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Mass Spee~a o] Pheophorbides 

The mass spectrometric fragmentation 
pheophorbides is discussed. 

behaviour of 

Als PMophorbide bezeichnet man Derivate des Porphins, bei 
denen die 7,8-Doppelbindung des GrundkSrpers hydriert  und C-6 mit 
C-y durch eine Cg2--CH2-Briicke verbunden ist (,,Isocyclischer Ring"). 
Alle hier untersuchten Verbindnngen sind iiberdies an C-l, C-5 und 
C-8 mit  einer Methylgrnppe und an 0-7 mit  einer Propionsgureester- 
grnppe substituiert. 

Bei den bisherigen U~tersueh~ngen yon Porphinderivaten wurde 
entweder das Fragmentierungsverhalten der gesamten Verbindungs- 
klasse diskutiert l-s, so dag den Ph~ophorbidspektren nur ein ent- 
sprechend geringer Ranm zur Verfiigung stand, oder es lag ein spezielles 
massenspektrometrisches Problem an, zu dessert Kl~rung Porphin- 
derivate als Modelle herangezogen wnrden ~, 5. Eine systematische 
Untersuchnng liegt bisher nicht vor. 

1. Thermische und katalytische Umwandlungen vor der Ionisie- 
rung. Wegen der geringen Fltichtigkeit vieler Porphinderivate und 
tier darait verbundenen hohen Megtemperaturen muB insbesondere 
bei wenig st~bilen Verbindungen mit  zumindest teilweisen Umwand- 
lungen vor der Ionisierung gereohnet werden. Dies kann zu einer starken 

* 33. Mitt. der Reihe ,,Zur weiteren Kenntnis des Chlorophylls und 
des H/~mins", 32. Mitt. : H . H .  Inhoffen, P. JSger und R. Mgthlhop, Ann. 
Chem. 749, 109 (1971). 

** Derzeitige Ansehrift: Max-Planck-Institut fiir Experimentelle Medi- 
zin, D-3400 G6ttingen, Bundesrepublik Deutschland. 
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476 tt. Budzikiewiez u. a. : 

Abh~ngigkeit der Spektren yon den MeBbedingungen ftihrea. Im fol- 
genden werden einige typische Beispiele zusammengestellt, wobei 
nicht iibersehen werden daft, dab bestimmte Reaktionen (z. B. Verlust 
yon t t20,  CH3OH) sowohl thermischer Natur  als auch elektronenstoB- 
induziert sein kSnnen. 

1.1. Verlust yon H20 besonders dana, wean am benachbar ten 
C-Atom sieh ein cis-stgndiges H-Atom befindet. In den Spektren tier 
untersuehten Hydroxyverbindungen wird fast immer ein , ,M--16"- 
Ion betrachtlieher Intensitgt beobaehtet. Ob es sich hier um leiehter 
fliichtige Beimengungen yon der Synthese her (Reduktion yon Keto- 
gruppen) oder um Hydrogenolyse in der Ionenquelle 6 handelt, konnte 
nieht gekls werden. 

1.2. Ver]ust yon CHsOH and COOCH2 (, ,M--58") bei Verbindun- 
gen mit einer Carbomethoxygruppe an C-10 sind, wie D-Markierungen 
and TemperaturmeBreihen gezeigt haben~, weitgehend vor der Ioni- 
sierung ablaufende Prozesse. 

1.3. Verlust yon I[2 ist bei trans.Chlorinen, selbst anter  drastischen 
MeBbedingungen (bis ~ 500 ~ Quellentemperatur) nieht beobaehtet 
worden, w~hrend c/s-Chlorine sehr leieht dehydriert werden. 

1.4. Uber Hydrierung yon Doppe]bindungen (,,M ~-2"-Peaks) 
ist an anderer Stelle beriehtet wordenL ,,M d-14"-Peaks kSnnen 
dureh Transmethylierung (fiir eine Literaturzus&mmenstellung s. 
Ref. s) entstehen, wobei Estergruppen als Methyldonor fungierea. Be- 
zfiglich begleitender Metallkomplexe s. Ref. 1 

2. Fragmentierung im einfaeh gel&denea Bereieh. 
2.1. Seitenkettenfragmentierung : 9-Desoxo-mesopyromethylphs 

phorbid a, I (vgl. Diskussion in Ref. 5). Der wiehtigste ProzeB ist 
erwartungsgems Verlust yon "CH2CH2COOCHa dureh benzylisehe 

CH3111111H ~]~H2 ~ CH3 C H 3 L n I ~ C H 3  C H 3 1 U I I H ~ C  H 3 

H ~ ~ H2 ~ H  
~H2 yH~ 
COOCH 3 COOCH 3 

I a b 

Spaltung (a). Der weitere Zerfall yon a ist uncharakteristisch (role 419, 
C2stt27Na, Verlust yon 2 CHa-Gruppea, vgl. Ref. s u n d  m/e 405, 
C27H25Na, Ver]ust yon C3Hs). McLa//erty-Umlagerung 5 (Verlust yon 

/ O H  
CH2 M--74) ist selbst bei niedrigen Anregungsenergien 

---- C \ O C H  3 , 
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478 I-I. Budzikiewicz u. a. : 

ohne Bedeutnng (vgl. aueh Absehnitt 3), ebenso fiihrt der Abbau der 
Propionesterseitenkette (M--'OCI-I3, M--'COOCtt8) nut zu Ionen 
geringer Intensit~t. Konkurriereade Benzylsp~ltungen (M--H', 
M--'CH3) treten gleiohfalls zuriick. Ebenso bleibt die Fragmentie- 
rung yon Acetyl-, Formyl- und Vinylgruppen gegeniiber dem Verlust 
c[er Propionesterkette yon sekunds Bedeutung. Diesen iibertreffen 
nur der Abbau funkti0nalisierter Seitenketten 9, a0 [Verlust yon H20 
(Basispeak) bei XI, yon CH20, CI-I30" und CHsOH (intensivster Frag- 
mentpeak), bei XII (vgl. hierzu Absehnitt 1) sowie die in Absehnitt 2.2. 
bis 2.4. beschriebenen Prozesse]. 

2.2. Substitution aa C-9. Eine OH-Gruppe [9-Desoxo-9-hydroxy- 
mesopyromethylphaophorbid a (Epimerengemiseh), II] fiihrt zu 
M--H~,O als Basispeak (ob teilweise thermisch?). Wegen ,,M---16" 
s. Absehnitt 1. Verlust der Propioas~urekette (analog a) ist yon M+ 
ausgehend etwa 2ma] so intensiv wie yea M H20 aus, was fiir eine 
werdgstens teilweise elektroneninduzierte H20-Eliminierung spricht. 
Weitere Fragmentierung ist uneharakteristisch. 

Bei Einfiihrung einer OCH~-Gruppe (9-Desoxo-9-methoxy-meso- 
pyromethylphi~ophorbid a, Epimerengemisch, III) ]iegen die Ver- 
hs /~hnlieh: M--CH30H fiihrt zum Basispeak (danebea etwas 
M---CIt20), wichtigste Benzylspa]tung ist Verlust yon CH30" (b). 

2.3. 9-Hydroxy-10-methoxyearbonyl-Verbindungen. Das Spektrum 
yon 9-Desoxo-9-hydroxy-methylphs a (z. B. IV) wird be- 
herrscht yon H20-Abspaltung (eine einfache Korrelation der Intensit&t 
yon M + und [M~H20] + mit der Orientierung der Substituenteu an 
C-9 und C-10 ist nieht m6glich), sowie yon ,,M---16" (s. Absehnitt 1.1). 
Verlnst der Seitenkette yon C-7 (M--87) ausgehend yon M +, M--18 und 
,,M--16" ist erkenabar, ebenso Abspaltuag der Methoxycarbonyl- 
gruppe yon C-10 (M~59, M--16--59, etwas M--18--59, bevorzugt 
M--18--58, was fiir die Attsbildung einer 9,10-Doppelbindung beim 
Verlust yon I-I20 spricht). Im Bereieh zwischen m/e 400 und 500 ragen 
einzelne Peaks aus Peakgruppen etwas heraus, lassen sieh jedoch nicht 
eindeutig zuordnen. 

Die Spektren der C-9, C-10-stereoisomeren 9-Desoxo-9-hydroxy- 
10-methoxymethylph/iophorbide a (z. B. V), sowie deren dT-Derivate 
(10-Methoxy, 7-Methylester, 8) zeigen starke Abh~ngigkeit yon den 
Aufnahmebedingungen (insbesondere die Ionen M--16, M--Ctt20, 
M--CIt3OH, M--16--CH20, M~16--CH3OH, M--16--COOCHs, 
M--90 und M--105, was auf thermische Prozesse hindeutet. Als Bei- 

spiel wurde ein Spektrum ausgewghlt, in dem diese Ionen m6glichst 
geringe Intensitgt haben). Von Bedeutung erseheint, da~ M--H20, 
M--'OCH3 (C-10) und M~87 (C-7-Kette) yon nur geringer Intensitgt 
sind. M---'COOCHa (C-10) tritt klar hervor. Dieses Fragment kann 
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480 I-I. Budzikiewicz u. a. : 

weiter CHaOH (M--91) verlieren (m*). In den rnarkierten Verbia- 
dungen wird entsprechend ein Ion bei M--94 beobachtet, demzufolge 
beide Substituenten yon C-10 abgespalten sein miissen. Ob dieser 
an sich ungewShnliche ProzeB unter Nachbarngruppenbeteiligung 
(C-9--OH) verls ist ungekls M--177 und M--179 (M--183 unc[ 
185 bei den markierten Verbindungen) scheinen durch weiteren Zerfall 
(breiter, nicht eindeutig zuzuordnender m*) yon M--91 durch Ver- 
lust der C-7-Kette • 1 t t  zu entstehen. Klare Intensit~tsunterschiede, 
die auf unterschiedlichen sterischen Bau zuriickzufiihren sind, lassen 
sich nicht erkennen. 

2.4. 9-Oxo-Verbindungen. Als Beispiel diene das Spektrum yon 
Pyromethylphs a (VI). Das wichtigste Fragment entsteht 
cIurch Verlust der C-7-Kette (M--87). Das so gebildete Ion kann weiter 
CO verlieren (M~l15, C29H29N4). Die Tatsache, dab M + selbst kein 
CO verliert, legt den folgenden Mechanismus nahe: 

~ ,.':3 ~ 

~-:-m HN-~- ? 

COOQH~ 

VI ~' - 8 7  

--HS] § 

Von sekundarer Bedeutung sind M--'CH~, M~'0CH3, M--COOCH2 
und "COOCH3 sowie M--102 (C29H26N40, M--87--'CI-I~), M--103 
(C29I-I251~T40, M--87--'CH3--H), M ~ l 1 7  (C28~-I23N40, M--87--2 "CH3 
lind C29H27N4, M~87--C0--2  "H) und M--131 (C28I-I25N4, M--87-- 
--CO--'Ctt3-- ' t t) .  Ein EinfluB yon J~thyl-, Formyl- uncl Acetyl- 
gruppen an C-2 un4 C-4 (Mesopyromethylph~iophorbid a, VII, Pyro- 
methylph~ophorbid b, VIII, 2-Desvinyl-2-acetyl-, IX, und 2-Desvinyl- 
4-dess163 a, X) ist praktisch 
nicht feststellbar. Einfiihrung einer Ott-Gruppe in die C-4-Seitenkette 
(2-Desvinyl-2-acetyl-4'-hydroxypyromethylph~ophorbi4 a, XI) fiihrt 
zu intensiven M--16- (55%) (vgl. 1.1.) unct M~lS-Ionen (/00%); 
die fiir VI beschriebene Fragmentierung geht voa 4iesen ebenso wie 
yon M+ aus. Analoges wird bei Anwesenheit einer Methoxylgruppe 
(2-Desvinyl-2-acetyl-4'-methoxypyromethyl-ph~iophorbict a, XII) be- 
obachtet [Verlust yon CH20, M--30 (80~o), und CH3OH, M--32 
(75%) und davon ~4e yon M + ausgehende Fragmentierung]. Zuss 
lich ist M--31 ('OCHa) erwartungsgem~fi intensiver als bei VI (/5%). 

Eine Alkoxygruppe an C-10 (die stereoisomeren 10-Methoxypyro- 
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482 lq. Budzikiewicz u. a. : 

methylph/iophorbide a und b, z.B. XIII) dominiert das Fragmentie- 
rungsverhalten: die intensivsten Fragmente sind durch M--CH20, 
M--CH30", _M--CH30H (mit unterschied]icher Intensit&t, thermisch?) 
and M "CH3, dessen unerwartet hohe Intensits die folgende Bil- 
dungsweise nahelegt (vg]. unten): 

CH 3.H CH 3 ~ CH3 IIIll CH 3 

COOCH3 CH 3 COOCH3 

XIII M-CH3" 

Das so gebildete Ion kana noch CO abspalten (M--43). M--59 
(COOCH3) und 87 (C-7-Kette) ist deuthch erkennbar, letzteres verliert 
anschlieBend noch CH~OH (M--119). Von Interesse ist, dab die durch 
die Athergruppe bedingten Spaltungsreaktionen sts ausgeprs sind, 
wenn die Methoxyl- und die Esterseitenkette sich anf der gleichen 
Seite des Ringes befinden (sterische Behinderung). 

Die zweite Ketogruppe in 10-Oxo-pyromethylph/~ophorbid a (XIV) 
beeinfluBt das Fragmentierungsmuster kaum: M--59 (COOCH3) 
M--87 (C-7-Seitenkette) sowie weiterer Verlust yon CO (M--115) 
entspricht den Beobachtnngen bei VI. 

Methylph/iophorbid a (XV; die Verbindung der b-Reihe fragmen- 
tiert analog; beziiglich M--32 und M--58, s. Abschnitt 1.2.): Wie bei 
allen am isocyclischen Ring h6her substituierten Verbindnngen be- 
stimmt Fragmentierung in diesem Molekiilteil den Zerfall. Verlust 
der C-7-Kette fiir sich allein (M--87, C32H31N40~) tritt stark zuriick 
(daneben M~87--32). Bedeutend intensiver ist der Verlust der C-10- 
Carbomethoxygruppe (M--59), (vgl. I) sowie eine kombinierte Zer- 
fallsreaktion (m* !), die zu M--147  (C30H27N40) fiihrt: 

~ - - N  HN--( '~ 
C H s ~ C H 3  

H L'---~. o 

Derartige l~eaktionen, bei denen mehrere Substituenten zusammen 
verloren werden, sind typisch ii~r hochsubstituierte Porphinderivate, 
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484 1-[. Budzikiewicz u. a. : 

bei denen die Substituenten sterisch in Wechselwirkung treten k6n- 
hen a. Von geringerer Intensit~t ist M--161 (90% C29I-I25N40, M--87- -  
--'COOCH3--'CH3, 10% C30HegN4, M--CH3COOCHs--'COOCH3--CO) : 

~N HNj c uo ~N HN~ ~N HN~ 

o, o II;. 

_ b_t CH~O-C=u 
H - -  59 M - -  133 

1 6 1 ] *  

Das Fragmentierungsmuster yon 10 ~-Hydroxymethylph~ophorbid a 
(XVI) entspricht qualitativ dem yon XV, nur ist erwartungsgemi~l~ 
der Verlust der C-10-Methoxycarbonylgruppe (M--59), da jetzt yon 
einem qu~rt~ren C-Atom ansgehend, viel ausgepr~gter (50% rel. Int.). 
Abspaltung von H20 tri t t  nicht auf. 

Die Spektren der C-10-epimeren 10-Methoxymesomethy]ph~iophorbide 
der a- und der b-Reihe n (z. B. XVII) unterscheidea sich praktisch 
nicht. Sie werden beherrscht yon M--59 (Basispeak) und M~161 
(vgl. oben), daneben etwas M--32 (s. XV), M ~ 8 7  fehlt praktisch. 
~ber die Genese yon M--161 geben die Massenspektren yon 10-Methoxy- 
itthylphgophorbid a (z. B. XVIII) und 10-Xthoxymethylph~iophorbid a 
(z. B. XIX;  die Spektren der Epimeren unterscheiden sich wieder 
praktisch kaum) Auskunft, d~ in beiden Fs nun M--175 beob~chtet 
wird. Eine m6gliche Formulierung w~re: 

C H31111 ! ~ H  ~ ~ C H3 -'COOCH3 n -'R 

COOR 8 

%N HN-? 
CH 3 I I I I ~ C H 3  

H~O" "0 

Infolge der durch Einfiihrung der sperrigen Isopropoxygruppe 
bedingten gr61~eren Spannung im Bereich des isocyclischen Ringes 
weicht d~s Fragmentierungsverhalten der epimeren 10-Isopropoxy- 
methylph~ophorbide a (z. B. XX) yon dem der bisher besprochenen 
Verbindungen ab: Von Bedeutung ist nur eine Sequenz, die mit der 
Abspaltung yon C3H7" beginnt. I)a eine derartige Spaltung eines ~thers 
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486 tI. Budzikiewicz u. ~. : 

sonst nicht beobachtet wird, geht diesem ProzeB sicher Sp~ltung der 
gespannten C-9/C-10-Bindung voraus: 

n ~  n i i ] H I I I 

cH ,  ?/ COOCH, - ~H,  COOCH, I I CH2 0 + 
COOCH3 C3H? / 

COOCH 3 COOCH s 

X X  M - -  ~3 M - -  101 

M -- 129 

Es handelt sich hier um ein intercssar~tes Beispiel dafiir, wie bei 
Vorliegen mehrerer ghnlich ]abiler Bindungen an sich geringfiigige 
strukture]le Vergnderungen (hier Ersutz einer Athoxy- durch eine 
Isopropoxygruppe) das Fragmentierungsmuster vollkommen ver/~ndern 
kSnrmn. 

3. Fragmentierung im doppelt geladenen Bereich ist weitgehend 
durch die Abspaltung geradelektronischer Teilchen gekennzeichnet. 
Der wichtigste ProzeB hierbei ist der Verlnst der C-7-Kette durch 
McLaMerty-Umls, gerung (M--74, C31I~34N4 ++ bci I), ein ProzeB, der 
im einfuch geladenen Bereich nur in Xombination mit l~adika]abspM- 
tungen beobachtet wird (s. z. B. M--161 bei XVI): 

,~,.~ ++ 

%-. 

CH30--C----O 

~ N H N ~  -I+§ 

C H 3 m ' H ~ C H 3  

Der weitere Abbau wurde bei I durch Masseamessungen gesichert: 
[M--102] ++ (C29tt80N4, M--74--C2H4), [M--118] ++ (C~8I-I26N4, 
M--74--CaHs), [M~132]++ (C~?I-I24N4), doch sind diese Ionen, ghn- 
lich wie die Sekundgrfragmentierung im einfach geladenen Bereich, 
iE Peakgruppen eingebet~et und daher nicht sehr charakteristisch. 

Der Verlust leicht abspaltbarer Gruppen mit gerader Elektronen- 
anzahl (I-IeO, CI-IaOtt) wird auch im doppelt geladenen Bereich sowohl 
fiir sich allein als ~uch in Kombination mit den oben angefiihrten 
Fragmenten beobachtet. Bei h6her substituierten Verbindungen treten 
wieder Kombin~tionsabspaltungen hervor, die z. T. yon hoher Intensits 
nnd daher fiir bestimmte Gruppierungen charakteristiseh seia k6nnen. 
Als Beispiel diene XVI: M--120 (Ca~I-Is01~40, 2 "C00CH~ + 2  "I-I), 
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488 H. Budzikiewicz u. a. : 

R ~ R~ 
C H B ~  R~ 

cH~,,,,~~CH~ 
#H~ ~ '  

COOR ~' 

R1 R2 R 3 ~4 ~5 R6 ~7 Rs 

I 

I I  

I I I  

IV 

V 

VI 

VII  

VI I I  

IX 

X 

XI  

XI I  

X I I I  

XIV 

XV 

XVI 

XVII  

XVlI I  

X lX  

XX 

Cell5 CHa C~H5 H I-I H I-I CHB 

C2H5 CH~ C 2 H 5  I-I, OH I-I H CH3 

C~H5 CHa Culls H, 0CH8 H H CI-I~ 

C2H8 CH3 C2H5 OH I-I I-I C00CI-Is CI-I3 

Cell3 CH~ CeH~ I-I OH 0CI-Is COOCHa CI-I3 

C~H3 CH3 Cell5 =O I-I H CH3 

C2H5 Ctt3 C~H5 : 0  H H CH~ 

C~HB CH0 C~H~ =O I{ I4 CHB 

CHIC0 CH3 C2H5 =O t t  t I  CH~ 

CH3CO CFI3 CH3CO = 0  H H CHz 

CH3C0 CH3 CH~CHOH = 0  H H CH~ 

CI-I3C0 CH3 CH3CH(OCHs) = 0  tI  H CH~ 

C2H~ CH3 C2H5 = 0  H 0CHs CH3 

C2H8 CH3 C2H5 =O ~O CH8 

C2H~ CH3 C2I-I5 =0 COOCH8 H CI-Ia 

C~I-Ia CH3 C~I-I5 ~O OH, COOCH~ CH3 

C~H~ CI-I~ C~I-I5 =0 COOCI-I~ 0CH~ CH~ 

C~H~ CH~ C~H~ =O COOCHa OCH~ C~H~ 

C~I-I~ C14~ C~H~ =0 COOCH~ OC~H~ CH~ 

C2Ha C}I3 C2I-I5 =0 C00CI-18 0CH(CHs)~ CH8 

M--134 (C31H28N40, "CH2C00CH3 + "C00CH3 + 2 "H), M ~ 1 4 8  
(C30H~6N40, "(CH2)~C00CH3 + "C00CH3 + 2 "H), M--148 (C31H3oN4, 
2 "C00CH3 + 2 "H + CO; bei X V I I I  um 14 u verschoben, was die 
Absp~ltung der O-7-Seitenkette best~tigt). 
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Zusammenfassung: Wie bei anderen Porphinderivaten erfolgt 
auch hier Bruchstfickbildung praktisch nur durch Abbau der Seiten- 
ketten bzw. des isocyclischea Ringes, wobei sowohl im einfach wie 
auch im doppelt geladenen Bereich bevorzug~ geradelektronische 
Ionen gebildet werden. Bei hochsubstituierten Verbindungen, bei 
denen die einzelnen Gruppen steriseh miteinandcr in Wechselwirkung 
treten kSnnen, kann es zu charakteristischen multiplert Fragmen- 
tierungsreaktionen kommen. Die Spektren yon stereoisomeren Ver- 
bindungen unterscheiden sich im allgemeinen kaum. 

Der Stiftung Volkswagenwerk m6chten wir fiir die Mittel zur An- 
schaffung des MS-9 Massenspektrometers, der GeselIschaft ftir Mole- 
kularbiologische Forschung m. b. H., in deren Laboratorien die meisten 
der bier diskutierten Spektrer~ gemessen worden sind, fiir die gew/s 
ArbeitsmSglichkeit bestens danken. 

Experimenteller Teil 

Die Massenspektren wurden mit dem Ger~t MS-9 der Firma AEI, 
Manchester, mit direktem Einlal3system gemessen. Die Quel]en~emperatur 
betrug zwischen 220 und 260 ~ die Ionisierungsenergie 70 eV und die Be- 
schleunigungsspannung 8 kV. 
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