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1  Grundlagen und Stand der Forschung

Proteine stellen eine der bedeutendsten Substaseklannerhalb der biologisch aktiven
Makromolekiile dar. Neben den Fetten und Kohlenhgdraind sie die dritte grol3e Gruppe
der Nahrungs- und Reservestoffe. Im OrganismustzessiProteine vielféaltige Funktionen
und Aufgaben. Als Enzyme katalysieren sie metablois Reaktionen und dienen dem
Stofftransport als lonenkanal oder indem sie relbelrserschiedene Substanzen (Sauerstoff,
Kohlenstoffdioxid) binden. Strukturproteine bestiemnden Aufbau und die Form der Zelle
und sind damit die GerlUstsubstanz des GewebeskiMate Motoren wie Myosin und Actin
wandeln chemische Energie in mechanische um, die ohakomplexen Bewegungsablaufen
resultieren. Schutz- und Abwehrreaktionen werdeanfdls durch Proteine realisiert. So
zahlen Schlangengifte und Bakterientoxine ebensdlieser Substanzklasse, wie auch die
Blutgerinnungsfaktoren und die an der Immunantwobsdteiligten Immunoglobuline.
Weiterhin speichern Proteine Energie, die vor allben Mangelzustdnden durch Abbau
freigesetzt werden kann.

Ernéhrungsphysiologisch besitzen Proteine BedeudlsiQuelle essentieller Aminosauren
wie Lysin und Phenylalanin. Der Gehalt dieser Amsduaren bestimmt die biologische
Wertigkeit des Proteins im Lebensmittel. Eine weitevichtige Funktion erhalten Proteine
durch ihren Einfluss auf die Textur und Sensorikesi Lebensmittels. Schaumbildung und
-stabilitét sowie emulgierende Wirkung und die Bgghaft der Gelbildung sind hier
bedeutsam. Wichtige Aromaveranderungen bei der ruage oder Verarbeitung von
Lebensmitteln entstehen entweder durch den AbbauPRroteinen oder durch die Reaktion
mit anderen Inhaltsstoffen.

Die zahlreichen Funktionen und vielfaltigen Eigdreften von Proteinen entstehen vor
allem durch die hohe Variabilitat im strukturelldufbau und durch die Mdglichkeit der
Modifizierung reaktiver Gruppen. Daruber hinausr@ihungewollte Veranderungen zu einer
verminderten Funktion oder Qualitdt. Sie bieteniahieeitig die Moglichkeit durch
systematische Umgestaltung, bestimmte Eigenschgéeielt zu beeinflussen und damit eine
Funktionalisierung hervorzurufen. Die Modifikatiater Peptidkette erfolgt dabei entweder
durch enzymatische oder chemische Reaktion der dsaureseitenketten oder des N- bzw.
C-Terminus. Die zugrunde liegenden Reaktionen sivielfaltig, wobei die ao-
Dicarbonylverbindungen aufgrund ihrer hohen Redtivund ihrem Vorkommen im

Lebensmittel als auch in physiologischen Systenmes lgesondere Stellung einnehmen.
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1.1 «a-Dicarbonylverbindungen — hochreaktive Intermediatemit Bedeutung in

Lebensmitteln undin vivo

a-Dicarbonyle sind bifunktionelle Verbindungen, dierch zwei unmittelbar benachbarte
Carbonylgruppen gekennzeichnet sind. Im Lebensmitier im Organismus werden sie
entweder im Zuge der nicht-enzymatischen Braunutttgermischer Prozesse oder
enzymkatalysierter Reaktionen wahrend verschiedeS&ffwechselprozesse gebildet.
Aufgrund ihrer hohen Reaktivitat sind diese Sulbmanoftmals nur Zwischenprodukte, deren

Nachweis eine besondere Herausforderung darstellt.

1.1.1 Entstehung vona-Dicarbonylverbindungen

Die Maillard-Reaktion
Anfang des 20. Jahrhunderts beschéftigte sich rdezdsische Chemiker Louis Camille

Maillard mit der Reaktion von reduzierenden Zuckerih Aminosauren, in deren Verlauf es
zur Bildung gefarbter Strukturen kommt. Die Reaktiovird daher auch als nicht-
enzymatische Braunung bezeichnet [1]. Infolge dedrem komplexen Reaktions-
mechanismus entsteht eine Vielzahl an Substanzenn diberwiegend stabile Umsetzungs-
oder reaktive Zwischenprodukte unterteilt werdenrign. Die stabilen Verbindungen dienen
aufgrund geringer Veranderungen wahrend der Isoiger oder Reinigung auch als
Indikatorsubstanzen zum Nachweis bestimmter PhasenMaillard-Reaktion. Die hohe
Reaktivitat der Zwischenprodukte erschwert derefideung und Bestimmung, ist aber fur
die Aufklarung der Reaktionsmechanismen unerlds$§it

Grundsatzlich greifen in der Anfangsphase die Agrappen von Aminen, Aminosauren,
Peptiden oder Proteinen nukleophil die Carbonylfiomkvon reduzierenden Zuckern unter
Wasserabspaltung und Iminbildung an. Das gebiltigg¢eEnaminol lagert sich anschliel3end,
abhangig vom reagierenden Zucker, in die 1-Amirsedexyketose (Amadori-Verbindung)
bzw. 2-Amino-2-desoxyaldose (Heyns-Verbindung) @& Trotz der partiellen Stabilitat der
Amadori- und Heyns-Produkte werden im weiteren 8drider Maillard-Reaktion aus diesen
Substanzen durch Enolisierung, Eliminierung des msmioder Wassers und durch
Iminhydrolyse reaktiver-Dicarbonylverbindungen, die sogenannten Desoxy®sgebildet.
Die Umlagerung in das 1,2-Enaminol bzw. 2,3-Endiméstimmt die Bildung der
resultierenden Desoxyosone. In Abbildung 1 sind wiehtigsten Reaktionsschritte und
Zwischenprodukte dargestellt. Als Beispiel fur deduzierende Struktureinheit wurae
Glucose gewahlt, wobei andere Hexosen und Pentagkmhnliche Weise reagieren. Die
Darstellung der Verbindungen erfolgt aus Griindenltgersicht in der offenkettigen Form,
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obwohl in wassriger Loésung die Hemiacetal- bzw.

Konformationen darstellen.

HC=O0O

Hetalformen die stabileren

H,C—OH R, = Aminoséure, Peptid, Protein
—HO—R, [
HC—OH (|3=O R, = H (Glucose)
HO—CH c=o0 R, = Glucose, Galactose etc.
(O] | H
HC—OR, H(|::o (|:H2 H,C—N—R,
HC—OH c=o HC—OH c=o
| -HO—R, |
CH,OH HO— (|:H CH,OH ——>3> Cc=o0
reduzierender Zucker H(|:—OR2 4-Desoxyoson (|:H2
*HNTR, HC— OH HC— OH
- H,0 |
CH,OH CH,OH
Schiffsche Base Oxyoson 1-Amino-1,4-didesoxyoson
“ [0l
H H H H
Hﬁ—N—R1 H2(|:—N—R1 H,C—N—R, H,C—N—R,
C—OH (|::o C—OH HC—OH
HO—CH _— Ho—(|:H — Ho—(|: —ﬁ HC—OH
- —R2
HC—OR, H(|:—OR2 HC—OR, (|:H2
HC—OH H(|:—OH HC—OH (|::o
CH,OH CH,OH CH,OH HC=0
1,2-Enaminol Amadori-Produkt 2,3-Endiol Lederer-Glucoson
| = HN—R,
- H,N—/R;
l -HO—R, l
HC=0 (|:H3 (l:H3 (|:H3
c=o c=o c=o c=
| | | - H,0 |
CH, (|: =0 c=o _— (|: =0
HC—OR, (|:H2 HC—OR, ﬁ—ORZ
HC—OH H(|:—OH HC—OH H(|:
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

3-Desoxyoson 1,4-Didesoxyoson 1-Desoxyoson 1,5-Didesoxyoson-4-en

Abbildung 1: Bildung vona-Dicarbonylverbindungen mit Erhalt des Kohlenhyerat
ruckgrats wahrend der frihen und fortgeschrittedPleaise der Maillard-Reaktion

Reduzierende Di- und Oligosaccharide (Maltose, asest Dextrine) reagieren ebenfalls zu
den Desoxyosonen. Wahrend die glycosidisch gebwmdéfohlenhydrate im 1- bzw. 3-
Desoxyoson [4; 5] erhalten bleiben, wird das 1-Amaind-didesoxyoson bevorzugt aus
Disacchariden durch Spaltung der glycosidischem@ng gebildet. Vor allem das 2,3-Endiol
spielt dabei eine zentrale Rolle. Dieses Intermddiart nach Wanderung der Doppelbindung
und Wassereliminierung zum sogenannten LederereStut [6; 7]. Ein weiteres Folge-
produkt ist das 1-Desoxyoson, das bei Oligosacdbarals Vorlaufer des 1,5-Didesoxyoson-

4-ens beschrieben wird und in seiner pyranoidemH~arMaltose- und Lactoseinkubationen
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identifiziert wurde [8]. Weiterhin wird auf die Bilng von 1,4-Didesoxyosonen aus
Oligosacchariden durchp-Eliminierung der Aminkomponente und des glycosdis
gebundenen Restes aus dem 2,3-Endiol hingewiederNgben den Enolisierungs- und
Eliminierungsreaktionen entlang der Kohlenhydratksind Oxidationsprozesse ebenfalls fir
die Bildung vona-Dicarbonylverbindungen von Bedeutung. Autoxidatamer Inkubationen
von Glucose mit Lysin unter aeroben Bedingungendiilzur Bildung von Glucoson [10],
das ausgehend vom Amadori-Produkt Uber einen rgltken Mechanismus [11] erklart
wird.

Alle zuvor beschriebenen Zwischenprodukte enthal@die C6-Grundstruktur des
reduzierenden Zuckers. Durch Fragmentierungsraatiales Kohlenstoffriickgrats entstehen
weitere a-Dicarbonylverbindungen und vergréRern damit dagk8pm dieser reaktiven
Substanzklasse wahrend der Maillard-Reaktion. In Alebildung 2 sind die wichtigsten

Verbindungen mit 2 bis 5 Kohlenstoffatomen darg#ste

HC=0 CH, HC=0 CH, HC=0
(|::O (|::O (|:: o (l:: fe) (l:: o)
H(|:—OH (l::o (l:H2 (l::o (l:H2
HC—OH H(|:—OH H(|:—OH (l:H2 (l:H2
(|:H20H (|:H20H CH,OH (|:H20H (|:H20H
Pentoson 1-Desoxypentoson 3-Desoxypentosorl,4-Didesoxypentoson  3,4-Didesoxypentoson
HC=0 CH, HC=0
(|::O (|3:O (|3: (e}
H(|:—OH (l::o (l:H2
CH,OH CH,OH CH,OH
Threoson 1-Desoxythreoson 3-Desoxythreoson
CH,
(l::o HC=0 HC=O0
(l::o (l::o H(|: =0
&, &,
Diacetyl Methylglyoxal Glyoxal

Abbildung 2: a-Dicarbonylverbindungen mit 2-5 Kohlenstoffatomen

Fur die verschiedenen Pentosone werden Ribose1[3Paber auch Glucose [10] als
Vorlaufer benannt. Die Fragmentierung der Hexosed wdabei Uber die nicht-oxidative,
hydrolytischep-Dicarbonylspaltung von Glucoson realisiert. Hiensadd Ameisensaure aus
dem 1,3-Tautomer abgespalten und durch Oxidatiar Wéassereliminierung das Pentoson
bzw. 1- und 3-Desoxypentoson gebildet. Letztered das 3,4-Didesoxypentoson wurden

weiterhin als wichtigea-Dicarbonyle beim Maillard-induzierten Abbau von -Dund



Grundlagen und Stand der Forschung 5

Oligosacchariden identifiziert. Fir das 3-Desoxypsan werden das 1-Amino-1,4-
Didesoxyoson [14] oder das 4-Desoxyoson [15] alecéhsor vorgeschlagen. Neue
Untersuchungen belegen allerdings eindeutig diduBidy des 3-Desoxypentoson ausgehend
von den Oxyosonen [10; 16].

In der Hexosenchemie wurde das 1-Desoxyglucosorzeatsrales Intermediat fur die
Bildung der C4-Dicarbonyle Threoson, 1-Desoxythogosnd 3-Desoxythreoson identifiziert
[17]. Zusatzlich entsteht bei der Inkubation vonltdse mit Lysin das 3-Desoxythreoson als
spezifisches C4-Dicarbonyl [16]. Usui et al. besdwn dessen Bildung durch
Fragmentierung von 3-Desoxypentoson, 3-Desoxyghutd8-DG) und Glucoson. Letzteres
gilt au3erdem als Vorlaufer des Threosons [18].

2,3-Butandion, oder Diacetyl (DA), wurde ebenfalis verschiedenen Maillard-
Modellinkubationssystemen nachgewiesen [16; 19, ¥6tschiedene Bildungsmechanismen
wie Retro-Aldol-Fragmentierung der Glucose [20] o&en 1,4-Didesoxyoson [19], aber
auch die Kettenverlangerung von Glyoxal (GL) odeetiWlglyoxal (MGO) durch Glycin
[21] werden diskutiert. Interessanterweise besblerePfeifer und Kroh die Bildung des 1,4-
Didesoxypentoson durch Aldolkondensation des DARuoitmaldehyd [19].

Methylglyoxal (MGO) und die einfachsteDicarbonylverbindung Glyoxal (GL) wurden
ebenfalls in zahlreichen Maillard-Modellinkubationenachgewiesen. Ein eindeutiger
Bildungsmechanismus dieser wichtigen Zuckerabbalykte kann zum derzeitigen Stand
der Forschung nicht abschlieBend aufgestellt werdekubationen von'*C-markierter
Glucose zeigen Fragmentierungen entlang der gesafuilenstoffkette, womit sowohl die
intakte Hexose als auch deren Abbauprodukte mit s C4-Skelett als Vorstufen gelten
missen [10]. Als weitere Vorstufen fur MGO werdaender Literatur die Schiffsche Base
[22], das Amadori-Produkt [23], das 1-Desoxyglucogd4] oder die 3-Desoxyosone der
Glucose bzw. Ribose [18] vorgeschlagen. Hierbeidear verschiedene Enolisierungen,
Retro-Aldol-Fragmentierungen und Eliminierungsrea¢n postuliert. Von Bedeutung sind
dabei Glycerinaldehyd und die Aminoketose, welcheckd Wasserabspaltung bzg-
Eliminierung der Aminofunktion MGO bilden. GL karentweder direkt aus Glucose [22;
23], dem Glucoson [10; 25] oder durch Fragmentigrder Schiffschen Base [26] entstehen.
Eine zentrale Rolle erhalt hier Glycolaldehyd (GL@as zum GL oxidiert werden kann.
Neuere Untersuchungen identifizierten Threoson mnadgliche Vorstufe, da dieses durch
hydrolytischep-Dicarbonylspaltung in GLC bzw. Glycerinaldehyd gnaentiert [27]. Eine
Ubersicht verschiedener Bildungsmechanismen vonu@d MGO im Zuge der Maillard-

Reaktion ist in Abbildung 3 dargestelit.
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RA RA RA
H(|:=o Glucoson ——— > H(|:=o —<— 1-Desoxyglucoson
CH,OH B-DS B.DS HC—OH =A
Glycolaldehyd =<=———— Threoson (|:H OH -~ 3-Desoxyglucoson
2
RA: Retro-Aldol-Fragmentierung Glyceraldehyd
[0l B-DS: B-Dicarbonylspaltung
B-E: B-Eliminierung — HZO
H
HC=0 HC=O0 - H,C—N—R
— — B-E —
HC=o0 (|:_ o B (|:_ o
Glyoxal CH, CH,OH
RA
Methylglyoxal Aminoketose
(]
o Lo
A
H(|:=O ~<— 3-Desoxypentoson HC=0 RA
CH,OH HC—OH Amadori-Produkt
RA RA | und/oder
B S ———— —_— N
Glycolaldehyd Glucose CH,OH Schiffsche Base
Glyceraldehyd

Abbildung 3: Postulierte Bildungsmechanismen fir MGO und GL rfa¢h 18; 22-24; 27]

Weitere Bildungswege bedeutendews-Dicarbonyle

Neben der Maillard-Reaktion reagieren Kohlenhydrateeh ohne Anwesenheit einer
Aminofunktion zua-Dicarbonylverbindungen. Hierbei sollen das Gluecogl0], als auch der
spontane Abbau der Glucose zu GL [28], MGO und 8eRgglucoson (3-DG) unter
physiologischen Bedingungen [22] beispielhaft gemhamerden. Eine disaccharidspezifische
a-Dicarbonylverbindung ist das 4-Desoxyglucoson (#hing 1). Dieses entsteht ebenfalls
ohne Reaktion der Aminkomponente aus einem redemien Disaccharids nach
Enolisierung und anschlieRendgeEliminierung der zweiten Kohlenhydrateinheit [29].

In Lebensmitteln ist daneben die Karamellisieruiong WKohlenhydraten von Bedeutung.
Diese Temperatur- und pH-Wert-induzierte Fragmemtig fuhrt Uber Enolisierung,
Wassereliminierung und Retro-Aldol-Fragmentierungt  Kurzkettigen o-Dicarbonyl-
verbindungen wie GL, MGO und DA. Als Zwischenprothilgelten die zuvor beschriebenen
Desoxyosone [24; 30; 31].

Untersuchungen zur Stabilitat varAscorbinsaure unter Koch- bzw. Lagerbedingungen
identifizierten Vitamin C als weitere Quelle varDicarbonylverbindungen in Lebensmitteln.
Neben den bereits oben beschriebenen Substanzeess®@a@hreoson [32], DA [32; 33],
MGO und GL [32; 33] wurden auch spezifische Strudat wieL-Xyloson [34], 3-Desoxy-—
pentoson [32; 35] und-Threoson nachgewiesen [32; 36]. Die hydrolytis€fénung des
Lactonringes unter oxidativen Bedingungen fihrt 2(B-Diketogulonsaure, die dann

fragmentiert.
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Neben dem Kohlenhydratabbau durch die Maillard-Reaksind unter physiologischen
Bedingungen vor allem enzymatische Reaktionen fig Bildung von a-Dicarbonyl-
verbindungen entscheidend. MGO als bedeutend@arbonylin vivo wird in Saugetieren
entweder durch Darmbakterien oder korpereigened3saz synthetisiert. Die verschiedenen
Bildungsmoglichkeiten sind [37]:

+ Nebenwege der Glycolyse
+ Acetonmetabolismus

+ Aminosaureabbau

+ Triglyceridmetabolismus

Im Verlauf der Glycolyse werden durch enzymatis€imsphorylierung, Isomerisierung
und Spaltung aus Glucose die Triosephosphate Ghadehyd-3-phosphat (G3P) sowie
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) gebildet. Als Konlamzreaktion zur Pyruvatbildung
kénnen diese enzymatisch [38; 39] Uber das Phosphkdielat-Intermediat [40] MGO bilden.
Zusatzlich besteht die Moglichkeit der nicht-enzyisednen Phosphateliminierung [41; 42].
Fructose wird enzymatisch in die oben genanntenséphosphate tberfuhrt und ist damit
ebenfalls als MGO-Quelle einzuordnen [43]. Diesd¢oke wird entweder mit der Nahrung
aufgenommen oder durch enzymatische Oxidation vabi®l im sogenannten Polyol-Weg
gebildet. Dieser Weg des Glucosemetabolismus umnyeerglykédmischen Bedingungen [44;
45] fahrtin vivo tber Phosphorylierung durch Fructose-3-phosphasidrund anschlieRender
Phosphateliminierung zum 3-DG als weitereiDicarbonyl [46; 47].

Die Oxidation von Aceton uber Hydroxyaceton zum M@&@®d durch Cytochrome P450
2E1 katalysiert [48]. Dieser Ketonkdrper wird imskenzustand [49] oder bei diabetischer
Ketoacidose [50] aus Acetoacetat wahrend des ketsibaus gebildet. Zusatzlich kann das
im Triglyceridmetabolismus gebildete Glycerin phiosgyliert und anschlieend zum DHAP
oxidiert werden [51].

Die enzymatische Oxidation von Aminoaceton durchmeeisemicarbazidsensive
Aminoxidase stellt im menschlichen Organismus euwegtere MGO-Quelle [52] dar. Dieses
a-Aminoketon wurde im Urin von Ratten und Menscheschgewiesen [53] und wird
wahrend des Threonin- und Glycinkatabolismus gebilg4].

Obwohl GL auchin vivo von Bedeutung ist (Abschnitt 1.1.3), sind die Bids-
mechanismen unter physiologischen Bedingungen ige@atz zum MGO weniger vielfaltig
bzw. konnten noch nicht umfassend identifiziert degr. Neben dem oben genannten
spontanen oder Maillard-induzierten Kohlenhydratablst als weitere Dicarbonylquelle die

Oxidation mehrfach ungesattigter Fettsauren henhmiaen. GL als auch MGO entstehen
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hierbei als reaktive Abbauprodukte ([55-58], Absthd.2.2). Als weitere GL-Quelle im
Organismus ist das GLC anzusehen. Dieses wird b#ziBdungsprozessen durch
enzymatische Katalyse mittels Myeloperoxidase [@&r NADPH-Oxidase [60] aus Serin
gebildet.

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

gefasst.
Triacylglyceride
Glycerin Fettsduren mehrfach ungesattigte HC=O0
| Fettsauren
— HC=0
¢ Glyoxal
Kohlenhydrate Aceton
> DHAP
Glycolyse 4[ —‘
> GA3P H(l_j:o Serin
Maillard-Reaktion c=o0 Aminoaceton .
[ Proteine
CH,
Autoxidation - Methylglyoxal L i
-
. Glycin
HC=0
I. -
HC=o0 | Ascorbinsaure ‘
Glyoxal

Abbildung 4: Zusammenfassung unterschiedlicher BildungswegeM@® und GL

1.1.2 Folgereaktionen vona-Dicarbonylverbindungen

Die Folgereaktionen von-Dicarbonylverbindungen kénnen unter Einbindung/addr
Katalyse des Amins vereinfacht in EliminierungemwbEragmentierungen des Kohlenstoff-
gerusts oder in Kondensationsreaktionen untemliden. Im Lebensmittel bestimmen die
dabei entstehenden Produkte malgeblich die Eigafteohund damit die Qualitat. Neben
Farbgebung tragen die Folgeprodukte zum charaktehen Geruch und Geschmack des
Lebensmittels bei. Unter physiologischen Bedingung&®t die Reaktion mit biologisch
aktiven Makromolekilen unter z. T. drastischen Wideiungen der Funktionalitat von
Bedeutung.

Durch Enolisierungen, Wassereliminierungen als a®@paltung der glycosidischen
Bindungen sind furanoide und pyranoide Ringstruktuwichtige Folgeprodukte der in
Abbildung 1 dargestellten Desoxyosone. Diese saildvéise aromapotent. In Anwesenheit
von Aminosauren kénnen heterozyklische VerbindungérsSchwefel- und Stickstoffatomen
entstehen. Als bedeutendes Beispiel fur das 3-D@ an dieser Stelle das 5-
Hydroxymethylfurfural (HMF) genannt werden [61]. Bsann als Parameter fur die
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Hitzebehandlung bei der Herstellung von Lebensmittevie Milch [62] oder Brot [63],
herangezogen werden. Unter sauren Bedingungergediel HMF-Bildung auch ohne Amin-
Beteiligung durch Dehydratisierung direkt aus deutkér. Das 1-Desoxyoson bildet durch
Ringschluss und Wassereliminierung ebenfalls Furamd Pyranderivate, die in
Lebensmitteln oder Modellinkubationen nachweishad.sDer Abbau der 1-Desoxyosone
von Disacchariden unterscheidet sich dabei von denMonosaccharide [2}-Pyranon wird
aus Hexosen gebildet und dient in Lebensmittelnafitpemeiner Indikator der Maillard-
Reaktion [64-66]. Im Gegensatz dazu entsteht Maltad Isomaltol bevorzugt aus den 1-
Desoxyosonen der Maltose bzw. Lactose [67]. Maitetht nach Karamell, verstarkt den
sufRen Geschmack und ist damit ein Beispiel fuasimaaktives Zyklisierungsprodukt. Nach
Ringschluss und Wasserabspaltung von 1-Amino-ldésdixyoson entstehen die
sogenannten Aminoacetylfurane. Die Bildung des &ins) einem bedeutenden Marker der
Maillard-Reaktion, wird auf diesem Wege postuli@it Der weitaus wichtigere Bildungsweg
dieser Proteinmodifikation ist allerdings der Abbales Amadori-Produktes unter
saurehydrolytischen Bedingungen (Abschnitt 1.2.1).

Wie in Abschnitt 1.1.1 bereits erwahnt, entstehen Verlauf der Maillard-Reaktion
weitere o-Dicarbonylverbindungen durch Fragmentierung der hi€ostoffkette. Bei
Nachbarschaft einer Hydroxygruppe iprPosition kann mit Hilfe der Retro-Aldol-
Kondensation die Bildung einer Reihe von MaillardaRtionsprodukten (MRPs) erklart
werden [68]. Zusatzlich werden in der Literatur Higlrolytische [69] sowie die oxidative
Dicarbonylspaltung [70] beschrieben. Der hydrobftis Mechanismus konnte in aktuellen
Untersuchungen nicht bestatigt werden [17]. Durcandérung der Carbonylgruppe entlang
der Kohlenstoffkette besteht die Mdglichkeit dediofytischenf-Dicarbonylspaltung [71].
Die Bildungen verschiedener Aldehyde (z.B. Glycaldehyd, Glycolaldehyd) und
organischer Sauren (z.B. Essigsaure, MilchsaureMaillard-Modellinkubationen werden
durch diese Reaktion erklart [27].

Eine Besonderheit vona-Dicarbonylverbindungen mita-Hydroxygruppen ist die
Ausbildung von Reduktonstrukturen. Sie gelten wegidgmer stark reduzierenden
Eigenschaften als natirliche Antioxidantien (vglscArbinséure), deren Wirkung auf der
Ausbildung resonanzstabilisierter Radikale beruhDiese kbénnen dann zu
Tricarbonylverbindungen und Hydroxycarbonylverbindan disproportionieren [72].
Wahrend der Maillard-Reaktion entsteht eine Vielzablcher Verbindungen, die unter
anderem zu farbigen Strukturen fuhren [73]. Die fa#idaung von Lebensmitteln und von

Modellinkubationen ist einer der wichtigsten Efiekder Maillard-Reaktion. Aufgrund des
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breiten Spektrums an Verbindungen wahrend der 4@ichymatischen Braunung und den
verschlungenen Reaktionsmechanismen gtiicarbonylverbindungen sowohl als Vorlaufer
als auch als Intermediate bei der Bildung von fghiVerbindungen anzusehen. So konnten
in Modellinkubationen gelbe Kondensationsprodukes 8-DG mit HMF nachgewiesen
werden [74]. Im Lebensmittel kdnnen diese niedeeklaren Strukturen (< 1000 Da) zu
hochmolekularen Pigmenten (100000 Da), den sogémanvielanoidinen, polymerisieren.
Zusatzlich werden als Bildungsmechanismen der Medlme Folgereaktionen von
Aldehyden undr-Dicarbonylen mit Proteinen postuliert [75; 76].

Durch Kondensation dem-Dicarbonylstruktur mit den nukleophilen Gruppenr de
Aminosauren erlangt diese Substanzklasseivo als auch im Lebensmittel zusatzlich an
Bedeutung. Bei hoheren Temperaturen besteht nadktiBe mit der a-Aminogruppe
aufgrund des Elektronenzugs der zweiten Carbonglfon die Madoglichkeit zur
Decarboxylierung der Aminosaure. Nach Hydrolyse stetten aus den Dicarbonyl-
verbindungeno-Aminoketone und aus den Aminosduren die um ein léwtoffatom
verkirzten Aldehyde [77]. Durch Oxidation des intediar auftretenden Enaminols [78] ist
die Bildung der entsprechenden Sauren von z.B. iheader Phenylalanin in gekochtem
Rindfleisch [79] zu erklaren. Diese als StreckebAb bezeichnete Reaktion ist fur das
Entstehen von Koch-, Back- und Rdstaromen in Lebétedin von essentieller Bedeutung.
So sind die Strecker-Aldehyde 3-Methylbutanal uhémi§lacetaldehyd Leitstrukturen fur den
Geruch von Schokolade oder der Kruste von Weizead- Roggenbrot [80; 81]. Aus den
Aminoketonen entstehen durch Kondensation zahkeittichtige Pyrazine mit starkem
Aromapotential, wobei unter anderem GL, MGO und &8 Vorlaufer beschrieben werden
[21; 82]. Der Strecker-Abbau von Cystein fuhrt #irezur Freisetzung von Schwefel-
wasserstoff und so zu einer Vielzahl an schwefatfenl Folgeverbindungen, die durch ihre
niedrigen Geruchsschwellenwerte stark das Aroma helrensmitteln beeinflussen [2; 83].
Aufgrund der sekundaren Aminofunktion von Prolih éne Desaminierung wahrend des
Stecker-Abbaus nicht moglich. Dennoch ist diese Wos@ure zentral fur die Bildung von
Roéstaromen und Bitterstoffen im Zuge der MaillarglaRtion verantwortlich [84; 85].

Die Reaktion vona-Dicarbonylverbindungen mit nukleophilen Strukterelenten von
Makromolekiilen ist vor allem unter physiologiscHgéedingungen von Interesse. Aufgrund
der hohen Reaktivitdt und der vielfaltigen Entsteggmoglichkeiten (Abschnitt 1.1.1) spielen
dabei MGO und GL eine herausragende Rolle. Sie isirder Lage, die Nukleinbasen der
DNA zu modifizieren, wobei Guanin und Adenosin diéchste Reaktivitat aufweisen [86].

Als Produkte wurden mono- und bisubstituierte Viedoingen identifiziert [87; 88]. Diese
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Modifikationen und die MGO-induzierte DNA-Proteind€@vernetzungen [89] erklaren
eventuell die mutagene Wirkung von MGO [90; 91JotBme besitzen ebenfalls nukleophile
Gruppen. lhre Modifizierung dura-Dicarbonylverbindungen wird ausfuhrlich in Absdhni
1.2 beschrieben. Die Bedeutung dieser wichtigengdrebktionenin vivo und im

Lebensmittel wird ebenfalls dort dargestelit.

1.1.3Nachweis vona-Dicarbonylverbindungen

Aufgrund hoher Reaktivitat, geringer Konzentrationend der unterschiedlichen Polaritat
der verschiedenen Strukturen ist die Bestimmung weRicarbonylverbindungen eine
besondere Herausforderung der modernen analytisCiimmie. Die Quantifizierung der
Substanzen erfolgt nahezu ausschlie3lich nach dernvdlisieren mit geeigneten Abfang-
reagenzien und anschlieBender chromatographiscteming des Reaktionsgemisches. Die
mit der Gaschromatographie bestimmbaren Oxime,Zbh@ine und 3-Amino-1,2,4-Triazine
werden durch Reaktion der-Dicarbonyle mit Hydroxlamin [92], Cysteamin [93]z\.
Aminoguanidin gebildet [94; 95]. Diese kénnen mitspezifischen Flammenionisations-
(FID) und massenspektrometrischen (MS) oder elespeatfische Elektroneneinfang- (ECD)
und Stickstoff-Phosphor-Detektoren (NPD) analysieverden. Fur die flussigkeits-
chromatographische Bestimmung sind besonders dieadin- [28], Triaminopyrimidin- [96]
und die 1,2-Diaminoderivate von Benzol [97] bzw. pRthalin [58] geeignet. Die
entstandenen Osazone, Pteridine bzw. Chinoxalineleme dabei entweder durch UV-,
Fluoreszenz- (FLD) oder MS-Detektion bestimmt. IbbAdung 5 sind die wichtigsten
Bestimmungsmethoden vanDicarbonylverbindungen zusammengefasst.

Trotz der Vorteile des Derivatisierens (erhohte sgentat und Selektivitat) ist eine
kritische Beurteilung der Analysenergebnisse notiigen Durch die unterschiedliche
strukturelle Beschaffenheit der verschiedereDicarbonylverbindungen ist eine intensive
Methodenentwicklung und -validierung vor der Bestiong unerlasslich. Wéhrend
unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeiten begernger Derivatisierungszeit zu falsch-
negativen Ergebnissen fuhren kénnen, sind aufgrded verschiedenen Polaritdten und
Flichtigkeiten  Diskriminierungen  zwischen den  Reaigprodukten  mdglich.
Abfangreagenzien, wie o-Phenylendiamin (o-PD), mdefin das Redoxpotential des
untersuchten Systems und nehmen damit Einflus®xdhtive Bildungsmechanismen oder
verschieben das chemische Gleichgewicht. Die Aikaligann dann zu falsch-positiven
Ergebnissen fihren [97]. Neben dem Derivatisieromgsl beeinflussen auch die
Derivatisierungsbedingungen die Richtigkeit deselBrgsses. So kann z.B. in biologischen
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Proben bei einem alkalischen pH-Wert MGO aus ddans&phosphaten DHAP und G3P
gebildet werden [41].

H,N R, N
=
N

H,N R, N

1,2-Diaminoderivate von Benzol Chinoxaline
oder Naphthalin (z.B. 0-PD)
OH OH
H,N R N
z = N ' = = N
X J\ XX J\
H,N N NH, R, N N NH,
6-Hydroxy-2,4,5-Triaminopyrimidin Pteridine
HZN\N R, /N\N R, /NYNHZ
| + |
N x N
H,N NH, R, N NH, R, N
(e} R, Aminoguanidin 3-Amino-1,2,4-Triazine
+
~ .~ CéFs

R, N
o] R, o]
H,N CeF
. N~ 85
a-Dicarbonyl o _0_

O-Hydroxylamin R N CoFs
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HS
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'R, \>
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0
H,N JK/KI(CH ) NH
2 3)3 +
SNH R, N T(\N(CHS)S

Hydrazine
(z.B. Girard T-Reagenz) Osazone

Abbildung 5: Derivatisierungsmdglichkeiten zum Nachweis webicarbonylverbindungen
Neben der Analyse von Modellinkubationen zur Aufitigg der Bildungsmechanismen
sind Lebensmittel und biologische Proben @bicarbonylverbindungen untersucht worden.
Der Schwerpunkt lag vor allem auf kurzkettigen Btuen wie GL, MGO oder DA. Die
untersuchten Lebensmittel waren vor allem fermentader stark hitzebehandelte Produkte.

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die in ausgdtemhlebensmitteln bestimmten Gehalte.



Grundlagen und Stand der Forschung 13

Tabelle 1: Gehalte verschiedenefDicarbonylverbindungen in ausgewéhlten Lebensinitte

a-Dicarbonylverbindung [mg/l bzw. mg/kg]

Lebensmittel 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  weil3 0,50 2,90 0,96 - [98]
weild 0,18-0,84 0,16-0,29 - - [92]
weil - 0,11 - - [93]
Joghurt 0,63-0,92 0,61-1,28 0,90-2,23 - [98]
Kase 4,29-41,14 1,98-10,89 0,59-2,87 - [99]
Milchpulver 0,6-0,8 n. A. - 2,0-2,2 [100]
probiotischer Drink 14 1,6 - 8,6 [100]
Honig 0,2-2,7 0,4-54 - 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 (gebriht) - 25 - - [93]
0,87 7,0 - - [105]

2 nicht nachweisbar

In verschiedenen Untersuchungen wurde die Bestimgnvon o-Dicarbonylverbindungen
genutzt, um den Herstellungsprozess von Lebendmitie charakterisieren. So korrelieren
GL und MGO mit der Rostung von Kaffee [106], derrRentation und Oxidation von Wein
[92] oder der Backzeit von Keksen [104]. Aul3erdesih @s Bestrebungen, die Authentizitat
von Honig durch den Gehalt voa-Dicarbonylverbindungen zu bestéatigen [102; 103].
Obwohl 3-DG in hohen Konzentrationen in Honig nashigsen wurde, ist wenig Uber
andere Maillard-spezifischar-Dicarbonyle in Lebensmitteln bekannt. Hellwig et a
bestimmten das 3-Desoxyoson der Galactose in kcyosolysierten Milchprodukten. 3-
Desoxygalactoson konnte auch in galactosefreierduRten nachgewiesen werden. Als
Quelle wurde die Isomerisierung von 3-DG bestadfigi0]. Das Intermediat ist das 3,4-
Didesoxyglucoson-3-en, das ebenfalls in Honig ifierért wurde und den Vorlaufer von
HMF darstellt [102]. a-Dicarbonylverbindungen, die zunachst nur postulieder in
Modellinkubationen nachgewiesen wurden, bestétighenMaillard-Reaktion wahrend der
Bierherstellung und -alterung [107]. Durch Abfarak®on dera-Dicarbonyle wurde in dieser
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Studie aufRerdem die Bildung von Strecker-Aldehydemhindert. Dadurch wurde der
Einfluss dieser Substanzklasse auf das Aroma déensmittels bestatigt. Eine weitere
exogene Quelle von GL und MGO ist Trinkwasser [1(8je a-Dicarbonylverbindungen
entstehen hier wahrscheinlich wahrend der Trinke/aagbereitung bei der Ozonierung aus
den Huminstoffen [109]. Auzerdem wurden MGO undi@lder urbanen Atmosphére [110],
in Schnee und Regenwasser [111] sowie im Ziganeiteh [112] nachgewiesen.

Tabelle 2: Ausgewdhlter-Dicarbonylverbindungeim vivo

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

Matrix GL MGO 3-DG Literatur
normal DM/U normal DM/8 normal DM/UJ
Augenlinsen - - - - 0,4 5 [47]
Erythrozyten - - - - 138 92,4 [113]
Blut - - 256 479 - - [114]
Plasma - - - - 586 98,5
[115]
1716
Serum 589 2577 568 2444 - - [116]
Plasma 1154 1343 652 2193 160 500
3808 1527 364 8]

® Diabetes mellitus/Uramie

® hezogen auf den Hamoglobingehalt der Erythrozytemo{/g Hb)
¢ Ultrazentrifugation des Plasmas

¢ Ethanolextraktion des Plasmas

€ Mittelwert der in der Studie aufgefiihrten Einzettee

" Uramie-Patienten

Obwonhl a-Dicarbonyle cytotoxisch wirken [117] und vor alleMGO mutagene und
kanzerogene Eigenschaften aufweist [90; 105], issttaikologisch bedenkliche Aufnahme
durch Lebensmittel gering [118]. Im Zusammenhang der Bildung, Wirkung und
Entgiftung vona-Dicarbonylverbindungern vivo sind vor allem GL, MGO und 3-DG in
biologischen Proben bestimmt worden. Aufgrund deteu Abschnitt 1.1.1 dargestellten
Bildungswege sind hier spezielle physiologischer p@¢hologische Zustande von Bedeutung.
In Hungerperioden konnten infolge des Lipidstoffveel und der Gluconeogenese
gesteigerte MGO-Gehalte in menschlichem Blutplabegtimmt werden [43]. Aufgrund der
Maillard-Reaktion in vivo sind vor allem bei Diabetes mellitus und assorer
Folgeerkrankungen erhohte Konzentrationem-ddicarbonylverbindungen in verschiedenen
Geweben und Korperflussigkeiten detektierbar. Bestgrter Nierenfunktion (Uramie)

kénnen sich diese Verbindungen ebenfalls anreiclieabelle 2 zeigt Unterschiede zwischen
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gesunden und erkrankten Probanden sowie zwischenveschiedenen Kompartimenten.
Auf die Bedeutung der Methodenentwicklung und Iptetation der Gehalte soll an dieser
Stelle erneut hingewiesen werden. Wahrend man duftiazentrifugation als Schritt der
Proteinabtrennung beim Aufarbeiten des Blutplasausschliel3lich das freie 3-DG bestimmt,
wird durch die Ethanolextraktion gebundenes 3-Dgyfsetzt [115].

1.2 Proteinmodifizierung — Veranderung und Funktionaliserung biologischer

Makromolekile

Proteine bestehen aus Aminocarbonsauren, die ritéer Uber die Peptidbindung
verknlpft sind. Die Biopolymere variieren durch deerschiedenartigen Einbau der 20
proteinogenenL-Aminosauren (Primarstruktur), der raumlichen Namoing (Sekundéar-
struktur) und der daraus resultierenden struktemeKonformation (Terti&rstruktur). Auch
unterscheiden sich Proteine in der Assoziation Brehnr gleicher oder verschiedener
Peptidketten (Quartarstruktur). Biosynthetisch witi@ Primarstruktur in den Ribosomen
durch Translation der mRNA nach vorheriger Trangion der DNA des Zellkerns gebildet.
Die Polymerisation erfolgt dabei vom amino- zumboatyterminalen Ende der Peptidkette.
Die anschliel3ende korrekte Faltung und Oligometisig erfolgt aus energetischen Grinden
und wird durch Chaperone kontrolliert. Diese sialagten die nicht-native Konformation oder
binden zeitweise noch ungebundene Untereinheitafgrand der strukturellen Vielseitigkeit
zeichnen sich Proteine durch ein breites Spektrerschiedener physikalischer Eigenschaften
aus und erfillen dadurch unterschiedliche AufgabBartuber hinaus erfolgen weitere
wichtige physiologische Funktionalisierungen durgbzielte co- oder posttranslationale
Modifizierungen.

Neben dieser systematischen Modifizierung zur 3tewge verschiedener biochemischer
Prozesse sind zusatzliche enzymatische und chesniSMdranderungen von Proteinen
wahrend des Alterns und bei pathologischen Zustandeer bei der Lagerung und
Verarbeitung von Lebensmitteln von Bedeutung. Zidit bietet die technologisch-
gerichtete Modifizierung von Proteinen die Moglieltk physikalisch-chemische

Eigenschaften gezielt zu beeinflussen, um damé Eumktionalisierung zu erreichen.

1.2.1Klassifizierung und Charakterisierung von Proteinmadifizierungen

Proteinmodifizierungen konnen in zwei Kategorienteuteilt werden: 1.in die
proteolytische Spaltung eines Teils der Sequenz Rnoh die Veranderung einzelner
Aminosauren. Die Art der Modifikation ist dabei @bigig von der Anzahl der beteiligten

Aminosauren. Wahrend bei monovalenten Strukturea diminosaure durch Redoxreaktion
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oder kovalente Bindungen verschiedener Substratdifiriert wird, werden in bi- oder
polyvalenten Modifikationen zwei bzw. mehrere Ansaaren miteinander verknupft. Diese
Quervernetzung zwischen den Peptidketten kann eetwéntra- oder intermolekular

erfolgen.

Enzymatisch induzierte co- oder posttranslationaléroteinmodifizierungen in vivo
Physiologische Prozesse, wie [119]:

« Aktivierung/Inaktivierung der Enzymaktivitat,

+ Regulation der Genexpression,

+ zellulare Lokalisierung,

+ Modulation der Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen,

« Markierung fir den proteosomalen Abbau
werden durch selektive Verdnderungen ausgewahlteindsduren der Proteinsequenz
bewirkt. Diese enzymatisch gesteuerten Modifizigamsind [119]:

+ Phosphorylierung von Serin-, Threonin- oder Tyrssitenketten,

+ Reaktion freier Aminogruppen mit Ubiquitin,

+ AcetylierungN-teminaler Serin-, Alanin und Methioninreste,

+ Mono-, Di- oder Trimethylierung von Alanin, Methionoder Lysin,

* N- oderO-Glycosylierung mit Mono-, Di- oder Oligosaccharige

+ Nitrosylierung von Cystein

Grundsatzlich ist auch die reversible Disulfidbinguzweier Cysteinreste zum Cystin als

eine Proteinmodifizierung aufzufassen. Diese Queeteung ist oftmals fir die korrekte
Faltung des Proteins und bei den Enzymen fur itkevidét verantwortlich. Das Tripeptid-
v-Glutamyli-cysteinylglycin (Glutathion) schitzt durch die eesible Disulfidbindung
essentielle Thiol-Gruppen von Proteinen oder bestindurch seine Dimerisierung den
Redox-Zustand der Zelle [120]. Die Quervernetzung Yroteinen kanim vivo zusatzlich
Uber enzymatisch erzeugte Isopeptidbindungen emolgls Beispiel ist die Verkniipfung des
L-y-Glutamylrestes mit det-Aminogruppe des Lysins durch Transglutaminase éhides
Prozesses der Wundheilung zu nennen [121]. Durziineatische Oxidation von Lysin und
5-Hydroxylysin durch Lysinoxidase und anschlieRekdgalente Quervernetzung wird die
Struktur von Kollagenfasern stabilisiert. Die gebtleno-Aminoadipinsauresemialdehydreste
[122] sind in der Lage durch Aldolreaktionen uniteamder und/oder durch die Reaktion mit
Lysin-, 5-Hydroxylysin- oder Histidinseitenkettemdare (Hydroxy)lysinonorleucine [123],
Merodesmosine [124], cyclische Desmosine [125] ddgidinoline [126] zu bilden. Neben
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den enzymatisch erzeugten Aminosauremodifikatiom@mden Proteine zusatzlich durch

chemische Reaktionen modifiziert.

Chemische Proteinmodifizierungenn vivo und im Lebensmittel
Veranderungen von Proteinen durch chemische Rekticind spontane Prozesse, die

entweder thermisch- oder kinetisch gesteuert ablauim Folgenden werden unterschiedliche
Aminosauremodifikationen beschrieben, wie sie umten im Lebensmittel odein vivo
vorherrschenden Bedingungen gebildet werden.

Methionin wird durch reaktive Sauerstoffspezies zM@thioninsulfoxid oxidiert, wobei
die biologische Aktivitdt des Proteins verloren getkann [127]. Als weiteren Marker des
oxidativen Stresses wurde die bivalente Aminosaadgfikation 0,0'-Dityrosin etabliert
[128]. 3-Nitrotyrosin reprasentiert den Nitrosiegsgrad von Proteinen. Da bei
Entzindungsprozessen neben reaktiven Sauersta#fsp@ROS) auch Stickoxid gebildet
wird, ist diese Aminosauremodifikation ebenfaiis vivo von Bedeutung [129]. Bei der
Lebensmittelherstellung besteht durch thermischer atkalische Prozesse die Mdglichkeit
der chemischen Quervernetzung. Die dabei gebildstgreptide [130] oder Dehydroalanin-
induzierten Aminosauren Lysinoalanin und Histidilaoén [131] haben Anteil an der
Proteinpolymerisierung unter drastischeren Reakhedingungen.

Wie in Abschnitt 1.1.1 bereits dargestellt, spti# Maillard-Reaktion sowohh vivo als
auch im Lebensmittel eine entscheidende Rolle. pigndren Aminogruppen deN-
terminalen Enden und der Lysinseitenketten werd®en Zuge der nicht-enzymatischen
Braunung modifiziert, wobei die entsprechenden AonaBrodukte die ersten stabileren
Aminosauremodifikationen darstellen. Wéahrend denvemtionellen S&urehydrolyse des
Proteins werden Amadori-Produkte zerstért und dase f Amin sowie Furoyl- und
Pyridonylderivate gebildet. Unter kontrolliertendéggungen entstehen abi&Fructoselysins
ca. 10 % Pyridosin und ca. 30-40 % Furosin ([13Rdpelle 3). Entsprechendd’-(2-
Furoylmethyl)-Derivate den-Aminogruppe ausgewahlter Aminosauren konnten elblenf
nachgewiesen werden [133-135]. Stabile Endprodiderminaler Proteinmodifizierung
sind Pyrazinone. In Inkubationen von Modellpeptideer Insulin mit GL oder MGO wurden
diese fluoreszierenden Verbindungen nachgewieseé6].[1Weitere Maillard-induzierte
Lysinmodifikationen werden in der Tabelle 3 angesgeb

Wichtige Edukte fur die Bildung dieser Verbindungemd die in Abschnitt 1.1.1
beschriebenen-Dicarbonylverbindungen. So wurden als direkte ®ofér von GALA, von
Formylin und Pyrralin das GL [137], 3-Desoxypentog@38] bzw. das 3-Desoxyglucoson

[139] identifiziert. Die N*-Lysinamide der Ameisen-, Essig-, Glycerin- und d¥igaure
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entstehen u. a. durch Reaktion dekminogruppe mit dem 1-Amino-1,4-didesoxyglucoson
und anschlieBend@rSpaltung [140].

Tabelle 3: Monovalente Lysin-Modifikationen (Lys kennzeichmig Modifizierung dee-Aminogruppe)

Struktur
Trivialname (Abkurzung) Literatur
R
Lys—NH—ClH—COOH H N°-Carboxymethyllysin (CML) [141]
R CH, N°-Carboxyethyllysin (CEL) [142]
H N°-Formyl-Lysin [143]
CHs N°-Acetyl-Lysin [140]
o CH,0OH Glycolsaurelysylamid (GALA) [137]
Lys—NH—C—R COOH Oxalsauremonolysylamid (OMA) [144]
CHOH — CH; N°-Lactoyl-Lysin [140]
CHOH — CH,OH N°-Glycerinyl-Lysin [140]
/ \ H Formylin [138]
OHC N R CH,0OH Pyrralin [145]
|
Lys
HO o N°-Pronyl-Lysin [146]
/
H,C / o
° l|\l CH,
Lys
o Furosin [147-149]
|
Lys—NH—CHz—C@
o)
H,C Pyridosin [150]
Lys—N (6]
OH

Die Bildungsmechanismen des CMLs, der mit Abstardelntendsten monovalenten
Lysinmodifikation, sind vielfaltig. Es besteht di#dglichkeit der oxidativen Fragmentierung
des Amadori-Produkts in CML und Erythronséure [14Meiterhin bilden GL und GLC
durch intramolekulare Disproportionierung bzw. Gatidn des Imin-Intermediats dieses
stabile Endprodukt [151]. Im Gegensatz zum CMLaist Quelle fir das homologe CEL nur
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die Reaktion mit MGO bekannt [142]. Neben den mahenten Strukturen werden aul3erdem
bivalente Modifikationen wahrend der Maillard-Raaktbeschrieben (Tabelle 4).

Tabelle 4:Bivalente Lysin-Lysin-Modifikationen (Lys kennzeiogt die Modifizierung des-Aminogruppe)

Struktur
Trivialname (Abkurzung) Literatur
R
o CH,— NH —Lys Glyoxal-Lysin-Amid (GOLA) [137]
Lys—NH—C—R
Lys\ H Glyoxal-Lysin-Dimer (GOLD) [152]
R
<®/ CH; Methylglyoxal-Lysin-Dimer (MOLD) [153; 154]
N CH; — (CHOH), — CH.OH  3-Desoxyglucoson-Lysin-Dimer (DOLD) [155]
/
Lys (CHOH); — CH,0H Glucose-Lysin-Dimer (GLUCOLD) [156]
/—\ Pyraziniumradikalkation (CROSSPY) [25; 157]
Lys—N N—Lys
\—/
R oH (CHOH)s — CH,OH Crossline [158]
®OH
©
Lys/ T
Lys
Tys Vesperlysin A [159-161]
N
JON,
HO \
Lys

Auch bei der Quervernetzung von zwei Lysinseiteigket sind reaktive a-
Dicarbonylverbindungen wichtig. Die Bildung der thazolium-Salze GOLD [152], MOLD
[153] und DOLD [155] wird Uber die Reaktion des sgmechendenu-Dicarbonyls unter
Beteiligung eines weiterea-Dicarbonylmolekils und Fragmentierung der um edAtGm
verkirzten Saure postuliert. Das Lysinamid GOLAswstit nach der Reaktion der
Aminogruppe mit GL. Zusatzlich kann dieses Crosslighnlich wie CML, durch oxidative
Fragmentierung des Amadori-Produkts gebildet werld&7]. In Reaktionsgemischen von
N*-Acetyl-L-Lysin mit Glucose wurden zwei Epimere der fluoropm Quervernetzung
Crossline identifiziert [158]. Als Intermediat wirds Lederer-Glucoson [7] vorgeschlagen,
das nach Reaktion mit dem Amadori-Produkt die leined Lysinmodifikation bildet [156].
Hofmann et al. identifizierten GLC als Precursos dyraziniumradikalkations [25]. Diese

Quervernetzung korreliert mit der Bildung von Meahinen und der Brdunung in GLC-
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Rinderserumalbumin-Inkubationen [157]. Als Vorldufges Vesperlysin A werden neben
Glucose [160] vor allem Ascorbinsaure, Ribose uidedse beschrieben [161], wobei die

genauen Reaktionsmechanismen unbekannt sind.

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

Struktur
Trivialname (Abkurzung) Literatur
R
R\ H N”-Carboxymethylarginin (CMA) [162]
H,N CH—COOH s
%N F/| CHs N“-Carboxyethylarginin (CEA) [163; 164]
Arg—N
o R H Glyoxal-Imidazolinon 1 (G-H1) [165; 166]
j ( CH; Methylglyoxal-Imidazolinon 1 (MG-H1) [167]
N NH
Y CH, — CH; — CH,0H Propyl-Imidazolinon (PIO) [168]
NH
Arg” CH, — (CHOH), — CH,OH  3-Desoxyglucoson-Imidazo. 1 (3DG-H1) [169]
o H nicht beschrieben (G-H2)
N—t/ o
/43\ CH, Methylglyoxal-Imidazolinon 2 (MG-H2) [165]
HN rlu R CH, — (CHOH), — CH,0H  3-Desoxyglucoson-Imidazo. 2 (3DG-H2) [170]
Arg
R H Glyoxal-Imidazolinon 2 (G-H3) [171]
/Zi CH; Methylglyoxal-Imidazolinon 3 (MG-H3) [165]
HN T o CH, — (CHOH), — CH,0H  3-Desoxyglucoson-Imidazo. 3 (3DG-H3) [170]
Arg
H.C Argpyrimidin (AP) [172]
3
OH
@
Al
RNNTER CH,
HOOC CH, Tetrahydropyrimidin (THP) [173]
OH

HN
OH
Arg J%
SNHON
CH

3

Neben dek-Aminogruppe des Lysins ist die Guanidinogruppe ABggnins eine weitere
Aminosaureseitenkette, die im Zuge der Maillard{Riea vielfaltig modifiziert wird. Hierbei

werden fir die monovalenten Strukturen (Tabelle @&)sschlief3lich a-Dicarbonyl-
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verbindungen als unmittelbare Vorlaufer genanntéseden linearen Modifikationen CMA
[162] und CEA [163; 164], die aus der Reaktion @it bzw. MGO resultieren, sind vor
allem cyclische Strukturen, wie Imidazolinone ungrifidine von Bedeutung. Fur die
Imidazolinone kodnnen drei Konstitutionsisomere mitterschiedlicher Stellung des-

Aminogruppe postuliert werden. Wahrend in den GMGO- bzw. 3-DG-Arginin-

Modifikationen Typ 2 und 3 (Tabelle 5) d&sStickstoff endocyclisch vorliegt, reagiert die
Guanidinogruppe im Isomer Typ 1 zum Imidazolinort exocyclischerd-Stickstoff [165;

170]. Im MG-H1 konnten durch die Doppelbindung anick&toffatom zwei zusatzliche
tautomere Formen nachgewiesen werden [167]. Weitls@nmere entstehen durch
Racemisierung des chiralen Zentrums im Imidazokimgy So wurden in

Modellinkubationen fir MG-H2 und MG-H3 jeweils zwddiastereomere zu gleichen
Anteilen gebildet [165]. Als stabiles, fluoresziedes Endprodukt der Reaktion von Arginin
mit MGO wurde zunachst das 5-Methylimidazolon [17#8schrieben, das in weiteren
Untersuchungen allerdings als Pyrimidinderivat AR 7] identifiziert wurde. Ein weiteres
Derivat, das THP [173], entsteht ebenfalls durclak®en der Guanidinogruppe mit zwei

Molektlen MGO und ist aufgrund seiner Struktur miaglicher Vorlaufer des APs.

Tabelle 6:Bivalente Lysin-Argin-Modifikationen
(Lys kennzeichnet die Modifizierung defAminogruppe, Arg die Modifizierung der Guanidinogpe)

Struktur
Trivialname (Abkurzung) Literatur
R
LyS—N\\ R H Glyoxal-Lys-Arg-Crosslink (GODIC) [175]
/ ( CH; Methylglyoxal-Lys-Arg-Crossl.(MODIC) [175]
N NH
Y CH, — (CHOH), —CH.OH  3-Desoxyglucoson-Lys-Arg-Crosslink [176]
NH
Arg” (DODIC)
Il_ys Pentosidin [177]
N NH
NH
@ />7 \
N Arg
hé Glucosepan [178]
N N
—
HO />7N|H
N Arg

HO

Weitere bivalente Aminoséduremodifikationen sind iby&rginin-Quervernetzungen.

Diese wurden sowohl in Modellinkubationen als auoh Lebensmitteln undin vivo
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nachgewiesen. Tabelle 6 zeigt die wichtigsten $tmek. a-Dicarbonylverbindungen sind
auch bei diesen Modifikationen von zentraler Bedegt Wahrend bei den ,-ODIC*-
Verbindungen die jeweiligen namensgebendenDicarbonyle (Tabelle 6) durch
Aldiminbildung [175] unmittelbare Vorlaufer sind,indt Glucosepan [178] aus dem Amadori-
Produkt des Lysins und dessen Umlagerung in dasree@lucoson gebildet. Nach Ring-
schluss und Wassereliminierung dieser intermediarédicarbonylverbindung folgt die
Reaktion mit der Guanidinogruppe des Arginins [76]1 Durch Inkubation von protein-
gebundenem Lysin und Arginin mit Pentosen, wie R&dArabinose und Xylose konnte das
fluoreszierende Pentosidin [177] isoliert werdes .ehtsteht tiber ein bicyclisches Intermediat
[176], das oxidiert wird und anschlie3end Wassspaltet.

Die Analytik der einzelnen Aminosauremodifikationeruss der entsprechenden Struktur
angepasst werden. Wéahrend die Bestimmung der fx&énindungen in Modellinkubationen,
Lebensmitteln oder physiologischen Proben verhsiftAi3ig einfach ist, kodnnen
proteingebundene Modifikationen erst nach vollstged Hydrolyse der Peptidbindungen
analysiert werden. Die Totalhydrolyse des Protenfigigt zumeist durch Einwirkung starker
Sauren und hoher Temperaturen. Da viele der befsmwen Strukturen unter diesen
extremen Bedingungen zerstort werden, wurden Methadabliert, die eine Hydrolyse des
Proteins durch mehrere Enzyme beinhalten [137;.]k@iterhin entstehen einige der oben
genannten Verbindungen erst im Verlauf der Saunethyske und stellen somit keine nativen
Proteinmodifikationen dar. Als Beispiele hierfirngi das Furosin und das Glyoxal-
Imidazolinon 3 (G-H3) zu nennen, die erst wahrerd $aurehydrolyse aus dem Amadori-
Produkt bzw. dem Dihydroxyimidazolidin und dem CMabildet werden [132; 180]. Neben
der chemisch-instrumentellen Bestimmung der unbéegdichen Modifikationen wurden fur
einige Strukturen immuno-chemische Analyseverfahrentwickelt. Nachteile dieser
schnellen und kostenglinstigen Methoden sind ihranggere Spezifitat, ihre Matrix-
abhangigkeit und die Moglichkeit von Kreuzreakt[@81; 182].

1.2.2 Bedeutung von Proteinmodifizierungen in Lebensmitten und in vivo

Die Modifizierung von Lebensmittelproteinen reiciin der enzymatischen Proteolyse in
fermentierten Produkten tber chemische Modifikagomeelner Aminosaureseitenketten bis
zur kovalenten Polymerisation der Makromolekiile ngald der Herstellung, Lagerung und
Verarbeitung. Bekanntes Beispiel fir proteolytis¢th®teinmodifizierung in fermentierten
Lebensmitteln ist bei der Kéaseherstellung und uralf die Spaltung der Caseine durch
Labenzym, Starterbakterien oder sekundare Mikroosgaen [183; 184]. Chemische Protein-

modifizierungen sind z. B. die Oxidationen und Bmoquervernetzungen bei teilweise
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extremen Herstellungs- und VerarbeitungsbedingungéfWert, Temperatur usw.). Die
gebildeten Aminoséduremodifikationen bestimmen dabaidgeblich die Textur sowie die
ernahrungsphysiologischen Eigenschaften des Leb#aEnmSo ist die oxidative Bildung von
Disulfidbriicken fur die strukturellen Veranderundegim Kochen von Fleisch [185] sowie
deren Transfer fur die viskoelastischen Eigensehafdes Teiges von Backwaren
verantwortlich [186]. Die Gelierung und die damierbundene Texturveranderung von
Fischmuskelfleisch bei der Herstellung von Suriniidnebenfalls auf die Ausbildung von
Crosslinks zurlckgefuhrt. Die in diesem traditidn@gpanischen Lebensmittel nach-
gewiesenen Aminosauremodifikationen sind die dur@msglutaminase erzeugte Isopeptid-
bindungen [187]. Als weiteren positiven Effekt doteinmodifizierung wird die gesteigerte
antioxidative Kapazitat eines Lebensmittels duralduhig von MRPs wie Pronyl-Lysin
diskutiert [146; 188].

Neben den gewinschten Einflissen auf die Textur awofd die oxidative Stabilitat,
verringern Modifizierungen von Proteinen allerdirsgech deren Verdaulichkeit und damit die
ernahrungsphysiologische Qualitdt des Lebensmittélsermisch- und alkali-induzierte
Crosslinks wie Lysino-, Histidinoalanin und Lanthio reduzieren wesentlich die Effektivitat
von Verdauungsenzymen [131; 189; 190]. Daruberusr@hren Lysinoalanin und andere
stabile Lysinmodifikationen der Maillard-Reaktionra irreversiblen Verlust dieser fir den
Menschen essentiellen Aminoséaure. Die Bedeutund/iddtard-Reaktion zur Bewertung der
ernahrungsphysiologischen Qualitat von Lebensmitbéinen wird durch die Verwendung
von Aminosauremodifikationen, wie Furosin [191], CM192], Pyrralin [193] oder
Pentosidin [194] hervorgehoben. Aul3erdem konntehale von GODIC, MODIC oder
Glucosepan in Lebensmitteln in ahnlichen GréRenomden wie von Lysino- und
Histidinoalanin bestimmt werden [131; 195].

Da die Modifizierungsrate durch Reaktionen der n@teymatischen Braunung mit der
Temperatur stark zunimmt, ist es theoretisch mbglicdie Bestimmung von
Aminosauremodifikationen als ,Prozesskontrolle” der Herstellung von hitzeempfindlichen
Lebensmitteln zu wéhlen. So wurden z.B. in ModeBuehen die Bildung von CML, Furosin
oder Pronyl-Lysin beim Rdsten von Kaffee [196], iErén von Milch [197; 198] oder beim
Backen von Brot [146] untersucht. Durch Temperatwekung bei der Sprihtrocknung und
Sterilisation von Babynahrung sind bei diesem s#@si Lebensmittel Lysinblockade und
Polymerisation von grof3er Bedeutung. Hier bedaréiesr standigen Kontrolle [199]. Die
Bildung von MRPs wurde auch in fermentierten Leleitieln wie Bier und Kése wahrend

Produktion und Lagerung untersucht. Der AP-Gehalkommerziell erhaltlichen Bieren
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korreliert direkt mit dem Wiurzegehalt und der Faudpel ermoglicht damit Ruckschlisse auf
die jeweiligen Herstellungsbedingungen [200]. Dieiftng von K&ase kann durch die
Bestimmung vorN*- undN*-2-Furoylmethylaminosauren, also durch MRPs ddrgmniPhase,
charakterisiert werden [201].

Wie Dbereits in Abschnitt 1.2.1 beschrieben, werd&oteinein vivo fur bestimmte
Aufgaben und Funktionen umfangreich proteolytisderanono- bzw. polyvalent modifiziert.
Die entsprechenden Veranderungen wurden eingehaedsucht und sollen an dieser Stelle
nicht néher beschrieben werden. Zusatzliche Bedgutuhielten Proteinmodifizierungen mit
dem Nachweis der Maillard-Reaktion unter physiddogen Bedingungen. Dieser erfolgte
durch die chromatographische Auftrennung verscimed€&raktionen (Sammelbegriff HpA
des Hamoglobins [202] und der Identifizierung demadori-Produktes am N-terminalen
Ende de3-Kette der Fraktion HbA [203]. Der Anstieg der Fluoreszenz von Proteingn m
gesteigerter Glucosylierung [204] deutet auf diemgtexen Folgereaktionen der nicht-
enzymatischen Braunung hin. Vor allem im Alter odszi Diabetes mellitus werden
Hautcollagen, Augenlinsenprotein oder Blutproteiremehrt durch Glucose modifiziert.
Sowohl N°-Fructoselysin (FL) [205] als auch fluoreszieren(feentosidin [205; 206],
Crossline [207], Vesperlysin A [161], AP [206]) sewnicht-fluoreszierende (CML [205],
CEL [142], Glucosepan [208], MG-H1/H2 [209], GOLDOMD [210]) Lysin- und
Argininmodifikationen konnten in verschiedenen Kanffiissigkeiten und Geweben
nachgewiesen werden. Die stabilen Strukturen wentheangelséchsischen Sprachgebrauch
aufgrund des zunédchst beschriebenen Bildungsmesthasi als ,Advanced Glycation
Endproducts® (AGEs) bezeichnet. Neben Glucose saatktive a-Dicarbonylverbindungen
direkte Vorlaufer fur AGEs. Da die Quellen diesé&usturen (Abschnitt 1.1.1) vielféltig sind,
ist auch die Bildung der resultierenden Aminosawifikationenin vivo nicht unmittelbar
auf erhohte Glucosegehalte beschréankt. Trotz nemmBlutzuckerwerte kdnnen infolge
erhdhtera-Dicarbonylgehalte durch Oxidation von Zuckern [28; 211] oder Lipiden [55-
57], bei Niereninsuffizienz [58; 212; 213] und ggseher Disposition [214] Protein-
modifizierungen und gesteigerte AGE-Gehalte genmesgerden. Die Oxidation von Serin
durch Myeloperoxidase [215] oder NADPH-Oxidase [6@] inflammatorischer Stimulation
stellt eine weitere AGE-Quelle vivo dar, da intermediar gebildetes GLC (Abschnitt 10).1.
unmittelbarer Vorlaufer des CMLs ist [151leben der endogenen AGE-Synthese werden
diese stabilen Verbindungen zusétzlich durch Letéted aufgenommen. Bei Patienten mit
Nierenerkrankungen fihrt dies zur Erhéhung der BedGGE-Gehalte [216]. Absorption und

anschlieBende Exkretion der Lebensmittel-AGEs isbed abhangig von der jeweiligen
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Aminosauremodifikation und dem Verhaltnis zwisch@oteingebundener und freier Form

[217]. Einen Uberblick zu den bekannten Mechanisrden AGE-Bildungin vivo zeigt

Abbildung 6.
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Abbildung 6: Mechanismen der AGE-Bildung

Neben der Funktion als Marker vivo gibt es zahlreiche Belege, dass AGEs unmittelbar
bei der Entwicklung von Folgekrankheiten im Altegsprozess oder bei Diabetes mellitus
sowie bei der Entstehung von Urdmie und Alzheimeteibgt sind [218]. Makro-
(Arteriosklerose) und mikrovaskulare Erkrankungen Betina, des Nephrons und peripherer
Nerven korrelieren direkt mit den AGE-Gehalten andetreffenden Geweben [170]. Dabei
wurden spezifische Rezeptoren identifiziert, dieg den verschiedenen pathologischen
Zustdnden, vermehrt gebildet und durch AGEs aktivieeerden. Sie fuhren zu
Entzindungsprozessen und zellularen Dysfunktior®®][ Ein sehr intensiv untersuchter
pro-inflammatorischer Rezeptor ist der AGE-binderiRiezeptor (RAGE). Er gehort zur
Familie der Immunoglobuline von Zelloberflachennkaiilen und ist auf Muskel-, Endothel-,
Nervenzellen und Makrophagen lokalisiert. RAGE aktit Signalwege zur Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) sowie intrazellularer umdkularer Adhasionsmolekile [220].
Proteingebundenes CML wurde als Bindungsstelle R&GE nachgewiesen und deren
Wechselwirkung als Ausléser pathogener Gefal3- undtzilBdungskomplikationen
identifiziert [221].

1.2.3 Funktionalisierung durch Proteinmodifizierung

Aufgrund ihrer physiko-chemischen und strukturelderkmale besitzen Proteine zum
Teil einzigartige funktionelle Eigenschaften. Dieighildung stabiler Schaume, Emulsionen
und Gele oder die Mdglichkeit der Beschichtung ufiémbildung wird dabei durch
intrinsische (z.B. Aminosauresequenz, Nettoladwaglungsverteilung) und extrinsische (z.
B. Temperatur, pH, lonenstarke) Faktoren beeinfl[&22]. Die funktionellen Eigenschaften

werden durch zwei molekulare Aspekte bestimmt. @iwrenbezogene Merkmale wie



Grundlagen und Stand der Forschung 26

Nettoladung, Ladungsverteilung oder sterische Asphkben unmittelbaren Einfluss auf die
Loslichkeit, die Schaumbildung und die EmulgierleirkGrof3e, Gestalt und Flexibilitat von
Proteinen regulieren die hydrodynamischen Eigeritainavie Viskositat und Gelbildung
[223]. Durch physikalische, chemische oder enzyscht Modifizierungen kénnen diese
Eigenschaften fur Anwendungen in der Medizin, Plaarm Lebensmittel- oder
Kosmetikindustrie gezielt beeinflusst werden [222]2

Schaume sind disperse Luft/Wasser-Gemische. Duhckni amphiphilen Charakter
adsorbieren Proteine mit ihren hydrophoben Bereiche der Phasengrenze, verringern die
Grenzflachenspannung und assoziieren durch intekuldre Wechselwirkungen in
koh&sive, viskoelastische Filme. Die verschiederféroteine unterscheiden sich im
Bildungsvermégen und in der Stabilitat der Schaum&ahrend p-Casein die
Oberflachenspannung stark reduziert und schnell\é@emen des Systems erhdht, sind
aufgrund begrenzter Protein-Protein-Wechselwirkandee resultierenden Schaume relativ
instabil. Dagegen bleibt bei Rinderserumalbumin @estiarstruktur an der Phasengrenze
erhalten. Durch Ausbildung eines stabilen interrkol@éren Netzwerks entstehen starke
zusammenhangende Filme, die die Stabilitdt der \Bobaerhohen [223]. Modifizierungen
von Proteinen sind in der Lage die Schaumbildurdy-stabilitat zu verbessern. So fuhrt eine
schonende Hitzebehandlung von Ovalbumin zur tederei Auffaltung der starren
Konformation. Die Flexibilitdt und der Anteil hydsbhober Abschnitte nehmen zu, womit die
Schaumdichte erhoéht und das AbflieBen der Flusgigkerringert wird [225]. Die
Schaumeigenschaften von Molkenproteinen kdnnenhdpactielle enzymatische Hydrolyse
beeinflusst werden [226]. Allgemein verschlechtesich die Schaumeigenschaften mit
steigendem Hydrolysegrad. Peptide mit dem Molegealaicht von 3-5kDa fordern
allerdings die Schaumbildung und die Fraktionenr ObleDa erh6hen dessen Stabilitat [227].
Die Funktionalisierung von Proteinen kann aufRerdiemch Modifikation der Aminoséauren
im Zuge der Maillard-Reaktion erfolgen [222]. Monond Polysaccharide binden als
Amadori-Produkt kovalent an die primaren Aminogrepp und verbessern sowohl
Schaumvermdgen als auch Schaumstabilitdt durchalamfy und Freilegung hydrophober
Abschnitte sowie durch Proteinoligomerisierung [RZ8e Effekte sind dabei abhéngig von
der Reaktivitat des verwendeten Zuckers [229].

Die oberflachenaktiven Eigenschaften von Proteibhestimmen auf3erdem die Bildung
und Stabilisierung von Ol-in-Wasser-Emulsionen. [Biaktoren (Adsorptionsrate an der
Phasengrenze, Verringerung der Grenzflachenspanrkiimgbildung), die dieses disperse

System beeinflussen, sind ahnlich der der schaderlen. Hervorzuheben ist die Verteilung
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der hydrophoben Aminosauren im Makromolekul, da@ierflachenhydrophobizitat direkt

mit der emulgierenden Wirkung korreliert [223]. DB8dungsvermdgen und die Stabilitat

einer Emulsion kann durch Modifizierung der Proteuerbessert werden. Die Methoden sind
aufgrund der molekularen Grundlagen dieser funkiien Eigenschaft ahnlich denen zur
Verbesserung des Schaumverhaltens. So wird duockenes Erhitzen die Hydrophobizitat
der Oberflache von Ovalbumin vergro3ert. Dies fidut einem Anstieg der Emulsions-

aktivitat (maximale Phasengrenzflache pro Gewichksst des Proteins) und -stabilitat [230].

Glycosylierung mit Glucose oder Galactomannan ezhténtweder durch Konformations-

anderung des Proteins [231] oder durch physikatisctschutz des Proteinfilms der

Oltropfchen die Stabilitat der Emulsion [232]. Enmtische Umwandlungen von Asparagin
und Glutamin in die entsprechenden Sauren wirkemfalls stabilisierend. Die Auswirkung

dieser Art der Modifizierung auf die Emulsionsakt ist hingegen vom Protein abhangig.
So wird dieser Parameter bei Sojaprotein [233] lerhivahrend die maximale Phasen-
grenzflache pro Gewichtseinheit bei einem Hafegnigolat durch Deamidierung reduziert
wird [234].

Fur die Bildung von Schaumen und Emulsionen sinel \Blechselwirkungen mit den
Phasengrenzen Protein-Gas bzw. Protein-Fett beaeutdur Ausbildung eines Gels sind
Interaktionen zwischen Proteinen essentiell. Eih iSeein disperses System bei dem die
disperse Phase ein dreidimensionales Netzwerk tbilcel dabei das Dispersionsmittel
immobilisiert. Es besitzt viskoelastisches Verhalted vereint daher die Eigenschaften einer
Flissigkeit mit denen eines Festkorpers. Strultutginen Proteingele nach Flory [235] in:

« durch physikalische Polymerisation gebildete Netkeemit grol3tenteils

ungeordneten, jedoch einigen lokal geordneten Bleeai oder

« ungeordnete Strukturen aus aggregierten Dispensiemgeteilt werden.
Namensgebend fir den gesamten Prozess der Gelisunie thermoreversible Sol-Gel-
Umwandlung einer erhitzten Gelatinelésung. Diesa@sexrsten Klasse zahlende Proteingel
entsteht durch Bildung geordneter Bereiche, ahrdemhKonformation des nativen Collagens.
Die hoch geordneten Triplehelices oder ,junctionnesf, die hauptsachlich durch
Wasserstoffbriicken stabilisiert werden, werden hluRegionen einzelner Proteinketten
unterbrochen [236; 237]. Wahrend bei Gelatine dedb®lung mit der Renaturierung der
Peptidketten einhergeht, gelieren nichtfibrillareotBine durch Denaturierung der nativen
Konformation. Globulare Proteine werden durch Hitmker extreme pH-Werte denaturiert
und lagern sich durch intermolekulare Wechselwigem(kovalente Vernetzung, polare und

hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoff- und 3atken) zu dreidimensionalen
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Netzwerken an. Da durch partielle Denaturierungnednt hydrophobe Abschnitte freigelegt
werden, dominieren diese Wechselwirkungen und lgedinden hauptsachlich thermo-
irreversiblen Charakter dieser Gele [72; 238]. Bigenschaften eines Gels lassen sich durch
Proteinmodifizierung systematisch beeinflussenwsten Zucker stabilisierend gegeniber
der Hitzedenaturierung von Molkeproteinen [239].&wdem erhoht die Maillard-induzierte
Polymerisation die Gelstarke von Ovalbumin [240ie Quervernetzung von Gelatine durch
Transglutaminase [236; 241] oder Methacrylamid [2#&erstreicht den Einfluss kovalenter
Crosslinks auf die Stabilitdt eines Hydrogels. \@lem Transglutaminase ist eine der
Moglichkeiten der Funktionalisierung von Protein@iese Art der Quervernetzung erhoht
die Stichfestigkeit von Joghurt [243]. Sie hat aleinen Einfluss auf die erndhrungs-
physiologische Qualitat, da weiterhin die Aminosduder Isopeptidbindungen wahrend der
Verdauung verfligbar sind [244].

Wie zuvor erwahnt, sind Proteine in der Lage korgiilme auszubilden. Damit kbnnen
sie in der Lebensmittelindustrie als ,Essbare Bestung“ genutzt werden oder die
klassischen erddlbasierenden Folien als nachwadbsgebiologisch abbaubares Biopolymer
ersetzen. Die Proteinquellen sind vielfaltig. Qutativ bedeutend sind aufgrund der
Rohstoffe tierische Proteine wie Gelatine [245] Wiilichproteine [246] sowie pflanzliche
Proteinisolate von Soja oder Getreide [247; 248]ndch Anwendung missen diese Folien
bestimmte Anforderungen erflillen. Von Bedeutungl sior allem die Barriereeigenschaften
[249] gegeniber Wasserdampf, Sauerstoff oder Artmfiaa und die Bestandigkeit
gegeniber Loésungsmitteln oder mechanischen Beatsprgen [250]. Um diese
Eigenschaften gezielt zu beeinflussen, werden dele entweder enzymatisch oder
chemisch modifiziert. Als Modifier dienen bifunktielle Strukturen wie Glutaraldehyd [251],
GL [252] oder Diisocyanate [253] und andere aminos@aktive Substanzen wie Genipin
[254] oder Formaldehyd [252]. Die chemische aberhadie enzymatische Vernetzung mit
Transglutaminase reduzieren das Quellvermdgen soweelLdslichkeit und erhdéhen die
Steifigkeit der Folien [252]. Ziel der Forschung die physikalischen Parameter mit den
molekularen Eigenschaften zu korrelieren, um hadktionelle Produkte reproduzierbar zu

erzeugen.
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2 Zielstellung

Die Modifizierung von Proteinen bei der Herstellwngd Verarbeitung von Lebensmitteln
als auch unter physiologischen Bedingungen ist gotscheidender Bedeutung. Dariber
hinaus kénnen die Eigenschaften dieser Makromoéegakielt beeinflusst und sie damit fur
bestimmte Anwendungen funktionalisiert werden. Vaallem hochreaktive o-
Dicarbonylverbindungen sind von Interesse, da sieufgrand vielfaltiger
Bildungsmechanismen sowohl im Lebensmittel als anckivo wichtige Reaktionspartner
mit Aminosaureseitenketten darstellen. Glyoxal wdthylglyoxal sind die mit Abstand
bedeutendsten Strukturen, Arginin und Lysin aufdruhrer Reaktivitdt die bevorzugten
Modifizierungsstellen im  Protein. Trotz zahlreichelUntersuchungen zu den
Reaktionsmechanismen konnten diese nicht abschbef@ifgeklart werden. Weiteren
Forschungsbedarf auf dem Gebiet der Proteinmoeifinig im Zusammenhang mit der
Maillard-Reaktion besteht bei der Funktionalisigywon Proteinen und der Herstellung von
Lebensmitteln mit geringer Temperatureinwirkung.

Ziel vorliegender Arbeit war es daher, detaillieEenblicke in den Mechanismus der
Argininmodifizierung durch Methylglyoxal zu erhatteDazu wurden wichtige Intermediate
der Reaktion isoliert und in ihrer Struktur aufgekl Durch Inkubation der
Einzelverbindungen wurde dann der Reaktionsmechussaufgestellt, der die gegenseitigen
Beziehungen der in der Literatur beschriebenen gtyoxal-Arginin-Modifikationen
beschreibt. Besonderes Augenmerk lag auf den emtiatermediaten und den stabilen
Endprodukten.

Der anwendungsbezogene Aspekt der Arbeit wurdehddre Untersuchung Maillard-
modifizierter Gelatinefolien und durch die Bestinmgu von Maillard-relevanten
Verbindungen wahrend der Kéasereifung herausgeatbe@elatine wurde in wassriger
Lésung mit Glyoxal modifiziert. Die nach der Geliag und Trocknung erhaltenen Folien
wurden umfangreich charakterisiert. Die chemischispjtalischen Parameter wurden dann
mit anwendungsrelevanten Eigenschaften wie medatfamis Bestandigkeit und
Gaspermeabilitat korreliert. Die Bestimmung von ibysodifikationen der frihen sowie
fortgeschrittenen Phase der Maillard-Reaktion wadhreder Kasereifung diente als
Anwendungsbeispiel fur die Proteinmodifizierung beler Lebensmittelherstellung.
Gleichzeitig wurden wichtigen-Dicarbonylverbindungen sowohl bei der Lagerung von
Sauermilchkase unter definierten Bedingungen att &ei kommerziell erhéltlichen Goudas
unterschiedlicher Reifegrade analysiert. Der Zusanimang zwischen Aminosaure-

modifizierung undr-Dicarbonylverbindungen wurde erarbeitet.
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3  Einordnung und Zusammenfassung der Forschungsergelsse

3.1 Mechanistische Untersuchungen zu Proteinmodifikatioen

Aufgrund der vielfaltigen Bildungsmechanismen (Afsitt 1.1.1) ist MGO eines der
bedeutendsten-Dicarbonyle. Es konnte in diversen Lebensmittetrd in physiologischen
Proben nachgewiesen werden (Tabelle 1, Tabelle Ngben der intermolekularen
Polymerisation in hochkonzentrierten Lésungen [2&d]die Reaktion mit nukleophilen
Verbindungen von Bedeutung. Wéhrend der nicht-emtyrhen Braunung sind hierbei die
Seitenketten der Aminosauren Lysin, Arginin und t€yswichtigste Reaktionspartner, wobei
die Guanidinogruppe des Arginins in Modellinkubaga sowohl reversibel als auch
irreversibel den grof3ten Anteil des MGOs bindet4]1AVie in Abschnitt 1.2.1 gezeigt,
gehdren zu den irreversiblen Strukturen Proteinggraetzungen (MODIC) und monovalente
Modifikationen (CEA, Imidazolinon-Derivate, PyrimidDerivate). Die Relevanz dieser
Verbindungen wird neben der Bildung in Modellinktibaen durch den Nachweis in
Lebensmitteln sowie physiologischen Proben verstarabelle 7 zeigt die Gehalte einiger
MGO-Arginin-Modifikationen in unterschiedlichen Mates. Trotz der quantitativen Bestim-
mung ist wenig Uber den genauen Bildungsweg undndechanistischen Zusammenhang

dieser Verbindungen bekannt.

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

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

Matrix Literatur
MG-H1 MG-H2 AP MODIC
Bier - - <27 - [200]
Cola 10,f - - - [256]
Milch roh 5P 756 - - - [256]
pasteurisiert 42 2066 - - - [256]
Brezelkruste 3947-5762 - - 124; 308  [167;195]
Augenlinsen  Kar 2848 1506 » 655  [209;257]
Katarakt 5278 3348 256’ 80 [209; 257]
Blut frei 1®° - >18°¢ - [170]
gebunden 15520 - < 500" ¢ 4,1>¢ [170; 257]

2 frei

® proteingebunden

¢ Blutplasma [nmol/[]

¢ Serumalbumin [nmol/kg Protein]
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3.1.1 Bildung von Methylglyoxal-Arginin-Modifikationen

Um den Mechanismus zwischen der Reaktion von MG® daer Guanidinogruppe
aufzuklaren, wurdeN’-geschitztes -Arginin unter physiologischen Bedingungen (pH 7,4;
37 °C) mit frisch synthetisiertem MGO umgesetztchi24 h konnten sechs Verbindungen
durch lonenpaar-RP-HPLC mit Nachsaulenderivatisigrgemessen werden (Abbildung 7).
AP wurde durch Messung der nativen Fluoreszenzktete Die analytischen Referenz-
substanzen wurden entweder synthetisiert oder artginiA-MGO-Inkubationen durch
lonenaustausch- und lonenpaarchromatographie risalied aufgereinigt. Die Struktu-
raufklarung erfolgte anschlieRend mittétd- und **C-Kernresonanzspektroskopie (NMR).
Die Bestimmung der Summenformeln durch hochaufldsevlassenspektrometrie (HR-MS)
bestatigte die chemische Struktur der Verbindundében dem CEA, den Imidazolinon-
Derivaten MG-H1 und MG-H3 sowie den Pyrimidinverdumgen THP und AP konnten zwei
neue Modifikationen (7 + 8) detektiert werden. [@tzlere sich schnell ineinander zu einem
1:1-Gleichgewicht umwandelten und gleichzeitig emtrlabil waren, gelang es nicht die
Strukturen abschlieBend aufzuklaren. Die genauasué¢bsanleitungen und Ergebnisse sind
detailliert in der VeroffentlichungFormation of Arginine Modifications in a Model Sgm
of N'-tert-Butoxycarbonyl (Boc)-Arginine with Methylgkal“ [258] am Ende dieses
Abschnitts wiedergegeben.
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Abbildung 7: HPLC-Chromatogramm déi*-t-Boc-  Abbildung 8: Konzentrationen wichtiger Verbin-
Arginin-MGO-Inkubation nach 24 h dungen wahrend der Inkubation vidftt-Boc-
Arginin mit MGO

Abbildung 8 zeigt den Konzentrationsverlauf wicktigModifikationen bei 14-tagiger
Inkubation vonN”*-t-Boc-Arginin mit MGO. Als zentrales Intermediat deeaktion wurde
MG-H3 identifiziert. Unter den VersuchsbedingungseinAP das einzige stabile Endprodukt
und reicherte sich kontinuierlich wahrend des Whuehungszeitraums an. Durch
Einzelinkubationen der Reinsubstanzen wurde derAlbildung 9 gezeigte Reaktions-

mechanismus aufgestellt. Die Versuche bestétigienStellung des MG-H3 als zentrales
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Intermediat. Interessanterweise konnte das dnttéer Literatur beschriebene Imidazolinon-
Isomer MG-H2 [165] nicht nachgewiesen werden. Odwdiese Verbindungin vivo
quantifiziert wurde (Tabelle 7), bestatigten digé&bnisse der vorliegenden Arbeit die Unter-
suchungen anderer Arbeitsgruppen zu UmsetzungenAugrenlinsenproteinen [209] oder
N“-t-Boc-Arginin [259] mit MGO. Als Griinde werden zurmen die bevorzugte Bildung des
MG-H1 aufgrund sterischer Effekte und zum anderem Reaktion des nukleophilsten
Stickstoffatoms der Guanidinogrupph’ mit der reaktivsten Carbonylfunktion im MGO
(Aldehydgruppe) zum MG-H3 benannt [259]. Die vagkeden Ergebnisse stitzen diese
These und stellen den mechanistischen Zusammenzisaschen den Imidazolinon-Derivaten
dar.

Ahnlich der Reaktion von Arginin mit GL [180] wurdks Isomer mit endocyclischeW
Stickstoff MG-H3 aus dem entsprechenden Dihydroxyamrolidin kinetisch kontrolliert
gebildet. Dieses wandelte sich mit steigendem pHt\Wkker das offenkettige CEA in das
thermodynamisch stabilere MG-H1 mit exocyclischdfhStickstoff um. Die beiden C-8-
Diastereomere des MG-H3 bildeten ein racemischasissd (Verhaltnis 1:1), wobei die
Umwandlung zwischen beiden Strukturen Uber enadidcitermediate erfolgte. Alternative
Erklarungen mit Ringdffnung und -schluss konntersgaschlossen werden, da in den
entsprechenden Inkubationen kein CEA detektierteur

Das azide C-8-Proton ist sowohl fur die Keto-Enalsomerie als auch fur die Reaktivitat
des MG-H3 essentiell und bestimmt seine zentralelUdy im gesamten Reaktions-
mechanismus. So ist die Struktur in der Lage, mihere Carbonylgruppe uber
Aldolkondensation entsprechende Produkte zu bil@sn. Nachweis des Aldolprodukts von
MG-H3 in kommerziellen MGO-L6sungen wird somit durcVerunreinigungen mit
Formaldehyd (HCHO) erklart und wurde in Einzelintibnen bestatigt. Uberraschender
Weise konnte fir MG-H1 weder die Racemerisierunghndie Aldolreaktion mit HCHO
beobachtet werden. Da bei Inkubation von isolierd@®-H3 mit MGO sowohl das THP als
auch das AP gebildet wurde, kann hierbei ebenfailts Aldolkondensationsprodukt als
Intermediat postuliert werden. Die Umsetzung vanliegstem CEA mit MGO bestatigte diese
Annahme, da hierbei die Reaktionskinetik zunaclkest Bingschluss zum MG-H3 und die
Reaktion anschlieRend mit deiDicarbonylverbindung unter Bildung der Pyrimidindate
vermuten l&sst.

Obwohl das THP durch Decarboxylierung, Wasserelgnimg und Oxidation als AP-
Vorganger postuliert wurde [165], konnte in den Zelinkubationen dieser Struktur das

stabile Endprodukt nicht nachgewiesen werden. \&&inwurden die unbekannten Strukturen



Einordnung und Zusammenfassung der Forschungsesgebn

33

7 + 8 als unmittelbare Vorlaufer identifiziert. &onnte durch anaerobe Umsetzung des

aufgereinigten Substanzgemisches der oxidativeitStiei der AP-Bildung gezeigt werden.

Fur eine abschlieBende Aufklarung des Reaktionsamesimus von MGO mit Arginin sollten

diese Verbindungen allerdings in ihrer chemischieak®ur aufgeklart werden.
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3.1.2 Weiterfuhrende Untersuchungen

Die Reaktivitat von MG-H3 wurde durch weitergeheridietersuchungen unterstrichen.
Dazu wurde isoliertes MG-H3 mit verschiedenen piiggjisch- und lebensmittelrelevanten
Carbonylverbindungen umgesetzt. Bei der Reaktiont nAicetaldehyd (fur die
Inkubationsbedingungen, Isolierung der Struktured die Analyse des Umsetzungsgemisch
vgl. ,Material and Methods" in [258]) konnte nebden bereits beschriebenen Strukturen die
Bildung zweier neuer Modifikationen beobachtet vegrd Ein entsprechendes RP-FLD-
Chromatogramm ist in Abbildung 10 dargestellt. Dudonenaustausch- und lonenpaar-
chromatographie wurden beide Verbindungen isoliad konnten mittels NMR und HR-MS
in ihrer Struktur verifiziert werden (Tabelle A ; Tabelle A - 2). Es handelte sich um dia-
stereomere Aldolkondensationsprodukte (Acetl, Acetih Acetaldehyd mit MG-H3 an
Position C-8 de$\’-endozyclischem Imidazolinonrings. Damit wurde Bieaktivitat der C-
H-aziden Position bestatigt. Die Bildung von Aceidd Acet2 erfolgte innerhalb 24 h. Im
weiteren Verlauf bauten sich die Strukturen wieale{Abbildung 11). Die Inkubationen der
isolierten Referenzsubstanzen bestatigten dies&aAbum urspriinglichen MG-H3 und zum
CEA (Anhang Abbildung A - 1, Abbildung A - 2).
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Abbildung 10: Chromatogramm der Inkubation (37 Abbildung 11: Konzentrationen der Verbindungen
°C, pH 7,4) von 5 mM MG-H3 mit 2,5 mM Acet-  wahrend der Inkubation (37 °C, pH 7,4) von 5 mM
aldehyd nach 6 h MG-H3 mit 2,5 mM Acetaldehyd

Im Gegensatz zur Aldolkondensation von MG-H3 mitrrRaldehyd werden bei der
Reaktion mit Acetaldehyd die beiden Diastereomé&bktnm Verhaltnis 1:1 gebildet. Dies ist
maoglicherweise auf sterische Effekte zurlckzufihréleben Acetaldehyd wurde auch
Glyceraldehyd mit MG-H3 inkubiert. Bei dieser Unmetg konnten mehrere Strukturen
detektiert werden. Durch LC-MS-Messungen wurde §&ssse/Ladungsverhaltnis (m/z)
dieser Verbindungen von 319 bestimmt (Abbildung A)- Dies entspricht dem positiv
geladenen lon des Kondensationsproduktes. Durchusiégtzlichen enantiomeren Zentren im

Glyceraldehyd sind die Signale durch die Bildundhreeer Diastereomere zu erklaren.
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Aufgrund des aziden Proton an C-8-Position des MB3aidrde aul3erdem eine verstarkte
Elekrophilie der benachbarten Carbonylgruppe veemmut/m diese These zu bestatigen,
wurde das\’-endozyclische Imidazolinon mit verschiedenen nojtélen Verbindungen wie
Lysin, Cystein, Cystin und Cysteamin umgesetzt. 8em die Reaktion derAminogruppe
des Lysins erhielt besondere Aufmerksamkeit, da dieen alternativen Bildungsweg von
MODIC darstellt. Hier kann der nukleophile Angrdih der Carbonylfunktion, gefolgt von
Ring6ffnung, Wassereliminierung und erneutem Rihss zum\’-exozyclischen MODIC
formuliert werden. In den verschiedenen Inkubatiorveurden allerdings fir keine der
verwendeten Nukleophile zusatzlichen Modifikationdetektiert. Der alternative MODIC-
Bildungsmechanismus wurde somit nicht bestatigtirDder Inkubation von MGO mit Lysin
und der Argininzugabe nach 24 h mehr MODIC nachgsen wurde als bei der Reaktion
von MGO mit Arginin und anschlieRender Lysinzugdt@n der in der Literatur [175]
beschriebene Mechanismus bestatigt werden (Ablaldd2, Abbildung 13). Dabei
kondensiert Lysin zuerst mit der AldehydfunktionsddGOs und erst im zweiten Schritt

reagiert die Guanidinogruppe des Arginin mit derdislin.
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Abbildung 12: Bildung von MODIC (t = 77 h) in der Abbildung 13: Bildung von MODIC (t = 77 h) in der
Inkubation von 20 mM Arginin mit 20 mM MGO Inkubation von 20 mM Lysin mit 20 mM MGO und
und Zugabe von 20 mM Lysin nach 24 h Zugabe von 20 mM Arginin nach 24 h

Die Umsetzungen mit weiteren Carbonylverbindungestdttigte die Reaktivitdt von MG-
H3 und unterstreicht damit seine Bedeutung bei Reaktion von MGO mit Arginin.
Weiterhin wurden bisher nicht beschriebene Amincs@oedifikationen nachgewiesen.
Obwohl ein Abbau dieser Strukturen beobachtet wutdan der Nachweis im Lebensmittel
oderin vivo nicht ausgeschlossen werden. Die Reaktionsbedysgumm Vergleich zu den
untersuchten Modellinkubationen unterscheiden siténsichtlich erheblich (vgl. Nachweis
von MG-H2in vivo). AuRerdem konnte der in der Literatur postulid@iielungsmechanismus

von MODIC durch die vorliegenden Untersuchungeridieg werden.
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3.2 Anwendungsbezogene Untersuchungen zur Proteinmodiferung

Der anwendungsbezogende Aspekt der vorliegendeneitArikvurde durch zwei
Themenkomplexe herausgearbeitet. Zunachst wird geigelte Proteinmodifizierung am
Beispiel der Funktionalisierung von Gelatinefolianfgezeigt. Weiterhin wird die Kase-
reiftung anhand der Verdnderungen von Aminosaurerchdu-Dicarbonylverbindungen
charakterisiert. Die dabei beobachtete Modifizigrist ungerichtet, kann aber eventuell als

Prozessparameter bei der Herstellung dieses Leliggisneingesetzt werden.

3.2.1 Herstellung und Charakterisierung chemisch modifizerter Gelatinefolien

Gelatine wurde als Kleber bereits vor 8000 Jahren den HoOhlenbewohnern des
Mittleren Ostens verwendet. Auch die alten Agyptetzten nachweislich diese Eigenschaft
des Biopolymers. Am Hof des englischen Konigs Hevilly (1491-1547) wurden eingelegte
Gerichte mit ,glitzerndem KalbsfuRgelee“ serviaMahrend der napoleonischen Ara diente
Gelatine als Proteinquelle der franzdsischen Arméefgrund der herausragenden
Eigenschaften haben sich die Einsatzgebiete seetigitert. Die Produktion erfolgt heute
grof3industriell [224], wobei ca. 63 % in der Lehaittel-, 27 % in der Pharmaindustrie und
5 % fur technische Anwendungen genutzt werden [260]

Gelatine ist ein hochmolekulares Polypeptidgemistds durch partielle Hydrolyse aus
Collagen gebildet wird. Letzteres ist als Sklerogiro Bestandteil von Haut, Knochen,
Sehnen und Bindegewebe und macht 25-30 % des niehsthGesamtproteins aus. Durch
zwei verschiedene Aufschlussverfahren werden dier¢@unetzungen des Haut- und
Knochencollagens von Schweinen, Rindern und Fisgespalten. Das zuné&chst unldsliche
Protein kann in der Folge mit Wasser extrahiertdeer Anschlie3end werden die erhaltenen
Gelatineldsungen entsalzt, konzentriert und ssgiti und nach dem Trocknen als Pulver
oder in Blattform in den Handel gebracht. Die dudureaufschluss (Acidic) hergestellte
Typ A-Gelatine unterscheidet sich aufgrund diesewdddlungsverfahrens von der durch
Laugen (Basic) extrahierten Typ B-Variante in ihAgninosdaurezusammensetzung und der
Molekulargewichtsverteilung der Polypeptidkette@42261].

2005 wurden weltweit ca. 305000 Tonnen Gelatinedyzeert [224]. Aufgrund der
teilweise einzigartigen Eigenschaften wird diesespBlymer vielfaltig verwendet und ist
z.B. in der Analogfotografie als Schutzkolloid usezlich. In kosmetischen Praparaten und
in der Lebensmittelindustrie dient Gelatine aufgraier Oberflachenaktivitat als Stabilisator,
Emulgator oder Klarungs- bzw. Schénungsmittel. Eilee bedeutendsten Eigenschaften ist

der Einfluss auf die Textur eines LebensmittelscduAusbildung thermoreversibler Gele
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[262-264]. Populare Beispiele sind Gummibarchentéfmguss und ,Wackelpudding® [224].
Auch in der Medizin und pharmazeutischen Industniel Gelatine umfangreich verwendet.
Schwamme aus Gelatine wirken blutstillend und efiobgn die Migration neuer
Gewebszellen [224]. Wirkstoffe werden durch Geleltapseln oder -umhullungen (Coatings)
vor Sauerstoff, Licht und mikrobiellen Befall ge&trtt und vermeiden einen bitteren
Geschmack bei oraler Applikation [265]. Wie auch den technischen Anwendungen
(Korrosionsschutz von Metallen) und in der Lebentatindustrie (,Essbare Folien®) ist vor
allem die Fahigkeit der Filmbildung auschlaggebe@aundséatzlich besteht hierbei die
Moglichkeit, erddlbasierende Kunststofffolien dur@rneuerbare, biologisch abbaubare
Biopolymere zu ersetzen [224; 245].

Tabelle 8:Bestimmung und Bedeutung der untersuchten Foli@mpater

Parameter Kenngrol3e Bedeutung Methode
Wasseraufnahme  Quellvermégen gravimetrische Bestimmungen
physikalisch _ _ nach Wasserlagerung der Folien
Masseverlust Loslichkeit unter definierten Bedingungen
E-Modul Steifigkeit Aufnahme der Spannungs-
mechanisch _ Dehnung-Kurven durch
Zugdehnung Dehnbarkeit Zugversuch der Folien
Arginin, Lysin Gehalt unmodifizierter AS
G-H3, CML Modifizierungsgrad (Lysin, Arginin) gg\jr&cl):sl?greanalyuk mit
chemisch
GOLD Grad der Quervernetzung
GL, GLC Gehalt an nicht reagiertem Vernetzer Ddisiarung (RP-HPLC, GC)

Ein Teil der vorliegenden Arbeit befasst sich net &ntwicklung, Charakterisierung und
Funktionalisierung von biologisch abbaubaren Gedditilien. Nach Abschnitt 1.2.3 kdnnen
Proteine durch chemische oder enzymatische Moelifinig funktionalisiert und
Eigenschaften gezielt auf die entsprechende Anwemnadungepasst werden. Im Zuge eines
BMELV-Verbundprojektes sollten sprihfahige, biokgh abbaubare Gelatinefolien fur den
Einsatz in der Landwirtschaft entwickelt werdens Aforaussetzung fur ihre Anwendung
wurden wassrige Systeme mit umweltunbedenklicheantkalien bei mdglichst niedrigen
Kosten definiert. Es sollten wasserunlésliche Foliaus wassrigen Gelatinelésungen
hergestellt werden. Da die in der Literatur besdienen Vernetzer entweder enzymatisch
[252] und damit relativ teuer oder umweltschadli@1] sind, wurde das Konzept der
Proteinquervernetzung durch Intermediate der MaHReaktion angewendet. Die Folien
wurden unter definierten Bedingungen (Temperatwaif) Zhergestellt. Grundlage war eine

4 %-ige (w/v) Gelatinelésung, die mit unterschiebdén GL- bzw. GLC-Konzentrationen
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modifiziert wurde. Durch definierte Trocknung diededsungen konnten Folien erzeugt
werden, die anschlieBend physikalisch, mechanisah ahemisch charakterisiert wurden.
Eine Ubersicht der verschiedenen Parameter zeifiellBa 8. Die genauen Versuchs-
bedingungen sind in der Veroffentlichungodel Studies on Chemical and Textural
Modifications in Gelatin Films by Reaction with @kal and Glycolaldehyde[266] am Ende
dieses Abschnittes aufgefihrt.

Durch die Verwendung von GL oder GLC konnten diggtkalischen und mechanischen
Eigenschaften der Folien zielgerichtet beeinflugstden. Fir diei-Dicarbonylverbindung ist
das Quellvermdgen und die Loslichkeit in Abbilduydargestellt. In Abhangigkeit von der
Konzentration konnten die Wasseraufnahme und desséeerlust sowohl durch GL als auch
durch GLC stark reduziert werden, wobei sich diargiiativen Ergebnisse zwischen beiden
Vernetzern allerdings unterschieden. Dies wurdeldulie Bestimmung der mechanischen
Parameter bestatigt. So waren die Zunahme des Edsladd die Abnahme der Reil3dehnung
in GL-Folien (Abbildung 15) starker ausgepragtlss GLC-Vernetzung.
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Abbildung 14: physikalische Eigenschaften GL-  Abbildung 15: mechanische Eigenschaften GL-
vernetzter Gelatinefolien vernetzter Gelatinefolien

Diese Unterschiede sind auf die verschiedenen Yarmgsmechanismen der verwendeten
Verbindungen zurtckzufiihren. Die Bestimmung demtbkehen Parameter bestétigten diese
Ergebnisse auf molekularer Ebene. Wéahrend durcAnidyse des freien GLCs in den Folien
eine nahezu vollstandige Reaktion der Carbonylwellmg beobachtet wurde, reduzierte sich
der prozentuale GL-Umsatz mit steigender Vernetmezkntration. Der Anstieg des
Masseverlusts in GL-modifizierten Folien (Abbilduthg) kann somit durch das Herauslosen
von freiem bzw. reversibel gebundenenrbicarbonyl wahrend der Wasserlagerung erklart
werden. Die quantitativen Bestimmungen von GL undCGmissen kritisch diskutiert
werden, da sich die jeweiligen Derivatisierungme#m unterscheiden. So wird bei der
Reaktion mit 0-PD zusétzlich reversibel gebunde@Gés (z.B. als GL-Imin) mit erfasst.

Weitere Unterschiede in der Modifizierung und denétzungsmechanismus ergeben sich
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durch die Analyse der wichtigsten im Zuge der MadtReaktion modifizierten Aminosauren
Lysin und Arginin sowie deren quantitativ bedeutgrd Folgemodifikationen CML bzw.

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

seitenketten und spiegelt somit unmittelbar denn®¥&ungsgrad wieder. Wahrend die
Zunahme der Steifigkeit in GL-modifizierten Foliemdeutig mit dem Gehalt der Lysinquer-
vernetzung GOLD korrelierte, kann die gleichbleitbenZugdehnung in GLC-Folien

wiederum durch das Fehlen dieser Verbindung erkigntden. Allgemein kénnen in GL-

Folien 50 % der modifizierten Lysin/Arginin-Restés &ML, GOLD und G-H3 bestimmt

werden. In GLC-modifizierten Folien beschreibensdig&kenngrofRen lediglich 10 %. Durch
die hoheren Kosten, den schwécheren Einfluss aufSteifigkeit und die unzureichende
Beschreibung der Modifizierung durch die gewahKemngroéRen in GLC-Folien, wurden die
folgenden Untersuchungen nur noch mit GL als Vesredurchgefihrt.

Ziel des Projektes war der Einsatz spruhfahigerubgen. Da beim Abkuhlen durch
thermoreversible Gelierung die Viskositat starkteigs, wurden Moglichkeiten erarbeitet den
Gelierpunkt zu verschieben. Die Bestimmung des @®#fes der filmbildenden Gelatine-
l6sung (FFS) und die Charakterisierung der geleliéiydrogele erfolgten mittels deforma-
tionskontrollierter Oszillationsrheometrie. Dieseeddmethode gestattet Aussagen Uber die
strukturelle Anordnung und das Verhalten der Pohkaten innerhalb des Gels [236; 241;
242]. Da es sich bei einem Gel um eine viskoeldstisSubstanz handelt, sind das Speicher
(G- und Verlustmodul (G*) wichtige Parameter. D& stellt G* den elastischen und G* den
viskosen Anteil dar. Der Sol-Gel-Ubergang ist dienwhndlung einer Substanz mit
Uberwiegend viskosen Eigenschaften in eine mit elemmlich elastischen. Als Mal3 zur
Bestimmung des Gelpunkts dient G* = G" [267]. Dinrdas Abkihlen der Gelatine lagern
sich einzelne Proteinketten zu Triplehelices, d@mtdem des Collagens zusammen [236] und
bilden dadurch ein thermoreversibles dreidimendem&letzwerk [237]. Dieses ist in der
Lage Wasser zu immobilisieren. Durch partielle Hygse und gezielte Acetylierung der
Gelatine im Vorfeld der chemischen Vernetzung miit Kbnnten sowohl die rheologischen
Eigenschaften der FFS als auch die physikalischead ohemischen Parameter der
resultierenden Folien systematisch beeinflusst &rerdDie genauen Vorschriften der
chemischen Modifizierung durch Hydrolyse mit konzemter Salzsaure (HCI) und
Acetylierung mit Essigsaureanhydrid (AAH) sind inerd Verdffentlichung ,Glyoxal
modification of gelatin leads to change in propestiof solutions and resulting film$268]
am Ende diese Abschnittes aufgefiihrt. Die ansofid® Vernetzung mit GL entsprach den

Versuchen im vorstehenden Untersuchungskomplex.p&eaturprofil und Dauer der rheo-
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logischen Messungen wurden der chemischen Verngtaumd den Bedingungen der
madglichen Anwendung angepasst.

Wie die Abbildung 16 zeigt, verzégerte sich die i&ekit mit dem Grad der Hydrolyse
bzw. der Acetyllierung. Bei der chemischen Mod#izing mit AAH ist insbesondere der pH-
Wert von Bedeutung, da dieser die Reaktivitat aesgrechenden Aminosaure bestimmt. Bei
pH 2 lagen dies-Aminogruppen des Lysins protoniert vor und AAH geate daher
Uberwiegend mit den Hydroxylgruppen des Hydroxyipsolund Hydroxylysins. Mit
steigendem pH-Wert wurden zusatzlich di@minogruppen des Lysins acetyliert, was
entscheidenden Einfluss auf die Ausbildung der I&hplices hatte. Zusatzlich wird dies
durch das Verhaltnis von viskosem zu elastischenteiArftand) im resultierenden Gel
bestétigt, da dieser Parameter sowohl bei Hydraysauch bei pH 7-Acetylierung zunimmt.
Wichtige Informationen Uber die Eigenschaften eineemisch-modifizierten Gels lieferte
tand auch nach Vernetzung der Gelatine. Hierfur wurdetehandelte (UTG), partiell
hydrolysierte (HG) und acetylierte (AG-pH 2, AG-piHFFS mit GL vernetzt. Zum besseren
Vergleich zwischen den verschiedenen FFS wurde bbildung 17 ta® auf den
entsprechenden Wert ohne GL normalisiert. Bis aefleti pH 7 acetylierten Proben sank
dieser Parameter mit steigender GL-Konzentraticsh kann mit der Ausbildung zusatzlicher
kovalenter Bindungen erklart werden [236; 241]. ¥diin konnte in den hydrolysierten und

acetylierten Proben eine Zunahme der GelierzetttdReaktion mit GL beobachtet werden.
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Abbildung 16: Gelierzeit chemisch-modifizierter ~ Abbildung 17: Visko-elastische Eigenschaften des
FFS Hydrogels chemisch-modifizierter FFS

Fur die chemisch-physikalischen Untersuchungen gvdrd unterschiedlich vorbehandelte
Gelatine (HG, AAH) mit 5% GL vernetzt, da dieseriMetzerkonzentration in den zuvor
beschriebenen Untersuchungen (Abbildung 14, Abhidi5) die besten Ergebnisse lieferte.
Durch die Reaktion mit AAH bei pH 7 waren die Lys#itenketten fir die Vernetzung mit
GL blockiert und die Bildung von Quervernetzungemra@e verhindert. Dies bestétigten die
physikalischen und chemischen Kenngrof3en der resariden Folien, da die CML- und
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GOLD-Gehalte sehr gering bzw. nicht nachweisbar diedFolien in Wasser l6slich waren.
Auch in den hydrolytisch vorbehandelten Gelatinefolwurden diese Parameter malf3geblich
durch die molekular-strukturellen Eigenschaften aspringlichen Hydrogels bestimmt. Die
Zunahme der Wasserabsorption und des Gewichtsteerus steigender Hydrolyse konnten
durch weniger Triplehelices und héheren viskosetehrerklart werden. Gleichzeitig war
durch die langere Gelierzeit eine gesteigerte G@iBung durch die erhdhte Mobilitat der
Polypeptidketten im Gel zu beobachten.

Auch der Einfluss der Hydrolyse oder VernetzungdiafBarriereeigenschaften zeigt: Die
chemische Modifizierung ist ein leistungsstarkes rk¥eug der gezielten Protein-
funktionalisierung. Die Wasserdampf- und die Sawoéfsermeabilitat korrelierten mit den
Merkmalen der filmbildenden Loésungen. Die Vernetzumit GL reduzierte die Wasser-
dampfpermeabilitat der unbehandelten Folien um5a%. Durch die Verwendung von
Glycerin als Weichmacher wurde das freie Volumes 8gstems vergrol3ert, die Dichte des
Netzwerks reduziert und dieser Effekt ausgeglici2a.durch die partielle Hydrolyse die
resultierenden Folien sehr spréde waren, konntehd@itycerin zusatzlich die Flexibilitat der
Folien erhéht werden. Weiterhin wurde die Wassegfdarchlassigkeit durch die Hydrolyse
und durch die Acyetylierung erhoht, was die struditen Merkmale des urspringlichen
Hydrogels widerspiegelt. Interessanterweise baessfe die Acetylierung der Hydroxy-
gruppen durch niedrigen pH-Wert die Barriereeighafien nur geringfligig, obwohl das
Quellvermégen dieser Folien stark verringert werllennte. Die chemische Vernetzung hat
auf die Sauerstoffpermeabilitat nur einen geringgnfluss. Einzig die Behandlung der
Gelatine mit HCI erhdhte diesen Parameter leicht.

Zusammenfassend kann festgehalten werden: Gelaterefkénnen durch Maillard-
induzierte Quervernetzung hinsichtlich ihrer mecgbemen, physikalischen und Barriere-
eigenschaften anwendungsgerichtet funktionalisietden. Im Zuge der Untersuchungen
wurden chemische Parameter identifiziert, die di@kmskopischen Merkmale auf
molekularer Ebene beschreiben. Zusatzliche Moeifimgen durch partielle Hydrolyse oder
Acetylierung der Gelatine im Vorfeld der Vernetzumzgigen Madoglichkeiten auf, die
Gelierzeit den Anforderungen einer technischen iRealng anzupassen oder gezielt die
Eigenschaften des entstehenden Hydrogels zu bhessefi. Dabei wurden erstmals die
Zusammenhange zwischen den strukturellen Merkmales Gels mit den physiko-
chemischen Eigenschaften der resultierenden Faligrwissenschaftlicher Ebene korreliert.

Als Ausblick soll der mégliche Einfluss auf die @cimstabilitdt erwahnt werden. Wie unter
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1.2.3 beschrieben, sind fur diese funktionelle Bsgphaft ebenfalls die viskoelastischen und
mechanischen Merkmale sowie die GasdurchlassigkeiProteinfilme von Bedeutung.
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3.2.2 a-Dicarbonylverbindungen und Aminosauremodifikationen als Marker der

Kasereifung

Mit der Domestizierung von Weidetieren wie Zieg&thafen und Kihen verfiigten die
Menschen neben dem Fleisch zuséatzlich Uber deréchMbeit etwa 8000 Jahren ist daher
auch Kase Bestandteil unserer Erndhrung. Wahrentladgerung der Milch in Gefal3en aus
Ton oder Tiermagen koagulierten die Milchproteingrcth Vermehrung von Milchsaure-
bakterien oder durch Restmengen der in den Magémalegnen Proteasen [269]. Spater
wurde Milch gezielt fur die Herstellung von Kaserwendet und heutzutage stehen dem
Verbraucher weltweit etwa 2000 Varietaten zur Veuitig [72], deren gleichbleibend hohe
Qualitat bei der industriellen Produktion gewélstei sein muss.

Das Dicklegen der Milch erfolgt nach zwei Verfahrehe je nach Ké&sesorte auch in
Kombination angewandt werden. Durch die mikrobieNMerwertung der Lactose zu
Milchsaure wird der pH-Wert der Milch in die Nahesdisolelektrischen Punktes der Caseine
abgesenkt. Mit neutraler Nettoladung sind diesatmeehr im wassrigen Medium |6slich und
koagulieren zu Sauermilchquark [270]. Die protesttie Dicklegung der Milch erfolgt vor
allem durch Lab-Enzym und beruht auf der SpaltuegeCaseins in das pakaCasein und
das Glycomacropeptid. Der stabilisierende Effeksds Proteins auf die Caseinmicellen geht
verloren. Die Hydrophobizitat der Mizellen steighdudurch ionische Wechselwirkungen
aggregieren positiv geladenes par@asein und negativ geladene und B-Caseine zu
unloslichen Netzwerken [269; 271]. Nach dem Abtemwler Molke und dem Formen des
Kasebruchs erfolgen je nach Sorte die BehandlungSekundarkulturen und die Reifung
unter definierten Bedingungen.

Dieser Prozess ist komplex und beinhaltet mikralggche und biochemische
Veradnderungen, die fur das Aroma und die Textur Hésesorte von entscheidender
Bedeutung sind [272]. Vor allem Proteinmodifiziegen durch den proteolytischen Abbau
der Caseine und die Modifikationen der Aminosautesketten im Zuge der Maillard-
Reaktion sind hierbei von Interesse. Die Kasergifltann daher Uber das Ausmald der
Proteolyse [273; 274] oder uber die Bestimmung Verbindungen der nicht-enzymatischen
Braunung charakterisiert werden. Obwohl CML in negischen Molkenkdse [275] und
Cheddar [276] nachgewiesen wurde, wird in der hitar vorwiegend das Amadori-Produkt
als Marker der Kasereifung beschrieben. So wurdedstu undN*-Furoylmethylaminosauren
mit der Alterung diverser Kasesorten wie Manchef@o/], Grana Padano [278], Gouda
[279], Cheddar [201] und Camembert [201] korreliertDicarbonylverbindungen stellen

auch in diesem Lebensmittel potentielle Reaktiortapa bei Proteinmodifizierung dar.
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Neben ihrer Bildung im Zuge der Maillard-Reaktioerden vor allem GL, MGO und DA
wéahrend des Wachstums von Starterbakterien odemdéken Mikroorganismen produziert
und konnten in einigen Kasesorten nachgewieseneneg@d; 280-282]. Vor allem DA gilt
als sehr aromapotent. Es besitzt eine buttrige Natd bildet durch Reaktion mit
Aminosauren weitere wichtige Aromastoffe in Milcbdukten [283; 284]. GL und MGO
reagieren ebenfalls mit Aminosauren, bilden jedogbptsachlich MRPs (Abschnitt 1.2.1).

Da die stoffichen Verdnderungen wahrend der Kafserg essentiell fur die
Eigenschaften des Produktes sind, ist das vollgg@nderstandnis der zugrundeliegenden
Reaktionen Grundlage fur eine wirksame Qualitdtgveavmg und -sicherung. Die
Charakterisierung der Kasereifung auf der Grundldge nicht-enzymatischen Braunung
erfolgte in der vorliegenden Arbeit durch die Arsyverschiedener MRPs der frihen und
fortgeschrittenen Phase sowie durch die Quantifinig ausgewahltera-Dicarbonyl-
verbindungen. Als einen in der Literatur etabliertParameter wurde das Ausmal3 der
Proteolyse durch Sodiumdodecylsulfat-Polyacryla@alelektrophorese (SDS-PAGE)
untersucht. Die genauen Versuchsvorschriften unalysenmethoden sowie die ausfiihrliche
Darstellung und Diskussion der Ergebnisse erfoigtder Vertffentlichung,Formation of
Early and Advanced Maillard Reaction Products Ctates to the Ripening of Cheesafn
Ende dieses Abschnitts.
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Abbildung 18: CEL-Gehalt wahrend der Reifung  Abbildung 19: MGO-Gehalt wahrend der Reifung
von Sauermilchkase von Sauermilchkase

Aufgrund des geringen Fettgehaltes und der deettidkeranderungen der Textur wahrend
der Alterung wurde ein traditioneller Deutscher &auilchkése (,Harzer Kase®, Handkase)
als Modellsystem fur den Reifungsprozess untemgaten Bedingungen (16 °C, 93 % rel.
Luftfeuchte) gelagert. Kommerziell erhaltliche, mnliabenzym koagulierte Goudasorten
unterschiedlicher Reifegrade (jung: 6-8 Wochentehi2-6 Monate, alt: > 1 Jahr) dienten als
Vergleich. Optisch konnte der Laib des Sauermilskk&zu Beginn der Reifung in den

weilden, Quark-ahnlichen, krimeligen Kern und ddhlighen, semitransparenten elastischen
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Rand unterteilt werden. Die Reifung erfolgte b&isdir Kasesorte vom Rand in den Kern und
konnte durch die Analyse des Caseinabbaus bestaggtien. Die Art der Dicklegung
beeinflusste signifikant die Proteolyse wahrendRleifung. Im Gegensatz zum Gouda wurde
ein verstarkter Abbau dgsCaseins zu Gunsten kleinerer Peptide beobachieseDArt der
Proteinmodifizierung liefert Aussagen uber das AaBnder Reifung innerhalb einer Sorte.
Ein Vergleich zwischen verschiedenen Kéasetypeallstdings nicht maglich.

Neben der Hydrolyse der Peptidbindung werden dagelfre auch durch Reaktionen der
nicht-enzymatischen Braunung modifiziert. Die Engsbe dieser Arbeit zeigen vor allem
Umsetzungen der fortgeschrittenen Phase der M&iRaxaktion. Mit zunehmender Reifung
sank der Gehalt des Amadori-Produktes im Randwdb an Kern des Sauermilchkases und
die stabilen MRPs CML und CEL (Abbildung 18) reidea sich an. Die Abnahme des
Furosingehaltes bestatigt damit die in Abschntllbeschriebene oxidative Fragmentierung
des Amadori-Produktes als Bildungsmechanismus déssCDurch gleichzeitige Abnahme
der GL und MGO-Gehalte (Abbildung 19) wurden zukétza-Dicarbonylverbindungen als

unmittelbare Ausgangsstoffe stabiler Lysinmodifigaen identifiziert.
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Abbildung 20: CEL-Gehalt der Goudasorten Abbildung 21: MGO-Gehalt der Goudasorten

Aufgrund der verschiedenen ProduktionsbedingungehRohstoffe sind die Unterschiede
zwischen Markern der nicht-enzymatischen Braunumg kommerziell erhaltlichen
Goudaproben nicht so stark ausgepragt. Einzig G&ibi{dung 20) und MGO (Abbildung
21) konnten als robuste Parameter zur Charaktarigijedes Reifegrades genutzt werden. Sie
zeigten damit unabhangig von der Art der Dicklegdegselben Trend wie bei der Lagerung
des Sauermilchkases. Allgemein wiesen die héhemml® an Furosin, CML und CEL in
Gouda auf eine verstarkte Proteinmodifizierung dudie Maillard-Reaktion im Gegensatz zu
den Verédnderungen bei Sauermilchkase hin. Beim &dwrelierten sie damit mit dem

hoheren Grad der Proteolyse in selbst geringfligaitgrten Proben.
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Proteinmodifizierungen wahrend der Herstellung uaderung von Kase sind schon seit
Jahrzehnten im Fokus der Wissenschaft. Es wurdeesmmdere die Proteolyse der Caseine
untersucht. Verdnderungen von Aminosaureseitenk&tanten zwar nachgewiesen werden,
die Bestimmung vonu-Dicarbonylverbindungen als Vorlaufer stabiler Mdditionen war
dabei allerdings nicht von Interesse. Die Ergelentss vorliegenden Arbeit bestéatigen jedoch
die Bedeutung dieser reaktiven Substanzklasse iirPdoteinmodifizierung. Besonders
herauszustellen sind die Verdnderungen von CELMG® wahrend der Reifung. Mit dem
Verhéltnis zwischen den beiden Parametern kann Rigfestatus unabhangig von der
Kasesorte beschrieben werden. Fir ein besseretaNenss sollten zuklnftig daher weitere
Kasesorten und die Entstehung von MGO in Milchpkbeln untersucht werden.
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4  Zusammenfassung der Dissertation

Die vorliegende Dissertation befasste sich mit austplten Aspekten der Modifizierung
von Proteinen durclu-Dicarbonylverbindungen. Die zum Gebiet der nichtyematischen
Braunung zahlenden Reaktionen spielen sowohl beHaestellung und Verarbeitung von
Lebensmitteln als auch unter physiologischen Badiggn bei pathologischen
Veradnderungen eine entscheidende Rolle. Fur diessahde Bewertung dieser Reaktionen
ist das Verstandnis der zugrundeliegenden Reaktieasanismen unerlasslich. Ziel der
Arbeit war es daher mit mechanistischen Untersugbardie Modifikation von Aminosaure-
seitenketten durcha-Dicarbonylverbindungen zu entschlisseln. Weiterhwvar die
Charakterisierung des Herstellungsprozesses vonensshitteln durch Proteinmodifi-
zierungen ebenso Bestandteil der Forschung wie zikdgerichtete Reaktion voru-
Dicarbonylverbindungen zur Proteinfunktionalisiegun

Durch Modellinkubationen vorN*-geschiitztem Arginin mit Methylglyoxal konnte die
Reaktion dieser wichtigena-Dicarbonylverbindungen mit der Guanidinogruppe der
Argininseitenkette aufgeklart werden. Dafir wurderundchst die verschiedenen
Modifikationen durch lonenaustauschchromatographi praparative RP-HPLC isoliert und
durch verschiedene NMR-Techniken und durch die &oftbsende Massenspektrometrie in
ihrer Struktur aufgeklart. Durch Inkubation der lisden Referenzsubstanzen konnte der
Reaktionsmechanismus aufgestellt werden. Als Zestralntermediat wurde das
Methylglyoxal-Imidazolinon Typ 3 identifiziert. Ds®s Imidazolinon wird kinetisch
kontrolliert gebildet und wandelt sich durch Rinfgiing in das thermodynamisch stabilere
Methylglyoxal-Imidazolinon Typ 1 um. Die Bedeutungn Methylglyoxal-Imidazolinon Typ
3 wird zusétzlich durch das azide Proton an C-8ti®asdes Imidazolinonrings bestimmt.
Neben der Umwandlung eines Diastereomers in dagilgvwAndere, ist vor allem die
Aldolkondensation mit Carbonylverbindungen entsdbed. Die Reaktion mit einem
weiteren Molekul Methylglyoxal fuhrt nachweislichurz Bildung des einzigen stabilen
Endproduktes, dem Argpyrimidin. Die in der Litenatpostulierte Bildung dieses
Pyrimidinderivats aus dem Tetrahydropyrimidin kannh der vorliegenden Arbeit nicht
bestétigt werden. Vielmehr wurden zwei bisher ulpeke Strukturen als unmittelbare
Vorlaufer identifiziert, die allerdings aufgrund rdeAusbildung eines chemischen
Gleichgewichtes untereinander nicht abschlieBendihner Struktur aufgeklart werden

konnten.
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Das zielgerichtete Beeinflussen bestimmter Eigesfseh von Gelatinefolien durch die
Modifizierung mit Intermediaten der Maillard-Reakti erweitert das Prinzip der nicht-
enzymatischen Braunung auf die Funktionalisierung Yroteinen. Wie gezeigt, kdnnen
anwendungsbezogene Merkmale wie physikalische uadhamische Bestandigkeit sowie
Gaspermeabilitat von Biopolymerfolien durch chernestdlodifikation mit demu-Dicarbonyl
Glyoxal gesteuert werden. Die Proteinmodifizieramgrde durch die Bestimmung von Lysin
und Arginin sowie ihrer quantitativ bedeutsamstendiflkationen auf molekularer Ebene
nachgewiesen. Die kovalente Quervernetzung redazilrs Quellvermégen, die Loslichkeit
und die Wasserdampfpermeabilitdit der Folien. Glmilg konnte die Zunahme der
Steifigkeit beobachtet werden. Die Herstellung é@lien erfolgte durch Trocknen der
Gelatineldsungen unter definierten Bedingungen. Dgukturelle Anordnung der
Polymerketten innerhalb des intermediér gebildétgdrogels bestimmen dabei direkt die
funktionellen Merkmale der Folien. Durch die defatronskontrollierte Oszillations-
rheometrie konnten sowohl die Gelierzeit als auih viskoelastischen Eigenschaften des
Hydrogels bestimmt werden. Partielle Hydrolyse ofleetylierung der Gelatine im Vorfeld
der chemischen Vernetzung mit Glyoxal hatte zuml Teastischen Einfluss auf das
rheologische Verhalten und spiegelt damit den H&sflder molekularen Modifikation der
Proteinketten wider. Die Analyse der chemisch-pgkgigchen Parameter der resultierenden
Folien bestatigte die strukturellen Uberlegungem Rolymernetzwerk des Hydrogels auf der
Ebene des Proteinfilms.

Neben dem Verandern von Proteinen mit dem Zielrikwenktionalisierung, bestand ein
Teil der vorliegenden Arbeit in der Charakterisregu der Kasereifung anhand der
ungerichteten Modifizierung. Als Marker wurden nebAminosauremodifikationen der
frihen und fortgeschrittenen Phase der Maillardkitea auch kurzkettige a-
Dicarbonylverbindungen analysiert. Als Vergleictertie die als Reifungsparameter in der
Literatur etablierte Proteolyse der Caseine. W&hier Lagerung von Sauermilchkéase unter
definierten Bedingungen wurden sowohl Furosin alshaN*-Carboxymethyllysin und\’-
Carboxyethyllysin als alterungsabhangige Kenngrofdentifiziert. Der Anstieg der
Lysinmodifikationen der fortgeschrittenen MaillaRaktion konnte mit der Abnahme des
Amadori-Produktes und den unmittelbaren Vorlauf@igoxal und Methylglyoxal korreliert
werden. Durch die Untersuchung von kommerziell iibliem Gouda unterschiedlichen
Reifegrades wurdeN°-Carboxyethyllysin und Methylglyoxal als robuste ier der
Kasereifung etabliert. Im Gegensatz zur Proteogied diese Kenngréf3en unabhangig von

der Art der Dicklegung. Zusétzlich bestéatigten dismahme vorN*-Carboxyethyllysin und
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die gleichzeitige Abnahme von Methylglyoxal den dBihgsmechanismus dieses stabilen
Maillard-Reaktionsprodukts.

Mit der vorliegenden Dissertation wurden grundledgeerkenntnisse fur die komplexen
Reaktionen der nicht-enzymatischen Braunung gewannBariber hinaus konnten
Moglichkeiten gezeigt werden, die Maillard-Reaktioar zielgerichteten Funktionalisierung
von Proteinen und zur Charakterisierung der Lebdtsherstellung als ,,Prozesskontrolle®

oder als Authentizitdtsmerkmal zu nutzen.
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5 Abstract

The present work deals with selected aspects akipranodification bya-dicarbonyl
compounds. These reactions belong to the field arf-enzymatic browning and play an
important role in production and processing of ®ahd in the development of diseases
under physiological conditions. The underlying nmesultic pathways are essential for the
comprehensive assessment of these reactions. Beoéatisat, the aim of this work was the
mechanistic investigation of the modification ofiamacid side chains by highly reactive
dicarbonyls. Furthermore, protein modifications evased to characterize the process of food
production. The targeted reaction @fdicarbonyls with proteins for improved functional
properties was an additional part of this dissemat

N“-protected arginine was incubated with methylglyoma model system to elucidate the
mechanism of guanidino group modification by tmgportanta-dicarbonyls compound. The
formed modifications were isolated and purified ibg exchange chromatography and RP-
HPLC and structures were verified by NMR and higésotution mass spectrometry.
Incubation of isolated compounds gave insightsht reaction mechanism. Methylglyoxal-
imidazolinone type 3 was determined as the keyrnméeliate precursor within the total
reaction scheme. Kinetic studies identified metlyggal-imidazolinone type 1 as the
thermodynamically more stable product which wasmied via ring opening. Further
investigations revealed an acidic proton at C-8haf imidazolinon ring of methylglyoxal-
imidazolinone type 3 to trigger aldol condensatiofisis reactivity allowed the addition of
another molecule methylglyoxal to form the singlabse product argpyrimidine. The
formation of this structure was described in litera by oxidation and decarboxylation of
tetrahydropyrimidine. The present study clearlyecggd this hypothesis. Instead, two
previously unknown structures were identified as ithmediate precursors. Because of a 1:1
equilibrium of both structures the isolation andification was not successful.

Chemical modifications of gelatin films with inteediates of the Maillard-reaction were
performed to intentionally affect certain propestiand extend the concept of the non-
enzymatic browning to protein functionalization. chaical features like physical and
mechanical resistance and also gas permeabilithiafolymer films were regulated by
reaction with glyoxal. The changes were demonstratehe molecular level of the potein by
determination of lysine, arginine and there quatitie most important modifications.
Covalent crosslinking reduced swelling behaviolulsitity and water vapor permeability and
increased stiffness. Films were prepared by dryiriggelatin solutions under defined

conditions. The structural arrangement of polymieaims within the temporarily formed
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hydrogel predefined the functional properties sluleng films. To characterize the process of
gelation, dynamic oscillatory measurements with h@ometer were performed. Partial
hydrolyzation and acetylation of gelatin beforeroiel crosslinking with glyoxal had effect

on gelling time and visco-elastic properties ofsgghd mirrored the influence of molecular
changes. Analysis of chemical and physical parametethe resulting films confirmed the

structural considerations of the polymer networkhs hydrogel at the level of the protein
films.

Beside the modification to change functional prtipsrof proteins, another part of the
present work was the characterization of cheesimg by unintentional protein alteration.
For this, amino acid modification of the early aadvanced Maillard-reaction ang-
dicarbonyl compounds were analyzed. As a well distaa ripening parameter, the
proteolysis of caseins was determined. Furoshii;carboxymethyllysine andN’-
carboxyethyllysine confirmed the ripening of a ttexhal German acid curd cheese under
defined conditions. The increase of advanced MdHtaaction lysine modifications
correlated with the decrease of the Amadori progund the direct precursors glyoxal and
methylglyoxal. To extent the results of experiméntaturation to commercial cheeses,
different aged Gouda types were investigated. Hérearboxyethyllysine and methylglyoxal
were identified as robust markers of cheese rigesince in contrast to proteolysis these
parameters were independent of coagulation typeditiddally, the increase of\’*-
carboxyethyllysine and the simultaneously decrea$semethylglyoxal confirmed the
mechanism of formation of this stable Maillard-re@t product.

The present dissertation provides essential knayded the complex reaction pathways of
non-enzymatic browning. Furthermore, possibilitiesre shown to use the Maillard-reaction

for intentional functionalization of proteins arat Characterization of food production.
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9 Anhang

Tabelle A - 1:'H- und**C-NMR-Daten der Verbindung
2-Amino-5-(2-amino-4-methyl-4-(ethyl-1-ol)-5-imidalinon-1-yl)-pentanséure (Acet2)

9
OH  CH,

5 CH,
4 CH,
3 CH,
2 (|3H—NH2

1 COOH
miz: [M+H] * 273,15568 (ber. 273,15573 fiir,gH,,0,N,)

C-Atom H-Atom
& [ppm] & [ppm] Anzahl d.n [HZ]

C, 171,50

C, 53,44 G-H 4,0 (m) 1

Cs 24,66 G-H 1,9 (m) 2

o 28,44 G-H 1,8 (m) 2

Cs 39,94 GH 3,7 (m) 2

Cs 159,33

C, 175,82

Cs 69,00

Co 19,60 G-H 1,46 (s) 3

Cuo 71,90 GoH 3,91 (q) 1 3111 6,32

Cu 17,15 GH 1,25 (d) 3 3Je11.1 6,40
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Tabelle A - 2:'H- und**C-NMR-Daten der Verbindung
2-Amino-5-(2-amino-4-methyl-4-(ethyl-1-ol)-5-imidalinon-1-yl)-pentanséure (Acetl)
9
claH CH,
H,C—CH N
11 10 /8 )\
077 N~ 6 “NH,
I
5 (l:H2
4 CH,
3 (|3H2
2 CH=NH,
1 COOH
m/z: [M+H] * 273,15558 (ber. 273,15573 fiir GH,,0,N,)
C-Atom H-Atom
8 [ppm] 8 [ppm] Anzahl dn [Hz]
C 173,74
G 54,00 G-H 3,9 (m) 1
Cs 24,50 G-H 1,9 (m) 2
C, 28,36 G-H 1,8 (m) 2
Cs 39,78 G-H 3,7 (m) 2
Cs 159,63
C; 177,04
Cs 69,36
Co 18,42 G-H 1,37 (s) 3
Cuo 71,26 GoH 3,96 (q) 1 3Jc11.1 6,34
Cu 17,05 G-H 1,26 (d) 3 3111 6,11
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Abbildung A - 1: Abbau des Acetl bei 37 °C, pH 7,4Abbildung 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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