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KURT HEYNS und HELMUT NOACK 
Die Umsetzung von D-Fructose mit L - L Y S ~  und ~-Arginin 

und deren Beziehung zu nichtenzymatischen Braunungsreaktionenl) 
Aus dem Chemischen Staatsinstitut, Institut fdr Organische Chemie, Universitat Hamburg 

(Eingegangen am 21. August 1961) 

Die Umsetzung von D-Fructose mit L-Lysin liefert as-Di-D-Glucose-L-Lysin, 
E-D-Glucose-L-Lysin und c-D-Fructose-L-Lysin. Aus Fructose und L-Arginin 
werden a-D-Glucose-L-Arginin und a-D- FructoseL-Arginin erhalten. Die Um- 
setzung von D-Glucose rnit ~ - L y ~ i n  ergibt a.c-Di-D-Fructose-L-Lysin und 
E-D-Fructose-L-Lysin. - a-D-Fructose-L-Lysin ist durch Umsetzung von €-Car- 
bobenzoxy-r-Lysin rnit D-Glucose und anschlieDende Abspaltung d s  Rests 
erhaltlich. Bei Proteinen reagiert die e-Aminogruppe des L-Lysins in gleicher 
Weise zu Hexose-Aminosaure. Die Guanidinogruppe des Arginins reagiert nicht. 

J3ei der als ,,nichtenzymatische Braunungsreaktion" gekennzeichneten ,,Maillard- 
Reaktion" entstehen durch Umsetzung von Aminoduren oder Aminen rnit Kohlen- 
hydratkomponenten iiber komplizierte Reaktionsfolgen stark braun gefrirbte Pro- 
dukte in mehr oder weniger groBen Anteilenz.3). In erster Stufe reagiert dabei der 
Aminogruppendonator rnit der reduzierenden Aldehyd- oder Ketogruppe des Kohlen- 
hydrats. Glucose bildet mit Aminosauren zunachst ein N-Glykosid, das unter Amadori- 
Umlagerung zu 1 -N-Aminosaure-l -desoxy-D-fructose (I), kurz ,,Fructose-Amino- 
siiure" genannt, umgewandelt wird. Fructose bildet entsprechend eine Ketosyl-Ami- 
nosaure, die unter Ketosylamin-Umlagerung vorwiegend in 2-N-Aminosaure-2-de- 
oxy-D-glucose @I), kurz ,,Glucose-Aminosaure" genannt, ubergeht. 
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In Proteinen liegen freie Aminogruppen in den Endgruppen und als c-Amino- 
gruppen des eingebauten Lysins vor (in Gelatine z. B. 8 % als Endgruppe und 92 % 
als E-Aminogruppe). 

UMSETZUNGEN MIT LYSIN 

Modellreaktionen mit Lysin sind im Hinblick auf die Vorgange bei den Braunungs- 
reaktionen von Bedeutung, insbesondere, da gefunden wurde, daB basische Amino- 
sauren sehr vie1 schneller mit Monosacchariden reagieren als alle anderen Amino- 
sauren. Ferner ist es wichtig, festzustellen, ob Lysin dabei zerstort wird oder nicht. 

1 )  Vorhergehende Mitteil. : K. HEYNS, H. PAULSEN und H. SCHROEDER, Tetrahedron 
[London] 13, 247 [1961]. 

2) G. P. ELLIS, Advances Carbohydrate Chem. 14, 63 [1959]. 
3) J. E. HODGE, Advances Carbohydrate Chem. 10, 169 [1955]. 
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Die Umsetzung der Na-Salze des Lysins mit Glucose fuhrt nach F. MICHEEL und 
A. KLEMER~) zu einer N-Glucosylverbindung. Lysin-hydrochlorid, in Methanol mit 
Glucose erhitzt, ergibt nach H. BoRSOOK5) eine Verbindung, deren Eigenschaften 
und Analyse mit den fur Monofructose-Lysin erwarteten ubereinstimmt, jedoch 
ist nicht nachgewiesen, welche der beiden primaren Aminogruppen des Lysins mit 
Glucose reagiert hat. 

Wir fanden, da6 Lysin-dihydrochlorid sich mit Glucose beim Erhitzen in Methanol 
sehr leicht zu stabilen Fructose-Aminosaure-Verbindungen umsetzt, wobei stets ein 
Gemisch von Mono- und Di-Fructose-Lysin erhalten wurde. Bei Ianger&r Reaktions- 
zeit lieI3 sich das Mono-Produkt vollstandig in das Di-Produkt umwandeln. Eine 
leichte Trennung des Mono-, Di-Produktes und der Ausgangsstoffe war mittels 
Ionenaustauscher-Saulenchromatographie moglich, da sich nach unserer Erfahrung 
alle drei Substanzen entgegen den Angaben Bo~soo~s5) vollstirndig getrennt von 
Dowex 50 eluieren lassen. 

Bei neutralen Aminosauren haben wir gezeigts), dal) w-Aminogruppen, wie sie in 
der e-Amino-capronsiiure, y-Amino-buttersiiure und im P-Alanin vorliegen, schneller 
als a-Aminogruppen reagieren. Fur das bei der Umsetzung von Glucose mit Lysin 
isolierte Mono-Produkt war demnach eine an der c-Aminogruppe des Lysins sub- 
stituierte Verbindung zu erwarten. Zurn Vergleich wurde die an der a-Aminogruppe 
des Lysins substituierte Hexose-Verbindung durch Urnsetzung von e-Carbobenzoxy- 
L-lysin mit Glucose dargestellt. Das auf diesem Wege erhaltene a-Fructose-e-Carbo- 
benzoxy-L-lysin lieferte nach Abhydrierung des Carbobenzoxyrestes a-Fructose+ 
Lysin, welches chromatographisch gegenuber dem direkt aus Glucose und L - L Y s ~ ~  
erhaltenen c-Fructose-L-Lysin Unterschiede im RF-Wert und in der Anfarbbarkeit 
mit Ninhydrin aufwies. Auch nach der von P. 0. LARSEN und A. KJAER~) angegebenen 
Methode zur Unterscheidung zwischen a-Aminosauren und anderen ninhydrin- 
positiven Substanzen auf Papierchromatogammen l i e h  sich a-Fructose-L-Lysin 
und e-Fructose-L-Lysin im gleichen Sinne zuordnen. Dieser Befund konnte von 
K.HEYN~ und W . S m ~ z 8 )  bei der Umsetzung von L-Lysin mit Glucuronsiiure 
besttitigt werden. 

Die Umsetzung von Fructose mit L-Lysin-dihydrochlorid fuhrt zu einem Gemisch 
von Mono- und Di-Hexose-Lysin-Verbindungen. Die Reaktion greift primiir eben- 
falls an der ~-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-MannoseL-Lysin ubergeht. Daneben wird auf einem noch 
nicht geklhten Wege e-Fructose-L-Lysin gebildet, welches direkt nur aus Glucose und 
Lysin darstellbar ist. Alle drei MonohexoseLysin-Verbindungen konnen 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. ABRAMS und P. Lowu, J. Amer. chem. Soc. 77,4794 [1955]. 
6) K. HEms, H. BREUER und H. PAULSEN, Chem. Ber. 90, 1374 [1957]; K. HEWS und 

7) Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 38, 148 [1960]; Angew. Chem. 72, 388 [1960]. 
8) Chem. Ber. 95, 709 [1962], vorstehend. 

H. BREUER, Chem. Ber. 91, 2750 [1958]. 
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trennung in Einzelkomponenten schwierig ist. Eine Einschrhkung der zahlreichen 
Isomeren laRt sich dadurch erreichen, daR die Reaktion in Dimethylsulfoxyd durch- 
gefiihrt wird, da in diesem Losungsmittel die Ketosylumlagerung zu Mannose- 
Aminosauren nahezu vollstiindig unterdruckt ist. In Dimethylsulfoxyd entsteht be- 
vorzugt E-GlucoseL-Lysin neben &-FructoseL-Lysin und als disubstituiertes Produkt 
hauptstichlich as-Diglucose-L-Lysin neben wenig gemischt-substituiertem Glucose- 
Fructose-Produkt und wenig a.c-DifructosebLysin. 

Das erhaltene Gemisch von Mono- und DihexoseLysin-Verbindungen kann 
durch Sadenchromatographie an Ionenaustauschern durch Elution rnit Trichlor- 
essigsliure aufgetrennt werden. Von den zuerst eluierten DihexoseLysh-Verbindungen 
fand sich as-Diglucose-L-Lysin in den ersten Fraktionen; es konnte nach erneuter 
Austauschertrennung als analysenreines amorphes Pulver isoliert werden. Anschlie 
Rend 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 Kate 
eine alkalische Liisung von Kaliumhexacyanoferrat(II1) und gibt mit o-Dinitro- 
benzol, die fur Amadori-Produkte charakteristische Blaufiirbung. E - G ~ u c o ~ ~ L -  
Lysh und E-Mannose-L-Lysin werden durch 2n Essigslure bei 100' in Lysin und 
Fructose gespalten, eine fur AldoseAminosiiuren charakteristische Reaktion. Die 
Zuordnung beider Isomerer erfolgte auf Grund ihrer spezif. Drehung durch Ver- 
gleich rnit den einfachen Aminozuckern. 

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

e-Glu-L-Lys.2HCI +42" a-Glu-L-Arg +25' D-Ghcosamin.HC1 +72.5' 

E-Fru-L-Lys. 2HC1 -28' a-Fru-L-Arg - 13' D-Isoglucosamin.CH3C02H -59" 
~-Man-~-Lys.2HCI*)-+10" a-Man-~-Arg*)-+3" D- Mannosamin. HCI -5.2" 

*) a-Mannosc-hinosBure wurde nichc snalyscnrein isoliert. 

Monohexose-L- Lysin-Verbindungen sind als Mono - und Dihydrochloride nur 
wenig haltbar. Sie neigen zur schnellen Brlunung und zedieRen alsbald zu einem 
Sirup. Bei liingerem Aufbewahren zersetzt sich der Sirup und ergibt einen weiteren 
ninhydrinpositiven, reduzierenden, schneller laufenden Fleck. Die in der Monover- 
bindung noch vorhandene freie Aminostiuregruppierung diirfte in der Lage sein, 
eine Ruckumlagerung zu katalysieren und die Labilitslt der Verbindung zu fordern. 
1st die zweite Aminogruppe ebenfalls mit einem Hexoserest besetzt, wie z. B. beim 
as-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 d t  Gelatine bzw. 

Pferdeserumalbumin ein Produkt, welches 1.4 % nicht hydrolysierbare Kohlenhydrate ent- 
hielt. Nach unseren Ergebnissen bei der Umsetzung rnit L - L Y S ~  ist antunehen, daD Glucose 
rnit den freien e-Aminogruppen des Lysins zu c-Fructose-LLysh reagiert und demnach 
e-FructoseL-Lysin-Bausteine in die Proteinkette eingefigt werden. 

9 )  Chem. Ber. 89, 1238 [19561; 85, 1083 [1952]. 
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K. HEYNS und M. Rouelo) fanden bei der Umsetzung von Gelatine mit Fructose 
unter verschiedenen Bedingungen, daB in Dimethylsulfoxyd 50-60% und in Eisessig 
15% der eAminogruppen des Lysins unter Ketosylaminumlagerung zu E-G~uco~~- 
L - L Y S ~  reagieren. Das E-Glucose-L-Lysh wird damit ein Baustein des auf dies  Weise 
verhderten Proteins. Die saure Hydrolyse dieses Proteins liefert dann als Spaltstuck 
freies ~-Glu~~se-~-Lysin, welches mit dem direkt aus Fructose und ~ L y s i n  darge- 
stellten Produkt identisch ist. 

Damit ist erwiesen, dal3 die e-Aminogruppen in Proteinen mit Fructose in der 
gleichen Weise wie einfache Aminosiiuren unter Ketosylaminumlagerung zu ent- 
sprechenden Glucose-AminosiiureResten reagieren konnen. Mit Glucose diirfte eine 
entsprechende Umsetzung ZLI FructoseAmindure-Resten erfolgen. 

UMSETZUNOEN MIT ARGININ 

B o ~ s o o ~ s )  erhielt aus L-Arginia. HCI und Glucose in Methanol ein Fructose-L-Arginin, 
bei dem die Art der Bindung der Kohlenhydratkomponente nicht bekannt ist; nach K. 
MAEKAWA und K. ISHIMOTO~~) sol1 die a-Aminogruppe des Arginins die Bindung vermitteln. 

Wir erhielten bei der Umsetzung von ~ -Arghb~HCl  mit D-Fructose in Methanol 
als Hauptprodukte a-GlucoseL-Arginin und a-Mannose-L-Arginin neben wenig 
a-FructoseL-Arginin. Mit der Verlbgerung der Reaktionszeit nimmt die Menge an 
a-Fructose-Verbindung zu. Dies deutet darauf hin, dal3 diese Verbindung durch eine 
SekundSirreaktion von a-GlucoseL-Arginin und a-MannoseL-Arginin mit uber- 
schussigem ~Arginin uber eine zweite, einer Amadori-Umlagerung ahnliche Re- 
aktion gebildet wird. In Dimethylsulfoxyd fiihrt die Umsetzung von ~Arginin mit 
D-Fructose fast ausschliel3lich zu a-Glucose-L-Arginin. 

Durch eine kombinierte Saulentrennung an Austauscher- und Celluloses5ulen 
liekn sich reines a-GlucoseL-Arginin und a-Fructose-L-Arghb isolieren. Letztere 
Verbindung war identisch mit dem nach BORSOOK~) erhiiltlichen Produkt und gibt 
alle fur Amadori-Verbindungen charakteristischen Reaktionen. a-GlucoseL-Arginin 
und ot-Mann~~e-~-Argbh zeigten die fur eine Ruckumlagerung typische Aufspaltung 
durch 2nEssigsaure zu Fructose und Arginin. Die Zuordnung der Verbindung 
erfolgte wie beim Lysin durch Vergleich der spezkhen Drehungen mit denen der 
einfachen Aminozucker (s. Tabelle). Die Verbindungen sind schwach hygroskopisch 
und bedeutend unbestbdiger als die Lysinderivate. Beim Aufbewahren als getrock- 
neter Sirup oder beim Stehenlassen der Losung bzw. der Suspension nach der Ftillung 
bei Raumtemperatur entsteht Arginin. Die Aldose-Arginin-Verbindungen bilden da- 
neben in einer echten Ruckspaltung Fructose, wahrend das Fructosederivat andere 
silbernitratpositive SubstanZen bildet. Die von MAEKAWA und ISHIMOTO~~) beschrie- 
bene Saurehydrolyse der FructoseVerbindung in Arginin und Fructose konnen wir 
nicht besttitigen. Hiilt man ein Gemisch von Aldose-Arginin und Arginin in Dimethyl- 
sulfoxyd unter den Bildungsbedingungen, so kann man Fructose-Arginin nachweisen. 
Zur Kltirung der Struktur der erhaltenen HexoseArginin-Verbindungen haben 

wir a-Glucose-L-Arginin und a-FructoseL-Arginin mit Arginase bei pH 9.2 behandelt. 

10) Chem. Ber. 92, 2439 [19591. 
11) I. &em. Soc. Japan, pure Chem. Sect. 80, 565 11959); C. 1960, 11308. 
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Als Spaltprodukte wurden bei beiden Verbindungen Harnstoff erhalten. Die Glucose- 
Verbindung lieferte femer ah zweites Spaltstuck a-Glucose-L-Omithin, die Fructose- 
Verbindung entsprechend a-Fructose-L-Omithin. Damit ist gezeigt, daB bei den 
Hexose-Arginin-Verbindungen die Kohlenhydratkomponente an der a-Aminogruppe 
des Arginins gebunden ist. 

Diese Umsetzungen sind von Bedeutung fUr die Beurteilung der biologischen Wertigkeit 
des NahrungseiweiDes beziiglich seines Lysingehaltes 12), da Lysin als essentielle Aminosiiure 
im EiweiD 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 verandert werden. Ein Teil dieses Lysins wird der Weiterreaktion unter Braunung 
unterliegen, wobei nach S. SENTHESHANMUGANATHAN und A. A. HOOVER 13) weitgehende 
Zerstorung eintritt. Die im Proteinverband noch verbleibenden HexoseAminosBure-Reste, 
die wahrscheinlich einen erheblichen Teil des Lysins binden, setzen bei der enzymatischen 
Hydrolyse des Gesamtproteins bei der Verdauung c-Glucose-L-Lysin und o-Fructose-L-Lysin 
in Freiheit. Es ist bisher nicht geklart, ob es Enzyme gibt. die diese HexoseAminosiIuren 
spalten und evtl. iiber einen Riickumlagerungsmechnismus das Lysin fur den Organismus 
verwertbar machen kbnnen 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- 
lytischen Freisetzung des Arginins. 

BESCHREIBUNG D E R  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. Angefarbt wurde durch Bespriihen 
mit ammoniakal. Silbernitrat-Lasung, Ninhydrin in wassergesatt. n-Butanol, nach der 
Methode von P. G. W. S W T H ~ ~ )  mit Chlorlo-Toluidin und mit Kalium-perjodatocuprat 15). 

Zur Isolierung der Produkte aus den TCE-haltigen Lbsungen wurde im Extraktions- 
apparat nach KUTSCHER und STEUDEL mit h h e r  extrahiert, i. Vak. eingeengt, im Falle der 
Lysinverbindung mit 0.5 ccm konz. Salzsaure versetzt und erneut extrahiert. Nach Einengen 
zum Sirup wurde mit Tierkohle behandelt. Aus methanol. Lbsung tiel durch Versetzen mit 
lsopropylalkohol bis zur Triibung und anschlieDende hhenugabe ein weiDer amorpher 
Niederschlag, der meist durch erneute fraktionierte Fallung analysenrein erhalten wurde. 
Auch die pyridin- und amylalkoholhaltigen Losungen wurden nach Zugabe einer entsprechen- 
den Menge Wasser im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert und, wie oben beschrieben, 
aufgearbeitet. Ein langeres Stehenlassen bei Raumtemperatur sollte vermieden werden. 

Hexose- L-Lysin- Verbindungen in Dimerhylsulfoxyd 
4.6 g r-Lysin-dihydrochlorid und 45 g gut getrocknete D-Fructose wurden in 310 ccm 

frisch dest. Dimethylsulfoxyd (DMSO) 6 Stdn. unter kraftigem RUhren auf 70" erwarmt. 
AnschlieDend wurde das DMSO i. Hochvak. bei ca. 40-50" abdestilliert, der zuruckbleibende 

12) K. LANG. Dtsch. Lebensmittel-Rdsch. 1959, 165. 
13) Biochem. J. 68, 621 [1958]. 
14) J. chem. SOC. [London] 1957, 3985. 
15) T. G. BONNER, Chem. and Ind. 1960,345. 
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braune Sirup in wenig Wasser gel6st und aufeine Austauschersilule (Dowex 50,200-400 mesh, 
He-Form. 390 x 35 m) gegeben. Die neutralen Bestandteile wurden mit 3 I dest. Wasser 
ausgewaschen. Die basischen Produkte wurdcn mit 0.9n Trichlortssigsiture (TCE) eIuiert, 
das Eluat in 25-ccm-Fraktionen gcsammelt und wie angegcben chromatographiert. 

Das Gemisch der DihexosaProdukte wurde in Teilen aufgearbeitet. Die Fraktion 76-86 
ergab 320 mg analysenreines DihexosaProdukt, [a]?: +56" (c = 3, in Wasser). 

Aus den Fraktionen 87 - 1 12 konnten 180 mg Substanz isoliert werden, [a]g : + 29". 
Das Produkt der Fraktionen 76-86 wurde durch erneute Austauschertrcnnung auf seine 

Einheitlichkeit geprilft. 270 mg wurden auf eine Austauschersiiule (Dowex 50, He-Form, 
230 x 20 mm) gegeben. Mit 0.9 n TCE wurde eluiert und in 25-ccm-Fraktionen aufgefangen. 
Die Fraktionen 12-24 reagiertcn gcgen ammoniakalische Silbernitrat-Losung positiv. Sie 
wurden in drei Teilen aufgearbeitet. Ausb. 15.8 mg (Frakt. 12-15), [aJE: +61" (c = 2.4, 
in Wasser). 

Ausb. 16.4 mg (Frakt. 16-18), [a]?: +61" (c = 2.6, in Wasser). 

ClsHwN~012.2HCl (543.2) B~z. C 39.8 H 6.63 N 5.15 Gef. C 39.6 H 6.63 N 5.10 

CIeHMN2012.2HCl (543.2) Ber. N 5.15 Gef. N 5.12 

&r. N5.15 Gef. N5.10 

Ausb. 10 mg (Frakt. 19-23), [a]?: +35" (c = 1, in Wasser). 

Bei den Produkten der Fraktionen 12-18 handelt es sich um 2-N-~-Lysin-2-desoxy- 
as-diglucose-dihydrochlorid (DiglucoseL-Lysin-dihydrochlorid), [a]? : +61", R F ~  0.08. 

Die Verbindung gibt keine der beschriebenen Reaktionen auf Amadori-Produkte. Chro- 
matographisch reines 2-N- ~-Lysin-2-desoxy-~-~-glucose-dihydrochlorid (&-D-Glucose-L-Lysin- 
dihydrochlorid) konnte am den Fraktionen 116- €41 gewonnen werden. Ausb. 250 mg, 
[aJko: +42' (c = 2, in Wasser). 

Auf konstante Dnhung wurde durch emcute Ioncnaustauschcrtrcnnung (Dowex 50, 
He-Form, 245 x 18 mm) geprllft. Es =den 35 mg analystnreinss Produkt mit [a]?: +42" 
erhalten. RL,, 0.68. 

C12H~Nz07-2 HCl (381.1) &r. C 37.82 H 6.83 N 7.35 Gef. C 38.20 H 6.91 N 7.18 

l-N-L-Lysin-l-deso~-E-o-fructose-dihydrochlorid (E-D - Fructose- L- Lysin- dihydrochlorid) 
wur& aus den Fraktionen 242-270 isolicrt. Ausb. 150 mg, [a l l :  -28" (c = 3, in Wasser). 
R L ~  0.57. 

C12H24N207-2HCl (381.1) Ber. C 37.82 H 6.83 N 7.35 Gef. C 38.15 H 6.98 N 6.88 

Zur Kontrolle der spezif. Drchung wurde die Substanz nochmals einer Ionenaustauscher- 
trennung unterworfen (Dowax 50, He-Form, 230 x 18 mm). Die ersten positiven Fraktioncn 
wurden verworfen. Am den Ubrigen wurdon 88 mg e-D-Fructose-L-Lysin-dihydrochlorld 
gewonnen, [a]?: -28" (c = 2.5, in Wasser). 

Ber. N 7.35 Gef. N 7.02 
Hexose-L-Lysin- Verbindungen in Methanol 
10 g L-Lysin-dihydrochlorid, 130 g gut gctroolcnett &Fructose w u r h  in 1 I Methanol 

3 Stdn. unm RUckflUO gckocht. Unter allrdihlicher Braudhbung gbg dabei die Amino- 
s L m  in Usung. Nach Beendigmg der Reaktion wurde das Usungsmittel abdcstilliert. 
Die weitere Aufarbeitung geschah, wie beim Ausatz in DMSO beschrieben. Es gelang nicht. 
ein nines Di-Produkt zu isolieren. Eine Auftrcnnung der Mono-Produkte durch die erste 
Ionenaustaw-ung war nicht eingetre~ten. Alle Fraktionen, die Aminosilure-Zucker- 
Verbindung enthielten, wurdcn, wie eingangs beschrieben, aufgarbeitet. Ca. 1 g der Substanz 
wurde aufeinelonenaustauscheniiule (Dowex 50, H @-Form, 350 X 35 m) gcpsben und mit 

Chnkha Baichta J.hrg. 95 41 
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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 E-D- Munnose-L- 
Lysin-dihydrochforid konnte isoliert werden. [a]io: -+ 10". 

E-D-Glucose-L-Lysin-monohydrochlorid: 800 mg des Isomerengemisches wurden auf eine 
Cellulosesilule gebracht. Als Cellulosepulver dienten 100 g Whatman Standard, chromato- 
graphiert wurde mit wassergesattigtem n-Butanol. Die chromatographisch einheitlichen 
GlucoseLysin-Fraktionen wurden vereinigt. Das Lbsungsmittel wurde i. Vak. abdestilliert 
und die Substanz wie ublich gefiillt. Ausb. 27 mg. [a]ko: +47" (c = 2, in Wasser). 

C12H24N207'HCI (344.6) Ber. C 41.82 H 7.25 N 8.13 Gef. C 41.65 H 7.32 N 7.83 

Rechnet man den Drehwert auf das Dihydrochlorid um, so ergibt sich ein Wert von [a]io: 
+42". 
Es zeigte sich, daD eine Auftrennung gr6Rerer Mengen wegen der geringen RF-Wert- 

Unterschiede nicht mbglich ist. Bei der Trennung durch Ionenaustauscher stbrte der Gehalt 
des Gemisches an MannoseProdukt, der im Ansatz in DMSO vermieden wurde. 

2-N-~-Arginin-2-desoxy-a-~-glucose (a-D-GlucoseL-Arginin) : 5 g f e h  gepulvertes L-Ar- 
gininsHC1 und 50 g gut getrocknete 0-Fructose wurden in 500 ccm frisch destilliertem DMSO 
25 Tage im Brutschrank aufbewahrt. Wihrend sich die Lbsung braun nrbte, ging das Arginin 
in Lbsung. AnschlieRend wurde das DMSO i. Hochvak. abdestilliert und der Ruckstand 
in wenig Wasser aufgenommen. 

Die Lbsung wurde langsam auf eine stark saure Ionenaustauschersaule (Lewatit S 100, 
He-Form, 28 x 420 mm) gebracht. Die Saule wurde rnit dest. Wasser fructosefrei gewaschen 
und dann rnit 1 n TCE eluiert. Alle silbernitratpositiven Fraktionen wurden vereinigt und 
aufgearbeitet. Es wurden ca. 7 g Sirup erhalten, der zum groDten Teil aus a-Glucose+ 
Arginin bestand. Daneben konnten a-Fructose- und a-Mannose-Arginin nachgewiesen 
werden. Der Sirup wurde in Wasser gelbst und unter Ruhren rnit Dowex 1 (OHe-Form) bis 
pH 10 versetzt. Es wurde abfiltriert und mit 100 ccm Wasser nachgewaschen. Das Cle-freie 
Filtrat wurde eingeengt. 2.6 g des Sirups wurden auf eine Cellulosesaule (Chro Max LKB 
Nr. 3502) gegeben und rnit Pyridin/Amylalkohol/Wasser (40: 30: 37) entwickelt. Das Eluat 
wurde in 25-ccm-Fraktionen aufgefangen. Frakt. 158 - 170 enthielt eine Substanz rnit dem 
Rp,,-Wert 0.44. Nach der Aufarbeitung wurden 50 mg a- o-Glucose-t-Arginin erhalten. 
[all: t 2 5 "  ( c  = 2.3, in Wasser). 

C12H24N407 (336.1) Ber. C 42.87 H 7.14 N 16.66 Gef. C 42.23 H 7.67 N 16.21 

I-N-L-Arginin-I-desoxy-a- o-fructose (a-DFructose-L-Arginin) : Aus den Fraktionen 
175-192 konnten 80mg a-o-Fructose-L-Arginin erhalten werden. [a l l :  -13" (c = 1.66, in 
Wasser). Rp, 0.35. 

C12H24N407 (336.1) Ber. C 42.87 H 7.14 N 16.66 Gef. C 42.49 H 7.52 N 16.38 

2-N- ~-Arginin-2-desoxy-a-~-mannose (a-D-MannoseL-Arginin) : Aus Fraktion 1 12- 120 
konnten 17 mg nicht analysenreines a-D-MannoseL-Arginin isoliert werden. Es gelang nicht, 
die Substanz zu reinigen. Die spezif. Drehung betrug [a]g0: -+3". Rpcu 0.50. Frakt. 121 - 157 
bestand zum grbRten Teil aus a-D-GlucoseL-Arginin und etwas a-DMannose-L-Arginin. 
Die optische Drehung der isolierten Substanz betrug [a]$?: +9". 

I -  N-L-Lysin -I-desoxy-a - D - fructose-dihydrochlorid (a-D-Fructose-L-Lysin-dihydrochlorid) : 
4 g s-Cbo-L-Lysin.HCll6) und 40 g D-Glucose wurden in 600 ccm gut getrocknetem Methanol 
6 Stdn. unter RiickfluD 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 Unlklichen abfiltriert. Die Lasung wurde auf eine stark saure Ionenaustauscher- 
s ide  (Lewatit S 100, He-Form, 28 X 350 mm) gegeben und mit 3 I dest. Wasser gewaschen. 
Die AminosauraZucker-Verbindung wurde mit 0.5 n TCE eluiert. Alle silbernitratpositiven 
Fraktionen wurden aufgearbeitet. Es wurdcn 3.4 g Sirup erhalten. 

Der Sirup wurde in 200 ccm khanol, 40 ccm Wasser und 40 Tropfen Eisessig gelbt. Es 
wurden 0.5g Pd/C-Katalysator zugegeben und hydriert. Nach der Aufarbeitung, bei der 
HCI zugesetzt wurde. erbielt man ca. 1 g Sirup, der in der Ublichen Weise gefallt wurde. 
[a]%: -27" (e = 1.6, in Wasser); R ~ ~ 0 . 5 2 .  

C12Hz4N207.2HCl (381.3) Ber. C 37.8 H 9.1 N 7.34 Gef. C 37.6 H 9.5 N 7.1 

I-N-L-Lysin-l-desoxy-a.6-di-o-fructose-d~y~ochlorid (a.c-Di-D-Fructose-L-Lysin-dihydro- 
chlorid) : 8 g L-Lysin-dihydrochlund 50 g D-Glucose wurden in 750 ccm trockenem Methanol 
I 112 Stdn. unter RikckfluD gekocht. Anschlieknd wurde das Methanol abdestilliert, in wenig 
Wasser gelbst und auf eine stark saure Ionenawtauschersiide (Dowex 50, He-Fom, 
28 x 45 mm) gegeben. Nach dem Waschen mit 3 I dest. Wasser wurde mit 0.811 TCE elu- 
iert. Alle nur silbernitratpositiven Fraktionen wurden vereinigt und aufgwbitet. Ausb. 
ca. 10 g Sirup, der wie Ublich aufgearbeitet wurde. [a]I,o: -37' (c = 2.1, in Wasser); R F ~  0.08. 

ClsHs.+N201~.2HCl (543.4) Ber. C 39.7 H 6.67 N 5.14 Gef. C40.1 H 6.92 N 5.10 

I -N-L-Lysin-I-desoxy-e-D-fructose-dihydrochlorid (c-Fructose-L-Lysin-dhydrochlorid) : Die 
Fraktionen mit einer reduzierenden ninhydrinpositiven Substanz wurden aufgcarbeitet 
und ergaben ca. 6 g Sirup, der aus methanolischer Lasung gefallt wurde. [a]io: -28" (c = 2.2, 
in Wasser). 

C12H~N207'2HCl (381.3) Ber. C 37.8 H 9.1 N 7.3 Gef. C 37.5 H 9.3 N 7.0 

Die Substanz ist identisch mit der aus L-Lysin-dihydrochlorid und Fructose erhaltenen. 
Bei den Spaltungsversuchen wurden etwa 5-proz. Lasungen der SubstanZen in 2n Essig- 

saure im EinschluDkLIlbchen 2-4 Stdn. bei 115" gehalten. Die Spaltprodukte wurden durch 
papierchromatographkchen Vugleich mit authent. Stoffem identifiziert. 

Spaltung der Arginin-Zucker- Verbindungen durch Arginase: 9 mg Aldose- bzw. Ketose- 
Arginin und 1.4 mg Arginase wurden in 1 ccm PufferlLIsung (Borax-Monokaliumphosphat 
nach KOLTHOPF) bei pH 9.2 1 Stde. bei 37' gehalten. AnschlieDend wurden die Spaltungs- 
produkte papierchromatograph nachgewiesen. Die Aktivitiit der Arginase betrug 
20 unitslmg. 




