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Die Maillard-Reaktion in Lebensmitteln und im menschlichen 
Korper - neue Ergebnisse zu Chemie, Biochemie und Medizin 

Von Franz Ledl * und Erwin Schleicher * 
Professor Otto H .  Wieland zum 70. Ceburtstag 
und Professor Theodor Severin zum 60. Geburtstag gewidmet 

Die beim Kochen, Backen und Konservieren stattfindenden Reaktionen sind von groBer 
Bedeutung fur den Geruch, den Geschmack und das Aussehen von Lebensmitteln. In neueren 
Untersuchungen wurde festgestellt, daD derartige Reaktionen auch zu Nahrwertminderungen 
und zur Bildung von toxischen Verbindungen fiihren konnen. Ein wichtiges Beispiel ist die als 
nichtenzymatische Braunung oder Maillard-Reaktion bekannte, sehr komplex ablaufende 
Reaktion zwischen reduzierenden Zuckern und freien Aminogruppen von Aminosauren oder 
Proteinen. Einen prinzipiell neuen Aspekt bekam die Maillard-Reaktion, als bekannt wurde, 
daD sie auch im menschlichen Korper ablauft. Allgemein gilt, daD um so groDere Mengen an 
Maillard-Produkten gefunden werden, je langer die Halbwertszeit des beteiligten Proteins ist, 
d. h. je ,,alter" das Protein im Korper wird, und je hoher die Glucosekonzentration, z. B. bei 
Diabetikern, ist. Da viele Diabetes-Spatschaden einer fruhzeitigen Alterung ahneln, ware es 
denkbar, daD die Glucose durch Reaktion mit Proteinen das langsam fortschreitende Altern 
mitverursacht. 

1. Einleitung 

Erste umfangreiche Untersuchungen der Reaktion von re- 
duzierenden Zuckern mit Aminosauren wurden von Mail- 
lard"' vor 78 Jahren durchgefiihrt. Arnadori1'] berichtete in 
der Folgezeit von der Bildung zweier Reaktionsprodukte, die 
von ihm als stabiles bzw. instabiles Isomer bezeichnet wur- 
den. Kuhn und Weygand konnten spater zeigen, daD zunachst 
ein Glycosylamin (labiles Isomer) gebildet wird, das sich zur 
Aminoketose (stabiles Isomer) ~ m l a g e r t [ ~ ] .  Mit der Aufkla- 
rung des Reaktionsmechanismus beschaftigten sich Simon 
und K r a ~ s ' ~ ] .  Uber die entsprechenden Reaktionen von Ke- 
tosen mit Aminosauren unter Bildung von Aminoaldosen 
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berichteten Heyns et al. ['I. Weitere Beitrage zum Verstandnis 
der in der ,,friihen" Phase der Maillard-Reaktion ablaufen- 
den Prozesse kamen unter anderem aus den Arbeitskreisen 
von Hodge, Anel, Heyns, Micheel und Kator6]. In den folgen- 
den Abschnitten wird anhand von neueren Ergebnissen die 
Bedeutung der Maillard-Reaktion f i r  Lebensmittel und fur 
den menschlichen Organismus aufgezeigt ['I. 

2. Reaktionswege 

2.1. Vorbemerkungen 

Die Maillard-Reaktion oder nichtenzymatische Braunung 
bezeichnet nicht nur eine, sondern eine Vielzahl von ver- 
schiedenartigen Reaktionen. Entsprechend erhalt man bei 
der Umsetzung von Zuckern mit Aminen ein aukrordent-  
lich komplexes Gemisch von Verbindungen, die in sehr un- 
terschiedlichen Mengen vorliegen. Neben Substanzen, die in 
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hohen Ausbeuten (bis zu 30 %) gebildet werden, entstehen 
Verbindungen, deren Konzentrationen im ppb-Bereich und 
darunter liegen. Anders als in der praparativen Chemie wird 
hier die Bedeutung eines Produkts nicht so sehr durch die 
Ausbeute, sondern durch die Wirkung (z. B. Geruch, Ge- 
schmack) bestimmt. So kann das Aroma eines erhitzten Le- 
bensmittels bereits durch einige pg einer Verbindung gepragt 
sein. Das Mengenverhaltnis der Reaktionsprodukte ist star- 
ken Schwankungen unterworfen, es hangt wesentlich von 
den Umsetzungsbedingungen ab. Einen groBen EinfluB ha- 
ben unter anderem die Reaktionszeit, die Temperatur, die 
Konzentration der Reaktionspartner und der pH-Bereich. 
Diese Faktoren bewirken z. B., daD sich gekochtes von ge- 
bratenem Fleisch im Aroma, Aussehen und Geschmack un- 
terscheidet. 

Obwohl inzwischen viele Ergebnisse iiber den Ablauf der 
Maillard-Reaktion vorliegen, ist es nicht moglich, ein voll- 
standiges Reaktionsschema zu prasentieren. Bekannt sind 
iiberwiegend stabile Umsetzungsprodukte, die weder im Re- 
aktionsgemisch in groBerem Umfang Folgereaktionen ein- 
gehen noch sich wahrend der Isolierung und Reinigung ver- 
andern oder zersetzen. Solche Verbindungen konnen als 
Indikatorsubstanzen zum Nachweis bzstimmter Reaktions- 
ablaufe bei der Maillard-Reaktion dienen. GroBe Schwierig- 
keiten bereitet die Abtrennung von reaktiven Zwischenpro- 
dukten, da sie nur in sehr geringen Konzentrationen im 
Umsetzungsgemisch vorliegen und meist wahrend der Isolie- 
rung weiterreagieren. Doch gerade diese Verbindungen sind 
fur die Maillard-Reaktion von groDter Bedeutung, da sie 
wesentlich an der Bildung von Braunungsprodukten, Aro- 
mastoffen, hochmolekularen Substanzen usw. beteiligt sind. 

In der folgenden Zusammenstellung wird versucht, die 
Reaktionsablaufe bei der Maillard-Reaktion zu beschrei- 
ben, ohne daD dabei auf die oft verwirrenden Einzelheiten 
eingegangen wird. Dies hat zur Folge, daB einige Untersu- 
chungsergebnisse nicht oder nur teilweise beriicksichtigt 

sind, ohne daD dadurch ihre Bedeutung geschmalert werden 
SOH. 

2.2. Ausgangsverbindungen 

In Lebensmitteln reagieren im wesentlichen die Monosac- 
charide Glucose und Fructose, die Disaccharide Maltose 
und Lactose sowie in einigen Fallen (z. B. Fleisch) reduzie- 
rende Pentosen mit Aminosauren und/oder Proteinen. Gly- 
cosidisch verkniipfte Zucker in Glycoproteinen, Glycolipi- 
den, Flavonoiden oder in Disacchariden wie Saccharose 
beteiligen sich an der Maillard-Reaktion erst nach Spaltung 
der glycosidischen Bindung. Hexuronduren verhalten sich, 
soweit sie iiberhaupt frei vorkommen, wie Pentosen, d. h. im 
Verlauf der Maillard-Reaktion kommt es zur Decarboxylie- 
rung. In speziellen Produkten (z. B. Kise) konnen biogene 
Amine als Aminkomponente reagieren. Eine Sonderstellung 
nimmt Ammoniak ein, der in geringem Umfang wihrend der 
Maillard-Reaktion aus Aminosauren gebildet werden kann 
(vgl. Abschnitt 2.7.1) und der in groBen Mengen zur Herstel- 
lung von bestimmten Zuckercouleuren eingesetzt wird. 

Im menschlichen Korper ist bisher vor allem die Reaktion 
der Glucose mit freien Aminogruppen von Proteinen als 
Aminkomponente untersucht worden. Neuere Ergebnisse 
lassen erkennen, daD daneben auch Fructose und Pentosen 
als Zuckerkomponenten eine Rolle spielen (vgl. Abschnitte 
4.2 und 4.5). Generell sind fur die Maillard-Reaktion prima- 
re Amine wesentlich wichtiger als sekundare. So reagieren in 
Proteinen iiberwiegend die primaren E-Aminogruppen der 
Lysinseitenketten. Ferner dominieren die primaren Amino- 
sauren, soweit sie in Lebensmitteln in freier Form vorkom- 
men. Allerdings findet man in Getreide und Getreidepro- 
dukten (Malz, Bier) die sekundare Aminosaure Prolin in 
betrachtlichen Mengen, so daD wegen der Bedeutung dieser 
Grundnahrungsmittel in der Ernahrung auf das Verhalten 
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der sekundaren Amine bei der Maillard-Reaktion ebenfalls 
eingegangen wird. 

2.3. Modellreaktionen 

In natiirlichen Systemen erschwert die Fiille an Reaktions- 
partnern und weiteren Inhaltsstoffen die Trennung, Isolie- 
rung und Reinigung der Maillard-Produkte erheblich. Es hat 
sich aber gezeigt, daB die Verhaltnisse und Bedingungen in 
Lebensmitteln und im Organismus rnit Modellumsetzungs- 
gemischen simulierbar und daD die Ergebnisse iibertragbar 
sind. Die Kenntnisse iiber die in den Abschnitten 2.4 bis 2.8 
dargestellten Reaktionsablaufe starnmen uberwiegend aus 
solchen Untersuchungen. 

2.3.1. Beschreibung von Modellsystemen 

Zur Simulation der in Lebensmitteln und in vivo vorlie- 
genden Verhaltnisse werden in der Regel waBrige Losungen 
der Zucker- und Amin-Komponenten untersucht. Zum Stu- 
dium der Rostvorgange eignen sich die Schmelzen der Reak- 
tionspartner. Geht man davon aus, daB die Zucker und die 
Amine in sehr unterschiedlichen Mengen in den Lebensmit- 
teln enthalten sind, dann ergibt sich daraus bereits eine Viel- 
zahl von Modellsystemen. Dariiber hinaus muD beachtet 
werden. daD bei einigen Herstellungs-. Verarbeitungs- und 
Zubereitungsverfahren Konzentrierungsprozesse ablaufen. 
So ist bekannt, dal3 beim Trocknen von Lebensmitteln oft ein 
fur den Ablauf der Maillard-Reaktion optimaler Konzentra- 
tionsbereich durchlaufen wird. 

Von zentraler Bedeutung fur die Produktbildung sind Re- 
aktionsdauer und Temperaturbereich. Als Faustregel gilt, 
daB sich der Umsatz mindestens verdoppelt, wenn die Tem- 
peratur urn 10 "C erhoht wird (bis zu sechsfache Umsatzstej- 
gerungen wurden gemessen). Nimmt man die Braunfarbung 
einer Reaktionslosung als MaD fur den Fortgang der Mail- 
lard-Reaktion. so erhalt man annahernd gleiche Werte nach 
vier Wochen bei 20"C, drei Stunden bei 100°C und fiinf 
Minuten bei 150 "C. 

Die Modellsysteme sind iiberwiegend auf pH-Werte zwi- 
schen 4 und 7.5 gepuffert. 

Zur Simulation der Verhaltnisse im menschlichen oder tie- 
rischen Organismus wird die Zuckerkomponente Glucose 
mit der Aminkomponente, z. B. einem Protein, bei pH 7.4. 
140 mM Natriumchlorid, 5 mM Kaliumchlorid und 37 "C 
(physiologisches Milieu) inkubiert; das Gemisch wird an- 
schlieknd gereinigt und analysiert. Die unter diesen Bedin- 
gungen am Protein ablaufende Maillard-Reaktion kann 
durch Fluoreszenzmessungen verfolgt werden. 

2.3.2. Untersuchung von Modelfsystemen 

Zur Analyse wird die waDrige Reaktionslosung oder die in 
Wasser geloste Reaktionsschmelze vielfach rnit einem orga- 
nischen Losungsmittel extrahiert. Die mit der organischen 
Phase abgetrennten, unpolaren Produkte lassen sich, wenn 
sie geniigend fliichtig sind. gaschromatographisch trennen 
und rnit dem Massenspektrometer identifizieren. Ein Teil der 
polaren Substanzen ist nach Derivatisierung (Silylierung, 
Acylierung) ebenfalls gaschrornatographisch erfabbar. 
Grok Schwierigkeiten bereitet die Analyse des iibrigen 

groDeren Teils der Reaktionsprodukte. Mit den iiblichen 
Chromatographie-Verfahren (AusschluO, Ionenaustausch, 
Adsorption, Verteilung) erhalt man Fraktionen, aus denen 
meist erst nach mehrmaliger weiterer Auftrennung Reinsub- 
stanzen gewonnen werden konnen. Die Hochleistungsfliis- 
sigkeitschromatographie (HPLC) ermoglicht eine reprodu- 
zierbare Fraktionierung und erleichtert mit verschiedenen 
Detektionsmethoden (UV, Fluoreszenz, elektrochemisch 
usw.) die Zuordnung bestimmter Substanzen oder Substanz- 
klassen. Fur spezielle Fragestellungen zum Reaktionsmecha- 
nismus oder zur Aufklarung neuer Reaktionswege werden 
sowohl radioaktiv als auch mit stabilen Isotopen markierte 
Ausgangsverbindungen venvendet. In den folgenden Ab- 
schnitten wird bei einigen Maillard-Produkten auf die Ana- 
lytik eingegangen; es sind auch Beispiele fur Derivatisie- 
rungs- und Abfangreagentien zu finden. Einige Probleme bei 
der Untersuchung von Protein-Zucker-Umsetzungsgemi- 
schen werden im Abschnitt 4.3 aufgezeigt. 

2.4. Anfangsphase 

Die Formelschemata zeigen am Beispiel der Glucose den 
Zuckerabbau der Hexosen; auf Abweichungen bei Pentosen 
oder Disacchariden wird hingewiesen. Zur Vereinfachung 
sind meist die offenkettigen Strukturen gezeichnet. Tatsach- 
lich liegen die Zucker und viele Folgeprodukte iiberwiegend 
in der cyclischen Halbacetalform vor. Zur Verdeutlichung 
sind daher die Strukturen einiger Ausgangsverbindungen 
und Primarprodukte vorangestellt (Schema 1). 

,OH 

R 1  = R' = OH: D-Glucose 
R1 = NHR, R' = OH:  D-GlUCOSylamin 1 (stets 0-Form) 
R'  = OH, R2 = NHR:  2-Amino-2-desoxy-u-glucose 2 (Heyns-Produkt) 

W C H z  -OH -R2 

HOoH 

R1 = R' = O H :  P-D-Fructopyranose 
(neben a-Form und Furanosen) 
R1 = NHR. R* = OH: P-o-Fructosylamin 
(nicht isolierbar mi! aliphatischen Aminen) 
R1 = OH. R2 = NHR:  I-Amino-1-desoxy-P-o-fructose 3 
(Amadori-Produkt; neben a-Form und Furanosen) 

Schema 1.  

2.4.1. Amine ah Nuc12ophile 

Amine addieren sich als Nucleophile unter Bildung von 
Glycosylaminen an die Carbonylfunktionen von Zuckern. 
VerhaltnismaBig stabile Glycosylamine des Typs 1 erhalt 
man mit aromatischen und heterocyclischen Aminen, z. B. 
Purinen. Eine biologisch sehr weit verbreitete derartige Ver- 
bindung ist Adenosintriphosphat. Glycosylamine aus Ami- 
nosauren oder aliphatischen Aminen konnen in der Regel in 
Zucker-Amin-Urnsetzungsgernischen nur in sehr geringen 
Mengen nachgewiesen werden. Sie reagieren schnell weiter 
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und lagern sich iiber das Aminoenol 5 unter anderem in die 
Aminoketose 3 um. 

Arninoketosen (oder Amadori-Verbindungen) sind z. B. in 
erhitzten und in gelagerten Lebensmitteln'81, in getrockne- 
tem Obst, in Gemiise- und M i l ~ h p r o d u k t e n [ ~ ~  sowie in Soja- 

nachweisbar. Sie kommen in glucose- und amino- 
saurehaltigen Infusionslosungen zur parenteralen Ernah- 
rung vor (sowohl hitzesterilisiert als auch steril gemischt)" ' I ,  

man findet sie im menschlichen Korper und hier in vermehr- 
tem Umfang bei Diabetikern (vgl. Abschnitt 4.4). Die Bio- 
synthese von Histidin verlauft iiber eine Aminoketose, die 
durch Umlagerung eines Imins entsteht. 

Als Abbauprodukte der Aminoketosen im pH-Bereich 4- 
7 findet man Desoxydiketosen und -aldoketosen: Uber das 
Endiol4 bzw. das Aminoenol5 entstehen die 1-Desoxy-2,3- 
hexodiulose 6, die 1 -Amino-l,4-didesoxy-2,3-hexodiulose 7 
und die 3-Desoxy-2-hexosulose 8. Zum Nachweis der Um- 

HC=O HO- HC - NH- R HC=N-R 

HC- OH HC- OH HC-OH 
I I 

I I I 
HO-CH - "%R HO-CH 

A 7 
HO-CH 

I HLOH 
HC- OH HC- OH 

HC-OH HC- OH HF-OH 

ti$- OH H,C- OH H,C- OH 

I 

I 

1 

I\ 

H,C-NH-R 
I 
C- OH 

C-OH 
I 

HC - OH 

HC-OH 

H,C-OH 

L 

L 7 

I 

i-1 
H,C - FH -R 

I 
c=o c=o 

I I 
c=o c=o 

I I 

I 
HC- OH nc- on 

P 

HC - OH 7% 
H,C- OH H,C-OH 

H2C- NH- R 
I 
c=o 
I 

I 

I 

L - HO-CH 

HC-OH 

HC-OH 

H,C-OH 

0 : R = Uizl,-bi 
I 
COOH 

b : R = CH-CH(CH,I, 

coy NHY 
I 

C : R = (CH,l,-CH 

cow 

HC- NH- R 

:-OH 
II 

HO-CH 

HC-OH 
I 

I 
HC-OH 

H,C-OH 

5 

I 
I 

HC=O 

c= 0 
I 

I 

F H 2  
HC-OH 

I HF-OH 
H,C-OH 

6 7 8 

wandlung von 3 in diese Produkte ist die Abfangreaktion mit 
o-Phenylendiamin zu den entsprechenden Chinoxalinen 9, 
10 b m .  11 geeignet["l. (Mit dern Rest R'bei den Chinoxali- 
nen 9 und 11 soil darauf hingewiesen werden, daD beim Ab- 
bau der Arnadori-Verbindungen von Disacchariden die gly- 

ay aNP N ?-OR' gqNHR ?HZ 
HF-OR' 

I ,  
HC- OH HC- OH 

I I 
H,C-OH H,C- OH HC- OH 

H,C-OH 

11 

I 

9 10 

cosidische Bindung nicht gespalten wird und daher die 
Chinoxaline mit einem a-Glucosyl- b m .  P-Galactosylrest 
erhalten werden, je nachdem, o b  von Maltose oder Lactose 
ausgegangen wird.) 

Neben den Aminoketosen 3 werden auch Verbindungen 
vom Typ 12"3j und 131'4j gebildet. Letztere sind auch als 
Zwischenprodukte bei der Osazonbildung bekannt. 

R 
HzC- NH- R HI! - N- yz I 

I 
HO-CH HO-CH HO- CH 

c= 0 c=o C=N-R 

I 

I I 
HC-OH HC-OH HC- OH 

HF-OH HF-OH HC- OH 

H2C-OH H2C-OH H2C- OH 

12 13 

Ketosen reagieren mit Aminen iiber Imine als Intermedia- 
te zu Aminoaldosen wie 2 (Heyns-Produkten)["]. In der Na- 
tur verlauft ein Teilschritt der Biosynthese von N-Acetylglu- 
cosamin und N-Acetylgalactosamin ebenfalls nach diesem 
Prinzip: Fructose reagiert mit Ammoniak und lagert sich 
iiber die Schiffsche Base zum aktivierten Glucosamin b m .  
Galactosamin um. Verbindungen des Typs 2 sind nicht sehr 

H2C - OH H,C - OH HzC - OH 
I I 

HO-C -NH-R C=N-R 
I + NH,-R I I 
c=o 

d HO-CH ~ HO-$H HO- f H  - 
HC- OH 

HC-OH 
I 

H,C - OH 

HC-OH HC- OH 
I I Hy -OH HF-OH 

H,C--OH H,C-OH 

HC - OH HC=O 
C-NH-R I I  H$-NH-R 

I H,~-OH 2 

I 
HO-CH 

A - HO-CH 
I 

I I 
HC- OH HC-OH 

HC-OH HC- OH 

2 - 
H,C-OH 

stabil; in Folgereaktionen entstehen unter anderem Amado- 
ri-verbindungen [I6]. Neuere Ergebnisse deuten darauf hin, 
daD Aminoaldosen auch im menschlichen Korper gebildet 
werden. Man kann annehmen, daB Amadori- und Heyns- 
Verbindungen ahnlich abgebaut werden. In Gegenwart von 
o-Phenylendiamin erhalt man aus letzteren iiberwiegend das 
Chinoxalin 11 iiber 8 als Intermediat'"l. Gerade im Hin- 
blick auf die in-vivo-Bildung der Heyns-Produkte sind aller- 
dings noch weitere Untersuchungen iiber deren Eigenschaf- 
ten nijtig (vgl. Abschnitt 4.2). 

2.4.2. Amine ah Basen oder Shren 

Als Basen oder Sauren (je nach vorgegebenem pH-Be- 
reich) katalysieren die Arnine die Wanderung der Carbonyl- 
gruppe der Zucker, d. h. Aldosen werden in Ketosen umge- 
wandeit und umgekehrt; entsprechendes gilt fur Imine und 
Aminoketosen bzw. Aminoaldosen (vgl. Abschnitt 2.4.1) 
(Lobry-de-Bruyn-van-Ekenstein-Umlagerung). Durch Was- 
serabspaltung entstehen aus den Endiolen 14 und 15 die 
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HC=O HC-OH H,C- OH 

HC- OH C- OH c=o 
I 

I I 
HO-CH - HO-CH 

I I c 

I 

I I 

A c 
HO-CH 

HC- OH HC - OH Hy-OH 
I 

HC- OH 

YC-OH %;-OH 3 C  - OH 

HC-OH HC-OH 

1L 
/ 1I 

1 H2C- OH H,$- OH 

C-OH c=o 
C- OH c=o 

0 

6 -c ' 
HC-OH - -  
HC - OH HC-OH 

H,C - otl 

F 
I 

H,C - OH 

15 16 

3-Desoxy-2-hexosulose 8 bzw. die 1 -Desoxy-2,3-hexodiulose 
6 und die 4-Desoxy-2,3-hexodiulose 16. Beim Erhitzen der 
Zucker in Abwesenheit von Aminen beobachtet man diese 
Reaktionsfolge bei pH-Werten unter 3[lS1 und iiber 8"" 
oder beim Karamelisieren, d. h. bei Temperaturen iiber 
130 "C. Die Bedeutung der Amine bei der Bildung der Ver- 
bindungen 6-8 und 16 liegt also darin, daD sie die Zucker- 
umwandlung im fur Lebensmittel und lebende Organismen 
iiblichen pH-Bereich (4- 7) katalysieren. 

2.5. Desoxyaldoketosen und -diketosen 

Soweit man heute weiD, verlaufen viele wichtige Folgere- 
aktionen der Zucker bei der Maillard-Reaktion iiber Des- 
oxyaldoketosen oder -diketosen als Zwischenstufen. Man 
kann diese Verbindungen als intramolekulare Disproportio- 
nierungsprodukte des Zuckers bezeichnen, die wesentlich 
schneller als die Ausgangsverbindung weiterreagieren; dabei 
spielen Enolisierungen, Cyclisierungen und Wasserabspal- 
tungen eine groDe Rolle. Die Anwesenheit von Aminen fiihrt 
zusatzlich zur Bildung N-haltiger Verbindungen. Produkte, 
die unter Spaltung der urspriinglichen Zuckerkette entste- 
hen, sind in einem gesonderten Abschnitt zusammengefaat. 

2.5.1. Abbau &r 3-Desoxyaldoketosen 

3-Desoxyhexosulosen 8 wurden vor 30 Jahren erstmals in 
Umsetzungsgemischen von Zuckern und Aminen nach- 
gewiesen["I. Man kann davon ausgehen, daD in Losung ein 
Gleichgewicht der cyclischen Formen 8a bis 8d vorliegt. Das 

" O X O H  
1 c = o  8 =e H,C-HC + H,C 0 

I 1  
OH OH OH H 

8a 8b 

H o O O H  
c= 0 

OH H 

H o O O H  
c= 0 

OH H 

8c 8d 

wohl bekannteste Folgeprodukt dieser Verbindungen ist das 
Hydroxymethylfurfural 18["]. In  Gegenwart von Aminen 
kann die Bildung von 18 zugunsten N-haltiger Verbindungen 
eingeschrankt sein. Bemerkenswert ist der Nachweis des Me- 
tasaccharinsaurelactons 19[221. Im Alkalischen bildet sich 
Metasaccharinsaure durch Hydridwanderung aus 8['']. Bei 
der Maillard-Reaktion im pH-Bereich 4-7 durfte das Lac- 
ton 19 aus der cyclischen Vorstufe 8a durch Isomerisierung 
der Ketogruppe. e n t ~ t e h e n ~ ' ~ ~ .  Aus 8a konnte sich nach Eno- 
lisierung zum C3-Atom und anschlieknder Eliminierung 

HC=O 
I 
c = o  

CH 8 -  I1 R O H  
H,C 0 

FH H(!J FH 11 HF- OH 0 
H.C- OH I 

HO OH HO OH 

'I 18 1 
I 

H J O  
HI$-? 0 

HO OH HO OH 

19 20 

der Hydroxygruppe aus der Halbacetalfunktion das Fura- 
non 20 bilden; es wurde aber noch nicht nachgewiesen. Be- 
kannt ist die Urnwandlung der 5,6-Dimethoxyglucose 21 in 
die entsprechende Verbindung 22lZ4l. Das strukturell ver- 

HC=O 
I 

I 
HC-OH 

HO-CH - -  HI$-": no 0 
HC- OH 

HC - OCH, 
I HjCO OCHj 

22 H,C-OCH, 

21 

gleichbare Aminofuran 24 wird aIs Hauptprodukt erhalten, 
wenn N-Acetylglucosamin 23 in Gegenwart von Aminen er- 
hitzt wird. Verbindung 24, schon langer bekannt, dient zurn 
Nachweis fur N-Acetylglucosamin und N-Acetylgalactosa- 
min[251 (die Urnwandlung erfolgt im Alkalischen). Diese 
Aminozucker kommen allerdings in der Natur fast aus- 

HC=O 

HC- NHCOCH, 

Hi-OH 

H2C - OH 

23 

OH 6H 
24 
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schlieDlich glycosidisch an Proteine gebunden vor und schei- 
den damit als Ausgangsverbindungen fur die Maillard-Re- 
aktion aus. 

Bei der Maillard-Reaktion der 3-Desoxyhexosulosen 8 
kann in Gegenwart grokrer Mengen primarer Amine die 
Bildung des Hydroxymethylfurfurals 18 weitgehend unter- 
bleiben. Man findet statt dessen Pyrrolaldehyde der Struktur 
25lz6] sowie PyridiniumGtaine des Typs 26[271. Die Tatsa- 
che, daD sich 25 und 26 aus Hydroxymethylfurfural und 
Aminen nur in sehr schlechten Ausbeuten herstellen lassen, 
weist darauf hin, daD das Amin bereits in eine Vorstufe von 
I8 eingebaut wird. Weitere N-haltige Folgeprodukte der Ver- 
bindung 8 sind die Bispyrrole 27 und 281281. Die Strukturen 

H,C /I! N CH 

HA $ HO 

machen eine Dimerisierung des Pyrrolaldehyds 25 wahr- 
scheinlich, dessen Hydroxymethyl-OH-Gruppe leicht nu- 
cleophil substituiert wird (vgl. Abschnitt 4.5). In Gegenwart 
von Aminosauren findet man dariiber hinaus Lactone wie 
29[291 und Lactame wie 30[221. Zur Bildung dieser Bicyclen 

II 
0 

& L O  H2F I H 
.N\ P, 

HOOC-CH c 
I II 

0 

29 30 

wird ebenfalls die Hydroxygruppe des Pyrrolaldehyds 25 
durch andere Nucleophile ersetzt. In Proteinen sind die N- 
haltigen Produkte iiberwiegend iiber die E-Aminogruppe von 
Lysin mit der Peptidkette verbunden. Zum Nachweis des 
Pyrrolaldehyds 25b ist ein ELISA(Enzyme Linked Immuno 
Sorbent Assay)-Test entwickelt wordenf301. Man kann auch 
den Lysylpyrrolaldehyd 25 a nach alkalischer oder enzymati- 
scher Proteinhydrolyse rnit HPLC an Umkehrphasen be- 
stimmen I 3  ’ 

Die Monosaccharidderivate 25 und 26 erhalt man auch 
durch Reaktion von Maltose und Lactose mit primaren 
Aminen. Dies wird aus der Struktur des Zwischenprodukts 
17 verstandlich, denn zu dessen Bildung wird das 0-Atom an 
C4 zusammen rnit dem Glucosylrest der Maltose bzw. dem 
Galactosykest der Lactose abgespalten. Pentosen reagieren 
iiber die 3-Desoxyaldoketose zu den entsprechenden Pyrro- 
len 2513’1 und Pyridiniumbetainen 26r271 (die Hydroxyme- 

thylgruppe in den Strukturen 25 und 26 ist hier durch ein 
Wasserstoffatom zu ersetzen). 

In Umsetzungsgemischen von reduzierenden Zuckern mit 
sekundaren Aminen findet man das Hydroxymethylfurfura1 
18 in der Regel nicht oder nur in geringen Konzentrationen. 
Wird die sekundare Aminosaure Prolin mit 8 erhitzt, laDt 
sich Malzoxazin 31 als Hauptprodukt aus dem Umsetzungs- 

+ P C O O H  H 

8 - -  

31 

gemisch abtrennen. Malzoxazin ist ein fliichtiger Bestandteil 
des Malzes und des Bieres, auf dessen Bildung in Abschnitt 
2.8.2 eingegangen ~ i r d ~ ~ ~ l .  Die Reaktion von sekundaren 
Aminen und Pentosen liefert unter anderem das orangefar- 
bige Kondensationsprodukt 35[341. Auf die Bildung des Hy- 
droxyfuranons 34 wird noch eingegangen. Verbindung 35 
erhalt man in Gegenwart von 34 und sekundaren Aminen 
aus der 3-Desoxy-Zpentosulose 32 in guten und aus dem 
Cyclopentendion 33 in sehr guten Ausbeuten. Die Substan- 
Zen 31 und 35 sind Beispiele dafiir, daD 3-Desoxyaldoketosen 

HC=O 
I 
P- n 

H,C-OH 

32 
33 

I 

35 

mit sekundaren Aminen carbocyclische Folgeprodukte bil- 
den. Dieses Reaktionsprinzip findet man, wie noch gezeigt 
wird, immer wieder. Generell gilt, daO Zucker in Gegenwart 
von sekundaren Aminen in zum Teil betrachtlichem Umfang 
in carbocyclische Verbindungen umgewandelt werden. 

3-Desoxyaldoketosen sind an der Bildung weiterer Pyrrol- 
aldehyde beteiligt. So entstehen die Verbindungen 37 und 38 
bei der Reaktion von 8 rnit der Aminoketose 3. Beide Male 
fungiert 36 als Zwischenprodukt. Elektronenzug der For- 
mylgruppe fiihrt zur Aldolspaltung und damit zu Verbin- 
dung 37[351. In einer Konkurrenzreaktion induziert die 
Enamingruppe die Bildung von 38r361. Gezeichnet sind die 

N %=o 
H H H  

3 8 - - H 2 C - C - C - C M F - o H  1 1 1  

HO HO HO HA On HC-OH 

&?=O 

HC-OH 

HC-OH 

H2C - OH 
I 

37 

I H  

 OH E = O  HF-OH 

nt-w HC-OH 

HC-OH I H&-OH 

H2C-OH 

38 
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Strukturen der Hexoseprodukte; die Kondensation bei Pen- 
tosen verlauft analog[371. Wie schon bei den Pyrrolaldehy- 
den des Typs 25 werden auch bei 37 und 38 die Hydroxy- 
gruppen in Nachbarschaft zum Pyrrolring leicht substituiert. 
Beispiele dafur sind die intramolekulare Reaktion von 38 zu 
39 sowie der partielle Austausch von Hydroxy- gegen 
Methoxygruppen bei der chromatographischen Reinigung 
(Eluent Methanol/Essigester), wobei z. B. Substanz 40 gebil- 
det ~ i r d l ~ ~ ~ ] .  

H J 
I H  

IN l i (  c = o  
M 

Hy-OH HC-OCH, 
I 

%-OH Hq-OH H,C-OH 
I 

H,C- OH H,k-OH 

39 LO 

Neben 3-Desoxyaldoketosen findet man auch andere a -  
Dicarbonylverbindungen als Reaktionspartner der Amino- 
ketosen. Die Struktur des Pyrrols 42 1aBt auf die Mitwirkung 
der 1,4-Didesoxydiketose 41 ~ c h I i e D e n [ ~ ~ ~ ~  (vgl. Abschnitt 
3.4). Hinweise auf ahnliche Kondensationsreaktionen erge- 

H2C-NH- F I ,  
CH3 I 
c = o  c = o  __ __ 

I 

I 

I 
C = O  ' HO-CH 
I 
CHI HC - OH 

H2C -OH H,C - OH 

41 

I HO HC-OH 

I H,C -OH 

LZ 

ben sich aus den Strukturen der PyrrolaIdehyde, die man 
nach Zusatz von Natriumperiodat zu polaren Fraktionen 
von Glucose- und Pentose-Umsetzungsgemischen mit Alkyl- 
aminen erhalt. Neben den aus 37 und 38 entstandenen Pyr- 
roldi- und -trialdehyden 43 bzw. 44 sind unter anderem die 
isomeren Verbindungen 45 und 46 n a ~ h w e i s b a r ~ ~ ~ ~ .  'I. 

I H  I H  H I H  I H  
O=C N C - 0  TJ- 

;=o o = c  
H H H  H 

43 44 L5 L6 

2.5.2. Abbau der I-Desoxydketosen 

I-Desoxydiketosen konnten erst kurzlich als Folgepro- 
dukte der Aminoketosen nachgewiesen werden["". bJ. Sie 
werden zu Verbindungen mit der allgemeinen Redukton- 
struktur 47 abgebaut (vgl. Abschnitt 3.4). Uber das Vorlie- 
gen des offenkettigen Reduktons 6 a  in Umsetzungsgemi- 
schen ist bisher nichts bekannt. Man kann davon ausgehen, 
daI3 in Losung ein Gleichgewicht der cyclischen Formen 6 b 
bis 6 d  vorliegt. 

6 
1 
I 

I 
c=o 
c-x 
c - Y  

y 3  

c= 0 
I 
C-OH 
I I  
C-OH 

HC-OH 

HzC- OH 
I 

60 6d 

Aus der Halbacetalform 6 b  der 1-Desoxydiketose entsteht 
nach Enolisierung und Wasserabspaltung das Furanon 
48[381, das sich nach Derivatisierung (z. B. Silylierung) gas- 
chromatographisch nachweisen 1aI3t. Bemerkenswert ist, daI3 
48 unter den Ekdingungen der Maillard-Reaktion nur in un- 
bedeutenden Mengen zu Verbindung 49 (R = H) isomeri- 

OH - H,C=O 
34 6 + 6 b - -  I 

HO 

HO 
L9 

siert. Es kommt statt dessen in betrachtlichem Umfang zur 
Formaldehydabspaltung und Bildung des Pentosederivats 
34. In diesem Zusammenhang ist die Struktur des farbigen 
Hauptprodukts 50 aus Umsetzungsgemischen von Hexosen 
und sekundaren Aminen interessant, denn sie enthalt als 
Baustein das Furanon 34 (vgl. Abschnitt 3.3)1341. 

.*: N- / 50 

Mit der Isolierung und Identifizierung der Pyrrole 37, 38 
und 42 ist erwiesen, daB Aminoketosen reaktiv genug sind, 
um Kondensationsreaktionen einzugehen. Auf die Beteili- 
gung weiterer Primarprodukte der Maillard-Reaktion wie 
Aminoaldosen kann aus den Strukturen der nach Periodat- 
spaltung erhaltenen Pyrrolaldehyde geschlossen werden. Ge- 
rade im Hinblick auf die Maillard-Reaktion in vivo ist dies 
von Interesse, denn hier kann es nach der Pyrrolbildung 
durch Folgereaktionen, z. B. Substitution der a-standigen 
Hydroxygruppe, zu Quervernetzungen und anderen Veran- 
derungen der Proteinstrukturen kommen (vgl. Abschnitte 
4.5 und 5). 

Aus Disacchariden kann das Furanon 48 nur gebildet wer- 
den, wenn die glycosidische Bindung gespalten wird. Geht 
man davon aus, daB bei der Zwischenstufe 6 b die Glycosid- 
bindung erhalten bleibt, dann sollte das Glycosylfuranon 49 
(R = a-Glu, P-Gal) entstehen. Der Nachweis dieser Verbin- 
dung steht allerdings noch aus. 
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Aus Pentosen und 6-Desoxyhexosen wie Rhamnose bilden 
sich iiber die 1 -Desoxydiketosen die entsprechenden Fura- 
none und 51[401. Verbindung 34 spielt eine mal3geb- 

liche Rolle bei der Braunung von Pentosen (siehe Abschnitt 
3.3). In Gegenwart von S-haltigen Verbindungen (z. B. Cy- 
stein), aus denen beim Erhitzen Schwefelwasserstoff freige- 
setzt wird, hat 34 auch einen betrachtlichen EinfluB auf die 
Aromabildung. Es entstehen dabei Substanzen rnit interes- 
santen Aromanoten (meist ihnlich erhitztem Fleisch[411; die 
Verbindungen 52 bis 57 sind als Beispiele angegeben). Die 

52 53 54 

"'kp 
Y C  ""XI" YC 

55 56 57 

entsprechenden S-haltigen Produkte rnit einer weiteren Me- 
thylgruppe erhalt man aus dem Furanon 51 beim Erhitzen 
rnit Schwefelwasserstoff. Verbindung 51 ist eine Aromasub- 
stanz rnit einem sehr niedrigen Geruchsschwellenwert und 
einer Aromanote (fruchtig-rostig-karamelartig), die als an- 
genehm empfunden wird. Sie wird inzwischen in groDen 
Mengen hergestellt und vielen Produkten zugesetzt f4*1. Inter- 
essant ist, daB 51 auch in Pflanzen e n t ~ t e h t l ~ ~ ] .  

Weitere Folgeprodukte der 1-Desoxydiketosen erhalt man 
iiber die cyclische Halbacetalform 6d. Nach Enolisierung 
fiihrt die Abspaltung der Hydroxygruppe am C2-Atom zum 
Pyranon 591441. Diese Verbindung kann als universelle Indi- 
katorsubstanz zum Nachweis der Maillard-Reaktion heran- 
gezogen werden, da Hexosen in nahezu allen Lebensmitteln 
vorkommen. Verbindung 59 wird beim Erhitzen der Lebens- 
mittel in ppm-Mengen gebildet und ist nach Extraktion rnit 
organischen Losungsmitteln gaschromatographisch leicht 
na~hweisbar[~ ' ] .  Wird aus dem Halbacetal6d die Hydroxy- 
gruppe am CS-Atom abgespalten, entsteht das instabile Py- 
ranon 58, das sich unter anderem in den Milchsaureester 60 
~ m l a g e r t ~ ~ ~ ]  (vgl. Abschnitt 2.6.1). 

Die Tautomerisierung von 6 d  fiihrt zu einem P-Diketon, 
das in der cyclischen Halbacetalform 61 abgebildet ist. Diese 
Verbindung ist als Zwischenprodukt noch nicht nachge- 
wiesen, man kann allerdings annehmen, daB sie leicht iiber 
eine P-Diketospaltung abgebaut wird, z. B. unter Bildung 
von 4 - A m i n o r e d ~ k t o n e n ~ ~ ~ ~  (vgl. Abschnitt 2.6.1). Das 
Acetylformoin 62, das aus dem Keton 61 durch Eliminierung 
der P-standigen Hydroxygruppe am C6-Atom der urspriing- 
lichen Zuckerkette entsteht[26*40J, geht leicht Folgereak- 
tionen ein und wird daher, wenn iiberhaupt, meist nur in 
geringen Konzentrationen in Modellsystemen oder Lebens- 
mitteln gefunden. 

Der Abbau der 1 -Desoxydiketone von Disacchariden un- 
terscheidet sich zum Teil von dem der Monosaccharide. Dies 

6 e  6d 

11 

OH OH 0 & -  
CHI 

58 
1 
1 

H& F1 ?H 
COOH 
I 

H ~ C - O  -C- c -  CH, 
H 

59 

'O17CH: 

60 61 62 

wird verstandlich, wenn man von der cyclischen Form 64 
ausgeht. Nach Enolisierung ist, ohne Spaltung der glycosidi- 
schen Bindung, nur die Eliminierung der Hydroxygruppe am 
CS-Atom unter Bildung des P-Pyranons 63 moglich. Das 
y-Pyranon 59 ist demnach ein typisches Monosaccharid- 
Produkt, das nur iiber eine freie Hydroxygruppe am C4- 
Atom entstehen kann. Der Nachweis geringer Mengen des 
Pyranons 59 auch in Disaccharid-Umsetzungsgemischen 
laBt sich dadurch erklaren, daB es wahrend der Maillard-Re- 
aktion in gewissem Umfang zur Spaltung der glycosidischen 
Bindung kommt (vgl. Abschnitt 2.5.1) und daB aus den dabei 
erhaltenen Monosacchariden auch 59 entsteht. Das P-Pyra- 
non 63, das bisher in erhitzter Milch (R = p-Gal)[471 und in 
gedampften Ginsengwurzeln (roter Ginseng, R = u-Glu)['*1 
nachgewiesen wurde, ist ein zentrales Zwischenprodukt beim 
Disaccharidabbau. Das weitere Schicksal von 63 hangt da- 
von ab, welcher Zucker glycosidisch gebunden ist. Der P-Ga- 
lactosylrest laBt die Bildung sowohl eines fiinfgliedrigen als 
auch eines sechsgliedrigen Ringes zu. Uberwiegend erhalt 
man das P-Galactosylisomalto166 (R = P-Gal), eine fur die 

6 
11 

OR OR 

63 64 
1 \ 1 \ 

1 \ 

65 66 67 

Lactose charakteristische Mai l Ia rd-Verbind~ng~~~~.  Die ent- 
sprechende Reaktionsfolge kann bei Monosacchariden be- 
obachtet werden, wenn in alkoholischer Losung erhitzt wird 
(im Formelbild Methanol). Aus dem y-Pyranon 59 bildet 
sich zunachst bei pH 4 das $-Pyranon 67, das sich nach 
weiterer Senkung des pH-Wertes zur Spaltung des Acetals in 
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den Isomaltolmethylether 66 (R = Methyl) ~ m l a g e r t ' ~ ~ ' .  
Fiihrt man diese Umsetzung in waBriger Losung durch, so 
findet man das dem Methylether entsprechende Isomalto166 
( R =  H)  nur in unbedeutenden Mengen[501. Aus Maltose er- 
halt man in grokren  Mengen Maltol 65["] neben wenig 
a-Glucosylisomaltol 66 (R = ~ - G l u ) [ ~ ' ~ .  Demnach kommt 
es bei 63 (R = a-Glu) in erheblichem MaBe zur Spaltung der 
glycosidischen Bindung. Man kann dies auf die groDere ste- 
rische Hinderung der Ringbeweglichkeit beim Maltosezwi- 
schenprodukt zuriickfiihren, die auch durch Ringveren- 
gung und Bildung von 66 (R = u-Glu) nicht aufgehoben 
wird. 

Wie bereits angedeutet, ist 62 sehr reaktiv. Wesentlich sta- 
biler sind die Aminohexosereduktone 68a, die in Gegenwart 
von sekundaren Aminen aus 62 ent~tehen1~~1.  Unter optima- 
len Bedingungen kann man die Aminohexosereduktone in 
30 % Ausbeute (bezogen auf die verbrauchte Zuckermenge) 
erhalten. Dies zeigt indirekt die Bedeutung von 62 als Zwi- 
schenstufe bei der Maillard-Reaktion. 

In Umsetzungsgemischen von Hexosen rnit primaren 
Aminen lassen sich die Pyrrolinone 69a nachweisen. Man 
erhilt diese Verbindungen aus 62 in sehr guten Ausbeu- 

Die stark fluoreszierenden Pyrrolinone 69a wirken 
wie die Aminohexosereduktone antioxidativ (vgl. Abschnitt 

Bei der Reaktion von Disacchariden rnit primaren oder 
sekundaren Aminen entstehen ebenfalls Aminoreduktone. 
Der Galactosyl- und der Glucosylrest bleibt in den Verbin- 
dungen 68 b bzw. 69 b glycosidisch gebunden, der Pyrroli- 
non- und der Cyclopentenongrundkorper sind identisch rnit 
denen der Monosacchar idpr~dukte[~~~.  

3.4). 

-N 
I CHI 

68 a :  R = H  6 9 a : R . H  

68 b R =-cGIu;O-GOI 69 b : R = *-G(u, O-Gal 

Das mit organischen Losungsmitteln extrahierbare 
Hauptprodukt in Umsetzungsgemischen von Disacchariden 
und primaren aliphatischen Aminen ist das Pyridon 71 ls6]. 

Man kann davon ausgehen, daB aus 63 zunachst die Pyridi- 
niumbetaine 70 (R = u-Glu, P-Gal) gebildet werden, die 
kiirzlich als kristalline Verbindungen isoliert werden konn- 
tenLs71. Die Pyridiniumbetaine werden unter Spaltung der 
glycosidischen Bindung iiberwiegend zu 71 abgebaut. Von 

OR 0 

70 71 

Pyridonen dieses Strukturtyps ist bekannt, daO sie Metalle 
wie Eisen[s81 und Aluminium[s91 sehr fest binden; Versuche 
zur Beeinflussung der Spurenelementresorption und -aus- 
scheidung werden zur Zeit durchgefiihrt. Als Nebenprodukt 
1aDt sich das dem Galactosylisomaltol 66 (R = J3-Gal) ent- 
sprechende Pyrrolderivat 72 aus Lactoseumsetzungsgemi- 

schen a b t r e n n e ~ ~ ~ ' ~ ] .  Beim Erhitzen von 66 rnit primaren und 
sekundaren Aminen erhalt man unter anderem die Furande- 
rivate 73 und 741601. N-haltige Folgeprodukte aus 1 -Desoxy- 
diketosen von Pentosen und 6-Desoxyhexosen sind die Ver- 
bindungen 75l6'] bzw. 76. Das Pyrrolinon 76 lieD sich 

allerdings bisher nur in Umsetzungsgemischen von Kon- 
densationsprodukten des Typs 77 mit primaren Aminen er- 
halten. Mit sekundaren Aminen bilden sich aus 77 unter 
Umlagerung die Verbindungen 78, deren Strukturen denen 
der Aminohexosereduktone 68a gleichenf6'! 

c L Om" - -"O@H 
dC 0 CHI - N  

R I HCR' 
R 

76 77 78 

2.5.3. Abbw der 4-Desoxydketosen 

Bisher ist in Maillard-Reaktionsgemischen der Nachweis 
der 4-Desoxydiketosen 16 noch nicht gelungen. Es sind aber 
Verbindungen isoliert worden, deren Bildung aus Zuckern 
sich am besten mit 4-Desoxydiketosen als Zwischenstufe er- 
klaren IaBt. Hinweise erhalt man aus den Strukturen der 
Verbindungen 79-81. In Anwesenheit groBerer Mengen pri- 

16 + Ho* C - CH, - - P $ - S H 1  g;:? 
II I 0 OH OH 
O O H  

79 x = o  81 

80 x - N -  

marer Amine kann die Bildung des Hydroxyacetylfurans 79 
stark zugunsten der beiden Stickstoffheterocyclen 80 und 81 
zuriickgedringt seinIz6. ". 631. 4-Desoxydiketosen entstehen, 
wie im Abschnitt 2.4.2 gezeigt, nicht aus den Aminoketosen 
des Typs 3. Die Verbindungen 79-81 sind somit Indikator- 
substanzen dafiir, daB der Abbau nicht ausschlieDlich iiber 
Aminoketosen verlauft I' 2b1. 

2.5.4. Abbau der I-Amino-1 ,kdidesoxydiketosen 

Der Nachweis der 1 -Amino-l,4-didesoxydiketosen 7 als 
Umwandlungsprodukte der Aminoketosen ist erst kiirzlich 
gelungenl' 2b. '1. Nach Cyclisierung und Wasserabspaltung 
erhalt man Aminoacetylfurane 82. Diese schon langer be- 
kannten Substanzen entstehen beim Erhitzen von Amadon- 
Verbindungen in Gegenwart starker Sauren 164J (vgl. Ab- 
schnitt 4.3). Inzwischen ist nachgewiesen, daD 82 auch im 
pH-Bereich zwischen 4 und 7 gebildet wird. Dabei ist zu 
beachten, daD 82 im Sauren als stabiles Salz vorliegt, daB es 
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aber bei pH-Werten iiber 5 sehr schnell Folgereaktionen ein- 
geht. 

Als Umwandlungs- und Kondensationsprodukte von 82 
wurden unter anderem die Verbindungen 83-87 identifi- 
ziert[’’‘]. Aus den Strukturen der Furancarbonsaure 83, des 
Furancarbonsiureamids 84 und des a-Oxofuranacetamids 
85 ist ersichtlich, daB das Aminoketon 82 leicht oxidiert 
wird. Bemerkenswert ist die Kondensation zum Aminopyr- 
rol 87 (die Verbindungen 86 und 87 wurden nach Acetylie- 
rung des gesamten Umsetzungsgemisches als Monoacetate 
isoliert und identifiziert ; in welchem Umfang die Verbindun- 
gen in der freien Form als Pyrrole vorliegen, ist noch nicht 
genauer untersucht). Ubertragt man diese Cyclisierung auf 
Proteine, dann fiihrt die Aminopyrrolbildung zur Querver- 
netzung von Proteinen, wenn zwei E-Aminogruppen von 
peptidgebundenen Lysinen beteiligt sind. Auf die Bedeutung 
von Quervernetzungsreaktionen in biologischem Material 
wird im Abschnitt 5.1 eingegangen. 

Aus Aminoacetylfuranen des Typs 82 erhalt man in Ge- 
genwart von Ammoniak in guten Ausbeuten das Imidazol88 
und die Alkylderivate 89‘651 (wenn von einer Alkylverbin- 

82 a : R  . 

f 
82 a : R = (CHJ,-;H 83 R’= OH 

R‘= NHR co2H 
f 

85 R‘= CNHR 
7 1 \NH, 

I I  
0 

/ ’\ 

2.6. Spaltreaktionen 

Mehrfach wurde bereits darauf hingewiesen, daD es im 
Verlauf der Zuckerumwandlung zur Spaltung der Kohlen- 
stoffkette kommen kann. Die Spaltprodukte sind, wie noch 
gezeigt wird, zum Teil sehr reaktive Verbindungen, die we- 
sentlich zur Beschleunigung der Maillard-Reaktion beitra- 
genl6’I. Eine betrachtliche Bedeutung haben Zuckerfrag- 
mente bei der Aromabildung (vgl. Abschnitt 3.1). 

2.6.1. Retroaldolreaktionen 

Beim Zucker und bei vielen Zwischenprodukten sind Re- 
troaldolreaktionen moglich. Von den Verbindungen 92 - 
102[46”. 681 kann angenommen werden, daB sie iiber eine 

HCHO HOH,C-CHO OHC-CHO H,C-CO-CH,OH H,C-CO-CHC 

92 93 94 95 96 
HOHzC- CO - CH,OH HOH,C-CO-CHO H,C- CO-CO-CH, 

97 98 99 

100 101 Q:X=OH,Y=N- 102 

H,C-CO-CO-CH,OH H,C-CO-CX=CHY HOI+C-UiOH-WOH-CHO 

101 b : x = ~ - , Y  =OH 

Aldolspaltung entstehen. Oxidation und/oder Dehydratisie- 
rung schliekn sich in einigen Fallen an. Die Spaltprodukte 
sind teilweise sehr reaktiv, sie gehen leicht Kondensationsre- 
aktionen ein. Als Partner stehen weitere Retroaldolverbin- 
dungen sowie Zuckerabbauprodukte mit intaktem Kohlen- 
stoffgeriist zur Verfiigung. Die Kondensationsprodukte 
103- 111 sollen einen Eindruck vermitteln, welche Struktu- 

90 91 

dung ausgegangen wird). Verbindung 88 ist kiirzlich als Indi- 
katorsubstanz zum Nachweis der Quervernetzung von Pro- 
teinen beschrieben worden (vgl. Abschnitt 4.5). Dabei wird 
die Freisetzung von 88 aus einer quervernetzenden Vorstufe 
angenommen. Wie sich gezeigt hatc6’], bildet sich 88 wah- 
rend und nach der sauren Proteinhydrolyse aus Furosin 82a 
und Ammoniak. 82a entsteht dabei aus den Lysin-Amadori- 
Verbindungen 3 a  oder 3c, und Ammoniak wird z.B. aus 
Asparagin und Glutamin freigesetzt. 

Kiirzlich gelang die Isolierung und Identifizierung des 
Aminoreduktons 90 aus einem Glucose-Propylamin-Umset- 
z~ngsgemisch[~’~l .  Die 1 -Propylamino-l,4-didesoxydiketo- 
se des allgemeinen Typs 7 kann hier als Zwischenstufe ange- 
nommen werden. Damit ist erstmak ein offenkettiges 
sechsgliedriges Aminoredukton in einem Maillard-Reak- 
tionsgemisch nachgewiesen worden. Ausgehend von 7 IaBt 
sich auch die Bildung des Furanons 91 formulieren. Aller- 
dings wurde die Struktur 91 bisher nur massenspektrome- 
trisch einem Peak im Gaschromatogramm eines silylierten 
Zucker-Amin-Reaktionsgemisches zugeordnet[661. 

0 -HNOC-CH- 

106 R ‘H,C& 107 R=H,C& 108 

CH, 

109 110 l l l a  l l l b  

ren dabei gebildet ~ e r d e n [ ~ ~ *  37c1. Weitere Untersuchungen 
lassen erkennen, daB der Fortgang des Zuckerabbaus mit der 
Bildung der SpaItprodukte iibereinstimmt. In der Anfangs- 
phase iiberwiegen C,-Fragmente, die aus dem Zucker oder 
dem Imin 1 gebildet werden. Voraussetzung dafiir ist aller- 
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dings, daB von einer Aldose ausgegangen wird. Elek- 
tronenspinresonanz-Messungen geben Hinweise, daB aus 
dem Iminspaltprodukt 112 unter anderem das Pyrazin-Radi- 
kalkation 113entsteht, aus dem nach Oxidation Glyoxal und 
N-Analoga frei werden, die sofort Folgereaktionen einge- 
hen I7O1.  

I - -  HC I t  - NHR --&I - - I  HC=X 

HC- OH HC= Y 
+ 112 

HC=O 

HC - OH 
I 

R 

113 
X = Y ‘0, NR 

C,-Fragmente findet man etwas spater, wenn bereits Ke- 
tosen oder Amadori-Produkte vorliegen. Die Menge der 
Spaltprodukte ist vom pH-Wert der Reaktionslosung bzw. 
des Lebensmittels abhangig. Im pH-Bereich <7 spielen Sub- 
stanzen aus der Retroaldolreaktion eine eher untergeordnete 
RolIe16’. 711. Zu beachten ist aber, daB auch von sehr gerin- 
gen Mengen eines daraus entstandenen Aromastoffs eine 
groDe Wirkung ausgehen kann, wenn der Geruchsschwellen- 
wert sehr niedrig ist. 

Geht man davon aus, daD die Braunungsgeschwindigkeit 
rnit der Menge der gebildeten C,- und C,-Fragrnente zusam- 
menhangt, dann wird verstandlich, daD sich Disaccharid-Re- 
aktionslosungen langsamer verfarben. Zumindest die C,- 
Produkte konnen sich iiber eine Retroaldolreaktion erst 
nach Hydrolyse der glycosidischen Bindung bilden[”I. Mog- 
licherweise hat auch die unterschiedliche sterische Anord- 
nung der Hydroxygruppe am C4-Atom bei Glucose und Ga- 
lactose einen EinfluD auf die Spaltungs- bzw. Braunungs- 
ge~chwindigkei t ‘~~] .  

Aus Markierungsversuchen 1aBt sich ableiten, daD die C,- 
Aminoreduktone 101 iiber das P-Diketon 61 entstehen. We- 
der das C1- noch das C6-Atom des Zuckers sind identisch 
mit dem Methyl-C-Atom des C,-Produkts 1011461. Nach 
Spaltung von 61 zur Tetrose (in der enolisierten Form 114 
gezeichnet) fiihrt die 1 -Desoxyform 100 unter Amineinbau 

114 

zum Produkt 101. Zur Bildung der Sauren 116 und 117 tragt 
ebenfalls die Retroaldolreaktion bei. Das instabile P-Pyra- 
non 58 steht im Gleichgewicht rnit dem Furanon 115. Nach 
P-Spaltung erhalt man daraus den Ester 60, der j e  nach 
Umsetzungsbedingungen mehr oder weniger schnell in P- 
Hydroxypropionsaure 116 und Milchsaure 117 gespalten 
~ i r d [ ’ ~ ] .  

$00“ $00” 
58 * @ H -  60 - ?HZ HC- OH 

p 3  CH,-OH CH, 
0 

116 117 115 

2.6.2. a-Diketospaltungen 

Erhitzt man die 3-Desoxyaldoketose 8 unter Maillard-Be- 
dingungen (d. h. in waDriger neutraler Losung in Gegenwart 
von Aminen) und unter AusschluB von Sauerstoff, dann las- 
sen sich unter anderem das Lacton 118, Ameisensaure 119 
und der Furfurylalkohol 120 mit organischen Losungsmit- 

m Hz? Q 

OH HO 

* N H i  
8 -- 

HO 

118 119 120 

teln extrahieren 1741. Modellversuche mit Glyoxal und Me- 
thylglyoxal fiihrten bereits friiher zum Nachweis der Saure- 
amide 121 a und 121 b1751. Zur Bildung von 118-121 mu13 die 
a-Diketogruppe gespalten werden. Spaltungen dieses Typs 
sind bekannt, allerdings lassen sich kaum Vorschlage fur den 
Verlauf solcher Reaktionen finden. 

RC=Q * NHz- RC= 0 
1 -- I 

RC=O NH- 

R = H,CY 121 0 : R . H  
121 b: R=CH, 

Bei der Decarboxylierung der a-Ammoniurncarbonsauren 
122 wird ein Betain des Typs 123 als Zwischenprodukt ange- 
g e b e ~ ~ l ~ ~ ] ,  das eine gewisse Ahnlichkeit mit dem Thiazolium- 

-8 -c: 

YH 
- - I  

-: -COOH - -  -HY-COOH 

NH ‘NH 
I I 

122 123 

betain 124 von Thiamin hat. Nimmt man an, daD sich bei der 
Spaltung der Desoxyaldoketose 8 zunachst 125 bildet, dann 
sind neben 118 C,-Ammoniumbetaine zu erwarten. Deren 
Nachweis oder die Identifizierung von Folgeprodukten ist 
jedoch bisher nicht gelungen. Alternativ konnte man aus der 

8 

124 

125 

- 118 - 

Zwischenstufe 126 Ameisensaure 119 und das C,-Fragment 
127 ableiten, wobei letzteres zum Furfurylalkohol I20 wei- 
terreagieren konnte. Das Lacton 118 und auch Arneisensau- 
re findet man in wesentlich groBerem Umfang in Gegenwart 
von Sauerstoff, die Menge des Furfurylalkohols 120 nirnmt 
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‘a Durch den Strecker-Abbau der Aminosauren werden die 
Desoxyaldoketosen und -diketosen reduziert. Nach Cyclisie- 

H2$ O H  H2Y c+l rung und Wasserabspaltung erhalt man aus 8 das Furan 134 
und unter Ammoniakbeteiligung das Pyrrol 135 und das 
Pyridin 1361831. Aus I-Desoxydiketosen wie 6 lassen sich 

8 --. -”’*; - 119 + --- 120 

HO HO 
126 127 

dagegen nicht zu. Man kann daher annehmen, daB 118 und 
11 9 in Umsetzungsgemischen uberwiegend durch oxidativen 
Abbau von 8 entstehen. 

Kiirzlich gelang im Proteinhydrolysat von biologischem 
Material (vgl. Abschnitt 4.5) die Identifizierung des Lysinde- 
rivats lt8[77]. Nach den bisherigen experimentellen Ergeb- 

H,C rn X CHO 8 -- 
134 x = O  136 
135 X = NH 

unter anderem die Verbindungen 137- 139 ableiten. Alfer- 
dings ist bei diesen Substanzen das Kohlenstoffatom der Me- 
thylgruppe nicht mit dem C1-Atom der umgesetzten Hexose 
identisch. Als Weg zu I 3 8  und 139 wird daher ein Abbau 

H,N -CH -COOH 
I 

y 2 ) ‘  

y 2  

- NH 128 
I 

COOH 

3a - - -  

nissen bildet sich 128 durch oxidative Spaltung der entspre- 
chenden Aminoketose 3a1781. 

137 x = O  139 
538 X - N H  

2.7. Der Strecker-Abbau 

2.7.1. Strecker-Abbau von Aminosauren 

Die Decarboxylierung von Aminosauren beim Erhitzen 
mit Zuckern ist schon langer bekannt. Ausgelost wird sie 
durch die Reaktion der Aminosauren rnit a-Dicarbonylver- 
b i n d ~ n g e n f ~ ~ ] .  Aus der zunachst gebildeten azavinylogen B- 
Ketosaure 129 wird Kohlendioxid abgespalten. Die Bedeu- 
tung des Strecker-Abbaus liegt darin, daB aus den 
Aminosauren Ammoniak und die reaktiven Aldehyde des 
Typs 131 entstehen, Verbindungen, die unter anderem an 

iiber das Imin 1 a v o r g e ~ c h l a g e n [ ~ ~ ~ .  Die Wasserabspaltung 
aus la fiihrt zunachst zur 2-Desoxyhexose 140, die nach 
Hydrolyse der Iminfunktion zum Pyrrol 138 oder zum Pyri- 
din 139 weiterreagiert. Auf den Strecker-Abbau von Prolin 
und Hydroxyprolin wird in Abschnitt 2.8.2 naher eingegan- 
gen. Eine weitere Reaktionsfolge, die zur Reduktion von 
a-Dicarbonylverbindungen fiihrt, wird in Abschnitt 3.4 vor- 
gestellt. 

HC = N - CH - COOH HC-N=CH 
1 1  I1 I 

I I 

I I 

- - 139 HC-OH - HC 
HO-CH HO-CH 

l a  uo 

129 1 ~ 1  2.7.2. Strecker-Abbuu von Aminen 
I I 
C=O NH, - c C-NH, O= CH 
I I 

I I 
HC-OH C-OH R 

130 131 

In vielen Lebensmitteln und vor allem in vivo ist die Lysin- 
seitenkette das wichtigste Amin fur die Maillard-Reaktion. 
Es stellt sich die Frage, o b  Lysin in Gegenwart von a-Dicar- 
bonylverbindungen das Formylprodukt 141 liefert. Im Pro- 
tein sind dann ahnliche Reaktionen zu erwarten wie jene, die 
beim Aufbau des Collagens zur Quervernetzung fiihren. Be- Kondensationsreaktionen beteiligt sind. So findet man in 

Lysin- und Phenylalanin-Umsetzungsgemischen mit Hexo- 
sen die Furane 132f801 und 133[811, in deren Strukturen der 
jeweilige Streckeraldehyd zu finden ist. Ammoniak in der 
freien Form oder als Aminoenol 130 ist an der Bildung von 
Pyridinen, Pyrazinen, ImidazoIen etc. beteiligt I8’J. 

mHN-CH-CO- -HN-CH-CO- 

NH2 C=O I 141 

H2C 0 c Q N  

HO HO 0 
H 

kannt ist, daD primare aliphatische Amine in Gegenwart von 
cr,P-Triketonen wie Ninhydrin oder Dehydroascorbinsaure 
in die entsprechenden Aldehyde umgewandelt ~ e r d e n [ ~ ’ ] .  132 133 
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Bei der Maillard-Reaktion entstehen zwar auch Triketone, 
z. B. das P-Pyranon 58 oder oxidierte Reduktone, weitaus 
g r o k r e  Bedeutung haben aber a-Dicarbonylverbindungen. 
Die bisher vorliegenden Untersuchungsergebnisse liefern 
keine eindeutigen Hinweise darauf, daB diese Verbindungen 

aliphatischen Aminen unter Bildung von Ammoniak und 
Aldehyden fiihren. 

CH,-CH-CON& @$ t!4HCOCU, 

R 

1L9 R = R-Glu,O-Xyl 150 R =  H 

bei der Maillard-Reaktion zu einer Spaltung von primaren 151 R =  Wj 

2.8.2. Prolin und Hydroxyprolin 

Prolin kommt in groDerer Menge in Getreideprodukten 
wie Malz vor. Sehr gut untersucht ist die Beteiligung dieser 
Aminosaure bei der Bildung fliichtiger Aromastoffe im 
Malz. Man nimmt an, daD die Dihydropyrrolyliumverbin- 
dung 152, ein Zwischenprodukt bei der Reaktion von Prolin 
mit a-Dicarbonylverbindungen, dabei eine zentrale Rolle 
spielt. Von 152 fiihren Folgereaktionen zu Stickstoffhetero- 
cyclen. 

2.8. EinfluB spezieller Aminosauren und Amine 
auf die Produktbildung 

In diesem Abschnitt werden einige Reaktionen zusam- 
mengefaDt, die, bedingt durch strukturelle Besonderheiten 
bei den Aminkomponenten, zu speziellen Produkten fiihren. 

2.8.1. Tryptophan 

Ein besonders im Hinblick auf die Maillard-Reaktion in 
vivo wichtiger Befund ist, daB proteingebundenes Trypto- 
phan mit reduzierenden Zuckern nur in geringem Umfang 
reagiert [861. Die essentielle Aminosaure Tryptophan wird 
demnach in Gegensatz zum essentiellen Lysin bei Protein- 
Zucker-Reaktionen kaum geschadigt. In Lebensmitteln 
kann Tryptophan auch in freier Form vorkommen (z. B. So- 
jasauce). Dann ist bereits unter milden Bedingungen mit re- 
aktiven Carbonylverbindungen der RingschluB unter Bil- 
dung von p-Carbolinen moglich. Die Derivate 142 und 143 
wurden in Sojasauce nachgewiesen["] (vgl. Abschnitt 3.5). 

Unter drastischen Umsetzungsbedingungen erhalt man 
noch weitere P-Carboline, die zum Teil auch in Lebensmit- 
teln gefunden werden"']. Wie aus den Strukturen 144- 148 
zu erkennen ist, laufen dabei neben der Cyclisierung noch 
Decarboxylierungs- und Dehydrierungsreaktionen ab. An 
der Bildung von 144 und 148 diirften 3-Desoxyaldoketosen 

@g& 0 q: 
0' 

R W  

142 R = H  

1L3 R=Ct$OH 

1LL 

HOOC HOOC 

- - II 
C- OH 
I 

t = O  I + H a  - 
c = o  
I 

152 

Aus den Strukturen der Verbindungen 31 und 153-162 
laDt sich ableiten, dal3 die Stabilisierung des Zwischenpro- 
dukts 152 durch Elektronenaufnahme (153), Protonenab- 
spaltung (la), Addition von Heteroatomen (31) oder Addi- 
tion von anderen Nucleophilen (155) erreicht ~ i r d [ ~ * ] .  Die 

I I,u I 

R 

LJ 
R 

153 15L 155 

R=cHo,R'=H,R'=cH, 

R = COCH,,R'= H,R'= Cy 

R = H , d =  COCH,CyCOCH,,R'=Cy 

R =  CH,COCH, 

R = H c , C W O H  R=R"=H,d=COCUc,CHc,CKt$ 

R=R'=H,$= o u 
145 R = H  

146 R=CH,  

147 R-COCH, 

148 R = m  

Offnung des Dihydropyrrolyliumrings fiihrt nach intra- oder 
intermolekularer Kondensation auch zum erneuten Ring- 
schluB unter Bildung der Pyridinderivate 156- 159193J sowie 

beteiligt sein (die Verbindungen wurden aus Pentose-Trypto- 
phan-Umsetzungsgemischen isoliert). Wenn die a-Amino- 
gruppe des Tryptophans blockiert ist, bilden sich Glycosyl- 
derivate 149 (R = P-Glu, P-Xyl). Folgereaktionen wie eine 
Amadori-Umlagerung zu den entsprechenden Aminoketo- 
sen konnten bisher nicht nachgewiesen ~ e r d e n [ ' ~ ] .  In wel- 
chem Umfang bei der Maillard-Reaktion Verbindungen des 
Typs 149 entstehen, ist noch nicht untersucht. G r o k r e  Be- 
achtung finden die Tryptophanderivate 150 und 151 wegen 
ihrer stark mutagenen und cancerogenen Wirkungfgol. Die 
zunachst in Pyrolysaten von Tryptophan und von trypto- 
phanhaltigen Proteinen nachgewiesenen Substanzen wurden 
inmischen auch in thermisch starker belasteten Lebensmit- 
teln gefunden19'J. 

156 157 158 159 
R'= H,CH, R : R ' = H  R=CH,,t& R = H , C y  

R=H,OH R = H,R'= CH, 
R = c y d :  H 

des Dihydroindolizins 160 und der teilhydrierten Cyclopen- 
tazepinone 161 und 162[941. Zur Bildung des Malzoxazins 31 
wird ein Reaktionsweg ausgehend von 8 via 152 vorge- 
schlagen. 
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160 

$ v R  0 0 

161 R:H,CH, 162 R = R ' =  H 

R = H,d= CH, 

R = OH,&= CH, 

I 
HC-OH 

y 2  

c=o 1 
1 I I 

H,C- OH H,C-OH 

152a 31 

Hydroxyprolin kommt fast ausschlieBlich im Bindege- 
websprotein (Collagen) vor und hat demnach keine groBere 
Bedeutung fur die Maillard-Reaktion in vivo und in Lebens- 
mitteln. Aus Modellsystemen 1aBt sich erkennen, daB, ver- 
gleichbar dem Abbau von Prolin, die Dihydropyrrolylium- 
verbindung 163 Ausgangssubstanz fur fliichtige Folgepro- 
dukte ist. Die Stabilisierung erfolgt dabei vorwiegend durch 
Wasserabspaltung unter Bildung des Pyrrolrings (Verbin- 
dungen des Typs 164), der auch in einen Bicyclus eingebaut 
sein kann (Verbindung 165)1951. Eine gewisse Bedeutung hat 

163 

PcHzoH 0 

165 

R = CH,COCY, 

0 R' 
, IR'=H,CH,,CYOHl 

Hydroxyprolin wie auch Prolin als Ausgangsverbindung bei 
der Bildung der fliichtigen Komponenten des Tabakrauchs. 

2.8.3. Cystein und Cystin 

Cystein und Cystin kommen in Lebensmitteln nicht in 
groDeren Mengen in freier Form vor. Die grol3e Bedeutung 
dieser Aminosauren fur die Aromabildung besteht darin, 
daB sie beim Erhitzen Schwefelwasserstoff abspalten. Schwe- 
felwasserstoff reagiert mit Maillard-Produkten zu einer Viel- 
zahl von S-haltigen Verbindungen, deren wichtiger EinfluB 
auf den Aromaeindruck auf die zum Teil sehr niedrigen Ge- 
ruchsschwellenwerte zuriickzufiihren ist. Daraus ergibt sich, 
daD bereits von geringen Mengen Cystein oder Cystin ein 
betrachtlicher EinfluD auf die Aromanote ausgehen kann. 
Nimmt man die Patentvorschriften und die Ergebnisse aus 
Modelluntersuchungen als MaBstab, dann kommt Cystein 
und Cystin z.B. eine wichtige Rolle bei der Bildung des 
Fleischaromas zu f961. Aus Modellsystemen von Cystein rnit 
Pentosen und Hexosen laBt sich ein breites Spektrum an 
S-haltigen fliichtigen Verbindungen isolieren, die teilweise 
sehr intensiv riechenf9'I. Dabei iiberwiegen mono-, di- und 
trisubstituierte Thiazole der allgemeinen Struktur 166. 

Thiazole findet man unter anderem im fliichtigen Anteil von 
gerosteten K a f f e e b ~ h n e n ' ~ ~ ]  und erhitztem Fleisch 1991. 

M syN 166 

Einige wichtige S-haltige Aromastoffe werden in Ab- 
schnitt 3.1 behandelt. Uber die hemmende Wirkung von 
Cystein auf die Maillard-Reaktion wird in Abschnitt 3.7 
berichtet. 

2.8.4. Arginin 

In Berichten iiber die Aminosaureschadigung beim Erhit- 
Zen von Proteinen mit Zuckern findet man immer wieder 
Hinweise darauf, daB neben Lysin auch Arginin in erhebli- 
chem Umfang umgewandelt wirdl'OO1. Veranderungen von 
Lysin, die oft rnit dem Verlust dieser Aminosaure gleich- 
gesetzt werden konnen, sind wichtig fur den Nahrwert eines 
Lebensmittels, da  mit Lysin eine essentielle Aminosaure ge- 
schadigt wird (vgl. Abschnitt 3.6). Bei der Maillard-Reak- 
tion in vivo geht Lysin unter anderem Quervernetzungsreak- 
tionen ein. Kiirzlich wurde gefunden, daD auch Arginin an 
derartigen Vernetzungsreaktionen beteiligt sein kann. Aus 
der Struktur des Produkts 167 geht hervor, daO Arginin und 
Lysin iiber eine Diazaazoniaindenbriicke verkniipft sind ' 
(vgl. Abschnitte 4.5 und 5.1). 

Zu beachten ist, daB die Maillard-Reaktion nicht durch 
den Guanidinrest ausgelost wirdf'021. Erhitzen von Glucose 
rnit N"-Acetylarginin fiihrt zu keiner Braunung der Reak- 
tionslosung; die Hexose bleibt weitgehend unverandert. Der 
Guanidinrest des proteingebundenen Arginins ist demnach 
auf reaktive Maillard-Produkte angewiesen, um z. B. zu 167 
kondensieren zu konnen. Aus waI3rigen Losungen von Me- 
thylguanidin (stellvertretend fur Arginin) und a- sowie p-Di- 
carbonylverbindungen, die im pH-Bereich 7 -8 erhitzt wor- 
den waren, konnten unter anderem Imidazolone und Pyrimi- 
dine des allgemeinen Typs 168 bzw. 169 isoliert werden (zur 

./\f 
YH 

N 9  g ' N H - I C H J ,  H CH - NH, H I  

168 
y , ) '  

169 
c t i - N ~ ,  I COOH 

COOH 
167 

Bildung der Imidazolone ist wenigstens eine Aldehydfunk- 
tion notig)f'031. Weitere Untersuchungen sind notig, um 
herauszufinden, welche Maillard-Produkte mit diesen Struk- 
turelementen rnit dem Guanidinrest reagieren. 

2.8.5. Kreatin 

Kreatin 170a und Kreatinphosphat 170b findet man in ver- 
haltnismaDig groDen Mengen (0.5 YO) im Muskelfleisch. 
Beim Erhitzen entsteht daraus iiberwiegend das Cyclisie- 
rungsprodukt Kreatinin 171. Seit einigen Jahren richtet sich 
die Aufmerksamkeit auf diese Fleischinhaltsstoffe, denn sie 
sind an der Bildung der cancerogenen und stark mutagenen 
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dunklere Farbung die Verwendung bestimmter Rohstoffe 
vorgetauscht werden solll' ''I. 

Verbindung 176b vermindert bei Ratten reversibel die An- 
zahl der Lymphozyten 1' wenn eine Vitamin-B6- 
arme Diat verfiittert wird. Das 4-Methylimidazol 178 ist to- 

Verbindungen 172 und 173 beteiligt. Beide wurden in hoch xisch" l3 ] .  Fur beide Substanzen sind Hochstmengen in 
erhitzten Rostgemischen von Aminosauren und Kreatin Ammoniakcouleuren festgesetzt 141. Polyhydroxyalkyl- 
mit11041 und ohne H e x o ~ e n ~ ' ' ~ ~  nachgewiesen, spater auch pyrazine bilden sich aus Aminozuckern[" '1 (z. B. 2-Amino- 
in Fleisch- und Fischprodukten['061. glucose), doch deren Vorkommen in Lebensmitteln ist, wie 

bereits in Abschnitt 2.5.1 erwahnt, unbedeutend. 

H2C-COOH 4 
WONl&NH 171 

1700: R = H  

170b : R = PO[OH), ''! 
HN=C-NW 

Man kann davon ausgehen, daD Kreatinin als methylen- 
aktive Verbindung mit Aldehyden (z. B. aus dem Strecker- 
Abbau der Aminosauren) kondensiert und daD sich weitere 
Reaktionen rnit Zuckerabbauprodukten und Ammoniak an- 
schliekn. Zumindest laDt sich die Konzentration an 172 und 
173 deutlich senken, wenn die Strecker-Aldehyde rnit Tryp- 
tophan abgefangen werden[*'']. Allerdings ist dieses Verfah- 
ren in der Regel nicht auf Lebensmittel iibertragbar, da 
Tryptophan selbst die Bildung von cancerogenen und muta- 
genen Maillard-Produkten verursachen kann (vgl. Abschnitt 
2.8.1). 

Es hat sich inzwischen gezeigt, daD die Menge der gebilde- 
ten cancerogenen Verbindungen iiberwiegend von den Be- 
dingungen bei der Verarbeitung der Lebensmittel abhangt 
und daD durch eine schonendere ProzeDfiihrung ihre Bildung 
weitgehend verhindert werden kann. Wenn z. B. iiber 130 "C 
erhitzt wird, findet man in Lebensmitteln Konzentrationen 
im unteren ppb-Bereich; unter Kochbedingungen bleibt die 
Menge an 172 und 173 meist jenseits der Nachweisgrenze. 

2.8.6. Amrnoniak 

Ammoniak kommt in unverdorbenen Lebensmitteln in 
der Regel nur in sehr geringen Konzentrationen vor. Zur 
Herstellung von Zuckercouleur zum Farben von Lebensmit- 
teln (z. B. Cola-Getranke) wird Ammoniak in groDen Men- 
gen mit Zuckern umgesetzt. Mit Ammoniak ist die Bildung 
von Pyridinen"OB1, Pyrazinen" O9], und Imidazo1en1'lo1 
moglich, ohne daB eine C-N-Bindung gespalten werden 
muD. DemgemaD findet man in Zucker-Ammoniak-Reak- 
tionsgemischen in groDem Umfang diese Heterocyclen. Die 
Verbindungen 174 bis 177 sind als Beispiele angegeben. Uber 

CH- CH- CH-CH, 
I I I I  

175 
R CH-CH-CH-CH, 

CH=CH-CH-CH, & & & & I  
I I  
O H O H  

diese Substanzen kann der Zusatz von Ammoniakcouleuren 
nachgewiesen werden ' 'I. Notig ist dies bei Bieren, 
Broten und anderen Lebensmitteln, bei denen durch die 

N e  
&CH,-CH-CH-CHI I l l  

" N\ NH OH OH OH H,C - C ' 177 178 
x 

176 a : R = CH-CH-CH-CH, 

d H d H ; ) t ( &  

176 b R = CO-CH, 

2.9. Hochmolekulare Verbindungen (Melanoidine) 

Trennt man Reaktionsgemische von Zuckern und Aminen 
durch Ausschlukhromatographie, so erhalt man auch 
Fraktionen mit Molekulargewichten von ca. 7000 und dar- 
iiber. Bisher ist es noch nicht gelungen, einheitliche hoher- 
molekulare Maillard-Produkte zu isolieren ' 61. Ober die 
Strukturen der hochmolekularen Substanzen, der Melanoi- 
dine, ist sehr wenig bekannt. Informationen hieriiber stam- 
men im wesentlichen aus der Interpretation von Spektren. 
Die 'H- und I3C-NMR-Spektren der in mehreren Arbeits- 
gruppen isolierten Melanoidine unterscheiden sich zum Teil 
betrachtlich. Es gibt Melanoidine rnit Signalgruppen, die de- 
nen von Amadori-Produkten sehr ahnlich sind['"], und sol- 
che, die im Olefin-, Aren- und Carbonylbereich weitere Si- 
gnale aufweisen["']. Aus Untersuchungen rnit I3C- und 
I5N-markierten Zuckern und Aminosauren geht hervor, daD 
die Carboxygruppe der Aminosaure zum Teil unverandert 
im Melanoidin enthalten ist und daD das Signal des u-C- 
Atoms iiberwiegend an der Stelle im Melanoidin-Spektrum 
zu finden ist, an der es auch im Aminosaurespektrum auf- 
tritt. Abweichend davon tauchen im "N-NMR-Spektrum 
auch Signale im Pyrrol-, Indol- und Amidbereich auf1"'1. 
Signale fur das C1-Atom des Zuckers findet man im ge- 
samten Spektralbereich, was in Ubereinstimmung mit der 
Bildung der verschiedenen Desoxyaldoketosen und -diketo- 
sen sowie den Strukturen der Folgeprodukte ist. Aus den 
Strukturen der Spaltprodukte, die nach Ozon- oder Wasser- 
stoffperoxideinwirkung[I 191 auf die Melanoidine erhalten 
werden, ergaben sich keine brauchbaren Riickschliisse auf 
die Monomere, die zu hohermolekularen Maillard-Produk- 
ten reagieren. Pyrolytische Spaltungen der Melanoidine mit 
anschlieknder gaschromatographischer Trennung und mas- 
senspektrometrischer Erfassung der fliichtigen Komponen- 
ten fiihrten bisher ebenfalls noch nicht zu eindeutigen Ergeb- 
nissen1'201. Bei der Untersuchung von Zuckercouleuren 
konnte durch Curie-Punktpyrolyse zwischen den unter- 
schiedlich hergestellten Produkten differenziert werden L i Z 1 1 .  

Auf die Elektronenspinresonanzmessungen mit Melanoidi- 
nen sol1 nur hingewiesen werden; iiber die Strukturen von 
Radikalen konnten noch keine genauen Angaben gemacht 
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werden['221. Aus dem Absorptionsverhalten von Melanoidi- 
nen im UV/VIS-Bereich laBt sich erkennen, daB Konden- 
sationsreaktionen nur in geringem MaBe an der Ver- 
knupfung von Monomeren beteiligt ~ i n d ~ ' ~ ~ ] .  Moglicher- 
weise spielen Substitutionsreaktionen, die auch bei der Quer- 
vernetzung von Proteinen diskutiert werden, eine Rolle. 

3. Bedeutung der Maillard-Reaktion 
f i r  Lebensmittel 

Mit der Einfiihrung des Feuers als Hilfsmittel bei der Zu- 
bereitung von Nahrungsmitteln hat die Maillard-Reaktion 
vor einigen hunderttausend Jahren Einzug in die Lebensmit- 
telchemie gehalten. Unter anderem dient sie zur Verfeine- 
rung des sensorischen Erscheinungsbildes vieler Speisen. 
Wer kennt nicht den typischen Geruch von einer wannen 
Brotkruste, einem Braten oder von frischgemahlenen, gero- 
steten Kaffeebohnen? Die braunen Farbtone der verschiede- 
nen Biere sind ebenso Ergebnisse der Maillard-Reaktion wie 
der Geschmack einer Bratenkruste. Seit einigen Jahren ist 
allerdings nachgewiesen, daD die Maillard-Reaktion auch an 
der Bildung mutagener und cancerogener Verbindungen be- 
teiligt ist und Nahrwertminderungen verursachen kann. 

3.1. Geruch 

Das groDe Interesse der Lebensmittelindustrie an der 
Maillard-Reaktion ergibt sich iiberwiegend aus dem Wunsch, 
charakteristische Koch-, Back-, Brat- und Rostaromen her- 
stellen zu konnen. Seit der Einfiihrung der Kombination 
Gaschromatographie-Massenspektrometrie als Analysesy- 
stem zur Trennung und Identifizierung von leichtfliichtigen 
Verbindungen setzte eine intensive Suche nach geruchsspezi- 
fischen Substanzen ein. In einer Reihe von ubersichtsarti- 
keln sind die Ergebnisse zusarnmengefaBt['j* lZ4]. An dieser 
Stelle sollen deshalb nur einige Aspekte besprochen werden. 

Aus verschieden behandelten Lebensmitteln (gekocht, ge- 
rostet, gebraten usw.) sind jeweils hunderte von fliichtigen 
Verbindungen abgetrennt und identifiziert worden. Die 
Strukturen der Verbindungen 166 und 179- 185 sollen einen 

&x J$ I@ 
I 

179 180 181 182 

.q p H  x% x21 
166 183 1sL 185 

Eindruck von der Vielfalt der gefundenen Heterocyclen ver- 
mitteln. Dazu kommen noch viele der in Abschnitt 2.5.2 
aufgefiihrten Komponenten, wenn Prolin als Ausgangssub- 
stanz im Lebensmittel vorliegt, und alle weiteren leichtfliich- 
tigen Maillard-Produkte, die als Ester, Sauren, Ketone, 
Aldehyde, Alkohole, Alkene, Alkane, Arene, Amine, 
Mercaptane usw. einen mehr oder weniger grol3en positiven 
oder negativen Beitrag zum Aromaeindruck leisten. 

Die Hoffnungen haben sich bisher nicht erfullt, daB die 
Aromen von gekochtem oder gegrilltem Fleisch, gerostetem 
Kaffee und Kakao, von Brot oder Karamelprodukten mit 
jeweils nur einer Substanz befriedigend wiedergegeben wer- 
den konnen. Dazu sind in der Regel mehrere Verbindungen 
notig, die zudem in einem ausgewogenen Mengenverhaltnis 
vorliegen miissen. Uber Aromagramme laDt sich der Beitrag 
der einzelnen Komponenten am Gesamteindruck abschat- 
Zen. Aromagramme erhalt man, indem man die weitgehend 
getrennten, fliichtigen Substanzen eines komplexen Gemi- 
sches nach Austritt aus der GC-Saule mit der Nase detek- 
tiert. Ausschlaggebend fur die Erfassung der Verbindungen 
ist dabei, o b  die Konzentrationen, in denen sie im Gemisch 
vorliegen, uber ihrem jeweiligen Geruchsschwellenwert lie- 
gen. Durch schrittweise Verdiinnung des Substanzgemisches 
Cjeweils Verdoppelung des Losungsmittelanteils) bleiben in 
der Regel nur einige fur die Nase wahrnehmbare Verbindun- 
gen ubrig. Meist tragen diese Substanzen wesentlich zum 
Aroma des Produktes bei. Aus dem Aromagramm IaBt sich 
z. B. erkennen, daB nicht so sehr das Trithiolan 186 und das 
Dithiazinan 187, wie friiher v e r m ~ t e t ~ ' ~ ~ ' ,  sondern das Mer- 
captofuran 188 und sein Oxidationsprodukt 189 fur das Aro- 
ma von gekochtem Fleisch wichtig sind1'z61. Einen bedeu- 
tenden Beitrag zum WeiDbrotaroma leistet unter anderem 
das Acetylpyrrolin l!"1271, und der typische Geruch von 
gerosteten Niissen wird durch die Pyrazine 191 und 192 mit- 
bestimmt"281. Kiirzlich konnte gezeigt werden, daD die 

CH. 

186 187 188 189 

190 191 192 

Konzentration des Acetylpyrrolins 190 wesentlich von der 
Menge der C,-Produkte im Brot abhangt. Speziell beim 
WeiBbrot ist neben der Maillard-Reaktion die Hefe ein wich- 
tiger Produzent fur diese Ausgangsverbindungen (z. B. Dihy- 
droxyacetonmonophosphat)t' 291. D a  durch die Art der Ver- 
arbeitung die Mengen der aromaintensiven Verbindungen in 
Lebensrnitteln stark variieren konnen, ist es fur die Lebens- 
mitteliiberwachung schwierig, Richtwerte festzusetzen. Der 
Zusatz von Aromasubstanzen, die iiber die Maillard-Reak- 
tion gebildet werden, laDt sich demnach kaum nach- 
weisen. 

3.2. Geschmack 

Kommt es beim Backen oder Braten von Brot bzw. Fleisch 
an der Oberflache zu einer Uberhitzung, dann schmeckt die 
Kruste in der Regel bitter. Derselbe Effekt tritt auf, wenn 
Bierwiirze bei hoheren Temperaturen gekocht wird. Auch 
Modellmischungen aus Zuckern und Aminosauren schmek- 
ken bitter, wenn sie unter Rostbedingungen erhitzt werden. 
Die starkste Bitternote 1aDt sich dabei mit Prolin erzie- 
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len~'30]. Aus Umsetzungsgemischen dieser Aminosaure rnit 
Hexosen gelang die Isolierung der Bitterstoffe 193- 

lenwert der Bispyrrolidinverbindung 193 nur um den Faktor 
5 hoher ist als der von Chinin, d. h. 193 wird schon im unte- 
ren ppm-Bereich als bitter erkannt. Untersuchungen iiber 
den Anteil der Verbindungen 193- 195 am Bittergeschmack 
von hoher erhitzten prolinhaltigen Getreideprodukten ste- 
hen noch aus. Bitter schmecken auch die prolinspezifischen 
Cyclopentazepinone 161 und 162[94b1 (vgl. Abschnitt 2.8.2) 
sowie die Pyrrole 196 und 197, die beim Erhitzen von Serin 

19519*C. 1311 . Be merkenswert ist, daD der Geschmacksschwel- 

HC-OH 
R 193 R=OH,R'=CH. 

194 R=H.@ 

. -"I 
196 R = H  =CH. 

195 R=R'=H 197 R=CH,  

und Threonin rnit Hexosen entstehen" 321. Allerdings liegen 
bei diesen Verbindungen die Geschmacksschwellenwerte, so- 
weit sie untersucht sind, zum Teil iiber den Mengen, in denen 
sie gebildet werden. 

3.3. Farbe 

Aus der Tatsache, daD wir auch ,,mit den Augen" essen, 
IaDt sich die Bedeutung der farbigen Verbindungen in der 
Lebensmittelchemie ablesen. Die Maillard-Reaktion tragt 
allerdings nicht nur zur erwiinschten Farbbildung bei, es 
kann auch zu unenviinschten Verfarbungen kommen, die 
dann als Qualitatsminderung angesehen werden. Oft wird 
der Braunungsgrad bestimmt (entspricht meist der Absorp- 
tion bei 420 nm), um Inforrnationen iiber den Umfang der 
Maillard-Reaktion zu erhalten. D a  aber die Konzentra- 
tionen der Zucker- und der Aminkomponenten in Lebens- 
mitteln stark variieren, lassen sich aus der Messung der 
Farbintensitat keine vergleichbaren Ergebnisse erzielen. 

Farbige Maillard-Produkte wurden bisher ausschlieDlich 
aus Modellsystemen isoliert und identifiziert. Die Strukturen 
von Substanzen, bei denen das Kohlenstoffgeriist der Zucker 
erhalten geblieben ist, lassen erkennen, daD Desoxyaldoke- 
tosen und -diketosen wichtige Zwischenprodukte sind. So ist 
die gelbe Verbindung 198 aus der Kondensation des Hydro- 
xymethylfurfurals 18 rnit dem Pyranon 17 a hervorgegan- 

8 -  17 - 18 +- 
11 

f l o  I 
H,: 0 OH 

HO 
17a 

HO 

198 

4 3 .  0 CH 

199 

gen['331. Beide Verbindungen sind Folgeprodukte der 3-Des- 
oxyaldoketose 8. Das analoge Produkt 199 findet man in 
Pentoseumsetzungsgemischen. In wasseramen Systemen 
stabilisieren sich diese Verbindungen jeweils unter Acetalbil- 
dung. Ein wasserarmes System ist z. B. die Brotkruste, in der 
nach kurzer Zeit bei den hohen Temperaturen im Backofen 
das Wasser zum groDten Teil verdampft ist. Fur die Acetal- 
bildung rnit Alkoholen (z. B. Kohlenhydraten) liegen dann 
giinstige Reaktionsbedingungen vor. In waBriger Losung ist 
das Halbacetal 198 (R = H) nicht stabil; das Furanon 201 ist 
hier das farbige Hauptprodukt, wenn der Losung eine Car- 
bonylverbindung (z. B. Furfural) zugesetzt wird. Man kann 
annehmen, daD es zunachst zur Umlagerung kommt und 
daB nach erneuter Kondensation das Furanon 201 ent- 
~ t e h t " ~ ~ ] .  

Bemerkenswert ist, daB beim Erhitzen von Furfural in 
Gegenwart eines primaren Amins das rote Pyrrolinon 200 
erhalten wird, dessen Struktur der des Furanons 201 sehr 
ahnlich i ~ t ' ' ~ ~ ~ .  Es laDt sich erahnen, welches Konden- 
sationspotential in den 3-Desoxyaldoketosen, den Vor- 
stufen bei der Bildung dieser farbigen Substanzen, steckt. In 
Lebensmitteln konnen sie mit einer ganzen Reihe von Car- 
bonylverbindungen kondensieren, so daD sich eine Vielzahl 
von Braunungsprodukten ergibt, ganz davon abgesehen, 
daB weder 200 noch 201 bereits stabile Endprodukte sind. 
Damit wird auch verstandlich, warum die Isolierung von 
farbigen Maillard-Produkten aus erhitzten Lebensmitteln 
bisher noch nicht gelungen ist. 

RCHO 
H b  bH 

H2C- C - Y C  

H A :  o P R  
HCR HCR 

200 201 

1-Desoxydiketosen reagieren ebenfalls zu farbigen Sub- 
stanzen. Aus Amadori-Verbindungen erhalt man mit einer 
Carbonylkomponente unter anderem die gelben Verbindun- 
gen 202 und 203''351, die als Bestandteile die 1-Desoxydike- 

6 - -  59 62 

I 
4 W H O  J @OH 

I 
1 1 
CH = CHR 
C = O  I HO&OH 

c=o - - 
I 0 CH=CHR 

HC - OH 
1 

HC-OH 

HzC - OH 
I 

202 203 

tosefolgeprodukte 59 bzw. 62 enthalten. Das Furanon 203 ist 
jn wasseramen Umsetzungsgemischen durch Acetalbildung 
stabilisiert, das Halbacetal reagiert rasch weiter. 
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Das Hexoseprodukt 50 (vgl. Abschnitt 2.5 .2)  wird als far- 
biges Hauptprodukt erhalten, wenn zur Simulierung eines 
wasseramen Systems in alkoholischer Losung erhitzt wird. 
Der Bildungsmechanismus im Formelbild ist ein Vorschlag. 
Wie bereits erwahnt, spaltet das Furanon 48 leicht Formal- 
dehyd a b  unter Bildung des Hydroxyfuranons 34. Die 1 -Des- 
oxydiketose reagiert in alkoholischer Losung in gewissem 
Umfang zum Reduktonether, der sich unter Wasserabspal- 
tung und Einbau des sekundaren Amins zum Cyclopente- 
nonderivat 204 umlagert, das nucleophil vom Furanon 34 
angegriffen wird. Die Oxidation der Additionsverbindung 
ergibt dann das farbige Produkt 50. 

H O P  / -  H O G  
60 - 63 - 
* /N: 

OR 

204 K 

6 - - 4 8 -  34 2 - 50 

Aus Untersuchungen von Modellsystemen liegen umfang- 
reiche Kenntnisse iiber die Braunung bei Pentosen vor. Aus 
den Strukturen der gelben Hauptprodukte 77a und 77b, die 
beim Erhitzen von Pentosen mit primaren Aminen entste- 
hen" 361, la5t sich die Kondensation des Hydroxyfuranons 
34 mit Furfural bzw. Pyrrolaldehyd ableiten. Auf die Bil- 

i= 0 
34 - -  

HC-OH 
I 

H,C-OH 

77b: X =  N- 

dung des farbigen Produkts 35 aus Pentosen und sekundaren 
Aminen wurde bereits in Abschnitt 2.5.1 hingewiesen. In den 
Strukturen 77a, 77b und 35 findet man das Furanon 34 als 
Fragment. Diese Verbindung kondensiert bereits unter mil- 
den Bedingungen auch mit weniger reaktiven Aldehyden 
und Ketonen zu farbigen Verbindungen des Typs 77, dariiber 
hinaus erhalt man mit reaktiven Carbonylverbindungen 
auch Produkte der Struktur 205f621. Wenn man beriicksich- 
tigt, daB 34 unter giinstigen Bedingungen in Ausbeuten iiber 

77 205 

5 YO (bezogen auf die umgesetzte Pentose) entstehen kann, 
dann spielt diese Verbindung eine zentrale Rolle bei der 
Farbbildung. Ein weiteres farbiges Pentoseprodukt ist das 
Pyranon 206" 341. 3- und 1 -Desoxydicarbonylverbindungen 
lassen sich als Vorstufen von 206 formulieren. 

H? 0 Hzcw 0 CH, 206 
0 

Spaltprodukte sind nicht nur an der Bildung fliichtiger 
Maillard-Produkte beteiligt, man findet sie auch in den 
Strukturen von farbigen Verbindungen. Die gelben Substan- 
zen 207 und 208 wurden aus Umsetzungsgemischen von pri- 
maren Aminen rnit Dihydroxyaceton, Pentosen und Hexo- 
sen isoliert [341. Wie zu erwarten, steigt die Konzentration 
dieser Pyrrole in den Zuckerreaktionsgemischen, wenn die 
Umsetzung bei pH-Werten > 7 ablauft. Dihydroxyaceton 
und das nach Wasserabspaltung gebildete Methylglyoxal 
sind im Raucherrauch enthalten. Braunungsprodukte wie 
207 oder 208 sind demnach auch auf der Oberflache von 
gerauchertem Fleisch und Fisch zu erwarten. 

HO 

H z C W - C - C H 3  H,C-C-C 

8 "  I1 11 
0 0  

207 208 

Generell gibt es bei der Maillard-Reaktion noch weitere 
Moglichkeiten zur Farbbildung. So erhalt man aus Mail- 
lard-Produkten rnit einer Carbonylgruppe in Nachbarschaft 
zu einer Enolgruppe in Gegenwart von Metallen oft farbige 
Komplexe. WaDrige Eisen(m)-Salz-Losungen der Verbin- 
dungen 34,48,50,51,59,62,65,68 (R = H), 69 (R = H), 71, 
90, 101 und 209[1371 (Substanz 209 wird in Gegenwart von 
Oxidationsmitteln aus Aminoketosen erhalten) sind rot, vio- 
lett oder blau. Welche Bedeutung solchen farbigen Kom- 
plexen bei der Braunung von erhitzten oder gelagerten Le- 
bensmitteln zukommt, mu5 noch untersucht werden. 

HO 

Ferner bilden sich bei der Reaktion von u, P-Triketonen 
und a-Dicarbonylverbindungen mit Aminosauren und Pep- 
tiden farbige Produkte. Wie in Abschnitt 2.7 gezeigt, entste- 
hen iiber den Strecker-Abbau Aminoenole des Typs 130, die 
rnit weiteren a-Di- oder a ,  P-Triketonen zu farbigen Kon- 
densationsprodukten der allgemeinen Struktur 210 reagieren 

I I 
+ HN-&-CO,H o=c C- OH 

F = O  A - 130 + - It I 
o=c C -N=C 

1 1  
O= C 

I 

c=o 
I I 

210 

konnen [ I  3 8 1 .  Mit Peptiden erhalt man Verbindungen des 
Typs 211 I '  391. 
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I 
+ H,N-CH-CNH- diese Verbindungen jeweiis aus Umsetzungsgemischen von 

I I 1  I 1  Zuckern und Alkylaminen isoliert wurden.) 
I 11 I I  + I  I Nach demselben Prinzip diirfte das Pyrrolinon 218 auch C-N=C-CNH- C = N-C =CNH- c = o  rc, 
c=o  c-OH 0 C=O OH 

I I I direkt aus dem Aminoredukton 69a entstehen. Nach Was- 
2lla 

3.4. Haltbarkeit 

211b serabspaltung und Addition eines zweiten Molekiils fiihrt die 
Disproportionierung zu 218. Zumindest laBt sich iiber diesen 
Reaktionsweg die Bildung von 218 wahrend der Lagerung 
von 69a erklaren['431. 

Schon langer ist bekannt, daB Biere durch Substanzen 
gegen oxidative Veranderungen stabilisiert werden, die wah- 
rend des Darrens der angekeimten Gerstenkorner bei der 
dabei ablaufenden Maillard-Reaktion entstehen. Ohne zu- 
nachst deren Strukturen zu kennen, hat man diese Verbin- 
dungen Reduktone genannt. Das Trioseredukton 212 und 
die Reduktinsaure 213 lassen sich zwar aus Zuckern herstel- 
len, doch die Bildungsbedingungen (Erhitzen in alkalischer 
oder saurer Losung) haben fur Lebensmittel keine Bedeu- 

HC=O 

212 :-OH II pzz 213 
HC - OH 0 

- 218 
H3C N 69a - 

I CHI H,C I CH, 

Aus den Aminohexosereduktonen 69a erhalt man in sau- 
rer Losung in guten Ausbeuten unter anderem Methylenre- 
duktinsaure 222['45]. Der Nachweis von 222 in Zucker- 
Amin-Umsetzungsgemischen und Lebensmitteln steht noch 
aus; allerdings 1aBt die schnelle Kondensation mit Carbonyl- 
verbindungen zu Cyclopentendionen des Typs 223 sowie die 
leichte Dimerisierung zu 221 erwarten, daB Methylenre- 
duktinsaure in Umsetzungsgemischen schnell Folgereak tio- 
nen eingeht und sich so dem Nachweis entzieht. 

tung. Wie man heute weil3, sind es Reduktonether des Typs 
34,48,51,59,62 oder Aminoreduktone der Struktur 68,69, 
90 und 101, die, strukturell dem Vitamin C vergleichbar, als 
Stabilisatoren wirken. Uber die Bildung der Reduktone bei 
der Maillard-Reaktion wurde bereits berichtet (vgl. Ab- 
schnitt 2.5.2). Uber die Verbindungen, die von Reduktonen 

-Hoao;2 + o=c: 0 
o X c c :  H 

222 223 

bevorzugt reduziert werden, gibt es erste Ergebnisse. Umset- 
zungen von Ascorbinsaure oder Acetylformoin 62 mit Dia- 
cetyl fiihrten unter anderem zur Bildung von 3-Hydroxybu- 
tan-2-011, d. h. zur Reduktion von Dia~ety l~ '~ ' I .  Ubertragt 

Beim Erwarmen des Hydroxyfuranons 51 entsteht, wahr- 
scheinlich iiber Radikalzwischenstufen, das Dimer 2%[231. 
Nach langerer Lagerung wird das Pyranon 59 in groBerem 

man diese Reaktion auf die 1-Desoxydiketosen 6, dann laSt 
sich die Bildung der reduzierten Substanzen 51, 214[611, 
215'1411, 216['401, 217['421 und 218['431 sowie der oxidierten 
Verbindungen 219['4'1 und 220[1441 ableiten. (Die Reduk- 
tion der 1-Desoxydiketosen iiber den Strecker-Abbau von 
Aminosauren, vgl. Abschnitt 2.7.1, ist ausgeschlossen, da 

6 + 6a 

7% 

7% 

c = o  
c = o  

?-OH 

HF-OH 

216 

51 

$4 
;b y o  

HO-C- C-OH 

c=o c=o - 
I I 

I 

- -  
HC-OH HC-OH 

- N  

21L 215 

217 218 

y 3  y 3  

C-OH c=o - C-OH C=O 
I + I  

HC-OH C=O 

HC-OH HC-OH 

H,C-OH HF-OH 

II 

I 

I 1 1 

H,C 0 0 i HonoH 
219 

220 

Cy H3C 

Umfang zu 220 o ~ i d i e r t ~ ' ~ ~ ~ ,  einer Verbindung, die auch in 
erhitzten oder gelagerten Lebensrnitteln nachweisbar ist. 
h e r  welchen Mechanismus die Oxidation ablauft, ist noch 
nicht geklart. Man kann die Disproportionierung einer di- 
meren Zwischenstufe vermuten. Die Oxidation von 59 mit 
Iod oder Cur'-Salzen Ghr t  iiberwiegend zu Glycerinsaure 
und M i l c h ~ a u r e [ ~ ~ ~ .  

Bei Vergleichstests auf antioxidative Wirkung schneiden 
die Aminohexosereduktone 68 a besonders gut ab, jedoch 
spricht die verhaltnismaBig hohe Toxizitat gegen die Verwen- 
dung solcher Verbindungen in Lebensmitteln[147]. Zum 
Nachweis der Reduktone in Umsetzungsgemischen und Le- 
bensmitteln bietet sich die selektive elektrochemische Detek- 
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tion nach saulenchromatographischer T r e n n ~ n g [ ' ~ ~ '  oder 
die Kondensation rnit Hydrazinen zu Hydroxypyrazolen des 
Typs 225 an, die nach Derivatisierung gaschromatogra- 
phisch nachweisbar ~ i n d [ ' ~ ~ ] .  Carbocyclische Reduktone 
lassen sich nicht in Hydroxypyrazole iiberfiihren. Nach Um- 
setzung rnit Methanol/Toluolsulfonsaure erhalt man fliich- 
tige Methox yderivate 'I. 

I 
c=o 
I + NH,- NHCH, 

c-x 
I1  
c-on - - 
I , 225a 225b 

X = OH,OR,N, 

Es gibt zwar Hinweise darauf, daB bestimmte Melanoidi- 
ne antioxidativ ~ i r k e n [ ' ~ ~ ~ ,  doch fur die Annahme, daD die 
Wirkung von Reduktonstrukturen ausgeht, fehlt die experi- 
mentelle Bestatigung. 

3.5. Mutagene Substanzen 

Seit der Einfiihrung des Ames-Tests zum Nachweis muta- 
gener Verbindungen wurden etliche Umsetzungsgemische, 
Fraktionen und Maillard-Produkte untersucht. Die Ergeb- 
nisse aus Untersuchungen von Lebensmitteln[' "I, Aroma- 
konzentraten['52], Modellsystemen[' 531 und daraus gewon- 
nenen Fraktionen lassen sich meist nicht vergleichen und 
sind zum Teil widerspriichlich. Die Aufmerksamkeit richtet 
sich zur Zeit auf die Maillard-Produkte 172 und 173, deren 
cancerogene Wirkung inzwischen sehr gut belegt 
Probleme bereitet noch der schnelle und sichere Nachweis 
dieser Verbindungen, die in einigen Lebensmitteln im ppb- 
Bereich und darunter vorkommen. Im Abschnitt 2.8.5 wurde 
bereits auf MaDnahmen zur weitgehenden Unterbindung ih- 
rer Bildung hingewiesen. Eine gewisse Bedeutung in Lebens- 
mitteln haben auch die mutagenen und cancerogenen Tryp- 
tophanprodukte 150 und 151 [911. Mischungen dieser Verbin- 
dungen mit Melanoidinen, die aus Reaktionsgemischen von 
Glucose und Glycin abgetrennt wurden, zeigen deutlich ge- 
hemmte Mutationsraten im Ames-Test [1551. Welchen Wert 
solche Ergebnisse fur die Praxis haben, 1aDt sich noch nicht 
beurteilen. 

Schon langer bekannt ist die mutagene und zum Teil stark 
cancerogene Wirkung der Nitrosamine. In Lebensmitteln 
konnen sekundare Amine wahrend der Herstellung, Verar- 
beitung und Zubereitung mit zugesetztem Nitrit oder auch 
im Magen mit Nitrit aus der Speichelfliissigkeit zu Nitros- 
aminen reagieren. Im Verlauf der Maillard-Reaktion ent- 
stehen sekundare Amine (z. B. Amadori-Verbindungen). 
Nach Zugabe von Nitrit findet man bei Amadori- und 
Heyns-Produkten, abgesehen von der Tryptophanverbin- 
dung" 56a1, keine1'56b1, bei den Tryptophanderivaten des 
Typs 226 (Strukturvorschlag)[15 und Nitrosothiazolidinen 

?NO 

226 R = H, CYOH 2 27 

der Struktur 227 dagegen eindeutig mutagene Wirkungl' 581. 

Allerdings miissen sowohl die Umsetzungsbedingungen als 
auch die Konzentrationen der Reaktionspartner beriicksich- 
tigt werden. Die Inkubation von Sojasauce mit der im Spei- 
chel maximal zu erwartenden Menge an Nitrit unter den im 
Magen vorliegenden Bedingungen fiihrt z. B. zu keiner er- 
hohten Mutationsrate bei den Teststammen, obwohl die Ver- 
bindungen 142 und 143 in verhaltnismaDig groDer Menge (50 
bzw. 10 ppm) in diesem Lebensmittel ~ o r l i e g e n ~ ' ~ ~ ~ .  

Kiirzlich wurde iiber die anticancerogene Wirkung von 
Maillard-Produkten berichtet[160J. Es wird vermutet, daD es 
zur Reaktion rnit Sauerstoff-Radikalen kommt, die dadurch 
abgefangen und dabei in weniger agressive Verbindungen 
umgewandelt werden. 

Im Ames-Test haben sich auch die Maillard-Produkte 18, 
25a und Methylglyoxal als mutagen und 145 und 146 als 
comutagen erwiesen['6'1. Wollte man z. B. die Bildung von 
Substanz 18 verhindern, miil3te man weitgehend auf das Er- 
hitzen von Lebensmitteln verzichten! 

3.6. Nahrwertminderungen 

Werden Proteine nach dem Erhitzen in Gegenwart von 
Zuckern verfiittert, dann kann es zu Wachstumsverzo- 
gerungen kommen. Umfangreiche Untersuchungen dariiber 
wurden mit Milchproteinen durchgefiihrt. Es stellte sich he- 
raus, dal3 durch Reaktion des Zuckers rnit der &-Aminogrup- 
pe der Lysinseitenkette teilweise Produkte gebildet werden, 
die der Organismus nicht mehr verwerten kann. Dies ist 
gleichbedeutend mit einer Nahnvertminderung, da die essen- 
tielle Aminosaure Lysin betroffen ist. Eindeutig bewiesen ist, 
daD die Bildung des Amadori-Produkts 3c dazu fiihrt, daD 
nach Proteolyse des Proteins im Verdauungstrakt das Lysin- 
derivat 3a fur den Organismus wertlos ist[1621. Diese Ergeb- 
nisse fiihrten dazu, daD bei der Herstellung von Milchpul- 
vern und anderen bevorzugt in der Kinderernahrung 
eingesetzten Produkten darauf geachtet wird, die Lysinscha- 
digung moglichst gering zu halten. Die guten Komplexie- 
rungseigenschaften der Amadori-Produkte fiihren z. B. zu 
einer vermehrten Zn-Ausscheidung im Urin nach parentera- 
Ier" la]  oder oraler Gabe dieser Verbindungen. Bei ora- 
ler Zufuhr der Reaktionsgemische stellte sich heraus, daD 
auch Folgeprodukte der Aminoketosen diese Eigenschaften 
haben (vgl. Substanz 71)['641. 

Die Resorptionsrate von hohermolekularen Maillard- 
Produkten aus Umsetzungsgemischen von Pentosen und He- 
xosen rnit Aminosauren ist bei Ratten sehr niedrig['651; bei 
Braunungsgemischen von Proteinen und Zuckern ist sie ho- 
her. Die enzymatische Hydrolyse des Proteins im Verdau- 
ungstrakt ist durch die Maillard-Reaktion zwar beeintrach- 
tigt, aber nicht unterbunden['661, 

3.7. Hemmung der Maillard-Reaktion 

Werden sterile Losungen von Glucose und Aminosauren 
zur Herstellung von Infusionslosungen zur parenteralen Er- 
nahrung kalt gemischt und bei 2 ° C  im Kiihlschrank gela- 
gert, kann man nach zwei bis drei Wochen Aminoketosen des 
Typs 3 nachweisen und nach zwei Monaten bereits eine leich- 
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te Gelbfirbung feststellen["f. Diese Situation IaBt sich auf 
vide Lebensmittel ubertragen. Sol1 die Maillard-Reaktion 
unterdriickt werden, so laDt sich dies durch Zusatz von Sulfi- 
ten[1671 oder unter bestimmten Voraussetzungen durch Ab- 
senken des Wassergehaltes oder der Wasseraktivitat errei- 
chen11681. Allerdings sind diese Verfahren nicht auf alle 
Lebensmittel anwendbar. 

Es ist schon langer bekannt, daD Schweflige Saure die 
Maillard-Reaktion hemmt. Man kann annehmen, daD es zur 
Addition des Sulfits an Carbonylgruppen k ~ m m t ~ ' ~ ~ " ~ .  Die- 
se sind dann blockiert und stehen fur Folgereaktionen nicht 
mehr zur Verfiigung. Die Reaktionen sind nicht immer rever- 
sibel, denn ein Teil des Sulfits bleibt z. B. in hohermolekula- 
ren Reaktionsprodukten g e b ~ n d e n " ~ ~ ~ ] .  Eines der wenigen 
bisher isolierten und identifizierten Produkte hat die Struk- 
tur X?81169a1. Man kann annehmen, daB das Zwischenpro- 
dukt 17 mit Sulfit reagiert hat. Die Maillard-Reaktion wird 
auch durch Schwefel(rr)-Verbindungen wie Thioglycolsaure 
oder Cystein gehemmt11701. Da der Zusatz von S-haltigen 
Verbindungen starke Aromaveranderungen in Lebens- 
mitteln erwarten IaOt, ist deren Einsatz in der Praxis kaum 
moglich. 

HC-0 

c=o I 

I 

FH2 220 
HC - SO,H 

HC-OH 

H$ - OH 

Auf die Hemmung der Maillard-Reaktion in vivo durch 
Aminoguanidin wird in Abschnitt 6.2 eingegangen. 

4. Bildung yon Amadori-Produkten 
unter physiologischen Bedingungen 

4.1. Reaktion von Glucose mit Proteinen 

DaD die Maillard-Reaktion auch in vivo ablauft, wurde 
erst durch die Entdeckung der chromatographischen Hete- 
rogenitat des Hamoglobins deutlich. So wurden bei der 
Chromatographie von humanem Hamoglobin an schwach- 
sauren Ionenaustauschern drei Hamoglobinfraktionen 
(HbA,,, HbA,, und HbA,,) vor der Hauptfraktion HbA, 
e l ~ i e r t " ~ ' ~  (Abb. 1). Diese schnellen Hamogiobine (Sam- 
melbegriff HbA,), die normalerweise nur 5 5 8 %  des Ge- 
samt-Hamoglobins ausmachen, haben die gleiche Amino- 
sauresequenz wie HbA,. Sie unterscheiden sich nur durch 
zusatzliche, kovalent gebundene niedermolekulare Substan- 
Zen. Die Strukturaufklarung des HbA,, erweckte besonderes 
Interesse, als zufallig gefunden wurde, daD diese Substanz 
vermehrt im Blut von Diabetikern ~ o r k o m m t [ " ~ ~ .  Durch 
Periodatspaltung konnte nachgewiesen werden, daD die in 
HbA,, gefundene Hexose als 1 -Amino-1 -desoxyfructose 3 b 
am N-terminalen Valin der P-Kette des Hamoglobins gebun- 
den ist1174f. Da HbA,, auch durch in-vitro-Inkubation von 
HbA, und Glucose erhalten werden kann["51, war klar, dal3 
die Synthese von HbA,, iiber die Addition von Glucose an 
die N-terminale Aminogruppe des Hamoglobins zur Schiff- 

Fraktionen 

Abb. 1. Elutionsprofil von humanem Hamoglobin nach Chromatographie an 
schwach saurem Ionenaustauscher. Bei der Chromatographie eluiert die Hamo- 
globinfraktion HbA,., die Glucose in Form von 3benthalt. vor der Hauptfrak- 
tion HbA,. Neuerdings wurde gezeigt. daO die HbA,-Fraktion auch fructosy- 
liertes Hamoglobin enthalt. bei dem allerdings die Glucose in Form von 39 
gebunden ist[172a]. Die Zusammensetzung der Hamoglobinfraktionen HbA,. 
und HbA,, sind zum Teil noch nicht bekannt. Die schrafierten Bereiche kenn- 
zeichnen Erhohungen bei erhohten Blutglucosekoluentrationen. &, = Ab- 
sorption bei 405 nm. 

schen Base 1 und nachfolgende Amadori-Umlagerung zu 3 
verlauft. Diese Reaktion wird als nichtenzymatische Gluco- 
sylierung von Proteinen bezeichnet. Im angelsachsischen 
Sprachraum wird neben der Bezeichnung ,,nonenzymatic 
glucosylation" auch ,,glycation" verwendet. 

Der Begriff ,,Fructosamin" wird im medizinischen 
Sprachgebrauch synonym fur 1 -Amino-1 -desoxyfructose 3 
verwendet. Nachfolgend soll, da  die entstandene Amadori- 
Verbindung immer eine 1 -Amino-1 -desoxyfructose ist, von 
Fructosylierung gesprochen werden. Bevorzugte Fructosy- 
lierungsstelle ist beim Hamoglobin der Aminoterminus der 
P-Kette. Der Arninoterminus der a-Ketten wird 8- lOmal 
weniger fructosyliert I' 721. Von den 22 E-Aminogruppen der 
a- und P-Ketten werden drei bevorzugt fructosyliert. Es fallt 
auf, daD die nichtenzymatische Fructosylierung eine uner- 
wartete Spezifitat zeigt, bei welcher der pK,-Wert der Amino- 
gruppen anscheinend eine untergeordnete Rolle spielt. Als 
Ursache fur diese Spezifitat wurde eine limitierende sterische 
Zuganglichkeit der Glucose zur reaktiven Aminogruppe dis- 
kutiert. Inzwischen gibt es Hinweise darauf, daD die Spezifi- 
tat auch mit einer Saure-Base-Katalyse der Amadori- 
Umlagerung durch nahegelegene Protonendonor-Acceptor- 
Gruppen erklart werden kann1'721. Wie in Gleichung (1) 
allgemein dargestellt ist, reagiert Glucose (G) mit den freien 
Aminogruppen eines Proteins (P) unter Bildung einer Schiff- 
schen Ease 1. Nach Umlagerung zur relativ stabilen Amino- 
fructose 3c bleibt das fructosylierte Protein im Korper, bis es 
abgebaut ~ i r d " ~ ~ 1 .  Die jeweils im Korper vorhandene Men- 
ge an fructosyliertem Protein stellt die ,,steady-state"-Kon- 
zentration [3c], dar. 

(1) 
k ,  k G + P 1 "L, 3c A Abbauprodukte 

k L k - 2  

Im stationaren Zustand gilt, wenn k-, < k2[1651, Glei- 
chung (2). 
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Die Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion ist durch 
Gleichung (3) gegeben, und die der Abbaureaktion betragt 
k ,  . Die Proteinhalbwertzeit laBt sich durch die Beziehung 
I , , ,  = In2/k, berechnen. Der Anted des fructosylierten Pro- 
teins (Fructosylierungsgrad) 1st also im stationaren Zustand 
proportional der Glucosekonzentration und dem Verhaltnis 
der Bildungs- und Abbaukonstanten. Da der Fructosylie- 
rungsgrad im stationaren Zustand und die Geschwindig- 
keitskonstante k2  fur jedes Protein gemessen werden kon- 
nen, IaDt sich bei gegebener, konstanter Glucosekonzen- 
tration (im menschlichen Korper ca. 4.4 mM) die Abbaukon- 
stante und damit auch die Proteinhalbwertzeit berechnen. 
Umgekehrt ist bei Kenntnis der Abbaugeschwindigkeit der 
Fructosylierungsgrad eines Proteins ein MaD fur die Gluco- 
sekonzentration, der dieses Protein wahrend seiner ,,Lebens- 
zeit" ausgesetzt war. 

Weiterhin mussen folgende Voraussetzungen gegeben 
sein: 1. Das Protein muB in vivo fur die Glucose frei zugang- 
lich sein (gilt fur Blutproteine und Proteine insulininsensiti- 
ver Zellen, bei denen der Glucoseeintransport schneller als 
der Glucoseverbrauch ist). 2. Die in-vivo-Kinetik mu13 der 
in-vitro-Kinetik entsprechen. Die Fructosylierung kann 
dann als endogene, nicht radioaktive ,,Markierung" von 
Proteinen angesehen werden, die zur Abschatzung der Pro- 
tein-Halbwertzeit verwendet werden kann. 

Bestimmt man den Fructosylierungsgrad im stationaren 
Zustand von menschlichen Proteinen, die aus Serum von 
Normalpersonen gereinigt wurden, und miDt in vitro die ent- 
sprechende Geschwindigkeitskonstante k; , so kann die Pro- 
teinhalbwertzeit berechnet werden [' 761. Einige Ergebnisse 
sind in Tabelle 1 wiedergegeben. Die uber die in-vitro-Kine- 

Tabelle 1. Vergleich der berechneten Halbwertzeit I , , ~  von Proteinen rnit be- 
kannten Werten. Die Geschwindigkeitskonstante k; und der Fructosylierungs- 
grad im stationaren Zustand wurden in vitro ermittelt. 

mittlerer k;  dl 
Fructosylierungsgrad [mM- * berech- nach [177] 

nmol lys-fru mol lys-fru d - '  mg-'1 net [b] 
[a] pro mg pro mol 
Protein Protein 

Albumin 3.6 0.25 0.04 14.04 12-20 
y-Globulin 1.6 0.25 0.017 14.6 15-26 

LDL[cj 1.2 0.5 0.04 4.68 3.1-3.4 
HDLld] 1.8 0.1 0.05 5.62 4.2-4.8 
Himoglobin 2.0 0.13 0.023 13.6 70 

[a] Bindung an c-Aminogruppen von Lysinen; Struktur 3c. [b] Aus r I i 2  = In 
2/k, .  [c] Low Density Lipoprotein (Cholesterin-transportierendes Protein). 
[d] High Density Lipoprotein (Cholesterin-abtransportierendes Protein). 

Fibrinpeptid 0.86 0.2 0.048 3.0 4-5.5 

tik berechneten Halbwertzeiten von Serum-Proteinen stim- 
men gut mit beschriebenen Werten['771 Bberein. Der niedrige 
Wert fur Hamoglobin hangt damit zusammen, daD das Ha- 
moglobin im roten Blutkorperchen nicht in Losung, sondern 
als Konzentrat vorliegt (330 mg mL-'!). 

Bei Uber- oder Unterfunktion der Schilddruse, bei denen 
der Proteinturnover erhoht bzw. vermindert ist, wurde tat- 
sachlich ein verrninderter bzw. erhohter Fructosylierungs- 
grad des cholesterintransportierenden menschlichen Serum- 
lipoproteins LDL gefunden['76bl. Besonders interessant ist 
die Beobachtung, daD der Fructosylierungsgrad des LDL 
von Normalpersonen rnit dem LDL-Cholesterinblutspiegel 
korreliert : Eine Verdoppelung des LDL-Spiegels geht in et- 

wa rnit einer Verdoppelung des Fructosylierungsgrades des 
LDL einherr176bJ (vgl. Abschnitt 5.2). Abbildung 2 zeigt Er- 
gebnisse einer Modellreaktion, die den in-vivo-Proteinturn- 
over ~ i m u l i e r t [ ' ~ ~ ~ ' .  Es wurde eine Albuminlosung rnit zwei 
Glucosekonzentrationen inkubiert und taglich 1 /20 der Lo- 
sung durch Ausgangsmedium ersetzt. Diese tagliche ,,Ab- 

I 0 

t l d l  - 
Abb. 2. Simulation des menschlichen Proteinturnovers im Reagensglas. Hu- 
manes Serumalbumin wurde mi1 7.2 (A) b m .  14.4 (B) mM D-GIUCOSZ inkubiert. 
Taglich wurde 1/20 des Inkubationsansatzes entnommen und durch Ausgangs- 
medium ersetzt. Weitere Einzelheiten sind im Text beschrieben. 

baumenge" von 5% entspricht einer Halbwertzeit von 13.8 d 
bei einer Eliminierungskinetik erster Ordnung. Als Grenz- 
konzentration nvischen normalen und erhohten Blutzucker- 
werten wurde 7.2 mM, als diabetische Konzentration wurde 
14.4 mM Glucose gewahlt. Nach 40 d ist das Gleichgewicht 
annahernd eingestellt. Der Fructosylierungsgrad fur 7.2 mM 
Glucose betragt im stationaren Zustand 5.1 nmol lys-fru pro 
mg Albumin, wahrend bei der doppelten Glucosekonzentra- 
tion etwa der doppelte Fructosylierungswert erhalten wird 
(lys-fru kennzeichnet Struktur 3c). Aus diesen Werten kann 
man abschatzen, daD zur in-vitro-steady-state-Fructosylie- 
rung von 3.6 nmol pro mg Albumin eine Glucosekonzentra- 
tion von ca. 5 mM notig ware. Diese Glucosekonzentration 
stimmt gut rnit der mittleren Glucosekonzentration von 
Normalpersonen (4.4 mM) uberein, d. h. die in-vitro-Reak- 
tionsbedingungen geben die Verhaltnisse im Korper relativ 
gut wieder. 

4.2. Strukturvergleich von enzymatisch glycosylierten 
und nichtenzymatisch fructosylierten Proteinen 

In vielen Glycoproteinen sind Kohlenhydrate (z. B. Galac- 
tose) 0-glycosidisch an Serin oder Threonin der Peptidkette 
gebunden (vgl. Struktur 229). Bislang wurde nur ein Typ 
einer N-glycosidischen Bindung charakterisiert : die N-gly- 

229 $=O 
230 
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cosidische Bindung von N-Acetylglucosamin r 1  781 an das 
Amidstickstoffatom von Asparagin (vgl. Struktur 230). 

Die Fructosylierung von Proteinen findet dagegen im we- 
sentlichen an den freien Aminogruppen der Lysinreste 
~ t a t t ' ' ~ ~ ]  (vgl. Struktur 3c und Abschnitt 4.1). Die Konfor- 
mation von fructosylierten Proteinen in waDriger Losung 
wurde '3C-NMR-spektroskopisch untersucht r1801. Als Mo- 
dellprotein wurde RNase A aus Rinderpankreas verwendet. 
Entsprechend der Ringbildung freier Hexosen liegen die Pro- 
tein-gebundenen Hexosen fast ausschlieBlich cyclisiert vor. 
Sowohl das Glucosylamin 1 als auch das Ketosamin liegen 
bevorzugt als P-Anomer in pyranosider Form vor (siehe 
Strukturformeln in Abschnitt 2.4). Da die Referenzverbin- 
dungen N-a-Formyl-E-fructoselysin und fructosyliertes Po- 
ly-L-lysin entsprechende Resonanzen wie fructosyliertes En- 
zym (RNase) zeigten, scheint der Einflul3 der Proteinmatrix 
auf die Konformation der Hexose gering zu sein. 

4.3. Methoden zur quantitativen Bestimrnung 
von fmctosytierten Proteinen 

Da viele in der Lebensmittelchemie angewendete Metho- 
den fur den Nachweis und die Bestimmung der in vivo fruc- 
tosylierten Proteine vie1 zu unempfindlich und zu unspezi- 
fisch sind, wurde eine Reihe von alternativen Methoden 
entwickelt. Die meisten der in Abbildung 3 dargestellten 
Nachweisreaktionen verlaufen nicht stochiometrisch; sie 

82a 

f 6 N  HCI. 100°C 

\ 
Anttkorper Ant tgen- 

Antikorper- 

Elek trophorese. Oxtdationsproduk te 
Chromatographie 

Abb. 3. Reaktionswege zurn Nachweis von fructosylierten Proteinen. Auf der 
rechten Seite sind die Reaktionswege, die unter Veranderung der Struktur 3 und 
auf der linken Seite die Reaktionswege, die ohne Veranderung von 3 ablaufen, 
dargesrellt. 

sind daher keine absoluten, sondern relative MeDmethoden. 
Theoretisch sollte eine Quantifizierung von 3 im Proteinver- 
band nach Hydrolyse des Proteins moglich sein. Allerdings 
ist 3 unter stark sauren Hydrolysebedingungen nicht stabil ; 
man erhalt ca. 50% freies Lysin und ca. 30% 82a (vgl. Ab- 
schnitt 2.5.4). Es konnte gezeigt w e r d e r ~ [ ~ ~ ] ,  daB das mit 
einem Aminosaureanalysator gemessene 82 a als MaB fur 
die Hitzeschadigung von Lebensmitteln, insbesondere von 
Milchprodukten, durch nichtenzymatische Braunung ver- 

wendet werden kann. Wesentlich geringere Mengen an 82 a 
lassen sich durch HPLC-Analyse nachweisen [''I1. Mit Hilfe 
dieser Methode konnen noch 50 pmol3 c in 5 - 25 pg Protein 
spezifisch und prazise bestimmt werden. Ein weiterer Vorteil 
der Methode ist, daB auch unlosliche Gewebe (2. B. Collage- 
ne) untersucht werden konnen. 

Fructosylierte Proteine konnen auch nach Reduktion mit 
Natriumborhydnd zu 231 und Hydrolyse - dabei dehydrati- 
siert 231 betrachtlich - im Aminosaureanalysator bestimmt 

? H I  

HC- OH 
HO-CH 

I 
HC-OH 

HC- OH 

H,C-OH 

231 

werden, wobei zur Erhohung der Sensitivitat meist tritiiertes 
Natriumborhydrid notig ist. Die in der Lebensmittelchemie 
ubliche Bestimmung von 18, das nach leicht saurer Hydroly- 
se aus 3 entsteht (vgl. Abschnitt 2.5.2), kann nur unter spe- 
ziellen Bedingungen genutzt werdenI'''. 

Relativ friih wurde das charakteristische Reduktionsver- 
halten von Amadori-Verbindungen zu ihrem Nachweis ge- 
n ~ t z t ~ ~ ~ *  '1. In alkalischer Losung enolisiert 3 zum stark redu- 
ziereaden Enaminol5, das sich durch Redoxindikatoren wie 
Dichlorphenolindophenol nachweisen und quantifizieren 
1aDt. Da das entstehende Redukton ebenfalls reduzierende 
Eigenschaften hat, ist erstens die Stochiometrie der Reaktion 
nicht eindeutig und zweitens der Endpunkt der Reaktion 
nicht klar definiert. Zur Losung dieser Probleme wurde vor- 
geschlagen, die Reaktion kinetisch unter Verwendung von 
Nitrotetrazoliumblau als Reduktionsmittel zu messen r'841. 

Dabei zeigte sich, daD bei pH = 10.3 weder Glucosylamine 
noch freie Glucose merklich mitreagieren. Durch entspre- 
chende Wahl des Zeitfensters IieD sich die Spezifitat verbes- 
sern, da  andere reduzierende Substanzen im menschlichen 
Serum im wesentlichen innerhalb der ersten zehn Minuten 
reagieren. 

Die zur Entdeckung der fructosylierten Hamoglobine fiih- 
rende pKa-Anderung des Valin-fructosylierten Hamoglobins 
3b wurde anfangs verwendet, um 3b durch Ionenaustausch- 
chromatographie, Elektrophorese oder isoelektrische Fo- 
kussierung zu trennen und zu quantifizieren" 851. Da, wie 
bereits erwahnt, die meisten Proteine im wesentlichen an den 
c-Aminogruppen der Lysine fructosyliert sind (vgl. Struktur 
3a), die eine wesentlich geringere pKa-Anderung aufweisen, 
sind diese Methoden nicht allgemein anwendbar (vgl. 
Abb. I). Versuche, 3 mit Phenylhydrazin als Carbonyl- 
reagens nachzuweisen, scheiterten wegen ungenugender Re- 
aktivitat und Sensitivitatt'861. 

Obwohl viele Protein-gebundene Zucker aukrordentlich 
antigen sind, zeigten friihe Versuche, daD 3 nur nach Reduk- 
tion zu 231 antigen ist. Die Bindung der gegen 231 gerichte- 
ten Antikorper ist aber, wahrscheinlich wegen sterischer 
Hinderung, nicht bei allen fructosylierten Proteinen quanti- 
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tativ, so daD die Methode nicht allgemein anwendbar 
ist I 1  871. 

Fructosylierte Aminosauren und Peptide binden unter Bil- 
dung von Borsaureestern spezifisch matrixgebundene Bor- 
saure (vgl. Abb. 3) und konnen nach Elution rnit Saure oder 
Sorbit quantifiziert werden" Dieses Verfahren ist aber 
nur fur wenige Proteine anwendbar - wahrscheinlich wegen 
sterischer Hinderung. Eigene Untersuchungen zeigten, daD 
Borsaureester auch rnit substituierten Phenylboronsauren in 
homogener waDriger Losung gebildet ~ e r d e n 1 ~ ~ ~ 1 .  Da sich 
das Absorptionsmaximum von 232 nach Esterbildung zu 
kiirzeren Wellenlangen verschiebt, kann 3 photometrisch 

quantifiziert werden. Die vielen beschriebenen Methoden 
zeigen, daD es keine allgemein anwendbare Methode zur pra- 
zisen und spezifischen Bestimmung von fructosylierten 
menschlichen Korperproteinen gibt, so daD die jeweils geeig- 
nete Methode fur das zu messende Protein auszuwahlen ist. 

4.4. Vorkommen fructosylierter Proteine 
im menschlichen Blut und Gewebe 

Erst in diesem Jahrzehnt wurde erkannt, daB viele 
menschliche Proteine fructosyliert sind. Vor etwa zehn Jah- 
ren wurde gezeigtltgol, daB auch humanes Serumalbumin 
fructosyliert ist. Wie bei Hamoglobin findet man auch beim 
Albumin eine relative Spezifitat des Fructosylierungsortes. 
Nur 9 von 55 E-Aminogruppen sind meBbar fructosyliert, 
davon ist Lys-525 am starksten betroffen (50% der Ge- 
samtfructosylierung). Weitere Werte fur Blutproteine sind in 
Tabelle 1 zusammengestellt. Da Diabetiker hohere Blutzuk- 
kerspiegel (Faktor ca. 2-5) haben, konnen manche Proteine 
von Diabetikern pro mol mehr als 1 mol Fructose gebunden 
enthalten. Naturlich sind auch andere Plasmaproteine wie 
a,-Antitrypsin, Fibronektin, Plasminogen, Antithrombin- 
111, ApoE, ApoC I1 meDbar, aber unter anderem wegen ihrer 
geringen Halbwertszeit (Stunden, 1-3 d)  nur gering fructo- 
syliert"gl! Nicht nur die gelosten Proteine, sondern auch 
membrangebundene Proteine werden fructosyliert, wie am 
Beispiel der Erythrocytenmembranproteine gezeigt wur- 
de11g2]. Bei menschlichen Gewebeproteinen hangt der Fruc- 
tosylierungsgrad auch davon ab, o b  die Glucose Zutritt zu 
den Proteinen hat (z. B. bei extrazellularen Proteinen wie 
Bindegewebe) oder o b  (2. B. bei intrazellularen Proteinen) 
die Glucosekonzentration in der Zelle sehr niedrig ist. Dies 
gilt vor allem fur insulinsensitive Gewebe, d. h. Gewebe, bei 
denen die Glucoseaufnahme Insulin-reguliert ist. Entspre- 
chend wurden weder in Herz- noch in Skelettmuskeln Hin- 
weise fur eine Fructosylierung der Proteine g e f ~ n d e n [ ' ~ ~ l .  

Dagegen konnte 3c in Insulin-insensitiven Geweben wie 
Nervengewebe nachgewiesen werden[1931. Besonders gut un- 
tersucht sind Gewebe, die Collagene enthalten. In Abbildung 
4 ist der Gehalt an 3c in Sehnen, Aortenwand, in Lungenbin- 
degewebe und in glomerularen Basalmembranen wiederge- 
geben. Auch in Haut- und Knochengewebe sowie in Haaren 

und in Fingernageln wurde 3c nachgewiesen (vgl. Abschnitt 
6.1). Die Mittelwerte fur die Gewebe von Normalpersonen 
entsprechen in etwa einer Fructosylierung von 1-3% aller 
Lysinreste. Die Mittelwerte von Diabetikern streuen entspre- 
chend der unterschiedlichen Stoffwechseleinstellung starker 
als die von Nicht-Diabetikern. Die Fructosylierungsgrade 
verschiedener Gewebe korrelieren gut untereinander : Pa- 
tienten mit hoher Fructosylierung der Sehnen weisen auch 
eine hohe Fructosylierung der anderen Gewebe auf. Auch 
der mittlere Blutzuckerspiegel korreliert erstaunlich gut mit 
dem Fructosylierungsgrad der Gewebe. 

I I 
1x1 1111 1111 ,>,, 
Sehnr Aorta 

Media-lolimal anerien 

. 

a 

Abb. 4. Nichtenzymatische Fructosylierung von Geweben diabetischer (0) 
und nichtdiabetischer (0) Patienten. Der eingezeichnete Querstrich stellt das 
jeweilige arithmetrische Mittel dar. Die Fallzahlen sind in Klammern angege- 
ben. Die Werte sind als nmol lys-fru pro pmol Phenylalanin, das als Bezugs- 
grok dient, angegeben. Die glomerulare Basalmembran ist die aus Collagen 
bestehende Dialysemembran der Niere. 

Besonders interessant ist die Frage, ob das AusmaB der 
Fructosylierung der Proteine, insbesondere der Binde- 
gewebsproteine, im Laufe des Lebens zunimmt. Wahrend in 
einer Untersuchung[t941 eine Verdoppelung des Fructosylie- 
rungsgrades von menschlichem Sehnencollagen im Laufe des 
Lebens beschrieben wurde, zeigten Untersuchungen rnit spe- 
zifischeren Methoden eine geringere Erhohung (ca. 50 YO) 
der Fructosylierung von Sehnen- und Aortengewebe" 76b1. 
Eine sehr deutliche Abhangigkeit des Fructosylierungsgra- 
des vom Lebensalter ist dagegen bei den Linsenproteinen des 
Auges b e ~ c h r i e b e n [ ' ~ ~ ' .  

Da nach bisherigen Erkenntnissen fructosylierte Amino- 
sauren im Saugetierorganismus nicht metabolisiert werden 
konnen (vgl. Abschnitt 3.6) und da sie gut wasserloslich sind, 
sollten sie im wesentlichen uber den Urin ausgeschieden wer- 
den. Tatsachlich scheiden Normalpersonen betrachtliche 
Mengen an fructosylierten Aminosauren aus - etwa 0.1 bis 
0.3 mmol pro Tag[188* lg6l .  Da Nahrungsmittel zum TeiI er- 
hebliche Mengen an freiem oder gebundenem Fructoselysin 
3a bzw. 3c enthalten, war fraglich, o b  die ausgeschiedenen 
fructosylierten Aminosauren nicht teilweise daher stammen. 
Gegen diese Annahme spricht, daB nach 24stundigem Hun- 
gern die Ausscheidung unverandert war und nach 1Otagigem 
Hungern sogar anstieg. Dieser Anstieg ist auf erhohten Ei- 
weiBabbau (kataboler Zustand) zuruckzufuhren. Im Tierex- 
periment wurde gezeigt, daD von a u k n  zugefiihrte fructosy- 
lierte Aminosauren und Proteine von Mikroorganismen im 
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Darm abgebaut werden. Saugetiere konnen fructosylierte 
Aminosauren nicht verwerten. Diabetiker scheiden entspre- 
chend ihrer Stoffwechseleinstellung vermehrt Fructoselysin 
im urin aus1188. 1961 

4.5. Kommt es auch in vivo zu Folgereaktionen? Bildung 
von ,,Advanced Glucosylation End Products" (AGE) 

Besonders interessant war die Frage, o b  das Amadori- 
Produkt 3 - entsprechend der Braunungsreaktion bei lebens- 
mittelchemischen Prozessen - auch in vivo weiterreagiert 
und so einen moglichen Mechanismus des Alterns von lang- 
lebigen Proteinen im Korper aufzeigt. Als erster Hinweis 
wurde bei Sehnencollagen ein linearer Anstieg einer fur 
Braunungspigmente spezifischen Fluoreszenz mit dem Le- 
bensalter gef~nden ' '~ ' ] .  Proben von Diabetikern fielen nicht 
in den Normalbereich, sondern zeigten erhohte Fluoreszenz. 
Da 3 nicht fluoresziert, miissen Folgeprodukte entstanden 
sein. In Modellreaktionsgemischen von Rinderserumalbu- 
min und Glucose konnte nach 30 d eindeutig eine entspre- 
chende Fluoreszenz nachgewiesen werden" 981. Aus der nach 
Saurehydrolyse des Proteins erhaltenen Losung wurde das 
fluoreszierende Produkt 88 isoliert. Wie bereits in Abschnitt 
2.5.4 ausgefiihrt, diirfte es sich um ein Artefakt handeln. 
Inzwischen konnte der Pyrrolaldehyd 25b in einer Reihe von 
nativen Proteinen rnit einem spezifischen Antikorper nach- 
gewiesen und so das Vorkommen von Folgeprodukten von 3 
in vivo eindeutig gezeigt werden (Bildungsmechanismus 
vgl. Abschnitt 2.5.1). 

Als weiteres in vivo vorkommendes Abbauprodukt wurde 
Carboxymethyllysin 128 nachgewiesen (vgl. Abschnitt 
2.6.2). Damit kann die schon langer bekannte Ausscheidung 
von 128 im Urin['991 erklart werden. Diese Verbindung bil- 
det sich auch in Augenlinsen, wobei die Konzentration linear 
mit dem Alter a n ~ t e i g t " ~ ~ ] .  In vitro wurde die interessante 
Beobachtung gemacht, daB aus 3a unter Sauerstoffaus- 
schlul3 mehr Braunungspigment als unter Sauerstoffbeteili- 
gung, aber kein 128 entsteht["]. Man schlug daher vor, die 
Ausscheidung von 128 als allgemeinen Marker fur die Beur- 
teilung des Alters des extrazelluiaren Proteins und das Ver- 
haltnis der Ausscheidung von 3a/128 als Marker fur den 
oxidativen StreS im menschlichen Korper zu verwen- 

In einer Modellreaktion wurde inzwischen 39 als 
ein weiterer Pyrrolaldehyd nachgewiesen f2001, dessen mogli- 
cher Bildungsmechanismus bereits beschrieben wurde (vgl. 
Abschnitt 2.5.1). In Anwesenheit von Natriumsulfit akku- 
muliert Verbindung 39. In Abwesenheit von Sulfit bildet 39 
sehr schnell mit den freien Aminogruppen von Proteinen 
Quervernetzungen. Man kann annehmen, daB Verbindun- 
gen des Typs 233 entstehen. 

Inzwischen konnte auch aus menschlichen Sehnen das 
Maillard-Produkt 167 isoliert werden["']. Aus der Struktur 

dieses Quervernetzungsprodukts laDt sich ableiten, daD Ly- 
sin, Arginin und eine Pentose reagiert haben. Da bisher keine 
Kenntnisse iiber die Rolle von Arginin und von Pentosen bei 
der Maillard-Reaktion in vivo vorliegen, kann die Bedeu- 
tung von 167 fur die Quervernetzung von Proteinen noch 
nicht abgeschatzt werden. 

Die Maillard-Reaktion spielt nicht nur bei Proteinen, son- 
dern auch bei Nucleinsauren eine Rolle[20']: Die Inkubation 
von DNA rnit reduzierenden Zuckern fiihrt zur Bildung von 
braunen Fluoreszenzfarbstoffen, die ahnliche spektroskopi- 
sche Eigenschaften wie AGE-Proteine haben. Derart veran- 
derte DNA (AGE-DNA) zeigt nach Transskription spezi- 
fische Mutationen, die durch Insertionen oder Deletionen 
bedingt sind, sowie eine Quervernetzung zwischen Proteinen 
und DNA. O b  eine solche Protein-AGE-DNA-Quervernet- 
zung in menschlichen Zellen stattfindet, wurde bislang nicht 
bewiesen, ist aber nicht unwahrscheinlich. 

5. Fuhrt die Maillard-Reaktion zu Anderungen 
von Struktur und Funktion von Proteinen? 

5.1. EinfluS auf die Struktur von Proteinen 

Mit der Fructosylierung von Linsenproteinen, die aus 
Rinderaugenlinsen gewonnen wurden, geht eine Triibung 
des Linsenkristallins einher12021. Da diese Trubung bei An- 
wesenheit von Reduktionsmittel nicht auftritt, wird ange- 
nommen, daD die Fructosylierung eine Konformationsande- 
rung nach sich zieht, die reaktive Sulfhydrylgruppen 
exponiert und so eine Dimerisierung der Proteine ermog- 
licht. In Katarakten (Linsentrubungen) von diabetischen 
und galactosamischen Ratten konnten disulfidverbruckte 
Linsenkristallin-Aggregate nachgewiesen werden[2031. Da 
nach Ergebnissen anderer Studien Linsenkristalline zeit- und 
konzentrationsabhangig fructosyliert werden, liegt es nahe 
anzunehmen, daB die Maillard-Reaktion eine Rolle bei der 
Entwicklung einer Linsentrubung im Alter oder bei Diabeti- 
kern spielt. 

Da fur die Quervernetzung der langlebigen Bindegewebs- 
proteine Collagen und Elastin freie Lysingruppen von essen- 
tieller Bedeutung sind, wurde der Zusammenhang nvischen 
Fructosylierung und den Eigenschaften von Collagenen aus- 
fiihrlich untersucht. Bei der physiologischen Collagen-Quer- 
vernetzung oxidiert eine Lysyloxidase spezifisch einige we- 
nige Lysyl- und Hydroxylysylreste zu entsprechenden 
Aldehyden, die rnit E-Aminogruppen der benachbarten Col- 
lagenmolekule via Schiff-Basen-Bildung zu Vernetzungen 
fiihren. Die Reaktion von Glucose rnit einem der Lysin- oder 
Hydroxylysinreste miiljte die Reaktion inhibieren und so zu 
einer verringerten Quervernetzung der Collagene fiihren. 
Tatsachlich wurde aber der umgekehrte Effekt gefunden. 
Zur Erklarung der experimentellen Befunde miissen daher 
andere Mechanismen herangezogen werden. Wie bereits be- 
schrieben (vgl. Abschnitt 4.9 ,  konnen fructosylierte Lysin- 
gruppen Quervernetzungen iiber Folgeprodukte wie 39 und 
167 bilden. Solche unphysiologischen Quervernetzungen bil- 
den sich bei Collagenfasern zwischen benachbarten Molekii- 
len und erhohen die mechanische Stabilitat, vermindern aber 
die Loslichkeit durch Sauren oder Enzyme. Tatsachlich 
konnte in Modellversuchen gezeigt werden, daD Sehnen, die 
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mit Glucose inkubiert wurden, mechanisch belastbarer sind. 
Die Inkubation von Sehnen rnit Glucose simuliert die alters- 
abhangige Zunahme der SehnenzerreiBzeit r2041. Am Beispiel 
der RNase wurde gezeigt, daD das in vitro fructosylierte 
Enzym zeitabhangig di- und t r i m e r i ~ i e r t ' ~ ~ ' ~ .  Dabei bleibt 
die Quervernetzung selbst nach Entfernung der Glucose be- 
stehen und 1aDt sich durch gleichzeitige Inkubation rnit L-Ly- 
sin fast vollig verhindern. Als Reaktionsmechanismus wurde 
vorgeschlagen, daB eine Aminogruppe des Proteins mit 3a 
eines anderen Proteins kondensiert und so Quervernetzun- 
gen bildet (Struktur 13). Inzwischen konnte gezeigt werden, 
daD diese Quervernetzung auch zwischen verschiedenen Pro- 
teinen stattfindet['"* ' O 6 ] .  Wird Serumalbumin oder Im- 
munglobulin G zu Collagen gegeben, das vorher mit Glucose 
langere Zeit inkubiert worden ist, so werden sie kovalent 
gebunden. Tatsachlich findet man bei diabetischen Tieren 
etwa fiinfmal so vie1 Immunglobulin G an Collagen gebun- 
den wie bei nichtdiabetischen Tieren. Interessanterweise 
kann das cholesterintransportierende Serumlipoprotein 
LDL auf diese Art kovalent an fructosyliertes Collagen (z. B. 
in der Arterienwand) gebunden werden. 

5.2. EinfluE der Fructosylierung auf die Funktion 
von Proteinen 

Fructosyliert werden vor allem die freien &-Aminogruppen 
von Lysinresten im Proteinverband. Die Aminogruppen der 
Lysine sind in den aktiven Zentren zahlreicher Enzyme, Car- 
rier-, Bindungs- und Strukturproteine von essentieller Be- 
deutung. Auch bei Wechselwirkungen zwischen Proteinen, 
z. B. Hormon/Hormonrezeptor, Antigen/Antikorper, En- 
zym/Enzyminhibitor, spielen &-Aminogruppen eine wichtige 
Rolle. Daher ist die Hypothese attraktiv, daD eine Fructosy- 
lierung von Lysinresten, die sich an strategisch wichtigen 
Positionen befinden, zu einer Beeintrachtigung der Funktion 
des betroffenen Proteins fiihrt. Bei der in-vitro-Fructosylie- 
rung von Transaminasen nimmt die Aktivitat des Enzyms 
nicht ab['891. Offensichtlich ist das Lysin im aktiven Zen- 
trum, das rnit dem Cofaktor Pyridoxalphosphat eine Schiff- 
sche Base bildet, vor Fructosylierung geschiitzt. Dagegen 
verlieren Ribonuclease A nach 24stiindiger Inkubation rnit 
Glucose 50% und Kathepsin B sowie Papain nach zweiwo- 
chiger Inkubation ca. 70% der urspriinglichen Enzymaktivi- 
tat ['O']. Bei diesen Enzymen scheint die Fructosylierung des 
Lysins nahe dem aktiven Zentrum Ursache fur die Aktivi- 
tatsabnahme zu sein. 

Es kann aber auch zu Konformationsanderungen kom- 
men, wie am Beispiel der P-N-Acetyl-D-glucosaminidase aus 
Rinderniere gezeigt wurderZo8! Nach siebentagiger Inkuba- 
tion mit 44 mM D-Glucose nimmt die Enzymaktivitat bereits 
um die Halfte ab. Die getrennte Untersuchung der Iso- 
enzyme A und B ergab, daD das Isoenzym A fast vollstandig 
inaktiviert wird, wahrend B voll aktiv bleibt. Die funktio- 
nellen Anderungen sind von strukturellen Anderungen be- 
gleitet. So verandert sich nach Fructosylierung die elek- 
trophoretische Mobilitat. Das Molekulargewicht nimmt von 
130 auf 205 kDa zu. O b  die Aktivitatsabnahme und die 
strukturelle Veranderung auch in vivo auftreten, ist bislang 
nicht bekannt. Einige Ergebnisse weisen darauf hin, daD 
fructosylierte Proteine schlechter proteolytisch gespalten 
werden. So scheinen im Verlauf der nicht-enzymatischen 

Braunung die Vernetzungsreaktionen zwischen den Protein- 
ketten auch die enzymatische Spaltbarkeit von Proteinen zu 
hemmen (vgl. Abschnitte 3.6 und 5.1). Viele Arbeitsgruppen 
untersuchten den EinfluB der Fructosylierung auf die pro- 
teolytische Kaskade der Gerinnung. Die Inhibitorwirkung 
von Antithrombin I11 ist nach dreitagiger Inkubation mit 
100 mM Glucose betrachtlich vermindert; bei Inkubation mit 
400 mM Glucose wird die Thrombinaktivitat durch das so 
fructosylierte Antithrombin 111 nur noch zur Halfte ge- 
hemmt. Die eingeschrankte Funktion des Antithrombin 111 
f ihr t  zu erhohter Thrombinaktivitat und infolgedessen zu 
vermehrter Bildung von Fibrinpeptid. Je hoher das Fibrin- 
peptid fructosyliert ist, desto schlechter wird es durch Plas- 
min gespalten [2091. DaD die Fructosylierung eines Hormons 
auch seine Wirkung beeinflussen kann, wurde am Beispiel 
von Insulin gezeigt. Die eingeschrankte Wirkung des fructo- 
sylierten Insulins laDt sich an Fettzellen anhand der verrin- 
gerten Glucoseoxidation, einer vermehrten Fettsaureneubil- 
dung und reduzierter antilipolytischer Eigenschaften nach- 
weisenr2101. Da diese Effekte erst bei sehr hohem Fructosy- 
lierungsgrad auftreten, ist die Bedeutung der Ergebnisse fur 
die in-vivo-Situation wahrscheinlich nicht relevant. Das 
Cholesterin-transportierende LDL im menschlichen Blut 
enthalt normalerweise etwa 0.5 mol lys-fru pro Molekiil['9'b1. 
Nach in-vitro-Untersuchungen fiihrt die Modifikation von 
E-Aminogruppen des LDL zu einer verminderten Bindung 
an den Zellmembran-gebundenen LDL-Rezeptor[* ' ' I .  Diese 
verminderte Bindung, Aufnahme und Metabolisierung von 
LDL durch verschiedene menschliche Zellen konnte auch Fir 
fructosyliertes LDL in Abhangigkeit von der Menge der 
eingebauten Glucose gezeigt werden. Interessant ist, daB 
fructosyliertes LDL in humanen Makrophagen die Choleste- 
rinestersynthese stimulieren kann. Es ist daher moglich, daD 
die Fructosylierung von LDL und die entsprechenden Folge- 
produkte (AGE-Produkte) die Bildung von Schaumzellen 
begiinstigen (Makrophagen gelten als Vorstufe der Schaum- 
zellen der atherosklerotischen Plaques). O b  ein Zusammen- 
hang zur interessanten Beobachtung besteht, daD erhohte 
LDL-Cholesterinspiegel mit erhohtem Fructosylierungsgrad 
einhergehen (vgl. Abschnitt 4.1), ist bislang nicht bekannt. 

5.3. Immunogenitat fructosytierter Proteine 
und ihrer Folgeprodukte 

Mehrere Versuche, Antikorper gegen 3 im menschlichen 
Blut nachzuweisen, scheiterten. In Tierexperimenten waren 
fructosylierte Proteine wenig antigen (vgl. Abschnitt 4.3). Da 
die Menge an AGE-Produkten, die in den verschiedenen 
langfebigen Korperproteinen gefunden wurde, vie1 geringer 
ist, als man anhand der in-vitro-Studien erwarten wiirde, 
wurde untersucht, o b  im lebenden Organismus AGE-Protei- 
ne selektiv entfernt werden. Tatsachlich konnte nachge- 
wiesen werden, daD immunkompetente Zellen (Makropha- 
gen) einen hochaffinen Rezeptor haben, der AGE-Proteine 
bindet, in die Zelle aufnimmt und abbautr2''! Dieser Rezep- 
tor fur AGE-Proteine konnte aus der Makrophagenmem- 
bran herausgelost und angereichert werden. Allerdings 
scheint dieses AGE-Protein-Abbausystem nicht vollstandig 
effizient zu sein, denn die Alterungsprodukte akkumulieren 
iiber das gesamte Leben des Individuums als Funktion der 
Zeit und des Blutglucosespiegels. 
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6. Medizinische Aspekte der Maillard-Reaktion 

6.1. Die Maillard-Reaktion zur Beurteilung der 
diabetischen Stoffwechsellage 

Der Fructosylierungsgrad von Proteinen im menschlichen 
Korper ist im stationaren Zustand der Proteinhalbwertszeit 
und der Glucosekonzentration proportional (vgl. Abschnitt 
4.1). Daher laBt sich - konstante Proteinhalbwertszeit vor- 
ausgesetzt - die mittlere Glucosekonzentration, der dieses 
Protein wahrend seiner Lebensdauer im Korper ausgesetzt 
war, abschatzen. Der Fructosylierungsgrad eines Blutpro- 
teins laBt sich also zur retrospektiven Abschatzung des Blut- 
glucosespiegels verwenden. Die fructosylierten Proteine stel- 
len eine Art Blutzuckergedachtnis dar. Je nachdem, welchen 
Zeitraum man iiberschauen mochte, wahlt man ein Protein 
mit entsprechender Halbwertszeit aus. So eignet sich z. B. 
das Hamoglobin fur eine Blutzuckeriiberwachung der letz- 
ten zwei bis drei Monate, wPhrend die Bestimmung der fruc- 
tosylierten Serumproteine die durchschnittliche Blutglucose- 
konzentration der letzten zwei bis drei Wochen wider- 
spiegelt. Mit der Furosinmethode (vgl. Abschnitt 4.3) lassen 
sich sogar erhohte Glucosespiegel anhand des Fructosylie- 
rungsgrades von Fingernagel- oder Haarproteinen feststel- 
len12' 'I. Die Menge der fructosylierten Blutproteine ist somit 
ein MaD zur objektiven Erfassung der Stoffwechseleinstel- 
lung, von dem in der klinischen Praxis sowohl Arzt als auch 
Patient profitieren. Der Patient hat eine unbestechliche, mo- 
tivierende LeitgroBe, und der Arzt kann ohne grol3en Auf- 
wand iiber eine langere Zeit gemittelte Blutzuckerwerte in 
Erfahrung bringen, ohne einzelne Blutzuckerwerte zu be- 
stimmen. 

Da diabetische Spatschaden vor allem an Insulin-insensiti- 
ven Geweben auftreten, wurde die Fructosylierung dieser 
Gewebeproteine mit dem AusmaB der Spatschaden vergli- 
 hen['^']. Diabetiker rnit schweren Spatschaden an mehre- 
ren Organen wiesen einen hohen Fructosylierungsgrad des 
Sehnen- und des Aortengewebes auf. Dieses Ergebnis deutet 
auf einen Zusammenhang zwischen schlechter Stoffwechsel- 
fiihrung und der Entstehung diabetischer Spatschaden hin. 
Entsprechend zeigen Diabetiker rnit einem hohen Gehalt an 
AGE-Proteinen in vermehrtem AusmaB Schaden an Augen 
und Nieren[2'41. 

6.2. Intervention der Maillard-Reaktion in vivo 

Nachdem man die Maillard-Reaktion als eine der Ursa- 
chen der unerwiinschten glucoseabhangigen Proteinquerver- 
netzung im menschlichen Korper erkannt hat, sucht man 
nach Moglichkeiten, diese Reaktion zu unterbinden. Seit vie- 
len Jahren verwenden Lebensmittelchemiker Sulfit als Addi- 
tiv, um die Bildung von Maillard-Produktion zu verhindern 
(vgl. Abschnitt 3.7). Fur  die Verwendung im Korper wurde 
nach einer nichttoxischen Verbindung gesucht, die mit 3 
oder anderen Umlagerungsprodukten reagiert. Es konnte 
gezeigt werden, daD Aminoguanidin 234 die Bildung von 
AGE-Substanzen und die Quervernetzung von Proteinen so- 
wohl in vitro als auch in vivo inhibiert [2151. Nach Aminogua- 
nidingabe wurde keine Akkumulation von Immunglobuli- 
nen im Collagengeriist der Blutgerak von diabetischen 
Ratten beobachtet. Weitere Untersuchungen ergaben ver- 

minderte Quervernetzungen des Collagens und verminderte 
Anlagerungen von Cholesterin-transportierenden Lipopro- 
teinen an die Arterienwande. Toxizitatsstudien an Saugetie- 
ren und an gesunden Menschen zeigten, daB 234 relativ gut 
vertraglich ist. Es ist geplant, 234 als Medikament zur Ver- 
hinderung der durch die Maillard-Reaktion bedingten Quer- 
vernetzung fur die Entstehung sowohl von diabetischen 
Spatkomplikationen als auch von Alterungsschaden zu prii- 
fen. Es wird angenommen, daB Aminoguanidin bevorzugt 
rnit 3 zu Hydrazonen des Typs 235 reagiert. Bei in-vitro-Ver- 
suchen entsteht in gewissem Umfang das Triazin 236. Als 
Reaktionsweg ist die Retroaldolreaktion von 3 zu Methyl- 
glyoxal % und dessen Kondensation rnit Aminoguanidin 

H,N - NH HIC-NH- NH 
II 

+ YN-C C=N-N-C 
II 
NH 

I H I  
I 

3 

I HO-CH NH, 

1 23L 
HC -OH 

HC-OH 
235 

I 
H,C - OH 

1 
CH, NH 

1 

96 + 231 - C=N-NH-C :H - &  y 3  

I Y 
NHz 

I 
O=CH NH, 

236 

wahrscheinlich. Bei der Umsetzung des Hydroxyfuranons 62 
rnit Aminoguanidin im pH-Bereich 7-8 bildet sich das Hy- 
droxytriazin 237[2161. Man kann annehmen, daB aus 62 
Brenztraubensaure abgespalten wird, die dann rnit Amino- 

cu 

)H 1 ,N2 
H,C - F -COOH 

0 

guanidin zu 237 cyclisiert. In welchem Umfang die Triazine 
in vivo gebildet werden, muB noch gepriift werden. 

7. Zusammenfassung und Ausblick 

Auch 78 Jahre nach ihrer Entdeckung ist die Maillard-Re- 
aktion mit ihrer Fiille von Reaktionswegen und Produkten 
nicht annahernd aufgeklart. In der Lebensmittelchemie ist 
man bestrebt, die Maillard-Reaktion so ablaufen zu lassen, 
daD die Bildung von toxischen Produkten und die Minde- 
rung essentieller Bestandteile unterdriickt wird, wahrend ge- 
wiinschte Substanzen in optimalem Umfang entstehen. 

Obwohl erst vor einigen Jahren bekannt wurde, daD die 
Maillard-Reaktion auch im menschlichen Korper ablauft, 
ist bereits eine Reihe von strukturellen und funktionellen 
Veranderungen bei fructosylierten Proteinen nachgewiesen 
worden. Allerdings wird es auch in absehbarer Zukunft 
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schwierig sein, definierte Verbindungen aus der verwirrenden 
Vielfalt der Maillard-Produkte als Ursache fur den komplex 
ablaufenden AlterungsprozeD ausfindig zu machen. Derzei- 
tiges Ziel ist vor allem, die im menschlichen Organismus 
unerwiinschte Maillard-Reaktion zu hemmen und so die 
,,Verzuckerung" des Menschen und deren Folgen im Laufe 
seines Lebens zu verhindern. 

Fur die kritische Durchsich 1 des Manuskripts bedanken wir 
uns bei Prof Dr. K .  D .  Gerbitz, Dr. B. Olgemoller und Dip1.- 
Chem. S. Prytulla, fur die vielen kritischen Anmerkungen bei 
Prof. Dr. T Severin. 

Eingegangen am 21. Juni, 
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