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Kurt HEYNS und HeLmuTt Noack

Die Umsetzung von D-Fructose mit L-Lysin und L-Arginin
und deren Beziehung zu nichtenzymatischen Briaunungsreaktionen!)

Aus dem Chemischen Staatsinstitut, Institut fiir Organische Chemie, Universitit Hamburg
(Eingegangen am 2]1. August 1961)

Die Umsetzung von D-Fructose mit L-Lysin liefert a.e-Di-D-Glucose-L-Lysin,
e-D-Glucose-L-Lysin und e-D-Fructose-L-Lysin. Aus Fructose und L-Arginin
werden a-D-Glucose-L-Arginin und a-D-Fructose-L-Arginin erhalten. Die Um-
setzung von D-Glucose mit L-Lysin ergibt «.e-Di-D-Fructose-L-Lysin und
e-D-Fructose-L-Lysin. — a-D-Fructose-L-Lysin ist durch Umsetzung von e-Car-
bobenzoxy-L-Lysin mit p-Glucose und anschlieBende Abspaltung des Restes
erhiltlich. Bei Proteinen reagiert die e-Aminogruppe des L-Lysins in gleicher
Weise zu Hexose-Aminosiure. Die Guanidinogruppe des Arginins reagiert nicht.

Bei der als ,,nichtenzymatische Briunungsreaktion*“ gekennzeichneten ,,Maillard-
Reaktion‘‘ entstehen durch Umsetzung von Aminosiuren oder Aminen mit Kohlen-
hydratkomponenten iiber komplizierte Reaktionsfolgen stark braun gefirbte Pro-
dukte in mehr oder weniger groBen Anteilen2-3). In erster Stufe reagiert dabei der
Aminogruppendonator mit der reduzierenden Aldehyd- oder Ketogruppe des Kohlen-
hydrats. Glucose bildet mit Aminosiduren zunichst ein N-Glykosid, das unter Amadori-
Umlagerung zu 1-N-Aminosdure-1-desoxy-p-fructose (I), kurz ,,Fructose-Amino-
sdure* genannt, umgewandelt wird. Fructose bildet entsprechend eine Ketosyl-Ami-
noséure, die unter Ketosylamin-Umlagerung vorwiegend in 2-N-Aminosiure-2-des-
oxy-D-glucose (1I), kurz ,,Glucose-Aminosaure* genannt, iibergeht.
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In Proteinen liegen freie Aminogruppen in den Endgruppen und als e-Amino-
gruppen des eingebauten Lysins vor (in Gelatine z. B. 8% als Endgruppe und 929,
als e-Aminogruppe).

UMSETZUNGEN MIT LYSIN

Modellreaktionen mit Lysin sind im Hinblick auf die Vorginge bei den Braunungs-
reaktionen von Bedeutung, insbesondere, da gefunden wurde, daB basische Amino-
sduren sehr viel schneller mit Monosacchariden reagieren als alle anderen Amino-
sduren. Ferner ist es wichtig, festzustellen, ob Lysin dabei zerstért wird oder nicht.

D Vorhergehende Mitteil.: K. Hevyns, H. PautseN und H. ScHrOEDER, Tetrahedron
[London] 13, 247 [1961].

2} G. P. ELLis, Advances Carbohydrate Chem. 14, 63 [1959].

3) J. E. Hopcg, Advances Carbohydrate Chem. 10, 169 [1955].
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Die Umsetzung der Na-Salze des Lysins mit Glucose fiithrt nach F. MicHEEL und
A.KLEMERY zu einer N-Glucosylverbindung. Lysin-hydrochlorid, in Methanol mit
Glucose erhitzt, ergibt nach H. BorsookS eine Verbindung, deren Eigenschaften
und Analyse mit den fiir Monofructose-Lysin erwarteten iibereinstimmt, jedoch
ist nicht nachgewiesen, welche der beiden primidren Aminogruppen des Lysins mit
Glucose reagiert hat.

Wir fanden, daB Lysin-dihydrochlorid sich mit Glucose beim Erhitzen in Methanol
sehr leicht zu stabilen Fructose-Aminosidure-Verbindungen umsetzt, wobei stets ein
Gemisch von Mono- und Di-Fructose-Lysin erhalten wurde. Bei ldngerer Reaktions-
zeit lieB sich das Mono-Produkt vollstindig in das Di-Produkt umwandeln. Eine
leichte Trennung des Mono-, Di-Produktes und der Ausgangsstoffe war mittels
TIonenaustauscher-Saulenchromatographie moglich, da sich nach unserer Erfahrung
alle drei Substanzen entgegen den Angaben BorsooksS vollstindig getrennt von
Dowex 50 eluieren lassen.

Bei neutralen Aminosiduren haben wir gezeigt®, daB w-Aminogruppen, wie sie in
der e-Amino-capronsiure, y-Amino-buttersiure und im B-Alanin vorliegen, schneller
als a-Aminogruppen reagieren. Fiir das bei der Umsetzung von Glucose mit Lysin
isolierte Mono-Produkt war demnach eine an der e-Aminogruppe des Lysins sub-
stituierte Verbindung zu erwarten. Zum Vergleich wurde die an der a-Aminogruppe
des Lysins substituierte Hexose-Verbindung durch Umsetzung von e-Carbobenzoxy-
L-lysin mit Glucose dargestelit. Das auf diesem Wege erhaltene «-Fructose-e-Carbo-
benzoxy-L-lysin lieferte nach Abhydrierung des Carbobenzoxyrestes a-Fructose-L-
Lysin, welches chromatographisch gegeniiber dem direkt aus Glucose und L-Lysin
erhaltenen e-Fructose-L-Lysin Unterschiede im Rr-Wert und in der Anfarbbarkeit
mit Ninhydrin aufwies. Auch nach der von P. O. LARsEN und A. KJAER 7) angegebenen
Methode zur Unterscheidung zwischen «-Aminosiuren und anderen ninhydrin-
positiven Substanzen auf Papierchromatogrammen lieBen sich a-Fructose-L-Lysin
und e-Fructose-L-Lysin im gleichen Sinne zuordnen. Dieser Befund konnte von
K. HEyNns und W. ScHuLz® bei der Umsetzung von L-Lysin mit Glucuronsiure
bestitigt werden.

Die Umsetzung von Fructose mit L-Lysin-dihydrochlorid fiihrt zu einem Gemisch
von Mono- und Di-Hexose-Lysin-Verbindungen. Die Reaktion greift primér eben-
falls an der e-Aminogruppe des Lysins unter Bildung des entsprechenden N-Fructo-
sids an, welches unter Ketosylaminumlagerung in die beiden erwarteten Isomeren
e-Glucose-L-Lysin und e-Mannose-L-Lysin iibergeht. Daneben wird auf einem noch
nicht geklidrten Wege e-Fructose-L-Lysin gebildet, welches direkt nur aus Glucose und
Lysin darstellbar ist. Alle drei Monohexose-Lysin-Verbindungen kénnen mit weiterer
Fructose an der noch freien a-Aminogruppe des Lysins zu entsprechenden N-Fructo-
siden reagieren, die durch Ketosylaminumlagerung ein Gemisch von gleichsinnig
oder gemischt substituierten Dihexose-Lysin-Verbindungen liefern, dessen Auf-

4} Chem. Ber. 89, 1242 [1956).

5) H. BorsooK, A. ABrRAMS und P. Lowy, J. Amer. chem. Soc. 77, 4794 [1955].

6) K. HEyns, H. BREUER und H. PAuLseN, Chem. Ber. 90, 1374 [1957); K. HeyNs und
H. BReUER, Chem. Ber. 91, 2750 [1958).

7 Biochim. biophysica Acta [Amsterdam)] 38, 148 [1960]; Angew. Chem. 72, 388 [1960].
8) Chem. Ber, 95, 709 [1962], vorstehend.
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trennung in Einzelkomponenten schwierig ist. Eine Einschrinkung der zahlreichen
Isomeren 148t sich dadurch erreichen, daB die Reaktion in Dimethylsulfoxyd durch-
gefiihrt wird, da in diesem Losungsmittel die Ketosylumlagerung zu Mannose-
Amninosiduren nahezu vollstindig unterdriickt ist. In Dimethylsulfoxyd entsteht be-
vorzugt e-Glucose-L-Lysin neben e-Fructose-L-Lysin und als disubstituiertes Produkt
hauptsichlich «.e-Diglucose-L-Lysin neben wenig gemischt-substituiertem Glucose-
Fructose-Produkt und wenig «.e-Difructose-L-Lysin.

Das erhaltene Gemisch von Mono- und Dihexose-Lysin-Verbindungen kann
durch Sidulenchromatographie an Ionenaustauschern durch Elution mit Trichlor-
essigsiiure aufgetrennt werden. Von den zuerst eluierten Dihexose-Lysin-Verbindungen
fand sich a.e-Diglucose-L-Lysin in den ersten Fraktionen; es konnte nach erneuter
Austauschertrennung als analysenreines amorphes Pulver isoliert werden. Anschlie-
Bend wurden die monosubstituierten Produkte in der Reihenfolge Mannose-, Glu-
cose- und Fructose-Lysin eluiert. Letzteres war identisch mit der durch Umsetzung
von Glucose mit Lysin dargestellten Substanz. Die Verbindung reduziert in der Kiilte
eine alkalische Losung von Kaliumhexacyanoferrat(III) und gibt mit o-Dinitro-
benzol, die fiir Amadori-Produkte charakteristische Blaufirbung. e-Glucose-L-
Lysin und e-Mannose-L-Lysin werden durch 22 Essigsdure bei 100° in Lysin und
Fructose gespalten, eine fiir Aldose-Aminosiuren charakteristische Reaktion. Die
Zuordnung beider Isomerer erfolgte auf Grund ihrer spezif. Drehung durch Ver-
gleich mit den einfachen Aminozuckern.

Vergleich der spezif. Drehwerte der Hexose-L-Lysin- und L-Arginin-Verbindungen mit den
entsprechenden Aminozuckern

e-Glu-L-Lys-2HCl +42° a-Glu-L-Arg  +25° D-Glucosamin-HCl +72.5°
¢-Man-L-Lys-2HCI*)~+410° a-Man-L-Arg*)~+43°  D-Mannosamin-HCI —5.2°
e-Fru-L-Lys-2HCl —28°  a-Fru-L.-Arg  ~13°  bp-Isoglucosamin-CH;CO,H —59°

*) a-Mannose-Aminosidure wurde nicht analysenrein isoliert.

Monohexose-L- Lysin-Verbindungen sind als Mono- und Dihydrochloride nur
wenig haltbar. Sie neigen zur schnellen Briunung und zerflieBen alsbald zu einem
Sirup. Bei lingerem Aufbewahren zersetzt sich der Sirup und ergibt einen weiteren
ninhydrinpositiven, reduzierenden, schneller laufenden Fleck. Die in der Monover-
bindung noch vorhandene freie Aminosiduregruppierung diirfte in der Lage sein,
eine Riickumlagerung zu katalysieren und die Labilitit der Verbindung zu férdern.
Ist die zweite Aminogruppe ebenfalls mit einem Hexoserest besetzt, wie z. B. beim
a.e-Diglucose- oder a.e-Difructose-L-Lysin, so erhiilt man eine stabile, nur noch
schwach hygroskopische Verbindung.

F. MicHeeL und A. KLEMER?) erhielten durch Umsetzung von Glucose mit Gelatine bzw.
Pferdeserumalbumin ein Produkt, welches 1.4% nicht hydrolysierbare Kohlenhydrate ent-
hielt. Nach unseren Ergebnissen bei der Umsetzung mit L-Lysin ist anzunehmen, daB Glucose
mit den freien e-Aminogruppen des Lysins zu e-Fructose-L-Lysin reagiert und demnach
e-Fructose-L-Lysin-Bausteine in die Proteinkette eingefligt werden.

9 Chem. Ber. 89, 1238 [1956]; 85, 1083 (1952].
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K. HEyns und M. RoLLELD) fanden bei der Umsetzung von Gelatine mit Fructose
unter verschiedenen Bedingungen, daB in Dimethylsulfoxyd 50—609%; und in Eisessig
159 der e-Aminogruppen des Lysins unter Ketosylaminumlagerung zu e¢-Glucose-
L-Lysin reagieren. Das e-Glucose-L-Lysin wird damit ein Baustein des auf diese Weise
verdnderten Proteins. Die saure Hydrolyse dieses Proteins liefert dann als Spaltstiick
freies e-Glucose-L-Lysin, welches mit dem direkt aus Fructose und L-Lysin darge-
stellten Produkt identisch ist.

Damit ist erwiesen, daB die s-Aminogruppen in Proteinen mit Fructose in der
gleichen Weise wie einfache Aminosiuren unter Ketosylaminumlagerung zu ent-
sprechenden Glucose-Aminoséure-Resten reagieren kénnen. Mit Glucose diirfte eine
entsprechende Umsetzung zu Fructose-Aminosdure-Resten erfolgen.

UMSETZUNGEN MIT ARGININ

Borsook ) erhielt aus L-Arginin-HCl und Glucose in Methanol ein Fructose-L-Arginin,
bei dem die Art der Bindung der Kohlenhydratkomponente nicht bekannt ist; nach K.
Maekawa und K. IsuMoTo11) soll die a-Aminogruppe des Arginins die Bindung vermitteln.

Wir erhielten bei der Umsetzung von L-Arginin-HCl mit p-Fructose in Methanol
als Hauptprodukte o-Glucose-L-Arginin und o-Mannose-L-Arginin neben wenig
a~-Fructose-L-Arginin. Mit der Verlingerung der Reaktionszeit nimmt die Menge an
a-Fructose-Verbindung zu. Dies deutet darauf hin, daB diese Verbindung durch eine
Sekundirreaktion von «-Glucose-L-Arginin und «-Mannose-L-Arginin mit iiber-
schiissigem L-Arginin iiber eine zweite, einer Amadori-Umlagerung dhnliche Re-
aktion gebildet wird. In Dimethylsulfoxyd fiihrt die Umsetzung von L-Arginin mit
D-Fructose fast ausschlieflich zu a-Glucose-L-Arginin.

Durch eine kombinierte Siulentrennung an Austauscher- und Cellulosesiulen
lieBen sich reines a-Glucose-L-Arginin und «-Fructose-L-Arginin isolieren. Letztere
Verbindung war identisch mit dem nach Borsooks) erhidltlichen Produkt und gibt
alle fiir Amadori-Verbindungen charakteristischen Reaktionen. a-Glucose-L-Arginin
und a~-Mannose-L-Arginin zeigten die fiir eine Riickumlagerung typische Aufspaitung
durch 27 Essigsidure zu Fructose und Arginin. Die Zuordnung der Verbindung
erfolgte wie beim Lysin durch Vergleich der spezifischen Drehungen mit denen der
einfachen Aminozucker (s. Tabelle). Die Verbindungen sind schwach hygroskopisch
und bedeutend unbestindiger als die Lysinderivate. Beim Aufbewahren als getrock-
neter Sirup oder beim Stehenlassen der Losung bzw. der Suspension nach der Fillung
bei Raumtemperatur entsteht Arginin. Die Aldose-Arginin-Verbindungen bilden da-
neben in einer echten Riickspaltung Fructose, wihrend das Fructosederivat andere
silbernitratpositive Substanzen bildet. Die von MAEKAWA und IsHIMOTO1!) beschrie-
bene Siurehydrolyse der Fructose-Verbindung in Arginin und Fructose konnen wir
nicht bestitigen. Hilt man ein Gemisch von Aldose-Arginin und Arginin in Dimethyl-
sulfoxyd unter den Bildungsbedingungen, so kann man Fructose-Arginin nachweisen.

Zur Klirung der Struktur der erhaltenen Hexose-Arginin-Verbindungen haben
wir a-Glucose-L-Arginin und «-Fructose-L-Arginin mit Arginase bei pH 9.2 behandelt.

10) Chem. Ber. 92, 2439 [1959).
11§, chem. Soc. Japan, pure Chem. Sect. 80, 565 [1959]; C. 1960, 11308.
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Als Spaltprodukte wurden bei beiden Verbindungen Harnstoff erhalten. Die Glucose-
Verbindung lieferte ferner als zweites Spaltstiick a-Glucose-L-Ornithin, die Fructose-
Verbindung entsprechend «-Fructose-L-Ornithin. Damit ist gezeigt, daB bei den
Hexose-Arginin-Verbindungen die Kohlenhydratkomponente an der a-Aminogruppe
des Arginins gebunden ist.

Diese Umsetzungen sind von Bedeutung fiir die Beurteilung der biologischen Wertigkeit
des NahrungseiweiBles beziiglich seines Lysingehaltes12), da Lysin als essentielle Aminosiure
im EiweiB des Getreides und der Kartoffel in suboptimaler Menge vorkommt. Bei der Ver-
arbeitung der Nahrungsmittel kann ein erheblicher Teil des Lysins in der oben beschriebenen
Weise verindert werden. Ein Teil dieses Lysins wird der Weiterreaktion unter Briunung
unterliegen, wobei nach S. SENTHESHANMUGANATHAN und A. A. Hoover13) weitgehende
Zerstorung eintritt. Die im Proteinverband noch verbleibenden Hexose-Aminosidure-Reste,
die wahrscheinlich einen erheblichen Teil des Lysins binden, setzen bei der enzymatischen
Hydrolyse des Gesamtproteins bei der Verdauung e-Glucose-L-Lysin und e-Fructose-L-Lysin
in Freiheit. Es ist bisher nicht geklirt, ob es Enzyme gibt, die diese Hexose-Aminosiuren
spalten und evtl. iiber einen Riickumlagerungsmechanismus das Lysin fiir den Organismus
verwertbar machen kdénnen oder ob es durch diese Reaktion mit dem Kohlenhydratrest
verloren geht.

Die Guanidinogruppen des Arginins reagierten unter den angegebenen Versuchs-
bedingungen nicht mit Hexosen. Es ist daher keine Reaktion des in der Proteinkette
gebundenen Arginins mit Kohlenhydraten zu erwarten, sondern erst nach der hydro-
Iytischen Freisetzung des Arginins.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Alle Reaktionen wurden papierchromatographisch auf Schleicher & Schiill-Papier 602 h:p
verfolgt; die Chromatogramme der Lysinderivate wurden absteigend unter Verwendung
von n-Butanol/Eisessig/Wasser (70:7:23) 3 —4 Tage, die der Arginin-Verbindung in Pyridin/
Amylalkohol/Wasser (40:30:37) 2—3 Tage entwickelt. Angefiarbt wurde durch Besprithen
mit ammoniakal. Silbernitrat-Lésung, Ninhydrin in wassergesitt. n-Butanol, nach der
Methode von P. G. W. SMiTH 4} mit Chlor/o-Toluidin und mit Kalium-perjodatocuprat!s),

Zur Isolierung der Produkte aus den TCE-haltigen Ldsungen wurde im Extraktions-
apparat nach KUTsCHER und STEUDEL mit Ather extrahiert, i. Vak. eingeengt, im Falle der
Lysinverbindung mit 0.5 ccm konz. Salzsiure versetzt und erneut extrahiert. Nach Einengen
zum Sirup wurde mit Tierkohle behandelt. Aus methanol. Lésung fiel durch Versetzen mit
Isopropylalkohol bis zur Trilbung und anschlieBende Atherzugabe ein weier amorpher
Niederschlag, der meist durch erneute fraktionierte Fillung analysenrein erhalten wurde.
Auch die pyridin- und amylalkoholhaltigen Lésungen wurden nach Zugabe einer entsprechen-
den Menge Wasser im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert und, wie oben beschrieben,
aufgearbeitet. Ein lingeres Stehenlassen bei Raumtemperatur sollte vermieden werden.

Hexose-L-Lysin-Verbindungen in Dimethylsulfoxyd

4.6 g L-Lysin-dihydrochlorid und 45g gut getrocknete D-Fructose wurden in 310 ccm
frisch dest. Dimethylsulffoxyd (DMSO) 6 Stdn. unter kriftigem Rithren auf 70° erwirmt.
AnschlieBend wurde das DMSO i. Hochvak. bei ca. 40 —50° abdestilliert, der zuriickbleibende

12) K. LANG, Dtsch. Lebensmittel-Rdsch. 1959, 165.
13) Biochem. J. 68, 621 [1958].

14) §, chem. Soc. [London] 1957, 3985.

15) T. G. BONNER, Chem. and Ind. 1960, 345.
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braune Sirup in wenig Wasser geldst und auf eine Austauschersiule (Dowex 50, 200 —400 mesh,
HS®-Form, 390 X 35 mm) gegeben. Die neutralen Bestandteile wurden mit 3 / dest. Wasser
ausgewaschen, Die basischen Produkte wurden mit 0.9n Trichloressigsdure (TCE) eluiert,
das Eluat in 25-ccm-Fraktionen gesammelt und wie angegeben chromatographiert.

Das Gemisch der Dihexose-Produkte wurde in Teilen aufgearbeitet. Die Fraktion 76—86
ergab 320 mg analysenreines Dihexose-Produkt, [a}¥’: +56° (¢ = 3, in Wasser).

C19H34N2012:2HCI (543.2) Ber. C39.8 H6.63 N 5.15 Gef. C39.6 H6.63 N 5.10
Aus den Fraktionen 87 —112 konnten 180 mg Substanz isoliert werden, [«]3°: +29°,

Das Produkt der Fraktionen 76 —86 wurde durch erneute Austauschertrennung auf seine
Einheitlichkeit gepriift. 270 mg wurden auf eine Austauschersiule (Dowex 50, H®.Form,
230 X 20 mm) gegeben. Mit 0.9n TCE wurde eluiert und in 25-ccm-Fraktionen aufgefangen.
Die Fraktionen 12—24 reagierten gegen ammoniakalische Silbernitrat-Ldsung positiv. Sie
wurden in drei Teilen aufgearbeitet. Ausb. 15.8 mg (Frakt. 12—185), [«]¥: +61° (c = 2.4,

in Wasser).
n Wasser) CisH3N2012-2HCI (543.2) Ber. N5.1S Gef. N 5.12

Ausb. 16.4 mg (Frakt. 16—18), [«}¥: +61° (c = 2.6, in Wasser).
Ber. N5.15 Gef. N 5.10
Ausb. 10 mg (Frakt. 19—23), [«}%: +35° (¢ = 1, in Wasser).

Bei den Produkten der Fraktionen 12—18 handelt es sich um 2-N-r-Lysin-2-desoxy-
a.e-diglucose-dihydrochlorid (Diglucose-L-Lysin-dihydrochlorid), [«}i*: +61°, Rgy, 0.08.

Die Verbindung gibt keine der beschriebenen Reaktionen auf Amadori-Produkte. Chro-
matographisch reines 2-N-r-Lysin-2-desoxy-e-D-glucose-dikydrochlorid (e-b-Glucose-r-Lysin-
dikydrochlorid) konnte aus den Fraktionen 116—141 gewonnen werden. Ausb. 250 mg,
[}¥’: +42° (¢ = 2, in Wasser).

Auf konstante Drehung wurde durch erneute Ionenaustauschertrennung (Dowex 50,
H®-Form, 245 X 18 mm) gepriift. Es wurden 35 mg analysenreines Produkt mit [«J3°: +42°
erhalten. Ry, 0.68.

C12H24N,04-2 HCI (381.1) Ber. C37.82 H6.83 N 7.35 Gef. C38.20 H691 N17.18

1-N-L-Lysin-1-desoxy-¢-D-fructose~dihydrochlorid (e-D-Fructose-L- Lysin- dihydrochlorid)
wurde aus den Fraktionen 242 —270 isoliert. Ausb. 150 mg, [«]¥: —28° (¢ = 3, in Wasser).
Ry 0.57.

C12H24N;047-2HCI (381.1) Ber. C37.82 H6.83 N7.35 Gef. C38.15 H6.98 N 6.88

Zur Kontrolle der spezif. Drehung wurde die Substanz nochmals einer Ionenaustauscher-
trennung unterworfen (Dowex 50, H®-Form, 230 X 18 mm). Die ersten positiven Fraktionen
wurden verworfen. Aus den iibrigen wurden 88 mg e-D-Fructose-L-Lysin-dihydrochlorid
gewonnen, [x}3*: —28° (¢ = 2.5, in Wasser).

Ber. N 7.35 Gef. N 7.02

Hexose-L-Lysin-Verbindungen in Methanol

10 g i-Lysin-dihydrochlorid, 130 g gut getrocknete D-Fructose wurden in 1/ Methanol
3 Stdn. unter RickfluB gekocht. Unter alimihlicher Braunfirbung ging dabei die Amino-
siure in Losung. Nach Beendigung der Reaktion wurde das Ldsungsmittel abdestilliert.
Die weitere Aufarbeitung geschah, wie beim Ansatz in DMSO beschrieben. Es gelang nicht,
ein reines Di-Produkt zu isolieren. Eine Auftrennung der Mono-Produkte durch die erste
Ionenaustauschertrennung war nicht eingetreten. Alle Fraktionen, die Aminosiure-Zucker-
Verbindung enthielten, wurden, wie eingangs beschrieben, aufgearbeitet. Ca. 1 g der Substanz
wurde auf eine Ionenaustauschersiule (Dowex 50, H®-Form, 350 X 35 mm) gegeben und mit

Chemische Berichte Jahrg. 95 47
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0.9n TCE eluiert. Auch hier gelang keine wesentliche Auftrennung der Isomeren. Lediglich
eine geringe Menge sehr stark angereichertes, aber nicht analysenreines &-p-Mannose-L-
Lysin-dikydrochlorid konnte isoliert werden. [a]¥’: ~+10°.

&-D-Glucose-L-Lysin-monohydrochlorid: 800 mg des Isomerengemisches wurden auf eine
Cellulosesiule gebracht. Als Cellulosepulver dienten 100 g Whatman Standard, chromato-
graphiert wurde mit wassergesiittigtem n-Butanol. Die chromatographisch einheitlichen
Glucose-Lysin-Fraktionen wurden vereinigt. Das Losungsmittel wurde i. Vak. abdestilliert
und die Substanz wie iiblich gefdlit. Ausb. 27 mg. [«}¥’: +47° (¢ = 2, in Wasser).

C12H24N207- HCI (344.6) Ber. C41.82 H7.25 N 8.13 Gef. C41.65 H7.32 N 7.83

Rechnet man den Drehwert auf das Dihydrochlorid um, so ergibt sich ein Wert von [«]%:
+42°.

Es zeigte sich, daB eine Auftrennung groBerer Mengen wegen der geringen Ry-Wert-
Unterschiede nicht maglich ist. Bei der Trennung durch Ionenaustauscher storte der Gehalt
des Gemisches an Mannose-Produkt, der im Ansatz in DMSO vermieden wurde.

2-N-1-Arginin-2-desoxy-a- D-glucose (a-D-Glucose-L-Arginin): 5 g fein gepulvertes r-Ar-
ginin- HCI und 50 g gut getrocknete p-Fructose wurden in 500 ccm frisch destilliertem DMSO
25 Tage im Brutschrank aufbewahrt. Wihrend sich die Lésung braun firbte, ging das Arginin
in Lsung. AnschlieBend wurde das DMSO i. Hochvak. abdestilliert und der Riickstand
in wenig Wasser aufgenommen.

Die Losung wurde langsam auf eine stark saure Ionenaustauschersiule (Lewatit S 100,
H®-Form, 28 X 420 mm) gebracht. Die Sidule wurde mit dest. Wasser fructosefrei gewaschen
und dann mit 1 n TCE eluiert. Alle silbernitratpositiven Fraktionen wurden vereinigt und
aufgearbeitet. Es wurden ca. 7 g Sirup erhalten, der zum gréBten Teil aus a-Glucose-L-
Arginin bestand. Daneben konnten o-Fructose- und a-Mannose-Arginin nachgewiesen
werden. Der Sirup wurde in Wasser geldst und unter Rilthren mit Dowex 1 (OH®-Form) bis
pH 10 versetzt. Es wurde abfiltriert und mit 100 ccm Wasser nachgewaschen. Das ClS-freie
Filtrat wurde eingeengt. 2.6 g des Sirups wurden auf eine Cellulosesiule (Chro Max LKB
Nr. 3502) gegeben und mit Pyridin/Amylalkohol/Wasser (40:30:37) entwickelt. Das Eluat
wurde in 25-ccm-Fraktionen aufgefangen. Frakt. 158 — 170 enthielt eine Substanz mit dem
Rpry-Wert 0.44. Nach der Aufarbeitung wurden 50 mg a-b-Glucose-r-Arginin erhalten.
[eJ?: +25° (c = 2.3, in Wasser).

C12H24N4O7 (336.1) Ber. C42.87 H7.14 N 16.66 Gef. C42.23 H 7.67 N 16.21

1-N-1-Arginin-1-desoxy-a- D-fructose (x-D-Fructose-L-Arginin): Aus den Fraktionen
175—192 konnten 80 mg a-b-Fructose-L-Arginin erhalten werden. [¢]¥: —13° (¢ = 1.66, in
Wasser). Rgpy 0.35.

C12H24N4O7 (336.1) Ber. C42.87 H7.14 N 16.66 Gef. C42.49 H 7.52 N 16.38

2-N-1-Arginin-2-desoxy-a-D-mannose (a-pD-Mannose-L-Arginin): Aus Fraktion 112—120
konnten 17 mg nicht analysenreines a-D-Mannose-L-Arginin isoliert werden. Es gelang nicht,
die Substanz zu reinigen. Die spezif. Drehung betrug [«}}’: ~-+3°. Rgy, 0.50. Frakt. 121 —157
bestand zum grofiten Teil aus a-D-Glucose-L-Arginin und etwas a-D-Mannose-L-Arginin.
Die optische Drehung der isolierten Substanz betrug [«]#°: 4-9°.

1-N-L-Lysin-1-desoxy-a- b -fructose-dihydrochlorid (a-D-Fructose-L-Lysin-dihydrochlorid):
4 g £-Cbo-L-Lysin- HCI'6) und 40 g p-Glucose wurden in 600 ccm gut getrocknetem Methanol
6 Stdn. unter Rilckflu gekocht. Es wurde zur Trockne eingedampft, in wenig Wasser gelost

16) A, NeUBERGERG und F. SANGER, Biochem. J. 37, 515 [1943].
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und vom Unldslichen abfiltriert. Die Losung wurde auf eine stark saure Ionenaustauscher-
siule (Lewatit S 100, H®-Form, 28 X 350 mm) gegeben und mit 3 / dest. Wasser gewaschen.
Die Aminosdure-Zucker-Verbindung wurde mit 0.5n TCE eluiert. Alle silbernitratpositiven
Fraktionen wurden aufgearbeitet. Es wurden 3.4 g Sirup erhalten.

Der Sirup wurde in 200 ccm Athanol, 40 ccm Wasser und 40 Tropfen Eisessig geldst. Es
wurden 0.5 g Pd/C-Katalysator zugegeben und hydriert. Nach der Aufarbeitung, bei der
HCI zugesetzt wurde, erhielt man ca. 1 g Sirup, der in der Ublichen Weise gefillt wurde.
lol¥: —~27° (c = 1.6, in Wasser); Rpy, 0.52.

C12H24N2047-2HCI (381.3) Ber. C37.8 H9.1 N7.34 Gef. C37.6 H9.5 N 7.1

1-N-1-Lysin-1-desoxy-a.e-di- D-fructose-dihydrochlorid (o.e-Di-D-Fructose-L-Lysin-dihydro-
chlorid): 8 g L-Lysin-dihydrochlorid und 50 g D-Glucose wurden in 750 ccm trockenem Methanol
11/ Stdn. unter Riickflu gekocht. AnschlieBend wurde das Methanol abdestilliert, in wenig
Wasser geldst und auf eine stark saure lonenaustauschersiule (Dowex 50, H®-Form,
28 X 45 mm) gegeben. Nach dem Waschen mit 3 / dest. Wasser wurde mit 0.8 TCE elu-
jert. Alle nur silbernitratpositiven Fraktionen wurden vereinigt und aufgearbeitet. Ausb.
ca. 10 g Sirup, der wie tiblich aufgearbeitet wurde. [«]3’: —37° (¢ = 2.1, in Wasser); Rgp, 0.08.

C18H34N20)2:2HCI (543.4) Ber. C39.7 H6.67 N 5.14 Gef. C40.1 H6.92 N 5.10

1-N-L-Lysin- I-desoxy-¢- D-fructose-dihydrochlorid (e-Fructose-L-Lysin-dihydrochlorid): Die
Fraktionen mit einer reduzierenden ninhydrinpositiven Substanz wurden aufgearbeitet
und ergaben ca. 6 g Sirup, der aus methanolischer Lisung gefillt wurde. [«]}’: —28° (¢ = 2.2,
in Wasser).
C12H24N207-2HCI (381.3) Ber. C37.8 H9.1 N7.3 Gef. C37.5 H93 N7.0

Die Substanz ist identisch mit der aus L-Lysin-dihydrochlorid und Fructose erhaltenen.

Bei den Spaltungsversuchen wurden etwa S5-proz. Losungen der Substanzen in 2n Essig-
sdure im EinschluBkslbchen 2—4 Stdn. bei 115° gehalten. Die Spaltprodukte wurden durch
papierchromatographischen Vergleich mit authent. Stoffen identifiziert.

Spaltung der Arginin-Zucker-Verbindungen durch Arginase: 9 mg Aldose- bzw. Ketose-
Arginin und 1.4 mg Arginase wurden in 1 ccm Pufferldsung (Borax-Monokaliumphosphat
nach KoLTHOFF) bei pH 9.2 1 Stde. bei 37° gehalten. AnschlieBend wurden die Spaltungs-
produkte papierchromatographisch nachgewiesen. Die Aktivitit der Arginase betrug
20 units/mg. :
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