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1 Einleitung

Das Biopolymer Stérke ist das wichtigste Kohlenhydrat der menschlichen Erndhrung und
einer der mengenméBig bedeutendsten organischen Naturstoffe. Die molekulare Struktur setzt
sich aus Amylose- (20-30 %) und Amylopektinmotiven (70-80 %) zusammen, welche aus a-
(1—-4)- und o-(1—6)-glykosidisch verkniipften Glucopyranoseeinheiten (Anhydroglucose-
einheiten, AGE) aufgebaut sind '),

Als wichtiger nachwachsender Rohstoft findet Stirke vielseitig Anwendung in der
Lebensmittel-, Papier-, Klebstoff-, Textil- und Waschmittelindustrie. Die Eigenschaften des
Polysaccharids sind je nach Einsatzgebiet {iber physikalische Modifizierung und chemische
Funktionalisierung der Hydroxylgruppen der AGE prizise einstellbar ™,

Infolge der Nichttoxizitdit und Bioabbaubarkeit konnte fiir Stirke eine Reihe von
Applikationen im biologisch/medizinischen Bereich erschlossen werden. Unter anderem
werden Hydroxyethylstarke und Stédrkeacetat als Wirkstofftrdger in Tabletten oder als
Blutplasmaexpander sowie Carboxymethylstirke als Tablettensprengmittel eingesetzt 7. In
der Peritonealdialyse (PD) haben kaltwasserlosliche, abgebaute Starke und Starkederivate als
osmotische Agenzien im Laufe der letzten Jahre ebenfalls Bedeutung erlangt. Gegenwartig
wird iiberwiegend Glucose als osmotisch wirksamer Bestandteil der Dialyselosung
verwendet, wobei auch die Stirke Icodextrin (zahlenmittlere Molmasse, M,, = 17.000 g/mol)
eingesetzt wird. Jedoch weisen diese osmotisch wirksamen Substanzen Nachteile wie kurze
Wirkungszeit (Glucose) oder Akkumulation im Gewebe (Icodextrin) auf, weshalb eine
Optimierung der Eigenschaften dieser Produkte unabdingbar ist.

Ziel der vorliegenden Dissertation ist die Synthese und die Charakterisierung verschiedener
wasserloslicher Stérkederivate, die als osmotisch wirksamer Bestandteil in PD-Lésungen
eingesetzt werden konnen. Die Losungen der Produkte in der Salzmatrix einer Dialyselosung
sollen eine geringe Viskositdt und im Vergleich zu den konventionellen Dialyseagenzien eine
verbesserte osmotische Wirksamkeit besitzen.

Da native Stirke kaltwasserunldslich ist und unter Erhitzen nur viskose Gele ergibt, ist die
Molmasse der Stirken (M,) auf einen Bereich < 10.000 g/mol einzustellen und die Produkte
mit geringer Molmasse sind hinsichtlich ihres Verzweigungsgrades und aller enthaltener
Strukturelemente detailliert zu analysieren.

Um die Stabilitat der Starken geringer Molmasse gegeniiber hohen Temperaturen, Sduren und
Basen im Hinblick auf die Derivatisierung und die Autoklavierbarkeit der Dialyselésung zu

erhohen, soll die Modifizierung der reduzierenden Endgruppen studiert werden.



Bei der Derivatisierung wird die Einfithrung kurzkettiger Carbonsduresubstituenten wie
Acetyl-, Propionyl- oder Butyrylresten mit kleinem durchschnittlichen Substitutionsgrad (DS)
studiert, um die Wasserloslichkeit der Stiarkeester zu gewihrleisten. Alternativen im Hinblick
auf die Anwendung stellen Starkemethyl- und Stérkeethylcarbonate und aminogruppenhaltige
Starkecarbamate  dar, welche durch  Aktivierung des  Polymerriickgrats — mit
Chlorkohlenséurephenylester hergestellt werden konnen. Zudem werden anionische
Substituenten wie n-Propylphosphonat und Sulfoethylgruppen studiert. Ein Anliegen besteht
darin, die Herstellungsprozesse beziiglich des FErhalts einheitlicher, maBgeschneiderter
Starkederivate in der fiir pharmazeutische Zwecke notwendigen Reinheit und einer
potentiellen MaBstabsvergroBerung zu optimieren. Die Charakterisierung der chemischen
Struktur der Derivate wird mit Hilfe der FTIR- und NMR-Spektroskopie erfolgen. Besonderes
Interesse liegt hierbei auf der Beurteilung der Substituentenverteilung innerhalb der AGE.

Die erhaltenen Produkte sind beziiglich ihrer Loslichkeit, Molmasse, Viskositit und
osmotischen Aktivitdt in der Salzmatrix einer Dialyselosung zu untersuchen. Ein besonderer
Schwerpunkt liegt dabei auf dem Ableiten von Struktur-Eigenschafts-Beziehungen zwischen

der Struktur sowie dem DS des Substituenten und der osmotischen Aktivitit der Probe.



2 Allgemeiner Teil

2.1 Vorkommen, Struktur und Eigenschaften von Stiirke

Mit einer jdhrlichen ,,Produktion von 1.385 Millionen Tonnen stellt Stirke eine der
mengenmiflig am hiufigsten vorkommenden organischen Verbindungen dar. Das Biopolymer
wird vorwiegend von hoheren Pflanzen in den Chloroplasten als Energiespeicher gebildet und
ist je nach Pflanzenart vor allem in Samen, Wurzeln, Knollen, Friichten oder in der
Sprossachse enthalten %1%,

Etwa 48,5 Millionen Tonnen Stirke werden jahrlich durch den Mensch in Form
landwirtschaftlicher Erzeugnisse gewonnen (Stand 2000) "' Die bedeutendsten
Stiarkequellen stellen Mais, Weizen und Kartoffel dar, wobei die Nutzung der verschiedenen
Stirkequellen global stark variiert '?. Wihrend in den USA fast ausschlieBlich Mais fiir die
Starkeproduktion genutzt wird, stammen im asiatischen Raum grof3e Teile der produzierten
Stirke aus Reis oder Maniok (Tapioka). In Europa wird Stdrke vorwiegend aus Kartoffeln
und Weizen gewonnen, wobei speziell in Deutschland die Kartoffel mit einem Anteil von
42 % die wichtigste Stirkequelle darstellt *'*!. Zur Isolierung der Stirke aus den Pflanzen
werden nach einem Zerkleinerungsschritt verschiedene Trenn- und
Proteinaufschlussverfahren verwendet. So werden beispielsweise die fiir die vorliegende
Arbeit wichtigen Tapioka- und Kartoffelstirken vorwiegend iiber Dekantier- und
Filtrierprozesse isoliert. Dabei folgen auf einen mehrstufigen Zerkleinerungsschritt die
Separation der Rohstérkeaufschlimmung in Stirke und weitere zelluldre Bestandteile, die
Abtrennung der unerwiinschten Fraktionen und die Trocknung der gewonnenen Stirke [,
Stérke setzt sich aus den beiden Polysacchariden Amylose und Amylopektin zusammen, die
sich in ihrer MolekiilgroBe und der Art der Verkniipfung der Wiederholungseinheiten
unterscheiden. Amylose ist ein Kohlenhydrat, welches zu 99 % aus o-(1—4)-glykosidisch
linear verkniipften Anhydroglucoseeinheiten (AGE) besteht. Es konnte lediglich ein geringer
Anteil an a-(1—6)-glykosidischen Bindungen (<1 %) durch Hydrolyseuntersuchungen

5] Die AGE liegen in der energetisch giinstigen *C)-

nachgewiesen werden
Sesselkonformation vor und weisen drei reaktive Hydroxylgruppen auf, die als primdre
(Position 6) und sekunddre Hydroxylgruppen (Position 2 und 3) unterschiedliches chemisches
Verhalten zeigen. Die sekunddren Hydroxylgruppen und die glykosidischen Bindungen sind
dquatorial zum Tetrahydropyran-Ring angeordnet (trans-1,2-Diol-Struktur). Jeweils eine
reduzierende und eine nicht reduzierende Endgruppe schlieBen das Polymermolekiil ab

(Abb. 2.1) P!, Amylose besitzt eine Molmasse von ca. 10°-10° g/mol, was einem durchschnitt-



16171 Die linearen, unverzweigten

lichen Polymerisationsgrad (DP) von 500-5.000 entspricht
Polymerketten zeigen eine Tendenz zur Ausbildung von Helixstrukturen mit 6 bis 7 AGE pro
Windung. Das Innere der Helices zeigt aufgrund der dquatorialen Anordnung der sekundéren
Hydroxylgruppen in den AGE einen stark hydrophoben Charakter. Aus diesem Grund wird
héufig die Einlagerung unpolarer Substanzen wie zum Beispiel Lipiden, Fettsduren oder
Alkoholen in die Amylosehelix beobachtet '®2*. Auch der in der Analytik zur Bestimmung
des Amylosegehaltes von Stirken verwendete Iod-Stirke-Komplex, bei dem Iod-Molekiile
kettenformig in die Helix eindringen und durch Polarisierung ihrer Elektronenhiillen eine

tiefblaue Farbe annehmen, gehort zu den Einschlussverbindungen der Amylose #°27.

OH
HO Q — ]
HO OH
OH
O
O
HO OH
OH O
O
HO OH
L 1 n-2 OH
nicht reduzierende Anhydroglucose- reduzierende
Endgruppe einheit AGE, Endgruppe

n = durchschnittlicher
Polymerisationsgrad
DP

Abb. 2.1: Molekulare Struktur von Amylose, adaptiert von [9].

Amylopektin stellt mit einem Anteil von ca. 70-80 % die Hauptkomponente des Stérkekorns
dar '), Es handelt sich ebenfalls um ein aus AGE bestehendes Polymer, das im Gegensatz zur
Amylose neben den o-(1—4)-glykosidischen Verkniipfungen noch ca. 5% a-(1—6)-
Verzweigungen aufweist. Die Molmasse von Amylopektin betrigt ca. 10’-10° g/mol und liegt

(28291 'In der Literatur ist seine

somit ein bis zwei GrofBenordnungen iliber der von Amylose
Struktur als buschartige Verkniipfung von verschiedenen linearen Fragmenten beschrieben,
welche sich in zwei ungefdhr gleich verteilte Populationen einteilen lassen (Abb. 2.2). Je nach
relativer Lage in der makromolekularen Struktur wird zwischen A- und B-Ketten
unterschieden. A-Ketten sind unverzweigt, verfligen iiber eine nicht-reduzierende Endgruppe
und sind iiber eine einzige Verkniipfung zu den B-Ketten verbunden. B-Ketten weisen
hingegen mehrere Verzweigungen zu anderen Ketten auf. In jedem Amylopektinmolekiil ist
noch eine einzelne C-Kette enthalten, welche die einzige reduzierende Endgruppe des

Polymers besitzt.”03]
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Abb. 2.2: Molekulare Struktur von Amylopektin, adaptiert von =31,

Die Uberstruktur der Amylose und des Amylopektions in der Pflanze ist in den Stirkekdrnern
verankert. GroBe und Formung des Stirkekorns sind fiir die jeweilige Herkunftspflanze
spezifisch. Kartoffelstdrke wird zum Beispiel in Form ovaler Korner erzeugt, wihrend die

[19]

Bildung von Maisstirke in polyedrischen Granulen erfolgt . Zur Bestimmung der

Stiarkequelle konnen daher rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (REM) zu Hilfe

gezogen werden ¢

. Die Morphologie der Hauptkomponente Amylopektin bestimmt
malgeblich den Aufbau des Stirkekorns (Abb. 2.3): Die unverzweigten A-Ketten des
Amylopektins treten in Clustern auf und bilden durch eine dichte parallele Anordnung
Doppelhelices aus. Diese lagern sich zu kristallinen Lamellen zusammen, welche mit den in
der Néhe der Verzweigungsstellen lokalisierten amorphen Lamellen des Molekiils alternieren.
Durch konzentrische Anordnung der kristallinen und amorphen Lamellen entstehen
semikristalline  Zonen, die im Wechsel mit amorphen Zonen ungeordneter
Amylopektinmolekiile mikroskopisch erkennbare Wachstumsringe des Stiarkekorns ausbilden.
Im Kern weisen die Korner einen amorphen Bereich auf, der als Hilum bezeichnet wird *°7
Y Der geringere Amyloseanteil liegt sowohl in freier Form im Stirkekorn verteilt als auch in
Form von Komplexen in den amorphen Bereichen des Amylopektins vor, wobei die exakte
Anordnung noch immer nicht vollstindig aufgekldrt und Gegenstand aufwéndiger

Untersuchungen ist *°2%),
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Abb. 2.3: Aufbau eines Stirkekorns, adaptiert von B**7%],

Das Verhéltnis Amylose zu Amylopektin im Stirkekorn hdngt vom pflanzlichen Ursprung der
Starke ab (Tab. 2.1). Kartoffel- und Tapiokastirke enthalten 16-25 % Amylose, wohingegen
Getreidestdrken wie Mais- oder Weizenstirke einen Amylosegehalt von ca. 27-30 %
aufweisen. Durch Ziichtung konnte das Amylose/Amylopektin-Verhiltnis ausgewihlter
Pflanzen weiter variiert werden; Wachsmaisstirke stellt beispielsweise nahezu reines
Amylopektin dar. Dariiber hinaus enthdlt Stiarke noch 0,1-2,0 % Proteine sowie 0,1-0,8 %
Fette, die vor allem in Getreidestiarken zu finden sind. In Kartoffel-und Weizenstirke

kommen zudem noch 0,06-0,08 % als Ester gebundene Phosphate vor 2144142,

Tab. 2.1: Zusammensetzung von Stirke aus verschiedenen Pflanzenquellen P'#'%!,
Starkequelle Zusammensetzung bezogen auf die Trockenmasse
(%, w/w, bezogen auf die Trockenmasse)

Amylose  Amylopektin  Protein Fett Phosphat
Mais 27-28 72 0,35 0,7 0,02
Wachsmais <1 99-100 0,25-0,28 0,15 0,01
Weizen 27-30 70-72 0,4 0,8 0,06
Kartoftel 20-25 74-80 <0,1 0,1 0,08
Tapioka 16-17 82-84 0,1 0,1 0,01




Die Loslichkeit von Stidrke hingt entscheidend vom Verhéltnis Amylose/Amylopektin ab.
Reine Amylose ist aufgrund inter- und intramolekularer Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den drei Hydroxylgruppen, dem Ringsauerstoff der AGE sowie dem Sauerstoft der
a-glykosidischen Verkniipfung bei Raumtemperatur nicht wasserldslich. Erst durch Erhitzen
auf Temperaturen >124 °C konnen die Wasserstoftbriicken aufgebrochen und das Polymer in
Losung gebracht werden. Beim Abkiihlen fillt die Amylose durch Assoziation der linearen
Polymerketten unter Wasseraustritt und Ausbildung von Wasserstoft-Briicken-Bindungen
wieder aus (Retrogradation). Retrogradierte Amylose (resistente Stdrke) weist eine hohe
Kristallinitdt auf und ist durch eine verringerte Loslichkeit in Wasser und eine erhdhte
Stabilitdt gegeniiber Enzymen gekennzeichnet. Die entsprechenden isolierten Produkte sind
unter dem Begriff resistente Stirken bekannt ¥ Amylopektin ist ebenfalls in kaltem
Wasser unloslich, besitzt aber eine ausgeprigte Fihigkeit zur Wasseraufnahme und bildet mit
Wasser unter Quellung klare Gele. Beide Komponenten beeinflussen die Ldslichkeit nativer
Starkekorner: Bis zu einer Temperatur von 40 °C unterliegt Stirke einer reversiblen Quellung,
die auf dem Eindringen der Wassermolekiile in die amorphen Bereiche des Stirkekorns
beruht. Mit steigender Temperatur werden intermolekulare Wasserstoftbriickenbindungen
aufgeweitet, was zu einer besseren Zuganglichkeit fiir die Wassermolekiile und durch deren
Eindringen zu einer Abnahme der Kristallinitit des Polymers fiihrt. Oberhalb einer
bestimmten Temperatur erfolgt eine starke irreversible Quellung der Koérner, bei der die
kristallinen Bereiche aufbrechen, die Amylose aus dem Korn diffundiert und die Korner
folglich ihre Morphologie verlieren. Diese Temperatur wird als Gelatinierungs- oder
Verkleisterungstemperatur bezeichnet und ist fiir die einzelnen Starkequellen charakteristisch.
In der Regel liegt sie zwischen 50 und 70 °C. Die Stdrkesuspensionen zeigen in diesem
Stadium ihre grofite Viskositdt. Bei Temperaturen > 90 °C brechen die inter- und
intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Hydroxylgruppen auf, die

Starkekorner platzen und das Polymer geht unter Abnahme der Viskositit in Ldsung
[1,9,16,19,49-55]

2.2 Stirke in der pharmazeutischen Industrie

2.2.1 Medizinische Anwendungen von Stirke und Stirkederivaten

Besonders in den letzten Jahren haben Stirke und Stirkederivate aufgrund ihrer Nichttoxizitét

und ihrer Bioabbaubarkeit in der pharmazeutischen Industrie an Bedeutung gewonnen %,

Sie sind hiufig als Verdickungs- und Schmiermittel in Salben sowie als Arzneistofftrdger,

[59-61

Fiillmittel, Sprengmittel oder Bindemittel in Tabletten und Kapseln enthalten I Amylose
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und amylosereiche Stérke sind sowohl in nativer als auch in modifizierter Form als
Beschichtungsmaterial pharmazeutischer Produkte zur zielgerichteten Freisetzung eines
Arzneimittels an spezifischen Wirkorten des menschlichen Korpers (zum Beispiel im
Dickdarm) etabliert *“71. Auch in der Knochen- und Gewebetechnologie wird mit
stiarkebasierten Materialien gearbeitet *%!. Der Einsatz von Stirke in pharmazeutischen
wissrigen LoOsungen als Viskositdtseinsteller oder Wirkstoff ist unter anderem durch
Hydroxyethylstirke als kolloidaler Blutplasmaexpander bekannt. Alternativ wurde hierfiir
auch die Eignung von Amylopektin und Stirkeacetat erforscht [’7?. Thr Vorteil besteht darin,
dass sie im menschlichen Korper leichter abgebaut bzw. gespalten werden als Stérkeether und
somit physiologisch kompatibler sind. Des Weiteren werden Glucose und partiell abgebaute
Stiarke als Wirkstoff in Dialyselosungen eingesetzt, worauf im folgenden Kapitel nédher

eingegangen wird.

2.2.2 Osmotische Agenzien in der Peritonealdialyse (PD)

Die Dialyse ist ein Verfahren zur Blutwische bei Niereninsuffizienz. Es wird zwischen der
klassischen Hdmodialyse und der kontinuierlichen ambulanten PD, die vom Patienten selbst
zuhause durchgefiihrt werden kann, unterschieden [*7®). Wihrend der Himodialyse wird dem
Patienten Blut entnommen und mit Hilfe einer Maschine iiber eine Filtermembran gegen eine
Dialyselosung gereinigt. Bei der PD hingegen wird die Dialyselosung iiber einen Katheter in
die Bauchhohle appliziert und dem Korper dabei iiber diffusiven Stofftransport durch die
Poren des als Membran dienenden menschlichen Bauchfells Wasser und giftige
Stoffwechselendprodukte entzogen (Abb. 2.4). Entscheidende Vorteile der PD sind die
preiswerte Durchfithrung und die Flexibilitdit und Unabhdngigkeit der Patienten gegeniiber
Ort und Zeit der Dialyse. Aulerdem wurde eine kontinuierliche Entfernung der Toxine aus
dem Korper, ein verringertes Infektionsrisiko mit durch Blut iibertagbaren Krankheiten und

eine bessere Erhaltung der renalen Nierenfunktion nachgewiesen 77!,



| frische Losung |

/| Bauchhdhle | .

| Schlauchsystem

|.| Katheter | I verbrauchte Losung |

Abb. 2.4: Schematische Darstellung der Peritonealdialyse (PD, libernommen aus [80]).

Eine Dialyselosung besteht aus drei Hauptkomponenten: einem Elektrolytgemisch, einem
Puffer und einem osmotisch wirksamen Agens, welches folgende Eigenschaften erfiillen soll:
- anhaltende wasserziehende Wirkung

- vollstandiger Metabolismus im menschlichen Korper

- minimale Absorption

- nicht allergisierend

- nicht toxisch flir Peritoneum/ keine metabolischen Storungen

- Erfiillung klinischer Reinheitsanforderungen/ farblose Substanz und Losung

- niedrige Kosten und einfach in der Herstellung [>*"]

Gegenwirtig wird iiberwiegend Glucose als osmotischer Bestandteil verwendet **3]. Jedoch
ist bei lingeren Dialysezeiten, wie es bei der liber Nacht stattfindenden PD der Fall ist, nach
ca. 4 h kein Wasserentzug mehr zu beobachten. Dariliber hinaus findet eine Aufnahme von
Glucose aus der Bauchhdhle in den Korper statt, was die Stoffwechselvorgidnge der Patienten
beeinflusst, zu Krankheiten wie Diabetes und durch Bildung toxischer ,,advanced

[84-86]  Alternative

glycosylation end products zur Schiddigung des Bauchfells fiihrt
niedermolekulare Substanzen fiihren zu einer erhohten Akkumulation (Fructose), einer zu
geringen osmotischen Aktivitdt (Glycerol) oder einer zu schnellen Absorption und
Stickstoffanreicherung im Koérper (Aminosiuren) ™™ Glucoseoligomere und -polymere
weisen bei Dialysezeiten >4 h eine hohere osmotische Wirkung als Glucose auf, da mit
steigender Molmasse die Ultrafiltration zunehmend iiber einen durch makromolekulare

Strukturen erzeugten kolloidosmotischen Druck bewirkt wird ®*'****! Als Ersatz fiir Glucose

wird daher die partiell depolymerisierte Stdrke Icodextrin mit einer Molmasse von ca.
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17.000 g/mol eingesetzt. Sie gewéhrleistet zwar auch iiber ldngere Zeitrdume bis 24 h einen
konstanten Wasserentzug, kann jedoch bei langfristiger Exposition zu Akkumulation im
Gewebe fiihren P*®°). Weitere makromolekulare Substanzen wie Dextran, Gelatine oder
Albumin haben sich infolge von geringer osmotischer Wirkung, Allergenitit, Hyperviskositét,
Toxizitit oder zu hohen Produktionskosten nicht durchgesetzt [**°°*7 Zusitzlich wurden
Hydroxyethylstirken, Stirkemaleate und Stédrkeacetate mit Molmassen von 100.000-
200.000 g/mol und niedrigen durchschnittlichen Substitutionsgraden (DS) beziiglich ihrer
Eignung als osmotische Wirkstoffe untersucht P?*'%  Die PD konnte ohne
Gewebsschadigung des Bauchfells durchgefiihrt werden und auch eine Akkumulation der
Acetylstirke im Korper wurde nicht beobachtet. Da im Falle der Actylstérke keine gesteigerte
osmotische Aktivitidt beobachtet wurde und bei Hydroxyethylstdrke das Risiko von erhdhter

101 "ist die Weiterentwicklung

Akkumulation im Koérper und allergenen Reaktionen besteht
osmotisch wirksamer Agenzien und die ErschlieBung neuer Substanzklassen unabdingbar.

Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse ist es Gegenstand der vorliegenden Arbeit, Stirke
durch Einstellung der Molmasse, Reduktion der reduzierenden Endgruppen und chemischer
Derivatisierung der Hydroxylgruppen dahingehend zu modifizieren, um die Aufstellung

detaillierter Struktur-Eigenschaftsbeziehungen fiir die Dialyseapplikation zu ermdglichen.

2.3 Modifizierung von Stiarke

2.3.1 Einstellung der Eigenschaften durch physikalische und chemische Modifizierung

Die Modifizierung der Stirke wird durchgefiihrt, um die Eigenschaften wie zum Beispiel
Wasserloslichkeit, Viskositdt waissriger Losungen, Wasserbindevermogen, Gefrier-Tau-
Stabilitdt, Gelatinisierungstemperatur, Konsistenz und Triibung von Stéirkegelen, das
Retrogradationsverhalten oder den hydrophilen bzw. ionischen Charakter einzustellen und an

(2102107 Dies wird durch physikalische oder

das jeweilige Applikationsziel anzupassen
chemische Methoden sowie deren Kombination realisiert (Abb. 2.5). Unter physikalischer
Modifizierung versteht man die thermische Behandlung nativer Stirken, bei der durch
Erhitzen der wissrigen Suspension oberhalb der Gelatinisierungstemperatur, Ausrollung des
Gels und Zermahlen die sogenannte vorverkleisterte Stérke erhalten wird. Diese weist bereits
in kaltem Wasser ein starkes Quellverhalten auf und findet als Verdickungsmittel in der
Nahrungsmittelindustrie sowie als Gelbildner in Tapetenkleistern und in der Papierindustrie
Anwendung .

Die chemische Modifizierung wird im industriellen MaB3stab am haufigsten durchgefiihrt. Sie

lasst sich in die Spaltung der glykosidischen Bindungen (Depolymerisation), die Oxidation,
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die Modifizierung der Endgruppen sowie die Derivatisierung an den Hydroxylgruppen
unterteilen "%'%1%] Chemische Umsetzungen von Stirke haben meist eine Verdnderung der
iibermolekularen Struktur und der Eigenschaften zur Folge. Kaltwasserloslichkeit kann zum
Beispiel durch Depolymerisation der Stirke sowie durch Einfiihrung von polaren, hydrophilen
oder ionischen Gruppen erreicht werden. Auch die Einfithrung hydrophober Substituenten
bewirkt ein Aufbrechen der intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen und verhindert
so eine Reaggregation der Polymerketten. Bei der Wahl geringer DS-Werte wird dadurch die
Hydrophilie und Kaltwasserloslichkeit der Produkte erhoht, wohingegen bei hoheren DS-
Werten die Hydrophobierung durch die Einfilhrung der unpolaren Seitenketten stdrker
gewichtet ist und die Wasserloslichkeit entsprechend abnimmt P-2%!10-114],

Im Zuge der vorliegenden Arbeit sind insbesondere die Stdrkedepolymerisation und die
chemische Derivatisierung der reduzierenden Endgruppe einerseits und der Hydroxylgruppen
der AGE andererseits von Interesse. Auf die jeweiligen Verfahren wird in den nachfolgenden

Kapiteln 2.3.2 bis 2.3.4 ndher eingegangen.

[ Starkemodifizierung ]
I
| ]
-
[ Chemisch 1 [ Physikalisch
I s
l I I |
"\ N
Depolymeri- o L Endgruppen- Vorgelatini-
[sation [ Substitution }[ Oxzidation ][ modifizierung sierung
/ 7
(" ! i’ A
Saure
1 Hydrolyse H Veresterung
N A L 7
" 3 r N
Enzym- Ver-
atische 1 etherung
/ L™ o
—
. Thermisch
eeee—

Abb. 2.5: Methoden der Stirkemodifizierung.
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2.3.2 Depolymerisation von Stiirke

Da native Stirken mit Molmassen von ca. 10’-10° g/mol (Amylopektin) fiir viele
Applikationen ungeeignet sind, ist der hydrolytische Abbau des Biopolymers und die damit
verbundene Verringerung der Molmasse die technisch bedeutendste Art der
Starkemodifizierung. Hauptsichlich wird der Abbau zum Erhalt von Produkten mit niedriger
Viskositdt der wassrigen Losung mit hohen Stirkekonzentrationen fiir die Getrinke- und

SiiBwarenindustrie eingesetzt '),

Im Vergleich zu Cellulose ist Stirke gegeniiber
hydrolytischen Einfliissen deutlich empfindlicher [''®!. Stérke kann man iiber verschiedene
Wege abbauen, zum Beispiel enzymatisch, thermisch oder sdurehydrolytisch.

Die enzymatisch katalysierte Hydrolyse ist seit Mitte der 70er Jahre eine im technischen
Malistab haufig genutzte Methode zur Erzeugung niedermolekularer Stirkefragmente. Sie
bietet sich sowohl zur Einstellung bestimmter Abbaugrade als auch zur vollstindigen

Verzuckerung an !'71¥]

. Ein entscheidender Vorteil gegeniiber anderen Verfahren der
Starkedepolymerisation ist die Moglichkeit, auch den Verzweigungsgrad der Stirke zu
beeinflussen. Als Enzyme werden Hydrolasen eingesetzt, welche die a-(1—4)- und a-(1—6)-
glykosidischen Bindungen unter Aufnahme von Wasser spalten. Es wird zwischen Endo-
Amylasen, Exo-Amylasen und entzweigenden Enzymen unterschieden. Endoamylasen (a-
Amylasen) greifen selektiv die a-(1—4)-glykosidischen Bindungen der Stidrke an. Die
Spaltung von Amylose erfolgt statistisch entlang des Polymers, was zu Abbauprodukten mit
weitestgehend gleichen Molmassen fiihrt (Abb. 2.6) !'"'?2 Bei Amylopektin werden
bevorzugt die leichter zugédnglichen amorphen Bereiche des Molekiils angegriffen
(Primérangriff), wohingegen sich Bereiche hoher Kristallinitit nur schwer an die aktiven
Zentren des Enzyms anlagern konnen (Sekundérangriff). Eine hohe Abbaurate ist dennoch

1123 Exo-Amylasen spalten

mittels Gelatinisierung der Stirke vor Enzymzugabe erreichbar
ebenfalls a-(1—4)-glykosidische Bindungen in Polysacchariden. Der Angriff erfolgt
ausgehend von den nicht reduzierenden Enden der Polymerkette unter Abtrennung von
Maltose- und Glucoseeinheiten. Da a-(1—6)-glykosidische Bindungen auf diese Weise nicht
gespalten oder iibersprungen werden konnen, fiihrt die Behandlung von Amylopektin mit
Exo-Amylase zu sogenannten Grenzdextrinen (Stirkefraktionen mit erhohtem Anteil an a-
(1—6)-glykosidischen Bindungen). Im Unterschied zum Abbau durch Endo-Amylasen, bei
dem sofort nach Enzymzugabe eine rapide Abnahme der Molmasse stattfindet, nehmen die

Kettenlinge und damit die Viskositdt der wéssrigen Stirkegele hier nur sehr langsam ab.

Entzweigende Enzyme, unter anderem Pullulanase und Isoamylase, sind dadurch
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gekennzeichnet, dass sie selektiv die a-(1—6)-glykosidischen Bindungen des Amylopektins

spalten (Abb. 2.6) *12%,

Abb. 2.6: Schematische Darstellung des Stirkeabbaus durch A: Endo-Enzyme, B:
Entzweigende Enzyme (Dicke Pfeile: Primérer Enzymangriff, diinne Pfeile: Sekundérer

Enzymangriff), adaptiert von *'*%.

Eine weitere Moglichkeit der Stdrkehydrolyse ist das trockene Erhitzen iiber 80 °C in
Gegenwart von Séduren (,,Dextrinierung®). Einige der in der vorliegenden Arbeit als
Ausgangsstoff verwendeten kommerziell bezogenen Stiarken geringer Molmasse wurden iiber
diesen Prozess hergestellt. Die erhaltenen niedermolekularen Verbindungen, auch als
Pyrodextrine bezeichnet, weisen Molmassen im Bereich von 2.000-30.000 g/mol auf und sind
wasserloslich 27?71 Obwohl die komplexen chemischen Prozesse wihrend der
Dextrinierung noch nicht vollstindig aufgeklirt sind, wurden als maBgebliche Reaktionen
Hydrolyse, Transglucosidierung und Repolymerisation identifiziert *'?*!. Der Mechanismus
der sdurekatalysierten Hydrolyse beruht auf der Reaktion der glykosidischen Bindungen mit
Protonen und Wassermolekiilen (Abb. 2.7): Das Sauerstoffatom der anomeren
Hydroxylgruppe beziehungsweise das Ringsauerstoffatom des Pyranoserings wird protoniert
und die glykosidische Bindung unter Ausbildung eines Pyranosylkations gespalten. Nach
Addition eines Wassermolekiils an das C-Atom an Position 1 wird das zuvor eingefiihrte
Proton durch heterolytische Spaltung regeneriert und das zweite Stirkefragment freigesetzt.
Zu Beginn der Dextrinierung ist die Hydrolyse aufgrund des anfangs hohen
Feuchtigkeitsgehaltes in der Stirke die vorherrschende Reaktion. Im weiteren Prozessverlauf
setzen Repolymerisationen von Glucose oder Oligosacchariden zu Makromolekiilen sowie die
Transglucosidierung ein, bei der eine Rekombination der aus der Hydrolyse entstandenen
Fragmente unter Bildung verzweigter Strukturen stattfindet. Folglich nimmt mit

fortschreitender Reaktionszeit und hoheren Temperaturen die Zahl der Verzweigungen zu.
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Auch die Bildung neuer in der nativen Stdrke noch nicht vorhandener glykosidischer
Bindungen wurde beobachtet ['2*31],

Pyrodextrine konnen je nach Vorbehandlung der Stirke und der Intensitit der
Hitzebehandlung in drei Gruppen -eingeteilt werden: Bei verhdltnismidBig niedrigen
Temperaturen (80-120 °C) und kurzen Zeiten (6-8 h) werden in Anwesenheit eines
Saurekatalysators Weilldextrine hergestellt, bei denen Rekombination und Repolymerisation
in nur geringem Malle auftreten. Sie weisen folglich nur einen geringen Verzweigungsgrad
und eine begrenzte Wasserloslichkeit auf. Erfolgt die Hitzebehandlung der Stédrke unter
Saurekatalyse hingegen iiber einen Zeitraum von 6-18 h bei Temperaturen von 150-220 °C,
erhdlt man Gelbdextrine. Diese sind stirker abgebaut und verzweigt und durch eine
Kaltwasserloslichkeit bis zu 100 °% gekennzeichnet. Wird der Rostprozess der Stdrke ohne
Saurezugabe bei Temperaturen iiber 200 °C fiir mehrere Stunden durchgefiihrt, findet eine
irreversible Verdnderung der polymeren Struktur unter Freisetzung niedermolekularer
Substanzen wie Ameisensdure, Formaldehyd, Acetaldehyd, Aceton, Furan, Essigsdure und

Furfural statt. Als Produkt entsteht hierbei der braun gefarbte wasserlosliche ,,Britischgummi*
[1,9,125,127,132-133]

OH
0
HO OH

OH o
o)
HO
OH
® -

OH JH o
) 0
HO OH

(@)
. O . 0°
HO ® HO \
OH OH
H H
®
- H + H20

Abb. 2.7: Mechanismus der sdurekatalysierten Stirkedepolymerisation, adaptiert von [9].
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Die technisch bedeutendste und am langsten praktizierte Methode der Stirkedepolymerisation
stellt der durch Séuren katalysierte Abbau dar. Im Gegensatz zum bereits beschriebenen
thermischen sdurekatalysierten Abbau erfolgt die Behandlung der Stirke hier nicht als
trockenes Pulver, sondern in wissriger Suspension oder in gelatinisiertem Zustand bei pH-
Werten <6 (siche Abb. 2.7) '"*% Das Biopolymer kann auf diese Weise teilweise bis
vollstandig abgebaut werden. Bei der meist heterogen durchgefiihrten Depolymerisation wird
die Stdrke unter Erhalt ihrer granuldren Struktur unterhalb ihrer Gelatinisierungstemperatur
erhitzt und mit geringen Sduremengen versetzt, wobei in der Regel anorganische Séuren wie
Salzsdure, Schwefelsdure oder Phosphorsdure zur Anwendung kommen. Der hydrolytische
Angriff erfolgt zu Beginn in den zugédnglichen amorphen Bereichen des Amylopektins um die
Verzweigungsstellen herum. Vor allem die a-(1—6)-glykosidischen Bindungen werden in
dieser Phase gespalten. Die kristallinen unverzweigten Teilstiicke des Amylopektins und
Amylose sind aufgrund intra- und intermolekularer Wasserstoftbriicken weniger zugédnglich
und werden langsamer abgebaut, was zu Hydrolyseprodukten mit erhohter Kristallinitét fiihrt.
Wird die Stérke hingegen vor der Behandlung in Wasser gelatinisiert und die kristallinen
Zonen der Granulenstruktur aufgebrochen, ist eine bevorzugte Spaltung der o-(1—4)-
Verkniipfungen zu beobachten. Die so erhaltenen Produkte weisen einen hoheren

Verzweigungsgrad auf ['>%

. Des Weiteren hingt der Abbaugrad der Stirken von
Stiarkequelle und Art der Sdure ab und ldsst sich durch Variation von Reaktionstemperatur,
Sdurekonzentration und Einwirkzeit beeinflussen. Neben Wasser konnen auch Alkohole als
Losemittel fiir die sdurehydrolytische Depolymerisation eingesetzt werden 21411,

Wihrend Stérke im groftechnischen Maf3stab {iberwiegend zu Glucose und Oligosacchariden
abgebaut wird, nimmt die partielle Depolymerisation zu Stdrkefragmenten bestimmter
Polymerisationsgrade eine immer bedeutendere Stellung ein. Mit abnehmender Molmasse
geht die Veranderung charakteristischer =~ Eigenschaften = wie Loslichkeit,
Gelatinisierungsbereich, Viskositdit und Komplexbildungsaffinitit mit beispielsweise lod
einher 3738142 I der Literatur sind die durch Siurebehandlung depolymerisierten Stirken
jedoch meist nicht iiber ihre Molmasse und Molmassenverteilung, sonder iiber ihre Viskositét

oder reduzierende Wirkung charakterisiert %],

Es ist jedoch bekannt, dass durch
Sdurebehandlung mit 0,5 M Salzsdure bei 50 °C iiber einen Zeitraum von 4,5 h die
zahlenmittlere Molmasse (M,) von verschiedenen Stirken, darunter auch Kartoffel- und

(1441931 'Dementsprechend wird in

Tapiokastirke, auf ca. 10.000g/mol reduziert werden kann
der vorliegenden Dissertation auch der EinfluB der Hydrolysebedingungen auf die

Molmassenverteilung und auf die préizise Einstellung des fiir die Dialyseapplikation
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gewiinschten Molmassenbereichs von 1.000-10.000 g/mol untersucht, was bisher nur

unzureichend beschrieben ist.

2.3.3 Modifizierung der reduzierenden Endgruppe

Jedes Starkemolekiil verfiigt {iber eine reduzierende Endgruppe und in Abhéngigkeit von der
Anzahl an Verzweigungsstellen eine bis mehrere nicht-reduzierende Endgruppen. Die
reduzierende Endgruppe liegt im Gleichgewicht zwischen zyklischer Halbacetal- und
offenkettiger Aldehydform vor und kann insbesondere bei Polysacchariden geringer
Molmasse zu unerwiinschten Nebenreaktionen, zum Polymerabbau sowie zu Verfiarbungen
wihrend der chemischen Derivatisierung der Hydroxylgruppen fiihren P~*'%1 zur
Vermeidung dieser Phinomene kann die reduzierende Endgruppe auf vielfiltige Weise
modifiziert werden (Abb. 2.8). Die Einfiilhrung von Alkylresten iiber die Glycosylierung kann
nach den Heteroatomen des gebundenen Restes unterteilt werden, wobei die O-Glycoside und
die N-Glycosylamine die bedeutendsten Vertreter darstellen. Synthesestrategien, die die
Halbacetal-Struktur in ein O-Glycosid iiberfiihren, beinhalten die Umsetzung von
Polysaccharidtriacetaten sowie die Aktivierung des anomeren Kohlenstoffs, was {iber die
Generierung von Glycosylhalogeniden, Glycosyltrichloroacetimidaten oder Glycosylacetaten

H47130] " Die zweite Art von Reaktionen der

als aktivierte Zwischenstufen erfolgen kann
reduzierenden Endgruppe sind Redoxreaktionen an der offenkettigen Aldehydform. Bei der
reduktiven ~ Aminierung wird in  Anwesenheit von  Reduktionsmitteln  wie
Natriumcyanoborhydrid oder Wasserstoff die Carbonylgruppe in ein Amin iiberfiihrt [!5''%%,
Als weitere Moglichkeit kann die Aldehydgruppe in Analogie zur Oxidation von Glucose zu
Gluconséure zu einer Carboxylgruppe umgesetzt werden ['>*. Im folgenden Abschnitt wird
auf die Reduktion der endstédndigen Aldehydgruppe zum Alkohol fokussiert, bei der {iber die
ohnehin vorhandenen Hydroxylgruppen hinaus keine weiteren funktionellen Gruppen in die
Starke eingefiihrt werden. Fiir die Reduktion aliphatischer Aldehyde wird im industriellen
MafBstab die kostengiinstige Hydrierung mit Wasserstoff an metallischen Katalysatoren wie
Nickel, Palladium oder Platin eingesetzt '">'°1 Weiterhin sind Reduktionen der
endstidndigen Aldehydgruppe von Polysacchariden mit Natriumamalgam,

BAISEI  yor allem im

Schwefelwasserstoff, Blausdure und Metallhydriden beschrieben
Labormaf3stab haben sich seit den 1950ern die Reduktionen mit Natriumborhydrid oder
Lithiumaluminiumhydrid durchgesetzt, da sie unter milden Bedingungen ablaufen, zu hohen
Ausbeuten fiihren und eine Variation des Losemittels und der Reaktionsbedingungen zulassen

601 Wihrend die Aluminiumhydride fast alle Kohlenstoff-Heteroatom-Doppel-
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/Dreifachbindungen reduzieren und daher vielfiltig einsetzbar sind, ist ihre Anwendung in der
Polysaccharidchemie durch ihre Instabilitit und die heftige Zersetzung bei Kontakt mit
Wasser limitiert. Natriumborhydrid reduziert hingegen selektiv Aldehyde, Ketone und
Saurechloride, ist bei Raumtemperatur stabiler und in Wasser, Alkoholen und in gédngigen

(1611631 * Gtabilitit,

Polysaccharidlosemitteln wie N,N-Dimethylacetamid (DMAc) einsetzbar
Reaktivitidt und Selektivitdt sind hierbei durch Variation von Ldsemittel und pH-Wert, aber
auch iiber die Struktur des Borhydrides (Wahl verschiedener Gegenionen sowie Substitution
einzelner H™ gegen Alkyl- oder andere organische Reste) einstellbar !**'®*!. Die Reduktion
mit Natriumborhydrid ist ebenfalls zur Eliminierung endstidndiger Aldehydfunktionen von
Stirke verwendet worden !'®. Reduzierte Stirke zeigte im Unterschied zum unbehandelten
Biopolymer keinen Abbau oder Verfirbung bei der Umsetzung zu Carboxmethylstirke im
alkalischen Milieu auf und eignet sich folglich zur Herstellung von Stéirkederivaten fiir

klinische Anwendungen wie zum Beispiel als Blutplasmaexpander %!,

O-Alkyl-Glycosylierung OH 5
Hom O-Alkyl

N-Alkyl-Glycosylaminierung

OH H
0]
HO OH
OH OH
Oxidation _ OH OH
HO
OH OH O
OH
HO 0
OH g

OH
Reduktive Aminierung . OH
> - NHR
HO
OH
OH
p OH
. -7 OH
Reduktion HO

Abb. 2.8: Schema zu Modifizierungsmdglichkeiten der reduzierenden Endgruppe von Stérke.
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2.3.4 Derivatisierung an den Hydroxylgruppen

2.3.4.1 Aligemeine Aspekte zur chemischen Modifizierung

Die drei Hydroxylgruppen der AGE sind die Reaktionszentren der Starkemolekiile und gehen
fir primdre und sekundidre Alkohole typische Reaktionen ein. Aufgrund ihrer geringen
sterischen Hinderung zeigt die primédre Hydroxylgruppe an Position 6 bei vielen Reaktionen
gegeniiber den beiden sekundidren Hydroxylgruppen an Position 2 und 3 die hochste
Reaktivitdt. In Abhéngigkeit von der Reaktionsfiithrung und vom Ldsemittel kann auch die
Hydroxylgruppe an Position 2 bevorzugt umgesetzt werden. Durch ithre Nachbarschaft zum
anomeren Kohlenstoffatom weist sie eine gesteigerte Aciditit und folglich Reaktivitit
gegeniiber der Hydroxylgruppe an Position 3 auf. Als MaB fiir die chemische Umsetzung der
Hydroxylgruppen  wird die  durchschnittliche = Anzahl der  Substituenten pro
Wiederholungseinheit gemittelt {iber das gesamte Polymermolekiil definiert (DS).

Im technischen Mafstab werden alle stdrkebasierten Produkte in heterogener
Reaktionsfiihrung erhalten, da so die Kosten fiir Lose- oder Suspensionsmittel, Probleme beim
Umgang mit viskosen Stirkelosungen und der umsténdlicheren Aufarbeitung entfallen. Zudem
bleibt bei heterogenen Umsetzungen die fiir zahlreiche Applikationen erwiinschte granulire

5] Allerdings kénnen im Falle heterogener

Struktur der Stirke weitestgehend erhalten
Reaktionen in nativen Stirken meist nur die dufleren Bereiche der Stirkekorner modifiziert
werden, was zu einer ungleichméBigen Substituentenverteilung fithrt /""", Reaktionen unter
homogenen Bedingungen sind insbesondere dann von Vorteil, wenn komplexe oder
empfindliche Substituenten eingefiihrt werden sollen. Durch das Aufbrechen der Starkekorner
und die Solvatisierung der Amylose- und Amylopektinmolekiile ist ein gleichmafigerer
Angriff der Reagenzien gewihrleistet, wodurch eine prizise Einstellung des DS sowie eine
gezielte Beeinflussung der Substituentenverteilung entlang der Polymerkette und der daraus
resultierenden Eigenschaften ermdglicht wird ''?. So weisen wissrige Losungen von selektiv
an der Position 2 substituierter Stirke {iber einen ldngeren Zeitraum eine erhohte Lager- und
Hydrolysestabilitédt auf, weshalb sie fiir medizinische Applikationen pradestiniert sind (.

Fiir die homogene Umsetzung von Stirke ist eine vollstindige Auflosung des Biopolymers
notwendig. Geeignete nicht-derivatisierende Losemittel sind unter anderem DMAc/LiCl,
N,N*-Dimethylformamid (DMF)/LiCl, Dimethylsulfoxid (DMSO), Ethylendiamin, Pyrrolidin,
Pyridin #***'"*17] Das am weitesten verbreitete Losemittel stellt DMSO dar, welches gegen
Sduren und Sdureanhydride inert ist, keine Toxizitit aufweist und erst bei hoéheren
Temperaturen siedet. In Anwesenheit von Sdurechloriden kann DMSO jedoch als

[2,112,176

Oxidationsmittel gegeniiber dem Polysaccharid wirken I Zu den derivatisierenden
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Losemitteln gehdrt zum Beispiel Ameisensdure, welche wiéhrend der Auflosung
Formylgruppen in die Stirke einfiihrt "'”>'"") In den letzten Jahren wurden neue nicht-
derivatisierende und einfach recyclebare Stéirkelosemittel in Form von geschmolzenem
Imidazol und ionischer Fliissigkeiten in der Stirkechemie etabliert ['7*8%,

Typische und kommerziell bedeutende chemische Derivatisierungen sind die Veretherung und
die Veresterung. Die Herstellung von Stidrkeethern ist in zahlreichen Patentschriften
dargelegt. Vor allem Carboxyalkylether, Hydroxyalkylether, Alkylether, Allylether sowie

1831861 In der Industriec werden fiir die

vernetzte Ether spielen eine wichtige Rolle
Starkeveretherung hauptsichlich die Williamson-Synthese mit Halogenalkanen, die Michael-
Addition aktivierter Olefine, die Addition von Epoxiden sowie die Reaktion mit
Epichlorhydrin verwendet 14170187,

Auf die fiir die vorliegende Arbeit besonders relevante Veresterung von Stirke mit
Carbonsduren und Kohlensdurederivaten sowie die Einfiihrung anionischer phosphor- und

schwefelhaltiger Substituenten wird in den folgenden Kapiteln eingegangen.

2.3.4.2 Starkeester von Carbonsiuren
Zur Veresterung von Polysacchariden steht eine breite Palette an Acylierungsreagenzien zur

Verfligung (Auswahl in Abb. 2.9). Unter den Stédrkeestern organischer Carbonsduren haben
die Acetate die groffte Bedeutung erlangt, unter anderem als Klebstoffe, Beschichtungen,

Pharmazeutika, biologisch abbaubare Werkstoffe und Verdickungsmittel in Lebensmitteln
[58,188]

0 0O O 0
R)J\Cl R)J\O)J\R R)J\o/\

0]

H
N_ N )J\ _
[ j/ 2 — R = Alkyl

Abb. 2.9: Auswahl an Reagenzien zur Veresterung von Polysacchariden.

Heterogene Veresterungsverfahren von Stirke, wie sie in der Industrie angewendet werden,
beinhalten die Umsetzung von Stdrke mit Anhydriden und Chloriden aliphatischer
Carbonsduren mit zwei bis vier C-Atomen im waissrigen Medium unter basischen
Bedingungen. Alternativ konnen auch Vinylacylate als Reagenz verwendet werden. Die

hierbei als Nebenprodukt entstehenden Aldehyde konnen im Anschluss als Vernetzungsmittel
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dienen |

%] Langkettige Substituenten, zum Beispiel bei der Veresterung mit Fettsiuren,
werden ausschlieflich durch die Reaktion mit den reaktiveren S&urechloriden in das
Polymerriickgrad eingefiihrt [*!'*!7%-190191 " Alg basische Aktivierungsreagenzien werden
Natriumhydroxid oder organische Basen wie Pyridin und Triethylamin verwendet, welche zu
einer VergroBBerung des O-H-Bindungsabstandes der Hydroxylgruppen der AGE und folglich
einer Erh6hung der Nucleophilie des Sauerstoffs fithren (Starke-Alkali-Komplex). Da ein Teil
der Saureanhydride beziehungsweise -chloride in Wasser hydrolysiert, kann iiber diese

11921 Fiir eine vollstandige

Methode lediglich ein DS-Wert von bis zu 0,3 erreicht werden
Acetylierung kann Stirke mit einem Uberschuss an Essigsiureanhydrid in einer hoher
konzentrierten wassrigen NaOH-Losung umgesetzt oder durch Losen und Ausfillen aus
DMSO oder Aufquellung in Wasser vorbehandelt werden. Auch durch heterogene
Veresterung in organischen Suspensionsmitteln konnen hohere DS-Werte erreicht werden als
im wassrigen Medium. Insbesondere Pyridin wird héaufig als Suspensionsmittel verwendet, da
es zusdtzlich zur Reaktivitdtssteigerung zur Unterdriickung des sdurehydrolytischen
Starkeabbaus als Protonenfanger fungiert und durch Bildung eines reaktiven Acylpyridinium-

Tons als Katalysator fiir die Veresterung wirkt (%27

. Die Stérkeacylierung kann auch
sdurekatalysiert ablaufen. Die Verwendung von Schwefelsdure als Katalysator bei erhohten
Temperaturen ist bekannt, jedoch mit einem starken Abbau der Polymerkette einhergehend
(1981 In den letzten Jahren wurde ein losemittelfreies Verfahren fiir die Stirkeacylierung unter
Aktivierung der Carbonylgruppe mittels katalytischen Mengen an Iod etabliert '), Die
unter heterogenen Bedingungen erhaltenen Produkte weisen eine statistische Verteilung der
Substitution entlang der AGE sowie eine ungleichmifBige Substitution entlang der
Polymerkette auf.

Im Gegensatz dazu erfordert die Synthese von regioselektiv veresterten Stiarken homogene
Reaktionsbedingungen. Homogene Veresterungen von Stirke erfolgen &hnlich wie die
Heterogenen meist mit Sdureanhydriden oder -chloriden im basischen Medium. Unter
anderem kann die Reaktion mit S#ureanhydriden in einem Uberschuss an Pyridin
durchgefiihrt werden *°”. Alternativ ist der Einsatz von DMF, DMAc und DMSO als
Losemittel in Anwesenheit von Basen fiir die homogene Acylierung bekannt. Effizienz und
Regioselektivitit der Reaktion hingen maBgeblich von Losemittel und Base ab 2°'2%%,
Beispielsweise konnen bei der Acetylierung von Stidrke mit Essigsdureanhydrid und
Triethylamin in DMSO lediglich DS-Werte bis 0,15 erreicht werden %4,

Die konventionelle Herangehensweise zur selektiven Funktionalisierung von Stéirke ist die

Verwendung von Schutzgruppen, beispielsweise fert-Hexyldimethylsilylgruppen, die selektiv
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an Position 6 der AGE eingefiihrt werden konnen und auf diesem Weg die Acylierung der
Positionen 2 und 3 ermdglichen *). Aufgrund der meist unvollstindigen Abspaltung der
Schutzgruppen sowie der aufwindigen mehrstufigen Synthese ist diese Methode nachteilig
(2061 ‘Eine 2-O-selektive Substitution ist hingegen iiber die Umesterung mit Vinylcarbonsduren
in DMSO in Gegenwart von Enzymen oder Natriumsalzen als Katalysatoren realisierbar *°”
%81 Da als Nebenprodukte schwer entfernbare toxische Aldehyde entstehen und auch die
quantitative Entfernung der Enzyme aufwindig ist, sind die Produkte fiir die pharmazeutische
Industrie ungeeignet. Die Strategie der Veresterung von in situ Aktivestern bietet erhebliche
Vorteile, da sie durch ihre erhohte Reaktivitédt eine effiziente Veresterung gewéhrleisten, bei
der auch unmodifizierte Carbonsduren eingesetzt werden konnen, die als Sdurechloride oder -
anhydride kommerziell nicht zur Verfligung stehen. Geeignete Aktivierungsreagenzien fiir
Carbonsduren sind unter anderem Carbodiimide wie Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und
Imidazolderivate. Acylierungen mit Carbonsdureimidazoliden sind als milde und sehr
effiziente Veresterungen bereits seit den 1960er Jahren bekannt und ihre Umsetzung mit
verschiedenen Polysacchariden ist in der Literatur zahlreich beschrieben worden [''219°-209210]
Als Aktivierungsreagenz der Saure dient meist N,N‘-Carbonyldiimidazol (CDI), welches die
Einfiihrung einer breiten Palette an Carbonsduren in Starke in polaren aprotischen Losemitteln
wie DMSO unter schonenden Bedingungen als einstufigen Prozess ermdglicht. Zur Bildung
des Aktivesters aus Saurechloriden und -anhydriden kann anstelle des CDI auch das

171203] * Die erhaltenen

preiswertere und leicht recyclebare Imidazol eingesetzt werden
Stérkeester sind durch eine hohe Reinheit, Hydrolysestabilitdt und in Abhédngigkeit von
Substituent und DS-Wert durch Wasserloslichkeit gekennzeichnet. Dariiber hinaus wurde bei
dieser Reaktionsfiihrung eine bevorzugte Umsetzung der Position 2 der AGE beobachtet, die
NMR-spektroskopischen Untersuchungen zufolge mit der Losungsstruktur der Stirke in
DMSO und mit durch Losemittelmolekiile stabilisierten Wasserstoftbriicken zwischen den
Hydroxylgruppen an den Positionen 2 und 3 der AGE begriindet wurde 73174211213,

In aktuellen Studien wurde ein homogenes, umweltfreundliches und effizientes
Veresterungsverfahren mit Fettsdureimidazoliden unter Verwendung von geschmolzenem
Imidazol entwickelt, wobei das geschmolzene Imidazol als Losemittel, Reagenz zur Bildung
das Carbonsiureimidazolids und als Protonenfinger fungiert *'**'*. Die Forschung bezieht
sich auf die Eignung der Produkte als Thermoplaste, also Produkte mit hohem DS. Daher
wurde das Funktionalisierungsmuster dieser Produkte naturgemif nicht im Detail untersucht.

In der vorliegenden Dissertation wurde zur Herstellung von Stirkealkylestern die Konversion

mit Carbonsdureimidazoliden in verschiedenen Losemitteln gewéhlt.
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2.3.4.3 Stirkeester von Kohlensiurederivaten
Polysaccharidcarbonate sind fir eine Reihe von Anwendungen wie zur

Enzymimmobilisierung, zur Isolierung von Antikdrpern oder als Antibiotika- sowie als

Drugcarrier geeignet *'**!]

. In den letzten Jahren gewannen Polysaccharidcarbonate als
reaktive Intermediate zur Einflilhrung von Substituenten durch Umsetzung mit Nucleophilen
wie Aminen, Alkoholen oder Thiolen in das Polymerriickgrad zunehmend an Bedeutung. Vor
allem die Reaktion mit aliphatischen und aromatischen Aminen erschloss eine Vielzahl neuer
unkonventioneller Cellulosecarbamate 2224,

Kohlensdurederivate von Polysacchariden konnen mit zahlreichen Reagenzien dargestellt
werden (Abb. 2.10): Eine klassische Methode besteht in der Umsetzung der Hydroxylgruppen
der AGE mit Phosgen. Hierzu kann die Phosgenaktivierung des Polymers zum
entsprechenden Kohlensdureesterchlorid mit nachfolgender Umsetzung mit einem
niedermolekularen Alkohol gewéhlt werden. Alternativ ist die Reaktion von Alkoholen mit
Phosgen zu niedermolekularen Kohlensduresterchloriden mdoglich, welche danach mit
Polysacchariden umgesetzt werden *>??7), Nachteile dieser Reaktion sind die Toxizitit von
Phosgen und die Synthese iiber zwei Stufen. Dariiber hinaus eignen sich
Kohlensdureesterchloride als Reagenzien. Sie sind in einer Vielzahl kommerziell erhiltlich
und fiihren sowohl in heterogener als auch homogener Reaktionsfithrung in Anwesenheit
einer Base zu den entsprechenden Polysaccharidcarbonaten. Eine vollstindige Substitution
der Hydroxylgruppen der AGE konnte in ionischen Fliissigkeiten wie 1-Butyl-3-

methylimidazoliumchlorid (BMIMCI) erreicht werden 2%,

In weiteren typischen
Polysaccharidlosemitteln wie DMF oder DMAc sind aufgrund von Nebenreaktionen der
Chlorkohlensdureester nur Produkte mit mittleren DS-Werten zuginglich ***. Dagegen sind
Kohlesdureesterfluoride gegeniiber vielen Losemitteln stabiler als die korrespondierenden
Chloride und haben sich daher als effizientere Reagenzien erwiesen. Bis auf wenige
Ausnahmen sind sie jedoch nicht kommerziell erhiltlich und miissen erst liber zusitzliche
Syntheseschritte wie zum Beispiel Halogenaustausch hergestellt werden **”**°!, Neben den
Halogenkohlensdureestern wurden auch Kohlensdureesterimidazolide als geeignete
Reagenzien etabliert, welche durch Reaktion von CDI mit einer Vielzahl an Alkoholen oder

(230 Generell

von Imidazol mit Kohlenséureesterchloriden gewonnen werden konnen
zeichnen sich Kohlensdureesterimidazolide durch eine bessere Handhabbarkeit und eine
geringere Toxizitdt als die Kohlensdureesterhalogenide aus. Insbesondere die homogene
Synthese von Cellulose- und Dextrancarbonaten verschiedener DS-Werte wurde mit Hilfe der

[224227228231] i

genannten Reagenzien detailliert untersucht Reaktivitdt der
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Kohlensédureesterhalogenide und -imidazolide sowie die als Nebenreaktion auftretende
Ausbildung inter- (Vernetzung) und intramolekularer (zyklische Struktur) Carbonatgruppen
hiangen mal3geblich von den induktiven und mesomeren Effekten des Substituenten, der
Nucleophilie der Hydroxylgruppen der Polysaccharide sowie der eingesetzten Base ab.
Beispielsweise fiihrte bei der Umsetzung von Dextran mit Chlorkohlenséureethylester die
Verwendung von Triethylamin als Base hauptsichlich zu zyklischen und vernetzten
Dextrancarbonaten, wohingegen mit N, N-Dimethylanilin oder Pyridin die Einfiihrung von fast
ausschlieBlich azyklischen Carbonatstrukturen gelang *?!. Selbst regioselektiv modifizierte
Polysaccharidcarbonate konnten iiber diese Reaktionswege durch Variation von Losemittel,
Reaktionszeit und Temperatur hergestellt werden. Im Fall von Cellulose wurde bei der
Umsetzung mit Chlorkohlensidurephenylester eine 6-O-Selektivitdt beobachtet, wihrend sich

bei der Synthese von Dextranalkylcarbonaten die Position 2 am reaktivsten zeigte *2**27],

0]

)k + HO—R,

Cl

0O
)J\ R -7 O
-1 .
OH Cl O RzomO\ ~ o

Cl

R, = Alkyl, Aryl
Abb. 2.10: Schema zu Darstellungsmoglichkeiten von Polysaccharidcarbonaten am Beispiel

Cellulose.

Uber die Herstellung von Stiirkecarbonaten ist hingegen wenig publiziert worden. In dlteren
Patenten wurde die Synthese von intermolekular verkniipften Stirkekohlensdurediestern unter
Verwendung von Ethylencarbonat als Reagenz sowie die Reaktion von Stirke mit
Chlorkohlensdureestern beansprucht (2332341 In beiden Fillen wurden die erhaltenen Produkte
jedoch nicht hinreichend charakterisiert. In aktuelleren Studien konnten durch Umsetzung von

Cyclodextrin, einem ebenfalls aus a-1-4-verkniipften D-Glucose-Einheiten bestehenden
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zyklischen Oligosaccharid, mit Dialkylcarbonat Cyclodextrinalkylcarbonate mit verbesserter
Loslichkeit erhalten werden, die in der Pharmazie und Katalyse Anwendung finden #°°%¢,
Im Rahmen von Studien zur Synthese von Polysaccharidphenylcarbonaten durch Umsetzung
der Polysaccharide mit Chlorkohlensdurephenylester wurde exemplarisch auch
Starkephenylcarbonat hergestellt. Die Untersuchungen zeigten, dass der DS-Wert der
Phenylcarbonate unter vergleichbaren Reaktionsbedingungen in der Reihenfolge Pullulan >
Dextran > Cellulose > Stirke abnimmt *****"l. Der Fokus lag aber auch hier auf der
Modifizierung von Cellulose. Im Zuge der vorliegenden Dissertation soll eine detaillierte
Studie zur Synthese von Stdrkealkyl- und phenylcarbonaten sowie deren Aminolyse zu
Stirkecarbamaten durchgefiihrt werden. Der Schwerpunkt liegt dabei auf dem Einfluss von

Reagenz, Base, Losemittel und Stirketyp auf die Struktur der jeweiligen Produkte 2%,

2.3.4.4 Wasserlosliche anionische Stirkederivate
Eine Strategie zum Erhalt wasserloslicher Polysaccharidderivate ist die Einflihrung ionischer

Gruppen in das Polymerriickgrad. Die so gewonnenen Polyelektrolyte enthalten kovalent
gebundene Substituenten, die Kationen oder Anionen bilden, und die niedermolekularen
Gegenionen.

Stérkebasierte Polyanionen konnen vielfaltige Strukturen aufweisen (Abb. 2.11). Bedeutende
Vertreter  sind  Carboxylgruppen-haltige  Substanzen  wie  Carboxyalkylstirken,
Stirkesuccinate, Stidrkemaleate, Starkephthalate oder oxidierte Stirke (239-242] ~ Auch durch
Veresterung mit anorganischen S#uren ist eine Vielfalt an anionischen Stéirkederivaten
zugénglich. Im Folgenden sind fiir die vorliegende Arbeit besonders interessante Strategien
der Einfilhrung von phosphor- und schwefelhaltigen anionischen Gruppen in Stérke
aufgefiihrt.

Phosphorylierte Polysaccharide konnen in Phosphate, Phosphite und Phosphonate eingeteilt
werden, wobei Cellulose- und Stirkephosphate die am weitesten verbreiteten Produkte
darstellen. Cellulosephosphate werden vor allem als Flammschutzmittel in Textilien,
Kationenaustauschmaterial in der chemischen Industrie oder aufgrund ihrer Calciumaffinitét
in der Medizin zur Knochenregeneration appliziert. Stdrkephosphate haben hingegen
vorwiegend als  Verdickungsmittel, Trdgerstoffe ~—und  Stabilisatoren in der
Nahrungsmittelindustrie Bedeutung erlangt ****1. In der Industrie wird zur Herstellung von
Starkephosphaten auf trockenes Erhitzen von Stdrke mit phosphorhaltigen Reagenzien wie
Phosphorsédure, Phosphatsalzen oder Phosphortrichlorid in Anwesenheit von Basen

zurlickgegriffen. Einfache Phosphatsalze oder Tripolyphosphat als Reagenzien fiihren hierbei
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zu Monophosphonaten, wohingegen durch den Einsatz von Phosphoroxychlorid oder
Natriumtrimetaphosphat vernetzte Distarkephosphate produziert werden /.

Die Synthese von Stirkephosphiten und -phosphonaten ist in der Literatur kaum diskutiert
worden. Unter anderem wurde die Einfilhrung von Phosphonatgruppen in Stérke iiber
Veretherungen mit Phosphonatgruppen enthaltenden Alkoholen fiir Applikationen in der
Papierherstellung in Patenten beschrieben **2°°. An Cellulose wurde hingegen die direkte
Veresterung  mit  stickstoffhaltigen =~ Phosphonsdurederivaten  erprobt, = wodurch

(2512521 15 den

Cellulosephosphonate mit erhohter Flammschutzwirkung gewonnen wurden
meisten Fillen fiihrt die Phosphorylierung von Polysacchariden zu Produkten mit geringem
DS-Wert und ungleichmifBiger Substituentenverteilung. Darliber hinaus ist sie mit einem
Polymerabbau aufgrund drastischer Reaktionsbedingungen verbunden.

In jingster Zeit wurde das zyklische n-Propylphosphonsiureanhydrid (T3P®) in der
Cellulosechemie zur Herstellung neuer Cellulosephosphonate eingesetzt. Die Studien zeigten,
dass sich T3P® sowohl als Veresterungsreagenz als auch als Aktivierungsreagenz fiir
Carbonsduren eignet, wodurch Alkylphosphonsdureester, Alkylester und Mischester der
Cellulose zuginglich sind ***!. In Abhingigkeit von den Reaktionsbedingungen konnten so
Cellulosephosphonate mit verschiedenen DS-Werten erhalten werden. Bereits ab einem

(2541 In der Stidrkechemie wurden die

Phosphorgehalt von 5,8 % sind sie wasserldslich
Einsatzmdglichkeiten von T3P® bislang nicht studiert, bieten aber das Potenzial zur

ErschlieBung neuer wasserloslicher Starkephosphonsiureester.
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R od 0 0 0 O
o A Hoo 0o
X 00O —
X = Methylen: Carboxymethylstirke Stirkemaleate Stéirkesuccir?ate
X; = Ethylen: Carboxyethylstarke
O O 0 0 0
00 I J d
— AKX, “1No0e  Ux{iho0e
(0)S) 0] (0]
X, =OH Stirkephosphate Stirkesulfate X3 = Alkylen:
Stirkephthalate ~ X, =H, Alkyl Stirkephosphonate Stéarkesulfonate

Abb. 2.11: Beispiele fiir stirkebasierte Polyanionen.
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Bei den schwefelhaltigen anionischen Stirkederivaten haben die Stirkesulfate aufgrund ihrer
bioaktiven Wirkung die grofte Bedeutung erlangt. Sie sind fiir eine Vielzahl von
Anwendungen im medizinischen Bereich geeignet, unter anderem als anti-HIV-Mittel oder als

[255-257]

gerinnungshemmende Substanzen . Zur Sulfatierung von Stirke wird auf die

Umsetzung mit konzentrierter Schwefelsdure, Chlorsulfonsdure, Sulfurylchlorid oder

(2582611 ym einen

Schwefeltrioxid unter Bildung des Schwefelsdurehalbesters zurtickgegriffen
saurehydrolytischen Polymerabbau wéhrend der Sulfatierung zu vermeiden, werden die
Reagenzien als Komplexe mit Pyridin und Triethylamin oder polar aprotischen Losemitteln
wie DMSO eingesetzt *%2°4. Als milderes Sulfatierungsreagenz wurde in den letzten Jahren
ein trisulfoniertes Amin, erhalten aus NaNO3s und NaHSOs, entwickelt (2391

Eine weitere bedeutende Substanzklasse stellen die Sulfoalkylpolysaccharide dar, welche
durch Loslichkeit in Wasser und organischen Losemitteln, Ungiftigkeit und Stabilitét
gekennzeichnet sind **°). Sulfoethylcellulose wird zum Beispiel als Membrankomponente,
Kationenaustauscher, Verkapselungsmaterial fiir Biokatalysatoren, Superabsorber und zur
Oberflichenmodifizierung von Papier verwendet °°?%!. Zusammen mit Sulfoethylstirke
wurde sie auBBerdem beziiglich ihrer Eignung als Dispersionsagenzien in Mineralbindemitteln
und als allergen-entaktivierende Mittel erforscht “*~"!. Das volle Applikationspotential von
Sulfoethylstédrke selbst ist dariiber hinaus bei weitem nicht ausgeschopft.

Die Herstellung von Sulfoethylpolysacchariden kann durch Substitutionsreaktion von
Polysacchariden mit 2-Bromethansulfonat oder 2-Chlorethansulfonat in Gegenwart einer Base

erfolgen (272275

. Als Reaktionsmedium konnen fiir homogene Umsetzungen organische
aprotische Losemittel wie DMSO oder fiir heterogene Prozesse Alkohole verwendet werden.
In letzterem Fall ist eine Aktivierung der Hydroxylgruppen des Polymers mit
Natriumhydroxid notig **°!. Alternativ hat sich die Sulfoethylierung durch eine Michael-
analoge Reaktion mit Natriumvinylsulfonat in Gegenwart von Natriumhydroxid in
Isopropanol/Wasser durchgesetzt (146276277 " Piese Methode ist der Reaktion mit
Halogenalkansulfonaten vorzuziehen: Bei vergleichbaren Bedingungen fiihrt sie zu héheren
Ausbeuten und DS-Werten und ist aufgrund geringerer Reagenzkosten attraktiver fiir die
Durchfiihrung im  industriellen Malfstab. Durch Optimierung von Ldsemittel,
Reaktionstemperatur und Zeit waren Sulfoethylcellulosen mit DS-Werten bis zu 0,60
zuginglich, wobei NMR-spektroskopischen Studien zufolge hauptsichlich die primédren

Hydroxylgruppen der Cellulose substituiert werden #%°!,
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Auch die Synthese von Sulfoethylstirke ist auf diesem Weg mdglich. Ausgehend von
Wachsmaisstiarke und amylosereicher Maisstdrke konnten wasserldsliche Produkte mit DS-
Werten bis zu 0,56 erreicht werden 2727328 Ausfiihrliche Studien iiber den Einfluss der
Reaktionsbedingungen auf die Struktur der Produkte sowie die Verteilung der Substituenten
innerhalb der AGE der Stirke wurden bislang nicht durchgefiihrt und stellen am Beispiel der
Sulfoethylierung von Stirke geringer Molmasse einen Schwerpunkt der vorliegenden

Dissertation dar.
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3 Spezieller Teil
3.1 Stiirken mit eingestellter Molmasse

3.1.1 Partielle Depolymerisation von Stiirke

Fir die Dialyseanwendung spielen Stirke und Stirkederivate mit einem vergleichsweise
geringen durchschnittlichen Polymerisationsgrad (DP) eine mallgebliche Rolle. Die
Einstellung der zahlenmittleren Molmasse der Stirken (M,,) auf einen Bereich < 10.000 g/mol
und einer engen Molmassenverteilung (Dispersititsindex, P =1,0-3,5) wurde mittels
saurekatalysierter Hydrolyse unter Verwendung von Salzsdure (HCI) und Phosphorsiure

(HsPOy) studiert (Abb. 3.1).

OH
0
HO OH OH OH
on| 0  HCloder HyPO, _,m . HO 0
- HO
HO (H,0) HO Ol
oHl 2 OH OHL..-
i

Abb. 3.1.: Reaktionsschema zum sdurehydrolytischen Starkeabbau.

Fir den Abbau von Kartoffel- (ST01) und Wachsmaisstirke (ST03) wurde zunichst
Salzsdure als Katalysator verwendet. In Tab. 3.1 sind die Ausbeuten, Molmassen und
Molmassenverteilungen der Hydrolyseprodukte in Abhingigkeit der Reaktionsbedingungen
zusammengefasst. Die Stirke wurde vor der Zugabe der Sdure in Wasser bei 80 °C
gelatinisiert, um die Zugéanglichkeit der glykosidischen Bindungen zu erhohen. Die Isolierung
der Hydrolyseprodukte erfolgte durch Neutralisation des Gemisches mit Natriumhydroxid
oder Calciumhydroxid und Zentrifugieren des wasserunloslichen Anteils (~1 %). Die
Fraktionierung erfolgte durch Fillung in einem Alkohol und anschlieBender Einengung und
Gefriertrocknung des Filtrats. Im Folgenden werden die Ausbeuten, Molmassen sowie
Molmassenverteilungen der einzelnen Produktfraktionen (Abb. 3.2) exemplarisch fiir das
Hydrolysat ST17 diskutiert. Der Anteil der wasserunldslichen Fraktion (schwarz) betrdgt nur
1% und hat eine M, von 5.730 g/mol. Das Molekulargewicht der wasserldslichen durch
Fillung isolierten Fraktion (rot) liegt mit einer M, von 2.746 g/mol im angestrebten
Molmassenbereich, weist mit einem P von 1,8 eine enge Molmassenverteilung auf und wurde

in einer Ausbeute von 46 % erhalten. Der nicht gewiinschte Oligomeranteil (griin,
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M,, = 1.000 g/mol, GPC der Probe nach Gefriertrocknung des Filtrats der Fillung) verbleibt

im Losemittelgemisch.

relative Intensitat

0,0

"000 10000 100000
M (g/mol)
Abb. 3.2: Molmassenverteilungen der Produktfraktionen des sdurehydrolytischen Abbaus von

Kartoffelstiarke (ST17, wasserunlosliche Fraktion: schwarz, wasserlosliche durch Féllung in

Methanol gewonnene Fraktion: rot, gefriergetrocknete Restmenge: griin).

Die folgende Diskussion der Ergebnisse des Abbaus von nativer Kartoffelstarke ST01 (Tab.
3.1) bezieht sich auf die wasserlosliche durch Féllung isolierte Produktfraktion der Proben.
Bei einer Reaktionszeit von 5 h, einer Temperatur von 60 °C und einer Sdurekonzentration
von 0,25 mol/L wurde ein Hydrolyseprodukt mit M,, von 14.316 g/mol (ST11) erhalten. Eine
Erhohung der Hydrolysezeit auf 16 h ergab eine Verringerung von M, auf 10.075 g/mol
(ST12). D betrug in beiden Fillen allerdings 11,6, die Produkte konnten folglich nur mit
breiten Molmassenverteilungen gewonnen werden. Bei gleicher Sdurekonzentration
(0,25 mol/L) und Zeit (5 h) erhielt man durch Temperaturerhohung auf 80 °C und auf 90 °C
Produkte mit kleinen M,, von 2.746 g/mol (ST17) und 1.224 g/mol (ST18). Vor allem das bei
80 °C hergestellte Hydrolysat war aufgrund der erreichten Molmasse von besonderem
Interesse. Die Einfliisse verschiedener Reaktionszeiten bei einer Temperatur von 80 °C
wurden untersucht. Auf diese Weise lieBen sich durch Zeiten von 2, 3, 4,5 und 5 h M,,-Werte

von 12.415 g/mol, 7.398 g/mol, 5.698 g/mol und 2.746 g/mol (ST13-17) einstellen, was den
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angestrebten Molmassenbereich sehr gut abdeckte. Die Erhohung der Sdurekonzentrationen
(5h, 60 °C) fithrte hingegen zu Produkten mit entweder zu breiter Molmassenverteilung
(ST19, 0,50 mol/L HCIl, B = 6,4) oder sehr geringer Molmasse (ST20, 1,00 mol/L HCI,
M, =2.050 g/mol,). Die optimale Siurekonzentration ist daher 0,25 mol/L. Die
Produktausbeuten betrugen bis zu iiber 90 % (ST13, ST14), jedoch enthielten die Proben trotz
mehrmaligen Waschens laut Elementaranalyse noch geringe Mengen NaCl. Salzfreie
Produkte konnten erhalten werden, indem die Neutralisation mit Ca(OH), und die Féllung der
wasserloslichen Fraktion in Methanol erfolgte (ST15-17). Die Optimierung flihrte gleichzeitig
zu geringeren Ausbeuten von 40-60 %, die im Hinblick auf den Erhalt reiner Produkte als
ausreichend befunden wurden.

Es wurden amylose- und amylopektinreiche Stirken in die Studien einbezogen. Der Abbau
von amylopektinreicher Wachsmaisstirke (STO03, Amylose < 1 %) erfolgte analog zur
Hydrolyse von Kartoffelstirke in 0,25 M HCI bei 80 °C und fiihrte bei einer Reaktionszeit
von 4,5 h zu einer M, von 5.516 g/mol (ST21) und bei 5 h zu einer M, von 2.790 g/mol
(ST22), was mit den Ergebnissen des Abbaus von Kartoffelstirke korreliert. Ein geringer
Unterschied der M, (ST17: 4.858 g/mol, ST22: 3.922 g/mol) zeigt, dass Wachsmaisstirke
unter gleichen Bedingungen stdrker depolymerisiert wird als Kartoffelstarke. Dies ist zum
einen auf die kleinere Molmasse des Ausgangsmaterials und zum anderen auf den héheren
Gehalt an Amylopektin und damit an fiir die Sdure besser zugénglichen amorphen Regionen

zuriickzufiihren [137,144-145,281]

. Die Hydrolyse der amylosereichen Maisstirke STO04 und
Markerbsenstirke STO0S (beide >70 % Amylose) in HCI verlief unter gleichen Bedingungen
heterogen, da eine Gelatinisierung dieser Stérken in Wasser nicht moglich war. Es konnten
wasserlosliche Hydrolyseprodukte in geringen Ausbeuten von 10-16 % erhalten werden.
Stiarke ist mit HCl folglich nur dann zu Hydrolysaten geeigneter Molmasse in guten

Ausbeuten depolymerisierbar, wenn vorher eine Gelatinisierung in Wasser erfolgen kann.
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Tab. 3.1: Bedingungen des sidurehydrolytischen Abbaus von Stérke in HCI und Molmassen und Molmassenverteilung der Produkte.

Produkt Bedingungen Molmassenverteilung *
Nr. Ausgangsstirke Konzentration HCI Temperatur ~ Zeit M, M,, b
Nr. Quelle/ Bezeichnung M, M,, (mol/L) °O (h) (g/mol) (g/mol)
(g/mol) (g/mol)

ST11 STO01 Kartoffel 230.050 1.361.100 0,25 60 5 14.316 166.250 11,6
ST12 STO01 Kartoffel 230.050  1.361.100 0,25 60 16 10.075 117.300 11,6
ST13 STO01 Kartoffel 230.050 1.361.100 0,25 80 1 20.140 238.610 11,9
ST14 ST01  Kartoffel 230.050 1.361.100 0,25 80 2 12.415 82.038 6,6
ST15 ST01  Kartoffel 230.050 1.361.100 0,25 80 3 7.398 16992 23
ST16 STO01  Kartoffel 230.050 1.361.100 0,25 80 4,5 5.698 10972 1,9
ST17 STO01  Kartoffel 230.050 1.361.100 0,25 80 5 2.746 4858 1,8
ST18 STO01  Kartoffel 230.050  1.361.100 0,25 90 5 1.224 2025 1,7
ST19 STO01  Kartoffel 230.050  1.361.100 0,50 60 5 5.818 37.408 6,4
ST20 STO01  Kartoffel 230.050  1.361.100 1,00 60 5 2.050 5.008 24
ST21 ST03 Wachsmais 83.579 352.840 0,25 80 4,5 5.516 9.870 1,8
ST22 ST03 Wachsmais 83.579 352.840 0,25 80 5 2.790 392 14
ST23 ST04 Mais amylosereich 53.172 602.120 0,25 80 5 2.160 4.000 1,9
ST24 ST05 Markerbse 55.772 968.070 0,25 80 5 2.610 7.199 238

2 Gelpermeationschromatografie (GPC, Kalibrationsstandard Pullulan, Eluent: Wasser/NaNO;/NaN3)
M,,: zahlenmittlere Molmasse, M,,: gewichtsmittlere Molmasse, P : Dispersititsindex



Der Abbau amylosereicher Stirken wurde in Analogie zur homogenen Hydrolyse von
Cellulose mit konzentrierter Phosphorsiure untersucht 2%**22%1  Ayfgrund der geringeren
Sdurestirke war eine weniger starke Depolymerisation unter milderen Bedingungen zu
erwarten ['**). Es wurde bereits mittels NMR-Spektroskopie belegt, dass sich wihrend dieser
Art des Abbaus keine Phosphorsiurehalbester der Polysaccharide bilden *. Die
Depolymerisation von amylosereicher Maisstirke ST04 (Tab. 3.2) wurde bei 20 °C und 60 °C
durchgefiihrt, wobei sich die Stirke innerhalb kurzer Zeit in der Sdure 16ste. Zur Isolierung
und Fraktionierung wurde in Aceton geféllt, mit Aceton/Wasser neutral gewaschen und
getrocknet. Bei 20 °C konnte M, der Maisstirke durch Variation der Reaktionszeit von 24-
120 h auf 7.009-4.610 g/mol verringert werden (ST25-27). Allerdings wiesen die
Abbauprodukte sehr breite Molmassenverteilungen (B = 6,0-10,2) auf. Erst eine
Reaktionszeit von 120 h resultierte in einem relativ geringen B von 2,9 (ST27).

Eine Verkiirzung der Reaktionszeit konnte durch Erh6hung der Temperatur auf 60 °C erreicht
werden. Innerhalb von 0,25-1,00 h waren Produkte mit M, von 4.938-1.855 g/mol sowie
enger Molmassenverteilung zugédnglich (ST28-30, D =2.4-3,8). Analog war die Molmasse
von Markerbsenstirke ST05 bei Reaktionszeiten von 0,25-2,50 h auf M,-Werte von 4.073-
1.888 g/mol prizise einstellbar (ST31-33, Tab. 3.2). Fiir das Erreichen von M,, > 3.000 g/mol
war bei amylosereicher Maisstiarke eine kiirzere Reaktionszeit (0,6 h, ST29) nétig als bei
Markerbsenstirke (1,0 h, ST32); als Ursache hierfiir ist die bereits vor dem Abbau geringere
Molmasse der Maisstirke aufzufiihren. Die {iber Hydrolyse mit Phosphorsdure erhaltenen
wasserloslichen Stirken wurden in hohen Ausbeuten bis zu 88 % gewonnen. Mittels 'H-
entkoppelter  >'P-NMR-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass sich keine
Phosphorsdurehalbester der Stirke gebildet haben. Des Weiteren zeigten die Studien, dass
Stirke in konzentrierter Phosphorsdure schneller abgebaut wird als Cellulose: So fiihrt die
Behandlung von Cellulose unter vergleichbaren Bedingungen von 2 h und 50 °C zu

Produkten mit vergleichsweise hdheren Molmassen von ca. 21.000 g/mol **3),
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Tab. 3.2: Bedingungen des sdurehydrolytischen Abbaus von Stérke in konzentrierter H;PO4 und Molmassen und

Molmassenverteilung der Produkte.

Produkt Bedingungen Molmassenverteilung ¥
Nr. Ausgangsstirke Temperatur ~ Zeit M, M,, b
Nr. Quelle M, M,, (°C) (h) (g/mol)  (g/mol)
(g/mol)  (g/mol)

ST25 ST04 Mais amylosereich ~ 53.172  602.120 20 24 7.009  71.406 10,2
ST26 ST04 Mais amylosereich ~ 53.172  602.120 20 48 6.841  40.968 6,0
ST27 ST04 Mais amylosereich ~ 53.172  602.120 20 120 4.610 13.339 2,9
ST28 ST04 Mais amylosereich ~ 53.172  602.120 60 0,25 4938 18.591 3,8
ST29 ST04 Mais amylosereich ~ 53.172  602.120 60 0,60 2.299 5.668 2,5
ST30 ST04 Mais amylosereich ~ 53.172  602.120 60 1,00 1.855 4.514 2,4
ST31 STO05 Markerbse 55.772  968.070 60 0,25 4.073  12.631 3,1
ST32 STO05 Markerbse 55.772  968.070 60 1,00 2.579 5.965 2,3
ST33 STO05 Markerbse 55.772  968.070 60 2,50 1.888 3.158 1,7

2 Gelpermeationschromatografie (GPC, Kalibrationsstandard Pullulan, Eluent: Wasser/NaNO;/NaN3)

M,,: zahlenmittlere Molmasse, M,,: gewichtsmittlere Molmasse, D : Dispersititsindex



3.1.2 Strukturcharakterisierung

Zur Ermittlung des Verhiltnisses von Amylose zu Amylopektin in Stérken hat sich die
Ausbildung des blauen Stirke-Polyiodid-Komplexses mit anschlieBender Bewertung der
Intensititen charakteristischer Absorptionsbanden in UV/Vis-Spektren als Routineanalytik
etabliert *7***!, Fiir Stirken geringer Molmasse ist die Methode jedoch nicht anwendbar, da
sich die lod-Amylose-Komplexe erst ab einem DP von 18 ausbilden und ab einem DP von ca.
400 quantifizierbar sind ***). Dariiber hinaus handelt es sich bei den vorliegenden Proben mit
einem DP, von 11-60 um Fragmente der Ausgangsstirken, auf die die Definitionen von
Amylose und Amylopektin sowie deren inter- und intramolekulare Strukturen nur begrenzt
anwendbar sind. Stattdessen stellt der Anteil a-1—06-glykosidischer Verkniipfungen an der
Gesamtanzahl glykosidischer Verkniipfungen, im Folgenden als Verzweigungsgrad
bezeichnet, eine charakteristische KenngroBe dar. Die vorliegenden Starken geringer
Molmasse wurden eingehend mittels ein- und mehrdimensionaler NMR-Spektroskopie
analysiert (Tab. 3.3). Mittels Auswertung der Integrale im anomeren Bereich des "H-NMR-
Spektrums konnten Informationen zu Verzweigungsgrad, Konformitit der glykosidischen
Bindung und Anzahl der Wiederholungseinheiten (Berechnung siehe Kapitel 4.3.2) gewonnen
werden 2872881,

Bei den sdurehydrolytisch abgebauten Kartoffelstarken (ST16, ST17) lag der Anteil a-1—6-
verkniipfter FEinheiten bei 5,7 und 5,4 %, was dem Verzweigungsgrad in nativem
Amylopektin von 5 % ahnelt **). Bei nativer Kartoffelstirke wire ausgehend von einem
Amylosegehalt von 20-25 % ein Verzweigungsgrad von ca. 3-4 % zu erwarten. Folglich
wurden wihrend der Hydrolyse vorrangig die a-1—4-glykosidischen Bindungen gespalten.
Kartoffelstirke &hnlicher Molmasse, die jedoch enzymatisch durch Behandlung mit a-
Amylase gemill [9] depolymerisiert wurde (ST34), wies erwartungsgeméill einen hoheren
Anteil o-1—6-verkniipfter Einheiten von 8,6 % auf, da das Enzym selektiv a-1—4-
glykosidische Bindungen spaltet und somit der Gehalt an a-1—6-verkniipften Einheiten mit
sinkender Molmasse steigt !'**). Das durch saure Hydrolyse hergestellte Produkt aus
Wachsmaisstiarke (ST21) war mit 9,5 % starker verzweigt als die entsprechende Probe aus
Kartoffelstiarke (ST16), was auf den hoheren Amylopektingehalt des Ausgangsmaterials von
> 99 % zuriickzuflihren ist. Bei den aus den amylosereichen Mais- und Markerbsenstéirke
durch Hydrolyse mit Phosphorsdure gewonnenen Produkten (ST29, ST32) war
erwartungsgemif ein niedrigerer Verzweigungsgrad von 2,3 % und 1,1 % zu verzeichnen.
Auch an diesen Proben wird deutlich, dass wihrend des sdurehydrolytischen Abbaus

bevorzugt die o-1—4-glykosidischen Bindungen gespalten werden, da der bereits in den
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Ausgangsstirken sehr geringe Anteil von a-1—6-Verkniipfungen (ca. 1-2 % bei einem
Amylosegehalt von > 70°%) in den Abbauprodukten noch immer zu finden ist. Die iiber 'H-
NMR-Spektroskopie bestimmte durchschnittliche Zahl an Wiederholungseinheiten der
Starken liegt zwischen 12 und 42 und korreliert mit den {iber GPC bestimmten DP,-Werten,
was beide Verfahren als geeignete Methoden zur Molmassenbestimmung von Stéirken
geringer Molmassen bestétigt.

Da die Stirken mit M, von 2.000 — 10.000 g/mol beziiglich der Dialyseapplikation die beste
osmotische Wirksamkeit zeigten (siehe Kapitel 3.4.2), wurden die in den folgenden Kapiteln
beschriebenen Experimente auf diese Stdrken beschrinkt. Um fiir chemische Modifizierung
und gegenfalls auch fiir deren Up-Scaling groBere Stirkemengen einer Charge zur Verfliigung
zu haben, wurden verschiedene kommerziell erhéltliche Stirken, die wasserloslich sind und
einen Molmassenbereich von 1.000-10.000 g/mol abdecken (ermittelt iiber GPC, Tab. 3.3),
umfassend charakterisiert und mit in die Untersuchungen einbezogen.

Der Verzweigungsgrad der kommerziellen Produkte liegt zwischen 4,3 und 8,6 % und die
durchschnittliche Zahl der Wiederholungseinheiten zwischen 6 und 77 (beide bestimmt {iber
"H-NMR-Spektroskopie). Die zwei Tapiokastirken ST06 (M, = 4.898 g/mol, B =3.4) und
ST07 (M, =3.321 g/mol, P =2,8) erwiesen sich zusammen mit der siurehydrolytisch
abgebauten Kartoffelstirke ST17 (M, =2.746 g/mol, D =1,8) als die Proben mit der
hochsten wasserziehenden Wirkung (Kapitel 3.4.2) und wurden daher als Ausgangsmaterial
fiir die Derivatisierung ausgewahlt (Kapitel 3.3).

Es konnten mittels NMR-Spektroskopie strukturelle Unterschiede zwischen den
kommerziellen Produkten und den selbst abgebauten Proben gezeigt werden. Die Ausschnitte
des anomeren Bereiches der 'H-NMR-Spektren der kommerziell bezogenen Stirken weisen
im Vergleich zu den Spektren der selbst abgebauten Starken zusdtzliche Peaks auf (Abb. 3.3).
Die Produkte, die laut Hersteller durch Pyrolyse in Gegenwart von Sdure hergestellt wurden,
wurden daher ausfiihrlich mittels eindimensionalen 'H,'H-total correlation spectroscopy
(TOCSY)-Messungen bei unterschiedlichen selektiven Anregungsfrequenzen sowie
mehrdimensionaler NMR-Experimente charakterisiert (siche Anhang, Abb. A.1-6). Eine
vollstdndige Zuordnung der Protonen- und Kohlenstoffsignale konnte durch Abgleichung mit
der Literatur erzielt werden ['"*°!. Die identifizierten Strukturelemente (Spezies A-J, Abb. 3.4)
werden im Folgenden anhand der Zuordnung der Signale im 'H,"’C-heteronuclear single
quantum coherence-distortionless enhancement by polarization transfer-135-Spektrum

(HSQC-DEPT 135, Abb. 3.5) exemplarisch fiir Tapiokastdrke STO07 diskutiert.
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Tab. 3.3: Molmassen, Molmassenverteilungen, Verzweigungsgrad und Zahl der Wiederholungseinheiten verschiedener selbst hergestellter und
kommerziell bezogener Starken geringer Molmasse.

Probennr. Stirkequelle Art des Abbaus/ Charakterisierung iiber GPC ” Charakterisierung iiber 'H-NMR-Spektroskopie
Herkunt M, M,, b Dp, Verzweigungsgrad Zahl  der  Wieder-
(g/mol) (g/mol) (%) holungseinheiten

ST16 Kartoffel Saurehydrolytischer Abbau 5.698 10.972 1,9 35 5,4 39

ST17 Kartoffel Saurehydrolytischer Abbau 2.746 4.858 1,8 17 5,7 20

ST34 Kartoffel Enzymatischer Abbau 2) 6.159 10.880 1,8 38 8,6 31

ST21 Wachsmais Séurehydrolytischer Abbau 5.516 9.870 1,8 34 9,5 42

ST29 Mais amylosereich Séurehydrolytischer Abbau 2.299 5.668 2,5 14 2,3 12

ST32 Markerbse Séurehydrolytischer Abbau 2.579 5.965 2,3 16 1,1 17

STO0S8 Kartoffel Kommerzielles Produkt 3.249 12.728 3,9 20 4.8 20

ST09 Tapioka Kommerzielles Produkt 9.642 68.190 7,1 60 43 77

ST06 Tapioka Kommerzielles Produkt 4.898 16.460 3,4 30 8,1 43

STO07 Tapioka Kommerzielles Produkt 3.321 9.302 2,8 21 8,6 17

ST10 Wachsmais Kommerzielles Produkt 1.714 11.204 6,6 11 6,5 6

9¢

3 Herstellung {iber enzymatischen Stirkeabbau, Synthese geméf [9]
5 Gelpermeationschromatografie (GPC, Kalibrationsstandard Pullulan, Eluent: Wasser/NaNO;/NaNj3)
M,,: zahlenmittlere Molmasse, M,,: gewichtsmittlere Molmasse, P : Dispersititsindex
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Abb. 3.3: Anomerer Bereich der 'H-NMR-Spektren der siurehydrolytisch abgebauten
Kartoffelstirke ST17 (1), der enzymatisch abgebauten Kartoffelstirke ST34 (2) und der

kommerziell bezogenen Tapiokastiarke ST07 (3, alle aufgenommen in D,0).

Abb. 3.4: Strukturelemente in der kommerziell bezogenen Tapiokastirke ST07: A: a-1—4-
verkniipfte Anhydroglucoseeinheiten (AGE), , B: o-reduzierende Endgruppe, C:
B-reduzierende Endgruppe, D: nicht reduzierende Endgruppe, E: a-1—6-verkniipfte AGE, F:
a-1—2-verkniipfie AGE, G: B-1—6-verkniipfte AGE, H: B-1—2-verkniipfte AGE, I: 1,6-
Anhydro-B-D-glucopyranosylendgruppen, J: 3-Keto-1,6-anhydro-p-D-glucopyranosylend-

gruppen.
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Alle blauen HSQC-DEPT 135-Crosspeaks (CH,-Gruppen) im '*C-NMR-Bereich von 60-70
ppm wurden eindeutig der Position 6 (primire Hydroxylgruppe) zugeordnet (Abb. 3.5). Das
Vorhandensein unterschiedlicher Wiederholungeinheiten und Endgruppen wird insbesondere
im ppm-Bereich des anomeren Protons/Kohlenstoffatoms deutlich (C-1). Die internen
a-1—4-verkniipften AGE (A) stellen hierbei die Hauptstuktur dar und verursachen die
intensivsten Crosspeaks. Charakteristische Signale fiir a-1—6-verkniipfie AGE (E) sind die
an der glykosidischen Bindung beteiligten C-1 bei 98,8 ppm ('°C)/ 4,62 ppm (‘H) und C-6 bei
65,0-69,0 ppm (°C)/ 3,40-3,65 ppm ('H) sowie das benachbarte C-5° bei 70,4 ppm (°C)/
3,67 ppm ('H). Die nicht reduzierende Endgruppen (D) zeigen separate Signale fiir die nicht
an einer glykosidischen Bindung beteiligten C-4 bei 69,9 ppm (°C)/ 3,04-3,16 ppm ('H)
sowie fiir die benachbarten C-3 und C-5 bei 73.2 ppm (°C)/ 3,27-3,45 ppm ('H). Ebenso
konnten die Peaks der reduzierenden Endgruppen identifiziert werden. Vor allem die
anomeren C-1-Signale bei 92,5 ppm (>C)/ 4,88 ppm ('H, a-reduzierende Endgruppe, B) und
bei 96,6 ppm (*C)/ 4,30 ppm ('H, B-reduzierende Endgruppe, C) sind deutlich ausgeprigt,
des Weiteren erzeugen die B-reduzierenden Endgruppen Signale fiir C-2 bei 74,4 ppm ('*C)/
2,94 ppm ('H), C-3 bei 76,0 ppm (*C)/ 3,43 ppm ('H) und C-5 bei 74,7 ppm (>C)/ 3,25 ppm
('H). Die im Folgenden beschricbenen Strukturelemente sind ausschlieBlich in den
kommerziell bezogenen Stirken zu finden: Der Crosspeak im anomeren Bereich bei
103,3 ppm (**C)/ 4,16 ppm ('H) ist einer B-1—6-verkniipfien AGE (G) zuzuordnen, wihrend
die Signale bei 73,4 ppm (*C)/ 2,97-3,06 ppm ('H) und bei 76,0 ppm (**C)/ 3,07-3,20 ppm
("H) je von den sich im selben Spinsystem befindlichen C-2 und C-3/C-5 und der Crosspeak
bei 68,7 ppm (°C)/ 3,83 ppm ('H) vom an der glykosidischen Bindung beteiligten C-6°
stammen. Weitere Peaks geringer Intensitit im anomeren Bereich werden von o-1—2-
verkniipften (F) und von B-1—2-verkniipfien AGE (H) verursacht. Einem Teil der
reduzierenden Endgruppen liegt zudem in Form von 1,6-Anhydro-
B-D-glucopyranosylendgruppen (I) vor, welche Signale bei 101,9 ppm (*C)/ 5,12 ppm (‘H)
fir C-1 und bei 65,3 ppm (°C)/ 3,77 ppm (‘H) fiir C-6 verursachen. Die Resonanz bei
75,3 ppm (°C)/ 4,44 ppm (‘H) konnte hingegen auf C-2 einer 3-Keto-1,6-anhydro-p-D-
glucopyranosylendgruppen (J) zuriickzufiihren sein. An der Ausbildung dieser neuen
Bindungen in der Stdrke wihrend der Herstellung von Pyrodextrinen unter starker Hitze im
Sauren sind eine Vielzahl chemischer Reaktionen beteiligt, neben der Hydrolyse wurden zum

Beispiel Transglykosidierung, Repolymerisierung und Oxidationsreaktionen nachgewiesen
[129,290]
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Abb. 3.5: Anomerer Bereich (links) und Bereich von C-2-6/H-2-6 (rechts) des 'H,"’C-heteronuclear single quantum coherence-distortionless
enhancement by polarization transfer-135-Spektrums (HSQC-DEPT 135) der Tapiokastirke STO7 (aufgenommen in DMSO-ds mit
Trifluoressigsdure, Signalbeschriftung in Abb. 3.4).



Es konnte gezeigt werden, dass das Vorliegen der neuen Strukturelemente die osmotische
Wirksamkeit nicht beeinflusst (sieche Kapitel 3.4.2, Vergleich Probe ST07 mit ST17 und
ST148), weshalb die kommerziellen Stirken ST07 und ST06 trotz ihrer komplexen Struktur
fiir die weiteren chemischen Umsetzungen verwendet wurden (siehe Kapitel 3.3). Folglich
weisen auch die Starkederivate in ihren NMR-Spektren die entsprechenden Signale der oben

beschriebenen Strukturelemente auf.

3.2 Reduktion von Starke

3.2.1 Behandlung von Stiirke mit Natriumborhydrid (NaBHy)

Wihrend der Derivatisierung von Stirke bei erhdhter Temperatur (80-100 °C, Kapitel 3.3.3
und 3.3.4) bzw. Sterilisation in wissriger Losung konnen die Aldehydfunktionen an den
reduzierenden Enden der Stiarkemolekiile zu unerwiinschten Nebenreaktionen fithren, wobei
sich Losungen verfdarben und toxische Produkte bilden konnen. Die Aldehydfunktion ldsst
sich prinzipiell durch Reduktion zum Alkohol umwandeln (Abb. 3.6). Als geeignetes
Reduktionsmittel von Polysacchariden hat sich hierbei NaBH,4 etabliert, da es als strukturell

einfaches Hydridiibertragungsreagenz preisgiinstig ist und die Reduktion in wéssriger Losung

unter milden Bedingungen stattfinden kann ['®"'6>2%1,
OH
0
HO OH
OH OH OH
BH, . OH 3 H,0/H" 4 - OH
_ > H L — H
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on  (HO) Ofp H
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Abb. 3.6: Schema der Reduktion der endstindigen Aldehydfunktion von Stirke mit
Natriumborhydrid und Spaltung des Boratkomplexes im sauren Medium.

Die Modifizierung der reduzierenden Endgruppe wurde gemif einer bekannten Methode
an der Tapiokastidrke ST07 untersucht, eine der Stirkeproben mit der hochsten osmotischen
Wirkung (Kapitel 3.4.2). Da in der Literatur ein Uberschuss von zum Beispiel 0,15 mol
NaBH4/mol AGE (ohne Beriicksichtigung des molaren Anteils an reduzierenden Endgruppen)

eingesetzt wurde 1'%

, war ein Ziel der eigenen Arbeit die Verringerung der Reagenzmenge.
Es wurde der Einfluss von Molverhidltnis NaBHa/reduzierende Endgruppe, Temperatur,

Starkekonzentration, Art der Aufarbeitung und das Up-Scaling untersucht (Tab. 3.4). Fiir die
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Ansatzberechnung und die Einstellung des Molverhéltnisses wurde die Anzahl reduzierender
Endgruppen auf die Einwaage und den DP, abgeschiitzt. Die Reduktion wurde in wissriger
Losung der Stiarke (10 %, w/w) bei einem pH-Wert von 8 durchgefiihrt, da sich NaBH4 im
sauren oder neutralen Medium sehr schnell zu Natriumborat und Wasserstoff zersetzt ['°'1. Zur
Kontrolle der Vollstandigkeit der Reduktion wurde auf die einfach durchfiihrbare Fehling-
Probe zuriickgegriffen, wobei eine blaue Kupfer(Il)sulfat-Losung bei Anwesenheit
reduzierender Gruppen zu Kupfer(I)-oxid unter Bildung eines orange-roten Niederschlags
reduziert wird. Uberschiissiges NaBH,; wurde durch Zugabe von Aceton zersetzt und die
Probe zur Reinigung gegen Wasser dialysiert (3 Tage, Membran mit Molecular weight cut-
off, MWCO: 3.500 g/mol) sowie gefriergetrocknet.

Fiir die Reduktion von ST07 wurde ein Uberschuss von NaBHy/reduzierende Endgruppe von
5/1 eingesetzt (RSO01, Tab. 3.4). Die Fehling-Probe fiel bei der Ausgangsstirke STO07
aufgrund der Anwesenheit der reduzierenden Endgruppen positiv aus, wohingegen nach
Behandlung mit NaBH, (RS01) geméR der Fehling-Probe keine reduzierenden Gruppen mehr
enthalten waren (Abb. 3.7). Die Vergroerung des Ansatzes von 5 g bis auf 85 g unter sonst
vergleichbaren Bedingungen fiihrte ebenfalls zu einer vollstindigen Reduktion (RS02-04).
Die Produkte waren sowohl in Wasser als auch in N,N-Dimethylformamid (DMF, in Hinblick
auf die Synthese von Stidrke-n-propylphosphonaten, Kapitel 3.3.3) Ioslich. Sie wurden in
Ausbeuten zwischen 42 und 93 % erhalten, wobei der mitunter grofle Verlust auf die Dialyse
gegen Wasser zur Produktreinigung zuriickgefiihrt wird. Es wurde daher gepriift, ob reine
Produkte auch durch Féllung in Ethanol zuginglich sind und damit die Ausbeute erhoht
werden und das kostenintensive Dialysieren entfallen kann (RS0S). Die isolierte Probe war
zwar wasserloslich und der Fehling-Test fiel negativ aus, jedoch war die Substanz nicht in
DMEF 16slich. Als Ursache ist vom Vorliegen des bei der Umsetzung von Aldehyden mit
NaBH4 entstehenden Boratkomplexes auszugehen, welcher erst durch Zugabe von Saure
gespalten werden muss (Abb. 3.6) (2921 Da die abgebaute Stirke in Wasser einen leicht sauren
pH-Wert von ca. 5 aufweist, erfolgte die Hydrolyse des Komplexes wéhrend der Reinigung
durch Dialyse ohne weitere Sdurezugabe. Bei weiteren Ansitzen wurde das Produkt vor der
Fillung anstelle der Behandlung mit Aceton mit Salzsdure auf pH 6 gebracht und 1 h bei
Raumtemperatur geriihrt, um sowohl iiberschiissiges NaBH4 zu zerstdren als auch den
Boratkomplex zu spalten. Die so mit sehr hohen Ausbeuten von 89-98% erhaltenen Produkte
(RS06-09) waren in Wasser und DMF [6slich, was die Annahme der sdurehydrolytischen
Spaltung des DMF-unloslichen Boratkomplexes bestétigt. Folglich ist die Isolierung der

reduzierten Stirke durch Behandlung mit Salzséure und Fillung der Dialyse vorzuziehen.
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Tab. 3.4: Bedingungen und Ergebnisse der Reduktion von Tapiokastiarke ST0O7 mit NaBH4 in Wasser (pH-Wert 8, 60 °C, 24 h).

Produkt Bedingungen Ergebnisse
Nr. Starke Molver-  Base Isolierung ” Fehling-  Ausbeute Loslichkeit Molmassenverteilung ©
Masse Konzentration hiltnis ¥ Probe (%) in DMF M, M,
(2) in Wasser (g/mol) (g/mol)
(%, w/w)
RS01 5 10 5,00 NaHCO;  Aceton/ Dialyse Negativ 63 + - -
RS02 30 10 5,00 NaHCO;  Aceton/ Dialyse Negativ 93 + 4.097 9.049
RS03 50 10 5,00 NaHCO;  Aceton/ Dialyse Negativ 63 + 3.634 8.452
RS04 85 10 5,00 NaHCO;  Aceton/ Dialyse Negativ 42 + 4.379 8.565
RS05 50 10 5,00 NaHCO;  Aceton/ Féllung Negativ =~ 100 - 2.662 7.528
RS06 50 28 2,00 NaHCO; HCV Fillung Negativ. 98 + 2.871 7.816
RS07 50 30 2,00 NaOH HCV/ Fallung Negativ =~ - + 2.939 8.217
RS08 50 26 1,25 NaOH HCV/ Fallung Positiv 89 + 3.008 8.223
RS09 900 30 2,00 NaOH HCV/ Fallung Negativ 89 + 3.801 10.434

¥ Mol Natriumborhydrid (NaBH,)/ Mol reduzierende Endgruppe (berechnet aus m (Stérke)/ M,, (Stirke))

® Aceton: Zerstdrung iiberschiissigen Reagenz durch Zugabe von Aceton; Dialyse: 3 Tage gegen Wasser, Membran mit Molecular weigth cut-off, MWCO = 3.500 g/mol; HCI: 1 h Riihren mit ag.
HCI bei pH 6; Fallung: Fallung und Waschen des Produktes in Ethanol

© Gelpermeationschromatografie (GPC, Kalibrationsstandard Pullulan, Eluent: Wasser/NaNO;/NaN3)

DMEF: N,N-Dimethylformamid, +: 1slich, -: unléslich, M,,: zahlenmittlere Molmasse, M,,: gewichtsmittlere Molmasse
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Abb. 3.7: Fehling-Probe bei Tapiokastirke vor (ST07, links) und nach der Behandlung mit
Natriumborhydrid (RS04, rechts).

Die Reduktion konnte beziiglich folgender Parameter optimiert werden (siche Tab. 3.4): Eine
Erhohung der Konzentration der Stirke in Wasser auf bis zu 30 % (w/w) ldsst sich umsetzen,
ohne das Ergebnis der Reduktion zu beeinflussen (RS06-08). Ebenso konnte NaOH anstelle
von NaHCO; als Base eingesetzt werden (RS07, ebenfalls pH=28), um weitere
Gasentwicklung wihrend der anschlieBenden S&durezugabe zu verhindern. Bei einer
Verringerung des Molverhidltnis NaBHa/reduzierende Endgruppe von 5/1 auf 2/1 waren nach
der Reaktion ebenfalls keine Aldehydgruppen mehr detektierbar (RS06). Eine weitere
Senkung des Molverhiltnissen auf 1,25/1 (RS08) ergab jedoch ein Produkt, das einen
positiven Fehling-Test (unvollstdndige Reduktion) aufwies. Da stochiometrisch ein NaBHjy-
Molekiil vier Aldehydgruppen reduzieren wiirde, ist davon auszugehen, dass ein Teil des
NaBHyj4 als Nebenreaktion trotz des hohen pH-Wertes mit dem Ldsemittel unter Freisetzung
von Wasserstoff reagiert. Die Beobachtung stimmt weitgehend mit der Literatur {iberein, der
zufolge NaBH, in wéssriger Losung auch bei einem pH-Wert von 8 und einer Temperatur von
25 °C eine Halbwertszeit von nur 36,8 s aufweist [293] * Als weitere Ursache ist das theoretisch
eingestellte Molverhéltnis NaBHs/reduzierende Endgruppe zu nennen, welches aus der
Einwaage und dem DP, der Stirke, jedoch ohne Beriicksichtigung der Molmassenverteilung,
berechnet wurde und so zu Abweichungen vom wahren stochiometrischen Umsatz fithren
kann.

Die Behandlung der Starke mit NaBH4 fiihrt der GPC zufolge zu keinem Abbau des Polymers
(siehe Tab. 3.4). Es ist allerdings zu erkennen, dass die M,,-Werte der durch Siurebehandlung
und Fillung isolierten Proben etwas niedriger sind als die der durch Dialyse gereinigten
Produkte, was auf den Verlust von Produkt mit geringer Molmasse wihrend der Dialyse

zuriickgefiihrt werden kann.
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Das Up-Scaling der Reduktion auf einen MaB3stab von 900 g Starke konnte im Labor realisiert
werden. Verschiedene Stufen der Synthese und Isolierung sind in Abb. 3.8 gezeigt. Es wurde
957 g nicht getrocknete Tapiokastirke ST07 (Trockenmasse 900 g) gelost in Wasser (30 %,
w/w) in einem 4 L-Reaktor mit NaOH auf einen pH-Wert von 8 eingestellt und NaBH4 im
Molverhéltnis 2/1 bei 60 °C innerhalb 8 h zugefiigt, um eine zu starke Schaumbildung zu
vermeiden. Nach 24 h war die Reduktion dem Fehling-Test zufolge abgeschlossen. Die
Isolierung erfolgte durch Behandlung mit Salzsdure und Féllung in Ethanol (Verringerung der
Menge von Fillmedium auf das dreifache Volumen des Reaktionsgemisches). Das teigige
Rohprodukt musste allerdings mit einer Schere zerkleinert, im Ultra-Turrax dispergiert und
zwischen den Waschschritten mit Ethanol {iber 4 L-Fritten filtriert werden. Es konnte ein der
Fehling-Probe zufolge vollstdndig reduziertes, DMF- und wasserlosliches Produkt in einer
Ausbeute von 89 % gewonnen werden (RS09). Die Reduktion ldsst sich folglich gut im
grofBeren MaB3stab durchfiihren. Lediglich die Unterdriickung der exzessiven Schaumbildung,
die wéahrend der Reagenzzugabe im grofen Maf3stab die Handhabung erschwerte, stellte eine
Herausforderung dar, die einstweilen in weiteren Forschungsarbeiten durch Zugabe von

Ethanol gelost werden konnte.

Abb. 3.8: Reduktion von Tapiokastirke ST07 im 900 g-Malstab; oben links: Suspendieren

der Stdrke in Wasser, oben mitte: wéssrige Stdrkelosung, oben rechts: Zugabe von
Natriumborhydrid (NaBH4), unten links: Fallung des Produkt in Ethanol, unten Mitte:

Zerkleinerung des Rohproduktes, unten rechts: Filtration des Produktes vom Waschmedium.
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3.2.2 Strukturcharakterisierung

Die Tapiokastirke ST07 und die daraus hergestellte reduzierte Stirke RS02 wurden mittels
UV/Vis-Spektroskopie untersucht (Abb. 3.9). Die Proben wurden hierfiir in der in
Dialyseprozessen verwendeten wissrigen Matrixlosung (Mg®* 0,5 mmol/L, Ca*" 1,0 mmol/L,
Na' 138,0 mmol/L, Lactat™ 35,0 mmol/L) mit einer Konzentration von 5 mg/mL geldst. ST07
weist eine starke Absorptionsbande bei 290 nm auf, die fiir Carbonylgruppen charakteristisch
ist 4. Nach Reduktion mit NaBH, ist im UV/Vis-Spektrum der Stirke keine Absorption in

diesem Bereich mehr zu erkennen.
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Abb. 3.9: UV/Vis-Spektren von Matrixlosung (schwarz), Tapiokastirke STO07 (rot) und

reduzierter Starke RS02 (griin, 5 mg/mL Matrixlosung, Messungen bei Raumtemperatur).

Die Bestimmung des Carbonylgruppengehaltes abgebauter Stirken vor und nach der
Reduktion erfolgte durch Umsetzung mit dem spezifischen Reagenz 4- Amino-3-hydrazino-5-
mercapto-1,2,4-triazol (Handelsname: Purpald®), welches mit einer Empfindlichkeit von
10* M chemoselektiv mit Aldehyden zu einem purpur-violetten Produkt reagiert (Abb. 3.10).
Ketone, Ester, Ameisensidure, Amide, Hydroxylamine, Chinone, Harnsdure, Hydrazine,

[295-296

Aminophenole und einfache Alkohole zeigen mit Purpald”® keine Reaktion I Es wurde

bereits zur Detektion von Monosacchariden genutzt und stellt deshalb ein geeignetes Reagenz

zur Bestimmung von Aldehydgruppen in Stirke dar *°7),
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Abb. 3.10: Schema der selektiven Umsetzung der endstdndigen Aldehydgruppen in Stirke
mit 4-Amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol (Purpald®).

Es wurde die kommerzielle Tapiokastirke ST07 im Vergleich mit der reduzierten Stirke
RS09 untersucht. Die Proben wurden in wéssriger 1 N Natronlauge gelost (1 mg/mL), mit
einem Uberschuss an Purpald® versetzt und bis zur Farbausbildung durch Reaktion mit
Sauerstoff 10 min stark geriihrt. Wahrend ST07 eine schwach violett gefarbte Losung ergab,
fiihrte die Behandlung von RS09 zu keiner Verfiarbung. Fiir die UV/Vis-Spektroskopie wurde
zum Vergleich das Spektrum des Mediums aus 1 M NaOH/Purpald® ohne Probe als
Blindwert herangezogen. ST07 zeigt die charakteristische Absorptionsbande des Aldehyd-
Purpald®-Produktes bei 550 nm (Abb. 3.11). Durch eine Kalibration mit Glucose (Anhang:
Abb. A.7, Konzentrationsbereich 0,006-0,250 mg/mL) konnte fiir ST07 ein Gehalt an
reduzierenden Glucopyranosyleinheiten von 3,6 % ermittelt werden. Die reduzierte Stirke
RS09 wies hingegen keine Bande in diesem Bereich auf (Abb. 3.11), was die vollstindige
Reduktion der Aldehydgruppen belegt. Die Umsetzung mit Purpald® stellt folglich fiir die
selektive Bestimmung von Aldehydgruppen in Stdrke, zumindest mit kleiner Molmasse, eine
geeignete Methode dar und bietet sich als Alternative zu konventionellen Verfahren wie der
Umsetzung mit 3,5-Dinitrosalicylsdure an. Fiir zukiinftige Arbeiten ist es zudem von
Interesse, inwiefern man unter Zuhilfenahme des itiber UV/Vis-Spektroskopie bestimmten

Aldehydgruppengehaltes von Stirke die Ansatzberechnung der Reduktion prézisieren kann.
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Abb. 3.11: UV/Vis-Spektren der Tapiokastiarke ST07 (schwarz) und der reduzierten Stirke
RS09 (rot) in 1 M NaOH nach Behandlung mit 4-Amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-

triazol (Purpald®, 1 mg/mL, Messung bei Raumtemperatur).

Die weitere Strukturcharakterisierung erfolgte mittels NMR-Spektroskopie, im Folgenden
exemplarisch fir RS09 diskutiert. In den eindimensionalen 'H- und '*C-NMR-Spektren
(Anhang: Abb. A.8 und A.9) sind keine Unterschiede der Spektren der Ausgangsstirke und
der Probe RS09 zu erkennen (Anhang: Abb. A.1 und A.2). Die Modifizierung der
Endgruppen konnte stattdessen mittels des 'H,'*C-heteronuclear single quantum coherence-
Spektrums (HSQC) nachgewiesen werden (Abb. 3.12). Im Vergleich zum Spektrum der
Ausgangsstirke (Signalzuordnung siehe Abb. 3.4 und 3.5 in Kapitel 3.1.2) ist ein weiterer
Crosspeak bei 62,0-64,0 ppm (°C)/ 3,35-3,60 ppm (‘H) zu sehen. Das Signal wurde durch
Vergleich mit dem 'H,"?C-HSQC-DEPT 135 von Maltitol (Anhang: Abb. A.10), welches als
reduzierte Form von Maltose als Referenz gewéhlt wurde, der an der Endgruppe gebildeten
Alkoholgruppe an C-1 sowie des sich im selben Spinsystem befindlichen C-6 zugeordnet. Des
Weiteren waren nach der Reduktion die Signale, welche von den a- und B-reduzierenden
Endgruppen verursacht wurden, nicht mehr zu finden. Insbesondere das Fehlen der
entsprechenden C-1-Peaks bei bei 92,5 ppm (**C)/ 4,88 ppm ('H, o-reduzierende Endgruppe)
und bei 96,6 ppm (*C)/ 4,30 ppm ('H, B-reduzierende Endgruppe) stellt einen Beweis fiir die
vollstandige Modifizierung der Endgruppen dar.

47



ppm

TS +100
+105
5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0
PpmMm

Abb. 3.12: 'H 'C-Heteronuclear single quantum coherence-Spektrum (HSQC) der
reduzierten Stirke RS09 (aufgenommen in DMSO-ds mit Trifluoressigséure,
Signalzuordnung und-beschriftung gemédl Abb. 3.4 und 3.5 in Kapitel 3.1.2), griin: neue
Signale nach der Reduktion, rot: nicht auftretende Signale von a- und B-reduzierenden

Endgruppen (a, B).

Um die Signalzuordnung des neuen Peaks bei 62,0-64,0 ppm (*C)/ 3,35-3,60 ppm ('H) zu
belegen, wurde Tapiokstirke ST07 in D,O/NaOD geldst und mit einem Uberschuss
Natriumborhydrid-d4 (NaBD4) und darauf folgend mit Salzsdure umgesetzt. Von der
Reaktionslosung  wurde im Anschluss ein 'H,C-HSQC-DEPT 135 aufgenommen
(Abb. 3.13). Im relevanten Bereich ist neben den Crosspeaks der CH,-Gruppen an C-6 (blau)
auch ein Crosspeak (rot) zu erkennen, welcher von der CHDOH-Gruppe an C-1 der
modifizierten Endgruppe verursacht wird. Eine weitere Bestétigung lieferte die Umsetzung
von Glucose mit NaBD, unter dhnlichen Bedingungen, bei der im 'H,"°C-HSQC-DEPT
(Anhang: Abb. A.11) ebenfalls deutlich zwischen den sich teils iiberlagernden Crosspeaks
von C-6 (CH,, blau) und C-1 der reduzierten Endgruppe (CHD, rot) unterschieden werden
konnte. Die CHDOH-Gruppe an C-1 konnte zudem im Deuterium-Spektrum der Verbindung
bei 3,40-3,70 ppm identifiziert werden (Abb. 3.14).
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Abb. 3.13: Ausschnitt des 'H,"°C-heteronuclear single quantum coherence-distortionless
enhancement by polarization transfer-135-Spektrums (HSQC-DEPT 135) der Tapiokastirke
STO07 in D,O/NaOD, versetzt mit Natriumborhydrid-d4 (NaBD,) und Salzsdure.
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Abb. 3.14: Deuterium-Spektrum von Glucose in D,O/NaOD, versetzt mit Natriumbor-
hydrid-d4 (NaBD4) und Salzsiure (0,15 g/mL, Messung bei 60 °C).
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3.3 Synthese und Charakterisierung von Stirkederivaten
3.3.1 Stiarkealkylester

3.3.1.1 Synthese von Stirkealkylestern mit Carbonsiureimidazoliden

Zur Herstellung wasserloslicher Stédrkederivate wurde die Veresterung von Stirke mit
Carbonsdureimidazoliden, hergestellt aus Carbonsdureanhydriden und Imidazol, in DMSO
gewidhlt (Abb. 3.15, A). Sie ist als effizienter Syntheseweg zur Darstellung reiner,
wasserloslicher und hydrolytisch stabiler Stiarkeacetate mit einer bevorzugten Umsetzung von

Position 2 der AGE etabliert worden 7!

. Durch die Verwendung von geschmolzenem
Imidazol als Losungsmittel, Reagenz und Base erscheint das System auch 6konomisch
giinstig (Abb. 3.15, B) ' In dieser Arbeit wird die Veresterung in beiden Losemitteln
beziiglich der Synthese von Stéirkeacetaten, -propionaten und -butyraten untersucht. Der
Fokus liegt auf dem Einfluss von Reagenzmenge, der als Ausgangsmaterial verwendeten
Starke und der AnsatzgroBe auf den durchschnittlichen Substitutionsgrad (DS) und die

Verteilung der Acylreste an den drei Hydroxylgruppen der AGE.
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Abb. 3.15: Reaktionsschema zur Synthese von Stirkealkylestern durch Umsetzung von

Starke mit Carbonsdureimidazolid in Dimethylsulfoxid (DMSO) und in Imidazol.

Die Ergebnisse der Veresterung von unterschiedlichen Stirkeausgangsmaterialien mit
Essigsdureanhydrid unter Aktivierung mit Imidazol (Verhiltnis 1:2) innerhalb von 2 h bei
60 °C in DMSO als Losemittel sind in Tab. 3.5 zusammengefasst. Es wurden Proben mit in
die Diskussion einbezogen, die in vorangegangen Studien hergestellt wurden (Proben in Tab.

3.5 entsprechend gekennzeichnet ')). In den isolierten Stirkeacetaten war gemiB der
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Elementaranalyse kein Stickstoff enthalten, was die vollstindige Entfernung von Imidazol
und damit die Reinheit der Produkte belegt. Die Substituentenverteilung wurde mittels '>C-
NMR- und 'H-NMR-Spektroskopie perpropionylierter Proben bestimmt; iiber letztere wurde
zudem der DS der Proben berechnet (Kapitel 3.3.1.2). Bei den aus der Tapiokastirke ST06
(M,, = 4.898 g/mol, 5,6 %ige Stirkelosung) synthetisierten Acetylstirken (SA01-07) konnte
durch Erhohung des Molverhiltnisses Essigsdureanhydrid/AGE von 0,4 bis 3,0 der DS auf
Werte von 0,12 bis 1,51 eingestellt werden, begleitet von einer bevorzugten Substitution an
Position 2. Der Grund hierfiir wurde bereits mehrfach mittels NMR-spektroskopischer

¢ [207.213208] o g0

Methoden anhand des Losungszustandes der Stirke in DMSO diskutier
postuliert, dass die Ausbildung von durch DMSO-Molekiilen stabilisierten
Wasserstoffbriicken zwischen dem Sauerstoffatom der Hydroxylgruppe an Position 2 und
dem Wasserstoffatom der Hydroxylgruppe an Position 3 der benachbarten AGE eine erhdhte
Aciditdt und somit auch Reaktivitdt der Hydroxylgruppe an Position 2 verursacht (Abb. 3.16).
Stirkeacetate mit DS-Werten bis 0,51 (SA04) weisen zudem eine ausschlieBliche
Funktionalisierung der Position 2 auf. Produkte mit hoheren DS-Werten sind zusétzlich an
Position 6 verestert. Eine vollstindige Umsetzung der Hydroxylgruppe an Position 2 ist ab
einem Gesamt-DS von 1,31 zu verzeichnen (SA06). Das Up-Scaling der Acetylierung von
2,5¢g auf bis zu 109 g Stirke flihrte zu &dhnlichen DS-Werten sowie vergleichbarer
Substituentenverteilung (SA01, SA02). Die aus ST06 synthetisierten Stirkeacetate wurden in
Ausbeuten bis zu 90 % gewonnen. Mit zunehmendem DS >1,18 waren geringere Ausbeuten
von 61-68 % zu verzeichnen, was moglicherweise auf einen stdrkeren Polymerabbau wéhrend

der Reaktion, eine stirkere Hydrophobisierung und eine daraus resultierende Fraktionierung

der Produkte wéhrend der Reinigung zuriickzufiihren ist.

OH
OH -
(0]
O HO
0
/H \\\ O
O’ \ O
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Abb 3.16: Losungsstruktur von Stirke (Amylopektin) in Dimethylsulfoxid (DMSO), rot:

Hydroxylgruppen erhdhter Aciditit nach 2°7*1%1,
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Tab. 3.5: Ergebnisse der Synthese von Stérkealkylestern hergestellt aus Stirke durch homogene Umsetzung mit Carbonsidureanhydriden und

Imidazol (Verhiltnis 1:2) in DMSO 2 h bei 60 °C %1,

Produkt Stérkeester Bedingungen DS © Ausbeute
Nr. Starke Molver- Gesamt Partieller DS an Position (%)

Nr. Quelle M, Masse Konzentration in halmis * 2und3 6

(g/mol) (2) DMSO (%, w/w)

SA01 Acetat ST06 Tapioka 4.898 2,5 5,6 0,4 0,12 0,12 0 88
SA02 Acetat ST06 Tapioka 4.898 70 5,6 0,4 0,17 0,17 0 82
SA03?  Acetat ST06 Tapioka 4.898 65 5,6 0,6 0,29 0,29 0 -
SA04?  Acetat ST06 Tapioka 4.898 2,5 5,6 1,0 0,51 0,51 0 71
SA05 Acetat ST06 Tapioka 4.898 2,5 5,6 2,0 1,18 0,95 0,23 61
SA06 Acetat ST06 Tapioka 4.898 2,5 5,6 2,5 1,31 1,02 0,29 65
SA07 Acetat ST06 Tapioka 4.898 2,5 5,6 3,0 1,51 1,12 0,39 68
SA08?  Acetat ST06 Tapioka 4.898 109 20 0,6 0,54 0,39 0,14 90
SA09?  Acetat ST06 Tapioka 4.898 62 20 0,8 0,70 0,54 0,16 88
SA10”  Acetat ST07 Tapioka 3.321 70 5,6 0,6 0,25 0,25 0 -
SA11?  Acetat ST07 Tapioka 3.321 2,5 5,6 1,0 0,50 0,50 0 77
SA12?  Acetat ST07 Tapioka 3.321 109 20 0,6 0,56 0,42 0,14 93
SA13?  Acetat ST34 Kartoffel 6.159 2,5 5,6 0,6 0,27 0,27 0 91
SA14 Acetat ST29 Mais amylosereich  2.299 30 5,6 0,6 0,17 0,17 0 90
SA15 Acetat ST32 Markerbse 2.579 30 5,6 0,6 0,15 0,15 0 94
SP01 Propionat ST06 Tapioka 4.898 65 5,6 0,6 0,27 0,27 0 79
SB01 Butyrat ST06 Tapioka 4.898 70 5,6 0,6 0,31 0,31 0 71

a)

entnommen aus [9]
® Mol Carbonséureanhydrid/ Mol Anhydroglucoseeinheit (AGE)

© Durchschnittlicher Substitutionsgrad (DS), bestimmt durch "H-NMR-Spektroskopie nach Peracylierung
DMSO: Dimethylsulfoxid, M,: zahlenmittlere Molmasse



Die Konzentration der Stirkelosung hat bei sonst gleichen Reaktionsbedingungen einen
Einfluss auf den DS und die Substituentenverteilung der Produkte. Stirkeacetat SA08 (Tab.
3.5) hergestellt in 20%iger Losung weist im Unterschied zur Umsetzung in 5,6%iger Losung
(SA03) einen DS-Wert von 0,54 auf, welcher fast dem eingesetzten Molverhéltnis
Essigsdureanhydrid/AGE von 0,6 entspricht. Trotz einer bevorzugten Acetylierung von
Position 2 ist bei gleichem Gesamt-DS der Prozentsatz der Estereinheiten an Position 6 im
Vergleich zu den zuvor beschriebenen Produkten hoher. Beispielsweise weist SA08 mit
einem DS von 0,54 einen Partial-DS an Position 6 von 0,14 auf, wohingegen SA04 mit einem
DS von 0,51 regioselektiv an Position 2 substituiert ist. Dieses Ergebnis untermauert den
Befund, dass mit steigender Konzentration einerseits die Reaktionseffizienz wichst,
andererseits aber eine zunehmende Veresterung von Position 6 zu beobachten ist ). Daraus
kann man schlussfolgern, dass ein Uberschuss von DMSO nétig ist, um die helikale
Losungsstruktur der Stirke, insbesondere die intramolekularen Wasserstoftbriicken zwischen
den Hydroxylgruppen der Positionen 2 und 3, zu stabilisieren und die selektive Veresterung
an Position 2 zu kontrollieren. Andererseits bietet eine hohere Konzentration von 20 % Stéirke
im Losemittel vor allem bei Reaktionen im grof8eren Maf3stab viele Vorteile, da die Menge an
Lose- und Féllmittel reduziert, die Handhabung der Reaktionsansétze vereinfacht und die
Reaktionseffizienz gesteigert werden kdnnen.

Die Stiarkeacetaten SA10-12 (Tab. 3.5) wurden aus Tapiokastirke STO7 hergestellt, deren
Molmasse mit M,, = 3.321 g/mol etwas geringer als die von Tapiokastirke ST06 ist, aus der
die Proben SA03, SA04 wund SAO08 entstanden. Bei sonst vergleichbaren
Reaktionsbedingungen sind die DS-Werte der genannten Stdrkeacetate jedoch dhnlich. Auch
die Umsetzung von enzymatisch depolymerisierter Kartoffelstirke ST34 (M,, = 6.159 g/mol)
fiihrte zum gleichen Ergebnis (SA13). Somit beeinflussen die Molmasse des
Ausgangspolymers sowie der Wechsel von Tapioka- zu Kartoffelstirke die resultierenden
DS-Werte nicht. Auch die Substituentenverteilung blieb unverdndert. Dariiber hinaus wurden
amylosereiche Maisstirke (ST29, M, =2.299 g/mol) und Markerbsenstirke (ST32,
M, = 2.579 g/mol) zur Verbesserung der Kaltwasserldslichkeit zu den korrespondierenden
Starkeacetaten umgesetzt. Es wurden bei einem Molverhéltnis Essigsdureanhydrid/AGE von
0,6 Produkte mit DS-Werten von 0,17 (SAl14, Maisstirke) und 0,15 (SAI1S,
Markerbsenstérke) in hohen Ausbeuten von 90 % und 94 % erhalten. Im Vergleich zu den
Veresterungen von Tapioka- und Kartoffelstirken (SA03, DS = 0,29) war der DS etwas
geringer. Als moglichen Grund fiir die unterschiedliche Reaktivitdt ist die schlechtere

Loslichkeit von amylosereichen Stirken anzufiihren sowie die Tendenz der linearen
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Polymerketten zu aggregieren, wodurch ein Angriff des Veresterungsreagenz auf die
Polymerkette erschwert wird 220301,

Es ist der Unterschied der vorliegenden Proben zu Stédrkeacetaten hervorzuheben, welche aus
nativer Kartoffelstdrke oder amylopektinreicher Wachsmaisstiarke hergestellt wurden und die

bis zu einem DS von 1,00 noch eine 2-O-Selektivitit aufweisen 7!

I Bei Stirken geringer
Molmasse (aus Tapiokastirke: SA04, SA05; aus Kartoffelstirke: sieche ) beginnt die
Acetylierung zusdtzlich an Position 6, sobald ein DS von etwa 0,5 iberschritten wird.
Folglich scheint die vollstdndige regioselektive Funktionalisierung von Position 2 auf
hochmolekulare Stirken beschriankt zu sein. Als Ursache ist die mit dem Abbau der
Ausgangsstirke einhergehende Verdnderung der helikalen supramolekularen Struktur
anzufiihren, die die Ausbildung des weiter oben genannten Losungszustandes der Stirke in
DMSO (Abb. 3.16) und der entsprechenden Wasserstoffbriicken beeintrdchtigen kann. Im
Falle der kommerziell erworbenen Tapiokastirken wird der Lésungszustand zudem durch
eine Vielzahl neu gebildeter Strukturelemente im Stirkemolekiil beeinflusst (siehe Kapitel
3.1.2).

Die Veresterung von Stirke mit Carbonsidureanhydriden unter Aktivierung mit Imidazol in
DMSO lasst sich iiber die Herstellung von Stéirkeacetaten hinaus auch auf die Synthese
anderer Stéirkeester anwenden. Unter vergleichbaren Bedingungen wurden Tapiokastirke
ST06 mit Propionsdureanhydrid und Butansdureanhydrid umgesetzt (Molverhiltnis
Essigsdureanhydrid/AGE: 0,6, Tab. 3.5). Es konnten ein Starkepropionat mit einem DS von
0,27 (SP01) und ein Stirkebutyrat mit einem DS von 0,31 (SB01) in Ausbeuten von 79 % und
71 % erhalten werden. Das korrespondierende Stirkeacetat wies einen DS von 0,29 auf
(SA03). Analog zu den Stirkeacetaten liegt auch bei Stirkepropionat und -butyrat eine
bevorzugte Funktionalisierung der Position 2 vor. Es wurde somit belegt, dass auch
verschiedene Carbonsdureanhydride durch die Aktivierung mit Imidazol in DMSO eine
dhnliche Reaktivitit gegeniiber Stirke aufweisen wund zu einer &hnlichen
Substituentenverteilung fithren.

Die alternativ gewidhlte Reaktionsfiihrung fiir die homogene Acetylierung von Stérke iiber
Essigsdureimidazolide beinhaltet die Umsetzung in geschmolzenem Imidazol ohne DMSO
(Abb. 3.15, B). Sogar Starken mit hoher Molmasse und hohem Amylosegehalt konnen darin
bis zu einer Stirkekonzentration von 20 % geldst werden (w/w) *'¥. Die Synthesefiihrung
eignet sich zudem zur Herstellung von Stédrkeacetaten ausgehend von Kartoffelstirke ¥l Das
Interesse der vorliegenden Arbeit fokussierte auf das Substitutionsmuster und die Effizienz

der Reaktion flir Stirke geringer Molmasse im Vergleich zu den oben beschriebenen
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Veresterungen in DMSO. Kartoffelstirke ST34 (M, = 6.159 g/mol) wurde bei 100 °C in
Imidazol gelost und Essigsdureanhydrid zugefiigt. Nach 1 h Reaktionszeit konnte die
Acetylstdrke durch Behandlung mit heilem Isopropanol isoliert werden. Die Produkte wiesen
DS-Werte auf, die fast dem eingesetzten Molverhéltnis Essigsdureanhydrid/AGE entsprachen
und damit im Vergleich zu den in DMSO hergestellten Proben hoher waren (SA16-18,
DS =0,34-0,68, Tab. 3.6). Erst ab einem Molverhiltnis von 1,0 war eine Abnahme der
Effizienz zu verzeichnen (SA19, DS = 0,86, SA20, DS = 1,06). Im Gegensatz zu den in
DMSO durchgefiihrten Reaktionen wurde eine bevorzugte Substitution an Position 6
beobachtet. Des Weiteren war bei einem niedrigen Molverhéltnis von 0,3 eine ausschlieBliche
Funktionalisierung der primédren Hydroxylgruppe zu beobachten (SA16). Durch weitere
Erhohung des Molverhéltnisses wurden zusdtzlich die Positionen 2 und 3 verestert. Mit
steigendem DS wurden die Substituenten folglich auf alle drei Positionen der AGE verteilt
(SA17-20). Die anfinglich bevorzugte C-6-Acetylierung kann durch die bessere sterische
Zuginglichkeit der primédren Hydroxylgruppen erklirt werden. Im Vergleich flihrt die
Synthese eines Stirkeacetats ausgehend von nativer Kartoffelstirke (SA21) bei einem
Molverhiltnis von 0,5 ebenfalls zu einem DS von 0,47. Dies zeigt, dass die Effizienz dieser
Art der Reaktionsfiihrung einerseits bei kleinen Molverhiltnissen Reagenz/AGE nicht
signifikant von der Molmasse der Ausgangsstirke abhidngt. Andererseits wurde bereits
gefunden, dass bei einem Molverhéltnis >1,0 die Umsetzung der nativen Stirke zu etwas
héheren DS-Werten fithrt ). Dariiber hinaus verlduft die Reaktion nativer Stirke bei einem
Gesamt-DS von 0,47 ausschliefSlich an Position 6, wohingegen Stirke geringer Molmasse mit
gleichem Gesamt-DS bereits einen Partial-DS von 0,11 an den Positionen 2 und 3 aufweist
(SA17). Die Unterschiede in Reaktivitit und Selektivitit konnen darauf zuriickgefiihrt
werden, dass die enzymatisch abgebaute Kartoffelstirke ST34 einen hdoheren
Verzweigungsgrad von 8,6 % (native Kartoffelstirke: 3-4 %, sieche Kapitel 3.1.2) und daraus
resultierend eine geringere Menge an zuginglichen Hydroxylgruppen an Position 6 aufweist
761 Die Ausbeute der erhaltenen Produkte betrug bis zu 84 %, was den Ausbeuten der in
DMSO hergestellten Proben gleichkommt. Folglich ist die Syntheseroute zur Herstellung von
6-0-Acetylstirken geringer DS-Werte geeignet.

Der Polymerabbau der Proben, die in beiden Acetylierungswegen hergestellt worden sind,
wurde mittels GPC anhand der Produkte aus Kartoffelstdrke ST34 untersucht. In Abb. 3.17 ist
der gewichtsmittlere durchschnittliche Polymerisationsgrad (DP,,, berechnet aus M,,) der
Stérkeacetate in Abhingigkeit vom DS dargestellt. Die Interpretation der Abnahme des DP,,
mit steigendem DS ist schwierig, da die Einfiihrung des Acetylrestes die Wechselwirkung der
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Polymerketten mit der GPC-Saule beeinflusst und sich auch strukturelle Unterschiede zum
Kalibrierungsstandard Pullulan auf die Werte auswirken. Es konnte jedoch geschlussfolgert
werden, dass das gewihlte Reaktionsmedium, DMSO oder geschmolzenes Imidazol, sowie

das Substitutionsmuster den Grad der Depolymerisation nicht beeinflussen.

Tab. 3.6: Ergebnisse der Synthese von Stirkeacetat aus Kartoffelstirke durch homogene

Umsetzung mit Essigsdureanhydrid in Imidazol 1 h bei 100 °C %1,
Produkt Kartoffelstarke Molver- DS © Ausbeute
Nr. Nr. M, hiltnis Gesamt Partieller DS an Position (%)
(g/mol) 6 2und 3
SA16 ST34 6.159 0,30 0,349 0,34 0 84
SA17? ST34 6.159 0,50 0,47 0,36 0,11 61
SA18 ST34 6.159 0,75 0,68 0,43 0,25 74
SA19 ST34 6.159 1,00 0,86 0,51 0,35 70
SA20 ST34 6.159 1,25 1,06 0,59 0,47 -
SA21? ST02 251.510 0,50 0,47 0,47 0 73

9 entnommen aus [9]

Mol Essigsdureanhydrid/ Mol Anhydroglucoseeinheit (AGE)

Durchschnittlicher Substitutionsgrad (DS), bestimmt durch 'H-NMR-Spektroskopie nach Perpropionylierung
DS > Molverhiltnis Reagenz/AGE durch Verlust niedrig substituierter Produktfraktionen bei Isolierung

M,,: zahlenmittlere Molmasse

b)
c)
d)
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Abb. 3.17: Gewichtsmittlerer ~durchschnittlicher ~Polymerisationsgrad (DP,,) von
Starkeacetaten in Abhéngigkeit des durchschnittlichen Substitutionsgrades (DS) nach der
Veresterung von Kartoffelstirke ST34 mit Essigsdureimidazolid; schwarze Quadrate:
Synthese in Dimethylsulfoxid (DMSO) als Losemittel, beschrieben in [9]; rote Kreise:

Synthese in geschmolzenem Imidazol als Losemittel.
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3.3.1.2 Strukturcharakterisierung

Die Charakterisierung der Starkealkylester erfolgte mittels FTIR- sowie NMR-Spektroskopie.
Abb. 3.18 zeigt die FTIR-Spektren von Stirkeacetat (SA03, DS = 0,29), Stirkepropionat
(SP01, DS =0,27) und Stirkebuytrat (SB01, DS =0,31) im Vergleich zur nicht-
derivatisierten Stirke STO06. Die Spektren wurden unter Verwendung des Signals bei
1.025 cm™ beziiglich ihrer Intensitdt normalisiert Alle vier Proben weisen im Bereich von
3.000-3.800 cm™ eine breite Bande auf, die auf die Anwesenheit von Hydroxylgruppen
hinweist. Die CH-Valenzschwingungen der AGE sind bei 2.930 cm™ zu erkennen. Auch die
C-0-C-Valenzschwingungen der Acetalstruktur bei 1.155 cm™, 1.080 cm™ und 1.025 cm™
sind charakteristische Signale der AGE. Die Stdrkeester weisen zudem die fiir Ester
charakteristische C=0-Valenzschwingung bei 1.731 cm™ auf. Weiterhin kénnen die Signale
bei 1.250 cm™ und 1.375 cm™ der C-O-C-Valenzschwingung der Estergruppe und der CH;-
Deformationsschwingung der Acylsubstituenten zugeordnet werden. Erwartungsgemil sind

die FTIR-Spektren von Stirkeacetaten, -propionaten und -butyraten einander dhnlich.

V(C-0-C)ace

/ (C-0-C)earr

v(C=0) \
y

H,0

T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wellenzahl (cm’1)

Abb. 3.18: FTIR-Spektren (KBr) von Tapiokastirke ST06 (schwarz), Starkeacetat SA03
(DS = 0,29, rot, Spektrum entnommen aus By, Stiarkepropionat SP01 (DS = 0,27, griin) und
Starkebuytrat SBO1 (DS = 0,31, blau).
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Die NMR-Spektroskopie wurde angewandt, um Informationen iiber die Struktur und die
Verteilung der Substituenten an den drei Positionen der AGE zu gewinnen. Uber die
Zuordnung charakteristischer Signale in den 'H-NMR-Spektren hinaus (Anhang:
Abb. A.12-14) erfolgte der Strukturbeleg hauptsichlich anhand der '*C-NMR-Spektren der
Starkealkylester, aufgenommen in DMSO-ds; (Abb. 3.19). Die Resonanzen der AGE der
Starke im Bereich von 60-100 ppm wurden gemill Kapitel 3.1.2 zugeordnet. Im Fall der
Starkeacetate SA03 (DS =0,29) und SA16 (DS =0,34) sind zusétzlich das Signal der
Methylgruppe bei 21,4 ppm und das der Carbonylgruppe bei 170,7 ppm zu erkennen. Der
Carbonylpeak beider Proben zeigt keine Aufspaltung, was die selektive Veresterung von nur
einer Position der Wiederholungseinheit bestétigt. Der Vergleich der Spektren von SA03 und
SA16 belegt den Einfluss der Reaktionsbedingungen auf das resultierende
Substitutionsmuster. Im Spektrum des in DMSO hergestellten Stdrkeacetats SA03 ist eine
Hochfeldverschiebung der Resonanz von C-1 um 5 ppm auf 96,0 ppm (C-1°) zu beobachten,
welche durch die Nachbarschaft zur substituierten Position 2 verursacht wird. Das Spektrum
des Stirkeacetats SA16, welches in geschmolzenem Imidazol hergestellt wurde, zeigt
hingegen keine Aufspaltung des C-1-Signals, dafiir aber eine Tieffeldverschiebung der
Resonanz von C-6 von 60,9 ppm auf 63,8 ppm, was auf eine 6-O-Acetylierung hinweist. Auf
diese Weise konnte die Regioselektivitdt der in Tab. 3.5 und 3.6 aufgefiihrten Stérkeester
beurteilt werden.

Das Spektrum des Stéarkepropionats SP01 (DS =0,27) weist folgende Signale des
Propionatsubstituenten auf: Die CHs;-Gruppe zeigt mit einer Resonanz von 9,3 ppm eine
Hochfeldverschiebung im Vergleich zum Acetat. Bei 27,2 ppm ist wiederum das Signal der
CH,-Gruppe und bei 173,9 ppm das der Carbonylgruppe zu beobachten. Das Stérkebutyrat
SB01 (DS =0,31) weist wiederum die charakteristischen Resonanzen bei 13,9 ppm (CHj3-
Gruppe), 18,1 ppm und 35,6 ppm (CH,-Gruppen) auf. Die Strukturanalyse wurde mittels 'H-
NMR-Spektroskopie weiter untermauert (siche Anhang, Abb. A.12-14).
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Abb. 3.19: C-NMR-Spektren von Tapiokastirke ST06 (schwarz), Stirkeacetat SA03
(DS =0,29, griin, Spektrum entnommen aus ), Stirkeacetat SA16 (DS = 0,34, braun),
Starkepropionat SP01 (DS =0,27, blau) und Stirkebuytrat SB01 (DS =0,31, magenta),
gemessen in DMSO-d; (4t: C-4 an nicht reduzierenden Endgruppen).

Bestimmung des DS

Die in Tab. 3.5 und 3.6 aufgefiihrten DS-Werte der Stirkeester lieBen sich zuverldssig tiber
'H-NMR-Spektroskopie nach Peracylierung bestimmen. Durch Peracylierung wurden die
nicht veresterten Hydroxylgruppen der Proben vollstindig acetyliert (Starkepropionate,
Starkebutyrate) beziehungsweise propionyliert (Stdrkeacetate), um gut aufgeloste und
quantifizierbare NMR-Spektren zu erhalten. Hierfiir wurden die Produkte mit dem jeweiligen
Sdureanhydrid, Pyridin und katalytischen Mengen an 4-(N,N-Dimethylamino)pyridin
(DMAP) 24 h bei 80 °C unter Riithren umgesetzt. Mittels FTIR-Spektroskopie konnte die
Vollstidndigkeit der Peracylierung anhand der fehlenden Valenzschwingung der OH-Gruppen
bei 3.000-3.800 cm™ belegt werden. Durch mehrdimensionale NMR-Experimente und
Vergleich mit der Literatur **”) konnte eine detaillierte Strukturaufklirung der peracylierten
Starkeester erfolgen (zum Beispiel 'H,"*C-HSQC-DEPT-135 des perpropionylierten
Starkeacetats SA20, siche Anhang: Abb. A.15).
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Abb. 3.20 zeigt ein reprisentatives ' H-NMR-Spektrum eines perpropionylierten Stirkeacetats
(hergestellt aus SA08). Im Bereich von 3,50 bis 5,60 ppm sind die Signale der AGE-Protonen
sichtbar, die im Unterschied zum nicht peracylierten Stirkeester prézise zugeordnet werden
konnen. Die Protonen der CHi;-Gruppe des Acetats erscheinen im Hochfeldbereich bei
2,02 ppm (Acetat an Position 2) und bei 1,22 ppm (Propionat an Position 6) und 1,09 ppm
(Propionat an Position 2 und Position 3). Im Bereich von 2,10-2,60 ppm zeigen die
Methylengruppen der Propionate mehrere Signale. Da das Signal der CH3-Gruppe des Acetats
bei vielen Proben nicht basisliniengetrennt zur CH,-Gruppe des Propionats vorlag, wurden
zur DS-Ermittlung die Integrale der CHs-Gruppen des Propionats gemill folgender Formel

verwendet:

1
3 * Integralcy, —propionat

DSacetat = 3 — 1
= * Integral zgg

Zur Bestimmung des partiellen DS von Stédrkeacetaten an den Positionen 2 und 3 sowie an
Position 6 wurden im '"H-NMR-Spektrum der perpropionylierten Proben (Abb. 3.20) die je
nach Substitutionsort aufgespaltenen Signale der CH3-Protonen der Propionatsubstituenten
durch Linienformanalyse separat integriert gemiB !'"*%3%] Die Berechnung der partiellen

DS-Werte erfolgte tliber folgende Formeln:

3 * IrltegralCH3—Propionat,C—Z,3

DSpcetatc-23 = 2 — 1
= * Integralgg

3 * IntegralCHg—Propionat,C—6

DSpcetatc-6 = 1 — 1
= * Integralgg

Die Ermittlung der Partial-DS-Werte erfolgte mit hoher Prézision, da die Standardabweichung
der tiber diese Methode bestimmten DS-Werte etwa 0,03 betragt %),

Bei den Stirkepropionaten und -butyraten konnten die DS-Werte nach Peracetylierung durch
'"H-NMR-Spektroskopie (Spektren siche Anhang: Abb. A.16 und A.17) in Analogie zu den
Starkeacetaten liber das Verhédltnis des Integrals der CHs;-Gruppe des Propionat- bzw.

Butyratsubstituenten im Verhiltnis zum Integral der AGE berechnet werden.
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Abb. 3.20: "H-NMR-Spektrum des perpropionylierten Stirkeacetats SA08 (DSacewt = 0,54;
DSPropionat = 2,46) il’l CDC13.

3.3.2 Starkecarbonate und- carbamate

3.3.2.1 Synthese von Stirkealkyl- und phenylcarbonaten

Ein Schwerpunkt der Studien lag auf der Synthese wasserloslicher Stirkecarbonate im
Hinblick auf die Untersuchung der osmotischen Aktivitdt (siche Kapitel 3.4.2), was in
Analogie zu wasserloslichen Stirkeacetaten durch die Wahl kurzkettiger Substituenten wie
Methylcarbonat und Ethylcarbonat mit geringem DS erreicht werden sollte. Dariiber hinaus
wurde die Synthese organoldslicher Starkephenylcarbonate studiert, die in Folgereaktionen
mit Aminen zu neuartigen wasserldslichen Stirkecarbamaten umgesetzt wurden. Uber die
Wahl der Struktur des Amins lassen sich unterschiedliche funktionelle Gruppen in das
Starkemolekiil einfithren. Unter anderem wurde Ethanolamin mit einer terminalen

hydrophilen Gruppe zur Verbesserung der Wasserloslichkeit gewéhlt.

Reaktion von Stirke mit Chlorkohlensidureestern

Die Reaktion von Stirke mit Chlorkohlensduremethylester, Chlorkohlensdureethylester und
Chlorkohlensdurephenylester wurde in DMF/LiCl in Gegenwart von Pyridin als Base bei 4 °C

durchgefithrt (Abb. 3.21). Als Ldsemittelsystem wurde DMF/LiCl gewihlt, da
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Chlorkohlenséureester darin eine gute Loslichkeit aufweisen und zudem unerwiinschte
Nebenreaktionen nur geringfiigig ausgeprigt sind °',

Der Einfluss der Reaktionszeit und des Molverhéltnisses von Reagenz zu AGE auf den DS
der Produkte wurde fiir die Umsetzung von Tapiokastirke geringer Molmasse ST07 und
Chlorkohlensiureethylester untersucht (Tab. 3.7). Zur Bestimmung des DS wurde die 'H-
NMR-Spektroskopie verwendet (siche Strukturcharakterisierung, Kapitel 3.3.2.3). Bei einem
Molverhéltnis von Chlorkohlensiureethylester/AGE von 0,50 und einer Reaktionszeit von 4 h
konnte ein Stidrkeethylcarbonat SEC01 mit einem DS von 0,19 erhalten werden. Eine
Ansatzvergroflerung von 2,5 g Ausgangsstiarke (SEC01) auf 130,0 g fiihrte erwartungsgemal
zu einem Produkt mit vergleichbarem DS (SEC02). Eine Erhohung der Reaktionszeit von 4 h
auf 24 h beeinflusste den DS nicht (SEC03). Die Erhohung des Molverhéltnisses
Reagenz/AGE von 0,50 auf 1,00 und 2,00 Mol fiihrte zu Proben mit DS-Werten von 0,58
(SEC04) und 1,16 (SECO05). Mit steigendem Molverhéltnis war folglich eine Erh6hung der
Reaktionseffizienz (DS/eingesetztes Molverhdltnis*100) von etwa 40% (SECO01) auf 60%
(SEC04, SECO05) zu verzeichnen. Frithere Untersuchungen zeigten, dass die Umsetzung von
Dextran unter vergleichbaren Bedingungen in DMF/LiCl Produkte mit &hnlichen DS-Werten

ergab !

. Beispielsweise fiihrt ein Molverhiltnis von 2,00 Reagenz/AGE zu einem
Dextranethylcarbonat mit einem DS von 1,13. Generell waren die DS-Werte der
Polysaccharidcarbonate  deutlich niedriger als die eingesetzten Molverhiltnisse
Reagenz/AGE, was auf die zahlreichen Nebenreaktionen der Kohlensdureesterchloride (zum
Beispiel Hydrolyse) zuriickzufiihren ist #2%%!.

0]
)J\ R
X o~

R = Methyl, Ethyl, Phenyl

OH OR;
.- O - PN . @)
. ) N XN .
HO X =Cl oder \_/ R,0
OH - N OR, )
O (o -
(Losemittel) 0
4-100 °C, 4-24 h
R, =H oder IJ\ R
. -~
‘ 0

Abb. 3.21: Reaktionsschema zur Umsetzung von Stidrke mit Chlorkohlensdureestern oder

Ethyl-1H-imidazol-1-carboxylat.
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Tab. 3.7: Reaktionsbedingungen und Ergebnisse der Synthese von Stidrkecarbonaten hergestellt durch homogene Umsetzung von Stirke mit

Chlorkohlensdureestern und Pyridin in N,N-Dimethylformamid (DMF)/LiCl bei 4 °C *3*],

Probennr. Reagenz Starke Molver-  Zeit Ergebnisse
Nr. Quelle M, Masse hiltnis ¥ (h) DS”  Ausbeute Loslichkeit
(g/mol) (2) (%) Wasser

SECO01 Chlorkohlensdureethylester STO07 Tapioka 3.321 2,45 0,50 4 0,19 81 Ja
SEC02 Chlorkohlensdureethylester STO07 Tapioka 3.321 130,00 0,50 4 0,18 79 Ja
SECO03 Chlorkohlensdureethylester STO07 Tapioka 3.321 2,55 0,50 24 0,18 83 Ja
SEC04 Chlorkohlenséureethylester STO07 Tapioka 3.321 2,50 1,00 4 0,58 56 Ja
SEC05 Chlorkohlenséureethylester STO07 Tapioka 3.321 2,50 2,00 4 1,16 51 Nein
SEC06 Chlorkohlenséureethylester STO1 Kartoffel 230.050 2,50 0,50 4 0,06 88 Nein
SMCo01 Chlorkohlensduremethylester STO07 Tapioka 3.321 25,00 0,50 4 0,21 85 Ja
SPCo01 Chlorkohlensdurephenylester STO07 Tapioka 3.321 10,00 0,50 4 0,42 69 Nein
SPC02 Chlorkohlensdurephenylester STO07 Tapioka 3.321 10,00 1,00 4 0,83 73 Nein
SPCO03 Chlorkohlensdurephenylester STO07 Tapioka 3.321 10,00 2,00 4 1,48 70 Nein
SPC04 Chlorkohlensdurephenylester ST04 Mais amylosereich ~ 53.172 2,50 2,00 4 1,35 83 Nein
SPC05° Chlorkohlensdurephenylester STO07 Tapioka 3.321 2,50 2,00 4 1,46 86 Nein

9 Mol Chlorkohlenséureester/ Mol Anhydroglucoseeinheit (AGE)
® Durchschnittlicher Substitutionsgrad (DS), bestimmt durch 'H-NMR-Spektroskopie

© Reaktion in N,N-Dimethylacetamid (DMAc)/LiCl

M,,: zahlenmittlere Molmasse



Durch Verwendung von nativer Kartoffelstirke ST01 wurde im Vergleich zu Tapiokastérke
STO07 ein Produkt mit deutlich niedrigerem DS erhalten; ein Molverhiltnis von 0,50 fiihrte zu
einem DS von nur 0,06 (SEC06, siche Tab. 3.7). Offensichtlich beeinflussen sowohl
Starkequelle als auch die Molmasse den DS der Produkte. Die Molmasse wirkt sich auf die
Losungsstruktur der Stirke in tertidren Amidldsemitteln wie DMF aus und kann daher die
Zuginglichkeit der Hydroxylgruppen des Biopolymers beeinflussen .

Durch die Reaktion von Stirke mit Chlorkohlensdureestern waren noch weitere
Starkecarbonate zugénglich. So entstand bei der Umsetzung von Tapiokastirke ST07 mit
Chlorkohlensduremethylester das Starkemethylcarbonat SMCO01 mit einem DS von 0,21 in
einer Ausbeute von 85 %, was dem Ergebnis der Synthese des unter gleichen Bedingungen
hergestellten Starkeethylcarbonats entspricht (SECO01).

Die Umsetzung von STO07 mit Chlorkohlensdurephenylester bei Molverhdltnissen von
Reagenz/AGE von 0,5, 1,0 und 2,0 fiihrte zu organoldslichen Starkephenylcarbonaten mit
DS-Werten von 0,42 (SPCO01), 0,83 (SPC02) und 1,48 (SPCO03, siche Tab. 3.7). Diese DS-
Werte sind deutlich hoher als die der entsprechenden Stérkeethyl- und Stiarkemethylcarbonate
(SECO01, SEC04, SEC05, SMCO01). Als Ursache ist die unterschiedliche Reaktivitdt der
verschiedenen Chlorkohlensdureester zu nennen. Im Gegensatz zu Alkylresten besitzt der
Phenylrest einen elektronenziehenden induktiven Effekt, woraus trotz eines entgegen
wirkenden mesomeren Effektes eine hohere Elektrophilie des Kohlenstoffatoms der
Carbonylgruppe resultiert. Chlorkohlensdurephenylester weisen somit eine hohere Reaktivitét
gegeniiber den Hydroxylgruppen der Stirke auf als die Chlorkohlensdurealkylester. Wird
amylosereiche Maisstirke ST04 als Ausgangsmaterial verwendet, erhdlt man bei einem
Molverhiltnis von 2,0 ein Produkt mit einem DS von 1,35 (SCP04), was mit dem Ergebnis
der Umsetzung von Tapiokastirke vergleichbar ist (SPCO03). Im Gegensatz zu den
Starkealkylcarbonaten deuteten die NMR-Spektren (sieche Kapitel 3.3.2.3) darauf hin, dass
samtliche in DMF/LiCl hergestellte Starkephenylcarbonate Formylgruppen aufweisen, welche
durch Nebenreaktionen des Losemittels DMF mit dem Chlorkohlensiureester {iber primir
gebildete Vilsmeier-analoge Adduktsalze als Zwischenstufe an den sekunddren
Hydroxylgruppen der AGE entstehen koénnen (Abb. 3.22) (2313061 Wird die Reaktion
stattdessen in N,N-Dimethylacetamid (DMACc)/LiCl als Losemittel durchgefiihrt, wird ein
Produkt mit gleichem DS wie in DMF/LiCl erhalten (SPC05), welches keine Formylgruppen
aufweist. Da die Formylbildung ausschlieBlich bei der Synthese der Stirkephenylcarbonate in
DMF zu beobachten war, ldsst sich schlussfolgern, dass die bereits beschriebene erhdhte

Reaktivitdt des Chlorkohlensdurephenylesters gegeniiber den Chlorkohlensdurealkylestern
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nicht nur die Bildung des Stirkecarbonats, sondern auch die Nebenreaktion mit DMF
beeinflusst. Im Vergleich zur Synthese von Cellulosephenylcarbonaten, hergestellt in

DMAGC/LiCl unter sonst gleichen Bedingungen **¥

, weist Stidrke eine vergleichbare
Reaktivitit auf und fihrt zu Produkten mit &hnlichen DS-Werten. Die tber

Chlorkohlenséureester hergestellten Stérkecarbonate wurden in Ausbeuten bis zu 88 %

erhalten.
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Abb. 3.22: Reaktionsschema zur Formylierung von Stirke durch Reaktion mit

Chlorkohlensiurephenylester und N,N-Dimethylformamid (DMF) nach 7.

Es wurde mittels NMR-spektroskopischen Studien (siehe Kapitel 3.3.2.3) gefunden, dass die
Reaktion von Stirke mit Chlorkohlensdureestern vorzugsweise an der primdren
Hydroxylgruppe (Position 6) der AGE ablief. Dieser Befund stimmt auch mit der Literatur
beziiglich der Substituentenverteilung bei Cellulose- und Dextrancarbonaten {iiberein
224227.231] yynd ist durch die bessere sterische Zuginglichkeit der priméren Hydroxylgruppen
zu begriinden. Proben mit niedrigem DS < 0,19 (SEC01-03) zeigten sogar ausschlielich eine
Modifizierung der Position 6.

Weiterhin wurde die Loslichkeit der Produkte untersucht. Die aus der Tapiokastérke geringer
Molmasse STO7 hergestellten Stirkeethyl- und Stirkemethylcarbonate waren wasserloslich.
Lediglich Produkte mit hoherem DS an Ethylcarbonat (SEC05, DS = 1,16) konnten nicht in
Wasser gelost werden. Die Stdrkephenylcarbonate waren hingegen unabhingig vom DS
wasserunloslich, was auf die Einfiilhrung der hydrophoben Phenylcarbonatsubstituenten
zurlickzufiihren ist. Zusétzlich zeigten sdmtliche Stérkecarbonate Loslichkeit in polaren

aprotischen Losungsmitteln wie DMSO, DMF oder DMAc. Folglich fand keine Vernetzung
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von Polysaccharidketten iiber intermolekulare Carbonatgruppen statt, was zu unldslichen
Produkten gefiihrt hitte. Im Gegensatz hierzu sind die Phenylcarbonate der Cellulose mit
geringem DS < 0,8 vernetzt und damit unldslich ***. Dies kénnte mit der Hypothese
begriindet werden, dass Stérke und Cellulose unterschiedliche Losungstrukturen in polar
aprotischen Losemitteln ausbilden, was wiederum zu verschiedenen Donor-Akzeptor-

Wechselwirkungen von Reagenz, Base und Polysaccharid fithren kann.

Reaktion von Stirke mit Ethyl-1H-imidazol-1-carboxylat

Aufgrund der ausgeprédgten Nebenreaktionen der Kohlensdureesterchloride wurde in weiteren
Umsetzungen ein alternatives Acylierungsreagenz, das Kohlensdureimidazolid Ethyl-1H-
imidazol-1-carboxylat, zur Synthese von Stédrkeethylcarbonaten untersucht. Die Umsetzung
von Stédrke mit Ethyl-1H-imidazol-1-carboxylat wurde mit Tapiokastdrke geringer Molmasse
STO07, nativer Kartoffelstirke ST01, Wachsmaisstiarke ST03 und amylosereicher Maisstarke
STO04 als Ausgangsmaterialien in DMSO, DMF/LiCl und geschmolzenem Imidazol als
Reaktionsmedium durchgefiihrt (siche Abb. 3.21, Tab. 3.8). Das Reagenz wurde aus
Chlorkohlensdureethylester und Imidazol (Molverhidltnis 1/2) in  wasserfreiem

(230 ynd nach Entfernen

Tetrahydrofuran (THF) nach einem bekannten Verfahren hergestellt
von THF im Vakuum ohne weitere Reinigung der Stirkelosung zugefiigt. Daher bezieht sich
das im folgenden Abschnitt erwdhnte Molverhéltnis Reagenz/AGE auf die anfinglich
eingesetzte Menge an Chlorkohlensdureethylester. Zundchst wurde der Einfluss der
eingesetzten Base studiert (Tab. 3.8). Die Umsetzung von Tapiokastirke STO07 bei einem
Molverhiltnis Reagenz/AGE von 0,5 in DMSO und Imidazol als Base bei 60 °C fiir 4 h ergab
ein Stirkeethylcarbonat mit einem geringen DS von 0,03 (SEC07). Ein hoher Uberschuss an
Reagenz (Molverhéltnis Reagenz/AGE: 10,0) musste eingesetzt werden, um unter diesen
Bedingungen einen moderaten DS von 0,74 (SEC08) zu erreichen. Der Wechsel zu Pyridin
als Base bei einem Molverhiltnis von 0,5 beeinflusste den DS des Produkts nicht (SEC09).
Jedoch konnte ein Stirkeethylcarbonat mit einem DS von 0,38 (SEC11) erhalten werden,
indem Triethylamin als Base verwendet wurde. Im Gegensatz dazu hat sich die Umsetzung
von Stirke mit Carbonsdureimidazoliden, bei der unter vergleichbaren Bedingungen Imidazol
als Base eingesetzt wird, als sehr effizient erwiesen (siehe Kapitel 3.3.1 und [171299)  Die
Ergebnisse zeigen, dass fiir die Reaktion von Stdrke mit Kohlensdureimidazoliden stirkere
Basen erforderlich sind, was auf Unterschiede in der Elektrophilie der Carbonylgruppen der

Reagenzien sowie auf Donor-Akzeptor-Wechselwirkungen von Stdrke, Reagenz, Base und
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Losungsmittel zuriickzufiihren ist. Fiir weitere Reaktionen wurde folglich Triethylamin als
Base verwendet.

Der Einfluss der Reaktionszeit wurde anhand der Umsetzung von Tapiokastirke ST07 mit
Ethyl-1H-imidazol-1-carboxylat unter den oben genannten Bedingungen untersucht. Im
Zeitraum von 2 bis 24 h wurden Aliquote des Reaktionsgemisches (SEC10-14) entnommen.
Die Reaktion war praktisch nach 4 h beendet, wobei ein Stirkeethylcarbonat mit einem DS
von 0,38 (SECI11) erhalten wurde. Léngere Reaktionszeiten fiihrten lediglich zu einer
geringen Zunahme des DS; nach 24 h wurde ein DS von 0,46 (SEC14). Weitere Synthesen
wurden mit einer Reaktionszeit von 4 h durchgefiihrt. Eine Erhohung der Temperatur von
60 °C auf 100 °C wirkte sich nicht signifikant auf den DS des Produkts aus (SECI1S,
DS = 0,42, verglichen mit SEC11, DS = 0,38). Generell stellt die Umsetzung von Stérke mit
Ethyl-1H-imidazol-1-carboxylat in DMSO eine effizientere Reaktion fiir Produkte mit
hoheren DS-Werten dar als die Reaktion von Stirke mit Chlorkohlensdureethylester. Der
Grund hierfiir ist die hohere Stabilitdt des Reagenz im Hinblick auf Nebenreaktionen mit dem
Losemittel.

Auf der Basis der beschriebenen Ergebnisse wurde die Synthese von Stéirkeethylcarbonat
ausgehend von Stédrke verschiedener Quelle und Molmasse (STO07, ST01, ST03, ST04)
untersucht (Molverhéltnis Reagenz/AGE: 0,5, Produkte SEC11, SEC16-18, Tab. 3.8). Im
Vergleich zu Proben, die aus Tapiokastirke ST07 hergestellt wurden, ergab die Reaktion der
nativen Kartoffelstirke ST01 ein Stirkeethylcarbonat mit einem deutlich niedrigeren DS von
0,26 (SEC16), wohingegen Wachsmaisstirke ST03 nur eine geringe Modifizierung aufwies
(SEC17, DS =0,02). Die Reaktion der amylosereichen Maisstirke ST04 flihrte zu einem
Produkt mit einem hoheren DS von 0,49 (SEC18, Vergleich mit SEC11 aus STO07,
DS =0,38). Im Falle von nativer Kartoffelstirke und Wachsmaisstdrke liegen sehr stabile
supramolekulare Strukturen vor, die ein quantitatives Losen der Stérke erschweren, weshalb
haufig makroskopisch nicht erkennbare ungeldste Stirkefragmente im Reaktionsmedium mit

(28398] * Dariiber hinaus enthalt

geringer Zuginglichkeit fiir das Reagenz existieren
hochmolekulare und verzweigte Stirke hdufig noch Wasser, welches durch Trocknen nur
schwer zu entfernen ist und zur Hydrolyse des Reagenzes fithren kann. Die Maisstirke ST04
weist hingegen aufgrund ihres hohen Amylosegehaltes >70 % und einer niedrigeren
Molmasse (M, = 53.172 g/mol) eine verbesserte Loslichkeit in DMSO und damit auch eine
bessere Zuginglichkeit der Hydroxylgruppen auf. Fiir die Tapiokastirke geringer Molmasse

STO07 kann eine dhnlich gute Loslichkeit in DMSO angenommen werden.
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Tab. 3.8: Reaktionsbedingungen und Ergebnisse der Synthese von Stérkeethylcarbonaten hergestellt durch Umsetzung von Stiarke mit Ethyl-1H-

imidazol-1-carboxylat in verschiedenen Losemitteln (Molverhiltnis Chlorkohlenséureethylester/ Anhydroglucoseeinheit, AGE: 0,50) #**1,
Probennr. Losemittel Base Starke Temperatur ~ Zeit Ergebnisse
Nr. Quelle M, O (h) DS™ Ausbeute
(g/mol) (%)
SEC07 DMSO Imidazol STO7 Tapioka 3.321 60 4 0,03 78
SEC08 DMSO Imidazol STO07 Tapioka 3.321 60 4 0,74 10
SEC09 DMSO Pyridin ST07 Tapioka 3.321 60 4 0,02 82
SEC10 DMSO Triethylamin ST07 Tapioka 3.321 60 2 0,28 -
SEC11 DMSO Triethylamin ST07 Tapioka 3.321 60 4 0,38 -
SEC12 DMSO Triethylamin ST07 Tapioka 3.321 60 6 0,38 -
SEC13 DMSO Triethylamin ST07 Tapioka 3.321 60 8 0,44 -
SEC14 DMSO Triethylamin ST07 Tapioka 3.321 60 24 0,46 60
SEC15 DMSO Triethylamin ST07 Tapioka 3.321 100 4 0,42 58
SEC16 DMSO Triethylamin STO1 Kartoffel 230.050 60 4 0,26 89
SEC17 DMSO Triethylamin ST03 Wachsmais 83.579 60 4 0,02 88
SEC18 DMSO Triethylamin ST04 Mais amylosereich 53.172 60 4 0,49 87
SEC19 DMF/LiCl Triethylamin ST07 Tapioka 3.321 60 4 0,47 60
SEC20 Imidazol Imidazol ST07 Tapioka 3.321 100 4 0,08 73
SEC21 Imidazol Triethylamin ST07 Tapioka 3.321 100 4 0,07 64

¥ Molverhaltnis Chlorkohlensiureethylester/ AGE: 10,0
® Durchschnittlicher Substitutionsgrad (DS), bestimmt durch 'H-NMR-Spektroskopie
DMEF: N,N-Dimethylformamid, DMSO: Dimethylsulfoxid, M,,: zahlenmittlere Molmasse



Es wurde weiterhin der Einfluss des Ldsemittels auf die Reaktion von Tapiokastirke STO7
mit Ethyl-1H-imidazol-1-carboxylat (Molverhédltnis Reagenz/AGE: 0,5) bei 60 °C fiir 4 h
(siche Tab. 3.8, Proben SEC11, SEC19-21) studiert. Unter Verwendung von DMF/LiCl als
Losemittel wurde ein Produkt mit einem hohen DS von 0,47 erhalten (SEC19); die unter
vergleichbaren Bedingungen in DMSO hergestellte Probe wies einen DS von 0,38 auf
(SEC11). In Analogie zur effizienten Veresterung von Stérke mit Carbonsidureimidazoliden
(Essigsdureimidazolid in Kapitel 3.3.1, Fettsiureimidazolide gemiB ') wurde zudem
geschmolzenes Imidazol als Losemittel fiir die Umsetzung von Starke mit Ethyl-1H-imidazol-
I-carboxylat bei 100 °C erprobt. Die unter ansonsten vergleichbaren Bedingungen erhaltenen
Produkte wiesen jedoch nur sehr geringe DS-Werte auf (ohne zusétzliche Base: SEC20,
DS =0,08, in Gegenwart von Triethylamin: SEC21, DS =0,07). Imidazol ist, wie bereits
diskutiert wurde, eine zu schwache Base, um die Umsetzung von Stdrke mit Ethyl-1H-
imidazol-1-carboxylat zu katalysieren (SEC07). Es kann daher angenommen werden, dass es
als Losemittel eingesetzt die Donor-Akzeptor-Wechselwirkungen von Stédrke, Reagenz und
Base dominiert (auch bei Zugabe von Triethylamin) und sich folglich fiir die Herstellung von
Stérkecarbonaten nicht eignet.

Die liber das Ethyl-1H-imidazol-1-carboxylat hergestellten Stérkeethylcarbonate wurden in
Ausbeuten bis zu 89 % erhalten. Im Gegensatz zu den iiber Chlorkohlensdureester
synthetisierten  Stdrkecarbonaten weisen die erhaltenen Proben eine bevorzugte
Funktionalisierung der sekunddren Hydroxylgruppe an Position 2 der AGE auf (siche NMR-
Spektren in Kapitel 3.3.2.3). Produkte mit niedrigem DS (unter anderem SEC10, DS = 0,28)
waren zudem regioselektiv an der Position 2 substituiert. Lediglich bei Verwendung von
geschmolzenem Imidazol als Lésemittel wurde das Ethylcarbonat an Position 6 der AGE
gefunden. Folglich hingt das Substitutionsmuster der Stirkecarbonate sowohl vom Reagenz
als auch vom Losemittel ab. Das Ergebnis korreliert mit den Befunden zur
Substituentenverteilung bei der Veresterung von Stdrke mit Essigsdureimidazoliden (siehe
Kapitel 3.3.1.1). Die dort aufgefiihrte Hypothese, der zufolge eine erhohte Nucleophilie der
Hydroxylgruppen der Position 2 der AGE aufgrund der Losungsstruktur der Starke in DMSO
und der resultierenden intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen verursacht wird %7,
lasst sich auch auf die Synthese der Starkeethylcarbonate iibertragen.

Die Produkte sind in polaren aprotischen Losemitteln wie DMSO, DMF oder DMAc 16slich,
weshalb eine Vernetzung iiber intermolekulare Carbonatgruppen auch hier ausgeschlossen
werden kann. Dariiber hinaus sind alle Stirkeethylcarbonate, die aus der Tapiokastirke ST07

gewonnen wurden, in Wasser 16slich.
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3.3.2.2 Aminolyse von Stiarkephenylcarbonaten

Die in das Starkemolekiil eingefiihrten Phenylcarbonatsubstituenten stellen reaktive Gruppen
dar, die in der Folgechemie durch nucleophile Substitutionsreaktionen (Sy) mit Aminen zu
den entsprechenden Stdrkecarbamaten fiihren. Auf diese Weise ist eine Vielzahl neuartiger
Starkederivate mit spezifischen Eigenschaften zugénglich. Im Zuge dieser Arbeit wurde die
Aminolyse von Starkephenylcarbonat mit Ethanolamin mit dem Ziel, wasserldsliche Produkte
herzustellen, studiert. Um dariiber hinaus das Potential der Stirkephenylcarbonate als
Syntheseplattform zu demonstrieren, wurde exemplarisch die Umsetzung mit
p-Aminobenzylamin und 9-Methylaminomethyl-anthracen zur Herstellung UV/Vis- oder
fluoreszenzaktiver Stirkecarbamate und die Substitution mit Propargylamin zur Einfithrung
terminal reaktiver Gruppen in das Polymerriickgrat erforscht.

Die Umsetzung von Stirkephenylcarbonaten verschiedener DS-Werte, hergestellt aus
Tapiokastirke STO07, mit den Aminen wurde unter homogenen Bedingungen in DMF
durchgefiihrt (Abb. 3.23). Es war eine Reaktionstemperatur von 60 °C erforderlich, um einen
vollstindigen Umsatz der Phenylcarbonatgruppe mit dem Amin zu erreichen und die
Entstehung gemischter Stéirkederivate, welche sowohl Phenylcarbonatgruppen als auch
Carbamatgruppen enthalten, zu vermeiden . Fiir die Aminolyse von Stirkephenylcarbonat
mit Ethanolamin, p-Aminobenzylamin, 9-Methylaminomethyl-anthracen und Propargylamin
wurde ein Molverhidltnis von Amin/Phenylcarbonatgruppe von 2/1 eingesetzt. Zur
Bestimmung des DS wurde der N-Gehalt aus der Elementaranalyse der Produkte und im Fall
unvollstindig ~ substituierter ~ Stirkecarbonate die 'H-NMR-Spektroskopie verwendet
(Tab. 3.9).

Der Schwerpunkt der Untersuchungen lag auf der Substitution mit Ethanolamin. Es wurde
anhand der Umsetzung von Cellulosephenylcarbonat bereits belegt, dass unter den gewidhlten
Reaktionsbedingungen ausschlielich die Aminogruppe des Ethanolamins mit dem
Phenylcarbonat reagiert; eine Reaktion mit Ethanolamin-Hydrochlorid fiihrte zu keinem
Umsatz *). Die Reaktion von Starkephenylcarbonat SPC01 (DS = 0,42, Tab. 3.9) mit
Ethanolamin bei 60 °C fiir 24 h filhrte zu einem wasserlslichen N-(2-Hydroxyethyl)-
starkecarbamat, welches einen DS an Carbamat von 0,32 sowie kein Phenylcarbonat mehr
aufwies (HESCO1, Tab. 3.9). Bei der Aminolyse von Stirkephenylcarbonaten mit DS von
0,83 (SPC02) und 1,48 (SPC03) wurden N-(2-Hydroxyethyl)-stdrkecarbamate mit hoheren
DS-Werten von 0,71 (HESC02) und 1,07 (HESCO03) erhalten, was einer Effizienz (Anteil der
eingefiihrten Carbamatsubstituenten bezogen auf den DS an Phenylcarbonat vor der

Aminolyse) von 72 und 86 % entspricht. Es war jedoch unabhingig vom DS des
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Starkephenylcarbonats ein vollstdndiger Umsatz der Phenylcarbonatgruppen zu verzeichnen.
Im Gegensatz hierzu fiihrte die Umsetzung von Cellulosephenylcarbamaten vergleichbarer
DS-Werte zu unldslichen Proben, welche {iber wihrend der Aminolyse gebildete
intermolekulare Carbonatgruppen vernetzt sind **. Die vorliegenden Stirkecarbonate neigen
folglich weniger stark zur Vernetzung als Cellulosecarbonate. Mdgliche Ursachen stellen die
geringe Molmasse (M, des Ausgangsmaterials =3.321 g/mol), Unterschiede in der
supramolekularen Losungsstruktur und verschiedene Donor-Akzeptor-Wechselwirkungen
zwischen Polysaccharidphenylcarbonat, Losemittel und Amin dar. Durch die Einfiihrung der
Substituenten mit terminalen Hydroxylgruppen sind die Proben wasserloslich.

Die Einfiihrung des UV/Vis-aktiven aromatischen Diamins p-Aminobenzylamin in das
Stéarkeriickgrad wurde mit dem Stdrkephenylcarbonat SPCO03 (DS = 1,48) erforscht (Tab.
3.9). Hierbei ist ausschlieBlich die benzylische Aminogruppe zu einer Sy der
Phenylcarbonatgruppe fahig, die aromatische Aminogruppe ist aufgrund der Mesomerie nicht
ausreichend nucleophil und deshalb nicht an der Reaktion beteiligt ***. Nach 4 h war die
Reaktion noch nicht abgeschlossen (ABSCO01, DScarbamat = 0,84). Bei einer Reaktionszeit von
8 h wurde ein DS von 1,03 erreicht (ABSC02), welcher durch weitere Erhohung der Zeit auf
24 h nicht weiter zunahm (ABSCO03, DScarbamat = 1,060). Es ist jedoch anzumerken, dass erst
nach 24 h kein Phenylcarbonat mehr im Produkt zu finden war, weshalb fiir weitere
Aminolysen diese Reaktionszeit beibehalten wurde. Die erhaltenen

p-Aminobenzylstiarkecarbamate waren in DMSO, DMF und DMAc 16slich.
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Abb. 3.23: Reaktionsschema zur Aminolyse von Stdrkephenylcarbonat mit verschiedenen

Aminen.
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Tab. 3.9: Reaktionsbedingungen und Ergebnisse der Aminolyse von Stirkephenylcarbonat (hergestellt aus Tapiokastirke ST07, M,, = 3.321 g/mol;

Molverhéltnis Amin/Carbonatgruppe: 2/1) in DMF bei 60 °C.

Probennr. Amin Stiarkephenylcarbonat Zeit DS Umsatz Effizienz Loslichkeit
Nr. DS (h) Carbamat®  Phenyl- (%) (%) © Wasser DMAc, DMF,
carbonat ” DMSO
HESCO01 Ethanolamin SPC01 0,42 24 0,32 - 100 76 Ja Ja
HESC02 Ethanolamin SPC02 0,83 24 0,71 - 100 86 Ja Ja
HESC03 Ethanolamin SPC03 1,48 24 1,07 - 100 72 Ja Ja
ABSCO01 p-Aminobenzylamin SPC03 1,48 4 0,84 Spuren >99 57 Nein Ja
ABSC02 p-Aminobenzylamin SPC03 1,48 8 1,03 Spuren >99 70 Nein Ja
ABSCO03 p-Aminobenzylamin SPC03 1,48 24 1,06 - 100 72 Nein Ja
AMMSCO01  9-Methylaminomethyl-anthracen SPCo01 0,42 24 0,17 0,23 45 41 Nein Ja
AMMSCO02 9-Methylaminomethyl-anthracen SPC02 0,83 24 0,33 0,51 39 40 Nein Ja
AMMSCO03  9-Methylaminomethyl-anthracen SPC03 1,48 24 0,59 0,58 61 40 Nein Ja
PSCO01 Propargylamin SPC03 1,48 24 0,44 0,36 76 30 Nein Ja

9 Durchschnittlicher Substitutionsgrad (DS) an Carbamatgruppen, Bestimmung durch Elementaranalyse, in Gegenwart von Phenylcarbonatgruppen: Bestimmung durch "TH-NMR-Spektroskopie
® DS an Phenylcarbonatgruppen, bestimmt durch 'H-NMR-Spektroskopie
¢ Unlésliches Produkt

9 Umsatz von Phenylcarbonatgruppen berechnet iiber: Umsatz = [DS (Phenylcarbonat, Edukt) - DS (Phenylcarbonat, Produkt)] / [DS (Phenylcarbonat, Edukt)] * 100 %
® Effizienz der Einfiihrung der Carbamatsubstituenten, berechnet iiber: Effizienz = [DS (Carbamat, Produkt)/ DS (Phenylcarbonat, Edukt)] * 100 %

DMAc: N,N-Dimethylacetamid, DMF: N,N-Dimethylformamid, DMSO: Dimethylsulfoxid, M,,: zahlenmittlere Molmasse



Durch Umsetzung mit 9-Methylaminomethyl-anthracen (siehe Tab. 3.9), einem Fluoreszenz-
farbstoff, der iliber eine reaktive Aminogruppe in Nachbarschaft zu einer Methylgruppe
verfligt, waren organoldsliche, fluoreszenzaktive Stiarkecarbamate zugénglich. Ausgehend
von Stiarkephenylcarbonaten mit DS von 0,42 (SPCO01), 0,83 (SPC02) und 1,48 (SPCO03)
wurden Produkte mit DS an Carbamat von 0,17 (AMMSCO01), 0,33 (AMMSCO02) und 0,59
(AMMSCO03) erhalten, was jeweils einer Effizienz von 40 % entspricht. Dariiber hinaus
enthielten die Produkte noch restliches Phenylcarbonat mit DS-Werten von 0,23-0,58, bei
AMMSCO01 und AMMSCO02 wurde sogar mehr Phenylcarbonat als Carbamat gefunden.
Demnach findet bei der Aminolyse von Stdrkeephenylcarbonat mit 9-Methylaminomethyl-
anthracen unabhingig vom DS keine vollstdndige Reaktion statt. Der unvollstindige Umsatz
lasst sich durch die geringere Nucleophilie und der hohe Restgehalt an Phenylcarbonat durch
die geringere Basizitdt der sekundidren Aminogruppe begriinden. Fluoreszenzanregungs- und
Fluoreszenzemissionsspektren der  N-(Anthracen-9-ylmethyl)-N-methyl-stirkecarbamate
dhnelten denen von Anthracen (Spektren im Anhang, Abb. A.18).

Die Umsetzung von Stirkephenylcarbonat mit einem DS von 1,48 (SPC03) mit
Propargylamin fiihrte zu einem organoldslichen Produkt mit einem DS an Carbamat von 0,44
(PSCO1, siehe Tab. 3.9). Die entsprechende Effizienz betrigt hier lediglich 30 %. Zudem sind
auch in diesem Produkt noch restliche Phenylcarbonatgruppen enthalten. Obwohl es sich
beim Reagenz um ein primires Amin handelt, verursachen der elektronenziehende induktive
Eftekt der sp-hybridisierten C-Atome der Alkinylgruppe (Elektronegativitdt hybridisierter C-
Atome: sp-C: 3,1, Vergleich sp3-C: 2,5 B!} und die daraus resultierende verminderte
Nucleophilie des Amins einen unvollstdndigen Umsatz. Es konnte anhand der Reaktion mit
Propargylamin unter Erhalt der Dreifachbindung jedoch gezeigt werden, dass {iber
Starkephenylcarbonate auch weitere reaktive Funktionen in das Polymerriickgrad eingefiihrt
werden konnen.

Die Ergebnisse der Aminolyse verdeutlichen das Potential von Stdrkephenylcarbonaten als
Plattformchemikalie zur Entwicklung neuartiger Funktionspolymere auf Stirkebasis. Um
einen hoheren Umsatz der Reaktion von Stirkecarbonaten mit sekundidren und schwach
nucleophilen Aminen zu erzielen, konnte die Verwendung von reaktiveren Stirkecarbonaten
wie zum Beispiel Stirke-p-NO,-phenylcarbonat in die Studien einbezogen werden, was
anhand der Aminolyse von Cellulosephenylcarbonaten bereits demonstriert wurde >
Andererseits konnten die nicht umgesetzten Phenylcarbonatgruppen gezielt zur Einfithrung
weiterer Carbamatsubstituenten zu gemischten Stirkecarbamaten genutzt werden, wodurch

das Eigenschaftspotential dieser Verbindungen nochmals erweitert werden wiirde.
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3.3.2.3 Strukturcharakterisierung

Die Struktur der Stirkecarbonate und -carbamate wurde mittels FTIR- und NMR-
Spektroskopie untersucht. In Abb. 3.24 sind die FTIR-Spektren von Tapiokastirke STO07,
Starkephenylcarbonat SPC03 (DS = 1,48) sowie die daraus hergestellten Stirkecarbamate
N-(2-Hydroxyethyl)-starkecarbamat HESCO02 (DS =0,71) und Propargylstirkecarbamat
PSCO01 (DScarbamat = 0,44, DSphenyicarbonat = 0,36) im Vergleich dargestellt. Im Spektrum des
Starkephenylcarbonats SPCO03 sind neben den typischen Banden der AGE der Stirke bei
1.160 cm™, 1.070 em™ und 1.020 cm™ (C-O-C-Valenzschwingung) sowie 3.000-3.600 cm’
(OH-Valenzschwingung) charakteristische Signale des Carbonatsubstituenten bei 1.770 cm™
(C=0-Valenzschwingung) sowie bei 1.250 cm™ (C-O-C-Valenzschwingung des Carbonats)
zu finden. Zudem wird durch die Lage des Signals der C=0-Valenzschwingung deutlich, dass
keine zyklischen intramolekularen und keine intermolekularen Carbonatgruppen vorliegen,

(2223121 "gpektren von

die zusitzliche Peaks bei ca. 1.800 cm™ und 1.750 cm™ ergeben wiirden
Stiarkemethyl- und -ethylcarbonaten ergaben die gleichen Signale (Anhang, Abb. A.19 und
A.20). Bei den Stérkecarbamaten HESCO02 (N-(2-Hydroxyethyl)-stiarkecarbamat) und PSCO01
(Propargylstarkecarbamat) waren hingegen typische Banden der Carbamatstruktur bei
1.710 cm™  (C=O-Valenzschwingung, Amid-Bande 1) und 1.520cm” (C-N-H-
Valenzschwingung, Amid-Bande II) sichtbar. Im Spektrum von PSCO01, bei dessen
Herstellung die Aminolyse des Stérkephenylcarbonats unvollstindig verlief, war zusitzlich
noch die C=0-Valenzschwingung des nicht zum Carbamat umgesetzten Phenylcarbonats bei
1.770 cm™ zu erkennen. Das Spektrum von HESCO02 wies die entsprechende Bande nicht auf,
was die Abwesenheit von Phenylcarbonat in der Probe belegte. Bei Propargylstarkecarbamat
PSCO01 war zudem eine Bande bei 3.290 cm™ verursacht von der C=C-H-Valenzschwingung
zu verzeichnen. Die Messung von p-Aminobenzylstirkecarbamat und N-(Anthracen-9-
ylmethyl)-N-methyl-starkecarbamat ~ filhrte zu  FTIR-Spektren mit vergleichbaren
Absorptionsbanden (Anhang, Abb. A.21 und A.22).

Mittels *C-NMR-Spektroskopie konnte die Struktur von Starkemethyl- (SMCO01, DS = 0,21),
Starkeethyl- (SEC02, DS =0,18; SEC10, DS =0,28) und Stirkephenylcarbonat (SPCO03,
DS = 1,48) eindeutig charakterisiert werden (Abb. 3.25, aufgenommen in DMSO-ds). Die
Proben zeigen sowohl charakteristische Signale der AGE als auch der Carbonatsubstituenten.
Bei den Stdrkecarbonaten ist die C=O-Resonanz des Carbonats bei ca. 155 ppm sichtbar. Im
Spektrum des Methylcarbonats SMCO01 ist zudem die Resonanz der Methylgruppe bei
55,2 ppm zu erkennen. Bei Stérkeethylcarbonat (SEC02, SEC10) ist das Signal der Methyl-
Gruppe bei 14,5 ppm und das der Methylengruppe bei 64,1 ppm zu beobachten. Die
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Phenylgruppe des Starkephenylcarbonats SPC03 kann durch Signale bei 150,1, 129,9, 126,4

und 121,5 ppm eindeutig identifiziert werden.
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Abb. 3.24: FTIR-Spektren von Stiarke STO07 (schwarz), Stiarkephenylcarbonat SPCO03 (rot,
DS =1,48), N-(2-Hydroxyethyl)-stirkecarbamat HESC02 (grin, DS =0,71) und
Propargylstirkecarbamat PSCO1 (blau, DScarpamat = 0,44, DSphenyicarbonat = 0,36).

Weiterhin konnten aus den Signalen der modifizierten AGE Informationen tiiber die
Verteilung der Substituenten gewonnen werden. Wihrend die Peaks, die von den
Kohlenstoffatomen C-3-5 im Bereich von 68 bis 80 ppm verursacht werden, durch die
Modifizierung nahezu unverandert bleiben, wird die Lage von C-1, C-2 und C-6 durch die
Einfiihrung der Carbonatgruppe beeinflusst, was in den 'H,"*C-HSQC-DEPT 135-Spektren
der Stéirkeethylcarbonate SEC02 (DS =0,18) und SEC10 (D=0,28) deutlich wird
(Abb. 3.26). In den Spektren konnten CH,-Gruppen (blaue Crosspeaks) von CH- und CHs-
Gruppen (rote Crosspeaks) unterschieden werden. Eine prédzise Signalzuordnung der AGE-
Resonanzen der 'H,”C-HSQC-DEPT 135-Spektren war unter Einbeziehung von 'H,'H-
TOCSY-Messungen moglich (Abb. 3.27). Stirkeethylcarbonat SEC02 (Abb. 3.26, links),
welches durch Reaktion von Stirke mit Chlorkohlensdureethylester in DMF/LiCl hergestellt
wurde, weist zwei Crosspeaks fir C-6 bei 60,7 ppm (°C)/ 3,60 ppm (‘H) fir die
unmodifizierte Hydroxylgruppe und bei 66,7 ppm (°C)/ 4,25 ppm (‘H) fir die mit
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Ethylcarbonat substituierte Hydroxylgruppe auf, was eine O-6-Veresterung belegt. Zuséatzlich
war nur ein Crosspeak von C-1 bei 100,6 ppm (°C)/ 5,10 ppm (‘H) zu beobachten. Im Falle
einer Substitution an Position 2 wiirde ein weiterer Peak fiir C-1 hochfeldverschoben
auftreten. Im Gegensatz dazu war im Spektrum des mittels Ethyl-1H-imidazol-1-carboxylat in
DMSO synthetisierten Stérkeethylcarbonats SEC10 (Abb. 3.26, rechts) kein Signal fiir ein
substituiertes C-6 zu erkennen. Stattdessen waren zusétzliche Peaks fiir das substituierte C-2s
bei 77,0 ppm (°C)/ 4,25 ppm ('H) und fiir C-1¢, verursacht durch die Nachbarschaft zu C-2s,
bei 95,4 ppm (°C)/ 5,60 ppm (‘"H) sichtbar. Folglich besitzen Stirkethylcarbonate mit
niedrigen DS-Werten, die mit Chlorkohlensdureethylester und DMF/LiCl als Lésungsmittel
synthetisiert wurden, eine Modifizierung ausschlieSlich in Position 6 der AGE, wohingegen
Ethyl-1H-imidazol-1-carboxylat in DMSO eine Reaktion an Position 2 bewirkte. Produkte
mit hoheren DS-Werten (>0,5) zeigten Signale fiir C-6s, C-2s und C-1°, was auf eine

statistische Verteilung der Substituenten schlieen lasst.
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Abb. 3.25: 13C—NMR—Spektren von Tapiokastirke STO07 (schwarz), Stirkemethylcarbonat
SMCO01 (DS =0,21, blau), Stirkeethylcarbonat SEC02 (DS =0,18, griin), Stirkeethyl-

carbonat SEC10 (DS = 0,28, braun) und Stirkephenylcarbonat SPC03 (DS = 1,48, magenta),

gemessen in DMSO-d; (4t: C-4 an nicht reduzierenden Endgruppen, x: Formylgruppe).
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Abb. 3.27: 'H,'H-Total correlation-Spektrum (TOCSY) des Stirkeethylcarbonats SEC02

(DS = 0,18, DMSO-dj); 4t: H-4 an nicht reduzierenden Endgruppen.

Zur weiteren Bewertung des Substitutionsmusters wurden die nach Peracetylierung der
verbleibenden Hydroxylgruppen gut aufgelosten NMR-Spektren mit in die Strukturaufklarung
einbezogen. Im "C-NMR-Spektrum des peracetylierten Stirkeethylcarbonats SEC02
(DScarbonat = 0,18; DSacetat = 2,82) konnten die Signale der Kohlenstoffatome der AGE und
der C=0O-Gruppen eindeutig zugeordnet werden (Abb. 3.28). Wihrend die C=0O-Gruppen des
Acetats drei separierte Signale fiir die Substitution an den Positionen 2, 3 und 6 der AGE
verursachen, ist flir das Ethylcarbonat nur ein Signal sichtbar, was einen weiteren Beweis fiir
die ausschlieBliche Substitution einer Hydroxylgruppe der AGE darstellt.

In den "*C-NMR-Spektren von Stirkephenylcarbonaten, welche in DMF/LiCl hergestellt
worden sind (SPC03, Abb. 3.29, unten), war zusétzlich zu den Signalen der AGE und des
Carbonats noch ein Peak bei 162 ppm sichtbar, welcher durch Nebenreaktionen des Reagenz
mit DMF und der AGE entstandener Formylgruppen hervorgerufen wird. Im Spektrum eines

in DMACc/LiCl synthetisierten Produktes (SPC0S, Abb. 3.29, oben) war dieser Peak und somit
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Formylgruppen nicht zu finden. In den zugehdrigen 'H-NMR-Spektren war ein Signal des
Protons der Formylgruppe bei 8,20 ppm ausschlielich im Fall von Produkten vorhanden, die

in DMF/LiCl hergestellt wurden (Anhang, Abb. A.23).

0
8

OR R= N9
$5E 5 i “770 "
- 2
RO O

3 OR 11

=10

(C-2), (C 6) (C-3)

L

170 160 150 100 90 80 70 60 25 15
ppm

Abb. 3.28: 'C-NMR-Spektrum des peracetylierten Stirkeethylcarbonats SEC02
(DSCarbonat 0 18 DSAcetat 2 82 CDC13)

4
=

| 155 - 140 | 125 | 1i0 - 55 . 85 | 75 | 65 | 55 | 45 | 35
ppm
Abb. 3.29: C-NMR-Spektren der Stirkephenylcarbonate SPC03 (DS = 1,48, blau) und

SPCO05 (DS = 1,46, braun), aufgenommen in DMSO-ds.
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Die Struktur der Stirkecarbamate, welche durch Aminolyse von Stirkephenylcarbonat
gewonnen wurden, konnte ebenfalls mittels NMR-Spektroskopie eindeutig charakterisiert
werden. In Abb. 3.30 sind die C-NMR-Spektren von N-(2-Hydroxyethyl)-stirkecarbamat
HESCO02 (DS = 1,07), p-Aminobenzylstiarkecarbamat ABSC03 (DS = 1,06), Propargylstérke-
carbamat PSCO1 (DScarbamat = 0,44, DSphenyicarbonat = 0,36) und N-(Anthracen-9-ylmethyl)-
N-methyl-starkecarbamat AMMSCO03 (DScarbamat = 0,59, DSphenyicarbonat = 0,58) im Vergleich
zu Stéarkephenylcarbonat SPC03 (DS = 1,48) dargestellt. Eine préizise Signalzuordnung
gelang liber zweidimensionale NMR-Spektroskopie (Anhang, Abb. A.24 und A.25). Generell
ist die Resonanz der C=0O-Gruppe der Stirkecarbamate im Vergleich zur Resonanz der C=0O-
Gruppe des Phenylcarbonats tieffeldverschoben bei 156 ppm. Auch die Lage des mit
Carbamatgruppen funktionalisiertem C-6s der AGE (63 ppm) unterscheidet sich von der
Resonanz des mit Phenylcarbonat substituiertem C-6s (68 ppm, nicht basisliniengetrennt zu
den restlichen AGE-Signalen). Der Peak von C-1° neben substituierter Position 2 weist
hingegen keine Verdnderung seiner chemischen Verschiebung und nur eine sehr geringe
Intensitdt auf, was darauf hindeutet, dass die Sy hauptsichlich an der priméren
Hydroxylgruppe in Position 6 stattfindet. Des Weiteren koénnen die C-Atome der
Carbamatsubstituenten der Stirkecarbamate mithilfe der Inkrementberechnungsfunktion des

Strukturzeichenprogrammes ChemDraw und der Literatur @4

eindeutig zugeordnet
werden. N-(2-Hydroxyethyl)-starkecarbamat HESCO02 weist die zu den beiden CH,-Gruppen
gehorenden Signale bei 60,4 ppm und 43,3 ppm auf Im "“C-NMR-Spektrum von
p-Aminobenzylstiarkecarbamat ABSCO03 sind die Resonanzen des aromatischen Systems im
Tieffeld zur AGE bei 148,2 ppm, 129,1 ppm, 127,5 ppm sowie 114,6 ppm und die Resonanz
der CH,-Gruppe bei 44,5 ppm im Hochfeld zu erkennen. Charakteristische Signale des
Propargylstarkecarbamats PSCO01 liegen bei 81,6 ppm (C-C=C), 73,3 ppm (C=C-H) und
30,4 ppm (CH,-Gruppe). N-(Anthracen-9-ylmethyl)-N-methyl-starkecarbamat AMMSCO03
weist wiederum Resonanzen bei 123,0-133,0 ppm (Anthracenylgruppe), 43,2 ppm (CHz-
Gruppe) und 31,7 ppm (CHs-Gruppe) auf. Im Falle von Propargylstirkecarbamat und
N-(Anthracen-9-ylmethyl)-N-methyl-starkecarbamat sind zudem noch die charakteristischen
Signale des Phenylcarbonats sichtbar, was den unvollstindigen Umsatz des

Starkephenylcarbonat mit den entsprechenden Aminen und folglich das Vorliegen gemischter

Starkederivate belegt.
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Abb. 3.30: "*C-NMR-Spektren des Stirkephenylcarbonats SPCO03 (DS = 1,48, braun),
N-(2-Hydroxyethyl)-starkecarbamats HESCO02 (DS =1,07, magenta), p-Aminobenzyl-
stirkecarbamats ABSCO03 (DS =1,06, schwarz), Propargylstirkecarbamats PSC01
(DScarbamat = 0,44,  DSphenylcarbonat = 0,36, blau) und N-(Anthracen-9-ylmethyl)-N-methyl-
stairkecarbamats AMMSCO03 (DScarbamat = 0,59, DSphenyicarbonat = 0,58, griin), aufgenommen in
DMSO-d.
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Bestimmung des DS von Stirkecarbonaten

Die in Kapitel 3.3.2.1 diskutierten DS-Werte der Stérkecarbonate liefen sich zuverldssig iiber
"H-NMR-Spektroskopie bestimmen. Die 'H-NMR-Spektren, aufgenommen in DMSO-dj, von
einem Stirkemethylcarbonat (SMCO01, DS = 0,21), Starkeethylcarbonat (SEC02, DS = 0,18)
und Stirkephenylcarbonat (SPC03, DS = 1,48) sind im Vergleich zur nicht modifizierten
Starke ST07 in Abb. 3.31 gezeigt. Die Signale von 2,80-6,00 ppm lieBen sich den H-Atomen
der AGE zuordnen. Bei Starkemethylcarbonat ist zudem die Resonanz der CHs-Gruppe bei
3,70 ppm, Tlberlagert mit den AGE-Signalen, zu finden, wohingegen die Signale des
Starkeethylcarbonats bei 4,10 ppm (CH,-Gruppe, mit AGE-Signalen {iberlagert) sowie
1,20 ppm (CH3-Gruppe) und die der aromatischen H-Atome des Stirkephenylcarbonats im
Bereich 6,70-8,00 ppm erscheinen.

-7 ™o 1 DMSO

H,0,
OH
R=H
8.5 8;0 7.5 7.0 6.5 6.0

Abb. 3.31: 'H-NMR-Spektren von Tapiokastirke ST07 (schwarz), Starkemethylcarbonat
SMCO01 (DS=0,21, griin), Stirkeethylcarbonat SEC02 (DS =0,18, braun) und
Starkephenylcarbonat SPC03 (DS = 1,48, blau), gemessen in DMSO-ds + 10 Tropfen

5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 05
ppm

Trifluoressigsdure (4t: H-4 an nicht reduzierenden Endgruppen, x: Formylgruppe).
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Durch Zusatz von 10 Tropfen Trifluoressigsdure auf 0,5 mL Losung der Stérkeester in
DMSO-ds konnte der DS iiber 'H-NMR-Spektroskopie ermittelt werden, da die Signale von
Wasser und der Hydroxylgruppen durch die Siure ins Tieffeld verschoben werden und nicht
mehr mit den Signalen der AGE {iberlagern. Daher kann die DS-Bestimmung auch mit
geringerem Aufwand und ohne Folgederivatisierung durchgefiihrt werden. Die Berechnung
des DS von Stirkeethyl- und Stiarkephenylcarbonaten erfolgte iiber das Verhiltnis der
Integrale charakteristischer Signale der Substituenten (CH3;-Gruppe bei Stirkeethylcarbonat,
Phenylgruppe bei Starkephenylcarbonat) und der AGE-Signale gemal3 folgender Formeln:

1
3* IntegraICH3—Ethylcarbonat

DSEthylcarbonat -1 2
7 * [Integralz‘go_aoo ppm — (§ * IntegraICH3—Ethylcarbonat)]

5 * IntegralAromat—Phenylcarbonat

DSPhenylcarbonat = 1
7 * Integral, go—6,00 ppm

Allerdings konnte der DS des Stiarkemethylcarbonates SMCO01 auf diese Weise nicht ermittelt
werden, da das Signal der CH;-Gruppe des Substituenten mit den Resonanzen der AGE
iiberlagert. Deshalb wurde der DS durch alkalische Hydrolyse mit Natronlauge und

[313], einer Methode, die bei der

anschlieBender Riicktitration mit Salzsdure bestimmt
Charakterisierung von Polysaccharidcarbonaten auch zu verlisslichen DS-Werten wie die 'H-
NMR-Spektroskopie fiihrt *!). Zuerst werden Hydroxidionen neutralisiert und Carbonationen
zu Hydrogencarbonationen protoniert. Im Anschluss erfolgen die Protonierung zu
Kohlensdure und die Freisetzung von Kohlenstoffdioxid (Abb. 3.32). Aus dem

Differenzvolumen (Vuci (pifferens)) ZWischen beiden Equivalenzpunkten ldsst sich der DS

berechnen geméif:

DS — Mage * Cucl * Vhal (pifferenz)

g
Mprodukt — [(MSubstituent —1,01 mol * CHcy * VHCl (Differenz)
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1. Equl\?a].enzpunkt: 'h EHCO'-' - H,0+CO,
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Abb. 3.32: Titrationskurve von Stirkemethylcarbonat SMCO01 (DS = 0,21).

Bestimmung des DS von Stiarkecarbamaten

Die DS-Bestimmung der N-(2-Hydroxyethyl)-stirkecarbamate und p-Aminobenzylstirke-

carbamate erfolgte iiber den N-Gehalt aus der Elementaranalyse gemal:

E(%)
Mace " 10095

DS =
Carbamat My Ny [(MSubst ot %) . %%(;O]
M e Molare Masse der Anhydroglucoseeinheit
E (%) N-Gehalt des Produktes (iiber Elementaranalyse bestimmt)
Mg Molare Masse von N
Ne Anzahl der N-Atome des Substituenten
Mgubst Molare Masse des Substituenten

Im Fall des Propargylstirkecarbamats und der N-(Anthracen-9-ylmethyl)-N-methyl-
starkecarbamate, die neben der jeweiligen Carbamatgruppe noch Phenylcarbonat als zweiten
Substituenten aufweisen, konnte nicht auf das Ergebnis der Elementaranalyse zuriickgegriffen

werden. Die DS-Werte dieser Derivate wurden daher mittels 'H-NMR-Spektroskopie (5 % in
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DMSO-ds, unter Zusatz von 10 Tropfen Trifluoressigsiure) bestimmt. In den 'H-NMR-
Spektren des Propargylstarkecarbamats PSCO01 (DScarbamat = 0,44; DSphenyicarbonat = 0,36, Abb.
333) und des  N-(Anthracen-9-ylmethyl)-N-methyl-stirkecarbamats ~ AMMSCO03
(DScarbamat = 0,59, DSphenyicarbonat = 0,58, Abb. 3.34) konnten so die Signale der AGE bei 3,00-
6,00 ppm und des Phenylcarbonats im Bereich 6,70-7,80 ppm separat integriert werden. Bei
PSCO1 traten noch charakteristische Resonanzen bei 3,18 ppm (CH,-Gruppe, mit AGE
iberlagert) und 2,95ppm (=C-H) auf, wohingegen sidmtliche Peaks des
Carbamatsubstituenten von AMMSCO03 bei 5,50 ppm (CH,-Gruppe), 2,45 ppm (CH3-Gruppe)
und 6,50-8,80 ppm (Anthracenylgruppe) mit den Signalen der AGE, des Losemittels oder des
Phenylcarbonats {iberlagert vorliegen. Lediglich die Signale im Bereich 7,80-8,80 ppm
konnten den mit keiner anderen Struktureinheit liberlappenden, zur Anthracenylgruppe
gehorenden H-9,10,13 (Beschriftung der H-Atome in Abb. 3.34) zugeordnet werden. Da
relevante Signale in den 'H-NMR-Spektren der Stirkecarbamate hiufig nicht
basisliniengetrennt erschienen, wurde die Ermittlung der entsprechenden Integrale mithilfe
der Linienformanalyse des NMR-Auswertungsprogramms MestReNova durchgefiihrt. Die

DS-Werte wurden berechnet gemal:

Propargylstarkecarbamat:

Integral_c_g

DScarbamat =
v [Integral; o_ 00 ppm — (2 * Integral_c_g)]

c * Irltegral6,70—7,80 ppm(Phenylcarbonat)

DSPhenylcarbonat =
7 * [Integrals go_g 00 ppm — (2 * Integral_c_g)]

N-(Anthracen-9-ylmethyl)-V-methyl-stirkecarbamat:

5 * Integral7,80—8,80 ppm(Anthracenyl)

DScarbamat = 1 2
7* [Integrals,oo—6,oo ppm — (g * Integral; go_g g0 ppm(Anthracenyl))]

1 4
T * [ Integralg 707 g0 ppm — (glntegralzso—s,so ppm(Anthracenyl))]

DSPhenylcarbonat =
1 2
7* [Integral3loo_6'00 ppm — (g * Integral; go_g g0 ppm(Anthracenyl))]
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Abb. 3.33: ]H-NMR-Spektrum des Propargylstiarkecarbamats PSCO01 (DScarbamat = 0,44,

DSphenylcarbonat = 0,36, DMSO-dss + 10 Tropfen Trifluoressigsaure).
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3.3.3 Stiarkephosphonate

3.3.3.1 Synthese von Stirkephosphonaten mit zyklischen Alkylphosponsiureanhydriden
Mit dem Ziel, wasserlosliche, anionische Stirkederivate herzustellen, wurde die Veresterung
von Stirke geringer Molmasse mit zyklischem n-Propylphosphonsiureanhydrid (T3P®),

314316 Die Synthesen

einem nicht-toxischen Kopplungs- und Veresterungsreagenz studiert
erfolgten ausgehend von Tapiokastirke ST07 (M, =3.321 g/mol), amylosereicher
Maisstiarke ST29 (M, = 2.299 g/mol), Markerbsenstirke ST32 (M,, = 2.579 g/mol) sowie den
reduzierten Tapiokastirken RS03 (M, =3.634 g/mol) und RS09 (M, =3.801 g/mol). Die
Starke wurde in einem polar aprotischen Losemittel gelost und durch Mischung mit einer
50%igen Losung von T3P in DMF oder Essigester fiir 3 h bei 50 °C und 100 °C umgesetzt
(Abb. 3.35). Fiir die Isolierung wurden Féllung in Alkoholen oder Aceton und Waschen sowie
Umfillen aus Wasser in Alkohole gewdhlt. Die Struktur der eingefiihrten Substituenten
konnte als monomeres Alkylphosphonat in Form des Phosphonsdurehalbesters der Stirke

identifiziert werden. Der DS an Phosphonat konnte durch 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt
werden (siehe Kapitel 3.3.3.2).

OH 0
N _o_ OR
- 0 X—P" P—X P 0
HO ' .
OH O\p<0 (Losemittel) RO
o~ & X 50-100 °C, 3 h ORO,
0
X = Ethyl oder n-Propyl R=Hoder |l
PJ
“ITX

OH

Abb. 3.35: Reaktionsschema zur Synthese von Stiarkephosphonaten.

Die Tapiokastidrke ST07 gelost in DMF/LiCl wurde im 30-40 g-Maf@3stab durch Mischung mit
einer 50%igen Losung von T3P® in DMF bei 100 °C und verschiedenen Molverhiltnissen
T3P*/AGE umgesetzt, wodurch wasserlosliche Produkte erhalten wurden (Tab. 3.10). Alle
bei 100 °C hergestellten Stirkephosphonate wiesen ausschlieBlich die monomeren
Phosphonsdurehalbester als Substituent auf. Bei der Wahl eines Molverhiltnisses von 0,1
erhielt man einen DS von 0,23 (SPP01). Die Erhohung des Molverhéltnisses auf 0,3 fiihrte zu
einem Produkt mit DS von 0,56 (SPP02). Ein weiterer Ansatz unter gleichen Bedingungen
(SPP03, DS =0,62) zeigte, dass die Reaktion reproduzierbar durchfiihrbar ist. Stérke-n-
propylphosphonate mit hoheren DS-Werten von 1,19 (SPP04) und 1,58 (SPP0S) konnten bei
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Molverhiltnissen von 0,6 und 1,0 erhalten werden. Die Effizienz der Reaktion, definiert als
Verhéltnis von DS zu Molverhéltnis, nimmt mit steigendem Molverhéltnis ab. Da die DS-
Werte der Produkte das Molverhiltnis T3P“/AGE iibersteigen, ist ersichtlich, dass jedes
T3P"-Molekiil mehr als eine Monophosphonateinheit zur Verfiigung stellt.

Ausgehend von amylosereicher Maisstirke und Markerbsenstirke mit vergleichbarer
Molmasse wurden bei einem Molverhéltnis von 0,3 ebenfalls Stirke-n-propylphosphonate mit
DS-Werten von 0,72 (SPP07) und 0,71 (SPP08) erhalten. Der Einfluss der Stiarkequelle auf
die Reaktion ist folglich gering.

Durch Verringerung der Temperatur auf 50 °C erhielt man bei einem Molverhiltnis
T3P®/AGE von 1,0 ein Produkt, welches der *'P-NMR-Spektroskopie zufolge mehrere P-
Spezies aufwies (SPP06, siche Kapitel 3.3.3.2). Die Probe enthielt ebenfalls hauptsidchlich
monomere n-Propylphosphonsédurehalbester als Substituent, wobei auch das trimere P,P’,P”-
Tri-n-propyl-triphosphonat (offenkettige Form des T3P") sowie das monomere vollstindig
veresterte n-Propylphosphonat, beide als intermolekulare Vernetzung oder als intramolekulare
zyklische Struktur vorliegend, gefunden wurden. Es ist bekannt, dass das Dimer und lineare

B Tm

Trimer der n-Propylphosphonsédure im sauren Medium zum Monomer hydrolysieren
Fall der Umsetzung von Stirke mit T3P® scheint dieser Prozess bei 50 °C unvollstindig
abzulaufen. Um Produkte mit einheitlicher Struktur der Substituenten zu erhalten, wurden
weitere Reaktionen bei 100 °C durchgefiihrt.

Die Umsetzung von ST07 mit T3P® in unterschiedlichen Reaktionsmedien wurde bei
gleichem Molverhiltnis T3P*/AGE von 0,3 im 1 g-MaBstab untersucht (Tab. 3.10). Durch
Erhitzen auf 140 °C konnte die Stdrke in DMF und DMAc ohne LiCl gelost werden. Die
daraus erhaltenen Stéarkeester wiesen DS-Werte von 0,64 (DMF, SPP09) und 0,54 (DMAc,
SPP10) auf, was mit den Ergebnissen in DMF/LiCl iibereinstimmt (SPP03, DS = 0,62). Die
Reaktion von Stirke geringer Molmasse mit T3P® kann folglich ohne LiCl durchgefiihrt
werden. Stdrke-n-propylphosphononate, welche in DMF/LiCl und DMF hergestellt wurden,
enthielten trotz Umfillens der Proben wihrend der Isolierung noch Dimethylamin, wie aus
den 'H- und "*C-NMR-Spektren hervorging (siche Abb. 3.41, Kapitel 3.3.3.2). Dimethylamin
kann durch Zersetzung von DMF in der Hitze bzw. in Gegenwart von Wasser entstehen °'®
1% Die Verbindung lag als Gegenion (Ammoniumsalz) des Phosphonatsubstituenten vor und
konnte erst durch Behandlung der Proben mit Ionentauscher (H'-beladen) entfernt werden.
Bei der Umsetzung von Stédrke mit T3p® (50%ige Losung in DMF) in DMACc als Losemittel

(SPP10) waren im Produkt nur noch Spuren der Verunreinigung zu finden, welche auf die

Zersetzung des DMF aus der Reagenzldsung zuriickzufiihren sind. Die Verwendung von
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DMAc als Losemittel und der Einsatz von T3P® als 50%ige Losung in Ethylacetat fithrten
hingegen zu Produkten, die kein Dimethylamin enthielten (SPP13, SPP14). Zur Vermeidung
dieses Nebenproduktes ist die Synthese von Stdrkephosphonaten folglich in DMF-freien
Systemen durchzufiihren. In DMSO hingegen wurde unter ansonsten vergleichbaren
Bedingungen lediglich ein DS von 0,05 erreicht. Grund hierfiir ist der Verbrauch des Reagenz
in Nebenreaktionen mit dem Ldsemittel. In der Literatur ist zum Beispiel die Oxidation von
primdren und sekunddren Alkoholen, wie in der Stérke vorhanden, in Gegenwart von DMSO
und T3P® zu Aldehyden und Ketonen beschrieben worden ©2°).

Samtliche Stirke-n-propylphosphonate und deren wéssrige Losungen wiesen eine gelbe bis
braune Farbe auf (Abb. 3.36), was eine Anwendung in der pharmazeutischen Industrie
ausschlieBt. Einerseits kann die Aciditdt der eingefiihrten Phosphonatgruppen und deren
Einfluss auf die Stabilitdt des Biopolymers als Ursache fiir die Verfarbung angenommen
werden. Andererseits ist es bekannt, dass die alkalische, saure oder thermische Behandlung
von Mono- und Polysacchariden in Gegenwart von Luftsauerstoff unabhingig vom
Reaktionsmedium zu einer Vielzahl aromatischer Spezies wie zum Beispiel Furan- oder
Phenolderivaten fiihrt, die als Chromophore fiir die Gelb- bis Braunfirbung verantwortlich
sind ¥?1%?2! Die Substanzen, in der Literatur auch als ,,Theander-Produkte* bekannt, sind in
Polysacchariden nur in Konzentrationen im ppm-Bereich enthalten, weshalb sie durch
analytische Verfahren wie FTIR- und NMR-Spektroskopie nicht mit erfasst werden. Da diese
Spezies sowohl kovalent als auch durch Adsorption gebunden sind, ist ihre Abtrennung von
den Polysacchariden schwierig. Da diese Beobachtungen bei den vorliegenden Stérke-n-
propylphosphonaten auftreten, ist bei der Umsetzung von Stirke mit T3P® im sauren Milieu
bei 100 °C die Bildung der Chromophore sehr wahrscheinlich. So flihrte das Waschen der
Proben mit dem Féllmittel und Umfillen nicht zu farblosen Produkten. Ebenso konnte durch
die Dialyse der Proben (Membran mit MWCO = 1.000 g/mol) nur eine leichte Verminderung
der Braunfirbung erreicht werden. Demgegeniiber ergab die Umsetzung von zunichst mit
NaBH, reduzierter Stirke (RS03, RS09, Reduktion in Kapitel 3.2 beschrieben) im 20-60 g-
MaBstab Produkte, die sowohl als Feststoff als auch als wéssrige Losung farblos sind
(Abb. 3.36). Durch Verwendung von Stédrke ohne reduzierende Carbonylfunktionen kann die
Bildung der chromophoren Verunreinigungen folglich vermieden werden. Gleichzeitig wurde
anhand der farblosen Proben gezeigt, dass die Verfirbung weder von der Einfiihrung der
Phosphonatsubstituenten an sich noch von der Stabilitit der sauren Produkte (pH =2,

10 mg/mL in Wasser) verursacht wird.
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Tab. 3.10: Bedingungen und Ergebnisse der Synthese von Stiarkephosphonaten hergestellt durch homogene Umsetzung von Stirke mit zyklischem

n-Propylphosphonsiureanhydrid (T3P®, eingesetzt als 50%ige Losung in DMF, w/w) in verschiedenen Losemitteln 3 h bei 100 °C P,

Probennr. Losemittel Starke Molver- Ergebnisse
Nr. Quelle/ Masse }%élt%is 2 DS” Ausbeute  Farbe der
Modifizierung (g 3P7/AGE (%) wassr. Losung

SPPO1 DMF/LiCl STO07 Tapioka 40 0,1 0,23 85 braun
SPP02 DMF/LiCl STO07 Tapioka 40 0,3 0,56 41 braun
SPP03 DMF/LiCl STO07 Tapioka 40 0,3 0,62 60 braun
SPP04 DMEF/LiCl STO07 Tapioka 40 0,6 1,19 41 braun
SPP05 DMEF/LiCl STO07 Tapioka 35 1,0 1,58 72 braun
SPP06 DMF/LiCl ST07 Tapioka 1 1,09 0,86" 61 braun
SPP07 DMEF/LiCl ST29 Mais amylosereich 30 0,39 0,72 79 braun
SPP08 DMF/LiCl ST32 Markerbse 30 0,39 0,71 80 braun
SPP09 DMF STO07 Tapioka 1 0,3 0,64 32 braun
SPP10 DMAc STO07 Tapioka 1 0,3 0,54 23 braun
SPP11 DMSO STO07 Tapioka 1 0,3 0,05 25 braun
SPP12 DMF RS03 Tapioka/ reduziert 20 0,3 0,39 56 farblos
SPP13? DMAc RS09 Tapioka/ reduziert 50 0,199 0,16 43 farblos
SPP14? DMAc RS09 Tapioka/ reduziert 60 0,3° 0,57 67 farblos
SEP01" DMAc RS09 Tapioka/ reduziert 1 0,3 0,43 67 farblos

¥ Mol T3P™/ Mol Anhydroglucoseeinheit (AGE)

® Durchschnittlicher Substitutionsgrad (DS), bestimmt durch 'H-NMR-Spektroskopie

©) Reaktion bei 50 °C

9 Zusitzlich durch Dialyse gereinigt (Membran mit Molecular weight cut-off, MWCO = 1.000 g/mol)

© Uberfithrung der Probe wihrend der Isolierung in das Na-Salz des Phosphonatsubstituenten durch Neutralisation mit gesittigter NaHCO5-Losung
D Probe enthilt mehrere P-Spezies, der DS bezieht sich hier auf das Verhiltnis Propylgruppen/AGE unabhéngig von der P-Spezies

® T3P® geldst in Ethylacetat (50 %, w/w)

" Umsetzung mit Ethylphosphonsiureanhydrid geldst in Ethylacetat (66 %, w/w)

DMAc: N,N-Dimethylacetamid, DMF: N,N-Dimethylformamid, T3P®: zyklisches n-Propylphosphonséureanhydrid



Durch Reaktion von reduzierter Stirke mit T3P® bei einem Molverhéltnis von 0,3 und einer
Temperatur von 100 °C erhielt man in DMF als Losemittel (fiir Stirke und T3P®) ein Stirke-
n-propylphosphonat mit einem DS von 0,39 (SPP12, siche Tab. 3.10). Weitere Reaktionen an
reduzierten Stirken wurden mit DMAc als Losemittel fiir Stirke und Ethylacetat fiir T3P
durchgefiihrt, da auf diese Weise die Bildung des Nebenproduktes Dimethylamin vermieden
werden konnte (siche oben). Bei einem Molverhéltnis von 0,3 wurde unter ansonsten
vergleichbaren Bedingungen ein Stirke-n-propylphosphonat mit einem DS-Wert von 0,57
(SPP14) erzielt, wohingegen durch Verringerung des Molverhéltnisses auf 0,1 ein Produkt
mit einem DS von 0,16 (SPP13) hergestellt werden konnte. Folglich fiihrt die Umsetzung von
reduzierter Stdarke zu Produkten mit dhnlichen DS-Werten wie die Reaktion der nicht
reduzierten Stirke (SPP13 und SPP14 verglichen mit SPP01 und SPP02). Die farblosen
Produkte wiesen ebenfalls eine einheitliche Substitution mit monomeren n-Propylphosphonat
auf. SPP13 und SPP14 wurden bei der Isolierung durch Neutralisation mit geséttigter
NaHCOs-Losung in das Na-Salz des Phosphonsédurehalbester iiberfiihrt.

Q="

Abb. 3.36: Waissrige Losungen der Stéirke-n-propylphosphonate SPP0S (DS = 0,68,
hergestellt aus Tapiokastirke STO07, links) und SPP14 (DS = 0,57, hergestellt aus reduzierter
Starke RS09, rechts)

Die in Tab. 3.10 aufgefiihrten Stédrke-n-propylphosphonate sind wasserloslich und wurden in
Ausbeuten von bis zu 85 % erhalten. Die deutlichen Unterschiede in den Ausbeuten der
einzelnen Proben resultieren aus Produktverlusten wéihrend der Reinigung durch Umfillen, da
die Proben aufgrund ihrer guten Loslichkeit in Wasser und organischen Losemitteln (unter
anderem in Methanol) oft sehr fein oder unvollstindig ausfielen.

Der Vergleich mit der Synthese von Cellulose-n-propylphosphonaten zeigt, dass beide
Biopolymere den n-Propylphosphonsédurehalbester als Hauptstruktur der Substituenten bilden

(254 Bei beiden Polysacchariden fiihrt eine Erhohung der Reaktionstemperatur zu einer
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Abnahme des Anteils weiterer P-Spezies im Produkt. Allerdings verlduft die Umsetzung der
Stirken geringer Molmasse mit T3P® effizienter. Bei einem Molverhiltnis T3P*/AGE von
1,0 und einer Temperatur von 100 °C wurde ein DS von 1,58 erreicht (SPP05), wohingegen
Cellulose (Avicel, DP = 156) unter vergleichbaren Bedingung ein Produkt mit einem DS von
ca. 0,5 (P-Gehalt:7,6 %) ergab **. Eine mogliche Ursache hierfiir besteht in den
unterschiedlichen Molmassen der Ausgangspolymere, die die Ldslichkeit sowie die
Zuginglichkeit der Hydroxylgruppen der AGE beeinflussen.

Uber die Reaktion von Stirke mit T3P® hinaus wurde das zyklische
Ethylphosphonsdureanhydrid (Ldsung in Essigester, 66 %) fiir die Synthese eines
Starkeethylphosphonates (sieche Abb. 3.35, Tab. 3.10) eingesetzt. Unter vergleichbaren
Bedingungen wurde aus reduzierter Stirke (RS09) in DMAc bei 100 °C und 3 h bei einem
Molverhiltnis Reagenz/AGE von 0,3 ein Produkt mit einem DS von 0,43 erhalten (SEP01),
welches eine farblose wissrige Losung bildet. Ethylphosphonsdureanhydrid weist folglich

Stirke gegeniiber eine dhnliche Reaktivitit wie T3P® auf.

3.3.3.2 Strukturcharakterisierung

Die Stérke-n-propylphosphonate wurden strukturell sowohl durch FTIR-Spektroskopie als
auch durch ein- und mehrdimensionale NMR-Spektroskopie charakterisiert.

Im FTIR-Spektrum (SPP14, Abb. 3.37) treten die Schwingungen fir P-O- und P-C-
Strukturelemente im Bereich von 800-1.200 cm™ auf und sind mit der C-O-C-
Ringschwingung der AGE iiberlagert. Auch die Valenzschwingungen der CHj3- und CH;-
Gruppen des Substituenten (Bande bei 2.900 cm™) fallen mit denen der AGE zusammen.

Das Vorliegen von n-Propylphosphonateinheiten wurde durch die 'H-entkoppelte *'P-NMR-
Spektroskopie belegt. In den Spektren der bei 100 °C hergestellten Proben (D,O, SPP02,
Abb. 3.38, unten) sind Peaks bei 31-34 ppm zu finden, welche den Beweis liefern, dass
phosphorhaltige Substituenten an die Stdrke kovalent gebunden sind. Da die Signale im fiir

324 .
L ], wurden sie den

Alkylphosphonate charakteristischen ppm-Bereich um ca. 30 ppm liegen
monomeren n-Propylphosphonatgruppen in Form des Phosphonsdurehalbesters der Stirke
zugeordnet. Einen Beleg fiir das Vorliegen der Halbesterstruktur stellen dissoziierbare
Gruppen am Substituenten dar; der pH-Wert der wissrigen Losung der Produkte ist ca. 2. Der
DS der n-Propylphosphonate konnte durch Titration mit einer wissrigen NaHCO3-Losung
ermittelt werden (sieche Bestimmung des DS, Abb. 3.45, Tab. 3.11). Dariiber hinaus stellt das
Dimer der P,P’-Di-n-propylphosphonsédure (pKs = 1,67) eine bessere Abgangsgruppe dar als

die monomere n-Propylphosphonsidure (pKs=2,66), weshalb bei Annahme eines
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Reaktionsmechanismus iiber die Bildung eines Stirke-tri-n-propyl-triphosphonsaurehalbesters
die Abspaltung des dimeren n-Propylphosphonats bevorzugt ist und der Stirke-n-
propylphosphonsiurehalbester als Produkt erhalten wird. Da das Dimer und lineare Trimer
der n-Propylphosphonséure im Sauren bei pH < 2 vollstdndig zum Monomer hydrolysieren
B und die Umsetzung der Stirke mit T3P® im Sauren bei 100 °C erfolgte, kann davon
ausgegangen werden, dass der Substituent nicht aus symmetrischen Diphosphonateinheiten
besteht. Breite und Aufspaltung des Signals des n-Propylphosphonats konnen auf die
Substituentenverteilung entlang der Hydroxylgruppen der AGE zuriickgefiihrt werden. Im
Hoch- und Tieffeld sind keine weiteren Resonanzen sichtbar, was auf das Vorliegen von nur
einer Phosphorspezies in der Verbindung sowie auf die Reinheit beziiglich phosphorhaltiger
niedermolekularer Verunreinigungen hindeutet. Alle bei 100 °C hergestellten Stérke-n-

propyl- und  Stirkeethylphosphonate = wiesen  ausschlieflich die =~ monomeren

Phosphonsdurehalbester als Substituent auf.

v (P-0-C)
v (C-0-C)ace

! 1 ' 1 ! I ' 1 1 1 ¥ 1 1 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wellenzahl (cm™)

Abb. 3.37: FTIR-Spektrum von Stirke-n-propylphosphonat APV766 (DS = 0,57).

Das *'P-NMR-Spektrum der bei 50 °C synthetisierten Probe (SPP06, Abb. 3.38, oben) weist
iiber die Resonanz der Hauptstruktur bei 30 ppm hinaus Signale im Hochfeld bei 23,0 ppm
und 26,5 ppm auf, welche der trimeren Form des Substituenten P,P’,P”-Tri-n-propyl-
triphosphonat zuzuordnen sind. Gemif der Anzahl der Signale liegt ein symmetrisches

Strukturelement vor, was darauf hindeutet, dass die trimeren Phosphonatgruppen entweder als
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intermolekulare Vernetzung oder als intramolekulare zyklische Struktur auftreten. Zudem
weist die Probe schwache Signale bei 35,0-39,0 ppm auf. Im Zuge der Umsetzung von
Cellulose mit T3P® wurde vorgeschlagen, dass Resonanzen dieser chemischen Verschiebung
zu intra- (zyklische Struktur) oder intermolekularen (Vernetzung) monomeren
n-Propylphosphonateinheiten gehdren, was sich auf Stirke ibertragen lisst . Da die
vorliegende Probe wasserloslich ist, ist eine intramolekulekulare zyklische Struktur in diesem

Fall wahrscheinlicher. Auch in den Studien mit Cellulose nahmen die zu den Nebenstrukturen

gehorenden Signale mit steigender Reaktionstemperatur ab.
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Abb. 3.38: *'P-NMR-Spektrem von Stirke-n-propylphosphonaten SPP02 (DS = 0,56, braun)
und SPP06 (DS = 0,86, blau), aufgenommen in D,O (substituierte AGE ist der Einfachheit

halber nicht explizit in der Strukturformel im Bild aufgefiihrt).

P C-NMR-Spektren sind fiir reduzierte Stirke (RS09) und die daraus hergestellten Stérke-n-
propylphosphonate SPP13 (DS =0,16, DMSO-ds) und SPP14 (DS =0,57, D,O) und
Starkeethylphosphonat SEP01 (DS = 0,43, DMSO-ds) in Abb. 3.39 dargestellt. Die Spektren
der Stéarke-n-propylphosphonate weisen neben den Signalen der AGE charakteristische Peaks
des Propylrestes des Phosphonatsubstituenten auf. Die Methylgruppe ist bei 16,3 ppm (C-11),
die Methylengruppen bei 17,4 ppm (C-10) und im Bereich von 28,0-32,0 ppm (C-9) sichtbar.

Die Aufspaltung des Signals der Methylengruppe C-7 resultiert aus der 'J-Kopplung zum
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benachbarten P-Atom (Duplett) sowie aus der Substituentenverteilung entlang der AGE.
AuBerdem folgt aus der Tieffeldverschiebung von substituiertem C-6s zu 62,8 ppm und C-2s
zu 75,0 ppm, dass die Reaktion an mehreren Hydroxylgruppen der AGE stattfand. Im
Spektrum des Starkeethylphosphonats treten die Peaks des Ethylrestes des Phosphonat bei
7,3 ppm (Methylgruppe) und bei 17,0-22,0 ppm (Methylengruppe) auf. Analog zu den Starke-
n-propylphosphonaten war auch hier eine Aufspaltung des Signals der Methylengruppe in
Nachbarschaft zum P-Atom sichtbar (C-7). Die Resonanz des substituierten C-6s war bei 64,0

ppm zu erkennen.

R=Hoder § 910
_"’l\/\

0]
- Il & 10 325
R =H oder p.9 11 5
I~ ) DMSO 1
1 80 Na® fldt - 10
A .*4 o~ v 6s / 9 \f
o4 \--‘\-I\_M_.‘w\,u;\_,\." ,.-*"-»-"“ ’\-'M‘ \"'V"' Vil N ‘\‘_.au‘,.‘ PRI il \\-‘.I--_r.\Mh-.'r‘ﬁ"‘w;-,w(,vw-w' 4 .\."‘A'J_.-.,.Mawr,_uf.
2> _®
e 1] <
R =H oder ) 'P\j/” : 2) g
- - . 6 DMSO
1 8 0] Na @ 4 ¥ ‘4t 6 ] 7
M It / " S ,. ! A \
o '\'-‘-.wr'*mf-w'\%”/ e’ R e L SR RO T 4 s et st Y Mmoot

4 6

DMSO

ppm

Abb. 3.39: *C-NMR-Spektren von reduzierter Stirke RS09 (braun), Stirkeethylphosphonat
SEPO1 (DS = 0,43, griin), Stédrke-n-propylphosphonat SPP13 (DS =0,16, blau),
aufgenommen in DMSO-ds, und Stérke-n-propylphosphonat SPP14 (DS =0,57, violett,

aufgenommen in D>0, 4t: C-4 an nicht reduzierenden Endgruppen).

Die 'H-NMR-Spektren (DMSO-ds/ 10 Tropfen Trifluoressigsdure zur Verschiebung der
Resonanzen der Hydroxylgruppen ins Tieffeld) der reduzierten Stirke (RS09), der Stéirke-n-
propylphosphonate (SPP13, DS = 0,16; SPP14, DS = 0,57) und des Stirkeethylphosphonats
(SEPO1, DS = 0,43) zeigen ebenfalls typische Strukturelemente auf (Abb. 3.40). Die Signale

der AGE-Protonen sind im Bereich von 2,70-5,50 ppm zu erkennen. In den Spektren der
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Starke-n-propylphosphonate belegen die Resonanzen bei 0,91 ppm (Methylgruppe), 1,44 ppm
und 1,62 ppm (Methylengruppen) das Vorliegen der n-Propylposphonatstruktur. Das
Spektrum des Starkeethylphosphonats weist die Signale des Substituenten bei 1,03 ppm
(Methylgruppe) und 1,62 ppm (Methylengruppe) auf.
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Abb. 3.40: '"H-NMR- Spektren von reduzierter Stirke RS09 (braun), Stirkeethylphosphonat
SPPO01 (DS = 0,43, griin) und der Starke-n-propylphosphonate SPP13 (DS = 0,16, blau), und
SPP14 (DS = 0,57, violett), aufgenommen in DMSO-ds + 10 Tropfen Trifluoressigsdure (4t:

H-4 an nicht reduzierenden Endgruppen).

In den "“C-NMR-Spektren von Starke-n-propylphosphononaten, die in DMF hergestellt
wurden (Abb. 3.41, unten), war auch nach Umfillen der Proben ein zusétzliches Signal bei ca.
34 ppm sichtbar, welches nach Behandlung mit Ionentauscher (H'-beladen) nicht mehr
beobachtet wurde. In den 'H-NMR-Spektren war das zu diesem C-Atom gehorende Proton
bei 2,60 ppm zu finden (Anhang, Abb. A.26). Produkte, die in DMF-freien Systemen
hergestellt wurden, wiesen diese Signale nicht auf (Abb. 3.41, oben). Die Resonanzen
gehoren folglich zu einem durch DMF entstehenden Nebenprodukt. Ausgehend von der

Beurteilung der chemischen Verschiebung mittels der Inkrementenberechnung (Chemdraw)
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wurde die Verunreinigung als Dimethylamin identifiziert, welches durch Zersetzung von

B8 Da die Reaktion in

DMF in der Hitze bzw. in Gegenwart von Wasser entstehen kann
einem sauren Milieu stattfand, liegt die Substanz in protonierter Form als Gegenion zum
Phosphonatsubstituent vor, was durch die erfolgreiche Reinigung durch Behandlung mit

Ionentauscher bestétigt wird.
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Abb. 3.41: C-NMR-Spektren des Stirke-n-propylphosphonats SPP12 vor der Behandlung
mit JTonentauscher (DS =0,39, braun) und des Stirke-n-propylphosphonats SPP14
(DS = 0,57, nicht mit Ionentauscher behandelt, blau), aufgenommen in DO (4t: H-4 an nicht

reduzierenden Endgruppen).

Eine exakte Zuordnung der Peaks in den "*C- und "H-NMR-Spektren erfolgte durch ein
'H,"*C-HSQC-DEPT-135-Spektrum (Probe SPP14 in D,0, Abb. 3.42). Die in Kapitel 3.1.2
identifizierten Strukturelemente der Tapiokastirke (sieche Abb. 3.4, Abb. 3.5) waren mit
Ausnahme der reduzierenden Endgruppen (Verwendung von reduzierter Stirke RS09) auch
im Spektrum des Stérke-n-propylphophonats zu finden. Die Methylgruppe des Substituenten
verursacht einen roten Crosspeak bei 15,1 ppm (*C)/ 0,91 ppm ('H), wihrend die beiden
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Methylengruppen als blaue Crosspeaks bei 28,0-32,0 ppm (>C)/ 1,61 ppm (‘H) und 17,4 ppm
(*C)/ 1,44 ppm ('H) zu erkennen sind (Unterscheidung der beiden Methylengruppen durch
eindimensionale TOCSY mit selektiver Anregung, siche Anhang, Abb. A.27).
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Abb. 3.42: 'H,"*C-Heteronuclear single quantum coherence-distortionless enhancement by
polarization transfer-135-Spektrum (HSQC-DEPT 135) des Stirke-n-propylphosphonats
SPP14 (DS =0,57, DMSO-ds + 10 Tropfen Trifluoressigsdure); 4t: C-4 an nicht
reduzierenden Endgruppen; x,y: weitere mit Propylphosphonat substituierte C-Atome der

Anhydroglucoseeinheit, AGE.

Durch Messung eines 'H,*'P-Hetero multiple bond correlation-Spektrums (HMBC,
Abb. 3.43), bei welchem Korrelationen iiber zwei und drei Bindungen zwischen Protonen und
P-Atomen ermittelt werden, war es moglich, Aussagen zum Substitutionsmuster der AGE zu
treffen. '"H-NMR-Resonanzen bei 4,44 ppm, 4,18 ppm, 4,12 ppm und 3,98 ppm koppeln {iber

drei Bindungen zu den an den jeweiligen Positionen der AGE kovalent gebundenen P-
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Atomen. Die zugehdrigen Crosspeaks im HSQC-DEPT (siehe Abb. 3.42) gehoren folglich zu
mit n-Propylphosphonat substituierten C-Atomen, was den Beweis liefert, dass der Crosspeak
(blau, Methylengruppe) bei 62,8 ppm (°C)/ 4,12 ppm (‘H) von substituiertem C-6s stamm.
Die Aufnahme eines eindimensionalen 'H,'H-TOCSY-Spektrums mit einer selektiven
Anregungsfrequenz bei 5,65 ppm (zugehdriger Crosspeak im anomeren Bereich der AGE,
H-1°) zeigte eine Kopplung zu den Signalen bei 3,98 ppm und 3,80 ppm, die jeweils der
substituierten Position 2s und der in Nachbarschaft dazu befindlichen Position 3¢ zugeordnet
wurden (Abb. 3.44 unten). Lediglich die 'H-NMR-Resonanzen bei 4,18 ppm (x) und
4,44 ppm (y) konnten nicht eindeutig zugeordnet werden. Da im eindimensionalen TOCSY
bei einer selektiven Anregung bei 5,24 ppm (ebenfalls im anomeren Bereich, H-1) eine
schwache Kopplung zum Signal bei 4,44 ppm (y) sichtbar ist, ist es moglich, dass diese

Resonanz zur substituierten Position 3s gehort.
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Abb. 3.43: 'H]’'P-Hetero multiple bond correlation-Spektrum (HMBC) des Stérke-n-

propylphosphonats SPP14 (DS = 0,57, DMSO-ds + 10 Tropfen Trifluoressigsdure).
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Abb. 3.44: 1D-"H,'H-Total correlation-Spektren (TOCSY) bei unterschiedlichen selektiven
Anregungsfrequenzen (im anomeren Bereich) des Stirke-n-propylphosphonats SPP14
(DS = 0,57, DMSO-d; + 10 Tropfen Trifluoressigsaure).

Die Partial-DS-Werte an den jeweiligen Positionen der AGE konnten aufgrund der
Signaliiberlagerung in den 'H-NMR-Spektren nicht ermittelt werden. Aus den Intensititen der
einzelnen Resonanzen im 'H-entkoppelten >'P-NMR-Spektrum lasst sich jedoch abschitzen,

dass der GroBteil an n-Propylphosphonat an Position 6 gebunden ist (siche 'H,*'P-HMBC,
Abb. 3.43).

Bestimmung des DS

Die DS-Bestimmung der Stirkephosphonate kann durch drei verschiedene Methoden
erfolgen. Diese werden im Folgenden exemplarisch an SPP01 beschrieben.

Es wurde die Titration der wissrigen Probelosung (10 mg/mL) mit einer wassrigen NaHCOs-
Losung (0,12 mol/L) studiert (Titrationskurve fiir Starke-n-propylphosphonat SPPO1,
Abb. 3.45). Aus dem Titrationsvolumen und der daraus berechneten Stoffmenge an NaHCO3
am Equivalenzpunkt ldsst sich die Stoffmenge an n-Propylphosphonatgruppen bezogen auf

die Einwaage an Produkt und damit der DS berechnen gemif:
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Abb. 3.45: Titrationskurve des Stérke-n-propylphosphonats SPP01 (DS = 0,23).

Weiterhin konnte der DS aus dem Phosphor-Gehalt, der mittels ICP-OES ermittelt wurde,

berechnet werden gemaif:

P(%)
Mace " 19095

DS =
_ _101-8.). P00
Mp [(MSubst 1L01:50) 1059
Mage Molare Masse der Anhydroglucoseeinheit
P (%) P-Gehalt des Produktes (iiber ICP-OES bestimmt)
M, Molare Masse von P
Mt Molare Masse des Substituenten
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Als weitere Methode zur Bestimmung der DS-Werte wurde die 'H-NMR-Spektroskopie
herangezogen. Die Messung der Spektren erfolgte in DMSO-ds unter Zusatz von 10 Tropfen
Trifluoressigsdure, um die Wasser- und OH-Signale in das Tieffeld zu verschieben (siche
Abb. 3.40). Aus dem Integral der Methylgruppe des Phosphonat und dem Integral der AGE

konnte der DS berechnet werden:

3* IntegraICH3—Substituent
DS =

% * (Integralgg)

Die DS-Werte, welche iiber Titration, ICP-OES und 'H-NMR-Spektroskopie ermittelt
wurden, sind exemplarisch anhand des Starke-n-propylphosphonats RH179 in Tab. 3.11
aufgefiihrt. Es ist ersichtlich, dass die drei Methoden zu gleichen Ergebnissen flihren
(DS =0,21-0,23). Die in Tab. 3.10 angegebenen DS-Werte wurden iber die 'H-NMR-

Spektroskopie ermittelt, welche den geringsten experimentellen Aufwand erfordert.

Tab. 3.11: Durchschnittlicher Substitutionsgrad (DS) des Stirke-n-propylphosphonats SPP01
bestimmt iiber 'H-NMR-Spektroskopie, Titration und optische Emissionsspektroskopie mit

induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES).

Analysenmethode DS

'H-NMR-Spektroskopie 0,23
Titration 0,21
P-Gehalt (ICP-OES) 0,22

3.3.4 Sulfoethylstirke

3.3.4.1 Synthese von Sulfoethylstirke mit Natriumvinylsulfonat

Die Herstellung von Sulfoethylstirke wurde durch die Umsetzung von Stirke mit
Natriumvinylsulfonat realisiert (Michael-analoge Additionsreaktion, Abb. 3.46), wobei eine
25 %ige wissrige Losung des Reagenz, in der Natriumhydroxid gelost war (Molverhéltnis
Reagenz/Base: 1,0/1,5), verwendet wurde. Die Isolierung erfolgte durch Dekantieren des
Reaktionsmediums, Mischung der o6ligen Produktphase mit Methanol oder Ethanol und

Umfillen aus Wasser in Methanol.
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Abb. 3.46: Reaktionsschema zur Synthese von Sulfoethylstarken.

Die Ergebnisse der Umsetzung der Tapiokastirke geringer Molmasse STO07 und der
reduzierten Stirken RS03 und RS09 sind in Tab. 3.12 zusammengefasst. Der DS der
Produkte wurde iiber den Schwefelgehalt aus der Elementaranalyse berechnet (siche
Strukturcharakterisierung, Kapitel 3.3.4.2). Ausgehend von ST07 wurden im 40 g-Mal3stab
wasserlosliche  Sulfoethylstdrken  verschiedener DS-Werte hergestellt. Bei den
Molverhiltnissen von Natriumvinylsulfonat/AGE von 0,5 und 1,2 konnten Produkte mit DS-
Werten von 0,20 (SESO01) und 0,46 (SES02) erhalten werden. Eine weitere Erhohung des
Molverhiltnisses auf 3,0 fiihrte zu keiner Steigerung des DS (nicht separat in Tab. 3.12
aufgefiihrt), jedoch konnte durch erneute Umsetzung der isolierten Probe mit
Natriumvinylsulfonatlésung (Molverhiltnis 1,2) ein Produkt mit einem hoheren DS von 0,68
synthetisiert werden (SES03). Generell sind die DS-Werte der erhaltenen Sulfoethylstdarken
deutlich niedriger als die eingesetzten Molverhiltnisse Reagenz/AGE, besonders ausgepriagt
ist dieser Befund bei hohen Molverhéltnissen. Ursache hierfiir ist eine durch Basen
katalysierte Nebenreaktion des Natriumvinylsulfonats in wéssrigen Systemen, die bereits bei
Temperaturen ab 40 °C einsetzt und bei der durch Addition von Wasser an die
Doppelbindung das inaktive Natriumisethionat gebildet wird P***?%). Zur Vermeidung der
Nebenreaktion wére es notwendig, durch Einengung der 25%igen
Natriumvinylsulfonatldsung den Wassergehalt zu verringern °*7,

Die vorliegenden Ergebnisse korrelieren mit den Befunden zur Umsetzung anderer
Polysaccharide mit Natriumvinylsulfonat: Die Sulfoethylierung von sdurehydrolytisch
abgebauter Maisstirke mit hohem Amylosegehalt und von amylopektinreicher
Wachsmaisstirke flihrte unter vergleichbaren Bedingungen bei einem Molverhéltnis
Reagenz/AGE von 1,2/1 zu DS-Werten von bis zu 0,56 (2807 Sulfoethylether der Cellulose,
die auf dhnliche Weise bei einem Molverhiltnis von 3/1 hergestellt wurden, wiesen ebenfalls

DS-Werte von lediglich bis zu 0,65 auf %],
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Tab. 3.12: Reaktionsbedingungen und Ergebnisse der Synthese von Sulfoethylstirke durch homogene Umsetzung von Stirke mit

Natriumvinylsulfonat und Natriumhydroxid im Verhltnis 1,0/1,5 in Isopropanol/Wasser 4 h bei 80 °C P21,

Probennr. Starke Molver-  Dialyse® Ergebnisse
Nr. Quelle/ Masse héiltnis * DS? Ausbeute  Farbe der
Modifizierung (g (%) wissr. Losung

SES01 STO07 Tapioka 40,0 0,5 Nein 0,20 61 braun
SES02 STO07 Tapioka 40,0 1,2 Nein 0,46 71 braun
SES03 ST07 Tapioka 40,0 3,09 Nein 0,68 54 braun
SES04 STO07 Tapioka 2,5 0,59 Nein 0,18 61 braun
SES05 ST07 Tapioka 2,5 0,599 Nein 0,05 67 braun
SES06 RS03 Tapioka/ reduziert 2.5 0,5 Nein 0,21 - farblos
SES07 RS03 Tapioka/ reduziert 2.5 1,2 Nein 0,68 68 farblos
SES08 RS09 Tapioka/ reduziert 30,0 0,5 Ja 0,20 76 farblos
SES09 RS09 Tapioka/ reduziert 35,0 0,8 Ja® 0,52 33 farblos
SES10 RS09 Tapioka/ reduziert 30,0 1,2 Ja 0,77 57 farblos

¥ Mol Natriumvinylsulfonat/ Mol Anhydroglucoseeinheit (AGE)

% zusitzlich durch Dialyse gereinigt (Membran mit Molecular weight cut-off, MWCO = 1.000 g/mol)
)
)

9 Durchschnittlicher Substitutionsgrad (DS), bestimmt iiber Elementaranalyse

9 Stirkesulfonat nach Isolierung erneut mit Natriumvinylsulfonat (Molverhiltnis Natriumvinylsulfonat/ AGE: 1,2/1,0) umgesetzt

© Stirke vor der Reaktion in Wasser mit Natronlauge neutralisiert
D Reaktion bei 50 °C
® Produkt wurde zur Reinigung zwei Mal dialysiert (Membran mit MWCO = 1.000 g/mol)



Die Feststoffe und wassrigen Losungen der hergestellten Sulfoethylstirken besitzen alle eine
gelbe bis braune Farbe (Abb. 3.47). Es ist anzunehmen, dass dhnlich wie bei der Herstellung
von Stirke-n-propylphosphonaten (Kapitel 3.3.3.1) durch die alkalische Behandlung von
Polysacchariden bei hoher Temperatur gelb bis braun gefdrbte aromatische Chromophore
entstehen, deren Bildung in Gegenwart von Sauerstoff unabhéngig vom Reaktionsmedium
erfolgt und die im ppm-Bereich sowohl kovalent als auch durch Adsorption an das Polymer
gebunden vorliegen **". Es ist zum Beispiel bekannt, dass die Umsetzung von D-Glucose
(strukturell vergleichbar mit den reduzierenden Endgruppen von Polysacchariden) bei hohen
pH-Werten zu verschiedenen chromophoren Enol- und Phenolderivaten fithrt **!. UV/Vis-
Spektren der vorliegenden  Sulfoethylstirken, in denen eine charakteristische
Absorptionsbande im aromatischen Bereich sichtbar ist (siehe Strukturcharakterisierung,
Kapitel 3.3.4.2), stiitzen diese Annahme.

Im Hinblick auf die potentielle Anwendung der Sulfoethylstdrke in der Pharmazie war es ein
Anliegen, farblose Produkte zu erhalten, weshalb verschiedene Reaktionsbedingungen
modifiziert wurden: Die Neutralisation der Stérkelosung mit 50%iger wassriger NaOH vor
der Reaktion beeinflusste weder den DS (SES04, DS = 0,18), noch hatte sie einen Einfluss
auf die Farbe der wiéssrigen Losung des Produktes. Eine Absenkung der Reaktionstemperatur
von 80 °C auf 50 °C fiihrte erwartungsgemill zu einer Verringerung des DS (SESO0S,
DS =0,05), jedoch war auch diese Probe braun gefarbt. Wie schon im vorherigen Kapitel zu
den Stirkephosphonaten beschrieben, konnten auch hier lediglich durch Verwendung von mit
NaBH, reduzierter Stirke als Edukt Produkte erhalten werden, die sowohl als Feststoff als
auch als wissrige Losung farblos waren (SES06, DS = 0,21; SES07, DS = 0,68, siche Tab.
3.12, Abb. 3.47). Dieser Befund beweist, dass auch hier die Bildung der farbigen Spezies nur
in Gegenwart von reduzierenden Aldehydfunktionen in der Stirke erfolgt.

Abb. 3.47: Sulfoethylstirken SES04 (DS = 0,18, hergestellt aus Tapiokastirke ST07, links)
und SES06 (DS =0,21, hergestellt aus reduzierter Stirke RS03, rechts) gelost in Wasser
(5 %, wiw).
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Wasserlosliche, farblose Sulfoethylstirken verschiedener DS-Werte konnten aus der
reduzierten Stirke RS09 in einem groBeren Mafistab von 30-35 g Stérke hergestellt werden
(siche Tab. 3.12). Bei einem Molverhiltnis von 0,5 wurde ein DS von 0,20 erreicht (SES08),
wohingegen Molverhiltnisse von 0,8 und 1,2 zu Produkten mit DS-Werten von 0,52 (SES09)
und 0,77 (SES10) fiihrten. Das Up-Scaling der Reaktion von reduzierter Stirke mit
Natriumvinylsulfonat ist folglich einfach zu handhaben und beeinflusst den resultierenden DS
kaum.

Die Sulfoethylstdrken wurden mit Ausbeuten von bis zu 76 % gewonnen. Unterschiede in den
Ausbeuten sind auf das Féllen und Umfiéllen wéhrend der Reinigung zuriickzufiihren, da die
gut 16slichen Produkte hdufig nur sehr fein ausfielen. Die niedrige Ausbeute von SES09

(33 %) resultiert aus zweimaliger Dialyse.

3.3.4.2 Strukturcharakterisierung

Die Sulfoethylstirken wurden detailliert mittels FTIR- sowie ein- und zweidimensionaler
NMR-Spektroskopie analysiert.

Im FTIR-Spektrum (SES02, DS = 0,46, Abb. 3.48) treten die typischen Banden der AGE bei
3.000-4.000 cm™ (OH), 2.930 cm™ (C-H) und 800-1.200 cm™ (C-O-C) auf. Dariiber hinaus
sind die Signale des Sulfoethylsubstituenten bei 1.250 cm™ und 750 cm™ (S-C-
Valenzschwingung) zu erkennen. Die O=S=0-Valenzschwingung bei 1.050 cm™ wird von der

C-O-C-Valenzschwingung der AGE iiberlagert.

v (C-0-C)pce
v (0=5=0)6t

I ! I ! 1 ! 1 T ] ! I ! 1 ! 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wellenzahl (cm™))

Abb. 3.48: FTIR-Spektrum der Sulfoethylstirke SES02 (DS = 0,46).
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In Abb. 3.49 sind die *C-NMR-Spektren (D,0) fiir reduzierte Stirke RS09 und die daraus
hergestellten Sulfoethylstirken (SES08, DS =0,20; SES09, DS = 0,52; SES10, DS =0,77)
dargestellt. Die Zuordnung der Signale erfolgte durch Abgleich mit der Literatur zu

Sulfoethylcellulosen ¢

. Im Vergleich zur Ausgangsstirke zeigen die Spektren der
Sulfoethylstdarken neben den charakteristischen Signalen der AGE (C- bei 99,4 ppm, C-6 bei
60,4 ppm und C-2-5 bei 69,0-81,0 ppm) auch die des Substituenten. Die Resonanzen der
Methylengruppen der Sulfoethylgruppe sind bei 66,2 ppm und 67,6 ppm (C-7) und bei
50,5 ppm (C-8) zu erkennen. Weiterhin ist bei 69,3 ppm ein tieffeldverschobenes Signal der
substituierten Position 6 (C-6s) und mit steigendem DS bei 96,6 ppm ein schwaches
hochfeldverschobenes Signal fiir C-1° vorhanden, welches aus der Funktionalisierung der

Position 2 resultiert.
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Abb. 3.49: 13C—NMR—Spektren der reduzierten Stirke RS09 (rotbraun) und der
Sulfoethylstarken SES08 (DS = 0,20, griin), SES09 (DS = 0,52, blau) und SES10 (DS = 0,77,

violett), aufgenommen in D,0O (4t: C-4 an nicht reduzierenden Endgruppen).
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In den "H-NMR-Spektren der reduzierten Stirke RS09 und der Sulfoethylstirken (SES08,
DS =0,20; SES09, DS =0,52; SES10, DS = 0,77) sind die Signale der AGE-Protonen 2-5 im
Bereich 2,90-3,90 ppm und des anomeren H-1 bei 5,01 ppm sichtbar (D,O, Abb. 3.50). Von

den Resonanzen der Methylengruppen des Sulfoethylrestes findet man H-8 bei 2,82 ppm, H-7
liegt mit den Signalen der AGE {iberlagert vor.
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Abb. 3.50: 'H-NMR-Spektren der reduzierten Stirke RS09 (rotbraun) und der
Sulfoethylstarken SES08 (DS = 0,20, griin), SES09 (DS = 0,52, blau) und SES10 (DS = 0,77,

violett), aufgenommen in D,O (4t: H-4 an nicht reduzierenden Endgruppen).

Zur Beurteilung des Substitutionsmusters wurden zweidimensionale NMR-Messungen
eingesetzt. Im 'H,"*C-HSQC-DEPT-135 (SES10, DS = 0,77, D,O, Abb. 3.51) sind die
Methylengruppen des Substituenten und C-6 der AGE als blaue Crosspeaks (CHz) zu
erkennen. Die Zuordnung der zum Sulfoethylrest gehdrenden Signale war iiber eine 'H,'H-
TOCSY-Messung moglich (D,O, Abb. 3.52). Da Kopplungen der Resonanz der
Methylengruppe neben dem S-Atom (H-8, 2,82 ppm) iiber drei Bindungen zu den Signalen
bei 3,40-3,80 ppm sichtbar sind, miissen die zugehorigen Crosspeaks im 'H,"*C-HSQC-
DEPT-135 bei 66,2 ppm (*C)/ 3,49 ppm (‘H), 66,8 ppm (**C)/ 3,74 ppm (‘H) und 67,7 ppm
(’C)/ 3,68 ppm ('H) zur an der AGE gebunden Methylengruppe C-7 gehoren. Die Anzahl der
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Peaks dieser Gruppe belegt, dass die Sulfoethylierung an mehreren Positionen der AGE
stattgefunden hat.

45

G, 50

§ 55

. ifh 60
1 65

ppm

A
R =H oder 8 ! = ¥ o 80

=T 5.0 4.5 4.0 E 3.0
ppm

Abb. 3.51: 'H,"*C-Heteronuclear single quantum coherence-distortionless enhancement by

polarization transfer-135-Spektrum (HSQC-DEPT 135) der Sulfoethylstirke SES10
(DS =0,77, D,0), 4t: C-4 an nicht reduzierenden Endgruppen.

Im 'H,"*C-HSQC-DEPT-135 (siche Abb. 3.51) ist ein im Vergleich zur Ausgangsstirke neuer
blauer Crosspeak bei 69,3 ppm (*>C)/ 3,38 ppm (‘H) zu finden. Da das zugehorige "H-NMR-
Signal im 'H,'"H-TOCSY (Abb. 3.52) keine Kopplungen zu denen der Methylengruppen des
Substituenten aufweist, muss die Resonanz folglich von der substituierten Position 6 (C-6s)
stammen. Weiterhin ist im 'H,””C-HSQC-DEPT-135 nach der Umsetzung mit
Natriumvinylsulfonat ein neuer roter Crosspeak im anomeren Bereich bei 96,6 ppm (*C)/

5,24 ppm (‘H) zu erkennen, der von der Substitution der benachbarten Position 2 verursacht
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wird (C-19). Im 'H,'H-TOCSY ist die Kopplung der entsprechenden 'H-Resonanz bei 5,24
ppm mit Signalen bei 3,06 ppm und 3,61 ppm sichtbar, was durch eindimensionale 'H,'H-
TOCSY-Messungen mit selektiven Anregungsfrequenzen bestitigt werden konnte (Anhang,
Abb. A.28). Die entsprechenden Crosspeaks im 'H,"*C-HSQC-DEPT-135 bei 80,1 ppm (**C)/
3,06 ppm (‘H) und 72,6 ppm (°C)/ 3,61 ppm (‘H) wurden jeweils der substituierten Position
2s und der in Nachbarschaft dazu befindlichen Position 3 zugeordnet. Partielle DS-Werte an
den einzelnen Positionen der AGE konnten aufgrund der nicht ausreichenden Signalauflosung
nicht quantifiziert werden. Jedoch wird durch die erheblichen Unterschiede der
Signalintensititen von C-6s und C-2s/C-1¢ (sowohl im 'H- als auch im '*C-NMR-Spektrum)
deutlich, dass der Grofteil der Sulfoethylgruppen an Position 6 der AGE gebunden ist.
Folglich ist davon auszugehen, dass der intensivste Crosspeak von C-7 im 'H," C-HSQC-
DEPT-135 bei 66,2 ppm (°C)/ 3.49ppm ('H) der an Position 6 substituierten
Sulfoethylgruppe zuzuordnen ist. Die Substituentenverteilung der vorliegenden
Sulfoethylstdrken ist mit der in analoger Weise hergestellten Sulfoethylcellulose vergleichbar,
da auch diese eine bevorzugte Umsetzung der primdren Hydroxylgruppen an C-6 aufweist
[265]

Um strukturelle Unterschiede zwischen Sulfoethylstdrken mit brauner Farbung der wéssrigen
Losung und Produkten, die farblose Losungen ergeben, aufzuzeigen, wurde UV/Vis-
Spektroskopie durchgefiihrt. Eine braun gefarbte Sulfoethylstirke (SES01, DS = 0,20),
hergestellt aus nicht reduzierter Tapiokastirke, und eine farblose Sulfoethylstirke (SES07,
DS =0,68), hergestellt aus mit NaBH,4 behandelter Stiarke, wurden beziiglich ihrer UV/Vis-
Absorption untersucht (Abb. 3.53). Die Messungen erfolgten mit Losungen der Proben in der
in der Dialyse verwendeten Matrixlosung (Konzentration: 5 mg/mL; Zusammensetzung
wéssriger Matrixlosung: Mg2+ 0,5 mmol/L, Ca*" 1,0 mmol/L, Na“ 138,0 mmol/L, Lactat’
35,0 mmol/L). Die braunliche Probe SES01 wies eine Absorptionsbande bei 270 nm auf, was
auf die Anwesenheit aromatischer Strukturen hindeutet. Bei 270 nm zeigt zum Beispiel

[294]

Phenol ein Absorptionsmaximum , was die Hypothese, dass die Braunfirbung von

aromatischen Chromophoren stammt, die sich strukturell vom Phenol ableiten und die bei der
thermischen, sauren oder basischen Behandlung von Polysacchariden entstehen 2232
untermauert. Bei der farblosen Sulfoethylstirke SES07 ist im UV/Vis-Spektrum

erwartungsgemall keine Absorption in diesem Bereich zu erkennen.

110



ppm

5.5

55 50 45 40 35 30 25
ppm
Abb. 3.52: 'H,'H-Total correlation-Spektrum (TOCSY) der Sulfoethylstirke SES10

(DS = 0,77, D,0).
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Abb. 3.53: UV/Vis-Spektren von Matrixlosung (schwarz) und der Sulfoethylstirken SES01
(DS =0,20, griin) und SES07 (DS =0,68, rot, 5 mg/mL Matrixlosung, Messungen bei
Raumtemperatur).
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Bestimmung des DS

Der DS der Sulfoethylstirken wurde aus dem Schwefelgehalt der Elementaranalyse iiber

folgende Formel berechnet:

S(%
Mage * 10(000)/0

DS =
_ _ _8).5(%)
Ms [(Msubst 1L01:2) 100 %
Mg Molare Masse der Anhydroglucoseeinheit
S (%) Schwefelgehalt des Produktes (iiber Elementaranalyse bestimmt)
Mg Molare Masse von S
Maupst Molare Masse des Substituenten

3.4 Eigenschaften der Stirken und Stirkederivate

3.4.1 Triibung und Viskositit in Losung sowie Molmasse der Stirkederivate

Der Einfluss der Derivatisierung der Stdrke auf Eigenschaften wie Wasserloslichkeit,
Viskositdt und Molmasse ist im folgenden Abschnitt dargestellt. Fiir die Studie wurden die
aus den Tapiokastdrken geringer Molmasse (ST06, ST07) hergestellten Starkeacetate SA03
(DS =0,29) und SA10 (DS = 0,25), Starkepropionat SP01 (DS = 0,27), Starkemethylcarbonat
SMCO01 (DS =0,21), Stiarkeethylcarbonat SEC03 (DS =0,18), Stérke-n-propylphosphonat
SPP02 (DS = 0,56) und Sulfoethylstirke SES03 (DS = 0,68) gewdhlt.

Die Beurteilung der Loslichkeit der Proben in einer wéssrigen Matrixlosung, die in der
Peritonealdialyse (PD) als Ldsemittel fiir die osmotischen Agenzien verwendet wird
(Zusammensetzung: Mg2+ 0,5 mmol/L, Ca* 1,0 mmol/L, Na® 138,0 mmol/L, Lactat
35,0 mmol/), erfolgte durch Triibungsmessungen von 5 %igen Polymerlosungen (Tab.3.13).
Die bestimmten nephelometrischen Triibungseinheiten (NTU) sind ein Mal} fiir die optische
Klarheit einer Fliissigkeit. Der Messwert 10 NTU gilt dabei als klar, wohingegen bei
100 NTU bereits eine leichte Triibung erkannt werden kann. Nach Zentrifugation (unloslicher
Anteil <1 %) weisen die Losungen der vorliegenden Stiarkederivate NTU-Werte zwischen 1
und 5 auf] es liegen also optisch klare Systeme vor (Vergleich Ausgangsstirke: 2 NTU). Die
braungefirbte Losung des Stirke-n-propylphosphonat besitzt hierbei die stérkste Triibung
(NTU =)5).

112



Die Ergebnisse der GPC (Eluent Wasser/0,1 M NaNO3/0,05 % NaNs, Kalibrationsstandard
Pullulan) liefern Informationen {iber den Einfluss der Derivatisierung auf die Molmasse der
Stirke (Tab. 3.13). Die M,, der Tapiokastirken betrugen vor der Modifizierung 4.898 g/mol
(ST06) und 3.321g/mol (ST07) sowie die M,, 16.460 g/mol (ST06) und 9.302g/mol (ST07).
Nach der Veresterung wiesen das Stirkeacetat (SA03, M, =5.918 g/mol,
M,, = 17.280 g/mol) und Stirkepropionat (SP01, M, =5.128 g/mol, M,, = 15.584 g/mol)
dhnliche Molmassen auf wie die Stidrke ST06. Demnach fiihrt die Acylierung nur zu einem
mifBigen Abbau der Stirkemolekiile. Die etwas erhdhten M,-Werte sind auf die Einfiihrung
der Substituenten zuriickzufiihren. Analog zeigte die Starke ST07 wéhrend der Umsetzung zu
Stirkeacetat (SA10, M, = 5.223 g/mol) und Stirkecarbonaten (SMCO01, M, = 4.354 g/mol;
SEC03, M, =3.891 g/mol) nur eine geringe Depolymerisation. An dieser Stelle sei darauf
hingewiesen, dass die Beurteilung der Molmassen von Stéirkeestern nur bei Produkten
geringer DS-Werte < 0,5 sinnvolle Ergebnisse liefert. Bei hoher substituierten Proben
beeinflusst die hohe Anzahl an Substituenten die Wechselwirkung des Polymers mit dem
Sdulenmaterial der GPC und die Proben weichen strukturell starker vom Kalibrationsstandard
Pullulan ab ),

Im Falle des Stérke-n-propylphosphonats (SPP02, DS = 0,56) war eine scheinbare Erhohung
der M,, auf 17.034 g/mol und der M,, auf 25.364 g/mol im Vergleich zur Ausgangsstirke zu
beobachten (ST07: M, =3.321 g/mol, M,, =9.302 g/mol). Auch die Sulfoethylstirke
(SES03, DS = 0,68) schien mit einer M,, von 20.889 g/mol und einer M,, von 33.236 g/mol
eine ,,erhohte” Molmasse aufzuweisen. In beiden Fillen sind die Analysenergebnisse auf die
Losungstrukturen der polyanionischen Produkte zuriickzufiihren. Durch das Vorliegen von
negativ geladenen Substituenten kommt es zu elektrostatischen AbstoBungen innerhalb der
Polymerketten, wodurch die Kniuelstruktur der gelosten Molekiile aufgeweitet wird
(Polyelektrolyteffekt). Da die Zugabe von Salzen diesem Effekt entgegenwirkt, fiihrte eine
Erhohung der Konzentration an NaNOs; im Eluent der GPC von 0,1 M auf 0,5M
erwartungsgemal zu niedrigeren Messwerten (Anhang, Tab. A.1).

Die Beurteilung der Viskositdt der Stirkederivate gelost in Matrixlosung erfolgte iiber
Kapillarviskosimetrie bei 20 °C. Die bei diesen Experimenten ermittelte intrinsische
Viskositdt (Staudinger-Index, [n]) gibt das Verhiltnis des hydrodynamischen Volumens pro
Gramm Polymer an und korreliert mit der Molmasse und der Form der Molekiile. Sie ist
somit eine KenngroBe, die fiir eine Substanz in einem bestimmten Losemittel spezifisch ist.
Aus den ermittelten Durchlaufzeiten der Probelosungen durch eine Kapillare im Vergleich

zum Losemittel lassen sich die relative (1), reduzierte (1) und inhdrente (Minn) Viskositit
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berechnen. Durch graphische Extrapolation des Verlaufs der fiir eine Konzentrationsreihe
gemessenen Werte der reduzierten Viskositdt gegen 0 mg/mL konnte [n] bestimmt werden
(exemplarisch dargestellt fiir Stirke-n-propylphosphonat SPP02, DS = 0,56, Abb. 3.54). Die
als Ausgangsmaterialen verwendeten Tapiokastidrken wiesen eine [n] von 7,0 mL/g (ST06)
und 5,0 mL/g (STO07) auf (Tab. 3.13). Eine Umrechnung in die Molmasse tiber die Mark-
Houwink-Sakurada-Gleichung war mangels der stoffspezifischer Konstanten K und o
(abhédngig von der geometrischen Gestalt des Polymers in Losung, empirisch zu bestimmen)
nicht moglich. Nach Umsetzung der Stirke zu Stirkealkylestern und Starkecarbonaten wurde
lediglich eine geringe Verdnderung von [n] gefunden. Das Stérke-n-propylphosphonat,
synthetisiert aus ST07, zeigte jedoch eine erhdhte [n] von 8,2 mL/g, was in Analogie zum

Messergebnis der GPC mit dem Polyelektrolyteffekt der gelosten Probe erkldrt werden kann.

10 4
- [n]
e —
4—14_\_‘.‘_7_\“_7‘._\_‘_&_
7_“'——7i.__747 .
T 07
~
—
~ Intrinsische Viskositit n: Reduzierte Viskositit
= Y=A+B*X . .
4 - ¢ Inhirente Viskositit
Parameter Wert
A 8,15997
24 B 0,00593
T T T T T T v T ' I
0 10 20 30 40 50
¢ (mg/mL)

Abb. 3.54: Bestimmung der intrinsischen Viskositit [n] des Stérke-n-propylphosphonats
SPP02 (DS =0,56) durch Extrapolation der reduzierten Viskositidt gegen ¢ =0 mg/mL und
der Vergleich mit der extrapolierten inhdrenten Viskositdt, Messung bei 20°C in
Martrixlosung (Zusammensetzung: Mg2+ 0,5 mmol/L, Ca*" 1,0 mmol/L, Na" 138,0 mmol/L,

Lactat 35,0 mmol/L in Wasser).
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SII

Tab. 3.13: Triibung®, Molmassen ", und intrinsische Viskositit [n] © von Tapiokastdrken und den daraus hergestellten Stirkederivaten.

Tapiokastirke ¥ Starkederivat

Nr. M, M,, ] Nr. Substanz DS NTU M, M,, ]

(g/mol) (g/mol) (Cm3 o) (g/mol) (g/mol) (mL/g)
STO06 4.898 16.460 7,0 SA03 Starkeacetat 0,29 - 5918 17.280 6,9
STO06 4.898 16.460 7,0 SP0O1 Starkepropionat 0,27 2 5.128 15.584 6,8
STO07 3.321 9.302 5,0 SA10 Starkeacetat 0,25 1 5.223 10.385 6,1
STO07 3.321 9.302 5,0 SMCO01 Starkemethylcarbonat 0,21 1 4.354 9.014 5,4
STO07 3.321 9.302 5,0 SEC03 Stérkeethylcarbonat 0,18 1 3.891 8.234 5,5
STO07 3.321 9.302 5,0 SPP02 Stérke-n-propylphosphonat 0,56 5 17.034 25.364 8,2
STO07 3.321 9.302 5,0 SES03 Sulfoethylstarke 0,68 - 20.889 33.236 6,2

a
b

C

[n]: Extrapolation der reduzierten Viskositét auf ¢ = 0, gemessen in Matrixldsung bei 20 °C

9 Trijbung der wissrigen Losung der Tapiokastirken ST06 und ST07: 2 NTU
M,,: zahlenmittlere Molmasse, M,,: gewichtsmittlere Molmasse

Zusammensetzung wassriger Matrixldsung: Mg2+ 0,5 mmol/L, Ca** 1,0 mmol/L, Na" 138,0 mmol/L, Lactat 35,0 mmol/L

) Nephelometrische Triibungseinheiten (NTU) 5 %iger Losungen von Stirken und Stirkederivaten nach Zentrifugation in Matrixlésung
) Gelpermeationschromatografie (GPC, Kalibrationsstandard Pullulan, Eluent: Wasser/NaNO3/NaNj3;)
)
)



Da die anionischen Stirke-n-propylphosphonate und Sulfoethylstirken, welche die beste
osmotische Aktivitit aufwiesen (siche Kapitel 3.4.2), mittels GPC und Viskosimetrie
beziiglich ihrer Molmasse nur unzureichend charakterisiert werden konnten, wurden diese
Starkederivate zur Bestimmung ihrer absoluten Molmasse mit Hilfe der analytischen
Ultrazentrifuge untersucht. Bei der analytischen Ultrazentrifugation werden geloste Polymere
einem Schwerefeld ausgesetzt, die in Abhéingigkeit ihrer Molmasse wund ihrer
hydrodynamischen Eigenschaften unterschiedlich von der Drehachse der Zentrifuge in
Richtung des Bodens der Messzelle sedimentieren [330-334], Bei
Sedimentationsgeschwindigkeitsexperimenten konnen durch computergestiitzte Auswertung
des Sedimentationsverhaltens der Probe Informationen zur Konzentration einzelner
Komponenten und zur Homogenitit der Probe, beschrieben durch den
Sedimentationskoeffizient (s, Einheit Svedberg, S=10 " sec), gewonnen werden,
wohingegen {iber Sedimentationsgleichgewichtsexperimente die absolute Molmasse von
Polymeren (M,,) ermittelt werden kann. Die Daten der Sedimentationsgeschwindigkeits-

[335]

experimente ~ wurden mit dem = SEDFIT-Algorithmus und die der

1336337 qusgewertet (siche

Sedimentationsgleichgewichtsexperimente mit SEDFIT-MSTAR
Anhang, Abb. A.29-33). In Tab. 3.14 sind die ermittelten Sedimentationskoeffizienten und
M,, der Tapiokastirke vor der Modifizierung (ST07), nach Behandlung mit NaBH4 (RS09)
und der daraus hergestellten Stérke-n-propylphosphonate (SPP13) und der Sulfoethylstirke
(SES08) zusammengefasst. Die Sedimentationskoeffizienten der Proben sind mit Werten von
1,6-1,9 S fast identisch. Lediglich die Sulfoethylstirke weist einen etwas niedrigeren
Sedimentationskoeffizienten von 1,3 auf, was aber nicht ausschlie8lich von der Molmasse,
sondern auch von der Form der gelosten Molekiile sowie deren Wechselwirkung mit dem
Losemittel beeinflusst wird. Die Verteilung der Sedimentationskoeffizienten wird durch eine
g (s)-Funktion dargestellt (Abb. 3.55), die qualitativ als Wahrscheinlichkeitsfunktion der

(3383391 Fiir die untersuchten

Sedimentationskoeffizienten angesehen werden kann
Starkeproben sind die Verteilungen der Sedimentationskoeffizienten vergleichbar; die
Derivatisierung der Stirke beeinflusst das Sedimentationsverhalten in wissriger Losung
folglich nicht. Die iiber die Sedimentationsgleichgewichtsexperimente bestimmten M,,-Werte
der Substanzen liegen zudem alle im Bereich 8.500-11.000 g/mol und unterscheiden sich, im
Gegensatz zu den aus der GPC ermittelten relativen Messwerten, nur minimal. Aus diesen
Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die Behandlung von Tapiokastirke geringer

Molmasse mit NaBH, und die anschlieBende Umsetzung mit T3P® und Natriumvinylsulfonat

zu keiner Depolymerisation der Starke fiihren. Es wurde zudem gezeigt, dass zur Bestimmung

116



der Molmasse von nicht derivatisierten Stirken die GPC (Kalibrationsstandard Pullulan) als
relative Methode Messwerte liefert, welche der realen Molmasse der Molekiile sehr nah
kommen, wohingegen bei anionischen Stéirkederivaten (Stédrke-n-propylphosphonat und
Sulfoethylstarke) auf eine absolute Methode wie die analytische Ultrazentrifuge

zuriickgegriffen werden muss.
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Abb. 3.55: Verteilung des Sedimentationskoeffizienten (g(s)) von Stirke und Stirkederivaten,
bestimmt in Wasser (0,25 mg/ml) bei 45.000 Umdrehungen/min und 20 °C: Tapiokastirke
STO07 (Messung 1: schwarz, Wiederholmessung: hellblau), reduzierte Starke RS09 (Messung
1: rot, Wiederholmessung: lila), Stdrke-n-propylphosphonat SPP13 (DS =0,16, griin) und
Sulfoethylstirke SES08 (DS = 0,20, dunkelblau).
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Tab. 3.14: Sedimentationskoeffizienten (s) und gewichtsmittlere Molmassen (M,,, ermittelt
iiber GPC und analytische Ultrazentrifuge) von Tapiokastérke, reduzierter Starke, Stérke-n-
propylphosphonat und Sulfoethylstérke.

Probennr.  Substanz M,, aus Analytische Ultrazentrifugation
GPC? - ——
(g/mol) S M,, ¢
(S (8/mol)
ST07 Tapiokastirke 9.302 1,8 9.100
ST07 Tapiokastirke 9.302 1,9 10.100
RS09 Reduzierte Stirke 10.434 1,9 10.600
RS09 % Reduzierte Stirke 10.434 1,6 8.500
SPP13 Starke-n-propylphosphat ~ 20.456 1,8 11.000
(DS =0,16)
SES08 Sulfoethylstirke 21.419 1,3 9.900
(DS =0,20)

* Gelpermeationschromatografie (GPC, Kalibrationsstandard Pullulan, Eluent: Wasser/NaNO3/NaN)

Y, 0.25 mg/ml, 20 °C in Wasser, ermittelt iiber ,,SEDFIT g(s)*“-Analyse, s, + 0,1 S

© M,,: Mittelwert aus der operativen mittleren Molmasse (M*, 0,5mg/ml, 20 °C in Wasser, Bestimmung iiber die ,M*
extrapolation method der SEDFIT-MSTAR-Software, siche Anhang, Abb. A.30.c-.33.c) und der gewichtsmittleren
apparenten Molmasse (My, 4pp(r), 0,5mg/ml, 20 °C in Wasser, Bestimmung iiber “hinge method” der SEDFIT-MSTAR-
Software, siche Anhang, Abb. A.30.d-33.d), M,, + 500 g/mol

9 Wiederholmessung

3.4.2 Osmotische Wirksamkeit

Die im Zuge dieser Arbeit synthetisierten und charakterisierten Stidrken eingestellter
Molmasse (siche Kapitel 3.1) und Starkederivate (siche Kapitel 3.3) wurden beziiglich ihrer
Eignung als Wirkstoffe fiir die PD untersucht. Zur Bestimmung der osmotischen Wirksamkeit
wurde auf eine flir diese Anwendung entwickelte Methode zuriickgegriffen: Eine 5 %ige
Losung (w/V) der zu untersuchenden Substanz in der fiir die Dialyse verwendeten
Matrixlosung (Zusammensetzung: Mg2+ 0,5 mmol/L, Ca* 1,0 mmol/L, Na" 138,0 mmol/L,
Lactat 35,0 mmol/L in Wasser) wurde in eine Cellulose-Schlauchmembran
(MWCO = 1.000 g/mol, als Modell fiir das wihrend der PD als Membran fungierende
menschliche Bauchfell) gefiillt. AnschlieBend wurde diese verschlossen und in ein Gefif3
gelegt, welches auf 38 °C temperierte Matrixlosung enthélt (Abb. 3.56). Wihrend einer
Gesamtdauer von 24 h wurde nach verschiedenen Zeitintervallen die Massenénderung der
gefiillten Schlauchmembran ermittelt und in eine Volumenénderung umgerechnet, wodurch
der Wasserentzug aus dem Umgebungsmedium und damit die osmotische Aktivitit der Probe
(Ultrafiltrationseffizienz) als Funktion der Zeit quantifizierbar war. Ein Volumenzuwachs von
0 % driickt aus, dass sich gegeniiber dem Ausgangszustand keine Volumeninderung ergeben

hat, wohingegen der Wert 100 % eine Verdopplung des Volumens bedeutet. Die
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Ultrafiltrationsversuche wurden jeweils als Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Als Referenz
wurden die Volumenédnderungen nach 24 h der auf dem Markt befindlichen Dialyseagenzien

Glucose (9 %) und Icodextrin (Stirke mit M, = 6.142 g/mol; 44 %) verwendet.
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Abb. 3.56: Schematische Darstellungen eines Ultrafiltrationsversuches.

Um den Einfluss von unterschiedlichen Molmassen auf die osmotische Aktivitdt
herauszustellen, wurden die Tapiokastirken ST06 (M, =4.898 g/mol) ' und STO7
(M, =3.321 g/mol), die Kartoffelstirken ST17 (M, =2.746g/mol) und STI16
(M, =5.698 g/mol) und die Maisstirke ST21 (M, =5.516 g/mol) beziiglich ihrer
wasserziechenden Wirkung nach 24 h untersucht (Abb. 3.57). Amylosereiche Maisstirke
(M, =2.201 g/mol, als Stirkeacetat SA14, DS=0,17) und Markerbsenstirke
(M,, = 2.278 g/mol, als Stirkeacetat SA15, DS = 0,15) mussten als Stirkeacetat mit geringem
DS in die Studien einbezogen werden, da sie sonst nicht wasserloslich waren (Acetylierung
beeinflusst die osmotische Aktivitdit der Stirke kaum, siehe unten Abb. 3.58). Die
Volumenzunahme der Losungen der zu untersuchenden Stirkeproben betrug 41-69 %. Die
Tapioka- und Kartoffelstirken mit M,,-Werten im Bereich von 4.000-6.000 g/mol wiesen eine
vergleichbare Ultrafiltration wie Icodextrin auf (ST06: 48 %, ST16: 42 %). Bei Proben
gleicher Stiarkequelle mit geringeren Molmassen um ca. 3.000 g/mol war eine gesteigerte
wasserziehende Wirkung zu beobachten (STO07: 54 %, ST17: 53 %). Auch Maisstirke mit
einer M, von 5.516 g/mol zeigte dhnliche Volumenzunahme von 50 % (ST21). Der groBte
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Volumenzuwachs wurde bei den acetylierten Stirken mit Molmassen um ca. 2.000 g/mol
beobachtet (amylosereiche Maisstirke SA14: 65 %, Markerbsenstiarke SA15: 69 %).

Anhand der Ergebnisse ldsst sich der Trend erkennen, dass die Ultrafiltrationsleistung
innerhalb des Molmassenbereiches von 2.000-6.000 g/mol mit sinkender mit M, zunimmt.
Die beste osmotische Aktivitit von Stirken (24 h) liegt bei M,-Werten im Bereich um
2.000 g/mol vor. Substanzen mit Molmassen < 1.000 g/mol wiirden in diesem Zeitraum
hingegen eine weniger wasserziechende Wirkung aufweisen, da dann die bei Polymeren
auftretenden kolloidosmotischen Effekte, die fiir eine ldnger anhaltende Ultrafiltration
verantwortlich sind, geringer werden. Bei niedermolekularen Substanzen wie Glucose treten
sie gar nicht auf, weshalb sich diese aufgrund der vorherrschenden kolligativen Effekte nur
bei kurzen Dialysezeiten osmotisch wirksam verhalten 7>,

Eindeutige Korrelationen der Ultrafiltrationsleistung zur Quelle und zum Verzweigungsgrad

(angegeben in Kapitel 3.1.2) der vorliegenden Stirken konnen aufgrund der unterschiedlichen

Molmassen der Proben nicht diskutiert werden.
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Abb. 3.57: Ergebnisse der Ultrafiltrationsversuche von Glucose, Icodextrin und Stérken
verschiedener Quelle und Molmasse: Darstellung der Volumenzunahme der mit Probelosung
(5 %, w/V in Matrixlosung) gefiillten Cellulosemembranen (Molecular weight cut-off,
MWCO = 1.000 g/mol) nach 24 Stunden Dialyse gegen Matrixlosung (Zusammensetzung
wiassriger Matrixlosung: Mg2+ 0,5 mmol/L, Ca* 1,0 mmol/L, Na" 138,0 mmol/L, Lactat’

35,0 mmol/L), ¥ acetylierte Stirke (DS = 0,2).
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In Abb. 3.58 ist die Ultrafiltrationsleistung verschiedener Stiarkederivate (24 h) dargestellt, die
aus Tapiokastdrke geringer Molmasse hergestellt wurden und vergleichbare DS-Werte von
0,2-0,3 aufweisen. Die Einfilhrung von Alkylestergruppen (Starkeacetat SA02,
Starkepropionat SP01, Stiarkebutyrat SB01) flihrte im Vergleich zu ihrer als Ausgangsstoff
verwendeten Stirke zu keiner Verbesserung der osmotischen Aktivitit. Mit wachsender
Kettenldnge des Alkylrestes des Substituenten war eine Verringerung der Volumenzunahme
von 48 % (Stirke), 44% (Acetat), 39 % (Propionat) auf 35% (Butyrat) zu verzeichnen, wobei
nicht eindeutig herausgestellt werden konnte, ob eine Abhdngigkeit der osmotischen
Wirksamkeit von der Struktur des Alkylesters vorliegt oder ob die Beobachtung auf den
Fehler der Methode zurilickzufiihren ist.
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Abb. 3.58: Ergebnisse der Ultrafiltrationsversuche von Glucose, Icodextrin, Tapiokastirke
geringer Molmasse und verschiedenen daraus hergestellten Stérkederivaten (DS = 0,2-0,3):
Darstellung der Volumenzunahme der mit Probelosung (5 %, w/V in Matrixlosung) gefiillten
Cellulosemembranen (Molecular weight cut-off, MWCO = 1.000 g/mol) nach 24 Stunden
Dialyse gegen Matrixlosung (Zusammensetzung wissriger Matrixlosung: Mg>" 0,5 mmol/L,

Ca** 1,0 mmol/L, Na" 138,0 mmol/L, Lactat™ 35,0 mmol/L), ?) Ergebnis enthommen aus 1,
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Die Reduktion der reduzierenden Endgruppen mit NaBH4 (RS04) und die Umsetzungen zu
Starkemethylcarbonat (SMCO01), Starkeethylcarbonat (SECO03) und 2-(Hydroxyethyl)-
starkecarbamat (HESCO01) hatten ebenso keine Wirkung auf die osmotische Aktivitdt der
Starke STO7 (siche Abb. 3.58). Im Gegensatz hierzu wurde bei Verwendung des Stirke-n-
propylphosphonats SPP01 (DS = 0,23) eine deutliche Erhohung des Volumenzuwachs auf
85 % erzielt (Vergleich Stirke STO07: 54 %). Auch die Sulfoethylstirke SES01 (DS = 0,20)
zeigte einen gesteigerten Volumenzuwachs von 76 %. Die osmotische Wirksamkeit beider
Derivate ist wesentlich hoher als die des Referenzmaterials Icodextrin (44 %). Auf der Basis
dieser Ergebnisse konzentrierten sich weitere Studien auf die Optimierung dieser zwei
Substanzen.

Der Einfluss des DS auf die osmotische Wirkung (24 h) von Stirke-n-propylphosphonat ist in
Abb. 3.59 dargestellt. Bei Erhohung des DS von 0,23 (SPP01) auf 0,54 (SPP02) ist auch ein
hoherer Volumenzuwachs von 99 % zu beobachten. Eine weitere Steigerung des DS auf 1,19
(SPP04) fiihrte lediglich zu einer etwas hoheren osmotischen Aktivitit von (115 %),
wohingegen ein DS von 1,58 (SPP05) keine weitere Verbesserung hervorrief. Es wurde
gefunden, dass der Protonierungsgrad des Substituenten (freie Sé&ure, P-OH, oder
Natriumsalz, P-O'Na") keinen Einfluss auf die Ultrafiltrationsleistung hat (SPP01). Die
Volumenzunahme von Stérke-n-propylphosphonaten gegeniiber Icodextrin ist bereits bei
geringen Verweildauern von 5 h héher. Der Anstieg des Schlauchvolumens verlduft innerhalb
der ersten Stunde &dhnlich steil wie bei Glucose, wobei deren Volumenanstieg ab ca. 3 h
konstant bei 10 % bleibt. Der Einsatz der neuartigen Derivate in der Dialyse ist somit sowohl
fiir kurze als auch lingere Behandlungszeiten besser.

Stérke-n-propylphosphonate verschiedener Stiarkequellen (DS = 0,4-0,7) wiesen vergleichbare
Volumenzunahmen von 99 % (SPP02, Tapiokastirke), 95 % (SPP07, amylosereiche
Maisstirke) und 101 % auf (SPP08, Markerbsenstiarke, Abb. 3.60). Es gibt folglich keinen
Einfluss der Struktur der Ausgangsstérke auf die osmotische Wirkung.

Die Losungen der bisher aufgefiihrten Proben waren alle gelb bis braun gefarbt und waren
instabil gegeniiber Hitzesterilisation, was fiir pharmazeutische Produkte nicht wiinschenswert
ist. Um farblose Produkte zu erhalten, musste die Synthese der Stérke-n-propylphosphonate
ausgehend von mit NaBH4 reduzierter Stéirke erfolgen (sieche Kapitel 3.3.3.1). Der Vergleich
einer auf diese Weise hergestellten Probe mit aus nicht reduzierter Stirke synthetisierten
Starke-n-propylphosphonaten ~ dhnlicher DS-Werte  zeigte, dass der zusitzliche
Reduktionsschritt die wasserziechende Wirkung kaum beeinflusst (SPP12, Abb. 3.60) 3231
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Die DS-Abhingigkeit der osmotischen Aktivitit von Sulfoethylstirken wurde anhand
verschiedener aus der Tapiokastirke STO07 hergestellter Produkte durch Auftragen des
Schlauchvolumenzuwachses in Abhidngigkeit der Zeit studiert (Abb. 3.61). Durch Erhdhung
des DS von 0,20 (SES01) auf 0,46 (SES02) konnte eine Zunahme des Volumenanstiegs von
76 % auf 89 % erreicht werden. Allerdings hatte eine Steigerung des DS auf 0,68 (SES03)
keinen positiven Effekt mehr. Im Vergleich zu Icodextrin zeigen die Sulfoethylstirken
ebenfalls sowohl bei Dialysezeiten < 5 h als auch nach 24 h eine hohere Volumenzunahme.

Farblose Sulfoethylstirken konnten ausschlieBlich durch Umsetzung von mit NaBH4
behandelter Stirke erhalten werden. Der Vergleich der Kurvenverldufe der Proben SES08
(DS = 0,20, hergestellt aus reduzierter Stirke) und SES01 (DS = 0,20, hergestellt aus nicht
reduzierter Stirke) zeigt, dass auch hier der vorgeschaltete Reduktionsschritt die osmotische

Wirksamkeit der Derivate nicht beeinflusst *2!,
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Abb. 3.59: Ergebnisse der Ultrafiltrationsversuche von Glucose, Icodextrin, Tapiokastirke
STO07 und daraus hergestellten Stirke-n-propylphosphonaten verschiedener DS-Werte:
Darstellung der Volumenzunahme der mit Probelosung (5 %, w/V in Matrixlosung) gefiillten
Cellulosemembranen (Molecular weight cut-off, MWCO = 1.000 g/mol) in Matrixlosung als
2+

Funktion iiber die Zeit (Zusammensetzung wassriger Matrixlosung: Mg2+ 0,5 mmol/L, Ca

1,0 mmol/L, Na" 138,0 mmol/L, Lactat” 35,0 mmol/L).
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Abb. 3.60: Ergebnisse der Ultrafiltrationsversuche von Glucose, Icodextrin und Stirke-n-
propylphosphonaten (hergestellt aus verschiedenen Stirken geringer Molmasse, DS = 0,4-
0,7): Darstellung der Volumenzunahme der mit Probelosung (5 %, w/V in Matrixlosung)
gefiillten Cellulosemembranen (Molecular weight cut-off, MWCO = 1.000 g/mol) in
MatrixIésung als Funktion iiber die Zeit (Zusammensetzung wissriger Matrixlosung: Mg*"

0,5 mmol/L, Ca®" 1,0 mmol/L, Na" 138,0 mmol/L, Lactat™ 35,0 mmol/L).

Von den getesteten Starkederivaten haben nur die Substanzen mit anionischen Substituenten
eine deutliche Verbesserung der osmotischen Aktivitdt hervorgerufen. Der osmotische Druck,
den ein in Wasser gelostes Makromolekiil erzeugt, wird entscheidend von der Féhigkeit
gepragt, Wassermolekiile in einer Hydrathiille an sich zu binden. Im Fall der vorliegenden
Starkederivate ist es wahrscheinlich, dass sich die Wassermolekiile, unter anderem tiber
Wasserstoffbriickenbindungen, an die anionischen Substituenten anlagern. Der Befund
korreliert dariiber hinaus mit der Literatur, in der anhand der Carboxyalkylierung von Stéirke
als Blutplasmaexpander postuliert wurde, dass die Einfiilhrung anionischer Substituenten zu

[34]

einer Erhohung der Wasserbindekapazitit der Biopolymere fiihrt Die starken

Bindungsenergien verschiedener Anionen zu Wassermolekiilen sind zudem durch

theoretische Berechnungen beschrieben **7/.
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Anhand der Ergebnisse konnten Struktur-/ Eigenschaftsbeziehungen (Effekt von Molmasse,
Art des Substituent und DS auf die osmotische Aktivitit) der Stdrke und der synthetisierten
Starkederivate bezogen auf die Applikation als Dialysewirkstoff herausgestellt werden. Durch
Einstellung von M, auf einen Bereich von 2.000-6.000 g/mol und Einfiihrung anionischer
Substituenten wie n-Propylphosphonat und Ethylsulfonat war eine deutliche Verbesserung des
Eigenschaftspotentials erreichbar. Im Vergleich zu den aktuell in der Dialyse verwendeten
Substanzen Glucose und Icodextrin bieten die vorliegenden Stirkederivate das Potential,
Dialyselosungen mit geringerer Konzentration an osmotischem Agenz bei gleicher bis

besserer Wirkung herzustellen.
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1104 SES03, DS = 0,68, aus Tapiokastirke ST07

1004 —v— SES08, DS = 0,20, aus reduzierter Stirke RS09

Volumenzuwachs (%)

i

. , :
0 5 10 15 20 25
Zeit (h)

Abb. 3.61: Ergebnisse der Ultrafiltrationsversuche von Glucose, Icodextrin, Tapiokastirke
STO07 und Sulfoethylstirken verschiedener DS-Werte und Stiarkequellen: Darstellung der
Volumenzunahme der mit Probelosung (5%, w/V in Matrixlosung) gefiillten
Cellulosemembranen (Molecular weight cut-off, MWCO = 1.000 g/mol) in Matrixlosung als
Funktion iiber die Zeit (Zusammensetzung wissriger Matrixlosung: Mg>* 0,5 mmol/L, Ca*"

1,0 mmol/L, Na" 138,0 mmol/L, Lactat” 35,0 mmol/L).
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4 Experimenteller Teil

4.1 Materialien
Als Ausgangsmaterialien dienten die in Tab. 4.1 gelisteten Stirken. Vor den Umsetzungen

wurden die Starken bei 100 °C und LiCl bei 120 °C fiir vier Stunden im Vakuum getrocknet.
Zyklisches n-Propylphosphonsdureanhydrid (T3P®) wurde von Archimica GmbH
(Industriepark Hochst, Frankfurt am Main, Deutschland) bereitgestellt. Weitere Reagenzien
und Losemittel wurden von Sigma Aldrich, Acros und TCI Europe erworben und kamen ohne

weitere Reinigung zum Einsatz.

Tab. 4.1: Quelle, Amylosegehalt, Hersteller, Wasserloslichkeit und Molmassenverteilung der

verwendeten Starken.

Nr. Quelle Amylosegehalt®  Hersteller Wasser- Molmassenverteilung ”
(%) l6slichkeit M, M, D
(g/mol) (g/mol)

ST01 Kartoffel ~21 Roquette Nein 230.050 1.361.100 5,9
ST02 Kartoffel ~21 Emsland Nein 251.510 598.000 2,4
ST03 Wachsmais <1 Roquette Nein 83.579 352.840 4,2
ST04 Mais > 170 National Starch ~ Nein 53.172 602.120 11,3
ST05 Markerbse > 170 CHP Pirna Nein 55.772 968.070 17,4
ST06 Tapioka ~17 -9 Ja 4.898 16.460 3.4
ST07 Tapioka ~17 -9 Ja 3.321 9.302 2,8
ST08 Kartoffel ~21 Stdstarke Ja 3.249 12.728 3,9
ST09 Tapioka ~17 -9 Ja 9.642 68.190 7,1
ST10 Wachsmais <1 -9 Ja 1.714 11.204 6,5

» Ubernommen aus [*>**1]

5 Gelpermeationschromatografie (GPC, Kalibrationsstandard Pullulan, Eluent: Wasser/NaNOs/NaNj fiir wasserlosliche
Proben, DMSO/LiBr fiir wasserunlosliche Proben)

© Hersteller darf nicht genannt werden

M,,: zahlenmittlere Molmasse, M,,: gewichtsmittlere Molmasse, B: Dispersititsindex

4.2 Synthesevorschriften

4.2.1 Saurehydrolytischer Stirkeabbau mit Salzsidure (ST17)

In einem typischen Beispiel wurde Kartoffelstarke ST01 (120 g, 740,7 mmol) in 1,2 L Wasser
unter Riihren 2 h bei 80 °C gelatinisiert, mit 60 mL 5 M Salzsiure (300,0 mmol) versetzt und
5h bei 80 °C geriihrt. Nach anschlieBender Neutralisation der Mischung mit Ca(OH)s,

Zentrifugation des wasserunldslichen Anteils und Einengung des Zentrifugats auf 0,5 L
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erfolgte die Fillung des Produktes in 4,5 L Methanol. Es wurde filtriert, der Riickstand zwei
Mal mit 1 L Methanol gewaschen und bei 40 °C im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 55,2 g (46 %)

Gelpermeationschromatografie (GPC, Wasser/NaN3/NaNOQOs; Pullulan, Pun):
M, =2.746 g/mol; gewichtsmittlere Molmasse (M,,) =4.858 g/mol; Dispersititsindex
b)=1,8.

BC-NMR (63 MHz, DMSO-ds, 297K): § (ppm)=100,7 (C-1), 99,4 (C-1, a-1—6-
Verkniipfung), 97,1 (C-1, B-reduzierendes Ende), 92,4 (C-1, a-reduzierendes Ende), 79,5
(C-4), 76,8 (C-3, B-reduzierendes Ende),), 75,4 (C-5, B-reduzierendes Ende)), 74,6 (C-2, B-
reduzierendes Ende), 73,6 (C-3,), 72,8 (C-3,5, nicht reduzierendes Ende), 72,2 (C-2), 72,0
(C-5), 70,9 (C-5’, a-1—6-Verkniipfung), 70,3 (C-4, nicht reduzierendes Ende), 67,1 (C-6, a-
1—6-Verkniipfung), 60,8 (C-6).

'"H-NMR (250 MHz, DMSO-d; + Trifluoressigsiure, 297 K): & (ppm) = 5,05 (H-1), 4,93
(H-1, a-reduzierendes Ende), 4,75 (H-1, a-1—6-Verkniipfung), 4,32 (H-1, B-reduzierendes
Ende), 3,62 (H-3,5,6), 3,50 (H-5, nicht reduzierendes Ende), 3,34 (H-2,4), 3,08 (H-4, nicht
reduzierendes Ende), 2,97 (H-2, B-reduzierendes Ende).

4.2.2 Saurehydrolytischer Stirkeabbau mit H;PO4 (ST29)

In einem typischen Beispiel wurden 376 mL konzentrierte H3PO4 (85%) auf 60 °C erhitzt und
unter Riihren amylosereiche Maisstirke ST04 (40 g, 246,9 mmol) sowie 30 mL Wasser
zugefligt. Nach 35 min erfolgte die Féllung des Rohprodukts in 4 L Aceton. Der erhaltene
Niederschlag wurde filtriert, der Riickstand drei Mal mit 1 L Aceton/Wasser (9:1) gewaschen
und in Wasser gelost (90 °C, 5 %, w/w). Nach Filtration und Einengung der wéssrigen
Losung im Vakuum wurde das Produkt durch Gefriertrocknung gewonnen.

Ausbeute: 36,7 g (92 %)

GPC (Wasser/NaN3/NaNOs; Pun): M,, = 2.299 g/mol; M, = 5.668 g/mol; D = 2,5.

BC-NMR (63 MHz, DMSO-ds, 297 K): § (ppm) = 100,7 (C-1), 97,1 (C-1, B-reduzierendes
Ende), 92,4 (C-1, a-reduzierendes Ende), 79,7 (C-4), 76,8 (C-3, B-reduzierendes Ende),), 75,4
(C-5, B-reduzierendes Ende)), 74,6 (C-2, B-reduzierendes Ende), 73,6 (C-3,), 72,8 (C-3,5,
nicht reduzierendes Ende), 72,2 (C-2), 72,0 (C-5), 70,4 (C-4, nicht reduzierendes Ende), 60,8
(C-6).

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds + Trifluoressigsiure, 297 K): § (ppm) = 5,05 (H-1), 4,92
(H-1, a-reduzierendes Ende), 4,32 (H-1, B-reduzierendes Ende), 3,62 (H-3,5,6), 3,47 (H-5,
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nicht reduzierendes Ende), 3,32 (H-2,4), 3,07 (H-4, nicht reduzierendes Ende), 2,96 (H-2,

B-reduzierendes Ende).

4.2.3 Reduktion von Stirke mit NaBH, in Wasser (RS04)

In einem typischen Beispiel wurde Tapiokastirke ST07 (85 g, 0,53 mol) bei 80 °C unter
Riithren in 850 mL Wasser gelost und die Losung mit NaHCO5 auf pH 8 eingestellt. Nach
Abkiihlen auf 60 °C wurde portionsweise NaBH4 (5 g, 0,14 mol) zugefiigt und die Losung
20 h geriihrt. Mittels Fehling-Probe erfolgte die Kontrolle auf noch vorhandene reduzierende
Gruppen und somit auf die Vollstdndigkeit der Reaktion. Nach Zerstérung des iiberschiissigen
NaBH; durch Zugabe von 10 mL Aceton, Einengung der Losung im Vakuum und Filtration
wurde die Probe 4 Tage gegen Wasser dialysiert (Membran mit molecular weigth cut-off,
MWCO = 3.500 g/mol) und anschlieBend gefriergetrocknet.

Ausbeute: 35,6 g (42 %)

Fehling-Probe: Negativ (keine reduzierenden Gruppen)

GPC (Wasser/NaN3/NaNOs; Pun): M,, = 4.379 g/mol; M, = 8.565 g/mol; D = 2.0.

BC-NMR (63 MHz, DMSO-ds, 297 K): 6 (ppm) = 103,3 (C-1, p-1—6-Verkniipfung), 100,6
(C-1), 99,3 (C-1, a-1—6-Verkniipfung), 79,3 (C-4), 77,0 (C-3,5, p-1—6-Verkniipfung), 73,6
(C-3), 72,9 (C-3, nicht reduzierendes Ende), 72,2 (C-2), 72,0 (C-5), 70,9 (C-5’, a-1—6-
Verkniipfung), 70,4 (C-4, nicht reduzierendes Ende), 68,2 (C-6, a-1—6-Verkniipfung), 63,7
(C-1,6, reduzierte Endgruppe), 60,8 (C-6).

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d; + Trifluoressigsiure, 297 K): 6 (ppm) = 5,09 (H-1), 4,71
(H-1, oa-1—6-Verkniipfung), 4,30 (H-1, B-1—6-Verkniipfung), 4,01 (H-6’, B-1—6-
Verkniipfung), 3,63 (H-3,5,6), (H-5, nicht reduzierendes Ende), 3,35 (H-2,4), 3,10 (H-4, nicht
reduzierendes Ende, H-2,3,5, B-1—6-Verkniipfung).

4.2.4 Reduktion von Stirke mit NaBH4 in Wasser, Isolierung durch Behandlung mit
Salzsiure und Fiallung (RS06)

In einem typischen Beispiel wurde Tapiokastirke ST07 (50 g, 30,9 mmol) unter Riihren in
180 mL Wasser gegeben, bei 80 °C gelost und die Losung mit NaHCO; auf pH 8 eingestellt.
Nach Abkiihlen auf 60°C erfolgte die Reduktion durch portionsweise Zugabe von NaBH4
(1,5 g, 40 mmol) und die Losung 24 h geriihrt. Die Losung wurde 24 bei 60 °C geriihrt und im
Anschluss die Vollstandigkeit der Reaktion mittels der Fehling-Probe bestdtigt. Nach dem
Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die Losung mit 1 N Salzsdure auf einen pH-Wert von 6
eingestellt und 1 h geriihrt. Das Produkt wurde in 1,8 L Ethanol gefillt, filtriert, der
Riickstand drei Mal mit 1 L Ethanol gewaschen und im Vakuum bei 40 °C getrocknet.
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Ausbeute: 49,5 g (99 %)

Fehling-Probe: Negativ (keine reduzierenden Gruppen)

GPC (Wasser/NaN3/NaNOs; Pun): M,, = 2.871 g/mol; M,, = 7.816 g/mol; B = 2,7

BC-NMR (63 MHz, DMSO-ds, 297 K): 6 (ppm) = 103,6 (C-1, p-1—6-Verkniipfung), 100,7
(C-1), 99,3 (C-1, a-1—6-Verkniipfung), 79,6 (C-4), 76,1 (C-3,5, B-1—6-Verkniipfung), 73,7
(C-3), 72,9 (C-3, nicht reduzierendes Ende), 72,3 (C-2), 72,0 (C-5), 70,5 (C-5°, a-1—6-
Verkniipfung), 70,3 (C-4, nicht reduzierendes Ende), 62,8 (C-1,6, reduzierte Endgruppe), 60,8
(C-6).

"H-NMR (250 MHz, DMSO-ds + Trifluoressigsaure, 297 K): 6 (ppm) = 5,06 (H-1), 4,70
(H-1, a-1—6-Verkniipfung), 4,31 (H-1, B-1—6-Verkniipfung), 4,02 (H-6’, B-1—6-
Verkniipfung), 3,90 (H-6, 1,6-Anhydro-B-D-glucopyranosylendgruppe), 3,63 (H-3,5,6), 3,34
(H-2,4), 3,20-3,00 (H-4, nicht reduzierendes Ende, H-2,3,5, f-1—6-Verkniipfung).

4.2.5 Synthese von Stirkealkylestern mit Carbonsiureanhydrid und Imidazol in
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Beispiel Stirkeacetat SA02)

In einem typischen Beispiel wurde Tapiokastirke ST06 (70 g, 0,43 mol) in 1,2 L wasserfreies
DMSO gegeben, 2 h bei 80 °C bis zum Erhalt einer klaren Losung geriihrt und auf 60 °C
abgekiihlt.  Zur  Stdrkelosung  wurden  Imidazol (23,4g, 0,34 mol) und
Essigsduresdureanhydrid (17,7 g, 0,17 mol) zugegeben und die Reaktionsmischung 2 h bei
60 °C geriihrt. Im Anschluss erfolgte die Féllung des Produkts in 10 L Isopropanol. Durch
Filtration, dreimaliges Waschen des Riickstandes mit 1 L Isopropanol, Losen der Probe in
Wasser sowie Filtration, Einengung und Gefriertrocknung der wéssrigen Losung konnte das
reine Stdrkeacetat isoliert werden.

Ausbeute: 59,85 g (82 %)

FTIR (KBr): 3.000-3.800 cm™ v (OH), 2.930 cm™ v (C-H), 1.731 cm™ v (C=Ogger), 1.250 cm’™
v (C-O-C gger), 1.155 em™, 1.080 cm™, 1.025 cm™ v (C-O-Cage).

BC-NMR (63 MHz, DMSO-ds, 297 K): § (ppm) = 170,7 (C=0), 100,7 (C-1), 96,0 (C-1°
neben C-2s), 79,0 (C-4), 73,6 (C-3), 72,3 (C-2), 72,0 (C-5), 60,9 (C-6), 21,4 (CH3 an C-2).
'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds, 297 K): ¢ (ppm)=2,80-5,80 (H-1-6 und OH), 2,02
(CHj3-Acetat an C-2).

Durchschnittlicher ~Substitutionsgrad (DS) =0,17 (iiber 'H-NMR-Spektroskopie nach

Perpropionylierung bestimmt)
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Stirkepropionat SP01

Es wurde ein Molverhiltnis Propionsdureanhydrid/Anhydroglucoseeinheit (AGE) von 0,6/1
eingesetzt.

Ausbeute: 56,15 g (79 %, ausgehend von 65 g Stérke)

FTIR (KBr): 3.000-3.700 cm™ v (OH), 2.900 cm™ v (C-H), 1.730 cm™ v (C=Oggter), 1.284 cm’
8 (C-H), 1200 cm™ v (C-O-C)ggter, 1.155 cm™, 1.080 cm™, 1.025 cm™ v (C-O-C)age.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 297 K):  (ppm) = 173,9 (C=0), 100,7 (C-1), 95,9 (C-1°),
82,0-69,0 (C-2-5), 60,8 (C-6), 27,2 (CH,-Propionat), 9,3 (CHs-Propionat an C-2).

'H-.NMR (250 MHz, DMSO-ds, 297K): 6 (ppm)=5,80-2,70 (HI1-6 und OH), 2,34
(CH;-Propionat), 1,02 (CH3-Propionat an C-2).

DS = 0,27 (iiber 'H-NMR-Spektroskopie nach Peracetylierung bestimmt)

Starkebutyrat SB01

Es wurde ein Molverhiltnis Butansdureanhydrid/AGE von 0,6/1 eingesetzt.

Ausbeute: 56,24 g (71 %, ausgehend von 70 g Stérke)

FTIR (KBr): 3.000-3.700 cm™ v (OH), 2.900 cm™ v (C-H), 1.730 cm™ v (C=Oggter), 1.284 cm’
8 (C-H), 1200 cm™ v (C-O-C)ggter, 1.155 cm™, 1.080 cm™, 1.025 cm™ v (C-O-C)age.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 297 K):  (ppm) = 173,0 (C=0), 100,7 (C-1), 95,6 (C-1°),
81,0-69,0 (C-2-5), 60,5 (C-6), 35,6 (CH,-Butyrat), 18,1 (CH,-Butyrat), 13,9 (CH;-Butyrat an
C-2).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 297K): J (ppm)=5,80-2,70 (H-1-6 und OH), 2,30
(CH;-Butyrat), 1,54 (CH,-Butyrat), 0,90 (CH3-Butyrat an C-2).

DS = 0,31 (iiber 'H-NMR-Spektroskopie nach Peracetylierung bestimmt)

4.2.6 Synthese von Stiarkeacetat mit Essigsiureanhydrid in Imidazol (SA16)

In einem typischen Beispiel wurde Imidazol (9,0 g, 0,13 mol) auf 100 °C erhitzt Zur
Schmelze wurde enzymatisch abgebaute Kartoffelstirke ST34 (1,0 g, 6,2 mmol) gegeben und
2 h geriihrt. Anschliefend wurden 0,5 Moldquivalente Essigsdureanhydrid (0,2 g, 1,9 mmol)
zugegeben und die dunkle viskose Losung 1 h bei 100 °C geriihrt. Die Féllung erfolgte durch
Zugabe von 100 mL warmen Isopropanol (60 °C). Nach 30 min Riithren wurde der weifle
Niederschlag abfilrtiert, drei Mal mit 50 mL warmem Féllmittel gewaschen, in Wasser gelost,
die Losung filtriert, im Vakuum eingeengt und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 0,91 g (84 %)

FTIR (KBr): 3.000-3.800 cm™ v (OH), 2.933 cm™ v (C-H), 1.737 cm™ v (C=0), 1.375 cm™

8 (CH;3), 1.249 cm™ v (C-O-Cgger), 1.155 cm™, 1.079 cm™, 1.025 cm™ v (C-O-Cagr).
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PC-NMR (63 MHz, DMSO-ds, 297 K): § (ppm) = 170,8 (C=0), 100,8 (C-1), 79,3 (C-4),
73,6-69,0 (C-2,3,5), 63,8 (C-6s), 60,7 (C-6), 21,0 (CH3-Acetat an C-6).

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds, 297K): ¢ (ppm)=6,50-2,80 (H-1-6 und OH), 2,01
(CHs-Acetat an C-6).

DS = 0,34 (iiber 'H-NMR-Spektroskopie nach Perpropionylierung bestimmt)

4.2.7 Synthese von Stirkecarbonaten mit Chlorkohlensiurealkylester und Pyridin in

N,N-Dimethylformamid (DMF)/LiCl (Beispiel Stirkemethylcarbonat SMC01)

In einem typischen Beispiel wurde Tapiokastirke STO07 (25,0 g, 154,3 mmol) in 215 mL
wasserfreiem DMF suspendiert und 2 h bei 120 °C unter Stickstoff geriihrt. Nach Abkiihlen
auf 80 °C wurde trockenes LiCl (8,0 g, 188,7 mmol) zugefiligt und bis zum Erhalt einer klaren
Losung gertihrt. Die Mischung wurde unter Stickstoff auf 4 °C gekiihlt und Pyridin (6,2 mL,
76,8 mmol) und Chlorkohlensduremethylester (6,0 mL, 77,5 mmol) zugefiigt. Nach 4 h bei
4 °C erfolgte die Fillung in 2 L Ethanol. Das Produkt wurde filtriert, der Riickstand zwei Mal
mit 1 L Féllmittel gewaschen und durch Umfillen aus 200 mL Wasser in 2 L Ethanol
gereinigt. Im Anschluss wurde die Probe in 400 mL Wasser gelost, filtriert, im Vakuum
eingeengt und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 22,8 g (85 %)

FTIR (KBr): 3.000-3.700 cm™ v (OH), 2.930 cm™ v (C-H), 1.733 cm™ v (C=Ocasponar),
1.250 cm™ v (C-O-Ccarponat), 1.150 em™, 1.076 cm™, 1.025 cm™ v (C-O-Cagg).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 297 K): § (ppm) = 155,4 (C=0), 100,6 (C-1), 79,3 (C-4),
77,5-71,0 (C-2,3,5), 70,3 (C-4, nicht reduzierendes Ende), 68,7 (C-5° neben C-6s), 67,1
(C-6s), 60,8 (C-6), 55,2 (CH3- Methylcarbonat).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 297K): ¢ (ppm)=2,90-6,00 (H-1-6 und OH), 3,70
(CHs-Methylcarbonat).

DS = 0,21 (durch Titration bestimmt)

Stirkeethylcarbonat SEC02

Es wurde ein Molverhéltnis Chlorkohlensdureethylester/AGE von 0,5/1 eingesetzt.

Ausbeute: 2,29 g (83 %, ausgehend von 2,5 g Stérke)

FTIR (KBr): 3.000-3.700 cm” v (OH), 2.930 cm™ v (C-H), 1.750 cm™ v (C=Ocarbonat),
1.370 cm™ v (CHs), 1.260 cm™ v (C-O-Ccarbonat), 1.150 cm™, 1.080 cm™, 1.020 cm™
v (C-O-Cagg).
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PC-NMR (63 MHz, DMSO-ds, 297 K): § (ppm) = 154,8 (C=0), 100,6 (C-1), 79,5 (C-4),
78,0-71,0 (C-2,3,5), 70,4 (C-4, nicht reduzierendes Ende), 68,8 (C-5° neben C-6s), 66,7
(C-6s), 64,1 (CHz-Ethylcarbonat), 60,7 (C-6), 14,5 (CH;3-Ethylcarbonat)

"H-NMR (250 MHz, DMSO-ds, 297 K): ¢ (ppm) = 5,90-5,25 (OH-2,3), 5,25-4,80 (H-1), 4,55
(OH-6), 4,30 (H-6s), 4,10 (CH,-Ethylcarbonat), 3,80 (H-5° neben C-6s), 3,74-3,40 (H-3,5,6),
3,40-3,15 (H-2,4), 3,06 (H-4, nicht reduzierendes Ende), 1,20 (CH;3-Ethylcarbonat)

DS = 0,18 (iiber 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt)

Stirkephenylcarbonat SPC03

Es wurde ein Molverhiltnis Chlorkohlensdurephenylester/AGE von 2/1 eingesetzt. Das
Produkt wurde durch Féllung in Eiswasser, Waschen mit Eiswasser und Ethanol sowie
Umfillen aus DMF in Ethanol isoliert.

Ausbeute:4 g (70 %, ausgehend von 2,5 g Stérke)

FTIR (KBr): 3.000-3.700 cm™ v (OH), 2.930 cm™ v (C-H), 1.770 cm™ v (C=Ocasponar),
1.250 cm™ v (C-O-Carponat), 1.160 cm™, 1.070 cm™, 1.020 cm™ v (C-O-Cage)

BC-NMR (63 MHz, DMSO-ds, 297 K, Nummerierung siche Abb. 3.25): § (ppm) = 162,1
(C=0O-Formyl), 153,4 (C=0O-Phenylcarbonat), 150,1 (C-13-Phenylcarbonat), 129,9
(C-15-Phenylcarbonat), 126,4 (C-16-Phenylcarbonat), 121,5 (C-14-Phenylcarbonat), 100,8
(C-1), 96,3 (C-1° neben C-2s), 80,2 (C-4), 76,6 (C-2s), 75,0-64,0 (C-2-5,6s), 70,4 (C-4, nicht
reduzierendes Ende).

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds, 297 K): § (ppm) = 8,20 (H-Formyl), 8,00-6,70 (H-Aromat,
Phenylcarbonat), 6,00-2,60 (H-1-6, OH).

DS = 1,48 (iiber 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt)

4.2.8 Synthese von Stirkeethylcarbonaten mit Ethyl-1H-imidazol-1-carboxylat in
DMSO (SEC10)

In einem typischen Beispiel wurde Imidazol (1,05 g, 15,4 mmol) unter Stickstoff in 11,6 mL
wasserfreiem Tetrahydrofuran (THF) gelost. Chlorokohlensdureethylester (0,74 mL,
7,7 mmol) wurde zugegeben und die Mischung 20 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Filtration vom entstandenen weilen Feststoff wurde das THF im Vakuum entfernt und das
erhaltene Ethyl-1H-imidazol-1-carboxylat ohne weitere Reinigung verwendet. Tapiokastérke
STO07 (2,5 g, 15,4 mmol) wurde in 65 mL wasserfreiem DMSO bei 70 °C unter Riihren geldst.
Nach Abkiihlen auf 60 °C wurden unter Stickstoff Triethylamin (0,80 g, 7,9 mmol) und
Ethyl-1H-imidazol-1-carboxylat gelost in 10 mL wasserfreiem DMSO zugefiigt. Nach 2 h

Riihren bei 60 °C wurde das Produkt in 600 mL Isopropanol gefillt, der Riickstand drei Mal
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mit 200 mL Isopropanol gewaschen, durch Umféllen aus 10 mL Wasser in 100 mL
Isopropanol gereinigt und bei 80 °C im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 1,82 g (65 %)

FTIR (KBr): 3.000-3.800 cm™ v (OH), 2.940 cm™ v (C-H), 1.750 cm™ v (C=Ocasponar),
1.270 cm™ v (C-O-Carponat), 1.150 em™, 1.020 cm™ v (C-O-Cagg).

BC-NMR (63 MHz, DMSO-ds, 297 K): 6 (ppm) = 154,8 (C=0), 100,9 (C-1), 95,4 (C-1°
neben C-2s), 79,7 (C-4), 77,0 (C-2s), 76,0-71,0 (C-2,3,5), 70,4 (C-4, nicht reduzierende
Endgruppe), 64,2 (CH,-Ethylcarbonat), 60,8 (C-6), 14,5 (CH3-Ethylcarbonat).

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds, 297 K): 6 (ppm) = 5,80-2,90 (H-1-6, OH), 4,12 (CH,-
Ethylcarbonat), 1,22 (CHs-Ethylcarbonat).

DS = 0,28 (iiber 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt)

4.2.9 Aminolyse von Stirkephenylcarbonat in DMF (Beispiel N-(2-Hydroxyethyl)-
stirkecarbamat HESC03)

In einem typischen Beispiel wurde 1,00 g Starkephenylcarbonat SPC03 (DS = 1,48; 2,95
mmol, 4,4 mmol Phenylcarbonatgruppen) in 7,5 mL wasserfreiem DMF bei Raumtemperatur
gelost. Es wurde anschlieBend 0,36 mL Ethanolamin (5,89 mmol) gelést in 7,5 mL
wasserfreiem DMF zugefiigt, die Mischung auf 60 °C erhitzt und bei dieser Temperatur 24 h
zur Reaktion gebracht. Das Produkt wurde in 300 mL Ethanol gefillt und filtriert, der
Riickstand drei Mal mit 100 mL Ethanol gewaschen, in 100 mL Wasser geldst, die Losung
filtriert, im Vakuum eingeengt und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 0,64 g (85 %)

Elementaranalyse: C 42,77 %, H 6,23 %, N 5,87 %

FTIR (KBr): 3.000-3.700 cm™ v (OH), 2.910cm” v (C-H), 1.710 cm” v (C=Ocarbamat),
1.520 cm™ v (C-N-Hcarbamat), 1.160 cm™, 1.070 cm™ v (C-O-Cagg).

BC-NMR (63 MHz, DMSO-ds, 297 K, Nummerierung sieche Abb. 3.30): ¢ (ppm) = 156,7
(C-12, C=0), 101,9 (C-1), 96,7 (C-1° neben C-2s), 80,0 (C-4), 80,0-65,0 (C-2-5), 63,3 (C-6s),
60,4 (C-14, CH,-Carbamat), 43,3 (C-13, CH,-Carbamat).

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds, 297 K): § (ppm) = 6,00-2,80 (H-1-6, OH), 4,62 (H-13,
CH;-Carbamat), 3,05 (CH,-Carbamat).

DS = 1,07 (iiber Elementaranalyse bestimmt)
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p-Aminobenzylstirkecarbamat ABSC03

Es wurde p-Aminobenzylamin als Reagenz eingesetzt. Durch Fillung und Waschen mit
Ethanol und anschlieBender Trocknung bei 60 °C im Vakuum konnte das Produkt als weilles
Pulver erhalten werden.

Ausbeute: 0,93 g (99 %, ausgehend von 1,00 g Starkephenylcarbonat)

Elementaranalyse: C 52,78 %, H 5,65 %, N 9,30 %

FTIR (KBr): 3.000-3.700 cm™ v (OH), 2.930cm™” v (C-H), 1.700 cm™ v (C=Ocarbamat);
1.520cm™ v (C-N-Heamamar),  1.260 cm™ v (C-O-Cearpama),  1.140 cm™,  1.030 cm”
v (C-O-Cagg)-

BC-NMR (63 MHz, DMSO-ds, 297 K, Nummerierung siche Abb. 3.30): § (ppm) = 157,0
(C-20, C=0-Carbamat), 148,2 (C-19, Phenyl-Carbamat), 129,1 (C-17, Phenyl-Carbamat),
127,5 (C-18, Phenyl-Carbamat), 114,6 (C-32, Phenyl-Carbamat), 101,4 (C-1), 96,5 (C-1°
neben C-2s), 80,1 (C-4), 77,2 (C-2s), 79,0-67,0 (C-2-5), 63,9 (C-6s), 60,9 (C-6), 44,5 (C-16,
CH;-Carbamat).

"H-NMR (250 MHz, DMSO-ds, 297 K): 6 (ppm) = 6,92, 6,50 (H-Aromat, Carbamat), 6,00-
2,60 (H-1-6, OH), 4,00 (H-16, CH,-Carbamat).

DS = 1,06 (iiber Elementaranalyse bestimmt)

Propargylstirkecarbamat PSC01

Propargylamin kam als Reagenz zum Einsatz. Das erhaltene Produkt wurde durch Fallung
und Waschen mit Ethanol isoliert und bei 60 °C im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,60 g (85 %, ausgehend von 1,00 g Starkephenylcarbonat)

Elementaranalyse: C 49,76 %, H 5,01 %, N 4,73 %

FTIR (KBr): 3.000-3.700 cm™ v (OH), 3.290 cm™ v (=C-H), 2.930 cm™ (C-H), 1.770 cm’
v (C=Ocamonat), 1.710 cm™ v (C=Ocamamat), 1.530 cm™ v (C-N-Hcarpamar),  1.250 cm’™
Vv (C-O-Ccarbonat), 1.150 cm™, 1.040 cm™ v (C-O-C ce).

BC-NMR (63 MHz, DMSO-ds, 297 K, Nummerierung siche Abb. 3.30): 0 (ppm) = 156,2
(C-21, C=0O-Carbamat), 153,3 (C-7, Phenylcarbonat), 151,1 (C-8, Phenylcarbonat), 129,9
(C-10, Phenylcarbonat), 126,4 (C-11, Phenylcarbonat), 121,3 (C-9, Phenylcarbonat), 101,3
(C-1), 96,6 (C-1° neben C-2s), 81,6 (C-23, -C= Carbamat), 80,2 (C-4), 75,6 (C-2s), 73,3
(C-24, =C-H Carbamat), 78,0-66,0 (C-2-5), 63,6 (C-6s), 60,8 (C-6), 30,4 (C-22,
CH,-Carbamat).
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'H-NMR (250 MHz, DMSO-dj, 297 K, Nummerierung siche Abb. 3.33): d (ppm) = 8,00-6,70
(H-Phenylcarbonat), 6,00-2,70 (H-1-6, OH), 3,18 (H-7, CH,Carbamat), 2,95 (H-8,
=C-H Carbamat).

DS (Carbamat) = 0,44 (iiber 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt)

DS (Carbonat) = 0,36 (iiber 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt)

N-(Anthracen-9-ylmethyl)- V-methyl-stirkecarbamat AMMSCO03

Die Verwendung von 9-Methylaminomethyl-anthracen als Reagenz flihrte zum
N-(Anthracen-9-ylmethyl)-N-methyl-stirkecarbamat. Das Produkt wurde durch Féllung und
Waschen mit Isopropanol isoliert und bei 60 °C im Vakuum getrocknet.

Ausbeute:0,40 g (72 %, ausgehend von 0,50 g Stiarkephenylcarbonat)

Elementaranalyse: C 53,24 %, H 4,36 %, N 1,99 %

FTIR (KBr): 3.000-3.700 cm™ v (OH), 2.929 cm™ v (C-H), 1.763 cm™ v (C=Ocasbonar),
1.690 cm™ v (C=Ocarpamar), 1.252 cm™ v (C-O-Cearponar), 1.153 cm™, 1.076 cm™, 1.043 cm’
v (C-O-Cagg).

BC-NMR (63 MHz, DMSO-ds, 297 K, Nummerierung siche Abb. 3.30): § (ppm) = 155,9
(C-25, C=0O Carbamat), 153,2 (C-7, Phenylcarbonat), 151,0 (C-8, Phenylcarbonat),
133,0-123,0 (C-228-35 Carbamat, C-10,11 Phenylcarbonat), 121,2 (C-9, Phenylcarbonat),
101,3 (C-1), 96,4 (C-1° neben C-2s), 80,1 (C-4), 78,0-68,0 (C-2-5), 67,5 (C-6s), 61,0 (C-6),
43,2 (C-27, CH,.Carbamat), 31,7 (C-26, CH3.Carbamat).

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d;, 297 K, Nummerierung siche Abb. 3.34): § (ppm) = 8,80-7,80
(H-9,12,13, Carbamat), 7,80-6,50 (H-10,11, Carbamat, H-Phenylcarbonat), 6,20-2,60 (H-1-6,
OH), 5,50 (H-8, CH,.Carbamat), 2,45 (H-7, CHs;.Carbamat).

DS (Carbamat) = 0,59 (iiber 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt)

DS (Carbonat) = 0,58 (iiber 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt)

4.2.10 Synthese von Stirke-n-propylphosphonat mit T3P® in DMF/LiCl (SPP02)

In einem typischen Beispiel wurde Tapiokastirke STO07 (40,0 g, 246,9 mmol) in 380 mL
wasserfreiem DMF suspendiert und unter Stickstoff bei 120 °C 2 h geriihrt. Nach Abkiihlen
auf 80 °C wurde getrocknetes LiCl (14 g, 330,2 mmol) zugefiigt und bei dieser Temperatur
bis zur Losung der Stirke weitergeriihrt. Nach Erhitzen der Losung auf 100 °C und
anschlieender Zugabe von T3P (23.6 g, 74,0 mmol) gelost in DMF (51,5 %, w/w) erfolgte
die Reaktion bei dieser Temperatur iiber einen Zeitraum von 3 h. Das Reaktionsgemisch

wurde in 3 L Ethanol gefillt, der Niederschlag filtriert und drei Mal mit 1 L Ethanol
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gewaschen. Weitere Reinigung erfolgte durch Umfillen aus 70 mL Wasser in 1 L Ethanol,
Auflésen des Produktes in 400 mL Wasser sowie Filtration und Gefriertrocknung der Losung.
Ausbeute: 18 g (41 %)

ICP-OES: P 6,70 %

FTIR (KBr): 4.000-3.000 cm™ v (OH), 2.934 cm™, 2.963 cm™ v (C-H), 863 cm™ v (P-O-C),
1.200-900 cm™ v (P-O-C, R-P(=0)-OH), 1.200-800 cm™ v (C-O-Cagg).

3'P-NMR (162 MHz, D,0, 297 K): 6 (ppm) = 33.

BC-NMR (100 MHz, D,0, 297 K): § (ppm)=99,7 (C-1), 96,8 (C-1° neben C-2s), 76,7
(C-4),75,0-68,0 (C-2,3,5), 63,6 (C-6s), 60,3 (C-6), 30,0-26,0 (CH,-Phosphonat), 15,9
(CH;-Phosphonat), 14,8 (CH3-Phosphonat).

'"H-.NMR (400 MHz, D,O, 297K): & (ppm)=5,70-3,00 (H-1-6 und OH), 1,62
(CH;-Phosphonat), 1,44 (CH;,-Phosphonat), 0,84 (CH3-Phosphonat).

DS = 0,56 (iiber 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt)

4.2.11 Synthese von Stiarke-n-propylphosphonat mit T3P® (gelost in Ethylacetat) in
N,N-Dimethylacetamid (DMAc) (SPP14)

In einem typischen Beispiel wurde reduzierte Stiarke (RS09, 60,0 g, 0,37 mol) suspendiert in
400 mL wasserfreiem DMAc unter Stickstoff bei 100 °C 2 h bis zur Losung der Stirke
geriihrt. Das Gemisch wurde anschlieBend auf 100 °C abgekiihlt und T3P® (35,3 g, 0,11 mol)
gelost in Ethylacetat (50 %, w/w) zugegeben. Nach 3 h Reaktionszeit wurde das Produkt in
2 L Ethanol gefillt, filtriert und vier Mal mit 0,5 L Ethanol gewaschen. AnschlieBend wurde
es in 400 mL Wasser gelost, mit gesattigter NaHCO;-Losung auf pH 8 gebracht, die Losung
im Vakuum eingeengt, in 1 L Aceton gefillt, drei Mal mit je 0,5 L Isopropanol gewaschen,
aus 50 mL Wasser in 500 mL Isopropanol umgefillt, drei Mal mit je 0,5 L Isopropanol
gewaschen, erneut in Wasser aufgenommen, die Loésung im Vakuum eingeengt und
gefriergetrocknet.

Ausbeute: 55,3 g (67 %)

FTIR (KBr): 4.000-3.000 cm™ v (OH), 2.934 cm™, 2.963 cm™ v (C-H), 863 cm™ v (P-O-C),
1.200-900 cm™ v (P-O-C, R-P(=0)-OH), 1.200-800 cm™ v (C-O-Cagg).

*'P-NMR (162 MHz, DMSO-djs, 297 K): 6 (ppm) = 29-33.

BC-NMR (101 MHz, D,0, 297 K): d (ppm) = 99,3 (C-1), 79,7 (C-4), 75,0 (C-2s), 67,0-78.,0
(C-2,3,5), 62,8 (C-6s), 60,3 (C-6), 28,0-32,0 (CH,-Phosphonat), 17,4 (CH,-Phosphonat), 15,1
(CHj3-Phosphonat).
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"H-NMR (400 MHz, D0, 297 K): ¢ (ppm) = 3,00-6,00 (H-1-6, OH und CH,-Phosphonat),
1,44 (CH,-Phosphonat), 0,91 (CH3s-Phosphonat).
DS = 0,57 (iiber 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt)

4.2.12 Synthese von Stirkeethylphosphonat mit Ethylphosphonsiureanhydrid (gelost in
Ethylacetat) in DMAc (SEP01)

In einem typischen Beispiel wurde reduzierte Stirke (RS09, 1,0 g, 6,2 mmol) suspendiert in
10 mL trockenem DMACc unter Stickstoff bei 120 °C 2 h bis zur Losung der Stéarke geriihrt.
Das Gemisch wurde anschlieBend auf 100 °C temperiert und Ethylphosphonsdureanhydrid
(0,51 g, 1,9 mmol) gelost in Ethylacetat (66 %, w/w) zugegeben Nach 3 h Reaktionszeit
erfolgte die Isolierung des Produktes durch Féllung des Reaktionsgemisches in 100 mL
Isopropanol und dreimaliges Waschen des Niederschlags mit 100 mL Ethanol. Im Anschluss
wurde aus 5 mL Wasser in 50 mL Isopropanol umgefillt, erneut in Wasser aufgenommen, die
Losung im Vakuum eingeengt und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 0,83 g (67 %)

FTIR (KBr): 4.000-3.000 cm™ v (OH), 2.960cm” v (C-H), 863cm’ v (P-O-C),
1.200-900 cm™ v (P-O-C, R-P(=0)-OH), 1.200-800 cm™ v (C-O-Cagg).

3'P_NMR (162 MHz, DMSO-dj, 297 K): d (ppm) = 27-32, 32-38.

BC-NMR (101 MHz, DMSO-ds, 297 K): § (ppm)=100,9 (C-1), 79,9 (C-4), 69,0-78,0
(C-2,3,5), 64,0 (C-6s), 60,7 (C-6), 17,0-22,0 (CH,-Phosphonat), 7,3 (CHs-Phosphonat).
'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 297K): J (ppm)=2,80-6,50 (H-1-6 und OH), 1,62
(CH;-Phosphonat), 1,03 (CH3-Phosphonat).

DS = 0,43 (iiber 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt)

4.2.13 Synthese von Sulfoethylstirke mit Natriumvinylsulfonat in Isopropanol (SES10)

In einem typischen Beispiel wurden 30,0 g reduzierte Starke (RS09, 185 mmol) in 400 mL
Isopropanol in Stickstoffatmosphire unter Rithren mit 57,8 g 25 %iger (w/w) wéssriger
Natriumvinylsulfonatlosung (111 mmol), in der 13,3 g NaOH gel6st wurden, versetzt. Die
Reaktionsmischung wurde auf 80 °C erhitzt, 1 h bei dieser Temperatur geriihrt und
anschlieBend wurden erneut 57,8 g der Natriumvinylsulfonatlosung (111 mmol) zugefiigt.
Nach weiteren 3 h Reaktionszeit bei 80 °C wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt, das
iiberstehende Medium vom Rohprodukt dekantiert, das Produkt in Wasser aufgenommen und
mit Essigsdure neutralisiert. Es wurde in 2 L Ethanol gefillt, vier Mal mit 0,5 L Ethanol

gewaschen und aus Wasser in Ethanol umgefillt. AnschlieBend wurde erneut eine wissrige
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Losung hergestellt, diese im Vakuum eingeengt, gegen Wasser dialysiert (Membran mit
MWCO = 1000 g/mol) und gefriergetrocknet.

Ausbeute: 27,6 g (57 %)

Elementaranalyse: C 34,16 %, H 4,97 %, N 0 %, S 9,45 %

FTIR (KBr): 4.000-3.000 cm™ v (OH), 2.930 cm” v (C-H), 1.250 cm” v (0=S=0),
1.200-800 cm™ v(C-O-Cagg), 1.050 cm™ v (0=8=0), 750 cm™ v (S-C).

BC-NMR (63 MHz, D,0, 297 K): J (ppm) = 99,4 (C-1), 96,6 (C-1’ neben C-2s), 81,0-69,0
(C-2-5), 69,3 (C-6s), 67,6, 66,2 (C-7, CH,-Sulfoethyl), 60,4 (C-6), 50,5 (C-8,
CH,-Sulfoethyl).

'H-.NMR (400 MHz, D,0, 297K): § (ppm)=5,50-2,90 (H-1-6), 3,74, 3,49 (H-7,
CH,-Sulfoethyl), 2,82 (H-8, CH,-Sulfoethyl).

DS = 0,77 (iiber Elementaranalyse bestimmt)

4.2.14 Perpropionylierung/Peracetylierung von Stirkederivaten, Allgemeine Synthese-
vorschrift

Das Stérkederivat (0,3 g) wurde in 5 mL Pyridin (61,9 mmol) geldst. Im Anschluss erfolgte
die Zugabe von 4-(N,N-Dimethylamino)pyridin (DMAP, 5 mg, 0,04 mmol) und 5 mL
Essigsdureanhydrid, im Falle von Stérkeacetaten Propionsdureanhydrid. Die Losung wurde
24 h bei 80 °C geriihrt, anschlieBend im Vakuum eingeengt und in 50 mL Ethanol gefillt. Der
Riickstand wurde filtriert, drei Mal mit 50 mL Fallmittel gewaschen und im Vakuum bei

40 °C getrocknet.

Perpropionyliertes Stirkeacetat (SA20)

FTIR (KBr): keine v (OH), 2.986 cm™, 2.948 cm™, 2.889 cm™ v (C-H), 1.750 cm™ v (C=0),
1.275cm™  §(C-H), 1.234cm’ v (C-O-Ciger), 1.176cm™, 1.085cm™, 1.039 cm’
v (C-O-Cagg).

BC-NMR (100 MHz, CDCls, 323 K):  (ppm)=173,7 (C=O-Propionat an C-2), 173,5
(C=0-Propionat an C-6), 172,5 (C=O-Propionat an C-3), 170,2 (C=0-Acetat), 95,5 (C-1),
74,0 (C-4), 71,5 (C-3), 70,2 (C-2), 69,1 (C-5), 63,0 (C-6), 27,2 (CH,-Propionat), 20,6
(CHj3-Acetat), 8,9 (CH3-Propionat).

'H-NMR (250 MHz, CDCl3, 323 K): 6 (ppm) = 5,25 (H-3), 5,16 (H-1), 4,74 (H-2), 4,34, 4,24
(H-6), 3,97 (H-5), 3,95 (H-4), 2,47 (CH-Propionat an C-6), 2,35 (CH,-Propionat an C-2),
2,23 (CH,-Propionat an C-3), 2,09 (CHj3-Acetat an C-6), 2,00 (CHs-Acetat an C-3), 1,93
(CHj3-Acetat an C-2), 1,10 (CH;3-Propionat an C-6), 1,00 (CH3-Propionat an C-2 und C-3)
DSpropionat = 1,94, DS acetat = 1,06 (liber 'H-NMR-Spektroskopie bestimmt).
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Perpropionyliertes Stirkeethylcarbonat SEC02

FTIR (KBr): keine v (OH), 2.981 cm™ v (C-H), 1.753 cm™ v (C=0), 1.372 cm™, 1.239 cm™
V (C-O-Cgier), 1.039 cm™ v (C-O-Cage).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 323K): 6 (ppm)=170,6 (C=0O-Acetat an C-2), 170,3
(C=0-Acetat an C-6), 169,4 (C=0O-Acetat an C-3), 154,7 (C=0O-Ethylcarbonat), 95,6 (C-1),
74,0-67,0 (C-2-5), 64,3 (CH,-Ethylcarbonat), 62,3 (C-6), 20,8 (CHj-Acetat an C-6), 20,6
(CHj3-Acetat an C-2,3), 14,2 (CHs-Ethylcarbonat).

"H-NMR (250 MHz, DMSO-ds, 232 K): 6 (ppm) = 5,60-3,30 (H-1-6, CH,-Ethylcarbonat),
2,18 (CHj3-Acetat an C-6), 2,02 (CHj-Acetat an C-2), 1,99 (CHj3-Acetat an C-3), 1,30
(CHs-Ethylcarbonat).

DSkthyicarbonat = 0,18, DS acetat = 2,82 (liber '"H-NMR-Spektroskopie bestimmt)

4.3 Charakterisierung und Eigenschaften

4.3.1 Messmethoden

Die Aufnahme von NMR-Spektren erfolgte mit Spektrometern der Firma Bruker (Avance
250, 250 MHz; Avance 400, 400 MHz). Die Proben wurden in DMSO-ds, CDCl; oder D,O
gelost. Die Konzentrationen der Losungen lagen bei mindestens 5 %. Fiir peracetylierte und
perpropionylierte Proben erfolgte die Messung bei 50 °C.

FTIR-Spektren wurden an einem NICOLET AVATAR 370 DTGS Spektrometer von Thermo
Electron unter Verwendung von KBr-Presslingen gemessen.

Elementaranalysen (Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff) erfolgten an einem Vario EL III
der Firma Elementaranalysensysteme Hanau.

UV/Vis-Spektren von Losungen wurden mit einem Lambda 10 UV/Vis Spektrometer von
Perkin Elmer (Waltham, USA) unter Verwendung von Quartz-Glaskiivetten aufgenommen.
Zur Messung der pH-Werte kam eine pH-Elektrode SevenMultiTM der Firma Mettler Toledo
zum Einsatz.

Die Ermittlung des Phosphorgehaltes von Stirkepropylphosphonaten erfolgte mittels
optischer Emissionsspektroskopie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES) an einem
Perkin Elmer Optima 2.000 DV Spektrometer. Hierzu wurde 0,1 g Probe, vermischt mit 6 mL
konzentrierter Salpetersdure, 2 mL konzentrierter Salzsdure und 1 mL konzentrierter
Wasserstoffperoxidlosung, bei 260 °C 35 min in einem Mikrowellenofen aufgeschlossen.
Nach Abkiihlen wurde die Probe mit entionisiertem Wasser auf 25 mL verdiinnt und mit ICP-
OES bei 213,616 nm unter Verwendung kommerziell erhéltlicher Phosphorstandards (Merck)

analysiert.
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GPC wurde an einer Anlage der Firma Jasco gemessen (GPC-Pumpe PU-980; RI-Detektor
RI-2031 Plus; UV-Detektor UV-975; Siulen: PSS SUPREMA pre/1.000 A /100 A in Serie;
Flussrate: 1 mL min™'; 30 °C; Eluent: Wasser/0,1 M NaNOs/0,05 % NaNj; Kalibrations-
standard Pun). Fiir die GPC-Messung wasserunloslicher Proben wurden 2 mg der Probe in
1 mL DMSO 24 h bei 80 °C und 5 h bei 120 °C behandelt. Die Messungen erfolgten an einem
Geriét der Firma Jasco mit GPC-Pumpe PU-980, RI-Detektor RI-930 und PSS NOVEMA-
Saulen mit Porengrdfen von 3.000 A und 300 A. Die Flussrate betrug 0,5 mL min" und die
Messung wurde bei 65 °C durchgefiihrt. Als Eluent diente DMSO mit 0,5 % (m/V)
Lithiumchlorid und als Kalibrationsstandard Pun.

Die Durchfiihrung der Kapillarviskosimetrie erfolgte an einem automatischen Viskosimeter
(Lauda PVS 1/2) bei 20 °C. Bei der Kapillare handelte es sich um eine Ubbelohde-Kapillare
(No. I, K=0,010, EGV 923, 53110, Schott Instruments, Mainz, Deutschland).

Fir die analytische Ultrazentrifugation wurde eine Optima XL-I Ultrazentrifuge (Beckman
Instruments, Palo Alto, USA) verwendet, welche mit einer Rayleigh Interferenz Optik
ausgestattet ist. Die Messzellen waren aus Titan (XL-1) und wiesen eine optische Weglinge
von 20 mm auf.

Gefriertrocknungen wurden mit einem Christ Gefriertrockner Alpha 1-4 LD durchgefiihrt.
Triibungsmessungen von Losungen der Proben in Wasser und Matrixlosung (1 % oder 5 %,
w/w) erfolgten an einem Turbiquant 1300 IR der Firma Merck, welches mit Formazin-
Standards von 0,02 nephelometrischen Triibungseinheiten (NTU), 10 NTU, 100 NTU und
1.750 NTU kalibriert wurde.

Zur Ermittlung der Dichte der Losungen kam ein Dichtemessgerdt der Firma Anton Paar

(DMA 4500M) zum Einsatz.

4.3.2 Bestimmung von Anzahl der Wiederholungseineiten und Verzweigungsgrad von
Stirke mittels 1H-NMR—Spektroskopie

Die NMR-Messung der Probe, gelost in D,0O, erfolgte bei einer Temperatur von 70 °C. Die
durchschnittliche = Anzahl an  Wiederholungseinheiten pro  Stirkemolekiil sowie
Verzweigungsgrad, hier definiert als Anteil a-1—6-glykosidischer Verkniipfungen von der

Gesamtanzahl an glykosidischen Verkniipfungen, wurden in Anlehnung an die Literatur **-

%% aus den Integralen der 'H-NMR-Spektren iiber folgende Formeln berechnet:
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(Integral (H—1(1—>6))*100)
Integral (H—l(Gesamt))— Integral (H—l(a—r))—lntegral (H—l(B—r)))

Verzweigungsgrad (%) = (

(Integral (H-1(Gesamt))*100)
Integral (H—l(a—r))+lntegral (H—I(B—r)))

Zahl der Wiederholungseinheiten = (

Die Lage der Integrale des anomeren Protons H-1 von a-1—4- und a-1—6-glykosidisch
verkniipften Einheiten sowie H-1 an reduzierenden Endgruppen ist in Kapitel 3.1.2

beschrieben (sieche Abb. 3.3-3.5).

4.3.3 Fehling-Probe

Es wurden 0,05 g Probe in 1-2 mL Wasser gelost und anschlieBend mit 2 mL Fehling I- (3,5 g
CuSO4 in 50 mL Wasser) und 2 mL Fehling II-Losung (17 g Na-K-Tartrat, 5 g NaOH in
50 mL Wasser) in einem Reagenzglas vermischt. Die Mischung wurde 5 min auf 100 °C

erhitzt.

4.3.4 UV/Vis-spektroskopische Untersuchung des C=0-Gehaltes in Stirken

2mg Probe wurden in 2 mL 1N NaOH unter Riihren geldst, mit 150 mg 4-Amino-3-
hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol (Purpald®) versetzt und 10 min bei Raumtemperatur bis
zur Ausbildung der violetten Farbe stark geriihrt. Nach Abfiillung der Losung in eine 1 cm-
Quarzkiivette erfolgte die Messung in einem UV/Vis-Spektrometer im Wellenldngenbereich
400-600 nm. Als Blindwert wurde das Spektrum des Mediums aus 1 M NaOH/Purpald® ohne
Probe verwendet. Der Gehalt an reduzierenden Glucopyranosyleinheiten der Proben konnte
iiber eine Kalibrationsreihe mit Glucose berechnet werden (Konzentrationsbereich 0,006-
0,250 mg/mL, charakteristische ~Absorptionsbande des Aldehyd-Purpald®-Produktes:
550 nm).

4.3.5 Titration zur DS-Bestimmung von Stirkemethylcarbonat

Starkemethylcarbonat SMCO01 (100 mg) wurde unter Stickstoff mit NaOH-Ldsung (20 mL,
0,1 M, mit Stickstoff entgast) 4,5 h bei 60 °C geriihrt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur
erfolgte unter Messung des pH-Wertes mit einer pH-Elektrode die Riicktitration mit Salzsdure

(0,1 M).
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4.3.6 Titration zur DS-Bestimmung und Neutralisation von Stirke-n-propylphosphonat
Die Probe wurde in Wasser gelost (200 mg, 10 mg/mL). Unter Schwenken wurde die Losung
langsam unter Messung des pH-Wertes mit einer pH-Elektrode mit einer wéssrigen NaHCO3-
Losung (0,12 mol/L) titriert. Zur Neutralisation von Stiarkepropylphosphonaten wurde so viel
NaHCO; zugegeben, bis ein pH-Wert von 7,5 erreicht wurde und die Losung im Anschluss
dialysiert (Membran mit MWCO = 1.000 g/mol) und gefriergetrocknet.

4.3.7 Bestimmung der intrinsischen Viskositit [n]

Die zu untersuchende Probe wurde in 20 mL Matrixlosung (geloste Substanzen in Wasser:
Mg®" 0,5 mmol/L, Ca®" 1,0 mmol/L, Na" 138,0 mmol/L, Lactat” 35,0 mmol/L) geldst (20-
300 mg/mL). Bei Kaltwasserunloslichkeit wurde auf bis zu 90 °C erhitzt. Nach Zentrifugation
und Uberfiihrung von 15 mL der Losung in eine Ubbelohde-Kapillare erfolgte die Messung
der relativen Viskostit in Abhédngigkeit der Konzentration bei 20 °C. Losungen verschiedener
Konzentrationen wurden durch automatische computergesteuerte Verdiinnung mit
Matrixlosung in der Kapillare erhalten. Aus den gemessenen Durchlaufzeiten von
unterschiedlich konzentrierten Losungen konnten relative (1), reduzierte (neq) und inhdrente

(minh) Viskositét berechnet werden geméal:

t

_ Losung
Nrel = ———
Losemittel
_ N
MNred =
cL()'sung
= ln(nrel)
Ninh =
CLé'sung

Durch graphische Extrapolation des Verlaufs der fiir eine Konzentrationsreihe gemessenen
Werte von mreq gegen 0 mg/mL erfolgte die Bestimmung von [n]. Zur Kontrolle wurde
iiberpriift, ob sich die extrapolierten Verldufe der reduzierten und der inhdrenten Viskositét

bei 0 mg/mL schneiden.

4.3.8 Analytische Ultrazentrifuge
Es wurden Losungen der Proben in Wasser mit 0,02 % NaNj; hergestellt. Als Referenz diente

Wasser mit 0,02 % NaNj.
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Fir die Sedimentationsgeschwindigkeitsexperimente wurde eine Probenkonzentration
0,25 mg/mL gewdhlt. In den Probekanal der Messzelle wurde 0,5 mL Probeldsung und in den
Referenzkanal 0,5 mL des Referenzlosemittels pipettiert. Die Apparatur wurde auf 20 °C
temperiert und als Geschwindigkeit wurden 45.000 Umdrehungen/min gewihlt. Die
Datenanalyse erfolgte mit der SEDFIT Programmsoftware unter Verwendung der Methode
o(s) 35397

Die Sedimentationsgleichgewichtsexperimente erfolgten mit Probelosungen, die
Konzentrationen von 0,5 mg/mL aufwiesen. Es wurden jeweils 0,14 mL Probelésung und
Referenzlosung in den Probe- bzw. Referenzkanal der Messzelle injiziert, das Gerét auf 20°C
temperiert und eine Geschwindigkeit von 35.000 Umdrehungen/min eingestellt. Zur
Auswertung der erhaltenen Daten wurde M,, der Proben mithilfe des SEDFIT-MSTAR-
Programmes berechnet 2?27

Extrapoliermethode: Nach Darstellung der M,, in Abhingigkeit der radialen Position (r)
wurde die gewichtsmittlere apparente Molmasse My, app(r) als integrale Funktion aus dem
Graph der lokalen Konzentration c(r) gegen r ermittelt.

,Hinge*“-Methode: M, app(r) wurde aus dem Graph In c(r) gegen 1’ erhalten. Der “hinge
point” ist die radiale Position at, bei der ¢(r) gleich der urspriinglichen Probenkonzentration

der Losung ist. Es ist eine alternative Methode oder Kontrollmethode zur Extrapoliermethode.

4.3.9 Ultrafiltrationsversuch

Der Membranschlauch mit MWCO = 1.000 g/mol (ZelluTrans ROTH V-Serie, mit
Flachbreite 45 mm und Wandstérke 27 um) wurde in 12,8 cm lange Stiicke geschnitten und
vor dem Versuch 3 h in einem mit destillierten Wasser gefiillten Becherglas gelagert.

Zur Herstellung der Losungen wurden 2,5 g der Probe in einem 50 mL-Mallkolben mit
Matrixlosung gelost. Die Einstellung des pH-Wertes der Losungen auf 6,4 erfolgte mit 0,5 M
Salzsdure.

Fiir den Schlauchversuch wurde 10 mL der Probenlosung in die Membran gefiillt, diese mit
Klemmen verschlossen, kurz in Matrixlosung getaucht, trocken getupft und ihre Masse
bestimmt. Danach wurde die Membran in ein mit 450 g Matrixlosung gefiilltes 600 mL-
Becherglas gelegt, welches in einem Heizbad befand und auf 38 °C temperiert war. Nach je
0,5h, 1hy 2h, 3h, 4h, 5h und 24 h wurde die Membran kurz aus dem Lo&semittel
genommen, trockengetupft und gewogen. Die Massenénderung konnte mittels der Dichte der
Losung in eine Volumendnderung umgerechnet werden.

Es erfolgten drei Parallelbestimmungen pro Probe.
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S Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Gewinnung von wasserloslichen Stérken und
Starkederivaten mit Molmassen von 1.000-10.000 g/mol erforscht, die beziiglich ihrer
Eignung als Dialyseagenzien gepriift wurden.

Starke konnte depolymerisiert werden, um eine Verbesserung der Wasserloslichkeit,
Charakterisierbarkeit mittels NMR-Spektroskopie sowie eine Viskositdtsverringerung der
wissrigen Losungen zu erreichen. Die Einstellung niedriger Molmassen erfolgte durch
Behandlung von Stirke mit Salzsdure im wissrigen Medium und Fraktionierung durch
Féllung in Methanol. Es wurde der Einfluss von Zeit, Temperatur, Sdaurekonzentration und
Starkesorte auf die Molmasse und Molmassenverteilung der resultierenden Produkte studiert.
Bei einer Temperatur von 80 °C und einer Konzentration an Salzsdure von 0,25 mol/L konnte
durch Variation der Hydrolysezeit von 2-5h die zahlenmittlere Molmasse (M,) von
Kartoffelstiarke von 230.050 g/mol auf Werte von 12.400-2.700 g/mol eingestellt werden, was
den angestrebten Molmassenbereich sehr gut abdeckte. Stérken sind mit Salzsdure jedoch nur
dann zu Produkten geeigneter Molmasse in guten Ausbeuten depolymerisierbar, wenn vorher
eine Gelatinisierung in Wasser erfolgt. Die Einstellung der Molmasse amylosereicher Stirken,
die in Wasser bei Normaldruck und Temperaturen bis 100 °C nicht gelatinisieren, war
hingegen durch Behandlung mit konzentrierter Phosphorsdure bei 100 °C durchfiihrbar. Mit
Hilfe der ein- und mehrdimensionalen NMR-Spektroskopie war eine detaillierte
Charakterisierung der Proben beziiglich ihres Verzweigungsgrades, der Zahl an
Wiederholungseinheiten pro Stérkemolekiil und der in kommerziell bezogenen Stérken
zusdtzlich aufiretenden Strukturelemente wie o-1—2-, B-1—6- und B-1—2-verkniipften
Anhydroglucoseeinheiten (AGE) sowie 1,6-Anhydro-und 3-Keto-1,6-anhydro-B-D-
glucopyranosylendgruppen moglich.

Die Reduktion der reduzierenden Endgruppen mit Natriumborhydrid zum Alkohol konnte
hinsichtlich des Molverhédltnisses Natriumborhydrid/reduzierende  Endgruppe, der
Starkekonzentration und der Art der Aufarbeitung optimiert werden. Fiir eine vollstindige
Reduktion war ein Molverhéltnis Natriumborhydrid/reduzierende Endgruppe von mindestens
2/1 notwendig. Zur Gewinnung von in N,N-Dimethylformamid (DMF) und in Wasser
l6slichen Produkten in hohen Ausbeuten ist die Isolierung der reduzierten Stirke durch
Behandlung mit Salzsdure und anschlieBender Féllung der Dialyse vorzuziehen. Ein Up-
Scaling der Reaktion bis auf 900 g Stirke war einfach realisierbar, wobei der Prozess unter

exzessiver Schaumbildung ablduft. Dieses Problem konnte einstweilen in weiteren
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Forschungsarbeiten eliminiert werden. Der vollstindige Umsatz der reduzierenden
Endgruppen konnte mittels NMR-Spektroskopie belegt werden. Fiir die Bestimmung des
Carbonylgehaltes von Stirken geringer Molmasse erwies sich die UV/Vis-Spektroskopie nach
Umsetzung der Probe mit 4-Amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol (Purpald™), welches
selektiv mit Aldehydfunktionen reagiert, als geeignete Methode. Die Quantifizierung der
reduzierenden Glucopyranosyleinheiten konnte anhand einer Kalibration mit Glucose tiber die
Absorptionsbande des Aldehyd-Purpald®-Produktes bei 550 nm erfolgen.

Die chemische Modifizierung der Hydroxylfunktionen der Stirke stand im Mittelpunkt der
Arbeit. Durch Einfilhrung kurzkettiger, polarer und ionischer Substituenten war die
Gewdbhrleistung der Wasserloslichkeit und die Verbesserung der osmotischen Aktivitdt der
wissrigen Losungen der Produkte zu erreichen. Die Strukturcharakterisierung der
Starkederivate erfolgte mittels FTIR- sowie ein- und mehrdimensionaler NMR-Spektroskopie.
Die Synthese von Stédrkeacetaten, -propionaten und -butyraten wurde hinsichtlich des
Einflusses von Losemittel, Stirkequelle und Temperatur auf den DS-Wert und die Selektivitit
der Reaktion durch Umsetzung von unterschiedlichen Stirkeausgangsmaterialien mit den
korrespondierenden Carbonsdureimidazoliden erforscht. Durch Veresterung von Stirke in
Dimethylsulfoxid (DMSO) kann eine bevorzugte Veresterung der Position 2 der AGE
realisiert werden. Die einstiindige Behandlung mit Essigsdureimidazolid in geschmolzenem
Imidazol fiihrte hingegen zu Produkten, die hohere DS-Werte aufweisen und iiberwiegend an
Position 6 substituiert sind.

Die Herstellung von loslichen Stirkemethyl-, Stdrkeethyl-, und Starkephenylcarbonaten
erfolgte durch Umsetzung des Biopolymers mit Chlorkohlensdureestern und Ethyl-1H-
imidazol-1-carboxylat. Anhand der Synthesen der Stidrkeethylcarbonate wurde die
Verwendung der zwei Veresterungsreagenzien erprobt und ihr Einfluss auf den DS-Wert und
das Substitutionsmuster untersucht. Fiir die Umsetzung von Stirke mit Ethyl-1H-imidazol-1-
carboxylat in DMSO konnte Triethylamin als Base eingesetzt werden, wohingegen bei der
unter vergleichbaren Bedingungen durchgefiihrten Reaktion mit Carbonsidureimidazoliden
auch Imidazol als Base verwendet werden konnte. Die Synthese mit Ethyl-1H-imidazol-1-
carboxylat ergab aufgrund der hoheren Stabilitdt des Reagenzes gegeniiber dem Losemittel
Starkeethylcarbonate mit hoheren DS-Werten (DS =0,38; nach einem Molverhéltnis
Reagenz/AGE von 0,5) als die mit Chlorkohlensdureethylester (DS =0,18). Wie bei den
Starkeacetaten gefunden, resultierte die Umsetzung von Stirke mit
Chlorkohlensédureethylester in DMF/LiCI in einer bevorzugten Veresterung der Position 6,

wihrend Ethyl-1H-imidazol-1-carboxylat in DMSO oder DMF/LiCl zu einer bevorzugten
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Funktionalisierung von Position 2 flihrte. Die Stérkeethyl- und Stirkemethylcarbonate waren
bis zu einem DS von 0,58 in Wasser 16slich, wodurch sie die oben genannten Anforderungen
fiir die Dialyseagenzien erfiillen. Dariiber hinaus konnten alle Stirkecarbonate in polar-
aprotischen Losemitteln gelost werden. Die Bildung von intermolekularen Vernetzungen und
intramolekularen zyklischen Carbonatstrukturen wurde nicht beobachtet.

Es konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass die synthetisierten Stiarkephenylcarbonate als
reaktive Intermediate geeignet sind. Durch die Umsetzung mit verschiedenen aliphatischen
und aromatischen Aminen sind neue Starkecarbamate zugénglich, was durch die Einfiihrung
von Substituenten mit hydrophilen (Reaktion mit Ethanolamin), UV/Vis- oder
fluoreszenzaktiven (p-Aminobenzylamin, 9-Methylaminomethyl-anthracen) sowie weiteren
reaktiven Gruppen (Propargylamin) in das Stérkeriickgrad demonstriert wurde. So flihrte die
Umsetzung von  Stirkephenylcarbonat mit  Ethanolamin zum  wasserloslichen
N-(2-Hydroxyethyl)-starkecarbamat.

Die neuen anionischen Starke-n-propylphosphonate konnten durch Reaktion von Stirke mit
n-Propylphosphonsiureanhydrid (T3P®) in aprotisch polaren Losemitteln mit DS-Werten bis
zu 1,58 erhalten werden. Da die DS-Werte der Produkte das Molverhiltnis T3P®/AGE
iiberstiegen, ist ersichtlich, dass jedes T3P®-Molekiil mehr als eine Monophosphonateinheit
fiir die Reaktion zur Verfiigung stellt. Die Produkte waren unabhingig vom DS und der
verwendeten Stdrke wasserloslich. Der Einfluss von Temperatur und Lésemittel auf DS und
Substituentenspezies wurde detailliert studiert. Umsetzungen bei 100 °C fiihrten zur
Substitution mit monomeren n-Propylphosphonatgruppen in Form des
Phosphonsdurehalbesters der Stérke, bei niedrigeren Temperaturen wurden auch P,P’,P”-Tri-
n-propyl-triphosphonateinheiten ~ und intra- oder  intermolekulare monomere
n-Propylphosphonateinheiten gefunden. Bei Verwendung von DMF als Losemittel entstand
als Nebenprodukt Dimethylamin, das als Ammoniumsalz ionisch an das Polymer gebunden
wurde. Durch den Einsatz von N,N-Dimethylacetamid (DMAc) als Losemittel gelang es,
diese Nebenreaktion zu unterbinden. Analog konnten mit Ethylphosphonsduranhydrid
Starkeethylphosphonate synthetisiert werden.

Die Herstellung von wasserloslicher Sulfoethylstirke wurde iiber eine Michael-analoge
Reaktion von Stirke mit Natriumvinylsulfonat in Anwesenheit von Natriumhydroxid in
Isopropanol/Wasser realisiert. Durch Variation des Molverhdltnis und der Temperatur
konnten DS-Werte bis zu 0,77 erreicht werden. Eine weitere Erhohung des DS wurde
aufgrund der ausgeprigten Nebenreaktionen des Natriumvinylsulfonats zum inaktiven

Natriumisethionat nicht erzielt.
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Die Stirke-n-propylphosphonate und Sulfoethylstirken wiesen sowohl als Feststoff als auch
als wissrige Losung eine im Hinblick auf medizinische Anwendungen unerwiinschte
Braunfirbung auf. Durch Verwendung von reduzierter Stirke (mit NaBH,4) gelang jedoch in
beiden Fillen die Herstellung farbloser Produkte. Auf diese Weise wurde belegt, dass die
Verfarbung wihrend der Derivatisierung durch Nebenreaktionen der reduzierenden
Endgruppen verursacht wird.

Die Qualitdt der wissrigen Losungen von ausgewdhlten Proben wurde durch
Trilbbungsmessung beurteilt. Alle Stirken und Stédrkederivate mit geringem DS waren
wasserloslich. Die Proben wurden beziiglich threr Molmassen in wéssriger Losung mittels
Gelpermeationschromatografie (GPC) und Viskosimetrie untersucht, wobei die anionisch
funktionalisierten  Stdrke-n-propylphosphonate und Sulfoethylstirken aufgrund des
Polyelektrolyteffektes mit Hilfe dieser Methoden nur unzureichend charakterisiert werden
konnten. Die Bestimmung der absoluten Molmassen dieser Proben gelang hingegen mittels
analytischer Ultrazentrifuge. Anhand der Ergebnisse wurde deutlich, dass die Behandlung mit
NaBH; und die Umsetzung mit T3P® oder Natriumvinylsulfonat nur zur geringfiigigen
Depolymerisation der Stirke fiihren.

Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wird deutlich, dass die synthetisierten Stirken
und Stéirkederivate einen innovativen Beitrag fiir die Entwicklung neuer osmotischer
Agenzien in der Dialyse leisten konnen. Die Beurteilung der osmotischen Aktivitit erfolgte
iiber die Ermittlung des Massen- und Volumenzuwachs einer Cellulose-Schlauchmembran,
die, gefullt mit der Losung der zu untersuchenden Substanz in der Salzmatrix einer
Dialyseldsung, iiber einen Zeitraum von 24 h in reiner Matrixlosung gelagert wurde. Stirken,
die eine Molmasse von ca. 2.000 g/mol aufweisen, besitzen die beste wasserziechende
Wirkung (Volumenzuwachs bis zu 69 %). Dariiber hinaus zeigen Losungen von Stirke-n-
propylphosphonaten ~ (Volumenzuwachs bis zu 115%) und Sulfoethylstirken
(Volumenzuwachs bis zu 89 %) eine deutlich hohere Ultrafiltrationsleistung als die als
Ausgangsmaterial verwendete Stirke (47 %). Fiir diese exzellenten osmotischen Agenzien
wurden detaillierte Struktur-Eigenschaftsbeziehungen beziiglich des Einfluss von DS und
Starkequelle auf die wasserziehende Wirkung aufgestellt. Da die beschriebenen Produkte eine
bis zu 106 % hohere osmotische Aktivitdt als das in der Dialyse gebrduchlichen Osmotikum
Glucose und eine bis zu 71 % hohere als die der Stirke Icodextrin aufweisen, bieten sie das

auBlerordentliche Potential, diese zukiinftig zu ersetzen.
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Anhang
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Abb. A.1: "H-NMR-Spektrum der Tapiokastirke ST07 in DMSO-ds (4t: H-4 an nicht

reduzierenden Endgruppen).
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Abb. A.2: 13C-NMR—Spektrum der Tapiokastirke ST07 in DMSO-ds (4t: C-4 an nicht

reduzierenden Endgruppen).
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Abb. A.3: 'H,"C-Heteronuclear 2 bond correlation-Spektrum (H2BC) der Tapiokastirke
STO07, aufgenommen in DMSO-ds + 10 Tropfen Trifluoressigsdure (4t: C-4 an nicht

reduzierenden Endgruppen).
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Abb. A.4: 'H'H-Total correlation-Spektrum (TOCSY) der Tapiokastirke STO07,
aufgenommen in DMSO-ds + 10 Tropfen Trifluoressigsdure (4t: C-4 an nicht reduzierenden

Endgruppen).
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Abb. A.5: 1D-'H,'H-Total correlation-Spektren (TOCSY) bei unterschiedlichen selektiven

Anregungsfrequenzen der Tapiokastirke STO07, aufgenommen in DMSO-ds + 10 Tropfen
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Abb. A.6: 1D-'H,'H-Total correlation-Spektren (TOCSY, Anregungsfrequenz bei 3,00 ppm,
H-2 der p-reduzierenden Endgruppe) der Wachsmaisstirke ST10 mit verschiedenen

Mischzeiten (D9), aufgenommen in DMSO-d; + 10 Tropfen Trifluoressigséure.
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Abb. A.7: UV/Vis-Spektren von Glucose verschiedener Konzentration in 1 N NaOH
umgesetzt mit 4-Amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol (Purpald®) als
Kalibrationsreihe fiir die Bestimmung des Anteils reduzierender Glucopyranosyleinheiten in

Starke.

Abb. A.8: 1H—NMR—Spektrum der reduzierten Stirke RS09 in DMSO-d; (4t: H-4 an nicht

reduzierenden Endgruppen).
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Abb. A.9: PC-NMR-Spektrum der reduzierten Stirke RS09 in DMSO-ds (4t: C-4 an nicht

reduzierenden Endgruppen).
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Abb. A.10: 'H,"C-Heteronuclear single quantum coherence-distortionless enhancement by
polarization transfer-135-Spektrum (HSQC-DEPT 135) von Maltitol als Modellverbindung

fiir die Endgruppe von reduzierter Starke, gemessen in D-O.
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Abb. A.11: 'H,"”C-Heteronuclear single quantum coherence-distortionless enhancement by
polarization transfer-135-Spektrum (HSQC-DEPT 135) von Glucose in D,O/NaOD, versetzt
mit Natriumborhydrid-d4 (NaBD,) und Salzsdure.
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Abb. A.12: 1H—NMR—Spektrum von Stéirkeacetat SA08 (DS =0,54), in DMSO-ds + 10
Tropfen Trifluoressigsaure.
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Abb. A.13: "H-NMR-Spektrum von Stirkepropionat SP01 (DS = 0,27), in DMSO-ds + 10

Tropfen Trifluoressigsdure.
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Abb. A.14: 'H-NMR-Spektrum von Stirkebutyrat SBO1 (DS =0,31), in DMSO-ds + 10

Tropfen Trifluoressigsaure.
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Abb. A.15: 'H,"C-Heteronuclear single quantum coherence-distortionless enhancement by

polarization transfer-135-Spektrum (HSQC-DEPT 135) des perpropionylierten Stérkeacetats
SAZO (DSAcetat = 1’06; DSPropionat = 1’94)’ iIl DMSO'd6.
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Abb. A.16: 1H—NMR—Spektrum des peracetylierten Starkepropionats SPO1 (DSpropionat = 0,27;

DSAcetat = 2,73) in CDC13
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Abb. A.17: 'H-NMR-Spektrum des peracetylierten Stirkebutyrats SB01 (DSButyrat = 0,31;
DSacetat = 2,69), gemessen in DMSO-ds + 10 Tropfen Trifluoressigsaure.
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Abb. A.18: Fluoreszenzanregungs- und Fluoreszenzemissionsspektren des N-(Anthracen-
9-ylmethyl)-N-methyl-tert-butyl-carbamats (niedermolekulare Modellverbindung, gemessen
in Ethanol, links) und des N-(Anthracen-9-ylmethyl)-N-methyl-stirkecarbamats AMMSCO03
(DScarbamat = 0,59, DSphenyicarbonat = 0,58, gemessen in DMF, rechts).
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Abb. A.19: FTIR-Spektrum des Stirkemethylcarbonats SMCO01 (DS = 0,21).
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Abb. A.20: FTIR-Spektrum des Stirkeethylcarbonats SEC10 (DS = 0,28).
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Abb. A.21: FTIR-Spektrum des p-Aminobenzylstirkecarbamats ABSC03 (DS = 1,06).
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Abb. A.22: FTIR-Spektrum des N-(Anthracen-9-ylmethyl)-N-methyl-stirkecarbamats
AMMSC02 (DSCarbamat = 0,33, DSPhenylcarbonat = 035 1)
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Abb. A.23: 'H-NMR-Spektren der Stirkephenylcarbonate SPC03 (DS = 1,48, blau) und
SPCO0S (DS = 1,46, braun), aufgenommen in DMSO-d; + 10 Tropfen Trifluoressigsdure.
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Abb. A.24: 'H,"C-Heteronuclear single quantum coherence-distortionless enhancement by
polarization transfer-135-Spektrum (HSQC-DEPT 135) des p-Aminobenzylstdrkecarbamats
ABSCO03 (DS = 1,06), in DMSO-ds.
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Abb. A.25: 'H,"C-Heteronuclear single quantum coherence-distortionless enhancement by
polarization transfer-135-Spektrum (HSQC-DEPT 135) des Propargylstarkecarbamats PSCO01
(DSCarbamat = 0,44, DSPhenyIcarbonat = 0736)7 iIl DMSO'd6
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Abb. A.26: 'H-NMR-Spektren der Stirke-n-propylphosphonate SPP12 (DS =0,39) vor
(braun) und nach Behandlung mit Ionentauscher (griin) und SPP14 (DS = 0,57, nicht mit
Ionentauscher behandelt, blau), aufgenommen in D,O (4t: H-4 an nicht reduzierenden
Endgruppen).
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Abb. A.27: 1D-'H,'H-Total correlation-Spektren (TOCSY) bei unterschiedlichen selektiven
Anregungsfrequenzen (im Bereich 0-2 ppm) des Stirke-n-propylphosphonats SPP14
(DS =0,57), aufgenommen in DMSO-ds + 10 Tropfen Trifluoressigsdure.
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Abb. A.28: 1D-'H,'H-Total correlation-Spektren (TOCSY) bei unterschiedlichen selektiven

Anregungsfrequenzen der Sulfoethylstirke SES10 (DS = 0,77), aufgenommen in D,0.
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Tab. A.1: Molmassen und Molmassenverteilungen von Stérke-n-propylphosphonaten
gemessen in Wasser/NaNQO3/0,05 % NaNj; als Eluent (verschiedene NaNOs-Konzentrationen,

Kalibrationsstandard: Pullulan).

Probennr. 0,1 M NaNO; 0,5 M NaNO;

M, M., D M, M, )

(g/mol) (g/mol) (g/mol) (g/mol)

SPP01 4.770 10.505 2,20 3.025 6.953 2,30
SPP03 13.319 23.337 1,75 7.500 15.154 2,02
SPP04 28.847 41.099 1,42 18.053 29.098 1,61
SPP05 26.264 44.346 1,69 17.811 31.735 1,78
SPP07 25.826 41.885 1,62 17.278 30.979 1,79
SPP08 18.406 26.225 1,42 11.844 18.169 1,53

M,,: zahlenmittlere Molmasse, M,,: gewichtsmittlere Molmasse, D: Dispersititsindex
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Abb. A.29: Sedimentationsgleichgewichtsprofile von Tapiokastdrke ST07 ermittelt {iber die
SEDFIT-MSTAR-Software bei einer Konzentration von 0,5 mg/ml: (a) Koncentration c(r)
(,,fringe units*) in Abhdngigkeit der radialen Position r vom Rotationszentrum, (b) In ¢(r) in
Abhingigkeit von der radialen Position zum Quadrat 1%, (¢) Funktion einer operativen
mittleren Molmasse (M*,) in Abhéingigkeit der radialen Position r, ermittelt aus Graph (a), (d)
Gewichtsmittlere apparente Molmasse My, app(r) als Funktion von r in der Zelle, ermittelt aus
Graph (b).
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Abb. A.30: Sedimentationsgleichgewichtsprofile von reduzierter Stirke RS09 ermittelt iiber
die SEDFIT-MSTAR-Software bei einer Konzentration von 0,5 mg/ml, Beschriftung von (a)-
(d) gemall Abb. A.29.
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Abb. A.31: Sedimentationsgleichgewichtsprofile von Stédrke-n-propylphosphonat SPP13

ermittelt liber die SEDFIT-MSTAR-Software bei einer Konzentration von 0,5 mg/ml,
Beschriftung von (a)-(d) gemill Abb. A.29.
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Abb. A.32: Sedimentationsgleichgewichtsprofile von Sulfoethylstirke SES08 ermittelt iiber
die SEDFIT-MSTAR-Software bei einer Konzentration von 0,5 mg/ml, Beschriftung von (a)-
(d) gemall Abb. A.29.

XXX1V



Danksagung

Hiermit mdchte ich mich bei allen bedanken, die mich bei der Anfertigung der vorliegenden
Dissertation unterstiitzt haben.

Allen voran danke ich meinem Betreuer Prof. Dr. Thomas Heinze fiir die Moglichkeit, meine
Doktorarbeit in seiner Arbeitsgruppe anfertigen zu konnen sowie fiir die Schaffung der
Rahmenbedingungen, die fachlichen Diskussionen, die klaren Aufgabenstellungen und die
umfassende Betreuung im Allgemeinen.

Bei PD Dr. Dieter Weill bedanke ich mich fiir die Anfertigung des Zweitgutachtens.
Weiterhin mochte ich allen Mitarbeitern der AG Heinze fiir die angenehme
Arbeitsatmosphire und die fachliche Unterstiitzung bedanken. Dabei danke ich vor allem Dr.
Andreas Koschella, Dr. Thomas Elschner, Dr. Kristin Ganske, Dr. Velina Sarbova, Dr. Martin
Gericke, Dr. Michael Schobitz, Sascha Blohm und Agnes Sitterli fiir die vielen Anregungen,
die tatkréftige Unterstiitzung und die zahlreichen Hinweise wéhrend der Anfertigung der
schriftlichen Arbeit. Josiane Bartz, Annett Pfeifer, Peggy Laudeley und Antje Tied gebiihrt
besonderer Dank fiir ihre Mitwirkung bei den experimentellen Arbeiten.

AuBerdem bedanke ich mich bei den Mitarbeitern des Instituts fiir Organische Chemie und
Makromolekulare Chemie, insbesondere Dr. Wolfgang Giinther, Dr. Peter Bellstedt und
Gabriele Sentis fiir die Aufnahme ein- und mehrdimensionaler NMR-Spektren, die
Ermoéglichung langer Messzeiten und hoher Scanzahlen sowie die vielen Diskussionen und
Hilfen bei der Spektrenauswertung. Des Weiteren mochte ich mich bei Dr. Grit Festag und
Kristin Schreyer fiir die Durchfiihrung von GPC-Messungen sowie bei Sandra Kéhn und
Beate Lentvogt flir die Anfertigung von Elementaranalysen bedanken.

Dariiber hinaus danke ich Dr. Robert Berlich, Dr. Lisa Finkler, Dr. Jens Burkhart, Dr. Thomas
Schweitzer und Dr. Marcus Breuninger von Fresenius Medical Care Deutschland GmbH fiir
die Finanzierung meiner Promotionszeit, die konstruktive Zusammenarbeit wihrend des
Kooperationsprojektes und die Durchfiihrung der Ultrafiltrationsexperimente.

Den Mitarbeitern des Thiiringischen Instituts fiir Textil- und Kunststoff-Forschung e.V. danke
ich fiir die ICP-OES-Messungen zur Bestimmung des Phosphorgehaltes der
Starkephosphonate.

Prof. Stephen Harding und seiner Arbeitsgruppe von der NCMH in Nottingham (Miroslaw
Kasprzak, Guy Channell, Gary Adams) gilt mein Dank fiir die Durchfiihrung und Auswertung

der analytischen Ultrazentrifugationsexperimente.

XXXV



Des Weiteren mochte ich noch meiner Familie fiir die finanzielle Unterstiitzung wéhrend des
Chemiestudiums sowie meinen Freunden und Tinka danken, ohne deren privaten Riickhalt die

Anfertigung der Doktorarbeit nicht moglich gewesen wiére.

XXXV



Liste der wissenschaftlichen Veroffentlichungen

Publikationen

Annett Pfeifer, Robert Hampe, Thomas Heinze: "Synthesis and characterization of novel

water-soluble and bactericidic cationic starch esters®, Starch/Stirke, 2017, 69, 1700029.

Robert Hampe, Thomas Heinze: "Synthesis and structure characterization of soluble starch

ethyl carbonates®, Starch/Stdrke, 2016, 68, 505-513.

Robert Hampe, Thomas Heinze: "Studies about the solvent-dependent substitution pattern of

starch acetates*, Macromolecular Materials and Engineering, 2014, 229, 1188-1196.
Patente

Thomas Heinze, Robert Hampe, Robert Berlich, Lisa Finkler, Jens Lothar Burkhart:
DE102015014699 A1/ W0O2017/080675 Al, ,,Dialysis solution having at least one osmotic
agent®, angemeldet 13.11.2015, veroffentlicht 18.05.2017.

Robert Berlich, Thomas Schweitzer, Lisa Finkler, Thomas Heinze, Robert Hampe:

DE102015007626 A1/ US2016/0367574 Al, ,,Dialysis solution, use of a dialysis solution and
chemical compound®, angemeldet 07.06.2016, veroffentlicht 22.12.2016.

XXXVii



Selbststandigkeitserklirung

Hiermit versichere ich, die vorliegende Arbeit selbst und unter ausschlieBlicher Verwendung

der angegebenen Hilfsmittel, personlichen Mitteilungen und Quellen erstellt zu haben.

Jena, den 20.10.2018

Robert Hampe

XXXViil



	Abkürzungsverzeichnis
	1 Einleitung
	2 Allgemeiner Teil
	2.1 Vorkommen, Struktur und Eigenschaften von Stärke
	2.2 Stärke in der pharmazeutischen Industrie
	2.2.1 Medizinische Anwendungen von Stärke und Stärkederivaten
	2.2.2 Osmotische Agenzien in der Peritonealdialyse (PD)

	2.3 Modifizierung von Stärke
	2.3.1 Einstellung der Eigenschaften durch physikalische und chemische Modifizierung
	2.3.2 Depolymerisation von Stärke
	2.3.3 Modifizierung der reduzierenden Endgruppe
	2.3.4 Derivatisierung an den Hydroxylgruppen
	2.3.4.1 Allgemeine Aspekte zur chemischen Modifizierung
	2.3.4.2 Stärkeester von Carbonsäuren
	2.3.4.3 Stärkeester von Kohlensäurederivaten
	2.3.4.4 Wasserlösliche anionische Stärkederivate



	3 Spezieller Teil
	3.1 Stärken mit eingestellter Molmasse
	3.1.1 Partielle Depolymerisation von Stärke
	3.1.2 Strukturcharakterisierung

	3.2 Reduktion von Stärke
	3.2.1 Behandlung von Stärke mit Natriumborhydrid (NaBH4)
	3.2.2 Strukturcharakterisierung

	3.3 Synthese und Charakterisierung von Stärkederivaten
	3.3.1 Stärkealkylester
	3.3.1.1 Synthese von Stärkealkylestern mit Carbonsäureimidazoliden
	3.3.1.2 Strukturcharakterisierung
	3.3.2 Stärkecarbonate und- carbamate
	3.3.2.1 Synthese von Stärkealkyl- und phenylcarbonaten
	3.3.2.2 Aminolyse von Stärkephenylcarbonaten
	3.3.2.3 Strukturcharakterisierung
	3.3.3 Stärkephosphonate
	3.3.3.1 Synthese von Stärkephosphonaten mit zyklischen Alkylphosponsäureanhydriden
	3.3.3.2 Strukturcharakterisierung
	3.3.4 Sulfoethylstärke
	3.3.4.1 Synthese von Sulfoethylstärke mit Natriumvinylsulfonat
	3.3.4.2 Strukturcharakterisierung

	3.4 Eigenschaften der Stärken und Stärkederivate
	3.4.1 Trübung und Viskosität in Lösung sowie Molmasse der Stärkederivate
	3.4.2 Osmotische Wirksamkeit


	4 Experimenteller Teil
	4.1 Materialien
	4.2 Synthesevorschriften
	4.2.1 Säurehydrolytischer Stärkeabbau mit Salzsäure (ST17)
	4.2.2 Säurehydrolytischer Stärkeabbau mit H3PO4 (ST29)
	4.2.3 Reduktion von Stärke mit NaBH4 in Wasser (RS04)
	4.2.4 Reduktion von Stärke mit NaBH4 in Wasser, Isolierung durch Behandlung mit Salzsäure und Fällung (RS06)
	4.2.5 Synthese von Stärkealkylestern mit Carbonsäureanhydrid und Imidazol in Dimethylsulfoxid (DMSO) (Beispiel Stärkeacetat SA02)
	4.2.6 Synthese von Stärkeacetat mit Essigsäureanhydrid in Imidazol (SA16)
	4.2.7 Synthese von Stärkecarbonaten mit Chlorkohlensäurealkylester und Pyridin in N,N-Dimethylformamid (DMF)/LiCl (Beispiel Stärkemethylcarbonat SMC01)
	4.2.8 Synthese von Stärkeethylcarbonaten mit Ethyl-1H-imidazol-1-carboxylat in DMSO (SEC10)
	4.2.9 Aminolyse von Stärkephenylcarbonat in DMF (Beispiel N-(2-Hydroxyethyl)-stärkecarbamat HESC03)
	4.2.10 Synthese von Stärke-n-propylphosphonat mit T3P® in DMF/LiCl (SPP02)
	4.2.11 Synthese von Stärke-n-propylphosphonat mit T3P® (gelöst in Ethylacetat) in N,N-Dimethylacetamid (DMAc) (SPP14)
	4.2.12 Synthese von Stärkeethylphosphonat mit Ethylphosphonsäureanhydrid (gelöst in Ethylacetat) in DMAc (SEP01)
	4.2.13 Synthese von Sulfoethylstärke mit Natriumvinylsulfonat in Isopropanol (SES10)
	4.2.14 Perpropionylierung/Peracetylierung von Stärkederivaten, Allgemeine Synthese-vorschrift

	4.3 Charakterisierung und Eigenschaften
	4.3.1 Messmethoden
	4.3.2 Bestimmung von Anzahl der Wiederholungseineiten und Verzweigungsgrad von Stärke mittels 1H-NMR-Spektroskopie
	4.3.3 Fehling-Probe
	4.3.4 UV/Vis-spektroskopische Untersuchung des C=O-Gehaltes in Stärken
	4.3.5 Titration zur DS-Bestimmung von Stärkemethylcarbonat
	4.3.6 Titration zur DS-Bestimmung und Neutralisation von Stärke-n-propylphosphonat
	4.3.7 Bestimmung der intrinsischen Viskosität [η]
	4.3.8 Analytische Ultrazentrifuge
	4.3.9 Ultrafiltrationsversuch


	5 Zusammenfassung
	Literaturverzeichnis
	Anhang
	Danksagung
	Liste der wissenschaftlichen Veröffentlichungen
	Selbstständigkeitserklärung

