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1 Grundlagen und Stand der Forschung 

Proteine stellen eine der bedeutendsten Substanzklassen innerhalb der biologisch aktiven 

Makromoleküle dar. Neben den Fetten und Kohlenhydraten sind sie die dritte große Gruppe 

der Nahrungs- und Reservestoffe. Im Organismus besitzen Proteine vielfältige Funktionen 

und Aufgaben. Als Enzyme katalysieren sie metabolische Reaktionen und dienen dem 

Stofftransport als Ionenkanal oder indem sie reversibel verschiedene Substanzen (Sauerstoff, 

Kohlenstoffdioxid) binden. Strukturproteine bestimmen den Aufbau und die Form der Zelle 

und sind damit die Gerüstsubstanz des Gewebes. Molekulare Motoren wie Myosin und Actin 

wandeln chemische Energie in mechanische um, die dann in komplexen Bewegungsabläufen 

resultieren. Schutz- und Abwehrreaktionen werden ebenfalls durch Proteine realisiert. So 

zählen Schlangengifte und Bakterientoxine ebenso zu dieser Substanzklasse, wie auch die 

Blutgerinnungsfaktoren und die an der Immunantwort beteiligten Immunoglobuline. 

Weiterhin speichern Proteine Energie, die vor allem bei Mangelzuständen durch Abbau 

freigesetzt werden kann. 

Ernährungsphysiologisch besitzen Proteine Bedeutung als Quelle essentieller Aminosäuren 

wie Lysin und Phenylalanin. Der Gehalt dieser Aminosäuren bestimmt die biologische 

Wertigkeit des Proteins im Lebensmittel. Eine weitere wichtige Funktion erhalten Proteine 

durch ihren Einfluss auf die Textur und Sensorik eines Lebensmittels. Schaumbildung und 

-stabilität sowie emulgierende Wirkung und die Eigenschaft der Gelbildung sind hier 

bedeutsam. Wichtige Aromaveränderungen bei der Lagerung oder Verarbeitung von 

Lebensmitteln entstehen entweder durch den Abbau von Proteinen oder durch die Reaktion 

mit anderen Inhaltsstoffen. 

Die zahlreichen Funktionen und vielfältigen Eigenschaften von Proteinen entstehen vor 

allem durch die hohe Variabilität im strukturellen Aufbau und durch die Möglichkeit der 

Modifizierung reaktiver Gruppen. Darüber hinaus führen ungewollte Veränderungen zu einer 

verminderten Funktion oder Qualität. Sie bieten gleichzeitig die Möglichkeit durch 

systematische Umgestaltung, bestimmte Eigenschaften gezielt zu beeinflussen und damit eine 

Funktionalisierung hervorzurufen. Die Modifikation der Peptidkette erfolgt dabei entweder 

durch enzymatische oder chemische Reaktion der Aminosäureseitenketten oder des N- bzw. 

C-Terminus. Die zugrunde liegenden Reaktionen sind vielfältig, wobei die α-

Dicarbonylverbindungen aufgrund ihrer hohen Reaktivität und ihrem Vorkommen im 

Lebensmittel als auch in physiologischen Systemen eine besondere Stellung einnehmen. 



Grundlagen und Stand der Forschung 2

1.1 α-Dicarbonylverbindungen – hochreaktive Intermediate mit Bedeutung in 

Lebensmitteln und in vivo 

α-Dicarbonyle sind bifunktionelle Verbindungen, die durch zwei unmittelbar benachbarte 

Carbonylgruppen gekennzeichnet sind. Im Lebensmittel oder im Organismus werden sie 

entweder im Zuge der nicht-enzymatischen Bräunung, thermischer Prozesse oder 

enzymkatalysierter Reaktionen während verschiedener Stoffwechselprozesse gebildet. 

Aufgrund ihrer hohen Reaktivität sind diese Substanzen oftmals nur Zwischenprodukte, deren 

Nachweis eine besondere Herausforderung darstellt. 

1.1.1 Entstehung von α-Dicarbonylverbindungen 

Die Maillard-Reaktion 

Anfang des 20. Jahrhunderts beschäftigte sich der französische Chemiker Louis Camille 

Maillard mit der Reaktion von reduzierenden Zuckern mit Aminosäuren, in deren Verlauf es 

zur Bildung gefärbter Strukturen kommt. Die Reaktion wird daher auch als nicht-

enzymatische Bräunung bezeichnet [1]. Infolge des extrem komplexen Reaktions-

mechanismus entsteht eine Vielzahl an Substanzen, die in überwiegend stabile Umsetzungs- 

oder reaktive Zwischenprodukte unterteilt werden können. Die stabilen Verbindungen dienen 

aufgrund geringer Veränderungen während der Isolierung oder Reinigung auch als 

Indikatorsubstanzen zum Nachweis bestimmter Phasen der Maillard-Reaktion. Die hohe 

Reaktivität der Zwischenprodukte erschwert deren Isolierung und Bestimmung, ist aber für 

die Aufklärung der Reaktionsmechanismen unerlässlich [2]. 

Grundsätzlich greifen in der Anfangsphase die Aminogruppen von Aminen, Aminosäuren, 

Peptiden oder Proteinen nukleophil die Carbonylfunktion von reduzierenden Zuckern unter 

Wasserabspaltung und Iminbildung an. Das gebildete 1,2-Enaminol lagert sich anschließend, 

abhängig vom reagierenden Zucker, in die 1-Amino-1-desoxyketose (Amadori-Verbindung) 

bzw. 2-Amino-2-desoxyaldose (Heyns-Verbindung) um [3]. Trotz der partiellen Stabilität der 

Amadori- und Heyns-Produkte werden im weiteren Verlauf der Maillard-Reaktion aus diesen 

Substanzen durch Enolisierung, Eliminierung des Amins oder Wassers und durch 

Iminhydrolyse reaktive α-Dicarbonylverbindungen, die sogenannten Desoxyosone, gebildet. 

Die Umlagerung in das 1,2-Enaminol bzw. 2,3-Endiol bestimmt die Bildung der 

resultierenden Desoxyosone. In Abbildung 1 sind die wichtigsten Reaktionsschritte und 

Zwischenprodukte dargestellt. Als Beispiel für die reduzierende Struktureinheit wurde D-

Glucose gewählt, wobei andere Hexosen und Pentosen auf ähnliche Weise reagieren. Die 

Darstellung der Verbindungen erfolgt aus Gründen der Übersicht in der offenkettigen Form, 
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obwohl in wässriger Lösung die Hemiacetal- bzw. Hemiketalformen die stabileren 

Konformationen darstellen. 

 
Abbildung 1: Bildung von α-Dicarbonylverbindungen mit Erhalt des Kohlenhydrat- 

rückgrats während der frühen und fortgeschrittenen Phase der Maillard-Reaktion 

Reduzierende Di- und Oligosaccharide (Maltose, Lactose, Dextrine) reagieren ebenfalls zu 

den Desoxyosonen. Während die glycosidisch gebundenen Kohlenhydrate im 1- bzw. 3-

Desoxyoson [4; 5] erhalten bleiben, wird das 1-Amino-1,4-didesoxyoson bevorzugt aus 

Disacchariden durch Spaltung der glycosidischen Bindung gebildet. Vor allem das 2,3-Endiol 

spielt dabei eine zentrale Rolle. Dieses Intermediat führt nach Wanderung der Doppelbindung 

und Wassereliminierung zum sogenannten Lederer-Glucoson [6; 7]. Ein weiteres Folge-

produkt ist das 1-Desoxyoson, das bei Oligosacchariden als Vorläufer des 1,5-Didesoxyoson-

4-ens beschrieben wird und in seiner pyranoiden Form in Maltose- und Lactoseinkubationen 
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identifiziert wurde [8]. Weiterhin wird auf die Bildung von 1,4-Didesoxyosonen aus 

Oligosacchariden durch β-Eliminierung der Aminkomponente und des glycosidisch 

gebundenen Restes aus dem 2,3-Endiol hingewiesen [9]. Neben den Enolisierungs- und 

Eliminierungsreaktionen entlang der Kohlenhydratkette sind Oxidationsprozesse ebenfalls für 

die Bildung von α-Dicarbonylverbindungen von Bedeutung. Autoxidation oder Inkubationen 

von Glucose mit Lysin unter aeroben Bedingungen führen zur Bildung von Glucoson [10], 

das ausgehend vom Amadori-Produkt über einen radikalischen Mechanismus [11] erklärt 

wird. 

Alle zuvor beschriebenen Zwischenprodukte enthalten die C6-Grundstruktur des 

reduzierenden Zuckers. Durch Fragmentierungsreaktionen des Kohlenstoffrückgrats entstehen 

weitere α-Dicarbonylverbindungen und vergrößern damit das Spektrum dieser reaktiven 

Substanzklasse während der Maillard-Reaktion. In der Abbildung 2 sind die wichtigsten 

Verbindungen mit 2 bis 5 Kohlenstoffatomen dargestellt.  

 
Abbildung 2: α-Dicarbonylverbindungen mit 2-5 Kohlenstoffatomen 
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Oligosacchariden identifiziert. Für das 3-Desoxypentoson werden das 1-Amino-1,4-

Didesoxyoson [14] oder das 4-Desoxyoson [15] als Precursor vorgeschlagen. Neue 

Untersuchungen belegen allerdings eindeutig die Bildung des 3-Desoxypentoson ausgehend 

von den Oxyosonen [10; 16]. 

In der Hexosenchemie wurde das 1-Desoxyglucoson als zentrales Intermediat für die 

Bildung der C4-Dicarbonyle Threoson, 1-Desoxythreoson und 3-Desoxythreoson identifiziert 

[17]. Zusätzlich entsteht bei der Inkubation von Maltose mit Lysin das 3-Desoxythreoson als 

spezifisches C4-Dicarbonyl [16]. Usui et al. beschrieben dessen Bildung durch 

Fragmentierung von 3-Desoxypentoson, 3-Desoxyglucoson (3-DG) und Glucoson. Letzteres 

gilt außerdem als Vorläufer des Threosons [18]. 

2,3-Butandion, oder Diacetyl (DA), wurde ebenfalls in verschiedenen Maillard-

Modellinkubationssystemen nachgewiesen [16; 19; 20]. Verschiedene Bildungsmechanismen 

wie Retro-Aldol-Fragmentierung der Glucose [20] oder von 1,4-Didesoxyoson [19], aber 

auch die Kettenverlängerung von Glyoxal (GL) oder Methylglyoxal (MGO) durch Glycin 

[21] werden diskutiert. Interessanterweise beschreiben Pfeifer und Kroh die Bildung des 1,4-

Didesoxypentoson durch Aldolkondensation des DA mit Formaldehyd [19]. 

Methylglyoxal (MGO) und die einfachste α-Dicarbonylverbindung Glyoxal (GL) wurden 

ebenfalls in zahlreichen Maillard-Modellinkubationen nachgewiesen. Ein eindeutiger 

Bildungsmechanismus dieser wichtigen Zuckerabbauprodukte kann zum derzeitigen Stand 

der Forschung nicht abschließend aufgestellt werden. Inkubationen von 13C-markierter 

Glucose zeigen Fragmentierungen entlang der gesamten Kohlenstoffkette, womit sowohl die 

intakte Hexose als auch deren Abbauprodukte mit C5- und C4-Skelett als Vorstufen gelten 

müssen [10]. Als weitere Vorstufen für MGO werden in der Literatur die Schiffsche Base 

[22], das Amadori-Produkt [23], das 1-Desoxyglucoson [24] oder die 3-Desoxyosone der 

Glucose bzw. Ribose [18] vorgeschlagen. Hierbei wurden verschiedene Enolisierungen, 

Retro-Aldol-Fragmentierungen und Eliminierungsreaktionen postuliert. Von Bedeutung sind 

dabei Glycerinaldehyd und die Aminoketose, welche durch Wasserabspaltung bzw. β-

Eliminierung der Aminofunktion MGO bilden. GL kann entweder direkt aus Glucose [22; 

23], dem Glucoson [10; 25] oder durch Fragmentierung der Schiffschen Base [26] entstehen. 

Eine zentrale Rolle erhält hier Glycolaldehyd (GLC), das zum GL oxidiert werden kann. 

Neuere Untersuchungen identifizierten Threoson als mögliche Vorstufe, da dieses durch 

hydrolytische β-Dicarbonylspaltung in GLC bzw. Glycerinaldehyd fragmentiert [27]. Eine 

Übersicht verschiedener Bildungsmechanismen von GL und MGO im Zuge der Maillard-

Reaktion ist in Abbildung 3 dargestellt. 
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Abbildung 3: Postulierte Bildungsmechanismen für MGO und GL nach [10; 18; 22-24; 27] 
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fragmentiert. 
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Neben dem Kohlenhydratabbau durch die Maillard-Reaktion sind unter physiologischen 

Bedingungen vor allem enzymatische Reaktionen für die Bildung von α-Dicarbonyl-

verbindungen entscheidend. MGO als bedeutendes α-Dicarbonyl in vivo wird in Säugetieren 

entweder durch Darmbakterien oder körpereigene Prozesse synthetisiert. Die verschiedenen 

Bildungsmöglichkeiten sind [37]: 

• Nebenwege der Glycolyse 

• Acetonmetabolismus 

• Aminosäureabbau 

• Triglyceridmetabolismus 

Im Verlauf der Glycolyse werden durch enzymatische Phosphorylierung, Isomerisierung 

und Spaltung aus Glucose die Triosephosphate Glycerinaldehyd-3-phosphat (G3P) sowie 

Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) gebildet. Als Konkurrenzreaktion zur Pyruvatbildung 

können diese enzymatisch [38; 39] über das Phospho-en-diolat-Intermediat [40] MGO bilden. 

Zusätzlich besteht die Möglichkeit der nicht-enzymatischen Phosphateliminierung [41; 42]. 

Fructose wird enzymatisch in die oben genannten Triosephosphate überführt und ist damit 

ebenfalls als MGO-Quelle einzuordnen [43]. Diese Ketose wird entweder mit der Nahrung 

aufgenommen oder durch enzymatische Oxidation von Sorbitol im sogenannten Polyol-Weg 

gebildet. Dieser Weg des Glucosemetabolismus unter hyperglykämischen Bedingungen [44; 

45] führt in vivo über Phosphorylierung durch Fructose-3-phosphatkinase und anschließender 

Phosphateliminierung zum 3-DG als weiterem α-Dicarbonyl [46; 47]. 

Die Oxidation von Aceton über Hydroxyaceton zum MGO wird durch Cytochrome P450 

2E1 katalysiert [48]. Dieser Ketonkörper wird im Fastenzustand [49] oder bei diabetischer 

Ketoacidose [50] aus Acetoacetat während des Fettsäureabbaus gebildet. Zusätzlich kann das 

im Triglyceridmetabolismus gebildete Glycerin phosphoryliert und anschließend zum DHAP 

oxidiert werden [51]. 

Die enzymatische Oxidation von Aminoaceton durch eine semicarbazidsensive 

Aminoxidase stellt im menschlichen Organismus eine weitere MGO-Quelle [52] dar. Dieses 

α-Aminoketon wurde im Urin von Ratten und Menschen nachgewiesen [53] und wird 

während des Threonin- und Glycinkatabolismus gebildet [54]. 

Obwohl GL auch in vivo von Bedeutung ist (Abschnitt 1.1.3), sind die Bildungs-

mechanismen unter physiologischen Bedingungen im Gegensatz zum MGO weniger vielfältig 

bzw. konnten noch nicht umfassend identifiziert werden. Neben dem oben genannten 

spontanen oder Maillard-induzierten Kohlenhydratabbau ist als weitere Dicarbonylquelle die 

Oxidation mehrfach ungesättigter Fettsäuren hervorzuheben. GL als auch MGO entstehen 
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hierbei als reaktive Abbauprodukte ([55-58], Abschnitt 1.2.2). Als weitere GL-Quelle im 

Organismus ist das GLC anzusehen. Dieses wird bei Entzündungsprozessen durch 

enzymatische Katalyse mittels Myeloperoxidase [59] oder NADPH-Oxidase [60] aus Serin 

gebildet. 

Die verschiedenen Wege der GL- und MGO-Bildung sind in der Abbildung 4 zusammen-

gefasst. 

 
Abbildung 4: Zusammenfassung unterschiedlicher Bildungswege von MGO und GL 

1.1.2 Folgereaktionen von α-Dicarbonylverbindungen 

Die Folgereaktionen von α-Dicarbonylverbindungen können unter Einbindung und/oder 

Katalyse des Amins vereinfacht in Eliminierungen bzw. Fragmentierungen des Kohlenstoff-
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Farbgebung tragen die Folgeprodukte zum charakteristischen Geruch und Geschmack des 

Lebensmittels bei. Unter physiologischen Bedingungen ist die Reaktion mit biologisch 

aktiven Makromolekülen unter z. T. drastischen Veränderungen der Funktionalität von 

Bedeutung. 

Durch Enolisierungen, Wassereliminierungen als auch Spaltung der glycosidischen 

Bindungen sind furanoide und pyranoide Ringstrukturen wichtige Folgeprodukte der in 

Abbildung 1 dargestellten Desoxyosone. Diese sind teilweise aromapotent. In Anwesenheit 

von Aminosäuren können heterozyklische Verbindungen mit Schwefel- und Stickstoffatomen 

entstehen. Als bedeutendes Beispiel für das 3-DG soll an dieser Stelle das 5-

Hydroxymethylfurfural (HMF) genannt werden [61]. Es kann als Parameter für die 
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Hitzebehandlung bei der Herstellung von Lebensmitteln, wie Milch [62] oder Brot [63], 

herangezogen werden. Unter sauren Bedingungen erfolgt die HMF-Bildung auch ohne Amin-

Beteiligung durch Dehydratisierung direkt aus dem Zucker. Das 1-Desoxyoson bildet durch 

Ringschluss und Wassereliminierung ebenfalls Furan- und Pyranderivate, die in 

Lebensmitteln oder Modellinkubationen nachweisbar sind. Der Abbau der 1-Desoxyosone 

von Disacchariden unterscheidet sich dabei von dem der Monosaccharide [2]. γ-Pyranon wird 

aus Hexosen gebildet und dient in Lebensmitteln als allgemeiner Indikator der Maillard-

Reaktion [64-66]. Im Gegensatz dazu entsteht Maltol und Isomaltol bevorzugt aus den 1-

Desoxyosonen der Maltose bzw. Lactose [67]. Maltol riecht nach Karamell, verstärkt den 

süßen Geschmack und ist damit ein Beispiel für ein aromaaktives Zyklisierungsprodukt. Nach 

Ringschluss und Wasserabspaltung von 1-Amino-1,4-didesoxyoson entstehen die 

sogenannten Aminoacetylfurane. Die Bildung des Furosins, einem bedeutenden Marker der 

Maillard-Reaktion, wird auf diesem Wege postuliert [2]. Der weitaus wichtigere Bildungsweg 

dieser Proteinmodifikation ist allerdings der Abbau des Amadori-Produktes unter 

säurehydrolytischen Bedingungen (Abschnitt 1.2.1). 

Wie in Abschnitt 1.1.1 bereits erwähnt, entstehen im Verlauf der Maillard-Reaktion 

weitere α-Dicarbonylverbindungen durch Fragmentierung der Kohlenstoffkette. Bei 

Nachbarschaft einer Hydroxygruppe in β-Position kann mit Hilfe der Retro-Aldol-

Kondensation die Bildung einer Reihe von Maillard-Reaktionsprodukten (MRPs) erklärt 

werden [68]. Zusätzlich werden in der Literatur die hydrolytische [69] sowie die oxidative α-

Dicarbonylspaltung [70] beschrieben. Der hydrolytische Mechanismus konnte in aktuellen 

Untersuchungen nicht bestätigt werden [17]. Durch Wanderung der Carbonylgruppe entlang 

der Kohlenstoffkette besteht die Möglichkeit der hydrolytischen β-Dicarbonylspaltung [71]. 

Die Bildungen verschiedener Aldehyde (z.B. Glycerinaldehyd, Glycolaldehyd) und 

organischer Säuren (z.B. Essigsäure, Milchsäure) in Maillard-Modellinkubationen werden 

durch diese Reaktion erklärt [27]. 

Eine Besonderheit von α-Dicarbonylverbindungen mit α-Hydroxygruppen ist die 

Ausbildung von Reduktonstrukturen. Sie gelten wegen ihrer stark reduzierenden 

Eigenschaften als natürliche Antioxidantien (vgl. Ascorbinsäure), deren Wirkung auf der 

Ausbildung resonanzstabilisierter Radikale beruht. Diese können dann zu 

Tricarbonylverbindungen und Hydroxycarbonylverbindungen disproportionieren [72]. 

Während der Maillard-Reaktion entsteht eine Vielzahl solcher Verbindungen, die unter 

anderem zu farbigen Strukturen führen [73]. Die Verfärbung von Lebensmitteln und von 

Modellinkubationen ist einer der wichtigsten Effekte der Maillard-Reaktion. Aufgrund des 
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breiten Spektrums an Verbindungen während der nicht-enzymatischen Bräunung und den 

verschlungenen Reaktionsmechanismen sind α-Dicarbonylverbindungen sowohl als Vorläufer 

als auch als Intermediate bei der Bildung von farbigen Verbindungen anzusehen. So konnten 

in Modellinkubationen gelbe Kondensationsprodukte des 3-DG mit HMF nachgewiesen 

werden [74]. Im Lebensmittel können diese niedermolekularen Strukturen (< 1000 Da) zu 

hochmolekularen Pigmenten (100000 Da), den sogenannten Melanoidinen, polymerisieren. 

Zusätzlich werden als Bildungsmechanismen der Melanoidine Folgereaktionen von 

Aldehyden und α-Dicarbonylen mit Proteinen postuliert [75; 76]. 

Durch Kondensation der α-Dicarbonylstruktur mit den nukleophilen Gruppen der 

Aminosäuren erlangt diese Substanzklasse in vivo als auch im Lebensmittel zusätzlich an 

Bedeutung. Bei höheren Temperaturen besteht nach Reaktion mit der α-Aminogruppe 

aufgrund des Elektronenzugs der zweiten Carbonylfunktion die Möglichkeit zur 

Decarboxylierung der Aminosäure. Nach Hydrolyse entstehen aus den Dicarbonyl-

verbindungen α-Aminoketone und aus den Aminosäuren die um ein Kohlenstoffatom 

verkürzten Aldehyde [77]. Durch Oxidation des intermediär auftretenden Enaminols [78] ist 

die Bildung der entsprechenden Säuren von z.B. Leucin oder Phenylalanin in gekochtem 

Rindfleisch [79] zu erklären. Diese als Strecker-Abbau bezeichnete Reaktion ist für das 

Entstehen von Koch-, Back- und Röstaromen in Lebensmitteln von essentieller Bedeutung. 

So sind die Strecker-Aldehyde 3-Methylbutanal und Phenylacetaldehyd Leitstrukturen für den 

Geruch von Schokolade oder der Kruste von Weizen- und Roggenbrot [80; 81]. Aus den α-

Aminoketonen entstehen durch Kondensation zahlreiche flüchtige Pyrazine mit starkem 

Aromapotential, wobei unter anderem GL, MGO und DA als Vorläufer beschrieben werden 

[21; 82]. Der Strecker-Abbau von Cystein führt direkt zur Freisetzung von Schwefel-

wasserstoff und so zu einer Vielzahl an schwefelhaltigen Folgeverbindungen, die durch ihre 

niedrigen Geruchsschwellenwerte stark das Aroma von Lebensmitteln beeinflussen [2; 83]. 

Aufgrund der sekundären Aminofunktion von Prolin ist eine Desaminierung während des 

Stecker-Abbaus nicht möglich. Dennoch ist diese Aminosäure zentral für die Bildung von 

Röstaromen und Bitterstoffen im Zuge der Maillard-Reaktion verantwortlich [84; 85]. 

Die Reaktion von α-Dicarbonylverbindungen mit nukleophilen Strukturelementen von 

Makromolekülen ist vor allem unter physiologischen Bedingungen von Interesse. Aufgrund 

der hohen Reaktivität und der vielfältigen Entstehungsmöglichkeiten (Abschnitt 1.1.1) spielen 

dabei MGO und GL eine herausragende Rolle. Sie sind in der Lage, die Nukleinbasen der 

DNA zu modifizieren, wobei Guanin und Adenosin die höchste Reaktivität aufweisen [86]. 

Als Produkte wurden mono- und bisubstituierte Verbindungen identifiziert [87; 88]. Diese 
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Modifikationen und die MGO-induzierte DNA-Protein-Quervernetzungen [89] erklären 

eventuell die mutagene Wirkung von MGO [90; 91]. Proteine besitzen ebenfalls nukleophile 

Gruppen. Ihre Modifizierung durch α-Dicarbonylverbindungen wird ausführlich in Abschnitt 

1.2 beschrieben. Die Bedeutung dieser wichtigen Folgereaktionen in vivo und im 

Lebensmittel wird ebenfalls dort dargestellt. 

1.1.3 Nachweis von α-Dicarbonylverbindungen 

Aufgrund hoher Reaktivität, geringer Konzentrationen und der unterschiedlichen Polarität 

der verschiedenen Strukturen ist die Bestimmung von α-Dicarbonylverbindungen eine 

besondere Herausforderung der modernen analytischen Chemie. Die Quantifizierung der 

Substanzen erfolgt nahezu ausschließlich nach dem Derivatisieren mit geeigneten Abfang-

reagenzien und anschließender chromatographischen Trennung des Reaktionsgemisches. Die 

mit der Gaschromatographie bestimmbaren Oxime, Thiazolidine und 3-Amino-1,2,4-Triazine 

werden durch Reaktion der α-Dicarbonyle mit Hydroxlamin [92], Cysteamin [93] bzw. 

Aminoguanidin gebildet [94; 95]. Diese können mit unspezifischen Flammenionisations- 

(FID) und massenspektrometrischen (MS) oder elementspezifische Elektroneneinfang- (ECD) 

und Stickstoff-Phosphor-Detektoren (NPD) analysiert werden. Für die flüssigkeits-

chromatographische Bestimmung sind besonders die Hydrazin- [28], Triaminopyrimidin- [96] 

und die 1,2-Diaminoderivate von Benzol [97] bzw. Naphthalin [58] geeignet. Die 

entstandenen Osazone, Pteridine bzw. Chinoxaline werden dabei entweder durch UV-, 

Fluoreszenz- (FLD) oder MS-Detektion bestimmt. In Abbildung 5 sind die wichtigsten 

Bestimmungsmethoden von α-Dicarbonylverbindungen zusammengefasst. 

Trotz der Vorteile des Derivatisierens (erhöhte Sensitivität und Selektivität) ist eine 

kritische Beurteilung der Analysenergebnisse notwendig. Durch die unterschiedliche 

strukturelle Beschaffenheit der verschiedenen α-Dicarbonylverbindungen ist eine intensive 

Methodenentwicklung und -validierung vor der Bestimmung unerlässlich. Während 

unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeiten bei zu geringer Derivatisierungszeit zu falsch-

negativen Ergebnissen führen können, sind aufgrund der verschiedenen Polaritäten und 

Flüchtigkeiten Diskriminierungen zwischen den Reaktionsprodukten möglich. 

Abfangreagenzien, wie o-Phenylendiamin (o-PD), verändern das Redoxpotential des 

untersuchten Systems und nehmen damit Einfluss auf oxidative Bildungsmechanismen oder 

verschieben das chemische Gleichgewicht. Die Analytik kann dann zu falsch-positiven 

Ergebnissen führen [97]. Neben dem Derivatisierungsmittel beeinflussen auch die 

Derivatisierungsbedingungen die Richtigkeit des Ergebnisses. So kann z.B. in biologischen 
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Proben bei einem alkalischen pH-Wert MGO aus den Triosephosphaten DHAP und G3P 

gebildet werden [41]. 

 
Abbildung 5: Derivatisierungsmöglichkeiten zum Nachweis von α-Dicarbonylverbindungen 

Neben der Analyse von Modellinkubationen zur Aufklärung der Bildungsmechanismen 

sind Lebensmittel und biologische Proben auf α-Dicarbonylverbindungen untersucht worden. 

Der Schwerpunkt lag vor allem auf kurzkettigen Strukturen wie GL, MGO oder DA. Die 

untersuchten Lebensmittel waren vor allem fermentativ oder stark hitzebehandelte Produkte. 

Tabelle 1 gibt einen Überblick über die in ausgewählten Lebensmitteln bestimmten Gehalte. 
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Tabelle 1: Gehalte verschiedener α-Dicarbonylverbindungen in ausgewählten Lebensmitteln 

Lebensmittel 
α-Dicarbonylverbindung [mg/l bzw. mg/kg] 

Literatur 
GL MGO DA 3-DG 

Bier 0,02-0,04 0,09-0,24 0,04-0,05 - [98] 

Wein rot 0,74 0,91 2,75 - [98] 

 rot 0,15-0,22 0,10-0,37 - - [92] 

Wein weiß 0,50 2,90 0,96 - [98] 

 weiß 0,18-0,84 0,16-0,29 - - [92] 

 weiß - 0,11 - - [93] 

Joghurt 0,63-0,92 0,61-1,28 0,90-2,23 - [98] 

Käse 4,29-41,14 1,98-10,89 0,59-2,87 - [99] 

Milchpulver 0,6-0,8 n. n.a - 2,0-2,2 [100] 

probiotischer Drink 1,4 1,6 - 8,6 [100] 

Honig 0,2-2,7 0,4-5,4 - 79-1266 [101] 

 0,3-13 0,8-33 0-4,3 143-1099 [102] 

 0,1-10,9 0,2-2,9 - 75,9-808,6 [103] 

Kekse 4,8-20,5 3,7-78,0 - - [104] 

Kaffee (gebrüht) - 25 - - [93] 

 0,87 7,0 - - [105] 
a nicht nachweisbar 

In verschiedenen Untersuchungen wurde die Bestimmung von α-Dicarbonylverbindungen 

genutzt, um den Herstellungsprozess von Lebensmitteln zu charakterisieren. So korrelieren 

GL und MGO mit der Röstung von Kaffee [106], der Fermentation und Oxidation von Wein 

[92] oder der Backzeit von Keksen [104]. Außerdem gab es Bestrebungen, die Authentizität 

von Honig durch den Gehalt von α-Dicarbonylverbindungen zu bestätigen [102; 103]. 

Obwohl 3-DG in hohen Konzentrationen in Honig nachgewiesen wurde, ist wenig über 

andere Maillard-spezifische α-Dicarbonyle in Lebensmitteln bekannt. Hellwig et al. 

bestimmten das 3-Desoxyoson der Galactose in lactosehydrolysierten Milchprodukten. 3-

Desoxygalactoson konnte auch in galactosefreien Produkten nachgewiesen werden. Als 

Quelle wurde die Isomerisierung von 3-DG bestätigt [100]. Das Intermediat ist das 3,4-

Didesoxyglucoson-3-en, das ebenfalls in Honig identifiziert wurde und den Vorläufer von 

HMF darstellt [102]. α-Dicarbonylverbindungen, die zunächst nur postuliert oder in 

Modellinkubationen nachgewiesen wurden, bestätigten die Maillard-Reaktion während der 

Bierherstellung und -alterung [107]. Durch Abfangreaktion der α-Dicarbonyle wurde in dieser 
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Studie außerdem die Bildung von Strecker-Aldehyden verhindert. Dadurch wurde der 

Einfluss dieser Substanzklasse auf das Aroma des Lebensmittels bestätigt. Eine weitere 

exogene Quelle von GL und MGO ist Trinkwasser [108]. Die α-Dicarbonylverbindungen 

entstehen hier wahrscheinlich während der Trinkwasseraufbereitung bei der Ozonierung aus 

den Huminstoffen [109]. Außerdem wurden MGO und GL in der urbanen Atmosphäre [110], 

in Schnee und Regenwasser [111] sowie im Zigarettenrauch [112] nachgewiesen. 

Tabelle 2: Ausgewählte α-Dicarbonylverbindungen in vivo 

Matrix 

α-Dicarbonylverbindung [nmol/l bzw. nmol/g] 

Literatur GL MGO 3-DG 

normal DM/U normal DM/Ua normal DM/Ua 

Augenlinsen - - - - 0,4 5 [47] 

Erythrozyten - - - - 13,8b 92,4b [113] 

Blut - - 256 479 - - [114] 

Plasma - - - - 58,6c 98,5c 

[115] 
     1710d  

Serum 584e 2577e 568e 2444e - - [116] 

Plasma 1154 1343 652 2193 160 500 
[58] 

  3808f  1527f  364f 

a Diabetes mellitus/Urämie 
b bezogen auf den Hämoglobingehalt der Erythrozyten (nmol/g Hb) 
c Ultrazentrifugation des Plasmas 
d Ethanolextraktion des Plasmas 
e Mittelwert der in der Studie aufgeführten Einzelwerte 
f Urämie-Patienten 

Obwohl α-Dicarbonyle cytotoxisch wirken [117] und vor allem MGO mutagene und 

kanzerogene Eigenschaften aufweist [90; 105], ist die toxikologisch bedenkliche Aufnahme 

durch Lebensmittel gering [118]. Im Zusammenhang mit der Bildung, Wirkung und 

Entgiftung von α-Dicarbonylverbindungen in vivo sind vor allem GL, MGO und 3-DG in 

biologischen Proben bestimmt worden. Aufgrund der unter Abschnitt 1.1.1 dargestellten 

Bildungswege sind hier spezielle physiologische oder pathologische Zustände von Bedeutung. 

In Hungerperioden konnten infolge des Lipidstoffwechsel und der Gluconeogenese 

gesteigerte MGO-Gehalte in menschlichem Blutplasma bestimmt werden [43]. Aufgrund der 

Maillard-Reaktion in vivo sind vor allem bei Diabetes mellitus und assoziierten 

Folgeerkrankungen erhöhte Konzentrationen an α-Dicarbonylverbindungen in verschiedenen 

Geweben und Körperflüssigkeiten detektierbar. Bei gestörter Nierenfunktion (Urämie) 

können sich diese Verbindungen ebenfalls anreichern. Tabelle 2 zeigt Unterschiede zwischen 



Grundlagen und Stand der Forschung 15

gesunden und erkrankten Probanden sowie zwischen den verschiedenen Kompartimenten. 

Auf die Bedeutung der Methodenentwicklung und Interpretation der Gehalte soll an dieser 

Stelle erneut hingewiesen werden. Während man durch Ultrazentrifugation als Schritt der 

Proteinabtrennung beim Aufarbeiten des Blutplasmas ausschließlich das freie 3-DG bestimmt, 

wird durch die Ethanolextraktion gebundenes 3-DG freigesetzt [115]. 

1.2 Proteinmodifizierung – Veränderung und Funktionalisierung biologischer 

Makromoleküle 

Proteine bestehen aus Aminocarbonsäuren, die miteinander über die Peptidbindung 

verknüpft sind. Die Biopolymere variieren durch den verschiedenartigen Einbau der 20 

proteinogenen L-Aminosäuren (Primärstruktur), der räumlichen Nahordnung (Sekundär-

struktur) und der daraus resultierenden strukturellen Konformation (Tertiärstruktur). Auch 

unterscheiden sich Proteine in der Assoziation mehrerer gleicher oder verschiedener 

Peptidketten (Quartärstruktur). Biosynthetisch wird die Primärstruktur in den Ribosomen 

durch Translation der mRNA nach vorheriger Transkription der DNA des Zellkerns gebildet. 

Die Polymerisation erfolgt dabei vom amino- zum carboxyterminalen Ende der Peptidkette. 

Die anschließende korrekte Faltung und Oligomerisierung erfolgt aus energetischen Gründen 

und wird durch Chaperone kontrolliert. Diese stabilisieren die nicht-native Konformation oder 

binden zeitweise noch ungebundene Untereinheiten. Aufgrund der strukturellen Vielseitigkeit 

zeichnen sich Proteine durch ein breites Spektrum verschiedener physikalischer Eigenschaften 

aus und erfüllen dadurch unterschiedliche Aufgaben. Darüber hinaus erfolgen weitere 

wichtige physiologische Funktionalisierungen durch gezielte co- oder posttranslationale 

Modifizierungen. 

Neben dieser systematischen Modifizierung zur Steuerung verschiedener biochemischer 

Prozesse sind zusätzliche enzymatische und chemische Veränderungen von Proteinen 

während des Alterns und bei pathologischen Zuständen oder bei der Lagerung und 

Verarbeitung von Lebensmitteln von Bedeutung. Zusätzlich bietet die technologisch-

gerichtete Modifizierung von Proteinen die Möglichkeit physikalisch-chemische 

Eigenschaften gezielt zu beeinflussen, um damit eine Funktionalisierung zu erreichen. 

1.2.1 Klassifizierung und Charakterisierung von Proteinmodifizierungen 

Proteinmodifizierungen können in zwei Kategorien unterteilt werden: 1. in die 

proteolytische Spaltung eines Teils der Sequenz und 2. in die Veränderung einzelner 

Aminosäuren. Die Art der Modifikation ist dabei abhängig von der Anzahl der beteiligten 

Aminosäuren. Während bei monovalenten Strukturen eine Aminosäure durch Redoxreaktion 
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oder kovalente Bindungen verschiedener Substrate modifiziert wird, werden in bi- oder 

polyvalenten Modifikationen zwei bzw. mehrere Aminosäuren miteinander verknüpft. Diese 

Quervernetzung zwischen den Peptidketten kann entweder intra- oder intermolekular 

erfolgen. 

Enzymatisch induzierte co- oder posttranslationale Proteinmodifizierungen in vivo 

Physiologische Prozesse, wie [119]: 

• Aktivierung/Inaktivierung der Enzymaktivität, 

• Regulation der Genexpression, 

• zelluläre Lokalisierung, 

• Modulation der Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen, 

• Markierung für den proteosomalen Abbau 

werden durch selektive Veränderungen ausgewählter Aminosäuren der Proteinsequenz 

bewirkt. Diese enzymatisch gesteuerten Modifizierungen sind [119]: 

• Phosphorylierung von Serin-, Threonin- oder Tyrosinseitenketten, 

• Reaktion freier Aminogruppen mit Ubiquitin, 

• Acetylierung N-teminaler Serin-, Alanin und Methioninreste, 

• Mono-, Di- oder Trimethylierung von Alanin, Methionin oder Lysin, 

• N- oder O-Glycosylierung mit Mono-, Di- oder Oligosacchariden, 

• Nitrosylierung von Cystein 

Grundsätzlich ist auch die reversible Disulfidbindung zweier Cysteinreste zum Cystin als 

eine Proteinmodifizierung aufzufassen. Diese Quervernetzung ist oftmals für die korrekte 

Faltung des Proteins und bei den Enzymen für ihre Aktivität verantwortlich. Das Tripeptid L-

γ-Glutamyl-L-cysteinylglycin (Glutathion) schützt durch die reversible Disulfidbindung 

essentielle Thiol-Gruppen von Proteinen oder bestimmt durch seine Dimerisierung den 

Redox-Zustand der Zelle [120]. Die Quervernetzung von Proteinen kann in vivo zusätzlich 

über enzymatisch erzeugte Isopeptidbindungen erfolgen. Als Beispiel ist die Verknüpfung des 

L-γ-Glutamylrestes mit der ε-Aminogruppe des Lysins durch Transglutaminase während des 

Prozesses der Wundheilung zu nennen [121]. Durch enzymatische Oxidation von Lysin und 

5-Hydroxylysin durch Lysinoxidase und anschließende kovalente Quervernetzung wird die 

Struktur von Kollagenfasern stabilisiert. Die gebildeten α-Aminoadipinsäuresemialdehydreste 

[122] sind in der Lage durch Aldolreaktionen untereinander und/oder durch die Reaktion mit 

Lysin-, 5-Hydroxylysin- oder Histidinseitenketten lineare (Hydroxy)lysinonorleucine [123], 

Merodesmosine [124], cyclische Desmosine [125] oder Pyridinoline [126] zu bilden. Neben 
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den enzymatisch erzeugten Aminosäuremodifikationen werden Proteine zusätzlich durch 

chemische Reaktionen modifiziert. 

Chemische Proteinmodifizierungen in vivo und im Lebensmittel 

Veränderungen von Proteinen durch chemische Reaktionen sind spontane Prozesse, die 

entweder thermisch- oder kinetisch gesteuert ablaufen. Im Folgenden werden unterschiedliche 

Aminosäuremodifikationen beschrieben, wie sie unter den im Lebensmittel oder in vivo 

vorherrschenden Bedingungen gebildet werden. 

Methionin wird durch reaktive Sauerstoffspezies zum Methioninsulfoxid oxidiert, wobei 

die biologische Aktivität des Proteins verloren gehen kann [127]. Als weiteren Marker des 

oxidativen Stresses wurde die bivalente Aminosäuremodifikation o,o‘-Dityrosin etabliert 

[128]. 3-Nitrotyrosin repräsentiert den Nitrosierungsgrad von Proteinen. Da bei 

Entzündungsprozessen neben reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) auch Stickoxid gebildet 

wird, ist diese Aminosäuremodifikation ebenfalls in vivo von Bedeutung [129]. Bei der 

Lebensmittelherstellung besteht durch thermische oder alkalische Prozesse die Möglichkeit 

der chemischen Quervernetzung. Die dabei gebildeten Isopeptide [130] oder Dehydroalanin-

induzierten Aminosäuren Lysinoalanin und Histidinoalanin [131] haben Anteil an der 

Proteinpolymerisierung unter drastischeren Reaktionsbedingungen. 

Wie in Abschnitt 1.1.1 bereits dargestellt, spielt die Maillard-Reaktion sowohl in vivo als 

auch im Lebensmittel eine entscheidende Rolle. Die primären Aminogruppen der N-

terminalen Enden und der Lysinseitenketten werden im Zuge der nicht-enzymatischen 

Bräunung modifiziert, wobei die entsprechenden Amadori-Produkte die ersten stabileren 

Aminosäuremodifikationen darstellen. Während der konventionellen Säurehydrolyse des 

Proteins werden Amadori-Produkte zerstört und das freie Amin sowie Furoyl- und 

Pyridonylderivate gebildet. Unter kontrollierten Bedingungen entstehen aus Nε-Fructoselysins 

ca. 10 % Pyridosin und ca. 30-40 % Furosin ([132], Tabelle 3). Entsprechende Nα-(2-

Furoylmethyl)-Derivate der α-Aminogruppe ausgewählter Aminosäuren konnten ebenfalls 

nachgewiesen werden [133-135]. Stabile Endprodukte N-terminaler Proteinmodifizierung 

sind Pyrazinone. In Inkubationen von Modellpeptiden oder Insulin mit GL oder MGO wurden 

diese fluoreszierenden Verbindungen nachgewiesen [136]. Weitere Maillard-induzierte 

Lysinmodifikationen werden in der Tabelle 3 angegeben. 

Wichtige Edukte für die Bildung dieser Verbindungen sind die in Abschnitt 1.1.1 

beschriebenen α-Dicarbonylverbindungen. So wurden als direkte Vorläufer von GALA, von 

Formylin und Pyrralin das GL [137], 3-Desoxypentoson [138] bzw. das 3-Desoxyglucoson 

[139] identifiziert. Die Nε-Lysinamide der Ameisen-, Essig-, Glycerin- und Milchsäure 
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entstehen u. a. durch Reaktion der ε-Aminogruppe mit dem 1-Amino-1,4-didesoxyglucoson 

und anschließender β-Spaltung [140]. 

Tabelle 3: Monovalente Lysin-Modifikationen (Lys kennzeichnet die Modifizierung der ε-Aminogruppe) 

Struktur 
Trivialname (Abkürzung) Literatur 

 R 

 

H Nε-Carboxymethyllysin (CML) [141] 

CH3 Nε-Carboxyethyllysin (CEL) [142] 

 

H Nε-Formyl-Lysin [143] 

CH3 Nε-Acetyl-Lysin [140] 

CH2OH Glycolsäurelysylamid (GALA) [137] 

COOH Oxalsäuremonolysylamid (OMA) [144] 

CHOH ─ CH3 Nε-Lactoyl-Lysin [140] 

CHOH ─ CH2OH Nε-Glycerinyl-Lysin [140] 

 

H Formylin [138] 

CH2OH Pyrralin [145] 

   

 

 Nε-Pronyl-Lysin [146] 

   

   

   

 

 Furosin [147-149] 

   

   

 

 Pyridosin [150] 

   

   

   

 

Die Bildungsmechanismen des CMLs, der mit Abstand bedeutendsten monovalenten 

Lysinmodifikation, sind vielfältig. Es besteht die Möglichkeit der oxidativen Fragmentierung 

des Amadori-Produkts in CML und Erythronsäure [141]. Weiterhin bilden GL und GLC 

durch intramolekulare Disproportionierung bzw. Oxidation des Imin-Intermediats dieses 

stabile Endprodukt [151]. Im Gegensatz zum CML ist als Quelle für das homologe CEL nur 
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die Reaktion mit MGO bekannt [142]. Neben den monovalenten Strukturen werden außerdem 

bivalente Modifikationen während der Maillard-Reaktion beschrieben (Tabelle 4). 

Tabelle 4: Bivalente Lysin-Lysin-Modifikationen (Lys kennzeichnet die Modifizierung der ε-Aminogruppe) 

Struktur 
Trivialname (Abkürzung) Literatur 

 R 

 

CH2 ─ NH ─ Lys Glyoxal-Lysin-Amid (GOLA) [137] 

   

 

H Glyoxal-Lysin-Dimer (GOLD) [152] 

CH3 Methylglyoxal-Lysin-Dimer (MOLD) [153; 154] 

CH2 ─ (CHOH)2 ─ CH2OH 3-Desoxyglucoson-Lysin-Dimer (DOLD) [155] 

(CHOH)3 ─ CH2OH Glucose-Lysin-Dimer (GLUCOLD) [156] 

 

 Pyraziniumradikalkation (CROSSPY) [25; 157] 

   

 

(CHOH)3 ─ CH2OH Crossline [158] 

   

   

   

 

 Vesperlysin A [159-161] 

   

   

   

 
Auch bei der Quervernetzung von zwei Lysinseitenketten sind reaktive α-

Dicarbonylverbindungen wichtig. Die Bildung der Imidazolium-Salze GOLD [152], MOLD 

[153] und DOLD [155] wird über die Reaktion des entsprechenden α-Dicarbonyls unter 

Beteiligung eines weiteren α-Dicarbonylmoleküls und Fragmentierung der um ein C-Atom 

verkürzten Säure postuliert. Das Lysinamid GOLA entsteht nach der Reaktion der ε-

Aminogruppe mit GL. Zusätzlich kann dieses Crosslink, ähnlich wie CML, durch oxidative 

Fragmentierung des Amadori-Produkts gebildet werden [137]. In Reaktionsgemischen von 

Nα-Acetyl-L-Lysin mit Glucose wurden zwei Epimere der fluorophoren Quervernetzung 

Crossline identifiziert [158]. Als Intermediat wird das Lederer-Glucoson [7] vorgeschlagen, 

das nach Reaktion mit dem Amadori-Produkt die bivalente Lysinmodifikation bildet [156]. 

Hofmann et al. identifizierten GLC als Precursor des Pyraziniumradikalkations [25]. Diese 

Quervernetzung korreliert mit der Bildung von Melanoidinen und der Bräunung in GLC-
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Rinderserumalbumin-Inkubationen [157]. Als Vorläufer des Vesperlysin A werden neben 

Glucose [160] vor allem Ascorbinsäure, Ribose und Threose beschrieben [161], wobei die 

genauen Reaktionsmechanismen unbekannt sind. 

Tabelle 5: Monovalente Arginin-Modifikationen (Arg kennzeichnet die Modifizierung der Guainidinogruppe) 

Struktur 
Trivialname (Abkürzung) Literatur 

 R 

 

H Nω-Carboxymethylarginin (CMA) [162] 

CH3 Nω-Carboxyethylarginin (CEA) [163; 164] 

   

 

H Glyoxal-Imidazolinon 1 (G-H1) [165; 166] 

CH3 Methylglyoxal-Imidazolinon 1 (MG-H1) [167] 

CH2 ─ CH2 ─ CH2OH Propyl-Imidazolinon (PIO) [168] 

CH2 ─ (CHOH)2 ─ CH2OH 3-Desoxyglucoson-Imidazo. 1 (3DG-H1) [169] 

 

H nicht beschrieben (G-H2)  

CH3 Methylglyoxal-Imidazolinon 2 (MG-H2) [165] 

CH2 ─ (CHOH)2 ─ CH2OH 3-Desoxyglucoson-Imidazo. 2 (3DG-H2) [170] 

   

 

H Glyoxal-Imidazolinon 2 (G-H3) [171] 

CH3 Methylglyoxal-Imidazolinon 3 (MG-H3) [165] 

CH2 ─ (CHOH)2 ─ CH2OH 3-Desoxyglucoson-Imidazo. 3 (3DG-H3) [170] 

   

 

 Argpyrimidin (AP) [172] 

   

   

   

 

 Tetrahydropyrimidin (THP) [173] 

   

   

   

 

Neben der ε-Aminogruppe des Lysins ist die Guanidinogruppe des Arginins eine weitere 

Aminosäureseitenkette, die im Zuge der Maillard-Reaktion vielfältig modifiziert wird. Hierbei 

werden für die monovalenten Strukturen (Tabelle 5) ausschließlich α-Dicarbonyl-
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verbindungen als unmittelbare Vorläufer genannt. Neben den linearen Modifikationen CMA 

[162] und CEA [163; 164], die aus der Reaktion mit GL bzw. MGO resultieren, sind vor 

allem cyclische Strukturen, wie Imidazolinone und Pyrimidine von Bedeutung. Für die 

Imidazolinone können drei Konstitutionsisomere mit unterschiedlicher Stellung der δ-

Aminogruppe postuliert werden. Während in den GL-, MGO- bzw. 3-DG-Arginin-

Modifikationen Typ 2 und 3 (Tabelle 5) der δ-Stickstoff endocyclisch vorliegt, reagiert die 

Guanidinogruppe im Isomer Typ 1 zum Imidazolinon mit exocyclischen δ-Stickstoff [165; 

170]. Im MG-H1 konnten durch die Doppelbindung am Stickstoffatom zwei zusätzliche 

tautomere Formen nachgewiesen werden [167]. Weitere Isomere entstehen durch 

Racemisierung des chiralen Zentrums im Imidazolinonring. So wurden in 

Modellinkubationen für MG-H2 und MG-H3 jeweils zwei Diastereomere zu gleichen 

Anteilen gebildet [165]. Als stabiles, fluoreszierendes Endprodukt der Reaktion von Arginin 

mit MGO wurde zunächst das 5-Methylimidazolon [174] beschrieben, das in weiteren 

Untersuchungen allerdings als Pyrimidinderivat AP [172] identifiziert wurde. Ein weiteres 

Derivat, das THP [173], entsteht ebenfalls durch Reaktion der Guanidinogruppe mit zwei 

Molekülen MGO und ist aufgrund seiner Struktur ein möglicher Vorläufer des APs. 

Tabelle 6: Bivalente Lysin-Argin-Modifikationen 
(Lys kennzeichnet die Modifizierung der ε-Aminogruppe, Arg die Modifizierung der Guanidinogruppe) 

Struktur 
Trivialname (Abkürzung) Literatur 

 R 

 

H Glyoxal-Lys-Arg-Crosslink (GODIC) [175] 

CH3 Methylglyoxal-Lys-Arg-Crossl.(MODIC) [175] 

CH2 ─ (CHOH)2 ─ CH2OH 3-Desoxyglucoson-Lys-Arg-Crosslink [176] 

 (DODIC)  

 

 Pentosidin [177] 

   

   

 

 Glucosepan [178] 

   

   

   

 

Weitere bivalente Aminosäuremodifikationen sind Lysin-Arginin-Quervernetzungen. 

Diese wurden sowohl in Modellinkubationen als auch in Lebensmitteln und in vivo 
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nachgewiesen. Tabelle 6 zeigt die wichtigsten Strukturen. α-Dicarbonylverbindungen sind 

auch bei diesen Modifikationen von zentraler Bedeutung. Während bei den „-ODIC“-

Verbindungen die jeweiligen namensgebenden α-Dicarbonyle (Tabelle 6) durch 

Aldiminbildung [175] unmittelbare Vorläufer sind, wird Glucosepan [178] aus dem Amadori-

Produkt des Lysins und dessen Umlagerung in das Lederer-Glucoson gebildet. Nach Ring-

schluss und Wassereliminierung dieser intermediären α-Dicarbonylverbindung folgt die 

Reaktion mit der Guanidinogruppe des Arginins [7; 176]. Durch Inkubation von protein-

gebundenem Lysin und Arginin mit Pentosen, wie Ribose, Arabinose und Xylose konnte das 

fluoreszierende Pentosidin [177] isoliert werden. Es entsteht über ein bicyclisches Intermediat 

[176], das oxidiert wird und anschließend Wasser abspaltet. 

Die Analytik der einzelnen Aminosäuremodifikationen muss der entsprechenden Struktur 

angepasst werden. Während die Bestimmung der freien Verbindungen in Modellinkubationen, 

Lebensmitteln oder physiologischen Proben verhältnismäßig einfach ist, können 

proteingebundene Modifikationen erst nach vollständiger Hydrolyse der Peptidbindungen 

analysiert werden. Die Totalhydrolyse des Proteins erfolgt zumeist durch Einwirkung starker 

Säuren und hoher Temperaturen. Da viele der beschriebenen Strukturen unter diesen 

extremen Bedingungen zerstört werden, wurden Methoden etabliert, die eine Hydrolyse des 

Proteins durch mehrere Enzyme beinhalten [137; 179]. Weiterhin entstehen einige der oben 

genannten Verbindungen erst im Verlauf der Säurehydrolyse und stellen somit keine nativen 

Proteinmodifikationen dar. Als Beispiele hierfür sind das Furosin und das Glyoxal-

Imidazolinon 3 (G-H3) zu nennen, die erst während der Säurehydrolyse aus dem Amadori-

Produkt bzw. dem Dihydroxyimidazolidin und dem CMA gebildet werden [132; 180]. Neben 

der chemisch-instrumentellen Bestimmung der unterschiedlichen Modifikationen wurden für 

einige Strukturen immuno-chemische Analyseverfahren entwickelt. Nachteile dieser 

schnellen und kostengünstigen Methoden sind ihre geringere Spezifität, ihre Matrix-

abhängigkeit und die Möglichkeit von Kreuzreaktion [181; 182]. 

1.2.2 Bedeutung von Proteinmodifizierungen in Lebensmitteln und in vivo 

Die Modifizierung von Lebensmittelproteinen reicht von der enzymatischen Proteolyse in 

fermentierten Produkten über chemische Modifikation einzelner Aminosäureseitenketten bis 

zur kovalenten Polymerisation der Makromoleküle während der Herstellung, Lagerung und 

Verarbeitung. Bekanntes Beispiel für proteolytische Proteinmodifizierung in fermentierten 

Lebensmitteln ist bei der Käseherstellung und -reifung die Spaltung der Caseine durch 

Labenzym, Starterbakterien oder sekundäre Mikroorganismen [183; 184]. Chemische Protein-

modifizierungen sind z. B. die Oxidationen und Proteinquervernetzungen bei teilweise 
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extremen Herstellungs- und Verarbeitungsbedingungen (pH-Wert, Temperatur usw.). Die 

gebildeten Aminosäuremodifikationen bestimmen dabei maßgeblich die Textur sowie die 

ernährungsphysiologischen Eigenschaften des Lebensmittels. So ist die oxidative Bildung von 

Disulfidbrücken für die strukturellen Veränderungen beim Kochen von Fleisch [185] sowie 

deren Transfer für die viskoelastischen Eigenschaften des Teiges von Backwaren 

verantwortlich [186]. Die Gelierung und die damit verbundene Texturveränderung von 

Fischmuskelfleisch bei der Herstellung von Surimi wird ebenfalls auf die Ausbildung von 

Crosslinks zurückgeführt. Die in diesem traditionell japanischen Lebensmittel nach-

gewiesenen Aminosäuremodifikationen sind die durch Transglutaminase erzeugte Isopeptid-

bindungen [187]. Als weiteren positiven Effekt der Proteinmodifizierung wird die gesteigerte 

antioxidative Kapazität eines Lebensmittels durch Bildung von MRPs wie Pronyl-Lysin 

diskutiert [146; 188]. 

Neben den gewünschten Einflüssen auf die Textur und auf die oxidative Stabilität, 

verringern Modifizierungen von Proteinen allerdings auch deren Verdaulichkeit und damit die 

ernährungsphysiologische Qualität des Lebensmittels. Thermisch- und alkali-induzierte 

Crosslinks wie Lysino-, Histidinoalanin und Lanthionin reduzieren wesentlich die Effektivität 

von Verdauungsenzymen [131; 189; 190]. Darüber hinaus führen Lysinoalanin und andere 

stabile Lysinmodifikationen der Maillard-Reaktion zum irreversiblen Verlust dieser für den 

Menschen essentiellen Aminosäure. Die Bedeutung der Maillard-Reaktion zur Bewertung der 

ernährungsphysiologischen Qualität von Lebensmittelproteinen wird durch die Verwendung 

von Aminosäuremodifikationen, wie Furosin [191], CML [192], Pyrralin [193] oder 

Pentosidin [194] hervorgehoben. Außerdem konnten Gehalte von GODIC, MODIC oder 

Glucosepan in Lebensmitteln in ähnlichen Größenordnungen wie von Lysino- und 

Histidinoalanin bestimmt werden [131; 195]. 

Da die Modifizierungsrate durch Reaktionen der nicht-enzymatischen Bräunung mit der 

Temperatur stark zunimmt, ist es theoretisch möglich, die Bestimmung von 

Aminosäuremodifikationen als „Prozesskontrolle“ bei der Herstellung von hitzeempfindlichen 

Lebensmitteln zu wählen. So wurden z.B. in Modellversuchen die Bildung von CML, Furosin 

oder Pronyl-Lysin beim Rösten von Kaffee [196], Erhitzen von Milch [197; 198] oder beim 

Backen von Brot [146] untersucht. Durch Temperatureinwirkung bei der Sprühtrocknung und 

Sterilisation von Babynahrung sind bei diesem sensiblen Lebensmittel Lysinblockade und 

Polymerisation von großer Bedeutung. Hier bedarf es einer ständigen Kontrolle [199]. Die 

Bildung von MRPs wurde auch in fermentierten Lebensmitteln wie Bier und Käse während 

Produktion und Lagerung untersucht. Der AP-Gehalt in kommerziell erhältlichen Bieren 
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korreliert direkt mit dem Würzegehalt und der Farbe und ermöglicht damit Rückschlüsse auf 

die jeweiligen Herstellungsbedingungen [200]. Die Reifung von Käse kann durch die 

Bestimmung von Nα- und Nε-2-Furoylmethylaminosäuren, also durch MRPs der frühen Phase, 

charakterisiert werden [201]. 

Wie bereits in Abschnitt 1.2.1 beschrieben, werden Proteine in vivo für bestimmte 

Aufgaben und Funktionen umfangreich proteolytisch oder mono- bzw. polyvalent modifiziert. 

Die entsprechenden Veränderungen wurden eingehend untersucht und sollen an dieser Stelle 

nicht näher beschrieben werden. Zusätzliche Bedeutung erhielten Proteinmodifizierungen mit 

dem Nachweis der Maillard-Reaktion unter physiologischen Bedingungen. Dieser erfolgte 

durch die chromatographische Auftrennung verschiedener Fraktionen (Sammelbegriff HbA1) 

des Hämoglobins [202] und der Identifizierung des Amadori-Produktes am N-terminalen 

Ende der β-Kette der Fraktion HbA1c [203]. Der Anstieg der Fluoreszenz von Proteinen mit 

gesteigerter Glucosylierung [204] deutet auf die komplexen Folgereaktionen der nicht-

enzymatischen Bräunung hin. Vor allem im Alter oder bei Diabetes mellitus werden 

Hautcollagen, Augenlinsenprotein oder Blutproteine vermehrt durch Glucose modifiziert. 

Sowohl Nε-Fructoselysin (FL) [205] als auch fluoreszierende (Pentosidin [205; 206], 

Crossline [207], Vesperlysin A [161], AP [206]) sowie nicht-fluoreszierende (CML [205], 

CEL [142], Glucosepan [208], MG-H1/H2 [209], GOLD/MOLD [210]) Lysin- und 

Argininmodifikationen konnten in verschiedenen Körperflüssigkeiten und Geweben 

nachgewiesen werden. Die stabilen Strukturen werden im angelsächsischen Sprachgebrauch 

aufgrund des zunächst beschriebenen Bildungsmechanismus als „Advanced Glycation 

Endproducts“ (AGEs) bezeichnet. Neben Glucose sind reaktive α-Dicarbonylverbindungen 

direkte Vorläufer für AGEs. Da die Quellen dieser Strukturen (Abschnitt 1.1.1) vielfältig sind, 

ist auch die Bildung der resultierenden Aminosäuremodifikationen in vivo nicht unmittelbar 

auf erhöhte Glucosegehalte beschränkt. Trotz normaler Blutzuckerwerte können infolge 

erhöhter α-Dicarbonylgehalte durch Oxidation von Zuckern [22; 28; 211] oder Lipiden [55-

57], bei Niereninsuffizienz [58; 212; 213] und genetischer Disposition [214] Protein-

modifizierungen und gesteigerte AGE-Gehalte gemessen werden. Die Oxidation von Serin 

durch Myeloperoxidase [215] oder NADPH-Oxidase [60] bei inflammatorischer Stimulation 

stellt eine weitere AGE-Quelle in vivo dar, da intermediär gebildetes GLC (Abschnitt 1.1.1) 

unmittelbarer Vorläufer des CMLs ist [151]. Neben der endogenen AGE-Synthese werden 

diese stabilen Verbindungen zusätzlich durch Lebensmittel aufgenommen. Bei Patienten mit 

Nierenerkrankungen führt dies zur Erhöhung der Serum-AGE-Gehalte [216]. Absorption und 

anschließende Exkretion der Lebensmittel-AGEs ist dabei abhängig von der jeweiligen 
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Aminosäuremodifikation und dem Verhältnis zwischen proteingebundener und freier Form 

[217]. Einen Überblick zu den bekannten Mechanismen der AGE-Bildung in vivo zeigt 

Abbildung 6. 

 
Abbildung 6: Mechanismen der AGE-Bildung 

Neben der Funktion als Marker in vivo gibt es zahlreiche Belege, dass AGEs unmittelbar 

bei der Entwicklung von Folgekrankheiten im Alterungsprozess oder bei Diabetes mellitus 

sowie bei der Entstehung von Urämie und Alzheimer beteiligt sind [218]. Makro- 

(Arteriosklerose) und mikrovaskuläre Erkrankungen der Retina, des Nephrons und peripherer 

Nerven korrelieren direkt mit den AGE-Gehalten in den betreffenden Geweben [170]. Dabei 

wurden spezifische Rezeptoren identifiziert, die bei den verschiedenen pathologischen 

Zuständen, vermehrt gebildet und durch AGEs aktiviert werden. Sie führen zu 

Entzündungsprozessen und zellulären Dysfunktionen [219]. Ein sehr intensiv untersuchter 

pro-inflammatorischer Rezeptor ist der AGE-bindende Rezeptor (RAGE). Er gehört zur 

Familie der Immunoglobuline von Zelloberflächenmolekülen und ist auf Muskel-, Endothel-, 

Nervenzellen und Makrophagen lokalisiert. RAGE aktiviert Signalwege zur Bildung reaktiver 

Sauerstoffspezies (ROS) sowie intrazellulärer und vaskulärer Adhäsionsmoleküle [220]. 

Proteingebundenes CML wurde als Bindungsstelle von RAGE nachgewiesen und deren 

Wechselwirkung als Auslöser pathogener Gefäß- und Entzündungskomplikationen 

identifiziert [221]. 

1.2.3 Funktionalisierung durch Proteinmodifizierung 

Aufgrund ihrer physiko-chemischen und strukturellen Merkmale besitzen Proteine zum 

Teil einzigartige funktionelle Eigenschaften. Die Ausbildung stabiler Schäume, Emulsionen 

und Gele oder die Möglichkeit der Beschichtung und Filmbildung wird dabei durch 

intrinsische (z.B. Aminosäuresequenz, Nettoladung, Ladungsverteilung) und extrinsische (z. 

B. Temperatur, pH, Ionenstärke) Faktoren beeinflusst [222]. Die funktionellen Eigenschaften 
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Nettoladung, Ladungsverteilung oder sterische Aspekte haben unmittelbaren Einfluss auf die 

Löslichkeit, die Schaumbildung und die Emulgierbarkeit. Größe, Gestalt und Flexibilität von 

Proteinen regulieren die hydrodynamischen Eigenschaften wie Viskosität und Gelbildung 

[223]. Durch physikalische, chemische oder enzymatische Modifizierungen können diese 

Eigenschaften für Anwendungen in der Medizin, Pharma-, Lebensmittel- oder 

Kosmetikindustrie gezielt beeinflusst werden [222-224]. 

Schäume sind disperse Luft/Wasser-Gemische. Durch ihren amphiphilen Charakter 

adsorbieren Proteine mit ihren hydrophoben Bereichen an der Phasengrenze, verringern die 

Grenzflächenspannung und assoziieren durch intermolekulare Wechselwirkungen in 

kohäsive, viskoelastische Filme. Die verschiedenen Proteine unterscheiden sich im 

Bildungsvermögen und in der Stabilität der Schäume. Während β-Casein die 

Oberflächenspannung stark reduziert und schnell das Volumen des Systems erhöht, sind 

aufgrund begrenzter Protein-Protein-Wechselwirkungen die resultierenden Schäume relativ 

instabil. Dagegen bleibt bei Rinderserumalbumin die Tertiärstruktur an der Phasengrenze 

erhalten. Durch Ausbildung eines stabilen intermolekularen Netzwerks entstehen starke 

zusammenhängende Filme, die die Stabilität der Schäume erhöhen [223]. Modifizierungen 

von Proteinen sind in der Lage die Schaumbildung und -stabilität zu verbessern. So führt eine 

schonende Hitzebehandlung von Ovalbumin zur teilweisen Auffaltung der starren 

Konformation. Die Flexibilität und der Anteil hydrophober Abschnitte nehmen zu, womit die 

Schaumdichte erhöht und das Abfließen der Flüssigkeit verringert wird [225]. Die 

Schaumeigenschaften von Molkenproteinen können durch partielle enzymatische Hydrolyse 

beeinflusst werden [226]. Allgemein verschlechtern sich die Schaumeigenschaften mit 

steigendem Hydrolysegrad. Peptide mit dem Molekulargewicht von 3-5 kDa fördern 

allerdings die Schaumbildung und die Fraktionen über 7 kDa erhöhen dessen Stabilität [227]. 

Die Funktionalisierung von Proteinen kann außerdem durch Modifikation der Aminosäuren 

im Zuge der Maillard-Reaktion erfolgen [222]. Mono- und Polysaccharide binden als 

Amadori-Produkt kovalent an die primären Aminogruppen und verbessern sowohl 

Schaumvermögen als auch Schaumstabilität durch Entfaltung und Freilegung hydrophober 

Abschnitte sowie durch Proteinoligomerisierung [228]. Die Effekte sind dabei abhängig von 

der Reaktivität des verwendeten Zuckers [229]. 

Die oberflächenaktiven Eigenschaften von Proteinen bestimmen außerdem die Bildung 

und Stabilisierung von Öl-in-Wasser-Emulsionen. Die Faktoren (Adsorptionsrate an der 

Phasengrenze, Verringerung der Grenzflächenspannung, Filmbildung), die dieses disperse 

System beeinflussen, sind ähnlich der der schaumbildenden. Hervorzuheben ist die Verteilung 
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der hydrophoben Aminosäuren im Makromolekül, da die Oberflächenhydrophobizität direkt 

mit der emulgierenden Wirkung korreliert [223]. Das Bildungsvermögen und die Stabilität 

einer Emulsion kann durch Modifizierung der Proteine verbessert werden. Die Methoden sind 

aufgrund der molekularen Grundlagen dieser funktionellen Eigenschaft ähnlich denen zur 

Verbesserung des Schaumverhaltens. So wird durch trockenes Erhitzen die Hydrophobizität 

der Oberfläche von Ovalbumin vergrößert. Dies führt zu einem Anstieg der Emulsions-

aktivität (maximale Phasengrenzfläche pro Gewichtseinheit des Proteins) und -stabilität [230]. 

Glycosylierung mit Glucose oder Galactomannan erhöhen entweder durch Konformations-

änderung des Proteins [231] oder durch physikalischen Schutz des Proteinfilms der 

Öltröpfchen die Stabilität der Emulsion [232]. Enzymatische Umwandlungen von Asparagin 

und Glutamin in die entsprechenden Säuren wirken ebenfalls stabilisierend. Die Auswirkung 

dieser Art der Modifizierung auf die Emulsionsaktivität ist hingegen vom Protein abhängig. 

So wird dieser Parameter bei Sojaprotein [233] erhöht, während die maximale Phasen-

grenzfläche pro Gewichtseinheit bei einem Haferproteinisolat durch Deamidierung reduziert 

wird [234]. 

Für die Bildung von Schäumen und Emulsionen sind die Wechselwirkungen mit den 

Phasengrenzen Protein-Gas bzw. Protein-Fett bedeutsam. Zur Ausbildung eines Gels sind 

Interaktionen zwischen Proteinen essentiell. Ein Gel ist ein disperses System bei dem die 

disperse Phase ein dreidimensionales Netzwerk bildet und dabei das Dispersionsmittel 

immobilisiert. Es besitzt viskoelastisches Verhalten und vereint daher die Eigenschaften einer 

Flüssigkeit mit denen eines Festkörpers. Strukturell können Proteingele nach Flory [235] in: 

• durch physikalische Polymerisation gebildete Netzwerke mit größtenteils 

ungeordneten, jedoch einigen lokal geordneten Bereichen oder 

• ungeordnete Strukturen aus aggregierten Dispersionen eingeteilt werden. 

Namensgebend für den gesamten Prozess der Gelierung ist die thermoreversible Sol-Gel-

Umwandlung einer erhitzten Gelatinelösung. Dieses zur ersten Klasse zählende Proteingel 

entsteht durch Bildung geordneter Bereiche, ähnlich der Konformation des nativen Collagens. 

Die hoch geordneten Triplehelices oder „junction zones“, die hauptsächlich durch 

Wasserstoffbrücken stabilisiert werden, werden durch Regionen einzelner Proteinketten 

unterbrochen [236; 237]. Während bei Gelatine die Gelbildung mit der Renaturierung der 

Peptidketten einhergeht, gelieren nichtfibrilläre Proteine durch Denaturierung der nativen 

Konformation. Globuläre Proteine werden durch Hitze oder extreme pH-Werte denaturiert 

und lagern sich durch intermolekulare Wechselwirkungen (kovalente Vernetzung, polare und 

hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoff- und Salzbrücken) zu dreidimensionalen 
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Netzwerken an. Da durch partielle Denaturierung vermehrt hydrophobe Abschnitte freigelegt 

werden, dominieren diese Wechselwirkungen und bedingen den hauptsächlich thermo-

irreversiblen Charakter dieser Gele [72; 238]. Die Eigenschaften eines Gels lassen sich durch 

Proteinmodifizierung systematisch beeinflussen. So wirken Zucker stabilisierend gegenüber 

der Hitzedenaturierung von Molkeproteinen [239]. Außerdem erhöht die Maillard-induzierte 

Polymerisation die Gelstärke von Ovalbumin [240]. Die Quervernetzung von Gelatine durch 

Transglutaminase [236; 241] oder Methacrylamid [242] unterstreicht den Einfluss kovalenter 

Crosslinks auf die Stabilität eines Hydrogels. Vor allem Transglutaminase ist eine der 

Möglichkeiten der Funktionalisierung von Proteinen. Diese Art der Quervernetzung erhöht 

die Stichfestigkeit von Joghurt [243]. Sie hat aber keinen Einfluss auf die ernährungs-

physiologische Qualität, da weiterhin die Aminosäuren der Isopeptidbindungen während der 

Verdauung verfügbar sind [244]. 

Wie zuvor erwähnt, sind Proteine in der Lage kohäsive Filme auszubilden. Damit können 

sie in der Lebensmittelindustrie als „Essbare Beschichtung“ genutzt werden oder die 

klassischen erdölbasierenden Folien als nachwachsendes, biologisch abbaubares Biopolymer 

ersetzen. Die Proteinquellen sind vielfältig. Quantitativ bedeutend sind aufgrund der 

Rohstoffe tierische Proteine wie Gelatine [245] und Milchproteine [246] sowie pflanzliche 

Proteinisolate von Soja oder Getreide [247; 248]. Je nach Anwendung müssen diese Folien 

bestimmte Anforderungen erfüllen. Von Bedeutung sind vor allem die Barriereeigenschaften 

[249] gegenüber Wasserdampf, Sauerstoff oder Aromastoffen und die Beständigkeit 

gegenüber Lösungsmitteln oder mechanischen Beanspruchungen [250]. Um diese 

Eigenschaften gezielt zu beeinflussen, werden die Proteine entweder enzymatisch oder 

chemisch modifiziert. Als Modifier dienen bifunktionelle Strukturen wie Glutaraldehyd [251], 

GL [252] oder Diisocyanate [253] und andere aminosäurereaktive Substanzen wie Genipin 

[254] oder Formaldehyd [252]. Die chemische aber auch die enzymatische Vernetzung mit 

Transglutaminase reduzieren das Quellvermögen sowie die Löslichkeit und erhöhen die 

Steifigkeit der Folien [252]. Ziel der Forschung ist die physikalischen Parameter mit den 

molekularen Eigenschaften zu korrelieren, um hochfunktionelle Produkte reproduzierbar zu 

erzeugen. 
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2 Zielstellung 

Die Modifizierung von Proteinen bei der Herstellung und Verarbeitung von Lebensmitteln 

als auch unter physiologischen Bedingungen ist von entscheidender Bedeutung. Darüber 

hinaus können die Eigenschaften dieser Makromoleküle gezielt beeinflusst und sie damit für 

bestimmte Anwendungen funktionalisiert werden. Vor allem hochreaktive α-

Dicarbonylverbindungen sind von Interesse, da sie aufgrund vielfältiger 

Bildungsmechanismen sowohl im Lebensmittel als auch in vivo wichtige Reaktionspartner 

mit Aminosäureseitenketten darstellen. Glyoxal und Methylglyoxal sind die mit Abstand 

bedeutendsten Strukturen, Arginin und Lysin aufgrund ihrer Reaktivität die bevorzugten 

Modifizierungsstellen im Protein. Trotz zahlreicher Untersuchungen zu den 

Reaktionsmechanismen konnten diese nicht abschließend aufgeklärt werden. Weiteren 

Forschungsbedarf auf dem Gebiet der Proteinmodifizierung im Zusammenhang mit der 

Maillard-Reaktion besteht bei der Funktionalisierung von Proteinen und der Herstellung von 

Lebensmitteln mit geringer Temperatureinwirkung. 

Ziel vorliegender Arbeit war es daher, detaillierte Einblicke in den Mechanismus der 

Argininmodifizierung durch Methylglyoxal zu erhalten. Dazu wurden wichtige Intermediate 

der Reaktion isoliert und in ihrer Struktur aufgeklärt. Durch Inkubation der 

Einzelverbindungen wurde dann der Reaktionsmechanismus aufgestellt, der die gegenseitigen 

Beziehungen der in der Literatur beschriebenen Methylglyoxal-Arginin-Modifikationen 

beschreibt. Besonderes Augenmerk lag auf den zentralen Intermediaten und den stabilen 

Endprodukten. 

Der anwendungsbezogene Aspekt der Arbeit wurde durch die Untersuchung Maillard-

modifizierter Gelatinefolien und durch die Bestimmung von Maillard-relevanten 

Verbindungen während der Käsereifung herausgearbeitet. Gelatine wurde in wässriger 

Lösung mit Glyoxal modifiziert. Die nach der Gelierung und Trocknung erhaltenen Folien 

wurden umfangreich charakterisiert. Die chemisch-physikalischen Parameter wurden dann 

mit anwendungsrelevanten Eigenschaften wie mechanische Beständigkeit und 

Gaspermeabilität korreliert. Die Bestimmung von Lysinmodifikationen der frühen sowie 

fortgeschrittenen Phase der Maillard-Reaktion während der Käsereifung diente als 

Anwendungsbeispiel für die Proteinmodifizierung bei der Lebensmittelherstellung. 

Gleichzeitig wurden wichtige α-Dicarbonylverbindungen sowohl bei der Lagerung von 

Sauermilchkäse unter definierten Bedingungen als auch bei kommerziell erhältlichen Goudas 

unterschiedlicher Reifegrade analysiert. Der Zusammenhang zwischen Aminosäure-

modifizierung und α-Dicarbonylverbindungen wurde erarbeitet.  
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3 Einordnung und Zusammenfassung der Forschungsergebnisse 

3.1 Mechanistische Untersuchungen zu Proteinmodifikationen 

Aufgrund der vielfältigen Bildungsmechanismen (Abschnitt 1.1.1) ist MGO eines der 

bedeutendsten α-Dicarbonyle. Es konnte in diversen Lebensmitteln und in physiologischen 

Proben nachgewiesen werden (Tabelle 1, Tabelle 2). Neben der intermolekularen 

Polymerisation in hochkonzentrierten Lösungen [255] ist die Reaktion mit nukleophilen 

Verbindungen von Bedeutung. Während der nicht-enzymatischen Bräunung sind hierbei die 

Seitenketten der Aminosäuren Lysin, Arginin und Cystein wichtigste Reaktionspartner, wobei 

die Guanidinogruppe des Arginins in Modellinkubationen sowohl reversibel als auch 

irreversibel den größten Anteil des MGOs bindet [174]. Wie in Abschnitt 1.2.1 gezeigt, 

gehören zu den irreversiblen Strukturen Proteinquervernetzungen (MODIC) und monovalente 

Modifikationen (CEA, Imidazolinon-Derivate, Pyrimidin-Derivate). Die Relevanz dieser 

Verbindungen wird neben der Bildung in Modellinkubationen durch den Nachweis in 

Lebensmitteln sowie physiologischen Proben verstärkt. Tabelle 7 zeigt die Gehalte einiger 

MGO-Arginin-Modifikationen in unterschiedlichen Matrices. Trotz der quantitativen Bestim-

mung ist wenig über den genauen Bildungsweg und den mechanistischen Zusammenhang 

dieser Verbindungen bekannt. 

Tabelle 7: MGO-Arginin-Modifikationen in Lebensmitteln und physiologischen Matrices 

Matrix 
Argininmodifikation [nmol/l bzw. nmol/kg Protein] 

Literatur 
MG-H1 MG-H2 AP MODIC 

Bier - - < 27a - [200] 

Cola 10,1a - - - [256] 

Milch roh 51a 756b - - - [256] 

 pasteurisiert 42a 2066b - - - [256] 

Brezelkruste 3947-5702b - - 124; 306b [167; 195] 

Augenlinsen klar 2848b 1504b 72b 65,5b [209; 257] 

 Katarakt 5278b 3348b 256b 80b [209; 257] 

Blut frei 1a, c - > 18a, c - [170] 

 gebunden 15540b, c - < 500b, c 4,1b, d [170; 257] 
a frei 
b proteingebunden 
c Blutplasma [nmol/l] 
d Serumalbumin [nmol/kg Protein] 

 



Einordnung und Zusammenfassung der Forschungsergebnisse 31

3.1.1 Bildung von Methylglyoxal-Arginin-Modifikationen 

Um den Mechanismus zwischen der Reaktion von MGO mit der Guanidinogruppe 

aufzuklären, wurde Nα-geschütztes L-Arginin unter physiologischen Bedingungen (pH 7,4; 

37 °C) mit frisch synthetisiertem MGO umgesetzt. Nach 24 h konnten sechs Verbindungen 

durch Ionenpaar-RP-HPLC mit Nachsäulenderivatisierung gemessen werden (Abbildung 7). 

AP wurde durch Messung der nativen Fluoreszenz detektiert. Die analytischen Referenz-

substanzen wurden entweder synthetisiert oder aus Arginin-MGO-Inkubationen durch 

Ionenaustausch- und Ionenpaarchromatographie isoliert und aufgereinigt. Die Struktu-

raufklärung erfolgte anschließend mittels 1H- und 13C-Kernresonanzspektroskopie (NMR). 

Die Bestimmung der Summenformeln durch hochauflösende Massenspektrometrie (HR-MS) 

bestätigte die chemische Struktur der Verbindungen. Neben dem CEA, den Imidazolinon-

Derivaten MG-H1 und MG-H3 sowie den Pyrimidinverbindungen THP und AP konnten zwei 

neue Modifikationen (7 + 8) detektiert werden. Da letztere sich schnell ineinander zu einem 

1:1-Gleichgewicht umwandelten und gleichzeitig extrem labil waren, gelang es nicht die 

Strukturen abschließend aufzuklären. Die genauen Versuchsanleitungen und Ergebnisse sind 

detailliert in der Veröffentlichung „Formation of Arginine Modifications in a Model System 

of Nα-tert-Butoxycarbonyl (Boc)-Arginine with Methylglyoxal“  [258] am Ende dieses 

Abschnitts wiedergegeben. 

 

Abbildung 7: HPLC-Chromatogramm der Nα-t-Boc-
Arginin-MGO-Inkubation nach 24 h 

 

Abbildung 8: Konzentrationen wichtiger Verbin-
dungen während der Inkubation von Nα-t-Boc-
Arginin mit MGO 

Abbildung 8 zeigt den Konzentrationsverlauf wichtiger Modifikationen bei 14-tägiger 

Inkubation von Nα-t-Boc-Arginin mit MGO. Als zentrales Intermediat der Reaktion wurde 

MG-H3 identifiziert. Unter den Versuchsbedingungen ist AP das einzige stabile Endprodukt 

und reicherte sich kontinuierlich während des Untersuchungszeitraums an. Durch 

Einzelinkubationen der Reinsubstanzen wurde der in Abbildung 9 gezeigte Reaktions-

mechanismus aufgestellt. Die Versuche bestätigten die Stellung des MG-H3 als zentrales 
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Intermediat. Interessanterweise konnte das dritte in der Literatur beschriebene Imidazolinon-

Isomer MG-H2 [165] nicht nachgewiesen werden. Obwohl diese Verbindung in vivo 

quantifiziert wurde (Tabelle 7), bestätigten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die Unter-

suchungen anderer Arbeitsgruppen zu Umsetzungen von Augenlinsenproteinen [209] oder 

Nα-t-Boc-Arginin [259] mit MGO. Als Gründe werden zum einen die bevorzugte Bildung des 

MG-H1 aufgrund sterischer Effekte und zum anderen die Reaktion des nukleophilsten 

Stickstoffatoms der Guanidinogruppe (Nδ) mit der reaktivsten Carbonylfunktion im MGO 

(Aldehydgruppe) zum MG-H3 benannt [259]. Die vorliegenden Ergebnisse stützen diese 

These und stellen den mechanistischen Zusammenhang zwischen den Imidazolinon-Derivaten 

dar. 

Ähnlich der Reaktion von Arginin mit GL [180] wurde das Isomer mit endocyclischem Nδ-

Stickstoff MG-H3 aus dem entsprechenden Dihydroxyimidazolidin kinetisch kontrolliert 

gebildet. Dieses wandelte sich mit steigendem pH-Wert über das offenkettige CEA in das 

thermodynamisch stabilere MG-H1 mit exocyclischem Nδ-Stickstoff um. Die beiden C-8-

Diastereomere des MG-H3 bildeten ein racemisches Gemisch (Verhältnis 1:1), wobei die 

Umwandlung zwischen beiden Strukturen über enolische Intermediate erfolgte. Alternative 

Erklärungen mit Ringöffnung und -schluss konnten ausgeschlossen werden, da in den 

entsprechenden Inkubationen kein CEA detektiert wurde. 

Das azide C-8-Proton ist sowohl für die Keto-Enol-Tautomerie als auch für die Reaktivität 

des MG-H3 essentiell und bestimmt seine zentrale Stellung im gesamten Reaktions-

mechanismus. So ist die Struktur in der Lage, mit einer Carbonylgruppe über 

Aldolkondensation entsprechende Produkte zu bilden. Der Nachweis des Aldolprodukts von 

MG-H3 in kommerziellen MGO-Lösungen wird somit durch Verunreinigungen mit 

Formaldehyd (HCHO) erklärt und wurde in Einzelinkubationen bestätigt. Überraschender 

Weise konnte für MG-H1 weder die Racemerisierung noch die Aldolreaktion mit HCHO 

beobachtet werden. Da bei Inkubation von isoliertem MG-H3 mit MGO sowohl das THP als 

auch das AP gebildet wurde, kann hierbei ebenfalls ein Aldolkondensationsprodukt als 

Intermediat postuliert werden. Die Umsetzung von isoliertem CEA mit MGO bestätigte diese 

Annahme, da hierbei die Reaktionskinetik zunächst den Ringschluss zum MG-H3 und die 

Reaktion anschließend mit der α-Dicarbonylverbindung unter Bildung der Pyrimidinderivate 

vermuten lässt.  

Obwohl das THP durch Decarboxylierung, Wassereliminierung und Oxidation als AP-

Vorgänger postuliert wurde [165], konnte in den Einzelinkubationen dieser Struktur das 

stabile Endprodukt nicht nachgewiesen werden. Vielmehr wurden die unbekannten Strukturen 
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7 + 8 als unmittelbare Vorläufer identifiziert. So konnte durch anaerobe Umsetzung des 

aufgereinigten Substanzgemisches der oxidative Schritt bei der AP-Bildung gezeigt werden. 

Für eine abschließende Aufklärung des Reaktionsmechanismus von MGO mit Arginin sollten 

diese Verbindungen allerdings in ihrer chemischen Struktur aufgeklärt werden. 

 
Abbildung 9: Bildung und Reaktionswege von MGO-Arginin-Modifikationen 
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3.1.2 Weiterführende Untersuchungen 

Die Reaktivität von MG-H3 wurde durch weitergehende Untersuchungen unterstrichen. 

Dazu wurde isoliertes MG-H3 mit verschiedenen physiologisch- und lebensmittelrelevanten 

Carbonylverbindungen umgesetzt. Bei der Reaktion mit Acetaldehyd (für die 

Inkubationsbedingungen, Isolierung der Strukturen und die Analyse des Umsetzungsgemisch 

vgl. „Material and Methods“ in [258]) konnte neben den bereits beschriebenen Strukturen die 

Bildung zweier neuer Modifikationen beobachtet werden. Ein entsprechendes RP-FLD-

Chromatogramm ist in Abbildung 10 dargestellt. Durch Ionenaustausch- und Ionenpaar-

chromatographie wurden beide Verbindungen isoliert und konnten mittels NMR und HR-MS 

in ihrer Struktur verifiziert werden (Tabelle A - 1, Tabelle A - 2). Es handelte sich um dia-

stereomere Aldolkondensationsprodukte (Acet1, Acet2) von Acetaldehyd mit MG-H3 an 

Position C-8 des Nδ-endozyclischem Imidazolinonrings. Damit wurde die Reaktivität der C-

H-aziden Position bestätigt. Die Bildung von Acet1 und Acet2 erfolgte innerhalb 24 h. Im 

weiteren Verlauf bauten sich die Strukturen wieder ab (Abbildung 11). Die Inkubationen der 

isolierten Referenzsubstanzen bestätigten diesen Abbau zum ursprünglichen MG-H3 und zum 

CEA (Anhang Abbildung A - 1, Abbildung A - 2). 

 

Abbildung 10: Chromatogramm der Inkubation (37 
°C, pH 7,4) von 5 mM MG-H3 mit 2,5 mM Acet-
aldehyd nach 6 h 

 

Abbildung 11: Konzentrationen der Verbindungen 
während der Inkubation (37 °C, pH 7,4) von 5 mM 
MG-H3 mit 2,5 mM Acetaldehyd 

Im Gegensatz zur Aldolkondensation von MG-H3 mit Formaldehyd werden bei der 

Reaktion mit Acetaldehyd die beiden Diastereomere nicht im Verhältnis 1:1 gebildet. Dies ist 

möglicherweise auf sterische Effekte zurückzuführen. Neben Acetaldehyd wurde auch 

Glyceraldehyd mit MG-H3 inkubiert. Bei dieser Umsetzung konnten mehrere Strukturen 

detektiert werden. Durch LC-MS-Messungen wurde das Masse/Ladungsverhältnis (m/z) 

dieser Verbindungen von 319 bestimmt (Abbildung A - 3). Dies entspricht dem positiv 

geladenen Ion des Kondensationsproduktes. Durch die zusätzlichen enantiomeren Zentren im 

Glyceraldehyd sind die Signale durch die Bildung mehrerer Diastereomere zu erklären. 
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Aufgrund des aziden Proton an C-8-Position des MG-H3 wurde außerdem eine verstärkte 

Elekrophilie der benachbarten Carbonylgruppe vermutet. Um diese These zu bestätigen, 

wurde das Nδ-endozyclische Imidazolinon mit verschiedenen nukleophilen Verbindungen wie 

Lysin, Cystein, Cystin und Cysteamin umgesetzt. Vor allem die Reaktion der ε-Aminogruppe 

des Lysins erhielt besondere Aufmerksamkeit, da dies einen alternativen Bildungsweg von 

MODIC darstellt. Hier kann der nukleophile Angriff an der Carbonylfunktion, gefolgt von 

Ringöffnung, Wassereliminierung und erneutem Ringschluss zum Nδ-exozyclischen MODIC 

formuliert werden. In den verschiedenen Inkubationen wurden allerdings für keine der 

verwendeten Nukleophile zusätzlichen Modifikationen detektiert. Der alternative MODIC-

Bildungsmechanismus wurde somit nicht bestätigt. Da in der Inkubation von MGO mit Lysin 

und der Argininzugabe nach 24 h mehr MODIC nachgewiesen wurde als bei der Reaktion 

von MGO mit Arginin und anschließender Lysinzugabe kann der in der Literatur [175] 

beschriebene Mechanismus bestätigt werden (Abbildung 12, Abbildung 13). Dabei 

kondensiert Lysin zuerst mit der Aldehydfunktion des MGOs und erst im zweiten Schritt 

reagiert die Guanidinogruppe des Arginin mit dem Aldimin. 

 

Abbildung 12: Bildung von MODIC (t = 77 h) in der 
Inkubation von 20 mM Arginin mit 20 mM MGO 
und Zugabe von 20 mM Lysin nach 24 h 

 

Abbildung 13: Bildung von MODIC (t = 77 h) in der 
Inkubation von 20 mM Lysin mit 20 mM MGO und 
Zugabe von 20 mM Arginin nach 24 h 

Die Umsetzungen mit weiteren Carbonylverbindungen bestätigte die Reaktivität von MG-

H3 und unterstreicht damit seine Bedeutung bei der Reaktion von MGO mit Arginin. 

Weiterhin wurden bisher nicht beschriebene Aminosäuremodifikationen nachgewiesen. 

Obwohl ein Abbau dieser Strukturen beobachtet wurde, kann der Nachweis im Lebensmittel 

oder in vivo nicht ausgeschlossen werden. Die Reaktionsbedingungen im Vergleich zu den 

untersuchten Modellinkubationen unterscheiden sich offensichtlich erheblich (vgl. Nachweis 

von MG-H2 in vivo). Außerdem konnte der in der Literatur postulierte Bildungsmechanismus 

von MODIC durch die vorliegenden Untersuchungen bestätigt werden. 
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3.2 Anwendungsbezogene Untersuchungen zur Proteinmodifizierung 

Der anwendungsbezogende Aspekt der vorliegenden Arbeit wurde durch zwei 

Themenkomplexe herausgearbeitet. Zunächst wird die gezielte Proteinmodifizierung am 

Beispiel der Funktionalisierung von Gelatinefolien aufgezeigt. Weiterhin wird die Käse-

reifung anhand der Veränderungen von Aminosäuren durch α-Dicarbonylverbindungen 

charakterisiert. Die dabei beobachtete Modifizierung ist ungerichtet, kann aber eventuell als 

Prozessparameter bei der Herstellung dieses Lebensmittels eingesetzt werden. 

3.2.1 Herstellung und Charakterisierung chemisch modifizierter Gelatinefolien 

Gelatine wurde als Kleber bereits vor 8000 Jahren von den Höhlenbewohnern des 

Mittleren Ostens verwendet. Auch die alten Ägypter nutzten nachweislich diese Eigenschaft 

des Biopolymers. Am Hof des englischen Königs Henry VIII (1491-1547) wurden eingelegte 

Gerichte mit „glitzerndem Kalbsfußgelee“ serviert. Während der napoleonischen Ära diente 

Gelatine als Proteinquelle der französischen Armee. Aufgrund der herausragenden 

Eigenschaften haben sich die Einsatzgebiete stetig erweitert. Die Produktion erfolgt heute 

großindustriell [224], wobei ca. 63 % in der Lebensmittel-, 27 % in der Pharmaindustrie und 

5 % für technische Anwendungen genutzt werden [260]. 

Gelatine ist ein hochmolekulares Polypeptidgemisch, das durch partielle Hydrolyse aus 

Collagen gebildet wird. Letzteres ist als Skleroprotein Bestandteil von Haut, Knochen, 

Sehnen und Bindegewebe und macht 25-30 % des menschlichen Gesamtproteins aus. Durch 

zwei verschiedene Aufschlussverfahren werden die Quervernetzungen des Haut- und 

Knochencollagens von Schweinen, Rindern und Fischen gespalten. Das zunächst unlösliche 

Protein kann in der Folge mit Wasser extrahiert werden. Anschließend werden die erhaltenen 

Gelatinelösungen entsalzt, konzentriert und sterilisiert und nach dem Trocknen als Pulver 

oder in Blattform in den Handel gebracht. Die durch Säureaufschluss (Acidic) hergestellte 

Typ A-Gelatine unterscheidet sich aufgrund dieses Behandlungsverfahrens von der durch 

Laugen (Basic) extrahierten Typ B-Variante in ihrer Aminosäurezusammensetzung und der 

Molekulargewichtsverteilung der Polypeptidketten [224; 261]. 

2005 wurden weltweit ca. 305000 Tonnen Gelatine produziert [224]. Aufgrund der 

teilweise einzigartigen Eigenschaften wird dieses Biopolymer vielfältig verwendet und ist 

z.B. in der Analogfotografie als Schutzkolloid unersetzlich. In kosmetischen Präparaten und 

in der Lebensmittelindustrie dient Gelatine aufgrund der Oberflächenaktivität als Stabilisator, 

Emulgator oder Klärungs- bzw. Schönungsmittel. Eine der bedeutendsten Eigenschaften ist 

der Einfluss auf die Textur eines Lebensmittels durch Ausbildung thermoreversibler Gele 



Einordnung und Zusammenfassung der Forschungsergebnisse 45

[262-264]. Populäre Beispiele sind Gummibärchen, Tortenguss und „Wackelpudding“ [224]. 

Auch in der Medizin und pharmazeutischen Industrie wird Gelatine umfangreich verwendet. 

Schwämme aus Gelatine wirken blutstillend und ermöglichen die Migration neuer 

Gewebszellen [224]. Wirkstoffe werden durch Gelatinekapseln oder -umhüllungen (Coatings) 

vor Sauerstoff, Licht und mikrobiellen Befall geschützt und vermeiden einen bitteren 

Geschmack bei oraler Applikation [265]. Wie auch bei den technischen Anwendungen 

(Korrosionsschutz von Metallen) und in der Lebensmittelindustrie („Essbare Folien“) ist vor 

allem die Fähigkeit der Filmbildung auschlaggebend. Grundsätzlich besteht hierbei die 

Möglichkeit, erdölbasierende Kunststofffolien durch erneuerbare, biologisch abbaubare 

Biopolymere zu ersetzen [224; 245]. 

Tabelle 8: Bestimmung und Bedeutung der untersuchten Folienparameter 

Parameter Kenngröße Bedeutung Methode 

physikalisch 
Wasseraufnahme Quellvermögen gravimetrische Bestimmungen 

nach Wasserlagerung der Folien 
unter definierten Bedingungen Masseverlust Löslichkeit 

mechanisch 
E-Modul Steifigkeit Aufnahme der Spannungs-

Dehnung-Kurven durch 
Zugversuch der Folien Zugdehnung Dehnbarkeit 

chemisch 

Arginin, Lysin Gehalt unmodifizierter AS 

Aminosäureanalytik mit 
RP-HPLC 

G-H3, CML Modifizierungsgrad (Lysin, Arginin) 

GOLD Grad der Quervernetzung 

GL, GLC Gehalt an nicht reagiertem Vernetzer Derivatisierung (RP-HPLC, GC) 

 

Ein Teil der vorliegenden Arbeit befasst sich mit der Entwicklung, Charakterisierung und 

Funktionalisierung von biologisch abbaubaren Gelatinefolien. Nach Abschnitt 1.2.3 können 

Proteine durch chemische oder enzymatische Modifizierung funktionalisiert und 

Eigenschaften gezielt auf die entsprechende Anwendung angepasst werden. Im Zuge eines 

BMELV-Verbundprojektes sollten sprühfähige, biologisch abbaubare Gelatinefolien für den 

Einsatz in der Landwirtschaft entwickelt werden. Als Voraussetzung für ihre Anwendung 

wurden wässrige Systeme mit umweltunbedenklichen Chemikalien bei möglichst niedrigen 

Kosten definiert. Es sollten wasserunlösliche Folien aus wässrigen Gelatinelösungen 

hergestellt werden. Da die in der Literatur beschriebenen Vernetzer entweder enzymatisch 

[252] und damit relativ teuer oder umweltschädlich [251] sind, wurde das Konzept der 

Proteinquervernetzung durch Intermediate der Maillard-Reaktion angewendet. Die Folien 

wurden unter definierten Bedingungen (Temperatur, Zeit) hergestellt. Grundlage war eine 

4 %-ige (w/v) Gelatinelösung, die mit unterschiedlichen GL- bzw. GLC-Konzentrationen 
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modifiziert wurde. Durch definierte Trocknung dieser Lösungen konnten Folien erzeugt 

werden, die anschließend physikalisch, mechanisch und chemisch charakterisiert wurden. 

Eine Übersicht der verschiedenen Parameter zeigt Tabelle 8. Die genauen Versuchs-

bedingungen sind in der Veröffentlichung „Model Studies on Chemical and Textural 

Modifications in Gelatin Films by Reaction with Glyoxal and Glycolaldehyde“ [266] am Ende 

dieses Abschnittes aufgeführt. 

Durch die Verwendung von GL oder GLC konnten die physikalischen und mechanischen 

Eigenschaften der Folien zielgerichtet beeinflusst werden. Für die α-Dicarbonylverbindung ist 

das Quellvermögen und die Löslichkeit in Abbildung 14 dargestellt. In Abhängigkeit von der 

Konzentration konnten die Wasseraufnahme und der Masseverlust sowohl durch GL als auch 

durch GLC stark reduziert werden, wobei sich die quantitativen Ergebnisse zwischen beiden 

Vernetzern allerdings unterschieden. Dies wurde durch die Bestimmung der mechanischen 

Parameter bestätigt. So waren die Zunahme des E-Moduls und die Abnahme der Reißdehnung 

in GL-Folien (Abbildung 15) stärker ausgeprägt als bei GLC-Vernetzung. 

 
Abbildung 14: physikalische Eigenschaften GL-
vernetzter Gelatinefolien 

 
Abbildung 15: mechanische Eigenschaften GL-
vernetzter Gelatinefolien 

Diese Unterschiede sind auf die verschiedenen Vernetzungsmechanismen der verwendeten 

Verbindungen zurückzuführen. Die Bestimmung der chemischen Parameter bestätigten diese 

Ergebnisse auf molekularer Ebene. Während durch die Analyse des freien GLCs in den Folien 

eine nahezu vollständige Reaktion der Carbonylverbindung beobachtet wurde, reduzierte sich 

der prozentuale GL-Umsatz mit steigender Vernetzerkonzentration. Der Anstieg des 

Masseverlusts in GL-modifizierten Folien (Abbildung 14) kann somit durch das Herauslösen 

von freiem bzw. reversibel gebundenem α-Dicarbonyl während der Wasserlagerung erklärt 

werden. Die quantitativen Bestimmungen von GL und GLC müssen kritisch diskutiert 

werden, da sich die jeweiligen Derivatisierungmethoden unterscheiden. So wird bei der 

Reaktion mit o-PD zusätzlich reversibel gebundenes GL (z.B. als GL-Imin) mit erfasst. 

Weitere Unterschiede in der Modifizierung und des Vernetzungsmechanismus ergeben sich 
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durch die Analyse der wichtigsten im Zuge der Maillard-Reaktion modifizierten Aminosäuren 

Lysin und Arginin sowie deren quantitativ bedeutendsten Folgemodifikationen CML bzw. 

Imidazolinon (G-H3). GOLD ist eine bivalente Proteinmodifikation zwischen zwei Lysin-

seitenketten und spiegelt somit unmittelbar den Vernetzungsgrad wieder. Während die 

Zunahme der Steifigkeit in GL-modifizierten Folien eindeutig mit dem Gehalt der Lysinquer-

vernetzung GOLD korrelierte, kann die gleichbleibende Zugdehnung in GLC-Folien 

wiederum durch das Fehlen dieser Verbindung erklärt werden. Allgemein können in GL-

Folien 50 % der modifizierten Lysin/Arginin-Reste als CML, GOLD und G-H3 bestimmt 

werden. In GLC-modifizierten Folien beschreiben diese Kenngrößen lediglich 10 %. Durch 

die höheren Kosten, den schwächeren Einfluss auf die Steifigkeit und die unzureichende 

Beschreibung der Modifizierung durch die gewählten Kenngrößen in GLC-Folien, wurden die 

folgenden Untersuchungen nur noch mit GL als Vernetzer durchgeführt. 

Ziel des Projektes war der Einsatz sprühfähiger Lösungen. Da beim Abkühlen durch 

thermoreversible Gelierung die Viskosität stark ansteigt, wurden Möglichkeiten erarbeitet den 

Gelierpunkt zu verschieben. Die Bestimmung des Gelpunktes der filmbildenden Gelatine-

lösung (FFS) und die Charakterisierung der gebildeten Hydrogele erfolgten mittels deforma-

tionskontrollierter Oszillationsrheometrie. Diese Messmethode gestattet Aussagen über die 

strukturelle Anordnung und das Verhalten der Polymerketten innerhalb des Gels [236; 241; 

242]. Da es sich bei einem Gel um eine viskoelastische Substanz handelt, sind das Speicher 

(G‘)- und Verlustmodul (G‘‘) wichtige Parameter. Dabei stellt G‘ den elastischen und G‘‘ den 

viskosen Anteil dar. Der Sol-Gel-Übergang ist die Umwandlung einer Substanz mit 

überwiegend viskosen Eigenschaften in eine mit vornehmlich elastischen. Als Maß zur 

Bestimmung des Gelpunkts dient G‘ = G‘‘ [267]. Durch das Abkühlen der Gelatine lagern 

sich einzelne Proteinketten zu Triplehelices, ähnlich dem des Collagens zusammen [236] und 

bilden dadurch ein thermoreversibles dreidimensionales Netzwerk [237]. Dieses ist in der 

Lage Wasser zu immobilisieren. Durch partielle Hydrolyse und gezielte Acetylierung der 

Gelatine im Vorfeld der chemischen Vernetzung mit GL konnten sowohl die rheologischen 

Eigenschaften der FFS als auch die physikalischen und chemischen Parameter der 

resultierenden Folien systematisch beeinflusst werden. Die genauen Vorschriften der 

chemischen Modifizierung durch Hydrolyse mit konzentrierter Salzsäure (HCl) und 

Acetylierung mit Essigsäureanhydrid (AAH) sind in der Veröffentlichung „Glyoxal 

modification of gelatin leads to change in properties of solutions and resulting films“ [268] 

am Ende diese Abschnittes aufgeführt. Die anschließende Vernetzung mit GL entsprach den 

Versuchen im vorstehenden Untersuchungskomplex. Temperaturprofil und Dauer der rheo-
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logischen Messungen wurden der chemischen Vernetzung und den Bedingungen der 

möglichen Anwendung angepasst. 

Wie die Abbildung 16 zeigt, verzögerte sich die Gelierzeit mit dem Grad der Hydrolyse 

bzw. der Acetyllierung. Bei der chemischen Modifizierung mit AAH ist insbesondere der pH-

Wert von Bedeutung, da dieser die Reaktivität der entsprechenden Aminosäure bestimmt. Bei 

pH 2 lagen die ε-Aminogruppen des Lysins protoniert vor und AAH reagierte daher 

überwiegend mit den Hydroxylgruppen des Hydroxyprolins und Hydroxylysins. Mit 

steigendem pH-Wert wurden zusätzlich die ε-Aminogruppen des Lysins acetyliert, was 

entscheidenden Einfluss auf die Ausbildung der Triplehelices hatte. Zusätzlich wird dies 

durch das Verhältnis von viskosem zu elastischem Anteil (tan δ) im resultierenden Gel 

bestätigt, da dieser Parameter sowohl bei Hydrolyse als auch bei pH 7-Acetylierung zunimmt. 

Wichtige Informationen über die Eigenschaften eines chemisch-modifizierten Gels lieferte 

tan δ auch nach Vernetzung der Gelatine. Hierfür wurden unbehandelte (UTG), partiell 

hydrolysierte (HG) und acetylierte (AG-pH 2, AG-pH 7) FFS mit GL vernetzt. Zum besseren 

Vergleich zwischen den verschiedenen FFS wurde in Abbildung 17 tan δ auf den 

entsprechenden Wert ohne GL normalisiert. Bis auf die bei pH 7 acetylierten Proben sank 

dieser Parameter mit steigender GL-Konzentration und kann mit der Ausbildung zusätzlicher 

kovalenter Bindungen erklärt werden [236; 241]. Weiterhin konnte in den hydrolysierten und 

acetylierten Proben eine Zunahme der Gelierzeit durch Reaktion mit GL beobachtet werden. 

 

Abbildung 16: Gelierzeit chemisch-modifizierter 
FFS 

 

Abbildung 17: Visko-elastische Eigenschaften des 
Hydrogels chemisch-modifizierter FFS 

Für die chemisch-physikalischen Untersuchungen wurde die unterschiedlich vorbehandelte 

Gelatine (HG, AAH) mit 5 % GL vernetzt, da diese Vernetzerkonzentration in den zuvor 

beschriebenen Untersuchungen (Abbildung 14, Abbildung 15) die besten Ergebnisse lieferte. 

Durch die Reaktion mit AAH bei pH 7 waren die Lysinseitenketten für die Vernetzung mit 

GL blockiert und die Bildung von Quervernetzungen wurde verhindert. Dies bestätigten die 

physikalischen und chemischen Kenngrößen der resultierenden Folien, da die CML- und 
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GOLD-Gehalte sehr gering bzw. nicht nachweisbar und die Folien in Wasser löslich waren. 

Auch in den hydrolytisch vorbehandelten Gelatinefolien wurden diese Parameter maßgeblich 

durch die molekular-strukturellen Eigenschaften des ursprünglichen Hydrogels bestimmt. Die 

Zunahme der Wasserabsorption und des Gewichtsverlusts mit steigender Hydrolyse konnten 

durch weniger Triplehelices und höheren viskosen Anteil erklärt werden. Gleichzeitig war 

durch die längere Gelierzeit eine gesteigerte GOLD-Bildung durch die erhöhte Mobilität der 

Polypeptidketten im Gel zu beobachten. 

Auch der Einfluss der Hydrolyse oder Vernetzung auf die Barriereeigenschaften zeigt: Die 

chemische Modifizierung ist ein leistungsstarkes Werkzeug der gezielten Protein-

funktionalisierung. Die Wasserdampf- und die Sauerstoffpermeabilität korrelierten mit den 

Merkmalen der filmbildenden Lösungen. Die Vernetzung mit GL reduzierte die Wasser-

dampfpermeabilität der unbehandelten Folien um ca. 50 %. Durch die Verwendung von 

Glycerin als Weichmacher wurde das freie Volumen des Systems vergrößert, die Dichte des 

Netzwerks reduziert und dieser Effekt ausgeglichen. Da durch die partielle Hydrolyse die 

resultierenden Folien sehr spröde waren, konnte durch Glycerin zusätzlich die Flexibilität der 

Folien erhöht werden. Weiterhin wurde die Wasserdampfdurchlässigkeit durch die Hydrolyse 

und durch die Acyetylierung erhöht, was die strukturellen Merkmale des ursprünglichen 

Hydrogels widerspiegelt. Interessanterweise beeinflusste die Acetylierung der Hydroxy-

gruppen durch niedrigen pH-Wert die Barriereeigenschaften nur geringfügig, obwohl das 

Quellvermögen dieser Folien stark verringert werden konnte. Die chemische Vernetzung hat 

auf die Sauerstoffpermeabilität nur einen geringen Einfluss. Einzig die Behandlung der 

Gelatine mit HCl erhöhte diesen Parameter leicht. 

Zusammenfassend kann festgehalten werden: Gelatinefolien können durch Maillard-

induzierte Quervernetzung hinsichtlich ihrer mechanischen, physikalischen und Barriere-

eigenschaften anwendungsgerichtet funktionalisiert werden. Im Zuge der Untersuchungen 

wurden chemische Parameter identifiziert, die die makroskopischen Merkmale auf 

molekularer Ebene beschreiben. Zusätzliche Modifizierungen durch partielle Hydrolyse oder 

Acetylierung der Gelatine im Vorfeld der Vernetzung zeigen Möglichkeiten auf, die 

Gelierzeit den Anforderungen einer technischen Realisierung anzupassen oder gezielt die 

Eigenschaften des entstehenden Hydrogels zu beeinflussen. Dabei wurden erstmals die 

Zusammenhänge zwischen den strukturellen Merkmalen des Gels mit den physiko-

chemischen Eigenschaften der resultierenden Folien auf wissenschaftlicher Ebene korreliert. 

Als Ausblick soll der mögliche Einfluss auf die Schaumstabilität erwähnt werden. Wie unter 
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1.2.3 beschrieben, sind für diese funktionelle Eigenschaft ebenfalls die viskoelastischen und 

mechanischen Merkmale sowie die Gasdurchlässigkeit der Proteinfilme von Bedeutung. 
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3.2.2 α-Dicarbonylverbindungen und Aminosäuremodifikationen als Marker der 

Käsereifung 

Mit der Domestizierung von Weidetieren wie Ziegen, Schafen und Kühen verfügten die 

Menschen neben dem Fleisch zusätzlich über deren Milch. Seit etwa 8000 Jahren ist daher 

auch Käse Bestandteil unserer Ernährung. Während der Lagerung der Milch in Gefäßen aus 

Ton oder Tiermägen koagulierten die Milchproteine durch Vermehrung von Milchsäure-

bakterien oder durch Restmengen der in den Mägen enthaltenen Proteasen [269]. Später 

wurde Milch gezielt für die Herstellung von Käse verwendet und heutzutage stehen dem 

Verbraucher weltweit etwa 2000 Varietäten zur Verfügung [72], deren gleichbleibend hohe 

Qualität bei der industriellen Produktion gewährleistet sein muss. 

Das Dicklegen der Milch erfolgt nach zwei Verfahren, die je nach Käsesorte auch in 

Kombination angewandt werden. Durch die mikrobielle Verwertung der Lactose zu 

Milchsäure wird der pH-Wert der Milch in die Nähe des isolelektrischen Punktes der Caseine 

abgesenkt. Mit neutraler Nettoladung sind diese nicht mehr im wässrigen Medium löslich und 

koagulieren zu Sauermilchquark [270]. Die proteolytische Dicklegung der Milch erfolgt vor 

allem durch Lab-Enzym und beruht auf der Spaltung des κ-Caseins in das para-κ-Casein und 

das Glycomacropeptid. Der stabilisierende Effekt dieses Proteins auf die Caseinmicellen geht 

verloren. Die Hydrophobizität der Mizellen steigt und durch ionische Wechselwirkungen 

aggregieren positiv geladenes para-κ-Casein und negativ geladene α- und β-Caseine zu 

unlöslichen Netzwerken [269; 271]. Nach dem Abtrennen der Molke und dem Formen des 

Käsebruchs erfolgen je nach Sorte die Behandlung mit Sekundärkulturen und die Reifung 

unter definierten Bedingungen. 

Dieser Prozess ist komplex und beinhaltet mikrobiologische und biochemische 

Veränderungen, die für das Aroma und die Textur der Käsesorte von entscheidender 

Bedeutung sind [272]. Vor allem Proteinmodifizierungen durch den proteolytischen Abbau 

der Caseine und die Modifikationen der Aminosäureseitenketten im Zuge der Maillard-

Reaktion sind hierbei von Interesse. Die Käsereifung kann daher über das Ausmaß der 

Proteolyse [273; 274] oder über die Bestimmung von Verbindungen der nicht-enzymatischen 

Bräunung charakterisiert werden. Obwohl CML in norwegischen Molkenkäse [275] und 

Cheddar [276] nachgewiesen wurde, wird in der Literatur vorwiegend das Amadori-Produkt 

als Marker der Käsereifung beschrieben. So wurde Furosin und Nα-Furoylmethylaminosäuren 

mit der Alterung diverser Käsesorten wie Manchengo [277], Grana Padano [278], Gouda 

[279], Cheddar [201] und Camembert [201] korreliert. α-Dicarbonylverbindungen stellen 

auch in diesem Lebensmittel potentielle Reaktionspartner bei Proteinmodifizierung dar. 
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Neben ihrer Bildung im Zuge der Maillard-Reaktion werden vor allem GL, MGO und DA 

während des Wachstums von Starterbakterien oder sekundären Mikroorganismen produziert 

und konnten in einigen Käsesorten nachgewiesen werden [99; 280-282]. Vor allem DA gilt 

als sehr aromapotent. Es besitzt eine buttrige Note und bildet durch Reaktion mit 

Aminosäuren weitere wichtige Aromastoffe in Milchprodukten [283; 284]. GL und MGO 

reagieren ebenfalls mit Aminosäuren, bilden jedoch hauptsächlich MRPs (Abschnitt 1.2.1). 

Da die stofflichen Veränderungen während der Käsereifung essentiell für die 

Eigenschaften des Produktes sind, ist das vollständige Verständnis der zugrundeliegenden 

Reaktionen Grundlage für eine wirksame Qualitätsbewertung und -sicherung. Die 

Charakterisierung der Käsereifung auf der Grundlage der nicht-enzymatischen Bräunung 

erfolgte in der vorliegenden Arbeit durch die Analyse verschiedener MRPs der frühen und 

fortgeschrittenen Phase sowie durch die Quantifizierung ausgewählter α-Dicarbonyl-

verbindungen. Als einen in der Literatur etablierten Parameter wurde das Ausmaß der 

Proteolyse durch Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

untersucht. Die genauen Versuchsvorschriften und Analysenmethoden sowie die ausführliche 

Darstellung und Diskussion der Ergebnisse erfolgte in der Veröffentlichung „Formation of 

Early and Advanced Maillard Reaction Products Correlates to the Ripening of Cheese“ am 

Ende dieses Abschnitts. 

 

Abbildung 18: CEL-Gehalt während der Reifung 
von Sauermilchkäse 

 

Abbildung 19: MGO-Gehalt während der Reifung 
von Sauermilchkäse 

Aufgrund des geringen Fettgehaltes und der deutlichen Veränderungen der Textur während 

der Alterung wurde ein traditioneller Deutscher Sauermilchkäse („Harzer Käse“, Handkäse) 

als Modellsystem für den Reifungsprozess unter definierten Bedingungen (16 °C, 93 % rel. 

Luftfeuchte) gelagert. Kommerziell erhältliche, mit Labenzym koagulierte Goudasorten 

unterschiedlicher Reifegrade (jung: 6-8 Wochen, mittel: 2-6 Monate, alt: > 1 Jahr) dienten als 

Vergleich. Optisch konnte der Laib des Sauermilchkäses zu Beginn der Reifung in den 

weißen, Quark-ähnlichen, krümeligen Kern und den gelblichen, semitransparenten elastischen 
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Rand unterteilt werden. Die Reifung erfolgte bei dieser Käsesorte vom Rand in den Kern und 

konnte durch die Analyse des Caseinabbaus bestätigt werden. Die Art der Dicklegung 

beeinflusste signifikant die Proteolyse während der Reifung. Im Gegensatz zum Gouda wurde 

ein verstärkter Abbau des β-Caseins zu Gunsten kleinerer Peptide beobachtet. Diese Art der 

Proteinmodifizierung liefert Aussagen über das Ausmaß der Reifung innerhalb einer Sorte. 

Ein Vergleich zwischen verschiedenen Käsetypen ist allerdings nicht möglich. 

Neben der Hydrolyse der Peptidbindung werden die Proteine auch durch Reaktionen der 

nicht-enzymatischen Bräunung modifiziert. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen vor allem 

Umsetzungen der fortgeschrittenen Phase der Maillard-Reaktion. Mit zunehmender Reifung 

sank der Gehalt des Amadori-Produktes im Rand als auch im Kern des Sauermilchkäses und 

die stabilen MRPs CML und CEL (Abbildung 18) reicherten sich an. Die Abnahme des 

Furosingehaltes bestätigt damit die in Abschnitt 1.2.1 beschriebene oxidative Fragmentierung 

des Amadori-Produktes als Bildungsmechanismus des CMLs. Durch gleichzeitige Abnahme 

der GL und MGO-Gehalte (Abbildung 19) wurden zusätzlich α-Dicarbonylverbindungen als 

unmittelbare Ausgangsstoffe stabiler Lysinmodifikationen identifiziert. 

 

Abbildung 20: CEL-Gehalt der Goudasorten 

 

Abbildung 21: MGO-Gehalt der Goudasorten 

Aufgrund der verschiedenen Produktionsbedingungen und Rohstoffe sind die Unterschiede 

zwischen Markern der nicht-enzymatischen Bräunung in kommerziell erhältlichen 

Goudaproben nicht so stark ausgeprägt. Einzig CEL (Abbildung 20) und MGO (Abbildung 

21) konnten als robuste Parameter zur Charakterisierung des Reifegrades genutzt werden. Sie 

zeigten damit unabhängig von der Art der Dicklegung denselben Trend wie bei der Lagerung 

des Sauermilchkäses. Allgemein wiesen die höheren Gehalte an Furosin, CML und CEL in 

Gouda auf eine verstärkte Proteinmodifizierung durch die Maillard-Reaktion im Gegensatz zu 

den Veränderungen bei Sauermilchkäse hin. Beim Gouda korrelierten sie damit mit dem 

höheren Grad der Proteolyse in selbst geringfügig gealterten Proben. 
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Proteinmodifizierungen während der Herstellung und Lagerung von Käse sind schon seit 

Jahrzehnten im Fokus der Wissenschaft. Es wurde insbesondere die Proteolyse der Caseine 

untersucht. Veränderungen von Aminosäureseitenketten konnten zwar nachgewiesen werden, 

die Bestimmung von α-Dicarbonylverbindungen als Vorläufer stabiler Modifikationen war 

dabei allerdings nicht von Interesse. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigen jedoch 

die Bedeutung dieser reaktiven Substanzklasse für die Proteinmodifizierung. Besonders 

herauszustellen sind die Veränderungen von CEL und MGO während der Reifung. Mit dem 

Verhältnis zwischen den beiden Parametern kann der Reifestatus unabhängig von der 

Käsesorte beschrieben werden. Für ein besseres Verständnis sollten zukünftig daher weitere 

Käsesorten und die Entstehung von MGO in Milchprodukten untersucht werden. 
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4 Zusammenfassung der Dissertation 

Die vorliegende Dissertation befasste sich mit ausgewählten Aspekten der Modifizierung 

von Proteinen durch α-Dicarbonylverbindungen. Die zum Gebiet der nicht-enzymatischen 

Bräunung zählenden Reaktionen spielen sowohl bei der Herstellung und Verarbeitung von 

Lebensmitteln als auch unter physiologischen Bedingungen bei pathologischen 

Veränderungen eine entscheidende Rolle. Für die umfassende Bewertung dieser Reaktionen 

ist das Verständnis der zugrundeliegenden Reaktionsmechanismen unerlässlich. Ziel der 

Arbeit war es daher mit mechanistischen Untersuchungen die Modifikation von Aminosäure-

seitenketten durch α-Dicarbonylverbindungen zu entschlüsseln. Weiterhin war die 

Charakterisierung des Herstellungsprozesses von Lebensmitteln durch Proteinmodifi-

zierungen ebenso Bestandteil der Forschung wie die zielgerichtete Reaktion von α-

Dicarbonylverbindungen zur Proteinfunktionalisierung. 

Durch Modellinkubationen von Nα-geschütztem Arginin mit Methylglyoxal konnte die 

Reaktion dieser wichtigen α-Dicarbonylverbindungen mit der Guanidinogruppe der 

Argininseitenkette aufgeklärt werden. Dafür wurden zunächst die verschiedenen 

Modifikationen durch Ionenaustauschchromatographie und präparative RP-HPLC isoliert und 

durch verschiedene NMR-Techniken und durch die hochauflösende Massenspektrometrie in 

ihrer Struktur aufgeklärt. Durch Inkubation der isolierten Referenzsubstanzen konnte der 

Reaktionsmechanismus aufgestellt werden. Als zentrales Intermediat wurde das 

Methylglyoxal-Imidazolinon Typ 3 identifiziert. Dieses Imidazolinon wird kinetisch 

kontrolliert gebildet und wandelt sich durch Ringöffnung in das thermodynamisch stabilere 

Methylglyoxal-Imidazolinon Typ 1 um. Die Bedeutung von Methylglyoxal-Imidazolinon Typ 

3 wird zusätzlich durch das azide Proton an C-8-Position des Imidazolinonrings bestimmt. 

Neben der Umwandlung eines Diastereomers in das jeweils Andere, ist vor allem die 

Aldolkondensation mit Carbonylverbindungen entscheidend. Die Reaktion mit einem 

weiteren Molekül Methylglyoxal führt nachweislich zur Bildung des einzigen stabilen 

Endproduktes, dem Argpyrimidin. Die in der Literatur postulierte Bildung dieses 

Pyrimidinderivats aus dem Tetrahydropyrimidin konnte in der vorliegenden Arbeit nicht 

bestätigt werden. Vielmehr wurden zwei bisher unbekannte Strukturen als unmittelbare 

Vorläufer identifiziert, die allerdings aufgrund der Ausbildung eines chemischen 

Gleichgewichtes untereinander nicht abschließend in ihrer Struktur aufgeklärt werden 

konnten. 
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Das zielgerichtete Beeinflussen bestimmter Eigenschaften von Gelatinefolien durch die 

Modifizierung mit Intermediaten der Maillard-Reaktion erweitert das Prinzip der nicht-

enzymatischen Bräunung auf die Funktionalisierung von Proteinen. Wie gezeigt, können 

anwendungsbezogene Merkmale wie physikalische und mechanische Beständigkeit sowie 

Gaspermeabilität von Biopolymerfolien durch chemische Modifikation mit dem α-Dicarbonyl 

Glyoxal gesteuert werden. Die Proteinmodifizierung wurde durch die Bestimmung von Lysin 

und Arginin sowie ihrer quantitativ bedeutsamsten Modifikationen auf molekularer Ebene 

nachgewiesen. Die kovalente Quervernetzung reduzierte das Quellvermögen, die Löslichkeit 

und die Wasserdampfpermeabilität der Folien. Gleichzeitig konnte die Zunahme der 

Steifigkeit beobachtet werden. Die Herstellung der Folien erfolgte durch Trocknen der 

Gelatinelösungen unter definierten Bedingungen. Die strukturelle Anordnung der 

Polymerketten innerhalb des intermediär gebildeten Hydrogels bestimmen dabei direkt die 

funktionellen Merkmale der Folien. Durch die deformationskontrollierte Oszillations-

rheometrie konnten sowohl die Gelierzeit als auch die viskoelastischen Eigenschaften des 

Hydrogels bestimmt werden. Partielle Hydrolyse oder Acetylierung der Gelatine im Vorfeld 

der chemischen Vernetzung mit Glyoxal hatte zum Teil drastischen Einfluss auf das 

rheologische Verhalten und spiegelt damit den Einfluss der molekularen Modifikation der 

Proteinketten wider. Die Analyse der chemisch-physikalischen Parameter der resultierenden 

Folien bestätigte die strukturellen Überlegungen zum Polymernetzwerk des Hydrogels auf der 

Ebene des Proteinfilms. 

Neben dem Verändern von Proteinen mit dem Ziel ihrer Funktionalisierung, bestand ein 

Teil der vorliegenden Arbeit in der Charakterisierung der Käsereifung anhand der 

ungerichteten Modifizierung. Als Marker wurden neben Aminosäuremodifikationen der 

frühen und fortgeschrittenen Phase der Maillard-Reaktion auch kurzkettige α-

Dicarbonylverbindungen analysiert. Als Vergleich diente die als Reifungsparameter in der 

Literatur etablierte Proteolyse der Caseine. Während der Lagerung von Sauermilchkäse unter 

definierten Bedingungen wurden sowohl Furosin als auch Nε-Carboxymethyllysin und Nε-

Carboxyethyllysin als alterungsabhängige Kenngrößen identifiziert. Der Anstieg der 

Lysinmodifikationen der fortgeschrittenen Maillard-Reaktion konnte mit der Abnahme des 

Amadori-Produktes und den unmittelbaren Vorläufern Glyoxal und Methylglyoxal korreliert 

werden. Durch die Untersuchung von kommerziell erhältlichem Gouda unterschiedlichen 

Reifegrades wurde Nε-Carboxyethyllysin und Methylglyoxal als robuste Marker der 

Käsereifung etabliert. Im Gegensatz zur Proteolyse sind diese Kenngrößen unabhängig von 

der Art der Dicklegung. Zusätzlich bestätigten die Zunahme von Nε-Carboxyethyllysin und 
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die gleichzeitige Abnahme von Methylglyoxal den Bildungsmechanismus dieses stabilen 

Maillard-Reaktionsprodukts. 

Mit der vorliegenden Dissertation wurden grundlegende Erkenntnisse für die komplexen 

Reaktionen der nicht-enzymatischen Bräunung gewonnen. Darüber hinaus konnten 

Möglichkeiten gezeigt werden, die Maillard-Reaktion zur zielgerichteten Funktionalisierung 

von Proteinen und zur Charakterisierung der Lebensmittelherstellung als „Prozesskontrolle“ 

oder als Authentizitätsmerkmal zu nutzen.  
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5 Abstract 

The present work deals with selected aspects of protein modification by α-dicarbonyl 

compounds. These reactions belong to the field of non-enzymatic browning and play an 

important role in production and processing of foods and in the development of diseases 

under physiological conditions. The underlying mechanistic pathways are essential for the 

comprehensive assessment of these reactions. Because of that, the aim of this work was the 

mechanistic investigation of the modification of amino acid side chains by highly reactive α-

dicarbonyls. Furthermore, protein modifications were used to characterize the process of food 

production. The targeted reaction of α-dicarbonyls with proteins for improved functional 

properties was an additional part of this dissertation. 

Nα-protected arginine was incubated with methylglyoxal in a model system to elucidate the 

mechanism of guanidino group modification by this important α-dicarbonyls compound. The 

formed modifications were isolated and purified by ion exchange chromatography and RP-

HPLC and structures were verified by NMR and high resolution mass spectrometry. 

Incubation of isolated compounds gave insights to the reaction mechanism. Methylglyoxal-

imidazolinone type 3 was determined as the key intermediate precursor within the total 

reaction scheme. Kinetic studies identified methylglyoxal-imidazolinone type 1 as the 

thermodynamically more stable product which was formed via ring opening. Further 

investigations revealed an acidic proton at C-8 of the imidazolinon ring of methylglyoxal-

imidazolinone type 3 to trigger aldol condensations. This reactivity allowed the addition of 

another molecule methylglyoxal to form the single stable product argpyrimidine. The 

formation of this structure was described in literature by oxidation and decarboxylation of 

tetrahydropyrimidine. The present study clearly rejected this hypothesis. Instead, two 

previously unknown structures were identified as the immediate precursors. Because of a 1:1 

equilibrium of both structures the isolation and purification was not successful. 

Chemical modifications of gelatin films with intermediates of the Maillard-reaction were 

performed to intentionally affect certain properties and extend the concept of the non-

enzymatic browning to protein functionalization. Technical features like physical and 

mechanical resistance and also gas permeability of biopolymer films were regulated by 

reaction with glyoxal. The changes were demonstrated at the molecular level of the potein by 

determination of lysine, arginine and there quantitative most important modifications. 

Covalent crosslinking reduced swelling behavior, solubility and water vapor permeability and 

increased stiffness. Films were prepared by drying of gelatin solutions under defined 

conditions. The structural arrangement of polymer chains within the temporarily formed 
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hydrogel predefined the functional properties of resulting films. To characterize the process of 

gelation, dynamic oscillatory measurements with a rheometer were performed. Partial 

hydrolyzation and acetylation of gelatin before chemical crosslinking with glyoxal had effect 

on gelling time and visco-elastic properties of gels and mirrored the influence of molecular 

changes. Analysis of chemical and physical parameters of the resulting films confirmed the 

structural considerations of the polymer network of the hydrogel at the level of the protein 

films. 

Beside the modification to change functional properties of proteins, another part of the 

present work was the characterization of cheese ripening by unintentional protein alteration. 

For this, amino acid modification of the early and advanced Maillard-reaction and α-

dicarbonyl compounds were analyzed. As a well established ripening parameter, the 

proteolysis of caseins was determined. Furosin, Nε-carboxymethyllysine and Nε-

carboxyethyllysine confirmed the ripening of a traditional German acid curd cheese under 

defined conditions. The increase of advanced Maillard-reaction lysine modifications 

correlated with the decrease of the Amadori product and the direct precursors glyoxal and 

methylglyoxal. To extent the results of experimental maturation to commercial cheeses, 

different aged Gouda types were investigated. Here, Nε-carboxyethyllysine and methylglyoxal 

were identified as robust markers of cheese ripening since in contrast to proteolysis these 

parameters were independent of coagulation type. Additionally, the increase of Nε-

carboxyethyllysine and the simultaneously decrease of methylglyoxal confirmed the 

mechanism of formation of this stable Maillard-reaction product. 

The present dissertation provides essential knowledge of the complex reaction pathways of 

non-enzymatic browning. Furthermore, possibilities were shown to use the Maillard-reaction 

for intentional functionalization of proteins and for characterization of food production. 
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9 Anhang 

Tabelle A - 1: 1H- und 13C-NMR-Daten der Verbindung 
2-Amino-5-(2-amino-4-methyl-4-(ethyl-1-ol)-5-imidazolinon-1-yl)-pentansäure (Acet2) 

 

C-Atom  H-Atom    

 δ [ppm]  δ [ppm] Anzahl JH,H [Hz] 

C1 171,50     

C2 53,44 C2-H 4,0 (m) 1  

C3 24,66 C3-H 1,9 (m) 2  

C4 28,44 C4-H 1,8 (m) 2  

C5 39,94 C5-H 3,7 (m) 2  

C6 159,33     

C7 175,82     

C8 69,00     

C9 19,60 C9-H 1,46 (s) 3  

C10 71,90 C10-H 3,91 (q) 1 3JC11-H 6,32 

C11 17,15 C11-H 1,25 (d) 3 3JC11-H 6,40 
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Tabelle A - 2: 1H- und 13C-NMR-Daten der Verbindung 
2-Amino-5-(2-amino-4-methyl-4-(ethyl-1-ol)-5-imidazolinon-1-yl)-pentansäure (Acet1) 

 

C-Atom  H-Atom    

 δ [ppm]  δ [ppm] Anzahl JH,H [Hz] 

C1 173,74     

C2 54,00 C2-H 3,9 (m) 1  

C3 24,50 C3-H 1,9 (m) 2  

C4 28,36 C4-H 1,8 (m) 2  

C5 39,78 C5-H 3,7 (m) 2  

C6 159,63     

C7 177,04     

C8 69,36     

C9 18,42 C9-H 1,37 (s) 3  

C10 71,26 C10-H 3,96 (q) 1 3JC11-H 6,34 

C11 17,05 C11-H 1,26 (d) 3 3JC11-H 6,11 
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Abbildung A - 1: Abbau des Acet1 bei 37 °C, pH 7,4 

 

Abbildung A - 2: Abbau des Acet2 bei 37 °C, pH 7,4 
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Abbildung A - 3: Chromatogramme der Inkubation 
von 5 mM MG-H3 mit 5 mM Glyceraldehyd nach 
24 h bei 37 °C, pH 7,4) 
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