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Abstract

Jenny Gobert
Bildung von a-Dicarbonylen beim Maillard-induzierten Abbau von Mono- und

Disacchariden

Die Maillard-Reaktion ist eine sehr komplex ablaufende Reaktionsfolge, in deren
Verlauf es zur Bildung von Aroma-, Geschmacksstoffen und Braunungsprodukten
kommt. Dabei sind Uberwiegend die stabilen Umsetzungsprodukte bekannt. Die
reaktiven Substanzen dagegen liegen in den Umsetzungsgemischen meist nicht
oder nur in sehr geringen Mengen vor und reagieren wahrend der Isolierung

bereits weiter. Eine solche reaktive Verbindungsklasse sind die a-Dicarbonyle.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Abbau von Glucose und Maltose/Lactose in
Anwesenheit von Lysin untersucht. Die a-Dicarbonyle wurden mit o-Phenylen-
diamin in stabile Chinoxaline uberfuhrt, woraus Glucoson, Lederer Glucoson,
1-Desoxyglucoson, 3-Desoxyglucoson, 1-Desoxypentoson, 3-Desoxypentoson,
Threoson, 1-Desoxythreoson, 3-Desoxythreoson, Glyoxal, Methylglyoxal, Malto-
son, 1-Desoxymaltoson, 3-Desoxymaltoson, 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson,
1,2,3-Tricarbonyl, 2,3,4-Tricarbonyl, 1,4-Didesoxyglucoson, 4-Desoxyglucoson,

3,4-Didesoxypentoson, Diacetyl und Glyoxalsaure resultierten.

Die fur qualitative und quantitative Untersuchungen bendtigten Referenz-
substanzen wurden mittels Multilayer Countercurrent Chromatographie (MLCCC)
aus Glucose- und Maltoseinkubationen isoliert. Mit NMR, GC/MS und HR/MS

wurden die Strukturen der isolierten Chinoxaline aufgeklart.

Aerobe und anaerobe Inkubationen in Anwesenheit von Lysin erlaubten Einblicke
in die Bildungswege der a-Dicarbonylverbindungen.
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1 Einleitung

Beim Kochen, Braten, Backen und Konservieren von Lebensmitteln finden
Reaktionen statt, die fur das Aussehen, den Geruch und den Geschmack
verantwortlich sind. Viele dieser Veranderungen lassen sich auf die Maillard-
Reaktion, eine Reihe hochkomplex ablaufender chemischer Prozesse, zurick-
fuhren. Unter der Maillard-Reaktion, welche auch als nichtenzymatische Braunung
bezeichnet wird, versteht man die Umsetzung von reduzierenden Zuckern mit
Aminkomponenten aus Aminosauren, Peptiden oder Proteinen zu stabilen
Braunungsprodukten. Bei den reduzierenden Zuckern gehen vorwiegend Glucose,
Fructose, Maltose, Lactose und Ribose eine Reaktion ein. Bei den Proteinen ist es
vorwiegend die e-Aminogruppe des Lysins. Es sind allerdings auch Folgeprodukte
aus Reaktionen mit der Guanidinogruppe des Arginins bekannt [1].

Die Maillard-Reaktion ist fur den Prozess der Lebensmittelherstellung, Verar-
beitung und Lagerung von zentraler Bedeutung. Da die meisten Lebensmittel aus
Kohlenhydraten und Proteinen bestehen, ist sie immer gegenwartig und
beeinflusst somit die Qualitat der Lebensmittel in erheblichem Malke. Aufgrund
ihres breiten Produktspektrums flihrt die Maillard-Reaktion zu vielen verschie-
denen erwunschten und unerwinschten Reaktionen. Neben der typischen Farb-
bildung kommt es zur Bildung von Aromastoffen, die den Geruch und den
Geschmack positiv beeinflussen. Einige Maillard-Reaktionsprodukte haben da-
riber hinaus stark reduzierende Eigenschaften und tragen in Lebensmitteln zur
Stabilisierung und zum Schutz vor oxidativem Verderb bei [2].

Eine negative Auswirkung ist die mit dem Reaktionsprozess voranschreitende
Nahrwertminderung des Lebensmittels. Da die Reaktion eines reduzierenden
Zuckers mit Lysin zu stabilen Endprodukten flhrt, ist diese Aminosaure nach der
Nahrungsaufnahme fur den Korper nicht mehr verfigbar. Auch nicht reduzierende
Zucker, wie Saccharose, kdonnen wahrend eines Lebensmittelsverarbeitungs-
prozesses zu Lysinverlusten fuhren, wenn die Reaktionsbedingungen eine Hydro-
lyse begunstigen. Des Weiteren kann es im Prozess der Maillard-Reaktion zur
Bildung mutagener und cancerogener Stoffe kommen [3].

Da im menschlichen Organismus gro3e Mengen an Proteinen und Zuckern
vorliegen, entstehen auch im Korper Maillard-Reaktionsprodukte. Sie beeinflussen

in vivo den Alterungsprozess durch Ausbildung von Proteinquervernetzungen, so
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genannten ,advanced glycation end products® (AGEs). In langlebigem Binde-
gewebe und Matrixkomponenten akkumulieren die AGEs altersabhangig und
werden in verstarktem Mald bei Diabetes gebildet. Sie kdnnen zu krankhaften
Veranderungen beitragen, die mit dem Alterungsprozess sowie Spatkompli-
kationen bei Diabetes und Arteriosklerose in Zusammenhang stehen [4].

In der Maillard-Reaktion sind Uberwiegend die stabilen Umsetzungsprodukte
bekannt. Reaktive Substanzen dagegen liegen in den Umsetzungsgemischen
meist nicht oder nur in sehr geringen Mengen vor und reagieren wahrend der
Isolierung bereits weiter. Doch gerade diese Verbindungen sind fur die Maillard-
Reaktion von grofliter Bedeutung, da sie wesentlich an der Bildung von
Braunungsprodukten und Aromastoffen beteiligt sind. Zu dieser Verbindungs-
klasse gehoren die a-Dicarbonyle. Diese Verbindungen sind wichtige Intermediate
und Schlisselverbindungen in der Maillard-Reaktion. Obwohl inzwischen viele
Ergebnisse uber den Ablauf der Maillard-Reaktion vorliegen, ist es nicht moglich
ein vollstandiges Reaktionsschema zu prasentieren. In den folgenden Abschnitten

werden die wichtigsten Reaktionswege der Maillard-Reaktion vorgestellt.
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2 Theoretischer Teil

21 Grundlagen der Maillard-Reaktion

Grundvoraussetzung fur den Ablauf der Maillard-Reaktion ist die Anwesenheit von
reduzierenden Zuckern (Glucose, Maltose) und Aminkomponenten (Lysin).

Die Maillard-Reaktion gliedert sich in drei Phasen. In der Anfangsphase wird die
partiell stabile Amadori-Verbindung gebildet. Diese enolisiert in der fortge-
schrittenen Phase zu reaktiven a-Dicarbonylen. Infolge von Dehydratisierungs-
und Fragmentierungsreaktionen entstehen erste Folgeprodukte, von denen einige
bereits zur Aroma- und Farbbildung beitragen. Eine braune Farbung und starke
Fluoreszenz zeigen die in der Endphase gebildeten Reaktionsprodukte. Ausge-
bildete hochpolymere Strukturen, die eine intensive Braunung vorweisen, werden

als Melanoidine bezeichnet [5].

2.1.1 Anfangsphase der Maillard-Reaktion

Amine bzw. Aminosauren reagieren als nucleophile Verbindungen leicht an die
Carbonylfunktion von reduzierenden Zuckern 1 unter Bildung von Iminen (Schiff-
schen Basen) 2. Aufgrund der in a-Position vorliegenden Hydroxygruppe kénnen
die Imine in 1,2-Enaminole 4 umlagern. Diese Umlagerung fuhrt zur Amadori-
Verbindung (1-Amino-1-desoxyketose) 3 (Abb. 1).

Im Folgenden werden die Zucker in ihrer offenkettigen Form dargestellt, wobei
R>=H flr Glucose (Monosaccharid-Vertreter) steht und R,=Glucose fir Maltose

(Disaccharid-Vertreter).

OH H
[WaN ¢
H—c=o0 H—C—NHR, H—C=NR, H—C—NHR, H—C—NHR,
| | | Mo |
H—(I:—OH H=—C—OH H—(i‘,—OH (i‘.—OH (i‘.=0
R,NH H,0
HO—C—H —>* HO—C—H —> HO—C—H —> HO—C—H —> HO—C—H
H—l:I:—OR2 H—C—OR, H—(I:—OR2 H—(I:—OR2 H—(I:—OR2
H—(i‘,—OH H—C—OH H—C—OH H—C—OH H—C—OH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,0H CH,0H
reduzierender Zucker Schiffsche Base 1,2-Enaminol Amadori-Verbindung
1 2 4 3

Abbildung 1: Bildung der Amadori-Verbindung aus Glucose (R,=H) und Maltose (R,=Glucose)



Theoretischer Teil 4

Die Amadori-Verbindung 3 ist ein partiell stabiles Zwischenprodukt und kann
bereits analytisch erfasst werden. Es lasst sich in erhitzten und gelagerten
Lebensmitteln nachweisen, sowie in getrocknetem Obst, in Gemuse und Milch-
produkten. Auch im menschlichen Koérper sind Amadori-Verbindungen zu finden,
insbesondere im Blutserum bei Diabetes mellitus Patienten [1]. Ebenso wie
Ketosen und Aldosen neigen auch Amadori-Verbindungen zu einer Saure-Base-
katalysierten Enolisierung. Die Enolform der Amadori-Verbindung stellt eine sehr
reaktive Zwischenstufe dar, die zu unterschiedlichen Folgeprodukten weiter rea-
gieren kann. Mdoglich sind intramolekulare Wanderungen der Carbonylgruppe,

B-Eliminierungsreaktionen oder oxidative Prozesse [6].

2.1.2 Bildung von a-Dicarbonylverbindungen

2.1.2.1 Bildung von a-Dicarbonylen mit vollstidndigem Kohlenstoffskelett

(Desoxyosone)

Im Verlauf der Maillard-Reaktion wird die Amadori-Verbindung tUber Enolisierungs-
und Eliminierungsreaktionen weiter umgewandelt. Zum einen flhrt eine Eno-
lisierung zum 1,2-Enaminol 4, zum anderen zum 2,3-Enaminol 5, das jeweils ein
charakteristisches a-Dicarbonyl bedingt.

3-Desoxyhexos-2-ulose (3-Desoxyglucoson) 6 wird Uber das 1,2-Enaminol 4 durch
B-Eliminierung und Hydrolyse des Imin-Kations gebildet. Das 2,3-Enaminol 5 hat
zwei verschiedene B-Eliminierungsmaoglichkeiten. Durch Eliminierung der Amino-
saure an Position C-1 kommt es zur Bildung der 1-Desoxyhexo-2,3-diulose
(1-Desoxyglucoson) 7. Daneben kann durch Wassereliminierung an C-4 die
1-Amino-1,4-didesoxyhexo-2,3-diulose (1-Amino-1,4-didesoxyglucoson) 8 gebildet
werden. Bei diesem Reaktionsweg bleibt der Aminosaurerest an der Kohlen-
hydratkette gebunden (Abb. 2).
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H H
| |
H—(IZ—NH-R1 H—(IZ—NH-R1 H—ﬁ—NH-R1
ﬁ— OH (i)= o C—OH
HO-C _— HO-C—H _— HO-C—H
H—C—OR, H—C—OR, H—C—OR,
H—C—OH H—C—OH H—C—OH
CH,0OH CH,0OH CH,OH
2,3-Enaminol Amadori-Verbindung 1,2-Enaminol
5 3 R,=H (Glucose) 4
/ \ R,=Gluc (Maltose) l
Hz(I:—NH-R1 t’i)H3 H—(I:=O
(i:= [o) (i: =0 (i3= (o]
(I: =0 c=o0 H—C—H
(I:H2 H—t’i)—OR2 H—(I:—OR2
H—C—OH H—C—OH H—C—OH
CH,OH CH,0OH CH,OH
1-Amino-1,4-didesoxy- 1-Desoxyhexo-2,3-diulose 3-Desoxyhexos-2-ulose
hexo-2,3-diulose 719 6/11

8

Abbildung 2: Bildung von a-Dicarbonylverbindungen aus der Amadori-Verbindung

Unter Abspaltung des Amins entsteht aus dem 2,3-Enaminol 5 das 1-Desoxy-
maltoson 9 und durch Eliminierung des Glucosylrestes das 1-Amino-1,4-didesoxy-
hexo-2,3-diulose (N°-(5,6-dihydroxy-2,3-dioxo-hexyl)-lysin) 8. Aus dem 1,2-Ena-
minol 4 bildet sich durch B-Eliminierung von Wasser und nachfolgender hydro-
lytischer Spaltung das 3-Desoxymaltoson 11.

Die Bildung von 1-Amino-1,4-didesoxglucoson 8 wird von Huber und Ledl [7] aus
Disacchariden beschrieben. Reihl et al. [8] schlagen auf Basis des 2,3-Enaminols
5 einen Bildungsweg vor, indem die glucosidische Bindung gespalten wird. Aus
dem 2,3-Enaminol 5 bildet sich eine weitere Aminoverbindung, N°-(3,6-Didesoxy-
hexos-2-ulos-6-yl)-lysin (Lederer Glucoson) 12, die erstmals von Biemel et al. [9]
aus Glucose beschrieben wird. Durch Enolisierung entlang der gesamten Kohlen-
hydratkette und anschlieRender Wasserabspaltung an Position C-4 kommt es zur
Bildung dieses Dicarbonyls [8]. Die Bildung der beiden Lysinderivate ist in
Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Bildungsweg der Didesoxyosone 1-Amino-1,4-didesoxyglucoson

und Lederer Glucoson nach Reihl et al. [8]

Eine weitere a-Dicarbonylverbindung ist die oxidativ gebildete Arabino-hexos-2-

ulose (Glucoson) 13. Die Autoxidation von Amadori-Verbindungen wurde mafR-

geblich von Kawakishi et al. [10] untersucht. Der oxidative Abbau der Amadori-

Verbindung stellt demnach einen Weg fur die Bildung von a-Dicarbonylen dar, der

in Konkurrenz zu den 1,2- und 2,3-Enolisierungsreaktionen steht. Liedke [11]

schlagt auf Basis der Amadori-Verbindung einen radikalisch-oxidativen Bildungs-

weg vor (Abb. 4). Die oxidativ beeinflusste Bildung des Glucoson wurde durch
Barth [12] und durch eigene Untersuchungen (vgl. 4.1.3.1 und 4.1.3.2) bestatigt.
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Abbildung 4: Oxidative Bildung von Glucoson aus der Amadori-Verbindung nach Liedke [11]

Hollnagel und Kroh [13] beschreiben die Bildung von 1,4-Didesoxyglucoson 14 als
Intermediat der Umsetzung von Disacchariden mit Aminosauren. Ausgehend vom
2,3-Enaminol 5 wird durch eine B-Eliminierung des Amins am C-1-Atom das 1,2-
Endiol gebildet, welche im Reaktionsansatz zu dem 2,3-Endiol reduziert wird.
Dieses 2,3-Endiol reagiert Uber eine B-Eliminierung des Glucosylrestes am C-4-
Atom, verbunden mit einer keto-enol-tautomeren Umlagerung, zum 1,4-Didesoxy-
glucoson (Abb. 5).

H,C—NHR, CH, (I:H3
C—OH C—OH C—OH
- RNH, I Il
HO —(i'; —_— (I;=0 —_— (I;—oH
H—(I:—OR2 H—(I:—OR, H—t’i:—OR2
H—C—OH H—C—OH H—(I:—OH
CH,OH CH,OH CH,OH
2,3-Enaminol
5 l R,OH
CH, CH,
c=o c=o0
| - |
(|:=0 — C—OH
(I:H, HC
H—(I:—OH H—(I:—OH
CH,OH CH,OH

1,4-Didesoxyglucoson
14

Abbildung 5: Bildung des 1,4-Didesoxyglucoson nach Hollnagel und Kroh [13]
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Ein weiteres Intermediat des Zuckerabbaus ist die 4-Desoxy-2,3-glucodiulose
(4-Desoxyglucoson) 15. Morita et al. [14] beschreiben die Bildung dieser a-Dicar-
bonylverbindung ausgehend von einer Hexose Uber das 2,3-Endiol 5. Im
Reaktionsverlauf kommt es zu einer B-Eliminierung aus dem ein 3,4-Endiol
hervorgeht, welches im nachfolgenden Schritt keto-enol-tautomer umlagert
(Abb. 6).

H—C=0 H—C—OH CH,0H CH,OH
H—C—OH !:I—OH (I:—OH (I:=0
HO—C—H — HO—(I:—H —_ HO—!:I — HO—(I:
H—C—OH H—(I:—OH H—C—OH ll’.!—H
H—C—OH H—(.I‘,—OH H—C—OH H—(I:—OH
CH,OH CH,0H CH,0H CH,OH
Glucose 1,2-Endiol 2,3-Endiol
1 4 5 |
CH,OH
t=o
t=o
H,
H—(::—OH

CH,OH
4-Desoxyglucoson

15

Abbildung 6: Bildungsweg von 4-Desoxyglucoson aus Glucose nach Morita et al. [14]

2.1.2.2 Folgeprodukte der Desoxyosone

Aufgrund ihrer gro3en Reaktivitat stellen Desoxyosone Ausgangsprodukte fur eine
Vielzahl an Verbindungen dar. Sie kénnen im weiteren Verlauf der Maillard-
Reaktion durch Enolisierung, Cyclisierung, Eliminierung, Fragmentierung und
Retro-Aldol-Spaltung umgewandelt und abgebaut werden. Aus diesen Reaktionen
entstehen Fragmente (C-2-C-5), die im Folgenden dargestellt werden.

Die Bildung von Pentosonen wird von Nedvidek et al. [15], Usui et al. [16],
Hollnagel und Kroh [17], Mavric und Henle [18], Grandhee und Monnier [19], Rizzi
[20] und Hauck et al. [21] beschrieben.

In der Literatur wird die Bildung von 3-Desoxypentoson 16 aus Mono- und
Disacchariden beschrieben. Aus Glucose wird ein Bildungsweg von Usui et al. [16]
vorgeschlagen, in dem durch hydrolytische a-Dicarbonylspaltung aus dem
Glucoson das 3-Desoxypentoson 16 gebildet wird. Die Bildung aus Disacchariden

erfolgt ausgehend vom 2,3-Enaminol. Uber eine B-Eliminierung wird der Glucosyl-
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rest abgespalten. Das entstandene 1-Amino-1,4-didesoxyglucoson wird keto-enol-
tautomer umgelagert. Nach anschlieRender hydrolytischer B-Dicarbonylspaltung
und Freiwerden von Ameisensaure entsteht ein Pentose-1,2-endiol, welches zum

3-Desoxypentoson 16 oxidiert [17].

H—(I:=0 H,C—NHR, H,C —NHR, H—C=NR, H—(I:—OH
H—C—OH C—OH c=o0 H—C—OH H—C>0H
| ] - Glucose | I H,0 | o~
HO—C—H —> HO—C — HO—C e cC=0 — c=o0
I ] Il - | - Ry-NH, I
H—(I:—OR2 H—(I:—ORz H—(i: H—(I:—H H—(I:—H
H—(I:—OH H—(I:—OH H—C—OH H—(I:—OH H—C—OH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
R,=H (Glucose) 1-Am|no-1,48-d|desoxyglucoson hydrolytische
R,=Glucose (Maltose) -HCOOH l R-Dicarbonyl-
spaltung
H—(I;=o H—ﬁ—OH
(I:=0 (I:—O
HO—(I:—H H_?_H
H—(i‘,—OH H_(l:_OH
H—C—OH CH,OH
CH,OH Pentose-Intermediat
Glucoson
11
l le.
H—(I:=0
ﬁ—OH H—(I:=0 H—C—OH H—(|3=0
Il
HO—C HO—C—H HO—C c=o0
| - HCOOH | | H,0 |
H—(I:—OH — H—(I:—OH - H—C—OH H—(I:—H
= I
H—C—OH H—C—OH H—C—OH H—C—OH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
Arabinose 3-Desoxypentoson

16

Abbildung 7: Bildung von 3-Desoxypentoson aus Glucose nach
Usui et al. [16] und aus Maltose nach Hollnagel und Kroh [17]

Mavric und Henle [18] identifizieren das 3-Desoxypentoson-Chinoxalin in Inku-
bationen mit Lactose. Grandhee und Monnier [19] schlagen einen Mechanismus
fur die Bildung von 3-Desoxypentoson aus Ribose vor.

3,4-Didesoxypentoson 17 wird als ein spezifisches Spaltungsprodukt aus Lactose
gebildet. Mavric und Henle [18] beschreiben die Bildung ausgehend von Lactose.
Uber eine 1,2-Enolisierung entsteht die Lactulose, wobei sich anschlieBend ein
2,3-Endiol bildet. Nach Eliminierung der Galactose an Position vier der Kohlen-
stoffkette wird das 4-Desoxyglucoson 15 gebildet, welches im nachfolgenden

Schritt Gber Enolisierung und hydrolytischer p-Dicarbonylspaltung zum Pentose-
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Intermediat umgewandelt wird. Das Pentose-Intermediat (1,2-Endiol der 3-Des-
oxypentulose) wird nachfolgend zum 3-Desoxypentoson 16 oxidiert. Durch Eli-
minierung von Wasser und Keto-Enol-Tautomerisierung bildet sich aus der 3-Des-

oxypentulose das 3,4-Didesoxypentoson 17 (Abb. 8).

H—C=0 H,C—OH H,C—OH H,C—OH H,C—OH
[ [\ I [
H—C—OH c=o0 C—=0—H c=o0 c=o0
| | | - Galactose | |
HO—C—H — HO—C —> HO—C —> HO—C o c=o0
I - [ - Il - |
H—C—0Gal H—C—O0Gal H—C—\’OGaI H—C H—C—H
[ [ [ [
H—(i:—OH H—(I:—OH H—C—OH H—C—OH H—C—OH
CH,0OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
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( OH’ l T
-_ (I': =0 HC—OH
H—?:O H—ﬁ—OH (I:}OH (I:—OH
-H H
c=o X c—on "0 C=OH =— c=o0
| | I — [
H—?—H H—(I:—H (I:—H H—C—H
H—(I:—OH H—C—OH H—C—OH H—C—OH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
3-Desoxypentoson 4-Desoxyhexosulose
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H—ﬁ—OH HZ(I:—OH H,C—OH H—C—/O\—H H—(i:=0 H—?:O
C—OH c=o0 c=o0 <C—0H C—OH c=o0
| | -H,0 I | I [
H—C—H —> H—C—H —> C—H —_— C—H —> C—H —> CH,
| -— l -— N . — | — |
C—OH H—C—OH H—C H—C ' H ?HZ (|:H2
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
3-Desoxypentulose 3,4-Didesoxypentoson
17

Abbildung 8: Bildung von 3,4-Didesoxypentoson nach Mavric und Henle [18]
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Durch katalytischen Abbau von Ribose bildet sich das 1-Desoxypentoson 18 [20].
Hauck et al. [21] postulieren einen Bildungsweg nach Inkubationen mit Ribulose-5-

phosphat.
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
I o~
<I:=o ﬁ—OH H—(I;‘—OH H—C—OH
s

H—(C—OH — cLon — c=0 —> cLou
| | 7l

H—C—OH H—C—OH H—-C—OH {c—on
CH,0PO,* CH,0PO,* CH,0PO,* CH,0PO,*

Ribulose-5-phosphat
l- HPOZ
CH,OH CH,OH

H—(I3—0H -~ H—C—OH

|
(I:= o ﬁ-bcm
CH, {cn,

1-Desoxypentoson
18

Abbildung 9: Bildungsweg von 1-Desoxypentoson nach Hauck et al. [21]

a-Dicarbonylverbindungen mit vier Kohlenstoffatomen werden von Nedvidek et al.
[15], Usui et al. [16], Nishikawa et al. [22], Yaylayan und Keyhani [23], Davidek et
al. [24] und Voigt und Glomb [25] beschrieben. Threoson 19 wird als Hauptabbau-
produkt in Inkubationen mit Dehydroascorbinsaure von Nishikawa et al. [22]
identifiziert (Abb. 10).

HO—C=0
CH,OH |
H / o c=o0 H—C=0
C (o]
HO/ + Hzo I I
H —_— c=o0 — c=o0
H (!) OH I
—C— H—C—OH
o o |
H=—C=—OH CH,OH
Dehydroascorbinsaure CH,OH Threoson

. 19
2,3-Diketogulonsaure

Abbildung 10: Bildung von Threoson aus Dehydroascorbinsaure nach Nishikawa et al. [22]

Usui et al. [16] beschreiben die Bildung von Threoson 19 Uber Glucoson in Glu-
coseinkubationen. Ein oxidativer Mechanismus ausgehend von 1-Desoxyglucoson
wird von Voigt und Glomb [25] vorgeschlagen. 3-Desoxyglucoson 6, Glucoson 13
und 3-Desoxypentoson 16 werden als Vorstufen bei der Bildung von 3-Desoxy-
threoson 20 beschrieben [16] (Abb. 11).



Theoretischer Teil

12

H—C=o0
t=o
HO—(!:—H
H—(I:—OH
H—(!:—OH
(I:HZOH
Glucoson
1
:
H—C=0
HO—(!‘.—H
H—(I:—OH
H—(!‘.—OH
(I:HZOH
Arabinose

H—C—OH H—
I(!—OH

Ho—(I:—H —

H—C—OH H—

H—C—OH H—
CH,OH

1,2-Endiol

H—C= H—
o —
L,

H—(I:—OH
CH,OH

3-Desoxypentoson
16

-H,0

c=
I
c
|
i
(I:—OH

C—OH

o O

CH,OH

3-Desoxyglucoson
6

CH,OH

3-Desoxythreoson

20

H—C=0
H—(I:—OH
-~ HO—(I:—H —
H—C—OH
H—C—OH
CH,0H
Glucose
H—C—OH
—> HO—C —
-
H—C—OH
H—(I:—OH
CH,OH
l
H—C=0
H—(I:—OH
H—C—OH
CH,0OH
Erythrose

Abbildung 11: Bildung von 3-Desoxythreoson aus Glucoson, 3-Desoxyglucoson
und 3-Desoxypentoson nach Usui et al. [16]

Durch Aldolreaktion bildet sich aus 1,3-Dihydroxyaceton und Formaldehyd das

1-Desoxythreoson [23]. Davidek et al. [24] identifizieren das Chinoxalin von

1-Desoxythreoson 21 in Glucose/Glycin Inkubationen als Produkt aus 1-Desoxy-

glucoson. Voigt und Glomb [25] beschreiben die Bildung aus 1-Desoxyglucoson

nach Abspaltung von Essigsaure (Abb. 12).

CH, CH, CH;COOH
| o\
c=o0 c=o0 +
I I -H,0
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l -H,0
P
P
c=o0
CH,OH
1-Desoxythreoson
21

Abbildung 12: Bildung von 1-Desoxythreoson nach Davidek et al. [24] und Voigt und Glomb [25]
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Methylglyoxal 22 und Glyoxal 23 sind die kleinsten a-Dicarbonylverbindungen,
deren Bildung Bestandteil vieler Forschungsergebnisse ist. Hollnagel und Kroh
[26] schlagen einen Bildungsweg fur Methylglyoxal 22 vor, der die Spaltung von
1-Desoxyglucoson 7 in Position C3-C4 beinhaltet. Weenen [27] schlagt 3-Des-
oxyglucoson 6 als Vorstufe fur die Bildung von Methylglyoxal vor, was von
Yaylayan und Keyhani [28] bestatigt wird. Durch Bildung von 2,3-Enol aus
Glucose 1 und anschlieRender Retro-Aldol-Kondensation wird ein Bildungsweg
von Thornalley et al. [29] beschrieben (Abb. 13).

H—(i;=0 H—(i‘.=0 H—C=0 (I:H3
(I:=0 ﬁ—OH H—(I:—OH (I:=0
<I:Hz - (i:—H -<— HO—C—H — c=o0

H—(I:—OH H—C—OH H—C—OH H—C—OH

H—C—OH H—C—OH H=—C—OH H=—C—OH
CH,OH CH,0H CH,0H CH,0H

3-Desoxyglucoson 1-Desoxyglucoson
lRetroaldoI 7
H—(i‘.=0
C—OH
Il
CH,
H—(i‘.=0

Methylglyoxal
22

Abbildung 13: Bildung von Methylglyoxal nach Hollnagel und Kroh [26], Yaylayan und
Keyhani [28] und Thornalley et al. [29]

Die Bildung von Glyoxal 23 wird uUber eine Retro-Aldol-Spaltung direkt aus der
Glucose 1 von Thornalley et al. [29] beschrieben. Wells-Knecht et al. [30]
identifizierten Glyoxal 23 als Intermediat bei der Autoxidation von Glucose.
Hofmann et al. [31] verifizierten Glucoson 13 als Vorstufe fur die oxidative Bildung
von Glyoxal. Yaylayan und Keyhani [28] schlagen einen Mechanismus ausgehend
von Glucose 1 vor, der auf Abspaltung von zwei Molekilen Wasser und an-
schlielender Retro-Aldol-Spaltung basiert. Ein weiterer Bildungsweg wird von
Hayashi und Namiki [32] vorgeschlagen. Die Bildung von Glyoxal 23 basiert auf
Retro-Aldol-Spaltung der Schiffschen Base, gefolgt von Oxidation des Glycol-
aldehyd-Imin. Usui et al. [16] beschreiben die Bildung aus 3-Desoxyglucoson 6,
3-Desoxypentoson 16 und Glycolaldehyd (Abb. 14).
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Abbildung 14: Bildungswege fiir Glyoxal nach Thornalley et al. [29], Wells-Knecht et al. [30],
Hofmann et al. [31], Hayashi und Namiki [32] und Usui et al. [16]
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2.2 Nachweis und Bestimmung von a-Dicarbonylverbindungen

a-Dicarbonyle sind hochreaktive Verbindungen, die analytisch nur schwer erfass-
bar sind. Um qualitative als auch quantitative Aussagen uUber die im Reaktions-
verlauf gebildeten a-Dicarbonylverbindungen treffen zu kdnnen, muss auf indirekte
Nachweisverfahren zurtickgegriffen werden. Zum einen geben charakteristische
Folgeprodukte Aufschluss Uber die vorhandenen a-Dicarbonyle, zum anderen
konnen diese reaktiven Verbindungen in stabile detektierbare Derivate Uberflhrt
werden. Verwendungen finden hierbei die Abfangreagenzien o-Phenylendiamin
(OPD), Aminoguanidin, Cysteamin, O-Methylhydroxylamin und Girard-T. Zur
Analytik von a-Dicarbonylverbindungen wird von Glomb und Tschirnich [33] eine
Auswahl an Abfangreagenzien beschrieben (Abb. 15).
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Abbildung 15: Ubersicht (iber Abfangreagenzien fiir o-Dicarbonylverbindungen
nach Glomb und Tschirnich [33]

Aminoguanidin ist ein langsam reagierendes Abfangreagenz und eignet sich flr
die hochreaktiven Dicarbonylverbindungen nur bedingt. Zudem werden in der

Reaktion mit Aminoguanidin zwei isomere Triazinprodukte gebildet, die eine
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Quantifizierung erschweren. Im Vergleich zu den Chinoxalinen sind die
Triazinderivate wesentlich instabiler. OPD ergibt aufgrund seiner Symmetrie mit
dem Dicarbonyl genau ein Reaktionsprodukt. Ein weiterer Nachteil von
Aminoguanidin ist die Hemmung der Retro-Aldol-Fragmentierung, was zu einer
niedrigeren Ausbeute und Vielfalt an a-Dicarbonyl-Spaltprodukten fuhrt [33].

In der Literatur wurde OPD erstmals von Morita et al. [34] als Abfangreagenz
beschrieben. Hierbei reagiert die a-Dicarbonylverbindung aquimolar infolge einer
Kondensationsreaktion mit dem Abfangreagenz zu einem stabilen, analytisch gut
erfassbaren Chinoxalinderivat. Wahrend der Maillard-Reaktion herrscht ein
dynamisches Gleichgewicht zwischen der Bildung und den Folgereaktionen von
a-Dicarbonylen. Daraus ergeben sich zwei grundlegende Anwendungen der
Abfangreaktion zur Bestimmung der o-Dicarbonylkonzentration. Wird OPD zu
Beginn einer Inkubation zugesetzt, werden standig alle gebildeten Dicarbonyl-
verbindungen abgefangen. Diese Anwendung weist Nachteile auf. So besteht die
Maglichkeit, dass OPD mit seinen Stickstoffgruppen selbst in die Reaktion eingreift
und somit zu erhdhten oder falsch positiven Ergebnissen fuhrt [33]. Die zweite
Methode zum Einsatz der OPD Abfangreaktion ist die Zugabe von OPD nach
einer festgelegten Reaktionszeit der a-Dicarbonylverbindung. Mit dieser Methode
kann zwar die Gesamtmenge an gebildeten a-Dicarbonylen nicht bestimmt
werden, aber eine Aussage Uber den zeitlichen Konzentrationsverlauf ist mdglich.
Auch mit dieser Methodik besteht die Gefahr einer Aminkatalyse, bei der Bildung
der Dicarbonylverbindungen, jedoch wird die Abfangreaktion bei Raumtemperatur
und kurzen Kontaktzeiten durchgefuhrt, so dass Ergebnisverfalschungen minimiert
werden.

Oxime, Osazone und Thiazolidine sind nicht bzw. nur schwach UV-aktiv und
eignen sich daher nur bedingt fur die Quantifizierung von a-Dicarbonyl-
verbindungen. Aufgrund der guten analytischen Trennmdglichkeiten und der er-
heblichen Nachteile anderer Abfangreagenzien wird die Reaktion mit OPD in
dieser Arbeit als Methode der Wahl angewendet. Die Identifizierung und
Quantifizierung der Chinoxaline erfolgt bei einer Wellenlange von 320 nm.

In der vorliegenden Arbeit wurden die a-Dicarbonylchinoxaline mittels HPLC-UV
identifiziert und quantifiziert. Fur die Strukturaufklarung der Chinoxaline wurde die
GC/MS, NMR und HR/MS eingesetzt.
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23 Isolierung von a-Dicarbonylchinoxalinen mittels Multilayer Counter-
current Chromatographie (MLCCC)

Die MLCCC ist eine Form der Flussig-Flussig-Chromatographie, bei der ein
komplexes Substanzgemisch durch Verteilung zwischen zwei nicht miteinander
mischbaren Phasen in Fraktionen unterschiedlicher Polaritat aufgetrennt wird. In
Abbildung 16 ist der instrumentelle Aufbau einer MLCCC dargestellt.
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Abbildung 16: Aufbau einer MLCCC-Anlage

Das Kernstuck der MLCCC ist ein um eine Spule gewickelter Teflonschlauch
(Coil). Diese Spule dreht sich mit 800 U/min zum einen um ihre eigene Achse und
zum anderen um eine Zentralachse, an der ein entsprechendes Gegenstick
befestigt ist. Durch diesen Aufbau ist eine planetenartige Rotation gewahrleistet.
Im Coil befinden sich zwei nicht miteinander mischbare Phasen, wobei die eine
Fllssigkeit als stationare Phase im System bleibt und die andere als mobile Phase
durch das System geleitet wird. Zu Beginn einer MLCCC wird die Saule im
Stillstand mit stationarer Phase gefullt, anschlieRend in Rotation versetzt und
gleichzeitig die mobile Phase durch das System gepumpt. Sobald die mobile
Phase den Saulenausgang erreicht, kann die Probenaufgabe erfolgen. Im
Gegensatz zur Feststoff-Flissig Chromatographie, wo es an der festen Phase zu
irreversiblen Adsorptionen kommt, bietet die FlUssig-Flussig-Chromatographie den

groRen Vorteil, dass das Probenmaterial nach Entfernen des Ldsungsmittels
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vollstandig wieder gewonnen werden kann. Im Unterschied zu anderen flussig-
flussig-chromatographischen Techniken weist die MLCCC durch ihre planeten-
artige Rotation eine Besonderheit auf. Durch die Addition der Zentrifugalkrafte
herrschen in den aufleren Bereichen der Planetenbahn hohe Gravitationskrafte,
wahrend sich die Krafte in den zentralen Bereichen aufheben. Dadurch findet im
Zentrum eine Durchmischung der Phasen statt. In den auflieren Bereichen
hingegen trennen sich die Phasen aufgrund des hohen Gravitationsfeldes wieder.
Durch diese permanenten Verteilungsvorgange findet eine Trennung der
Substanzen nach ihrem Verteilungskoeffizienten statt. Bei der Wahl von
Essigsaureethylester als stationare Phase und Wasser als mobile Phase eluieren
die polaren Substanzen vor den weniger polaren. Je nach Polaritat erreichen die
Chinoxaline zu unterschiedlichen Zeitpunkten den Detektor und koénnen ent-

sprechend fraktioniert werden.

24 Wichtige Reaktionen der a-Dicarbonyle

2.4.1 Strecker Abbau

Eine wichtige Reaktion zwischen a-Dicarbonylverbindungen und Aminosauren ist
der Strecker Abbau. Die Aminosaure reagiert mit einer Carbonylgruppe des
Dicarbonyls zur Schiffschen Base. Durch die zweite Carbonylgruppe wird ein
Elektronenzug hervorgerufen, der eine Verschiebung der Doppelbindung bewirkt.
Dabei wird Kohlendioxid (CO,) aus dem Molekul abgespalten. Eine hydrolytische
Spaltung der C-N-Doppelbindung setzt aus dem Molekil den sogenannten
Strecker-Aldehyd frei und hinterlasst an der ehemaligen Dicarbonylfunktion eine
Enaminolfunktion (Abb. 17). Der Strecker-Aldehyd leistet einen besonderen
Beitrag zur Aromabildung in der Maillard-Reaktion. Zudem konnen uber die
Strecker-Reaktion organische Sauren und Verbindungen mit Redukton-Struktur
gebildet werden, die durch ihre antioxidativen Eigenschaften zur Stabilitat von

Lebensmitteln beitragen. Neben den Aldehyden werden auch Pyrrazine gebildet.



Theoretischer Teil 19

||2 (I:OOH T* (IZOOH
(I:=o + RS—(I:H — (|2=N—(i‘,H
c=o NH, c=0 R’
13 13
l-co2
0 R’ R’
. Il | +H,0 |
R*—C—H + ﬁ—NH2 -2 ﬁ—N=(I:H
C—OH C—OH R®
AZ AZ

Abbildung 17: Strecker-Abbau

2.4.2 Weiterfiihrende Reaktionen unter Beteiligung von a-Dicarbonyl-

strukturen

Wichtige Folgereaktionen der a-Dicarbonylverbindungen mit intaktem Kohlenstoff-
skelett sind die Retro-Aldol-, a-Dicarbonyl- und B-Dicarbonyl-Spaltung. Durch
diese unspezifischen Reaktionen entsteht eine Vielzahl unterschiedlicher C-2-C-5-
Spaltprodukte, die z.T. ebenfalls Uber a-Dicarbonylstrukturen verfugen. Diese
Spaltprodukte kdnnen daher weiter zu einer Vielzahl von Folgestrukturen abge-

baut werden.

2.4.2.1 Retro-Aldol-Spaltung

Zucker und viele Maillard-Zwischenprodukte, wie Desoxyaldoketosen oder
Desoxydiketosen, sind geeignete Verbindungen fur Retro-Aldol-Spaltungen. Dabei
kommt es in groBem Umfang zur Bildung von C-2- bis C-5-Fragmenten, die
bereits in der frihen Phase der Maillard-Reaktion nachweisbar sind. Dabei sind
die kurzkettigen Verbindungen im Allgemeinen wesentlich reaktiver als native
Zucker oder Desoxyhexosulosen. Sie gehen daher leicht Folgereaktionen wie
Aldol-Kondensations-, Oxidations- und/oder Dehydratisierungsreaktionen ein. Die
entsprechenden Kondensationsprodukte sind mafl3geblich flr die Braunung der
Maillard-Reaktionsprodukte verantwortlich. Die Braunungsintensitat korreliert mit
der Menge an gebildeten Spaltprodukten; das Braunungspotenzial der kurz-
kettigen Fragmente liegt um ein Vielfaches hoher als das der Zuckerabbau-
produkte mit intaktem Kohlenstoffskelett [35-37].
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Abbildung 18: Theoretisch mdgliche Retro-Aldol-Spaltungen von 1-Desoxyglucoson [38]
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2.4.2.2.1 Hydrolytische a-Dicarbonyl-Spaltung
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Bei der hydrolytischen a-Dicarbonylspaltung handelt es sich um eine Dipropor-

tionierungsreaktion, bei der aus der Diketoverbindung eine Carbonsaure und ein

Aldehyd entstehen (Abb. 19).
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Abbildung 19: Aligemein postulierte a-Dicarbonylspaltung

Am Beispiel von 1-Desoxyglucoson wird die hydrolytische a-Dicarbonylspaltung in
Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20: Theoretisch mdgliche hydrolytische a-Dicarbonylspaltung
von 1-Desoxyglucoson [38]

2.4.2.2.2 Oxidative a-Dicarbonyl-Spaltung

Davidek et al. [39] fuhrte Versuche durch, die bewiesen, dass die hydrolytische
a-Dicarbonylspaltung nicht existent ist. Am Beispiel von 1-Desoxyglucoson wird
die oxidative a-Dicarbonylspaltung in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: Oxidative a-Dicarbonylspaltung nach Davidek et al. [39]

2.4.2.3 B-Dicarbonyl-Spaltung

Bei dieser Reaktion erfolgt der nucleophile Angriff eines Hydroxylions an eine
B-Dicarbonylbindung. Dabei fragmentiert das intermediar gebildete Hydrat zu einer
Carbonsaure und einem Keton. Nach Enolisierung und Tautomerisierung entsteht

als Dicarbonylverbindung eine Reihe von C-2- bis C-4-Fragmenten (Abb. 22).
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Abbildung 22: g-Dicarbonylspaltung von 1-Desoxyglucoson [38]
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3 Problemstellung und Zielsetzung

Die Maillard-Reaktion ist eine sehr komplex ablaufende Reaktionsfolge, in deren
Verlauf es in Lebensmitteln zur Bildung von Aroma- und Geschmacksstoffen
sowie Braunungsprodukten kommt. Es sind Uberwiegend die stabilen
Umsetzungsprodukte bekannt. Reaktive Substanzen dagegen liegen in den Um-
setzungsgemischen meist nicht oder nur in sehr geringen Mengen vor und
reagieren wahrend der Isolierung bereits weiter. Eine solche reaktive
Verbindungsklasse sind die a-Dicarbonyle. a-Dicarbonylverbindungen sind von
groler Bedeutung bei der Herstellung, Lagerung und Verarbeitung von
Lebensmitteln. Sie sind verantwortlich sowohl fur die Farbgebung als auch fur die
Aromabildung.

Ziele dieser Arbeit sind, grundlegende Erkenntnisse dieser reaktiven Verbindungs-
klasse in der Maillard-Reaktion zu erlangen. Hierzu steht die Aufklarung der
Bildungswege der a-Dicarbonylverbindungen im Vordergrund. Es wurden quali-
tative und quantitative Aussagen uber die Bildung von a-Dicarbonylen in Inku-
bationen von Mono- und Disacchariden mit Lysin erarbeitet. Stellvertretend wurde
Glucose als Monosaccharid und Maltose und Lactose als Disaccharide fur die
Inkubationen eingesetzt. Der Nachweis der a-Dicarbonyle erfolgte in Form ihrer
Chinoxaline mittels HPLC-UV.

Die fur die Qualifizierung und Quantifizierung bendtigten Standards wurden mittels
Multilayer Countercurrent Chromatographie (MLCCC) aus Glucose/Lysin/OPD und
Maltose/Lysin/OPD Umsetzungen isoliert. Die Identifizierung der isolierten
Standards erfolgte mittels GC/MS, NMR und hochauflésender Massenspektro-
metrie. Ein Teil der authentischen Standards wurde selbst hergestellt.

Erstmals wurde begonnen 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson zu synthetisieren.
1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson ist eine bedeutende a-Dicarbonylstruktur beim
Abbau von lebensmittelrelevanten Disacchariden. Aussagen Uber Reaktivitat und
damit zur Bedeutung von 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson beim Abbau von Disa-
cchariden lassen sich erst nach der Synthese der authentischen Referenz

machen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Qualitative und quantitative Untersuchungen von a-Dicarbonyl-

chinoxalinen aus Glucose

FUr erste Untersuchungen zur Maillard-Reaktion von Glucose wurden Glucose-
Modellldsungen in Gegenwart von Lysin bei 50 °C inkubiert. Die gebildeten
a-Dicarbonyle wurden durch Zugabe von o-Phenylendiamin (OPD) in Form ihrer
Chinoxaline mit HPLC-UV bei 320 nm detektiert. Es wurde die Bildung von a-Di-
carbonylverbindungen in An- und Abwesenheit von Sauerstoff untersucht. Die fur
die Qualifizierung und Quantifizierung bendtigten Standardssubstanzen wurden

erstmals mittels Multilayer Countercurrent Chromatographie (MLCCC) isoliert.

4.1.1 Isolierung von a-Dicarbonylchinoxalinen aus Glucose

Das Elutionsverhalten der detektierten Chinoxaline (Q) in Abbildung 23 zeigt ihre
Polaritat an. Sehr polare Substanzen eluieren schnell von der Saule und fanden
sich somit im vorderen Bereich des HPLC Chromatogrammes wieder. Die
unpolaren Substanzen blieben langer auf der Saule und wiesen dementsprechend

hohere Retentionszeiten auf.
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Abbildung 23: HPLC Chromatogramm Inkubation Glucose

Um eine maglichst gute Auftrennung der Substanzen mittels MLCCC zu erreichen,
wurden die Inkubationsansatze mit Essigsaureethylester (Ethylacetat) extrahiert.
Dies bewirkte, dass sich die polaren Substanzen in der wassrigen Phase und die

unpolaren Substanzen in der organischen Phase anreicherten. Fur die Isolierung
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der Chinoxalinstandards wurden die Ethylacetat Phase (Abb. 24) als auch die
wassrige Phase (Abb. 24) auf die MLCCC gegeben. Fur die Isolierung groRerer
Mengen war die Ethylacetat Phase besser geeignet. Daher erfolgte die Isolierung

der Standards bevorzugt aus dieser Phase.
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Abbildung 24: MLCCC Chromatogramme der Ethylacetat- und
der wassrigen Phase aus Glucose

Aus der Ethylacetat- und der wassrigen Phase des aeroben Ansatzes (vgl. 6.4.11)
wurden jeweils sieben Substanzen isoliert und identifiziert. Glucoson-Q wurde aus
der MLCCC Fraktion A der Ethylacetat- und der wassrigen Phase isoliert. Das
Lederer Glucoson-Q wurde aus Fraktion B der wassrigen Phase isoliert. 3-Des-
oxyglucoson-Q wurde aus Fraktion C, 1-Desoxyglucoson-Q und 3-Desoxy-
pentoson-Q wurden aus Fraktion D, Threoson-Q wurde aus Fraktion E, 1-Desoxy-
pentoson-Q wurde aus Fraktion F und 3-Desoxythreoson-Q wurde aus Fraktion G
der Ethylacetat- und der wassrigen Phase isoliert. 1-Desoxythreoson-Q und
Glyoxal-Q wurden aus Fraktion H der Ethylacetat Phase isoliert. Aus der ausge-

blasenen stationaren Phase wurde Methylglyoxal-Q isoliert.
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4.1.2  Strukturaufkldrungen der isolierten Chinoxaline aus Glucose

Zur Strukturaufklarung der mittels MLCCC isolierten Verbindungen wurden
GC/MS, HR/MS und NMR- ('H, *C, HMBC und HMQC) Experimente eingesetzt.
Die "H- und "*C-NMR-, GC/MS- und HR/MS-Daten sind im Anhang aufgefiihrt.
Glucoson-Q wurde in Mengen von ca. 2 mg pro Inkubationsansatz als sauberer
Standard mittels MLCCC isoliert. Das Chinoxalin eluiert im GC/MS-System bei
25,9 min und besitzt vierfach silyliert eine molare Masse von 538 g/mol.
Charakteristische Fragmentionen sind m/z=217, 103 und 73.

Mittels NMR konnte die Struktur des Glucoson-Q abgesichert werden. Ein
charakteristisches Strukturmerkmal ist das endstandige H-Atom am Chinoxalinring
(Position 7), welches bei 9,11 ppm ein Singulett ergibt. Die chemische Ver-
schiebung im ">C-Spektrum betragt 151,4 ppm. Des Weiteren sind die charakte-
ristischen Signale an Position 9 der CH(OH) Gruppe zu sehen. Die chemische
Verschiebung im "*C-Spektrum betragt 72,6 ppm, im "H-Spektrum ist bei 5,29 ppm
das zu erwartende Duplett sichtbar. Bei den H-Atomen an Position 10 sind Kopp-
lungen zu H-9 und H-11 beobachtbar. Ebenso sind Kopplungen von H-Atomen an
Position 12 zu H-11 sichtbar. Die NMR-Daten stimmen mit den Daten von
Hollnagel und Kroh [40] Uberein. Die Hochauflosung ergibt eine Molekularmasse
von m/z=273.0849 [Ci2H1sN204Na], [M+Na]". Anhand der NMR- und GC/MS-
Daten und den Daten der Hochauflésung wurde die Struktur des Glucoson-Q
bestatigt.

Das Lederer Glucoson-Q wurde aus den vorderen Fraktionen (neun und zehn) der
wassrigen Phase mittels MLCCC isoliert. Aufgrund der Unreinheit dieser
Fraktionen erfolgte eine Aufreinigung mittels RP-18 Saule. Als Laufmittel wurde
ein Wasser/MeOH-Gemisch im Verhaltnis 9:1 gewahlt. Die Kontrolle der einzelnen
Fraktionen nach der Aufreinigung erfolgte mittels Dunnschichtchromatographie.
Hierzu wurde die Methode zur Bestimmung von Aminosauren gewahlt (vgl. 6.5.9).
Zur Absicherung der Struktur wurde die NMR-Spektroskopie gewahlt. Das
endstandige H-Atom am Chinoxalinring ergibt bei 8,63 ppm das zu erwartende
Singulett. Die chemische Verschiebung im 3C-Spektrum betragt 146,2 ppm. Die
CH2-Gruppe an Position 4 ergibt ein Duplett von Dupletts bei 2,90 ppm. Die CH,-
Gruppe an Position 1 ergibt ebenfalls ein Duplett von Dupletts bei 3,02 ppm. Die
chemische Verschiebung im *C-Spektrum ergibt 50,1 ppm (Position 1) und 39,2
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ppm (Position 4). Die H-Atome der CH,-Gruppe an Position 1’ sind ein weiteres
Strukturmerkmal. Das zu erwartende Multiplett wird bei 2,89 ppm bestatigt. Das H-
Atom in Position 5’ der CH-Gruppe ergibt im 'H-Spektrum ein Triplett bei 3,46
ppm. Die chemische Verschiebung im "*C-Spektrum ergibt 55,1 ppm. Die Ergeb-
nisse stimmen mit den NMR-Daten von Biemel et al. [9] Uberein. Die Hoch-
auflésung ergibt eine Molekularmasse von m/z=363,2029 [C12H14N202], [M+H]".
Anhand der NMR-Daten und der Hochauflosung wurde das Lederer Glucoson-Q
bestatigt.

1-Desoxyglucoson-Q wurde in Mengen von ca. 8 mg pro Ansatz aus der
Ethylacetat- und der wassrigen Phase isoliert. Die Strukturanalyse erfolgte mittels
GC/MS, HR/MS und NMR. Das Chinoxalin besitzt eine molare Masse von 234
g/mol. Durch dreifache Silylierung ergibt sich fur die GC/MS-Messung eine molare
Masse von 450 g/mol. Charakteristische Fragmentionen sind m/z=246, 205, 147
und 73. Durch die NMR-Spektroskopie wurde die vermutete Struktur abschliel3end
verifiziert. Das 'H-NMR-Spektrum ergibt mit einem Signal bei 2,86 ppm ein
Hinweis auf die endstandige CHs-Gruppe am Chinoxalinring. Die Kopplungen
zwischen den H-Atomen an Position 10 und Position 11 sowie die Kopplungen
zwischen Position 11 und Position 12 wurden bestatigt. Es ergibt sich eine
Ubereinstimmung mit Glomb und Pfahler [41]. Die Hochaufldsung ergibt eine
Molekularmasse von m/z=257,0896 [C12H14N-O3Na], [M+Na]".

Von 3-Desoxyglucoson-Q wurden ca. 1 mg pro Inkubationsansatz aus der organ-
ischen und der wassrigen Phase isoliert. Das Chinoxalin eluiert im GC/MS-System
bei 25,61 min und besitzt dreifach silyliert eine molare Masse von 450 g/mol. Die
charakteristischen Fragmentionen sind m/z=245 und 73. Mittels NMR wurde die
Struktur bestatigt. Charakteristisch fir dieses Desoxyoson ist das Signal
(Singulett) des am C-7 befindlichen H-Atoms bei einer chemischen Verschiebung
von 8,84 ppm. Des Weiteren sind die charakteristischen Signale der CH,-Gruppe
an Position 9 im "H- und "*C-Spektrum sichtbar. Die chemische Verschiebung im
3C-Spektrum betragt 40,5 ppm. Im "H-Spektrum ist bei 3,13 ppm und 3,41 ppm
das zu erwartende Duplett beobachtbar. Die NMR-Daten stimmen mit den NMR-
Daten von Nedvidek et al. [15] Uberein. Die Hochauflésung ergibt eine Molekular-
masse von m/z=257,0896 [C1,H14N203Na], [M+Na]".

1-Desoxypentoson-Q wurde vorrangig aus der organischen Phase in Mengen bis

zu 7 mg pro Ansatz gewonnen. Das Chinoxalin eluiert im GC/MS-System bei
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22,89 min und besitzt zweifach silyliert eine molare Masse von 348 g/mol.
Charakteristische Fragmentionen sind m/z=245 und 73. Mit Hilfe der NMR wurde
die Struktur des 1-Desoxypentoson-Q abschlieRend verifiziert. Das 'H-NMR-
Spektrum ergibt mit einem Signal bei 2,84 ppm ein Hinweis auf die endstandige
CHs-Gruppe am Chinoxalinring. Die chemische Verschiebung im '*C-Spektrum
betragt 22,3 ppm. Des Weiteren wurde die Kopplung zwischen den H-Atomen in
Position 10 und Position 11 bestatigt. Die Ergebnisse stimmen mit den Daten von
Hauck et al. [21] Uberein. Die Hochauflosung ergibt eine Molekularmasse von
m/z=227,0790 [C11H12N202Na], [M+Na]".

3-Desoxypentoson-Q wurde zusammen mit 1-Desoxyglucoson-Q in Mengen von
ca. 1 mg pro Ansatz aus der organischen und der wassrigen Phase isoliert.
3-Desoxypentoson-Q eluiert im GC/MS-System bei 23,75 min und besitzt zweifach
silyliert eine molare Masse von 348 g/mol. Im "H-NMR-Spektrum wurde bei einem
Signal von 8,81 ppm das zu erwartende Singulett am Chinoxalinring zugeordnet.
Des Weiteren sind die charakteristischen Signale der CH,-Gruppe an Position 9 im
'H- und *C-Spektrum sichtbar. Die chemische Verschiebung im "*C-Spektrum
betragt 40,9 ppm. Im 'H-Spektrum sind bei 3,11 ppm und 3,25 ppm die zu
erwartenden Dupletts von Dupletts beobachtbar. Die ermittelten Signale an
Position 7 und Position 9 im 3-Desoxypentoson-Q stimmen mit den Signalen von
3-Desoxyglucoson-Q an Position 7 und Position 9 tberein. Es liegt eine Uberein-
stimmung mit den Daten von Bravo et al. [42] vor. Die Hochauflésung ergibt eine
Molekularmasse von m/z=227,0789 [C11H12N20.Na], [M+Na]".

Threoson-Q wurde sowohl aus der Ethylacetat- und der wassrigen Phase in
Mengen von ca. 3 mg pro Inkubationsansatz isoliert. Das Chinoxalin eluiert im
GC/MS-System bei 22,71 min und besitzt zweifach silyliert eine molare Masse von
334 g/mol. Charakteristische Fragmentionen sind m/z=334, 231, 146 und 73.
Mittels NMR-Spektroskopie wurde die Chinoxalinstruktur des Threosons abge-
sichert. Das endstandige H-Atom am Chinoxalinring ergibt bei 9,07 ppm das zu
erwartende Singulett. Die Signale an Position 9 und Position 10 stimmen mit den
Signalen der H-Atome an Position 10 und Position 11 am 1-Desoxypentoson-Q
uberein. Die NMR-Daten sind mit den Daten von Usui et al. [16] vergleichbar. Die
Hochauflésung ergibt eine Molekularmasse von m/z=213,0633 [C1oH1oN202Na],
[M+Na]".
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1-Desoxythreoson-Q wurde aus der organischen Phase in Mengen von ca. 3 mg
pro Ansatz isoliert. Das Chinoxalin eluiert im GC/MS-System bei 20,37 min und
besitzt nach einfacher Silylierung eine molare Masse von 246 g/mol.
Charakteristische Fragmentionen sind m/z=246 und 231. Durch NMR-
Spektroskopie wurde die vermutete Struktur verifiziert. Charakteristisch ist das
Signal (Singulett) der an Position 9 befindlichen H-Atome bei einer chemischen
Verschiebung von 2,75 ppm. Die chemische Verschiebung im '>C-Spektrum ergibt
21,8 ppm. Fir die Position 10 ist im "H-Spektrum ein Singulett zu erwarten. Dies
ist dem Signal bei 4,92 ppm zu zuordnen. Die chemische Verschiebung im
3C-Spektrum betragt 64,6 ppm. Die Hochaufldsung ergibt eine Molekularmasse
von m/z=197,0688 [C1oH1oN,ONa], [M+Na]".

3-Desoxythreoson-Q wurde in Mengen von ca. 10 mg bevorzugt aus der
organischen Phase gewonnen. Das Chinoxalin eluiert im GC/MS-System bei
20,88 min und besitzt nach einfacher Silylierung eine molare Masse von
246 g/mol. Charakteristische Fragmentionen sind m/z=231, 156 und 73. Im 'H-
NMR-Spektrum wurde das Singulett bei 8,82 ppm bestatigt. Des Weiteren sind die
charakteristischen Signale der CH,-Gruppe an Position 9 zu sehen. Die
chemische Verschiebung im ">C-Spektrum betragt 39,9 ppm. Im "H-Spektrum ist
das bei 3,20 ppm zu erwartende Triplett sichtbar. Die 'H-NMR-Daten sind in
Ubereinstimmung mit den Daten von Usui et al. [16]. Die Hochaufldsung ergibt
eine Molekularmasse von m/z=197,0687 [C10H1oN>.ONa], [M+Na]".

Glyoxal-Q und Methylglyoxal-Q wurden anhand kauflich erworbener Chinoxalin-
standards verifiziert.

Aus den Glucoseansatzen wurden elf Verbindungen identifiziert (Abb. 25). Die mit
GC/MS, hochauflésender Massenspektrometrie und NMR identifizierten a-Dicar-
bonylchinoxaline wurden als authentische Standardsubstanzen fur qualitative und

quantitative Untersuchungen der Maillard-Reaktion eingesetzt.
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Abbildung 25: Identifizierte a-Dicarbonylchinoxaline aus Glucose

Nach Isolierung der a-Dicarbonylchinoxaline und Strukturaufklarung war es nun

moglich den Signalen

im HPLC-Chromatogramm (Abb. 26) das jeweilige

Chinoxalin zu zuordnen. Glucoson-Q (13) eluiert nach 15,8 min, 1-Desoxy-
glucoson-Q (7) nach 20,3 min, Threoson-Q (19) nach 25,2 min, 3-Desoxy-
glucoson-Q (6) nach 26,5 min, 1-Desoxypentoson-Q (16) nach 33,3 min, 3-Des-
oxypentoson-Q (18) nach 33,3 min, 3-Desoxythreoson-Q (20) nach 44,9 min,
1-Desoxythreoson-Q (21) nach 47,1 min, Lederer Glucoson-Q (12) nach 51,2 min,
Glyoxal-Q (22) nach 54,3 min und Methylglyoxal-Q (23) eluiert nach 61,7 min von

der Saule.
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Abbildung 26: HPLC-Chromatogramme Glucoseinkubationen (7 Tage, aerob/anaerob)

In Spuren bilden sich neben den identifizierten Verbindungen noch weitere
a-Dicarbonyle, z.B. 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson. Diese a-Dicarbonylverbin-
dungen liegen jedoch in sehr geringen Mengen vor, so dass sie nicht fur
qualitative und quantitative Aussagen zu Verfiigung stehen. Die Verbindungen mit
einer Retentionszeit zwischen 70 und 100 min (24) wurden als Artefakte iden-

tifiziert, die durch Oxidation von OPD entstehen.

4.1.3 Quantitative und mechanistische Untersuchungen der Glucose-

inkubationen

4.1.3.1 Quantifizierung der gebildeten a-Dicarbonylverbindungen aus

Glucose in Anwesenheit von OPD

Die quantitative Bildung der a-Dicarbonyle wurde uUber einen Zeitraum von
7 Tagen unter aeroben und anaeroben Bedingungen verfolgt. Dazu wurde taglich
der Gehalt der a-Dicarbonyle bestimmt. Im Folgenden wird die Bildung der
a-Dicarbonylchinoxaline dargestellt.

Im Vergleich zwischen oxidativen und nicht-oxidativen Bedingungen zeigte das
Glucoson-Q den groften Unterschied. Mit 44,56 mmol/mol Glucose (7 Tage)
wurde dieses Chinoxalin als die Hauptkomponente unter aeroben Bedingungen
nachgewiesen. Deutlich weniger wurde dagegen unter anaeroben Bedingungen
gebildet (5,47 mmol/mol Glucose). Die dreifache Menge an 1-Desoxyglucoson-Q
wurde unter Ausschluss von Sauerstoff (6,99 vs. 23,51 mmol/mol Glucose)

gebildet. Die Bildung von 3-Desoxyglucoson-Q war unabhangig von Sauerstoff
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(4,55 vs. 5,01 mmol/mol Glucose). Das Lederer Glucoson-Q wurde ebenfalls
bevorzugt unter anaeroben Bedingungen (4,06 vs. 8,16 mmol/mol Glucose)
gebildet.

Glucoson ist eine oxidativ gebildete a-Dicarbonylverbindung, wobei der
Bildungsmechanismus uber einen radikalischen Zwischenzustand beschrieben
wird [11]. Die Bildung von 3-Desoxyglucoson ist unter oxidativen Bedingungen
stabiler als die Bildung von 1-Desoxyglucoson. Beide Verbindungen werden nicht-
oxidativ Uber Enolisierung und Dehydratisierung gebildet. Die geringere Stabilitat
von 1-Desoxyglucoson unter aeroben Bedingungen ist auf die Redoxaktivitat
dieser Reduktonstruktur zurtck zufuhren. Die Bildung des Lederer Glucosons
wurde von Reihl et al. [8] beschrieben. Durch Enolisierung durch die gesamte
Kohlenhydratkette entsteht das 5,6-Enaminol, welches im nachfolgenden Schritt
an Position C-4 ein Wassermolekul eliminiert. In Abbildung 27 ist das a-Dicar-

bonylspektrum mit vollstandigem Kohlenstoffskelett dargestellt.

55 55
—-A—  Glucoson-Q —-A—  Glucoson- Q
aerob | 50
— <% — 1-Desoxyglucoson-Q 50 — % —  1-Desoxyglucoson-Q anaerob
—O—  3-Desoxyglucoson- Q _A———A [ 45 45 4 —-O— 3-Desoxyglucoson-Q
—-O—  Lederer Glucoson- Q /A'— —-O— Lederer Glucoson-Q
2 F 40 40
& 3
/ 35 8 35
/ 30 5 30
A// 25 Té 25
= ——%
4 20 £ 20 -
// 3 e
15 15
//A //*/
10 10
- ke —k———% A ——0——=9
X e g==0===0 [° 51 %7 —~QE‘=8==’Q===6
— ===t
Flmp==B==-O0-="0""" . — Ly 1 mmgp==n==% . . . .
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7

Inkubationszeit [d] Inkubationszeit [d]

Abbildung 27: Bildung von Glucoson-Q, 1-Desoxyglucoson-Q, 3-Desoxyglucoson-Q
und Lederer Glucoson-Q aus Glucose (in Anwesenheit von OPD)

Die Bildung von 1-Desoxypentoson-Q unter anaeroben Bedingungen ist geringer
als unter aeroben Bedingungen (1,05 vs. 0,62 mmol/mol Glucose). Dem gleichen
Muster, in geringeren Konzentrationen, folgte das 3-Desoxypentoson-Q (0,49 vs.
0,19 mmol/mol Glucose). Die Bildung von 1-Desoxypentoson und 3-Desoxy-
pentoson wird von Nedvidek et al. [15] in alkalischer Losung von Pentosonen
beschrieben. Hollnagel und Kroh [17] beschreiben 3-Desoxypentoson als
dominierende a-Dicarbonylverbindung in Inkubationen von Disacchariden. Usui et
al. [16] schlagen einen Bildungsweg fur 3-Desoxypentoson aus Glucose uber

Glucoson vor. Grandhee und Monnier [19] identifizieren diese Verbindung in
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Inkubationen mit Ribose. 1-Desoxypentoson wurde bisher nur aus Pentosonen
oder deren Derivaten identifiziert. Rizzi [20] beschreibt die Bildung aus Ribose
durch Katalyse mit Phosphat. Hauck et al. [21] isolierte 1-Desoxypentoson nach
Inkubationen von Ribosephosphat-lsomerase mit Ribulose-5-phosphat. Bravo et
al. [42] beschreibt die Bildung von 3-Desoxypentoson und 1-Desoxypentoson in
Bier und schlie3t auf Pentoson-Derivate, die als Precursor fungieren.

1-Desoxypentoson wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals in Glucose-
inkubationen identifiziert und quantifiziert. Die bevorzugte Bildung dieser beiden
Pentosone unter aeroben Bedingungen lasst darauf schlieRen, dass das Aus-
gangsprodukt ebenfalls unter oxidativen Bedingungen gebildet wird. Ein poten-
tieller Kandidat ist das Glucoson. Um dies abzusichern, wird im spateren Abschnitt
(4.1.5.2) der Abbau von Glucoson untersucht. Die Bildung der C-5-Fragmente aus

Glucose ist in Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 28: Bildung von 1-Desoxypentoson-Q und 3-Desoxypentoson-Q
aus Glucose (in Anwesenheit von OPD)

Threoson-Q wurde bevorzugt unter Einfluss von Sauerstoff quantifiziert (8,37 vs.
2,20 mmol/mol Glucose). Unter aeroben Bedingungen wurde weniger 1-Desoxy-
threoson-Q als unter anaeroben (4,35 vs. 14,81 mmol/mol Glucose) nach-
gewiesen. 3-Desoxythreoson-Q wurde ebenfalls bevorzugt unter anaeroben
Bedingungen quantifiziert (1,49 vs. 4,64 mmol/mol Glucose). Die Bildung von
Threoson wird von Usui [16] beschrieben, der Glucoson als Ausgangsverbindung
verifiziert. Voigt und Glomb [25] weisen einen oxidativen Bildungsweg ausgehend
von 1-Desoxyglucoson nach. 1-Desoxythreoson und 3-Desoxythreoson werden
bevorzugt unter anaeroben Bedingungen gebildet. Voigt und Glomb [25]

bestatigen die Bildung dieser beiden Verbindungen ausgehend von 1-Desoxy-
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glucoson. 3-Desoxyglucoson, Glucoson und 3-Desoxypentoson werden als Aus-
gangsverbindungen fur die Bildung von 3-Desoxythreoson vorgeschlagen [16].
Abbildung 29 zeigt die Bildung der C-4-Fragmente aus Glucose.
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Abbildung 29: Bildung von Threoson-Q, 1-Desoxythreoson-Q
und 3-Desoxythreoson-Q aus Glucose (in Anwesenheit von OPD)

Die Bildung von Methylglyoxal-Q ist unabhangig von Sauerstoff (3,96 vs. 4,04
mmol/mol Glucose). Glyoxal-Q ist die kleinste a-Dicarbonylverbindung und wurde
bevorzugt unter oxidativen Bedingungen nachgewiesen (3,27 vs. 1,21 mmol/mol
Glucose). Thornalley et al. [29] postulieren einen Bildungsweg uber Retro-Aldol-
Spaltung aus Glucose. Glucoson wird als Precursor von Hofmann [31]
beschrieben. Durch Eliminierung von zwei Molekilen Wasser (C3-C4 und Cs-Cg)
und anschlieBender Retro-Aldol-Spaltung zwischen C,-C3 entsteht aus
Aldohexosen das Glyoxal [23]. Hayashi und Namiki [32] schlagen einen
Bildungsweg vor, der auf einer Oxidation von Glycolaldehyd-Imin, gefolgt von
einer Retro-Aldol-Fragmentierung des Glycosylamins, basiert.

Die Bildung von Methylglyoxal wird von Hollnagel und Kroh [26] beschrieben. Sie
schlagen einen Bildungsweg ausgehend von 1-Desoxyglucoson vor. 3-Desoxy-
glucoson wird als Ausgangsverbindung von Weenen [27] vorgeschlagen.
Yaylayan und Keyhani [23] bestatigen diese Hypothese durch Inkubationen mit
3C-markierter Glucose. In Abbildung 30 wird die Bildung von Methylglyoxal-Q und

Glyoxal-Q aus Glucose dargestellt.
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Abbildung 30: Bildung von Methylglyoxal-Q und Glyoxal-Q aus Glucose
(in Anwesenheit von OPD)

4.1.3.2 Modelluntersuchungen zum Abbau von Glucose und Lysin in
Abwesenheit von OPD

In den Untersuchungen zur Bildung von a-Dicarbonylen aus Glucose und Lysin in
Abwesenheit von OPD wurden die a-Dicarbonylverbindungen aus den Modell-
untersuchungen direkt nach definierten Reaktionszeiten mit OPD in stabile
Chinoxaline Uberfihrt. Es wurde die Bildung der a-Dicarbonyle nach 0, 1, 3, 5 und
7 Tagen untersucht.

Aus Abbildung 31 geht hervor, das 3-Desoxyglucoson-Q sowohl unter aeroben als
auch anaeroben Bedingungen das dominierende Chinoxalin darstellt (2,24 vs.
2,19 mmol/mol Glucose, 7 Tage). Die Bildung ist unabhangig von Sauerstoff.
Glucoson-Q wurde bevorzugt unter aeroben Bedingungen gebildet (0,30 vs. 0,17
mmol/mol Glucose). 1-Desoxyglucoson-Q und das Lederer Glucoson-Q
entstanden bevorzugt unter anaeroben Bedingungen. Das Lederer Glucoson-Q
(0,04 vs. 0,23 mmol/mol Glucose) und 1-Desoxyglucoson-Q (0,05 vs. 0,22
mmol/mol Glucose) wurden in sehr geringen Mengen unter oxidativen

Bedingungen quantifiziert.
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Abbildung 31: Bildung von Glucoson-Q, 3-Desoxyglucoson-Q, 1-Desoxyglucoson-Q
und Lederer Glucoson-Q aus Glucose (in Abwesenheit von OPD)

1-Desoxypentoson-Q und 3-Desoxypentoson-Q wurden bevorzugt unter oxida-
tiven Bedingungen gebildet (Abb. 32). Die doppelte Menge an 3-Desoxypentoson-
Q (0,21 vs. 0,10 mmol/mol Glucose) wurde unter Einfluss von Sauerstoff
nachgewiesen. Den gleichen Bedingungen in geringeren Konzentrationen folgte
das 1-Desoxypentoson-Q (0,03 vs. 0,01 mmol/mol Glucose). 3-Desoxypentoson-Q

tritt in einem Konzentrationsverhaltnis zu 1-Desoxypentoson-Q von 7:1 auf.
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Abbildung 32: Bildung von 1-Desoxypentoson-Q und
3-Desoxypentoson-Q aus Glucose (in Abwesenheit von OPD)

Threoson-Q wurde in hohen Konzentrationen bevorzugt unter aeroben
Bedingungen quantifiziert (0,25 vs. 0,08 mmol/mol Glucose). 3-Desoxythreoson-Q
dominierte mit einer Konzentration von 0,15 vs. 0,23 mmol/mol Glucose unter
Ausschluss von Sauerstoff. In deutlich geringeren Konzentrationen wurde 1-Des-
oxythreoson-Q (0,05 vs. 0,11 mmol/mol Glucose) gebildet. In Abbildung 33 sind

die C-4-Fragmente aus Glucose dargestellt.
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Abbildung 33: Bildung von Threoson-Q, 1-Desoxythreoson-Q und
3-Desoxythreoson-Q aus Glucose (in Abwesenheit von OPD)

Die Bildung von Methylglyoxal-Q (0,08 vs. 0,08 mmol/mol Glucose) ist unabhangig
von Sauerstoff. Dagegen zeigt Glyoxal-Q (0,12 vs. 0,06 mmol/mol Glucose) eine
Abhangigkeit von Sauerstoff (Abb. 34).
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Abbildung 34: Bildung von Methylglyoxal-Q und Glyoxal-Q aus Glucose
(in Abwesenheit von OPD)

4.1.3.3 Untersuchungen zum Abbau von Lysin

Aufgrund der geringen Ausbeuten an a-Dicarbonylen wurde im Folgenden der
Abbau des Lysins, welches als eines der Ausgangsverbindungen dient,
untersucht. Lysin hat eine Ausgangskonzentration von 42 mM und wird bei 50 °C
fur 7 Tage inkubiert. Der Abbau des Lysins verlauft sehr langsam. Nach 7 Tagen

wurden noch 70 % des Lysins detektiert.
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Abbildung 35: Abbau von Lysin in Inkubationen mit Glucose (in Abwesenheit von OPD)

4.1.4 Zusammenfassung

Die Untersuchungen zum Abbau von Glucose in An- bzw. Abwesenheit von OPD
zeigen die Vor- und Nachteile des Einsatzes eines Abfangreagenzes auf. Wird
OPD =zu Beginn einer Inkubation zugesetzt, werden standig alle gebildeten
a-Dicarbonylverbindungen abgefangen. Wird OPD nach einer festgelegten
Reaktionszeit zugegeben, kann die Gesamtmenge an gebildeten a-Dicarbonylen
nicht bestimmt werden, aber eine Aussage uUber den zeitlichen Konzentrations-
verlauf ist moglich.

In der Literatur ist bekannt, dass die Ausbeuten an a-Dicarbonylen sehr gering
sind (0,01-0,2 %). Daher wurden fur die Isolierung der Referenzsubstanzen die
Inkubationen in Anwesenheit von OPD gewahlt. Die reaktiven a-Dicarbonyle
wurden nach ihrer Bildung abgefangen und in Form ihrer Chinoxaline erstmals
mittels MLCCC isoliert.

Als spezifische a-Dicarbonylverbindungen in Inkubationen von Glucose wurden
Glucoson-Q, 1-Desoxyglucoson-Q, 3-Desoxyglucoson-Q, Lederer Glucoson-Q,
1-Desoxypentoson-Q, 3-Desoxypentoson-Q, 1-Desoxythreoson-Q, 3-Desoxy-
threoson-Q, Methylglyoxal-Q und Glyoxal-Q nachgewiesen.

In Inkubationen in Abwesenheit von OPD wurde 3-Desoxyglucoson als Chinoxalin
mit der hochsten Konzentration detektiert, wahrend in Anwesenheit von OPD
Glucoson-Q, 1-Desoxyglucoson-Q, Lederer Glucoson-Q und 1-Desoxythreoson-Q
in hohen Konzentrationen quantifiziert wurden. Das zeigt, dass in Abwesenheit
eines Abfangreagenz hochreaktive Reduktonstrukturen sofort nach deren Bildung

abgebaut werden. Dagegen haufen sich in Abwesenheit von OPD stabile
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Strukturen wie 3-Desoxyglucoson, 3-Desoxypentoson und 3-Desoxythreoson an.
Diese 3-Desoxyisomere besitzen eine deutlich geringere Reaktivitdt als
Verbindungen mit Reduktonstruktur.

Ausgehend von den dargestellten Ergebnissen muss nun geklart werden, wie die
C-5-, C-4-, C-3- und C-2-Fragmente entstehen. Ein besonderes Augenmerk wird
dabei auf die Bildung von 1-Desoxypentoson gelegt, welches erstmals aus

Hexosen identifiziert wurde.

Im Folgenden wurden Untersuchungen durchgefihrt, die der Aufklarung der
Bildungswege der a-Dicarbonylfragmente dienen. Dazu wurden Inkubationen mit
3C-markierter Glucose sowie Abbaureaktionen von Glucoson, 3-Desoxyglucoson

und der Amadori-Verbindung untersucht.
4.1.5 Modelluntersuchungen zur Aufklarung der Bildungswege
4.1.5.1 Modelluntersuchungen mit "*C-markierter Glucose

Zur Aufklarung der Bildungswege der a-Dicarbonylchinoxaline wurden Inku-
bationen mit 1-">C- und 6-'*C-markierter Glucose unter aeroben und anaeroben
Bedingungen verfolgt. Die Analyse des prozentualen Anteils der Isotope (M+1 und
M+2) wurde nach drei und nach sieben Tagen mittels HPLC-ESI-MS ermittelt.
M+1 steht fur die protonierten Molekulionen unter Einbau des unmarkierten Anteils
von Glucose und M+2 fiur den Einbau der Markierung. Der Vergleich der
Isotopomeren-Verhaltnisse erlaubt Differenzierungen bezlglich der Bildung der
jeweiligen a-Dicarbonyle. In Tabelle 1 ist der prozentuale Anteil der 1-*C und 6-

3C Markierung der a-Dicarbonyle dargestellt.
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Tabelle 1: Prozentualer Anteil der Verteilung 1-"*C und 6-"°C Markierung

1_13C 6_13C
a-Dicarbonyl- m/z 3 7 3 7
Chinoxaline von: Tage der Inkubationen

Glucoson M+2 100 100 100 100
1-Desoxyglucoson M+2 100 100 100 100
3-Desoxyglucoson M+2 100 100 100 100
Lederer Glucoson M+2 100 100 100 100

1-Desoxypentoson M+1 100 100 0 0
M+2 0 0 100 100

3-Desoxypentoson M+1 100 100 0 0
M+2 0 0 100 100

1-Desoxythreoson M+1 100 100 0 0
M+2 0 0 100 100

3-Desoxythreoson M+1 100 100 0 0
M+2 0 0 100 100

Threoson M+1 100 100 0 0
M+2 0 0 100 100
Glyoxal M+1 479 51,2 72,2 69,0
M+2 52,1 48,8 27,8 31,0
Methylglyoxal M+1 66,8 68,2 52,9 52,9
M+2 33,2 31,8 471 47,1

*Aerobe und anaerobe Inkubationen zeigten die gleiche Zusammensetzung

Die Untersuchungen zeigen, dass 3-Desoxypentoson, 1-Desoxypentoson, 1-Des-
oxythreoson, 3-Desoxythreoson und Threoson aus dem Bereich C,-Cs der
Glucose hervorgehen. Das Isotopenverhaltnis der 6-'>C-Glucose zeigt 100 %
dieser Markierung fur alle funf a-Dicarbonylverbindungen an. Methylglyoxal geht
zu 32 % aus dem Bereich (C4-C3) der Glucose hervor, 47 % aus dem Bereich
(C4-Cs). Die fehlenden 21 % werden demnach dem Bereich C,-Cs des Glucose-
Kohlenstoff-Gerusts zugeordnet. Die Verteilung des prozentualen Anteils der
Markierung zeigt fur Glyoxal, dass 49 % aus C4-C und 31 % aus Cs-Cg stammen.
Die restlichen 20 % gehen demnach aus dem Bereich C,-Cs des Glucose-
Kohlenstoff-Grundgerusts hervor.

Zur Aufklarung der Bildung von a-Dicarbonylen wurden weitere Untersuchungen

herangezogen. Dazu wurden Abbaureaktionen von Glucoson, 3-Desoxyglucoson
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und der Amadori-Verbindungen Uber einen Zeitraum von 24 h bzw. 48 h verfolgt.
Um die gebildeten a-Dicarbonyle in stabile Derivate zu Uberfuhren, wurde OPD

nach der Inkubationszeit zugegeben.

4.1.5.2 Modelluntersuchungen zum Abbau von Glucoson

Wie in Abschnitt 4.1.3.1 bereits erwahnt, ist Glucoson ein moglicher Precursor fur
die Bildung von 1-Desoxypentoson und 3-Desoxypentoson.

Es wurde zuerst die Halbwertzeit von Glucoson bestimmt. Die Halbwertszeit von
Glucoson betragt 8 h (Abb. 36).
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Abbildung 36: Bestimmung der Halbwertszeit von Glucoson

Zur Untersuchung der Bildung von o-Dicarbonylen aus Glucoson wurde das
synthetisierte Glucoson mit Lysin Uber einen Zeitraum von 48 h bei 50 °C aerob
und anaerob inkubiert. In regelmaRigen Abstanden wurde ein Aliquot der Losung
entnommen, mit OPD versetzt und 5 h bei Raumtemperatur nachinkubiert.

Es wurden Threoson-Q, 3-Desoxypentoson-Q, 1-Desoxypentoson-Q, Methylgly-
oxal-Q und Glyoxal-Q detektiert. Pentoson-Q wurde in sehr geringen Mengen
nachgewiesen, so dass eine Quantifizierung nicht mdglich war.

Die hochste Konzentration der gebildeten a-Dicarbonyle wurde nach 8 h Inkuba-
tionszeit erreicht (Abb. 37).

Threoson-Q (7,52 vs. 3,54 mmol/mol Glucoson, 8 h) und 3-Desoxypentoson-Q
(2,95 vs. 6,16 mmol/mol Glucoson) wurden als dominierende Chinoxaline unter

aeroben und anaeroben Bedingungen detektiert. Threoson-Q wurde bevorzugt
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unter Einfluss von Sauerstoff und 3-Desoxypentoson-Q in Abwesenheit von
Sauerstoff gebildet. 1-Desoxypentoson-Q (0,34 vs. 0,95 mmol/mol Glucoson)
wurde in dreifacher Menge unter anaeroben Bedingungen nachgewiesen. Die
Bildung von Glyoxal-Q (0,73 vs. 0,73 mmol/mol Glucoson) und Methylglyoxal-Q

(0,34 vs. 0,33 mmol/mol Glucoson) war unabhangig von Sauerstoff.
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Abbildung 37: a-Dicarbonyle als Abbauprodukte in Inkubationen von Glucoson

In den Inkubationen wurden 3-Desoxypentoson und 1-Desoxypentoson aus
Glucoson nachgewiesen werden. Dies bestatigt die Vermutung, dass Glucoson
der Precursor fur die Bildung dieser beiden Pentoson-Derivate ist. 3-Desoxy-
pentoson zeigt jedoch eine andere Reaktivitat als 1-Desoxypentoson. In
Inkubationen von Glucose und Lysin in Anwesenheit von OPD wurde mehr
1-Desoxypentoson gebildet als 3-Desoxypentoson. Dagegen zeigen die
Inkubationen von Glucose und Lysin in Abwesenheit von OPD eine deutlich
hohere Bildung von 3-Desoxypentoson als 1-Desoxypentoson. 3-Desoxy-
pentoson-Q tritt in einem Konzentrationsverhaltnis zu 1-Desoxypentoson-Q von
7:1 in den Glucosoninkubationen auf. Das Verhaltnis ist identisch mit den
Ergebnissen der Glucose/Lysin-Inkubation (ohne OPD).

Die Bildung der Pentosone aus Glucoson lasst sich Uber eine Dicarbonylspaltung
erklaren. Aus dem 1,3-Tautomer des Glucosons spaltet sich durch B-Spaltung
Ameisensaure ab. Gleichzeitig kommt es zur Bildung eines 1,2-Endiols. Durch
Oxidation des Endiols bildet sich das Pentoson. Durch B-Eliminierung von Wasser
wird das 3-Desoxypentoson gebildet. Aus der Umwandlung vom 1,2-Endiol zum

2,3-Endiol und anschlielender Wasserabspaltung resultiert das 1-Desoxy-
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pentoson. In Abbildung 38 wird der vorgeschlagene Bildungsweg der Pentoson-

derivate dargestellt.
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Abbildung 38: Postulierter Reaktionsweg fir die Bildung von Pentoson,
3-Desoxypentoson und 1-Desoxypentoson aus Glucoson

4.1.5.3 Modelluntersuchungen zum Abbau von 3-Desoxyglucoson

Neben Glucoson wurde der Abbau von 3-Desoxyglucoson untersucht. Zur
Untersuchung der Bildung von a-Dicarbonylen aus 3-Desoxyglucoson wurde das
synthetisierte 3-Desoxyglucoson mit Lysin Uber einen Zeitraum von 48 h bei 50 °C
aerob und anaerob inkubiert. In regelmafligen Abstanden wurde ein Aliquot der
Lésung entnommen, mit OPD versetzt und 5 h bei Raumtemperatur nachinkubiert.
3-Desoxyglucoson ist eine sehr stabile Verbindung. In den ersten funf Stunden
verlief der Abbau nur sehr langsam (Abb. 39). Nach 8 h Inkubationszeit wurden

83 % des Dicarbonyls ermittelt. Nach 24 h sind von der 42 mM Ausgangs-
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konzentration noch 28 mM (66 %) vorhanden. Die ermittelte Halbwertszeit von
3-Desoxyglucoson liegt bei 40 h.
Nach 48 h Inkubationszeit wurden keine Abbauprodukte (a-Dicarbonyle) detektiert.
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Abbildung 39: Bestimmung der Halbwertszeit von 3-Desoxyglucoson

4.1.5.4 Modelluntersuchungen zum Abbau der Amadori-Verbindung

Zur Untersuchung der Bildung von a-Dicarbonylen aus der Amadori-Verbindung
wurde das synthetisierte Amadori-Produkt mit Lysin und OPD Uber einen Zeitraum
von 24 h bei 50 °C aerob und anaerob inkubiert. Es wurden Glucoson-Q,
3-Desoxyglucoson-Q, 1-Desoxyglucoson-Q, Lederer Glucoson-Q, Threoson-Q,
3-Desoxythreoson-Q und 1-Desoxythreoson-Q quantifiziert (Abb. 40 und Abb. 41).
In hohen Konzentrationen wurde das Glucoson-Q (20,97 mmol/mol Amadori, 24 h)
unter aeroben Bedingungen gebildet. Dagegen wurden 1-Desoxyglucoson-Q (3,41
mmol/mol Amadori) und 3-Desoxyglucoson-Q (1,20 mmol/mol Amadori) in deutlich
geringeren Konzentrationen unter aeroben Bedingungen detektiert. Das Lederer
Glucoson-Q wurde unter aeroben Bedingungen in so geringen Konzentrationen
gebildet, dass eine Quantifizierung nicht moglich war.

Unter anaeroben Bedingungen wurde 1-Desoxyglucoson-Q (8,32 mmol/mol
Amadori, 24 h) als dominierendes Chinoxalin detektiert. 3-Desoxyglucoson-Q
(1,17 mmol/mol Amadori), Lederer Glucoson-Q (0,19 mmol/mol Amadori) und
Glucoson-Q (0,58 mmol/mol Amadori) wurden in geringeren Mengen nachge-

wiesen.
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Abbildung 40: Bildung von Glucoson-Q, 3-Desoxyglucoson-Q, 1-Desoxyglucoson-Q
und Lederer Glucoson-Q aus der Amadori-Verbindung (in Anwesenheit von OPD)

Mit einer Konzentration von 0,67 mmol/mol Amadori-Verbindung dominiert das
Threoson-Q unter oxidativen Bedingungen. 1-Desoxythreoson-Q (0,12 mmol/mol
Amadori, 24 h) und 3-Desoxythreoson-Q (0,05 mmol/mol Amadori) wurden in
geringeren Konzentrationen quantifiziert. Unter nicht-oxidativen Bedingungen
wurde mit einer Konzentration von 0,26 mmol/mol Amadori das 1-Desoxy-
threoson-Q gebildet. 3-Desoxythreoson-Q (0,12 mmol/mol Amadori) und
Threoson-Q (0,15 mmol/mol Amadori) wurden in geringeren Konzentrationen

identifiziert.
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Abbildung 41: Bildung von Threoson-Q, 1-Desoxythreoson-Q und
3-Desoxythreoson-Q aus der Amadori-Verbindung (in Anwesenheit von OPD)
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4.1.6 Zusammenfassung

a-Dicarbonyle sind Schlusselverbindungen in der Maillard Reaktion von
Kohlenhydraten und sie unterliegen unterschiedlichen Bildungswegen. Auf
Grundlage der Untersuchungen von Glucose in An- und Abwesenheit von OPD
wurden Abbaureaktionen von Glucoson, 3-Desoxyglucoson und der Amadori-
Verbindung untersucht.

Aus Glucoson wurden Threoson, 3-Desoxypentoson, 1-Desoxypentoson,
Pentoson, Methylglyoxal und Glyoxal als spezifische Abbauprodukte nach-
gewiesen. Dabei bilden Threoson und 3-Desoxypentoson die wichtigsten
Intermediate unter aeroben und anaeroben Bedingungen. Die Bildung von
Methylglyoxal und Glyoxal ist unabhangig von Sauerstoff. Die Bildung von 1-Des-
oxypentoson aus Glucose wird Uber Glucoson postuliert. 3-Desoxyglucoson ist
eine sehr stabile a-Dicarbonylverbindung. Es wurden keine Abbauprodukte
(Dicarbonylstrukturen) nach einer Halbwertszeit von 40 h nachgewiesen.

Aus der Amadori-Verbindung, der ersten analytisch erfassbaren Zwischenstufe
der Maillard-Reaktion, entstehen Glucoson und 1-Desoxyglucoson als die
dominierenden Dicarbonylintermediate. Dagegen ist die Bildung von 3-Desoxy-
glucoson und dem Lederer Glucoson sehr gering. Threoson bildet das wichtigste
Intermediat mit fragmentiertem Kohlenstoffskelett unter aeroben Bedingungen,
wahrend 1-Desoxythreoson das dominierende Chinoxalin unter anaeroben
Bedingungen bildet. Der Nachweis von 3-Desoxythreoson ist sehr gering.
Dicarbonylstrukturen wie Pentoson-Derivate und Methylglyoxal und Glyoxal
wurden nicht identifiziert.

Auf Grundlage der Untersuchungsergebnisse aus den verschiedenen
Modellreaktionen und der Literatur nach Voigt und Glomb [25] wurde nach-
folgender Reaktionsmechanismus postuliert (Abb. 42). Es lasst sich erkennen,
dass aus 1-Desoxyglucoson die C-4-Fragmente hervorgehen. Glucoson dagegen
ist ein Precursor flr die Bildung von C-5-Fragmenten. Glyoxal und Methylglyoxal
wurden aus dieser Graphik ausgeschlossen. Sie entstehen aus Glucoson und

1-Desoxyglucoson, bzw. direkt aus der Glucose.
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Abbildung 42: Postulierter Reaktionsmechanismus fir die Bildung
von a-Dicarbonylen aus Glucose
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4.2 Qualitative und quantitative Untersuchungen von a-Dicarbonyl-

chinoxalinen aus Maltose und Lactose

4.2.1  Isolierung von a-Dicarbonylen aus Maltose

Zur Isolierung der Chinoxaline aus den Reaktionsansatzen (vgl. 6.4.11) wurden
die Ethylacetat- und die wassrige Phase mittels MLCCC fraktioniert. Da die
Ethylacetat Phase des anaeroben Ansatzes und die wassrige Phase des aeroben
Inkubationsansatzes die groflten Ausbeuten lieferten, wurden diesen beiden
Phasen fur die Substanzisolierung eingesetzt (Abb. 43). Aus der Ethylacetat
Phase des anaeroben Ansatzes wurden zehn Substanzen und aus der wassrigen

Phase des aeroben Ansatzes wurden acht Substanzen isoliert und identifiziert.
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Abbildung 43: MLCCC Chromatogramme der Ethylacetat- (anaerob)
und der wassrigen Phase (aerob) aus Maltose

Maltoson-Q, 1-Desoxymaltoson-Q und 3-Desoxymaltoson-Q wurden aus MLCCC
Fraktion | und Glucoson-Q wurde aus Fraktion A der wassrigen Phase des
aeroben Inkubationsansatzes isoliert. 3-Desoxyglucoson-Q wurde aus Fraktion B,
4-Desoxyglucoson-Q wurde aus Fraktion C, 1-Desoxyglucoson-Q wurde aus
Fraktion D und 1,2,3-Tricarbonyl-Q wurde aus Fraktion F aus der Ethylacetat- und
der wassrigen Phase isoliert. 3-Desoxypentoson-Q wurde aus Fraktion E der
wassrigen Phase des aeroben Ansatzes isoliert. 2,3,4-Tricarbonyl-Q wurde
ebenfalls aus dem aeroben Ansatz der Ethylacetat Phase gewonnen. 1,4-Dides-
oxyglucoson-Q wurde aus Fraktion J, 3,4-Didesoxypentoson-Q wurde aus

Fraktion H, 3-Desoxythreoson-Q wurde aus Fraktion G und 1-Desoxythreoson-Q
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wurde aus Fraktion K der Ethylacetat Phase des anaeroben Ansatzes isoliert.
Diacetyl-Q, Methylglyoxal-Q, Glyoxal-Q und Glyoxalsaure-Q wurden aus der

stationaren Phase isoliert.
4.2.1.2 Strukturaufkldrung der isolierten Chinoxaline aus Maltose

Die Strukturen der isolierten Chinoxaline wurden mittels GC/MS, hochauflosender
Massenspektrometrie und NMR- (*H, "*C, HMBC und HMQC) Experimenten auf-
geklart. Die "H-, "*C-NMR-, GC/MS- und HR/MS-Daten sind im Anhang aufgefiihrt.
4-Desoxyglucoson-Q wurde vorrangig aus dem anaeroben Ansatz in Mengen von
ca. 10 mg pro Ansatz isoliert werden. 4-Desoxyglucoson-Q eluiert im GC/MS-
System bei 23,34 min und besitzt dreifach silyliert eine molare Masse von
450 g/mol. Durch NMR-Experimente wurde die Struktur aufgeklart. Charakte-
ristisch flr dieses Desoxyoson ist das Signal an Position 9, welches ein Singulett
bei 5,02 ppm ergibt. Das Duplett von Dupletts in Position 10 ergibt im 'H-Spektrum
3,19 ppm und 3,24 ppm. Die chemische Verschiebung im "*C-Spektrum ergibt
38,1 ppm. Die Hochauflésung ergibt eine Molekularmasse von m/z=257,0897
[C12H14N203Na], [M+Na]’. Die NMR-Daten stimmen mit den Daten von Morita et
al. [43] Uberein.

1,4-Didesoxyglucoson-Q wurde aus dem anaeroben Inkubationsansatz der
Ethylacetat Phase isoliert. Dieses Chinoxalin eluiert im GC/MS-System bei 24,12
min und besitzt nach zweifacher Silylierung eine molare Masse von 362 g/mol.
Charakteristische Fragmentionen sind m/z=272, 259 und 158. Das 'H-NMR-
Spektrum ergibt mit einem Signal bei 2,46 ppm den Hinweis auf die endstandige
CHi-Gruppe am Chinoxalinring. Die chemische Verschiebung im '*C-Spektrum
betragt 21,5 ppm. Des Weiteren sind die charakteristischen Signale der CH,-
Gruppe an Position 10 sichtbar. Die chemische Verschiebung im '*C-Spektrum
betragt 38,1 ppm. Im 'H-Spektrum sind bei 2,89 ppm und 2,85 ppm die zu
erwartenden Dupletts von Dupletts sichtbar. Die Hochauflésung ergibt eine
Molekularmasse von m/z=241,0947 [Ci2H14sN2O2Na], [M+Na]". Die Ergebnisse
stimmen mit den NMR-Daten von Bravo et al. [42] Uberein.

1,2,3-Tricarbonyl-Q wurde aus dem aeroben und anaeroben Inkubationsansatz in
Mengen von ca. 5 mg pro Ansatz isoliert. Das Chinoxalin eluiert im GC/MS-

System bei 25,67 min und besitzt nach zweifacher Silylierung eine molare Masse
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von 376 g/mol. Die Verifizierung dieser Struktur erfolgte mittels NMR-
Experimenten. Das H-Atom in Position 9 ergibt ein Singulett mit einer chemischen
Verschiebung von 6,09 ppm. Des Weiteren sind die charakteristischen Signale der
CH,-Gruppe in Position 10 sichtbar. Die chemische Verschiebung im '>C-Spek-
trum betragt 34,7 ppm. Im "H-Spektrum sind bei 3,19 ppm und 3,14 ppm die zu
erwartenden Dupletts von Dupletts sichtbar. Fur die in Position 9 befindliche Car-
bonylfunktion wird im '*C-Spektrum ein Signal bei ca. 200 ppm erwartet. Da
dieses Signal nicht gefunden wurde, wird vermutet, dass durch Halbacetalbildung
ein tertiares C-Atom vorliegt. Die Hochauflésung ergibt eine Molekularmasse von
m/z=255,0737 [C12H12N2O3Na], [M+Na]".

3,4-Didesoxypentoson-Q wurde aus der Ethylacetat Phase in Mengen von ca.
3 mg pro Ansatz isoliert. Das Chinoxalin eluiert im GC/MS-System bei 22,21 min
und besitzt einfach silyliert eine molare Masse von 260 g/mol. Charakteristische
Fragmentionen sind m/z=245, 171 und 144. Mittels NMR wurde die Struktur
identifiziert. Das "H-Spektrum zeigt die Anwesenheit des endstandigen H-Atoms
(C-7) am Chinoxalinring. Die chemische Verschiebung im 'H-Spektrum ergibt ein
Signal bei 8,76 ppm. Die CH,-Gruppe an Position 9 ergibt das zu erwartende
Triplett mit einer chemischen Verschiebung bei 3,07 ppm. Das 'C-Spektrum
ergibt bei 31,4 ppm ein Signal. Ebenfalls wurde die CH,-Gruppe in Position 10 als
Multiplett mit einer chemischen Verschiebung bei 2,05 ppm verifiziert. Das 3C-
Spektrum zeigt bei 32,1 ppm ein Signal. Die Hochauflosung ergibt eine
Molekularmasse von m/z=189,1022 [C41H12N20.Na], [M+H]". Die NMR-Daten
stimmen mit den Daten von Mavric und Henle [18] Uberein.

Maltoson-Q (m/z 413,2658 (gefunden), m/z 413.2656 (berechnet) [C1sH2309N3]
[M+H]"), 1-Desoxymaltoson-Q (m/z 435,1164 (gefunden), m/z 435.1158 (berech-
net) [C1gH2408N2K] [M+K]"), 3-Desoxymaltoson-Q (m/z 435,1164 (gefunden), m/z
435.1158 (berechnet) [C1gH2408N2K] [M+K]") und 2,3,4-Tricarbonyl-Q (m/z
255.0740 (gefunden), m/z 255.0741 (berechnet) [C12H12N20O3Na] [M+Na]*) wurden
mittels hochauflosender Massenspektrometrie identifiziert. Fir das 2,3,4-Tri-
carbonyl-Q existieren keine NMR-Daten. Die Substanz zersetzte sich bei der
Aufreinigung.

Glucoson-Q, 3-Desoxyglucoson-Q, 1-Desoxyglucoson-Q, 3-Desoxypentoson-Q,
3-Desoxythreoson-Q und 1-Desoxythreoson-Q wurden mit den aus der Glucose

isolierten Chinoxalinstandards identifiziert.
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Glyoxal-Q, Methylglyoxal-Q, Diacetyl-Q und Glyoxalsaure-Q wurden anhand

kauflich erworbener Chinoxaline identifiziert. 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson-Q

wurde mit Hilfe eines synthetisierten Standards (vgl. 4.3) nachgewiesen.

Aus den Maltoseansatzen wurden 19 Verbindungen isoliert (Abb. 44). Die iden-

tifizierten a-Dicarbonylchinoxaline wurden als authentische Standardsubstanzen

fur qualitative und quantitative Untersuchungen der Maillard-Reaktion von

Disacchariden eingesetzt.
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Abbildung 44: Identifizierte Chinoxaline aus Maltose

Nach Isolierung der a-Dicarbonylchinoxaline aus Maltose und Strukturaufklarung

war es nun moglich den Signalen im HPLC-Chromatogramm (Abb. 45) das

jeweilige Chinoxalin zu zuordnen.
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1-Desoxymaltoson-Q (9) eluiert nach 16,0 min, Maltoson-Q (25) nach 16,9 min,
Glucoson-Q (13) nach 18,0 min, 1-Desoxyglucoson-Q (7) nach 24,8 min, 3-Des-
oxymaltoson-Q (11) nach 25,7 min, 4-Desoxyglucoson-Q (15) nach 28,7 min,
3-Desoxyglucoson-Q (6) nach 29,5 min, Glyoxalsdure-Q (26) nach 34,8 min,
3-Desoxypentoson-Q (16) nach 36,8 min, 1,2,3-Tricarbonyl-Q (27) nach 40,7 min,
1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson-Q (10) nach 46,5 min, 2,3,4-Tricarbonyl-Q (29)
nach 46,5 min, 1,4-Didesoxyglucoson (14) nach 48,8 min, 3-Desoxythreoson-Q
(20) nach 48,4 min, 1-Desoxythreoson-Q (21) nach 50,2 min, Glyoxal-Q (23) nach
55,9 min, 3,4-Didesoxypentoson-Q (17) nach 55,9 min, Methylglyoxal-Q (22) nach
62,7 min und Diacetyl-Q (28) nach 68,0 min von der Saule.

aerob anaerob

25

Absorption [320 nm]

25
16

2317
o P 3/ \ 27/2914
1020, 5. 16 20 23/17
WML AR NN T i O ul, L e 8330 T2
20

T
40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Retentionszeit [min]

0

Retentionszeit [min]

Abbildung 45: HPLC-Chromatogramm Maltose (7 Tage, aerob/anaerob)

4.2.2 Quantitative und mechanistische Untersuchungen der Maltose-

inkubationen

4.2.3.1 Quantifizierung der gebildeten a-Dicarbonylverbindungen aus

Maltose in Anwesenheit von OPD

Die quantitative Bildung der a-Dicarbonyle aus Maltose wurde Uber einen Zeitraum
von 7 Tagen unter aeroben und anaeroben Bedingungen verfolgt. Dazu wurde
taglich der Gehalt der a-Dicarbonyle bestimmt. Im Folgenden wird die Bildung der
a-Dicarbonyle aus Maltose in Anwesenheit von OPD dargestellt.

Maltoson-Q (6,41 vs. 1,30 mmol/mol Maltose, 7 Tage) wurde bevorzugt unter oxi-

dativen Bedingungen gebildet. Die Mengen unter anaeroben Bedingungen sind
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sehr gering. Unter anaeroben Bedingungen wurde doppelt so viel 1-Desoxy-
maltoson-Q nachgewiesen wie unter aeroben Bedingungen (10,72 vs. 18,11
mmol/mol Maltose). Dagegen ist die Bildung von 3-Desoxymaltoson-Q unab-
hangig von Sauerstoff (0,68 vs. 0,76 mmol/mol Maltose). In Abbildung 46 ist die
Bildung der Chinoxaline aus Maltose mit intaktem Kohlenstoffgerlst dargestellt.
Morita et al. [44] und Beck et al. [45] beschreiben die Bildung dieser a-Dicarbonyl-
strukturen. Morita et al. [44] weisen erstmals die Chinoxaline dieser Verbindungen
aus Maltose im sauren Milieu nach. Beck et al. [45] beschreiben die Bildung von
1-Desoxymaltoson und 3-Desoxymaltoson aus der Amadori-Verbindung. 1-Des-
oxymaltoson resultiert dabei als Hauptkomponente.

Die Bildung von 1-Desoxymaltoson und 3-Desoxymaltoson erfolgt nicht-oxidativ
uber Enolisierung und Dehydrierung. Die Redoxaktivitat von 1-Desoxymaltoson ist
sehr hoch, daher wird unter aeroben Bedingungen weniger detektiert als unter
anaeroben Bedingungen. 3-Desoxymaltoson ist dagegen sehr stabil. Maltoson
wird oxidativ aus Maltose gebildet. Die Bildung dieser Verbindungen aus Maltose
ist vergleichbar mit der Bildung von 1-Desoxyglucoson, 3-Desoxyglucoson und

Glucoson aus Glucose.
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Abbildung 46: Bildung von Maltoson-Q, 1-Desoxymaltoson-Q und
3-Desoxymaltoson-Q aus Maltose (in Anwesenheit von OPD)

Glucoson-Q wurde nur unter aeroben Bedingungen detektiert (1,40 mmol/mol
Maltose), wohingegen 1,4-Didesoxyglucoson-Q bevorzugt unter anaeroben Bedin-
gungen gebildet wurde (2,13 mmol/mol Maltose). Der Nachweis von 1-Desoxy-
glucoson-Q erfolgte bevorzugt unter Ausschluss von Sauerstoff (0,21 vs. 0,42
mmol/mol Maltose). Dagegen ist die Bildung von 4-Desoxyglucoson-Q unabhangig

von Sauerstoff (0,85 vs. 0,84 mmol/mol Maltose). Die doppelte Menge an 1,2,3-
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Tricarbonyl-Q wurde unter anaeroben Bedingungen quantifiziert (5,82 vs. 10,40
mmol/mol Maltose). Eine signifikante Bildung unter anaeroben Bedingungen
zeigte das 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson-Q (0,24 vs. 2,04 mmol/mol Maltose).
2,3,4-Tricarbonyl-Q wurde bevorzugt unter anaeroben Bedingungen (1,05 vs. 1,30
mmol/mol Maltose) nachgewiesen. Die Bildung der C-6-Verbindungen ist in
Abbildung 48 dargestellt.

Huber und Ledl [7] erwahnen erstmals die Existenz von 1-Lysino-1,4-dides-
oxyglucoson. Reihl et al. [8] schlagen einen Bildungsweg ausgehend von
Disacchariden vor. In der vorliegenden Arbeit wurde 1-Lysino-1,4-didesoxy-
glucoson bevorzugt unter anaeroben Bedingungen gebildet. Die Bildung erfolgt
uber eine 2,3-Enolisierung.

Hollnagel und Kroh [40] postulieren einen Bildungsweg flur 1,4-Didesoxyglucoson
via ,Peeling offY aus Oligosacchariden. Bravo et al. [42] identifiziert diese
Verbindung erstmals in Bier. In der vorliegenden Arbeit wurde 1,4-Didesoxy-
glucoson nur unter anaeroben Bedingungen detektiert, d.h. die Bildung ist
unabhangig von Sauerstoff. Ein moglicher Precursor fur die Bildung dieser
Verbindung ist 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson.

Larsen et al. [46] beschreiben die Bildung des 1,2,3-Tricarbonyls in Modell-
reaktionen mit Oxomolybdoenzym. Gabriel et al. [47] identifizieren das 1,2,3-
Tricarbonyl in Reaktionen von Xylose und 6-Desoxy-D-glucose mit Enzymen. In
dieser Studie ist die Bildung von 1,2,3-Tricarbonyl unabhangig von Sauerstoff. Als
Ausgangsverbindung fir die Bildung des 1,2,3-Tricarbonyls wird das 1-Lysino-1,4-
didesoxyglucoson vorgeschlagen. Diese Verbindung zeigt eine Redoxaktivitat.
Zum einen wird die Dicarbonylstruktur reduziert und dann das Amin eliminiert,
woraus 1,4-Didesoxyglucoson resultiert. Auf der anderen Seite kann die Amino-

funktion zum 1,2,3-Tricarbonyl oxidiert werden.
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Abbildung 47: Redoxaktivitat von 1-Lysino-1,4-dideosoxyglucoson

4-Desoxyglucoson wurde aus Polysacchariden

von Whistler und BeMiller [48]

isoliert. Morita et al. [43] identifizieren das Chinoxalin dieser Verbindung in

Inkubationen von Maltose mit OPD. 4-Desoxyglucoson-Q wurde in gleichen

Mengen unter aeroben und anaeroben Versuchsbedingungen quantifiziert. Die

Bildung verlauft nicht-oxidativ Uber eine 2,3-Enolisierung. Die Bildung dieser C-6-

Verbindung ist unabhangig von der Anwesenheit der Aminosaure. Lysin katalysiert

die Bildung, ist jedoch nicht direkt beteiligt.
In der Literatur gibt es bisher keine Angaben

carbonyl.

uber die Bildung von 2,3,4-Tri-
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Abbildung 48: Bildung von 1-Desoxyglucoson-Q, 4-Desoxyglucoson-Q, Glucoson-Q,
1,2,3-Tricarbonyl-Q, 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson-Q, 2,3,4-Tricarbonyl-Q
und 1,4-Didesoxyglucoson-Q aus Maltose (in Anwesenheit von OPD)

3-Desoxypentoson-Q wurde bevorzugt unter aeroben Bedingungen (10,02 vs.
1,39 mmol/mol Maltose) gebildet. In sehr geringen Konzentrationen wurde 3,4-Di-
desoxypentoson-Q sowohl unter oxidativen als auch nicht-oxidativen Bedin-
gungen quantifiziert (0,07 vs. 0,87 mmol/mol Maltose). Die Bildung ist unabhangig
von Sauerstoff. Die Kinetik der C-5-Fragmente aus Maltose ist in Abbildung 50
dargestellt.

Hollnagel und Kroh [17] charakterisieren 3-Desoxypentoson als Reaktionsprodukt
der Maltose. Es wird angenommen, dass das 2,3-Enaminol Uber eine Eliminierung
des Glucosylrestes am C-4-Atom zum 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson reagiert.
Durch Umlagerung und anschlieender Retro-Claisen entsteht unter Freiwerden
von Ameisensaure ein Pentoson-Intermediat, welches zum 3-Desoxypentoson
oxidiert. Mavric und Henle [18] isolieren 3-Desoxypentoson aus Lactose.

In der vorliegenden Arbeit war die Bildung von 3-Desoxypentoson aus Maltose
abhangig von Sauerstoff. Ein mdglicher Precursor fur die Bildung ist das Maltoson,
welches oxidativ gebildet wird. Durch Abspaltung von Ameisensaure entsteht aus
dem Maltoson-Derivat ein 1,2-Endiol. Da die Abspaltung der Glucose gegenuber
einer Enolisierung begunstigt ist, kommt es nach Eliminierung der Glucose im
darauffolgenden Schritt zur Bildung von 3-Desoxypentoson (Abb. 49). Wahrend
aus der Glucose uber das Glucoson das 1-Desoxypentoson gebildet wird (vgl.
4.1.5.2), entsteht aus dem Maltoson kein 1-Desoxypentoson, weil eine weitere

Enolisierung zum 2,3-Endiol nicht begunstigt ist.
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Abbildung 49: Bildung von 3-Desoxypentoson aus Maltoson

Mavric und Henle [18] gelang es das Chinoxalin von 3,4-Didesoxypentoson als ein

spezifisches Spaltungsprodukt von Oligosachariden mit 1,4-Verknlpfung zu iso-
lieren.
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Abbildung 50: Bildung von 3-Desoxypentoson-Q und 3,4-Didesoxypentoson-Q
aus Maltose (in Anwesenheit von OPD)

Die doppelte Menge an 3-Desoxythreoson-Q wurde unter anaeroben
Bedingungen quantifiziert (2,33 vs. 4,20 mmol/mol Maltose). In deutlich geringeren
Konzentrationen erfolgte die Bildung von 1-Desoxythreoson-Q (0,88 vs. 1,32
mmol/mol Maltose). Diacetyl-Q wurde unter anaeroben Bedingungen in sehr
geringen Konzentrationen (4,19 vs. 0,34 mmol/mol Maltose) nachgewiesen. Die
Bildung der C-4-Fragmente aus Maltose ist in Abbildung 51 dargestellt.

Hollnagel und Kroh [26] identifizieren Diacetyl als Reaktionsprodukt aus Glucose

und Maltose in Anwesenheit eines Amins. Desweiteren wurde Diacetyl als
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Aromakomponente in Bier [42, 49], Wein [50] und Kaffee [51] gefunden. In der
vorliegenden Studie wurde Diacetyl bevorzugt unter aeroben Bedingungen
gebildet. Da Diacetyl in den Glucoseinkubationen nicht nachgewiesen wurde,
verlauft die Bildung vermutlich Gber die Disaccharidchemie.

1-Desoxythreoson und 3-Desoxythreoson entstehen in der Hexosenchemie
(Glucose) aus 1-Desoxyglucoson (vgl. 4.1.6). Dabei entsteht mehr 1-Desoxy-
threoson als 3-Desoxythreoson. In Inkubationen mit Maltose entsteht deutlich
mehr 3-Desoxythreoson als 1-Desoxythreoson. Dies lasst vermuten, das 3-Des-
oxythreoson nicht aus dem 1-Desoxyglucoson, und damit nicht aus der Glucose
hervorgeht. Die Bildung des 3-Desoxythreosons erfolgt vermutlich Gber den Abbau

der Disaccharide. 1-Desoxythreoson entsteht dagegen aus der Glucose.
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Abbildung 51: Bildung von 3-Desoxythreoson-Q, 1-Desoxythreoson-Q
und Diacetyl-Q aus Maltose (in Anwesenheit von OPD)

Aus Abbildung 52 geht hervor, dass die Bildung von Methylglyoxal-Q unabhangig
von Sauerstoff ist (0,35 vs. 0,40 mmol/mol Maltose). Dagegen wurde Glyoxal-Q
bevorzugt unter aeroben Bedingungen quantifiziert (5,73 vs. 1,01 mmol/mol
Maltose). Glyoxalsaure-Q entstand bevorzugt aerob (1,40 vs. 1,09 mmol/mol
Maltose).

Velisek et al. [52] beschreiben Glyoxalsaure als Reaktionsprodukt aus Glyoxal und
Glycin. Pickett und Yap [53] identifizieren diese Verbindung als Produkt aus
Oxalsaure. Durch Oxidation entsteht aus Glycol Glyoxalsaure [5]. In Inkubationen
mit Glucose wurde keine Glyoxalsaure identifiziert. Die Verbindung kann daher
nicht aus dem Glyoxal hervorgehen. Die geringen Mengen an Methylglyoxal und
Glyoxal lassen darauf schlieRen, dass diese beiden a-Dicarbonyle Abbauprodukte

der Glucose sind.
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Abbildung 52: Bildung von Methylglyoxal-Q, Glyoxal-Q und Glyoxalsaure-Q
aus Maltose (in Anwesenheit von OPD)

4.2.3.2 Modelluntersuchungen zum Abbau von Maltose und Lysin in
Abwesenheit von OPD

In den Untersuchungen zur Bildung von a-Dicarbonylen aus Maltose und Lysin in
Abwesenheit von OPD wurden die a-Dicarbonylverbindungen aus den Modell-
untersuchungen direkt nach definierten Reaktionszeiten mit OPD in stabile
Chinoxaline uberfuhrt. Es wurde die Bildung der a-Dicarbonyle nach 0, 1, 3, 5 und
7 Tagen untersucht.

3-Desoxymaltoson-Q wurde in hohen Konzentrationen unter aeroben und
anaeroben Bedingungen nachgewiesen (1,68 vs. 1,55 mmol/mol Maltose,
7 Tage). Die Bildung dieser a-Dicarbonylverbindung ist unabhangig von
Sauerstoff. 1-Desoxymaltoson-Q wurde bevorzugt anaerob gebildet (0,36 vs. 0,58
mmol/mol Maltose). Dagegen erfolgte die Bildung des Maltoson-Q bevorzugt
oxidativ (0,26 vs. 0,18 mmol/mol Maltose). Abbildung 53 stellt die Bildung der

Chinoxaline aus Maltose mit vollstandigem Kohlenstoffgerust dar.
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Abbildung 53: Bildung von 3-Desoxymaltoson-Q, 1-Desoxymaltoson-Q
und Maltoson-Q aus Maltose (in Abwesenheit von OPD)

Aus Abbildung 54 geht hervor, dass 1,2,3-Tricarbonyl-Q mit einer Konzentration
von 0,51 mmol/mol Maltose das dominierende Chinoxalin darstellt. In deutlich
geringeren Konzentrationen wurden 4-Desoxyglucoson-Q (0,05 mmol/mol
Maltose), Glucoson-Q (0,05 mmol/mol Maltose) und 1-Lysino-1,4-didesoxy-
glucoson-Q (0,08 mmol/mol Maltose) detektiert. Glucoson-Q wurde nur unter
aeroben Bedingungen nachgewiesen. Unter Ausschluss von Sauerstoff wurden
1,2,3-Tricarbonyl-Q (2,57 mmol/mol Maltose) und 1,4-Didesoxyglucoson-Q (1,65
mmol/mol Maltose) in hohen Konzentrationen detektiert. Die Bildung von 1,4-Di-
desoxyglucoson-Q erfolgte unter Ausschluss von Sauerstoff. 0,43 mmol/mol
Maltose wurden an 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson-Q unter anaeroben Bedin-
gungen detektiert. Die Bildung von 4-Desoxyglucoson-Q (0,03 mmol/mol Maltose)
war unabhangig von Sauerstoff. 2,3,4-Tricarbonyl-Q wurde in Abwesenheit von

OPD nicht nachgewiesen.
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Abbildung 54: Bildung von 4-Desoxyglucoson-Q, Glucoson-Q, 1,2,3-Tricarbonyl-Q, 1-Lysino-1,4-
didesoxyglucoson-Q und 1,4-Didesoxyglucoson-Q aus Maltose (in Abwesenheit von OPD)

3,4-Didesoxypentoson-Q entstand nahezu unabhangig von Sauerstoff (0,39 vs.
0,37 mmol/mol Maltose). Deutlich bevorzugt wurde 3-Desoxypentoson-Q, jedoch
in geringeren Konzentrationen (0,25 vs. 0,14 mmol/mol Maltose). 3-Desoxy-
threoson-Q wurde bevorzugt unter nicht-oxidativen Bedingungen gebildet (0,06 vs.
0,12 mmol/mol Maltose). Diacetyl-Q bildete das Hauptchinoxalin unter anaeroben
Bedingungen mit einer Konzentration von 1,26 mmol/mol Maltose. Geringere
Mengen wurden unter aeroben Bedingungen quantifiziert (0,24 mmol/mol
Maltose). Abbildung 55 stellt die Bildung der C-4-und C-5-Fragmente aus Maltose
dar.

3,4-Didesoxypentoson wurde in Anwesenheit von OPD bevorzugt nicht-oxidativ
gebildet. Diacetyl zeigte dagegen eine Abhangigkeit von Sauerstoff. In OPD-

Abwesenheit erfolgte die Bildung genau entgegengesetzt.
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Abbildung 55: Bildung von 3-Desoxypentoson-Q, 3,4-Didesoxypentoson-Q,
3-Desoxythreoson-Q und Diacetyl-Q aus Maltose (in Abwesenheit von OPD)
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Glyoxal-Q zeigte eine bevorzugte Bildung unter oxidativen Bedingungen (0,25 vs.
0,06 mmol/mol Maltose). Dagegen wurden Methylglyoxal-Q (0,02 vs. 0,03
mmol/mol Maltose) unabhangig und Glyoxalsaure-Q (0,02 vs. 0,15 mmol/mol

Maltose) bevorzugt unter nicht-oxidativen Bedingungen nachgewiesen (Abb. 56).
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Abbildung 56: Bildung von Methylglyoxal-Q, Glyoxal-Q und Glyoxalsédure-Q
aus Maltose (in Abwesenheit von OPD)

4.2.4 Zusammenfassung

Als spezifische o-Dicarbonylverbindungen in Inkubationen von Maltose wurden
Maltoson-Q, 1-Desoxymaltoson-Q, 3-Desoxymaltoson-Q, 4-Desoxyglucoson-Q,
1,2,3-Tricarbonyl-Q, 2,3,4-Tricarbonyl-Q, 1,4-Didesoxyglucoson-Q, 1-Lysino-1,4-
didesoxyglucoson-Q, 3-Desoxypentoson-Q, 3,4-Didesoxypentoson-Q, Diacetyl-Q,
und Glyoxalsaure-Q identifiziert.

In Anwesenheit von OPD wurden Maltoson, 1-Desoxymaltoson, 1,2,3-Tricarbonyl,
3-Desoxypentoson, 3-Desoxythreoson als Chinoxaline in hohen Konzentrationen
quantifiziert, wahrend in Abwesenheit von OPD 3-Desoxymaltoson-Q, 1,4-Dides-
oxyglucoson-Q und 1,2,3-Tricarbonyl-Q als dominierende o-Dicarbonyle nach-
gewiesen wurden.

In Abwesenheit eines Abfangreagenzes werden hochreaktive Verbindungen, wie
das 1,2,3-Tricarbonyl und 2,3,4-Tricarbonyl sofort nach deren Bildung abgebaut.
Strukturen mit geringerer Reaktivitat, z.B. 3-Desoxymaltoson, haufen sich
dagegen in Abwesenheit von OPD an. Verbindungen die aus der Glucose
entstehen, z.B. 3-Desoxyglucoson, 1-Desoxyglucoson und 1-Desoxythreoson
wurden in Abwesenheit von OPD auf Grund der geringen Konzentrationen nicht

mehr nachgewiesen.
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Wahrend bei der Glucose die B-Dicarbonylspaltung im Vordergrund steht, spielt
bei der Bildung der Fragmente in Maltoseuntersuchungen die Qualitat der
Abgangsgruppen, insbesondere die 1,4-glucosidische Bindung, eine entschei-
dende Rolle. Fiur 3,4-Didesoxypentoson, 3-Desoxythreoson, Glyoxalsaure und
Diacetyl wurden keine Bildungsmechanismen postuliert. Diesbezuglich miussen
weitere Abbaureaktionen bzw. Untersuchungen mit markierter Maltose durch-
gefuhrt werden. In Abbildung 57 wird die Bildung der a-Dicarbonyle aus Maltose
dargestellt.
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Abbildung 57: Reaktionswege flr die Bildung von a-Dicarbonylen aus Maltose
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4.3 Modellreaktionen zum Abbau von Lactose in Gegenwart von OPD

Die quantitative Bildung der a-Dicarbonyle aus Lactose in Anwesenheit von OPD

wurde Uber einen Zeitraum von 7 Tagen unter aeroben und anaeroben Bedin-

gungen verfolgt. Die Probenahme erfolgte nach 0, 2, 4, 6 und 7 Tagen.
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Abbildung 58: Bildung von 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson-Q, 1,2,3-Tricarbonyl-Q,
4-Desoxyglucoson-Q und 1,4-Didesoxyglucoson-Q aus Lactose (in Anwesenheit von OPD)

Die doppelte Menge an 1,2,3-Tricarbonyl-Q bildete sich unter anaeroben

Bedingungen (4,96 vs. 11,90 mmol/mol Lactose, 7 Tage). 1-Lysino-1,4-didesoxy-

glucoson-Q (0,69 vs. 7,35 mmol/mol Lactose) und 4-Desoxyglucoson-Q (1,20 vs.

2,13 mmol/mol Lactose) wurden bevorzugt unter anaeroben Bedingungen

nachgewiesen. 1,4-Didesoxyglucoson-Q wurde ausschlieBlich unter anaeroben

Bedingungen gebildet (1,42 mmol/mol Lactose).
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Abbildung 59: Bildung von 3-Desoxypentoson-Q, 3,4-Didesoxypentoson-Q, Diacetyl-Q,
1-Desoxythreoson-Q und 3-Desoxythreoson-Q aus Lactose (in Anwesenheit von OPD)
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3-Desoxypentoson-Q (13,84 vs. 0,39 mmol/mol Lactose) wurde als dominierendes
Chinoxalin in Lactoseinkubationen unter aeroben Bedingungen nachgewiesen.
Unter Ausschluss von Sauerstoff ist die Konzentration sehr gering. Dem gleichen
Muster, in geringeren Konzentrationen folgte das Diacetyl-Q (2,73 vs. 0,29
mmol/mol Lactose). Dagegen ist die Bildung von 3,4-Didesoxypentoson-Q (0,29
vs. 2,26 mmol/mol Lactose), 1-Desoxythreoson-Q (1,09 vs. 1,58 mmol/mol
Lactose) und 3-Desoxythreoson-Q (1,69 vs. 9,72 mmol/mol Lactose) unabhangig
von Sauerstoff. Die hochste Konzentration zeigte das 3-Desoxythreoson-Q unter

anaeroben Bedingungen.
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Abbildung 60: Bildung von Methylglyoxal-Q und Glyoxal-Q aus Lactose
(in Anwesenheit von OPD)

Die Bildung von Glyoxal-Q ist abhangig von Sauerstoff (3,32 vs. 0,49 mmol/mol
Lactose). Dagegen ist die Bildung von Methylglyoxal-Q unabhangig von Sauerstoff
(0,32 vs. 0,62 mmol/mol Lactose).

Die Lactosone, 1-Desoxyglucoson, Glucoson und 2,3,4-Tricarbonyl wurden in den
Inkubationen der Lactose nicht identifiziert.

In Untersuchungen zum Abbau von Lactose wurden elf Substanzen quantifiziert.
Die Daten korrelieren mit den Daten zum Abbau von Maltose in Anwesenheit von
OPD. Einen Unterschied zeigt die Bildung von 4-Desoxyglucoson. Unter ana-
eroben Bedingungen wurde mehr 4-Desoxyglucoson nachgewiesen als unter
aeroben Bedingungen. In Inkubationen mit Maltose ist die Konzentration unter
oxidativen und nicht-oxidativen Bedingungen annahernd gleich.

Da eine Ubereinstimmung der Konzentrationen, mit Ausnahme von 4-Desoxy-
glucoson, vorliegt, kann gesagt werden, dass die Untersuchungen der Lactose die

Ergebnisse der Maltose bestatigen.
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44 Synthese von 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson

1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson ist eine bedeutende a-Dicarbonylstruktur beim
Abbau von lebensmittelrelevanten Disacchariden. In der vorliegenden Arbeit wird
die Bildung von 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson in Reaktionsgemischen von
Glucose und Maltose mit Lysin untersucht. AbschlieRende Aussagen zur
Reaktivitat und damit zur Bedeutung von 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson auf den
Abbau von Disacchariden lassen sich jedoch erst nach Synthese der authen-

tischen Referenz treffen.

Im Rahmen der Diplomarbeit von Frau Hiller [54] wurde erfolgreich das Chinoxalin
von 1-Lysino-1,4-didesoxyglucosons (Abb. 61) synthetisiert. Die Synthese wurde
in funf Stufen durchgefihrt. Der erste Schritt der Synthese besteht in der
Herstellung des Chinoxalins aus Maltose und OPD. Die Synthese findet im
alkalischen Milieu statt, da hier verstarkt die gewunschte Enolisierung redu-
zierender Zucker auftritt. Anschliefende Glucoseabspaltung in B-Position fihrt
zum 4-Desoxyglucoson, das mit OPD zum Chinoxalin kondensiert. Im darauf
folgenden Schritt werden die beiden Hydroxylgruppen der Dihydroxypropyl-
seitenkette durch Benzylidierung geschutzt. In der dritten Stufe der Synthese wird
die freie Hydroxylgruppe der Hydroxymethylseitenkette zur Carbonylfunktion
oxidiert. Durch milde Saurehydrolyse wird die Benzylidenschutzgruppe abge-
spalten. Als Aminkomponente wird N“-t-BOC-Lysin eingesetzt. Durch Zugabe von

Salzsaure wird im flnften Schritt die t-BOC-Gruppe abgespalten.
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Abbildung 61: Synthese 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson nach Hiller [54]

1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson-Chinoxalin wurde im Rahmen dieser Arbeit als
Referenzsubstanz flr qualitative und quantitative Untersuchungen von Glucose
und Maltose verwendet.

In dieser Arbeit soll das 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson als freie a-Dicarbonyl-
verbindung synthetisiert werden. Fur die Synthese wird der in Abbildung 62
dargestellte Syntheseweg vorgeschlagen. Als Ausgangsstoff fur die Synthese
dient 4,5-Dihydroxy-2-oxo-pentansaure. Da diese Verbindung verschiedene reak-
tive funktionelle Gruppen aufweist, wird als erster Schritt die Einfuhrung einer
Schutzgruppe vorgeschlagen. Dazu wird das 1,3-Dioxolan gewahlt. Die Schutz-
gruppe kann leicht im Sauren abgespalten werden [55]. Geschutzt wird die an
Position C-2 befindliche Carbonylfunktion. Im zweiten Schritt wird aus der
Sauregruppe ein Saurehalogenid gebildet. Dies ist notwendig, um im dritten Schritt
die Kohlenstoffkette, unter Verwendung von Diazomethan, um eine Methylgruppe
zu erweitern. Im vierten Schritt der Synthese wird ein geschitztes Lysin an die
Methylgruppe gebunden und somit die Aminofunktion eingefihrt. Nach Abspaltung

der Schutzgruppen erhalt man das 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson.
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Abbildung 62: Moglicher Syntheseweg von 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson

Um die verschiedenen Synthesestufen im Einzelnen zu testen, wurden
verschiedene Modellversuche durchgefuhrt. Dazu wurden einfache Verbindungen
wie Brenztraubensaure, Buttersaure und Buttersaurechlorid verwendet. In den

folgenden Kapiteln werden die einzelnen Synthesestufen vorgestellt.
4.4.1 Stufe 1: Einfiihrung einer Schutzgruppe

Die Einfuhrung der 1,3-Dioxolanschutzgruppe erfolgte nach Bogatskii et al. [56].
Es wurde Brenztraubensaure und Ethylenglycol in Toluol gelést und nach Zugabe
eines Kationenaustauschers unter Ruckfluss gekocht (Abb. 63). Nach der

Vakuumdestillation wurden vier Fraktionen erhalten, die mittels GC/FID und
GC/MS vermessen wurden.
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Abbildung 63: Darstellung von 2-Methyl-1,3-dioxolan-2-carboxylsaure

Dazu wurde ein Aliquot der Lésung mit N,O-Bis(trimethylsilyl)acetamid silyliert
bzw. mit Pentafluorbenzylbromid derivatisiert. In Abbildung 64 sind die GC/MS

Messungen der silylierten bzw. der derivatisierten Probe dargestellt.
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Abbildung 64: GC/MS Silylierung und Derivatisierung

Die molare Masse der silylierten 2-Methyl-1,3-dioxolan-2-carboxylsaure betragt
m/z=204. Es wurden folgende charakteristische Fragmentionen identifiziert
m/z=189, 115 und 87. Die molare Masse der derivatisierten 2-Methyl-1,3-dioxolan-
2-carboxylsaure betragt m/z=312. Charakteristische Fragmentionen sind m/z=181,
131 und 87. Anhand der GC/MS-Messung wurde die geschutzte Brenztrauben-

saure identifiziert.

4.4.2 Stufe 2: Chlorierung der 2-Methyl-1,3-dioxolan-2-carboxylsaure

Im zweiten Schritt der Synthese wurde die Saurefunktion in ein Saurehalogenid
umgewandelt (Abb. 65). Ein wichtiger Faktor hierbei war, dass der ganze Prozess
unter milden pH-Bedingungen stattfindet, da die Dioxolan-Schutzgruppe durch
Saure leicht abgespalten werden kann. Entsprechend der Literatur nach Devos et
al. [57] wurde die geschutzte Brenztraubensaure mit 1-Chloro-N,N-2-trimethyl-1-
propenylamin in Dichlormethan umgesetzt. Das Saurehalogenid (gelbe LAsung)

wurde am Hochvakuum durch Abziehen des Lésungsmittels erhalten.
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Abbildung 65: Chlorierung von 2-Methyl-1,3-dioxolan-2-carbonylsaure

Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels GC/MS (Abb. 66). Es wurden folgende
charakteristische Fragmentionen ermittelt. 2-Methyl-1,3-dioxolan-2-carbonylchlorid
besitzt eine molare Masse von m/z=150 (**Cl) bzw. m/z=152 (*’Cl). Es wurden die
Massen 151 (**Clu.1) und 153 (*’Cly.1) gefunden. Nach Abspaltung der Cl-Gruppe
ergibt sich eine molare Masse von m/z=116. Weitere charakteristische Fragment-

ionen sind m/z=87 und 72.
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Abbildung 66: GC/MS-Messung von 2-Methyl-1,3-dioxolan-2-carbonylchlorid
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4.4.3. Herstellung von Diazomethan

Die Herstellung von Diazomethan erfolgte nach Hudlicky [58]. Es wurde Diazald
(N-Methyl-N-nitroso-p-toluensulfonamid) mit Kaliumhydroxid umgesetzt (Abb. 67).
Diazomethan wurde als gelbes Gas in Diethylether aufgefangen. Fur die Um-
setzung mit dem Saurechlorid wurde ein Uberschuss der etherischen Diazo-

methanlésung verwendet.

o) (0'
I _no Ho | ~_No
S—NZ_ §—NZ
Il CH, + OH —> | CH,
o) o
CH, CH,
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o
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CH,-N=N—"0H,
l-HZO
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|

['CH,-N*=N ==——— CH;iN'=N"]

Diazomethan

Abbildung 67: Darstellung von Diazomethan aus Diazald

4.4.4 Stufe 3: Kettenverlangerung um eine Methylgruppe

In der folgenden Synthesestufe wurde 2-Methyl-1,3-dioxolan-2-carbonylchlorid um
eine Methylgruppe verlangert. Fur die Kettenverlangerung wurde Diazomethan
eingesetzt. Die Herstellung wird unter 4.3.3 beschrieben. Diazomethan wurde im
Uberschuss zum Saurechlorid gegeben und einige Minuten gerlihrt. Als
Alternative zu 2-Methyl-1,3-dioxolan-2-carbonylchlorid wurde Buttersaurechlorid

mit Diazomethan umgesetzt (Abb. 68).
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Abbildung 68: Umsetzung des Saurechlorids mit Diazomethan

4.4.5 Darstellung von N*-t-BOC-Lysin-t-Butylester

N“-t-BOC-N*-CBZ-Lysin wurde mit t-Butylester unter Saurekatalyse zu N*-t-BOC-
Lysin-t-Butylester umgewandelt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC. Nach
Abziehen des Lésungsmittels und Reinigen Uber Saulenchromatographie wurden
die Fraktionen vereinigt. Im zweiten Schritt der Synthese wurde durch Hydro-
genolyse die Benzylidenschutzgruppe an der e-Aminogruppe abgespalten. Es

resultierte ein gelbliches Ol. In Abbildung 69 ist die Bildung von N*-t-BOC-Lysin-t-
Butylester dargestellt.
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Abbildung 69: Darstellung von N°t-BOC-Lysin-t-Butylester
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4.4.6 Stufe 4: Umsetzung von Butterséurechlorid mit N°-t-BOC-Lysin-t-
Butylester

Fur die Umsetzung mit N°t-BOC-Lysin-t-Butylester wurde in diesem Zusammen-
hang ein um eine Methylgruppe erweitertes Buttersaurechlorid verwendet (Abb.
70). Das Reaktionsgemisch wurde einen Tag gerthrt. Es wird N*-t-BOC-Lysin-t-
Butylester verwendet, da hier die Aminogruppe am a-C-Atom durch eine t-Butoxy-
carbonylgruppe geschutzt vorliegt und damit gezielt die Aminogruppe der
Seitenkette als einziger Reaktionspartner fur die Aminierung zur Verfugung steht.
Das Reaktionsgemisch wurde zur Trockne eingeengt und saulenchromato-
graphisch aufgereinigt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels NMR (Anhang).

Das "H-NMR-Spektrum ergibt mit einem Signal bei 0,93 ppm ein Hinweis auf die
endstandige CH;-Gruppe. Die chemische Verschiebung im '*C-Spektrum ergibt
14,5 ppm. Des Weiteren ist das charakteristische Signal an Position 5 im
3C-Spektrum zu sehen. Die chemische Verschiebung betragt 61,5 ppm. Die CH.-
Gruppen in Position 1°-4" ergeben Signale (Multiplett) zwischen 1,39-2,89 ppm.
Das H-Atom in Position 5 der CH-Gruppe ergibt im 'H-Spektrum ein Triplett bei
3,30 ppm. Die chemische Verschiebung im "*C-Spektrum ergibt 55,8 ppm.
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Abbildung 70: Umsetzung Buttersaurechlorid mit N°-t-BOC-Lysin-t-Butylester

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Synthese zum 1-Lysino-1,4-didesoxy-
glucoson nicht beendet. Die erfolgreiche Umsetzung des Lysinderivats mit dem
Buttersaurechlorid belegen jedoch die prinzipielle Durchfuhrbarkeit der Synthese-

strategie.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation liefert einen Beitrag zur Bildung von a-Dicarbonylen
beim Maillard-induzierten Abbau von Mono- und Disacchariden. Im Vordergrund
stand die Aufklarung der Bildungswege von a-Dicarbonylverbindungen aus
Glucose und Maltose/Lactose. Dazu wurden Inkubationen in An- und Abwesenheit
von Sauerstoff untersucht.

Um qualitative und quantitative Aussagen uber die Bildung von a-Dicarbonylen
machen zu konnen, wurden die bendtigten Referenzsubstanzen erstmals mittels
Multilayer Countercurrent Chromatographie (MLCCC) aus den Inkubations-
ansatzen isoliert. Daflir wurde Glucose bzw. Maltose mit Lysin in Anwesenheit von
0-Phenylendiamin (OPD) inkubiert. Aus den Glucoseinkubationen wurden elf und
aus den Maltoseansatzen wurden 19 o-Dicarbonylchinoxaline isoliert. Die mit
GC/MS, hochauflésender Massenspektrometrie und NMR identifizierten Chino-
xaline wurden als authentische Standardsubstanzen fur qualitative und
quantitative Untersuchungen der Maillard-Reaktion von Mono- und Disacchariden
eingesetzt.

In Inkubationen mit Glucose wurden Glucoson, 3-Desoxyglucoson, 1-Desoxy-
glucoson, Lederer Glucoson, 3-Desoxypentoson, 1-Desoxypentoson, Threoson,
3-Desoxythreoson, 1-Desoxythreoson, Methylglyoxal und Glyoxal in Form ihrer
Chinoxaline (Q) mit HPLC-UV identifiziert und quantifiziert.

In den Inkubationsansatzen in Anwesenheit des Abfangreagenz OPD wurden
Glucoson-Q, 1-Desoxyglucoson-Q und das Lederer Glucoson-Q als die domi-
nierenden Chinoxaline mit intaktem Kohlenstoffskelett detektiert. 1-Desoxy-
pentoson-Q, Threoson-Q und 1-Desoxythreoson-Q wurden als Hauptchinoxaline
der Fragmente nachgewiesen. Oxidativ bevorzugt wurden Glucoson-Q, 1-Des-
oxypentoson-Q und Threoson-Q gebildet. Unter anaeroben Bedingungen wurden
1-Desoxyglucoson-Q, Lederer Glucoson-Q und 1-Desoxythreoson-Q in hoheren
Konzentrationen quantifiziert.

In den Inkubationsansatzen in Abwesenheit von OPD wurden dagegen 3-Desoxy-
glucoson-Q, 3-Desoxypentoson-Q und 3-Desoxythreoson-Q in hohen Konzen-
trationen detektiert. Die Bildung von 3-Desoxyglucoson und 3-Desoxythreoson ist
unabhangig von Sauerstoff, wohingegen 3-Desoxypentoson eine Abhangigkeit

von Sauerstoff zeigt. Die kleinsten Dicarbonylverbindungen Methylglyoxal-Q und
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Glyoxal-Q wurden in geringen Konzentrationen in An- und Abwesenheit von OPD
nachgewiesen. Methylglyoxal-Q zeigte keine Abhangigkeit von Sauerstoff,
wahrend die Bildung von Glyoxal-Q bevorzugt oxidativ erfolgte.

Die Untersuchungen zum Abbau von Glucose in An- bzw. Abwesenheit von OPD
zeigen die Vor- und Nachteile des Einsatzes eines Abfangreagenzes auf. In
Abwesenheit eines Abfangreagenz werden hochreaktive Reduktonstrukturen
sofort nach deren Bildung abgebaut. Stabile Strukturen wie 3-Desoxyglucoson,
3-Desoxypentoson und 3-Desoxythreoson haufen sich dagegen an. Diese 3-Des-
oxyisomere besitzen eine deutlich geringere Reaktivitat als Verbindungen mit
Reduktonstruktur.

Untersuchungen mit "*C-markierter Glucose gaben Aufschluss dariiber, dass die
Dicarbonylverbindungen 3-Desoxypentoson, 1-Desoxypentoson, Threoson, 1 Des-
oxythreoson und 3-Desoxythreoson aus dem Bereich C,-Cgs des Glucose-Skeletts
entstehen.

Zur weiteren Aufklarung der Bildung von a-Dicarbonylen wurden Abbaureaktionen
von Glucoson und 3-Desoxyglucoson untersucht. Nach 48 h Inkubationszeit
wurden keine a-Dicarbonyle aus 3-Desoxyglucoson nachgewiesen. Dagegen
wurden 3-Desoxypentoson, 1-Desoxypentoson, Threoson, Methylglyoxal und
Glyoxal in Form ihrer Chinoxaline aus Glucoson nachgewiesen. Threoson-Q
wurde bevorzugt oxidativ gebildet. 3-Desoxypentoson-Q und 1-Desoxypentoson-Q
wurden bevorzugt unter anaeroben Bedingungen detektiert. Glyoxal-Q und
Methylglyoxal-Q wurden in gleichbleibend geringen Konzentrationen unter
aeroben und anaeroben Bedingungen quantifiziert.

1-Desoxypentoson wurde erstmals aus Glucose nachgewiesen. Auf Grundlage
der Untersuchungen von Glucose und Glucoson wurde ein nicht-oxidativer
Bildungsweg Uber das Glucoson postuliert.

Basierend auf den Untersuchungsergebnissen aus den verschiedenen Modell-
reaktionen kénnen nachfolgende Aussagen postuliert werden. Glucoson ist ein
Precursor fur die Bildung von C-5-Fragmenten. 3-Desoxyglucoson bildet auf
Grund seiner stabilen Struktur keine a-Dicarbonylfragmente. Aus der Literatur von
Voigt und Glomb [25] und aus eigenen Untersuchungen geht hervor, dass die C-4-
Fragmente aus dem 1-Desoxyglucoson gebildet werden. B-Dicarbonylspaltung ist

eine bedeutende Reaktion beim Abbau von Hexosen.
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Die Reaktionswege der Bildung der a-Dicarbonyle ausgehend von Glucose sind
vereinfacht in Abbildung 71 dargestellt.

a-Dicarbonylfragmente
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Abbildung 71: Bildung von a-Dicarbonylverbindungen aus Glucose

In Inkubationen mit Maltose wurden 1-Desoxymaltoson-Q, 3-Desoxymaltoson-Q,
Maltoson-Q, Glucoson-Q, 3-Desoxyglucoson-Q, 1-Desoxyglucoson-Q, 4-Desoxy-
glucoson-Q, 1,4-Didesoxyglucoson-Q, 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson-Q, 1,2,3-
Tricarbonyl-Q, 2,3,4-Tricarbonyl-Q, 3-Desoxypentoson-Q, 3,4-Didesoxypentoson-

Q, 3-Desoxythreoson-Q, 1-Desoxythreoson-Q, Diacetyl-Q, Methylglyoxal-Q, Gly-
oxalsaure-Q und Glyoxal-Q identifiziert.
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In Inkubationen in Anwesenheit von OPD wurden Maltoson, 1-Desoxymaltoson,
1,2,3-Tricarbonyl, 3-Desoxypentoson, 3-Desoxythreoson als Chinoxaline in hohen
Konzentrationen quantifiziert, wahrend in Abwesenheit von OPD 3-Des-
oxymaltoson-Q und 1,2,3-Tricarbonyl-Q als dominierende a-Dicarbonyle nach-
gewiesen wurden.

1,2,3-Tricarbonyl-Q wurde in hohen Konzentrationen unter aeroben und
anaeroben Bedingungen nachgewiesen. Die Bildung erfolgte unabhangig von
Sauerstoff. Es wurde ein Bildungsweg uber das 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson
aus Maltose postuliert. 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson ist eine Struktur mit
Redoxaktivitat. Zum einen wird die an Position eins befindliche Aminofunktion zum
1,2,3-Tricarbonyl oxidiert. Auf der anderen Seite kann die Aminofunktion zum 1,4-
Didesoxyglucoson reduziert werden. 1,4-Didesoxyglucoson-Q wurde nur unter
anaeroben Bedingungen quantifiziert.

3-Desoxypentoson-Q wurde in hohen Konzentrationen unter oxidativen Bedin-
gungen gebildet. Es wurde ein Bildungsweg ausgehend vom Maltoson, welches
ebenfalls bevorzugt unter aeroben Bedingungen gebildet wurde, postuliert.
1-Desoxyglucoson-Q, 3-Desoxyglucoson-Q, Glucoson-Q, 1-Desoxythreoson-Q,
Methylglyoxal-Q und Glyoxal-Q sind Abbauprodukte der Glucose. Sie wurden in
geringen Konzentrationen unter aeroben und anaeroben Bedingungen
quantifiziert. 3-Desoxythreoson-Q wurde in hohen Konzentrationen unter
anaeroben Bedingungen gebildet. In den Maltoseinkubationen wurde deutlich
mehr 3-Desoxythreoson als 1-Desoxythreoson quantifiziert. Die Bildung dieser
a-Dicarbonylverbindung verlauft vermutlich nicht Uber die Hexosenchemie
(Glucose). Diacetyl und Glyoxalsaure wurden dagegen als typische Verbindungen
fur Disaccharidinkubationen etabliert.

Die Ergebnisse der Lactoseinkubationen korrelieren mit denen der Maltose. Sie
bestatigen damit die Untersuchungsergebnisse der Maltose.

Wahrend beim Abbau von Hexosen die B-Dicarbonylspaltung eine entscheidende
Rolle spielt, ist die Qualitat der Abgangsgruppe in der Disaccharidchemie von
grol3er Bedeutung. Insbesondere die Abspaltung der 1,4-glucosidischen Bindung

beeinflusst die Produktbildung.

Mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wurde eine vollstandige Ubersicht

der gebildeten o-Dicarbonyle aus Mono- und Disacchariden dargestellt. Die
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MLCCC wurde erstmals benutzt, um die Chinoxaline aus den Reaktionsansatzen
zu isolieren. Aerobe und anaerobe Inkubationen gaben Einblick in die Bildung der

a-Dicarbonylstrukturen.
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6 Experimenteller Teil
6.1 Chemikalien

D-Glucose, D-Maltose Monohydrat, D-Galactose, Lactose Monohydrat, Methanol
(HPLC Reinheit), Phenylhydrazin, Benzaldehyd, Kaliumdihydrogenphosphat, di-
Kaliumhydrogenphosphat Trihydrat, Ethanol, Ninhydrin, Ethylenglycol, Butter-
saure, Buttersaurechlorid, Carbitol (Diethylenglycolmonoethylether) und Diethylen-
triaminpentaessigsaure wurden von Merck (Darmstadt, Deutschland), Chinoxalin,
2-Methylchinoxalin, Dimethylchinoxalin, N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid, [1-"°C]
Glucose und [6-"°C] Glucose, 2-Oxobuttersaure, Propylamin, Diazald (N-Methyl-N-
nitroso-p-toluensulfonamid), 1-Chloro-N,N,2-trimethyl-1-propenylamin, o-Phthaldi-
aldehyd (OPA), Borsaure, Brij® 35 und 2-Mercaptoethanol wurden von Sigma-
Aldrich (Taufkirchen, Deutschland), L-Lysin Monohydrochlorid, o-Phenylendiamin
(OPD), Pyridin, Essigsaure, Pentylamin, Brenztraubensaure, Natriumborhydrid,
t-Butylacetat, Essigsaureanhydrid, Glyoxalsaure, Boc-Lys-OH, Heptafluorbutter-
saure (HFBA) und Palladium (auf Aktivkohle) wurden von Fluka (Taufkirchen,
Deutschland), Methanol-d4, Deuteriumoxid wurden von Chemotrade (Leipzig,
Deutschland) und Kaliumhydroxid (Platzchen), Triethylamin, Essigsaureethylether,
Diethylether, Dichlormethan, Toluol, 1-Butanol und Hexan wurden von Carl-Roth

(Karlsruhe, Deutschland) bezogen.
6.2 Synthesen
6.2.1 D-Arabino-hexos-2-ulose (Glucoson)

10,0 g wasserfreie Glucose wurden mit 22,7 ml Phenylhydrazin, 12,7 ml Eisessig
und 500 ml dest. Wasser in einem 2 | Dreihalskolben vereint. Die Mischung wurde
auf ca. 90 °C erhitzt, wobei es zur Bildung eines gelben Niederschlages kam.
Nach Abkuhlen der Lésung wurde der Filterkuchen mit je 100 ml 10 %-iger
Essigsaure, dest. Wasser, Ethanol und Diethylether gewaschen. Der gewaschene
Ruckstand wurde in einem 2 | Dreihalskolben mit 500 ml Ethanol zum Sieden
gebracht und so lange weiteres Ethanol zugetropft, bis sich die Lésung klarte.

Danach wurde weitere 15 Minuten gekocht. Die Losung wurde abgekuhlt und Uber
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Nacht im Kuihlschrank aufbewahrt. Der Niederschlag wurde am folgenden Tag
abgesaugt und mit 50 ml Ethanol und Diethylether gewaschen. Das Zwischen-
produkt (Phenylosazon) wurde getrocknet und im Dunkeln aufbewahrt. Zur
Entfernung von Oxidations- und Polymerisationsprodukten musste der im zweiten
Schritt eingesetzte Benzaldehyd frisch destilliert werden. Die Destillation wurde bei
einem Druck von 100 mbar und einer Temperatur von 80-90 °C durchgefuhrt.

8,0 g des Zwischenproduktes wurden in 240 ml vergalltem Ethanol suspendiert
und in 400 ml Wasser eingeruhrt (2 | Dreihalskolben). Nach Zugabe von 4,8 ml
Eisessig und 12,8 ml frisch destilliertem Benzaldehyd wurde solange unter
Ruckfluss gekocht, bis sich alles l6ste. Nach weiteren 1,5 h des Siedens, wurde
der Ethanol abdestilliert (ca. 250 ml). Gleichzeitig tropfte man 400 ml dest. Wasser
dazu. Es fiel ein Prazipitat aus, welches uber Nacht im Kuhlschrank gefallt wurde.
Nach Filtration wurde das Filtrat wurde am Rotationsverdampfer (T<30 °C) auf ca.
200 ml eingeengt. AnschlieRend wurde das Filtrat viermal mit je 80 ml Diethylether
gewaschen. Die organische Phase wurde verworfen, die wassrige Phase ein-

gefroren und lyophilisiert. Die Auswaage betrug 2,7 mg (34 %).
6.2.1.1 Reinheitsbestimmung von D-Arabino-hexos-2-ulose (Glucoson)

Etwa 2,5 mg Glucoson und 2,5 mg Galactose wurden in ein Samplerflaschen
eingewogen und in 200 yl Wasser geldst. Man flugte ca. 7 mg NaBH4 zu und lies
mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur inkubieren. Durch Zugabe von
Eisessig wurde die Reaktion gestoppt. Am Rotationsverdampfer wurde das
Ldsungsmittel abgezogen und der noch feuchte Ruckstand in wenig 1 %-iger
methanolischer Salzsaure geldst. Die wassrige Phase wurde am Rotations-
verdampfer eingeengt. Der Vorgang wurde vier- bis funfmal wiederholt. Noch vor-
handene Spuren an Essigsaure wurden am Hochvakuum abgezogen. Der Ruck-
stand wurde in Methanol geldst und die anorganischen Salze abfiltriert. Nach
Trocknen am Rotationsverdampfer wurde die Lésung in 500 ul Methanol
aufgenommen. Ein Aliquot (100 pl) der Lésung wurde mit je 50 ul Pyridin/ N,O-
Bis(trimethylsilyl)acetamid silyliert und gaschromatographisch (FID) analysiert.

Temperaturprogramm

100°C —=m 51 50°C(20min)—X™0 5270°C(20min)
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t- = 35,6 min (Mannit)
t-= 35,8 min (Sorbit)
t- = 35,9 min (Galactit) Reinheit: 59 %

6.2.2 3-Desoxy-D-erythro-hexos-2-ulose (3-Desoxyglucoson) und Amadori-
Verbindung

3-Desoxyglucoson und die Amadori-Verbindung wurden im Arbeitskreis synthe-
tisiert. Die Synthese von 3-Desoxyglucoson erfolgte nach Madson und Feather
[59]. Bei der Synthese von 3-Desoxyglucoson bildet sich ausgehend von Glucose,
p-Toluidin und Benzoylhydrazin das 3-Desoxyglucosonbis-(benzoylhydrazon),
welches in der Umsetzung mit Benzylaldehyd zum 3-Desoxyglucoson reagiert. Die
Ausbeute betrug 83 %.

Die Amadori-Verbindung wurde nach Glomb und Monnier [60] synthetisiert. Die
Ausbeute betrug 100 %.

6.3 Reagenzien

6.3.1 Phosphatpuffer 0,1 M pH 7,4

Zur Herstellung von einem Liter Phosphatpuffer wurden 18,8 g (82,4 mmol) di-
Kaliumhydrogenphosphat Trihydrat und 2,4 g (17,6 mmol) Kaliumdihydrogen-
phosphat in 800 ml Reinstwasser gelost. AnschlieRend wurde ein pH-Wert von 7,4
mit Phosphorsaure (2 N) bzw. Kaliumhydroxidldsung (1 N) eingestellt.

Zur Herstellung von anaerobem Puffer wurde zusatzlich 0,393 g (1,0 mmol) Di-
ethylentriaminpentaessigsaure dazugegeben. Um eine anaerobe Atmosphare zu

erzeugen, wurde die Pufferlosung mit Helium und Argon begast.

6.3.2 OPA-Reagenz

o-Phthaldialdehyd (OPA) wurde mit Ethanol versetzt und im Ultraschallbad gelost.
Die Borsaure wurde in 800 ml bidest. Wasser geldst und mit 22 %-iger Kalium-
hydroxid-Lésung auf pH = 9,75 eingestellt. Danach gab man das geloste OPA

hinzu und flllte die gesamte Loésung auf 11 auf. In eine Saugflasche wurde
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Brij® 35 vorgelegt und das Derivatisierungsreagenz dazu membranfiltriert. Danach
gab man das 2-Mercaptoethanol hinzu und entgaste bei 280 mbar solange, bis

das Brij® 35 vollstandig gelost war.
6.4 Inkubationsansatze
6.4.1 Inkubationen Glucose/Maltose unter aeroben Bedingungen

7,6 g (42 mmol) Glucose bzw. 15,1 g (42 mmol) Maltose wurden mit 7,6 g (42
mmol) Lysin Monohydrochlorid und 0,5 g (56 mmol) o-Phenylendiamin (OPD) in
einem Liter aeroben Phosphatpuffer (0,1 M pH 7,4) gelost. Der Ansatz wurde im
Trockenschrank fur 7 Tage bei 50 °C inkubiert.

6.4.2 Inkubationen Glucose/Maltose unter anaeroben Bedingungen

7,6 g (42 mmol) Glucose bzw. 15,1 g (42 mmol) Maltose wurden mit 7,6 g (42
mmol) Lysin Monohydrochlorid und 0,5 g (5 mmol) o-Phenylendiamin (OPD) in
einem Liter anaeroben Phosphatpuffer (0,1 M pH 7,4) geldst. Zur Erzeugung der
anaeroben Atmosphare wurde Argon eingeleitet. Der Ansatz wurde anschlielRend
im Trockenschrank fur 7 Tage bei 50 °C inkubiert.

6.4.3 Inkubationen "*C-markierte Glucose unter aeroben Bedingungen

3,8 mg (42 mmol) Glucose (1-"*C und. 6-">C) wurden mit 3,8 mg (42 mmol) Lysin
Monohydrochlorid und 2,3 mg (5 mmol) o-Phenylendiamin (OPD) in 500 ul
aeroben Phosphatpuffer (0,1 M pH 7,4) geldst. Der Ansatz wurde im Trocken-
schrank fur 7 Tage bei 50 °C inkubiert.

6.4.4 Inkubationen "*C-markierte Glucose unter anaeroben Bedingungen

3,8 mg (42 mmol) Glucose (1-">C und 6-">C) wurden mit 3,8 mg (42 mmol) Lysin
Monohydrochlorid und 2,3 mg (5 mmol) o-Phenylendiamin (OPD) in 500 ul
anaeroben Phosphatpuffer (0,1 M pH 7,4) geldst. Zur Erzeugung der anaeroben

Atmosphare wurde Argon eingeleitet. Der Ansatz wurde anschlief3end im Trocken-
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schrank fir 7 Tage bei 50 °C inkubiert. Vor und nach den Probenahmen wurde

jeweils eine Minute Argon eingeleitet.

6.4.5 Inkubationen von Glucoson unter aeroben Bedingungen

Es wurde jeweils eine 84 mM Losung von Glucoson und Lysin (7,7 mg/500 pl
aerober Phosphatpuffer) hergestellt. Da Glucoson eine Reinheit von 59 % aufwies,
wurden 12,5 mg in 500 pl Phosphatpuffer gelost. Je 150 pl der Glucoson- und der
Lysinlésung wurden vereinigt und bei 50 °C inkubiert. Nach Abkuhlen der Lésung
wurden 30 ul einer 165 mM OPD-L6sung (35,6 mg/2 ml) zugegeben. Es wurde 5 h

bei Raumtemperatur nachinkubiert.

6.4.6 Inkubationen von Glucoson unter anaeroben Bedingungen

Es wurde jeweils eine 84 mM Losung von Glucoson und Lysin (7,7 mg/500 pl
anaerober Phosphatpuffer) hergestellt. Da Glucoson eine Reinheit von 59 %
aufwies, wurden 12,5 mg in 500 pl Phosphatpuffer gelost. Je 150 pl der Glucoson-
und der Lysinldsung wurden vereinigt, mit Argon begast und bei 50 °C inkubiert.
Nach Abkuhlen der Losung wurden 30 pl einer 165 mM OPD-L6sung (35,6 mg/

2 ml) zugegeben. Es wurde 5 h bei Raumtemperatur nachinkubiert.

6.4.7 Inkubationen von 3-Desoxyglucoson unter aeroben Bedingungen

Es wurde jeweils eine 84 mM Losung von 3-Desoxyglucoson und Lysin (7,7
mg/500 pl aerober Phosphatpuffer) hergestellt. Da 3-Desoxyglucoson eine
Reinheit von 83 % aufwies, wurde von dieser Verbindung 8,2 mg/500 ul
Phosphatpuffer eingesetzt. Je 150 pl der 3-Desoxyglucoson- und der Lysinldsung
wurden vereinigt und bei 50 °C inkubiert. Nach Abkuhlen der Losung wurde 30 pl
einer 165 mM OPD-L6sung (35,6 mg/2 ml) zugegeben. Es wurde 5 h bei

Raumtemperatur nachinkubiert.
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6.4.8 Inkubationen von 3-Desoxyglucoson unter anaeroben Bedingungen

Es wurde jeweils eine 84 mM Losung von 3-Desoxyglucoson und Lysin (7,7
mg/500 ul anaerober Phosphatpuffer) hergestellt. Da 3-Desoxyglucoson eine
Reinheit von 83 % aufwies, wurde von dieser Verbindung 8,2 mg/500 ul
Phosphatpuffer eingesetzt. Je 150 pl der 3-Desoxyglucoson- und der Lysinldésung
wurden vereinigt, mit Argon begast und bei 50 °C inkubiert. Nach Abkuhlen der
Ldsung wurde 30 pl einer 165 mM OPD-L6sung (35,6 mg/2 ml) zugegeben. Es

wurde 5 h bei Raumtemperatur nachinkubiert.

6.4.9 Inkubationen der Amadori-Verbindung unter aeroben Bedingungen

Es wurde jeweils eine 84 mM Losung der Amadori-Verbindung (17,1 mg/500 pl)
und Lysin (7,7 mg/500 pl aerober Phosphatpuffer) hergestellt. Je 150 ul der
Amadori-Verbindung und der Lysinlosung wurden vereinigt und bei 50 °C
inkubiert. Nach Abkuhlen der Losung wurde 30 pl einer 165 mM OPD-L6sung

(35,6 mg/2 ml) zugegeben. Es wurde 5 h bei Raumtemperatur nachinkubiert.

6.4.10 Inkubationen der Amadori-Verbindung unter anaeroben

Bedingungen

Es wurde jeweils eine 84 mM Losung der Amadori-Verbindung (17,1 mg/500 pl)
und Lysin (7,7 mg/500 ul anaerober Phosphatpuffer) hergestellt. Je 150 ul der
Amadori-Verbindung und der Lysinldsung wurden vereinigt, mit Argon begast und
bei 50 °C inkubiert. Nach Abkuhlen der Losung wurde 30 pl einer 165 mM OPD-
Lésung (35,6 mg/2 ml) zugegeben. Es wurde 5 h bei Raumtemperatur nach-
inkubiert.

6.4.11 Inkubationsanséitze Glucose/Maltose unter aeroben Bedingungen
(fiir MLCCC-Standardgewinnung)

7,6 g (42 mmol) Glucose bzw. 15,1 g (42 mmol) Maltose wurden mit 7,7 g (42
mmol) Lysin Monohydrochlorid und 0,5 g (5 mmol) o-Phenylendiamin (OPD) in

einem Liter aeroben Phosphatpuffer (0,1 M pH 7,4) geloést. Der Ansatz wurde im
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Trockenschrank bei 50 °C fur 7 Tage inkubiert. Nach Abkuhlen der Lésung wurde
dreimal mit je 150 ml Ethylacetat extrahiert. Die unpolaren Substanzen gehen
hierbei in die Ethylacetat Phase Uber, wahrend die polaren Substanzen in der
wassrigen Phase zurlck bleiben. Die organischen bzw. wassrigen Phasen wurden
vereinigt und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die eingeengte organische und

wassrige Phase wurde im Kuhlschrank aufbewahrt.

6.4.12 Inkubationsansétze Glucose/Maltose unter Riickfluss (fiir MLCCC

Standardgewinnung)

7,6 g (42 mmol) Glucose bzw. 15,1 g (42 mmol) Maltose wurden mit 7,7 g (42
mmol) Lysin Monohydrochlorid und 0,5 g (56 mmol) o-Phenylendiamin in einem
Liter anaeroben Phosphatpuffer (0,1 M pH 7,4) geldst. Unter Ruhren und Einleiten
von Argon wurde der Ansatz in einem 2 | Dreihalskolben unter Rickfluss gekocht.
Die grofte Ausbeute an Chinoxalinen aus Glucose ergab sich nach 3,5 h, fur
Maltose nach 5,5 h.

6.5 Isolierung, Strukturaufklarung und Quantifizierung der a-Dicarbonyle

6.5.1 MLCCC-Trennung

Die zur Trockne eingeengte Ethylacetat Phase, sowie wassrige Phase wurden der
MLCCC zugefuhrt. Die durchschnittliche Probenaufgabemenge betrug ca. 5 g. Die
getrockneten Rickstande wurden in gleichen Volumina stationarer und mobiler
Phase gelost. Nach Aufgabe der stationaren Phase (keine Rotation der Spule)
erfolgte die Aufgabe der mobilen Phase (Spule in Rotation). Die Probenaufgabe
erfolgte nach Durchbruch der mobilen Phase. Das FlieBmittelsystem setzte sich
aus den zwei nicht miteinander mischbaren Flussigkeiten Ethylacetat und Wasser
im Verhaltnis 1:2 zusammen. Nach 24-stindiger Sattigung beider Phasen mit-

einander wurden diese im Scheidetrichter getrennt.

MLCCC Chromatograph Nachbau nach Ito Multilayer Coil Separator-
Extractor
Rotationsmotor T-Verter E2-2P5-H1F, Rechtslauf (800 U/min)
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Pumpe Waters Chromatography Pump 6000 A
Head — Tail
UV-Detektor Kontron UV-Detektor

Range: 2 ABS, Resp. Time: 5 s
Wellenlange: 320 nm

Schreiber Servogor 210
Papierschub: 3 cm/h

Fraktionssammler LKB Bromma 2070 Ultrorac Il
Pro Fraktion 18 ml

Trennsaule W. Hahn GmbH Co. KG NW-PTFE Isolier-
schlauch

Durchmesser: 1,9 * 0,3 mm

Fassungsvolumen: 270 ml, Lange: ca. 95 m
Fliel3mittel Ethylacetat/Wasser (1/2/v/v), 24-stiindige Satti-

gung

Stationare Phase: gesattigte EtAc-Phase

Mobile Phase: gesattigte wassrige Phase
Flielligeschwindigkeit 2 ml/min

Injektionsvolumen 6-10 ml

6.5.2 HPLC-UV (Identifizierung und Quantifizierung von a-Dicarbonyl-

verbindungen)
Pumpe Jasco PU-2080
Gradienteneinheit Jasco LG-2080-02 Ternary Gradient Unit
Entgaser Jasco DG-2080-54 4 Line Degasser
Injektor Waters 717 plus Autosampler
Injektionsvolumen: 50 pl
Channel Box Jasco LC-Net II/ADC
Saule Knauer Eurospher 100-5 C18, 250 * 4,6 mm
UV-Detektor Kontron UV-Detektor
Range: 2 ABS, Resp. Time: 5 s
FlieRmittel A: Wasser + 0,6 ml HFBA/I

B: Wasser/Methanol (30/70) + 0,6 ml HFBA/I
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Flielligeschwindigkeit 1 ml/min

Gradientenprogramm 80:20 (A/B) — 60:40 (A/B, in 40 min) — 30:70
(A/B, in 15 min) — 30:70 (A/B, 5 min) — 0:100
(A/B, in 30 min) — 0:100 (A/B, 10 min) — 80:20
(A/B, in 5 min) — 80/20 (A/B, 15 min)

Software Borwin 1.5

6.5.3 Fluoreszenz-HPLC (Aminosédureanalyse)

Pumpe JASCO PU-980
Gradienteneinheit JASCO LG-980-02
Entgaser JASCO DG-980-50
Injektor Autosampler JASCO 851-AS
Saule VYDAC RP-18 CAT.#218TP54; Proteine &
Peptide C18 4,6 * 2,5 cm
Derivatisierungs-Pumpe Merck-Hitachi Reaction Pump
Fluoreszenz-Detektor JASCO FP-920
340 nm (Ex.)/ 455 nm (EM.)
Fliel3mittel A: Wasser + 1,2 ml HFBA/I
B: Wasser/Methanol (30/70) + 1,2 ml HFBA/I
Derivatisierungreagenz OPA-Reagenz
Flielligeschwindigkeit 1 ml/min

0,5 ml/min (Nachsaulenderivatisierung)

Gradientenprogramm 90:10 (A:B) 10 min halten, in 50 min auf 82:18
(A:B), in 5min auf 0:100 und 20 min halten, in
5 min auf 90:10 und 15 min halten

Sortware Borwin 1.5
6.5.4 GC/MS (Identifizierung von a-Dicarbonylverbindungen)
Zur ersten Strukturanalyse der a-Dicarbonylchinoxaline wurde eine gaschromato-

graphische Bestimmung durchgefuhrt. Ca. 1 mg des Chinoxalins wurde in 50 pl

Pyridin geldst und anschlieRend mit 50 pl N,O-Bis(trimethylsilyl)acetamid silyliert.
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Zur vollstandigen Silylierung wurde die Probe 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Es wurde 1 yl Probe injiziert.

GC/MS-Gerat Thermo Electron Corporation, Finnigan Trace
GC Ultra mit Trace DSQ

Tragergas Helium 5.0, 1,3 ml/min (30 cm/s)

Trennsaule DB-5 MS, 30 m * 0,32 mm * 0,25 pm

Injektion Split Modus, T=220 °C, Split-Verhaltnis: 1:50
Split-Fluf3: 65 ml/min, Gas-Saver: 10 ml/min ab
2 min

Temperaturprogramm 50 °C — 100 °C (5 °C/min) — 270 °C (10°C/min)
— 270 °C (20 min)

MS-Modus El (70 eV),
Full-Scan 20-600 m/z

Software Xcalibur 1.3

6.5.5 GC/FID (Reinheitsbestimmung D-Arabino-hexos-2-ulose)

GC-Gerat Agilent 6890 N Network GC System
Detektor Flammenionisationsdetektor

Saule 30 m * 0,32 mm, HP-5, Filmdicke 0,25 ym
Injektortemperatur 250 °C

Tragergas Helium 4.6

Flussrate 1,8 ml/min

Flussgeschwindigkeit 30 cm/s

Software Agilent Chem Station

6.5.6 Hochauflésendes MS (Strukturaufkldrung der a-Dicarbonyil-

verbindungen)
MS-Gerat Bruker Apex Il 70e FT-ICR-MS mit IRMPD
(,Infrared Multiphoton Dissociation*)
lonenquellen ESI, APCI und Nanospray

Tragergas Stickstoff



Experimenteller Teil 90

Injektor

150 °C

6.5.7 LC/MS (Untersuchungen zur Isotopenverteilung der a-Dicarbonyle)

Gerat

HPLC

Pumpe
Gradienteneinheit
Entgaser
Autosampler
Saule

FlieRmittel

Gradient

Injektionsvolumen

Massenspektrometer

Scan Type

Polaritat

lon Source

Curtain Gas

lon Spray Voltage

lon Source Gas 1

lon Source Gas 2
Declustering Potential

Entrance Potential

Applied Biosystems Linear lon Trap Quadrupole
LC/MS/MS Mass Spectrometer 4000 Q Trap

Jasco PU 2080 Plus Intelligent HPLC Pump
Jasco LG 2080 Quarternary Gradient Unit

Jasco DG 2080-54 4-Line-Degasser

Jasco AS-2057 Plus Intelligent Sampler

Knauer Eurospher 100-5 C18, 250 * 4,6 mm

A: Wasser + 0,6 ml HFBA/I

B: Wasser/Methanol (30/70) + 0,6 ml HFBA/I
80:20 (A/B) — 60:40 (A/B, in 40 min) — 30:70
(A/B, in 15 min) — 30:70 (A/B, 5 min) — 0:100
(A/B, in 30 min) — 0:100 (A/B, 10 min) — 80:20
(A/B, in 5 min) — 80/20 (A/B, 15 min)

50 i

Q1 MS
Positiv
Turbo Spray
40

4500

50

50

50

10
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6.5.8 Nuclear Magnetic Resonance Spektroskopie (NMR)

Die Strukturaufklarung der isolierten Chinoxalinstandards erfolgte mittels NMR.
Die Daten wurden am Varian Unity Inova-500 aufgenommen. Um die Strukturen
abzusichern, wurden folgende NMR-Daten ermittelt: 'H, *C, HMQC, HMBC, und
H,H-cosy.

6.5.9 Diinnschichtchromatographie (DC)

Sprithreagenz 1

1 g Diphenylamin und 1 ml Anilin wurden in 40 ml Methanol gelost. Nach Zugabe

von 5 ml Phosphorsaure wurde mit Methanol auf 50 ml aufgefullt.

Sprihreagenz 2

50 mg Ninhydrin wurden in 1-Butanol gelost. Nach Zugabe von 1,25 ml Eisessig

wurde mit 1-Butanol auf 25 ml aufgefullt.

Spruhreagenz 3

Es wurde ein 4%-ige Lo6sung von 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) in
Methanol hergestellt. Kurz vor Anwendung des Spruhreagenz wurde die TTC-

Losung im Verhaltnis 1:1 mit 1 N NaOH-L6sung gemischt.

Bestimmung von Kohlenhydraten

Dunnschicht-Platte Kieselgel 60, 10 x 10 cm, Merck
Laufmittel Chloroform/Eisessig/Methanol/Wasser (12:3,6:2,5:1)
Detektion Spruhreagenz 1 oder Spruhreagenz 3

Bestimmung von Aminogruppen

Dunnschicht-Platte Kieselgel 60r254, 10 x 10 cm, Merck
Laufmittel 1-Butanol/Eisessig/Wasser (25:3:5)
Detektion Spruhreagenz 2
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6.5.10 Lyophilisation

Nach Isolierung der Chinoxaline mittels MLCCC wurden die jeweiligen Fraktionen
am Lyophilisator getrocknet. Die getrockneten a-Dicarbonylchinoxaline standen

dann als Standardsubstanzen fir die Strukturaufklarung zu Verfigung.
6.6 Synthese von 1-Lysino-1,4-didesoxyglucoson
6.6.1 1,3-Dioxolan-Schutzgruppe

115,6 ml (0,6 mol) Brenztraubensaure, 278,6 ml (0,2 mol) Ethylenglycol und ca.
2 g Kationenaustauscher (Dowex 50) wurden in 300 ml Toluol gelést und zwei
Stunden unter Rickfluss gekocht. Nach Abkihlen der Lésung wurde der
lonenaustauscher abfiltriert und anschlie}end das Toluol am Rotationsverdampfer
abrotiert. Anschliefend wurde mittels Vakuumdestillation (300 mbar, 160 °C) die

geschutzte Brenztraubensaure aus der Losung isoliert.

6.6.1.1 Silylierung (Produktkontrolle)

Ein Aliquot (5 pl) der geschitzten Brenztraubensaure wurde mit je 100 ul Pyridin/
N,O-Bis(trimethylsilyl)acetamid silyliert und gaschromatographisch (GC/FID) und

mittels GC/MS analysiert.

Temperaturprogramm

100°PC —m 51 50°C(20min)—Y<™" 5270°C(20min)

6.6.1.2 Derivatisierung (Produktkontrolle)

Ein Aliquot (5 ul) der geschutzten Brenztraubensaure wurde mit 100 pl Pentafluor-
benzylbromid und 4ul Triethylamin (Katalysator) fur 1 h bei 110 °C im Trocken-

schrank derivatisiert.
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6.6.2 Chlorierung der geschiitzten Brenztraubenséaure

200 pl 1-Chloro-N,N,2-trimethyl-1-propenylamin und 100 ul der geschutzten
Brenztraubensaure wurden in 500 ul Dichlormethan geldst und Uber Nacht bei
Raumtemperatur geruhrt. Am nachsten Tag wurde die chlorierte Brenztrauben-
saure am Hochvakuum (110 °C) abgezogen. Die Kontrolle erfolgte mittels GC/MS
(Temperaturprogramm siehe Silylierung).

6.6.3 Herstellung von Diazomethan

In einem Dreihalskolben wurden 18 g (0,32 mol) KOH in 30 ml Wasser, 105 ml
Carbitol (Diethylenglycolmonoethylether) und 30 ml Diethylether geldst. In einen
Tropftrichter wurde 64,2 g (0,3 mol) Diazald in 375 ml Diethylether geldst.
Zwischen dem Dreihalskolben und einem Erimeyerkolben, in dem sich
Diethylether befindet, wurde eine Brucke mit Trockeneis und Aceton befullt. Der
zwischen Brucke und Erimeyerkolben befindliche Absperrhahn wurde ge-
schlossen. Nachdem alle Glasgerate geflllt wurden, wurde das Wasserbad, indem
sich der Dreihalskolben befand, auf 60 °C erwarmt. Die Diazaldlésung wurde in
kurzen Abstanden in den Dreihalskolben getropft. Das sich dabei entwickelnde
gelbe Gas kondensierte an der Briicke. Nach Offnen des Hahnes sammelte sich
das Kondensat in einem Uberlauf, um zu verhindern, das unkondensiertes Gas in
den Erimeyerkolben gelangt. Erst wenn an der Bricke kein gelbes Gas mehr
kondensiert, war alles Diazald verbraucht. Es wurden 400 ml etherische

Diazomethanldsung erhalten. Die Ausbeute betrug 90 %.

6.6.4 Darstellung von N*-t-BOC-Lysin-t-Butylester

3,8 g (10 mmol) N*t-BOC-N°*-CBZ-Lysin, 150 ml (1,12 mol) t-Butylacetat und
350 pl Perchlorsaure (60 %) wurden in einem 250 ml Kolben 60 h bei Raum-
temperatur geruhrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte Uber die Dunnschichtchroma-
tographie mit Ethylacetat/Hexan (30:70) als Laufmittel. Mit Ninhydrin (siehe
Spruhreagenz 2 Abschnitt 6.5.9) wurden die Spots detektiert.

Der Ansatz wurde in zwei gleiche Teile aufgeteilt und das Losungsmittel am Hoch-

vakuum Uber Nacht abgezogen. Der Ruckstand wurde in Methanol geldst, auf
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Kieselgel gezogen und uber eine Kieselgelsaule gereinigt. Es wurden ca. 18
Fraktionen erhalten. Die Reaktion wurde mit Dunnschichtchromatographie
(Ethylacetat/Hexan (30:70)) uberpruft. Detektiert wurde mit Ninydrin. Die
Fraktionen mit dem Produkt wurden vereinigt, das Ldsemittel abgezogen und

ausgewogen. Die Auswaage betrug ca. 9 g.

6.6.4.1 Hydrogenolyse von N*-t-BOC-Lysin-t-Butylester

0,5 g N*t-BOC-N°-CBZ-Lysin-t-Butylester wurden in 3 ml Ethanol gelést und
10 min mit Argon begast. Danach wurde 50 mg Palladium (auf Aktivkohle)
zugegeben und mit Argon begast. Dann wurde dem Reaktionsansatz unter
Ruhren 90 min lang H» zugeflihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte mit Dinnschicht-
chromatographie (MeOH) und Ninhydrin. Das Palladium wurde abfiltriert, der Filter
mit MeOH nachgespult und anschlieBend das Ldsungsmittel am Rotations-

verdampfer abrotiert. Die Ausbeute betrug ca. 0,4 g.
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VI

IV. Anhang

Strukturaufklarung (NMR-, GC/MS- und HR/MS-Daten)

N
H—C . s
|
8
C 4
JoNT

5

\

4

HO—C—H
H—C—OH
H—C—OH
CH,OH
CD3;0D Glucoson-Q
CH 5 "H [ppm] 5 °C [ppm]
1 144 .4
2 8,05 (2H, m) 129,4
3 7,79 (2H, m) 128,2
4 7,79 (2H, m) 128,4
5 8,05 (2H, m) 129,9
6 141,3
7 9,11 (1H, s) 151,4
8 158,2
9 5,29 (1H, d) 72,6
%3=6,0
10 4,94 (1H, dd) 74,3
%)=4,6,3%1=6,2
11 3,86 (1H, m) 71,7
$3=3,3%3=6,5 %1=4,9
12 3,77 (1H, dd) 63,7
2J=12,233=3,1
3,65 (1H, dd) 2J=12,2 3J=6,4
Tabelle I: 'H und '°C NMR-Daten Glucoson-Q
C24HasN204Sis [M+Na]" m/z (kalkuliert) m/z (ermittelt)
m/z C12H14N204Na 273,0846 273,0849
538 (14)
523 (10) Tabelle Ill: HR/MS-Daten Glucoson-Q
307 (58)
232 (34)
217 (64)
147 (50)
103 (84)
73 (100)

Tabelle Il: GC/MS-Daten Glucoson-Q



VIII

H—C—OH
H—”(I:—OH
12<I:|-|20H
CDs;0D 1-Desoxyglucoson-Q
CH 5 "H [ppm] 5 °C [ppm]
1 142,1
2 8,09 (1H, m) 130,4
3 7,75 (2H, m) 128,7
4 7,75 (2H, m) 129,7
5 7,97 (1H, m) 131,1
6 141,9
7 155,3
8 158,1
9 2,86 (3H, s) 22,6
10 5,09 (1H, ) 76,3
J=8,3
11 4,08 (1H, m) 71,9
%3=3,12%=5,4 °3=8,4
12 3,92 (1H, dd) 64,8
23=11,4 %3=3,2
3,86 (1H, dd)
23=11,4%=56

Tabelle IV: 'H und °C NMR-Daten 1-Desoxyglucoson-Q

C21H438N203Sis3

m/z
450 (2)
435 (8)
246 (88)
205 (50)
147 (70)
117 (46)
73 (100)

[M+Na]

m/z (kalkuliert)

m/z (ermittelt)

C12H14N203Na

257,0896

257,0896

Tabelle VI: HR/MS-Daten 1-Desoxyglucoson-Q

Tabelle V: GC/MS-Daten 1-Desoxyglucoson-Q



H—C—OH
H—C—OH
CH,OH
CD3;0D 3-Desoxyglucoson-Q
CH 5 'H [ppm] 5 *C [ppm]
1 143,0
2 8,04 (2H, m) 130,5
3 7,78 (2H, m) 129,3
4 7,78 (2H, m) 129,5
5 8,04 (2H, m) 131,3
6 142,4
7 8,84 (1H, s) 155,8
8 157,4
9 3,13 (1H. d) 40,5
23=14,1 %3=9,3
3,41 (1H, d)
23=14,1 3J=3,3
10 4,09 (1H, m) 76,1
%3=2,9°%3=6,6 °3=9,5
11 3,61 (1H, m) 72,9
%3=3,7%3=6,0 °3=6 4
12 3,81 (1H, dd) 64,5
23=10,9 %3=3,6
3,65 (1H, dd)
23=11,0 3J=6,0

Tabelle VII: 'H und "°C NMR Daten 3-Desoxyglucoson-Q

C21H38N203Si3 [M+Na]" m/z (kalkuliert) m/z (ermittelt)

m/z C12H14N203Na 257,0896 257,0896
450 (2)

435 (5) Tabelle IX: HR/MS-Daten 3-Desoxyglucoson-Q
360 (26

)

)

217 (46)
)

3 (100)

Tabelle VIII: GC/MS-Daten 3-Desoxyglucoson-Q



11'
H—(Iz—OH
"CH,OH
CDs;0D 4-Desoxyglucoson-Q
CH 5 'H [ppm] 5 *C [ppm]
1 142,6
2 8,04 (1H, m) 130,7
3 7,76 (1H, m) 129,3
4 7,76 (1H, m) 129,5
5 8,04 (1H, m) 130,9
6 141,4
7 155,9
8 158,9
9 5,02 (2H, s) 64,4
10 3,19 (1H, dd) 38,8
2J=14,7°3=8,2
3,24 (1H, dd)
2J=14,7°3=4,8
11 4,28 (1H, m) 72,9
12 3,66 (1H, dd) 67,1
2J=11,2°3=4,9
3,62 (1H, dd)
23=11,233=57
Tabelle X: 'H und "°C NMR Daten 4-Desoxyglucoson-Q
C21H3sN203Si3 [M+Na]" m/z (kalkuliert) m/z (ermittelt)
m/z C12H14N203Na 257,0898 257,0897
435 (14)
360 (35) Tabelle XII: HR/MS-Daten 4-Desoxyglucoson-Q
347 (16)
270 (40)
246 (18)
181 (23)
147 (33)
73 (100)

Tabelle XI: GC/MS-Daten 4-Desoxyglucoson-Q



X1

cH, .
7(|;/,N 1 3
ol
N
wCHz 5
11'
H—C—OH
12l
CH,OH
D,0 1,4-Didesoxyglucoson-Q
CH 5 'H [ppm] 5 *C [ppm]
1 139,2
2 7,54 (1H, m) 129,5
3 7,48 (1H, m) 126,9
4 7,48 (1H, m) 126,5
5 7,54 (1H, m) 129,8
6 138,9
7 153,9
8
9 2,46 (3H, s) 21,5
10 2,89 (1H, dd) 38,1
2J=14,7 %1=8,1
2,85 (1H, dd)
2J=14,7%1=53
11 4,05 (1H, m) 70,8
12 3,52 (1H, dd) 65,1
23=11,7 °3=4,0
3,59 (1H, dd)
23=11,7 %3=6,5
Tabelle XIIl: '"H und "°C NMR Daten 1,4-Didesoxyglucoson-Q
C18H30N20,Sip [M+Na]" m/z (kalkuliert)  m/z (ermittelt)
m/z C12H44N2O2Na 241,0950 241,0947
347 (12)
Tabelle V: HR/MS-Daten 1,4-Didesoxy-
272 (100) glucoson-Q
259 (62)
243 (13)
158 (74)
147 (30)
73 (75)

Tabelle XIV: GC/MS-Daten 1,4-Didesoxyglucoson-Q



XII

c
7(|:4N Y 3 HO H )
' et
8
Cy A : |
10| N 5 11 ac
CH,
CHLORN

H—(|:—0H
"CTH,0H
CD3;0D 1,2,3-Tricarbonyl-Q
CH 5 'H [ppm] 5 *C [ppm]
1 143,3
2 8,04 (1H, m) 131,7
3 7,81 (1H, m) 129,8
4 7,81 (1H, m) 129,1
5 8,04 (1H, m) 130,9
6 142,3
7 151,6
8 152,2
9 6,09 (1H, s)
10 3,19 (1H, dd) 34,7
23=17,6 J=9,9
3,14 (1H, dd)
23=17,6 *J=51
11 4,64 (1H, m) 68,7
12 3,79 (1H, dd) 65,4
23=11,7%3=4,3
3,83 (1H, dd)
23=11,7 3J=51
Tabelle XVI: 'H und "°C NMR Daten 1,2,3-Tricarbonyl-Q
C18H18N203Sip [M+Na]" m/z (kalkuliert) m/z (ermittelt)
m/z C12H42N20O3Na 255,0735 255,0737
376 (44)
361 (26) Tabelle Xlll: HR/MS-Daten 1,2,3-Tricarbonyl-Q
286 (34)
273 (100)
168 (93)
73 (88)

Tabelle XVII: GC/MS-Daten 1,2,3-Tricarbonyl-Q



XIII

NH,
1 1 2.4 5
CH,*NH=CH,~(CH,),—CH
2
H—C—OH COOH

3
HO-C—H

L, .
CH, N, A
) +
6, N D 5
H N 7

D,O Lederer Glucoson-Q
CH 5 'H [ppm] 5 *C [ppm]
1 3,02 (2H, dd) 50,1
2 3,82 (1H, m) 70,7
3 4,02 (1H, m) 72,8
4 2,90 (2H, dd) 39,2
5 154,6
6 8,63 (1H, s) 146,2
1 2,89 (2H, m) 47,7
2 1,6 (2H, m) 26,1
3 1,3 (2H, m) 22,0
4 1,8 (2H, m) 27,8
5’ 3,46 (1H, 1) 55,1
%)=5,8
17 141,0
2" 139,9
3 7,79 (2H, m) 127,9
4" 7,68 (2H, m) 130,3
5" 7,68 (2H, m) 131,1
6" 7,79 (2H, m) 127,5

Tabelle XIX: 'H und "°C NMR Daten Lederer Glucoson-Q

[M+H]" m/z (kalkuliert)  m/z (ermittelt)

C12H14N202 363,2027 363,2029

Tabelle XX: HR/MS-Daten Lederer
Glucoson-Q



X1V

9

CH, ,

7(!:4N U 3
o

A 0 N
10| N

5

H—C—OH
11CH20H
CD3;0D 1-Desoxypentoson-Q
CH 5 "H [ppm] 5 *C [ppm]
1 143,8
2 8,08 (1H, m) 130,5
3 7,75 (2H, m) 128,8
4 7,75 (2H, m) 129,8
5 7,98 (1H, m) 131,2
6 141,7
7 156,5
8 154,7
9 2,84 (3H, s) 22,3
10 5,15 (1H, dd) 72,8
%)=5,6 °J=6,2
11 3,96 (1H, dd) 66,3
23=11,4 °3=6,3
4,03 (1H, dd)
2J=11,4 %)=54
Tabelle XXI: 'H und '°C NMR Daten 1-Desoxypentoson-Q
C17H28N20;Sip [M+Na]" m/z (kalkuliert)  m/z (ermittelt)
m/z C11H12N202Na 227,0791 227,0790
348 (30)
Tabelle XXIll: HR/MS-Daten 1-Desoxy-
333 (20) pentoson-Q
258 (36)
245 (60)
147 (26)
73 (100)

Tabelle XXII: GC/MS-Daten 1-Desoxypentoson-Q



XV

10
H—C—OH
M(:HZOH
CD3;0D 3-Desoxypentoson-Q
CH 5 'H [ppm] 5 *C [ppm]
1 147,8
2 8,07 (2H, m) 129,5
3 7,80 (2H, m) 131,3
4 7,80 (2H, m) 130,5
5 8,07 (2H, m) 129,4
6 144.,8
7 8,81 (1H, s) 154,9
8 156,9
9 3,11 (1H, dd) 40,9
2J=14,0 °J=8,7
3,25 (1H, dd)
2J=14,0 °3=4,1
10 4,16 (1H, m) 72,8
11 3,63 (1H, dd) 66,9
2J=11,3%J=51
3,60 (1H, dd)
?J=11,2%)=5,8
Tabelle XXIV: 'H und "°C NMR Daten 3-Desoxypentoson-Q
C17H28N202Siz [M+Na]" m/z (kalkuliert)  m/z (ermittelt)
m/z C11H12N202Na 227,0790 227,0789
333 (19)
Tabelle XXVI: HR/MS-Daten 3-Desoxy-
258 (100) pentoson-Q
245 (92)
169 (50)
144 (38)
73 (79)

Tabelle XXV: GC/MS-Daten 3-Desoxypentoson-Q



XVI

CH,OH
CD3;0OD 3,4-Didesoxypentoson-Q
CH 5 'H [ppm] 5 *C [ppm]
1 141,7
2 8,96 (1H, m) 129,9
3 7,72 (1H, m) 128,0
4 7,72 (1H, m) 128,5
5 8,96 (1H, m) 129,1
6 140,6
7 8,76 (1H, s)
8 157,5
9 3,07 (2H, 1) J=7,7 31,4
10 2,05 (2H, m) 32,1
11 3,66 (2H, t) 2J=6,3 60,8

Tabelle XXVII: 'H und °C NMR Daten 3,4-Didesoxypentoson-Q

C14H20N20OSi [|\/|"'H]+

m/z (kalkuliert)

m/z (ermittelt)

m/z C11H12N202Na
245 (15)

189,1024 189,1022

Tabelle XXIX: HR/MS-Daten 3,4-Didesoxy-

171 (35)
144 (100)
129 (5)
73 (9)

Tabelle XXIlI: GC/MS-Daten 3,4-Didesoxypentoson-Q

pentoson-Q



XVII

7C4N 3
o

[ < 4
[N

—C—

OH

CDs0D

CH

OO N O WN -~

N
o

d
CH,OH
Threoson-Q
8 °C [ppm]

144,1

m) 129,7

m) 128,3

m) 128,5

m) 130,1

141,4

151,5

156,9

, dd) 73,9
=43

dd) 65,6
5,5
dd)
1

C16H26N202Si2

m/z
334 (42)
319 (16)
231 (96)
146 (44)

)
)

Tabelle XXXI: GC/MS-Daten Threoson-Q

Tabelle XXX: 'H und '°C NMR Daten Threoson-Q

[M+Na]"

m/z (kalkuliert)  m/z (ermittelt)

C10H10N202Na

213,0634 213,0633

Tabelle XXXII: HR/MS-Daten Threoson-Q



XVIII

CH,
7(|:/,N N
|
B?\\ND
CH,OH
CD3;0D 1-Desoxythreoson-Q
CH 5 "H [ppm] 5 °C [ppm]
1 142,5
2 8,01 (1H, m) 130,6
3 7,74 (2H, m) 128,9
4 7,74 (2H, m) 129,7
5 8,05 (1H, m) 1311
6 141,7
7 154,8
8 155,9
9 2,75 (3H, s) 21,8
10 4,92 (2H, s) 64,6

Tabelle XXXIII: 'H und "°C NMR Daten 1-Desoxythreoson-Q

C13H1gN2OSi [M+Na]"* m/z (kalkuliert)  m/z (ermittelt)
m/z C10H10N2ONa 197,0685 197,0688
246 (50)
Tabelle XXXV: HR/MS-Daten

231 (100) 1-Desoxythreoson-Q

157 (36)

115 (22)

89 (24)

73 (36)

Tabelle XXXIV: GC/MS-Daten 1-Desoxythreoson-Q



XIX

10(I:HZOH
CDs;0D 3-Desoxythreoson-Q
CH 5 "H [ppm] 5 °C [ppm]
1 1431
2 8,03 (2H, m) 130,5
3 7,78 (2H, m) 129,4
4 7,78 (2H, m) 129,5
5 8,03 (2H, m) 131,3
6 142,0
7 8,82 (1H, s) 147 4
8 156,9
9 3,20 (2H, 1) 39,9
3=6,2
10 4,12 (2H, t) 61,7
%3=6,2

Tabelle XXXVI: 'H und "°C NMR Daten 3-Desoxythreoson-Q

C13H1gN2OSi [M+Na]"* m/z (kalkuliert)  m/z (ermittelt)
m/z C1oH10N2ONa 197,0685 197,0687
246 (30)
Tabelle XXXIII: HR/MS-Daten 3-Des-

231 (66) oxythreoson-Q

201 (26)

156 (100)

129 (28)

73 (70)

Tabelle XXXVII: GC/MS-Daten 3-Desoxythreoson-Q



XX

ly 10- 12
co0—C¢(CHy)s

s 14 5
CHZ-NH—(CH2)4—(|)H

4t|:=o NH
%, LS}
A,
1(I:H3
CD3;0D Buttersaure mit N*-t-BOC-Lysin-t-Butylester
CH 5 "H [ppm] 5 °C [ppm]
1 0,93 (3H, 1)
%=73 14,5
2 1,62 (2H, m) 20,4
3 2,13 (2H, t) 39,1
4 176,1
5 61,5
1 2,89 (2H, m) 39,9
2 1,75 (2H, m) 39,1
3 1,39 (2H, m) 24,3
4 1,88 (2H, m) 32,4
5’ 3,30 (1H, 1) 55,8
$3=3,2
6 173,8
7 158,1
8’ 80,4
9 82,5
107-12° 1,43 (3H, s) 28,2
1315 1,50 (3H, s) 28,7

Tabelle XXXIX: 'H und "°C NMR Daten von Buttersiure mit t-BOC-Lysin-t-Butylester



XXI

[M+H]" m/z (kalkuliert) m/z (ermittelt)

C18H23N20g 413,2656 413,2658

Tabelle XL: HR/MS-Daten Maltoson-Q

[M+K]* m/z (kalkuliert) m/z (ermittelt)

C18H24N20gK 435,1158 435,1164

Tabelle XLI: HR/MS-Daten 1-Desoxymaltoson-Q

[M+K]* m/z (kalkuliert) m/z (ermittelt)

C1gH2aN208K 435,1158 435,1164

Tabelle XLII: HR/MS-Daten 3-Desoxymaltoson-Q

[M+Na]" m/z (kalkuliert) m/z (ermittelt)

C12H12N203Na 255,0740 255,0741

Tabelle XLIII: HR/MS-Daten 2,3,4-Tricarbonyl-Q
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