm], Kopplungskonstanten J [Hz} und die Anteile an E- und Z-Isomeren
in Losung sind in Tabelle I zusammengestellt. Die Zuordnung erfolgte durch Dop-
pelresonanzversuche.
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BC.NMR-Spektren

Die 67.91-MHz “C-NMR-Spektren der N-Nitrosoaminosiuremethylester

wurden in CDCl; und Teiramethylsilan als innerem Standard 2o einem Spektrometer
WH 270 (Bruker) aufgenommen.
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Fig. 2. Zerfall der N-Nitrosoaminosiuremethylester im Massenspektrometer.

Die chemischen Verschicbungen 8 [ppm] der C-Resopanzen (Breitband-
entkopplung) sind in Tabelle IV zusammengestellt. Die Zuordnung uad Ermittlung
der PC-'H-Kopplungskonstanten J [Hz] erfolgte mit Off-Resonanz-Spektren (gated
decoupling.)

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die schwerfltichtigen N-Nitrosoaminosauren N-NO-Sarkosin, N-NO-£-Prolin,
N-NO-4-OH-1-Prolin und N-NO-p,L-Piperidin-2-carbonsiure lassen sich durch Um-
setzung mit Methanol-H* oder Diazomethan in die Methylester tiberfithren. Die
Veresterung mit Diazomethan verlduft im priparativen und amalytischen Massstab
quantitativ. Die Umsetzung von N-NO-4-OH-1-Prolinmethylester mit MSTFA fiihrt
in quantitativer Ausbeute zum fliichtigen N-NO-4-OTMS-1L-Prolinmethylester. Die
iibrigen N-Nitroscaminosauremethylester werden durch MSTFA nicht angegriffen.

Die N-Nitrosocaminosiuremethylester sind stabile, destillierbare Verbindungen
(Kp, s.S. 384), die sich dinnschichtchromatographisch an Kieselgelfclien (R-Werte,
8.5. 383) oder gaschromatographisch trennen lassen (fg, Tabelle I).

Tabelle I gibt eine Zusammenstellung von gemessenen Gesamtretentions-
zeiten an Carbowax 20M (140 °C) und OV-17 (150 °C). An der OV-17-Trennphase
wird ein Gemisch aller Ester unter isothermen Bedingungen getrennt. Alle Peaks
sind symmetrisch und zeigen keine Bandenschweifung. N-NO-4-OH-L-Prolinmethyl-
ester wird als 4OTMS-Derivat chromatographiert.

Nach Derivatisierung mit Diazomethan und MSTFA lassen sich die N-Nitro-
soaminosduren als Methylester auch im Mikro- bis Nanogrammbereich gaschromato-
graphisch trennen und quantitativ bestimmen. Die Nachweisgrenze fiir den FID
‘betrigt etwa 4 ng Methylester/l gl Lssung. Mit der GC-MS-Analyse ist cine ein-
deutige Identifizierung der Ester bis zu etwa 15 ng in der Jonenquelle moglich.
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TABELLE IIi
270-MHZz-'H-NMR-SPEKTROSKOPISCHE DATEN DER N-NITROSOAMINOSAUREMETHYLESTER

Innerer Standard Tetramethykilan. Chemische Verschiebungen & [ppm]. Kopplungskonstanten J (Hz). Bestim-
mung des EfZ-Isomerenverhiltnisses avs den Integralverhiltnissen.

N-Nitrosoaminosiure- ZIE (%) N{NO)CH N(NO)CH,
methylecter
N-NO-Sarkosinmethylester 55/45 49X E)}s
(CDCty) 42U(Z)s
N-NO-L-Prolinmethylester §9/31 47/(Em J,3 = 7Hz }H_2 3.64Zm }H—S 5
(CsDé 42X Zm [y = THz 3.2(E)m Y
N-NO-p,L-Piperidin-2- 57/43 s5.68(Z)dd J.5 = 48Hz 481(Emm Js ¢ = 13.6Hz
carbonsiuremethylester Jr3r = 2,4Hz H-2 Jsrs = SOHz
(CDs S23(EX,d Js =48Hzf Jss = 24Hz H6.—6
J. 3 = 24Hz 444(Z2¥mm J o = 13.6Hz -
Jes = 5.0Hz
Js & = 2.4HZ

Die 80 eV-Massenspektren der N-Nitrosoaminosiuremethylester sind in
Fig. 1, Ergebnisse von hochaufidsenden Messungen von Fragmentionen und meta-
stabiled Tonen in Tabellen 2 zusammengefasst. Fig. 2 zeigt die Fragmentierungs-
schemata der N-Nitrosoaminosiuremethylester, die auf diesen sowie auf Messungen
mit DAPDI- und Defokussierungstechnik beruhen. In allen Massenspektren (Fig. 1)
treten Molekiilionen mit relativen Intensititen von 1-179 auf. Charakteristische
Fragmentionen im unteren Massenbereich sind NO* (m/e 30) und COOCH;*
(m/e 39). Bei den cyclischen N-Nitroscaminosauremethylestern werden zwei Haupt-
Fragmentierungswege beobachtet. (Fig. 2): (1) Abspaltung von NO-Radikalen ans
den Molekiilionen mit anschliessender Abspaltung von COOCH,-Gruppen. (2) Ab-
spaltung von COOCH;-Radikalen aus den Molekiilionen und anschliessende Ab-
spaltung von NO-Radikalen.

N-NO-Sarkosinmethylester spaliet aus den Molekalionen OCH;- und NO-
Radikale ab. Die entstandenen Yonen zerfallen in der ermittelten Weise weiter.

Massenspektrometrischke Untersuchungen an Nitrosaminen wurden w.a. von
Collin®t, Schroll et 2l.%%, Réper® und Saxby%, an N-Nitroscaminosiuren von
Lijinski er al3* durchgefuhrt.

Die Protonenrescpanzspekitren der N-Nitrosoaminosiuremethylester (Tabelle
II) entsprechen denen der N-Nitrosoaminosiuren®. Sie zeigen wie die von Nitroso-
aminen®-7° wegen eines hohen Doppelbindungsanteils der N-N-Bindung in der
MNNO-Gruppe Losungsgleichgewichte von E- und Z-Isomeren. Diese fiihren zu
einem Aufireten von Resonanzen zur NNG-Gruppe a- und $-stindiger Protonen
bei unterschiedlichen §-Werten (Fig. 3).

Liegen die e-stindigen Protonen nicht in der Ebene, die durch die Gruppierung
NNO avfgespannt wird, und somit im Anisotropickegel der NNO-Gruppe, ergibt
sich bei syn-Stellung zur N=0-Gruppe eine diamagnetische Hochfeldverschiebung,
entsprechend bei anti-Stellung eine paramagnetischer Tieffeldverschiebung. Im Gleich-
gewicht der E-Z-Isomeren fuhrt dies beim N-NO-Sarkosinmethylester und N-NO-1-
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N{NOJCH; C-OCH, Sanstige

o
3.842)  3.74E)
3.0HE)s 3.67(Z)
324E)»s 1L.54mmH-3
3.17(2 (1H)
1.32m H-3’, H4, H-4
GH)
3.5(Z2)¥d,d,d Js - = 13.8Hz 3.1Els L%Y(Em 1.33-0.77m(5H)
Js o« = 44Hz 3.13(Z)s H-3"H-4,H-4",
Js s = 132H=z H6.—6 H-3 H-5, H-5*
24 E)d,dd Js & = 13.8Hz = 1.82(Z)m
Js L= 440z
I g = 132Hz

Prolinmethylester zu entsprechenden Signalverdopplungen - und J-stindiger

Protonen.

Im Falle des N-NO-Piperidin-2-carbonsauremethylesters liegt eine starre
Sesselkonformation vor, in der die Estermethylgruppe an C-2 axial steht (Fig. 3).
Es wird keine Diaxialkopplung J, ; beobachtet. Ausserdem licgen die dquatorialen
Protonen an C-2 und C-6 in der Ebene der NNO-Gruppe. Dies fuhrt bei syn-Stellung
der NO-Gruppe zu einer Tieffeldverschiebung, bei anti-Stellung zum betrachteten

Proton zu einer Hochfeldverschiebung.

HC. @ CHZ ch . CHy
32 - ~ - ~
: P ge— i
N o N1 o
2uc” o7 ~cH
O Hy e~ 3
b4 E
> = > u’lo)s
(- —— ==
pt—
Qﬁc\& Gy HC 'c=d;
r4 E
PAN
e
LR NN
! b’e st E
L=C___CH, RC__¢=C
r
Z €

Fig. 3. E-Z-Isomere der N-Nitrosoaminosiuremethylester.
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Ein jA-standiges H-3 Proton erscheint beim IN-NO-L-Prolinmethylester bei
1.54 ppm und beim N-NO-p,t-Piperidin-2carbonsZuremethylester bei 1.94 und
1.82 ppm im Losungsgleichgewicht der FE-Z-Isomeren als Multiplett bei tieferem
Feld, als die ibrigen 8- und y-stindigen Ringprotonen.

Das Verhaltais vor £- und Z-Isomeren der N-Nitrosoaminosduremethylester
in Losurg wurde aus dem Verhiltnis der Resonanzintegrale zur NNO-Gruppe
e-standiger Protonen bestimmt (Tabelle ITI).

Die Methylesterresonanzen der N-Nitrosoaminosauremethylester treten als
zwei Singuletts auf. Dies wird auf eine anisotrope Wechselwirkung der Estermethyl-
gruppe mit der NNO-Gruppe im Lésungsgleichgewicht der E- und Z-Isomeren zuriick-
gefuihrt. In der Z-Form fiihrt die Ausbildung einer cyclischen Anordnung (Fig. 3) zu
einer Hochfeldverschiebung der Methylresonanz, in der E-Form entsprechend zu
einer Tieffeldverschiebung. 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 4:3.76
ppm [E] und 3.67 ppm [Z] nicht mehr auf.

BC-NMR Spektren von Nitrosaminen sind untersucht™-"2, Wie hier, treten
auch in den C-NMR-Spektren der N-Nitrosoaminosauremethylester (Tabelle TV)
Signalverdopplungen durch Einstellung von Losungsgleichgewichten E-Z-Isomerer
auf. Dies gilt fir zur NNO-Gruppe a- und g-standige, jedoch nicht fiir y-standige
C-Resonanzen (N-NO-D,L-Piperidin-2-carbonsduremethylester).

Die A § werte (ppm) von 'H- und 3C-Resonanzen E-Z-isomerer N-Nitroso-
aminosauremethylester sind in Tabelle V und VI zusammengestellt. Die 4 §-Werte
sind in den **C-NMR-Spektren (0.09-11.16 ppm) um den Faktor 10 grésser als in den
IH-NMR-Spektren (0.02-1.01 ppm). Die A4 §-Werte fallen fiir beide Kerne mit
zunchmendem Abstand von der anisotropen NNO-Gruppe in der Reihenfolge a
(CH,CH,) > 8 (CH,)} > y(CH,). In den **C-Spektren werden Signalverdopplungen
der Estermethyl-Kohlenstofiresonanzen (Methyl- und Carboxyl) von E-Z-Isomeren
beobachtet.

ZUSAMMENFASSUNG

Die N-Nitrosoaminosauren (N-NO-Sarkosin, N-NO-L-Prolin, N-NO-4-OH-
L-Prolin und N-NO-p,L-Piperidin-2-carbonsdure) werden mit Methanol-H* oder

TABELLEV

AS-WERTE [ppm] VON *H-NMR-RESONANZEN F-Z-ISOMERER N-NITROSOAMINO-
SAUREMETHYLESTER

N-Nitrosoaminosdure- a-CH a-CH, a-CH, B-CH, v-CH, 6-CH,

methylester N(NO)CH N(NO)CH. N(NO)CH, OC-OCH,

N-NO-Sarkosinmethylester 0.69 0.80 0.97

{CDCl,)

N-NO-L-Prolinmethylester 0.55(H-2) 0.37(H-5) 0.22(H-3) 0.067
D¢}

~N-NQ-p,L-Piperidin-2- 0.43(H-2) 0.37(H-6.) 0.12(KH-3) * 0.02

carbons3uremethylester 1.01(H-6,)

(CDo :

“ Nicht gemessen.
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TABELLE VI
ASWERTE [ppm} VON SC-RESONANZEN E-Z-ISOMERER N-NITROSOAMINOSAURE-
METHYLESTER

N-Nitrosoamino- a-CH a-CH a-CHy 8-CH; §-0-C=0 y-CH, &CH,
sauremethylester N(NO)CH N(NO)CH. N{NO)CH, OC-OCH,

N-NO-Sarkosin- 8.01 7.33 236 0.17
methylester

[(sile A

N-NQO-L-Prolin- 39HC-2) 433(C-3) 1.16(C-3) 1.88 042
methylester 2.05(C4)

(CDCly

N-NO-p,L- 11.1KC-2) 10.55¢(C-9) 1.42(C-3) 1.85 0.0XC-¢) 0.09
Piperidin-2-carbon- 1.44C-5)

sauremethylester

(CDCl)

Diazomethan in praparativem und analytischem Massstab zu den entsprechenden
Methylestern umgesetzt. N-NO-4-OH-L-Prolinmethylester wird durch Umsetzung
mit N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoracetamid quantitativ in dea N-NO-<4-O-tri-
methylsilyl-L-Prolinmethylester tiberfthrt.

Die N-Nitrosoaminosiuremethylester werden derch physikalische (Kp, Fp,
Re-Werte) und spektroskopische Daten (Infrarot, Massenspektrometrie, 'H-mag-
netische Kemresonanz (NMR), PC-NMR) charakterisiert. Das Fragmentierungsver-
halten von N-NO-Sarkosinmethylester, N-NO-L-Prolinmethylester und N-NO-b,L-
Piperidin-2<carbonsauremethylester bei Elektronenstoss im Massenspektrometer wird
mit hochaufiésender Messungen von Fragmentionen, Messungen metastabiler
Ionen, DADI- und Defokussierungs-Technik untersucht.

Das Verhiltnis von E- und Z-Isomeren der N-Nitrosoaminosauremethylester
in Ldsung wird 'H-NMR-spektroskopisch bestimmt. Die Resonanzen der Ester-
Methylprotonen erscheinen als zwei Singuletts. Dies wird durch Wechselwirkung der
N-NO-Gruppe mit den Methylester-Protonen in einer cyclischen Anordnung im
Gleichgewicht der £~ und Z-Isomeren erklirt und durch das *H-NMR-Spektrum des
N-NO-Sarkosin-trideuteromethylesters bestatigt.

Die N-Nitrosoaminosauren werden durch Umsetzung mit Diazomethan quan-
titativ in die entsprechenden Mcihylester iiberfiibri. Diese flichtigen Derivate der
N-Nitrosoaminosduren, einschliesslich des N-NO-4-OTMS-Prolinmethylesters, kén-
nen gaschromatographisch an OV-17 als stationarer Phase getrennt werden.

Diese Derivatisierungsmethode erméglicht die Trennung und quantitative
Bestimmung von N-Nitrosoaminosiuren mit Gaschromatographie sowie ihre ein-
deutige Identifizierung mit Gaschromatographie-Massenspektrometrie bis in den
Nanogramm-Bereich.
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