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1 EINLEITUNG 

Methylglyoxal ist eine reaktive -Dicarbonylverbindung. In Lebensmitteln und auch in vivo wird 

diese Struktur unter anderem im Verlauf der Maillard-Reaktion gebildet. Dabei reagieren 

reduzierende Zucker mit Aminkomponenten, z.B. Aminosäuren, in komplexen Reaktionskaskaden 

zu einem breiten Spektrum an Folgestrukturen. Proteingebundene Aminosäuremodifikationen 

werden unter dem Begriff Advanced Glycation Endproducts (AGEs) zusammengefasst. Diese 

Glykierungsprodukte verändern die biologische Wertigkeit, aber auch die Funktionalität von 

Proteinen. Das betrifft besonders die Seitenketten von Lysin und Arginin. Eine zweite bedeutende 

Quelle für Methylglyoxal ergibt sich aus dem Abbau von Triosephosphaten, die wichtige 

Intermediate des Kohlenhydratstoffwechsels (Glycolyse) von lebenden Organismen darstellen. 

Daher wird Methylglyoxal vor allem in vivo als potentielles Glykierungsagens diskutiert. Besonders 

langlebige Proteine wie Kollagen im Bindegewebe aller höherer Organismen unterliegen im Laufe 

der natürlichen Alterung einer stetigen Veränderung durch Maillard-Prozesse. Bisher sind jedoch 

nur einzelne AGEs in vivo identifiziert worden. Häufig wird auch der Zusammenhang mit 

altersbedingten oder diabetischen Spätkomplikationen diskutiert. Dazu fehlen jedoch umfassende 

Kenntnisse der Kollagenmodifizierung auf molekularer Ebene. 

Auch Proteine in thermisch prozessierten Lebensmitteln weisen einen hohen Glykierungsgrad auf. 

Vor allem bei hohen Temperaturen und geringer Wasseraktivität, wie beim Braten, Backen oder 

Frittieren, läuft die Maillard-Reaktion bevorzugt ab. Lebensmittel, die bei der Herstellung einem 

fermentativen Schritt durch Mikroorganismen unterliegen, beispielsweise Backwaren, können 

vergleichsweise hohe Methylglyoxalgehalte aufweisen. Während des Backens kommt es durch 

Maillard-Prozesse schließlich zur gewünschten Farb- und Aromabildung. Als unerwünschter 

Nebeneffekt tritt jedoch die Proteinglykierung ein. Insofern können AGEs auch als Prozess-

kontaminanten betrachtet werden. Aufgrund ihrer antinutritiven Eigenschaften hat sich auch der 

Begriff Glycotoxine etabliert, der gleichzeitig eine Verbindung zwischen Lebensmittelchemie und 

Medizin schafft. Die Aufnahme über die Nahrung und Wirkung von AGEs ist nur spärlich erforscht. 

Eine umfassende Charakterisierung der ablaufenden Reaktionen und des resultierenden AGE-

Spektrums in Backwaren wie auch in Lebensmitteln allgemein steht bis heute aus. Nicht zuletzt 

werden solche Untersuchungen durch eine komplexe Lebensmittelmatrix sowie unzureichende 

Proteinreinheit und -löslichkeit erschwert. Kenntnisse über die zu Grunde liegenden Mechanismen 

könnten perspektivisch zur Verbesserung des Herstellungsprozesses beitragen, indem die Bildung 

gewünschter Strukturen forciert bzw. die Bildung unerwünschter Strukturen supprimiert wird.  
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2 GRUNDLAGEN UND STAND DER FORSCHUNG 

2.1 Die Maillard-Reaktion 

Der Begriff Maillard-Reaktion beschreibt die nicht-enzymatische Reaktion von reduzierenden 

Carbonylverbindungen mit Aminkomponenten und umfasst eine komplexe Reaktionskaskade mit 

einem sehr heterogenen Produktspektrum. Der Name wurde zu Ehren ihres Entdeckers Louis 

Camille Maillard vergeben, der 1912 als erster diese Reaktion beschrieb.1 Durch die Arbeiten 

weiterer Chemiker wie Mario Amadori, Kurt Heyns und John Edward Hodge in den 1930er bis 50er 

Jahren entwickelten sich konkrete Vorstellungen über die ablaufenden Reaktionsschritte.2 Die im 

Modellversuch beobachtete, charakteristische Bildung von hochmolekularen, braunen Strukturen 

– den sogenannten Melanoidinen – ließ bereits damals auf die Relevanz bei der Zubereitung von 

Lebensmitteln schließen. Dabei treten vor allem reduzierende Zucker wie Glucose, Fructose, 

Lactose und Maltose mit Aminosäuren bzw. Proteinen in Interaktion. Begünstigt durch hohe 

Temperaturen beim Backen, Braten oder Frittieren, entstehen in Folge der Maillard-Reaktion neben 

den Melanoidinen auch niedermolekulare, teilweise aromaaktive Verbindungen (Maillard-

Reaktionsprodukte, MRPs) sowie stabile, proteingebundene Aminosäuremodifikationen (Advanced 

Glycation Endproducts, AGEs). Abzugrenzen davon ist die Karamellisation, eine thermische 

Zersetzung von Zuckern (ohne Aminkomponente) zu flüchtigen sowie polymeren, braunen 

Strukturen. Dass Maillard-Prozesse nicht nur in Lebensmitteln sondern auch in vivo ablaufen, ist 

seit den frühen 1980er Jahren bekannt.3 Dabei war N6-Carboxymethyllysin (CML) das erste 

identifizierte AGE in vivo,4 das auch heute noch zu den quantitativ bedeutendsten AGEs sowohl in 

Lebensmitteln als auch in vivo zählt. Die moderne Definition der Maillard-Reaktion berücksichtigt 

auch andere Quellen von Carbonylverbindungen und Aminkomponenten, darunter Metabolite 

 aus Stoffwechselwegen, Intermediate der Lipidperoxidation oder zelluläre Inhaltsstoffe 

(z.B. -Dicarbonyle, Reduktone, Phospholipide, Desoxyribonucleinsäuren). 

2.1.1 Grundlegende Reaktionsmechanismen 

Mechanistisch betrachtet, ist die Maillard-Reaktion eine ständige Abfolge nucleophiler 

Substitutionen von Aminkomponenten an Carbonylgruppen, Isomerisierung der intermediären 

Imine, Amin- oder Wassereliminierung, Fragmentierung und Cyclisierung. Von zentraler Bedeutung 

und verantwortlich für die Komplexität der Reaktion ist hierbei die Enolisierung entlang des 

gesamten Kohlenstoffgerüsts der reduzierenden Zuckerkomponente, ermöglicht durch die 

benachbarten Hydroxylgruppen. Diese basenkatalysierte Form der Keto-Enol-Tautomerie bei 
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Zuckern bezeichnet man auch als Lobry-de-Bruyn-Alberda-van-Ekenstein-Umlagerung. In 

Verbindung mit der Eliminierung von Wasser oder anderen Abgangsgruppen entstehen auf diese 

Weise eine Vielzahl von neuen reaktiven Intermediaten, welche die Reaktion weitertragen (Abb. 1). 

Bei diesen Intermediaten handelt es sich um -Dicarbonylverbindungen. Besitzt das Dicarbonyl das 

ursprüngliche Zuckerrückgrat, beispielsweise nach Oxidation des Zuckers, spricht man von Osonen. 

Ist das Dicarbonyl durch eine vorangegangene Eliminierung entstanden, handelt es sich um 

Desoxyosone. Die Lage der Methylengruppe bezüglich der Dicarbonylfunktion beeinflusst 

maßgeblich die Reaktivität von Desoxyosonen. Isoliert die Methylengruppe die beiden 

Carbonylgruppen von den restlichen Hydroxylgruppen, ist das Molekül wesentlich stabiler. 

Befinden sich in -Position eine oder mehrere Hydroxylgruppen, so wie bei Osonen, liegt eine 

Reduktonstruktur (-Oxoendiol) vor, welche eine deutlich höhere Reaktivität besitzt.5  Diese 

Reaktivität äußert sich in weiteren Fragmentierungsreaktionen, für die konkrete Mechanismen 

postuliert wurden (Abb. 2).6,7  

 

Abb. 1   Anfangsphase der Maillard-Reaktion. 
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Abb. 2   Fragmentierungsmechanismen von Dicarbonylverbindungen mit Reduktonstruktur. 
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Angriff entweder hydrolytisch oder Amin-induziert in zwei Carbonsäuren bzw. eine Carbonsäure 

und ein Säureamid gespalten wird. Dieser Mechanismus wurde durch Experimente mit 

isotopenmarkiertem Sauerstoff (18O2) von Smuda et al. belegt.6 Am Beispiel der oxidativen 

-Dicarbonylspaltung von 1-DG resultieren demnach Essigsäure und Erythronsäure bzw. je ein 

Amid davon. Alternativ zur Spaltung führt die intramolekulare Cyclisierung (Lactolisierung) von 

Reduktonen und -Dicarbonylen zu weiteren Folgestrukturen ohne Inkorporation der 

Aminkomponente. Als Beispiele für solche MRPs sind -Pyranon und Acetylformoin aus 1-DG oder 

5-Hydroxymethylfurfural (HMF) aus 3-DG zu nennen.  

2.1.2  Bildung von Advanced Glycation Endproducts 

Als Aminkomponenten in Lebensmitteln wie auch in vivo spielen vor allem Aminosäuren, 

überwiegend als Proteine, eine tragende Rolle. Während prinzipiell jede freie Aminosäure mit ihrer 

verfügbaren -Aminogruppe im Sinne der Maillard-Reaktion reagieren kann, kommen bei 

proteingebundenen Aminosäuren nur zwei nucleophile Seitenketten in Frage. Dabei unterscheiden 

sich die funktionellen Gruppen von Lysin (-Aminogruppe, pKS = 10,3) und Arginin (-Guanidino-

gruppe, pKS = 12,1) grundlegend in ihrer Reaktivität voneinander. Die Säurekonstanten zeigen, dass 

beide Gruppen unter lebensmitteltypischen (pH = 3–7) bzw. physiologischen Bedingungen 

(pH = 7,4) überwiegend protoniert vorliegen und daher kaum als Nucleophil zur Verfügung stehen. 

Aus diesem Grund reagiert die Aminkomponente nicht stöchiometrisch mit dem Carbonyl, sondern 

nur in geringem Umfang. Während die -Aminogruppe von Lysin mit jeder Carbonylgruppe 

reagieren kann und damit überhaupt erst die Maillard-Reaktion auslöst, reagiert die 

-Guanidinogruppe von Arginin nur mit -Dicarbonylen, die in der fortgeschrittenen Phase 

entstehen.13 Dafür ist die Affinität der Arginin-Seitenkette gegenüber Dicarbonylen höher, was zu 

einer bevorzugten Glykierung von Arginin führt.14 So verschiebt sich im Verlauf der Maillard-

Reaktion das Glykierungsmuster am Protein. Aminoketosen und -aldosen, die entsprechend ihrer 

Entdecker auch als Amadori- bzw. Heyns-Produkte bezeichnet werden, sind die ersten stabileren 

Intermediate an Lysin-Seitenketten. Diese Umlagerungsprodukte der initialen -Hydroxyimine 

kennzeichnen die Anfangsphase der Maillard-Reaktion (Abb. 1) und sind in quantitativen Mengen 

in Lebensmitteln und in vivo an Proteinen nachweisbar.2,13 In der fortgeschrittenen Phase kommt 

es wie bereits beschrieben zur Dehydratisierung, Fragmentierung oder Cyclisierung des 

Kohlenstoffgerüsts, wodurch reaktive -Dicarbonylverbindungen als zentrale Intermediate der 

Maillard-Reaktion entstehen. In der Endphase entstehen unter Inkorporation der 

Aminkomponente (i.d.R. Lysin oder Arginin) AGEs als stabile Modifikationen am Protein sowie 

Melanoidine als polymere Bräunungsstrukturen. 
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Für die AGE-Bildung aus -Dicarbonylen lassen sich drei grundlegende Mechanismen formulieren: 

Dicarbonylspaltung, Umlagerung und Kondensation. Die Amin-induzierte - und -Dicarbonyl-

spaltung wurde bereits für Reduktone im vorherigen Abschnitt beschrieben. Die resultierenden 

Amide stellen eine eigenständige Klasse von AGEs dar. Mittlerweile ist ein recht breites Spektrum 

an Amid-AGEs in vivo bekannt.5,15–17 Beispielhaft seien hier N6-Formyllysin oder N6-Acetyllysin 

genannt. Als bisher einziges Amid-Crosslink ist GOLA hervorzuheben.18 Crosslinks sind in diesem 

Zusammenhang intra- oder intermolekulare Quervernetzungsstrukturen, die zwei Protein-

seitenketten kovalent miteinander verknüpfen. Die neuesten Vertreter von Amid-AGEs sind die 

-Oxoamide N6-Glyoxylyllysin und N6-Pyruvoyllysin, die ausschließlich oxidativ gebildet werden und 

daher als potentielle Marker für oxidativen Stress in vivo gelten.19  Beide homologe Verbindungen 

werden im Zuge einer Reaktionskaskade gebildet, die über eine Tautomerisierung von Enaminolen 

verläuft (Abb. 3).   

 

Abb. 3   Bildung von Lysin-AGEs durch Tautomerisierung. 

Diese Umlagerung im Sinne einer prototropen Isomerisierung führt unter Erhalt der Gesamt-
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von längerkettigen Präkursoren möglich. Somit ist die AGE-Bildung nicht immer auf eine konkrete 

Vorläuferstruktur zurückzuführen, weshalb mechanistische Untersuchungen fundamental für das 

Verständnis von Vorgängen in komplexen Matrices wie Lebensmitteln oder Lebewesen sind. 

Die Kondensation ist charakteristisch für die Bildung von Arginin-Modifikationen. Analog dem 

Prinzip der Click-Chemie20 reagiert die Seitenkette von Arginin mit -Dicarbonylen. Unter 

Inkorporation der Guanidinofunktion entstehen Stickstoffheterocyclen verschiedener Ringgrößen 

wie Imidazolinone, Pyrrole, Pyrimidine oder cyclische Amidine. Monovalente Fünfringe wie MG-H1 

sind dabei von quantitativer Bedeutung.14,21–23  Typische Kondensationsprodukte sind außerdem 

bivalente Lysin-Arginin-Crosslinks, die jedoch mengenmäßig nur eine untergeordnete Rolle spielen. 

Als Proteinquervernetzer werden sie allerdings mit pathophysiologischen Erscheinungen im Alter 

oder bei bestimmten Krankheiten wie Diabetes mellitus in Verbindung gebracht.24  Nennenswerte 

Vertreter dieser Klasse sind Glucosepan25, Pentosidin26 sowie GODIC, MODIC und  

DODIC27,28 (Abb. 4).  

 

Abb. 4   Lysin-Arginin-Quervernetzungsstrukturen in der Maillard-Reaktion. 
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2.2 Methylglyoxal 

Methylglyoxal (MGO), auch 2-Oxopropanal oder Pyruvaldehyd (Abb. 5), ist eine kurzkettige 

-Dicarbonylverbindung mit einer Aldehyd- und einer Ketogruppe an einem C3-Kohlenstoffgerüst. 

In Lebensmitteln und in vivo wird diese hochreaktive Verbindung über verschiedene Wege gebildet 

und trägt zur Glykierung von Proteinen bei. Reines MGO ist eine farblose, licht- und 

luftempfindliche Flüssigkeit, die in Anwesenheit von Wasserspuren leicht zu einer festen 

glasartigen Substanz polymerisiert.29  Gefriergetrocknetes MGO aus konzentrierten Lösungen liegt 

als diverse lineare oder cyclische Di-, Tri- und Oligomere vor.30  Aus 1H-NMR-Studien ist bekannt, 

dass MGO in verdünnter wässriger Lösung nur zu einem Bruchteil als freies Dicarbonyl (< 1%) 

vorliegt und hauptsächlich als Mono- (56‒71%) oder Dihydrat (29‒44%) präsent ist.31,32  Dieses 

Hydratationsgleichgewicht (Abb. 5) beeinflusst maßgeblich die Reaktivität der zwei benachbarten 

Carbonylgruppen. Während etwa ein Drittel als Dihydrat vorliegt und keine Reaktion eingehen 

kann, ist bei zwei Dritteln die Aldehydfunktion im Monohydrat blockiert, wodurch ausschließlich 

die Ketogruppe für Reaktionen zur Verfügung steht. Da sich die drei Spezies in einem dynamischen 

Gleichgewicht befinden, liegt dennoch ein kleiner Teil der freien Form vor, wodurch MGO auch als 

Aldehyd oder Dicarbonyl reagieren kann. Diese unterschiedliche Reaktivität hinsichtlich 

Nucleophilen, insbesondere den Lysin- und Arginin-Seitenketten von Proteinen, lenkt den Verlauf 

der Maillard-Reaktion und bestimmt das resultierende Produktspektrum. 

 

Abb. 5   Hydratationsgleichgewicht von Methylglyoxal in wässriger Lösung. 
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Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) gebildet wird.33–35  Die Glycolyse ist der vorrangige Abbauweg 

von Hexosen zur Energiegewinnung aller eukaryotischen Zellen. In zehn enzymkatalysierten 

Schritten erfolgt im Cytoplasma der Abbau zu Pyruvat unter Generierung von Adenosintriphosphat 

(ATP). Bei der Spaltung von Fructose-1,6-bisphosphat entstehen zu gleichen Teilen DHAP und GAP. 

Durch das Enzym Triosephosphat-Isomerase (TPI) wird DHAP in GAP überführt, da nur diese 

Verbindung entlang der Glycolyse verwertet wird. In wässriger Lösung stehen beide 

Triosephosphate in einem thermodynamischen Gleichgewicht, das weit auf der Seite von DHAP 

(DHAP:GAP = 24:1) liegt. Die Isomerisierung verläuft über das intermediäre 1,2-Propendiol-

3-phosphat. Unter physiologischen Bedingungen (pH = 7,4) neigt dieses 1,2-Endiol zu spontaner 

-Eliminierung der Phosphatgruppe, wodurch irreversibel MGO entsteht (Abb. 6).  

 

Abb. 6   Bildung von Methylglyoxal (MGO) aus Triosephosphaten. 
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wurde 1913 entdeckt und besteht aus Glyoxalase I (Isomerase) und Glyoxalase II (Hydrolase). 

Cytosolisches MGO wird zunächst durch Glutathion (GSH) abgefangen. Die Reaktion mit der freien 

Thiolgruppe von GSH erfolgt spontan und liefert ein Hemithioacetal. Dieses Addukt ist das Substrat 

von Glyoxalase I und wird zu S-Lactoylglutathion isomerisiert. Unter Bildung von D-Lactat wird 

dieser Thioester von Glyoxalase II hydrolysiert (Abb. 7, grüne Box). Beide enzymatischen 

Reaktionen verlaufen irreversibel.31 Ausgehend von der täglichen Bildung von D-Lactat lässt sich 

ableiten, dass etwa 0,1% der Triosephosphate zu MGO zerfallen, während 99,9% dem Substratfluss 

der Glycolyse folgen.33 Neben dem Glyoxalase-System kann auch eine ungerichtete Entgiftung über 

Dehydrogenasen zu Pyruvat oder über Reduktasen zu Lactaldehyd bzw. Acetol erfolgen.34,39,40  Die 

grundlegenden Vorgänge des MGO-Metabolismus sind nochmals in Abbildung 7 zusammengefasst. 

 

Abb. 7   Metabolismus von Methylglyoxal in vivo. 
  (DHAP: Dihydroxyacetonphosphat, GAP: Glycerinaldehyd-3-phosphat, GSH: Glutathion 
   AGEs: Advanced Glycation Endproducts, TPI: Triosephosphat-Isomerase) 
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techniken (UV-Absorption, Fluoreszenz, Massenspektrometrie). Tabelle 1 zeigt Methylglyoxal-Level 

in verschiedenen biologischen Geweben und Flüssigkeiten. 

Tab. 1   Methylglyoxal-Konzentrationen in vivo. 

Kontrollgruppe diabetische Gruppe Literatur 

a) humanes Blutplasma [nM] (n) 

123 ± 37 (28) 189 ± 39   (27) 43 

520 ± 42 (10) 708 ± 125 (29) 44 

439 ± 90 (18) 842 ± 238 (56) 45 

137 ± 17 (10) 233 ± 7     (50) 46 

61 ± 7   (15) – 15 

98 ± 27 (14) 190 ± 68   (14) 47 

b) humanes Vollblut [nM] (n) 

256 ± 92 (12) 479 ± 49   (55) 41 

338 ± 62 (10) 409 ± 131 (41) 48 

82 (21) 
484   (43, Typ 1) 
295 (105, Typ 2) 

49 

c) Ratte [nmol/g Frischgewicht] (n) 

Augenlinse     2,10  (15) 4,54 (14) 50 

Aorta        6,1 ± 1,8   (6) – 51 

Blut                 0,16  (15) 
0,67 ± 0,3    (6)  

0,22 (15) 
– 

50 
51 

Herz           1,9 ± 0,5 (6) – 51 

 Leber             1,10  (18) 
1,6 ± 0,5    (6) 

1,07 (17) 
– 

50 
51 

Niere             1,02  (18) 
1,3 ± 0,3    (6) 

1,40 (17) 
– 

50 
51 

n:  Anzahl der Probanden/Versuchstiere 

Die übliche MGO-Konzentration in humanem Plasma liegt zwischen 100 und 500 nmol/l. Bei 

vorliegendem Diabetes mellitus sind die Gehalte um 50–100% erhöht, weil in Folge der 

Hyperglykämie der Substratfluss durch die Glycolyse zunimmt. Da die Glycolyse ausschließlich 

intrazellulär abläuft, sind bei Diabetes nur die Zellen einem erhöhten Carbonylstress ausgesetzt, die 

insulinunabhängig Glucose aufnehmen, z.B. Nervenzellen oder Erythrozyten. Das erklärt einerseits 

gesteigerte Gehalte im Blut oder Auge, anderseits gleichbleibende MGO-Level in Organen von 

diabetischen Ratten (Tab. 1c). Damit im Einklang ist das spezifische Auftreten diabetischer 

Spätkomplikationen wie Retinopathie (Netzhaut), Katarakt (Augenlinse), Neuropathie (Nerven), 

Nephropathie (Nieren) oder periphere Makroangiopathie (Arterien) an Geweben, die hohen 

Glucosekonzentrationen ausgesetzt sind. Deswegen wird vermutet, dass Maillard-Prozesse mit 

solchen alters- oder krankheitsbedingten Symptomen korrelieren. 
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2.2.2 Bildung und AGEs von Methylglyoxal in der Maillard-Reaktion 

Neben dem spontanen Zerfall von Triosephosphaten oder der enzymatischen Umwandlung von 

entsprechenden C3-Präkursoren, kann MGO auch im Verlauf der Maillard-Reaktion aus 

längerkettigen Zuckern gebildet werden. Fragmentierungsstudien von Gobert et al. mit Glucose 

und N2-Boc-Lysin ergaben, dass MGO unter physiologischen Bedingungen lediglich zu 0,4 Mol-% 

aus dem Amin-katalysierten Abbau von Glucose entsteht.52  Weiterführende Experimente mit 

isotopenmarkierter Glucose (13C1 vs. 13C6) enthüllten, dass dabei 47% MGO aus C4–C6, 32% aus  

C1–C3 und 21% aus C2–C5 des sechszähligen Kohlenstoffskeletts hervorgehen. Diese Tatsache 

unterstreicht die Komplexität der Reaktionskaskade und erklärt gleichzeitig, warum MGO nur zu 

einem so geringen Teil aus Glucose gebildet wird. Die nötigen Isomerisierungs- und 

Fragmentierungsschritte hin zu MGO sind zu lang und damit zu unwahrscheinlich, als dass eine 

mengenmäßig bedeutende Bildung auf diesem Weg erfolgt. Weitere MGO-Bildungsstudien wurden 

analog mit Maltose (0,005 Mol-%)53, 1-DG (Spuren)9, 3-DG (nicht nachweisbar)52, Glucoson 

(0,03 Mol-%)52 sowie Ascorbinsäure (0,01 Mol-%)54 durchgeführt. Auch diese Daten belegen, dass 

die Bildung von MGO über Maillard-Prozesse bei niedrigen Temperaturen nur von marginaler 

Bedeutung ist (siehe Abschnitt 2.2.1). 

Die Reaktion von MGO mit Lysin- oder Arginin-Seitenketten führt letztlich zu stabilen Aminosäure-

modifikationen, die am Protein kovalent gebunden vorliegen. Thornalley et al. führten 

Modellversuche zur Bindung von MGO an N2-Acetyllysin, -arginin und -cystein unter physio-

logischen Bedingungen durch.55 Die Ergebnisse trugen zum grundlegenden Verständnis der 

Reaktivität von MGO gegenüber Nucleophilen bei: (I) Die Bindung von MGO an alle drei 

Aminosäureseitenketten ist möglich und erfolgt zunächst reversibel über ein Halbacetal. 

(II) Irreversible Addukte werden im weiteren Verlauf nur mit Arginin und Lysin gebildet. (III) Die 

Guanidinofunktion von Arginin bildet als Hauptprodukt ein Hydroimidazolon. (IV) Durch Lysin 

könnten hypothetisch Proteinquervernetzungen (Crosslinks) ausgebildet werden. Weiterführende 

Versuche mit bovinem Serumalbumin (BSA) ergaben, dass nach vier Tagen 55% MGO irreversibel 

am Protein gebunden vorlagen, 30% reversibel gebunden waren (als Halbacetal, nicht als Imin), 

14% Abbauprodukte entstanden und noch 1% freies MGO nachweisbar war. Die bevorzugten 

Positionen der Modifizierung waren dabei Arginin-Seitenketten. So wurden durchschnittlich 6–8 

Argininreste (von 26) und < 1 Lysinrest (von 60) pro Molekül BSA durch MGO modifiziert. 55 

Klöpfer et al. untersuchten schließlich die Reaktion von MGO mit N2-Boc-Arginin und klärten den 

vollständigen Mechanismus der Reaktionskaskade auf (Abb. 8).56 Im ersten Schritt bildet die 

Guanidinogruppe ein reversibel gebundenes, endocyclisches Dihydroxyimidazolidin. Unter Wasser-

abspaltung entsteht MG-H3 als kinetisch kontrolliertes Intermediat. Durch Ringöffnung steht 
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MG-H3 über seine offenkettige Form, N7-Carboxyethylarginin (CEA), im Gleichgewicht mit dem 

exocyclischen MG-H1. Sowohl CEA als auch MG-H1 sind die thermodynamisch kontrollierten 

Produkte und entstehen langsam aus MG-H3. Im Sauren wird dieses Gleichgewicht auf die Seite 

von MG-H3 verschoben. Im Gegensatz zu MG-H1 besitzt MG-H3 an Position 9 ein acides Proton, 

wodurch MG-H3 in der Lage ist mit weiteren Carbonylverbindungen Aldol-Reaktionen einzugehen. 

So entstehen durch Reaktion mit einem weiteren Äquivalent MGO Tetrahydropyrimidin (THP) 

sowie Argpyrimidin. Beide Strukturen sind jedoch nur bei MGO-Überschuss zu beobachten und 

daher unter physiologischen Bedingungen von untergeordneter Bedeutung.  

 

Abb. 8   Methylglyoxal-Arginin-Reaktionskaskade. 
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-Dicarbonylspaltung längerkettiger Reduktone (z.B. 1-DG) hervorgehen.5  Dennoch ist CEL 

gegenüber Lac die quantitativ bedeutendere Lysin-Modifikation.19 Die Modifikationen MOLD und 

MODIC sind bivalente Crosslinks, die sich von MGO ableiten. MOLD ist ein Lysin-Lysin-Crosslink, 

wird aus zwei Molekülen MGO gebildet und wurde erstmals in humanem Serumprotein 

nachgewiesen.57  MODIC ist ein Lysin-Arginin-Crosslink, das aus einem Molekül MGO gebildet wird 

und bereits in Lebensmitteln28 sowie in menschlichem Gewebe25 nachgewiesen wurde.  

 

Abb. 9   Methylglyoxal-Lysin-Reaktionskaskade. 
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2.3 Kollagen 

Kollagen ist ein fibrilläres Strukturprotein, das in allen höher entwickelten tierischen Organismen 

vorkommt und beim Aufbau von Haut, Knochen, Sehnen, Gefäßen, Knorpeln sowie den inneren 

Organen beteiligt ist. Bei Säugetieren macht es etwa ein Viertel des Gesamtproteins aus. Als 

langlebiges Strukturprotein ist Kollagen allerdings dem Angriff reaktiver Moleküle ausgesetzt. Dies 

führt zu einer Vielzahl von Modifikationen, die während des Alterns auftreten und physiologische 

Degenerationserscheinungen hervorrufen, was mit einem Verlust von Elastizität und Spannkraft 

der betroffenen Gewebe einhergeht.58  Kollagen bildet den Hauptbestandteil des Bindegewebes, 

das als Stütz- und Gerüstwerk den gesamten Körper durchzieht. Bindegewebe setzt sich aus drei 

Grundeinheiten zusammen: den Bindegewebszellen (Fibroblasten), den Skleroproteinen Kollagen 

und Elastin sowie der strukturlosen Grundsubstanz, welche die Zwischenräume ausfüllt und die 

Skleroproteine umhüllt. Sie besteht aus Glycoproteinen und Mucopolysacchariden (Hyaluronsäure, 

Chondroitin-, Heparin, Keratansulfat).59  Kollagen und Elastin verleihen unter anderem Zugfestigkeit 

und Elastizität, wobei unterschiedlichste mechanische Eigenschaften die Mannigfaltigkeit von 

kollagenem Gewebe widerspiegeln. Dazu zählen Haut und Gefäßwände (weich, elastisch), Kornea 

und Augenlinse (kristallin, transparent), Sehnen und Knorpel (zugfest, gleitfähig) sowie Knochen 

(hart, spröde).58  

2.3.1 Struktur und Eigenschaften 

Das Kollagenmolekül ist eine rechtsgängige Tripelhelix bestehend aus drei Polypeptidketten und 

wird als Tropokollagen bezeichnet. Tropokollagen besitzt ein Molekulargewicht von etwa 400 kDa, 

ist ca. 280 nm lang und hat einen Durchmesser von 1,4 nm. Je nach Kollagentyp liegt die Tripelhelix 

als Homotrimer, also drei identischen Ketten, oder Heterotrimer vor. Jede Polypeptidkette besitzt 

etwa 1.050 Aminosäuren. Der helikale Teil umfasst etwa 1000 Aminosäuren und ist über 

Wasserstoffbrücken stabilisiert, die hauptsächlich über Glycin und 4-Hydroxyprolin ausgebildet 

werden. Glycin befindet sich etwa an jeder dritten Position und ist in das Innere der Tripelhelix 

gerichtet, während die längerkettigen Aminosäurereste nach außen orientiert sind. Die nicht-

helikalen Bereiche am N- und C-Terminus werden als Telopeptide bezeichnet. Sie enthalten die für 

die Quervernetzung wichtigen Lysinreste. Tabelle 2 zeigt eine typische Aminosäurezusammen-

setzung von Kollagen. Glycin, Prolin, Alanin und das für Kollagen spezifische 4-Hydroxyprolin sind 

die häufigsten Aminosäuren. Eine sich stetig wiederholende Aminosäuresequenz innerhalb der 

Polypeptidketten ist –Gly–Pro–Hyp–. Eine weitere spezifische Aminosäure ist 5-Hydroxylysin, das 

allerdings nur in geringen Mengen in Kollagen vorkommt. Dennoch spielt es für die natürliche 
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Quervernetzung eine entscheidende Rolle. Kollagen enthält außerdem etwa 0,5% Glucose und 

Galactose, die jeweils O-glykosidisch mit einigen 5-Hydroxylysinresten verknüpft sind.  

Tab. 2   Aminosäurezusammensetzung von Kollagen Typ I. 60 

Aminosäure Abkürzung Anzahl Anteil [%] 

Glycin Gly 345 32,8 

Prolin Pro 124 11,8 

Alanin Ala 123 11,7 

4-Hydroxyprolin Hyp 113 10,7 

Arginin Arg 52 4,9 

Glutaminsäure Glu 47 4,5 

Serin Ser 40 3,8 

Lysin Lys 35 3,3 

Asparaginsäure Asp 32 3,0 

Glutamin Gln 27 2,6 

Leucin Leu 21 2,0 

Valin Val 19 1,8 

Threonin Thr 16 1,5 

Phenylalanin Phe 13 1,2 

Asparagin Asn 11 1,0 

Methionin Met 8 0,8 

Isoleucin Ile 7 0,7 

Tyrosin Tyr 5 0,5 

Glutamin(säure) Glx 5 0,5 

5-Hydroxylysin Hyl 4 0,4 

Asparagin(säure) Asx 3 0,3 

Histidin His 2 0,2 

Cystein Cys 0 0,0 

Tryptophan Trp 0 0,0 

 

Zum jetzigen Zeitpunkt sind 26 Kollagen-Typen bekannt, von denen Kollagen Typ I das am besten 

untersuchte ist. Es ist das Hauptkollagen der meisten Gewebe (Knochen, Sehnen, Haut) und bildet 

hochgradig geordnete supramolekulare Aggregate, woraus die enorm hohe Zugfestigkeit resultiert. 

Die Tropokollagenmoleküle dieser Kollagenklasse haben die besondere Fähigkeit, sich in einem 

Selbstassemblierungsprozess spontan zu Fibrillen zusammenzulagern. Polare Sequenzabschnitte 

innerhalb der Tripelhelix verleihen dem Molekül ein spezifisches Ladungsmuster, das durch 

elektrostatische Kräfte die Zusammenlagerung der einzelnen Moleküle steuert. Gleiches gilt für 

hydrophobe Seitenketten.58  Fibrillen sind die nächst höhere strukturelle Einheit des Kollagens. Sie 

besitzen einen Durchmesser von 50 bis 500 nm und sind unter dem Elektronenmikroskop mit 

charakteristischer Querstreifung sichtbar.61 Diese Querstreifung ergibt sich aus der besonderen 

Viertelstaffelung der einzelnen Tripelhelices (Abb. 10). Dabei ordnen sich die Kollagenmoleküle um 

ein Viertel ihrer Länge stufenweise versetzt an. So erscheinen innerhalb einer Fibrille durch 

vollständige bzw. teilweise Überlappung dunkle und helle Abschnitte. Diese einzelnen Fibrillen sind 
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von einem feinen Netzwerk aus Glucosaminoglykanen umgeben, welche die Matrix zwischen den 

Fibrillen ausfüllt.62 Die nächstgrößere Struktureinheit sind Fibrillenbündel mit Durchmessern von 

50 bis 300 μm. Mehrere  ibrillenbündel bilden schließlich die Sehnenfaser  deren  urchmesser 

zwischen 100 und 500 μm liegt.61 Der hierarchische Aufbau einer Sehnenfaser ist in Abbildung 11 

dargestellt. Die elektronenmikroskopische Aufnahme in Abbildung 12 zeigt den Querschnitt einer 

Sehnenfaser, wo die gerade, parallele Anordnung der einzelnen Fibrillenbündel zu erkennen ist. 

 

 

 

Abb. 10   Schematische Darstellung von Tropokollagen und der Viertelstaffelung innerhalb einer Fibrille.63 

 

 

Abb. 11   Hierarchischer Aufbau einer Sehnenfaser (links).61 

Abb. 12   Querschnitt einer Sehnenfaser unter dem Elektronenmikroskop (S  ), B     : 50 μ  (      ).64 
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2.3.2 Biosynthese und enzymatische Quervernetzung 

Die Kollagenbiosynthese ist äußerst komplex, weshalb nachfolgend nur ein kurzer Abriss der 

einzelnen Schritte gegeben werden soll. Nach der Transkription der entsprechenden Gene erfolgt 

die Synthese der Propeptidketten aus der mRNA. Sofort nach der Ablösung der Einzelketten vom 

Polysom werden Lysin- und Prolinreste durch ihre jeweiligen Eisen(II)-abhängigen Hydroxylasen 

teilweise hydroxyliert. Dadurch erfolgt eine Ausrichtung der Einzelpeptidstränge und eine 

Zusammenlagerung von drei Ketten unter Ausbildung der Tripelhelix. Zuletzt werden einzelne 

5-Hydroxylysinreste glycosyliert und das so vorbereitete Prokollagen wird durch die Zellmembran 

in die extrazelluläre Matrix geschleust. Dort werden durch spezielle Prokollagenasen die 

verlängerten N- und C-Termini abgespalten. Das entstandene Tropokollagen lagert sich zu Fibrillen 

zusammen, deren Struktur durch kovalente Quervernetzung stabilisiert wird.65 Die Quervernetzung 

der einzelnen Tropokollagenmoleküle innerhalb einer Fibrille ist somit ein natürlicher Reifungs-

prozess, der auf enzymatischem Weg exakt gesteuert wird. Das Ausmaß der extrazellulären 

Quervernetzung ist abhängig vom Grad der posttranslationalen Hydroxylierung der Lysinreste, die 

stark zwischen den Kollagentypen bzw. den einzelnen Geweben variiert.66 

 

Abb. 13   Enzymatische Quervernetzung von Kollagen durch Lysyl-Oxidase (LOX). 
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Die Quervernetzungstheorie geht bis in die 1950er Jahre zurück, als erste Untersuchungen zur 

Kollagenalterung stattfanden. Mit zunehmendem Kollagenalter kommt es zur Struktur-

stabilisierung durch kovalente Quervernetzung. Zu Beginn dieses Prozesses erfolgt die 

enzymatische Oxidation der -Aminofunktion von Lysin- bzw. 5-Hydroxylysin durch die Kupfer(II)-

abhängige Lysyloxidase (LOX). Dieses Enzym benötigt die hochkonservierte Region –Hyl–Gly–His–

Arg– einer gegenüberliegenden Tripelhelix, um spezifisch an den Telopeptiden Lysinaldehyd 

(Allysin) zu bilden. Diese Aldehyde kondensieren nachfolgend mit Amino- oder Aldehydgruppen 

anderer Lysin- bzw. Allysinseitenketten zu bivalenten Quervernetzungsstrukturen (Abb. 13). Häufig 

erfolgt zusätzlich die Inkorporation einer Histidinseitenkette. So ist eine Veränderung des Crosslink-

Profils im Verlauf des Alterns feststellbar. Während in unreifem Kollagen reduzierbare 

Kondensationsprodukte (Dehydrolysinonorleucin, Allysin-Aldol, Dehydromerodesmosin) vorliegen, 

verschiebt sich das Profil bei der Reifung hin zu multivalenten, nicht-reduzierbaren Crosslinks.67  

Beispielhaft seien hier Histidinohydroxylysinonorleucin und Histidinohydroxymerodesmosin 

genannt, die in Haut mengenmäßig am bedeutendsten sind.68  Die Gesamtzahl der enzymatischen 

Crosslinks bleibt dabei weitestgehend erhalten, was auf eine reduzierte LOX-Aktivität im Alter und 

eine begrenzte Anzahl von Lysin in den Telopeptiden zurückzuführen ist.24 

2.3.3 Maillard-Reaktion und nicht-enzymatische Quervernetzung 

Im Zuge der Alterung erfolgt eine zusätzliche Quervernetzung von Kollagen, die auf nicht-

enzymatische Glykierungsprozesse zurückzuführen ist. Im Gegensatz zu den natürlichen Reifungs-

vorgängen ist die Glykierung ungerichtet und bewirkt pathologische Veränderungen des Binde-

gewebes. Monovalente AGEs an den ursprünglich positiv geladenen Seitenketten von Lysin und 

Arginin verändern das Ladungsmuster des Kollagenmoleküls. Das wiederum verändert unter 

anderem interfibrilläre Wechselwirkungen sowie Wechselwirkungen mit Zellmembranrezeptoren 

(Integrine) und mit Mucopolysacchariden der extrazellulären Matrix.24  AGE-Crosslinks bewirken 

eine undefinierte Vernetzung von Kollagenmolekülen. Der wesentliche Unterschied ist die Lage 

innerhalb der Viertelstaffelung. Während LOX-vermittelte Crosslinks in der Telopeptidregion liegen 

und terminale Enden verknüpfen, befinden sich Maillard-induzierte Crosslinks in den helikalen 

Bereichen (Abb. 14). Das führt dazu, dass die Moleküle innerhalb der parallelen Viertelstaffelung 

bei äußerer Krafteinwirkung (Dehnung) nicht mehr gleichmäßig aneinander vorbeigleiten.69  Die 

Fibrille verformt sich dadurch inhomogen, das Bindegewebe verliert an Viskoelastizität. Im 

Organismus äußern sich diese Veränderungen z.B. durch Gefäßerkrankungen (Angiopathien) oder 

eine Trübung der Augenlinse (Katarakt). Das frühzeitige Auftreten bei Diabetes mellitus dieser 

eigentlich altersbedingten Komplikationen deutet auf einen direkten Zusammenhang mit der 

Kollagenglykierung hin. 
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Abb. 14   Lage von LOX- (blau) und AGE-Crosslinks (rot) innerhalb einer Kollagenfibrille.70 

Aus mechanistischer Sicht ist das Verhältnis von Gesamtglykierung und Quervernetzung abhängig 

von den Reaktionsbedingungen. Man konnte zeigen, dass die Glykierung von Sehnenkollagen 

in vitro unter anaeroben Bedingungen von der Vernetzung entkoppelt wird.71 So findet in 

Anwesenheit von Metallchelatoren oder Antioxidantien bzw. unter Sauerstoffausschluss die 

Glykierung der Sehne in gleichem Maße statt, jedoch ohne die Ausbildung von Crosslinks. 

Umgekehrt führten aerobe Bedingungen sowie die Anwesenheit von Wasserstoffperoxid 

nachweislich zu einer Quervernetzung. Die Identifizierung der verantwortlichen Strukturen sowie 

Strategien zur Minderung sind nach wie vor zentrale Fragestellungen. Sehneninkubationen mit 

MGO (30 mM) belegen, dass vorrangig Arginin glykiert wird. So wurden etwa 80% der verfügbaren 

Argininseitenketten modifiziert, gleichzeitig aber nur etwa 5% der Lysinseitenketten.69 Ein Drittel 

der Argininmodifikationen entfallen dabei auf MG-H1. AGE-Gehalte in nativem Sehnenkollagen 

zeigen ein gleiches Muster und sind in Tabelle 3 aufgeführt. Im Gegensatz zur enzymatischen 

Reifung können bei der Glykierung zusätzlich Argininseitenketten an der Ausbildung von Crosslinks 

beteiligt sein. Durch Simulationen in silico wurden 14 potentielle Lysin-Arginin-Paare innerhalb 

einer Kollagenfibrille identifiziert.72   Pentosidin nimmt mit dem Kollagenalter linear zu.73  Allerdings 

kommt es nur in Spuren vor, weshalb die drastischen Veränderungen der mechanischen 

Eigenschaften nicht allein auf Pentosidin zurückzuführen sein können.66  Weiterhin wurden GODIC, 

MODIC, DODIC und Glucosepan in Hautkollagen quantifiziert.74  Bei Patienten mit Diabetes waren 

die Gehalte aller vier Parameter verdoppelt gegenüber der Kontrollgruppe. So stieg Glucosepan von 

2000 auf 4500 pmol/mg Kollagen, während GODIC, MODIC und DODIC von 15, 30 bzw. 14 pmol/mg 

auf jeweils 27, 55 bzw. 32 pmol/mg anstiegen. Die Lysin-Lysin-Crosslinks GOLD und MOLD 

korrelieren zwar mit dem Alter, sind jedoch quantitativ von geringer Bedeutung.75 Deshalb gilt 

Glucosepan als mengenmäßig bedeutendstes Maillard-Crosslink in Kollagen.  

Tab. 3   AGE-Gehalte in nativen Mausschwanzsehnen.76 

AGE Gehalt [mmol/mol Hyp] 

CML 35 

CEL 9 

MG-H1 150 

Pentosidin 0,08 
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Experimentell lässt sich die Quervernetzung von Kollagen auf unterschiedliche Weise bestimmen. 

Etabliert hat sich dabei vor allem die Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit Natriumdocecylsulfat 

(SDS-PAGE). Da Kollagen selbst unlöslich und das Molekül zu groß ist (400 kDa) um in das Gel 

einzudringen, wird häufig eine definierte Spaltung mit Bromcyan oder Pepsin durchgeführt.77,78 

Dadurch entstehen in Abhängigkeit vom Vernetzungsgrad unterschiedlich große Fragmente. Eine 

empfindliche Bandenvisualisierung kann mittels Silber- oder Coomassie-Färbung erfolgen.79  

Weiterhin lässt sich der Grad von Quervernetzungen über mechanische Belastungstests 

bestimmen.80  Eine simplere Methode stellt das sogenannte tail tendon breaking time assay 

(TTBT-Assay) dar.81  Dabei wird eine Kollagensehne mit einem Gewicht versehen und in eine 

temperierte, denaturierende Harnstofflösung gehängt. Die Zeit bis zum Reißen wird als Bruchzeit 

bezeichnet. Je mehr Quervernetzungen innerhalb der Sehne vorliegen, umso höher ist die 

Bruchzeit. Andere Einflussfaktoren wie Geschlecht, Alter, Genotyp und Fütterung sind beim 

Versuchsdesign zu berücksichtigen. 
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2.4 Backwaren 

Backwaren unterliegen im Zuge ihrer Herstellung sowohl einer fermentativen als auch einer 

thermischen Prozessierung. Dadurch ist ein hoher Grad der Proteinglykierung zu erwarten, der mit 

einem Verlust von ernährungsphysiologisch essentiellen Aminosäuren (z.B. Lysin) einhergeht. 

Daher sind proteingebundene AGEs als Prozesskontaminanten bei der Herstellung von Backwaren 

anzusehen. Während mechanistische Zusammenhänge der AGE-Bildung in wässrigen Modell-

systemen weitestgehend verstanden sind, stehen Untersuchungen von komplexen Lebensmittel-

matrices noch aus. Grundsätzlich wird das AGE-Spektrum in Brot durch drei Faktoren beeinflusst: 

den Ausgangsstoffen (Getreideart, Mehltype, Kohlenhydratzusammensetzung, Enzyme), der 

Fermentation (Hefen/Milchsäurebakterien, Stärkeabbau, Proteolyse, Bildung von Vorläufer-

strukturen) und der thermischen Prozessierung (Ausbildung von Krume/Kruste, Bräunung, 

Aromabildung, Glykierung). 

2.4.1 Teigzusammensetzung und Veränderungen während der Fermentation 

Brot gehört zu den wichtigsten Grundnahrungsmitteln des Menschen. Für die Herstellung von 

Broten werden grundsätzlich drei Zutaten benötigt: Getreidemehl, Wasser und ein Teiglockerungs-

mittel. Am häufigsten werden Weizen- und Roggenmehl verwendet, für Mehrkornbrote teilweise 

auch Gerste, Hafer, Mais oder Hirse. Für Vollkornbrote wird häufig Schrot benutzt, das einen bis zu 

100-fach größeren Partikeldurchmesser als Mehl besitzt. Für die Teigherstellung ist das u.a. in 

Weizen enthaltene Klebereiweiß (Gluten) maßgeblich von Bedeutung. Diese Speicherproteine des 

Getreidekorns setzen sich aus den beiden Osborne-Fraktionen der Prolamine und der Gluteline 

zusammen (Tab. 4).82 Im Weizen werden sie als Gliadine und Glutenine bezeichnet. Durch sie bildet 

sich beim Kneten ein elastisches Netzwerk aus, das letztlich für das Gashaltevermögen des Teiges 

verantwortlich ist. Gliadine sind Monomere (28–55 kDa), die dem Teig Viskosität und Dehnbarkeit 

verleihen. Glutenine sind hochmolekulare Aggregate (500–10.000 kDa), die über Disulfidbrücken 

von Cysteinseitenketten vernetzt werden und die Elastizität bewirken. Über den Redoxzustand der 

Cysteinreste lässt sich die Vernetzung und somit die Teigrheologie beeinflussen.83  Das Roggenkorn 

besitzt wie Weizen monomere Prolamine (Secalin) und polymere Gluteline (Secalinin), jedoch in 

geringerem Maße und anderem Verhältnis (Tab. 4). Daraus resultieren weniger optimale 

Teigrheologie und Backeigenschaften von Roggen- im Vergleich zu Weizenmehl. Der Gluten- wie 

auch der Proteingehalt von Roggenmehl (3,4% / 7,4%) ist insgesamt niedriger als der von 

Weizenmehl (10,2% / 13,0%). Vom Gesamtprotein lassen sich für beide Mehle Extraktionsraten von 

70% erzielen.84    
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Tab. 4   Prozentuale Verteilung der Osborne-Fraktionen auf das Gesamtprotein.85 

Fraktion Weizen Roggen Extraktion Funktion 

Albumine 14,7 44,4 Wasser Korngenese, Enzyme 

Globuline 7,0 10,2 Kochsalzlösung (0,4 M) Korngenese, Enzyme 

Prolamine 32,6 20,9 Ethanol (70%) Speicherproteine 

Gluteline 45,7 24,5 unlöslicher Rückstand Speicherproteine 

 

Tabelle 5 zeigt die chemische Zusammensetzung von Weizen und Roggen. Das Verhältnis der 

Makronährstoffe im Korn ist annähernd gleich. Roggenprotein besitzt insgesamt mehr Lysin und 

Arginin, die für Glykierungsreaktionen zur Verfügung stehen. Der Anteil an freien Zuckern und 

Oligosacchariden ist in beiden Arten mit rund 2% der Trockenmasse relativ gering, dabei macht 

Saccharose etwa 0,7% aus. Roggen beinhaltet tendenziell längerkettige Oligosaccharide, Weizen 

hingegen mehr Mono- und Trisaccharide. Maltose ist im Korn gar nicht enthalten. 

Tab. 5   Chemische Zusammensetzung von Weizen und Roggen. 

Inhaltsstoff Matrix Weizen Roggen Einheit Literatur 

Rohprotein 

Mehl 

13,0 7,4 g/100 g TM 

84 
   davon Lysin 1,98 3,41 % 

   davon Arginin 3,26 4,42 % 

Gluten 10,2 3,4 g/100 g TM 

Wasser 

Korn 

13,2 13,7 

g/100 g 85 

Rohprotein 11,7 9,5 

Lipide 2,2 1,7 

Kohlenhydrate 59,6 60,7 

Ballaststoffe 13,3 13,2 

Mineralstoffe 1,5 1,9 

Glucose 

Korn 

< LOQ 0,10 

g/kg TM 86 

Fructose 1,45 0,07 

Saccharose 7,91 7,07 

Raffinose 4,72 0,79 

Stachyose 0,06 0,02 

Kestose 2,86 0,93 

Nystose 1,52 1,63 

Pentasaccharide 0,45 1,15 

Oligosaccharide 3,06 12,9 

gesamt 20,7 21,4 

TM: Trockenmasse 

Mehl enthält getreideeigene Amylasen, die beim Anteigen durch Wasserzugabe aktiv werden. Erst 

der enzymatische Stärkeabbau liefert ausreichend kurzkettige Zucker, die bei der Fermentation 

durch Mikroorganismen verstoffwechselt werden können. Getreide enthält geringe Mengen 

-Amylase und adäquate Mengen -Amylase. -Amylase besitzt eine endo-Aktivität und baut 
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Stärke zu Maltodextrinen und Oligosacchariden ab. -Amylase hingegen weißt eine exo-Aktivität 

auf und spaltet Maltose am nicht-reduzierenden Ende von Stärke, Maltodextrinen oder Oligo-

sacchariden ab.87  Da die Geschwindigkeit des Stärkeabbaus von der -Amylaseaktivität abhängt, 

wird zur Beschleunigung häufig bakterielle -Amylase zugesetzt. Ein weiterer Vorteil ist ihre höhere 

Temperaturstabilität um etwa 10–20 °C. -Amylase aus Getreide besitzt ein Temperaturoptimum 

im Bereich von 68–72 °C und wird bereits bei 85 °C inaktiviert.87  Neben bakterieller -Amylase wird 

häufig -Amylase (Glucoamylase, Amyloglucosidase) zugesetzt. Ihre exo-Aktivität spaltet Glucose 

von Stärke und Maltodextrinen ab.88  Hohe Maltosegehalte verlängern nur die produktive Zeit der 

Fermentation, während hohe Glucosegehalte die Fermentationsrate erhöhen.89  Glucose und 

Maltose sind nicht nur Energiequelle für Mikroorganismen, sondern als reduzierende Zucker auch 

Promotoren der Maillard-Reaktion. 

Parallel zum enzymatischen Stärkeabbau finden bei der Teiggare mikrobielle Abbauprozesse statt, 

die zum einen der Teiglockerung dienen und zum anderen zur Aromabildung beitragen. Bei reinen 

Weizenteigen werden Hefen der Gattung Saccharomyces cerevisiae eingesetzt. Sie vergären homo-

fermentativ die enthaltenen Kohlenhydrate (Hexosen, Pentosen, Disaccharide) zu Ethanol und 

Kohlenstoffdioxid, welche den Teig aufgehen lassen. Als Substrate können Glucose, Fructose, 

Galactose, Mannose, Xylose, Arabinose, Maltose und Saccharose dienen.90  Glucose und Fructose 

werden dabei bevorzugt und mit ähnlicher Geschwindigkeit verstoffwechselt. Lediglich die Glucose-

aufnahme erfolgt schneller aufgrund der höheren Affinität zum Membrantransporter. Zur 

Verwertung von Saccharose sekretieren Hefen -Fructosidase (Invertase). Erst wenn Glucose, 

Fructose, Saccharose und Fructane als Energiequelle erschöpft sind, schalten Hefezellen auf 

Maltose-Stoffwechsel um. Dafür werden ein eigener Membrantransporter (Permease) und 

-Glucosidase (Maltase-Glucoamylase) exprimiert.88  Die aufgenommenen Monosaccharide 

münden in die Glycolyse und das resultierende Pyruvat wird schließlich vergärt. Etwa 50% der freien 

Aminosäuren im Teig werden durch Hefen verstoffwechselt.91 Weißbrotaroma ist weitestgehend 

durch Metabolite des Hefestoffwechsels geprägt, von denen etwa 300 flüchtige Verbindungen 

(Alkohole, Carbonyle, Ester) bekannt sind.90 

Roggenteig muss bei der Zubereitung zusätzlich angesäuert werden, um die Quellung von Proteinen 

zu bewirken, die für die Gashaltung verantwortlich sind. Das wird durch spezielle Milchsäure-

kulturen (Lactobacillus brevis, L. plantarum) realisiert. Häufig werden noch säuretolerante Hefen 

zugesetzt, die das Gehen beschleunigen. Zusätzlich zum Klebereiweiß erzeugen bestimmte Ballast-

stoffe (Pentosane) einen backfähigen Teig. Im Gegensatz zur Hefegärung, die eine bis wenige 

Stunden andauert, erfolgt die Sauerteigführung 12–24 Stunden, selten bis zu 144 Stunden. 

Milchsäurebakterien verstoffwechseln Pentosen, Hexosen, Maltose und Saccharose. Je nach 
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Bakterienstamm münden die Zucker in die Glycolyse oder den Pentosephosphatweg.87 Während 

der heterofermentativen Gärung werden Kohlenstoffdioxid, Ethanol, Milchsäure und Essigsäure 

produziert, welche zur typischen Geschmacks- und Aromabildung von Roggen- und Mischbroten 

beitragen. Durch die Säureproduktion wird der pH-Wert des Teiges auf 4–5 abgesenkt. Dadurch 

werden Amylasen inaktiviert und der Stärkeabbau reduziert. Gleichzeitig erfolgt durch die Säure 

und endogene Proteasen eine teilweise Proteolyse (< 5%) der Getreideproteine.92 Das setzt 

geschmacksaktive Peptide und Aminosäuren frei, die wiederum Vorläuferstrukturen anderer 

Aromastoffe darstellen. Dabei ist die Aminosäuregärung (Ehrlich pathway) der Hauptbildungsweg 

aromarelevanter Aldehyde und Alkohole während der Fermentation.93 

2.4.2 Folgestrukturen und Veränderungen während des Backens 

Beim Backen treten in Folge der hohen Temperaturen physikalische und chemische Veränderungen 

des Teiges ein. Beim Eintritt in den heißen Ofen wird an der Oberfläche des Teiglings Wasser 

verdampft, wodurch ein Wassergradient zwischen innen und der Teigoberfläche entsteht. Da die 

Verdampfung schneller erfolgt als der Wassertransport zur Oberfläche, bildet sich eine 

Trockenzone aus. Diese Zone verhindert ein weiteres Ausdehnen des Teiglings. Durch die niedrige 

Wasseraktivität werden Maillard-Prozesse und damit die Melanoidinbildung (Bräunung) 

angeschoben. Es kommt zur Krustenbildung, wobei die Dicke (meist 2–5 mm) maßgeblich von der 

Ofentemperatur abhängt.94 Im Inneren hingegen steigt die Temperatur nur langsam an, weil die 

Verdampfungswärme des Wassers ihrer Umgebung Wärme entzieht. Enzymatische Prozesse wie 

Stärkeabbau, Proteolyse oder Glycolyse werden beschleunigt, bis die entsprechenden Enzyme 

inaktiviert werden. Bei 60 °C kommt der Hefestoffwechsel zum Erliegen. Zwischen 60–80 °C setzen 

Stärkeverkleisterung, Proteindenaturierung sowie Fettschmelzen ein. Ab 72 °C bzw. 85 °C werden 

-Amylase bzw. -Amylase vollständig inaktiviert.87  Durch das dreidimensionale Protein-Stärke-

Netzwerk und die eingeschlossenen Gasbläschen bildet sich beim Backen eine porige Krume aus. 

Weizen-, Misch- und Roggenbrote werden üblicher Weise bei etwa 280 °C wenige Minuten 

gebacken, wonach die Temperatur schrittweise auf 180 °C gesenkt wird. Dies führt zu einer 

schnellen Krustenbildung und sorgt danach für eine ideale Krume. Für die Herstellung von 

Pumpernickel wird der sauer geführte Teig in abgedichteten Dampföfen mehr gekocht als 

gebacken. Durch die sehr lange Erhitzung (bis 36 h) wird die Stärke in erheblichem Umfang zu 

Dextrinen und Maltose abgebaut, die für den süßlichen Geschmack verantwortlich sind. Bei dieser 

Art der Zubereitung ist die Melanoidinbildung in Folge der Maillard-Reaktion stark erhöht. 

Knäckebrot ist ein Flachbrot, das bevorzugt aus Roggenschrot hergestellt wird. Dafür wird der Teig 

eisgekühlt und unter Anwendung eines Kompressors schaumig geschlagen (Eisknäcke). Diese 



2   Grundlagen und Stand der Forschung 

26 
 

Lockerung kann alternativ auch biologisch durch Hefe- oder Sauerteig hervorgerufen werden 

( ärknäcke).  anach wird es sehr dünn ausgewalzt und 8− 0 Minuten bei bis zu 3 0 °C gebacken. 

 urch Trocknung wird der Wassergehalt von  0−20% auf etwa 5% herabgesetzt.95 

Die Maillard-Reaktion lässt sich während des Backens anhand der Oberflächenfarbe qualitativ 

verfolgen. Damit die Bräunung einsetzt, muss mindestens eine Temperatur von 120 °C und eine 

Wasseraktivität von 0,6 vorliegen.96  Die Farbe lässt sich colorimetrisch sehr einfach bestimmen und 

idealer Weise über den L*a*b*-Farbraum beschreiben.97 Dieses dreidimensionale Farbmodell ist 

international genormt und gibt den absoluten Farbeindruck geräteunabhängig wieder. Die drei 

Vektoren beschreiben in xyz-Richtung die rot-grün Achse (a*), die blau-gelb Achse (b*) und die 

Helligkeit (L*). Der Farbunterschied zwischen einem Referenzobjekt und einem Untersuchungs-

objekt wird als Farbdistanz (E) ausgedrückt. Getoastetes Weißbrot liefert Farbdistanzen im 

Bereich von 14–30,98 Brotkruste von 28–51.94  Als Markerstruktur für die thermische Belastung von 

Lebensmitteln hat sich 5-Hydroxymethylfurfural (HMF) etabliert. HMF ist in unprozessierten 

Lebensmitteln praktisch nicht vorhanden und entsteht erst durch thermisch induzierte Maillard-

Prozesse beim Abbau von reduzierenden Zuckern.99  

 

Abb. 15   Bildung von Furfural, 5-Hydroxymethylfurfural (HMF) und Pyrralin. 
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Beispielsweise erfolgt der Amin-katalysierte Abbau von Glucose über 3-DG und führt durch 

Cyclisierung und Wasserabspaltung zu HMF (Abb. 15). Parallel, unter Inkorporation einer Lysin-

Seitenkette, entsteht Pyrralin als proteingebundenes Analogon.100  In gleicher Weise führt der 

Abbau von Disacchariden oder Pentosen über 3-Desoxypentoson (3-DP) zu Furfural bzw. 

Formylin.101 Lange Fermentationszeiten, lange Backzeiten oder hohe Temperaturen fördern die 

Bildung von Furfuralen.99  Jedoch sind Furfurale keine stabilen Produkte, sondern werden bei 

höheren Temperaturen wieder abgebaut. Folgeprodukte von HMF sind u.a. 5-Methylfurfural, 

Furfural und Furfuryldialdehyd.102  Zur Bestimmung wird HMF zunächst aus der Matrix extrahiert 

und anschließend mittels HPLC-UV oder HPLC-FLD (nach Vorsäulenderivatisierung mit 

1-Naphthylamin) analysiert.103,104  HMF-Gehalte in verschiedenen Getreideprodukten sind in 

Tabelle 6 gegenübergestellt. Üblicherweise liegen HMF-Gehalte zwischen 40–80 mg/kg, 

hochprozessierte Lebensmittel besitzen Gehalte über 120 mg/kg. Beim Vergleich der HMF-Gehalte 

in Brot ist entscheidend, ob das gesamte Brot oder nur die Kruste analysiert worden ist, da HMF 

überwiegend in der Kruste entsteht. 

Tab. 6   Gehalte von 5-Hydroxymethylfurfural (HMF) in verschiedenen Lebensmitteln. 

Matrix HMF [mg/kg] Literatur 

Kekse 0,5 – 74,6 

105 

Pasta 0,1 – 7,0 

Brot 2,2 – 87,7 

Kleinkindernahrung 0,4 – 65,5 

Frühstücksflocken 3,7 – 193,3 

Kekse 0,3 – 488  

Bretzeln 0,9 – 3,1 106 

Brot 1,9 – 163  

Kekse 1,65 – 82,8  

Kuchen 0,06 – 44,3 107 

Brot 0,66 – 18,3  

   

Amadori- bzw. Heyns-Produkte und -Dicarbonylverbindungen sind reaktive Intermediate, die 

während des Backens entstehen und fortlaufend zu stabileren Verbindungen (MRPs, AGEs) 

umgesetzt werden. Eine Möglichkeit Amadori-Produkte analytisch zu erfassen, ist die Messung als 

Furosin, das als Artefakt zu etwa 40 Mol-% nach saurer Totalhydrolyse aus dem Amadori-Produkt 

entsteht.108  Weiterhin können Amadori- und Heyns-Verbindungen mittels enzymatischer Protein-

hydrolyse freigesetzt und direkt gemessen werden.109   Tabelle 7 fasst die Gehalte verschiedener 

Intermediate und Folgeprodukte der Maillard-Reaktion in Keksen zusammen. 3-DG ist 

verhältnismäßig stabil und daher in höheren Mengen gegenüber MGO enthalten. Furfural wird 

generell in geringerem Umfang als HMF gebildet. Das Amadori-Produkt ist etwa um das Dreifache 
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höher als das Heyns-Produkt. MG-H1 ist das häufigste AGE, CML wird tendenziell mehr gebildet als 

CEL. Zum Vergleich liefert Brot Gehalte von 13–619 mg/kg (3-DG), 0–28 mg/kg (MGO) sowie  

1,9–163 mg/kg (HMF).106  Ein wichtiger Aspekt der Maillard-Reaktion in Backwaren ist der 

Amin-katalysierte Abbau von Oligo- und Disacchariden, der aus dem Überschuss von Stärke, 

Dextrinen und Maltose gespeist wird. Prinzipiell besitzen Mehrfachzucker eine geringere 

Reaktivität im Vergleich zu Monosacchariden, jedoch bewirkt ihre (1→4)-glykosidische 

Verknüpfung ein charakteristisches Dicarbonylspektrum, das über einen sogenannten peeling off-

Mechanismus zu erklären ist.110  Dabei erfolgt der nucleophile Angriff des Amins am reduzierenden 

Ende des Oligosaccharids, was eine Eliminierung des glykosidischen Rests an Position C4 auslöst. 

4-Desoxyglucoson (4-DG), 1,4-Didesoxyglucoson (1,4-DDG) sowie 1-Lysino-1,4-DDG sind 

disaccharidspezifische C6-Dicarbonyle.53  C12-Dicarbonyle werden entsprechend als Maltosone bzw. 

Desoxymaltosone bezeichnet. 

Tab. 7   Intermediate und Produkte der Maillard-Reaktion in Keksen. 

Verbindung Gehalt [mg/kg] Literatur 

3-Desoxyglucoson (3-DG) 8,5 – 385  

106 Methylglyoxal (MGO) 1,8 – 68  

5-Hydroxymethylfurfural (HMF) 0,3 – 488 

Furfural     n.n. – 10,5  
107 

5-Hydroxymethylfurfural (HMF) 01,65 – 82,8 

N6-Fructosyllysin (Amadori-Produkt) 108 – 717  

109 

Glucosyl-/Mannosyllysin  

(Heyns-Produkt) 
019 – 287 

N6-Carboxymethyllysin (CML) 010 – 76 

N6-Carboxyethyllysin (CEL) 002 – 53  

MG-H1 010 – 218  

   n.n. – nicht nachweisbar 
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2.4.3 Brotaroma und 2-Acetyl-1-pyrrolin  

Die bei der Fermentation gebildeten Aromen überstehen nur vereinzelt den Backprozess. Doch 

beim Backen entstehen in Folge der Maillard-Reaktion neue aromaaktive Verbindungen. Häufig 

werden die unmittelbaren Vorläuferstrukturen während der Fermentation gebildet. Brotaroma 

setzt sich aus mehreren hundert Verbindungen zusammen, von denen allerdings nur wenige 

relevant für das produkttypische Aroma sind. Der Geruchseindruck ist abhängig von der 

Konzentration der Verbindung sowie von synergistischen Effekten bei der Kombination mehrerer 

Substanzen. Jede Substanz besitzt einen Geruchsschwellenwert, der die minimale noch 

wahrnehmbare Konzentration beschreibt.  Zur Beurteilung des Beitrags am Geruch eines 

Lebensmittels wird die Konzentration des Stoffes zu seinem Geruchsschwellenwert ins Verhältnis 

gesetzt. Dieser Quotient ist der sogenannte Aromawert (odor activity value, OAV) und ermöglicht 

außerdem Rückschlüsse auf die wahrgenommene Geruchsintensität.111  Mit dem OAV gelang die 

Identifizierung von insgesamt 226 Schlüsselgeruchsstoffen in 227 Lebensmitteln. Das bedeutet, 

dass von schätzungsweise 10.000 flüchtigen Verbindungen im Gasraum eines Lebensmittels 

weniger als 3% für den Geruch verantwortlich sind. Von diesen 226 Verbindungen wurden mittels 

multivariater Datenanalyse 16 Verbindungen erkannt, die in über 25% aller Lebensmittel 

vorkommen und daher als „ eneralisten“ bezeichnet werden. 2-Acetyl-1-pyrrolin (2-AP) ist so ein 

Generalist und besitzt mit 0,05 µg/kg einen sehr niedrigen Geruchsschwellenwert.111  

Das Aroma von 2-AP wird als „röstig  popcornartig“ beschrieben. So ist es vor allem für das typische 

Aroma von Weißbrot verantwortlich, aber auch u.a. in Duftreis, Popcorn, Tortillas, gekochten 

Kartoffeln, Honig, Milch, Käse sowie gekochtem Fleisch und Fisch als Duftstoff von Bedeutung.112  

2-AP ist damit ein wichtiges Maillard-Reaktionsprodukt (MRP), das während des Kochens oder 

Backens aus MGO und 1-Pyrrolin gebildet wird. Abzugrenzen davon ist 2-AP in Basmati, wo es 

bereits in der Reispflanze als Metabolit gebildet wird und somit kein MRP darstellt.113  In Backwaren 

entsteht 2-AP überwiegend durch die Stoffwechselaktivität der Hefen. Das wurde durch eine 

positive Korrelation zwischen Hefemenge sowie Fermentationszeit und der gebildeten Menge 2-AP 

bestätigt.114 Die Freisetzung von MGO aus Triosephosphaten wurde bereits ausführlich in Abschnitt 

2.2.1 beschrieben. 1-Pyrrolin entsteht durch Strecker-Abbau der Aminosäuren Prolin und Ornithin, 

die ebenfalls in Hefezellen in relevanten Mengen (89 bzw. 318 mg/kg) frei vorliegen.115  Der 

tatsächliche Bildungsweg von 2-AP aus MGO und 1-Pyrrolin ist noch nicht vollständig aufgeklärt. 

Bisher sind zwei mögliche Mechanismen postuliert, die jedoch nicht ausreichend experimentell 

untermauert sind. Zusammengefasst besteht die Bildung aus dem nucleophilen Angriff von 

1-Pyrrolin an MGO, der Umlagerung einer Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung sowie der Eliminierung 

eines C1-Fragments, z.B. Ameisensäure oder Kohlenstoffdioxid (Abb. 16).   
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Abb. 16   Bildung von 2-Acetyl-1-pyrrolin (2-AP) und 2-Acetyltetrahydropyridin (2-ATHP). 

Parallel zu 2-AP wird das homologe 2-Acetyltetrahydropyridin (2-ATHP) gebildet, das ebenfalls 

aromaaktiv ist. Welche der beiden Verbindungen bevorzugt gebildet wird, hängt vom Verhältnis 

MGO/Aminosäure ab. Als bisher einziges Intermediat wurde 2-(1-Hydroxy-2-oxo-1-propyl)-

pyrrolidin (HOP) als Präkursor von 2-ATHP identifiziert.116 Aufgrundlage von Experimenten wird 

2-ATPH nicht direkt aus MGO, sondern seiner reduzierten Form Acetol (Hydroxyaceton) gebildet, 

das wie 1-Pyrrolin beim Strecker-Abbau entsteht.  

Die Analytik von 2-AP erfolgt üblicherweise mittels Gaschromatographie gekoppelt mit einem 

Tandem-Massenspektrometer (GC-MS/MS). Während früher mehrere Kilogramm Probenmaterial 

extrahiert werden mussten, reichen heute einzelne Reiskörner aus, um 2-AP aus dem Dampfraum 

(headspace, HS) mit einer Bestimmungsgrenze von 0,10 µg/kg zu quantifizieren.117 Die größte 

Herausforderung an die Analytik stellt jedoch die instabile Natur des 2-AP-Moleküls dar. Zum einen 

ist ein rapider Abbau innerhalb der Lebensmittel zu beobachten. So verliert frisch gebackenes 

Weißbrot innerhalb von drei Stunden bereits 53% seines ursprünglichen 2-AP-Gehalts.118 Auch 

müssen Diskriminierungseffekte während der Aufarbeitung, z.B. durch die headspace solid phase 

mico-extraction (HS-SPME), kompensiert werden. Zum anderen ist die Lagerstabilität authentischer 

Standards ein Problem. Vor allem isotopenmarkierte Standards (13C1, 2H4) müssen häufig selbst 

synthetisiert werden, neigen jedoch selbst bei -20 °C aufgrund ihrer Oxidationsempfindlichkeit zur 

Polymerisation.119  Ein neuer Ansatz ist deshalb die Lagerung als Zinkhalogenid-Komplex.120  

HN

O OH

N

O CH3

Prolin

2-AP

Ornithin

O OH

H2N

NH2

O CH3

HO

N

1-Pyrrolin

N

MGO

2-ATHP

CH3O

O CH3

HO Acetol

HN

O

O

CH3

HN

HO

O

CH3

HOP

- C1

[Ox] [Ox]

Strecker-Abbau



2   Grundlagen und Stand der Forschung 

31 
 

Gehalte von 2-AP und 2-ATHP in typischen Lebensmitteln und dazugehörige Aromawerte sind in 

Tabelle 8 gegenübergestellt. Diese Gegenüberstellung verdeutlicht, dass für die Geruchsqualität 

des Lebensmittels nicht der Gehalt des Aromastoffs, sondern sein Aromawert ausschlaggebend ist. 

Deshalb ist 2-AP als MRP trotz seines häufig geringen Gehalts vor allem für das Aroma von 

Backwaren von großer Bedeutung. 

Tab. 8    2-Acetyl-1-pyrrolin (2-AP), 2-Acetyltetrahydropyridin (2-ATHP) und ihre Aromawerte (OAV) in  
verschiedenen Lebensmitteln.116 

Matrix 
2-AP  2-ATHP 

Gehalt [µg/kg] OAV Gehalt [µg/kg] OAV 

Weißbrot (Kruste) 78 10685  53 981 

Weißbrot (Krume) 2,8 383  2,0 37 

Roggenbrot (Kruste) 0,8 110  n.a. - 

Popcorn (frisch) 24 3288  437 8092 

Toastbrot (getoastet) 8,8 1205  1,5 28 

Sesam (geröstet) 30 4110  n.a. - 

Duftreis (Basmati) 610 83516  n.a. - 

Mais (gekocht) 4 6027  n.a. - 

  n.a.: nicht analysiert 
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3 ZIELSTELLUNG 

Maillard-Prozesse spielen im täglichen Leben eine wichtige Rolle, da sie sowohl gewünschte 

Vorgänge wie die Bräunung und Aromabildung bei der Zubereitung von Lebensmitteln bewirken, 

aber auch pathogene Effekte durch die Glykierung körpereigener Proteine oder die Bildung 

sogenannter Glycotoxine. Ein umfassendes Verständnis über die ablaufenden Vorgänge ist daher 

wichtig für die Steuerung industrieller Herstellungsverfahren oder die Vorbeugung, Erkennung und 

Behandlung pathologischer, glykierungsassoziierter Spätkomplikationen in vivo. Aus Modell-

reaktionen sind bereits zahlreiche Strukturen sowie grundlegende Bildungsmechanismen von 

Maillard-Produkten bekannt. Das Auftreten von Aminosäuremodifikationen in biologischen 

Geweben sowie in Lebensmitteln allgemein wurde bislang nur unzureichend untersucht. Häufig 

beschränkt sich der Nachweis auf einzelne Verbindungen, jedoch fehlen umfassende Analysen 

ganzer Lebensmittelgruppen sowie eine zusammenhängende Betrachtung der zahlreichen 

Strukturen. Speziell Methylglyoxal, das hauptsächlich aus Triosephosphaten entsteht, wurde als 

relevante Dicarbonylverbindung bei Maillard-Prozessen unterschätzt. 

Die vorliegende Arbeit sollte den Beitrag von Methylglyoxal als reaktives Intermediat innerhalb der 

Maillard-Reaktion untersuchen und neu bewerten. Dabei wurde die Fragestellung sowohl aus 

lebensmittelchemischer (Proteinglykierung beim Backprozess) wie auch aus biochemischer Sicht 

(Kollagenglykierung beim Altern) auf molekularer und makroskopischer Ebene bearbeitet. 

Basierend auf bekannten Reaktionsmechanismen wurde die Bildung eines Amid-Crosslinks 

ausgehend von Methylglyoxal und Lysin postuliert. Ein besonderer Schwerpunkt dieser Arbeit lag 

auf der Bestätigung dieser Hypothese, wofür zunächst die Synthese und Charakterisierung eines 

authentischen Referenzstandards nötig war. Dazu wurde nach Erweiterung der etablierten 

HPLC-MS/MS-basierten Bestimmungsmethode für posttranslationale Aminosäuremodifikationen 

der Nachweis in Modellsystemen und anschließend in Realproben (Kollagen und Brot) untersucht. 

Langlebige Proteine wie Kollagen unterliegen einer fortwährenden Glykierung beim Altern. Für 

Kollagen musste ein effizientes Protokoll entwickelt werden, um das unlösliche Bindegewebs-

protein unter Erhalt säurelabiler Strukturen in Lösung zu bringen und einem enzymatischen Verdau 

zugängig zu machen. In hochprozessierten Lebensmitteln wie Backwaren ist ebenfalls ein hoher 

Grad der Proteinmodifizierung zu erwarten. Die Bilanzierung der täglichen Aufnahme von 

Glycotoxinen über die Nahrung sowie ihre Bildung bei der Herstellung war daher ein weiterer 

zentraler Aspekt dieser Arbeit. Bei der Herstellung von Brot erfolgt vor dem Backen zusätzlich ein 

mikrobieller Fermentationsschritt. Deshalb war es ein Teil der Fragestellung dieser Arbeit, zu 

untersuchen ob fermentativ hergestellte Produkte aus Hefe- oder Sauerteig wesentlich durch 
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Methylglyoxal-Modifikationen geprägt sind. Die Einbindung der Getreideproteine in eine komplexe 

Stärkematrix erforderte ein neues Aufarbeitungskonzept, um möglichst reines Protein für die 

nachfolgende Proteinhydrolyse zu erhalten. Gleichzeitig wurde eine neuartige, empfindliche 

Nachweismethode für 2-Acetyl-1-pyrrolin entwickelt, das als typisches Brotaroma beim Backen aus 

Methylglyoxal gebildet wird. 

So wie die moderne Definition der Maillard-Reaktion eine Verbindung zwischen Lebensmittel-

chemie und Medizin schafft, muss die vorliegende Arbeit inhaltlich eine Brücke schlagen zwischen 

mechanistischer Grundlagenforschung, anwendungsbezogener Lebensmittelanalytik und 

molekularer Pathobiochemie. Dabei stellt Methylglyoxal das thematische Bindeglied zwischen den 

einzelnen Themengebieten dar. Im nachfolgenden Kapitel sind die Ergebnisse der drei 

zugrundeliegenden Publikationen kapitelweise zusammengetragen und diskutiert. Ein besonderer 

Fokus lag dabei auf den Gesetzmäßigkeiten der ablaufenden Mechanismen, insbesondere der 

Herausarbeitung von Haupt- und Nebenwegen innerhalb der Maillard-Kaskade. So konnte die Rolle 

von Methylglyoxal in den Gesamtkontext der Maillard-Reaktion eingeordnet werden.
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4 DISKUSSION UND EINORDNUNG DER ERGEBNISSE 

4.1 Advanced Glycation Endproducts in Kollagen 

Kollagen ist der Hauptbestandteil von Bindegewebe und somit in hohem Maß am Aufbau unseres 

Organismus beteiligt. Als langlebiges Protein unterliegt es jedoch im Laufe des Alterns strukturellen 

Veränderungen durch Maillard-Prozesse, die seine natürlichen Eigenschaften negativ beeinflussen. 

Das Wissen über die Bildungswege bekannter AGEs ermöglicht Voraussagen zur Bildung noch 

unbekannter Strukturen. Die Methylglyoxal-Lysin-Reaktionskaskade führt durch prototrope 

Umlagerung (Tautomerisierung) initialer Halbaminale zum stabilen N6-Carboxyethyllysin (CEL) bzw. 

N6-Lactoyllysin (Lac). So führt hypothetisch der nucleophile Angriff von zwei Lysinresten an jeweils 

eine Carbonylgruppe von Methylglyoxal (MGO) mit anschließender Tautomerisierung zu einer 

Lysin-Lysin-Amid-Quervernetzung. Die Struktur dieses MGO-Crosslinks wurde bereits 1994 von 

Thornalley postuliert, aber bis heute noch nie nachgewiesen.55  Die Synthese und der Nachweis des 

Glyoxal-Analogon GOLA erfolgten bereits 2001 durch Glomb und Pfahler.18  Ausgehend von dieser 

Syntheseroute erfolgte im Rahmen dieser Arbeit die zielgerichtete Herstellung von 2,15-Diamino-

8-methyl-9-oxo-7,10-diaza-1,16-hexadecandisäure. Anstelle von Glyoxylsäure wurde Brenz-

traubensäure (Pyruvat) verwendet. In Analogie zu GOLA erhielt das neue Amid-Crosslink die 

Bezeichnung MOLA (Methylglyoxal-Lysinamid). Die Synthese erfolgte über sechs Stufen ausgehend 

vom doppelt geschützten Lysin 1 (Abb. 17). Das wurde in zwei einfachen Schritten mittels Boc-

Anhydrid (Boc2O) und 4-(Dimethylamino)-pyridin (DMAP) als Katalysator sowie anschließender 

Hydrierung zur Abspaltung der Cbz-Schutzgruppe in 3 überführt. Mit Pyruvat (PyrOH) wurde nach 

reduktiver Aminierung das N6-Carboxyethyl-Derivat 4 erhalten. Dessen freie sekundäre N6-Amino-

gruppe musste für den nächsten Schritt mit Boc-Anhydrid geschützt werden. Anschließend erfolgte 

eine Amid-Kopplung von 3 und 5 mittels 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und 

1-Hydroxybenzotriazol (HOBt). Die umgekehrte Strategie, erst die Amid-Synthese gefolgt von der 

reduktiven Aminierung, wurde ebenfalls getestet. In diesem Fall musste für die EDC-vermittelte 

Amid-Kopplung die Carbonylgruppe von Pyruvat als Dimethylhydrazon (DMH) geschützt werden.121  

Im Zuge dieser Syntheseroute wurde ausgehend von 8 ein weiteres mögliches AGE entdeckt, dass 

in weiterführenden Arbeiten schließlich als N6-Pyruvoyllysin eingeführt wurde.19  Der kritische 

Schritt in der alternativen Route war die reduktive Aminierung. Wahrscheinlich erfolgte der 

nucleophile Angriff der N6-Aminogruppe von 3 an die Carbonylgruppe von 8 wesentlich schlechter 

als an die von freiem Pyruvat. Auch die direkte Kopplung von 3 und 4 zu 9 war nicht erfolgreich. 

Dazu war ein zusätzlicher Schritt via 5 notwendig. Vermutlich störte die sekundäre 
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N6-Aminofunktion von 4 die Aktivierung mittels EDC. Ein zusätzlicher Vorteil war, dass sich die 

Verbindung 6 perspektivisch besser säulenchromatographisch aufreinigen lies als 8 und 9, weil 

keine polaren Gruppen mehr im Molekül vorhanden waren, die Wasserstoffbrücken mit Kieselgel 

ausbilden. Nach saurer Abspaltung der Schutzgruppen von 6 wurde MOLA mit einer 

Gesamtausbeute von 24% erhalten.  

 

Abb. 17   Verwendete Strategien für die Synthese von MOLA. 
   (––– erfolgreiche Umsetzung, - - - keine oder unzureichende Umsetzung) 
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Zur Ermittlung der Bildungskinetik von MOLA unter aeroben Bedingungen wurden zuerst Modell-

inkubationen von N2-Boc-Lysin (42 mM) mit MGO (21 mM) in Phosphatpuffer (37 °C, pH = 7,4) 

durchgeführt (Tab. 9). Zum Vergleich wurde eine anaerobe Kontrolle für sieben Tage mitgeführt. 

Dabei wurden u.a. die drei Produkte CEL, Lac und MOLA der MGO-Lysin-Reaktionskaskade (Abb. 9) 

bestimmt. CEL war erwartungsgemäß in beiden Systemen die mengenmäßig bedeutendste Lysin-

modifikation. Im Modellsystem lag nach 24 h ein Verhältnis von 4:2:1 vor, welches sich nach sieben 

Tagen zu 7:2:1 verschob. Die Bildung von MOLA und Lac erfolgte also in einem konstanten 

Verhältnis, während die CEL-Bildung unabhängig von diesem Verhältnis über die Zeit anstieg. Das 

deutet darauf hin, dass MOLA und Lac dem gleichen Bildungsweg folgen. Dass CEL in einem so 

deutlichen Überschuss gebildet wird, kann nur über das Hydratationsgleichgewicht von MGO in 

wässriger Lösung erklärt werden (Abb. 5). Etwa zwei Drittel von MGO liegen als Monohydrat vor, 

bei dem die Ketogruppe für eine nucleophile Reaktion zur Verfügung steht. Die Aldehydgruppe ist 

bis auf einen kleinen Anteil (< 1%) als Hydrat inaktiviert, wodurch ein nucleophiler Angriff an dieser 

Position deutlich unwahrscheinlicher ist. Die Inkubation unter Ausschluss von Sauerstoff lieferte 

nach einer Woche die gleichen Konzentrationen wie unter Zutritt von Sauerstoff. Das untermauert 

den postulierten Mechanismus, bei dem alle drei Strukturen nicht-oxidativ durch Umlagerung 

gebildet werden (Abb. 18).   

Tab. 9   Bildungskinetik von MOLA im in vitro Modell mit N2-Boc-Lysin (42 mM) und MGO (21 mM). 

Zeit [d] 
AGE [µmol/l] 

Verhältnis 
CEL Lac MOLA 

0 2 n.n. 2 1 : 0 : 1 

1 16 9 4 4 : 2 : 1 

2 26 11 5 5 : 2 : 1 

3 33 13 6 6 : 2 : 1 

4 38 13 6 6 : 2 : 1 

7 50 16 7 7 : 2 : 1 

7 (anaerob) 47 13 8 6 : 2 : 1 

n.n.: nicht nachweisbar 

Tab. 10   Bildungskinetik von MOLA im ex vivo Modell mit Kollagen (5 mg) und MGO (0,2 mM). 

Zeit [d] 
AGE [µmol/mol Leu-Äq] 

Verhältnis 
CEL Lac MOLA 

0 1,5 0,2 n.n. 8 : 1 : 0 

3 6,5 0,8 1,3 8 : 1 : 2 

5 7,3 0,8 1,5 9 : 1 : 2 

7 8,5 1,0 1,9 9 : 1 : 2 

   n.n.: nicht nachweisbar  
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Abb. 18   Postulierter Bildungsweg von MOLA innerhalb der Methylglyoxal-Lysin-Reaktionskaskade. 

In Kollagen kehrte sich das Verhältnis von Lac und MOLA um. Als ex vivo Modell wurden im  
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physiologischen Bedingungen (37 °C, pH = 7,4) inkubiert und anschließend die Glykierungskinetik 
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stark hierarchische Anordnung des Kollagens innerhalb der Sehne mechanisch mit einer 

Kugelmühle aufgelockert. Verdünnte Essigsäure störte die Wasserstoffbrücken der Tripelhelices, 

was einen Anverdau durch Pepsin ermöglichte. Ein weiterer Verdauungsschritt mit Kollagenase 

erzeugte lösliche Peptide, die schließlich durch eine Mischung von Endo- und Exopeptidasen 

verdaut werden konnten. Damit wurde für das Sehnenkollagen ein durchschnittlicher Hydrolyse-

grad von 73% erreicht. Die nativen Sehnen von drei Monate alten Versuchstieren enthielten bereits 

CEL und Lac aufgrund natürlicher Glykierung. In den ersten drei Tagen verlief die Modifizierung 

durch MGO am schnellsten, danach nahm der Anstieg deutlich ab. Das deutet darauf hin, dass der 

überwiegende Teil des eingesetzten MGO bereits abreagiert war. Dieser Verlauf befindet sich im 

Einklang mit der Studie von Thornalley et al. an bovinem Serumalbumin (BSA), wonach im Zeitraum 

von vier Tagen 55% MGO irreversibel am Protein gebunden vorlagen, 30% reversibel gebunden 

waren und 14% MGO-Abbauprodukte, z.B. Lactat und Pyruvat, entstanden.55 

Die Modifizierung von Arginin im selben Versuch (Tab. 11) war um den Faktor 1000 höher, was aus 

der hohen Affinität der N5-Guanidino-Gruppe gegenüber -Dicarbonylen resultiert und in Einklang 

mit der Literatur ist.69,76 Die identifizierten Hauptmodifikationen waren MG-H1 und seine 

offenkettige Form N7-Carboxyethylarginin (CEA). Das deckt sich mit dem bisherigen Wissen über 

die MGO-Arginin-Reaktionskaskade im wässrigen Modellsystem.56  Bereits die nativen Sehnen 

enthielten beträchtliche Mengen von beiden Verbindungen. Das endocyclische Isomer MG-H3 war 

erwartungsgemäß nur zu einem geringen Teil in nativem Gewebe vorhanden, weil es sich als 

kinetisch kontrolliertes Produkt über CEA in das thermodynamisch stabilere MG-H1 umwandelt. 

Der Anteil der Quervernetzungsstruktur MODIC war etwa um das Fünffache höher als der von 

MOLA, was andeutet, dass in Kollagen bevorzugt Lysin-Arginin-Crosslinks gebildet werden. Das 

könnte wiederum auf die räumliche Anordnung der Kollagenmoleküle innerhalb einer Fibrille 

zurückzuführen sein. Eine Simulation in silico von Gautieri et al. ergab 14 potentielle Lysin-Arginin-

Paare, die aufgrund ihres intrafibrillären Abstands Glykierungscrosslinks ausbilden können.72 

Tab. 11   Glykierung von Arginin im ex vivo Modell mit Kollagen (5 mg) und MGO (0,2 mM). 

Zeit [d] 
AGE [µmol/mol Leu-Äq] 

CEA MG-H1 MG-H3 MODIC 

0 7,2 18 0,57 n.n. 

3 7500 7000 250 5,0 

5 8300 8500 320 7,4 

7 9500 10400 400 11 

   n.n.: nicht nachweisbar 

  



4   Diskussion und Einordnung der Ergebnisse 

39 
 

Um die Auswirkung der molekularen Veränderungen auf makroskopischer Ebene zu untersuchen, 

wurden die mit MGO inkubierten Sehnen einem Bruchtest (TTBT-Assay, siehe 2.3.3) unterzogen. 

Der Anstieg der Sehnenbruchzeit korrelierte dabei mit zunehmender Inkubationszeit (Abb. 19, 

links), wobei dieser Effekt mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Bildung von Crosslinks 

zurückzuführen ist. Eine Untersuchung des modifizierten Kollagens mittels SDS-PAGE belegte, dass 

es sich dabei um intermolekulare Crosslinks handelt (Daten nicht gezeigt). Weiterführend wurden 

die Bestimmung der Sehnenbruchzeit und der natürlichen Glykierung in vivo an Rattenschwanz-

sehnen unterschiedlichen Alters (3, 12 und 22 Monate) durchgeführt. Bezogen auf die übliche 

Lebenserwartung sind die Versuchstiere entsprechend als jung (3 Monate), erwachsen (12 Monate) 

und alt (22 Monate) einzuordnen. Die Sehnenbruchzeit ermöglichte eine klare Differenzierung 

zwischen den jeweiligen Altersgruppen (Abb. 19, rechts).  
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Abb. 19   Sehnenbruchzeit (TTBT) von inkubierten Sehnen (links) und nativen Sehnen 
   unterschiedlichen Alters (rechts). 

Das AGE-Spektrum der nativen Sehnen (Tab. 12) zeigte eine ähnliche Verteilung der 

unterschiedlichen Modifikationen wie im ex vivo Modell. Alle AGE-Gehalte waren in den alten 

Tieren (22 Monate) signifikant erhöht gegenüber den erwachsenen Tieren (12 Monate). MG-H1 

war auch hier die mengenmäßig bedeutendste Struktur. N6-Carboxymethyllysin (CML) war die 

häufigste Lysin-Modifikation in Kollagen. Der Hauptbildungsweg von CML in Bindegewebe verläuft 

vermutlich über das Amadori-Produkt der Glucose. Der Verlust von positiv geladenen Aminosäure-

seitenketten verändert den isoelektrischen Punkt von Kollagen, was sich auf weitere physikalische 

Eigenschaften auswirken kann.24  Zur Bestimmung von AGE-Crosslinks in den Sehnen unterschied-

lichen Alters war vorab eine Anreicherung aus den enzymatischen Hydrolysaten durch wiederholte 

Fraktionierung mittels analytischer HPLC notwendig. In Sehnen junger Tiere (3 Monate) waren auch 

nach Anreicherung keine Crosslinks nachweisbar. Die Ergebnisse zeigen, dass die Maillard-

vermittelte Kollagenquervernetzung erst im Zuge des Alterns eintritt, wo entsprechende AGEs 
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akkumuliert werden. Dadurch könnten typische Alterungserscheinungen von Bindegewebe wie 

Verlust von Spannkraft und Elastizität teilweise erklärt werden. In Übereinstimmung mit der 

Literatur war Glucosepan das Hauptcrosslink in Kollagen.74  Seine Bildung über das Lederer-

Glucoson erfolgt ebenfalls ausgehend von Glucose. Zusammen mit DODIC und MODIC erfolgt 

in vivo überwiegend die Ausbildung von Lysin-Arginin-Crosslinks, was sich wiederum mit den 

Ergebnissen des ex vivo Modells mit MGO deckt. MOLA war darüber hinaus als einziges Lysin-Lysin-

Crosslink in nativem Kollagen enthalten. Unter Berücksichtigung der typischen Aminosäure-

zusammensetzung von Typ I-Kollagen entspricht das schätzungsweise einem Molekül MOLA auf 

1200 Kollagenmoleküle. Im Vergleich kommt ein Molekül MG-H1 auf 20 Kollagenmoleküle. Alle 

anderen bekannten AGE-Crosslinks, darunter MOLD, GOLD und GOLA sowie GODIC und Pentosidin 

waren im nativen Kollagen in keiner Altersgruppe nachweisbar.  

Tab. 12   Ausgewählte AGEs in Rattenschwanzsehnen verschiedenen Alters. 

AGE 

[µmol/mol Leu-Äq] 

Alter [Monate] 

3 12 22 

CEL 1,5 1,6 1,8 

CEA 7,3 7,0 8,4 

MG-H1 18 21 25 

CML 4,7 6,9 13 

Glucosepan* n.n. n.b. 0,72 

DODIC* n.n. n.b. 0,24 

MODIC* n.n. n.b. 0,04 

MOLA* n.n. n.b. 0,34 

* nach präparativer Anreicherung mittels HPLC 

* n.n.: nicht nachweisbar, n.b.: nicht bestimmbar 

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit, dass neben Glucose vor allem 

MGO maßgeblich an der Glykierung des Bindegewebsproteins Kollagen in vivo beteiligt ist. Dabei 

erfolgt überwiegend die Modifizierung von Argininseitenketten der Kollagenhelices. Kovalente, 

intermolekulare Maillard-Crosslinks werden vorrangig zwischen Lysin und Arginin gebildet und 

während des Alterns akkumuliert. Diese irreversible, chemische Modifizierung verändert 

nachweislich die mechanischen Eigenschaften der Sehnen, was durch den Bruchtest gezeigt wurde. 

Als neuartiges Amid-Crosslink wurde MOLA erstmalig in vivo nachgewiesen und neben einer Reihe 

anderer AGEs in Sehnenkollagen quantifiziert.  
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4.2 2-Acetyl-1-pyrrolin in Lebensmitteln 

Der Duftstoff 2-Acetyl-1-pyrrolin (2-AP) ist für die Lebensmittelindustrie ein wichtiger Aromastoff 

hinsichtlich der Geruchsqualität und der Verbraucherakzeptanz frischer Backwaren und anderer 

Lebensmittel wie Duftreis. Seit den 1980er Jahren wird 2-AP in Lebensmitteln intensiv erforscht. 

Für die Analytik wird üblicherweise die Gaschromatographie herangezogen, bei der entweder der 

Dampfraum oder der Lösungsmittelextrakt eines Lebensmittels untersucht wurden. Ein kritischer 

Punkt ist jedoch immer die Instabilität des Moleküls, die während der Probenaufarbeitung oder der 

Lagerung des Standards zum Abbau von 2-AP führt.119,120,122  Diese Instabilität ist auf die intrinsische 

-Dicarbonylstruktur zurückzuführen, die sich aus der Nachbarschaft der Acetyl-Gruppe zur Imino-

Gruppe des Pyrrolinrings ergibt. Dadurch unterliegt das Molekül verschiedenen Abbaureaktionen 

wie hydrolytische Ringöffnung, nucleophile Angriffe, Aldol-Reaktionen oder Polymerisierung, die 

besonders unter basischen Bedingungen begünstigt sind. Einerseits abstrahieren Lewis-Basen acide 

Protonen von Carbonylen und erhöhen damit deren Reaktivität. Andererseits sind z.B. 

Hydroxidionen selbst starke Nucleophile, die die Ringöffnung von 2-AP und somit den weiteren 

Abbau triggern. Apintanapong et al. haben den unterschiedlichen Abbau in wässriger Lösung nach 

sieben Tagen bei pH = 2 (5%) und pH = 8 (67%) demonstriert.122   Für weiterführende Abbau-Studien 

wurde in der vorliegenden Arbeit der frisch synthetisierte Standard in wässriger Lösung über zehn 

Stunden mittels GC-MS sowie -FID kontrolliert (Abb. 20). Parallel dazu wurden ein wässriger Extrakt 

sowie ein Phosphatpuffer-Extrakt von Langkornreis angefertigt, die als blindwertfreie Lebensmittel-

matrix dienten. Denn im Gegensatz zu Basmati enthält Langkornreis keine relevanten Mengen 

2-AP.117 In diesen beiden Extrakten wurde ebenfalls die Stabilität des selbst synthetisierten 2-AP 

gemessen.  
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Abb. 20   Abbau von 2 Acetyl-1-pyrrolin (2-AP) in wässriger Lösung. 
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In reinem Wasser erfolgte kein Abbau, jedoch bei pH = 9 um 14% (Graph nicht gezeigt) und in 

wässriger Reismatrix sogar um 60%. Das belegt wie schnell 2-AP in Gegenwart von Nucleophilen 

aus der Lebensmittelmatrix, z.B. Alkohole, Amine oder Thiole, abgebaut wird. Im Gegensatz dazu 

war 2-AP in phosphatgepufferter Matrix (pH = 7,4) wesentlich stabiler und zeigte nach zehn 

Stunden lediglich einen Abbau von 8%. Innerhalb der ersten zwei Stunden war kein Abbau 

festzustellen.  

Die verkappte Dicarbonylstruktur gab Grund zu der Annahme, dass 2-AP stöchiometrisch mit 

Abfangreagenzien wie ortho-Phenylendiamin (OPD) reagieren kann. Die Reaktion von OPD zu 

stabilen Chinoxalinen erfolgt so schnell, dass selbst kurzlebige Dicarbonylspezies damit erfasst 

werden können.42 Testreaktionen im Rahmen der Arbeit mit 2-AP und OPD führten zu einem 

einzigen Produkt mit einem Absorptionsmaximum bei 320 nm, wie es für Chinoxaline typisch ist. 

Das deutete auf eine vollständige Derivatisierung ohne Nebenreaktionen hin. Die isolierte 

Verbindung wurde schließlich durch ein- und zweidimensionale NMR-Experimente sowie 

hochauflösende Massenspektrometrie als 1-(3-Methyl-2-chinoxalinyl)-3-aminopropan identifiziert. 

Folglich leitet sich dieses Chinoxalin (2-APQ) von 6-Amino-2,3-hexandion ab, welches die 

offenkettige Form von 2-AP darstellt (Abb. 21). Die Derivatisierungskinetik wurde in 0,2 M 

Phosphat-Puffer (pH = 7,4) bestimmt. Nach einer Stunde waren bereits 85% 2-AP umgesetzt, nach 

20 h war die Reaktion quantitativ abgelaufen. Triebkraft dieser Umsetzung muss die Bildung des 

erweiterten aromatischen Systems des Chinoxalins sein. Ein großer Überschuss OPD erhöhte die 

Umsatzrate, weil dadurch das chemische Gleichgewicht auf die Seite von 2-APQ verschoben wird. 

Durch Verwendung von vierfach deuteriertem OPD wurde auf einfache Weise der isotopen-

markierte interne Standard (2-APQ-d4) hergestellt, der als interner Standard für eine 

massenspektrometrische Quantifizierung diente. Bei Raumtemperatur waren die zwei neuen 

Chinoxaline 2-APQ und 2-APQ-d4 in Phosphat-Puffer über 120 Stunden stabil. 

 

Abb. 21   Derivatisierung von 2 Acetyl-1-pyrrolin (2-AP) mit o-Phenylendiamin (OPD). 
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Mit dem stabilisierenden Effekt von Phosphat-Puffer und der effektiven Umsetzung zum stabilen 

Chinoxalin konnte im Rahmen der Arbeit ein völlig neuer Ansatz zur Bestimmung von 2-AP in 

Lebensmitteln entwickelt werden. Verteilungsexperimente mit dem wässrigen Standard und 

organischen Lösungsmitteln haben gezeigt, dass 2-AP als polares Molekül auch bevorzugt in der 

wässrigen Phase verbleibt. Ausgehend davon wurde eine effiziente Flüssigextraktion für 

Lebensmittel entwickelt. Die Aufarbeitungszeit von weniger als 60 Minuten mit anschließender 

Derivatisierung stellte sicher, dass keine oder vernachlässigbar geringe Verluste von 2-AP auftraten. 

Die Bestimmung erfolgte mit einer empfindlichen HPLC-MS/MS-Methode unter Einbeziehung des 

deuterierten Standards. Die Verfahrenskenndaten Systempräzision (7%), Wiederholpräzision 

(14%), Wiederfindung (92%), Linearität (1−500 μg kg)  Nachweisgrenze (0 2  μg kg) und 

Bestimmungsgrenze (0 79 μg kg) wurden für die Matrix „ eis“ validiert. Diese Ergebnisse 

charakterisieren eine leistungsstarke Nachweismethode mittels Flüssigchromatographie als 

gleichwertige Alternative zur bisher verwendeten Gaschromatographie. Der deutlichste Vorteil ist 

die Stabilisierung von 2-AP in Form seines respektiven Chinoxalins 2-APQ. Damit ist erstens die 

Stabilität der teuren analytischen Standards gewährleistet. Zweitens eröffnen sich damit neue 

Möglichkeiten bei der Untersuchung von 2-AP, z.B. die Bildung in situ bei der Lebensmittel-

herstellung sowie die Durchführung umfangreicher Messreihen ohne Analytverluste. Als Nachteil 

ist die aufwendigere Probenvorbereitung im Vergleich zur Dampfraumanalyse zu nennen. Mit 

dieser neuen Methode wurden verschiedene Lebensmittelgruppen auf ihren 2-AP-Gehalt 

untersucht (Tab. 13). Basmatireis enthielt erwartungsgemäß die höchsten Gehalte, die auch gut mit 

Literaturwerten übereinstimmen, die mittels Gaschromatographie bestimmt wurden. Die breite 

Schwankung der 2-AP-Gehalte könnte auf unterschiedliche Faktoren wie Verpackung, Lagerung 

oder Transportzeiten zurückzuführen sein. 2-AP stammt dabei aus dem Metabolismus der 

Reispflanze.113 Gewöhnlicher Langkornreis enthielt dagegen kein oder nur marginale Mengen 2-AP. 

In thermisch prozessierten Lebensmitteln wie Popcorn oder Brot wird 2-AP durch Maillard-Prozesse 

aus MGO und Prolin bzw. Ornithin gebildet (Abb. 16). In Fertigpopcorn wurden ähnliche Gehalte 

gefunden, wie zuvor in der Literatur beschrieben.123  In den Krusten aller drei untersuchten 

Brotsorten wurden ähnliche 2-AP-Gehalte gefunden, obwohl nach bisherigem Kenntnisstand in 

Weizenbrot mehr zu erwarten war als in Roggen- oder Mischbrot. So zeigten ältere Studien, dass 

Weizenbrot etwa zwanzigmal mehr 2-AP enthält als Roggenbrot.124,125 Dass heute alle Brotsorten 

gleiche Mengen des gewünschten Aromastoffs beinhalten, könnte am technologischen Fortschritt 

bei der industriellen Brotherstellung und einer zielgerichteteren Teigführung liegen. 
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Tab. 13   Gehalte von 2-Acetyl-1-pyrrolin (2-AP) in ausgewählten Lebensmitteln. 

Matrix 
2-AP [µg/kg] 

Spanne  Mittelwert Literatur 

Weizenbrot (Kruste) 11 – 29 18 19 125 

Mischbrot (Kruste) 12 – 24 18 - 

Roggenbrot (Kruste) 06 – 35 18 0,8 125 

Popcorn (Fertigprodukt) 10 – 70 38 20 – 57 123  

Langkornreis n.b. – 2,0I - 0,066 – 0,075 117 

Duftreis (Basmati) 041 – 356 131 167 – 1432 117 

  n.b.: nicht bestimmbar 

Zusammenfassend erfüllt die entwickelte Bestimmungsmethode für 2-AP alle Anforderungen an 

eine moderne, leistungsfähige Spurenanalytik. Stabilitätsuntersuchungen zeigten, dass es unter 

herkömmlichen Aufarbeitungsbedingungen zum Abbau von 2-AP in Gegenwart der Matrix kommt. 

Den Syntheseweg von 2-AP auf der stabilen Vorstufe 2-Acetyl-1-pyrrolidin-Hydrochlorid zu 

unterbrechen, ermöglichte zwei große Vorteile: (I) Die langfristige Lagerung des sonst instabilen 

Standards, der über mindestens sechs Stufen synthetisiert werden muss sowie (II) 2-AP für jedes 

Experiment in situ aus saurer Lösung durch Neutralisation mit verdünnter Base stöchiometrisch 

freizusetzen. Mit der quantitativen Überführung in das stabile Chinoxalin 2-APQ mittels 

Abfangreagenz OPD wird der rapide Abbau verhindert und so eine Momentaufnahme des aktuellen 

2-AP-Gehalts im Lebensmittel ermöglicht. Darüber hinaus wurde ein kostengünstiger und einfach 

herzustellender isotopenmarkierter Standard (2-APQ-d4) für die massenspektrometrische 

Untersuchung von 2-AP vorgestellt. Die bestehende massenspektrometrische Methode könnte 

auch auf das homologe 2-Acetyltetrahydropyridin (2-ATHP) erweitert werden, welches parallel zu 

2-AP gebildet wird (Abb. 16) und ein ähnliches Aroma besitzt.   
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4.3 Advanced Glycation Endproducts in Brot 

Thermisch prozessierte Lebensmittel enthalten in Folge der ablaufenden Maillard-Reaktion einen 

hohen Anteil an modifizierten Proteinen. Bei Backwaren kommt vorab noch ein Fermentations-

schritt hinzu, bei dem durch enzymatische oder mikrobielle Aktivität zusätzliche Präkursoren 

freigesetzt werden, die zahlreiche Folgeprodukte beim Backen bilden. In der vorliegenden Arbeit 

wurde der gesamte industrielle Herstellungsprozess von Weizenbrötchen begleitet. Dabei wurden 

vom Rohteig bis zum fertigen Produkt ausgewählte Stoffklassen (Zucker, -Dicarbonyle, Furfurale 

und AGEs) untersucht, die an Maillard-Prozessen beteiligt sind. Dazu mussten zunächst geeignete 

Extraktionsmethoden entwickelt werden, um die entsprechenden Analyten aus der stärkereichen 

Matrix möglichst quantitativ zu isolieren. Brotmatrix (basierend auf Nährwertangaben) besteht 

überwiegend aus Stärke (50%) und Protein (10%). Der Fettgehalt ist vernachlässigbar gering (1%). 

Die restlichen Inhaltsstoffe sind Salz (1%), Ballaststoffe (2%), Zucker (3%) und Wasser (30%). Zur 

Proteinextraktion wurde das von Biemel et al. beschriebene Protokoll für die Brötchenmatrix 

optimiert.28  Im Ergebnis dieser Arbeit konnte durch den Einsatz von hitzestabilen Amylasen die 

Reinheit des isolierten Proteins von 19% auf 84% deutlich verbessert werden (Tab. 14). Die 

Wiederfindung des Gesamtproteins betrug mit der optimierten Methode 97% und bestätigt damit 

eine quantitative Erfassung des Gesamtproteins in Weizenbrötchen. Dennoch verblieben 23% des 

Gesamtproteins im Extraktionsrückstand. Weder die Verlängerung der Extraktionszeit noch ein 

zusätzlicher Extraktionsschritt verringerten die Proteinmenge im Rückstand. Bei diesen Proteinen 

muss es sich um die hochmolekularen Einheiten der Glutenin-Fraktion handeln, die aufgrund ihres 

hohen Molekulargewichts (500–10.000 kDa) praktisch unlöslich sind. Beim anschließenden 

vierstufigen, enzymatischen Verdau wurde ein Hydrolysegrad von 70–80% erreicht. 

Tab. 14   Vergleich der Extraktionsmethoden für Protein aus Weizenbrötchen. 

 Kenngröße [%] 
Methode nach  

Biemel et al. 

optimierte 

Methode 

Rückstand    

   Proteingehalt 4,0 4,0 

   Wiederfindung* 23 23 

Extrakt   

   Proteingehalt 19 84 

   Wiederfindung* 59 74 

Gesamtwiederfindung* 82 97 

 * bezogen auf das Gesamtprotein 
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Für die freien, niedermolekularen Verbindungen wurde eine Extraktion basierend auf dem 

Protokoll von Petisca et al. entwickelt.103  Um einen möglichst breiten Polaritätsbereich abzu-

decken, wurde Wasser/Methanol (50:50) verwendet, was hier für alle Analyten sehr hohe Wieder-

findungsraten von rund 90% lieferte. Durch eine unmittelbare Derivatisierung wurden alle Analyten 

in eine stabile Form überführt, sodass praktisch jeder Gehalt zum Zeitpunkt der Probenahme 

momentgenau festgehalten wurde. Reaktive -Dicarbonylverbindungen wurden mit OPD in ihre 

analogen Chinoxaline überführt und mittels HPLC-MS/MS bestimmt. Reduzierende Zucker und 

flüchtige Furfurale wurden mit 1-Naphthylamin durch reduktive Aminierung nach Rakete et al. zu 

den entsprechenden Naphthylderivaten umgesetzt.126  Das hatte die zusätzlichen Vorteile, dass die 

ursprünglich polaren Analyten auf einer Umkehrphase flüssigchromatographisch getrennt und sehr 

empfindlich über das eingeführte Fluorophor detektiert werden konnten.  

Der industrielle Herstellungsprozess von Aufbackbrötchen ist in Abbildung 22 schematisch 

dargestellt: Nach dem Mischen der Ausgangsstoffe (Weizenmehl, Salz, Additive, Hefe, Wasser) 

erfolgt das Kneten zum Rohteig (1). Nach dem Formen wird der Rohling für 10 min vorgegart (2). 

Danach schließt sich die eigentliche Teiggärung bei 25 °C und 85% Luftfeuchte für 90 min an (3). 

Beim Vorbacken (4) werden drei Temperaturzonen durchlaufen: 205 °C / 5 min (4.1), 190 °C / 5 min 

(4.2) sowie 182 °C / 4 min (4.3). Nach 14 min sind die Brötchen zu 60–70% durchgebacken. Das 

Fertigbacken erfolgt im Backshop oder zu Hause bei 190 °C für weitere 10 min (5). 

 

 

Abb. 22   Schematische Darstellung der industriellen Herstellung von Brötchen. 
   (1 Rohteig, 2 Vorgare, 3 Fermentation, 4 Vorbacken, 5 Fertigbacken) 
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Innerhalb dieses kontinuierlichen Fließbandprozesses wurden an jedem Punkt acht Proben 

genommen. Drei Proben je Punkt wurden auf Zucker, Furfurale und Dicarbonyle analysiert. Drei 

weitere Proben wurden der optimierten Proteinextraktion unterzogen und das AGE-Spektrum 

untersucht (Tab. 15). Bereits während der Vorgare (2) stiegen alle Zuckergehalte sprunghaft an, was 

durch die weizeneigene Amylase-Aktivität hervorgerufen wird, sobald Wasser zum Mehl gegeben 

wird.88 Oligosaccharide wie Maltotetraose und Maltotriose werden beim Stärkeabbau durch 

-Amylase freigesetzt. Maltose wird durch -Amylase von Oligosacchariden abgespalten, bis das 

Enzym bei etwa 70 °C inaktiviert wird.87  Maltose war bei weitem der mengenmäßig bedeutendste 

Zucker im Teig. Der Maltosegehalt stieg bei der Vorgare (2) bereits von 2 auf 60 g/kg an und wurde 

beim Vorbacken (4.1) nochmals auf 116 g/kg verdoppelt. Glucose kann sowohl durch zugesetzte 

Glucoamylase als auch durch hefeeigene Enzyme freigesetzt werden. Hefen besitzen -Glucosidase 

und -Fructosidase (Invertase), um Glucosereste von anderen Zuckern abzuspalten und als Substrat 

für die Energiegewinnung zu nutzen.87 Die Verdopplung des Glucosegehalts auf 20 g/kg während 

der Fermentation (3.2) zeigt, dass die enzymatische Freisetzung schneller als die Aufnahme durch 

die Hefen erfolgt. Während der ersten 5 min des Vorbackens (4.1) ist fast die gesamte Glucose 

schlagartig verschwunden. Durch die vergleichsweise hohe Reaktivität von Monosacchariden 

gegenüber längerkettigen Zuckern setzten vermutlich sofort die Bildung von Amadori-Produkten 

und weitere Abbaureaktionen ein. Pentosen waren nur in verhältnismäßig geringen Mengen 

(≤ 0,3 g/kg) enthalten.  

Wie erwartet setzte die Bildung von 5-Hydroxymethylfurfural (HMF) und Furfural erst in der 

mittleren Phase des Vorbackens (4.2) ein. Ein drastischer Anstieg war dann während des 

Fertigbackens festzustellen, da beide Strukturen erst durch Erhitzung und resultierender Wasser-

abspaltung gebildet werden. Kurzkettige Dicarbonyle (C2–C5) waren ebenfalls erst nach längerer 

Backzeit bestimmbar. Langkettige Dicarbonyle (C6–C12) hingegen waren von Anfang an im Teig 

enthalten und ihr Gehalt veränderte sich auch nicht merklich bis zum Fertigbacken. Nur 

Methylglyoxal (MGO) wurde bereits ab der Fermentation (3.2) gebildet. Das untermauert die 

zentrale These, dass MGO in relevanten Mengen durch Hefen gebildet wird und dadurch 

maßgeblich das AGE-Spektrum in Backwaren beeinflusst. Entgegen den Erwartungen waren AGEs 

bereits im Rohteig (1) vorhanden, was darauf hindeutet, dass eine Proteinglykierung bereits im 

Getreidekorn stattfindet. Tatsächlich berichten aktuelle Studien von einer deutlichen Glykierung 

pflanzlicher Proteine, die womöglich regulatorische Signalwege steuert.129,130 Alle AGE-Gehalte 

stiegen erst beim Fertigbacken (5) signifikant an. Das spricht dafür, dass hohe Temperaturen 

allein – wie sie auch beim Vorbacken vorliegen – nicht unmittelbar zur AGE-Bildung führen.  
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Tab. 15   Veränderung ausgewählter Teiginhaltsstoffea während der Brötchenherstellung. 

 Rohteig Vorgare Fermentation  Vorbacken Fertigbacken 
 1 2 3.1 3.2 3.3  4.1 4.2 4.3 5 

Zucker [g/kg]           

Maltotetraose 0,1 1 1 1 1  2 2 2 2 

Maltotriose 0,1 2 2 2 2  3 3 4 4 

Maltose 2 60 68 58 67  116 107 107 110 

Glucose 0,2 10 13 21 19  0,6 0,7 0,8 1,3** 

Furfurale [mg/kg]           

HMF n.n. n.b. n.b. n.b. n.b.  n.b. 7 12 78** 

Furfural n.n. n.b. n.b. n.b. n.b.  n.b. 6 9 44** 

Dicarbonyle [mg/kg]           

GO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.  n.n. 0,9 1,4 2,0 

MGO n.n. n.n. n.n. n.b. n.b.  n.b. 1,6 2,1 4,1* 

3-DP n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.  n.b. 4 8 19** 

3-DG 4 4 4 4 4  4 8 12 38 * 

Glucoson 8 14 17 17 16  8 12 21 29 

1,5-DDMal 14 11 12 12 12  14 38 210 930 

1-DMal 35 33 32 31 33  35 550 2000 3600** 

3-DMal 1 1 1 1 1  2 14 37 87** 

Maltoson 8 10 8 5 8  8 13 16 28** 

AGEs [mg/kg]           

CELb 1,6 1,7 1,8 1,6 1,9  2,2 1,8 1,9 3,1* 

CEA 8,5 9,3 9,4 9,3 9,3  9,8 9,1 11 16* 

MG-H1 8,8 9,4 9,7 9,4 9,6  9,9 9,3 11 19** 

CMLb 2,3 2,9 2,6 2,4 2,8  3,4 4,0 4,9 6,3 

N6-Formyllysin 1,6 1,8 1,6 1,5 1,6  1,8 1,8 2,1 3,0** 

N6-Acetyllysin 1,8 2,6 2,3 1,9 2,3  2,4 2,1 2,2 2,7 

Pyrralin 11 11 11 11 11  11 11 15 46** 

n.n.: nicht nachweisbar, n.b.: nicht bestimmbar 

a: Gehalte sind als Mittelwerte der Dreifachbestimmung angegeben. 

statistische Signifikanz zwischen Vorbacken und Fertigbacken: * P ≤ 0,05 / ** P ≤ 0,01 

b: mittels saurer Hydrolyse bestimmt 

Um einen tieferen Einblick in die mechanistischen Zusammenhänge zwischen Präkursoren, 

Backbedingungen und Folgestrukturen zu gewinnen, wurden vorgebackene Brötchen zeitaufgelöst 

(0–21 min, 3 min-Schritte) fertig gebacken. Hierbei ist zu erwähnen, dass Aufbackbrötchen einer 

anderen Marke verwendet wurden, weshalb die Absolutgehalte in den nachfolgenden Grafiken von 

den Werten in Tabelle 15 abweichen. Die relative Änderung der einzelnen Gehalte ist jedoch 

ähnlich, weshalb eine Vergleichbarkeit zwischen den Werten gegeben ist. Zusätzlich zu den 

vorherigen Parametern wurden Krusten- und Krumentemperatur, Wassergehalt und Oberflächen-

farbe verfolgt (Abb. 23). Die Oberflächentemperatur überstieg 120 °C nicht, obwohl die Ofen-

temperatur bei 200 °C lag. Ebenso erreichte die Innentemperatur nach der Aufwärmphase lediglich 

80 °C. Diese Temperaturkonstanz wird durch die Verdunstung des Wassers bewirkt. Zum einen 

entzieht Wasser beim Verdampfen der Krume Wärme. Zum anderen kühlt der aufsteigende 
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Wasserdampf (100 °C) die heißere Kruste.127  Beim Verlauf des Wasserverlusts und der Ober-

flächenfarbe (angegeben als Farbdistanz) war eine Initialphase in den ersten 9 min zu beobachten. 

In dieser Zeit liefen praktisch keine Maillard-Prozesse ab. Nach 12 min erreichte die Oberflächen-

temperatur 100 °C, wodurch eine maximale Verdunstung des Wassers einsetzte. Ab diesem 

Zeitpunkt trat auch die Temperaturkonstanz in Kruste und Krume ein. Parallel dazu begann die 

Bräunung der Oberfläche durch anlaufende Melanoidinbildung. In diesem Moment sank der 

Wassergehalt im Teigling auf unter 30%. Während der gesamten Backzeit korrelierte die Bräunung 

mit dem Wasserverlust, was im Einklang mit bisherigen Ergebnissen ist.128  Demnach ist die 

Maillard-Reaktion in Backwaren primär vom Wassergehalt abhängig, während höhere 

Temperaturen nur die Reaktionsgeschwindigkeit heraufsetzen. 
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Abb. 23   Veränderung physikalischer Parameter von Weizenbrötchen während des Fertigbackens. 

Allgemein betrachtet, blieben die Gehalte der -Dicarbonylverbindungen während der Initialphase 

unverändert und stiegen erst in den letzten Minuten des Aufbackens stark an. Auch hier lässt sich 

eine Korrelation mit dem Wasserverlust feststellen. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit dem 

mechanistischen Verständnis, da Desoxyosone erst durch Dehydratisierung gebildet werden. Die 

Bildungskinetik von Dicarbonylen mit einem C6-Kohlenstoffskelett ist in Abbildung 24 (links) gezeigt. 

Die höchsten Gehalte dieser Gruppe erreichte 3-DG. Bereits in den vorgebackenen Brötchen waren 

3-DG-Gehalte von 10 mg/kg vorhanden, die beim Fertigbacken nach 21 min auf 28 mg/kg 
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anstiegen. Im Vergleich dazu war das aufgrund seiner Reduktonstruktur reaktivere 1-DG in 20-fach 

geringeren Gehalten zu finden (Graph nicht gezeigt). Der Glucoson-Gehalt hingegen stieg bereits 

während der Initialphase schwach an, weil keine Wasserabspaltung zur Bildung nötig ist. Mit 

zunehmender Backzeit nahm er wieder ab und blieb konstant auf Höhe des Ausgangsgehalts von 

3,4 mg/kg. Das deutet darauf hin, dass Bildung und Abbau von Glucoson in der fortgeschrittenen 

Backphase etwa gleich schnell sind. Dieser Verlauf steht im Gegensatz zu allen anderen 

Dicarbonylen und unterstreicht die hohe Reaktivität von Oxyosonen allgemein aufgrund ihrer 

Reduktonstruktur. Die kurzkettigen Dicarbonyle Glyoxal (GO, C2) und Methylglyoxal (MGO, C3) 

waren erst gegen Ende des Aufbackens nachweisbar und zeigten dann starke Anstiege ihrer 

Gehalte. Sie werden unter anderem durch Fragmentierung längerkettiger Zucker gebildet. Für MGO 

ist zusätzlich die Bildung aus Triosephosphaten bekannt (Abb. 6), die in diesem Fall aus dem Hefe-

stoffwechsel stammen. Die Bildung von MGO durch Hefen während der Teigherstellung wurde im 

Rahmen dieser Arbeit durch experimentelle Daten belegt (Tab. 15). Zwar werden Hefezellen bereits 

bei etwa 60 °C inaktiviert, aber wahrscheinlich sind enzymatische und nicht-enzymatische 

Phosphateliminierung bei hohen Temperaturen noch begünstigt. Der parallele Anstieg des Gehalts 

von Pyruvat, dem Produkt der Glycolyse, ab 12 min deutet auf eine Lyse der Hefezellen infolge der 

thermischen Belastung und der einsetzenden Krustenbildung hin.  
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Abb. 24   Bildung von -Dicarbonylen in Weizenbrötchen während des Fertigbackens. 
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Da Maltose der Hauptzucker in den untersuchten Brötchen war, mussten auch Maillard-Prozesse 

durch Disaccharid-spezifische Intermediate geprägt sein. Die Bildungskinetiken der von Maltose 

abgeleiteten Dicarbonyle sind in Abbildung 24 (rechts) dargestellt. Vertreter mit einem intakten 

C12-Kohlenstoffskelett, nämlich 1-Desoxymaltoson (1-DMal) und 1,5-Didesoxymaltoson-4-en 

(1,5-DDMal), waren bei weitem die häufigsten Dicarbonyle mit Gehalten von jeweils rund 

600 mg/kg. Die vorliegenden Gehalte spiegeln die hohe Stabilität dieser beiden langkettigen 

Dicarbonyle wider. Erstens ist für C12-Disaccharide allgemein aufgrund ihrer Molekülgröße eine 

geringere Reaktivität verglichen mit C6-Monosacchariden beschrieben.110  Zweitens verhindert der 

Glucoserest an Position 4 von 1-DMal bzw. 1,5-DDMal eine Enolisierung entlang des Moleküls und 

folglich die Fragmentierung des Kohlenstoffrückgrats. Die Gehalte von 3-Desoxymaltoson (3-DMal) 

bzw. Maltoson zeigten die gleichen kinetischen Verläufe wie die ihrer C6-Analoga 3-DG und 

Glucoson, die bereits im vorherigen Absatz diskutiert wurden. Die relativen Bildungsraten der 

einzelnen Dicarbonyle im wässrigen Maltose-Lysin-Modellsystem (50 °C, pH = 7,4) wurden bereits 

von Smuda et al. bestimmt und nun durch die vorliegenden Ergebnisse erstmalig in authentischer 

Lebensmittelmatrix belegt.53 C5-Dicarbonyle wie 3-Desoxypentoson (3-DP) sind wichtige 

Intermediate des Amin-katalysierten Abbaus von Disacchariden. Der Gehalt von 3-DP stieg nach 

dem Fertigbacken auf 10 mg/kg an, während Pentoson, 1-Desoxypentoson (1-DP) sowie 

3,4-Didesoxypentoson (3,4-DDP) gar nicht oder nur in marginalen Mengen auftraten. 3-DP wird aus 

Maltose durch -Dicarbonylspaltung gebildet (Abb. 15) und erklärt zudem die gefundenen Gehalte 

von Furfural (Tab. 15), die nicht ausschließlich aus Pentosen stammen können, weil Pentosen in den 

untersuchten Weizenbrötchen einen zu geringen Gehalt (≤ 0,3 g/kg) aufwiesen.  

Die Bildungskinetik ausgewählter AGEs beim Fertigbacken ist in Abbildung 25 gezeigt. Die Arginin-

Derivate MG-H1 und N7-Carboxyethylarginin (CEA) gehörten zu den dominierenden Strukturen in 

Weizenbrötchen. Bereits die vorgebackenen Teiglinge enthielten je 2 mg/kg. Ab 12 min, als parallel 

ein Anstieg von MGO (Abb. 24) zu beobachten war, stiegen die Gehalte auf je 5 mg/kg an (21 min). 

Die Bildung von CEL als Hauptprodukt der MGO-Lysin-Reaktionskaskade war auch in Weizen-

brötchen zu beobachten (2 mg/kg, 21 min). Während des Fertigbackens war der CEL-Gehalt 

gegenüber N6-Lactoyllysin etwa um den Faktor 30 erhöht. Auch die kürzlich entdeckten MGO-Amid-

AGEs N6-Pyruvoyllysin und MOLA wurden im Rahmen dieser Arbeit erstmals in Lebensmitteln 

nachgewiesen und lieferten Gehalte von 0,1 bzw. 0,2 mg/kg (Graphen nicht gezeigt). Auch wenn 

diese drei Amid-AGEs nicht von quantitativer Bedeutung sind, untermauern sie die postulierten 

Reaktionswege und die Relevanz von MGO bei der Proteinglykierung in Backwaren. Die Ergebnisse 

zeigen, dass auch in Backwaren vornehmlich Argininseitenketten durch MGO modifiziert werden, 

während Lysinseitenketten quantitativ kaum von Bedeutung sind.  
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Abb. 25   Bildung von Advanced Glycation Endproducts (AGEs) in Weizenbrötchen während des 
   Fertigbackens. 

Das Glykierungsmuster insgesamt legte nahe, dass insbesondere Mono- und Disaccharide für die 

Modifikation von Lysinseitenketten verantwortlich sein müssen. N6-Carboxymethyllysin (CML) gilt 

nach wie vor als eines der häufigsten Glykierungsprodukte in Lebensmitteln und in vivo.7,109 Auch 

in der vorliegenden Arbeit war CML mit 4 mg/kg (21 min) eines der dominierenden AGEs in Weizen-

brötchen. Die Bildung ist u.a. über Glyoxal (GO) oder das Amadori-Produkt zu erklären. In 

Anbetracht des starken Abbaus von Glucose während des Backens (Tab. 15) ist vermutlich letzteres 

als Hauptpräkursor zu betrachten. Die Gehalte der Amid-AGEs N6-Formyllysin und N6-Acetyllysin 

wurden beim Fertigbacken jeweils verdoppelt auf etwa 1 mg/kg. Ihre Bildung erfolgt über die 

-Dicarbonylspaltung bestimmter Reduktone. Dabei stammt N6-Formyllysin von Glucoson bzw. 

Maltoson ab, während N6-Acetyllysin aus 1-Desoxyosonen wie 1-DG gebildet wird. Da weder 

1-Desoxythreoson noch 1-Desoxypentoson detektiert wurden, muss 1-DG der Hauptpräkursor von 

N6-Acetyllysin sein. 1-DMal kommt hingegen nicht in Frage, wie bereits im vorherigen Absatz 

diskutiert. Der Anstieg des Gehalts von N6-Formyllysin setzte ab 12 min ein, als die Initialphase des 

Fertigbackens vorüber war. Mechanistisch betrachtet, ist die Formyl-Gruppe (C1-Fragment) das 

Gegenstück zu Furfural (C5-Fragment), dessen Bildung parallel ab 12 min begann. Die zugrunde-

liegende -Dicarbonylspaltung führt Amin-induziert zu N6-Formyllysin und, in wesentlich höheren 
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Maß, über den hydrolytischen Weg zu Ameisensäure, die im Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmt 

wurde. Aus diesem Grund weichen die Gehalte von N6-Formyllysin (1 mg/kg) und Furfural 

(35 mg/kg) nach 21 min so stark voneinander ab. Als quantitativ bedeutendstes AGE in 

Weizenbrötchen wurde Pyrralin identifiziert, dessen Gehalt nach 21 min bei 19 mg/kg lag und damit 

bei weitem MG-H1, CEA oder CML übertraf. Beim Fertigbacken wurde der Pyrralin-Gehalt 

verfünffacht, was der stärkste Anstieg von allen AGE-Gehalten war. In Übereinstimmung mit den 

bisherigen mechanistischen Kenntnissen verliefen die Bildungskinetiken der Präkursoren 3-DG und 

3-DMal (Abb. 24) parallel zu der von Pyrralin (Abb. 25, rechts). Gleichzeitig stieg auch der Gehalt 

von 5-Hydroxymethylfurfural (HMF), dem freien O-Analogon von Pyrralin, in gleicher Weise auf 

65 mg/kg (21 min), was gut mit den Ergebnissen ähnlicher Studien übereinstimmt.98,99  Das von 

3-DG abgeleitete Crosslink DODIC erreichte nach 21 min einen Gehalt von 0,42 mg/kg (Graph nicht 

gezeigt). Damit sind DODIC und MOLA die einzig relevanten AGE-Crosslinks in Weizenbrötchen, was 

wiederum ein mechanistischer Beleg für den Stellenwert von 3-DG und MGO bei der Protein-

glykierung in diesen Produkten ist. 

Über den industriellen Herstellungsprozess von Weizenbrötchen hinaus wurden verschiedene 

Brotsorten im Handel auf ihr AGE-Spektrum untersucht. Dabei wurden fünf Sorten (Weizen-, 

Roggen-, Misch-, Knäckebrot und Pumpernickel) gewählt, die hinsichtlich ihrer Zutaten oder ihres 

Herstellungsverfahrens variieren. Insgesamt wurden je Sorte fünf verschiedene Brote untersucht, 

die jeweils als Dreifachbestimmung aufgearbeitet wurden. Die Gehalte sind in Tabelle 16 

gegenübergestellt. Tendenziell war der Gesamtgehalt an AGEs in den Standardsorten Weizen-, 

Roggen- und Mischbrot sehr ähnlich. Pyrralin, MG-H1 und CEA waren wie auch in Brötchen die 

mengenmäßig bedeutendsten Strukturen. CML-Gehalte waren im Allgemeinen immer doppelt so 

hoch wie die von CEL. N6-Formyllysin war gegenüber N6-Acetyllysin, mit Ausnahme von Weizenbrot, 

in höheren Mengen zu finden. Obwohl sich Weizen- und Roggenbrot in ihrer Zusammensetzung 

(Kohlenhydrate, Proteine, Amylasen) und Herstellung (Hefeteig vs. Sauerteig) unterscheiden, 

waren keine wesentlichen Unterschiede im AGE-Spektrum festzustellen. Die AGE-Gehalte in den 

thermisch stärker prozessierten Sorten Pumpernickel und Knäckebrot waren erwartungsgemäß 

höher und erreichten etwa 1800 mg/kg Protein. Eine klare Abgrenzung durch das AGE-Muster war 

jedoch auch hier nicht möglich. Die Unterteilung der Knäckebrote hinsichtlich ihres Teiglockerungs-

verfahrens mit Hefe (Gärknäcke) oder kalter Luft (Eisknäcke) zeigte eindeutige Unterschiede sowohl 

im AGE-Gesamtgehalt als auch für einzelne Strukturen. Alle analysierten MGO-AGEs waren in 

Gärknäcke signifikant erhöht. AGEs, die aus anderen Präkursoren entstehen, wie z.B. N6-Formyl-

lysin, N6-Acetyllysin, N6-Glycoloyllysin (GALA) oder N7-Carboxymethylarginin (CMA), waren 

hingegen in annähernd gleichen Mengen enthalten. Das ist ein deutlicher Beweis für die These, dass 
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MGO aus dem Hefestoffwechsel maßgeblich das Glykierungsmuster von Proteinen in Backwaren 

beeinflusst. Neben den Gehalten MGO-spezifischer AGEs war auch der Pyrralin-Gehalt in Gärknäcke 

signifikant erhöht. Da Hefen durch ihre Enzymaktivität (Glucosidase, Invertase)87 große Mengen 

Glucose freisetzen (siehe Tab. 15), die beim Backen überwiegend zu 3-DG abgebaut wird, erklärt 

das möglicherweise den hohen Pyrralin-Gehalt von 78 mg/kg in Gärknäcke. 3-DMal ist, wie schon 

mehrfach erwähnt, ebenfalls ein Präkursor von Pyrralin und erklärt zudem den nicht unerheblichen 

Gehalt von rund 40 mg/kg in Eisknäcke und den anderen Brotsorten. Die Bildung von Pyrralin aus 

dem Maltose-spezifischen 4-Desoxyglucoson (4-DG) wäre grundsätzlich auch möglich. Jedoch ist zu 

erwarten, dass 4-DG aufgrund seiner Reduktonstruktur eher zur Fragmentierung und anderen 

Folgestrukturen neigt. Umgekehrt war in Eisknäcke der Gehalt von N6-Carboxymethyllysin (CML) 

signifikant erhöht. Das Einschlagen von Luft in den gekühlten Teig fördert möglicherweise oxidative 

Prozesse, die nötig sind, um CML u.a. aus dem Amadori-Produkt zu bilden. Der eigentliche Präkursor 

ist bis heute noch nicht in der Literatur beschrieben worden. 

Tab. 16   Gehalte ausgewählter Advanced Glycation Endproducts (AGEs) und des Amadori-Produkts 
   in verschiedenen Brotsortena. 

Analyt 

[mg/kg Brot] 

Brotsorte 

Weizenbrot Roggenbrot Mischbrot Pumpernickel 
Knäckebrot 
(Gärknäcke) 

Knäckebrot 
(Eisknäcke) 

MGO-AGEs       

CEL b 2,3 2,1 2,5 2,6 8,1** 4,9 

CEA 15 11 19 18 13* 7 

MG-H1 18 13 26 21 27* 14 

andere AGEs       

CML b 4,5 5,1 4,9 5,2 7,7 10,4* 

N6-Formyllysin 3,2 3,5 3,5 2,8 5,1 5,6 

N6-Acetyllysin 3,0 1,3 1,8 1,5 3,6 3,2 

Pyrralin 36 28 45 34 78* 42 

Amadori-Produkt (bestimmt als Furosinb) 

[mg/kg Brot] 61 58 31 163 124 165* 

[mg/kg Protein] 689 953 395 3110 1550 1800 

Gesamtgehalt 

[mg/kg Brot] 87 69 109 92 149** 92 

[mg/kg Protein] 984 1135 1395 1763 1857** 1004 

a: Gehalte sind als Mittelwerte der Dreifachbestimmung aus je fünf Proben je Sorte angegeben. 

statistische Signifikanz zwischen Gär- und Eisknäcke: * P ≤ 0,05 / ** P ≤ 0,01 

b: mittels saurer Hydrolyse bestimmt 
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Wie bereits im Abschnitt 2.1.2 beschrieben, sind Amadori-Produkte Intermediate der Anfangsphase 

der Maillard-Reaktion. Die Bildungskinetik im Weizenbrötchen-Modell zeigte, dass der Gehalt an 

Amadori-Produkten dennoch im weiteren Verlauf des Fertigbackens (12–21 min) stetig anstieg 

(Graph nicht gezeigt). Dieses Ergebnis geht einher mit den gefundenen Amadori-Produkt-Gehalten 

in den untersuchten Brotsorten. Analytisch wurden die Amadori-Produkte als Furosin erfasst, das 

bei der sauren Proteinhydrolyse als Artefakt zu etwa 40 Mol-% aus dem Amadori-Produkt 

entsteht.108   Damit lässt sich generell der Gesamtgehalt an proteingebundenen Amadori-Produkten 

in Lebensmitteln abschätzen. Die in verschiedenen Brotsorten gefundenen Gehalte sind ebenfalls 

in Tabelle 16 gegenübergestellt. Pumpernickel wies im Vergleich zu allen anderen untersuchten 

Sorten den höchsten Gehalt an Amadori-Produkten (3110 mg/kg Protein) auf. Diese Tatsache ist 

über das spezielle Herstellungsverfahren von Pumpernickel zu erklären (siehe Abschnitt 2.4.2), 

wodurch im Vergleich zu anderen Brotsorten ein wesentlich umfangreicherer Stärkeabbau zu 

reduzierenden Zuckern stattfindet. Generell machten die Amadori-Produkte einen Großteil der 

proteingebundenen Maillard-Produkte in den untersuchten Backwaren aus. Die in der vorliegenden 

Arbeit ermittelten AGE-Gehalte in Broten stimmen gut mit bisher berichteten Gehalten überein, 

wenngleich häufig nur einzelne Strukturen quantifiziert wurden. Für CML wurden in Weißbrot 

Gehalte von 31,4 bzw. 382 mg/kg Protein (Krume/Kruste) bestimmt.131 In Brotkruste wurden 

Pyrralin-Gehalte im Bereich 27,3–242,6 bzw. 53,9–234,8 mg/kg Protein (Weizen/Roggen) 

gefunden.132 Die Aufnahme solcher Aminosäuremodifikationen mit der Nahrung über den 

Gastrointestinaltrakt sowie die weitere Metabolisierung im Körper ist noch weitestgehend 

unverstanden und rückt deswegen zunehmend in den Fokus der aktuellen Forschung. Einzelne 

Studien zeigten z.B. die Aufnahme von Pyrralin aus Brötchen in den humanen Blutkreislauf17 sowie 

die in vitro Umwandlung von CML in verschiedene Metabolite, darunter N6-Carboxymethyl-

cadaverin, durch verschiedene Stämme von Escherichia coli.133 

Im Rahmen der Arbeit wurde eine umfangreiche Untersuchung zur Maillard-Reaktion beim 

Backprozess von Weizenbrötchen durchgeführt. Dabei wurden alle Herstellungsschritte begleitet 

und die relevanten Verbindungen quantifiziert: (I) reduzierende Zucker als Marker für die Amylase-

aktivität und Ausgangsstoffe für die Glykierung, (II) -Dicarbonylverbindungen als zentrale 

Intermediate der Maillard-Reaktion, (III) Furfurale als Marker für die thermische Behandlung sowie 

(IV) AGEs und Amadori-Produkte als kovalent gebundene Maillard-Produkte am Protein. Damit 

wurde erstmalig ein breites Substanz-Portfolio in einer authentischen Lebensmittelmatrix 

quantifiziert. Zwei grundlegende Bildungswege von -Dicarbonylen beeinflussen maßgeblich das 

AGE-Spektrum in Backwaren. Zum einen die nicht-enzymatische Bildung von MGO aus Triose-

phosphaten, die aus dem Stoffwechsel von Mikroorganismen stammen. Dadurch werden 
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vorwiegend Argininseitenketten in Form von MG-H1 und seiner offenkettigen Form CEA glykiert. 

Zum anderen die Bildung von 3-Desoxyosonen (3-DG, 3-DMal), wobei Glucose und Maltose durch 

enzymatischen oder thermischen Stärkeabbau entstehen. Daraus resultiert Pyrralin als quantitativ 

bedeutendstes AGE in Weizenbrötchen und allen untersuchten Brotsorten. Aus Maltose, dem mit 

Abstand häufigsten reduzierenden Zucker in Weizenbrötchen, werden außerdem unreaktivere 

Dicarbonyle (1-DMal, 1,5-DDMal) in großen Mengen gebildet. Die in Backwaren allgemein hohen 

Gehalte von -Dicarbonylen ohne Redukton-Struktur, z.B. 3-DG, geben Grund zu der Annahme, 

dass basierend auf den bisher bekannten AGEs auch Analoga von CEL oder MG-H1 in relevanten 

Mengen zu finden sein könnten. So sind bereits DOLD und DODIC als Folgestrukturen von 3-DG 

etabliert. Ein Ansatz zum Nachweis postulierter Strukturen wäre die Simulation von Massen-

übergängen (HPLC-MS/MS) ausgehend von bekannten AGEs, bevor die vergleichsweise aufwendige 

Synthese authentischer Standards durchgeführt wird. Weiterführende Studien zum Einfluss der 

Teigführung von Hefe- bzw. Sauerteig auf die Bildung von MGO und dem weiteren Dicarbonyl-

spektrum wären ein vielversprechender Ausblick, um technologische Prozesse zukünftig 

zielgerichteter steuern zu können. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Maillard-Prozesse führen sowohl bei der Zubereitung von Lebensmitteln als auch in vivo zu negativ 

assoziierten Veränderungen von Proteinen. In Lebensmitteln wird häufig der Verlust essentieller 

Aminosäuren wie Lysin sowie die Entstehung sogenannter Glycotoxine diskutiert. Nahezu 

unbekannt ist die Resorption und die Wirkung von Advanced Glycation Endproducts (AGEs), die 

über die Nahrung aufgenommen werden. Auf der anderen Seite werden AGEs durch metabolische 

Prozesse in unserem Körper gebildet. Häufig werden Alterungserscheinungen oder pathologische 

Spätkomplikationen bei Diabetes mellitus mit diesen Strukturen korreliert. Die Veränderung der 

betroffenen Gewebe auf molekularer Ebene ist jedoch noch weitestgehend unerforscht.  

Mit der vorliegenden Arbeit wurden umfassende Kenntnisse über AGE-Gehalte in Backwaren und 

Bindegewebe sowie zugrundeliegende Bildungsmechanismen gewonnen. Für beide Matrices 

wurden zunächst effektive Protokolle zur Proteinextraktion, -solubilisierung und -hydrolyse 

entwickelt. Bindegewebe (Rattenschwanzsehnen) von jungen, erwachsenen und alten Organismen 

(3, 12 und 22 Monate) wurde auf sein AGE-Profil untersucht. MOLA wurde als neuartiges Amid-

AGE-Crosslink erstmalig in vivo identifiziert. Daneben waren Glucosepan und DODIC die 

bedeutendsten AGE-Crosslinks in Bindegewebe. Mittels TTBT-Assay und SDS-PAGE wurde der 

Einfluss kovalenter, intermolekularer AGE-Crosslinks auf Sehnenkollagen belegt. Die aus 

Methylglyoxal gebildeten Arginin-Derivate MG-H1 und N7-Carboxyethylarginin waren die 

häufigsten AGEs und untermauern die Relevanz von Methylglyoxal hinsichtlich der Protein-

glykierung in vivo. Dabei scheint die zelleigene Glycolyse, die zur Energiegewinnung ubiquitär im 

Cytoplasma lokalisiert ist, die Hauptquelle von Methylglyoxal zu sein.  

Gleichzeitig wurde in Backwaren, speziell Weizenbrötchen und verschiedenen Brotsorten, 

erstmalig ein breites AGE-Spektrum quantifiziert. Auch hier wurden in Folge der Glycolyse des Hefe-

stoffwechsels von Methylglyoxal abgeleitete AGEs, genauer MG-H1 und N7-Carboxyethylarginin in 

relevanten Mengen gebildet. Durch die Entwicklung einer quantitativen Extraktionsmethode mit 

anschließender Derivatisierung konnten reduzierende Zucker und reaktive Carbonylverbindungen 

simultan erfasst werden. Bei der Begleitung des industriellen Herstellungsprozesses wurden die 

Schlüsselschritte in der Bildung von Präkursoren für die Maillard-Reaktion erkannt. Über 

intermediäre Dicarbonyle wie 3-Desoxyglucoson oder 3-Desoxymaltoson aus Zuckern des 

Stärkeabbaus wurde vornehmlich Pyrralin als mit Abstand häufigstes AGE in Backwaren gebildet. 

Für 2-Acetyl-1-pyrrolin, das unter anderem aus Methylglyoxal im Zuge der Maillard-Reaktion 

gebildet wird, wurde eine leistungsstarke Analytik in Lebensmitteln entwickelt. Dabei wurde die 

intrinsische Dicarbonylstruktur des Aromastoffs ausgenutzt, um das instabile Molekül mittels 
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Abfangreagenz in ein stabiles Chinoxalin (2-APQ) zu überführen und einer sensitiven Analytik 

mittels HPLC-MS/MS zugängig zu machen. Die finale Methode war den etablierten Methoden 

mittels HS-GC-MS/MS hinsichtlich der Verfahrenskenndaten (Präzision, Wiederholbarkeit, 

Wiederfindung, Linearität, Nachweis- und Bestimmungsgrenze) ebenbürtig und wurde erfolgreich 

auf verschiedene Lebensmittelgruppen (Reis, Brot, Popcorn) angewandt. Dieser neuartige 

analytische Ansatz bildet u.a. die Grundlage für weiterführende Forschung, z.B. im Bereich der 

Lebensmitteltechnologie und Prozessoptimierung.   

In der vorliegenden Arbeit wurden umfangreiche mechanistische Zusammenhänge innerhalb der 

Maillard-Reaktion untersucht. Interessanterweise ist in beiden Systemen, Kollagen und Brötchen, 

trotz grundlegender Unterschiede (Wassergehalt, Temperatur, Matrix) eine gewisse Kongruenz 

hinsichtlich der gebildeten AGEs zu erkennen, beispielsweise die Verhältnisse innerhalb der 

Methylglyoxal-Arginin- bzw. Methylglyoxal-Lysin-Reaktionskaskade. Auch die bisherigen 

Erkenntnisse zur -Dicarbonylbildung aus Modellversuchen haben gut mit den hier vorliegenden 

Ergebnissen für Sehnenkollagen und Weizenbrötchen übereingestimmt. Das deutet auf feste 

Gesetzmäßigkeiten hin, die der Maillard-Reaktion zu Grunde liegen. So führen Zucker überwiegend 

zu Lysin-Derivaten, -Dicarbonyle wie Methylglyoxal hingegen bevorzugt zu Arginin-Addukten. Die 

Reaktivität von Dicarbonylen nimmt mit zunehmender Kettenlänge schnell ab. Isolierte Dicarbonyl-

gruppen wie bei 3-Desoxyosonen reagieren ausschließlich unter Erhalt des Kohlenstoffskeletts. 

Reduktone sind wesentlich reaktiver und neigen zur Fragmentierung. Je mehr Bildungsschritte hin 

zu einem Dicarbonyl nötig sind, umso unwahrscheinlicher ist dessen Bildung bzw. umso niedriger 

sind die respektiven AGE-Gehalte. Die bisher etablierten AGE-Bildungsmechanismen deuten darauf 

hin, dass noch weitere, bisher unbekannte Folgestrukturen, z.B. ausgehend von 3-Desoxyglucoson, 

gebunden an Proteinseitenketten vorliegen.  
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6 SUMMARY 

Maillard processes in food or in vivo are connected to negatively associated protein modifications. 

The loss of essential amino acids such as lysine is commonly discussed for foods. Additionally, the 

nutritional uptake and physiological effects of dietary Advanced Glycation Endproducts (AGEs), also 

referred to as glycotoxins, are almost unknown to date. Moreover, AGEs are also formed as a result 

of nonenzymatic, metabolic processes in our body. Diabetic or age-related complications are often 

associated with these compounds although molecular changes of the respective tissues remain 

poorly understood.  

In the present study comprehensive mechanistic knowledge of AGE formation in both bakery 

products and collagen was gained. For both matrices, efficient protocols for protein extraction, 

solubilization and hydrolysis were developed. Connective tissue (rat tail tendon) of young, adult, 

and old subjects (3, 12, and 22 months) was profiled for collagen-bound AGEs. Besides glucosepane 

and DODIC as major Maillard crosslinks, MOLA was identified as a novel amide AGE crosslink in vivo 

for the first time. The structural impact of glycation crosslinks on collagen was demonstrated by gel 

electrophoresis and tail tendon breaking time assay. Arginine-derived MG-H1 and N7-carboxyethyl 

arginine were dominant in senescent collagen and underline the relevance of methylglyoxal as a 

potent glycation agent in vivo. The cellular glycolysis, ubiquitously located in the cytoplasm, seems 

to be the main source of endogenous methylglyoxal.  

In parallel, the portfolio of AGEs in wheat bread rolls and other prominent bread types was 

significantly enlarged on a quantitative basis for the first time. Again, high amounts of MG-H1 and 

N7-carboxyethyl arginine were found indicating yeast metabolism as a key step in precursor 

formation before baking. This was deeply investigated within the industrial bread making. 

Therefore, a quantitative extraction procedure with following derivatization was developed to 

facilitate the simultaneous determination of reducing sugars and reactive carbonyl compounds. 

Results revealed intermediate dicarbonyls formed from sugars of starch degradation to determine 

the course of the Maillard reaction in wheat bread rolls. Pyrraline formed from 3-deoxyglucosone 

or 3-deoxymaltosone, respectively, was by far the most dominating compound in bakery products. 

In addition, a convenient method for the quantitation of the aroma compound 2-acetyl-1-pyrrolin 

was developed. It is formed in numerous foods from methylglyoxal during heat-induced Maillard 

processes. The intrinsic dicarbonyl moiety was converted into a stable quinoxaline (2-APQ) using 

1,2-phenylendiamine as a trapping agent. The former instable molecule was then conducted a 

sensitive HPLC-MS/MS method which was comparable to established HS-GC-MS/MS methods 

regarding analytical performance (precision, repeatability, recovery, linearity, level of 
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detection/quantitation). This new approach was successfully applied to various food matrices (rice, 

bread, popcorn) and enables further research studies, e.g. in the field of food technology and 

process optimization. 

The recent study revealed comprehensive mechanistic relations within the Maillard reaction. 

Interestingly, a certain pattern of AGE formation was observed in both systems, collagen and bread, 

despite their fundamental differences (temperature, water activity, matrix). For example, 

molecular ratios within the reaction cascades of lysine and arginine with methylglyoxal or similar 

dicarbonyl formation in model systems and complex matrices indicating strict rules in Maillard 

chemistry. Thus, reducing sugars tend to form lysine modifications whereas dicarbonyls like 

methylglyoxal preferentially form arginine adducts. Reactivity of dicarbonyls decreases rapidly with 

increasing chain length. Isolated dicarbonyl groups as in 3-deoxyosones react under preservation 

of the carbon backbone whereas reductones are even more reactive and are prone to 

fragmentation. Dicarbonyl or AGE formation, respectively, via numerous steps only rarely occurs. 

Current knowledge of Maillard mechanisms and established compounds suggest additional protein-

bound follow-up structures, e.g. derived from 3-deoxyglucosone, in analogy to methylglyoxal.
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7 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

2-AP  2-Acetyl-1-pyrrolin 

2-APQ  2-Acetyl-1-pyrrolin-Chinoxalin 

2-ATHP  2-Acetyltetrahydropyridin 

AGE  Advanced Glycation Endproduct 

Boc2O  Di-tert-butyldicarbonat (Boc-Anhydrid) 

tBuOH  tert-Butanol 

CEA  N7-Carboxyethylarginin 

CEL  N6-Carboxyethyllysin 

CMA  N7-Carboxymethylarginin 

CML  N6-Carboxymethyllysin 

1,5-DDMal 1,5-Didesoxymaltoson-4-en 

3,4-DDP 3,4-Didesoxypentoson 

1-DG  1-Desoxyglucoson 

3-DG  3-Desoxyglucoson 

4-DG  4-Desoxyglucoson 

1-DMal  1-Desoxymaltoson 

3-DMal  3-Desoxymaltoson 

3-DP  3-Desoxypentoson 

DHAP  Dihydroxyacetonphosphat 

DNA  Desoxyribonucleinsäure 

DMAP  4-(Dimethylamino)-pyridin 

DMH  Dimethylhydrazin 

DODIC  3-deoxyglucosone-derived imidazoline crosslink 

EDC  1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid 

GALA  N6-Glycoloyllysin (glycolic acid lysine amide) 

GAP  Glycerinaldehyd-3-phosphat 

G-H3  Glyoxal-Hydroimidazolon 3 

GO  Glyoxal 

GODIC  glyoxal-derived imidazoline crosslink 

GOLA  Glyoxal-Lysinamid 

GOLD  Glyoxal-Lysindimer 

GSH  Glutathion 
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HMF  5-Hydroxymethylfurfural 

HOBt  1-Hydroxybenzotriazol 

HOP  2‑(1‑Hydroxy-2‑oxo-1‑propyl)-pyrrolidin  

Lac  N6-Lactoyllysin 

Leu-Äq  Leucin-Äquivalente 

LNL  Lysinonorleucin 

LOX  Lysyl-Oxidase 

MG-H1/3 Methylglyoxal-Hydroimidazolon 1/3 

MGO  Methylglyoxal 

MODIC  methylglyoxal-derived imidazoline crosslink 

MOLA  Methylglyoxal-Lysinamid 

MOLD  Methylglyoxal-Lysindimer 

MRP  Maillard-Reaktionsprodukt 

n.a.  nicht analysiert 

n.b.  nicht bestimmbar 

n.n.  nicht nachweisbar 

OAV  Aromawert (aroma activity value) 

OPD  ortho-Phenylendiamin 

PBS  phosphate buffered saline 

PyrOH  Brenztraubensäure (Pyruvat) 

SDS-PAGE sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

SPME  solid phase microextraction 

THP  Tetrahydropyrimidin 

TPI  Triosephosphat-Isomerase 

TTBT  tail tendon breaking time 
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