Hochauflosungs-Massenspektren
von Cephalosporin-C-Derivaten*. **
Von

W. Richter *** und K.Biemann

Aus dem Department of Chemistry, Massachusetts Institute of Technology,
Cambridge (Mass.), USA

Mit 1 Abbildung und 6 Schemata
( Eingegangen am 28. Oktober 1964)

Die Massenspektren von 7-Phenylacetamido- bzw. 7-Phenoxy-
acetamido-cephalosporansauremethylester (I und IT) wurden auf-
genommen und die durch ElektronenbeschuB} ausgeléste Fragmen-
tierung dieser Molekiile diskutiert. Genaue Massenbestimmung
der einzelnen Bruchstiicke erlaubte das Auffinden der jeweiligen
Elementarzusammensetzung, was die Interpretation der Spektren
trotz der Anwesenheit mehrerer Heteroatome auf eine gesicherte
Basis stellt.

The mass spectra of 7-phenylacetamido- and 7-phenoxy-
acetamido-cephalosporanoic acid methylester (I and II) have
been recorded: the fragmetation pattern of these molecules
caused by the electron impaet is discussed. Precise mass de-
termination of the individual fragment ions permitted the
elucidation of the respective molecular formulae, thus putting
the interpretation of the spectra onto a sound basis despite
the presence of several hetero atoms.

Im Zusammenhang mit einer {frither diskutierten massenspektro-
metrischen Studie von Penicillinderivaten! war eine &dhnliche Untersu-
chung N-acylierter 7-Aminocephalesporanséureester von Interesse, Ver-
bindungen, deren Ringstruktur -mit <dem B-Lactam—Thiazolidingeriist

* Herrn Professor Dr. H. Bretschneider zum 60. Geburtstag gewidmet.
** 24. Mitt. der Reihe ,,Anwendung der Massenspektrometrie auf Struktur-
probleme‘‘; 23. Mitt. siehe H. K. Schnoes und K. Biemann, J. Amer. Chem.
Soc., 86, 5693 (1964).
#*#% Derzeitige Anschrift: Department of Chemistry, University of Califor-
nia, Berkeley (Cal.), USA.

1 W. Richter und K. Biemann, Mh. Chem. 95, 766 (1964).
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der Penicilline strukturell und
biogenetisch eng verwandt ist.
Genaue  Massenbestimmung
aller in Betracht gezogenen
Fragmente war auch hierbei
zusétzlich zur Auswertung der
konventionellen Spektren er-
forderlich und wurde durch
Aufnahme und Vermessung
von Hochauflésungsmassen-
spektren durchgefithrt (Tab.
1)2. Als einfache Modellver-
bindungen des als Begleiter
von Penicillin-N auftretenden
Antibioticums  Cephalospo-
rin-C standen die zu den unter-
suchten Penicillinverbindun-
gen vollig analogen Derivate,
7-Phenylacetamido- und 7-
Phenoxyacetamido-cephalo-
sporansduremethylester (I und
IT), zur Verfiigung.

Das Vorhandensein eines
wie im Falle der Penicillin-
ester gut ausgeprigten Mole-
kiil-Tons M gestattet die ein-
deutige Festlegung bzw. Kon-
trolle des Molekulargewichts
und der Elementarzusammen-
setzung des jeweiligen Deri-
vates.

IntensitdtsméfBig  bedeu-
tender ist Ton A, das Haupt-
fragment der héheren Massen-
region, das dem Verlust eines
CgH30s-Bruchstiickes (59 Mas-
seneinheiten) entspricht. Der
gleiche Nominalverlust ist bei

2 Die Aufnahme der Mas-
senspektren sowie die genaue
Massenbestimmung wurde wie
furher! beschrieben durchge-
fuhrt.

Cephalosporin-C-Derivate
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Abb. 1, Massenspektren von (a) 7-Phenylacetamido- und (b) Phenoxyacetamido-cephalosporansiiuremethylester
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den Penicillinen typisch fiir die Abspaltung des Carbomethoxyrestes, fithrt
dort jedoch zu einem Fragment von nur geringer Intensitdt. Eine plau-
sible Erkidrung fiir diese auffillige Diskrepanz bietet die Annahme eines
Verlustes der Acetoxygruppe im Falle der Cephalosporine : Die Abspaltung

Tabelle 1
7-Phenylacetamido-cephalosporan- 7-Phenoxyacetamido-cephalosporan-
sduremethylester (I) siuremethylester (IT)

%ﬁ? Zusfrlfrlr?:r?sggzung A, mME* || Ton 1?;;?? : Zusft?lrr?:g:g;zung A, mME*
404,1021 | C1gH2oN206S | — 2,2 || M || 420,0987 ‘ C19HooN207S | — 0,4
376,1088 | C1sHoN2058 | — 0,6 | B
372,1339 | C19H20N2046 1,7 C 388,1265 | C19HooN2Or — 0,6
371,2169 019H19N206 2,6 (03 i 387,1 172 ‘ 019H19N207 - 2,7
345,0910 | Ci7H17N2048 0,1 | A 361,0855 C;i7H1:N2058 | — 0,2
344,1362 | CisH2oN2Os5 — 1,0 | By
344,0847 | C17H16N204S 1,6 | A’ || 360,0780 | C1-H16N2058 0,0
343,1295 | Ci1sH19NO5 0,1 || B1’|| 359,1248 | C13H19N20s 0,1
331,0764 | Ci16H15N2048 1,21 D 347,0699 | Ci6H15N2058 | — 0,3
317,0954 | Ci16H17N203S 0,6 || Ay | 333,0909 | Ci1sH17N2048 | — 2,9
303,0811 | Cy15H15N2038 0,7 || Dy || 319,0768 | CisHisN204S 1,5
301,0642 | C15H13N2038 | — 0,5 | Do
286,0771 | CisH14N028 | — 0,5 || Az
285,1255 | C1gH17N2O3 1,6 | Ba || 301,1164 | C16H17N20y4 — 2,4
257,0752 | C14H13N208 0,3 || Ag || 273,0714 | C12H13N2028 1,6
230,0490 | CoH1aNO4S 0,3 E 230,0492 | CoH1aNO4S 0,5
229,0414 | CoH11NO4S 0,5 || E" || 229,0418 | CoH11NO4S 0,9
227,0493 | CoH11N2058 0,3 || Ag
199,0322 | CsHoNO3S 1,9 | Eo'| 199,0293 | CgHoNOsS — 1,0
199,0543 | CgH11N202S 0,2 || As
197,0383 | CgHgN205S — 0,1 | Ag || 197,0391 | CgHoNO2S 0,7
186,0759 | CgH;12NOy4 — 0,6 | G || 186,0749 « CgH12NOy4 — 1,7
186,0239 | C;H3NO3sS 1,4 || A7 || 186,0209 | C;HgNO3sS — 1,6
185,0371 | C7HgN2048 — 1,3 || D3 || 192,0645 | C1oH(NOg — 1,5
176,0688 C10H10NO2 —24 (| F
175,0618 | C19H9NOg — 1,5 | F’ 191,05660 | C1oHsNO3 — 2,2
172,0198 | C;HgOsS 0,4 || Cy || 172,0221 @ C,HzO38 2,7
170,0270 | C;HgNOsS — 0,6 || E/{l 170,0287 | C;HsNO2S 1,1
160,0750 | C1oH10NO — 12| H 176,0711 | C1oH1oNO2 0,0
126,0557 | CeHgNO» 0,2 || G1| 126,0563 | CeHsNO> 0,9
118,0427 | CsHgO 0,8 J.|

91,0546 '| C.Hy —02 P 107,0490 : C,H-O — 0,2
N 93,0340 | CeH5s0 0,0
N’ 94,0419 | CgHeO 0,0
Q 77,0384 | CgHj — 0,7
K 73,0287 | CsHs09 — 0,2
74,0368 | C3HgOaq — 0,6 | K’ 74,0368 | C3HgOo — 0,6

* Differenz in Millimasseneinheiten zwischen dem gefundenen Wert (Kolonne 1) und der fiir
die jeweilige Zusammensetzung (Kolonne 2) berechneten Masse.
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dieser Gruppe, der die gleiche Elementarzusammensetzung CeH3zOq zu-
kommt, liefert ein sicher energetisch sehr begiinstigtes, d. h. stark resonanz-
stabilisiertes Allyl-Ton (A in Schema 1).

Zusammen mit A tritt ein starker Trabant M —60 (A’) auf, dessen
genaue Massenbestimmung den Verlust der Elemente der Essigsdure an-
zeigt. Die Intensitdtsabhingigkeit der Linie von den Temperaturbedin-
gungen weist jedoch auf thermischen Ursprung hin.

Von groBerer Bedeutung ist ein Prozef}, in dem Fragment A durch
Verlust von CO unter Spaltung des 3-Lactamrings zum Tochterfragment
A, fuhrt, gleichfalls eine Parallele zum Zerfall des Penicillinskeletts. Ein
analoger Mechanismus wie dort! (A — A, in Schema 1) ist naheliegend.

Weitere Zerfallsreaktionen erfassen die Carbomethoxyfunktion und
liefern sauerstoffirmere Fragmente, wie Ay und Ag, resultierend aus der
Abspaltung der Methoxylgruppe bzw. der ganzen Carbomethoxygruppie-
rung einschlieBlich eines Wasserstoffatoms. Der zweite Vorgang ist még-
licherweise, wie formuliert, von einer Ringerweiterung begleitet (Schema 1).

Fragment A ist auflerdem Ausgangspunkt fiir einige Zerfallsreaktionen,
die zu intensitdtsméifBig zwar untergeordneten Bruchstiicken wie A4, As,
Ag und A fithren, welche jedoch mit Riicksicht auf die charakteristischen
zu ihrer Entstehung fithrenden Fragmentierungsreaktionen Erwdhnung
finden sollen. Eine auffallende Analogie zu den Penicillinestern tritt z. B.
in der Abspaltung des N-Acylrestes als Arylketen auf: Wihrend im Spek-
trum der Phenylacetamidoverbindung (I) sowohl das Keten J als auch das
Restfragment (A,) identifizierbar sind, entziehen sich im Falle des Phen-
oxyderivates (I1) beide Ionen dem Nachweis (Schema 2 und Tab. 1). Beim
entsprechenden Penicillin-V-ester (Phenoxyverbindung) waren gleichfalls
beide Ionen nicht nachweisbar. Fragment A4 besitzt im Verlust von CO
(wie A — A;) oder Formaldehyd weitere Fragmentierungsmdoglichkeiten
(zu As und Ag fithrend) und ist daher von geringerer Intensitdt. Die
N-Acyl-Seitenkette tritt ferner im Verband mit 2 C-Atomen des p-Lactam-
ringes (Fragment H) auf, gleichfalls analog zu den Penicillinen im Spektrum
jeweils beider Verbindungen auftretend. Die Entstehung des Ions Ay mag
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mit diesem Spaltungsprozefl verbunden sein, erfordert aber Wanderung
eines Wasserstoffs zum Schwefelatom.

Das Fragment M — 60, dem bereits oben die Abspaltung eines Molekiils
Essigsdure zugeordnet wurde, erweist sich bei hoher Auflésung als ein

SCHEMA |
H H g
R-CHzG-NH
0 N
g CHz OCOCH3
COOCH3
I R=¢~
I1 R=¢~o0—
-cHzc00 M
R-CHg C—NHj:"
\%’\CHZ(H
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(+) H
R-CHZ-%—NH—CH\i/S
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CH,
COOCH3 -CHZ0C0 +

(+) S H
R-CH —C-NH=CH%r
k‘ e 1] l l
0] N
Al D=

Az
Dublett, dessen zweite Komponente (B1) dem Verlust von CO - S gleich-
kommt (Schema 3). Die Reihenfolge des Verlustes der beiden letzteren
Partikel kann nicht entschieden werden, da beide der moglichen Zwischen-
stufen, M — CO (B) und M — 8 (C), auftreten und entsprechende meta-
stabile peaks fehlen. Obwohl sich beide Fragmente auf Grund ihrer zu
geringen Intensitdt nicht vom iiblichen Untergrund der konventionellen
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Spektren abheben, kénnen sie im Hochauflésungsspektrum leicht anhand
ihrer genauen Masse und Elementarzusammensetzung (Tab. 1) mit Sicher-
heit identifiziert werden. Durch einen weiteren Verlust von 59 Massen-
cinheiten, etwa eines Acetatradikals, 148t sich Ton Bs von By ableiten und

SCHEMA 2
H )l-v' 5
R~CH2—ﬁ-NH !
0 N
0 CH, {+)
COOCH,
A
R-CH=C=0
H
Z | s
. R—CHp—C—NH~C=CH
HZN—CH—CT/ 0 O=C=N
N CHZ(
o HY (- CHZH') COOCH3
X
Hla Lo
0 0
A
— ~CH,0
|
cH
-Co CH N HS
R—CH,—C FT\,! ~
H H S g HeH CH,
—=CH H S HzNﬁ‘—{/ P
Nt O=C=N
| AN
N N 0 H CHZ
A CH, . H CO0CH,
COOCH3 e}
A
5 Ag A7

kann als Cyclopropanabkémmling oder ebenso gut als Methylenpyerolin
dargestellt werden?®.

Das bereits erwihnte Fragment C besitzt cinen wasserstoffirmeren
Begleiter C’, fiir den eine mégliche Bildungsweise in Schema 4 formu-
liert ist.

® Es sei auch an dieser Stelle darauf hingewiesen, daB ,,Strukturen™
dieser Art lediglich als Formalstruliburen betrachtet werden sollten, da es
sich um Partikel im angeregten Zustand handelt (siehe K. Biemann, ,Mass
Spectrometry*, MacGraw-Hill Book Company, Inc., New York 1962, S. 71).
Eine Differenzierung zwischen Drei- und Fiinfring (wie oben) ist daher
irrelevant.

Monatshefte tfiir Chemie, Bd. 96.2 32
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Schema 5 enthilt eine Familie von Fragmenten, die sich von der Spal-
tung der zur Acetoxygruppe benachbarten C—C-Bindung ableiten. Die
Seitenkette liefert das gut resonanzstabilisierte Acetoxymethyl-Bruch-
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stiick K und seine protonierte Form (K’). Wenn die positive Ladung am
Molekiilrumpf verbleibt, kénnte dieser z. B. durch Wasserstoffwanderung
— wie formuliert, zu lon D fithrend — gleichfalls in eine stabile Partikel
iibergehen. Fiir die Entstebung weiterer sekundiirer Tonen wie Dj, Ds
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und D3 bieten Abspaltungsreaktionen von CO, Formaldehyd bzw. Aryl-
keten (J) jeweils plausible Erkldrungen.

Die im folgenden noch zu diskutierenden Fragmentierungsreaktionen
(Schema 6) sind verantwortlich fiir das Auftreten der beiden im Spektrum
dominierenden Fragmente 230 und 170 (E und E;'). Sie sind dulerst
charakteristische Hauptfragmente und das hervorstechende Merkmal der
Spektren aller bisher untersuchten Cephalosporansiuremethylester, auch

SCHEMA 4
CHpSH
|
0=C=C=C
~
CH ,0COCH
C]
r ]
H H
W o +) |
PP S ~SH R-CH,~C—~ NH
e ﬁ NH::Ijj%[i > “ :=T:::T Y CH,0COCH
0 N Q z N
0% # CH,OCOCH, o?
COOCH ~ CooCH,
~
s

CH,0COCH

COOCH3

~
~

solcher mit komplizierteren N-Acylresten, die in anderem Zusammen-
hang von Interesse waren. Beide Fragmente entstammen dem Sechsring
des Molekiils und kénnen wiederum in analoger Weise einer bereits bei den
Penicillinen vorgefundenen Spaltreaktion zugeordnet werden. Fragment
230 (E) wiirde damit gemeinsam mit seinem wasserstoffdrmeren Begleiter
E’ aus einem Bruch des 8-Lactamrings resultieren, bei dem die Amino-
ketene F und F’ gleichfalls als positiv geladene Bruchstiicke anfallen. Das
im Vergleich zur protonierten Form, dem Immonium-Ton E, sicher labilere
Imin-Ton E’ kann sehr wohl durch Abspaltung des Acetoxyrestes als Ion
E,' einen energetisch giinstigen Endzustand erreichen.

Der genetische Zusammenhang der Bruchstiicke E und E;’ gibt sich
in einem gut ausgeprigten metastabilen peak der Masse 126,5 (ber. 126,1)
zu erkennen.

Die meisten der kleineren Fragmente unterhalb Masse 170 haben be-
reits durch weitgehenden Zerfall viel Typisches der Gesamtstruktur ver-

32%
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loren und eine Zuordnung zu Zerfallsfamilien oder konkreten Fragment-
strukturen wiére trotz feststellbarer Elementarzusammensetzung kaum von

SCHEMA 5
(+)
H H g CH,~0-COCH
R- CH~G- NH:j::*i;%:l\ K
0 N ~a” LAY
g #\CH,0COCH >
g 3 H H 3) H
COOCH5 * | R-CH,~C-NH
1 J
_M_ o= N / ®-
COOCH5
H
(+) S. H
R~CH s C~NH=CH -co
fj I -
© NN
H 0+ / H
COOCHs3
o Qv, CHZ
D D -CH,0
n R-CH=C=0 HoAQ
+
H2N=CH\T/S H 7 R-CH, %"‘NH ﬁ
0 N_ _CHp
| = o~
AN \}?/
COOCH3 0
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Bedeutung und héchst spekulativer Art. Die stdrksten der verbleibenden
Fragmente sind zwar typisch, jedoch trivial; Beispiele dafiir sind das
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Tropylium-Ion P im Falle der Phenylacetamidoverbindung (I) sowie das
Phenyl-, Phenol- und Phenoxymethyl-Ton (Q, N und P’) im Falle der
Phenoxyacetamidoverbindung (II). Ton P’ entspricht dem Tropylium-Ton
P nur in formaler Hinsicht durch den Mehrbesitz eines Sauerstoffatoms.
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Die oben dargelegte Interpretation der Massenspektren zweier ver-
schieden substituierter Cephalosporansdureester sollte sowohl fiir die mas-
senspektrometrische Identifizierung von bekannten Verbindungen dieses
Typs als auch fiir die Strukturermittlung neuer Derivate von Nutzen sein.
Infolge der Anwesenheit dreier verschiedener Heteroatome in groBerer
Anzahl (—N30¢S bzw. —N3078) und des Vorherrschens der Heteroatome
in den meisten der charakteristischen Fragmente kommt der genauen
Massenbestimmung mit Hilfe der Hochaufldsungs-Massenspektrometrie
besondere Bedeutung zu. Die eindeutige Zuordnung einer bestimmten
Elementarzusammensetzung zu einem gegebenen Fragment, dessen No-
minalmasse mehrere Moglichkeiten dafiir offenldBt, ist dadurch gewdhr-
leistet, womit eine der Hauptfehlerquellen der Interpretation in kon-
ventioneller Massenspektrometrie wegfallt.

Herrn Dr. RB. B. Morin (Eli Lilly & Co., Indianapolis) danken wir fiir
die freundliche Uberlassung der bearbeiteten Verbindungen, Herrn Dr. P,
Bommer fur die Aufnahme der Hochauflosungsspektren und Frau Mag.
pharm. U. 8. Richter fur deren Vermessung. Diese Arbeit wurde durch
Public Health Service Research Grants (GM-09352 und GM-05472) des
National Institute of Health (USA) und ein Research Grant (G 21037)
der National Science Foundation (USA) unterstiitzt.



