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1.42, d ,  J = 7, CH,(21), 2.36, s, NCH,, 2.70, s ,  CH,(18), 3.30, s ,  3-OCH3,, 3.84, d,  
J11,12s = 7 (further splitting by Jll,12a = 4) CH(11), 4.45, q, J = 7 CH(20), 5.67, t ,  
J = 2 CH(16), 6.25, d,  J6a,7 = 6 (further splitting by J6a,7 = 2) CH(7) (CDC1, + 
D,O), identical according to MS. and thin-layer chromatography (3 different systems) 
with a sample prepared from natural batrachotoxinin A (23) by HCl/methanol treat- 
ment 8 ) .  Finally 22 was converted ($-toluenesulfonic acid) to 23, identical with natural 
batrachotoxinin As) according to IR., NMR. 9), MS., and thin-layer chromatography. 

Financial support by C I B A - G E I G Y  A G ,  Basel, is gratefully acknowledged. 
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9, Thc NMR. spectrum for both naturals) and synthetic batrachotoxinin A is as follows: 6 = 
0 .88 / s  CH,-l9, 1.40/d/J = 7 CH,-21, ca. 2.00-4.20/several m CH,-l’+ CH,-2’, 2.32+ 3.21/2d/ 
,J15,15 = 19 (further splitting by J15.16 = 2) CH,-15, 2.35/s NCH,, 2.71/s CH,-18, 3.78/d/ 
/ll,12z = 9 (further splitting by Jll,lza = 4) CH-11, 4.46/q/J = 7 CH-20, 5.66/t/ J = 2 CH-16, 
6.24/d/J,p,7 = 6 (further splitting by J6z,7 = 2) CH-7 (CDCl,+ D,O), somewhat different from 
the original description [4]. 
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Sz4nzmary. Lysine is often inactivated by ‘Maillard-typc’ reactions in food proteins ; the values 
obtained for i t  by different mcthods cannot be compared because the chemical behaviour of 
inactivatcd lysinc is unknown. In  this paper, the behaviour of an important form of inactivated 
lysine, namely its 1-deoxyketosyl derivatives, during acid hydrolysis as well as on the different 
assays for available lysine (F-DNB, TNBS, pipsylchloride and guanidination) is studied. The rela- 
tive proportions of regenerated lysine and of formed furosine and pyridosine are established as a 
function of the conditions of hydrolysis. The validity of the methods used to estimate available 
I ysine from its 1-deoxyketosyl derivatives is discussed. 
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Gr2ce 2. la synthkse spCcifique des dCriv6s dksoxyfructosylks et dCsoxylactulosyl6s 
de l;t lysine en N, et N, que nous avons dCcrite [I], nous avons pu en prCparer des 
quantitks suffisantes pour Ctudier leur comportement chimique et biologique. Ce sont, 
en effet, des composCs stables en absence dhumiditC. 

Dans ce mCmoire, nous en dkcrivons certaines propriCtCs chimiques qui influencent 
directement l’analyse de la lysine dans les aliments. On sait, en effet, qu’une partie 
de la lysine qui devient biologiquement non disponible dans les aliments surchauffks 
y est prCsente sous forme de dCrivCs dksoxycCtosylCs (produits d’Amadori). 

I1 est donc de premikre importance de savoir comment se comportent ces dCrivCs 
au cours des divers procCdCs proposCs pour doser la teneur et la disponibilitk de la 
lysine dans les aliments. 

1. Comportement a l’hydrolyse acide. - Pour dkterminer la teneur en lysine 
d’une protkine, on hydrolyse d’abord cette dernikre avec un acide fort, gCnCralement 
l’acide chlorhydrique. I1 fallait donc Ctudier le coniportement A l’hydrolyse acide des 
produits d’Amadori de la lysine, car une Ctude systkmatique n’avait encore C t C  faite 
qu’avec ceux d’autres acides aminks et les rares rksultats obtenus Ctaient fort diver- 
gents. Ainsi, Gottschalk [2], trouve un taux de rCgCnCration de 26% pour le dkrivC 
dCsoxycCtosylC de la phknylalanine, et Chichester [ 3 ] ,  un taux de 50% pour le dCrivC 
de la glycine. Les auteurs sont cependant d’accord sur la destruction complkte de 
l’ose. 

Nous avons CtudiC sous cet angle les dCrivCs d’ilmadori suivants: 
N,- (dCsoxy- 1-D-f ructosyl-1) -L-lysine 
N E - (  dCsoxy- 1 -D-fructosyl-l) -L-lysine 

ou K-DF-L~s 
ou E-DF-L~s 

N,, N,-di- (dCsoxy-1-D-fructosyl-1) -L-lysine 
N,-formyl-N,-(dCsoxy-Z-D-fructosyl-l)-L-lysine ou cc-F-eDF-Lys 
Na-formyl-N,-(d6soxy-l-D-lactulosyl-1)-L-lysine ou K-F-E-DL-L~s 

Les hydrolyses ont C t C  faites dans HC16 N A reflux selon les conditions de Dustipi [4] 
employkes couramment pour l’hydrolyse des protCines alimentaires ; elles ont C t C  
faites aussi en tube scellC, en absence et en prCsence de sucres rbducteurs, pour vCrifier 
une perte Cventuelle de lysine par formation d‘humines (Sentheshaizm~~gaganath~gane) IS], 
ainsi que dans HC1 7,751i A reflux selon Erbersdobler 161 [7] (tab. 1 et 2 ) .  La lysine 
rCgCnCrCe a C t C  dosPe par chromatographie sur Cchangeurs d’ions selon Spacknzaiz IS]. 

ou di-DF-Lys 

L’analyse des rCsultats montre que : 

- Le taux de lysine r6gCnCrCe n’est pas le m h e  selon que le blocage a lieu sur 
l’amine en K, sur l’amine en E ou sur les deux A la fois. I1 est intkressant de remarquer 
que le taux de r6cupCration de la lysine 2 partir du dCrivC doublement bloquk est 
Cgal au produit des taux respectifs de rCcup6ration i partir des dkrivCs substituCs 
en N, et N,. 

- Le taux de r6gCnCration de la lysine A partir des N,-dCsoxycCtosy1-lysines (ceux 
dCrivant du glucose aussi bien que du lactose) n’est affect6 ni par la technique 
d‘hydrolyse (A reflux ou en tube scellC), ni par la prbence de sucres rCducteurs dans 
le milieu d’hydrolyse, ni par la concentration du substrat ni m&me par la durCe du 
stockage de ces dCriv6s. Seule la concentration de l’acide utilisC pour l’hydrolyse 



HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 55, Fasc. 4 (1972) - Nr. 117 1155 

Tableau 1. Influence de la dure'e de conservation et des conditions d'hydrolyse des de'rive's dhsoxyce'tosyle's 
de la lysine SUY son taux de rhgge'ndration par hydrolyse d a m  H C I ~ N  

(durCe des hydrolyses: 18 B 24 h )  
_____ ~ _ _ _ _ _ _ _ _  

Echantillon Conservation Conditions d'hydrolyse yo de lysine 
r6gCnCrCe (mois) Procede Conc du substrat 

1) 0 4 i 0.5 mg/ml 
2) 4 mg/ml 

a) reflux 
b) tube scelle 

Di-DF-Lys 

a-DF-Lys 

E-DF-L~s 

E-F-E-DF-L~s 

cr-F-g-DL-Lys 

A 1  
B 1  

A 1  
B 1  
A 1  
B 1  

c 5  
30 
33 

A 30 
B 5  

30 
33 

.2 1 
18 

R 5  

33,3-34,3 
37,6-38,7 

77,4-77,5 
77,O-78,O 

49,6-55,l 
49,145,7 
48,3 
48,9 
50,849,5 
50,7 
53,3 
53,s-54,l 
53,l 
54,9 

41,148,6 
48,348,246,2 
48,7 
47,6 

46,647,3 
53,3-53,548,5 
49,5-53,1 

Tableau 2. T a u x  de lysine re'ge'nhre'e h partir des ddrivks E-dhsoxyce'tosyle's de la lysine par  hydrolyse 
acide dans HC17,75N 

(conditions d'Erbersdobler [6j [7]) 

Echantillon Conservation (mois) 
~ 

yo de lysine 
rCgbn6rCe 

E-DF-LJ~S C 30 
33 

46,4 
44,2 

a-F-&-DF-Lys R 30 41,9 
33 42,8 

Tableau 3. Influence de la concentration de l'acide chlorhydrique SUY le taux de rtighne'ration de la lysine 
p a r  hydrolyse acide de ses cltirive's E-de'soxyee'tosyltis 

Echantillon Yo de Iysine rCgCnCrCe 
HCl6N HC1 7,75N 

c-DF-Lys 
cc-F-&-DF-Lys 
E-F-E-DL-L~s 
moyenne 

51,2 1,5 
46,95 & 2,0 
50,3 + 2,3 
49,5 & 2,6 

45,3 
42,35 

43,8 & 2,0 
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aiiecte le taux de rkgknkration qui est de 49,5 f 2,6% pour HC1 6~ et de 43,8 
2,0:/, pour HC1 7 , 7 5 N .  Etant donnC la constance de ces valeurs, elles pourraient 
&tre employkes B des fins analytiques (tab. 3). 

Nous pouvons conclure que lorsque la lysine est prksente dans un aliment sous 
iorme de son dkrivk d’dmadori, elle n’apparaitra dans le dosage classique, B savoir 
aprks liydrolyse acide clans HC1 6 N ,  qu’a moitik comme lysine, le reste &ant dCtruit. 
I1 s’ensuit que le dosage de la lysine par hydrolyse acide, dans une protkine contenant 
cette dernikre sous iorme dksoxycktosylke sera entach6 d’une double erreur. La valeur 
trouvCe ne correspondra, ni & toute la lysine thilorique prksente, ni B la lysine non 
dksox>-cktosylCe. I1 s’agit donc d’une valeur hybride, appelile parfois lysine totale 
(Roach [9]), c’est-&-dire la lysine trouvke dans un hydrolysat acide d’une protkine. 
Dans une protCine native, cette lysine dite totale kquivaut B la lysine thkorique. 

I1 a 6 t h  montrk que la prCsence de lysine sous iorme dksoxycktosylke dans une 
prot6ine peut etre dCcelCe par l’apparition dans l’hydrolysat acide, de deux tkmoins : 
la iurosine (Kriiggemaizn [lo], Heyns [ll], Finot [12]) et la pyridosine (Finot [13]). 
Ce sont 18 deux formes de la lysine dCtruite qui ont ktC longtemps ignorkes. L’hydro- 
lyse de d6soxycCtosyl-lysines pures nous a permis de dkterminer le taux de formation 

Tableau 4. Formatioiz de  la furosi?ze et de la pyridosine pav hydrolyse acide des N,-dPsoxycetosyl-l~isines 

Echantillon conservation (mois) rapport des surfaccs dcs pics 
chromatograph iqucs 
furosinc/ pyridosine/ 
lys. r6g6n. lys. rkgdn. 

4. H~-drolyse dans H C ~ ~ N  

E-L )  F- Lys c, 5 0.394 0.218 
0.393 0.206 

30 0.443 
33 0.425 0.185 

1) 2 0.371 
0.387 
0.388 

a-I- ,-DF-Lys I3 5 0.429 
0.398 0.209 
0.398 0.212 

30 0.434 
33 0.458 0.216 

cc-F-z-I)I,-Lys A 18 0.394 
0.380 
0.430 

R 5 0.417 0.223 
0.403 0.201 

I3. Hyclrolyse clans HCl7,75 N 

e-DF-Lys C 30 
33 

E-F-F-DF-L~s €3 30 
33 

0.627 
0.665 
0.703 
0.680 

0.242 

0.279 
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de chacun de ces deux dkrivks. Ceux-ci ont C t C  sCparks par chromatographie sur 
kchangeurs d'ions selon la mCthode dkcrite par Finot [13]. Mais &ant donnk la diffi- 
cult6 d'obtenir la furosine et la pyridosine dans un Ctat de puretC satisfaisante et par 
conskquent de calculer exactement le facteur pour leur dosage colorimktrique prkcis, 
nous avons pr6fCrC exprimer les rksultats sous forme des rapports des surfaces des pics 
chromatographiques obtenus, furosine/lysine rCgknkrke et pyridosine/lysine rCg6nCrke. 
Les facteurs colorimktriques de la furosine et de la pyridosine ont quand mCme Ctk  
mesuds sur les kchantillons que nous avions A disposition; ces facteurs seraient res- 
pectivement B peu pr&s de 10% et de 20y0 plus bas que celui de la lysine. 

Tableau 5. I'aleurs moyennes des rapports des surfaces furosine/ lys ine rdgge'nge'rke et pyridosinellysine 
rge'gge'ndre'e obtenus dans les hydrolysats acides des N,-de'soxyce'tosyl-lyysines 

Echantillon furosinel pyridosinel 
lysine rCgknkr6e lysine rCg6nCr6e 
HCI G N  HCl 7,75N HC1 6N HC1 7,75N 

~ ~ 

e-DF-Lys 0,40 -+ 0,02 O,G5 & 0,04 0,20 * 0,027 0,242 
cc-F-&-L)I;-Lys 0,42 0,02 0,69 * 0,02 0 2 1  & 0,Ol 0,279 
a-F-.-DL-Lys 0,40 & 0,02 0,21 * 0,02 

Moyennes 0,41 & 0,01 0,G7 -+ 0,03 0,21 & 0,01 0,ZG 0,03 

I1 ressort de ces rksultats prksentks dans les tab. 4 et 5 que le taux de formation 
de la furosine et de la pyridosine est le m6me pour le dCriv6 N, du lactose que pour 
celui du glucose, et que ce taux n'est pas affect6 par la formylation du groupement 
amink. Le taux de formation de la furosine B partir de la N,-dksoxyfructosyl-lysine 
varie cependant avec la normalitk de l'acide utilisC pour l'hydrolyse. Selon Erbersdobler 
[7] ce taux est maximum quand l'hydrolyse est faite dans HCl 7 , 7 5 ~ .  

Connaissant le taux de lysine r6gCnkrke ainsi que le rapport des surfaces furosine/ 
lysine rCgCnkrke et pyridosine/lysine rkgknCrCe on peut calculer le taux de dksoxy- 
cCtosyl-lysine transformke respectivement en furosine et en pyridosine, dans les con- 
ditions d'hydrolyse normale (HCl 6 ~ )  ainsi que dans les conditions d'Erbersdobler 
(HC1 7 , 7 5 ~ )  en supposant leurs facteurs colorimktriques Cgaux B celui de la lysine 
(tab. 6 ) .  

Tableau 6. Calcul du  pourcentage d e  hT,-de'soxyce'tosyl-lysane tvansformde respectzvemeut en f w o s r n e  et en 
pyridosaue Ci l'hydrolyse aLde  

Conditions yo lysine furosinel f urosinc pyridosinel pyridosine 
d'hydrolyse rCgCn. lysine correspondant lysine correspondant 

rapport des B dc la lysine rapport dcs j s', de la 
surfaces surfaces lysine 

~ 

0,41 
0,67 

~~ ~ 

20,3 0,21 
29,3 0,26 

10,4 
11,4 

La normalit6 de l'acide utilisC pour l'hydrolyse influe passablement sur le taux 
de formation de la furosine, mais pratiquement pas sur celui de la pyridosine. 

I1 est Cvident que dans une protCine qui a subi une rkaction du type Maillard, 
la lysine dosable ap rk  liydrolyse acide (lysine dite totale) n'est pas Cgale B la lysine 
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disponible pour l’organisme. C’est pourquoi, des mkthodes chimiques ont k t k  dkve- 
loppCes pour essayer de doser la lysine biologiquement disponible. Elles sont toutes 
baskes sur l’hypoth6sc que pour que la lysine soit disponible in vivo, son groupe 
&-amino doit $tre intact (lysine intacte). I1 &ait donc de premikre importance de 
connaitre le comporternent de la lysine bloquke sous forme dCsoxycktosylke dans les 
prockdks propods pour le dosage de la lysine disponible. 

2. Comportement dam les dosages de la lysine disponible. - Un d6rivk de 
la lysine B groupement s-amino libre peut rkagir avec des rkactifs {( spkcifiques H tels 
que le fluorodinitrobenzine ou F-DNB (Carpenter [14]), l’acide trinitrobenzhe- 
sulfonique ou TNBS (Kakade  [15]), le chlorure de pipsyle (Or& [16]) ou 1’0-mkthyl- 
isourke (Bz.cjard [17]). La lysine qui rkagit avec chacun de ces rkactifs et qui est doske 
respectivement sous la forme d’s-DNP-lysine, d’&-TNP-lysine, d’s-pipsyl-lysine ou 
d’honioarginine est appel6e disponible. C’est ici qu’intervient l’importance de la 
spkcificitk des rkactifs vis-8-vis du groupement s-amino libre de la lysine. Nous avons 
contra16 cette spkcificitk dans le cas des K,-dksoxycktosyl-lysines et nous avons pu 
dkmontrer qu’elle n’existait pas pour tous les rkactifs. Le comportement de chacun 
de ces derniers est ktudik dans les paragraphes qui suivent : 

2.1. F-DNB: Dosage de Carpenter. - I1 a toujours k t k  admis que la lysine diitb 
riorke ne rCagissait plus au F-DNB (Carpenter [14], Heyns [MI) et l’expkrience a 
montrk, en effet, qu’il existait une bonne concordance entre les valeurs de lysine 
disponible donnkes par cette mkthode (dCAR) et celles mesurkes soit par mkthode 
biologique (dB) 8 partir d’un test de croissance sur animaux ( M o t h  [19]) soit par une 
mCthode conventionnelle mais 8 partir d’un hydrolysat enzymatique (dE) de la 
protkine (Bujard [20]) : 
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dE = 0,92 dCAR f 0,86 (Bujard [20]) 
dB = 0,94 dCAR $- 0,61 (MOtt2.4 [19]). 
La mkthode de Carpenter dose done la mkme chose que les deux autres mkthodes, 

mais si on la regarde de plus pris, l’on peut trouver beaucoup de causes d’erreurs 
telles que, l’inaccessibilitk de certains groupements amino au F-DNB, la rkduction 
des groupements -NO, de la N,-DNP-lysine par les sucres rkducteurs pendant 
l’hydrolyse (Handwerck [Zl])  et les {(artefacts)) de la rkaction, qui peuvent &re 
nombreux car beaucoup de substances rkagissent au F-DNB. Des modifications ont 
en effet k t k  apportkes B la mkthode originale de Carpertter, destinkes B supprimer ou 
B limiter les causes d’erreur; parmi ces modifications, citons celle de Rao [22] ,  dans 
laquelle la N,-DNP-lysine est doske aprhs skparation chromatographique, et celle de 
Roach [9], dans laquelle la lysine disponible est calculke comme 6tant la diffkrence 
entre la lysine totale et la lysine retrouvCe aprgs hydrolyse de la protCine dinitro- 
phknylke. Les rksultats obtenus par ces trois mkthodes au F-DNB diffbrent entre eux 
(Roach  [9]), et ces diffkrences ne sont pas complitement explicables au vu de nos 
connaissances actuelles de la structure et des propriktks chimiques de la lysine non 
disponible. 

En  plus des phknomgnes dkj8 mentionnks susceptibles de fausser les r6sultats de 
la m6thode au F-DNB, deux autres causes d’erreurs peuvent interf6rer dans 1’Cvalua- 
tion de la lysine disponible par ce rCactif: la possibilit6 que d‘un cbt6 certaines formes 
chimiques de lysine disponible ne rkagissent pas avec le F-DNB, et que de l’autre 
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certaines fornies de lysine non-disponible rkagissent avec ce corps. Seule la seconde 
de ces possibilitks sera Ctudike dans ce travail. 

La rkactivitk du F-DNB a k t k  examinke sur deux dkrids N,-formyl-N,-dksoxy- 
cktosyl-lysines dkj A dCcrits (Finot [l]). La N,-formyl-N,-(dksoxy-l-D-fructosyl-l)-L- 
lysine ( K-F-E-DF-L~s) et la N,-formyl-N,-(dCsoxy-1-D-lactulosyl-1) -L-lysine (a-F-E- 
DL-Lys) ont k t k  traitkes par le F-DNB dans les conditions du dosage de la lysine 
disponible selon Carpenter [14]. Dans chaque cas, il s’est form4 un prkcipitd jaune 
insoluble dans l’kther, mais soluble dans l’acktone et le butanol. Ce prCcipitC n’ktait 
pas du dinitrophknol. On a vkrifiC par ailleurs que les groupements amino formylks 
ne rkagissaient pas avec le F-DNB. Ces observations nous conduisent donc A admettre 
une rkaction entre le F-DNB et le rksidu N,-amino-dksoxydtosylk du dkrivk de la 
lysine. 

La chromatographie sur couche mince de cellulose de ce produit dinitrophCnylC 
skpare trois fractions majeures jaunes, visibles en ultra-violet, et non rCactives A la 
ninhydrine (v. fig.). L’existence de trois produits de reaction nous a m h e  & conclure 
que le F-DNB peut se fixer sur plusieurs fonctions rkactives de la molkcule. L’hypo- 
thitse la plus vraisemblable serait que le F-DNB peut se fixer sur l’N, de la lysine, 
ainsi que sur l’hydroxyle de la forme knol du reste dCsoxycCtosyl6 (v. schkma); de 
cette faCon, on pourrait obtenir deux dCrivCs mono-dinitrophknylks et un dkrivC 
bis-dinitrophknylk. La structure chimique des dkrivks dinitrophCnylCs obtenus n’a 
pas pu &re dCterminCe A cause de l’impossibilitk de les transformer en corps volatils 
pour leur analyse en spectrographie de masse. L’hydrolyse acide du mklange dinitro- 

Chromatographie SUY couche mince de cellulose (Macherey & Nagel, M N  300) d’une solution de E’a-F-8- 
l3F-Lys dinitrophdnylke. 

Les taches en pointilles sont visibles en ultraviolet. Les taches fonc6es reagissent k la ninhydrine. 
Solvant: Rutanol/acide acetiqueleau 4 : l :  1 (vol.) 

C avant hydrolyse; D extrait butanolique, E phase aqueuse, aprhs hydrolyse acide; A N,-DNP- 
Lys: B DNP-OH; F lysine. 
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phknylk nous permet de tirer cependant quelques indications quant B leur structure. 
La chromatographie sur couche mince de cellulose de l’hydrolysat (v. fig.) skpare 
trois composks dinitrophknylks dont deux rCagissent a la ninhydrine, e t  deux com- 
posks non dinitrophknylks rkagissant les deux B la ninhydrine. 

Parmi les trois composks dinitrophknylks, on a pu identifier la N,-DNP-lysine, 
et parmi les deux dkrivBs non dinitrophknylks, on a pu identifier la lysine. Le mkca- 
nisme de la libkration cle la lysine et de la N,-DNP-lysine B partir de la forme dksoxy- 
cktose dinitrophknylke est expliquk dans le schema suivant. 

Rkact iom hypo fhktiques du F-DNB avec une dbox3,cktosyl-lysile et comfiortemetzt 
des dk&k didrophknylks 2 l’hydrolyse acide. 

Rkaction avec le F-DNB: 

(lysine)N,-H -NCLDNP - -N,-H -N,&DNP 
I‘L 12 12 

+ CH + C H  
I 

CH, ?“IDN!?+ CH, 
I I II /I 

C - 0  C = O  C-O-LWP C-0-DNP 
I I I I 

mono-N-DNP mono-0-DNP di-N, 0-DNP 

Hydrolyse acide 
a) Mono-N-DNP: coupure dc la liaison 2-t  N,-L)NP-lysine 

coupurc des liaisons 1 + 2- lysine*) 
coupure d’autres liaisons- coinposCs inconnus 
coupure de la liaison 2+lysine*) 
coupure d’autres liaisons-. compost% inconnus 
coupurc de la liaison 2+ K,-DNI’-lvsine 
coupure des liaisons 1 + 2-t Iysine*) 
coiipure d’autres liaisons- composCs inconnus 

b) Mono-0-DNP: 

c) di-N-0-DNP: 

La prksence de N,-DNP-lysine et de lysine dans l’hydrolysat acide des dinitro- 
phknyl-dksoxycktosyl-lysines est lourde de consBquences pour la validitk des dosages 
de la lysine disponible selon Carpenter 1141 et Roach “31 : ces mkthodes sont entachkes 
d’crreurs du fait de ces rkactions insoupyonnkes jusqu’ici; ce que ces dosages dkter- 
minent comme lysine disponible comprend en effet une certaine partie, parfois impor- 
tante, de lysine non disponible. Le pourcentage de lysine doske comme disponible B 
partir des dksoxycktosyl-lysines dhrivks du glucose et  du lactose, a Btk dktermink sur 
plusieurs kchantillons (tab. 7).  La partie de lysine dosBe comme disponible est 
plus grande pour les dBrivks du glucose que pour ceux du lactose; dans ce second cas, 
la 1ibCration au cours de l’hydrolyse, de galactose capable de rkduire les groupes nitro 
pourrait expliquer les valeurs plus basses. 

La mkthode de Car$ei.zter devrait donc fournir un chiffre trop grand pour la lysine 
disponible dans les protkines oh elle est inactivitke essentiellement sous la forme 
dksoxycktosylke. E n  fait, tel n’est pas le cas: dam les laits surchauffks, le dosage de 
Car,be.rzter donne des rksultats voisins de ceux de la digestion in vitro (Bujarrl :20]) 
et aussi dc ceux de la niktliode biologique in vivo (Mottu ,191). Cela s’explique peut- 
Stre comme suit : les pertes de N,-DiW-lysine pendant l’hydrolyse acide compense- 
raient la production de Pi,-DNP-lysine B partir de la dksoxyfructosyl-lysine. Dans lc 

*) J,a lysine rCg6nCrCe apres hydrolysc acide clu d6rivC: clinitrophdnyI6 correspond 2 6-10:’, clc la 
lpsine inisc cn axvre .  
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Tableau 7. LysiTze disponible dose‘e dans les ?rT,-forrnyl-dBso~~3icdtos~l-lysines de‘rivdes d u  glucose et du 
lactose, par diffdrentes rnbthodcs chivniques 

RCactif Auteur Dcriv6 dCsoxy- lysine disponiblc 
cCtosylC obtenu de la lysine dkterminde 
2~ partir de mise en reuvre sous forme de 

F-1)NR Carpenter glucosc 25-28 
14-19 c-DNP-Lys 

lactose 10,2 
6 2  

TNBS Kakade glucosc 82-89 c-TNP-Lys 

Chlorure de pipsylc Oratz glucose 77-89 E-pipsyl-Lys 

0-mCthylLisour6c Bujard glucose 0 homoarginine 

cas des protkines riches en sucres rkducteurs, la mkthode de Carpenter doit done &re 
employke avec circonspection; il semble que ce soit par hasard que les valeurs obte- 
nues par cette mCthode correspondent B celles obtenues par la mCthode biologique 
in vivo et la mkthode de digestion in vitro. 

2.2. L a  nzithode de Roach [9] a ceci de particulier qu’un dosage de lysine est subs- 
tituk B un dosage de N,-DNP-lysine aprtis dinitrophknylation. Le principe de la 
mkthode est bask sur l’idke suivante: la lysine retrouvke aprtis hydrolyse acide de la 
protkine dinitrophknylke est identique Q la fraction de lysine rkg6nCrke & partir de la 
lysine inactivke. Le calcul se fait comme suit : lysine disponible = lysine aprtis hydro- 
lyse acide de la protkine - lysine rkgknkrke aprks hydrolyse acide de la protkine 
dinitrophknylke. 

Le principe de cette mkthode est thkoriquement irrkprochable, mais il est mis en 
dkfaut par les expkriences faites sur les substances modtiles. 

Comme nous l’avons vu plus haut (tab. 1 et 3), 50”/0 de la lysine inactivke sous 
forme dksoxycktosylke est rCgknkrCe par hydrolyse acide. De plus, nous avons montr6 
que 6 k 10% de la d6soxyfructosyl-lysine dinitrophknylke rkg6nkrait la lysine par 
hydrolyse acide. Dans le cas du lait, par exemple, ou la forme dksoxycktosylke est 
prCdominante, 40 B 44% (soit 50%-6 B 10%) de la lysine inactivke sous cette forme 
serait doske comme lysine disponible. Aussi cette mkthode doit &re utiliske avec 
circonspection dans le cas de prot6ines riches en sucres rhducteurs. 

2.3. Acide trinitro-2,4,6-benzdnesulfonique. - Cet acide a k t k  dkcrit comme ktant 
plus spkcifique que le F-DNB vis-k-vis des gronpements amino libres des protkines 
et a C t C  utilisk par Kakade [15] pour doser la lysine disponible. Nous avons aussi 
trait6 l’a-F-E-DF-Lys dans les conditions dkcrites par Kakade pour le dosage de la 
lysine disponible. La N,-TNP-lysine mesurke par cette mkthode correspond B S5% 
de la lysine ((dktkriorke)) mise en ceuvre (tab. 7). Cette mkthode est done moins 
spkcifique que celle de Carpenter et l’on peut conclure qu’elle est inapplicable aux 
produits riches en dksoxycktosyl-lysines. 

2.4. Chlorure de pipsyle.  - Le chlorure de l’acide p-iodobenzenesulfonique (chlorure 
de pipsyle) a k t k  proposk par Oratz [16] pour doser les groupements &-amino libres 
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de la lysine dans les proteines. Ce rCactif n’a cependant jamais 6tC utilisi: pour doser 
la lysine disponible dans les protkines alimentaires. 

Comme le prCcCdent, ce rCactif ne peut pas Btre utilisC dans ce but, car il rCagit 
trhs fortement avec les dCsoxycCtosy1-lysines et fournit, aprbs hydrolyse acide 77% 
2 86% de N,-pipsyl-lysine (tab. 7). 

2.5. 0-mdthyl-isourLee: guanidination. - L’O-mkthyl-isourCe rCagit en milieu alcalin 
avec le groupeinent &-amino libre de la lysine en le transformant en reste guanidine 
de l’homoarginine. Cette rCaction a C t C  suggCrCe par Bujard [17] pour doser la lysine 
disponible dans les protkines. 

L’cc-F-&-DF-Lys, successivement dinitrophCnylCe puis hydrolyske en milieu acide, 
n’a pas donnC d’homoarginine. Ce rCsultat nous permet de conclure qu’une N,-dCsoxy- 
cCtosyl-lysine n’est pas dosCe comme lysine disponible par la mCthode de guanidina- 
tion. Dans les conditions utiliskes, le rapport furosine/lysine Ctait le m&me que pour 
l’wF-F-DF-Lys soumise directement A l’hydrolyse acide. 

Tableau 8. Cornpavaison de la spe‘cificicitd des dijfdrentes me’ihodes de dosage de lysine disponible vis-Ci-vis 
des i~r~-de‘soxyce‘tosyle-lysines 

M@thode Pourcentage de lysine dos6e comme disponible h 
partir de 
lysine h fonction N,-disoxycCtosyl- 
&-amino libre Iysine 

hydrolyse acide 100 49.5 

Cnvpenler 100 14 h 28 (glucose) 
7 k 10 (lactose) 

Roach 100 40 &44 

digestion i n  vitro 100 0 
guanidination 100 0 

La mdthode de guanidination semble donc &re la meilleure pour le dosage de la 
lysine ((disponibleo ou plut6t de la lysine ((intacte)), c’est-A-dire de la lysine dont le 
groupement &-amino est rest6 libre; vient ensuite la mCthode de Carpenter, les deux 
autres mCthodes n’Ctant pas utilisables. 

La mCthode de Carfienter ne donnant pas satisfaction quand elle est appliquCe a 
certaines substances modbles, nous voulons attirer l’attention sur l’importance de sa 
standardisation et du choix du facteur de correction B appliquer; B ces conditions 
elle gardera l’immense avantage sur la mCthode de guanidination d’6tre rapide et 
utilisable en grande sdrie. 

Conclusions. - Seule 1’6tude prCcise du comportement chimique de dCrivCs bien 
dCfinis de la lysine prCsents dans les aliments chauffCs permet 1’6valuation sGre de la 
validit6 des mdthodes analytiques employCes pour le dosage de la lysine disponible 
dans les aliments. Une premihre contribution est faite ici par l’Ctude du comportement 
chimique du principal produit de la r6action de Maillard. 

Le comportement in vivo de ce composC fera l’objet du prochain mkmoire de cette 
sCrie. 



HELVETICA CHIMICA . k T a  - 5‘01. 55, Fasc. 4 (1972) - Nr. 117 1163 

Partie experimentale 
Pvodu i f s  utzlise’s. - Les syntheses des dCriv6s dc la lysine utilisCs ont CtC d6crites par Finot et al. 

[l]. Pour les hydrolyses on a employ6 l’acide chlorhydrique Mevck (Darmstadt) B 37%, densit6 
1,19, consider6 pour les dilutions comme &ant 1 2 ~ .  

Conserzvzfiow des ddvive‘s de‘soxyce‘tosyle‘s de  la Zysine: Dans un dessiccateur contenant NaOH en 
grains. 

Dosage de la lysine, de la furosine et de la pyvidosim.  - Aprks hydrolyse acide des dCrivCs dCsoxy- 
cCtosylCs de la lysine, la solution est CvaporCe sous vide. Le rCsidu est dissous dans du tampon 
citrate 0,2 M de pH 2,2. Dans une partie aliquote dc la solution la lysine, la furosine et la pyridosinc 
sont s6parCes par chromatographie sur 6changeurs d’ions 8. l’aide d’un auto-analyseur. La lysine et 
la furosine sont dosCes par la mBthode standard de separation des acides aminCs basiques selon 
Spackwzaiz [8] dont une variante selon Finot et al. [13] est appliquee au dosage de la pyridosine. 

Dosage de la lysine selon Carpenter. - 40 3. 50 mg d’cc-F-e-DF-Lys ou d’a-F-e-DL-Lys sont dissous 
dans 8 ml d’une solution aqueuse 3. 8% de NaHCO,. Aprks 10 min. on ajoute une solution de 0,3 ml 
de fluoro-l-dinitro-2,4-benzene dans 12 nil d’ithanol B 96%. Apt-& 2 h d’agitation B tempkrature 
ordinaire ct 8. l’abri dc la lumikre, on Bvapore le solvant sur bain-marie bouillant. Le rCsidu est 
hydrolyst: 8. reflux pendant 18 h dans 100 ml d ’ H C l 6 ~ .  L’hydrolysat refroidi 2 h B 0” est filtrB sur 
papicr. On complkte le volume d u  filtrat 3. 500 ml et le dosage est fait sur 2 ml de cette solution selon 
la tndthode au chloroformiate de methyle [14]. Le facteur de correction de 1,09 a B t B  pris pour tous 
les Cchantillons. 

,We‘thode Ci l’acide trilzitro-2,4,6-benz2nesulfonique ( T N B S ) .  - A 1 ml de solutions hydrog6no- 
carbonat& (47;) contenant respectivcment 5,10, 15 et  20 pnioles d’cr-F-Lys et d’cc-F-F-DF-Lys on 
ajoute 1 ml d’une solution fraichement prBparBe 8 0,1% de TNBS. Aprks 2 h dc rCaction B 40”, on 
ajoute 3 ml d’HC1 concentre et chauffe les solutions en tube scell6, 1 h B 120”. Aprks refroidissement, 
chaque hydrolysat est dilu6 par 5 ml d’eau et extrait 2 fois B 1’6ther. On elimine 1’Bther residue1 de 
la phase aqueuse en plaqant les tubes dans un bain d’eau chaude et mesure la densite optique B 
346 nm contre un blanc prepare avec 1 ml d’une solution d’hydrog6nocarbonate 8 4% + 1 ml de la 
solution de TNBS, melange trait6 de la m&me manitre que les autres Cchantillons. On calcule le 
taux de lysine disponible dans l’a-F-e-DF-Lys d’apres la densit6 optique des Bchantillons en faisant, 
pour chaque dilution, la nioyenne des rapports des densitis optiques des Bchantillons contenant 
respectivenient l’cc-F-e-DF-Lys et l’cr-F-Lys, l’a-F-Lys 6tant prise comme Btalon de lysine dispo- 
nible (100% de lysine disponible). 

Mdthode a u  chlorure de E’acide iodo-bendneswfonique (chloruve de pipsyle). - A 2 ml de solutions 
contenant respectivement 50 pmoles d’a-F-Lys ct d’a-F-e-DF-Lys on ajoute 1,5 ml d’une solution 
hydrog6nocarbonatBe B 8% puis 1 ml d’une solution de chlorure de pipsyle 8. 50 mg/ml dans le 
dioxanne. Apres 30 min. de reaction 840” sous agitation, ‘2 ml d ’ H C 1 6 ~  sont ajoutes pour arrkter la 
reaction, puis 6,s  ml d’HC1 concentre pour l’hydrolyse. Celle-ci est faiteen tube scelle B 110”pendant 
24 h. Aprks Cvaporation B sec de l’hydrolysat, le residu est repris par 5 ml d’eau chaude. On depose 
une fraction de 0,2 ml de cette solution sur une colonne de Dowex-50 WX4 BquilibrBe avec un 
tampon citrate de sodium 0,l M de pH 6,O (h = 15 cm, 0 = 0,9 cm). La chromatographie est faite 8 
60” avec le tampon d’equilibration sous un dBbit de 12 ml/h. L’absorption 3.250 nm est mesur6e en 
continu sur un photomktre Vitalron. Les fractions correspondantes au pic de N,-pipsyl-lysine sont 
rassemblCes et  ajustCes au mCme volume, e t  leurs densites optiques sont lues B 250 nm sur un photo- 
mktre Beckman DB-G. La lysine disponible mesur6e par cette mBthode dans l’cr-F-&-DF-Lys est 
calculie sur la base de ces lectures, l’cr-F-Lys &ant prise comme Ctalon (100% de lysine disponible). 

Guanidination. - A 20 ml d’une solution aqueuse de 250pmoles d’cr-F-c-DF-Lys on ajoute 20ml 
de tampon phosphate 0 , 0 5 ~  de pH 10,5 et  5 ml d’une solution contenant 500pmoles de O-methyl- 
isouree, preparde juste avant l’emploi par reaction de sulfate acide d’O-methyl-isour6e obtenu selon 
Fearing [23] avec une quantit6 6quimoleculaire d’hydroxyde de baryum, suivie d’une centrifuga- 
tion. Le pH du melange conservd durant 4 jours ?L 4-5” est corrig6 journalikrement 8 10,5; ensuite 
la solution est rendue 6 N par HCl, puis chauff6e Q reflux pendant 18 h. Aprh  6vaporation de l’acide 
chlorhydrique, l’homoarginine est determinee par chromatographie sur Bchangeurs d’ions selon 
Spnckman [8]. 

Nous reniercions Melles G .  Mayer et I .  Vevkleij ainsi que M. J .  P. Corbaz de leur collaboration 
technique, et Melle E .  BzGard de sa contribution 8 l’analyse des acides amines sur  autoanalyseur. 
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1 18. Phenylhalogenohydrodigermanes 
par Pierre Rivihre e t  Jacques Satg6 

Laborntoire tle chiniie des Organornintraux. UnivcrsitC Paul Sabatier, 
31-Toulousa (France) 

(27 XI1 71) 

Abstract. The synimetric and nnsyninietric phcn)rlchlorohydrodigermanes can be isolated 
or charactcrized via partial halogenation of the Gc-H bonds of the symmetrical phen)-lhydro- 
digermanes Ph,(H) GeGe (€1) Ph,, I’h (H),GeGe(H) ,Ph by chloromethyl methyl ether and carbon 
tetrachloride. Some of thcsc phcnylchloroh ydrodigermmes are forincd by  insertion of phcnyl- 
chlorogcrniplcne (PhGeC1) on the  Gc-H or Ge-C1 bonds of thc phenylchlorohydrogcrmancs. 

The hydrolysis o f  the  monochloro phenylhydrodigermanes T-’h,(Cl)GeGe(H)Ph, and I’h(C1)- 
(H)GeGc(Il),Ph leads to the  pheny-1 phenylhyrlrogermyl tligcrmoxanes [l’h,(H)GeC;ePli,~,O and 
l~li(H),Gc(~;e(H)Ph],0.  Treatmcnt of these oxides with the concentrated aqueous solutions of 
hydracidcs leads t o  the monoflnorinated, brominated and iodinnted pheny1hydrotli~c:rmancs 
I’h,(H)GeGe(X)Ph, and Ph(lI),GeGe(H)(X)Ph (X = F, Br, 1). 

Phenylchlorohydroc1igl:rmancs decompose thcrmally by a-eliminatim on one gcrmanlum 
atom with formation of gcrmylcne and phenylcliloroliytlrogerniane. 

The physico-chemical IK.  and NMK. study of thcse plienylhslogenoh).drodigerIiianes Indi- 
cates tha t ,  if the vGe-H frcquency variations arc mostly linked to  thc inductive effects of the 
substitucnts on the  samc germanium, the  variations of the chemical shifts of the Gc-H protons 
seein t o  b: due t o  many factors and espccially t o  thc inductive eifcct of the  substitucnts on the 
gcrmanium and the magnctic anisotropy of the Ge-9 bonds. 




