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EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

Der Anlass der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung und Verwendung neuer kaltwasser-
l6slicher Starkederivate im klinischen Bereich zur Prophylaxe und Therapie des Blutvolu-
menmangels. Die als Hauptprodukt der Photosynthese in griinen Pflanzen gebildete Stirke
muss in diesem Zusammenhang als makromolekularer heterogener Naturstoff einerseits, als
chemisch gut definierte Substanz mit der Struktur einer Poly-D-glucose andererseits, und
schlieBlich hinsichtlich ihrer Eigenschaften als Medizinalprodukt betrachtet werden. Diese
Vielfalt und die notwendige Heranziehung auch élterer Literatur bedingen eine Reihe unein-
heitlicher Bezeichnungsweisen wie zum Beispiel Molekulargewicht neben Molmasse. Ge-
brauchlich ist auch die Betrachtung von Blutvolumenersatzmitteln als ,,kiinstliche Kolloide*,
wiéhrend der Begriff Kolloid anderweitig kaum noch Verwendung findet, da die Strukturen
definierter Biomolekiile, insbesondere Proteine, bekannt sind, ihre physikochemischen Eigen-
schaften individuell gemessen werden konnen und sich die Eigenschaften solcher ,,kolloidalen
Systeme* liickenlos und nicht abgrenzbar zwischen denen der Losungen niedermolekularer
Verbindungen und der hochmolekularen, unldslichen Stoffe einordnen.

Im Folgenden wird einleitend auf die Pathophysiologie des Volumenmangels eingegangen
und dessen Therapiemdglichkeiten mit den derzeitigen kiinstlichen Plasmaersatzmitteln be-
schrieben. Die Eigenschaften von Stirke und ihr chemisches Potenzial sind Gegenstand des
Theoretischen Teils 3.

1.1 Der Blutvolumenmangel

Die Behandlung von Storungen des Fliissigkeits- und Volumenhaushalts ist eine lebenswich-
tige Voraussetzung fiir eine stabile Korperhomoostase. Im Bereich der préklinischen und ope-
rativen Medizin ist die Hypovoldmie bzw. der Volumenmangel die hdufigste Stérung der
Volumenregulation. Beim hypovoldmischen Patienten liegen ein vermindertes zirkulierendes
Blutvolumen und ein reduzierter Riickstrom zum Herzen vor. Ein intravasaler Volumenman-
gel ist eine kritische Belastung des Organismus und kann unbehandelt zu gravierenden Kom-
plikationen fiihren. Das Ziel einer Volumentherapie ist die Wiederherstellung eines addquaten

intravasalen Fliissigkeitsvolumens zur Aufrechterhaltung einer ausreichenden Gewebsdurch-
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blutung, um die Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff sowie den Abtransport von

Stoffwechselendprodukten zu gewéhrleisten [/ - 7].
Als Ursache eines intravasalen Volumenmangel konnen eine Reihe von pathologischen Zu-
stinden oder Erkrankungen angesehen werden, die in der nachfolgenden Tabelle in vier

Gruppen zusammengefasst wurden.

Tab. 1-1. Ursachen des intravasalen Volumenmangels [5].

1. Blutverlust:

Trauma (Organ-, Weichteil-, Knochen-, Gefalverletzungen)
Perioperative Blutungen

Spontane Blutungen (Aneurysmaruptur, gastroint. Blutungen, Tumore, etc.)

2. Verlust von Plasmafliissigkeit:

Peritonitis, Pleuritis, Sepsis, Pankreatitis, Ileus
Ascites, Fisteln

Verbrennungen

3. Wasser- und Elektrolytverluste:

Wasser- und Salzverlust: Dehydratation (z.B. exzessives Schwitzen)
Gastrointestinal-Trakt: Erbrechen, Diarrhoe, Darmspiilung, Fisteln
Nierenerkrankungen

Morbus Addison

Diabetes insipidus

Diuretikatherapie

4. Verminderte Aufnahme:

Fliissigkeitskarenz
Mangel-, Fehlerndhrung
Altere, pflegebediirftige Personen

Volumenmangel aktiviert zundchst im Organismus eine Anzahl von physiologischen Kom-
pensationsmechanismen, die bei gesunden Menschen in der Lage sind Volumenverluste bis zu
etwa 20 % auszugleichen. Dariiber hinaus ist eine schnelle und effektive Wiederauffiillung
des intravasalen Volumens unerldBlich, um in erster Linie das Herzzeitvolumen und den Per-
fusionsdruck der Organe aufrechtzuerhalten. Wird der Patient nicht durch eine Volumenzu-
fuhr von aullen stabilisiert, so manifestiert sich ein hypovoldmischer Schock mit den potenti-

ellen Folgen von Einzel- oder Multiorganversagen.
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1.2 Synthetische Volumenersatzmittel

Unter dem Begriff Volumenersatzmittel werden Fliissigkeiten aufgefasst, welche nicht zu
starke Blutverluste an Stelle von konserviertem Vollblut ausgleichen. Sie dienen der Fiillung
des Blutgefdl3systems sowie der Normalisierung des osmotischen Druckes. Sie besitzen keine
Sauerstofftransportfunktionen, keine Gerinnungsfaktoren, Immunoglobuline, Erythrocyten
und Puffersubstanzen. Man unterscheidet zwischen korpereigenen Kolloiden als Plasmaer-
satzstoff und synthetischen Kolloiden mit dieser Funktion. Die Aufgabe, bei hoheren Blut-
verlusten neben Wasser und Elektrolyten auch wasserbindende Makromolekiile zuzufiihren,
um das Fliissigkeitsvolumen fiir lingere Zeit im Intravasalraum zu halten, erfiillt unter phy-
siologischen Bedingungen im wesentlichen das Serumalbumin, dessen Gehalt im Blutserum 4
bis 5,5 % betrdgt. Die breite Anwendung von Humanalbumin bei Volumenmangel wird je-
doch neben der begrenzten Verfiigbarkeit und dem hohen Preis durch eine Reihe von Unver-
traglichkeitsreaktionen verhindert [2].

Kiinstliche Kolloide als Plasmaersatz haben sich daher als unentbehrliche Therapeutika am
Unfallort und in der Klinik durchgesetzt. Ihre Anwendung ist jedoch nicht nur auf Notfallsi-
tuationen beschriankt. Neben der urspriinglichen Funktion, fehlendes Blutvolumen zu erset-
zen, haben sich eine Reihe anderer Anwendungen etabliert, z.B. bei der Eigenblutentnahme
vor groBBeren operativen Eingriffen oder bei der Himodilution zur Behandlung von arteriellen
Verschlusskrankheiten und bei Mikrozirkulationsstérungen, als Kryokonservierungsmittel fiir
Human-Zellen, zur Organperfusion und als polymerer Trager zur Bindung und gezielten Ver-
abreichung von Arzneistoffen oder Kontrastmitteln (,,Controlled-Drug-Release®) [§ - 15].
Gerade durch bestehende Infektionsgefahren (Hepatitis- und HIV-Risiko) und mogliche Un-
vertraglichkeitsreaktionen in der Transfusionstherapie ist ein erhohter Bedarf an korperfrem-
den Plasmaersatzmitteln zu verzeichnen. Bei Angehorigen bestimmter Sekten (z.B. den Zeu-
gen Jehovas) ist die Behandlung groBerer Blutverluste génzlich auf den Einsatz korperfremder
Plasmaersatzstoffe beschrénkt.

Bei allen kiinstlichen Kolloiden stellt die Volumenwirkung den Hauptwirkmechanismus dar.
Makromolekiile, die nicht in der Lage sind, die Endothelbarriere der Gefédlle frei zu passieren,
bauen intravasal einen erhdhten kolloidosmotischen Druck (KOD) auf und binden somit das
Wasser im Gefdflsystem. Im Gegensatz zu reinen Elektrolytlosungen wie ,,physiologischer
Kochsalzlosung® (0,9 % NaCl) verbleiben die polymeren Substanzen eine gewisse Zeit im
Intravasalraum und halten dadurch den KOD relativ konstant [/]. Um die Volumenwirkung
abschitzen zu konnen, werden kolloidale Losungen bevorzugt, die einen KOD vergleichbar
mit dem des Plasmas haben. Der Volumeneffekt ist proportional zur Konzentration der zuge-
fiihrten Kolloidlosung und indirekt proportional zur Molmasse des geldosten Stoffes [5]. Im
Unterschied zum molekular einheitlichen Protein Albumin sind alle synthetischen Kolloide

von polydisperser Natur mit einer breiten Molekulargewichtsverteilung.
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Die Dauer der Volumenwirksamkeit eines Plasmaersatzmittels ist abhdngig von Ausmal} und
Geschwindigkeit der Elimination. Entscheidend ist hierbei der Abbau durch koérpereigene
Enzyme und die anschlieBende renale Ausscheidung der Abbauprodukte. Aufgrund der Poly-
dispersitdt der Makromolekiile finden sich in jeder Losung groflere und kleinere Molekiile,
welche unterschiedlich schnell ausgeschieden werden. Eine wichtige Kenngréf3e von kiinstli-
chen Plasmaersatzmitteln ist daher der Mittelwert der Molekulargewichtsverteilung [4]. Hier-
bei sind vor allem zwei statistische Angaben gebrduchlich, zum einen der Mw-Wert, welcher
ein Gewichtsmittel der Molmassen darstellt, in dem die héheren Molmassen einen stiarkeren
Beitrag leisten und zum anderen der Mn-Wert, der das normale Zahlenmittel aller Molmassen
wiedergibt. Da in dem polymeren Gemisch von Plasmaersatzstoffen stets ein leichter Uber-
hang an Molekiilen mit hohen Molmassen besteht (Lansing-Kraemer-Verteilung) ist Mw im-
mer grofB3er als Mn [/].

Ein idealer Plasmaersatz miisste einen stabilen und verldsslichen Volumeneffekt, eine gute
Vertraglichkeit und vollstandige Elimination nach der gewiinschten Volumenwirkdauer von
ca. vier bis sechs Stunden, keine Einschrdnkung von Organfunktionen, sowie keine Beeinflus-
sung der Himostase und des Immunsystems aufweisen. Leider ist bis heute keines der auf
dem Markt erhéltlichen Produkte in der Lage, alle diese Anforderungen zu erfiillen [/6 - 20].
Die Vorteile korperfremder bzw. kiinstlicher Plasmaersatzlosungen liegen neben der Haltbar-
keit, Lagerungsfahigkeit und der sofortigen Einsatzbereitschaft in ihrer hohen Verfiigbarkeit
und ihrem gilinstigem Preis. Die nachfolgende Tabelle 1-2 stellt die generellen Vor- und

Nachteile von derzeitig verwendeten Plasmaersatzlosungen gegeniiber.

Tab. 1-2. Vor- und Nachteile von korperfremden Plasmaersatzlosungen.

Vorteil Nachteil

Unbegrenztes Angebot Mitunter Nebenreaktionen

Mengenbegrenzung (wegen Erhalt der

Gute Lagerfahigkeit Sauerstoffkapazitit und Blutgerinnungs-
funktionen)
Sofortige Anwendbarkeit Anreicherung im Korper

Verbesserung der FlieBeigenschaft des
Blutes

Sterilisierbarkeit

keine Krankheitsiibertragung
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Im Folgenden werden die im klinischen Einsatz befindlichen synthetischen Plasmaersatzstoffe
Dextran, Gelatine und Hydroxyethylstirke vorgestellt. Auf die Mdoglichkeit des Volumener-
satzes mit kiinstlichen Sauerstofftragern wie Hadmoglobinldsungen oder Perfluorkarbon-
Emulsionen, die allesamt noch in der Entwicklung sind [2/, 22, 23], wird nicht ndher einge-

gangen.

1.2.1 Dextran

Klinisch verwendete Dextranmolekiile bestehen aus einer Kette von etwa 200 bis 450 Gluco-
semolekiilen, die grofBtenteils o-1,6-glycosidisch verkniipft sind und zusitzlich a-1,3- und
o-1,4-glycosidische Verzweigungen aufweisen. Durch dieses Verkniipfungsmuster sind Dex-
trane in tierischen Organismen enzymatisch schwer abbaubar. Sie werden in Mikroorganis-
men, durch Enzyme wie die Dextransucrase (Sucrose-glucanglucosyltransferase) des Bakteri-
ums Leuconostoc mesenteroides aus saccharosehaltigen Losungen als Reservestoff und
Membranbestandteil synthetisiert. Das native Dextran mit einem Molekulargewicht von meh-
reren Millionen ist wegen seiner hohen Viskositét, Antigenitdt und der fehlenden osmotischen
Wirksamkeit nicht als kolloidales Volumenersatzmittel geeignet und muss daher zunichst
durch saure Hydrolyse in unterschiedlich grof3e Bruchstiicke gespalten, fraktioniert und gerei-
nigt werden. Alle Dextranldsungen sind polydispers, bestehend aus einem Gemisch von Poly-
glucanen mit einem breitem Molekulargewichtsspektrum [/]. Fiir den klinischen Alltag ste-
hen 6- und 10%ige Losungen von Dextranen mit einem mittleren Molekulargewicht von
40000 und 70000 zur Verfiigung. Aufgrund der hohen onkotischen Aktivitdt dieser Losungen
kommt es nach Gabe der Praparate durch nachstromende Gewebsfliissigkeit zu einem zweiten
Volumeneffekt, weshalb Dextrane auch als Plasmaexpander bezeichnet werden. Die Volu-
menwirkdauer von hochmolekularen Dextranlosungen betrdgt 5 bis 6 Stunden und die von
mittelmolekularen Dextranen 3 bis 4 [4].

Dextranpraparate besitzen, bedingt durch sog. ,,Coating* von Thrombocyten, eine antithrom-
botische Wirkung. Die daraus resultierenden Effekte auf die Himostase nehmen dosisabhén-
gig und mit steigendem Molekulargewicht zu. Durch die hohe Eigenviskositdt der Dextrane
kann es bei renaler Ausscheidung von gréf3tenteils intakten Molekiilen zu einer erhdhten Vis-
kositdt des Harns bis hin zu schweren Nierenfunktionsstérungen kommen. Des Weiteren wur-
den bei der Applikation von Dextranlésungen Félle von schweren anaphylaktoiden und
anaphylaktischen Reaktionen beobachtet. Diese schweren Unvertriglichkeitsreaktionen, der
Einfluf} auf die Blutgerinnung und die Nierenfunktion haben zu einem starken Riickgang der
klinischen Anwendung gefiihrt [5].
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1.2.2 Gelatine

Gelatine ist ein Abbauprodukt des Kollagens, welches am Aufbau von Bindegewebe, Knor-
pel, Sehnen und Béndern beteiligt ist. Kollagen macht ca. 30 % der Gesamtproteinmenge von
Saugetieren aus. Kollagen besteht aus drei Polypeptidketten (jeweils mit einem Molekularge-
wicht von 100000 bis 120000) in Helixform, die sich wiederum in einer iibergeordneten Spi-
rale vereinigen. Bei der Produktion von Gelatine wird zunédchst das Rinder-Kollagen durch
saure oder alkalische Hydrolyse depolymerisiert. AnschlieBend werden die so erhaltenen Po-
lypeptidfragmente mit einer Molmasse von ca. 12000 Dalton bis zu einem mittleren Moleku-
largewicht von 30000 bis 35000 mit Bernsteinsdure, Glyoxal-Wasserstoffperoxid oder Diiso-
cyanat quervernetzt [/]. Die Gelatine-Préparate haben eine Volumenwirksamkeit von bis zu
drei Stunden. Sie besitzen keinen volumenexpandierenden, sondern nur einen volumentiillen-
den Effekt. Ein Einfluss von Gelatine-Losungen auf die plasmatische und zelluldre Gerinnung
geht zumeist nicht iiber Dilutionseffekte hinaus. Hinweise auf eine Storung der Nierenfunkti-
on liegen nicht vor, ebenso wenig sind fiir Gelatine ldngerfristige Speicherphdnomene be-
schrieben. Gegen Gelatine lassen sich im Serum Antikérper nachweisen, bei einigen Patienten
kommt es nach erhohter Anwendung zur Histaminfreisetzung und mitunter zu anaphylaktoi-
den Unvertriglichkeitsreaktionen [4]. Ob es durch die Infusion von Gelatine zu einer Ubertra-
gung der bovinen spongioformen Enzephalopathie (BSE) kommen kann, ist derzeit nicht vol-
lig ausgeschlossen [4]. Bislang ist in der Literatur noch kein Fall einer Ubertragung durch

eine Gelatineinfusion beschrieben worden.

1.2.3 Hydroxyethylstirke

Native Starken bestehen je nach Provenienz zu unterschiedlichen Anteilen aus zwei verschie-
denen Polyglucanen, welche in fiir die Pflanzen charakteristischer Weise in sog. Stirkekor-
nern kompakt angeordnet sind (siche hierzu auch Abschnitt 3.1.2). Der geringere Anteil
(i.d.R. etwa 20 %) entfdllt auf Amylose, eine vorwiegend lineare Kette von bis zu iiber 1000
Glucosemolekiilen, welche o-1,4-glycosidisch verkniipft sind. Die Hauptkomponente des
Starkekorns besteht aus Amylopektin. Amylopektin ist ein kompaktes, buschartig verzweigtes
Makromolekiil, welches neben der o-1,4-glycosidischen Verkniipfung viele «-1,6-
Verkniipfungen aufweist. Es besitzt eine dem im tierischen Organismus vorkommenden Re-
servekohlenhydrat Glykogen dhnliche Struktur.

Ausgangsmaterial zur Herstellung von Hydroxyethylstirken ist hochverzweigtes Amylopek-
tin, welches aus der Stérke von speziell geziichteten Mais-, Reis- und anderen Getreidesorten
in Anteilen von grofBer 95 % (sog. wachsige Stirken) vorkommt [24, 25]. Hierfiir wurde neu-
erdings auch die Verwendung von Amylopektin aus transgenen amylopektinreichen Kartof-
feln fiir die Herstellung von Plasmaersatzmitteln patentiert [26]. Unverdnderte Stirke wird im
Blut durch a-Amylase rasch hydrolytisch gespalten; um dies zu verzégern und um dem Po-

lymer eine vollstindige Wasserloslichkeit zu verleihen ist eine partielle Substitution der Stér-
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ke an den Grundmolekiilen notwendig. Bei der Herstellung miissen die Stirkekdrner zundchst
aufgebrochen und die Makromolekiile durch Sdureeinwirkung oder enzymatischen Abbau bis
zu einer geeigneten GroBe gespalten werden. AnschlieBend erfolgt in alkalischer Losung eine
Veretherung mit Ethylenoxid zur Hydroxyethylstérke [27 - 30].

Aufgrund der Vielfalt der auf dem Markt befindlichen Hydroxyethylstirken miissen stets eine
Reihe von physikochemischen Parametern angegeben werden, die auf die pharmakologische
Wirkung einen entscheidenden Einfluss haben. Die Kenngré3en MS, DS und C2/C6 sind im
wesentlichen fiir alle Starkederivate gebrauchlich und lassen speziell im Fall der Anwendung
als Plasmaersatzstoff Aussagen iiber den Volumeneffekt, die Viskositdt und die Eliminations-
rate zu. Die Abkiirzung MS bedeutet molarer Substitutionsgrad; dieser Wert gibt an, wieviel
Mol Substituent (also hier Hydroxyethylgruppen) pro Mol Glucose gebunden vorliegen. Da
jeder Glucosebaustein in der Stirke hochstens drei Hydroxylgruppen fiir Umsetzungen zur
Verfligung stellen kann, betrdgt der theoretische Maximalwert 3,0. Die klinisch eingesetzten
Hydroxyethylstirken haben einen MS-Wert von 0,4 bis 0,6. Eine etwas andere Form der An-
gabe des Substitutionsgrades ist der DS-Wert (,,degree of substitution®). Der DS-Wert stellt
das Mengenverhiltnis von substituierten Glucoseresten zur Gesamtzahl aller Glucosereste
dar. Definitionsgemil kann der Wert bei einer erschopfenden Substitution maximal 1,0 betra-
gen. Bei einer einheitlichen, mittleren Substitution sollte der MS-Wert ungefahr dem DS-Wert
entsprechen. Liegt der MS {iber dem DS, so kann von einer Mehrfachsubstitution einiger Mo-
nomerbausteine ausgegangen werden. Bei Hydroxyethylstirken kann es aufgrund gleicher
Funktionalitit der Seitenkette (-CH,-CH,-OH anstelle von —OH) zusétzlich zu einer Mehr-
fachsubstitution des Hydroxyethylrestes kommen. Wegen der Gefahr der Verwirrung muss
erwahnt werden, dass in der allgemeinen nichtmedizinischen englischsprachigen Starkelite-
ratur der Substitutionsgrad generell als DS-Wert angegeben wird, dieser aber inhaltlich dem
bereits erwdhnten MS-Wert gleichzusetzen ist.

Fiir die Pharmakokinetik ist es ebenfalls bedeutsam, an welcher Hydroxylgruppe der Glucose
(Hydroxylgruppe an C-2, C-3 oder C-6) der Substituent gebunden vorliegt. Hierbei wird sich
gewoOhnlich auf die Hydroxylgruppen an C-Atom 2 und C-Atom 6 beschrinkt. Der sog.
C2/C6-Wert gibt das Verhéltnis der partiellen Substitutionsgrade an C-2 und C-6 wieder.

Die intravasale Verweildauer von HES-Losungen nimmt mit ansteigendem mittlerem Mole-
kulargewicht und ansteigendem Substitutionsgrad zu und liegt im Bereich von ca. vier Stun-
den. Die Ausscheidung von HES-Losungen erfolgt fast ausschlieBlich iiber die Niere. Hin-
sichtlich der Auswirkungen auf das Gerinnungssystem wurden neben den allgemeinen Diluti-
onseffekten vor allem bei hohermolekularen und hochsubstituierten HES-Préparaten ver-
schiedene Interaktionen mit Gerinnungsfaktoren beobachtet [20, 37]. Die moderneren mittel-
molekularen, mittelsubstituierten HES-Losungen (HES 200/0,5; HES 130/0,4) gelten zwar
diesbeziiglich als weitgehend unbedenklich, jedoch besteht derzeit auch fiir diese Préparate
eine Dosisbeschrinkung [5]. Bei wiederholter Gabe iiber einen ldngeren Zeitraum kommt es

bei einigen Patienten zu starkem Juckreiz (Pruritus) auf der Haut, welche nicht auf allergi-
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schen Reaktionen beruht, sondern sich wahrscheinlich auf die Speicherung von hochsubstitu-
ierten, hochmolekularen Fraktionen zuriickfiihren lasst [7].

Anders als in den USA, in denen nur langsam spaltbare hochmolekulare und hochsubstituierte
Hydroxyethylstidrken zur Volumensubstitution zugelassen sind, werden in Europa und insbe-
sondere in Deutschland die HES-Praparate als haufigstes korperfremdes Plasmaersatzmittel

eingesetzt.
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2. AUFGABENSTELLUNG

Als artifizielle Volumenersatzmittel werden heute Losungen aus Gelatine, Gelatinederivaten,
Dextran und insbesondere aus Hydroxyethylstirke (HES) eingesetzt. Neben den gewlinschten
Wirkungen der Plasmaersatzlosungen bestimmen in hohem MaBle unerwiinschte Nebenwir-
kungen die Wahl der einzusetzenden Substanz. So hat die Entwicklung von kolloidalen Vo-
lumenersatzmitteln bisher noch nicht zu einem Produkt gefiihrt, welches neben der ge-
wiinschten Wirkung auf das Kreislaufsystem und nach einer der Indikation angepassten Ver-
weildauer im Geféllsystem rasch und vollstindig aus dem Korper eliminiert wird dabei aber
nicht toxisch, nicht antigen und frei von schweren Nebenwirkungen ist.

Die Dextran-Préiparate zeigen das umfangreichste Spektrum an Nebenwirkungen mit zum Teil
todlichem Ausgang. Dextrane werden in Deutschland so gut wie nicht mehr eingesetzt und
werden auf lange Sicht vom Markt verschwinden. Gelatine-Losungen weisen aufgrund des
tierischen Rohstoffs eine hohere Inzidenz von anaphylaktoiden bzw. anaphylaktischen Reak-
tionen auf. Zusitzlich fiihrt das theoretisch mogliche Risiko einer Ubertragung der bovinen
spongioformen Encephalopathie zu einer deutlich verringerten Akzeptanz dieses Pharmakons.
Die neueste Generation von niedermolekularen Hydroxyethylstiarken zeigen derzeit die beste
Vertraglichkeit. Dennoch sind auch diese HES-Losungen nicht frei von Nebenwirkungen, die
vorzugsweise nach hochdosierter und wiederholter Applikation auftreten. So muss als derzeit
grofites Problem die Speicherung von HES in den Zellen des mononuklearen phagozytieren-
den Systems (MPS; friiher retikuloendotheliales System = RES) angesehen werden. Insge-
samt betrachtet scheint die Neuentwicklung eines besseren Plasmaersatzstoffes auf Stirkeba-

sis erfolgversprechender zu sein, als mit anderen polymeren Substanzen.

Die Aufgabe dieser Doktorarbeit besteht darin, eine fiir klinische, vornehmlich parenterale
Anwendungen geeignete wasserlosliche, physiologisch vertridgliche Starkeverbindung zu
entwickeln, welche die genannten Nachteile der bisherigen kiinstlichen kolloidalen Volu-
menersatzmittel vermeidet. Native Stdrke ist wasserunloslich und wiirde im Blut einem sofor-
tigen Abbau durch korpereigene o-Amylase unterliegen. Aus diesem Grund muss die Stirke
bis zum Erreichen des gewiinschten physikochemischen und physiologischen Eigenschafts-
profils vielfdltig modifiziert werden. Zur Erzielung einer optimalen Loslichkeit und zur deut-
lichen Verlangsamung des intravasalen Abbaus miissen Substituenten an einen Teil der freien

Hydroxylgruppen der Glucosebausteine gebunden werden. Vorher muss die native Stirke zur
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Einstellung der Viskositdt durch Teilhydrolyse abgebaut werden. Die Substituenten kénnen

grundsitzlich liber eine Ether- oder Esterbindung eingefiihrt werden.

Wegen der erforderlichen physikochemischen Eigenschaften kommen fiir die Substitution der
Starken nur polare Seitenketten in Frage. Besonders interessant erscheinen potentiell anioni-
sche Substituenten, da sie neben einem erhohten Wasserbindungsvermodgen aus verschiedenen
Griinden eine geringere Akkumulation im Korper erwarten lassen. Durch die hohere Wasser-
bindungskapazitit konnten geringere Konzentrationen der Wirksubstanz und geringer substi-
tuierte Starkemolekiile verwendet werden. Dies sollte sich in einer weiteren Verringerung der
Nebenwirkungsrate widerspiegeln. Polyanionische Stirkeether sind hauptséchlich durch Car-
boxyalkylierungsreaktionen iiber Williamson-Varianten oder Michael-Additionen darstellbar.
Als Modellsubstanz fiir diese Derivateklasse soll die bereits in anderen technischen und medi-

zinischen Anwendungen erprobte Carboxymethylstirke verwendet werden [32].

Informationen iiber anionische Stirken als mogliche Bestandteile von Blutvolumenersatzlo-
sungen sind in der Literatur nur sehr spérlich zu finden. Von Thompson et al. wurde die Ver-
wendung von Carboxymethylstirke als Plasmaersatzmittel wegen einer schwachen Toxizitét
negiert [33]. In der chinesischen Literatur findet man sogar vereinzelt Angaben {iber Volu-
mentherapie-Studien von Carboxymethylstirken. In diesen Studien konnte die prinzipielle
Eignung aus pharmakologischer und toxikologischer Sicht erstmals gezeigt werden [34]. Die
getesteten Substanzen waren aber von einer auf dem Herstellungsverfahren beruhenden Un-
einheitlichkeit geprigt, wodurch aus physiologischer Sicht Nachteile zu befiirchten sind. Dies
konnte die Ursache dafiir sein, weshalb Carboxymethylstirken als Plasmaersatzmittel nach
jetzigem Kenntnisstand in China nicht angewendet werden; in der westlichen Welt stellen sie

hinsichtlich des Verwendungszweckes ein Novum dar.

Aufgabe dieser Arbeit ist es daher, ein Syntheseverfahren zu erarbeiten, welches mdoglichst
variabel und effizient den Zugang zu malBigeschneiderten, einheitlichen Stirkederivaten ebnet.
Dieses Verfahren sollte idealerweise die notwendigen Reaktionsschritte zur Molekularge-
wichtsanpassung und zur Carboxymethylierung vereinen. Der Herstellungsprozess sollte ge-
nerell fiir mehrere Substitutionstypen und —muster optimierbar sein. Prinzipiell sind hierbei
Reaktionsbedingungen zu favorisieren, die einen Transfer in die groBtechnische Produktion
erlauben. Fiir diesen Zweck sollen alle Reaktionsansétze in einem Laborautbau durchgefiihrt
werden, der reproduzierbare Syntheseergebnisse ermoglicht. Es miissen Aufarbeitungsmetho-
den erarbeitet werden, welche die Produkte in der fiir die medizinischen Zwecke notwendigen
Reinheit verfiigbar machen.

Fiir den klinischen Einsatz dieser Substanzen ist die genaue Kenntnis der sterischen und che-
mischen Struktur unerldBlich, da sie Pharmakokinetik und Pharmakologie beeinflussen. Aus
diesem Grund miissen spektroskopische Analysemethoden (NMR und FT-IR) zur Untersu-
chung der Biopolymere entwickelt oder adaptiert werden. Aufgrund der Komplexitdt der

Molekiile kann eine umfassende Aussage iiber den Aufbau nur durch zusétzliche enzymati-
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sche Charakterisierungen gelingen. Hierzu sollten Enzym-Assays aufgebaut werden, welche
neben strukturellen Informationen, schnell und kostengiinstig auch Angaben iiber den phy-
siologischen Abbau liefern. Dariiber hinaus wiirde dieses In-vitro-Verfahren auch die Ver-
gleichbarkeit zu den bisher gebrdauchlichen Volumenersatzmitteln gewéhrleisten.

Soweit moglich sollen aus einheitlich synthetisierten Carboxymethylstarken Priifmuster fiir
praklinische Studien hergestellt werden. Diese Studien wiirden in Kooperation mit der Firma
B. Braun Melsungen AG durchgefiihrt werden. Voraussetzung dafiir wére eine vorherige Be-

stimmung der relevanten physikochemischen Parameter der Testlosungen.

Die Verwendung von Stirkeestern aus niederen aliphatischen Mono- oder Dicarbonséuren,
speziell von Acetylstirke als Plasmaersatzmittel wurde bereits an anderer Stelle vorgeschla-
gen [35, 36]. Der Vorteil von veresterten Starken wird durch eine vollstindige Metabolisier-
barkeit bzw. Ausscheidung begriindet. Untersuchungen mit Acetylstirke ergaben eine gute
physiologische Vertriaglichkeit [37], das Produkt kam jedoch aufgrund seiner Hydrolyseemp-
findlichkeit beim Sterilisationsprozess und der unzureichenden Stabilitit in wassriger Losung
iber den im klinisch geforderten lingeren Lagerzeitraum nicht auf den Markt. Galenisch sta-
bile Stéirkeester, die gleichzeitig den pharmazeutischen Anforderungen gerecht werden, sind
derzeit nicht bekannt. Eine Teilaufgabe dieser Doktorarbeit besteht deshalb ferner darin, die
Ursache fiir die Instabilitdt der acylierten Stirken zu untersuchen, um strukturelle Anforde-
rungen an einen stabilen Stirkeester formulieren zu kdnnen. Voraussetzung hierfiir ist die

Synthese und Charakterisierung eines breiten Spektrums unterschiedlicher Starkeester.
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3. THEORETISCHER TEIL

3.1 Die Stirke

Starke stellt das wesentliche Sekundirprodukt der Photosynthese dar. Sie ist das wichtigste
Kohlenhydrat der menschlichen Nahrung und das Reserve-Polysaccharid von fast allen Pflan-
zen. Die Stirke ist nach der Cellulose der hdufigste polymere Zucker. Im Gegensatz zu freier
Glucose ist die Stirke osmotisch unwirksam und in der Pflanze weitgehend immobilisiert.
Durch den morphologischen Aufbau der Stirke wird eine optimale Raumausnutzung ge-
wihrleistet sowie ein schneller enzymatischer Abbau ermdglicht.

Die Stiarke wird direkt nach der Photosynthese

in den Chloroplasten der griinen Pflanzenteile Starkegranula

gebildet und in Form von ovalen Partikeln mit
ca. 1 um Durchmesser im Stroma temporér de-
poniert. Die nebenstehende Abbildung zeigt
einen Chloroplasten mit zwei solcher granuldren
Starkepartikeln. Mit isolierten Chloroplasten

kann Stérke auch in vitro synthetisiert werden.

Eine ldngere Speicherung der Stirke erfolgt in
ebenfalls mikroskopisch kleinen Kdérnchen in
den wenig differenzierten Amyloplasten des
pflanzlichen Speichergewebes. Besonders hoch Abb. 3-1. Chloroplast mit Stirkekornern.

ist der Stirkegehalt in Getreidekdrnern (bis zu

75 % der Trockenmasse), in Kartoffelknollen (etwa 65 %) und in anderen pflanzlichen Spei-
cherorganen. Die charakteristischen Stiarkekorner sind in kaltem Wasser praktisch unloslich,
quellen aber beim Erhitzen in Wasser stark auf. Etwa 15 bis 25 % der Stirke lésst sich durch
langeres Kochen kolloidal in Lésung bringen. Die Bildung und Eigenschaften der Stirke sind

in zahlreichen Lehrbiichern und Ubersichtsartikeln ausfiihrlich beschrieben worden [38 - 43].
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3.1.1 Biosynthese von Stirke

Die Kniipfung der glycosidischen Bindungen bei Polysacchariden erfolgt iiber mit Nucleosid-
diphosphaten aktivierte Zucker. Im ersten Schritt des in Abbildung 3-2 dargestellten Synthe-
seweges wird ausgehend von Glucose-6-phosphatdurch das Enzym Phosphoglucomutase
Glucose-1-phosphat bereitgestellt.

Glc

Glc-6-P m
@ +H,0

Glc-1-P

+ Pi
ATP
C
PP,
ADP-Gle
o-1,4 Gle,
01,-1,4 Glcn+1 —» Stirke

Abb. 3-2. Allgemeines Schema der Stirke-Biosynthese bzw. des Abbaus [44]. (1) Phosphoglucomutase; (2)
ADP-Glucose Pyrophosphorylase; (3) granula-gebundene und 16sliche Stirkesynthasen; (4) verzweigende En-
zyme; (5) Stiarke Phosphorylase; (6) Amylasen, entzweigende Enzyme, Maltasen; (7) Hexokinase.

Die anschlieBende Bildung von ADP-Glucose durch ADP-Glucose-Pyrophosphorylase ge-
schieht in allen bisher untersuchten stirke-akkumulierenden Plastiden [44]. Die Umsetzung
von Glucose-1-phosphat zu ADP-Glucose wird bei einer niedrigen P;- und einer hohen 3-
Phosphoglycerat-Konzentration stimuliert. Diese Situation liegt bei einer hohen Saccharose-
konzentration im Cytosol vor. Die Aktivitdt der Stirkesynthasen fiihrt zum linearen Produkt
Amylose. Bei der Synthese des o-1,4-verkniipften Polyglucans wird die Glucose von der
ADP-Glucose stets an das nichtreduzierende Ende der wachsenden Kette transferiert. Hierbei
spielen sowohl 16sliche Isoformen der Stirkesynthasen als auch solche Enzyme, die mit be-
reits vorhanden Stirkegranula assoziiert sind eine entscheidende Rolle. Das Amylopektin
wird sehr wahrscheinlich durch ein Zusammenspiel von Stirkesynthasen, verzweigenden En-
zymen (auch als Q-Enzyme bezeichnet) und entzweigenden Enzymen gebildet. Die a-1,6-
glycosidischen Verkniipfungen werden von den verzweigenden Enzymen in lineare Poly-
glucane eingefiihrt, die Verzweigungspunkte bilden den Anfang neuer Ketten, welche durch
die Starkesynthase bis zu dem Punkt verldngert werden, an welchem erneut Verzweigungen

eingefiihrt werden. Ein Zuviel an Verzweigungen wird durch die Beteiligung von entzwei-
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genden Enzymen wieder auf das durchschnittliche Mal3 herunterreguliert (sog. ,,preamylo-
pectin trimming model®) [44]. Das Auftreten von ldslichen, hochverzweigten Phytoglykoge-
nen in den Endospermen von Mais- und Reis-Mutanten wird ebenfalls in diesem Zusammen-
hang diskutiert [45]. Die Produkte werden schlielich in Form von Granula in den Chloropla-
sten gespeichert. Ein Abbau der granuldren Stirke kann zum einen durch eine stirkespezifi-

sche Phosphorylase oder durch Amylasen und entsprechende entzweigende Enzyme erfolgen.

3.1.2 Das Starkekorn

Die Bildung und Ablagerung der Stirke in den Pflanzen erfolgt in Form von Stirkekdrnern.
Diese weisen fiir jede Pflanze artspezifische Formen, Grof3en und Schichtungen auf, so dass
aufgrund dieser Kennzeichen die Herkunft der Stirke unter dem Mikroskop feststellbar ist.
Die nachfolgende Abbildung zeigt rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen einiger Stér-

kesorten.

Abb. 3-3. REM-Aufnahmen einiger Stirkekorner (v.l.n.r. Kartoffel, Mais, Wachsmais) [46].

Starkekorner zeichnen sich durch eine Reihe besonderer Eigenschaften aus. So zeigen sie bei
Betrachtung im polarisierten Licht Doppelbrechung, die sich in Form eines Kreuzes darstellt.
In Abbildung 3-3 sind solche Mikroskopiebilder in der rechten unteren Ecke von den Kartof-
fel- und Maisgranulabildern dargestellt.

Starke besitzt eine ausgepréagte Fahigkeit zur Wasseraufnahme, verbunden mit einem Auf-
quellen der Stiarkekorner. Die Quellbarkeit ist stark von der Temperatur abhidngig, bis ca.
40 °C verlauft sie reversibel. Bei Suspensionen in Wasser nimmt der Durchmesser luftge-
trockneter Stirkekdrner um 30...40 % zu. Bei weiterer Erwdrmung der Suspension setzt ober-
halb einer bestimmten Temperatur eine irreversible, starke Quellung ein. Diesen Temperatur-
bereich, der etwa bei 75...90 °C liegt, nennt man die Gelatinisierungs- oder Verkleisterung-
stemperatur. Die Korner verlieren ihre Doppelbrechung und die Viskositdt der Suspension

steigt betrachtlich an. Wéhrend der Gelatinisierung verlieren die Starkekorner ithre Morpholo-
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gie [47]. In diesem Stadium zeigen die Suspensionen die groBte Viskositit und es beginnt die
Diffusion eines Teils der Amylose aus dem Stirkekorn. Bei weiterer Erwdrmung bis auf 90
°C platzen die Starkekorner auf, was einen Viskositdtsabfall zur Folge hat. Molekulare Lo-
sungen entstehen aber erst weit oberhalb von 100 °C, hierbei werden die intermolekularen
Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den OH-Gruppen vollstindig aufgebrochen. Die all-
gemeinen provenienzabhingigen Charakteristika werden in der folgenden Tabelle gegeniiber-
gestellt.

Tab. 3-1. Allgemeine Eigenschaften einiger granuldrer Stirken [48].

Stirkequelle Loslichkeit % | Verkleisterung- granulire Durchmesser der
bei 95 °C stemp. [°C] Form Starkekorner [um]
Kartoffel 82 59...68 oval / sphédrisch 40...100
Weizen 41 58...64 rund / linsenfor- 20...30
mig
Mais 25 62...72 rund / polyedrisch 2..15
Wachsmais 23 63...72 rund / polyedrisch 5..15

Der Durchmesser der Stiarkekorner liegt zwischen 10 um (Reiskorn) und 100 um (Kartoffel).
Sie enthalten nahezu reine Stirke. Das Verhéltnis von Amylose zu Amylopektin variiert in-
nerhalb der Stirken unterschiedlichen pflanzlichen Ursprungs und bestimmt grundlegend
mehrere physikochemische Eigenschaften der Stirkekorner. Die Eigenschaften werden eben-
so durch die Lokalisierung dieser Komponenten innerhalb des Korns sowie deren Interaktion
untereinander beeinflusst. Getreidestirken enthalten noch 1...2 % Fette oder Fettsduren,
Knollenstirken 0,07...0,22 % Phosphat, das als Ester an Amylopektin gebunden ist. Des
Weiteren findet man in der Stirke noch 0,1...2 % Protein. Die Molekiile innerhalb des Korns
weisen einen gewissen Kristallisationsgrad auf. Man unterscheidet zwischen Stirketyp A
(vorwiegend in Getreidestirken) und dem Typ B (in Knollenstirken), beide besitzen ein un-
terschiedlichen Wassergehalt [49]. Das Wasser hat bei der Strukturbildung des Stirkekorns
eine wichtige Rolle, es gewihrleistet die optimale Festigkeit des Korns. Bei Getreidestérken
liegt dieses Optimum bei ca. 13 % Wasser, bei Kartoffelstérke bei ca. 19 % Wasser. Die nach-
folgende Tabelle gibt eine Zusammenfassung iliber die chemischen Bestandteile der héufig-
sten Stirken.
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Tab. 3-2. Chemische Zusammensetzung einiger nativer Stérken (TS = Trockensubstanz) [4§].

Starkequelle Starkegehalt | Amylose | Lipide | Proteine | Phosphor Gleichge-
im Rohstoff % TS % TS % TS % TS wichtsfeuchte
[%0] [%]
Kartoffel 17...19 23 0,03 0,06 0,08 19
Weizen 62...70 28 0,8 0,40 0,06 13
Mais 68...75 27 0,7 0,35 0,02 13
Wachsmais 68...75 1 0,15 0,25 0,01 13

Starkekorner weisen im Kern einen amorphen Bereich ohne erkennbare Organisation auf,
dieses Zentrum wird als Hilum bezeichnet. Der morphologische Autbau der Korner wird
malgeblich durch die Anordnung des Amylopektins bestimmt. Die unverzweigten kiirzeren
Ketten des Amylopektins treten in Clustern auf und bilden dort in einer dichten Anordnung
Doppelhelices aus. Die geordnete Packung solcher Doppelhelices fiihrt zu kristallinen La-
mellen. Diese alternieren mit amorphen Lamellen, in denen die Verzweigungen des Amylo-
pektins lokalisiert liegen. Diese strukturelle Einheit wiederholt sich periodisch in Abstinden
von ca. 9 nm. Die abwechselnden kristallinen und amorphen Lamellen sind konzentrisch an-
geordnet und fiihren so zu mehreren hundert Nanometern gro3en semikristallinen Zonen. Die-
ser Bereich alterniert wiederum mit amorphen Zonen in denen die Organisation der Amylo-
pektin-Molekiile weniger geordnet ist. Eine amorphe und eine semikristalline Zone wird
schlieBlich als Wachstumsring bezeichnet. Diese Ringe sind im Mikroskop sichtbar. In der
nachfolgenden Abbildung wird der komplexe Aufbau eines Stiarkekorns illustriert.

Hilum
Wachstumsringe:

amorphe Zone

semikristalline Zone

Doppel-Helices
(linearer Bereich)

hochverzweigter Bereich
% Cluster

Abb. 3-4. Stiarkekorn — Aufbau und innere Organisation [44, 45].

kristallin
— amorph
kristallin
e amorph

9-10nm
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Die Lokalisierung von Amylose innerhalb des Stirkekorns ist immer noch Gegenstand auf-
wendiger Untersuchungen [50]. Sie scheint als Vorldufer des Amylopektins teilweise in freier
Form als auch in Form von Komplexen fest assoziiert vorzuliegen [39, 49]. In der nativen
Form scheint die Amylosefraktion reaktiver zu sein als das Amylopektin, nach geeigneter
physkalischer Vorbehandlung oder in Losung zeigen jedoch beide Komponenten die gleiche
Reaktivitét [57].

Die Struktur der Stirkekdrner bestimmt grofBtenteils die Reaktivitit sowie den Ort der Reakti-
on. Bei einigen Reaktionen findet ein GroBteil der Umsetzungen an der Oberfldche der Stér-
kekorner statt. In anderen Fillen werden innere Bereiche bevorzugt umgesetzt, hierbei miissen
die Reagenzien zunichst durch die Oberfliche der Granula diffundieren. Bei diesen diffusi-
onskontrollierten Reaktionen werden die Stirkemolekiile in den amorphen Regionen stirker
umgesetzt als in den kristallinen. In Wachsmais- und Sorghumstirke existieren sogar Kanile,
die mitunter zu inneren Kavitdten im Stdrkekorn fiihren. Die Stirkemolekiile in diesen Teilen

sind fiir einige Reagenzien leichter zuginglich und reagieren somit zuerst [52 - 55].

3.1.3 Die Komponenten Amylopektin und Amylose

Starke besteht hauptsdchlich aus zwei Polysaccharid-Fraktionen, welche getrennt isolierbar
sind. Beide sind aus o-D-Glucose aufgebaut, unterscheiden sich aber in Gro3e und Struktur.
Die Glucose liegt in der *C;-Form vor und wird als Monomerbaustein von Polyglucanen auch
manchmal als Anhydroglucose-Einheit (AGE) bezeichnet, da sie durch die Summenformel

C¢H 1005 reprasentiert wird.

Amylopektin

Amylopektin ist das groBte existierende Biopolymer, seine Molmasse kann von mehreren
Millionen bis zu Milliarden Dalton reichen. Das o-1,4-verkniipfte Makromolekiil ist iiber
o-1,6-glycosidische Verkniipfungen zu ca. 5 % verzweigt. Gegenwértige Modelle beschrei-
ben die Feinstruktur als eine buschartige Verkniipfung von verschiedenen linearen Fragmen-
ten. Diese Ketten lassen sich zwei ungefahr gleichverteilten Populationen zuordnen. Anhand
der relativen Lage innerhalb der makromolekularen Struktur wird zwischen A- und B-Ketten
unterschieden. Die A-Ketten sind unverzweigt und {iber eine einzelne Verknilipfung mit den
B-Ketten verbunden. Die B-Ketten konnen mehrere Verzweigungen tragen. Jedes Amylopek-
tinmolekiil besitzt noch eine C-Kette, welche das einzige reduzierende Ende trigt. Eine gro-
Benchromatographische Untersuchung der Ketten ergibt eine bimodale Verteilung, in welcher
die erste Fraktion, die aus A-Ketten und kleinen B-Ketten besteht, einen mittleren Polymeri-
sationsgrad (DP) von 15 Glucosebausteinen aufweist und die zweite Fraktion, die von ldnge-
ren B-Ketten gebildet wird, einen durchschnittlichen DP von ca. 45 Glucoseresten hat [45, 48,
56, 57]. Strukturell und funktionell betrachtet ist das Amylopektin die wichtigere Fraktion,
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denn es ist schon allein in der Lage die komplexen Stirkegranula zu bilden. Nahezu reines
Amylopektin kann aus Wachsmaisstirke gewonnen werden, d.i. Pflanzensorte, in der durch
Zichtung der Amylosegehalt auf nahezu null Prozent gebracht worden ist. Es existieren noch
eine Reihe anderer wachsiger Stiarkesorten, wie z.B. Wachsreisstirke. Daneben gibt es neuere
Genotypen, in welchen teilweise durch Antisense-Techniken verzweigende oder entzweigen-
de Enzyme zur Erzeugung amylopektin-reicherer bzw. amylose-reicherer Stirkefraktionen
ausgeschaltet wurden, ferner die Phosphorylase zur Reduzierung des Phosphatgehaltes in
Kartoffelstiarke [44, 58]. Auf diese Weise konnte erstmals eine amylosefreie Kartoffelsorte
erzeugt werden. In der folgenden Abbildung wird das derzeit giiltige Strukturmodell fiir
Amylopektin schematisch dargestellt.

duzi des End
1,6-glykosidische Verkniipfung gy ——— recuzierendes Bide

1
1

W B-Ketten

A-Ketten

4-5nm

|
|

—

LR LA

Abb. 3-5. Amylopektinmodell [39, 59].

Amylose

Die Amylose ist die niedermolekulare Polysaccharid-Fraktion der Stirke. Sie hat ein dur-
schnittliches Molekulargewicht von 10° bis 10°. Die Glucosereste sind in der Amylose iiber-
wiegend 1,4-glycosidisch verkniipft. Eine vollstindig lineare Amylose existiert nicht, denn sie
weist stets in geringem Male 1,6-glycosidische Verzweigungen auf [60]. Amylose bildet mit
Lipiden und vielen anderen Substanzen stabile Komplexe, indem sie solche Stoffe in einer
helikalen Struktur einschlie3t [39, 42, 48, 49]. Die altbekannte Blaufarbung von Stéarkelosun-
gen nach der Zugabe von elementarem lod (,,lod-Starke-Reaktion*) beruht auf dem Vorkom-
men solcher Helices: Die Iod-Molekiile lagern sich kettenformig ins Innere der Helix ein und

nehmen durch Polarisierung ihrer Elektronenhiillen in dieser weitgehend nichtwassrigen Um-
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gebung eine tietblaue Farbe an. Stark verzweigte Polysaccharide farben sich mit Iod lediglich
braun oder rotbraun. Ohne Komplexpartner kann die Amylose nur iiber kurze Strecken stabile
Helixsegmente mit 6 bis 8 Glucoseeinheiten pro Windung bilden, so dass sich insgesamt eine
knéduelartige Struktur in Lésung ergibt. Amylose bildet unterhalb von 80 °C keine stabile
wissrige Losung und fiéllt schlieBlich als kristalline Substanz aus. Dieser Prozess, der auf der
Bildung von vielen intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen beruht, wird in der Stér-

kechemie als Retrogradation bezeichnet.
Die Tabelle 3-3 gibt einen Uberblick iiber die Eigenschaften von Amylose und Amylopektin.

Tab. 3-3. Eigenschaftsprofil von Amylose und Amylopektin.

Amylose Amylopektin
mittlere Molmasse 10°...10° g/mol 107...10° g/mol
Verkniipfung a-1,4-D-Glc (liberwiegend) o-1,4-D-Gle

o-1,6-D-Gle

Uberstruktur nahezu linear buschartig verzweigt
physikalische bzw. phy- ausgezeichnete Filmbildung, hohere Kleisterviskositit, sehr gute
sikochemische harte Filme Filmbildung, weiche, viskose und
Eigenschaften verformbare Filme

Féhigkeit zur Kristallisation hohe Klebkraft, Bildung von klaren,

durchsichtigen Kleistern

Loslichkeit in Wasser erst oberhalb | Ldslichkeit in Wasser unter 100 °C
124 °C

Einschlussverbindungen mit orga- keine Einschlussverbindungen

nischen Substanzen und lod

Blaufarbung mit Iod schwache lod-Reaktion (rot-braun)
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3.2 Modifikationen von Stirke

Starke kann auf vielfdltige Art und Weise modifiziert werden. Sdmtliche Modifikationen die-
nen der Anpassung an gewiinschte physikalisch-chemische Eigenschaften: Verdnderung der
Gelatinisierungstemperatur, verdndertes Retrogradationsverhalten bzw. erhohte Loslichkeit
(damit einhergehend eine Variation des polaren Charakters der Polysaccharide), verringerte
Viskositit, gute Gefrier-Tau-Stabilitdt, modifiziertes Wasserbindungsvermogen [58]. Dane-
ben spielen vor allem im Nahrungsmittelbereich Eigenschaften wie Geruchs- und Ge-
schmacksneutralitit sowie Aussehen bzw. Klarheit des hergestellten Gels bzw. des modifi-
zierten Stirkekleisters (-paste) eine entscheidende Rolle. In der pharmazeutischen Industrie
wird die Modifizierung teilweise zur Erzielung einer bestimmten pharmakologischen Wir-
kung durchgefiihrt. Eine Derivatisierung wird manchmal auch unternommen, um einen biolo-
gischen Abbau der Stirke zu verzogern oder zu verhindern. Die Tabelle 3-4 fasst die wesent-

lichen Griinde fiir eine Modifizierung von Stirken zusammen.

Tab. 3-4. Griinde und Ziele der Derivatisierung von Stirken.

Modifikation von Kocheigenschaften / Verkleisterung / Auflosetemperatur
Verhiltnis Feststoff — Viskositét
Saure-, Hitze- und Scherstabilitidt von Losungen

Verringerung der Retrogradation

Klarheit / Glanz / Textur von Gelen und Pasten
Erhohung der Gefrier-Tau-Stabilitit von Pasten / Gelen

Verringerung der Alterung von Pasten / Gelen

Erhalt der granuldren Struktur
Filmbildungseigenschaften
Adhaésion / Kohésion

Anderung des ionischen Charakters

Anderung des hydrophilen Charakters

Verminderung des biologischen Abbaus
Wirkstoffbindung
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Man unterscheidet zwischen physikalisch sowie chemisch modifizierten Stirken. Bei der so-
genannten vorgelatinisierten Stirke, wird die unbehandelte Stirke zundchst als Suspension
oberhalb ihrer Gelatinisierungstemperatur erhitzt. Das Gel wird zu einem diinnen Film ausge-
rollt, getrocknet und anschlieend zu einem feinen Pulver zermahlen. Ein anderes Verfahren
beruht auf der Spriihtrocknung aus einer zuvor gelatinisierten Starkesuspension. Vorgelatini-
sierte Starke findet vor allem in der Lebensmittelindustrie breite Anwendung, wird aber auch
in anderen industriellen Zweigen benotigt [39, 40]. Der Vorteil liegt in der erhohten Quellbar-
keit und Gelbildung in kaltem Wasser; solche ,,Instant-Gel*“-Stirken werden beispielsweise
bei Erzeugnissen wie Puddings oder Kuchenfiillungen benétigt, bei deren Herstellung zum

Teil keine Gelatinisierung durch Erhitzen moglich ist.

Unter kontrollierten Bedingungen lésst sich Stirke sdurehydrolytisch in Derivate umwandeln,
die mit Wasser auch bei hoheren Konzentrationen niedrigviskose Losungen ergeben. Entspre-
chende Verfahren werden groftechnisch zur Herstellung sogenannter diinnkochender Stirken
durchgefiihrt [67]. Das Produkt hat ein geringeres Molekulargewicht bzw. einen verminderten
Polymerisationsgrad. In dispergierter Stirke werden grofitenteils die o-1,4-Bindungen hy-
drolysiert, in granuldrer Form hingegen sind diese Bindungen {iberwiegend in den kristallinen
Regionen der Stirkekorner anzutreffen, dies fiihrt zu einer verstdarkten Hydrolyse der o-1,6-
Verzweigungspunkte, weil der amorphe Bereich der Korner fiir einen Séureangriff am anfél-
ligsten ist. Solche Stérken finden ihre grof8te Anwendung in der Lebensmittelindustrie sowie
in Textil- und Papier-Manufakturen [61, 62].

Starkemolekiile werden sowohl in freier als auch in granuldrer Form chemisch modifiziert.
Die gingigsten Methoden zur Derivatisierung sind vor allem die Sdurebehandlung, die Oxi-
dation, Veretherung von Stirke sowie die teilweise Vernetzung (,,Cross-Linking*) und die
partielle Veresterung. Eine Vielzahl von Ubersichtsartikeln und Monographien exisitiert zu
diesem Thema [32, 41, 42, 63 - 71].
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In Abb. 3-6 sind die unterschiedlichen Modifikationsmoglichkeiten von Stirken zusammen-

gestellt.
Starke
|
Starke-Fraktionen modifizierte Starke-Derivate Solvolyse-  vernetzte Hydrolyse-
Starke (substituiert) Produkte Starke Produkte
|
Amylose Amylopektin Transglykosidierungs- I
| ! Produkte
modifizierte  modifiziertes
Amylose Amylopektin . Maltose Glucose- Malto-
Y yiep Alkylglykoside Sirup  dextrine
]
[ | [ |
partiell abgebaute Quelstarke Starke-ester Starke-ether Maltit
Starke (Xanthogenate,
Acetate,
kaltwasseriésl.  Phosphate, nicht  anionisch kationisch
Starke Sulfate, Nitrate ~ ionisch
I
[ I I | [ I I
Rost- 16sl. hydro- oxidierte Cyclo-  Karamel Dextrose Trocken-
dextrine  Starke lytisch Starke dextrine glucose-
abgebaute sirup
Starke
l , .
Dialdehydstarke Carboxystarke Persulfatabgebaute Ascorbin-  Sorbit Fructose
Starke saure

Abb.: Ubersicht iiber aus Starke zugangliche Produkte

Abb. 3-6. Ubersicht iiber aus Stirke zugingliche Produkte [38].

3.2.1 Stirkeether

Veretherungen von Stdrken an den Hydroxylgruppen sind prinzipiell nach den fiir niedermo-
lekulare Alkohole iiblichen Reaktionen, die keine oder alkalische Katalysatoren erfordern,
moglich. Saure Katalysatoren sind bei Umsetzungen, die weitgehend polymeranalog verlau-
fen sollen, wegen der Labilitdt der glycosidischen Bindungen bei niedrigen pH-Werten ohne-
hin nicht einsetzbar. Technische Realisierung bei der Stirke-Veretherung finden hauptsich-
lich drei Methoden [63, 68]:

die Williamson-Synthese unter nucleophiler Substitution von Verbindungen mit alipha-
tisch gebundenem Halogen

die Anlagerung von Oxiranen (Epoxiden)

die Michael-Addition aktivierter Olefine

Diese Reaktionen verlaufen in Gegenwart von Alkali. Vollstindige Umsetzung der Stirke
wird selten angestrebt und erreicht, da bei der Stirkeether-Synthese in der Regel niedrige
Substitutionsgrade zur Vermittlung von Kaltwasserloslichkeit ausreichen. Abgesehen von

Umsetzungen mit Halogen-Verbindungen sind katalytische Alkalimengen ausreichend.
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Starken werden iiberwiegend in heterogenen Systemen in drei technischen Verfahrensvarian-
ten verethert [63]:

durch Tempern eines Gemisches aus wasserarmer Stirke, Alkali und Veretherungsrea-
genz,

durch Einwirkung des Veretherungsmittels auf Starke in wéssrig/alkalischer Suspension,
durch Umsetzung des Polysaccharids in einem inerten organischen Losungsmittel als Re-

aktionsmedium.

Nach der ersten Variante sind sowohl niedrig- als auch hochsubstituierte Produkte herstellbar,
da die geringe Wassermenge des Reaktionsgemisches noch nicht zu einer Verkleisterung der
Starkederivate fiihrt. Da aus prozesstechnischer und anwendungsbezogener Sicht granulére
Derivate bevorzugt werden, sind in wéssriger Suspension nur Stirkederivate mit Substituti-
onsgraden bis ca. 0,1 problemlos zuginglich. Zur Vermeidung einer Gelatinierung des Sub-
strates werden niedrige Reaktionstemperaturen gewédhlt, wéssrige Natriumchlorid- oder Natri-
umsulfat-Losungen als Suspensionsmittel eingesetzt und die Alkali-Konzentrationen mog-
lichst niedrig gehalten [72]. In kaltem Wasser auch in Gegenwart von Salzen 16sliche, héher
substituierte Derivate der Stirke werden vorteilhaft in organischen Suspensionsmitteln, in der
Regel mit Wasser partiell mischbare niedere Alkohole oder Ketone, synthetisiert, die die Sub-
strate und deren Reaktionsprodukte nicht 16sen oder zu stark anquellen [63]. Die Derivatisie-
rung der Stirke kann auch in homogenen Systemen durchgefiihrt werden. Die Stirke wird
dabei in Wasser oder einem organischen Losungsmittel, z. B. in Dimethylsulfoxid, geldst [68,
69]. Nachteilig und aufwendig bei dieser Verfahrensweise ist aber die Isolierung der Stérke-
derivate aus den meist hochviskosen Reaktionsgemischen.

Von den Stirkeethern sind insbesondere Hydroxypropyl- und Hydroxyethylstdrken am weite-
sten verbreitet [42, 73]. Beide werden mit unterschiedlichen Substitutionsgraden in groflem
Malistab in der Papier- und Textilindustrie als Zusitze benotigt [62]. Aufgrund ihres Wasser-
bindevermdgens und ihrer Kaltwasserloslichkeit werden sie aber auch im Nahrungsmittelbe-
reich vielseitig eingesetzt [40, 41]. Bei der Darstellung von Hydroxypropylstirken wird {ibli-
cherweise die Stirke mit Propylenoxid unter Basenzugabe umgesetzt (,,St* steht fiir Stirke)
[74]:

0
OH —
St—OH + A St O/Y

OH

Auf analoge Weise lassen sich durch Umsetzung mit Ethylenoxid Hydroxyethylstirken er-
halten. Speziell angepasste Hydroxyethylstirken dienen im klinischen Bereich als Plasmaer-
satzmittel (sieche Abschnitt 1.2.3). Die Kaltwasserloslichkeit von Hydroxyalkylstirken wird
dadurch erklért, dass die Einfiihrung der Hydroxyalkylgruppen die native Struktur des Amy-
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lopektins formlich aufblidht und somit eine Reaggregation der Makromolekiile durch die auf-
gespreizten ,,Aste* vermindert wird [7].

Die Klasse der Carboxyalkylstirken, welche in der Regel durch Williamson-Synthesen erhal-
ten werden, wird in Abschnitt 6.2.1 noch ausfiihrlicher beschrieben. Die gebrauchlichste Me-
thode zur Darstellung ist ein ,,Slurry-Verfahren®, in welchem die granuldre Stérke in niederen
Alkoholen, vorzugsweise in Isopropanol aufgeschldmmt und unter Basenzugabe mit Mono-

chloressigsdure in einer Sy2-Reaktion gemall Williamson umgesetzt wird [68, 69].

o) 0
cl 2NaOH —
St—OH + 29 - O/\K
- NaCl, H,0 -

OH O Na

Tertidare Aminoalkylether, quaterndre Ammoniumether und aminoethylierte Stérke sind soge-
nannte kationische Stérken [40], welche neben ihrem Hauptanwendungsgebiet in der Papie-
rindustrie [62, 75, 76, 77] unter anderem als Bestandteil fliissiger Detergentien Verwendung
finden, da sie neben der Aminofunktion zusitzlich hydrophobierende Gruppen aufweisen
[78].

In den Bereich der Stirkeether fallen auch teilweise vernetzte Stirken. Umsetzungen mit
Epichlorhydrin unter alkalischen Bedingungen fiihrt zur Ausbildung intermolekularer Ether-
briicken [47]. Starke kann durch synthetische Makromolekiile gepfropft werden. Die entste-
henden Pfropf-Copolymere sind verzweigte Makromolekiile deren Riickgrat die Stérke ist.
Fiir die Polymerisation kommen unter anderem Acrylamid, Acrylnitril oder Methacrylsdure in
Betracht [40, 79]

3.2.2 Stirkeester

Mit der Veresterung von Starken werden prinzipiell dhnliche Ziele verfolgt wie mit den bisher

besprochenen Derivatisierungen [41, 63, 67 - 71]:

Erniedrigung der Gelatinisierungstemperatur
Erhohung der Losungsstabilitit der natiirlichen Polymeren
Einfiihrung hydrophilierender bzw. hydrophobierender ionischer oder nichtionischer

Gruppen zur Verdnderung der Polaritit der Polymeren

Die bei Reaktionen von Stirken mit unterschiedlichen Carbon- und Mineralsdurederivaten
anvisierten Substitutionsgrade orientieren sich an diesen Zielen. Es wurden sowohl sehr nied-
rig als auch sehr hoch veresterte Produkte synthetisiert, von denen groftenteils nur die zuerst

genannten technische Bedeutung erlangt haben [63]. In der Regel setzt ein glatter Vereste-
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rungs-Verlauf eine Vorbehandlung der Stirke, z. B. durch Erhitzen in Wasser oder wissrigem
Pyridin [68] wie auch in Ammoniak [80] zur Erh6hung ihrer Reaktivitit voraus.

Die technisch bedeutendsten organischen Stirkeester sind die Acetate; sie werden unter brei-
ter Variation des Substitutionsgrades hergestellt. Schwach veresterte Acetate mit Substituti-
onsgraden bis ca. 0,5 sind durch Einwirkung von Acetanhydrid oder Vinylacetat [87] auf
Starke in wéassriger Suspension zuginglich:

In wissriger Suspension wird durch zugefiihrte Hydroxidionen die Nucleophilie der Sauer-
stoffatome der Starkehydroxygruppen durch eine teilweise Deprotonierung erhoht. In der Li-
teratur [63, 68] wird dieser Vorgang auch als Bildung eines sogenannten ,,Stirke-Alkali-
Komplexes* bezeichnet.

St—OH + OH St—O----H----OH

Der starke nucleophile Charakter dieses ,,Komplexes fiihrt zu einem beschleunigten Angriff
auf das Anhydrid.

St—O"'H‘"OH] - + )J\O)k _— /{\O
@)

. _.OH
St/8+ ‘H’ &

Das sich bildende Gleichgewicht wird durch die Elimination des resonanzstabilisierten Ace-

tatanions und eines Molekiils Wasser zur Produktseite hin verschoben.

o 0
o > St\)j\ + —>— + Hy0
o o

O. .OH
St/ 8"’ N H, S

Die Umsetzung mit dem Anhydrid verlduft mit Substitutionsausbeuten bis zu 70 %, wenn das
Veresterungsreagenz der Stérkesuspension bei 20...25 °C und pH-Werten von 8,5...10,0, die
durch kontinuierliche Zugabe verdiinnter Natronlauge konstant gehalten werden, langsam
zudosiert wird. Bei zu hohen pH-Werten wird zum einen das zugefiihrte Anhydrid hydroly-
siert und zum anderen setzt die Verseifung des sich bildenden Stirkeesters ein.

Acetate mit hohem Substitutionsgrad resultieren aus der Veresterung von in organischen Lo-
sungsmitteln suspendierten Stidrken mit Acetanhydrid in Gegenwart basischer Katalysatoren.

Bevorzugtes Suspensionsmittel fiir die Stéirke-Acetylierung ist Pyridin. Uber die Variation der
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Anhydrid-Menge oder der Reaktionszeit lassen sich in diesem Losungsmittel Produkte mit
breit gefidcherten Substitutionsgraden synthetisieren.

Pyridin dient bei der Umsetzung von nativer granuldrer Stirke einmal zur Reaktivitétssteige-
rung der Starkekorner und zum anderen als Katalysator fiir die Reaktion, in deren Verlauf ein

reaktives Acylpyridinium-Ion als Intermediat entsteht.

(0] (0]
- (0] (0] 0 0,
<\/N +)I\O)I\ =/ILTOJI\ =\Nﬁ +(_)>_
A AN

Durch die erhohte Elektrophilie des Carbonylkohlenstoffatoms wird der nucleophile Angriff
der Stiarke-Hydroxygruppen erleichtert, das anschlieBend abstrahierte Proton wird von Pyridin

als Base aufgenommen.

0
0 +/ +/
St—OH + }N\ /> _— St\O )j\ + HN\ />

Es ist iiblich im Uberschuss mit Pyridin zu arbeiten, es dient dann ebenfalls als Losungsmittel
wenn die Stirke ausreichend genug acetyliert ist. Benutzt man Formamid als Losungsmittel,
so ist es moglich die Acetylierung mit Essigsdureanhydrid und Pyridin von Anfang an in ei-

nem homogenen System durchzufiihren.

Stirkeester hoherer Fettsduren [82 - 85]

Ester der Stiarke mit hoheren Fettsduren werden bevorzugt mit Anhydriden oder Chloriden
dieser Carbonséduren als Acylierungsmittel in Gegenwart von Pyridin hergestellt.

Der Einsatz von Sdurechloriden erfordert wegen freiwerdendem Hydrogenchlorid den Einsatz
von Basen; die am haufigsten eingesetzte Base ist das Pyridin. Der Mechanismus verlauft

dhnlich wie oben tliber die Bildung eines reaktiven Acylpyridinium-Ions:
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Bei den niederen Fettsduren wird in der Regel das Anhydrid der Sdure eingesetzt, bei den
hoheren Fettsduren ist die Prdparation der Sdurechloride der oftmals leichtere Weg. Siu-
rechloride werden auch haufig zur Synthese von Stirkebenzoaten und Stérke-p-
toluolsulfonaten eingesetzt [68, 80, 86].

Mit einigen Fettsduren sind auf diesem Wege sehr hohe Substitutionsgrade erreichbar; es
wurden Trieester aus Maisstdrke und Propansdure, Butansdure, Decansdure und Hexadecan-
sdaure gewonnen. Die Eigenschaften der Fettsdureester werden wesentlich von der Kettenldnge
des Sdurerestes geprigt. Mit einigen Fettsduren ist gerade bei amylosereichen Stirken der
erreichbare Substitutionsgrad begrenzt. Dies wird durch die helicale Struktur der Amylose
und der dadurch bedingten sterischen Hinderung, der unterschiedlichen Reaktivititen der Hy-
droxygruppen der Glucoseeinheiten und dem durch die eingefiihrten Acylgruppen bewirkten
Abschirmungseffekt begriindet.

Fettsdureester lassen sich durch Einwirkung von Acylchloriden auf Alkali-Stirken in einer
Schotten-Baumann-Reaktion [68, 87, 97, 98] oder durch basenkatalysierte Umesterung von
Starke mit den Methylestern langkettiger Carbonséduren gewinnen. Bei dem letzteren Verfah-
ren gelangten Dimethylsulfoxid als Losungsmittel fiir das Polysaccharid und Natriummetha-
nolat als Katalysator bei Temperaturen von 80...100 °C zum Einsatz.

Gleichzeitige oder nacheinander erfolgende Umsetzung von Stiarke mit zwei oder mehr Car-
bonsiurederivaten fiihrt zu den entsprechenden Mischestern [88]. Uber die Art und Menge bei
der Mischveresterung eingesetzten Sduren lassen sich die Eigenschaftsbilder der Stirkeester
gezielt variieren [89]. Des Weiteren existieren noch einige Verfahren zur Darstellung von
Starkeestern aus aromatischen Carbonsdurederivaten [85]. Starkeester aus Anthranilsdurede-
rivaten werden in der Papierindustrie angewendet [76, 77]. Als bioabbaubare Mikropartikel

wurden Acryloyloxystiarken diskutiert [83, 87].

Stirkeester von Di- und Tricarbonsduren [35, 89 - 92]

Veresterungen von Stirke mit Di- oder Tricarbonsduren sind in der Regel auf Umsetzungen
des Polysaccharids mit den inneren Anhydriden dieser Carbonsdure beschrinkt, da deren
Chloride naturgeméal potentielle Vernetzungsmittel fiir das natiirliche Polymere sind. Erhalten
werden Produkte mit einer bzw. zwei Carboxylgruppen je Ester-Rest, die insbesondere in der
Salzform stark hydrophilierend wirken. Signifikante Beeinflussungen der Losungseigen-
schaften der Starke werden daher schon bei niedrigen Veresterungsgraden erzielt.

Hauptsichlich verwendete Anhydride mehrbasischer Carbonsduren sind die der Bernsteinséu-
re, Alkenylbernsteinsdure, Maleinsdure, Zitronensdure und Phthalsdure. Starkesuccinate wer-
den sowohl im Festbettverfahren, bei denen Stirke mit Bernsteinsdureanhydrid gemischt und
bei 100...150 °C derivatisiert wurde, als auch in wiassriger Suspension oder in Losung herge-
stellt. Das Losungsverfahren ermoglicht die problemlose Herstellung hochsubstituierter Pro-
dukte. Besonderes Interesse haben Alk(en)ylbernsteinsdureester der Stirke gewonnen, denen
die Kombination aus hydrophober Alk(en)yl- und hydrophiler Carboxylgruppe quasi Ten-



28 THEORETISCHER TEIL

sidcharakter verleiht, Einsatzmoglichkeiten als polymere Emulgatoren eréffnet und hohe Lo-
sungsviskosititen vermittelt [78]. Fiir die Herstellung von Stirkecitraten wurden Festbettver-
fahren beschrieben, bei denen Stérke unterschiedlichster Provenienz mit partiell neutralisierter
Zitronensdure bei Temperaturen oberhalb 100 °C zur Reaktion gebracht werden [93, 85]. Die
Zitronensdure wird dabei als Ammoniumsalz oder als wéssrige Losung, deren pH-Wert auf
4...6,5 eingestellt wird, eingesetzt. Durch diese Mallnahme wird ein Stirkeabbau wihrend der
Veresterungsreaktion, bei der Vernetzungen der Polysaccharid-Molekiile kaum vermeidbar

sind, minimiert. Die erzielten Substitutionsgrade sind bei dieser Methode jedoch sehr gering.

Stéirkeester via Carbodiimid-Kopplung

Eine Moglichkeit der schonenden Veresterung von Alkoholen mit Carbonsduren ist der Ein-
satz von wasserabspaltenden Reagenzien wie Dicyclohexylcarbodiimid (DCC). Carbodiimide
finden vielfaltigen Nutzen in der préparativen organischen Chemie, insbesondere zur Wasser-
abspaltung bei Peptid-Synthesen, Oligonucleotid-Synthesen und in der Heterocyclen-
Synthese [94, 95, 96].

Der Mechanismus ist dem einer nucleophilen Substitution vergleichbar. Aus der eingesetzten
freien Sdure und dem DCC entsteht zunédchst unter Addition ein isolierbares O-Acyl-
isoharnstoffderivat, welches aufgrund der erhdhten Elektrophilie des Carbonylkohlenstoffa-

toms gegeniiber nucleophilen Angriffen durch Alkohole oder Thiole zuginglicher ist.
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Die Esterbildung im letzten Schritt wird von der Ausfallung von schwerldslichem Dicyclohe-
xylharnstoff (DHU) begleitet.

Die Reaktion kann auf eine Vielzahl von Sduren und Alkoholen angewendet werden. In der
Regel wird sie in aprotischen apolaren Losungsmitteln wie Dichlormethan, Diethylether, Te-
trahydrofuran und Acetonitril durchgefiihrt. Die Effizienz der Carbodiimidmethode kann
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durch Zugabe anderer Katalysatoren wie z.B. 4-Dialkylaminopyridine, diverser Phosphorrea-
genzien und Sduren um ein wesentliches erhoht werden.

In der Biochemie sind bei der Darstellung von Peptiden und Oligonucleotiden in wissriger
Losung wasserlosliche Carbodiimid-Derivate wie beispielsweise N-Cyclohexyl[-N*-(2-(N-
methylmorpholino)-ethyl]-carbodiimid-4-toluolsulfonat als aktivierendes Reagenz zur An-

wendung gekommen.

Hierdurch konnten die Synthesen von wasserldslichen Peptiden auf einfachen Wegen in ei-
nem homogenen System durchgefiihrt werden. Carbodiimid-Varianten werden auch benutzt,
um an bereits funktionalisierte Polysaccharide wie beispielsweise Carboxymethylstirken
Wirkstoffe oder Komplexbildner zu binden, hierbei wird héufig das wasserlosliche N-Ethyl-
N'-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid Hydrochlorid (EDC) eingesetzt [/0]. Ansonsten
existiert wenig Literatur liber den Einsatz von Carbodiimiden bei Veresterungsreaktionen von
Stirken. Bei der Phosphorylierung von Amylose unter milden Bedingungen wird die Ver-
wendung von Dicyclohexylcarbodiimid in Verbindung mit B-Cyanoethylphosphat in Pyridin
beschrieben [99].
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3.3 Anwendungen von Stirken und Stirkederivaten

Urspriinglich ein normales Produkt der Landwirtschaft hat Stirke als ,,nachwachsender Roh-
stoff“ heute eine grofBe Bedeutung erlangt. Die Zahl der Stirke enthaltenden oder auf Stirke
basierenden Produkte ist betrdachtlich und wéchst stetig. Derzeit sind bereits iiber 600 ver-
schiedene Anwendungen von Stirke etabliert. Aufgrund der biotechnologischen und chemi-
schen Modifikationsmoglichkeiten iibertrifft sie in ihrer industriellen Nutzung die Cellulose
[7100]. Der grofite Konsument von Stirkeprodukten ist die Nahrungsmittelindustrie, derzeit
wird etwas mehr als die Hélfte der produzierten Stirke in Nahrungsmitteln verarbeitet. Ein
weiterer gro3er Anteil entfdllt auf die Papierherstellung sowie die iibrige technische Industrie.
Ebenfalls ergeben sich eine Vielzahl von Anwendungen im pharmazeutischen Sektor. Die
nachfolgende Abbildung gibt einen Uberblick iiber den Verbrauch von Stirkeprodukten in
Europa fiir das Jahr 1998. Der Gesamtverbrauch lag bei ca. 7,5 Millionen Tonnen [/01].

A .
Native Stdrken
25%
Verzuckerungs-
produkte
57%
Modifizierte
Stiarken
18%
B Chemie &
Fermentation &
technische
Eméahrungsin- Industrie
dustrie 19%
30%
Papier & Pappe
27%
Stifwaren &
Getrinke

24%

Abb. 3-7. Verbrauch von Starkeprodukten in Europa 1998. A: Anteile pro Produktgruppe. B: Anteile pro Sektor.

Gesamtverbrauch ca. 7,5 Mio Tonnen.
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Unverédnderte (native) Stérke findet ihre groffite Verwendung im Nahrungsmittelbereich, sei es
als Reinprodukt oder als Bestandteil von Getreide und Kornerzeugnissen. Stirke ist ein Roh-
stoff zur Produktion von Stirkesirup. Die Stirkeverzuckerung wird heute fast ausschlieBlich
durch den kombinierten Einsatz von stirkespezifischen Hydrolasen durchgefiihrt. Als Pro-
dukte werden sirupdse Pasten mit unterschiedlichen Dextroseequivalenten erhalten, welche
direkt weiter verarbeitet werden. Den groften Einsatz finden sie bei der Herstellung von Ge-
tranken und SiiBwaren [/0/]. Durch zusitzliche Behandlung mit Isomerasen werden Sirupe
erhalten, die mit einem Gehalt von 42 % Fructose und etwa 54 % Glucose dem Invertzucker
sehr dhnlich sind. Sprdder, fester Stirkezucker, wird unter anderem zur Herstellung fester
Zuckerwaren benotigt.

Alternativ kann Stirke fermentiert werden, um Ethanol oder andere industrielle Chemikalien
zu gewinnen [/00]. In diesem Zusammenhang sind auch die technisch immer bedeutsameren
Cyclodextrine zu nennen [/02]. Neben dem kalorischen Aspekt wird Stirke groftenteils als
Verdickungsmittel und Gelbildner angewandt. Stirke dient der Herstellung von Kleistern und
Klebstoffen sowie als Papierhilfsmittel z. B. zum Verleimen des Papiers. In der Papierindu-
strie dienen derivatisierte Stirken der Verbesserung der Papieroberflicheneigenschaften und
verhindern beispielsweise ein Auslaufen der Tinte beim Bedrucken oder Beschriften [/03]. In
der Textilindustrie ist Stirke Bestandteil von Appreturen [/04]. Eine Mischung aus Kartoffel-
und Mais- oder Getreidestiarkederivaten wird zum ,,Schlichten® von Textilien eingesetzt,
ebenso ist Stirke ein ,,Steifungsmittel* fiir Wasche. Polyanionische Stirken wie Carboxyme-
thylstirke dienen in Waschmitteln als Schmutzaufnehmer [/05]. Des Weiteren finden solche
Derivate eine verbreitete Anwendung in der analytischen Chemie sowie als Komplexbildner
fiir Schwermetalle in der Wasserautbereitung [/06]. Applikationen ergeben sich in der Film-
und Faserindustrie [/07] und im gesamten Breich von geformten Produkten (Plasten, Schiu-
me, etc.) [/08]. In der Erzauftbereitung und der Erdélbohrung werden Stirkederivate als Flok-
kungsmittel und Stabilisator von Spiilfliissigkeiten verwendet. Anwendung findet Starke auch
in Farben und Baustoffen [/09, [10]. Stirke wird unter anderem den Kunststoff-
Formulierungen beigemischt, um ,,bioabbaubare* Materialien zu erhalten [///]. In der phar-
mazeutischen Industrie wird Stérke als Tablettenbindemittel oder zur Retardierung, Pharma-
kamodulation oder als Tragersystem von Wirkstoffen verwandt [8, 71, 12, 112, 113, 114].
Reisstirke und Starkederivate werden in der Kosmetik zur Herstellung von Pudern gebraucht.
Die obigen Beispiele sind nur ein kleiner Ausschnitt aus dem breiten Spektrum der moglichen
Anwendungen. Aufgrund des pharmazeutischen Hintergrundes der vorliegenden Arbeit wer-
den in der abschlieBenden Tabelle nochmals die vielfdltigen Verwendungen von Stérken und

Starkederivaten in Pharmazie und Medizin hervorgehoben.
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Tab. 3-5. Anwendung von Stirken und Stérkederivaten in Pharmazie und Medizin [/135, 116].

Bezeichnung, Verarbeitungs-

und Darreichungsform

Stoffliche Basis

Beabsichtigte Wirkung

Pulver, Puder

Nativstérken (Mais, Weizen, Kar-
toffel, Reis), Formalin-St., ANM,
HES, CES

Handschuhpuder, Wund-
streupuder, Gleitmittel; Re-
sorbierbarkeit

Granulate, Tabletten, Komprima-
te, Kapseln

Nativstarken, Quellstarken, Stér-
keether (CMS), (Cyclo)-Dextrine;
Glucosesirup, Dextrose

Bindemittel, Sprengmittel,
Wirkstoff-Schutz u. -Frei-
setzung, Mikroverkapselung

Salben, Pasten, Gele, feste Losun-
gen

Formalin-St., ANM, Stirkeether
(CMS), Salben, Crems, Dextrine,
Starkekleister

Dermatologia, fettfreie Sal-
ben, Cremes, Zahnpasten,
Wirkstoff-Einschl. u. Freiset-
zung

Resorbierbare Schwiamme u.
Schiaume

Gefrier-Koazervate, Verschiu-
mungsprod. v. Nativstirken (Zu-
sitze Gelatine, PVC, Wirkstoffe)

Sekretabsorption, innere
Tamponaden, Wirkstoff-
Applikationen, Implantate,
Héamostatika, Resorbierbar-
keit

Kontrastmittel, Infusionslosungen

Amylopektin, CMS, HES, HPS,
Stéarke u. Gelatine, Sorbitol, Iod-
amylosen; CMS-Konjugate

Sedimentationshemmung,
Wirkstoffstabilisierung, Vis-
kositétsregulierung, Nach-
weisbarkeit

Plasmaersatzmittel, Wirkstoff-,
Mineralstoff-Trager

HES, HPS, CMS; Kartoffelstirke;

Blutvolumenerginzung, Inji-
zierbarkeit, Pharmakamodu-
lation

Starkewirkstoffe, Arzneimittel,
Antigene

Dialdehyd-, Dicarboxyl-Stérke,
Stiareke-Sulfate, Oxid. Starkesul-
fate, Iod-Stiarken, CMS,

an Stirke gebundene Pharmaka

Entgiftung, Wunddesinfekti-
on, Anti-Tuberculose,-
Arteriosklerose,-Lipdmie,
Antitumor-Agens, Blutgerin-
nungshemmung (Heparinoid)
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4. EXPERIMENTELLER TEIL

4.1 Technische Daten

4.1.1 Der Synthesereaktor

Bei einer Vielzahl der in Abschnitt 4.4 erlduterten Synthesen wurde die Reaktionsfiihrung in
einem speziellen Reaktionsgefall vollzogen. Dieser Reaktor ist in Abbildung 4-1 schematisch
dargestellt. Er stellt eine Eigenentwicklung dar und wurde in den Werkstétten der Universitit
Kassel angefertigt.

Das Reaktionsgefall hat ein maximales Fassungsvermdgen von ca. 1500 ml. Mit einem Labor-
rihrwerk sind Ansatzgrofen mit einem Stirkeanteil von iiber 300 g durchfiihrbar. Der dop-
pelwandige Aufbau des Unterteils erlaubt eine exakte Temperaturkontrolle des Reaktionsge-
misches iiber einen externen Thermostaten. Das Oberteil ist {iber einen Planschliff mit Te-
flondichtung und Spannklemmen mit dem Unterteil verbunden, im Oberteil befinden sich
neben dem Gewinde fiir die Teflonhiilse, welche den Glasriihrer hilt, drei kleine Normschliffe
(NS 14,5) und ein groBer Normschliff (NS 29) fiir den Aufsatz entsprechender Glasgeréte
oder fiir das Einbringen zusitzlicher Messgerdte, wie beispielsweise pH-Elektroden oder
Thermometer. Der Aufbau kann mit weiteren Messsystemen kombiniert werden; unter ande-
rem konnte mit einem Drehmomentmessgerit der Firma IKA der rheologische Verlauf einer
Reaktion ,,online* gemessen werden (siehe Abschnitt 4.3.10 und 4.4.2).

Mit diesem Reaktionsgefdll sind reproduzierbare Synthesen unter definierten Bedingungen —

wahlweise unter Schutzgas — mit hohen Ausbeuten sequentiell durchfiihrbar.
Laborriihrer: Laborriihrer Typ RZR, Fa. Heidolph
Drehmomentmessplatz: Riihrwerk, Eurostar Power con.visc, Fa. IKA

Messsystem, Viscoklick VK 250 control, Fa. IKA
PC-Steuerung iiber Labworldsoft 2.6

Thermostat: Umwdélzthermostat, Modell Thermomix 5 BU, Fa. B. Braun
Melsungen AG
Teflongerite: PTFE-Mehrweg-Manschetten, Fa. Bohlender

PTFE-Hiilse, Fa. Bohlender
PTFE-Spezialdichtung, & 10 mm, Fa. Bohlender
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N, -Ausgang

N, -Eingang

Abb. 4-1. Schematischer Aufbau des Reakti-
onsgefafies.

1 Laborriihrwerk, 2 Spannfutter bzw. Ansatz  H,0-Ausgang
fir Drehmomentmessgerdat, 3 Kupplung, 4 e
Stabilisator (Teflon), 5 Teflonhiilse mit
Gummidichtung, 6 Tropftricher NS 14,5

(Bsp.), 7 Riickflusskiihler NS 14,5 (Bsp.), 8

NS 29, 9 Planschliff mit Teflondichtung, 10
AuBenmantel, 11 Glasrithrer mit Propeller.

10

—
H,O -Eingang

4.1.2 Kernresonanzspektroskopie

Die NMR-Spektren wurden im NMR-Laboratorium der Universitit Kassel mit einem Varian
Unity Inova 500 MHz-Gerit von Herrn Dr. Martin Maurer aufgenommen. Das Gerét war aus-
gestattet mit einem 5 mm Breitbandprobenkopf. Bei allen Messungen wurden die ersten vier
Messpunkte der FIDs durch ,,Linear Prediction* korrigiert. Die Messfrequenz betrug 500
MHz bei '"H-NMR-Experimenten und 125 MHz bei '*C-NMR-Experimenten. Eine Vielzahl
der Spektren wurde unter Verwendung eines externen Standards (mit einem ds-3-
(Trimethylsilyl)-propionsdure Natriumsalz-Losung (kurz TSP; 5,4 mg/ml D,0) befiillten
NMR-Innenréhrchens) referenziert (ohne Suszeptibilitidtskorrektur). Bei wiederholten Mes-
sungen von Stdrkederivaten und bei der Bestimmung von Substitutionsgraden und -mustern

sowie bei Hochtemperaturmessungen wurde ohne externen Standard gearbeitet. Die hierbei
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erhaltenen Spektren wurden indirekt referenziert. Bei einigen Messungen in D,O wurde ein zu
intensives HDO-Signal durch ,,Presaturation® abgeschwicht.

Bei *C-NMR-Messungen die der Quantifizierung von Signalen dienen sollten, wurde der
NOE durch ,,Inversed Gated Decoupling® (kurz IGATED) unterdriickt. Solche Messungen
liefen, um die Genauigkeit der Ergebnisse zu erhdhen bei hohen Akkumulationsraten iiber
Nacht. Die "H-NMR-Spektren wurden in der Regel standardisiert mit 64 Scans bzw. 128
Scans pro Messung bei einer Aquisitionszeit von 6 s und einem Relaxationsdelay von 4 s mit
einem 35°-Puls aufgenommen. Die Spektralweite betrug 5267 Hz (-0.9 bis +9.7 ppm).

Probenvorbereitung

Bei den standardisierten 'H-NMR-Messungen wurden die aufgereinigten Stirken und Stirke-
derivate in 1 ml Losungsmittel (i. Allg. D,O) geldst und anschlieend in ein NMR-Réhrchen
iiberfiihrt, in welches gegebenenfalls zusétzlich ein Innenréhrchen mit externem Standard
eingebracht wurde.

Es wurde besonders darauf geachtet, dass monomere Bestandteile und Salze durch vorherige
Dialyse aus den Probensubstanzen entfernt wurden. War bei einigen Proben das HDO-Signal
zu intensiv — und sollte auf ,,Presaturation® dieses Signals verzichtet werden — so wurde die
Substanz in D,0 aufgenommen, gelinde erwédrmt, anschliefend eingefroren und gefrierge-
trocknet. Diese Prozedur wurde so oft wiederholt, bis sich das HDO-Signal zufriedenstellend
verkleinert hatte und somit weniger intensive, in enger Nachbarschaft befindliche Signale
auswertbar wurden.

Wurden Stérkederivate mit ionisierbaren Seitengruppen vermessen, so wurde je nach ge-
wiinschter Signallage ein standardisierter pH-Wert von 1,0 bzw. 7,4 eingestellt. Die *C-
NMR-Spektren solcher Verbindungen erwiesen sich als weniger pH-sensibel und konnten
ohne zuvorige pH-Einstellung aufgenommen werden.

Die Hochtemperaturmessungen wurden bei 70 °C durchgefiihrt, vor der Messung wurden die
Probeldsungen im Wasserbad auf 70 °C temperiert, damit sich das fiir den Messvorgang not-
wendige thermische Gleichgewicht schneller einstellen konnte.

Fiir eine vollstindige Charakterisierung der Starkeether und insbesondere den in dieser Arbeit
synthetisierten Carboxymethylstirken war es notwendig, bei einem Teil der 'H-NMR und
BC-NMR-Messungen die Probensubstanz in ihre monomeren Bausteine sdurehydrolytisch zu
zerlegen. Hierzu wurden im Allgemeinen 100 mg Stérkederivat in ein kleines Glaskdlbchen
tiberfithrt und vorsichtig unter Schwenken mit 1 ml 25 %iger (v/v) D2SO4 in D,O {iber-
schichtet. Das Glaskolbchen wurde dann mit einem Schliffstopfen fest verschlossen und zu-
sdtzlich mit Parafilm versiegelt. Nun wurde der Inhalt durch leichtes Schiitteln vermischt und
das Ganze wurde im Olbad fiir fiinf Stunden bei 90 °C erwirmt. Das so erhaltene briunlich
gefarbte Monomerengemisch wurde iiber eine sehr kleine D2-Glasfritte partikelfrei filtriert
und anschlieBend in ein NMR-Rohrchen tiberfiihrt und so direkt mit den jeweiligen Standard-

parametern (s.0.) vermessen. Die Konzentrationen aller Losungen lagen in der Regel zwi-
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schen 50 und 100 mg/ml Losungsmittel; sofern nicht anders vermerkt, wurde als Losungs-

mittel Deuteriumoxid verwendet.

Notation der spektroskopischen Angaben

Bei den "H-NMR-Untersuchungen der intakten Polymere wurden aufgrund der hohen Linien-
breiten und vielfiltigen Signaliiberlagerungen chemische Verschiebungsbereiche zur Charak-
terisierung der Substanzen angegeben. Die filir die entsprechenden Signale verantwortlichen
Protonen und deren Anzahl wurden in Klammern aufgefiihrt.

Bei den 'H-NMR-Spektren der Totalhydrolysate wurden neben der Signalzuordnung soweit
moglich die entsprechende Multiplizitit und die dazugehodrigen Kopplungskonstanten mit
angegeben. Bei den *C-NMR-Spektren wurden nur eindeutige und intensive Signale proto-
kolliert, die Angabe der Zuordnung der Signale zu den jeweiligen Kernen erfolgte ebenfalls in
Klammern.

Bei der Auflistung der NMR-spektroskopischen Daten (in Abschnitt 4.4) wurden folgende
Abkiirzungen verwendet:

s = Singulett, d = Dublett, dd = Dublett von Dublett, ddd = Dublett von Dublett von Dublett,
m = Multiplett, nicht aufgel. = durch Uberlagerung von mehreren Signalen nicht aufgeldster
Spektralbereich, J = Kopplungskonstante, = chemische Verschiebung.

Bei den Zuordnungen wurden folgende Kurzschreibweisen verwandt:

Die in Klammern angegebenen Suffixe (u) und (s) kennzeichnen Signale, welche von unsub-
stituierten bzw. substituierten Glucose-Species stammen. Bei den >*C-NMR Angaben werden
die C-Atome gemih der unteren Abbildung nummeriert. Bei den 'H-NMR-Angaben gilt fiir
die H-Atome die gleiche Zuordnungsnummerierung wie fiir die C-Atome. Bei Aufnahmen am
intakten Polymer kennzeichnet die Angabe (1-4) bzw. (1-6) Protonen von 1-4- bzw. 1-6-
glycosidisch verkniipften Glucosebausteinen. Die Suffixe (t), (o-r) und (B-r) kennzeichnen
Protonen terminaler Glucosebausteine der nichtreduzierenden Enden sowie der reduzierenden
Enden in o~ oder B-Konfiguration. Die Nummerierung der Kerne wird nochmals durch die

nachfolgende Abbildung einer Anhydroglucoseeinheit erldutert.

0

H

Abb. 4-2. Nummerierung der Kerne innerhalb eines

Glucoserestes.
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Alle chemischen Verschiebungen (8) wurden in ppm angegeben, die Angabe der Kopplungs-
konstanten (J) erfolgte in Hz. Sdmtliche spektroskopische Daten wurden entgegen allen ande-

ren Zahlenwerten aus gebriauchlichen Griinden in der englischen Dezimalschreibweise notiert.

4.1.3 FT-IR-Spektroskopie

Die IR-Messungen ausgewaihlter Starkepraparate wurden an einem Spektrometer Modell
FTS-40A der Firma BioRad durchgefiihrt.

Samtliche Messungen wurden mit folgenden Parametern durchgefiihrt:

Number of Scans: 8

Delay: 10s
Sampling: UDR-2
Resolution: 8
Aperture: open
Apodization: triangular
Start WN: 4000

End WN: 500
Velocity: 5kHz
Zero Fill: 1

Filter: 1,12 kHz
Laser WN: 15800,82
Igram Symetry: single sided

Die Proben wurden in der Regel {iber ATR-Technik vermessen. Ein geringer Teil der IR-
Spektren wurde mit Hilfe der diffusen Reflexionstechnik aufgenommen.

Fiir die ATR Messungen wurde das Spektrometer mit einer Einfachreflexions-Diamant-ATR-
Einheit Modell Golden Gate der Firma Specac, GB ausgeriistet und zusitzlich zur Substanzfi-
xierung mit einem Saphir-Anpressstempel versehen. Fiir die diffusen Reflexionsmessungen
wurde ein entsprechender Adapter der Firma BioRad in den Strahlengang des Spektrometers
eingesetzt.

Probenvorbereitung fiir die ATR-Aufnahmen bzw. diffuse Reflexionsmessungen

Bei der Methode der abgeschwichten Totalreflexion (engl. kurz ATR) besteht ein Vorteil
darin, dass Stoffe vermessen werden konnen, welche unter anderem aufgrund mangelnder
Durchléssigkeit nicht direkt in den Strahlengang gebracht werden konnen.

Die in dieser Arbeit synthetisierten und aufgereinigten Stérkeproben lagen prinzipiell als Lyo-
philisat mit einem papierdhnlichen Habitus vor, welche sich duflerst schlecht mit herkdmmli-
chen Probenpréparationsmethoden fiir die IR-Spektroskopie verarbeiten lieBen (d.h. KBr-

Pressling, Nujol-Bettung). Die ATR-Methode erwies sich insbesondere aufgrund der einfa-
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chen Probenvorbereitung als optimal geeignet. Hierbei wurde eine geringe Menge des Lyo-
philisats mit einer Pinzette auf das Diamantfenster der ATR-Einheit gebracht, die Probe wur-
de mit dem drehmomentbegrenzten Anpressstempel fixiert und vermessen. Die resultierenden
Spektren waren allesamt von guter Qualitdt und mussten lediglich hinsichtlich ihrer Signalin-
tensititen mittels eines ATR-Korrekturfaktors korrigiert werden.

Bei den diffusen Reflexionsmessungen wurde die moglichst fein zerteilte Probensubstanz in
einen kleinen Probentiegel iiberfiihrt, welcher bis zum Rand abschlieBend befiillt wurde. Der
Probentiegel wurde in die vorgesehene Offnung des diffusen Reflexionsadapters gestellt und

das Spektrum wurde danach aufgezeichnet.

Notation der spektroskopischen Angaben

Bei der Angabe IR-spektroskopischer Daten in Abschnitt 4.4 wurden folgende Abkiirzungen
verwandt: v = Wellenzahl (in cm™), s = Bande mit starker Intensitit, m = Bande mit mittler
Intensitdt, w = Bande mit schwacher Intensitit. In Einzelfdllen wurden entsprechende Zuord-

nungen der jeweiligen Banden in Klammern mit angegeben.

4.1.4 Rasterelektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen einiger ausgewéhlter Stirkeproben wurden am
Rasterelektronenmikroskop des Fachbereichs Physik der Universitdt Kassel von Herrn Dr.
Alexander Vollkopf durchgefiihrt.

Die Proben wurden in Form eines feingemorserten Pulvers auf ein doppelseitig klebendes
Graphitpad mittels eines Pinsels aufgebracht, welches zuvor auf einem normalen Glasobjekt-
trager zentral fixiert wurde. Das tiberschiissige Pulver wurde durch vorsichtiges Pusten ent-
fernt. AnschlieBend wurden die Objektrdager in eine Metallbedampfungsanlage eingebracht
und dort mit einer 5 nm diinnen Chromschicht bedampft. Die Préparate konnten so mit einer

zufriedenstellenden VergroBerung und ausreichendem Kontrast vermessen werden.

4.1.6 Sonstige Geriteangaben und technische Details

UV-VIS-Photometer

Zweistrahlphotometer Modell Uvikon 860, Fa. Kontron Instruments

Dialyse

Dialysiermembranschlauch: Typ Visking, regenerierte Cellulose, cut-off 10...20 kDa,
Fa. Roth

Dialysierverschlussklemmen: Dichtungslangen 25 mm und 45 mm, Fa. Roth
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Gefriertocknung

Gefriertrocknungsanlage:

Sterilisation

Laborautoklaven:

Zentrifugen

Laborkiihlzentrifuge:
Rotor:
Vakuum-Zentrifuge (SpeedVac):

Viskositdtsmessung

Viskosimeter:

Einwegmaterialien

Spritzen:

Kantlen:

Spritzenvorsatzfilter:

Reagiergefalle:
Pipettenspitzen:
Dispenserspitzen:

Einwegkiivetten:

Glasgeriite
NMR-R6hrchen:
NMR-Innenréhrchen:
Rollrandgléser:

Schraubdeckelgléser:

sonstige Glasgerite:
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Modell LDC-2, Fa. Christ

Typ Sanoklav, Fa. Schiitt Labortechnik
Typ HST 4-5-6, Fa. Zirbus

Typ RC5C, Fa. Sorvall Instruments
Typ Sorvall GSA, Max. 13000 U/min, Fa. DuPont
Vakuum-Konzentrator, Fa. Bachofer

Mikro Ubbelohde-Kapillarviskosimeter, Gerdtekonstante
K = 0,009868 mm®/s’, Fa. Schott-Geriite

Sterican, Luer-Lock BL/LB, diverse Grof3en, Fa. B.
Braun Melsungen AG

Omnifix, Luer, diverse Gréfen, Fa. B. Braun Melsungen
AG

Minisart NML, Celluloseacetat, 0,2 um, 0,45 um, 0,8
um, I 26 mm, Fa. Sartorius

Minisart plus, Celluloseacetat/Glasfaser, 0,2 um, 0,45
um, I 26 mm, Fa. Sartorius

1,5 ml, 3 ml, Fa. Sarstedt

100 pl, 1000 pl, 5000 pl, Fa. Sarstedt

Stepper-Tips, Model 8100, 15 ml, 60 ml, Fa. Nichiryo
10 x 4 x 45 mm, 1 ml, 3 ml, Fa. Sarstedt

Typ 507-PP-8, Fa. Wilmad

Typ WGS-5-BL, Coaxial-Insert, Fa. Wilmad

75/23 mm, Vial-Rollrand mit Gummistopfen und Alumi-
niumkappe, 20 ml, Fa. Merck Eurolab GmbH

75/27 mm, 71/21 mm, mit teflonbesch. Deckel, 16 ml, 30
ml, Fa. Merck Eurolab GmbH

Standardglasgerite, Fa. Schott, Fa. Brand
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4.2 Chemikalien

4.2.1 Chemikalien fiir die NMR-Spektroskopie

Deuteriumoxid, Deuterierungsgrad 99,95 %, Fa. Deutero GmbH

Dimethylsulfoxid-de, Deuterierungsgrad 99,95 %, Fa. Deutero GmbH

Salzsdure-d; in Deuteriumoxid, Deuterierungsgrad 99,5 %, Fa. Deutero GmbH
Natronlauge-d, in Deuteriumoxid, Deuterierungsgrad 99,5 %, Fa. Deutero GmbH
Schwefelsdure-d, 98 Gew.% in Deuteriumoxid, Deuterierungsgrad 99,5 %, Fa. Deutero
GmbH

3-(Trimethylsilyl)-propionsdure-ds Natriumsalz, Deuterierungsgrad 98 %, Fa. Merck Eu-
rolab GmbH

4.2.2 Chemikalien fiir die Charakterisierungsmethoden

Bestimmung der Calciumkompatibilitit von CMS-Losungen

Calciumchlorid-Dihydrat, reinst, Fa. Merck Eurolab GmbH
Isotone Kochsalzldsung 0,9 %, zur intravendsen Infusion, Fa. B. Braun Melsungen AG

Bestimmung der pH-abhdngigen Stabilitdt von Succinylstirkelosungen

5 N Natronlauge, Combi-Titrisol, Fa. Merck Eurolab GmbH

5 N Salzsidure, Combi-Titrisol, Fa. Merck Eurolab GmbH

Isotone Kochsalzldsung 0,9 %, zur intravendsen Infusion, Fa. B. Braun Melsungen AG
Natriumacetat, zur Analyse, Fa. Merck Eurolab GmbH

Natriumcarbonat, zur Analyse, Fa. Merck Eurolab GmbH
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, zur Analyse, Fa. Merck Eurolab GmbH

Nachweis der reduzierenden Enden mit Dinitrosalicylsdure

3,5-Dinitrosalicylsdure, zur Analyse, Fa. Sigma-Aldrich GmbH

Kalium, Natrium-tartrat-Tetrahydrat, zur Analyse, Fa. Sigma-Aldrich GmbH
Maltose-Monohydrat, zur Analyse, Fa. Merck Eurolab GmbH
Natriumhydroxid, Microprills, Fa. Riedel-de-Haén

Titrimetrische Bestimmung des MS von Carboxymethylstdrken

5 N Natronlauge, Combi-Titrisol, Fa. Merck Eurolab GmbH

5 N Salzsidure, Combi-Titrisol, Fa. Merck Eurolab GmbH
Carboxymethylstirke MS = 0,1, Emsize 60, Fa. Emsland-Stirke GmbH
Methylrot-Mischindikator-Losung, Fa. Fluka
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Salzsdure 32 %, zur Analyse, Fa. Merck Eurolab GmbH

4.2.3 Chemikalien zur Synthese

Stdrkerohstoffe/-derivate

Diinnkochende Wachsmaisstirke, Fa. McGaw, USA

Enzymatisch modifizierte Kartoffelstérke, Paselli SA 2, Fa. Avebe-Deutschland GmbH
Hydroxyethylstirke 200/0,5, Fa. Ajinomoto, Japan

Native Wachsmaisstiarke, Fa. Knorr AG

Hydrolyse von Stdirken

5 N Natronlauge, Combi-Titrisol, Fa. Merck Eurolab GmbH

5 N Salzsadure, Combi-Titrisol, Fa. Merck Eurolab GmbH

Pullulanase (EC 3.2.1.41), aus Klebsiella pneumoniae, Suspension in 3,2 M (NHy4),SOy4,
Fa. Sigma-Aldrich GmbH

Reduktion der reduzierenden Enden von Stdrken

Natriumborhydrid, zur Synthese, Fa. Merck Eurolab GmbH

Synthese von Stirkeethern

4-Dimethylaminopyridin, purum, Fa. Fluka

Chloressigsidure Natriumsalz, zur Synthese, Fa. Merck Eurolab GmbH
Chloressigsaure, zur Synthese, Fa. Merck Eurolab GmbH
Natriumhydroxid, Microprills, Fa. Riedel-de-Haén

Triphenylchlormethan, purum, Fa. Fluka, Fa. Acros

Synthese von Stdirkeestern

(+)-Di-O-acetyl-L-weinsdureanhydrid 97 %, purum, Fa. Fluka
2,2-Dimethylbernsteinsdureanhydrid 98 %, zur Synthese, Fa. Acros
2,2-Dimethylglutarsdureanhydrid 98 %, zur Synthese, Fa. Acros
3,3-Dimethylglutarsdureanhydrid 99 %, zur Synthese, Fa. Acros
4-Dimethylaminopyridin, purum, Fa. Fluka

Bernsteinsdureanhydrid, zur Synthese, Fa. Merck Eurolab GmbH
Chlorameisensédureethylester (Ethylchlorformiat), zur Synthese, Fa. Merck Eurolab GmbH
Diglykolsdureanhydrid (3-Oxaglutarsdureanhydrid) 90 %, techn., Fa. Fluka
Dodecenylbernsteinsdureanhydrid 95 %, Fa. Merck Eurolab GmbH
Essigsdureanhydrid, zur Synthese, Fa. Merck Eurolab GmbH
Glutarsdureanhydrid 95 %, zur Synthese, Fa. Merck Eurolab GmbH
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N,N-Dicyclohexylcarbodiimid, zur Synthese, Fa. Merck Eurolab GmbH
Pivalinsdure, zur Synthese, Fa. Merck Eurolab GmbH
Pivalinsdureanhydrid, zur Synthese, Fa. Merck Eurolab GmbH
Propionsdureanhydrid, zur Synthese, Fa. Merck Eurolab GmbH

4.2.4 Biochemikalien fiir enzymatische Untersuchungen und Umsetzungen

Amyloglucosidase (EC 3.2.1.3), aus Aspergillus niger, Lyophilisat, Fa. Sigma-Aldrich
GmbH

Enzym-Fertigtest fiir Bernsteinsdure (Succinat), UV-Test, Fa. R-Biopharm GmbH
Enzym-Fertigtest fiir Essigsdure (Acetat), UV-Test, Fa. R-Biopharm GmbH

Pullulanase (EC 3.2.1.41), aus Klebsiella pneumoniae, Suspension in 3,2 M (NHy4),SOy,
Fa. Sigma-Aldrich GmbH

a-Amylase (EC 3.2.1.1) Typ iX-A, aus Humanspeichel, Lyophilisat, Fa. Sigma-Aldrich
GmbH

a-Amylase (EC 3.2.1.1) Typ VI-B, aus Schweinepankreas, Lyophilisat, Fa. Sigma-
Aldrich GmbH

B-Amylase (EC 3.2.1.2) Typ I-B, aus Siilkartoffel, Suspension in 2,3 M (NH4),SOs, Fa.
Sigma-Aldrich GmbH

4.2.5 Chemikalien fiir die Herstellung physiologischer Losungen

0,1 mol Natronlauge, Fixanal, Fa. Riedel-de-Haén

0,1 mol Salzsdure, Fixanal, Fa. Riedel-de-Haén

Calciumchlorid-Dihydrat, reinst, Fa. Merck Eurolab GmbH
D(+)-Glucose-Monohydrat, DAB, Fa. Merck Eurolab GmbH

Isotone Kochsalzlosung 0,9 %, zur intravendsen Infusion, Fa. B. Braun Melsungen AG
Kaliumchlorid, reinst, Fa. Merck Eurolab GmbH

L-(-)-Apfelsiure 97 %, zur Analyse, Fa. Sigma-Aldrich
Magnesiumchlorid-Hexahydrat, zur Analyse, Fa. Merck Eurolab GmbH
Natriumchlorid, reinst, Fa. Merck Eurolab GmbH

Wasser fiir Injektionszwecke, Fa. B. Braun Melsungen AG

4.2.6 Losungsmittel

Die verwendeten organischen Losungsmittel hatten, sofern in Einzelféllen nicht anders ver-

merkt, den Reinheitsgrad ,,zur Synthese®. Die Losungsmittel wurden soweit erforderlich nach
den tiblichen Methoden absolutiert.
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Bei Reaktionen in wéssrigen Systemen und beim Ansetzen von wissrigen Losungen wurde

stets bidestilliertes Wasser verwandt.

4.3 Charakterisierungsmethoden

4.3.1 NMR-spektroskopische Bestimmung des Substitutionsgrades von Stirkeestern

Bei den in dieser Arbeit dargestellten Starkeestern wurde der molare Substitutionsgrad iiber
"H-NMR bestimmt. Hierzu wurden die Stirkeester in D,0 gelost und wie in Abschnitt 4.1.2
beschrieben standardisiert vermessen. Betrachtet man das 'H-NMR-Spektrum von underivati-
sierter Stirke (siehe hierzu auch Abbildung 4-7 in Abschnitt 4.3.4) so liegt in dem Bereich
von ca. 3.1 bis 4.2 ppm ein Multiplett-Signal mit hoher Linienbreite, welches durch die Pro-
tonen der beziiglich ihrer chemischen Umgebung sehr dhnlichen aber nicht identischen Anhy-
droglucoseeinheiten verursacht wird. Die Summe der equatorialen, anomeren Protonen an C-1
der Anhydroglucoseeinheiten (Abb. 4-2) verursachen ein breites Signal im Bereich von ca.
5.1 bis 5.5 ppm. Erfolgt eine Acylierung mit Carbonsdurederivaten, so wird in der Regel zu-
mindest durch einen Teil des Acylrestes ein zusitzliches breites Signal im aliphatischen Be-
reich bei hoherem Feld erzeugt. Kénnen Teile des gebundenen Séurerestes separiert aufgelost
werden, so ldsst sich nach der Signalzuordnung, durch entsprechende Verhiltnisse der Si-
gnalintegrale der molare Substitutionsgrad (MS) bestimmen. Dabei ist darauf zu achten, dass
evtl. auftretende Signale von Monomeren nicht mit integriert werden. Die sehr viel scharferen
Peaks der monomeren Verunreinigungen konnen jedoch bei Bedarf separat integriert werden,
um den Gehalt an freier Sdure zu bestimmen (siehe hierzu auch Abschnitt 4.3.12).

Die nachfolgende Abbildung 4-3 zeigt exemplarisch ein 'H-NMR-Spektrum einer
Succinylstirke, die jeweiligen Integrale der Signalbereiche sind mit Grof8buchstaben gekenn-
zeichnet, hierbei steht A fiir das Integral {iber den Bereich von 5.1 — 5.5 ppm (anomerer Be-
reich) und B fiir das Integral iiber den Bereich von 3.3 bis 4.1 ppm (restliche Protonen des
Pyranoseringes), C steht fiir den Integralbereich von 2.0 — 2.9 ppm (Methylengruppen des

Succinylrestes).
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Abb. 4-3. "H-NMR-Spektrum einer Succinylstirke (5.8) in D,O.

In der umseitigen Tabelle 4-1 sind die Verhéltnisse und die Integrationsbereiche zur Berech-
nung der MS-Werte von den in dieser Arbeit synthetisierten Stirkeestern aufgefiihrt. Alle
MS-Werte sind nur auf das Integral iiber den Signalbereich der anomeren Protonen (A) bezo-

gen.
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Tab. 4-1. Formeln zur Berechnung der MS-Werte von Acylstirken nach Integration der 'H-NMR-Signale.

Starkeester Formel zur Berechnung von MS Integrationsbereich C
(Signale des eingefiihrten Substi-
tutenten)

Acetylstirke MS = i Methylgruppe des Acetylrests,

31 3A Integral von 1.8-2.2 ppm (3H)

Propionylstirke C Ethylgruppe des Propionylrests,

4.1 MS = SA Integral von 0.7-1.2 ppm und 2.1-2.7
ppm (X = 5H)

Pivaloylstérke C t-Butylgruppe des Pivaloylrests,

14.1 MS = K Integral von 0.8-1.5 ppm (9H)

Succinylstirke C Methylengruppe des Succinylrests,

5.1,..,59 MS = K Integral von 2.0-2.9 ppm (4H)

2,2-Dimethylsuccinylstérke C 2,2-Dimethylsuccinylrest,

6.1 MS = 87 Integral von 0.9-1.5 ppm und 2.3-2.8
ppm (£ = 8H)

Dodecenylsuccinylstirke MS = C Dodecenylrest,

7.1 23A Integral von 0.5-2.0 ppm (23H)

Glutarylstirke C Glutarylrest,

8.1 MS = a Integral von 1.5-1.9 ppm und 2.0-2.8
ppm (£ = 6H)

2,2-Dimethylglutarylstirke C 2,2-Dimethylglutarylrest,

9.1 MS = M Integral von 0.7-1.4 ppm und 1.5-2.0
ppm und 2.2-2.6 ppm (£ = 10H)

3,3-Dimethylglutarylstirke MS = L 3,3-Dimethylglutarylrest,

10.1 10A Integral von 0.8-1.5 ppm und 1.9-2.3
ppm und 2.3-2.8 ppm (£ = 10H)

Ethoxycarbonyl- Ethoxycarbonyl- bzw. Formylrest,

/formylstirke 13.1 MS, = bzw. MS, = % C,: Integral von 1.3-1.8 ppm (3H)

C,: Integral von 6.5-7.8 ppm (1H)
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4.3.2 NMR-spektroskopische Bestimmung des Substitutionsgrades von Carboxyme-
thylstirken

Die Ermittlung des molaren Substitutionsgrades von Carboxymethylstdrken ist aufgrund von
Signaliiberlagerungen nicht iiber '"H-NMR-Messungen am intakten Polymer moglich. Eine
nichtinvasive Bestimmung ist nur iiber ’C-NMR-Messungen unter Zuhilfenahme der Inver-
sed-Gated-Decoupling-Technik moglich (siehe auch Abschnitt 4.1.2). Nach der Messung wird
das Integral des separierten Carboxylsignals der eingefiihrten Carboxymethylgruppe bei ca.
180 ppm mit dem Integral des C-6-Signals der Anhydroglucoseeinheiten bei ca. 61 ppm in
Relation gesetzt, dieses Verhidltnis gibt den molaren Substitutionsgrad direkt wieder. Die
nachfolgende Abbildung zeigt ein solches *C-NMR-Spektrum einer Carboxymethylstirke

mit den entsprechenden Zuordnungen.

C-4,C-3,C2,C5 | 6

(u) und (s) /
-COQH
C-1(u) und (s)
-CH-
TSP

WM"",‘ Pl Wi e WW
| B B N L L L N B LN B LB NN LN NN NLAL AL NLELALELE NLELELELE BLEL LA UL T[Ty rrrrrrrprrs T LA | T T TrTr
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Abb. 4-4. "C-NMR-Spektrum (IGATED) einer Carboxymethylstirke (17.6) in D,O.

Die Methode hat jedoch den Nachteil, dass man sehr lange Messzeiten fiir ein gut integrierba-
res Spektrum benétigt (i.d.R. Messung iiber Nacht) und dass die relative Fehlerbreite grof3er
ist als bei 'H-NMR Messungen. Andereseits ldsst sich nur mit dieser Methode der partielle
Substitutionsgrad beziiglich einer Carboxymethylierung in gemischten Stérkeethern (wie z. B.
in Carboxymethyl-hydroxyethylstdrke) relativ sicher bestimmen; dies setzt jedoch aufgrund
der geringeren Empfindlichkeit einen hoheren Carboxymethylgehalt voraus.

Aufgrund der langen Messzeiten und der héheren Ungenauigkeit wurde eine 'H-NMR-

Methode aus der Literatur [//7] adaptiert und favorisiert. Hierbei wird vor der eigentlichen
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Messung die Carboxymethylstirke mit D,O/D,SO4 geméll Abschnitt 4.1.2 hydrolysiert. Es
resultiert eine Losung monomerer Substanzen bestehend aus Glucose und unterschiedlichen
Carboxymethylglucosen in o~ und B-Konfiguration. Diese Losung wird nachfolgend als To-
talhydrolysat bezeichnet. Gegeniiber dem Spektrum einer Carboxymethylstirke ist in dem
Spektrum des Monomerengemisches der Signalbereich der Methylengruppen des Carboxy-
methylrestes vom o- und -anomeren Bereich sowie von den restlichen Protonen des Gluco-
seringes sehr gut separiert. Zusétzlich wird das breite HDO-Signal durch den niedrigen pH-
Wert sehr weit tieffeldverschoben, wodurch keine relevanten Signal-Bereiche mehr tiberdeckt
werden. Der Substitutionsgrad ergibt sich aus dem Verhiltnis der Integralsumme aller Me-
thylen-Signale zur doppelten Integralsumme aller anomeren Signale. Dieser Sachverhalt wird
durch die nachfolgende Abbildung 4-5 verdeutlicht.

o- und B-anomerer Bereich (s) und (u)
-CH,-COONa
(Methylenbereich)

Lo

Abb. 4-5. "H-NMR-Spektrum eines Totalhydrolysats einer Carboxymethylstirke (16.16) in D,O/D,SO,.

Hierbei steht A1 fiir das Integral {iber den Bereich der ai-anomeren Signale von substitutierter
und unsubstituierter Glucose und A2 analog fiir den Signalbereich der -anomeren Protonen.
Der Buchstabe B kennzeichnet das Integral {iber den gesamten Signal-Bereich der Methylen-
Protonen, welche je nach Substitutionsposition der Carboxymethylgruppe innerhalb der Glu-

cose eine leicht unterschiedliche chemische Verschiebung aufweisen.
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Der molare Substitutionsgrad wird nun wie folgt berechnet:

_ B (Integral von4.18-4.70 ppm)
2-[Al(Integral von 5.16 - 5.42 ppm)+ A2(Integral von 4.54 - 4.76 ppm)]

Bei der Messung muss beachtet werden, dass ohne Innenréhrchen bzw. ohne externen Stan-
dard gearbeitet wird, da bedingt durch das Innenréhrchen ein Phasenfehler in der Basislinie
verursacht wird, welcher durch Basislinienkorrektur nicht vollstindig eliminiert werden kann.
Die Referenzierung der Signale erfolgt daher indirekt.

Des weiteren lasst sich mit der 'H-NMR-Messung des Totalhydrolysats zeitgleich neben dem
molaren Substitutionsgrad - durch eine verdnderte Auswahl der Integrationsgrenzen - auch

das Substitutionsmuster beschreiben. Dies wird im nidchsten Abschnitt eingehender erlautert

4.3.3 NMR-spektroskopische Bestimmung des Substitutionsmusters von Carboxyme-

thylstirken

Der partielle Substitutionsgrad an den jeweiligen Hydroxylgruppen der Anhydroglucoseein-
heiten ldsst sich gleichfalls durch obiges Messverfahren bestimmen. Um eine Aussage treffen
zu konnen, ob der Carboxymethylrest an der OH-Gruppe des C-Atoms 2, 3 oder 6 lokalisiert
ist (Abbildung 4-2), miissen bei entsprechender Signalzuordnung lediglich die Integrations-
grenzen modifiziert werden. Die Zuordnung der Methylensignale der eingefiihrten Carboxy-
methylgruppen zu den jeweiligen Substitutionspositionen gelang unter Zuhilfenahme der Li-
teratur [117, 118].

Bei der Angabe des Substitutionsortes wird nur das C-Atom genannt, welches die OH-Gruppe
tragt, die substituiert worden ist. Wird in dieser Arbeit also von einer C-2 substituierten Stirke
gesprochen, so bedeutet dies eigentlich, dass die Hydroxylfunktion am C-Atom 2 der Anhy-
droglucoseeinheit verestert oder verethert worden ist und eine O-2-substituierte-Stirke ent-
standen ist.

Die Abbildung zeigt nochmals das in Abb. 4-5 abgebildete Spektrum einer Carboxyme-
thylstédrke, jedoch mit einer detaillierten Zuordnung der Signale.
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Abb. 4-6. "H-NMR-Spektrum eines Totalhydrolysats einer Carboxymethylstirke (16.16) in D,0/D,SO, mit den

entsprechenden Signalzuordnungen.

Das Kiirzel (s) steht fiir substituierte Glucose-Species und das Kiirzel (u) fiir unsubstituierte
Glucosemolekiile, wobei sich gezeigt hat, dass die Signallagen der anomeren Protonen von O-
6-Carboxymethylglucosen und derer von unsubstituierten Glucosemolekiilen identisch sind
[117]. Eine C-6-Substitution ldsst sich lediglich im Methylenbereich, genauer zwischen 4.17
und 4.21 ppm, erkennen.

Die mittlere Verteilung der Substituenten auf die unterschiedlichen Hydroxylgruppen wird in
dieser Arbeit auch als Substitutionsmuster bezeichnet. Die einzelnen partiellen Substitutionen

werden durch folgende Verhéltnisse errechnet:

Bl(Integral von 4.25 - 4.48 ppm) - B2(Integral von 4.42 - 4.44 ppm)
2 -[Al(Integral von 5.16 - 5.42 ppm) + A2(Integral von 4.54 - 4.76 ppm)]

MS(C2) =

B2(Integral von 4.42 - 4.44 ppm)

MS(C3)=
2 -[Al(Integral von 5.16 - 5.42 ppm) + A2(Integral von 4.54 - 4.76 ppm)]
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B3(Integral von4.17 - 4.21 ppm)

MS(C6) =
2 -[Al(Integral von 5.16 - 5.42 ppm) + A2(Integral von 4.54 - 4.76 ppm)]

Es ist zu beachten, dass der partielle Substitutionsgrad fiir die Substitution an der OH-Gruppe
an C-3 nicht exakt bestimmbar ist, da das zugrundeliegende Signal vom intensiveren Nach-
barmethylensignal vom Substitutionsort C-2 teilweise iiberlappt wird und somit niemals
grundlinienaufgeldst ist. Eine Angabe des MS(C3) ist folglich stets fehlerhaft und ist im un-
giinstigsten Falle nur von halbquantitativer Giite. Aus diesem Grund wird in dieser Arbeit
oftmals der partielle Substitutionsgrad MS(C2+C3) angegeben, welcher neben dem Substitu-
tionsgrad an der OH-Gruppe an C-2 den stets wesentlich geringeren Substitutionsgrad an der
OH-Gruppe von C-3 beinhaltet.

Bei der Bestimmung des Substitutionsgrades an C-6 muss beachtet werden, dass in enger
Nachbarschaft Signale geringer Intensitdt liegen, welche von unsubstituierter Glucose in
schwefelsaurer Losung stammen, dies konnte durch mehrere Vergleichsversuche bewiesen
werden. Dieser Matrixhintergrund erhdht oftmals bei sehr geringen Carboxymethylierungs-
graden (MS ~ 0,04) den Wert der C-6 Substitutionen.

Mit dem MS(C2+C3)-Wert kann im Vergleich zum Substitutionsgrad an der OH-Gruppe an
C-6 (MS(C6)) eine exakte Aussage iiber die Reaktivitdtenabfolge von primiren und sekundi-
ren OH-Gruppen in Stirken in Abhéingigkeit von den jeweiligen Reaktionsbedingungen ge-
troffen werden. Durch die Bildung des Quotienten dieser beiden Werte kann eine weitere an-
schauliche Grofle gewonnen werden. Diese Relation, welche in der medizinischen Literatur
iiber Starkederivate (insbesondere HES) auch als C2/C6-Verhiltnis bezeichnet wird [1179], ist
aus physiologischer Sicht von grofem Interesse, da erwartungsgemall der Substitionsort ne-
ben dem Substitutionsgrad einen Einfluss auf die Metabolisierbarkeit hat. Das C2/Cé6-
Verhiltnis ist ebenso ein Maf3 fiir die Einheitlichkeit einer Substitution und somit ein ent-

scheidendes Kriterium fiir Struktur-Wirkungs-Beziehungen.

4.3.4 NMR-spektroskopische Bestimmung des Verzweigungsgrades

Von Stirken und von einigen Stirkederivaten ldsst sich iiber 'H-NMR-Hochtemperatur-
Messungen der Verzweigungsgrad sowie die mittlere Kettenldnge bestimmen. Hierzu wurde
ein Verfahren aus der Literatur [/20] angepasst und modifiziert. Die Substanz wird in D,O
gelost bzw. suspendiert, auf 70 °C temperiert und bei dieser Temperatur vermessen. Das Prin-
zip beruht auf der unterschiedlichen Signallage der anomeren Protonen von Anhydroglucose-
einheiten, die ausschlieBlich a-1,4-glycosidisch verkniipft sind, und solchen anomeren Proto-

nen von Anhydroglucoseeinheiten, die zusitzlich an einer o-1,6-glycosidischen Verkniipfung
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beteiligt sind. In der nachfolgenden Abbildung ist ein Spektrum einer partiell abgebauten
Wachsmaisstarke mit den Zuordnungen der relevanten Signale ersichtlich.

HDO

H-1(1-4)

H-1(1-6) H-4(t)

H-1 (a-r) H-1(B-r)

Abb. 4-7. "H-NMR-Spektrum einer partiell abgebauten Wachsmaisstérke (1.10) in D,0O, 70 °C.

Das Signal bei 5.38 ppm stammt von anomeren Protonen von Anhydroglucosen mit o-1,4-
Verkniipfung, kurz H-1(a-1-4), die Schulter dieses breiten Signals bei 5.34 ppm stammt von
Protonen von terminalen, nichtreduzierenden Glucoseeinheiten welche o-1,4-glycosidisch
verknlipft sind, kurz H-1(o-1-4(t)). Das Signal bei 4.97 ppm stammt von anomeren Protonen
von Anhydroglucoseinheiten die an einer 1,6-glycosidischen Verkniipfung beteiligt sind. Die-
ses Signal wurde erst durch die Messung bei 70 °C auswertbar, da durch die erhdhte Tempe-
ratur das sehr breite benachbarte HDO-Signal verschoben wird und somit das relativ kleine
Signal nicht mehr iiberdeckt wird. Der mittlere Verzweigungsgrad (VZG in %) und die damit
verkniipfte mittlere Kettenldnge (CLn, reziprokes Verhiltnis) wird durch die folgende Bezie-

hung der Integrale ermittelt:

VZG % = Integral tiber H -1(1- 6) 100
0 - .
Integral iiber [H-1(1-4)+H-1(t) + H-1(1- 6)]
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_Integral iiber [H-1(1-4)+H-1(t)+ H-1(1-6)]
Integral tiber H-1(1-6)

CLn

Bei der Bestimmung von Verzweigungsgraden von Carboxymethylstiarken ist zu beachten,
dass sich aufgrund der erhohten Varianz der chemischen Umgebung der anomeren Protonen
die Signalbreite und Inhomogenitdt des anomeren Bereiches erheblich erhoht. Deshalb ist
gerade bei hoheren Substitutionsgraden (MS > 0,4) die Fehlerbreite deutlich grofler als bei
unsubstituierten Stdrken. Im Extremfall kann keine sinnvolle Aussage liber den Verzwei-
gungsgrad einer Carboxymethylstirke getroffen werden. Der Fehler ist abhidngig vom Sub-
stitutionsgrad (kleine Fehler bei geringer Substitution) und der Giite der Basislinienkorrektur.
In Ermangelung von Standardsubstanzen sowie alternativen Bestimmungsmethoden ist eine
genaue Fehlerabschitzung bisher noch nicht méglich. Ein dhnlicher Effekt wurde bei der
Analyse der Verzweigungsgrade von methylierten Stiarken beobachtet. Dort war der Verzwei-
gungsgrad aufgrund einer Uberlagerung der anomeren Signale von 2-O-methylierten-1,6-
verkniipften Glucosebausteinen mit denen von nichtsubstituierten 1,4-verkniipften Glucose-

monomeren ebenfalls fehlerbehaftet [/27].

4.3.5 NMR-spektroskopische Bestimmung der reduzierenden Enden
Dieses Verfahren beruht ebenfalls auf der Verschiebung des HDO-Signals bei 'H-NMR-

Hochtemperaturmessungen. Die Substanz wird in D,O geldst bzw. suspendiert, auf 70 °C
temperiert und bei dieser Temperatur vermessen. Es wird das Spektrum auf Vorhandensein
der sehr kleinen Signale bei 5.23 und 4.65 ppm der anomeren Protonen von den reduzieren-
den Enden der Stirkemolekiile in o~ bzw. B-Konfiguration (H-1(c-r) bzw. H-1(-r)) hin
iiberpriift. Die Lage dieser Signale ist in der Abbildung 4-7 markiert. Die nachfolgende Ab-
bildung zeigt die {ibereinandergelegten, vergroferten Spektrenausschnitte von Wachsmais-
starke mit reduzierenden Enden und Wachsmaisstdrke nach der Behandlung mit NaBHy4, d.h.

ohne reduzierende Enden.

Abb. 4-8. Vergleich zweier 'H-NMR-Spektren- a)
Ausschnitte einer partiell abgebauten Wachsmaisstér-
ke a) vor Reduktion (1.10) b) nach Reduktion mit

NaBH, (2.1) in D,0, 70 °C.

b)

T T T T T L
5.0 4.8 4.6 ppm
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Das Verfahren dient als Beweis fiir die vollstindige Reduktion der reduzierenden Enden und
stellt eine spektroskopische Alternative zum Nachweis mit 3,5-Dinitrosalicylsdaure (Abschnitt
4.3.7) dar. Die Bestimmung ist aufgrund der sehr kleinen Signalintensitit nur von halbquan-
titativem Wert, d.h. es konnen durch direkten Vergleich von unterschiedlich hydrolysierten
Starken lediglich Aussagen iiber die Rangordnung des Hydrolysegrades getroffen werden.
Aufgrund der Signalndhe der H-1(o-r)-Resonanz zum sehr viel intensiveren H-1(1-4)-Signal
konzentriert sich diese Methode auf das Vorhandensein des gut separierten H-1(-r)-Signal.

4.3.6 Titrimetrische Bestimmung des Substitutionsgrades von Carboxymethylstirken

Die Bestimmung des Substitutionsgrades von in der Sdureform geféllten Carboxymethylstéar-
ken iiber Sdure-Base-Titration wurde gemal [/22, 123] modifiziert.

Es wurden ca. 500 mg der zu untersuchenden Probe in einen Erlenmeyerkolben eingewogen
und mit 200 ml einer Losung bestehend aus 150 ml Methanol, 4,6 ml 32 %iger Salzsdure und
45 ml bidest. Wasser versetzt. Die Probe wurde fiir vier Stunden durch Riihren in der sauren
Methanollésung suspendiert. Nach der Sdurewédsche wurde der Feststoff iiber eine D3-
Glasfritte abfiltriert und 6 bis 8 mal mit 80 %igem Methanol sdurefrei gewaschen. Hierbei
wurde das Filtrat mit einer Methylrot-Mischindikator-Losung auf seine Neutralitét {iberpriift.
Das Prézipitat wurde auf der Glasfritte leicht trockengesaugt und anschliefend im Vakuum-
trockenschrank flir 2 Stunden bei 90 °C getrocknet. Die Probe wurde iiber Nacht im evaku-
ierten Exsikkator iiber Blaugel und Natriumhydroxid aufbewahrt.

Es wurden nun exakt 200 mg der in der Sdureform befindlichen Carboxymethylstirke in 200
ml bidest. Wasser gelost und mit 50 ml 0,1 N Natronlauge versetzt. Zu dieser Losung wurden
dann 13 Tropfen Methylrot-Mischindikator-Losung gegeben, hierbei verfarbte sich die alkali-
sche Losung griin/grau. Es wurde mit 0,1 N Salzsdure bis zum Erreichen des sehr schwach
rosa gefarbten Umschlagpunktes titriert. Der molare Substitutionsgrad (MS) wurde nach fol-

gender Formel berechnet:

= 162-5 (VNaOH - VHCl )
10000- 58 5(Vy. o - Vigey)

Hierbei gibt der Term in Klammern den Verbrauch an Natronlauge in Milliliter an, um 200
mg in der Sdureform befindliche Carboxymethylstiarke zu neutralisieren. Der Faktor fiinf re-
lativiert den Verbrauch auf ein Gramm Substanz. Die Zahlen 162 und 58 stehen fiir die Mol-

masse von Anhydroglucose bzw. fiir die Molmasse der deprotonierten Carboxymethylgruppe.
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4.3.7 Bestimmung der reduzierenden Enden von Stirken mit Dinitrosalicylsidure

Der photometrische Nachweis von reduzierenden Enden enzymatisch abgebauter Stirke mit
Dinitrosalicylsdure in alkalischer Losung wird in [/24 - [28] beschrieben. Diese Methode
wurde auf eine Vielzahl von Stirkederivaten iibertragen. Mit ihr lésst sich iiber die Bestim-
mung der reduzierenden Enden einerseits die Vollstindigkeit der Reduktion von Stirken mit
Natriumborhydrid liberpriifen und andererseits der Hydrolysegrad von Stirken und Stérkede-
rivaten bei Enzymreaktionen ermitteln.

Fiir die Herstellung der Farbstofflosung wurden beispielsweise 10 g 3,5-Dinitrosalicylsiure in
200 ml 2 N Natronlauge suspendiert; zu dieser orangefarbenen Suspension wurden 300 g Ka-
lium-Natrium-tartrat gegeben und die Mischung wurde mit bidest. Wasser auf einen Liter
aufgefiillt.

Bei der Durchfithrung des Tests wurde ein Milliliter der zu analysierenden Losung bzw. Sus-
pension in ein 15 ml Schraubdeckelgldschen gegeben, zu dieser Losung wurde ein Milliliter
der obigen Farbreagenzlosung gegeben und vorsichtig umgeschwenkt. Das Glédschen wurde
fest mit einem Schraubdeckel mit Teflondichtung verschlossen und fiir exakt fiinf Minuten in
ein siedendes Wasserbad gestellt. Nach dem Erhitzen wurde die Probe aus dem Wasserbad
genommen und fiir ca. fiinf Minuten abgekiihlt, bei Anwesenheit von reduzierenden Enden
verfarbte sich die anfanglich gelbe Losung rot. Es wurde die Losung mit 10 ml Wasser ver-
setzt und kurz durchgeschiittelt. Die Extinktion der Losung wurde nun bei 546 nm aufge-
nommen.

Der in der Warme gebildete Farbstoff ist fiir mehrere Stunden stabil, so dass die Extinktion
auch spéter gemessen werden kann. Dadurch lassen sich mit dieser Methode sehr schnell und
reproduzierbar ganze Serien von Proben analysieren. Es mul} jedoch fiir jede angesetzte Far-
breagenzlosung eine eigene Eichreihe mit Maltose erstellt werden. Mit ihr lassen sich die Ex-
tinktionswerte in Reduktionsequivalente umrechnen. Um die Genauigkeit der Methode zu
verdeutlichen, wird in der nachfolgenden Abbildung eine Maltose-Eichreihe exemplarisch

dargestellt.
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Abb. 4-9. Maltose-Eichreihe in einem typischen Konzentrationsbereich von 0...8 mg.

Mittels der berechneten Regressionsgeraden wurden die Extinktionen der untersuchten Stér-
ke- und Stiarkederivateproben in Reduktionsequivalente in Einheiten von mg/ml Maltose bzw.
umol/ml Maltose umgerechnet.

4.3.8 Bestimmung des Wassergehaltes von Stirken

Fiir die Berechnung von Ansatzgréen und bei der Bestimmung von Ausbeuten war es mit-
unter notwendig, den Feuchtigkeitsgehalt von den jeweiligen Stirkerohstoffen zu kennen
bzw. zu ermitteln. Hierzu wurde eine bekannte Standardmethode entsprechend modifiziert
[62].

Es wurden 5,000 g des jeweiligen Starkerohstoffes in ein vorgetrocknetes, austariertes Wége-
glischen eingewogen. Das offene Wégegldschen wurde samt Deckel fiir fiinf Stunden bei 90
°C im Vakuumtrockenschrank aufbewahrt und anschlieBend fiir 30 Minuten im evakuierten
Exsikkator abgekiihlt. Das Wiagegldschen wurde verschlossen und die Substanz zuriickgewo-
gen.

Der Wassergehalt wird als prozentualer Anteil der ungetrockneten Originalsubstanz ausge-
driickt:

(W,— W,)-100

% Wassergehalt =

1

Hierbei ist W, des Gewicht der ungetrockneten Originalsubstanz und W, das Gewicht der
getrockneten Probe.
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4.3.9 Bestimmung der kinematischen bzw. dynamischen Viskositit von Stirkelosungen

Das Fortschreiten der sdurekatalysierten Hydrolyse von Stirken (Abschnitt 4.4.2) 148t sich
durch eine zeitabhéngige Viskositdtsbestimmung der Reaktionslosung beschreiben. Zu die-
sem Zweck entnimmt man dem Ansatz bei gewissen Zeiten eine Probe und analysiert sie wie
unten beschrieben. Es besteht ein Zusammenhang zwischen Viskositdt der Losung und dem
Molekulargewicht der zugrundeliegenden Stérke. Diese Tatsache kann nach dem Erstellen
einer Eichkurve ausgenutzt werden, um bei Sdurehydrolysen das jeweilige Molekulargewicht
iiber Viskositdtsmessungen zu bestimmen bzw. letztlich den Endpunkt der Hydrolyse festzu-
legen. Fiir jeden Stirkerohstoff muss eine Eichkurve erstellt werden. Arbeitet man bei der
Hydrolyse unter exakt reproduzierbaren Bedingungen, d.h. identische Verhéltnisse hinsicht-
lich Rohstoff, Konzentration, Temperatur, Reaktionsgefdll und Durchmischung, so kann man
ein bestimmtes Molekulargewicht mit mittlerer Genauigkeit sogar durch eine definierte Re-

aktionsdauer erreichen.

Durchfiihrung der Viskositdtsmessung

Bei der Durchfiihrung der Messung wurde ein Teil der Reaktionslosung — welcher gegebenen-
falls auf eine gewiinschte Konzentration verdiinnt wurde — entnommen und auf 60 °C tempe-
riert. Zur Viskositétsbestimmung wurden ca. 20 ml dieser Losung in ein auf 60 °C temperier-
tes Ubbelohde-Viskosimeter liberfiihrt. Es wurde die Durchflu3zeit t zwischen zwei Ring-

meflmarken gemessen, diese Messung wurde dreifach wiederholt.

Die kinematische Viskositit v in mm?/s der Fliissigkeit kann mit der Geritekonstanten k nach

folgender Gleichung berechnet werden:
v=k-t
mit k = 0,009868 mm®/s”.

Aus der kinematischen Viskosiét v kann iiber die Beziehung v=1/p die dynamische Viskosi-

tat 1 in mPa-s ermittelt werden, wobei p die Dichte der jeweiligen Losung bezeichnet.
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4.3.10 Charakterisierung von Stirkehydrolysen iiber Drehmomentmessung

Die kinematische Viskositét ist zwar eine einfach zu bestimmende Grof3e, das Verfahren ist
jedoch aufgrund der zeitlichen Verzogerung zwischen Probenentnahme und Erhalt des Visko-
sitdtswertes nicht optimal geeignet, um eine exakte Aussage iiber den jeweiligen Ist-Zustand
der Starkehydrolyse zu treffen. Aus diesem Grunde wurde nach einer Methode gesucht, wel-
che eine ,,Online**-Beschreibung des Reaktionsverlaufes erlaubt. Es wurde iiberpriift, ob der
von der Firma IKA angebotene Drehmomentmessplatz fiir diese Aufgabenstellung einsetzbar
bzw. empfindlich genug ist (siche hierzu auch Abschnitt 4.1.1 bzw. 4.4.2). Hierbei erfasst
wiéhrend des Riithrprozesses ein Kraftaufnehmer eine dem Drehmoment proportionale Reakti-
onskraft. Die kontinuierlich registrierten Drehmomentwerte sind mit entsprechenden Gerite-
konstanten in Viskositidten umrechenbar und stellen somit eine zur Beurteilung des Hydroly-
sefortschrittes relevante GroB3e dar. Die gesamte Mess- und Regeltechnik, die Steuerung des
Riithrwerkes sowie die digitale Datenaufnahme und —verwertung erfolgte liber das Programm
Labworldsoft. Auf diesem Wege wurden charakteristische Drehmomentkurven unterschiedli-
cher Stiarkehydrolysen protokolliert. Nachfolgend wird eine solche Kurve exemplarisch dar-
gestellt:

—_
i

gl

Drehmoment [Ncm]
()}
=

.

0 50 100 150 200 250
Zeit [min]
—— Stérkehydrolyse; 60°C; 450 U/min Start / Stop

Abb. 4-10. Drehmomentverlauf einer Stirkehydrolyse (Abbaustérke 1.6).
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4.3.11 Bestimmung der Calciumkompatibilitit von Carboxymethylstirkelosungen

Es wurde photometrisch tliberpriift, ob sich bei einer Zugabe von Calcium-lonen die Trans-
mission einer Carboxymethylstiarkelosung verdndert, denn dies konnte auf die Bildung von
schwerloslichen Calciumkomplexen schlieen lassen.

Es wurden 120 mg Carboxymethylstdrke 16.16 in 2 ml 0,9 %iger Kochsalzlosung geldst und
iiber einen 0,45 um Spritzenvorsatzfilter klarfiltriert. Es wurde die Transmission im Bereich
von 300...800 nm der Carboxymethylstiarkelosung nach Zugabe unterschiedlicher Volumina
einer Calciumchloridlésung (20 mmol/l in 0,9 %iger Kochsalzldsung) in einer Quarzkiivette
gemessen und mit den Transmissionswerten der Kontrolllosungen verglichen. Nachfolgend
werden die Zusammensetzungen der Kontroll- und Testlosungen wiedergegen. Das Ansetzen
und Durchmischen der Losungen erfolgte unmittelbar vor der eigentlichen Messung in der

Kiivette.

Kontrolle 1: 200 pl CMS-Lésung + 800 ul 0,9 % NaCl-Losung
Kontrolle 2: 500 pl CMS-Lésung + 500 pl 0,9 % NaCl-Losung
Kontrolle 3: 200 pl 0,9 % NaCl-Losung + 800 ul CaCl,-Losung
Kontrolle 4: 500 pl 0,9 % NaCl-Losung + 500 pl CaCl,-Losung
Test 1: 200 ul CMS-Losung + 800 ul CaCl,-Losung
Test 2: 500 pul CMS-Losung + 500 pl CaCl,-Losung

Der pH-Wert sdmtlicher Losungen betrug 7,4 £ 0,2. Die Transmissionsspektren von Kontrolle
1 und Test 1 sowie von Kontrolle 2 und Test 2 wurden durch Uberlagerung auf ihre Kongru-
enz iberpriift. Desweiteren wurde der Transmissionswert bei 550 nm bei Kontrolle 3 und 4
auf 100 % gesetzt und dazu die Transmissionswerte bei Kontrolle 1 und 2 und bei Test 1 und

2 ins Verhéltnis gesetzt.

4.3.12 Bestimmung der Autoklavierbestindigkeit von Stirkederivaten

Fiir die klinische Anwendung als Plasmaersatz ist eine ausreichende Stabilitdt der Starkederi-
vate in Losung notwendig. Ein besonders hoher Energieeintrag findet beim Sterilisationspro-
zess statt. Die Uberpriifung der Bestindigkeit der substituierten Stirken beim Autoklavieren

stellt somit ein wichtiges Kriterium des Anforderungsprofils dar.

Sterilisation von Carboxymethylstdirken

Es wurden in einer Schottflasche 5 g Carboxymethylstirke 17.1 in 100 ml sterilfiltriertem
bidest. Wasser gelost. Die Losung wurde fiir ca. 30 Minuten bei 121 °C in einem Laborauto-
klaven sterilisiert. Nach der Sterilisation wurde die Losung zunéchst optisch auf Verfarbun-

gen oder Triibungen {iberpriift und anschlieBend in Rundkolben aufgeteilt eingefroren. Die
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Losung wurde gefriergetrocknet und die Substanz wurde NMR-spektroskopisch auf eventuell

eingetretene Verdanderungen hin untersucht.

Sterilisation von Succinylstirken

Es wurden je 0,40 g Succinylstirke 5.8 in Rollrandgldser eingewogen und jeweils mit 10 ml
der nachfolgenden Pufferlésung aufgefiillt, es wurden jeweils zwei Probeldsungen fiir eine

entsprechende Doppelbestimmung angesetzt:

Vial 1 isotone Kochsalzlosung

Vial 2 100 mM Acetat-Puffer, pH 4
Vial 3 100 mM Acetat-Puffer, pH 5
Vial 4 100 mM Phosphat-Puffer, pH 6
Vial 5 100 mM Phosphat-Puffer, pH 7
Vial 6 100 mM Phosphat-Puffer, pH 8
Vial 7 100 mM Carbonat-Puffer, pH 9

Die Rollrandgldser wurden versiegelt und fiir 20 Minuten bei 121 °C autoklaviert. Die Losun-
gen wurden optisch auf Verfarbungen und Triibungen untersucht. Anschlieend wurden je-
dem Rollrandglas mit einer Spritze 1 ml Probenldsung entnommen und in ein 2 ml Eppen-
dorf-Cup gegeben. Die Cups wurden in einen Zentrifugen-Vakuum-Konzentrator gegeben
und das Losungsmittel wurde abgezogen. Die Trockensubstanzen wurden mit je einem Milli-
liter Deuteriumoxid aufgenommen und die Losungen wurden so NMR-spektroskopisch ver-
messen. Hierbei wurde insbesondere das Verhiltnis zwischen gebundenem und freiem
Succinat bestimmt (gemal3 Abschnitt 4.3.1).

Paralell zur NMR-Methode wurden der Succinat-Gehalt der autoklavierten Proben enzyma-
tisch (nach Abschnitt 4.5.2) bestimmt.

Sterilisation diverser Stirkeester

Es wurde systematisch eine Reihe strukturell unterschiedlich acylierter Stiarken hinsichtlich
ihrer Autoklavierbestidndigkeit untersucht.

Hierzu wurden jeweils 100 mg des entsprechenden Stérkeesters in ein Rollrandglas eingewo-
gen und mit 5 ml Deuteriumoxid aufgefiillt. Von jeder Losung wurde ein Milliliter entnom-
men und der pH-Wert gemessen, fiir den spiteren Vergleich wurden von diesen unsterilen
Losungen ein 'H-NMR-Spektrum aufgenommen. Die Rollrandgliser wurden nun mit Gum-
mistopfen und Aluminiumkappe versiegelt und fiir 15 Minuten bei 121 °C autoklaviert. Es
wurden anschlieBend von jeder Losung der pH-Wert sowie ein 'H-NMR-Spektrum gemessen.
Es wurden die Substitutionsgrade vor und nach dem Sterilisationsprozess (gemall Abschnitt
4.3.1) sowie die pH-Werte verglichen. Wenn die Substitutionsgrade aufgrund iiberlappender
Signalbereiche numerisch nicht auswertbar waren, wurde eine Stabilitdtsaussage durch direk-

ten Spektrenvergleich getroffen. Auf diese Weise wurden folgende Stirkederivate untersucht:
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Acetylstirke 3.1, MS = 0,38
Propionylstirke 4.1, MS = 0,26
Pivaloylstéarke 14.1, MS = 0,10
Succinylstirke 5.4, MS = 0,35
Succinylstirke 5.6, MS = 0,63
2,2-Dimethylsuccinylstirke 6.1, MS= 0,25
Dodecenylsuccinylstirke 7.1, MS = 0,04
Glutarylstarke 8.1, MS = 0,45
2,2-Dimethylglutarylstirke 9.1, MS = 0,38
3,3-Dimethylglutarylstdrke 10.1, MS = 0,57
3-Oxaglutarylstarke 11.1, MS = <0,04
Di-O-acetylweinsédureester 12.1, MS = <0,04
Bei den Acetyl- und Succinylstirken wurde der ungebundene Sduregehalt zusitzlich enzyma-
tisch (nach Abschnitt 4.5.1 und 4.5.2) bestimmt.
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4.4 Synthesevorschriften

4.4.1 Allgemeines Verfahren zur Aufarbeitung von Stiarken und Stirkederivaten

Sollen partiell abgebaute Stirken oder derivatisierte Stirken aus wéssrigen Losungen bzw.
Suspensionen isoliert werden, so ist eine Fallung des Produktes in niederen Alkoholen — vor-
zugsweise Ethanol — die einfachste und schnellste Losung. Hierbei wird zunichst die aufzuar-
beitende Losung durch eine D2-Glasfritte gesaugt, um groBere Partikel und Inhomogenitéten
zu entfernen und anschlieBend mittels eines Tropftrichters langsam in einen fiinffachen Uber-
schuss eisgekiihlten Ethanols getropft. Hierbei fillt das Produkt zunédchst fadenférmig aus.
Die Féllung wird unter stetigem Riihren vollzogen, dadurch werden aus den anfénglichen
Starkefdaden allmahlich feinverteilte, groBvolumige Flocken. Durch den fortschreitenden Was-
serentzug verlieren diese Flocken ihren kohdsiven Charakter und werden pulvrig. Nach dem
Beenden der Féllung, welche sich je nach Ansatzgrof3e iiber mehrere Stunden hinziehen kann,
wird das gesamte Prézipitat iiber eine D2-Glasfritte abgesaugt und das farblose Pulver mehr-
fach mit 90 %igem Ethanol gewaschen. Das Produkt, welches noch Salze und niedermoleku-
lare Abbauprodukte enthalten kann, wird an der Luft oder im Vakuumtrockenschrank bei
60 °C getrocknet.

Hohere Reinheitsgrade konnen dadurch erreicht werden, indem man eine Losung bzw. Sus-
pension des neutralisierten Rohproduktes — hierbei kann es sich um ein Aliquot des neutrali-
sierten Reaktionsansatzes oder um ein zuvor gelostes Ethanolprizipitat handeln — zunédchst
iiber eine D2-Glasfritte filtriert und anschlieBend im Dialysierschlauch gegen das 100- bis
1000-fache Volumen an bidest. Wasser 24 bis 48 Stunden lang dialysiert. Das Dialysat wird
mit Silbernitrat-Losung auf Chloridfreiheit tiberpriift. Nach der Dialyse wird die aufgereinigte
Losung iiber eine D3-Glasfritte vorfiltriert und anschlieBend mittels eines 0,45 bzw. 0,8 um
Spritzenvorsatzfilters in Rundkolben klarfiltriert. Die Losungen werden eingefroren und ge-
friergetrocknet. Nach der Lyophilisation resultiert in der Regel ein farb- und geruchloser,
grofBvolumiger Feststoff mit einem papierdhnlichen Habitus.

Es muss beachtet werden, dass speziell bei den hydrophilen Stirkederivaten wahrend der
Dialyse starke Verdiinnungseffekte auftreten. Die hohe Volumenzunahme des Retentates
fiihrt letztlich zu einer verldngerten Gefriertrocknungsdauer. Aus diesem Grund musste insbe-

sondere bei groBeren Ansitzen sukzessive aufgearbeitet werden.



62 EXPERIMENTELLER TEIL

4.4.2 Allgemeines Verfahren zur partiellen Saurehydrolyse unterschiedlicher Stirken

OR
\/vlvv
: Q OR OH
OHO OH N as
: Q Q
OH HCl & , HO
o) H,0, 60 °C, 6-9 h HO HO
HO 2% ) OH OH “L%
OH “57 OH o’
o’

native Wachsmaisstirke,
diinnkochende Wachsmaisstirke,
enzymatisch modifizierte Kartoffelstirke

1.1,1.2,..,1.15
1 = Abbaustérke, .1, .2, ... = Molekulargewicht

R: H oder AGE R: H oder AGE
(abhéngig vom Molekulargewicht (abhéngig vom Molekulargewicht
und Verzweigungsgrad) und Verzweigungsgrad)

Die Stiarke wird in dem Reaktionsgefdll (Abschnitt 4.1.1) vorgelegt und die 10 bis 12-fache
Menge (w/v) Wasser unter Riithren langsam hinzugegeben. Die entstehende Suspension wird
nun stetig geriihrt und allméhlich erwiarmt. Der Ansatz wird durch das Erwdrmen homogener
und nimmt an Viskositit zu; um eine moglichst groe Homogenitdt zu erreichen, ist eine ein-
setzende Verkleisterung bzw. ein Verlust der granuldren Struktur erstrebenswert. Die fiir die-
sen Prozess erforderliche Mindesttemperatur ist von der jeweilig eingesetzten Stérke abhén-
gig. Bei nativer Wachsmaisstirke sind 60 °C als ausreichend anzunehmen, bei diinnkochender
Wachsmaisstirke und enzymatisch modifizierter Kartoffelstarke hingegen sind 80 °C als Ho-
mogenisationstemperatur zu wihlen.

Nach Erreichen der maximalen Homogenitét ldsst man den Ansatz unter stindigem Riihren
auf 60 °C abkiihlen und startet die Hydrolyse durch die Zugabe von Salzsdure. Die Reakti-
onsmischung wird bei dieser Temperatur geriihrt, wobei ein allmdhlicher Abfall der Viskosi-
tit zu verzeichnen ist (siche Abschnitt 4.3.9 und 4.3.10). Nach gewiinschter Hydrolysedauer
wird die Reaktion durch Neutralisation mit Natronlauge beendet. Es resultiert eine niedrigvis-
kose, opaleszierende ,,Abbaustdrkelosung*, welche direkt weiter umgesetzt werden kann oder
zunichst aufgearbeitet wird (siche Abschnitt 4.4.1).

Charakteristische Daten der Produkte 1.1...1.15
Abbaustirke 1.1: Laborjournal-Substanz 001

Nach obigem Verfahren 4.4.2 aus 120 g nativer Wachsmaisstiarke und 50 ml 5 N Salzsdure in
1500 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 4,5 Stunden.

Ausbeute: 102,1 g farbloser Feststoff (Ethanolfdllung)

Molekulargewicht (Mw): 1,7-10°

Verzweigungsgrad: 5,0 %

'H-NMR(D,0, TSP ext. Std.): & = 5.51-5.27 (m, Maximum bei 5.41 ppm, H-1(1-4)), 5.35
(Schulter, H-1(t)), 5.23 (~d, schwach, H-1(o-1)), 4.97 (m, schwach, H-1(1-6)), 4.80 (s, HDO),
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4.64 (~d, schwach, H-1(B-r)), 4.15-3.50 (nicht aufgel., Maxima bei 3.96, 3.84, 3.65 ppm, 6H,
H-2, ..., H-6), 3.42 (m(~dd), H-4(t))

BC-NMR(D,0, TSP ext. Std.): & = 102.5 (C-1), 79.6 (C-4), 76.2 (C-3), 74.4 (C-2), 74.0 (C-
5), 63.3 (C-6)

'H-NMR(D,0/D,S04, TSP ext. Std.): & = 5.20 (d, 1H, H-1(0v), J=3.8), 4.82 (HDO), 4.62 (d,
1H, H-1(B), J=8.1), 3.85 (dd, 1H, H-6’(B), J= 2.2, J=12.4) 3.80, 3.79 (m, 2H, H-5(ot), H-
6’(a)), 3.72 (dd, 1H, H-6(ov), J=5.9, J=12.8), 3.70 (dd, 1H, H-6(B), J=5.5, J=12.5), 3.68 (dd=t,
1H, H-3(o), J=9.7, J=9.7), 3.55 (dd, 1H, H-2(), J=3.8, J=9.8), 3.50 (dd, 1H, H-3(B), J=9.4,
J=9.4), 3.45 (ddd, 1H, H-5(B), J=2.2 , J=5.4, J=9.9), 3.39 (dd, 1H, H-4(B), J=9.1, J=9.7), 3.38
(dd, 1H, H-4(v), J=9.3, J=9.6), 3.22 (dd, 1H, H-2(B), J=8.0, J=9.4).

FTIR(ATR): 3327 s, 2826 s, 1409 s, 1364 s, 1148 s, 1077 s, 1011 s

Abbaustirke 1.2: Laborjournal-Substanz 059
Nach obigem Verfahren 4.4.2 aus 30 g nativer Wachsmaisstirke und 15 ml 5 N Salzsdure in
500 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 6 Stunden.
Ausbeute: 24,2 g farbloser Feststoff (Ethanolfillung)

21,4 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
kinematische Viskositit: 1,182 mm?/s (einer 6 %igen neutralen Losung, 60 °C)
Molekulargewicht (Mw): 555000
Verzweigungsgrad: 5,1 %
spektroskopische Daten: Die NMR- und IR-Daten sind bei allen Abbaustirken nahezu iden-
tisch, deshalb sind die unter Abbaustidrke 1.1 aufgefiihrten spektroskopischen Angaben als
representativ anzusehen. Es existieren zwar kleinere Unterschiede bei Stirken verschiedener
Provenienz und hoher Molekulargewichtsdifferenz, diese machen sich jedoch groBtenteils
durch unterschiedliche Signalintensitidten und Linienbreiten bemerkbar. Diese feinen Abwei-
chungen lassen sich schwer numerisch angeben und sollten daher anhand direkter Spektren-
vergleiche diskutiert werden.

Abbaustirke 1.3: Laborjournal-Substanz 064
Nach obigem Verfahren 4.4.2 aus 100 g nativer Wachsmaisstiarke und 40 ml 5 N Salzsdure in
960 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 9 Stunden.
Ausbeute: 93,7 g farbloser Feststoff (Ethanolfillung)
89,4 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
kinematische Viskositit: 0,876 mm?/s (einer 5 %igen sauren Losung, 59 °C)
Molekulargewicht (Mw): 172000
Verzweigungsgrad: 5,3 %
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Abbaustéirke 1.1 und 1.2.
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Abbaustirke 1.4: Laborjournal-Substanz 065
Nach obigem Verfahren 4.4.2 aus 100 g nativer Wachsmaisstirke und 40 ml 5 N Salzsdure in
960 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 8,5 Stunden.
Ausbeute: 94,6 g farbloser Feststoff (Ethanolféillung)
87,5 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
kinematische Viskositit: 0,894 mm?/s (einer 5 %igen sauren Losung, 59 °C)
Molekulargewicht (Mw): 201000
Verzweigungsgrad: 5,3 %
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Abbaustirke 1.1 und 1.2.

Abbaustirke 1.5: Laborjournal-Substanz 067

Nach obigem Verfahren 4.4.2 aus 100 g nativer Wachsmaisstiarke und 50 ml 5 N Salzsdure in
950 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 1 Stunde. Der Reaktionsverlauf wurde durch kontinuier-
liche Drehmomentmessung (Anderung des Riihrwiderstandes der Losung) verfolgt (s.
Abschn. 4.3.10).

Ausbeute: 92,3 g farbloser Feststoff (Ethanolféllung)

Drehmomentdifferenz: 10,4 Ncm

Molekulargewicht (Mw): 6,5-10°

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Abbaustirke 1.1 und 1.2.

Abbaustirke 1.6: Laborjournal-Substanz 068

Nach obigem Verfahren 4.4.2 aus 100 g nativer Wachsmaisstiarke und 40 ml 5 N Salzsdure in
960 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 2,5 Stunden. Der Reaktionsverlauf wurde durch kontinu-
ierliche Drehmomentmessung (Anderung des Riihrwiderstandes der Losung) verfolgt (s.
Abschn. 4.3.10).

Ausbeute: 94,5 g farbloser Feststoff (Ethanolféllung)

Drehmomentdifferenz: 10,8 Ncm

Molekulargewicht (Mw): 3,0-10°

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Abbaustirke 1.1 und 1.2.

Abbaustirke 1.7: Laborjournal-Substanz 069

Nach obigem Verfahren 4.4.2 aus 100 g nativer Wachsmaisstiarke und 40 ml 5 N Salzsdure in
960 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 2,5 Stunden. Der Reaktionsverlauf wurde durch kontinu-
ierliche Drehmomentmessung (Anderung des Riihrwiderstandes der Losung) verfolgt (s.
Abschn. 4.3.10).

Ausbeute: 82,7 g farbloser Feststoff (Ethanolféallung)

Drehmomentdifferenz: 13,5 Ncm

Molekulargewicht (Mw): 3,3-10°

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Abbaustirke 1.1 und 1.2.
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Abbaustirke 1.8: Laborjournal-Substanz 071

Nach obigem Verfahren 4.4.2 aus 100 g nativer Wachsmaisstiarke und 40 ml 5 N Salzsdure in
960 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 2,2 Stunden. Der Reaktionsverlauf wurde durch kontinu-
ierliche Drehmomentmessung (Anderung des Riihrwiderstandes der Losung) verfolgt (s.
Abschn. 4.3.10).

Ausbeute: 93,8 g farbloser Feststoff (Ethanolfillung)

Drehmomentdifferenz: 12,9 Ncm

Molekulargewicht (Mw): 4,0-10°

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Abbaustéirke 1.1 und 1.2.

Abbaustirke 1.9: Laborjournal-Substanz 078

Nach obigem Verfahren 4.4.2 aus 100 g nativer Wachsmaisstiarke und 40 ml 5 N Salzsdure in
960 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 5 Stunden.

Ausbeute: 96,7 g farbloser Feststoff (Ethanolfillung)

Molekulargewicht (Mw): 1,1-10°

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Abbaustéirke 1.1 und 1.2.

Abbaustirke 1.10: Laborjournal-Substanz FAS1
Nach obigem Verfahren 4.4.2 aus 100 g nativer Wachsmaisstiarke und 40 ml 5 N Salzsdure in
960 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 8 Stunden. AnschlieBend Reduktion eines Aliquots mit
NaBH,4 geméll Abschnitt 4.4.3.
Ausbeute: 106 g farbloser Feststoff (Ethanolféllung)

85,5 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
kinematische Viskositit: 0,886 mm?/s (einer 5 %igen sauren Losung, 60 °C)
Molekulargewicht (Mw): 288000
Verzweigungsgrad: 5,3 %
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Abbaustéirke 1.1 und 1.2.

Abbaustirke 1.11: Laborjournal-Substanz FAS2
Nach obigem Verfahren 4.4.2 aus 100 g nativer Wachsmaisstiarke und 40 ml 5 N Salzsdure in
960 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 8 Stunden. AnschlieBend Reduktion des gesamten Ansat-
zes mit NaBH4 geméal3 Abschnitt 4.4.3.
Ausbeute: 96,0 g farbloser Feststoff (Ethanolfillung)

87,4 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
kinematische Viskositit: 0,924 mm?/s (einer 5 %igen sauren Losung, 61 °C)

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Abbaustéirke 1.1 und 1.2.
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Abbaustirke 1.12: Laborjournal-Substanz FAS3
Nach obigem Verfahren 4.4.2 aus 100 g diinnkochender Wachsmaisstiarke und 40 ml 5 N
Salzsdure in 960 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 5 Stunden. Anschlieend Reduktion des ge-
samten Ansatzes mit NaBH4 geméf Abschnitt 4.4.3.
Ausbeute: 93,2 g farbloser Feststoff (Ethanolfillung)

82,9 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
kinematische Viskositit: 0,848 mm?/s (einer 5 %igen sauren Losung, 60 °C)
Molekulargewicht (Mw): 287000
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Abbaustirke 1.1 und 1.2.

Abbaustirke 1.13: Laborjournal-Substanz 077

Nach obigem Verfahren 4.4.2 aus 100 g diinnkochender Wachsmaisstiarke und 40 ml 5 N
Salzsdure in 960 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 5 Stunden. Anschlieend Reduktion des ge-
samten Ansatzes mit NaBH4 geméf Abschnitt 4.4.3.

Ausbeute: 95,8 g farbloser Feststoff (Ethanolféllung)

kinematische Viskositit: 1,523 mm?/s (einer 10 %igen sauren Losung, 60 °C)
Molekulargewicht (Mw): 270000

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Abbaustirke 1.1 und 1.2.

Abbaustirke 1.14: Laborjournal-Substanz AbStCHO1

Nach obigem Verfahren 4.4.2 aus diinnkochender Wachsmaisstirke. Diese partiell abgebaute
Starke wurde von B. Braun Medical AG, Schweiz (St. Gallen) hergestellt und in Form eines
Ethanolprizipitates geliefert. Der jeweils bendtigte Teil der gelieferten Menge (ca. 5 kg) wur-
de vor weiteren Umsetzungen dialysiert und lyophilisiert.

Molekulargewicht (Mw): 110000

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Abbaustirke 1.1 und 1.2.

Abbaustirke 1.15: Laborjournal-Substanz AbStCH02

Nach obigem Verfahren 4.4.2 aus enzymatisch modifizierter Kartoffelstirke. Diese partiell
abgebaute Stirke wurde von B. Braun Medical AG, Schweiz (Crissier) hergestellt und in
Form eines spriihgetrockneten, unreinen Rohproduktes geliefert. Bei den in Abschnitt 4.4.12
beschriebenen sequentiellen Transformationen wurde dieses Produkt ohne weitere Vorbe-
handlung eingesetzt. Der Starkegehalt wurde durch Dialyse und anschlieBende Lyophilisation
eines Aliquots ermittelt. Es resultierte ein Gehalt an partiell abgebauter Stirke von 65,8 %.
Das bedeutet ca. 34,2 % des Rohproduktes entfallen auf Bestandteile kleiner 20 kDa (Salze,
Kohlenhydrate) und Wasser.

Molekulargewicht (Mw): 143000

Verzweigungsgrad: 4,0 %

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Abbaustirke 1.1 und 1.2.
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4.4.3 Allgemeines Verfahren zur Reduktion von Stirken

OR! OR'
Q ; Q
o OR? o OR?
N ~ NaBH, rR%0 >
rR%0 R0
5 Q H,0, 60°C, 14 h I OH
R’0 R%0
R%0 R%0
OH OH
1.10, 1.11, 1.12, 1.13, HES 200/0,5, 16.35 2.1,2.2,...,2.6

2 =reduzierte Stirkespecies

R': H, AGE, -CH,COOH, -CH,CH,0H R'": H, AGE, -CH,COOH, -CH,CH,OH

R%: H, -CH,COOH, -CH,CH,0H R2: H, -CH,COOH, -CH,CH,0H

(variiert je nach Molekulargewicht, Verzwei- (variiert je nach Molekulargewicht, Verzwei-
gungsgrad bzw. Substitutionsart, -grad und -ort) gungsgrad bzw. Substitutionsart, -grad und -ort)

Die partiell hydrolysierte Starke (Abschnitt 4.4.2) bzw. das entsprechende Starkederivat wird
in dem Reaktionsgefdl (Abschnitt 4.1.1) vorgelegt und zunichst mit bidest. Wasser versetzt.
Man riihrt hierbei zuerst langsam und spater kriftiger, um eine moglichst homogene Suspen-
sion bzw. Losung zu erhalten. Der pH-Wert wird im Bereich von 7 bis 9 gehalten. Dann wird
der Ansatz unter Rithren auf 60 °C erwdrmt. Man entnimmt fiir Vergleichszwecke ca. 10 ml
der Losung. Nun werden je nach Stirkemenge 0,5 bis 5 g festes Natriumborhydrid {iber einen
Zeitraum von 30 bis 60 Minuten langsam zur Stirkeldsung gegeben; ist die hierbei eintreten-
de Gasentwicklung zu heftig, wird etwas langsamer geriihrt. Anfianglich kann es zu einer star-
ken Schaumbildung kommen, welche durch den Einsatz eines Schaumbrechers vermieden
wird. Die Reaktionslosung wird bei 60 °C in der Regel 14 Stunden geriihrt, nach dieser Zeit
ist keine Gasentwicklung mehr registrierbar. Man entnimmt eine Probe, um die Vollstindig-
keit der Reduktion zu iiberpriifen (gemiB3 Abschnitt 4.3.7). Wenn die Reduktion vollstindig
ist, kann die Losung weiter umgesetzt werden bzw. kann die reduzierte Abbaustirke oder das
reduzierte Stdrkederivat isoliert werden. Ansonsten kann durch eine erneute Zugabe von Na-
triumborhydrid nachreduziert werden. Sollen vorzeitig noch eventuell vorhandene Anteile an
Natriumborhydrid eliminiert werden, so kann dies durch die Zugabe geringer Mengen Aceton
geschehen. Die Aufarbeitung bzw. Isolierung des Produktes erfolgt nach der in Abschnitt
4.4.1 beschriebenen Methode. Das gebildete Natriumborat wird durch Dialyse entfernt.

Charakteristische Daten der Produkte 2.1...2.6

reduzierte Abbaustérke 2.1: Laborjournal-Substanz FAS 1 red

Nach obigem Verfahren 4.4.3 aus 4 g (24,6 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.10 und
0,93 g (24,6 mmol) NaBH, in 20 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 14 Stunden.

Ausbeute: 3,9 g farbloser Feststoff (Ethanolfidllung)

Nachweis von reduzierenden Enden: negativ

Molekulargewicht (Mw): 269000

Verzweigungsgrad: 5,3 %
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"H-NMR(D,0, 70 °C, TSP int. Std.): 8 = 5.51-5.27 (m, Maximum bei 5.41 ppm, H-1(1-4)),
5.35 (Schulter, H-1(t)), 5.23 (~d, schwach, H-1(c-r)), 4.97 (m, schwach, H-1(1-6)), 4.80 (s,
HDO), 4.64 (~d, schwach, H-1(-r)), 4.15-3.50 (nicht aufgel., Maxima bei 3.96, 3.84, 3.65
ppm, 6H, H-2, ..., H-6), 3.42 (m(~dd), H-4(t))

BC-NMR(D,0, TSP ext. Std.): & = 102.5 (C-1), 79.6 (C-4), 76.2 (C-3), 74.4 (C-2), 74.0 (C-
5), 63.3 (C-6)

FTIR(ATR): 3327 s, 2826 s, 1409 s, 1364 s, 1148 5, 1077 s, 1011 s

reduzierte Abbaustirke 2.2: Laborjournal-Substanz FAS 2 red
Nach obigem Verfahren 4.4.3 aus 100 g (616,8 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.11 und
4,67 g (123,5 mmol) NaBH4 in 1000 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 16 Stunden. Direkte
Umsetzung des Hydrolyseansatzes 1.11.
Ausbeute: 96,0 g farbloser Feststoff (Ethanolfillung)
87,4 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
Nachweis von reduzierenden Enden: negativ
Molekulargewicht (Mw): 261000
spektroskopische Daten: siche Angaben bei reduzierter Abbaustirke 2.1 und Abbaustérke 1.2.

reduzierte Abbaustirke 2.3: Laborjournal-Substanz FAS 3 red
Nach obigem Verfahren 4.4.3 aus 100 g (616,8 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.12 und
0,76 g (20 mmol) NaBH, in 1000 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 14 Stunden. Direkte Um-
setzung des Hydrolyseansatzes 1.12.
Ausbeute: 93,2 g farbloser Feststoff (Ethanolfillung)
82,9 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
Nachweis von reduzierenden Enden: negativ
Molekulargewicht (Mw): 260000
spektroskopische Daten: siche Angaben bei reduzierter Abbaustirke 2.1 und Abbaustérke 1.2.

reduzierte Abbaustirke 2.4: Laborjournal-Substanz 077

Nach obigem Verfahren 4.4.3 aus 100 g (616,8 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.13 und
0,60 g (15,9 mmol) NaBH, in 1000 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 24 Stunden. Direkte Um-
setzung des Hydrolyseansatzes 1.13.

Ausbeute: 95,8 g farbloser Feststoff (Ethanolféllung)

Nachweis von reduzierenden Enden: negativ

Molekulargewicht (Mw): 264000

spektroskopische Daten: siche Angaben bei reduzierter Abbaustirke 2.1 und Abbaustérke 1.2.
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reduzierte Carboxymethylstirke 2.5: Laborjournal-Substanz 049

Nach obigem Verfahren 4.4.3 aus 10 g Carboxymethylstirke 16.35 und 0,60 g (15,9 mmol)
NaBH4 in 100 ml bidest. Wasser bei RT fiir 24 Stunden.

Ausbeute: 9,7 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)

Nachweis von reduzierenden Enden: negativ

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 17.1.

reduzierte Hydroxyethylstiarke 2.6: Laborjournal-Substanz HES 200/0.5

Nach obigem Verfahren 4.4.3 aus 6 g Hydroxyethylstirke 200/0,5 (Fa. Ajinomoto) und 0,50 g
(13,2 mmol) NaBH, in 100 ml bidest. Wasser bei RT fiir 24 Stunden.

Ausbeute: 5,8 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)

Nachweis von reduzierenden Enden: negativ
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4.4.4 Allgemeines Verfahren zur Darstellung von Stirkeestern in wissriger Losung bzw.

Suspension mit Carbonsiureanhydriden

OR
(:) : OH Q 0 OR?
o A
OH fo) Q
5 H,0, RT, pH 8-9
HO ! )
OH R°O
LA =
11,19, 1.14 3.1,4.1,5.1,5.2, ... ,5.8,6.1,7.1,8.1,9.1,
10.1, 11.1, 12.1
1. Ziffer = Saurerest R, .1, .2, ... = Substitutionsgrad
R: H, AGE R!: H, AGE, -C(O)R'
(abhéngig vom Molekulargewicht R%:H, -C(O)R'

und Verzweigungsgrad) (variiert je nach Molekulargewicht, Verzwei-

gungsgrad bzw. Substitutionsgrad und -ort)

In einem Dreihalskolben mit Tropftrichter und pH-Elektrode wird die partiell hydrolysierte
Starke (geméall Abschnitt 4.4.2) bei Raumtemperatur in bidest. Wasser gelost bzw. suspen-
diert. Mit verdiinnter Natronlauge wird ein anfanglicher pH-Wert von 8,5 eingestellt. Es wer-
den iiber einen Zeitraum von 1 bis 2 Stunden unter Riihren entsprechende Mengen des Séure-
anhydrids zugetropft. Durch gleichzeitiges Zutropfen von Natronlauge (vorzugsweise 2 N)
wird der pH-Wert moglichst zwischen 8 und 9 gehalten. Handelt es sich bei dem S&ureanhy-
drid um einen Feststoff, so wird die entsprechende Menge spatelweise hinzugegeben, wobei
man bei jeder erneuten Anhydridzugabe warten sollte, bis sich das Anhydrid groftenteils auf-
gelost bzw. umgesetzt hat. Ein pH-Wert kleiner 6 ist zu vermeiden, um einen weiteren Abbau
der Stirke zu verhindern, ebenso sollte der pH-Wert nicht iiber einen ldngeren Zeitraum ober-
halb 9 liegen, um die konkurrierende Verseifung des sich bildenden Esters zu vermeiden. Um
reproduzierbare Substitutionsgrade zu erreichen, empfiehlt sich der Einsatz einer pH-Stat-
Schaltung.

Nach beendeter Zugabe des Anhydrids, wird das Reaktionsgemisch fiir eine weitere Stunde
bei Raumtemperatur geriihrt. Aufgrund eintretender Hydrolyse des noch nicht umgesetzten
Anhydrids mul3 der pH-Wert weiterhin kontrolliert und durch evtl. Zugabe von Natronlauge
zwischen 8 und 9 gehalten werden. Nach Ablauf der Reaktionszeit wird der pH-Wert auf 7,0
eingestellt. Der Ansatz wird nach dem in Abschnitt 4.4.1 beschriebenen Verfahren aufgear-
beitet.
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Charakteristische Daten der Produkte 3.1, 4.1, 5.1...5.8, 6.1, 7.1, 8.1, 9.1, 10.1, 11.1, 12.1

Acetylstiarke 3.1: Laborjournal-Substanz 010
Nach obigem Verfahren 4.4.4 aus 2,5 g (15,4 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.1 und
1,0 g (10 mmol) Acetanhydrid in 20 ml bidest. Wasser bei Raumtemperatur.
Ausbeute: 2,95 g farbloser Feststoff (Ethanolfillung)
2,43 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
Substitutionsgrad (MS): 0,38
'H-NMR(D,0): & = 5.58-5.00 (nicht aufgel., 1H, anomeres H), 4.80 (s, HDO), 4.47-3.25
(nicht aufgel., 6H, H-2, ..., H-6), 2.21-1.94 (nicht aufgel., 3H, -CH3)
BC-NMR(D,0): 8= 174.1, 100.2, 77.3, 73.9, 61.1, 21.1
FTIR(ATR): 3710-3030 s, 2920 s, 2089 m, 1734 s, 1572's, 1373 m, 1242 s, 1023 s

Propionylstiarke 4.1: Laborjournal-Substanz 014
Nach obigem Verfahren 4.4.4 aus 2,5 g (15,4 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.1 und
2,0 g (15 mmol) Propionsdureanhydrid in 20 ml bidest. Wasser bei Raumtemperatur.
Ausbeute: 2,13 g farbloser Feststoff (Ethanolfillung)

1,85 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
Substitutionsgrad (MS): 0,26
'H-NMR(D,0): & = 5.59-4.99 (nicht aufgel., 1H, anomeres H), 4.80 (s, HDO), 4.43-3.23
(nicht aufgel., 6H, H-2, ..., H-6), 2.45-2.21 (nicht aufgel., 2H, -CH,-), 1.10-0.91 (nicht aufgel.,
3H, -CHs)
BC-NMR(D,0): = 188.4, 176.8, 100.1, 77.3, 74.0, 72.0, 60.8, 27.7, 8.9
FTIR(ATR): 3673-3030 s,2930's, 1734 s, 1572 s, 1415 w, 1347 w, 1201 w, 1148 w, 1023 s

Succinylstirke 5.1: Laborjournal-Substanz 025
Nach obigem Verfahren 4.4.4 aus 5,0 g (30,8 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.1 und
3,1 g (31 mmol) Bernsteinsdureanhydrid in 40 ml bidest. Wasser bei 80 °C.
Ausbeute: 4,31 g farbloser Feststoff (Ethanolfdllung)
3,84 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
Substitutionsgrad (MS): 0,12
'H-NMR(D,0): & = 5.57-5.03 (nicht aufgel., 1H, anomeres H), 4.80 (s, HDO), 4.37-3.22
(nicht aufgel., 6H, H-2, ..., H-6), 2.59-2.26 (nicht aufgel., 4H, -CH,-CH>-)
BC-NMR(D,0): § = 181.8, 176.1, 175.6, 100.3, 77.3, 74.0, 72.2, 71.8, 69.9, 61.1, 34.8, 32.5,
31.1
FTIR(ATR): 3746-3272s,2910s, 2147 m, 1729 s, 1561 s, 1410 m, 1295 w, 1154 w, 1023 s
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Succinylstirke 5.2: Laborjournal-Substanz 024
Nach obigem Verfahren 4.4.4 aus 5,0 g (30,8 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.1 und
3,1 g (31 mmol) Bernsteinsdureanhydrid in 40 ml bidest. Wasser bei 60 °C.
Ausbeute: 4,10 g farbloser Feststoff (Ethanolfdllung)
3,63 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
Substitutionsgrad (MS): 0,14
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Succinylstirke 5.1.

Succinylstirke 5.3: Laborjournal-Substanz 023
Nach obigem Verfahren 4.4.4 aus 5,0 g (30,8 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.1 und
3,1 g (31 mmol) Bernsteinsdureanhydrid in 40 ml bidest. Wasser bei 40 °C.
Ausbeute: 3,96 g farbloser Feststoff (Ethanolféillung)
3,41 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
Substitutionsgrad (MS): 0,32
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Succinylstirke 5.1.

Succinylstirke 5.4: Laborjournal-Substanz 019
Nach obigem Verfahren 4.4.4 aus 5,0 g (30,8 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.1 und
3,1 g (31 mmol) Bernsteinsdureanhydrid in 40 ml bidest. Wasser bei Raumtemperatur.
Ausbeute: 4,36 g farbloser Feststoff (Ethanolfallung)

3,87 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
Substitutionsgrad (MS): 0,35
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Succinylstirke 5.1.

Succinylstirke 5.5: Laborjournal-Substanz 012
Nach obigem Verfahren 4.4.4 aus 5,0 g (30,8 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.1 und
2,0 g (20 mmol) Bernsteinsdureanhydrid in 40 ml bidest. Wasser bei Raumtemperatur.
Ausbeute: 4,78 g farbloser Feststoff (Ethanolfallung)

4,13 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
Substitutionsgrad (MS): 0,43
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Succinylstirke 5.1.

Succinylstirke 5.6: Laborjournal-Substanz 022
Nach obigem Verfahren 4.4.4 aus 5,0 g (30,8 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.1 und
9,3 g (93 mmol) Bernsteinsdureanhydrid in 40 ml bidest. Wasser bei Raumtemperatur.
Ausbeute: 5,78 g farbloser Feststoff (Ethanolfédllung)

4,53 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
Substitutionsgrad (MS): 0,63
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Succinylstirke 5.1.
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Succinylstirke 5.7: Laborjournal-Substanz 020
Nach obigem Verfahren 4.4.4 aus 5,0 g (30,8 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.1 und
6,2 g (62 mmol) Bernsteinsdureanhydrid in 40 ml bidest. Wasser bei Raumtemperatur.
Ausbeute: 5,46 g farbloser Feststoff (Ethanolfillung)

4,81 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
Substitutionsgrad (MS): 0,68
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Succinylstirke 5.1.

Succinylstirke 5.8: Laborjournal-Substanz 036
Nach obigem Verfahren 4.4.4 aus 40,0 g (247 mmol Anhydroglucose) Abbaustdrke 1.14 und
24,7 g (247 mmol) Bernsteinsdureanhydrid in 500 ml bidest. Wasser bei Raumtemperatur.
Ausbeute: 55,1 g farbloser Feststoff (Ethanolféllung)

42,8 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
Substitutionsgrad (MS): 0,70
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Succinylstirke 5.1.

2,2-Dimethylsuccinylstirke 6.1: Laborjournal-Substanz 088

Nach obigem Verfahren 4.4.4 aus 1,9 g (11,8 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.9 und
1,0 g (7,8 mmol) 2,2-Dimethylbernsteinsdureanhydrid in 30 ml bidest. Wasser bei 30 °C.
Ausbeute: 1,88 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)

Substitutionsgrad (MS): 0,25

'H-NMR(D,O, TSP ext. Std.): § = 5.88-5.12 (nicht aufgel., 1H, anomeres H), 4.80 (s, HDO),
4.57-3.20 (nicht aufgel., 6H, H-2, ..., H-6), 2.80-2.37 (nicht aufgel., 2H, -CH,-), 1.44-1.00
(nicht aufgel., 6H, 2 x -CHj3-)

BC-NMR(D,0, TSP ext. Std.): § = 189.2, 180.8, 175.7, 102.3, 99.1, 79.8, 76.1, 74.2, 74.0,
62.4,50.3,46.8,44.4,42.3, 28.1

Dodecenylsuccinylstirke 7.1: Laborjournal-Substanz 079
Nach obigem Verfahren 4.4.4 aus 9,6 g (59,2 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.9 und
8,0 g (30 mmol) Dodecenylbernsteinsdureanhydrid in 100 ml bidest. Wasser bei Raumtempe-
ratur fiir 24 Stunden.
Ausbeute: 9,71 g farbloser Feststoff (Ethanolfillung)

9,31 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
Substitutionsgrad (MS): 0,04
'H-NMR(D,O, TSP ext. Std.): & = 6.12-5.95 (nicht aufgel., 1H, anomeres H), 5.68-4.90 (nicht
aufgel., 1H, anomeres H), 4.80 (s, HDO), 4.37-3.22 (nicht aufgel., 6H, H-2, ..., H-6), 1.85-
0.63 (nicht aufgel., 23H, Dodecenyl-)
BC-NMR(D,0, TSP ext. Std.): & = 188.3, 102.8, 79.8, 77.9, 73.8, 73.4, 62.5
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Glutarylstarke 8.1: Laborjournal-Substanz 026
Nach obigem Verfahren 4.4.4 aus 5,0 g (30,8 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.1 und
7,1 g (62 mmol) Glutarsdureanhydrid in 40 ml bidest. Wasser bei Raumtemperatur.
Ausbeute: 5,92 g farbloser Feststoff (Ethanolfédllung)

4,70 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
Substitutionsgrad (MS): 0,45
"H-NMR(D,0): & = 5.75-4.95 (nicht aufgel., 1H, anomeres H), 4.80 (s, HDO), 4.70-3.20
(nicht aufgel., 6H, H-2, ..., H-6), 2.70-2.00 (nicht aufgel., 4H, 2 x -CH;-), 1.90-1.60 (nicht
aufgel., 2H, -CH;-)
BC-NMR(D,0): §=183.1, 175.8, 100.0, 76.0, 74.0, 71.8, 61.0, 37.2, 33.6, 21.8
FTIR(ATR): 3694-3251 s, 2946 s, 2110 m, 1729 s, 1567 s, 1410 m, 1316 w, 1242 w, 1148 w,
1012 w

2,2-Dimethylglutarylstirke 9.1: Laborjournal-Substanz 081
Nach obigem Verfahren 4.4.4 aus 9,6 g (59,2 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.9 und
8,42 g (59,2 mmol) 2,2-Dimethylglutarsdureanhydrid in 100 ml bidest. Wasser bei Raumtem-
peratur.
Ausbeute: 10,35 g farbloser Feststoff (Ethanolfédllung)

8,76 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
Substitutionsgrad (MS): 0,38
"H-NMR(D-O, TSP ext. Std.): § = 5.94-5.08 (nicht aufgel., 1H, anomeres H), 4.80 (s, HDO),
4.52-3.28 (nicht aufgel., 6H, H-2, ..., H-6), 2.59-2.25 (nicht aufgel., 2H, -CH;-), 1.97-1.59
(nicht aufgel., 2H, -CH>-), 1.36-0.80 (nicht aufgel., 6H, 2 x -CHj3-)

3,3-Dimethylglutarylstirke 10.1: Laborjournal-Substanz 082
Nach obigem Verfahren 4.4.4 aus 9,6 g (59,2 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.9 und
8,42 g (59,2 mmol) 3,3-Dimethylglutarsdureanhydrid in 100 ml bidest. Wasser bei Raumtem-
peratur.
Ausbeute: 11,40 g farbloser Feststoff (Ethanolfédllung)

9,82 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
Substitutionsgrad (MS): 0,57
"H-NMR(D-O, TSP ext. Std.): § = 5.98-5.11 (nicht aufgel., 1H, anomeres H), 4.80 (s, HDO),
4.57-3.31 (nicht aufgel., 6H, H-2, ..., H-6), 2.78-2.26 (nicht aufgel., 2H, -CH;-), 2.26-2.04
(nicht aufgel., 2H, -CH>-), 1.40-0.94 (nicht aufgel., 6H, 2 x -CHj3-)
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3-Oxaglutarylstirke 11.1: Laborjournal-Substanz 090

Nach obigem Verfahren 4.4.4 aus 9,6 g (59,2 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.9 und
6,87 g (59,2 mmol) Diglykolsdureanhydrid in 100 ml bidest. Wasser bei Raumtemperatur.
Ausbeute: 6,45 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)

Substitutionsgrad (MS): < 0,04

'H-NMR(D,O, TSP ext. Std.): & = 6.15-5.90 (nicht aufgel., 1H, anomeres H), 5.71-5.12 (nicht
aufgel., 1H, anomeres H), 4.80 (s, HDO), 4.56-3.18 (nicht aufgel., 6H, H-2, ..., H-6), 2.22-
2.08 (nicht aufgel., 4H, 2 x -CH;-)

BC-NMR(D,0, TSP ext. Std.): § = 180.9, 102.5, 79.6, 76.2, 74.4, 74.0, 63.3

Di-O-acetylweinsédurestirkeester 12.1: Laborjournal-Substanz 087

Nach obigem Verfahren 4.4.4 aus 9,6 g (59,2 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.9 und
12,8 g (59,2 mmol) Di-O-acetylweinsdureanhydrid in 100 ml bidest. Wasser bei Raumtempe-
ratur.

Ausbeute: 6,8 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)

Substitutionsgrad (MS): < 0,04

'H-NMR(D,O, TSP ext. Std.): & = 6.12-5.70 (nicht aufgel., 1H, anomeres H), 5.70-5.05 (nicht
aufgel., 1H, anomeres H), 4.80 (s, HDO), 4.25-3.20 (nicht aufgel., 6H, H-2, ..., H-6), 2.28-
2.01 (nicht aufgel., 6H, 2 x -CHj3-)

BC-NMR(D,0, TSP ext. Std.): § =175.1, 102.5, 79.5, 75.7, 74.4, 74.0, 63.3, 20.5
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4.4.5 Allgemeines Verfahren zur Darstellung von Stirkeestern in Formamid mit Car-

bonsiureanhydriden bzw. Carbonsiurechloriden

OR
(:) Q - o o0 0
HO o 'R)l\o)l\ R' bzw. 'R)j\Cl
5 Q Formamid, Pyridin, 60 °C
HO
OH
o"k57

1.1 5.9,13.1
R: H, AGE R!: H, AGE, -C(O)R’
(abhéngig vom Molekulargewicht R%H, -C(O)R'
und Verzweigungsgrad)

(variiert je nach Molekulargewicht, Verzwei-
gungsgrad bzw. Substitutionsgrad und -ort)

In einem Dreihalskolben mit Tropftrichter, Riickflusskiihler und aufgesetztem Trockenrohr
wird die entsprechende Menge Abbaustirke vorgelegt. Man gibt zunédchst Pyridin und an-
schlieBend Formamid hinzu. Die Mischung wird bei 50 °C solange geriihrt bis sich eine klare
Losung gebildet hat. Danach werden bei 60 °C entsprechende Mengen des Sdureanhydrids
bzw. Sdurechlorids langsam hinzugegeben. Man ldsst die Losung fiir 16 Stunden bei dieser
Temperatur rithren. Anschliefend fallt man den Starkeester mit Ethanol oder Aceton aus dem
Reaktionsgemisch aus und reinigt ihn auf. Die Stirkeester von mehrwertigen Sduren fallen
hierbei als Pyridinium-Salze an. Es ist jedoch mdéglich, die Ester in die Sdureform zu {iberfiih-
ren. Dazu wird das Stirkderivat durch EingieBen der Reaktionsldsung in einem Uberschuss
eiskalter 2 N Salzsdure - welche gegebenenfalls mit Ethanol versetzt wurde - ausgefallt. Um
das Natriumsalz des Halbesters zu erhalten, kann man nun die Sdureform in einer eiskalten
gesittigten Natriumhydrogencarbonatlésung 16sen und anschlieend erneut mit Ethanol oder
Aceton fillen. Die endgiiltige Aufarbeitung der anfallenden Produkte erfolgt nach der in Ab-
schnitt 4.4.1 beschriebenen Methode, wobei auch wasserunlosliche Stirkederivate auf diese
Weise aufgereinigt werden konnen. Hierbei wird anstatt einer wissrigen Losung die wissrige
Suspension des hydrophoben Stéarkeesters gegen bidest. Wasser dialysiert; dadurch kénnen

Spuren von Pyridin und Formamid restlos entfernt werden.

Charakteristische Daten der Produkte 5.9 und 13.1

Succinylstirke 5.9: Laborjournal-Substanz 013

Nach obigem Verfahren 4.4.5 aus 2,0 g (12,3 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.1 und
7,5 g (75 mmol) Bernsteinsdureanhydrid und 7 g (89 mmol) Pyridin in 50 ml Formamid bei
70 °C fiir 52 Stunden.

Ausbeute: 2,71 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)

Substitutionsgrad (MS): 0,99
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'H-NMR(D,0): & = 5.59-4.79 (nicht aufgel., 1H, anomeres H), 4.80 (s, HDO), 4.56-3.33
(nicht aufgel., 6H, H-2, ..., H-6), 2.95-2.03 (nicht aufgel., 4H, -CH,-CH>-)

BC-NMR(D,0): 8= 181.4, 176.1, 160.4, 77.3, 74.0, 72.2, 60.1, 32.8, 31.4

FTIR(ATR): 3730-3413 s, 17408, 1577 s, 1415 m, 1258 w, 1154 w, 1023 s

Ethoxycarbonyl-/formylstirke 13.1: Laborjournal-Substanz 016

Nach obigem Verfahren 4.4.5 aus 3,0 g (18,5 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.1 und
2,1 g (19 mmol) Ethylchlorformiat und 1,5 g (19 mmol) Pyridin in 20 ml Formamid bei 60 °C
fiir 16 Stunden.

Ausbeute: 1,95 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)

Substitutionsgrad MS(Ethoxycarbonyl-): 0,15

Substitutionsgrad MS(Formyl-): 0,17

'H-NMR(D,0): & = 8.22-8.01 (nicht aufgel., 1H, -C(O)-H), 5.52-5.04 (nicht aufgel., 1H,
anomeres H), 4.80 (s, HDO), 4.50-3.22 (nicht aufgel., 6H, H-2, ..., H-6), 4.28-4.07 (nicht auf-
gel., 2H, -O-CH;-), 1.28-1.12 (nicht aufgel., 3H, -CHj)

BC-NMR(D,0): 8= 164.4, 156.2, 100.6, 77.9, 74.1, 72.1, 69.7, 67.5, 66.2, 61.3, 14.4
FTIR(ATR): 3657-3030 s, 2090 s, 1729 s, 1263 s, 1148 w, 1018 s, 924 w
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4.4.6 Allgemeines Verfahren zur Veresterung von Stirken mit freien Carbonsauren und

Carbodiimiden
OR R!
Q o :
O OH O
HO ,R)I\OH R%0
OH
5 Q DMF, DMAP, DCC, 60 °C
HO
OH
o"Ksj

11 14.1
R: H, AGE R': H, AGE, -C(O)R'
(abhingig vom Molekulargewicht R>:H, -C(O)R'

und Verzweigungsgrad) (variiert je nach Molekulargewicht, Verzwei-

gungsgrad bzw. Substitutionsgrad und -ort)

In einem Dreihalskolben mit Riickflusskiihler, Trockenrohr und Thermometer werden 50 ml
trockenes Dimethylformamid vorgelegt. AnschlieBend wird die bis zur Gewichtskonstanz
getrocknete Stirke hinzugegeben und unter Riihren auf 60 °C erwédrmt. Sobald sich die Ab-
baustirke geldst hat, wird die Carbonsédure sowie das 4-Dimethylaminopyridin hinzugegeben.
Zu der Losung werden dann, liber einen Zeitraum von 5 Minuten, dquimolare Mengen in
DMF gelostes Dicyclohexylcarbodiimid gegeben. Die Reaktionsmischung wird fiir ca. 48
Stunden geriihrt. Hierbei ist eine Gelbfirbung zu beobachten, die im Verlauf der Reaktion
zunehmend intensiver wird und bis in den braunen Bereich gehen kann. Trotz der erhdhten
Temperatur kann es bereits zu einem teilweisen Ausfallen des bei der Reaktion entstehenden
Dicyclohexylharnstoffs kommen. Das schwerlosliche Harnstoffderivat wird iiber eine Glas-
fritte abfiltriert. Das dunkle Filtrat wird in eiskaltes Ethanol gegossen, der ausfallende Stér-
keester wird abfiltriert und sehr sorgfiltig mit Ethanol gewaschen. Die weitere Aufarbeitung

des Stirkederivats erfolgt nach dem in 4.4.1 beschriebenen Verfahren.

Charakteristische Daten von Pivaloylstirke 14.1: Laborjournal-Substanz 032

Nach obigem Verfahren 4.4.6 aus 2,5 g (15,5 mmol Anhydroglucose) Abbaustéirke 1.1, 1,0 g
(10 mmol) Pivalinsdure, 0,61 g (5 mmol) 4-Dimethylaminopyridin und 2,27 g (11 mmol)
Dicyclohexylcarbodiimid in 50 ml Dimethylformamid bei 60 °C fiir 48 Stunden.

Ausbeute: 1,84 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)

Substitutionsgrad (MS): 0,10

1H-NMR(DQO): 0 = 5.95-5.09 (nicht aufgel., 1H, anomeres H), 4.80 (s, HDO), 4.40-3.00
(nicht aufgel., 6H, H-2, ..., H-6), 2.10-1.38 (nicht aufgel., keine Zuordnung), 1.38-0.90 (nicht
aufgel., 9H, 3 x -CHj3)

PC-NMR(D,0): § = 156.2, 100.4, 77.6, 74.0, 72.2, 61.1, 33.3, 27.2, 25.3

FTIR(ATR): 3683-3025 s, 2115 w, 1708 s, 1520 s, 1415 w, 1347 m, 1232 s, 1154 w, 1033 s
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4.4.7 Verfahren zur 6-O-Tritylierung von Stirken

OR OR!
a : O | :
o OH 0 OC(CgH.
HO O‘?‘@ HO (Cotls)s
OH o Cl OH 0
o Pyridin, DMAP, 60 °C o
HO HO
OH OH
o"k57 o"fi‘
2.3 15.1
R: AGE, H R!: H, AGE, -C(CgHs);
(abhéingig vom Molekulargewicht (variiert je nach Molekulargewicht, Verzwei-

und Verzweigungsgrad) gungsgrad und Substitutionsgrad)

Die bis zur Gewichtskonstanz getrocknete Abbaustirke wird in einem Dreihalskolben mit
Tropftrichter, RiickfluBkiihler und Trockenrohr vorgelegt. Die Stirke wird unter Riihren in
abs. Pyridin bei 85 °C gelost. AnschlieBend wird das zuvor in abs. Pyridin geloste Dimethyl-
aminopyridin hinzugegeben. Es wird fiir eine halbe Stunde bei 60 °C geriihrt und anschlie-
Bend das in abs. Pyridin geloste Triphenylmethylchlorid iiber einen Zeitraum von 30 Minuten
hinzugetropft. Der Ansatz wird fiir 16 Stunden bei 60 °C geriihrt.

Die gelbe Losung wird dann mit einem halben Volumenanteil von Dioxan versetzt und mehr-
fach gut durchgeschiittelt. Diese Losung wird in einen zehnfachen Uberschuss an Methanol
gegeben. Hierbei fillt das Starkederivat zusammen mit Tritylnebenprodukten aus. Der Nie-
derschlag wird tiber eine Glasfritte abgesaugt und mit Methanol gewaschen, das gelbliche
Filtrat wird verworfen. Das Prézipitat wird iiber Nacht an der Luft getrocknet und danach ca.
4 bis 5 Stunden in einem Soxhlet-Extraktor mit Ether extrahiert. Der Feststoff wird in Dioxan
gelost und erneut in Methanol gefillt, gewaschen und an der Luft getrocknet. Es resultiert

eine wasserunlosliche 6-O-Tritylstirke.

Charakteristische Daten von 6-O-Tritylstiarke 15.1: Laborjournal-Substanz 076

Nach obigem Verfahren 4.4.7 aus 3,0 g (18,5 mmol Anhydroglucose) reduzierter Abbaustirke
2.3, 2,44 g (20 mmol) 4-Dimethylaminopyridin und 15,33 g (55,5 mmol) Triphenylme-
thylchlorid in insges. 120 ml abs. Pyridin bei 60 °C fiir 16 Stunden.

Ausbeute: 3,65 g farbloser Feststoff (Methanolprézipitat)

'H-NMR(DMSO-d6): & = 8.48-6.25 (nicht aufgel., aromatisch), 6.20-4.45 (nicht aufgel.,
anomeres H), 4.45-2.18 (nicht aufgel., H-2, ..., H-6)

BC-NMR(DMSO0-d6): § = 144.3, 138.1-126.2, 100.4, 97.9, 85.3, 79.8, 72.3, 63.2
FTIR(ATR): 3368 s, 3054s, 2923 s, 1589 s, 1490 s, 1448 s m, 12235, 1150 w, 1024 s
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4.4.8 Verfahren zur Darstellung von Carboxymethylstirken in niederen Alkoholen

0 0
Cl\/I\OH bzw.Cl\)l\ONa

R-OH, NaOH, 60-70 °C

16.1,16.2, ... ,16.22
.1, .2, ... = Substitutionsgrad

native Wachsmaisstirke, 1.1, HES 200/0.5

R': H, AGE, -CH,CH,0H R': H, AGE, -CH,COOH, -CH,CH,0H

R%: H, -CH,CH,0H R?: H, -CH,COOH, -CH,CH,0OH

(variiert je nach Molekulargewicht, Verzwei- (variiert je nach Molekulargewicht, Verzwei-
gungsgrad bzw. Substitutionsgrad und -ort) gungsgrad bzw. Substitutionsart, -grad und -ort)

Die jeweilige Stdrke wird in das Reaktionsgefdll mit Riickflusskiihler und Tropftrichter vor-
gelegt. Der Alkohol (Methanol, Ethanol oder 2-Propanol) wird hinzugegeben und die Suspen-
sion wird unter Riihren bis zum gelinden Riickfluss (bei 2-Propanol bevorzugt nur auf 60 °C)
erwdrmt. Zu dieser Suspension wird nun Monochloressigsdure bzw. Monochloressigsdure-
Natriumsalz, welche(s) zuvor in moglichst wenig Alkohol gelost wurde, gegeben. Die Riihr-
frequenz wird erh6ht und es erfolgt die tropfenweise Zugabe einer konzentrierten Losung aus
Natriumhydroxid in Wasser bzw. in wissrigem Alkohol. Die Reihenfolge der Reagenzien-
Zugabe kann auch umgekehrt werden. In diesem Fall wird das Natriumhydroxid auf einmal
zur Stirkesuspension gegeben und diese Mischung vor der Monochloressigsdure-Zugabe fiir
eine Weile geriihrt.

Abschliefend wird bei kontrollierter Reaktionstemperatur fiir 2 bis 6 Stunden geriihrt. Danach
wird der Ansatz iiber eine Glasfritte abfiltriert und der Feststoff mit 80 %igem Ethanol gewa-
schen, trocken gesaugt und im Vakuumtrockenschrank bei 60 °C getrocknet. Eine weitere
Aufarbeitung des Rohproduktes erfolgt nach der in Abschnitt 4.4.1 beschriebenen Methode.
Eine Verklumpung der Reaktionsmischung kann durch rechtzeitiges Verdiinnen mit dem ent-
sprechenden Alkohol vermieden werden. Bei nicht-reduzierten Starkespecies kann es auf-
grund der hohen Alkalimengen zu einer Gelbfirbung wihrend des Reaktionsverlaufs kom-

men.
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Charakteristische Daten der Produkte 16.1...16.22

Carboxymethylstirke 16.1: Laborjournal-Substanz 044
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 5,0 g (30,8 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.1, 2,0 g
(50,0 mmol) Natriumhydroxid und 2,0 g (21,2 mmol) Monochloressigsdure in 20 ml Metha-
nol/Wasser (90:10 v/v) bei 60 °C fiir 6 Stunden. Die Monochloressigsdure wurde vor der Na-
triumhydroxidzugabe zur Stiarkesuspension gegeben.
Ausbeute: 4,3 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)

3,8 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1: 0,7 : 1,6
MS: 0,13
MS(C,+C3): 0,10
MS(Cs): 0,03
MS(C3): 0,02
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 3,3
Reaktionseffizienz (RE(%)): 18,8
'H-NMR(D,O, TSP ext. Std.): § = 5.66-5.49 (m, Maximum bei 5.54 ppm, H-1), 5.45-5.19 (m,
Maximum bei 5.31 ppm, H-1), 5.25 (Schulter, H-1), 4.88 (m, H-1), 4.70 (s, HDO), 4.28-3.27
(nicht aufgel., Maxima bei 4.10, 3.86, 3.75, 3.55 ppm), 3.32 (m)
BC-NMR(D,0, TSP ext. Std.): &= 178.5, 100.4, 80.7, 77.3, 74.0, 73.5, 73.3, 72.2, 70.8, 70.0,
61.0
'H-NMR(D,0/D,S04, TSP ext. Std.): & = 5.38 (d, 1H, H-1(o-s), J=3.8), 5.19 (d, 1H, H-1(0-
u), J=3.8), 4.82 (HDO), 4.69 (d, 1H, H-1(B-s), J=8.0), 4.61 (d, 1H, H-1(B-u), J=8.0), 4.44 (m,
2H, o,B-3-O-CH,COOH), 4.42 (d, 1H, B-2-O-CH,H,COOH, J=17.0), 4.39 (d, 1H, B-2-O-
CH,H,COOH, J=17.0), 4.34 (d, 1H, a-2-O-CH,H,COOH, J=17.0), 4.30 (d, 1H, o-2-O-
CH,H,COOH, J=17.0), 4.18 (m, 2H, o,-6-O-CH,COOH), 3.84, 3.79, 3.78 (je m, H-6’(j3), H-
5(a), H-6’(v), (u) und (s)), 3.72, 3.69, 3.67 (je m, H-6(cr), H-6(B), H-3(cx), (u) und (s)), 3.58
(dd, 1H, H-3(B-s), J=9.0, J=9.0), 3.52 (dd, 1H, H-2(c-u), J=3.8, J=9.8), 3.47 (dd, 1H, H-3(B-
u), J=9.2, J=9.2), 3.44, 3.39 (je m, H-5(B), H-4(B), H-4(o), (u) und (s)), 3.21 (dd, 1H, H-2(B-
u), J=8.0, J=9.5), 3.14 (dd, 1H, H-2(B-s), J=8.0, J=9.5)
FTIR(ATR): 3330 s, 2926 s, 1740 m, 1594 m, 1411 m, 1322 s, 1149 s, 1082 m, 1010 m

Carboxymethyl-hydroxyethylstirke 16.2: Laborjournal-Substanz 048
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 2,8 g (15,2 mmol HE-/Anhydroglucose) Hydroxyethylstar-
ke 200/0,5 (Fa. Ajinomoto), 0,8 g (20,0 mmol) Natriumhydroxid und 0,75 g (8,0 mmol) Mo-
nochloressigsdure in 30 ml Methanol/Wasser (90:10 v/v) bei 67 °C fiir 6 Stunden. Die Mono-
chloressigsdure wurde vor der Natriumhydroxidzugabe zur Starkesuspension gegeben.
Ausbeute: 3,2 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)

2,3 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1:0,5: 1,3
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MS: 0,05

Reaktionseffizienz (RE(%)): 9,4

"H-NMR(D-O, TSP ext. Std.): § = 5.71-5.15 (m, Maxima bei 5.63, 5.44, 5.29 ppm, H-1), 5.20
(Schulter, H-1), 4.85 (m, H-1), 4.69 (s, HDO), 4.18-4.03 (m, -CH,-COOH), 4.03-3.40 (nicht
aufgel., Maxima bei 3.89, 3.83, 3.77, 3.72, 3.65, 3.55, 3.49 ppm), 3.40-3.25 (m, Maximum bei
3.32 ppm)

BC-NMR(D,0, TSP ext. Std.): § = 178.2, 100.1, 99.2, 97.1, 82.5, 82.0, 80.0, 77.9, 75.8, 75.2,
74.1,72.4,72.3,70.8,70.1, 61.8, 61.3

Carboxymethylstirke 16.3: Laborjournal-Substanz 053
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 10,0 g (61,7 mmol Anhydroglucose) nativer Wachsmais-
stirke, 4,0 g (100,0 mmol) Natriumhydroxid und 4,0 g (42,3 mmol) Monochloressigsdure in
25 ml Methanol/Wasser (90:10 v/v) bei 67 °C fiir 6 Stunden. Die Monochloressigsdure wurde
vor der Natriumhydroxidzugabe zur Stirkesuspension gegeben.
Ausbeute: 11,7 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)
8,3 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1: 0,7 : 1,6
MS: 0,37
MS(C,+C3): 0,31
MS(Ce): 0,06
MS(C3): 0,05
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 5,2
Reaktionseffizienz (RE(%)): 53,6
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstédrke 16.1.

Carboxymethylstirke 16.4: Laborjournal-Substanz 054
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 10,0 g (61,7 mmol Anhydroglucose) nativer Wachsmais-
stirke, 8,0 g (200,0 mmol) Natriumhydroxid und 8,0 g (84,7 mmol) Monochloressigsdure in
30 ml Methanol/Wasser (90:10 v/v) bei 67 °C fiir 6 Stunden. Die Monochloressigsdaure wurde
vor der Natriumhydroxidzugabe zur Stirkesuspension gegeben.
Ausbeute: 14,4 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)
9,8 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1:1,4:3,2
MS: 0,69
MS(C,+C3): 0,58
MS(Ce): 0,11
MS(C5): 0,06
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 5,2
Reaktionseffizienz (RE(%)): 50,4
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spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.1.

Carboxymethylstirke 16.5: Laborjournal-Substanz 055
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 10,0 g (61,7 mmol Anhydroglucose) nativer Wachsmais-
stirke, 12,0 g (300,0 mmol) Natriumhydroxid und 12,0 g (127 mmol) Monochloressigsdure in
35 ml Methanol/Wasser (90:10 v/v) bei 67 °C fiir 6 Stunden. Die Monochloressigsdure wurde
vor der Natriumhydroxidzugabe zur Stirkesuspension gegeben.
Ausbeute: 17,7 g farbloser Feststoft (gewaschenes Rohprodukt)
11,3 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1 : 2,1 : 4,9
MS: 0,70
MS(C,+C3): 0,56
MS(Ce): 0,14
MS(C3): 0,06
Verhiltnis MS(C,+C3) / MS(Ce): 4,0
Reaktionseffizienz (RE(%)): 34,0
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.1.

Carboxymethylstirke 16.6: Laborjournal-Substanz 060
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 75,0 g (462,6 mmol Anhydroglucose) nativer Wachsmais-
stirke, 25,0 g (625,0 mmol) Natriumhydroxid und 26,3 g (278,0 mmol) Monochloressigsdure
in 330 ml Methanol/Wasser (90:10 v/v) bei 67 °C fiir 5 Stunden. Die Monochloressigsdure
wurde vor der Natriumhydroxidzugabe zur Starkesuspension gegeben.
Ausbeute: 102,1 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)
74,7 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1: 0,6 : 1,4
MS: 0,37
MS(C,+C3): 0,30
MS(Cs): 0,07
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 4,3
Reaktionseffizienz (RE(%)): 61,7
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.1.

Carboxymethylstirke 16.7: Laborjournal-Substanz 061

Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 75,0 g (462,6 mmol Anhydroglucose) nativer Wachsmais-
stirke, 29,0 g (725,6 mmol) Natriumhydroxid und 34,0 g (360,0 mmol) Monochloressigsdure
in 330 ml Methanol/Wasser (90:10 v/v) bei 67 °C fiir 5 Stunden. Die Monochloressigsdure
wurde vor der Natriumhydroxidzugabe zur Stirkesuspension gegeben.

Ausbeute: 117,0 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)
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72,8 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1: 0,8 : 1,6
MS: 0,47
MS(C,+C3): 0,39
MS(Ce): 0,08
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 4,9
Reaktionseffizienz (RE(%)): 60,3
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstédrke 16.1.

Carboxymethylstirke 16.8: Laborjournal-Substanz 062
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 75,0 g (462,6 mmol Anhydroglucose) nativer Wachsmais-
stirke, 37,8 g (945,6 mmol) Natriumhydroxid und 39,7 g (420,0 mmol) Monochloressigsdure
in 380 ml Methanol/Wasser (90:10 v/v) bei 67 °C fiir 5 Stunden. Die Monochloressigsdure
wurde vor der Natriumhydroxidzugabe zur Starkesuspension gegeben.
Ausbeute: 103,4 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)
72,6 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1:0,9: 2
MS: 0,40
MS(C,+C3): 0,34
MS(Ce): 0,06
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 5,7
Reaktionseffizienz (RE(%)): 44,0
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstédrke 16.1.

Carboxymethylstirke 16.9: Laborjournal-Substanz 040
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 10,0 g (61,7 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.1, 5,0 g
(125,0 mmol) Natriumhydroxid und 4,5 g (47,6 mmol) Monochloressigsdure in 65 ml Etha-
nol/Wasser (95:5 v/v) bei 78 °C fiir 1,5 Stunden. Die Monochloressigsdure wurde vor der
Natriumhydroxidzugabe zur Stirkesuspension gegeben.
Ausbeute: 8,3 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)
7,6 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1: 0,8 : 2
MS: 0,22
MS(C,+C3): 0,16
MS(Ce): 0,06
MS(C3): 0,03
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 2,6
Reaktionseffizienz (RE(%)): 28,6
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstédrke 16.1.
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Carboxymethylstirke 16.10: Laborjournal-Substanz 041
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 5,0 g (30,8 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.1, 2,5 g
(62,5 mmol) Natriumhydroxid und 2,25 g (23,8 mmol) Monochloressigsdure in 45 ml Etha-
nol/Wasser (95:5 v/v) bei 78 °C fiir 1,5 Stunden. Die Monochloressigsdure wurde vor der
Natriumhydroxidzugabe zur Stirkesuspension gegeben.
Ausbeute: 5,4 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)
4,3 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1: 0,8 : 2
MS: 0,26
MS(C,+C3): 0,17
MS(Cs): 0,09
MS(C3): 0,03
Verhiltnis MS(C,+C3) / MS(Ce): 1,9
Reaktionseffizienz (RE(%)): 33,8
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.1.

Carboxymethylstirke 16.11: Laborjournal-Substanz 042
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 5,0 g (30,8 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.1, 2,5 g
(62,5 mmol) Natriumhydroxid und 2,25 g (23,8 mmol) Monochloressigsdure in 45 ml Etha-
nol/Wasser (95:5 v/v) bei 78 °C fiir 1,5 Stunden. Die Monochloressigsdure wurde gleichzeitig
mit dem Natriumhydroxid zur Stiarkesuspension gegeben.
Ausbeute: 5,2 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)
4,5 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1: 0,8 : 2
MS: 0,07
MS(C,+C3): 0,04
MS(Cs): 0,03
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 1,3
Reaktionseffizienz (RE(%)): 9,1
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.1.

Carboxymethylstirke 16.12: Laborjournal-Substanz 050
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 10,0 g (61,7 mmol Anhydroglucose) nativer Wachsmais-
stirke, 4,8 g (120,3 mmol) Natriumhydroxid und 4,5 g (47,6 mmol) Monochloressigsidure in
65 ml Ethanol/Wasser (95:5 v/v) bei 78 °C fiir 1,5 Stunden. Die Monochloressigsdure wurde
vor der Natriumhydroxidzugabe zur Stirkesuspension gegeben.
Ausbeute: 11,3 g farbloser Feststoft (gewaschenes Rohprodukt)

7,35 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
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molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1: 0,8 : 2

MS: 0,27

MS(C,+C5): 0,19

MS(Ce): 0,08

MS(C3): 0,03

Verhiltnis MS(Cy+Cs) / MS(Ce): 2,4

Reaktionseffizienz (RE(%)): 33.8

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstédrke 16.1.

Carboxymethylstirke 16.13: Laborjournal-Substanz 051

Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 10,0 g (61,7 mmol Anhydroglucose) nativer Wachsmais-
stirke, 9,6 g (240,0 mmol) Natriumhydroxid und 9,0 g (95,2 mmol) Monochloressigsdure in
110 ml Ethanol/Wasser (95:5 v/v) bei 78 °C fiir 1,5 Stunden. Die Monochloressigsdure wurde
vor der Natriumhydroxidzugabe zur Stirkesuspension gegeben.

Ausbeute: 16,6 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)

molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1:1,5:3,9

MS: 0,72

MS(C,+C5): 0,59

MS(Ce): 0,13

MS(C3): 0,08

Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 4,5

Reaktionseffizienz (RE(%)): 48,0

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstédrke 16.1.

Carboxymethylstirke 16.14: Laborjournal-Substanz 052

Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 10,0 g (61,7 mmol Anhydroglucose) nativer Wachsmais-
stirke, 18,5 g (462,5 mmol) Natriumhydroxid und 13,5 g (142,9 mmol) Monochloressigsdure
in 155 ml Ethanol/Wasser (95:5 v/v) bei 78 °C fiir 1,5 Stunden. Die Monochloressigsdure
wurde vor der Natriumhydroxidzugabe zur Starkesuspension gegeben.

Ausbeute: 16,4 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)

molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1:2,3:7,5

MS: 1,18

MS(C,+C3): 0,86

MS(Ce): 0,32

MS(Cs): 0,17

Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 2,7

Reaktionseffizienz (RE(%)): 50,9

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstédrke 16.1.
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Carboxymethylstirke 16.15: Laborjournal-Substanz 063
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 15,1 g (93 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.14, 5,84
g (146 mmol) Natriumhydroxid und 6,8 g (72,4 mmol) Monochloressigsdure in 210 ml 2-
Propanol/Wasser (95:5 v/v) bei 50 °C fiir 17 Stunden. Die Monochloressigsdure wurde vor
der Natriumhydroxidzugabe zur Stirkesuspension gegeben.
Ausbeute: 8,0 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)
4,5 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1: 0,8 : 1,6
MS: 0,50
MS(C,+C3): 0,38
MS(Ce): 0,12
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 3,2
Reaktionseffizienz (RE(%)): 64,1
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.1.

Carboxymethylstirke 16.16: Laborjournal-Substanz 066
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 40,0 g (222 mmol Anhydroglucose) Abbaustéirke 1.3, 16,0
g (400 mmol) Natriumhydroxid und 23,6 g (250 mmol) Monochloressigsdaure in 400 ml 2-
Propanol/Wasser (95:5 v/v) bei 60 °C fiir 24 Stunden. Die Monochloressigsdure wurde vor
der Natriumhydroxidzugabe zur Stirkesuspension gegeben.
Ausbeute: 42,0 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)
32,7 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1: 1,1 : 1,8
MS: 0,59
MS(C,+C3): 0,48
MS(Ce): 0,11
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 4,4
Reaktionseffizienz (RE(%)): 52,2
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.1.

Carboxymethylstirke 16.17: Laborjournal-Substanz FE1
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 2,0 g (12,3 mmol Anhydroglucose) Abbaustérke 1.10, 0,5 g
(12,5 mmol) Natriumhydroxid und 1,43 g (12,3 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz in
50 ml 2-Propanol/Wasser (4:1 v/v) bei 60 °C fiir 4 Stunden. Das Natriumsalz der Monochlor-
essigsdure wurde nach der Natriumhydroxidzugabe zur Starkesuspension gegeben.
Ausbeute: 1,9 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)

1,1 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:1:1
MS: 0,71
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MS(C,+C35): 0,57

MS(Ce): 0,14

Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Cy): 4,1

Reaktionseffizienz (RE(%)): 71,0

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstédrke 16.1.

Carboxymethylstirke 16.18: Laborjournal-Substanz FE2
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 2,0 g (12,3 mmol Anhydroglucose) Abbaustérke 1.10, 1,0 g
(25 mmol) Natriumhydroxid und 2,87 g (24,6 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz in 50
ml 2-Propanol/Wasser (4:1 v/v) bei 60 °C fiir 4 Stunden. Das Natriumsalz der Monochlores-
sigsdure wurde nach der Natriumhydroxidzugabe zur Stiarkesuspension gegeben.
Ausbeute: 2,4 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)
1,6 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:2:2
MS: 1,17
MS(C,+C3): 0,88
MS(Ce): 0,29
MS(Cs): 0,11
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 3,0
Reaktionseffizienz (RE(%)): 58,5
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstédrke 16.1.

Carboxymethylstirke 16.19: Laborjournal-Substanz FE3
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 2,0 g (12,3 mmol Anhydroglucose) Abbaustérke 1.10, 1,5 g
(37,5 mmol) Natriumhydroxid und 4,29 g (36,9 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz in
50 ml 2-Propanol/Wasser (4:1 v/v) bei 60 °C fiir 4 Stunden. Das Natriumsalz der Monochlor-
essigsdure wurde nach der Natriumhydroxidzugabe zur Stiarkesuspension gegeben.
Ausbeute: 2,0 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)
1,2 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:3:3
MS: 1,29
MS(C,+C3): 0,86
MS(Ce): 0,43
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 2,0
Reaktionseffizienz (RE(%)): 43,0
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstédrke 16.1.



EXPERIMENTELLER TEIL &9

Carboxymethylstirke 16.20: Laborjournal-Substanz FE4
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 2,0 g (12,3 mmol Anhydroglucose) Abbaustérke 1.10, 2,0 g
(50,0 mmol) Natriumhydroxid und 5,73 g (49,2 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz in
50 ml 2-Propanol/Wasser (4:1 v/v) bei 60 °C fiir 4 Stunden. Das Natriumsalz der Monochlor-
essigsdure wurde nach der Natriumhydroxidzugabe zur Starkesuspension gegeben.
Ausbeute: 2,2 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)
1,9 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:4: 4
MS: 1,49
MS(C,+C3): 0,97
MS(Ce): 0,52
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 1,9
Reaktionseffizienz (RE(%)): 37,3
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.1.

Carboxymethylstirke 16.21: Laborjournal-Substanz FES
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 2,0 g (12,3 mmol Anhydroglucose) Abbaustérke 1.10, 2,0 g
(50,0 mmol) Natriumhydroxid und 2,87 g (24,6 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz in
50 ml 2-Propanol/Wasser (4:1 v/v) bei 60 °C fiir 4 Stunden. Das Natriumsalz der Monochlor-
essigsdure wurde nach der Natriumhydroxidzugabe zur Starkesuspension gegeben.
Ausbeute: 2,3 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)
1,0 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:2:4
MS: 0,71
MS(C,+C3): 0,39
MS(Ce): 0,32
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 1,2
Reaktionseffizienz (RE(%)): 35,3
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.1.

Carboxymethylstirke 16.22: Laborjournal-Substanz FE19
Nach obigem Verfahren 4.4.8 aus 2,0 g (12,3 mmol Anhydroglucose) reduzierter Abbaustirke
2.2, 0,5 g (12,5 mmol) Natriumhydroxid und 1,43 g (12,3 mmol) Monochloressigsdure-
Natriumsalz in 50 ml 2-Propanol/Wasser (4:1 v/v) bei 60 °C fiir 4 Stunden. Das Natriumsalz
der Monochloressigsdure wurde nach der Natriumhydroxidzugabe zur Stirkesuspension ge-
geben.
Ausbeute: 1,9 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)

1,3 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:1:1
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MS: 0,78

MS(C,+C35): 0,63

MS(Ce): 0,15

MS(C3): 0,08

Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 4,2

Reaktionseffizienz (RE(%)): 78,0

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstdrke 16.1.



EXPERIMENTELLER TEIL 91

4.4.9 Verfahren zur Darstellung von Carboxymethylstirken in Aceton

OR
:0 OH i
HO Cl\/KQH
OH
5 Q Aceton, NaOH, RT
HO
OH
15,
native Wachsmaisstirke, 1.1 16.23, 16.24, 16.25, 16.26
R: H, AGE R': H, AGE, -CH,COOH
(abhéngig vom Molekulargewicht RZH, -CH,COOH

und Verzweigungsgrad) (variiert je nach Molekulargewicht, Verzwei-

gungsgrad bzw. Substitutionsgrad und -ort)

Die jeweilige Starke wird in einem Dreihalskolben mit RiickfluBkiihler in Aceton unter Riih-
ren bei Raumtemperatur suspendiert und die entsprechende Menge einer 25 %igen Natronlau-
ge hinzugegeben. Hierbei quellen die Starkekorner auf. Der Ansatz wird durch eine erhohte
Riihrfrequenz stiarker durchmischt, um ein Verkleben bzw. Verklumpen der Stirke zu vermei-
den. Die alkalische Suspension wird zunichst flir eine Stunde geriihrt, danach wird die Mono-
chloressigsdure portionsweise iiber einen Zeitraum von 15 Minuten hinzugegeben. Der Ansatz
wird schlieBlich fiir weitere fiinf Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Aufgrund der hohen
Alkalimengen kommt es bei nicht-reduzierten Stirkespecies zu einer Gelbfarbung wéhrend
des Reaktionsverlaufs. AbschlieBend wird die Suspension iiber eine Glasfritte abfiltriert und
der Feststoff mit Aceton mehrfach gewaschen, trockengesaugt und im Vakuumtrocken-
schrank bei 60 °C getrocknet. Das so erhaltene Rohprodukt kann nach der in Abschnitt 4.4.1

beschriebenen Methode weiter aufgearbeitet werden.

Charakteristische Daten der Produkte 16.23...16.26

Carboxymethylstirke 16.23: Laborjournal-Substanz 046
Nach obigem Verfahren 4.4.9 aus 2,5 g (15,4 mmol Anhydroglucose) Abbaustérke 1.1, 0,81 g
(20,25 mmol) Natriumhydroxid und 1,28 g (13,5 mmol) Monochloressigsdure in 35 ml Ace-
ton bei Raumtemperatur fiir 4 Stunden.
Ausbeute: 2,1 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)
2,8 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1:0,9: 1,3
MS: 0,11
MS(C,+C3): 0,08
MS(Cs): 0,03
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 2,7
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Reaktionseffizienz (RE(%)): 12,5

"H-NMR(D,0, TSP ext. Std.): § = 5.66-5.49 (m, Maximum bei 5.54 ppm, H-1), 5.45-5.19 (m,
Maximum bei 5.31 ppm, H-1), 5.25 (Schulter, H-1), 4.88 (m, H-1), 4.70 (s, HDO), 4.28-3.27
(nicht aufgel., Maxima bei 4.10, 3.86, 3.75, 3.55 ppm), 3.32 (m)

BC-NMR(D,0, TSP ext. Std.): § = 178.5, 100.4, 80.7, 77.3, 74.0, 73.5, 73.3, 72.2, 70.8, 70.0,
61.0

"H-NMR(D,0/D,S0,, TSP ext. Std.): & = 5.38 (d, 1H, H-1(o-s), J=3.8), 5.19 (d, 1H, H-1(o-
u), J=3.8), 4.82 (HDO), 4.69 (d, 1H, H-1(B-s), J=8.0), 4.61 (d, 1H, H-1(B-u), J=8.0), 4.44 (m,
2H, o,B-3-0-CH,COOH), 4.42 (d, 1H, B-2-O-CH,H,COOH, J=17.0), 4.39 (d, 1H, B-2-O-
CH,H,COOH, J=17.0), 4.34 (d, 1H, a-2-O-CH,H,COOH, J=17.0), 4.30 (d, 1H, 0o-2-O-
CH,H,COOH, J=17.0), 4.18 (m, 2H, o.,B-6-O-CH,COOH), 3.84, 3.79, 3.78 (je m, H-6’(B), H-
5(a), H-6’(x), (u) und (s)), 3.72, 3.69, 3.67 (je m, H-6(cr), H-6(B), H-3(cr), (u) und (s)), 3.58
(dd, 1H, H-3(B-s), J=9.0, J=9.0), 3.52 (dd, 1H, H-2(c-u), J=3.8, J=9.8), 3.47 (dd, 1H, H-3(j3-
u), J=9.2, J=9.2), 3.44, 3.39 (je m, H-5(B), H-4(B), H-4(o), (u) und (s)), 3.21 (dd, 1H, H-2(B-
u), J=8.0, J=9.5), 3.14 (dd, 1H, H-2(B-s), J=8.0, J=9.5)

FTIR(ATR): 3330 s, 2926 s, 1740 m, 1594 m, 1411 m, 13225, 1149 s, 1082 m, 1010 m

Carboxymethylstirke 16.24: Laborjournal-Substanz 056
Nach obigem Verfahren 4.4.9 aus 10,0 g (61,7 mmol Anhydroglucose) nativer Wachsmais-
stirke, 3,12 g (78 mmol) Natriumhydroxid und 5,0 g (52,9 mmol) Monochloressigsdure in 40
ml Aceton bei Raumtemperatur fiir 5 Stunden.
Ausbeute: 14,63 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)
9,56 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1:0,9:1,3
MS: 0,23
Reaktionseffizienz (RE(%)): 26,7
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstdrke 16.23.

Carboxymethylstirke 16.25: Laborjournal-Substanz 057
Nach obigem Verfahren 4.4.9 aus 10,0 g (61,7 mmol Anhydroglucose) nativer Wachsmais-
stirke, 4,0 g (100 mmol) Natriumhydroxid und 6,0 g (63,5 mmol) Monochloressigsdure in 50
ml Aceton bei Raumtemperatur fiir 5 Stunden.
Ausbeute: 13,62 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)
9,30 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1:1:1,6
MS: 0,45
MS(C,+C3): 0,38
MS(Ce): 0,07
MS(C5): 0,04
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Verhiltnis MS(C,+C3) / MS(Ce): 5,4
Reaktionseffizienz (RE(%)): 43,7
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.23.

Carboxymethylstirke 16.26: Laborjournal-Substanz 058
Nach obigem Verfahren 4.4.9 aus 10,0 g (61,7 mmol Anhydroglucose) nativer Wachsmais-
stirke, 4,92 g (123 mmol) Natriumhydroxid und 7,0 g (74,1 mmol) Monochloressigsdure in
70 ml Aceton bei Raumtemperatur fiir 5 Stunden.
Ausbeute: 15,78 g farbloser Feststoff (gewaschenes Rohprodukt)
10,43 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1:1,2: 2
MS: 0,55
MS(C,+C3): 0,45
MS(Ce): 0,10
MS(C3): 0,04
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 4,5
Reaktionseffizienz (RE(%)): 45,8
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.23.
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4.4.10 Verfahren zur Darstellung von Carboxymethylstirken in DMSO

OR
o OR? i
HO Cl\/J\ONa
OH
5 Q DMSO, NaOH, 80 °C
HO
OH
o’ g

1.10, 2.2, 15.1 16.27,16.28, ..., 16.33
R!: H, AGE, -C(CgHs); R!: H, AGE, -CH,COOH, -C(CgHs)s
R?: H, -C(CgHs)3 R2: H, -CH,COOH, -C(CgHs)s
(variiert je nach Molekulargewicht, Verzwei- R3:H, -CH,COOH
gungsgrad bzw. Substitutionsgrad und -ort) (variiert je nach Molekulargewicht, Verzwei-

gungsgrad bzw. Substitutionsart, -grad und -ort)

Die partiell hydrolysierte Stirke bzw. das Starkederivat wird in das Reaktionsgefa3 vorgelegt
und in DMSO unter Riihren bei 80 °C geldst. Zu dieser Losung wird das feste Natriumhydro-
xid gegeben. Es wird solange geriihrt, bis erneut eine klare Losung entstanden ist. Ist die zu-
grundeliegende Stirke zuvor nicht gemill Abschnitt 4.4.3 reduziert worden, stellt sich bereits
jetzt eine Gelbfarbung des Ansatzes ein. Nun wird zu der alkalischen Losung portionsweise
das Natriumsalz der Monochloressigsdure gegeben und bei 80 °C fiir die jeweilige Reaktions-
zeit geriihrt. Verglichen mit Carboxymethylierungen in anderen Losungsmitteln ist die wéh-
rend der Reaktion eintretende Verfarbung nichtreduzierter Stirken in DMSO am intensivsten
ausgepragt. Nach Ablauf der Reaktionszeit ldsst man die dunkel gefarbte Losung abkiihlen
und tropft sie langsam in einen Uberschuss an kaltem Ethanol. Hierbei fillt das Produkt
gummiartig und voluminds aus. Man filtriert den Feststoff ab und wischt intensiv mit Etha-
nol. Das noch gefarbte Rohprodukt kann nach der in Abschnitt 4.4.1 beschriebenen Methode

weiter aufgereinigt werden.

Charakteristische Daten der Produkte 16.27...16.33

Carboxymethylstirke 16.27: Laborjournal-Substanz FE11

Nach obigem Verfahren 4.4.10 aus 2,0 g (12,3 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.10,
0,50 g (12,5 mmol) Natriumhydroxid in 30 ml DMSO gelost und 1,43 g (12,3 mmol) Mono-
chloressigsdure-Natriumsalz in 40 ml DMSO bei 80 °C fiir 4 Stunden.

Ausbeute: 0,61 g schwach brauner Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)

molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:1:1

MS: 0,21

MS(C,+C3): 0,18

MS(Ce): 0,03

Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 6,0
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Reaktionseffizienz (RE(%)): 21,0

'H-NMR(D,0, pD=1, TSP ext. Std.): & = 5.78-5.55 (m, Maximum bei 5.65 ppm, H-1), 5.55-
5.19 (m, Maximum bei 5.38 ppm, H-1), 5.28 (Schulter, H-1), 4.95 (s, HDO), 4.62 (~d,
schwach, H-1(B-r)), 4.60-4.37 (m, Maximum bei 4.41, -CH,COOH), 4.20-3.44 (nicht aufgel.,
Maxima bei 4.10, 3.86, 3.75, 3.60 ppm), 3.40 (m)

BC-NMR(D,0, TSP ext. Std.): §=177.5, 102.1, 99.4, 82.1, 79.8, 77.8, 75.8, 74.3, 72.4, 72.3,
70.4, 69.8, 61.2

'H-NMR(D,0/D,S04, TSP ext. Std.): & = 5.40 (d, 1H, H-1(o-s), J=3.9), 5.20 (d, 1H, H-1(0-
u), J=3.9), 4.82 (HDO), 4.71 (d, 1H, H-1( B-s), J=8.0), 4.63 (d, 1H, H-1(B-u), J=8.0), 4.46 (m,
2H, o,B-3-O-CH,COOH), 4.44 (d, 1H, B-2-O-CH,H,COOH, J=17.0), 4.41 (d, 1H, B-2-O-
CH,H,COOH, J=17.0), 4.35 (d, 1H, a-2-O-CH,H,COOH, J=17.0), 4.32 (d, 1H, o-2-O-
CH,H,COOH, J=17.0), 4.20 (m, 2H, o,-6-O-CH,COOH), 3.85, 3.80, 3.79 (je m, H-6’(j3), H-
5(a), H-6’(o), (u) und (s)), 3.73, 3.69, 3.68 (je m, H-6(cr), H-6(B), H-3(cx), (u) und (s)), 3.59
(dd, 1H, H-3(B-s), J=9.1, J=9.1), 3.54 (dd, 1H, H-2(0-u), J=3.8, J=9.8), 3.49 (dd, 1H, H-3(-
u), J=9.1, J=9.1), 3.45, 3.40 (je m, H-5(B), H-4(B), H-4(o), (u) und (s)), 3.22 (dd, 1H, H-2(B-
u), J=8.0, J=9.4), 3.15 (dd, 1H, H-2(B-s), J=8.0, J=9.4)

FTIR(ATR): 33365, 2928 s, 17255, 1591 s, 1411 s, 1363 5, 1148 5, 1079 m, 1014 m

Carboxymethylstirke 16.28: Laborjournal-Substanz FE12

Nach obigem Verfahren 4.4.10 aus 2,0 g (12,3 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.10, 1,0
g (25 mmol) Natriumhydroxid und 2,87 g (24,6 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz in
40 ml DMSO bei 80 °C fiir 4 Stunden.

Ausbeute: 0,56 g schwach brauner Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)

molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:2:2

MS: 0,47

MS(C,+C3): 0,40

MS(Cs): 0,07

Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 5,7

Reaktionseffizienz (RE(%)): 23,5

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.27.

Carboxymethylstirke 16.29: Laborjournal-Substanz FEI3

Nach obigem Verfahren 4.4.10 aus 2,0 g (12,3 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.10, 1,5
g (37,5 mmol) Natriumhydroxid und 4,29 g (36,9 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz in
40 ml DMSO bei 80 °C fiir 4 Stunden.

Ausbeute: 0,89 g schwach brauner Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)

molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:3:3

MS: 0,50

MS(C,+C3): 0,44
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MS(Ce): 0,06

Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 7,3

Reaktionseffizienz (RE(%)): 16,7

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstdrke 16.27.

Carboxymethylstirke 16.30: Laborjournal-Substanz FE14

Nach obigem Verfahren 4.4.10 aus 2,0 g (12,3 mmol Anhydroglucose) Abbaustéirke 1.10, 1,0
g (25 mmol) Natriumhydroxid und 5,73 g (49,2 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz in
40 ml DMSO bei 80 °C fiir 4 Stunden.

Ausbeute: 0,95 g schwach brauner Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)

molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:4:2

MS: 1,22

MS(C,+C5): 0,39

MS(Ce): 0,83

Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 0,5

Reaktionseffizienz (RE(%)): 30,5

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstdrke 16.27.

Carboxymethylstirke 16.31: Laborjournal-Substanz FE15

Nach obigem Verfahren 4.4.10 aus 2,0 g (12,3 mmol Anhydroglucose) Abbaustérke 1.10, 1,5
g (37,5 mmol) Natriumhydroxid und 7,16 g (61,5 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz in
40 ml DMSO bei 80 °C fiir 4 Stunden.

Ausbeute: 0,72 g schwach brauner Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)

molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:5:3

MS: 0,71

MS(C,+C35): 0,45

MS(Ce): 0,26

Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 1,7

Reaktionseffizienz (RE(%)): 14,2

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.27.

Carboxymethylstirke 16.32: Laborjournal-Substanz FE20

Nach obigem Verfahren 4.4.10 aus 2,0 g (12,3 mmol Anhydroglucose) reduzierter Abbaustar-
ke 2.2, 0,5 g (12,5 mmol) Natriumhydroxid und 1,43 g (12,3 mmol) Monochloressigsdure-
Natriumsalz in 40 ml DMSO bei 80 °C fiir 4 Stunden.

Ausbeute: 0,97 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)

molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:1:1

MS: 0,21

MS(C,+C3): 0,18
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MS(Cs): 0,03

MS(C3): 0,02

Verhiltnis MS(C,+C3) / MS(Ce): 6,0

Reaktionseffizienz (RE(%)): 21,0

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.27.

2,3-0O-Carboxymethyl-6-O-tritylstirke 16.33: Laborjournal-Substanz 095

Nach obigem Verfahren 4.4.10 aus 1,0 g 6-O-Tritylstarke 15.1, 0,2 g (5 mmol) Natriumhy-
droxid und 0,58 g (5 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz in 20 ml DMSO bei 55 °C fiir
24 Stunden.

Ausbeute: 0,87 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)

Nachfolgende Angaben bezogen auf Carboxymethylgehalt:

MS: 0,95

MS(C,+C3): 0,92

MS(Cs): 0,03

MS(Cs): 0,21

Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 30,7

Ermittlung dieser Daten nach Totalhydrolyse von 16.32 in D,0O/D,SO, (dabei erfolgt Detrity-

lierung).
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4.4.11 Verfahren zur Darstellung von Carboxymethylstirken in Wasser

(0] @]

OR
cl
Cl\)J\OH baw. \/J\ONa
H,0, NaOH, 60 °C Q
R’
|
1.10, 1.14, 2.2, HES 200/0,5 16.34, 16.35, ... , 16.42
R': H, AGE, -CH,CH,OH R': H, AGE, -CH,CH,OH, -CH,COOH
R2: H, -CH,CH,OH R?: H, -CH,CH,OH, -CH,COOH
(variiert je nach Molekulargewicht, Verzwei- (variiert je nach Molekulargewicht, Verzwei-
gungsgrad bzw. Substitutionsgrad und -ort) gungsgrad bzw. Substitutionsart, -grad und -ort)

Die entsprechende Stirke bzw. das Stirkederivat wird in das Reaktionsgefdal vorgelegt und
unter kraftigem Riihren langsam mit bidest. Wasser versetzt. Die Suspension bzw. der gelarti-
ge Kleister wird dann unter Riihren auf 60 °C gebracht. Zu der Mischung wird das feste Na-
triumhydroxid bzw. Natronlauge gegeben, hierbei kann es je nach Stirke und zugrundelie-
gendem Molekulargewicht zu einem stirkeren Aufquellen der Granula kommen. Ist die ein-
gesetzte Stérke zuvor nicht gemall Abschnitt 4.4.3 reduziert worden, so setzt auch hier durch
die hohe Alkalikonzentration ein zunehmende Gelbfarbung ein. In die alkalische Reaktions-
mischung wird nun portionsweise iiber einen Zeitraum von 20 Minuten die Monochloressig-
sdure bzw. deren Natriumsalz gegeben. Es wird fiir die entsprechende Reaktionszeit bei 60 °C
geriihrt. Durch die fortschreitende Carboxymethylierung wird der Ansatz zunehmend homo-
gener und klarer. AbschlieBend wird die Losung zweckmifBig nach der in Abschnitt 4.4.1 be-
schriebenen Methode aufgearbeitet, bei kleineren Ansdtzen wird die gesamte Reaktionslosung

neutralisiert und anschlieBend dialyisiert und lyophilisiert.

Charakteristische Daten der Produkte 16.34...16.42

Carboxymethylstirke 16.34: Laborjournal-Substanz 047

Nach obigem Verfahren 4.4.11 aus 2,5 g (15,4 mmol Anhydroglucose) Abbaustérke 1.14, 1,5
g (37,5 mmol) Natriumhydroxid und 2,02 g (21,4 mmol) Monochloressigsdure in 10 ml bi-
dest. Wasser bei Raumtemperatur fiir 3 Stunden.

Ausbeute: 2,15 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)

molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1:1,4:2,4

MS: 0,07

MS(C,+C3): 0,04

MS(Ce): 0,03

Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 1,3
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Reaktionseffizienz (RE(%)): 5,0

'H-NMR(D,O, TSP ext. Std.): § = 5.66-5.49 (m, Maximum bei 5.54 ppm, H-1), 5.45-5.19 (m,
Maximum bei 5.31 ppm, H-1), 5.25 (Schulter, H-1), 4.88 (m, H-1), 4.70 (s, HDO), 4.28-3.27
(nicht aufgel., Maxima bei 4.10, 3.86, 3.75, 3.55 ppm), 3.32 (m)

BC-NMR(D,0, TSP ext. Std.): &= 178.5, 100.4, 80.7, 77.3, 74.0, 73.5, 73.3, 72.2, 70.8, 70.0,
61.0

'H-NMR(D,0/D,S04, TSP ext. Std.): & = 5.38 (d, 1H, H-1(o-s), J=3.8), 5.19 (d, 1H, H-1(0-
u), J=3.8), 4.82 (HDO), 4.69 (d, 1H, H-1(B-s), J=8.0), 4.61 (d, 1H, H-1(B-u), J=8.0), 4.44 (m,
2H, o,B-3-O-CH,COOH), 4.42 (d, 1H, B-2-O-CH,H,COOH, J=17.0), 4.39 (d, 1H, B-2-O-
CH,H,COOH, J=17.0), 4.34 (d, 1H, a-2-O-CH,H,COOH, J=17.0), 4.30 (d, 1H, o-2-O-
CH,H,COOH, J=17.0), 4.18 (m, 2H, o,-6-O-CH,COOH), 3.84, 3.79, 3.78 (je m, H-6’(j3), H-
5(a), H-6’(ov), (u) und (s)), 3.72, 3.69, 3.67 (je m, H-6(cr), H-6(B), H-3(cx), (u) und (s)), 3.58
(dd, 1H, H-3(B-s), J=9.0, J=9.0), 3.52 (dd, 1H, H-2(c-u), J=3.8, J=9.8), 3.47 (dd, 1H, H-3(-
u), J=9.2, J=9.2), 3.44, 3.39 (je m, H-5(B), H-4(B), H-4(o), (u) und (s)), 3.21 (dd, 1H, H-2(B-
u), J=8.0, J=9.5), 3.14 (dd, 1H, H-2(B-s), J=8.0, J=9.5)

FTIR(ATR): 3330 s, 2926 s, 1740 m, 1594 m, 1411 m, 1322 s, 1149 s, 1082 m, 1010 m

Carboxymethylstirke 16.35: Laborjournal-Substanz 049
Nach obigem Verfahren 4.4.11 aus 75,15 g (463 mmol Anhydroglucose) nativer Wachsmais-
stirke, 45,23 g (1130 mmol) Natriumhydroxid und 60,75 g (650 mmol) Monochloressigsdaure
in 450 ml bidest. Wasser bei Raumtemperatur fiir 3 Stunden.
Ausbeute: 75,1 g farbloser Feststoff (Ethanolfillung)
63,8 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COOH : NaOH): 1:1,4:2,4
MS: 0,18
MS(C,+C3): 0,15
MS(Cs): 0,03
Verhiltnis MS(C,+C3) / MS(Ce): 5,0
Reaktionseffizienz (RE(%)): 12,9
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.34.

Carboxymethylstirke 16.36: Laborjournal-Substanz FE6
Nach obigem Verfahren 4.4.11 aus 4,0 g (24,6 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.10, 1,0
g (25 mmol) Natriumhydroxid und 2,87 g (24,6 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz in
20 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 4 Stunden.
Ausbeute: 3,3 g farbloser Feststoff (Ethanolfdllung)
2,7 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:1:1
MS: 0,55
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MS(C,+C3): 0,44

MS(Ce): 0,11

Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 4,0

Reaktionseffizienz (RE(%)): 55,0

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.34.

Carboxymethylstirke 16.37: Laborjournal-Substanz FE7
Nach obigem Verfahren 4.4.11 aus 4,0 g (24,6 mmol Anhydroglucose) Abbaustérke 1.10, 2,0
g (50 mmol) Natriumhydroxid und 5,73 g (49,2 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz in
20 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 4 Stunden.
Ausbeute: 3,80 g farbloser Feststoff (Ethanolféillung)
3,29 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:2:2
MS: 1,12
MS(C,+C3): 0,81
MS(Ce): 0,31
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 2,6
Reaktionseffizienz (RE(%)): 56,0
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.34.

Carboxymethylstirke 16.38: Laborjournal-Substanz FES
Nach obigem Verfahren 4.4.11 aus 4,0 g (24,6 mmol Anhydroglucose) Abbaustérke 1.10, 3,0
g (75 mmol) Natriumhydroxid und 8,6 g (73,8 mmol) Monochloressigsédure-Natriumsalz in 20
ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 4 Stunden.
Ausbeute: 3,8 g farbloser Feststoff (Ethanolfdllung)
3,3 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:3:3
MS: 1,39
MS(C,+C35): 0,95
MS(Ce): 0,44
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 2,2
Reaktionseffizienz (RE(%)): 46,3
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.34.

Carboxymethylstirke 16.39: Laborjournal-Substanz FE9

Nach obigem Verfahren 4.4.11 aus 4,0 g (24,6 mmol Anhydroglucose) Abbaustérke 1.10, 3,0
g (75 mmol) Natriumhydroxid und 14,32 g (123 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz in
20 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 4 Stunden.

Ausbeute: 2,9 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
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molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:5:3

MS: 1,33

MS(C,+C3): 0,91

MS(Cs): 0,42

Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 2,2

Reaktionseffizienz (RE(%)): 26,6

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.34.

Carboxymethylstirke 16.40: Laborjournal-Substanz FEI0

Nach obigem Verfahren 4.4.11 aus 4,0 g (24,6 mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.10, 4,0
g (100 mmol) Natriumhydroxid und 14,32 g (123 mmol) Monochloressigsidure-Natriumsalz in
20 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 4 Stunden.

Ausbeute: 3,7 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)

molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:5:4

MS: 1,44

MS(C,+C3): 0,97

MS(Cs): 0,47

Verhiltnis MS(C,+Cs3) / MS(Co): 2,1

Reaktionseffizienz (RE(%)): 28,8

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.34.

Carboxymethylstirke 16.41: Laborjournal-Substanz FEI8

Nach obigem Verfahren 4.4.11 aus 4,0 g (24,6 mmol Anhydroglucose) reduzierter Abbaustér-
ke 2.2, 1,0 g (25 mmol) Natriumhydroxid und 2,86 g (24,6 mmol) Monochloressigsdure-
Natriumsalz in 20 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 4 Stunden.

Ausbeute: 2,9 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)

molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:1:1

MS: 0,53

MS(C,+C3): 0,45

MS(Ce): 0,08

Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 5,6

Reaktionseffizienz (RE(%)): 53,0

spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 16.34.

Carboxymethyl-hydroxyethylstirke 16.42: Laborjournal-Substanz 091

Nach obigem Verfahren 4.4.11 aus 50,0 g (270 mmol HE-/Anhydroglucose) Hydroxy-
ethylstiarke 200/0,5 (Fa. Ajinomoto), 4,0 g (100 mmol) Natriumhydroxid und 11,65 g (100
mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz in 500 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 5 Stunden.
Ausbeute: 52,3 g farbloser Feststoff (Ethanolfillung)
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43,9 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:0,4: 0,4
MS(Carboxymethyl-): 0,04
Reaktionseffizienz (RE(%)): 10,8
"H-NMR(D,O, TSP ext. Std.): § = 5.71-5.15 (m, Maxima bei 5.63, 5.44, 5.29 ppm, H-1), 5.20
(Schulter, H-1), 4.85 (m, H-1), 4.69 (s, HDO), 4.18-4.03 (m, -CH,-COOH), 4.03-3.40 (nicht
aufgel., Maxima bei 3.89, 3.83, 3.77, 3.72, 3.65, 3.55, 3.49 ppm), 3.40-3.25 (m, Maximum bei
3.32 ppm)
BC-NMR(D,0, TSP ext. Std.): § = 178.2, 100.1, 99.2, 97.1, 82.5, 82.0, 80.0, 77.9, 75.8, 75.2,
74.1,72.4,72.3,70.8,70.1, 61.8, 61.3
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4.4.12 Sequentielle Transformation von Stiarken zur Darstellung von partiell hydroly-

sierten, entzweigten, reduzierten Carboxymethylstirken in wissriger Losung

OR 1. HC1 R
M H,0, 60 °C, 6-10 h MO

: Q 2. Pullul : Q
O . Fullulanase [e) 2

. OH H,0, pH 5,25 °C 220 OR

OH o 3.NaBH, O OH
[e) H,0,pH 7-9, 60°C, 14 h [6)
HO R%0
OH 4. CI-CH,-COONa HOOC R20
O,

OH H,0/NaOH, 60 °C, 6-8 h OH
native u. diinnkochende Wachsmaisstarke, 17.1,17.2,...,17.10
enzymatisch modifizierte Kartoffelstirke 1. Ziffer = CMS, .1, .2, ... = Transformationsansatz
R: H, AGE R H, AGE, -CH,COOH
(abhingig vom Molekulargewicht R?: H, -CH,COOH

und Verzweigungsgrad) (variiert je nach Molekulargewicht, Verzwei-

gungsgrad bzw. Substitutionsgrad und -ort)

Es wird die entsprechende Stirke in das Reaktionsgefd3 (s. Abschn. 4.1.1) vorgelegt und un-
ter Rithren mit bidest. Wasser versetzt. Die Riihrfrequenz wird erhoht, um eine mdglichst ho-
mogene, mitunter gelartige Suspension zu erhalten. Die Temperatur wird auf einen fiir die
jeweilige Starke giinstigen Bereich angehoben (s. Abschn. 4.4.2). Hierbei wird durch die ein-
setzende Verkleisterung bzw. das Anschwellen und Aufbrechen der Stirkekdrner eine maxi-
male Homogenitit erreicht. Der Ansatz wird unter stetigem Riihren auf eine Temperatur von
60 °C gebracht. Die Sdurehydrolyse wird durch die Zugabe der Salzsdure gestartet. Die Re-
aktionsmischung verliert wahrend der Hydrolyse zunehmend an Viskositdt und wird allméh-
lich klarer. Nach einem typischen Zeitraum von 6 bis 9 Stunden wird eine Probe entnommen,
um die kinematische Viskositdt (nach Abschn. 4.3.9) bzw. spiter das Molekulargewicht (nach
Abschn. 4.6.1) zu bestimmen. Die Hydrolyse wird dann durch Neutralisation mit Natronlauge
beendet. Es resultiert eine opaleszierende, kolloidale Losung einer partiell hydrolysierten
Stérke.

Soll die Stéirke, neben der statistisch verlaufenden Saurehydrolyse der glycosidischen Bin-
dungen, zusitzlich durch eine spezifische Hydrolyse der a-1,6-glycosidischen Verkniipfungen
in ihrem Verzweigungsgrad verringert werden, so kann dies direkt im Anschluss nach der
Neutralisation durch eine enzymatische Hydrolyse mit Pullulanase erfolgen. Hierzu wird der
Reaktionsansatz auf eine Temperatur von 25 °C gebracht, ein pH-Wert von 5,0 eingestellt und
die Enzymreaktion durch die Zugabe entsprechender Menge Pullulanase gestartet. Der Ansatz
wird nun fiir mindestens 24 Stunden bei 25 °C geriihrt. Nach der enzymatischen Hydrolyse
wird der Ansatz zum Inaktivieren der Proteine fiir eine Stunde auf ca. 100 °C erwédrmt und
anschlieend auf 60 °C abgekiihlt.

Fiir die folgende Reduktion der reduzierenden Enden der Stirkemolekiile wird ein pH-Wert
von ca. 9 eingestellt. Man entnimmt fiir Vergleichszwecke eine Probe und gibt unter stetigem

Riihren die notwendige Menge an Natriumborhydrid portionsweise iiber einen Zeitraum von
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30 Minuten langsam zur Reaktionslosung. Ist die Gasentwicklung zu heftig, wird etwas lang-
samer gerlhrt, starke Schaumbildung kann durch den Einsatz eines Schaumbrechers vermie-
den werden. Die Losung wird bei 60 °C in der Regel iiber Nacht geriihrt, nach dieser Zeit ist
keine Gasentwicklung mehr registrierbar. Man entnimmt eine Probe, um die Vollstindigkeit
der Reduktion gemiB3 Abschnitt 4.3.7 zu iiberpriifen. Wenn die Reduktion vollstindig ist,
kann die Losung weiter umgesetzt werden, ansonsten durch eine erneute Zugabe von Natri-
umborhydrid nachreduziert werden.

Fiir die Carboxymethylierung der partiell abgebauten, wahlweise entzweigten sowie redu-
zierten Stirke wird unter Riithren bei 60 °C zum noch leicht getriibten Reaktionsansatz die
entsprechende Menge an festem Natriumhydroxid gegeben. Hierbei klért sich der Ansatz auf
und bei ausreichender Reduktion kommt es zu keiner Verfarbung mehr. Es wird fiir eine halbe
Stunde geriihrt und anschlieBend spatelweise das Natriumsalz der Monochloressigsdure in die
alkalische Reaktionslosung gegeben. Man riihrt den Ansatz bei 60 °C fiir eine typische Reak-
tionszeit von ca. 6 Stunden.

SchlieBlich wird die klare Losung iiber eine D3-Glasfritte abfiltriert und nach dem Abkiihlen
auf einen pH-Wert von 7,4 gebracht. Die endgiiltige Aufarbeitung erfolgt nach der in Ab-
schnitt 4.4.1 beschriebenen Arbeitsmethode. Soll die Carboxymethylstirke ausschlieBlich in
der Sdureform bzw. als Natriumsalz vorliegen, so kann dies durch eine wie in Abschnitt 4.4.5

beschriebene Behandlung erreicht werden.

Charakteristische Daten der Produkte 17.1...17.10

Carboxymethylstiarke 17.1: Laborjournal-Substanz 072,073
Nach obigem Verfahren 4.4.12 aus 100 g (617 mmol Anhydroglucose) diinnkochender
Wachsmaisstirke und 40 ml 5 N Salzsdure in 960 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 7 Stunden.
Anschlieend Reduktion mit 0,60 g (15,9 mmol) NaBHy4 bei 60 °C fiir 14 Stunden. Direkte
Umsetzung mit 14,8 g (370 mmol) Natriumhydroxid und 43,1 g (370 mmol) Monochloressig-
sdure-Natriumsalz bei 60 °C fiir 5 Stunden.
Ausbeute: 98,7 g farbloser Feststoff (Ethanolfillung)
79,2 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1: 0,6 : 0,6
Nachweis von reduzierenden Enden: negativ
Molekulargewicht (Mw): 194000
Molekulargewicht nach Carboxymethylierung (Mw): 196000
Verzweigungsgrad: 5,4 %
Verzweigungsgrad nach Carboxymethylierung: 5,0 %
MS: 0,42
MS(Cy+C35): 0,37
MS(Ce): 0,05
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Verhiltnis MS(C,+C3) / MS(Ce): 7,4

Reaktionseffizienz (RE(%)): 70,0

'H-NMR(D,0, pD=1, TSP ext. Std.): & = 5.83-5.52 (m, Maximum bei 5.67 ppm, H-1), 5.52-
5.21 (m, Maxima bei 5.49 und 5.38 ppm, H-1), 5.31 (Schulter, H-1), 4.96 (m), 4.80 (s, HDO),
4.51-4.30 (m, Maxima bei 4.41, -CH,COOH), 4.30-4.16 (m, Maxima bei 4.21, -CH,COOH),
4.16-3.34 (nicht aufgel., Maxima bei 4.08, 3.85, 3.70, 3.60, 3.52 ppm), 3.40 (m)
BC-NMR(D,0, TSP ext. Std.): §=176.3, 102.1, 99.8, 82.1, 79.8, 77.9, 75.9, 75.2, 74.0, 73.9,
70.7,70.2, 63.1

'H-NMR(D,0/D,S04, TSP ext. Std.): & = 5.37 (d, 1H, H-1(o-s), J=3.6), 5.18 (d, 1H, H-1(0-
u), J=3.8), 4.82 (HDO), 4.69 (d, 1H, H-1( B-s), J=7.9), 4.61 (d, 1H, H-1(B-u), J=7.9), 4.43 (m,
2H, o,B-3-O-CH,COOH), 4.41 (d, 1H, B-2-O-CH,H,COOH, J=17.0), 4.38 (d, 1H, B-2-O-
CH,H,COOH, J=17.0), 4.32 (d, 1H, a-2-O-CH,H,COOH, J=17.0), 4.29 (d, 1H, o-2-O-
CH,H,COOH, J=17.0), 4.18 (m, 2H, o,B-6-O-CH,COOH), 3.83 (dd, 1H, H-6’(B), J=2.3,
J=12.5), 3.78, 3.77 (je m, H-5(o), H-6’(o), (u) und (s)), 3.71, 3.68, 3.67 (je m, H-6(o), H-
6(B), H-3(ar), (u) und (s)), 3.58 (dd, 1H, H-3(B-s), J=9.2, J=9.2), 3.53 (dd, 1H, H-2(cx), J=3.8,
J=9.9), 3.48 (dd, 1H, H-3(B-u), J=9.0, J=9.0), 3.43 (ddd, 1H, H-5(B), J=2.2, J=5.4, J=9.8),
3.38 (dd, 1H, H-4(B), J=9.7, J=9.8), 3.38 (dd, 1H, H-4(av), J=9.3, J=9.6), 3.21 (dd, 1H, H-2(B-
u), J=7.9, J=9.5), 3.14 (dd, 1H, H-2(B-s), J=7.9, J=9.5).

FTIR(ATR): 33305, 2928 s, 1728 5, 1590°s, 1411 s, 1362 5, 1149 5, 1078 s, 1014 s

Carboxymethylstarke 17.2: Laborjournal-Substanz 074
Nach obigem Verfahren 4.4.12 aus 300 g (1850 mmol Anhydroglucose) diinnkochender
Wachsmaisstiarke und 120 ml 5 N Salzsdure in 880 ml bidest. Wasser bei 60 °C fiir 7 Stunden.
AnschlieBend Reduktion mit 3,12 g (82,4 mmol) NaBHy4 bei 60 °C fiir 28 Stunden. Direkte
Umsetzung mit 37,0 g (925 mmol) Natriumhydroxid und 107,8 g (925 mmol) Monochlores-
sigsdure-Natriumsalz bei 60 °C fiir 4 Stunden.
Ausbeute: 253 g farbloser Feststoff (Ethanolfdllung)
197 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1:0,5: 0,5
Nachweis von reduzierenden Enden: negativ
Molekulargewicht (Mw): 45000
Molekulargewicht nach Carboxymethylierung (Mw): 38000
Verzweigungsgrad: 6,0 %
Verzweigungsgrad nach Carboxymethylierung: 5,4 %
MS: 0,31
MS(C,+C3): 0,27
MS(Ce): 0,04
Verhiltnis MS(C,+Cs3) / MS(Ce): 6,8
Reaktionseffizienz (RE(%)): 62,0 %
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spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstdrke 17.1.

Carboxymethylstiarke 17.3: Laborjournal-Substanz 083
Nach obigem Verfahren 4.4.12 jedoch ohne Sdurehydrolyse aus 150 g (mindestens 610,5
mmol Anhydroglucose) Abbaustdrke 1.15 (Rohprodukt mit dialysierbestindigem Stérkeanteil
von ca. 66 %) in 500 ml bidest. Wasser. Reduktion mit 4,0 g (105,7 mmol) NaBH, bei
Raumtemperatur fiir 24 Stunden. Direkte Umsetzung mit 18,5 g (463 mmol) Natriumhydroxid
und 53,9 g (463 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz bei 60 °C fiir 4,5 Stunden.
Ausbeute: 115,1 g farbloser Feststoff (Ethanolfédllung)
72,4 g, tarbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1 : 0,8 : 0,8 (nicht exakt)
Nachweis von reduzierenden Enden: negativ
Molekulargewicht (Mw): 143000
Molekulargewicht nach Carboxymethylierung (Mw): 155000
Verzweigungsgrad: 4,0 %
Verzweigungsgrad nach Carboxymethylierung: 3,9 %
MS: 0,34
MS(C,+C3): 0,30
MS(Ce): 0,04
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 7,6
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstdrke 17.1.

Carboxymethylstirke 17.4: Laborjournal-Substanz 084
Nach obigem Verfahren 4.4.12 jedoch ohne Sdurehydrolyse aus 150 g (mindestens 610,5
mmol Anhydroglucose) Abbaustdrke 1.15 (Rohprodukt mit dialysierbestdndigem Stérkeanteil
von ca. 66 %) in 500 ml bidest. Wasser. Reduktion mit 3,0 g (79,3 mmol) NaBH,4 bei 60 °C
fiir 24 Stunden. Direkte Umsetzung mit 21,1 g (526,6 mmol) Natriumhydroxid und 53,9 g
(526,6 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz bei 60 °C fiir 16 Stunden.
Ausbeute: 112,7 g farbloser Feststoff (Ethanolfédllung)
74,5 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1 : 0,9 : 0,9 (nicht exakt)
Nachweis von reduzierenden Enden: negativ
Molekulargewicht (Mw): 143000
Molekulargewicht nach Carboxymethylierung (Mw): 196000
Verzweigungsgrad: 3,8 %
Verzweigungsgrad nach Carboxymethylierung: 3,8 %
MS: 0,41
MS(C,+C35): 0,36
MS(Ce): 0,05
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Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 7,2
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 17.1.

Carboxymethylstirke 17.5: Laborjournal-Substanz 085
Nach obigem Verfahren 4.4.12 jedoch ohne Saurehydrolyse aus 150 g (mindestens 610,5
mmol Anhydroglucose) Abbaustéirke 1.15 (Rohprodukt mit dialysierbestdndigem Stirkeanteil
von ca. 66 %) in 500 ml bidest. Wasser. Reduktion mit 4,0 g (105,7 mmol) NaBH4 bei 60 °C
fiir 24 Stunden. Direkte Umsetzung mit 37,0 g (925 mmol) Natriumhydroxid und 107,7 g
(925 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz bei 60 °C fiir 48 Stunden.
Ausbeute: 206,4 g farbloser Feststoff (Ethanolfédllung)
123,7 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1 : 1,5 : 1,5 (nicht exakt)
Nachweis von reduzierenden Enden: negativ
Molekulargewicht (Mw): 143000
Molekulargewicht nach Carboxymethylierung (Mw): 223000
Verzweigungsgrad: 3,9 %
Verzweigungsgrad nach Carboxymethylierung: 3,8 %
MS: 0,75
MS(C,+C3): 0,65
MS(Cs): 0,10
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 6,5
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 17.1.

Carboxymethylstarke 17.6: Laborjournal-Substanz 086
Nach obigem Verfahren 4.4.12 jedoch ohne Sadurehydrolyse aus 150 g (mindestens 610,5
mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.15 (Rohprodukt mit dialysierbestindigem Stirkeanteil
von ca. 66 %) in 500 ml bidest. Wasser. Reduktion mit 4,0 g (105,7 mmol) NaBH4 bei 60 °C
fiir 16 Stunden. Direkte Umsetzung mit 14,8 g (370 mmol) Natriumhydroxid und 43,1 g (370
mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz bei 60 °C fiir 4,5 Stunden.
Ausbeute: 139,9 g farbloser Feststoff (Ethanolfdllung)
81,1 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1 : 0,6 : 0,6 (nicht exakt)
Nachweis von reduzierenden Enden: negativ
Molekulargewicht (Mw): 143000
Molekulargewicht nach Carboxymethylierung (Mw): 188000
Verzweigungsgrad: 3,8 %
Verzweigungsgrad nach Carboxymethylierung: 4,3 %
MS: 0,33
MS(C,+C3): 0,3
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MS(Ce): 0,03
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 10,0
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstdrke 17.1.

Carboxymethylstiarke 17.7: Laborjournal-Substanz 092
Nach obigem Verfahren 4.4.12 jedoch ohne Sdurehydrolyse aus 150 g (mindestens 610,5
mmol Anhydroglucose) Abbaustdrke 1.15 (Rohprodukt mit dialysierbestindigem Stérkeanteil
von ca. 66 %) in 500 ml bidest. Wasser. Reduktion mit 4,0 g (105,7 mmol) NaBH4 bei 60 °C
fiir 16 Stunden. Direkte Umsetzung mit 5,18 g (129,5 mmol) Natriumhydroxid und 15,08 g
(129,5 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz bei 60 °C fiir 6,5 Stunden.
Ausbeute: 108,7 g farbloser Feststoff (Ethanolfédllung)
64,1 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1 : 0,2 : 0,2 (nicht exakt)
Nachweis von reduzierenden Enden: negativ
MS: 0,06
MS(C,+C3): 0,04
MS(Ce): 0,02
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 2,0
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstdrke 17.1.

Carboxymethylstiarke 17.8: Laborjournal-Substanz 093
Nach obigem Verfahren 4.4.12 jedoch ohne Sdurehydrolyse aus 150 g (mindestens 610,5
mmol Anhydroglucose) Abbaustdrke 1.15 (Rohprodukt mit dialysierbestindigem Stérkeanteil
von ca. 66 %) in 500 ml bidest. Wasser. Reduktion mit 4,0 g (105,7 mmol) NaBH4 bei 60 °C
fiir 16 Stunden. Direkte Umsetzung mit 8,4 g (210 mmol) Natriumhydroxid und 23,3 g (200
mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz bei 60 °C fiir 4 Stunden.
Ausbeute: 110 g farbloser Feststoff (Ethanolfallung)
65,6 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1 : 0,3 : 0,3 (nicht exakt)
Nachweis von reduzierenden Enden: negativ
Molekulargewicht (Mw): 143000
Molekulargewicht nach Carboxymethylierung (Mw): 192000
Verzweigungsgrad: 4,0 %
Verzweigungsgrad nach Carboxymethylierung: 3,8 %
MS: 0,14
MS(C,+C35): 0,13
MS(Ce): 0,01
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 13
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstdrke 17.1.
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Carboxymethylstirke 17.9: Laborjournal-Substanz 094
Nach obigem Verfahren 4.4.12 jedoch ohne Saurehydrolyse aus 150 g (mindestens 610,5
mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.15 (Rohprodukt mit dialysierbestdndigem Stirkeanteil
von ca. 66 %) in 500 ml bidest. Wasser. Reduktion mit 4,0 g (105,7 mmol) NaBH4 bei 60 °C
fiir 4 Stunden. Direkte Umsetzung mit 12,26 g (307 mmol) Natriumhydroxid und 35,71 g
(307 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz bei 60 °C fiir 4 Stunden.
Ausbeute: 109 g farbloser Feststoff (Ethanolfdllung)
63,8 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1 : 0,5 : 0,5 (nicht exakt)
Nachweis von reduzierenden Enden: negativ
MS: 0,18
MS(C,+C3): 0,16
MS(Cs): 0,02
Verhiltnis MS(C,+C3) / MS(Ce): 8,0
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 17.1.

Carboxymethylstirke 17.10: Laborjournal-Substanz 100
Nach obigem Verfahren 4.4.12 jedoch ohne Saurehydrolyse aus 150 g (mindestens 610,5
mmol Anhydroglucose) Abbaustirke 1.15 (Rohprodukt mit dialysierbestindigem Stirkeanteil
von ca. 66 %) in 500 ml bidest. Wasser. Enzymreaktion bei pH 5,0 mit 100 U Pullulanase bei
25 °C fiir 24 Stunden, anschlieBend Hitzeinaktivierung (60 min bei 100 °C) danach Reduktion
mit 4,0 g (105,7 mmol) NaBH4 bei 60 °C fiir 16 Stunden. Direkte Umsetzung mit 12,8 g (320
mmol) Natriumhydroxid und 32,27 g (320 mmol) Monochloressigsdure-Natriumsalz bei 60
°C fiir 18 Stunden.
Ausbeute: 131 g farbloser Feststoff (Ethanolféllung)
85,2 g farbloser Feststoff (dialysiert u. lyophilisiert)
molares Verhéltnis (AGE : CI-CH,-COONa : NaOH): 1 : 0,5 : 0,5 (nicht exakt)
Nachweis von reduzierenden Enden: negativ
Verzweigungsgrad: 4,0 %
Verzweigungsgrad nach Pullulanase-Abbau: 2,8 %
Verzweigungsgrad nach Carboxymethylierung: 3,6 %
MS: 0,20
MS(C,+C3): 0,18
MS(Cs): 0,02
MS(C3): 0,02
Verhiltnis MS(C,+Cs) / MS(Ce): 9,0
spektroskopische Daten: siche Angaben bei Carboxymethylstirke 17.1.
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4.5 Enzymatische Untersuchungsmethoden

4.5.1 Bestimmung der Acetatfreisetzung aus Acetylstirke

Die Bestimmung des Acetatgehaltes erfolgte unter Verwendung eines kommerziellen enzy-
matischen Essigsdure-Test-Kits. In dem Test wird die zu bestimmende Essigsdure in Gegen-
wart des Enzyms Acetyl-CoA-Synthetase (ACS) mit Adenosin-5‘-triphosphat (ATP) und Co-
enzym A zu Acetyl-CoA umgesetzt. Das gebildete Acetyl-CoA reagiert mit Oxalacetat unter
Katalyse durch Citrat-Synthase (CS) zu Citrat. Das fiir diese Reaktion bendtigte Oxalacetat
wird aus L-Malat und Nicotin-adenin-dinucleotid (NAD") in Gegenwart von L-Malat-
Dehydrogenase (L-MDH) gebildet. Die Menge der NADH-Bildung wurde bei 340 nm pho-
tometrisch gemessen und daraus die Essigsdure-Konzentration rechnerisch ermittelt. Die
Durchfiihrung des Tests und die Auswertung der Rohdaten wurde gemal3 der Betriebsanwei-

sung vollzogen.

Reaktionsldsung: 1,00 ml Puffer (pH 8,4), 0,20 ml NAD'/CoA-Losung, 0,20 ml ATP-Losung,
0,10 ml Starkelosung, 1,40 ml Wasser, mischen und Nullwert aufnehmen, dann Zugabe von
0,02 ml MDH/CS-Suspension, erneut mischen und Extinktion nach 2 min aufnehmen. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 0,01 ml ACS-Suspension gestartet. Beim Stillstand der

Reaktion (nach ca. 15 bis 20 min) wurden die Extinktionen der Losungen gemessen.

4.5.2 Bestimmung der Succinatfreisetzung aus Succinylstirke

Die Bestimmung des Succinatgehaltes erfolgte unter Verwendung eines kommerziellen en-
zymatischen Bernsteinsdure-Test-Kits. Bei dem Test wird die zu bestimmende Bernsteinsdure
unter Katalyse durch Succinyl-CoA-Synthetase (SCS) mit Inosin-5‘-triphosphat (ITP) und
Coenzym A zu Succinyl-CoA umgesetzt. Das bei dieser Reaktion entstehende Inosin-5°-
diphosphat (IDP) reagiert mit Phosphoenolpyruvat (PEP) in Gegenwart von Pyruvat-Kinase
(PK) zu ITP und Pyruvat. Pyruvat wird durch reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid
(NADH) und Lactat-Dehydrogenase (LDH) reduziert. Die wahrend der Reaktion verbrauchte
NADH-Menge wird photometrisch bei 340 nm bestimmt und ist der Bernsteinsdure-Menge
dquivalent. Die Durchfiihrung des Tests und die Auswertung der Rohdaten wurde geméal3 der

Betriebsanweisung vollzogen.

Reaktionslésung: 1,00 ml Puffer (pH 8,4), 0,10 ml NADH-L6sung, 0,10 ml CoA/ITP/PEP-
Losung, 0,10 ml Starkelosung, 1,40 ml Wasser, 0,05 ml PK/LDH-Suspension. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 0,02 ml SCS-Suspension gestartet. Nach Ablauf der Reaktion (ca.

15 bis 20 min) wurden die Extinktionen der Losungen gemessen.
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4.5.3 Enzymatischer Abbau von Stirkederivaten durch o-Amylasen

Es wurde die Abbaurate von unterschiedlich abgebauten Stirken sowie von Stirkeethern und
Starkeestern in Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer bestimmt. Hierbei wurde der jeweilige
Hydrolysegrad {iber die Bestimmung der zunehmenden Menge an reduzierenden Enden mit-
tels der Dinitrosalicylsdure-Methode (s. Abschn. 4.3.7) ermittelt. Im Testsystem wurden je-
weils zwei unterschiedliche o-Amylase-Konzentrationen (0,1 U/ml und 1 U/ml) eingesetzt.

Der hierzu etablierte, standardisierte Test wird nachfolgend skizziert:

Pufferlsung: 20 mM Natriumphosphat, pH 7,4, 10 mM NaCl

Enzymstammldsung: o-Amylase (E.C. 3.2.1.1) aus Schweinepankreas in Puffer 16sen,
10 U/ml

Substratstammldsung: Substrat in Puffer 16sen, 30 mg/ml

Durchfiihrung: 6 ml bzw. 6,9 ml Puffer in 15 ml Schraubdeckelglas vorlegen

Zugabe von 1 ml bzw. 0,1 ml Enzymstammlésung (Endkonz. 1
U/ml bzw. 0,1 U/ml)

5 Minuten bei 37 °C inkubieren

Zugabe von 3 ml Substratlosung (Endkonz. 9 mg/ml)

Proben bei 37 °C inkubieren

Probenentnahmezeiten: Oh,1h,2h,4h,6h,24h

Farbreaktion: I ml Probe + 1 ml Farbreagenzlosung
5 Minuten im Wasserbad bei 100 °C erwédrmen
10 ml bidest. Wasser hinzugeben und Extinktion

bei 546 nm messen.

Es wurden jeweils entsprechende Blindwerte (Puffer zuziiglich Substrat in Testkonzentration
bzw. Enzym und Puffer) ermittelt und spéter von den Rohextinktionsdaten subtrahiert. Diese
korrigierten Extinktionen wurden iiber Eichkurven (s. Abschn. 4.3.7) in Reduktionsequiva-
lente umgerechnet und graphisch gegen die Inkubationszeit aufgetragen. Aus diesen Kurven
mit einem typischen hyperbolischen Verlauf konnte die Hydrolisierbarkeit der jeweiligen

Starken und Starkederivate vergleichend ermittelt werden.
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Enzymatischer Abbau von CMS und HES unter physiologischen Bedingungen

Es wurde ein in vitro Testsystem entwickelt, welches weitgehend den Abbauversuchen in
Vollblut entspricht (siche Abschnitt 4.7.3). In diesem System wurden je vier Stirkederivate
mit zwei unterschiedlichen o-Amylasen unter physiologischen Bedingungen (d.h.: Amylase-
serumkonzentration, pH 7,4; 37 °C) inkubiert. In jeder Testreihe wurden bei definierten Zei-
ten Proben entnommen. Das Zeitraster der Probenentnahme war mit dem der Abbauversuche
in Vollblut identisch. Bei den entsprechenden Zeiten wurde je eine Probe fiir die Molekular-
gewichtsbestimmung gemall Abschnitt 4.7.1 sowie je eine Probe fiir die in Abschnitt 4.3.7
beschriebene Farbreaktion zur Bestimmung des Hydrolysegrades entnommen. Die Proben zur
Molekulargewichtsbestimmung wurden durch fiinfzehnminiitiges Erhitzen auf 100 °C und
durch Einstellen einer 0,01 %igen Natriumazidkonzentration fiir den Versand in die Schweiz
stabilisiert.

Ziel dieser vergleichenden Untersuchung war es, mogliche Riickschliisse auf den Mechanis-
mus der physiologischen Elimination von Carboxymethylstirken zu ziehen. Die Durchfiih-

rung und Zusammensetzung der Enzymanalyse wird durch das nachfolgende Testprotokoll

erliutert:
Pufferlosung: 20 mM Natriumphosphatpufter, pH 7,4; 10 mM NaCl
Enzymstamml&sungen: o-Amylase aus Schweinepankreas in obigem Puffer, 10 U/ml

o-Amylase aus Humanspeichel in obigem Puffer, 10 U/ml

Substrat-Stammlosungen: 750 mg CMS 17.4 mit Pufferlosung ad 25 ml
750 mg CMS 17.5 mit Pufferlosung ad 25 ml
750 mg CMS 17.8 mit Pufferlosung ad 25 ml
750 mg HES 200/0,5 mit Pufferlosung ad 25 ml

Durchfiihrung: 17,25 ml Puffer in 30 ml Schraubdeckelglas vorlegen
Zugabe von 250 pl Enzymstammlésung (Endkonz. 0,1 U/ml)
5 Minuten bei 37 °C inkubieren
Zugabe von 7,5 ml Substrat (Endkonz. 9 mg/ml)
Proben bei 37 °C inkubieren

Probenentnahmezeiten: Oh;1h;2h;3,5h;5,5h;8h

Farbreaktion und Messung wie oben.
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4.5.4 Enzymatischer Abbau von Stirkederivaten durch B-Amylase

Der Ablauf und die Auswertung dieser enzymatischen Untersuchung verlief analog der unter
Abschnitt 4.5.3 beschriebenen Methode.

Pufferlésung: 50 mM Natriumacetat, pH 4,8

Enzymstammldsung: B-Amylase (E.C. 3.2.1.2) aus SiiBkartoffel in Puffer l6sen,
10 U/ml

Substratstammldsung: Substrat in Puffer 16sen, 10 mg/ml

Durchfiihrung: 6 ml Puffer in 15 ml Schraubdeckelglas vorlegen

Zugabe von 1 ml Enzymstammlésung (Endkonz. 1 U/ml)
5 Minuten bei 20 °C inkubieren

Zugabe von 3 ml Substrat (Endkonz. 3 mg/ml)

Proben bei 20 °C inkubieren

Probenentnahmezeiten: Oh,1h,2h,4h,6h,24h
Farbreaktion: I ml Probe + 1 ml Farbreagenzlosung
5 Minuten im Wasserbad bei 100 °C erwiarmen

10 ml bidest. Wasser hinzugeben und Extinktion

bei 546 nm messen.

4.5.5 Enzymatischer Abbau von Starkederivaten durch Pullulanase

Der Ablauf und die Auswertung dieser enzymatischen Untersuchung verlief analog der unter
Abschnitt 4.5.3 beschriebenen Methode.

Pufferlésung: 50 mM Natriumacetat, pH 5,0

Enzymstammlosung: Pullulanase (E.C. 3.2.1.41) aus Klebsiella pneumoniae in Puffer
I6sen, 10 U/ml

Substratstammldsung: Substrat in Puffer 16sen, 10 mg/ml

Durchfiihrung: 6 ml Puffer in 15 ml Schraubdeckelglas vorlegen

Zugabe von 1 ml Enzymstammlésung (Endkonz. 1 U/ml)
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Probenentnahmezeiten:

Farbreaktion:
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5 Minuten bei 25 °C inkubieren
Zugabe von 3 ml Substrat (Endkonz. 3 mg/ml)

Proben bei 25 °C inkubieren

Oh,1h,2h,4h,6h,24h

1 ml Probe + 1 ml Farbreagenzlosung
5 Minuten im Wasserbad bei 100 °C erwidrmen
10 ml bidest. Wasser hinzugeben und Extinktion

bei 546 nm messen.

4.5.6 Enzymatischer Abbau von Stiarkederivaten durch Amyloglucosidase

Der Ablauf und die Auswertung dieser enzymatischen Untersuchung verlief analog der unter
Abschnitt 4.5.3 beschriebenen Methode.

Pufferlosung:

Enzymstammldsung:

Substratstammldsung:

Durchfiihrung:

Probenentnahmezeiten:

Farbreaktion:

200 mM Natriumacetat, pH 4,5

Amyloglucosidase (E.C. 3.2.1.3) aus Aspergillus niger in Puffer
l6sen, 10 U/ml

Substrat in Puffer 16sen, 10 mg/ml

6 ml Puffer in 15 ml Schraubdeckelglas vorlegen

Zugabe von 1 ml Enzymstammlésung (Endkonz. 1 U/ml)
5 Minuten bei 55 °C inkubieren

Zugabe von 3 ml Substrat (Endkonz. 3 mg/ml)

Proben bei 55 °C inkubieren

Oh,1h,2h,4h,6h,24h

1 ml Probe + 1 ml Farbreagenzlosung
5 Minuten im Wasserbad bei 100 °C erwidrmen
10 ml bidest. Wasser hinzugeben und Extinktion

bei 546 nm messen.
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4.5.7 NMR-Charakteriserung der enzymatisch gebildeten Spaltprodukte

Es wurden NMR-spektroskopisch die Spaltprodukte aus dem enzymatischen Verdau der fol-
genden Substratlosungen untersucht:

Carboxymethylstirke 17.4, MS = 0,41

Carboxymethylstirke 17.5, MS = 0,75

Carboxymethylstirke 17.8, MS = 0,14

Hydroxyethylstiarke 200/0.5, MS = 0,5
Hierzu wurden diese vier Stirkederivate unter jeweils optimalen Bedingungen mit den oben
verwendeten Enzymen o-Amylase (E.C. 3.2.1.1) aus Humanspeichel, B-Amylase (E.C.
3.2.1.2) aus SiiBkartoffel, Pullulanase (E.C. 3.2.1.41) aus Klebsiella pneumoniae und Amylo-
glucosidase (E.C. 3.2.1.3) aus Aspergillus niger inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden
die Enzyme durch flinfzehnminiitiges Erhitzen der Losungen auf 100 °C inaktiviert und das
ausgefallene Protein wurde entfernt. Die Losungen wurden in einen Dialysierschlauch {iber-
fiihrt und zweimal flir 16 h gegen 10 1 bidest. Wasser dialysiert. Das Retentat wurde in Ein-
halsrundkolben eingefroren und lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde gewogen und der Ver-
zweigungsgrad sowie Substitutionsgrad nach Abschnitt 4.3.2 bzw. 4.3.3 und 4.3.4 NMR-

spektroskopisch bestimmt.

a-Amylase

Es wurden jeweils 225 mg der oben aufgefiihrten Substrate in ein 30 ml Schraubdeckelglas
eingewogen und mit 24,75 ml Puffer gelost. Die Losungen wurden fiir fiinf Minuten bei 37 °C
inkubiert. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 250 pul Enzymstammlosung (10 U/ml
in obigen Puffer) gestartet. Die Losungen wurden fiir 8 Stunden bei 37 °C inkubiert und an-
schlieBend wie oben beschrieben aufgearbeitet und analysiert. Die Konzentrationen im Test

waren folgende:

Testvolumen: 25 ml (20 mM Natriumphosphat, pH 7,4, 10 mM NaCl)
Substratkonzentration: 9 mg/ml

Enzymkonzentration: 0,1 U/ml

B-Amylase

Es wurden jeweils 225 mg der oben aufgefiihrten Substrate in ein 30 ml Schraubdeckelglas
eingewogen und mit 22,5 ml Puffer geldst. Die Losungen wurden fiir fiinf Minuten bei 20 °C
inkubiert. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 2,50 ml Enzymstammlésung (10
U/ml in obigen Puffer) gestartet. Die Losungen wurden fiir 8 Stunden bei 20 °C inkubiert und
anschliefend wie oben beschrieben aufgearbeitet und analysiert. Die Konzentrationen im Test
waren folgende:

Testvolumen: 25 ml (50 mM Natriumacetat, pH 4,8)

Substratkonzentration: 9 mg/ml

Enzymkonzentration: 1 U/ml
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Pullulanase

Es wurden jeweils 225 mg der oben aufgefiihrten Substrate in ein 30 ml Schraubdeckelglas
eingewogen und mit 22,5 ml Puffer geldst. Die Losungen wurden fiir fiinf Minuten bei 25 °C
inkubiert. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 2,50 ml Enzymstammlosung (10
U/ml in obigen Puffer) gestartet. Die Losungen wurden fiir 24 Stunden bei 25 °C inkubiert
und anschlieBend wie oben beschrieben aufgearbeitet und analysiert. Die Konzentrationen im

Test waren folgende:

Testvolumen: 25 ml (50 mM Natriumacetat, pH 5,0)
Substratkonzentration: 9 mg/ml

Enzymkonzentration: 1 U/ml

Amyloglucosidase

Es wurden jeweils 225 mg der oben aufgefiihrten Substrate in ein 30 ml Schraubdeckelglas
eingewogen und mit 24 ml Puffer gelost. Die Losungen wurden fiir fiinf Minuten bei 55 °C
inkubiert. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 1 ml Enzymstammldsung (10 U/ml in
obigen Puffer) gestartet. Die Losungen wurden fiir 8 Stunden bei 55 °C inkubiert und an-
schlieBend wie oben beschrieben aufgearbeitet und analysiert. Die Konzentrationen im Test

waren folgende:

Testvolumen: 25 ml (200 mM Natriumacetat, pH 4,5)
Substratkonzentration: 9 mg/ml
Enzymkonzentration: 0,4 U/ml

4.6 Physiologische L.osungen

4.6.1 Herstellung Kklinischer Priifmuster

Fiir physiologische und physikochemische Untersuchungen wurden aus ausgewéhlten Car-
boxymethylstirken Losungen hergestellt, welche in ihrer galenischen Zusammensetzung ei-
nem spiteren kommerziellen Produkt als Plasmaersatzmittel sehr nahe kommen.

Es wurden aus den nach Abschnitt 4.4.12 dargestellten Carboxymethylstarken 17.4, 17.6 und
17.8 jeweils 100 ml einer 4 und 6 %igen Losung hergestellt. Die Losungen wurden hinsicht-
lich ihrer theoretischen Osmolaritit durch die Zugabe von entsprechenden Mengen Natrium-
chlorid und Glucose auf einen physiologischen Normalwert von ca. 300 mOsmol/l [/29] ein-
gestellt. Fiir die Berechnung der notwendigen Substanzmengen wurde der Natriumionenge-
halt der jeweiligen Carboxymethylstirken gemessen (s. Abschn. 4.7.4). Bei den Ldsungen
musste aus klinisch gebrduchlichen Griinden der Natriumchloridgehalt in ,,viertelisotoner*
(38,5 mmol/l), ,,halbisotoner* (77 mmol/l) bzw. ,,zweidrittelisotoner* (102,7 mmol/l) Kon-
zentration vorliegen. Aus dem selben Grund wurden die in der Osmolarititsbilanz fehlenden

Teilchenzahlen durch die schrittweise Einstellung von Glucosekonzentrationen in Abstédnden
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von 1 % (55,5 mmol/l), 1,5 % (83,25 mmol/l), 2 % (111,0 mmol/l) und 2,5 % (138,8 mmol/l)

ausgeglichen.

Ansetzen der physiologischen Testlosungen

Zur Herstellung der klinischen Priifmuster wurden nachfolgende Substanzen eingewogen:

Tab. 4-2. Einwaagen zur Herstellung von je 100 ml klinischen Priifmusterlésungen von Carboxymethylstérke.

Bezeichnung Einwaage Einwaage Einwaage
CMS NaCl Glucose-H,O
CMS 17.4 (MS=0,41) 4 %ig 4,00 g 0,450 g 1,650 g
CMS 17.4 (MS=0,41) 6 %ig 6,00 g 0225¢ 2,200 g
CMS 17.6 (MS=0,33) 4 %ig 4,00 g 0,450 g 1,650 g
CMS 17.6 (MS=0,33) 6 %ig 6,00 g 0225¢ 2,751 ¢
CMS 17.8 (MS=0,14) 4 %ig 4,00 g 0,600 g 1,100 g
CMS 17.8 (MS=0,14) 6 %ig 6,00 g 0,600 g 1,100 g

Die in Tabelle 4-3 aufgefiihrten Substanzen wurden jeweils in einem 100 ml Messkolben vor-

gelegt und mit Wasser flir Injektionszwecke auf 100 ml aufgefiillt. Nach Durchmischung

wurden jeweils ca. 10 ml der entsprechenden Losung mittels einer Spritze liber einen 0,45 um

Spritzenvorsatzfilter in ein Rollrandglas klarfiltriert, mit einem Gummistopfen und einer

Aluminiumkappe verschlossen. Die versiegelten Proben wurden in einem Laborautoklaven

fiir 15 Minuten bei 121 °C sterilisiert. Die so hergestellten klinischen Priifmuster wurden bis

zum Gebrauch bei Raumtemperatur im Dunkeln aufbewahrt.

Die nachfolgende Tabelle gibt die Zusammensetzung der einzelnen Losungen wieder:

Tab. 4-3. Zusammensetzung der klinischen Priifmuster.

Losung Na'-Gehalt in | CI-Gehalt in | Glucose-Gehalt in | theoretische Osmola-
mmol/l mmol/l mmol/l ritdt in mOsmol/l
CMS 1744 % 147,1 77 83,25 307,3
CMS 1746 % 143,6 38,5 111 293,1
CMS 17.6 4 % 134,7 77 83,25 295,0
CMS 17.6 6 % 125,1 38,5 138,8 3024
CMS 17.84 % 131,2 102,7 55,5 289.,4
CMS 17.8 6 % 145,4 102,7 55,5 303,6
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4.6.2 Stabilitit von elektrolytenbalancierten Losungen

In der folgenden Versuchsreihe wurde iiberpriift, ob bei einigen Stérkederivaten eventuelle
Inkompatibilititen — insbesondere Verfarbungen, Triibungen oder pH-Instabilitdten — bei der
Herstellung und Sterilisation von Losungen mit physiologischem Elektrolytenprofil auftreten.

Ansetzen der Stammlosung

Die in der nachfolgenden Tabelle angegebenen Substanzen wurden in einem Liter bidest.

Wasser gelost:

Tab. 4-4. Elektrolytzusammensetzung der Stammldsung.

Chemikalien Kationen in mmol Anionen in mmol
Einwaage | mmol/l| Na* | K* | Ca® | Mg® Cr Malat>
KCl 037¢g 5 5 5
NaCl 526¢g 90 90 90
CaCl,-2H,0 0,37 ¢ 2,5 2,5 5
MgCl, 0,14 ¢ 1,5 1,5 3
L-Apfelsiure 345¢g 25 25
NaOH 2,00 g 50 50
2 in mmol | 140 5 2,5 1,5 103 25
X inmval| 140 5 5 3 103 50
Gesamtsumme 153 153

pH-Wert der Stammlosung

Es wurden 100 ml der Stammldsung entnommen und deren pH-Wert gemessen, anschlieBend

wurde mit 0,1 N Natronlauge ein pH von 7,4 eingestellt.

pH-Wert Stammldsung: 5,78
Verbrauch an 0,1 N Natronlauge: 1,90 ml
(bis pH von 7,40 erreicht)

Titrationsaciditét: 0,19 mmol/l
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Zusammensetzung der Testlosungen und Sterilisation

In Rollrandgldsern wurden nachfolgende Substanzen eingewogen und mit 10 ml obiger
Stammlosung aufgefiillt. Die Gldser wurden mit Septum und Aluminiumkappe fest verschlos-

sen und anschlieflend fur 15 min bei 121°C autoklaviert.

a) 10 ml Stammldsung

b) 0,60 g HES 200/0.5 (Fa. Ajinomoto) + 10 ml Stammldsung
¢) 0,60 g HES 2.6 + 10 ml Stammldsung

d) 0,60 g CMS 17.4 + 10 ml Stammlosung

e) 0,60 g Glucose + 10 ml Stammldsung

Bei den Losungen b), ¢) und d) wurden zuvor aus den jeweiligen Stirkederivaten entspre-
chend konzentrierte Losungen in bidest. Wasser angesetzt und das Mal} der reduzierenden
Enden mit der Dinitrosalicylsdure-Methode bestimmt (s. Abschn. 4.3.7).

Nach der Sterilisation erfolgte eine erneute pH-Wert-Messung sowie eine optische Uberprii-

fung der Losungen auf evtl. aufgetretene Verfarbungen.
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4.7 Externe Messungen

Ein Teil des relevanten Datenmaterials wurde durch Messungen und Untersuchungen an zu-
vor hergestellten Stirkederivaten — insbesondere Carboxymethylstirken und zum geringeren

Teil auch Succinylstidrken — in auswertigen Laboratorien erhalten.

4.7.1 Molekulargewichtsbestimmungen

Die Molekulargewichtsbestimmungen von Stirken und Stdrkederivaten wurden durch die
Firma B. Braun Medical AG, Schweiz (St. Gallen bzw. Crissier) durchgefiihrt.

Die Messungen erfolgten durch Herrn Dr. Andreas Fisch und Herrn Alberto Izuzquiza. Die
Bestimmung der Molekulargewichte erfolgte iiber Streulichtmessungen (MALLS) mit vorge-

schalteter GroBenausschlusschromatographie (GPC).

Gerdte und Messmethodik

GPC/SEC-Séaulen: Ultrahydrogel Waters

SEC-Pumpen: HPLC L-7110 und L-7612, Fa. Merck
Injektionsautomatik: Typ 698, Fa. Metrohm und Typ L-7200, Fa. Merck
Detektor: Refraktometer WGE Dn-1000, Fa. Wyatt Technology
Streulichtdetektor: MiniDawn und Dawn EOS, Fa. Wyatt Technology
Temperatur: 25°C

Laufmittel: KH,PO4 / Na,HPO4-Puffer

Flussrate: 1 ml/min

Scans per Messung: 100

Die Auswertung der SEC-Chromatogramme erfolgte mit der zugehorigen Software ASTRA
4.20 der Fa. Wyatt Technology.

4.7.2 Messung des Kolloidosmotischen Druckes

Die Bestimmung des Kolloidosmotischen Druckes (KOD) einiger Carboxymethylstarkelo-
sungen erfolgte ebenfalls durch die Firma B. Braun Medical AG, Schweiz (Crissier). Die zu
vermessenden Losungen wurden aus den nach Abschnitt 4.4.12 hergestellten Carboxyme-
thylstiarken in der Schweiz angesetzt. Die Messungen wurden mit einem Kolloid-Osmometer
des Typs Osmomat 50 an folgenden Carboxymethylstirken durchgefiihrt:

Carboxymethylstirke 17.8, MS = 0,14

Carboxymethylstirke 17.4, MS = 0,41

Carboxymethylstirke 17.5, MS = 0,75
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Zur Messung wurde eine osmotische Zelle verwendet, deren unterer, abgeschlossener Teil mit
einer definierten Elektrolytlosung gefiillt und vom oberen Teil durch eine semipermeable
Membran getrennt ist. Die Proben wurden in den oberen Teil der Zelle gefiillt. Aus dem unte-
ren Teil diffundiert so lange Losungsmittel in den oberen, bis der osmotische Druckgradient
ausgeglichen ist. Dabei entsteht ein Unterdruck in dem unteren Teil der Zelle, der elektronisch
registriert wird.

Es wurde jeweils gegen eine Membran mit einer Ausschlussgrenze von 10000 bzw. 30000

Dalton gemessen. Die Untersuchungen wurden als Dreifachbestimmung erfasst.

4.7.3 In vitro Abbaukinetik mit Vollblut

Von einigen Carboxymethylstirken wurde durch die Firma B. Braun Medical AG, Schweiz
(Crissier) von Herrn Dr. Andreas Fisch und Herrn Alberto Izuzquiza das in vitro Abbauver-
halten in Vollblut untersucht. Hierzu wurden 3 %ige (w/v) Carboxymethylstirkelosungen in
isotoner Kochsalzlosung hergestellt und mit Citratblut vermischt. Das Ganze wurde bei 37 °C
fiir 0; 1; 2; 3,5; 5,5 und 8 Stunden inkubiert und anschlieBend zum Ausfillen der Plasmapro-
teine mit Trichloressigsdure versetzt. Die ausgetfillten Proteine wurden abzentrifugiert und die
im Uberstand befindlichen Stirkefragmente hinsichtlich ihrer Molmassenverteilung iiber
GPC/MALLS untersucht.
Es wurden die Molmassen folgender Stirkederivate nach Inkubation mit Vollblut analysiert:

Carboxymethylstirke 17.5, MS = 0,75

Carboxymethylstirke 17.4, MS = 0,41

Carboxymethylstirke 17.8, MS = 0,14

Hydroxyethylstirke Mw 70 kDa, MS = 0,6

Hydroxyethylstirke Mw 130 kDa, MS = 0,4

Hydroxyethylstirke Mw 200 kDa, MS = 0,5

4.7.4 Natriumgehalt in Carboxymethylstirken

Der Natrium-Ionen-Gehalt einiger dialysierter und lyophilisierter Carboxymethylstirken wur-
de von Herrn Dr. Wolfgang Heinrich von der Firma B. Braun Melsungen AG gemessen. Die

Bestimmung erfolgte iiber Atomabsorptionsspektroskopie.

4.7.5 Blutgerinnungsinterferenzen mit Carboxymethylstirkelosungen

Mit den nach Abschnitt 4.6.1 hergestellten klinischen Priifmustern wurde im Februar/Mérz
2002 in der Anaesthesiologie des Universitdtsklinikums in Erlangen im Rahmen der Disserta-
tion von Frau Yvonne Koch unter der Leitung von Herrn Privatdozent Dr. Edgar Pscheidel
eine klinische Studie durchgefiihrt.
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Hierbei sollte der Einfluss von ausgewihlten physiologischen Carboxymethylstdrkelosungen
auf die Blutgerinnung von Probandenvollblut im Vergleich zum konventionellen Plasmaer-
satzmittel Hydroxyethylstirke (HES 200/0.5) in vitro untersucht werden. Bei den Untersu-
chungen wurden folgende labordiagnostische Parameter bestimmt:

Thrombozytenfunktionstest

Thrombelastografie

Quick-Wert

aPTT (activated Partial Thromboplastin Time)

TZ (Thrombinzeit)

Faktor VIII

WF (Willebrand Faktor)
Die Studie wurde von der Firma B. Braun Melsungen in Auftrag gegeben und von Frau Ker-
stin Faude und Herrn Dr. Michael Boll entworfen und betreut.
Die Probanden hatten nach eingehender Aufkldrung iiber Sinn, Zweck und mdéglichen Ne-
benwirkungen der Untersuchung in die von der Ethikkommission der Universitdt Erlangen-
Niirnberg genehmigten Studie schriftlich eingewilligt. Vor Beginn der Studie wurden alle
Probanden auf mogliche bereits bestehende Blutgerinnungsstérungen untersucht und dartiber
aufgeklirt, dass vor und wihrend der Studie keine blutgerinnungshemmenden Substanzen
eingenommen werden diirfen. Den Untersuchern war bei der Durchfiihrung der Studie und der

Auswertung der Ergebnisse der Inhalt der klinischen Priifmuster nicht bekannt.
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5. ERGEBNISSE

5.1 Synthese und Strukturermittlung von Stirkeestern

Es wurden eine Vielzahl unterschiedlicher Stirkeester synthetisiert, die sich in der chemi-
schen Struktur des eingefiihrten Acylrestes und dem Grad der Substitution unterscheiden. Die
strukturelle Bandbreite der priparierten Ester erforderte die Anwendung unterschiedlicher
Acylierungsverfahren. Nachfolgend werden die Ergebnisse dieser Synthesearbeiten beschrie-
ben, wobei eine Unterteilung zwischen polyanionischen und neutralen Stirkeestern gemacht
wird. Zugunsten der Variabilitit sind nicht alle Herstellungsverfahren hinsichtlich Ausbeute

und Reproduzierbarkeit optimiert worden.

5.1.1 Synthese der polyanionischen Stirkeester

Der Begriff polyanionische Stirkeester umfasst die Halbester von mehrwertigen Carbonséu-
ren. Die Darstellung beruht auf der Umsetzung von Stirken mit aktivierten Dicarbonsduren —
in der Regel mit den inneren Anhydriden — unter Zugabe von Basen. Die Dicarbonsiduren
konnen zusétzliche Alkyl- oder Alkenylseitenketten besitzen oder Hydroxylfunktionen tragen.
Die meisten Synthesen wurden in wéssriger Losung unter schwach alkalischen Bedingungen
durchgefiihrt. Der optimale pH-Bereich fiir die Veresterung liegt zwischen 8,0 und 9,0. Hier-
bei wird der nukleophile Charakter der Stirke-Hydroxylgruppen durch geringe Deprotonie-
rung erhoht. Bei hoheren pH-Werten wird die konkurrierende Hydrolyse des eingesetzten
Anhydrids sowie die Verseifung des entstehenden Starkeesters begiinstigt.

Auf diese Weise wurden durch Veresterung mit Bernsteinsdureanhydrid Succinylstidrken mit
molaren Substitutionsgraden von 0,12 bis 0,70 erhalten. Trotz zwei- bis dreifacher molarer
Uberschiisse an Bernsteinsiureanhydrid bei den Ansitzen 5.6 und 5.7 konnte in wissriger
Losung aufgrund der konkurrierenden Nebenreaktionen kein hoherer Substitutionsgrad er-
reicht werden. Die hochsten Veresterungsgrade wurden bei Raumtemperatur erzielt. Bei den
Ansitzen 5.1, 5.2 und 5.3 wurden die Veresterungen bei 40 °C, 60 °C bzw. 80 °C und dqui-
molaren Verhiltnissen durchgefiihrt, innerhalb dieser Temperaturreihe verringerte sich die
Reaktionseffizienz von 35 % bei Raumtemperatur auf 12 % bei 80 °C. Die Reaktionseffizienz
gibt an, welcher Anteil der urspriinglich eingesetzten Sdure nach der Reaktion an den Stéirke-
hydroxylgruppen gebunden vorliegt. Definitionsgemal3 verschlechtert sich der Wert oberhalb

dquimolarer Zugaben.
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Das beste Resultat beziiglich der Reaktionseffizienz wurde bei der Umsetzung 5.8 einer gro-
Beren Menge von stirker hydrolysierter Abbaustirke 1.14 erreicht. Hier konnten 70 % des
eingesetzten Anhydrids an das Polyglucan gebunden werden. Die Durchfiihrung dieses An-
satzes wurde in dem in Abschnitt 4.1.1 vorgestellten Reaktionsgefdll vollzogen, in dem ge-
geniiber den kleineren Ansitzen 5.1...5.7 mit Magnetriihrereinsatz, durch das angepasste me-
chanische Riithrwerk optimale Durchmischungsbedingungen herrschen. Aufgrund der geringe-
ren Molmasse der Ausgangsstirke lag bei diesem Ansatz zusétzlich eine geringere Viskositét
der Reaktionslésung vor, was ebenfalls zu einer besseren Durchmischung fiihrte.

Noch hohere Substitutionsgrade waren mit Bernsteinsdureanhydrid nur in nicht-wéssrigem
Milieu realisierbar. In Formamid konnte die geloste Stiarke bei 60 °C mit dem ca. sechsfachen
molaren UberschuB an Bernsteinsiureanhydrid unter Zugabe von Pyridin bis zu einem mola-
ren Substitutionsgrad von 0,99 umgesetzt werden (siehe Succinylstirke 5.9). Das in geringem
UberschuB eingesetzte Pyridin fungierte zum einen als Base und verhinderte eine weitere De-
polymerisation der Abbaustirke und bildete zum anderen mit dem entsprechenden Sdurean-
hydrid bzw. Séaurechlorid ein in der Carbonylreaktivitét gesteigertes Acylpyridinium-Ion.

Die folgenden polyanionischen Stirkeester wurden in wéssriger Losung nach dem bereits
beschriebenen Verfahren synthetisiert. Bei der Veresterung mit Glutarsdureanhydrid 8.1 wur-
den vergleichbare Resultate wie bei den Umsetzungen mit Bernsteinsdureanhydrid erzielt. Die
Glutarylstarke aus diesem Ansatz hatte einen MS-Wert von 0,45. Ferner wurden Veresterun-
gen mit 2,2-Dimethylbernsteinsdureanhydrid und Dodecenylbernsteinsédure-anhydrid sowie
2,2-Dimethyl- und 3,3-Dimethylglutarsdureanhydrid durchgefiihrt. Mit den dimethylsubstitu-
ierten Anhydriden wurden bei identischer Reaktionsfiihrung vergleichbare Veresterungsgrade
erzielt. Der Substitutionsgrad betrug bei den Glutarylvarianten 9.1 und 10.1 0,38 bzw. 0,57.
Die Abweichungen im MS-Wert kénnen evtl. durch Schwankungen des pH-Wertes bei der
Synthese erklart werden. Eine fiir reproduzierbare Ansétze erforderlich pH-Stat-Schaltung
war nicht vorhanden. Die 2,2-Dimethylsuccinylstirke 6.1 wies einen Substitutionsgrad von
0,25 auf, das molare Verhiltnis des Ansatzes war geringer als bei allen Succinylstdrkeansit-
zen. Die Umsetzung mit Dodecenylbernsteinsdureanhydrid 7.1 verlief aufgrund der Hydro-
phobie des Anhydrids in wiassriger Losung mit der geringsten Effizienz, der Substitutionsgrad
betrug lediglich 0,04. Allerdings reichte diese geringe Modifikation aus, um der partiell abge-
bauten Stirke ein neues Eigenschaftsprofil zu verleihen: Neben einer erreichten Kaltwasser-
l6slichkeit hat eine Losung dieser Dodecenylsuccinylstirke einen Detergenzcharakter mit
einer ausgepragten Tendenz zur Schaumbildung. Die {ibrigen anionischen Acylstirken bilden
klare, weitestgehend schaumfreie Losungen.

Die Reaktionen mit Diglykolsdureanhydrid 11.1 und Di-O-Acetylweinsdureanhydrid 12.1
fiihrten nur zu sehr gering substituierten Starkeestern, der Substitutionsgrad muss jeweils mit
kleiner 0,04 angegeben werden, da in beiden Fillen NMR-spektroskopisch eine so geringe

Substitution nicht mehr exakt ermittelt werden kann.
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Alle Stiarkeester wurden nach der in Abschnitt 4.4.1 beschriebenen Methode aufgearbeitet und

sind farb- und geruchlos.
In der nachfolgenden Tabelle 5-1 werden die Substitutionsgrade der unterschiedlichen Stér-
kederivate zusammengefasst. Die nur mit geringer Ausbeute verlaufenen Umsetzungen mit

Diglykolsdureanhydrid und mit Di-O-Acetylweinsdureanhydrid werden nicht aufgefiihrt.

Tab. 5-1. Substitutionsgrade und Reaktionssysteme der synthetisierten polyanionischen Starkeester.

Stirkeester Reaktionssystem molarer Substitutionsgrad
Succinylstirke 5.1 ... 5.8 Wasser / NaOH 0,12...0,70
Succinylstirke 5.9 Formamid / Pyridin 0,99
2,2-Dimethylsuccinylstirke 6.1 Wasser / NaOH 0,25
Dodecenylsuccinylstirke 7.1 Wasser / NaOH 0,04
Glutarylstérke 8.1 Wasser / NaOH 0,45
2,2-Dimethylglutarylstirke 9.1 Wasser / NaOH 0,38
3,3-Dimethylglutarylstirke 10.1 Wasser / NaOH 0,57

5.1.2 Synthese der neutralen Stirkeester

Bei der Darstellung der unterschiedlichen Stérkeester mit unverzweigten oder verzweigten
Acylresten konnte neben den oben beschriebenen Verfahren der Veresterung in wissriger
Losung und der Veresterung in Formamid auch eine auf dem Stdrkegebiet unbekannte Me-
thode etabliert werden.

In den Ansédtzen 3.1 und 4.1 wurde aus wissriger Losung mit Acetanhydrid bzw. Propionséu-
reanhydrid eine Acetylstirke mit einem MS von 0,38 sowie eine Propionylstirke mit einem
MS von 0,26 erhalten. Bei dem Ansatz zur Darstellung der Propionylstirke erwies sich die
hohere Unpolaritidt von Propionsdureanhydrid als hinderlich. Das Anhydrid bildete mit dem
Wasser ein Zwei-Phasen-System, in dem erst durch die Umsetzung mit der Stirke im
schwach Alkalischen bzw. durch die konkurrierende Hydrolyse des Anhydrids allmdhlich
eine homogene Losung entstand. Aufgrund der geringeren Reaktivitit von Propionsdureanhy-
drid und der schlechteren Durchmischung ist der erreichbare Substitutionsgrad in wissriger
Losung stirker limitiert als bei der Umsetzung mit Essigsdureanhydrid. Die Propionylstirke
ist, je nach Molmasse der Ausgangsstirke, bereits bei Substitutionsgraden groBer 0,3 nicht

mehr kaltwasserloslich, dieser Effekt wird bei der Acetylstarke erst viel spéter beobachtet.
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Das Problem der ineffizienten Veresterung in wissriger Losung mit hydrophoben Saureanhy-
driden tritt verstdrkt bei zunehmender Unpolaritdt auf. Diese Tatsache erklirt die erfolglose
Acylierung mit Pivalinsdureanhydrid, das wegen der tertidr-Butylgruppen stark unpolar ist
und mit Wasser ein Zwei-Phasen-Gemisch bildet. In diesem heterogenen System ist die Re-
aktionsgeschwindigkeit fiir eine merkliche Acylierung der Stirkehydroxylgruppen zu gering,
es resultiert lediglich ein langsame Hydrolyse des Anhydrids.

Pivaloylstdrke konnte jedoch erstmals in einem homogenen Reaktionssystem aus Abbaustirke
und freier Pivalinsdure in Dimethylformamid unter Zugabe von Dicyclohexylcarbodiimid und
Dimethylaminopyridin synthetisiert werden. Orientierende Versuche haben ergeben, dass sich
auch andere freie Carbonsduren wie beispielsweise Weinsdure iiber diese Methode mit Stirke
verestern lassen, so dass hier Starkeester zuginglich sind, die bisher nicht realisierbar waren.
Die auf diese Weise dargestellte Pivaloylstirke 14.1 weist einen Substitutionsgrad von 0,10
auf. Aufgrund der eingefiihrten Substituenten wird eine Aggregation benachbarter Stirkemo-
lekiile liber intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen verhindert. Daher bilden bei nicht
allzu groBer Substitution und bei geringeren Molmassen der Abbaustérke selbst derart unpola-
re Stdrkeester in geringer Konzentration in kaltem Wasser stabile Losungen.

Das aus der Acylierung mit Ethylchloroformiat in Formamid/Pyridin erhaltene Stirkederivat
13.1 stellt, wie die NMR-spektroskopische Charakterisierung zeigte, einen gemischten Star-
keester dar. Im dialysierten Produkt ist neben dem Methyl- und Methylensignal des einge-
fiihrten Ethoxycarbonylrestes ein zusétzliches Formylsignal vorhanden. Es konnte nicht ge-
klart werden, ob der Formiat-Anteil des gemischten Stirkeesters aus der Reaktion mit dem
Phosgenderivat resultierte oder aus einer Nebenreaktion mit dem Losungsmittel. Fiir beide
Acylreste konnte ein unabhdngiger Substitutionsgrad bestimmt werden. Er betrug fiir den
Formylrest 0,17 und fiir den Ethoxycarbonylrest 0,15.

Die Stirkeester aus den wissrigen Ansidtzen wurden direkt nach der Synthese dialysiert und
lyophilisiert, die iibrigen Ester wurden zunéchst durch eine Ethanol-Féllung aus dem organi-
schen Losungsmittel isoliert und anschlieBend dialysiert und lyophilisiert. Alle Préparate wa-

ren farb- und geruchlos sowie kaltwasserloslich.
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Die Ergebnisse dieser unterschiedlichen Acylierungsmethoden werden in der Tabelle 5-2 zu-

sammengefasst.

Tab. 5-2. Substitutionsgrade und Reaktionssysteme der synthetisierten neutralen Starkeester.

Starkeester Reaktionssystem molarer Substitutionsgrad
Acetylstirke 3.1 Wasser / NaOH 0,38
Propionylstérke 4.1 Wasser / NaOH 0,26
Pivaloylstirke 14.1 DMF / DMAP / DCC 0,10
Ethoxycarbonyl-/formylstarke 13.1 Formamid / Pyridin 0,15/0,17

5.2 Stabilititsuntersuchung der Starkeester

In der Einleitung wurde bereits erwdhnt, dass die Verwendung von Acetylstirke als Plasmaer-
satzmittel mehrfach im Blickpunkt der angewandten medizinischen Forschung stand. Trotz
vielversprechender klinischer Ergebnisse, scheiterte die Weiterentwicklung insbesondere auf-
grund der galenischen Instabilitdt des Starkeesters. Die Ergebnisse der nachfolgenden Expe-
rimente sollen eine Einordnung der Stabilitdt der in dieser Arbeit synthetisierten, strukturell
unterschiedlichen Starkeester ermdglichen. Vergleichbare systematische Untersuchungen zur
Charakterisierung der Stabilitit einer Stirkeesterbindung, insbesondere unter Sterilisationsbe-

dingungen existieren in der Literatur nicht.

5.2.1 Stabilitit unterschiedlicher Stiarkeester wihrend der Sterilisation

Es wurden eine Reihe unterschiedlich acylierter Starken hinsichtlich ihrer Autoklavierbestén-
digkeit untersucht. Hierzu wurden aus den oben beschriebenen Stirkeestern einprozentige
Losungen in Deuteriumoxid hergestellt und anschlieBend fiir 15 Minuten bei 121 °C autokla-
viert (siche auch Abschnitt 4.3.12). Es wurde der pH-Wert und NMR-spektroskopisch der
Substitutionsgrad vor und nach dem viertelstiindigen Sterilisieren bestimmit.

Fiir die Einteilung der Stirkeester wurde eine entsprechende Klassifizierung definiert: Stérke-
derivate, in denen mehr als 99 % aller Esterbindungen intakt blieben wurden als hoch-stabil
eingestuft, Stirkeester bei denen mehr als 97 % aller Esterbindungen den Sterilisationsprozess
iiberstanden haben wurden als mittel-stabil bezeichnet, und Stirkeester bei denen weniger als
95 % der Acylbindungen bestindig blieben wurden als gering-stabil angesehen. Die Beurtei-
lung der Stabilitit basiert auf zwei Gesichtspunkten. Erstens wurden die MS-Werte iiber Pro-

tonenresonanzspektroskopie vor und nach dem Autoklavieren bestimmt und verglichen.
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Zweitens wurde durch direkten Vergleich von Original-Spektren eine Aussage getroffen, ob
eine verstirkte Hydrolyse stattgefunden hatte oder nicht. Diese halbquantitative Beurteilung
gewann an Bedeutung, wenn die Integrale mit einer hohen Fehlerbreite behaftet waren. Bei
einigen Derivaten kam es vor, dass das Signal der freien Sdure in dem Signalbereich der ge-
bundenen Saure lag. Eine Unterscheidung beider Signale war aufgrund der unterschiedlichen
Linienbreiten zwar eindeutig gegeben, jedoch lieBen sich beide Signale nicht mehr exakt bzw.
unabhingig voneinander quantifizieren. In diesen Fillen musste eine halbquantitative Ab-
schiatzung durch direkte Spektrenvergleiche gemacht werden. Diese Beurteilung wurde ge-
nauso hoch bewertet wie die numerische Auswertung der Integrale.

Der anféngliche pH-Wert aller Lésungen (ungepuffert) lag zwischen 5,1 und 6,8; nur eine
Losung hatte einen hoheren pH-Wert von 7,4. Die Verdnderung des pH-Wertes gab einen
ersten Anhaltspunkt fiir eine stattgefundene Hydrolyse, das AusmaB der pH-Wert-Anderung
lie} jedoch keinen genauen Riickschluss auf den Umfang der stattgefundenen Hydrolyse zu.
Bei direkten Vergleichen der Hydrolyseraten zweier Starkeester muss allerdings der anfangli-
che pH-Wert, besonders bei hohen pH- Differenzen, mit in Betracht gezogen werden.

Die Stérkeester Acetylstiarke 3.1, Propionylstirke 4.1 und Pivaloylstirke 14.1 waren insge-
samt von einer hohen Stabilitdt gegeniiber dem Sterilisationsprozess gekennzeichnet. Im Ver-
gleich untereinander erschienen die Pivaloyl- bzw. die Propionylstdrke stabiler als die Ace-
tylstarke. Im NMR-Spektrum der autoklavierten Propionylstdrkelosung war kaum freie Siure
sichtbar. Eine aufgrund der geringeren Loslichkeit der Pivaloylstirke bedingte schlechtere
Spektrenqualitdt machte die numerische Auswertung ein wenig unsicher, jedoch ergab ein
direkter Vergleich der identisch aufgenommenen Spektren keinen Hinweis auf Abbau. Auf-
grund der Tatsache, dass die Pivaloylstirkelosung den hochsten anfanglichen pH-Wert auf-
wies, was eine Verseifung des Esters eher begiinstigt, ist eine hohere oder zumindest identisch
hohe Stabilitit wie bei der Propionylstirke anzunehmen.

Die Succinylstirke 5.4 zeigte zusammen mit der 2,2-Dimethylsuccinylstirke 6.1 die geringste
Stabilitdt, wobei die Hydrolyse der letzteren noch ausgeprigter war. Hier wurden beim Steri-
lisationsvorgang ca. 56 % der Esterbindungen hydrolysiert. Diese Hydrolyserate wurde in der
Versuchsreihe von keinem anderen Priparat erreicht. Die dodecenylsuccinylierte Stirke 7.1
wies eine hohere Stabilitét als die beiden vorhergehenden Varianten auf, es muss jedoch be-
tont werden, dass dieser Stirkeester nur sehr gering substituiert war und demzufolge eine
Detektion der relativen Anderung des Substitutionsgrades mit groBeren Fehlern behaftet ist.
Der direkte Spektrenvergleich lie3 jedoch eine insgesamt mittlere Stabilitdt erkennen.

Die Glutarylstdrke 8.1 bzw. die beiden dimethylsubstituierten Glutarylstirken 9.1 und 10.1
wiesen eine wesentlich hohere Stabilitdt auf als die Succinylstirkespecies. Wegen der unter-
schiedlichen pH-Werte vor der Sterilisation und der unterschiedlichen MS-Werte kann jedoch
innerhalb der Reihe der Glutarylstirken keine Abstufung der Stabilitdt der Esterbindung ge-

troffen werden. Die Glutarylstdrken sind insgesamt als mittel-stabil anzusehen.
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Die oben beschriebenen Ergebnisse werden in der nachfolgenden Tabelle dargestellt. Die
strukturelle und mechanistische Ursache fiir die Stabilitdit bzw. Instabilitit der jeweiligen

Esterbindungen wird vergleichend in Kapitel 6.1 analysiert.

Tab. 5-3. Ergebnisse der Stabilitdtsuntersuchung unterschiedlicher Stirkeester.

Starkeester pHvor |pHnach| MS vor | MS nach | Abbau | Stabilitit
Sterilisation Sterilisation in %
Acetylstirke 3.1 5,3 4,8 0,38 0,38 0 hoch
(0,9)
Propionylstirke 4.1 5,4 5,0 0,26 0,26 0,4 hoch
Pivaloylstirke 14.1 6,6 6,4 0,10 0,11 0 hoch
Succinylstirke 5.4 6,2 6,0 0,35 0,30 14 gering
(15,4)
2,2-Dimethylsuccinylstérke 6.1 6,6 5,8 0,25 0,11 56,0 gering
Dodecenylsuccinylstirke 7.1 6,0 5,5 0,04 0,04 - mittel
Glutarylstirke 8.1 6,1 6,1 0,45 0,44 1,0 mittel
2,2-Dimethylglutarylstirke 9.1 6,8 6,5 0,38 0,37 1,0 mittel
3,3-Dimethylglutarylstirke 10.1 7,4 7,0 0,57 0,56 1,0 mittel

Bei den Acetyl- und Succinylstirken wurde die freigesetzte Sduremenge zusdtzlich enzyma-
tisch bestimmt. Die Ergebnisse werden in der jeweiligen Spalte in Klammern aufgefiihrt. Es
ist zu beriicksichtigen, dass der enzymatische Nachweis wesentlich empfindlicher ist als die
NMR-spektroskopische Methode.

5.2.2 Stabilitiit von Succinylstirkelosungen bei unterschiedlichen pH-Werten

Die Esterhydrolyse ist pH-abhing. Um das Ausmal} der Esterspaltung in Succinylstirkelo-
sungen genauer zu untersuchen, wurden aus Succinylstirke 5.8 mit einem Substitutionsgrad
von 0,70 unterschiedlich gepufferte vierprozentige Losungen hergestellt und anschlieend fiir
20 Minuten bei 121 °C autoklaviert.

Ein Vergleich mit den obigen Ergebnissen an 5.4 hat gezeigt, dass die Hydrolyse der hoher
substituierten Succinylstirke noch ausgepragter war. Es ist festzustellen, dass ein erhohter
Substitutionsgrad, ein erhohter Salzgehalt sowie eine verldngerte Sterilisationsdauer einen
merklichen Einfluss auf die Stabilitdt des Esters haben. Im giinstigsten Fall, d.h. in isotoner
Kochsalzlosung bei pH 4 und pH 5 waren ca. 40 % der Esterbindungen hydrolysiert. Ab ei-

nem pH-Wert von 6, war eine deutliche Zunahme der Hydrolyserate zu erkennen. Je alkali-
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scher der pH-Wert wurde desto grofBer war die beobachtete Instabilitdt der Succinylstirke. Bei
einem pH-Wert von 9 waren bereits 75 % aller Esterbindungen hydrolysiert. Diese Tendenz
liegt nicht nur in der erhohten Verseifungsgeschwindigkeit der Esterbindung bei steigendem
pH-Wert begriindet, sondern ldsst sich auch mit der zunehmenden Deprotonierung der freien
Sauregruppe des Halbesters erkliaren. Dieses Phdnomen wird jedoch eingehender in Kapitel
6.1 diskutiert.

Es ldsst sich zusammenfassen, dass die Succinylstirke gegeniiber dem Sterilisationsprozess
als nicht ausreichend stabil einzustufen ist. Ein Einsatz im Sinne einer pharmakologischen

Anwendung als Plasmaersatzlosung erscheint daher ausgeschlossen.
Die Ergebnisse der Sterilisation von unterschiedlich gepufferten Succinylstirkelosungen sind
in der Tabelle 5-4 zusammengetragen. Es wird die Menge der nach dem Autoklavieren freige-

setzten Bernsteinsdure im prozentualen Verhiltnis zur zuvor gebundenen Menge angegeben.

Tab. 5-4. Freisetzung von Bernsteinsdure nach Sterilisation einer Succinylstirkelosung bei unterschiedlichen pH-

Werten.
Pufferlésung NMR-Methode Enzym-Methode
% %
Isotone Kochsalzlosung (pH ~ 5) 44 41
Acetat-Puffer pH 4 39 41
Acetat-Puffer pH 5 44 41
Phosphat-Puffer pH 6 47 49
Phosphat-Puffer pH 7 57 56
Phosphat-Puffer pH 8 66 64
Carbonat-Puffer pH 9 75 74

Der Vergleich beider Bestimmungsmethoden ergibt eine gute Ubereinstimmung. Obgleich bei
vorhandener Ausstattung die NMR-Methode die bequemere ist, da eine Eichreihe entfillt.
Hier kann das Verhiltnis zwischen gebundener und freier Bernsteinsdure direkt bestimmt

werden.
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5.3 Enzymatischer Abbau von Stirkeestern

Die Proben wurden wie in Abschnitt 4.5.3 beschrieben mit o-Amylase aus Schweine-
Pankreas insgesamt 24 Stunden inkubiert. Innerhalb dieser Zeitspanne wurden nach definier-
ten Zeitabschnitten Aliquote der Inkubationslosungen entnommen und analysiert. Da bei je-
dem enzymatischen Hydrolyseschritt ein neues reduzierendes Ende entsteht, konnte der Ab-
bau durch die Farbreaktion mit Dinitrosalicylsdure photometrisch quantitativ verfolgt werden.
Durch die unterschiedlichen Inkubationszeiten konnten auf diese Weise fiir die jeweiligen
Stirkederivate charakteristische Abbaukurven erhalten werden.

Die a-Amylase ist eine Endo-Glucanase und spaltet Glycosidbindungen innerhalb von o-(1-
4)-verkniipften Glucoseketten. Aus Stirke werden als Hauptprodukt lineare und verzweigte
Oligosaccharide mit drei und mehr Glucoseeinheiten gebildet. Die gemessenen Extinktions-
werte konnen mittels einer Eichreihe aus Maltose in Reduktionsequivalente umgerechnet
werden. Uber die Substratkonzentration in der Testldsung wird berechnet wieviel Mono-
mereinheiten — Anhydroglucose bzw. substituierte Anhydroglucose — vorliegen. Dies ent-
spricht mit ausreichender Genauigkeit der Gesamtzahl der potentiellen reduzierenden Enden
bzw. der glycosidischen Bindungen. Bei der Berechnung der Molmassen der Monomerein-
heiten muss die jeweilige Substitution bertiicksichtigt werden. Aus dem Verhéltnis der gemes-
senen reduzierenden Enden und der maximal moglichen reduzierenden Enden wird das Aus-
mal} der Hydrolyse bestimmt. Es wurden relative Aktivititen definiert, indem die unter-
schiedlichen Abbauraten der Stirkederivate mit den Abbauraten der jeweiligen unsubstituier-

ten Ausgangsstdrken ins Verhiltnis gesetzt wurden.

5.3.1 a-Amylase-Abbau der neutralen Stirkeester

Es wurde der o-amylolytische Abbau von Acetylstirke 3.1 mit einem Substitutionsgrad von
0,38 und Pivaloylstirke 14.1 mit einem Substitutionsgrad von 0,10 sowie des gemischt sub-
stituierten Derivates Ethoxycarbonyl-/Formylstirke 13.1 mit einem MS(Ethoxycarbonyl) von
0,15 und einem MS(Formyl) von 0,17 untersucht. Diese Stirkederivate waren alle aus der
Abbaustirke 1.1 synthetisiert. Bei diesem Ausgangsmaterial wurden nach einer Inkubations-
dauer von 24 Stunden bei einer Enzymkonzentration von 0,1 U/ml 30,2 % der glycosidischen
Bindungen hydrolysiert. Dieser Abbau kann als nahezu vollstindig angesehen werden, da
selbst bei einer Verzehnfachung der Enzymkonzentration auf 1 U/ml nach der gleichen Zeit-
spanne eine nur unwesentlich héhere Hydrolyse von 32,4 % resultierte. Bei dieser hohen En-
zymkonzentration war dieser Abbau bereits nach zehn Stunden erreicht.

Im Vergleich zum Ausgangsmaterial wurde bei den Stirkederivaten ein verringerter Abbau
gemessen. Der stirkste Abbau unter den Stirkeestern fand in 13.1 statt, hier wurden nach 24

Stunden 24,6 % der glycosidischen Bindungen gespalten. Betrachtet man den zeitlichen Ver-
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lauf der Produktbildung in Abbildung 5-1, so ist erkennbar, dass der Endwert des Umsatzes
dieses Substrats zu diesem Zeitpunkt noch nicht erreicht wurde. Eine Versuchsreihe mit einer
hoheren Amylasekonzentration wurde bei diesem Derivat aufgrund von Substanzmangel nicht
durchgefiihrt, so dass sich keine genaue Aussage {iber den Endpunkt des Abbaus treffen ldsst.
Dennoch wird bei einer Extrapolation des Graphen deutlich, dass man sich bereits nahe des
maximalen Substratabbaus befindet. Im Verhéltnis zur Abbaustérke 1.1 zeigte das Enzym mit
diesem Substrat eine relative Aktivitit von 81,5 %.

Bei der Enzymspaltung von Acetylstirke 3.1 als Substrat und einer Enzymkonzentration von
0,1 U/ml war der Umsatz durch die ai-Amylase deutlich geringer. Hier betrug die relative Ak-
tivitdt nach 24 Stunden nur noch 48,7 %. Das bedeutet, dass innerhalb dieser Zeitspanne le-
diglich 14,7 % der glycosidischen Bindungen der acylierten Stirke hydrolysiert werden
konnten. Die Produktbildungskurve in Abbildung 5-1 deutet wie bei Substanz 13.1 auf eine
noch nicht vollstindig abgeschlossene Enzymreaktion hin. Auch hier muss analog gefolgert
werden, dass ein weiterer Abbau nur noch in geringem Malle stattgefunden hiétte.

Durch den sterischen Einfluss der Substituenten wurden bei der Pivaloylstarke 14.1 nach 24
Stunden bei den beiden o-Amylasekonzentrationen 0,1 U/ml und 1 U/ml nur 12,1 % bzw.
15,4 % der glycosidischen Bindungen hydrolysiert. Dies bedeutet eine Verringerung der Ak-
tivitdt des Enzyms gegeniiber der Abbaustiarke auf 40,1 % (bei 0,1 U/ml). Die Enzymreaktion
war bei einer Konzentration von 1 U/ml nach 24 Stunden vollstindig abgeschlossen, der
Verlauf des Graphen bei einer Enzymkonzentration von 0,1 U/ml in Abbildung 5-1 zeigt bei
diesem Zeitpunkt noch eine leichte Steigung.

Der volumindse, unpolare tertidr-Butylrest der Pivaloylstiarke hat den groBten Einfluss auf die
Aktivitdt der a-Amylase. Hervorzuheben ist, dass dieser Effekt bereits bei einer vergleichs-
weise geringen Substitution von 0,10 auftrat. Obwohl die Acetylstirke einen wesentlich h6he-
ren Substitutionsgrad von 0,38 hat, wurde sie dennoch besser abgebaut. Bei der Ethoxycar-
bonyl-/Formylstirke muss beachtet werden, dass, wie in Abschnitt 5.1 beschrieben, die
Struktur und dadurch auch das eventuelle Ausmall der Substitution nicht vollstindig aufge-

klart werden konnte.
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Das nachfolgende Diagramm illustriert den oben beschriebenen Sachverhalt. Die Reihenfolge

der Anfangsgeschwindigkeiten korreliert mit der Reihenfolge der Endwerte.
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—A— Ethoxycarbonyl-/Formylstarke 13.1 (MS=0,15) —e— Pivaloylstarke 14.1 (MS=0,10)

Abb. 5-1. a-Amylase-Abbau (0,1 U/ml) verschiedener neutraler Stirkeester.

In der Tabelle 5-5 werden die Zahlenwerte fiir den Abbau der jeweiligen Substrate nach 24

Stunden nochmals abschlieBend zusammengefasst.

Tab. 5-5. Enzymatische Hydrolyse verschiedener neutraler Stirkeester nach 24-stiindiger Inkubation mit 0,1

U/ml o-Amylase.

Substrat MS Hydrolyse relative Aktivitét
in % in %
Abbaustirke 1.1 0 30,2 100
Ethoxycarbonyl-/formylstirke 13.1 0,15/0,17 24,6 81,5
Acetylstirke 3.1 0,38 14,7 48,7
Pivaloylstirke 14.1 0,10 12,1 40,1
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5.3.2 a-Amylase-Abbau der polyanionischen Stirkeester

Es wurden acht unterschiedlich substituierte Succinylstdrken durch enzymatischen Abbau mit
o-Amylase aus Schweine-Pankreas charakterisiert. Bei allen Derivaten aufler 5.5 und 5.9
wurde die Untersuchung mit zwei Enzymkonzentrationen durchgefiihrt (0,1 U/ml und 1
U/ml). Aufgrund des einheitlichen Substitutionstyps und des identischen Ausgangsmaterials
ist bei diesen Stéarkeestern ein direkter Vergleich des Abbauverhaltens zuléssig.

Die hoch substituierten Succinylstdrken mit einem Substitutionsgrad gréfer 0,6 wurden nach
24 Stunden bei der geringeren a-Amylasekonzentration nahezu iiberhaupt nicht abgebaut. Bei
der Succinylstirke 5.6 mit einem MS von 0,63 wurden lediglich 1,1 % der glycosidischen
Bindungen hydrolysiert, was einer relativen Aktivitdt von 3,6 % entspricht. Die Succinylstér-
ken 5.7 und 5.9 mit einem MS von 0,68 bzw. 0,99 blieben unter obigen Bedingungen vollig
unverdndert. Bei Substanz 5.7 ergab sich erst bei einer Enzymkonzentration von 1 U/ml nach
24 Stunden ein leichter Umsatz von 1,5 % verglichen mit einer Hydrolyse von 3,0 % bei Sub-
stanz 5.6.

Die Succinylstirken 5.3, 5.4 und 5.5 mit den Substitutionsgraden 0,32, 0,35 und 0,43 wurden
deutlich stirker hydrolysiert. Bei Substanz 5.5 wurden bei einer o-Amylase-konzentration
von 0,1 U/ml nach 24 Stunden bereits 7,9 % der glycosidischen Bindungen gespalten. Dies
entspricht im Verhédltnis zum Ausgangsmaterial einer relativen Aktivitdt von 26,2 %. Der
zeitliche Verlauf der Hydrolyse von 5.5 der glycosidischen Bindungen ist in Abbildung 5-2
dargestellt. Vergleicht man den Abbau der Substanzen 5.3 und 5.4 (s. Tab. 5-6), so fallt auf,
dass Substanz 5.4 trotz des etwas hoheren Substitutionsgrades von der o-Amylase stirker
abgebaut wird. Bei einer Enzymkonzentration von 0,1 U/ml wird 5.3 nach 24 stiindiger Inku-
bation zu 9,5 % hydrolysiert und 5.4 zu 12,9 %. Dieser Unterschied ist bei der hoheren En-
zymkonzentration nicht mehr so ausgeprégt, hier wird 5.3 zu 14,6 % und 5.4 zu 16,2 % hy-
drolysiert. Das Ergebnis impliziert, dass sich beide Substanzen im Substitutionsmuster unter-
scheiden miissen. Die Substituenten bei Succinylstirke 5.3 miissen so verteilt sein, dass eine
effizientere Abschirmung der glycosidischen Bindungen gegeniiber einer enzymatischen Hy-
drolyse resultiert als dies bei Substanz 5.4 der Fall ist.

Die succinylierten Stirken 5.1 und 5.2 werden aufgrund ihrer dhnlichen Substitutionsgrade in
Hohe von 0,12 und 0,14 erwartungsgemil anndhernd gleich gut abgebaut. Die Substanz 5.1
wird bei einer Enzymkonzentration von 0,1 U/ml und einer Inkubationszeit von 24 Stunden
zu 22,0 % hydrolysiert und Substanz 5.2 zu 20,3 %. Dies entspricht einer relativen Aktivitat
von 72,8 % bzw. 67,2 %. Bei einer a-Amylasekonzentration von 1 U/ml werden die beiden
Substanzen noch stérker hydrolysiert. Hier resultiert bei 5.1 ein Abbau von 24,8 % bzw. bei
5.2 ein Abbau von 24,2 % der glycosidischen Bindungen.
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Fiir die Darstellung des enzymatischen Umsatzes wurde sich in dem nachfolgendem Dia-
gramm auf eine repriasentative Auswahl von Succinylstdrken beschrinkt. Bei den nicht ver-
tretenen Succinylstdrken wird die Lage der Kurven — mit Ausnahme von Succinylstirke 5.3 —
durch den jeweiligen Substitutionsgrad bestimmt. Zum Vergleich wird in Abbildung 6-2 in
Abschnitt 6.1 die relative a-Amylaseaktivitit gegeniiber succinylierten Stirken mit steigen-

den MS-Werten graphisch dargestellt.
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Abb. 5-2. o-Amylase-Abbau (0,1 U/ml) verschiedener Succinylstirken.

Aus Abb. 5-2 wird auch ersichtlich, dass die Anfangsgeschwindigkeiten des enzymatischen

Abbaus mit steigendem Substitutionsgrad abnehmen.

Eine Aussage, wie grof3 der Einfluss der eingefiihrten negativen Ladungen auf die enzymati-
sche Hydrolyse der glycosidischen Bindungen im Vergleich zum Abbau der neutralen Stér-
keester ist, kann aufgrund der zu geringen Zahl verfiigbarer Substanzen nicht eindeutig getrof-
fen werden. Vergleicht man die enzymatische Hydrolyse von Acetylstirke 3.1 mit der Hy-
drolyse von gleichartig hoch substituierter Succinylstirke 5.4, so stellt man fest, dass die
Acetylstirke stirker abgebaut wird. Dies kann einerseits durch die fehlende Ladung der Sei-
tenkette aber andererseits auch durch den geringeren sterischen Anspruch des Acetylrestes
gegeniiber dem Succinylrest begriindet werden. Welcher der beiden Effekte den Abbau durch
o-Amylase stirker beeinflusst kann nicht ersehen werden. Die Pivaloylstirke 14.1 mit einem
MS-Wert von 0,10 wird nur zu 12,1 % hydrolysiert, hingegen wird die Succinylstérke 5.1 mit
einem MS-Wert von 0,12 zu 22,0 % hydrolysiert. Dieser gravierende Unterschied ist allein

auf die rdumliche Abschirmung der glycosidischen Bindungen durch den volumindsen und
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unpolaren tertidr-Butylrest zuriickzufiihren. Die sterische Ausdehnung scheint, ab einer ge-
wissen Grofle der Seitenkette, einen hoheren Einfluss, auf den enzymatischen Umsatz zu ha-
ben als eine negative Ladung.

In der Tab. 5-6 sind die Hydrolysegrade fiir die Inkubationsdauer von 24 Stunden fiir alle ge-
testen Succinylstirken aufgefiihrt. Es werden nur die Werte des enzymatischen Abbaus bei

einer o-Amylasekonzentration von 0,1 U/ml angegeben.

Tab. 5-6. Hydrolyse verschiedener Succinylstirken nach 24-stiindiger Inkubation mit 0,1 U/ml a-Amylase.

Substrat MS Hydrolyse relative Aktivitét
in % in %
Abbaustirke 1.1 0 30,2 100
Succinylstirke 5.1 0,12 22,0 72,8
Succinylstirke 5.2 0,14 20,3 67,2
Succinylstirke 5.3 0,32 9,5 31,5
Succinylstirke 5.4 0,35 12,9 42,7
Succinylstirke 5.5 0,43 7,9 26,2
Succinylstirke 5.6 0,63 1,1 3,6
Succinylstirke 5.7 0,68 0,0 0,0
Succinylstirke 5.9 0,99 0,0 0,0

Das Ausmal} der enzymatischen Hydrolyse von 2,2-Dimethylsuccinylstirke 6.1 fallt wie die
Abbaukurve in Abbildung 5-3 zeigt deutlich geringer aus als bei einer gleichartig substituier-
ten Succinylstirke. Das Substrat 6.1 wurde bei einer o-Amylasekonzentration von 0,1 U/ml
nach 24 Stunden zu 7,8 % abgebaut, dies entspricht im Vergleich zur Abbaustirke 1.9 einer
relativen Aktivitdt von 27,8 %. Die Dodecenylsuccinylstirke 7.1 wird trotz ihres geringen
Substitutionsgrades von 0,04 nur im gleichen Mal3e abgebaut wie die Succinylstirke 5.1 mit
einem Substitutionsgrad von 0,12. Nach 24 Stunden wurden bei 7.1 bei einer «-
Amylasekonzentration von 0,1 U/ml 22,6 % der glycosidischen Bindungen hydrolysiert, was
mit einer relativen Aktivitidt von 80,4 % gleichzusetzen ist. Die beiden Stirkeester aus der
Umsetzung mit Diglykolsdureanhydrid 11.1 bzw. mit Di-O-Acetylweinsdureanhydrid 12.1
haben einen etwas geringeren Substitutionsgrad als 7.1, er wurde in beiden Fillen mit kleiner
als 0,04 angegeben. Aufgrund der geringen Substitution und fehlender sterisch anspruchsvol-
ler Alkyl- oder Alkenylgruppen sind beide Derivate gut hydrolysierbar. Nach einer Inkubati-
onsdauer von 24 Stunden bei einer Enzymkonzentration von 0,1 U/ml wurde die Substanz
11.1 zu 27,4 % und die Substanz 12.1 zu 25,7 % hydrolysiert. Dies entspricht einer relativen
Aktivitdt von 97,5 % bzw. 91,5 %.
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In der Abbildung 5-3 werden die Abbaukurven der jeweiligen Starkeester dargestellt. Die
Substanzen mit sehr geringen Substitutionsgraden (11.1, 12.1 und 7.1) sowie die unsubstitu-
ierte Abbaustirke 1.9 zeigen in den Anfangsgeschwindigkeiten ihrer Hydrolyse nur geringfii-
ge Unterschiede.
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—&— Abbaustirke 1.9 (MS=0) —a— 2,2-Dimethylsuccinylstérke 6.1 (MS=0,25)
—A— Dodecenylsuccinylstarke 7.1 (MS=0,04) —0— 3-Oxaglutarylstérke 11.1 (MS<0,04)

—X— Di-O-Acetylweinsdureester 12.1 (MS<0,04)

Abb. 5-3. o-Amylase-Abbau (0,1 U/ml) verschiedener polyanionischer Stérkeester.

Abbildung 5-4 zeigt den enzymatischen Abbau verschiedener Glutarylstirken sowie deren
Edukte Abbaustirke 1.1 und Abbaustirke 1.9. Die Glutarylstirke 8.1 wurde aus Abbaustirke
1.1 synthetisiert und die beiden Dimethylglutarylstirken 9.1 und 10.1 aus Abbaustirke 1.9.
Die Stérke 1.1 wird bei einer o-Amylasekonzentration von 0,1 U/ml nach 24 Stunden zu 30,2
% abgebaut, die Stirke 1.9 zu 28,1 %. Die geringe Differenz im Abbau diirfte durch die un-
terschiedlichen Molmassen beider Abbaustirken bzw. den geringfiigig verschiedenen Ver-
zweigungsgraden bedingt sein.

Bei einer Enzymkonzentration von 0,1 U/ml wurden die Glutarylstdrken selbst nach 24 Stun-
den so gut wie gar nicht abgebaut. Die Glutarylstirke 8.1 mit einem Substitutionsgrad von
0,45 wurde lediglich zu 1,1 % hydrolysiert, die beiden anderen Substanzen wurden zu 0,5 %
bzw. liberhaupt nicht hydrolysiert. Bei einer a-Amylasekonzentration von 1 U/ml konnte nur
eine unwesentlich hohere Hydrolyse beobachtet werden.

Vergleicht man den Abbau von Glutarylstirke 8.1 mit der dhnlich hoch substituierten
Succinylstirke 5.5, so wird ersichtlich, dass die Succinylstidrke mehr als sechsmal stirker hy-
drolysiert wird. Die Glutarylstirken stellen somit ein fiir die o-Amylase wesentlich schlechter

hydrolysierbares Substrat dar als die Succinylstirken.
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—X%— 3,3-Dimethylglutarylstarke 10.1 (MS=0,57)

Abb. 5-4. o-Amylase-Abbau (0,1 U/ml) verschiedener polyanionischer Stirkeester.
Die Hydrolysraten nach 24-stiindiger Inkubationszeit und einer o-Amylasekonzentration von
0,1 U/ml der in Abbildung 5-3 und 5-4 aufgefiihrten Stirkeester sind in Tabelle 5-7 zusam-

mengefasst.

Tab. 5-7. Hydrolyse verschiedener polyanionischer Stirkeester nach 24-stiindiger Inkubation mit 0,1 U/ml o-

Amylase.
Substrat MS Hydrolyse relative Aktivitéit
in % in %
Abbaustirke 1.1 0 30,2 100
Abbaustirke 1.9 0 28,1 100
3-Oxaglutarylstiarke 11.1 > 0,04 27,4 97,5
Di-O-acetylweinsdurestirkeester 12.1 | > 0,04 25,7 91,5
Dodecenylsuccinylstirke 7.1 0,04 22,6 80,4
2,2-Dimethylsuccinylstirke 6.1 0,25 7,8 27,8
Glutarylstdrke 8.1 0,45 1,1 3,6
2,2-Dimethylglutarylstérke 9.1 0,38 0,5 1,8
3,3-Dimethylglutarylstdrke 10.1 0,57 0,0 0,0
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5.4 Synthesen von Carboxymethylstirken

Die Veretherung von Stiarke-OH-Gruppen stellt andere Anforderungen an eine zur optimalen
Produktbildung giinstigen Reaktionsfiihrung als Veresterungsreaktionen an Stérke.

In den meisten organischen Losungsmitteln sind Stdarken und Stirkefraktionen, unabhingig
von ihrem Molekulargewicht, unldslich. Es entsteht aus dem Stérke-Feststoff, welcher in der
Regel granuldr vorliegt, und dem organischen, zumeist alkoholischen Ldsungsmittel ein
Zwei-Phasen-Gemisch. In der Industrie werden groBtechnische Veretherungen mit Stirke in
solchen heterogenen Systemen durchgefiihrt. Der iiberwiegende Grund dieser Vorgehenswei-
se ist der Erhalt der granuldren Struktur der Starkekorner, welche aus prozess- und anwen-
dungstechnischer Sicht von Vorteil ist. Ein weiterer positiver Aspekt eines solchen sog. ,,slur-
ry“-Verfahrens (dt.: Aufschlimmung) ist die bessere Durchmischbarkeit des Ansatzes bei
hohem Substanzeinsatz bzw. gro3en Stirkemengen. Im Falle der Carboxymethylierung — und
ebenso bei zahlreichen anderen Veretherungen — ist ein gewisser Wasseranteil fiir die Synthe-
se unerldsslich. Dieser Wasseranteil wird bendtigt, um die kompakte Struktur der Starkekor-
ner durch ein leichtes Aufquellen aufzulockern, um sodann mit der vorzugsweise eingesetzten
Base Natriumhydroxid die Reaktivitdt der Stirkehydroxylgruppen zu erhéhen. Einen zu ho-
hen Wassergehalt gilt es jedoch zu vermeiden, da es ansonsten zu einem sehr starken Auf-
quellen der Starkekorner sowie zu einem Verkleben der Feststoffe kommen kann. Im Extrem-
fall verklumpt der Ansatz irreversibel. Ein weiterer Nachteil ist, dass aufgrund der Heteroge-
nitdt die Reaktion primér an der Grenzflidche fest-fliissig stattfindet bzw. die Reaktanden in
die aufgequollenen Starkekorner diffundieren miissen, um dort mit ausreichender Reaktions-
geschwindigkeit mit den Hydroxylfunktionen der Starkemolekiile reagieren zu kdnnen.

Die Umsetzungen von Stirke in einem homogenen Reaktionssystem spielen aus industrieller
Sicht bisher eine eher untergeordnete Rolle. In wéssrigen Systemen muss zudem ein eventuell
hoheres Mal3 an Nebenreaktionen der Veretherungsreagenzien beriicksichtigt werden. Ebenso
ist die bei herkdommlichen Synthesen wegen langer Alkalisierungs- und Reaktionszeiten auf-
tretende Gelbfarbung in homogenen Systemen wesentlich ausgepriagter und dadurch sehr viel
schwieriger zu entfernen. Kénnen jedoch solche Schwierigkeiten vermieden werden, indem
beispielsweise ein anderes Losungsmittel und eine andere Base verwendet wird oder die Stér-
ke entsprechend vorbehandelt wird, so hat die Synthese in homogener Losung klare Vorteile.
Ein wesentlicher Aspekt dabei ist, dass die Reaktion nicht mehr durch die Diffusionsraten der
Reaktanden an den Grenzflichen bestimmt wird und dass durch die bessere Verteilung der in
Losung befindlichen Stirkemolekiile eine einheitlichere Reaktionsfithrung garantiert werden
kann. Inwiefern sich diese einheitliche Reaktionsfiihrung auf das Substitutionsmuster aus-
wirkt soll geklart werden.

Die in dieser Arbeit in heterogenen Systemen synthetisierten Carboxymethylstdrken sind né-
herungsweise alle nach dem klassischen ,,slurry*“-Verfahren hergestellt worden. Die Synthe-

searbeiten in homogenen Systemen (siche Abschnitt 5.4.2) sind, bis auf wenige Ansétze in
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Dimethylsulfoxid, in wéssriger Losung durchgefiihrt worden. Carboxymethylierungen in ho-
mogener Losung von partiell hydrolysierten Stiarken, die groftenteils keine granuldre Struktur
mehr aufweisen, sind mit einer derartigen Substitutionsbreite in der Literatur bisher noch
nicht beschrieben worden.

Bei allen Ansidtzen galt es primér zu untersuchen, in welchem Losungsmittel hinsichtlich des
Substitutionsgrades und der Reaktionseffizienz die besten Ergebnisse erreicht werden kénnen.
Es waren Reaktionssysteme mit einer gewissen Robustheit gegeniiber den beschriebenen Pro-
blemen zu entwickeln. Ein weiteres Bewertungskriterium war die in den jeweiligen Systemen
realisierbare Verteilung der Substituenten entlang der Polymerkette bzw. auf die unterschied-
lichen Hydroxylgruppen der Monomereinheiten. Die Synthesen wurden ebenfalls unter dko-
nomischen Aspekten beurteilt. Hierbei stand vor allem die gedachte pharmazeutische Anwen-
dung der Carboxymethylstidrken als Plasmaersatz im Vordergrund, d.h. den Carboxymethylie-
rungen miissen mehrere Modifikationsschritte vor- oder nachgeschaltet werden konnen.
Letztlich muss aus dem Verfahren reproduzierbar ein wohldefiniertes, einheitliches und leicht

aufzuarbeitendes Produkt resultieren.

5.4.1 Synthesen in heterogenen Reaktionssystemen

Es wurden in den niederen Alkoholen Methanol, Ethanol und Isopropanol partiell hydroly-
sierte und native Wachsmaisstarken mit Monochloressigsdure bzw. ithrem Natriumsalz und
Natriumhydroxid in unterschiedlichen molaren Verhéltnissen gemi3 Abschnitt 4.4.8 umge-
setzt. Zusdtzlich wurden Synthesen in Aceton als Suspensionsmittel durchgefiihrt (Abschnitt
4.4.9).

Umsetzungen in Methanol

Die Carboxymethylierung in Methanol wurde bis auf einen Ansatz (16.1) mit nativer Wachs-
maisstirke als Ausgangsmaterial durchgefiihrt. Es kann prinzipiell zwischen den Ansédtzen in
kleinerem Mafstab (16.1, 16.3, 16.4 und 16.5), d. h. in geringem Reaktionsvolumen, und den
hoher dimensionierten Synthesen 16.6, 16.7 und 16.8 unterschieden werden. Die Synthesen
im kleinen Mal}stab wurden mit einer Standardschliffapparatur aus Kolben, Riickflusskiihler,
Tropftrichter und Magnetriihrer durchgefiihrt, wohingegen die gro3eren Ansitze in dem spe-
ziell angefertigten Reaktionsgefall (Abschnitt 4.1.1) mit mechanischem Riithrwerk vollzogen
wurden. Der durchschnittliche Wassergehalt lag in der Regel bei den Synthesen zwischen 10
und 15 % (v/v). Mit Ausnahme von 16.1 (60 °C) wurden sdmtliche Umsetzungen unter leich-
tem Riickfluss, d.h. bei ca. 67 °C durchgefiihrt. In Methanol wurde bei allen Synthesen Mo-
nochloressigsdure als Carboxymethylierungsreagenz verwandt, welche stets vor dem Natri-
umhydroxid zum Ansatz gegeben wurde. Es wurde immer etwas mehr als die doppelte molare
Menge Natriumhydroxid wie Monochloressigsdure hinzugegeben (sieche Tabelle 5-8). Im An-

satz 16.1 wurde trotz dhnlicher molarer Verhéiltnisse wie bei den Ansitzen 16.3, 16.6 und 16.7
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nur der geringe Substitutionsgrad von 0,13 realisiert, was einer Reaktionseffizienz von 18,8 %
entspricht. Dies lag offenbar an der Verwendung des partiell hydrolysierten Ausgangsmateri-
als, bei dem ein Verklumpen des Reaktionsansatzes bereits bei viel geringeren Wassergehal-
ten beobachtet wurde; dies verhinderte eine moglichst feine Verteilung der Reaktanden und
lieferte zusétzlich aufgrund der erschwerten Isolierung des Produktes geringere Ausbeuten.
Bei Ansatz 16.3 wurde trotz gleicher Ansatzgrofle ein Substitutionsgrad von 0,37 und eine
Reaktionseffizienz von 53,6 % erreicht. Der Unterschied kann, wie oben beschrieben, durch
die bessere Reaktionsfiithrung bei heterogenen Synthesen mit nativen Starken erklédrt werden.
Bei 16.6 wurde mit einer etwas geringeren Menge Monochloressigsdure ebenfalls ein Substi-
tutionsgrad von 0,37 erreicht. Hier konnte die bessere Reaktionseffizienz in Hohe von 61,7 %
durch die Verwendung des Reaktors, welcher eine gleichférmigere und stirkere Durch-
mischung des Reaktionsansatzes gewéhrleistete, erzielt werden. Die beiden anderen Ansétze
im Reaktor lieferten Carboxymethylstdarken mit einem Substitutionsgrad von 0,40 (16.8) bzw.
0,47 (16.7). Die groBere Reaktionseffizienz bei Ansatz 16.7 von 60,3 % gegeniiber 44,0 % bei
Ansatz 16.8 liegt in den unterschiedlichen molaren Verhiltnissen begriindet. Trotz der identi-
schen Reaktionsfiihrung kam es bei Ansatz 16.8 aufgrund der hoheren Alkalimengen zu ei-
nem stirkeren Anschwellen und Verklumpen der Starkekorner, wohingegen der Ansatz 16.7
auch wéhrend der Reaktion seinen anfinglichen pulvrigen Charakter behielt. Die héchsten
Substitutionsgrade wurden bei den Umsetzungen 16.4 und 16.5 erreicht, hier resultierte trotz
der geringen AnsatzgroBen aufgrund der hohen molaren Uberschiisse an Monochloressigsiure
ein Substitutionsgrad von 0,69 bzw. 0,70. Fiir die Synthesen mit Magnetriihrereinsatz scheint
in Methanol dieser Substitutionsbereich nahe dem maximal Mdéglichen zu liegen, denn wie in
Tabelle 5-8 ersichtlich, fiihrte die merkliche Erhohung des Einsatzes an Monochloressigsdure
und Natriumhydroxid bei Ansatz 16.5 zu keiner weiteren Steigerung des Substitutionsgrades
und somit zu einer Verringerung der Reaktionseffizienz.

Bei allen Synthesen in Methanol wurde eine gewisse Gelbfarbung der Stirke beobachtet. Die
Verfarbung war bei den Umsetzungen mit den groBiten Alkalimengen am stirksten. Nachfol-
gend sind die in Methanol erreichten Substitutionsgrade und Reaktionseffizienzen der einzel-
nen Ansitze tabellarisch zusammengefasst. Im Anhang dieser Arbeit befinden sich umfang-
reichere Tabellen iiber sdmtliche Carboxymethylierungensreaktionen heterogener wie homo-

gener Natur.
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Tab. 5-8. Ergebnisse der Carboxymethylierungen in Methanol.

Substanz Ausgangsmaterial MS molares Verhéltnis RE %
(AGU:ClAc:NaOH)
16.1 Abbaustérke 1.1 0,13 1:0,7:1,6 18,8
16.3 native Wachsmaisstirke 0,37 1:0,7:1,6 53,6
16.6 native Wachsmaisstirke 0,37 1:0,6:1,4 61,7
16.8 native Wachsmaisstirke 0,40 1:0,9:2,0 44,0
16.7 native Wachsmaisstirke 0,47 1:0,8:1,6 60,3
16.4 native Wachsmaisstirke 0,69 1:14:3,2 50,4
16.5 native Wachsmaisstirke 0,70 1:2,1:4,9 34,0

In einem weiteren Ansatz 16.2 wurde versucht, kommerzielle Hydroxyethylstirke (HES
200/0,5) in Methanol in geringem Maf3e zu carboxymethylieren. Es resultierte eine Carboxy-
methyl-hydroxyethylstiarke mit einem auf die Carboxymethylgruppen bezogenen Substituti-
onsgrad von 0,05. Die Synthese verlief mit einer Effizienz von 9,4 %. Wiahrend der Umset-
zung wurde aus der pulvrigen Substanz allméhlich ein klebriger, gummiartiger Feststoff, zu-
satzlich war bei diesem Ansatz die Gelbfarbung aufgrund der geringen Molmasse des Stérke-

derivats besonders ausgepragt.

Umsetzungen in Ethanol

Die Umsetzungen in Ethanol erfolgten nur in kleineren Ansétzen mit Volumina von ca. 50 bis
150 Millilitern und Starkemengen von ca. 10 Gramm. Es wurde wie oben Monochloressigséu-
re als Veretherungsmittel eingesetzt, und vor dem Natriumhydroxid zur Ethanol-Stirke-
Suspension gegeben. Die Reaktionen wurden einheitlich bei einer Temperatur von ca. 78 °C
durchgefiihrt. Der durchschnittliche Wassergehalt der Ansitze lag zwischen 8 und 12 % (v/v).
Auch in Ethanol wurde stets mehr als die doppelte molare Menge Natriumhydroxid gegen-
iiber der zugegebenen Menge Monochloressigsdure eingesetzt. Die Synthesen 16.9 und 16.10
wurden mit partiell abgebauter Wachsmaistdrke 1.1 durchgefiihrt. Bei den Ansétzen 16.12,
16.13 und 16.14 hingegen wurde native Wachsmaisstérke als Edukt verwendet. Die erreichten
Substitutionsgrade waren insbesondere bei den Ansétzen 16.9, 16.10 und 16.12, wie Tabelle
5-9 zeigt, geringer als bei den Umsetzungen in Methanol. Hier lagen die Substitutionsgrade
im Mittel um 0,25 und die Reaktionseffizienzen um 32 %. In diesen Ansédtzen konnte kein
wesentlicher Reaktivitdtsunterschied zwischen der Abbaustédrke und nativer granulérer Stirke
festgestellt werden. Jedoch war die Durchmischung bei 16.12 wesentlich homogener, da bei
16.9 und 16.10 die Suspension gegen Ende der Reaktion vollends verklumpte. Die Gelbfér-
bung war bei diesen beiden Ansétzen ebenfalls am intensivsten und nur durch ldngere Dialyse

restlos zu entfernen. Bei der Carboxymethylierung 16.14 wurde mit einem Substitutionsgrad
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von 1,18 ein hoheres Resultat erzielt als bei der vergleichsweisen Umsetzung in Methanol
(16.5). Der Unterschied in den Substitutionsgraden wurde wahrscheinlich durch den groBeren
Uberschuss an Natriumhydroxid bedingt. Die Tabelle 5-9 fasst die Ergebnisse der Synthesen
in Ethanol zusammen.

Tab. 5-9. Ergebnisse der Carboxymethylierungen in Ethanol.

Substanz Ausgangsmaterial MS molares Verhiltnis RE %
(AGU:ClAc:NaOH)

16.9 Abbaustirke 1.1 0,22 1:0,8:2 28,6

16.10 Abbaustirke 1.1 0,26 1:08:2 33,8

16.12 native Wachsmaisstéirke 0,27 1:0,8:2 33,8

16.13 native Wachsmaisstéirke 0,72 1:1,5:3,9 48,0

16.14 native Wachsmaisstirke 1,18 1:2,3:7,5 50,9

Umsetzungen in Isopropanol

Unter den heterogenen Reaktionen wurden in Isopropanol die meisten Carboxymethylie-
rungsversuche durchgefiihrt. Bei samtlichen Synthesen wurden partiell hydrolysierte Wachs-
maisstdrken als Edukt eingesetzt. Natriumhydroxid wurde stets in der doppelten Menge wie
Monochloressigsdaure bzw. in der gleichen Menge wie das Natriumsalz der Monochloressig-
sdure zugegeben. Bis auf Reaktion 16.15, welche bei 50 °C stattfand, wurden alle Vere-
therungen bei 60 °C durchgefiihrt.

Bei den Ansdtzen 16.15 und 16.16 wurden Stirkemengen von bis zu 100 g in dem Reaktor
umgesetzt. Die Carboxymethylstirke 16.15 wurde aus Abbaustdrke 1.14 dargestellt und hatte
einen Substitutionsgrad von 0,50. Die Reaktion verlief mit einer Effizienz von 64,1 %. Sub-
stanz 16.16 wurde aus Abbaustidrke 1.3 synthetisiert und wies einen Substitutionsgrad von
0,59 auf. Die Synthese verlief mit einer Effizienz von 52,2 %. In beiden Carboxymethylie-
rungsansédtzen wurde die Monochloressigsdure vor dem Natriumhydroxid zur Stirkesuspensi-
on gegeben. Die geringere Reaktionseffizienz von 16.16 gegeniiber 16.15 lag vermutlich in
dem wesentlich ungiinstigeren Reaktionsverlauf begriindet, denn bei 16.16 kam es wegen des
hoheren Wassergehaltes von ca. 13 % (gegeniiber ca. 6 % bei 16.15) trotz der héheren Mol-
masse des Ausgangsmaterials zu einem sehr starken Verklumpen der Stirke, so dass die Re-
aktion vorzeitig abgebrochen und aufgearbeitet werden musste. Substanz 16.15 verfarbte sich
jedoch aufgrund der geringen Molmasse und der dadurch bedingten hoheren Anzahl an redu-
zierenden Enden sehr stark. Aufgrund der erschwerten Aufarbeitungen wurden in beiden Fal-
len geringere Ausbeuten erzielt. Die iibrigen Synthesen in Isopropanol wurden in sehr viel

kleinerem Mafstab mit einem Standardaufbau und Magnetriihrereinsatz durchgefiihrt. Bei
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allen Reaktionen wurde zunichst die Natronlauge und dann das Natriumsalz der Monochlo-
ressigsdure zur Stirkesuspension gegeben. Sdmtliche Ansétze hatten einen Wassergehalt von
ca. 20 % (v/v). Bis auf Carboxymethylstirke 16.22, welche aus reduzierter Abbaustirke 2.2
dargestellt wurde, wurden alle iibrigen Synthesen mit Abbaustidrke 1.10 durchgefiihrt. Auf-
grund des relativ hohen Wassergehaltes und der Tatsache, dass partiell hydrolysierte Starken
eingesetzt wurden, verliefen die Synthesen nicht mehr so, wie es iiblicherweise bei den ,,slur-
ry“~Verfahren zu beobachten ist. Statt einer mehr oder weniger pulvrigen Suspension bildete
die Starke wéhrend der Reaktion allméhlich mit dem vorhandenen Wasser eine gelartige unte-
re Phase. Das Wasser-Starke-Alkohol-Verhidltnis war allerdings noch so gewéhlt, dass die
wachsweiche Konsistenz der unteren Phase erhalten blieb und es nicht zu einem Verkleben
des Ansatzes kam. Im Gegensatz zu den anderen Synthesen war bei Ansatz 16.22 durch die
vorherige Reduktion der reduzierenden Enden der Abbaustérke keinerlei Vertarbung zu beob-
achten. Tabelle 5-10 fasst alle Carboxymethylierungsergebnisse in Isopropanol zusammen.
Aus ihr wird ersichtlich, dass die hochsten Substitutionsgrade und Reaktionseffizienzen in

den eben beschriebenen kleineren Ansédtzen mit hohem Wassergehalt erreicht wurden.

Tab. 5-10. Ergebnisse der Carboxymethylierungen in Isopropanol.

Substanz Ausgangsmaterial MS molares Verhéltnis RE %
(AGU:ClAc:NaOH)

16.15 Abbaustirke 1.14 0,50 1:0,8:1,6 64,1
16.16 Abbaustirke 1.3 0,59 1:1,1:1.,8 52,2
16.17 Abbaustirke 1.10 0,71 1:1:1 71,0
16.21 Abbaustirke 1.10 0,71 1:2:4 35,3
16.22 reduzierte Abbaustirke 2.2 0,78 1:1:1 78,0
16.18 Abbaustérke 1.10 1,17 1:2:2 58,5
16.19 Abbaustarke 1.10 1,29 1:3:3 43,0
16.20 Abbaustérke 1.10 1,49 1:4:4 37,3

Die allgemein giiltige Aussage trifft auch hier zu: je hoher der molare Uberschuss an Natri-
umchloracetat, desto hoher der erreichte Substitutionsgrad. Dagegen, wie bei 16.18 und 16.21
ersichtlich, ein iberméBiger Einsatz von Natriumhydroxid sich eher negativ auf die Reakti-
onseffizienz auswirkte. Wie Ansatz 16.19 und 16.20 zeigen, war zwar oberhalb des zweifa-
chen molaren Uberschusses an Natriumchloracetat noch ein deutlicher Anstieg des Substituti-

onsgrades zu verzeichnen, die Effizienz der Umsetzung nahm jedoch bereits merklich ab.



ERGEBNISSE 145

Umsetzungen in Aceton

Neben den Carboxymethylierungen in niederen Alkoholen wurden heterogene Reaktionen mit
Aceton als Suspensionsmittel durchgefiihrt. Simtliche Synthesen fanden bei Raumtemperatur
statt. In Aceton wurden nur geringe Mengen an Stirke (max. 10 g) im Standardauftbau umge-
setzt. Die verwendete Monochloressigsdure wurde nach der Alkalisierung mit Natronlauge
zugegeben. Der durchschnittliche Wassergehalt lag zwischen 20 und 30 % (v/v). Wie in Ta-
belle 5-11 ersichtlich, variierten die molaren Verhéltnisse nicht besonders stark. Bei Ansatz
16.24 und insbesondere bei 16.23 wurden aufgrund schlechter Durchmischung lediglich ge-
ringe Substitutionsgrade und Reagenzienausbeuten erreicht. Die Ergebnisse der Umsetzungen
16.25 und 16.26 sind mit denen in Methanol vergleichbar, obwohl bei den Synthesen in Ace-
ton deutlich weniger Natriumhydroxid eingesetzt wurde. Bei allen Ansédtzen war im Verlauf

der Reaktion eine zunehmende Gelbfarbung zu beobachten.

Tab. 5-11. Ergebnisse der Carboxymethylierungen in Aceton.

Substanz Ausgangsmaterial MS molares Verhiltnis RE %
(AGU:ClAc:NaOH)

16.23 Abbaustirke 1.1 0,11 1:09:1,3 12,5

16.24 native Wachsmaisstérke 0,23 1:09:1,3 26,7

16.25 native Wachsmaisstéirke 0,45 1:1:1,6 437

16.26 native Wachsmaisstéirke 0,55 1:1,2:2 45,8

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass in heterogenen Reaktionssystemen auch aus partiell
hydrolysierten Stirken in einem sehr breiten Bereich definierte Substitutionsgrade erreicht
werden konnen. In Isopropanol wurden die héchsten Substitutionsgrade und Reaktionseffizi-
enzen erreicht. Carboxymethylierungen in den anderen Losungsmitteln verliefen insbesondere
mit partiell abgebauten Stérkespecies aufgrund der haufig auftretenden Verklumpungen nicht
optimal. Allen Synthesen war die zunehmende Gelb- bis Braunfarbung der Reaktionsgemi-
sche gemein. Durch die Verwendung von reduzierter Abbaustirke 2.2 konnte in 16.22 eine

Verfarbung vollig vermieden werden.

5.4.2 Synthesen in homogenen Reaktionssystemen

Bei Synthesen in einem homogenen Reaktionssystem wird die Stirke von dem jeweiligen
Losungsmittel gelost. Dabei konnen auch anfingliche Suspensionen durch eine allméhliche
Funktionalisierung der Stirke in eine homogene Losung iibergehen. Die in diesem Abschnitt
beschriebenen Synthesen verliefen iiberwiegend spitestens ab dem Alkalisierungsschritt —

also vor der eigentlichen Funktionalisierung — in einem nahezu homogenen System. Es wur-
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den Carboxymethystirken in Dimethylsulfoxid (sieche Abschnitt 4.4.10) und Wasser syntheti-
siert, wobei in wiassriger Losung zwei unterschiedliche Synthesereihen durchgefiihrt wurden.
In der ersten Reihe wurde lediglich mit variierenden Stirken und Ansatzgréfen gearbeit (sie-
he Abschnitt 4.4.11). Demgegeniiber war in der zweiten Versuchsreihe die Carboxymethylie-

rung der letzte Schritt eines mehrstufigen Eintopfverfahrens (sieche Abschnitt 4.4.12).

Umsetzungen in DMSO

In DMSO wurden Carboxymethylierungen mit kleineren Ansatzmengen in Volumina von bis
zu 40 ml bei 80 °C durchgefiihrt. Der durchschnittliche Wassergehalt lag ndherungsweise bei
allen Synthesen unter 2 % (v/v). Fiir die Reaktionsfithrung war ein Standardlaboraufbau mit
Magnetriihrereinsatz ausreichend. Die partiell hydrolysierte Starke wurde zunédchst in DMSO
gelost, anschlieBend wurde Natriumhydroxid und dann Natriumchloracetat hinzugegeben.
Natriumhydroxid wurde meist in dquimolaren Mengen zum Natriumsalz der Monochloressig-
sdure eingesetzt. Mit Ausnahme von 16.32 und 16.33, wo reduzierte Abbaustirke bzw. redu-
ziertes Stiarkederivat als Edukt vorlag, verfarbten sich simtliche Losungen im Laufe der Re-
aktion tietbraun. Bei 16.32 und 16.33 war zwar ebenfalls eine leichte Verfarbung zu beob-
achten, diese resultierte jedoch vom Losungsmittel und konnte im Gegensatz zu den anderen
Ansitzen restlos durch Dialyse entfernt werden. Bei einigen Carboxymethylstirken war die
Verfarbung selbst nach mehrfacher Dialyse noch schwach vorhanden. Die Umsetzungen ver-
liefen insgesamt mit geringer Effizienz, wobei dennoch ein breites Spektrum an Substituti-
onsgraden erreicht werden konnte. Wie in der nachfolgenden Tabelle 5-12 ersichtlich, wurde
die hochste Reaktionseffizienz und gleichzeitig der hochste Substitutionsgrad bei Ansatz
16.30 erzielt. Ansatz 16.27 und 16.32 belegen, dass die Reduktion der reduzierenden Enden
keine Auswirkung auf die Reaktivitit der Stiarke hat. Durch die bei 16.32 ausgeschalteten Ne-
benreaktionen der Stirke konnte die Aufarbeitung erleichtert und somit die Ausbeute erhoht
werden. Grundsitzlich verlief die Isolierung der Carboxymethylstirken aber aufgrund der
verringerten Molmasse des Ausgangsmaterials nur mit geringen Ausbeuten. Vergleicht man
die Synthesergebnisse mit den Resultaten der Ansitze in Isopropanol, so wird die geringere
Reaktivitit der Stirke in DMSO deutlich. Hier konnten hohere Substitutionsgrade nur mit
sehr hohen Natriumchloracetat-Uberschiissen erreicht werden, dabei ist anscheinend ein nur

miBiger Uberschuss an Natriumhydroxid vorteilhaft.
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Tab. 5-12. Ergebnisse der Carboxymethylierungen in DMSO.

Substanz Ausgangsmaterial MS molares Verhiltnis RE %
(AGU:ClAc:NaOH)

16.27 Abbaustirke 1.10 0,21 1:1:1 21,0
16.32 reduzierte Abbaustirke 2.2 0,21 1:1:1 21,0
16.28 Abbaustirke 1.10 0,47 1:2:2 23,5
16.29 Abbaustirke 1.10 0,50 1:3:3 16,7
16.31 Abbaustirke 1.10 0,71 1:5:3 14,2
16.33 6-O-Tritylstéirke 15.1 0,95 - -
16.30 Abbaustéirke 1.10 1,22 1:4:2 30,5

Die Substanz 16.33 nimmt eine Sonderrolle unter den in DMSO dargestellten Carboxyme-
thylstérken ein. Hier wurde zuvor gemif3 Abschnitt 4.4.7 aus reduzierter Abbaustirke eine 6-
O-Tritylstérke synthetisiert. Die Tritylstirke ist in DMSO l6slich und basenstabil, so dass
iiber diesen Umweg der Schutzgruppentechnik eine 2,3-O-Carboxymethylstirke dargestellt
werden konnte. Diese regioselektiv veretherte Stirke wurde insbesondere als analytischer
Standard fiir NMR-spektroskopische Charakterisierungen von Carboxymethylstirken bend-
tigt. Die eingefiihrte Triphenylmethylgruppe kann im Gegensatz zum Carboxymethylrest im

Sauren wieder abgespalten werden.

Umsetzungen in wassriger Losung

Im Losungsmittel Wasser wurden nahezu alle Synthesen mit partiell abgebauter Wachsmais-
starke in kleinerem MaBstab durchgefiihrt. Nur in Ansatz 16.35 wurden gréf8ere Mengen
(75 g) native Wachsmaisstdrke im Reaktor umgesetzt. Aulerdem wurde dort im Gegensatz zu
den iibrigen Ansdtzen Monochloressigsdure statt deren Natriumsalz als Veretherungsreagenz
eingesetzt. In allen Reaktionen wurde Natriumhydroxid vor dem Veretherungsmittel in den
Ansatz gegeben. Sdmtliche Synthesen wurden bei 60 °C durchgefiihrt.

Substanz 16.35 war eine Ausnahme in dieser ersten Synthesereihe. Aufgrund des Einsatzes
von granuldrer Starke bildete sich hier zunéchst bei der Vermischung mit Wasser ein hochvis-
koser, triiber Kleister, welcher erst im Laufe der Carboxymethylierung zu einer hochviskosen,
klaren Losung wurde. Nach dem Abkiihlen erstarrte diese Losung zu einem klaren Gel. Die
teilweise Inhomogenitdt des Ansatzes und die durch die hohe Viskositdt bedingte ineffektive
Durchmischung erkldren den vergleichsweise geringen Substitutionsgrad von 0,18 und der
schlechten Reaktionseffizienz von 12,9 %. Wie Tabelle 5-13 zeigt, wurden in den kleineren
Ansitzen mit Abbaustirke als Edukt wesentlich bessere Resultate erzielt. Hier wurde bereits
nach der Natriumhydroxidzugabe aus der anfanglichen viskosen Suspension eine nur schwach

getriibte Losung. Die Reaktionsmischungen lieBen sich iiber den gesamten Umsetzungsszeit-
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raum problemlos rithren und wurden spétestens kurz nach der Natriumchloracetat-Zugabe zu
klaren Losungen. Mit groBen Uberschiissen an Natriumchloracetat und Natriumhydroxid lie-
Ben sich in dem wissrigen System frither nicht beobachtete hohe Substitutionsgrade bis nahe
1,5 erreichen. Hierbei schien ein mehr als dreifacher molarer Uberschuss an Veretherungrea-
genz keine nennenswerte Steigerung der Substitution mehr zu bewirken. Dies belegen die
Ansitze 16.38, 16.39 und 16.40, hier wurde durch die Erhéhung der Natriumchloracetat-
Zugabe lediglich die Reaktionseffizienz verringert. Vergleicht man Ansatz 16.36 mit 16.37 so
wird ersichtlich, dass eine Verdopplung der Natriumchloracetat- und Natriumhydroxid-Menge
zu einem doppelt so hohen Substitutionsgrad fiihrt. Dies scheint ein Anzeichen fiir eine — zu-
mindest in einem bestimmten Anfangsbereich existierende — lineare Abhdngigkeit zwischen
eingesetzten Stoffmengen und den dazugehdrigen Substitutionsgraden zu sein. Wie bei den
Umsetzungen in Isopropanol und DMSO konnte anhand von 16.41 und 16.36 gezeigt werden,
dass eine zuvorige Reduktion der reduzierenden Enden die Reaktividt der Stirke gegeniiber
einer alkalischen Veretherung nicht verdndert. Der Ansatz 16.41 war auch der Einzige inner-
halb der Reihe, welcher wiahrend der Reaktion keinerlei Gelb- oder Braunfarbungen entwik-
kelte.

Tab. 5-13. Ergebnisse der Carboxymethylierungen in Wasser.

Substanz Ausgangsmaterial MS molares Verhéltnis RE %
(AGU:ClAc:NaOH)
16.35 native Wachsmaisstirke 0,18 1:14:24 12,9
16.41 reduzierte Abbaustirke 2.2 0,53 1:1:1 53,0
16.36 Abbaustirke 1.10 0,55 1:1:1 55,0
16.37 Abbaustirke 1.10 1,12 1:2:2 56,0
16.39 Abbaustérke 1.10 1,33 1:5:3 26,6
16.38 Abbaustérke 1.10 1,39 1:3:3 46,3
16.40 Abbaustérke 1.10 1,44 1:5:4 28,8

In einem weiteren Ansatz 16.42 wurde in wissriger Losung kommerzielle Hydroxyethylstirke
in einem geringen Grade carboxymethyliert. Bezogen auf die Carboxymethylgruppe betrug
der Substitutionsgrad 0,04. Die Reaktionseffizienz des Ansatzes lag bei nur 10 %. Zusammen
mit dem Ergebnis der Carboxymethylierung von HES in Methanol (Ansatz 16.2), kann also
allgemein von einer wesentlich geringeren Reaktivitit der Hydroxyethylstirke gegeniiber

weiterer Veretherung ausgegangen werden.
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Umsetzungen in wdssriger Losung (Eintopfverfahren)

Bei der zweiten Ansatzreihe in wissriger Losung stellt die Carboxymethylierung den letzten
Transformationsschritt in einer Reihe unterschiedlicher Modifikationen dar (siche Abschnitt
4.4.12). In dem Verfahren wird zunéchst native Stdrke sdurekatalytisch bis zum Erreichen
eines gewiinschten Molekulargewichtes hydrolysiert. Nach der Hydrolyse konnen weitere
Modifikationen, wie beispielsweise enzymatische Entzweigungen des Amylopektins mittels
Pullulanase oder Isoamylase, erfolgen. AnschlieBend werden die reduzierenden Enden dieser
partiell abgebauten Starken mit Natriumborhydrid reduziert. Nach der Reduktion kénnen De-
rivatisierungen wie Veretherungen oder Veresterungen der Stirke durchgefiihrt werden. In
dem in dieser Arbeit etablierten mehrstufigen Eintopfverfahren wurde von zwei unterschiedli-
chen granuldren Stirkemodifikationen ausgegangen. In den beiden Ansdtzen 17.1 und 17.2
wurde diinnkochende Wachsmaisstirke als Ausgangsmaterial verwendet. Bei den {ibrigen
Syntheseversuchen wurde Kartoffelstirke eingesetzt. Alle Reaktionen wurden in dem in Ab-
schnitt 4.1.1 beschriebenen Reaktionsgefdl unter standardisierten Bedingungen (Volumen,
Temperatur, etc.) durchgefiihrt. Bei den Ansédtzen mit Kartoffelstirke wurde, wie bereits in
Abschnitts 4.4.2 beschrieben, der Hydrolyseschritt extern im Technikum der Firma B. Braun
Medical AG durchgefiihrt. Dadurch konnten erstmals grof3ere Mengen Carboxymethylstarken
mit variierenden Substitutionsgraden aus derselben Abbaustirke (als Abbaustirke 1.15 be-
zeichnet) hergestellt werden. Dies war insbesondere fiir spétere vergleichende physikochemi-
sche und physiologische Charakterisierungen von Bedeutung. Da diese Charge jedoch in
Form eines unsauberen Rohproduktes geliefert wurde, sind Aussagen iiber die Synthesen be-
ziiglich der vorherrschenden molaren Verhiltnisse und der erzielten Reaktionseffizienzen sehr
unsicher. Dieses Rohprodukt zeigte zwar zunédchst in wéssriger Losung — aufgrund der un-
sachgeméfen Isolierung aus dem Hydrolyseansatz — bei erhohter Temperatur eine gewisse
Gelbfarbung, welche jedoch durch den Reduktionsschritt deutlich vermindert werden konnte.
Der noch schwach vorhandene Gelbton blieb wéhrend dem stark alkalischen Veretherungs-
schritt unveridndert. Die Verfarbung war nach der Aufarbeitung des Produktes — sei es Dialyse
und Gefriertrocknung oder Ethanolprizipitation — restlos verschwunden und kehrte auch nach
erneuter Alkalisierung nicht zuriick, d.h. dass die Reduktion der partiell abgebauten Stirke
ausreichend war. Die noch nach der Reduktion vorhandene Gelbfarbung beruhte héchstwahr-
scheinlich auf niedermolekulare resistente Abbauprodukte des Hydrolyseansatzes. Bei den
Synthesen 17.1 und 17.2 trat ein solches Phdnomen nicht auf, hier wurde jeweils direkt nach
der eigenstindig durchgefiihrten Hydrolyse der gesamte Ansatz mit Natriumborhydrid redu-
ziert. In beiden Fillen blieb die Losung in den weiteren Behandlungen stets klar und farblos.
Fiir beide Ansitze kann eine Angabe iiber die Reaktionseffizienz gemacht werden, sie lag bei
17.1 bei 62 % und bei 17.2 bei 70 %. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die Synthesen mit Kar-
toffelstirke (17.3...17.10) eine dhnlich hohe Effizienz aufwiesen. Die erzielten Substitutions-
grade sind in der nachfolgenden Tabelle 5-14 ersichtlich. Dabei wurde iiberwiegend darauf

geachtet, dass die Substitutionsgrade in einem fiir die klinische Anwendung vermeintlich in-
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teressanten Substitutionsbereich von bis zu 0,45 liegen. Dieser Bereich konnte durch das

Syntheseverfahren absolut zufriedenstellend abgedeckt werden. In dem wéssrigen Eintopfver-

fahren sind wie Ansatz 17.5 belegt auch ohne Weiteres hohere Substitutionsgrade erreichbar.

Wie die erste Synthesereihe in wéssriger Losung bereits gezeigt hat, stellt der Substitutions-

grad in Hohe von 0,75 noch bei weitem nicht die Obergrenze dar.

Tab. 5-14. Ergebnisse der Carboxymethylierungen in Wasser (Eintopfverfahren; 1.15 ist Kartoffelstérke).

Substanz Ausgangsmaterial MS molares Verhéltnis RE %
(AGU:ClAc:NaOH)

17.7 Abbaustarke 1.15 0,06 - -
17.8 Abbaustirke 1.15 0,14 - -
17.9 Abbaustirke 1.15 0,18 - -
17.10 Abbaustirke 1.15 0,20 - -
17.2 diinnk. Wachsmaisstérke 0,31 1:0,5:0,5 62,0
17.6 Abbaustarke 1.15 0,33 - -
17.3 Abbaustarke 1.15 0,34 - -
17.4 Abbaustarke 1.15 0,41 - -
17.1 diinnk. Wachsmaisstérke 0,42 1:0,6:0,6 70,0
17.5 Abbaustarke 1.15 0,75 - -

Die in der Tabelle 5-14 aufgefiihrten Carboxymethylstirken wurden fiir physiologische und

klinische Voruntersuchungen in gréoeren Mengen (> 100 g) synthetisiert und entsprechend

dem in Abschnitt 4.4.1 beschriebenem Aufarbeitungsprotokoll isoliert und gereinigt. Insge-

samt waren die im Eintopfverfahren durchgefiihrten Synthesen allen bisher beschriebenen

Carboxymethylierungen in Reaktionsfithrung und Reproduzierbarkeit eindeutig iiberlegen.
Dieser Sachverhalt wird in Abschnitt 6.2.2 diskutiert.
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5.5 Physikochemische Charakterisierung einiger Carboxymethylstirken

5.5.1 Natrium-Gehalte ausgewihlter Carboxymethylstirken

Die Natriumionen-Gehalte der Substanzen in Tab. 5-15 wurden {iber Atomabsorptionsspek-

troskopie bestimmit.

Tab. 5-15. Natrium-Ionen-Gehalt einiger Carboxymethylstarken.

Probe MS Natrium-Ionen-Gehalt in
mg pro g Probe
CMS 17.7 0,06 4,7
CMS 17.8 0,14 16,4
CMS 17.2 0,31 24,1
CMS 17.6 0,33 33,2
CMS 17.3 0,34 35,0
CMS 17.4 0,41 40,3
CMS 171 0,42 36,1
CMS 17.5 0,75 53,4

Die beiden aus Wachsmaisstirke stammenden Carboxymethylstidrken 17.2 und 17.1 haben
einen etwas geringeren Natrium-Gehalt als gleichwertig substitutierte CMS-Varianten aus
Kartoffelstirke (vgl. z. B. mit 17.6 bzw. mit 17.4). Der Unterschied beruht auf der Zusam-
mensetzung der Kartoffelstirke, die von Natur aus einen hoheren Phosphatgehalt und somit

einen hoheren Kationen-Gehalt als Wachsmaisstirke aufweist.

5.5.2 Viskositit und kolloid-osmotischer Druck von CMS-Lésungen

Es wurden die beiden Testsubstanzen Hydroxyethylstirke (HES 200/0.5) und Carboxyme-
thylstérke 17.1 untersucht. Die Hydroxyethylstirke hat einen MS-Wert von 0,5 und die Car-
boxymethylstirke einen von 0,4. Beide Derivate wurden aus Wachsmaisstérke synthetisiert
und haben eine vergleichbare Molmasse von ca. 200000 g/mol.

Die kinematische Viskositit einer jeweils sechsprozentigen Losung mit isotonem Kochsalz-
Gehalt wurde bei 37 °C zweifach bestimmt. Die Substanz 17.1 wurde zusitzlich in vierpro-
zentiger Losung bei unterschiedlichen pH-Werten analysiert. Die Viskositit wurde zunéchst
mit einem Ubbelohde-Kapillar-Viskosimeter (s. Abschnitt 4.3.9) gemessen. Aus der kinema-
tischen Viskositit ldsst sich durch Multiplikation mit der Dichte der Losung die dynamische
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Viskositit berechnen. Die Messergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle zusammenge-
fasst.

Tab. 5-16. Viskositdt und Dichte verschiedener Stirkederivatelosungen.

Losung kinemat. Viskositit dynam. Viskositdt | Dichte bei 37 °C | pH-Wert
in mm*/s in mPa-s in g/ml

HES 200/0.5

1,978 2,107 1,065 4,1
6%ig in NaCl
CMS 17.1

2,427 2,664 1,098 4,3
6%ig in NaCl
CMS 17.1

1,627 1,757 1,080 4,4
4%ig in NaCl
CMS 17.1

o 1,627 1,757 1,080 4,6

4%ig in NaCl
CMS 17.1

1,560 1,685 1,080 10,6
4%ig in NaCl

Die Ergebnisse zeigen, dass bei gleichkonzentrierten Losungen die Carboxymethylstirke trotz
des geringeren Substitutionsgrades eine hohere Viskositit aufweist. Vierprozentige Losungen
aus 17.1 haben eine geringere Viskositit als handelsiibliche, sechsprozentige HES-Préparate.
In Carboxymethylstarkelosungen ist die Viskositét eine pH-abhidngige Grofle, bei hohen pH-
Werten fillt sie leicht ab.

Der kolloid-osmotische Druck einer sechsprozentigen Hydroxyethylstirkelosung sowie von
sechsprozentigen Carboxymethylstirkelosungen 17.4, 17.5, 17.8 (je ca. 300 mOsmol) wurde
gemal Abschnitt 4.7.2 gemessen. Es ergaben sich folgende KOD-Werte:

Tab. 5-17. KOD-Werte verschiedener Stirkederivatelosungen.

Substanz MS KOD (Membran 10 kDa) | KOD (Membran 20 kDa)
in mm Hg in mm Hg

CMS 17.8 0,14 40,1 25,9

CMS 174 0,41 60,0 39,8

CMS 17.5 0,75 73,4 60,9

HES 200/0,5 0,5 - 30,5

Der KOD-Wert von Human-Plasma betrigt ca. 28 mm Hg [/30)].
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5.5.3 Calciumkompatibilitit von CMS-Losungen

Die Zusammensetzung und Durchfiihrung des Testsystems zur Bestimmung der Calcium-
kompatibilitit einer aus Carboxymethylstdrke 16.16 hergestellten Losung wird ausfiihrlich in
Abschnitt 4.3.11 beschrieben. Das Prinzip beruht auf der Verdnderung der Transmission einer
CMS-Losung nach Zugabe von Calcium-Ionen. Das gemessene Ergebnis wird in der nachfol-
genden Tabelle wiedergegeben. Die Kontrolle bestand aus Carboxymethylstirke in physiolo-
gischer Kochsalzlosung. Die Testlosung wurde unmittelbar vor der photometrischen Messung

mit 0,016 mmol bzw. 0,01 mmol Calcium-Ionen inkubiert.

Tab. 5-18. Ergebnisse der Calciumkompatibilitdtsuntersuchungen von CMS-Ldsungen.

Losung Transmission bei 550 nm
Kontrolle 1 96,6 %
Test 1 96,8 %
Kontrolle 2 94,3 %
Test 2 94,0 %

Nach Zugabe der unterschiedlichen Mengen an Calcium-Ionen konnte kein signifikanter
Transmissionsunterschied gefunden werden. Dies bedeutet, dass Carboxymethylstirke in

wiassriger Losung keine schwerldslichen Komplexe mit Calcium bildet.

5.5.4 Autoklavierbestindigkeit von CMS

Es wurde die Stabilitét einer Losung aus Carboxymethylstirke 17.1 gegeniiber dem Sterilisa-
tionsprozess untersucht (s. Abschnitt 4.3.12). Aus der autoklavierten Losung wurde die Car-
boxymethylstirke durch Lyophilisation zuriickgewonnen, in D,O aufgenommen und NMR-
spektroskopisch vermessen. Der Vergleich mit zuvor analog aufgenommen Spektren ergab
keinerlei Unterschied, d.h. weder in der Lage noch in der relativen Intensitit der jeweiligen
Signale. Des Weiteren konnten keine zusitzlichen Signale detektiert werden, welche auf
Umlagerungs- oder Abbauprodukte hitten schlieBen lassen. Im Rahmen der Empfindlichkeit
von 1H-NMR—Messungen kann also von einer Stabilitit der Carboxymethylstirke gegeniiber
Sterilisationsverfahren ausgegangen werden. Zusétzlich wies die autoklavierte Losung keine
Geruchs- oder Farbveridnderung auf, der pH-Wert blieb ebenfalls konstant.

Neben der Stabilitét einer reinen Carboxmethylstirkelosung wurde Carboxymethylstarke 17.4
in einer elektrolytenbalancierten Losung gelost und mit identisch zusammengesetzten HES-
und Kontrollldsungen nach dem Autoklavieren beziiglich einer pH-Wert-Anderung und einer
Verfarbung der Losung verglichen. Die Zusammensetzung der Losungen und die Durchfiih-
rung des Priifverfahrens sind in Abschnitt 4.6.2 beschrieben. Die Ergebnisse sind in Tabelle
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5-19 zusammengefasst. Die Intensitdt der Farbung wurde nicht photometrisch verfolgt, so
dass geringere Unterschiede evtl. nicht erkannt worden sind. Durch die Untersuchung konnte
bestitigt werden, was sich bereits im Vorfeld in zahlreichen Vorversuchen und Beobachtun-
gen gezeigt hat: eine Carboxymethylstirke, die aus reduzierter Abbaustérke synthetisiert wor-
den ist, zeigt beziiglich einer Verfarbung eine extrem hohe Tolerenz gegeniiber starken pH-
und Temperaturschwankungen, dariiberhinaus treten keine Nebenreaktionen mit organischen

Anionen wie beispielsweise Malat auf.

Tab. 5-19. Ergebnisse der Stabilidtsuntersuchung von ,,elektrolytenbalancierten* Lésungen.

Losung a) | Losungb) | Losung ¢) | Losungd) | Losung e)
Stammlosung ohne Stammlosung + 6% HES | Stammldsung + 6% HES | Stammlosung + 6% CMS Stammlosung + 6%
Kolloid reduziert reduziert Glucose
Reduktionsequivalente
- 0,67 mmol/1 | 0,18 mmol/l | 0,09 mmol/l -
pH-Wert
7,45 7,14 9,19 7,74 7,29
(vor Sterilisation)
pH-Wert
7,30 6,80 8,70 7,37 6,14
(nach Sterilisation)
pH-Anderung
0,15 0,34 0,49 0,37 1,15
Farbigkeit klar, gelb-
klar, farblos | klar, farblos | klar, farblos | klar, farblos i
(nach Sterilisation) lich

Vergleichbar durchgefiihrte Studien der Firma B. Braun Medical AG mit HES-
Spezifikationen, die ein geringeres Molekulargewicht hatten, ergaben bei niedrigeren An-
fangs-pH-Werten eine deutlichere Gelbfarbung als hier beobachtet. Diese Gelbfiarbung war

erst bei einem pH-Wert um 5 vernachlissigbar.
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5.6 Enzymatischer Abbau von Carboxymethylstarken

Die enzymatische Charakterisierung der synthetisierten Carboxymethylstirken leistet eine
Information iiber den strukturellen Aufbau der Biopolymere und einen wichtigen Beitrag zur
Aufklarung des Ausscheidungsmechanismus bei einer pharmazeutischen Anwendung als
Blutvolumenersatzmittel. Die Auswertung der bei den Enzymabbauversuchen anfallenden
Daten wurde nach dem in Abschnitt 5.3 beschriebenen Verfahren vollzogen. Eine Beschrei-
bung der Wirkungsweise der verwendeten Enzyme findet man in Abschnitt 6.3.

Nachfolgend wird zunichst auf die Hydrolyseexperimente mit a-Amylase (EC 3.2.1.1) aus
Schweine-Pankreas und Human-Speichel eingegangen. AnschlieBend werden die Ergebnisse
des Abbaus durch B-Amylase (EC 3.2.1.2) aus SiiBkartoffel, Amyloglucosidase (EC 3.2.1.3)
aus Aspergillus niger und Pullulanase (EC 3.2.1.41) aus Klebsiella pneumoniae geschildert.
Des Weiteren wurde wie in Abschnitt 4.5.7 beschrieben, eine kleine Auswahl von Carboxy-
methylstiarken sowie eine kommerzielle Hydroxyethylstirke mit den bereits genannten Enzy-
men inkubiert und die nach der Dialyse im Retentat verbleibenden Fraktionen mittels NMR-

Spektroskopie charakterisiert.

5.6.1 a-Amylase-Abbau von Carboxymethylstiarken

Bei der Darstellung der Ergebnisse des a-amylolytischen Abbaus wurde zwischen Carboxy-
methylstdrken aus einstufigen Synthesen und denen aus der sequentiellen Transformation des
Eintopfverfahrens unterschieden. In diesem Abschnitt beziehen sich sdmtliche Hydrolysere-
sultate auf o-Amylase aus Schweinepankreas bei einer Enzymkonzentrationen von 0,1 U/ml
erhalten. Nur in Einzelfdllen wurden Hydrolyseraten bei einer Enzymkonzentration von 1
U/ml mit in Betracht gezogen. Bei den Carboxymethylstirken aus den einstufigen Priparatio-
nen wurde partiell abgebaute Wachsmaisstiarke 1.10 und native Wachsmaisstiarke als Edukt
verwendet. Diese beiden Substanzen dienten als Bezugspunkt fiir die relativen Enzymaktivi-
titen. In beiden Féllen waren nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden ca. 30 % der glyco-
sidischen Bindungen hydrolysiert. Abbaustirke 1.10 wurde etwas stirker umgesetzt als die
granuldire Wachsmaisstdrke. Da bei einer hoheren Amylasekonzentration von 1 U/ml nach
dem gleichen Zeitraum identische Reduktionswerte gefunden wurden, kann vom einem Errei-
chen des Endwertes ausgegangen werden. In der Abbildung 5-5 sind die Abbaukurven einer
Auswahl von Carboxymethylstirken zusammengetragen. Der Hydrolyseverlauf der nativen
Wachsmaisstirke ist nicht dargestellt, da aufgrund der hohen Anfangsviskositét eine Proben-
entnahme bei frithen Zeitpunkten nur schwer moglich war. Die Substanz 16.6 und 16.7 wur-
den in Methanol und Substanz 16.35 in Wasser aus nativer Wachsmaisstiarke synthetisiert.
Die abgebildeten CMS-Varianten 16.27, 16.28 und 16.30 wurden in DMSO aus Abbaustérke

1.10 hergestellt. Betrachtet man die Reihenfolge der Kurven von oben nach unten, so erkennt
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man, dass die Hohe des Umsatzes der Substrate in erster Linie vom molaren Substitutionsgrad

abhéngt; dies gilt ebenfalls fiir die Hohe der Anfangsgeschwindigkeiten.
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Abb. 5-5. o-Amylase-Abbau (0,1 U/ml) verschiedener Carboxymethylstirken.

Der Umfang des hydrolytischen Abbaus wird jedoch nicht alleine durch die Hohe des Sub-
stitutionsgrades bestimmt. Beispielsweise wird Substanz 16.6 trotz des wesentlich hoheren
MS-Wertes etwa gleich stark umgesetzt wie 16.27. Ebenso stellt 16.7 ein etwas besseres Sub-
strat dar als 16.28, obwohl beide Derivate den gleichen Substitutionsgrad haben. Die Abwei-
chungen vom Trend kénnen am ehesten durch die unterschiedliche Herstellungsweise der
Stiarkeether erkldrt werden. Die heterogene Synthese von 16.6 und 16.7 fiihrte aufgrund der
Reaktionsbedingungen zu einer weniger einheitlichen Verteilung der Substituenten entlang
des Polymergeriistes, so dass wahrscheinlich im Starkemolekiil Bereiche mit hoher und gerin-
ger Substituentendichte entstanden sind. Durch diese clusterartige Substitution kann der er-
hohte Enzymumsatz erklirt werden, da in den Regionen mit geringer bis keiner Substituen-
tendichte mehr glycosidische Bindungen gespalten werden konnen als bei einer zufdlligen und
gleichformigen Verteilung der Substituenten. Die entstehenden Spaltprodukte bestehen iiber-
wiegend aus hochsubstituierten, nicht mehr hydrolysierbaren Stirkefragmenten. Die Hetero-
genitdt der Substitution wurde zusétzlich durch den Einsatz granuldrer Wachsmaisstérke als
Ausgangsmaterial verstdrkt. Die Heterogenitét scheint bei Substanz 16.35 aufgrund des wiss-
rigen Reaktionssystems und des geringeren Substitutionsgrades nicht so ausgeprigt wie bei
den Substanzen 16.6 und 16.7. Der Vergleich mit der homogen synthetisierten Carboxyme-
thlystarke 16.27 ergibt eine nur um 2 % hohere Hydrolyse, dieser Unterschied kann durch den
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geringeren Substitutionsgrad und dem geringeren (C2+C3)/C6-Verhéltnis erklart werden. Der
Einfluss des (C2+C3)/C6-Verhéltnis wird nicht nur bei einem Vergleich des Abbaus von dhn-
lich hoch substituierten Carboxymethylstirken deutlich. Geméd3 dem sehr geringen Umsatz
von Substanz 16.17 sollte oberhalb eines molaren Substitutionsgrades von ca. 0,7 kein we-
sentlicher Abbau mehr stattfinden. Die Substanz 16.30 wird aber mit einem (C2+C3)/Cé6-
Verhiltnis von 0,5 sogar bei einem MS-Wert von 1,2 noch messbar hydrolysiert; die an se-
kundidren Hydroxylgruppen gebundenen Substituenten hemmen offenbar die enzymatische
Hydrolyse der glycosidischen Bindung stérker als Substituenten die sich an der primiren OH-
Gruppe befinden.

In Tabelle 5-20 sind die Hydrolysewerte und die relativen Amylaseaktivititen nach 24-
stiindiger Inkubation flir die einstufig synthetisierten Carboxymethylstirken sowie Substanz-

parameter zur Erkldrung des Hydrolyseverhaltens zusammengefasst.

Tab. 5-20. Hydrolyse verschiedener Carboxymethylstidrken nach 24-stiindiger Inkubation mit 0,1 U/ml o-

Amylase.

Substrat Ausgangsmaterial MS (C2+C3)/C6 | Hydrolyse | rel. Aktivitat
(Préparation in) in % in %
Abbaustirke 1.10 Wachsmaisstirke 0 - 333 100
Wachsmaisstirke - 0 - 30,2 100
CMS 16.27 DMSO | Abbaustirke 1.10 0,21 6,0 14,6 43,8
CMS 16.28 DMSO | Abbaustirke 1.10 0,47 5,7 4,7 14,1
CMS 16.17 i-Prop | Abbaustirke 1.10 0,71 4,1 0,1 0,3
CMS 16.30 DMSO | Abbaustirke 1.10 1,22 0,5 1,2 3,6
CMS 16.35 H20 Wachsmaisstérke 0,18 5,0 16,5 54,6
CMS 16.6 MeOH Wachsmaisstéarke 0,37 43 9,0 29,8
CMS 16.8 MeOH | Wachsmaisstirke 0,40 5,7 9,4 31,1
CMS 16.7 MeOH | Wachsmaisstirke 0,47 4,9 49 16,2

Die Carboxymethylstidrken aus dem Eintopfverfahren sind alle in einem homogenen Reakti-
onssystem aus partiell hydrolysierter Stirke synthetisiert worden. Dadurch kann das unter-
schiedliche Hydrolyseverhalten dieser Starkederivate groBtenteils auf die Hohe des Substitu-
tionsgrades und auf die Verteilung der Substitutenten innerhalb der Glucosebausteine zuriick-
gefiihrt werden. Da in zwei Fillen (17.1 und 17.2) abgebaute Wachsmaisstéirke statt abge-
bauter Kartoffelstirke als Ausgangsmaterial eingesetzt wurde, muss beim Vergleich der Hy-
drolyseraten gegebenenfalls der Einfluss des Rohstoffes bzw. der unterschiedliche Verzwei-

gungsgrad mit in Betracht gezogen werden.
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In Diagramm 5-6 sind die Abbaukurven von Carboxymethylstirken aus Abbaustirke 1.15 mit

einem Substituionsgrad bis 0,3 dargestellt.
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Abb. 5-6. a-Amylase-Abbau (0,1 U/ml) von Carboxymethylstérken aus dem Eintopfverfahren.

Die Reihenfolge der Kurven wird eindeutig durch den Substitutiongsrad des jeweiligen Stér-
keethers bestimmt. Die Abbaustdrke 1.15 scheint bei der vorliegenden Enzymkonzentration
von 0,1 U/ml nach 24 Stunden noch nicht erschopfend hydrolysiert zu sein. Parallelversuche
mit einer o-Amylasekonzentration von 1 U/ml haben aber gezeigt, dass bei allen Substraten
der Endwert nach 24-stiindiger Inkubation praktisch vollstandig erreicht worden ist. Die nur
sehr gering substitierte Carboxymethylstirke 17.7 weist bis zu einem Zeitraum von sechs
Stunden einen dhnlichen Hydrolyseverlauf wie das unsubstituierte Ausgangsmaterial auf, da-
nach ist fast schon der Endwert des Umsatzes erreicht. Die Abbaukurven von 17.8 und 17.9
liegen aufgrund des verwandten Substitutionsgrades eng beieinander. Nach 24 Stunden unter-
scheidet sich das Maf3 der Hydrolyse nur um 2 %. Die Carboxymethylstirke 17.6 ist mit ih-
rem Substitutionsgrad von 0,33 das schlechteste Substrat.

In Abb. 5-7 wurden Beispiele mit einem Substitutionsgrad tiber 0,4 ausgewdihlt. Die aufge-
fithrte Substanz 17.1 hat zwar ein vergleichbares Molekulargewicht wie die anderen Derivate,
wurde aber aus partiell abgebauter Wachsmaisstirke hergestellt und besitzt einen hoheren
Verzweigungsgrad. Zusétzlich wurden die Abbaukurven der kommerziellen Hydroxy-
ethylstirke und der daraus stammenden carboxymethylierten Modifikation (CM-HES 16.42)
aufgefiihrt.
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Abb. 5-7. o-Amylase-Abbau (0,1 U/ml) von Carboxymethylstirken aus dem Eintopfverfahren.

Die Substanz 17.4 wird trotz des gleichwertigen Substitutionsgrades und (C2+C3)/C6-
Verhiltnisses etwas besser umgesetzt als CMS 17.1. Der geringe Unterschied kann in diesem
Fall nur durch den anderen Starkerohstoff bzw. durch den hoheren Verzweigungsgrad von
17.1 erkldrt werden. Die Hydroxyethylstirke wird am stérksten hydrolysiert. Im Endwert
scheint sie, wie der Vergleich mit 17.4 darlegt, dem Hydrolysegrad einer Carboxymethylstar-
ke mit einem Substitutionsgrad von ca. 0,4 zu entsprechen. Anhand 16.42 ist zu erkennen,
dass eine geringfiigige Carboxymethylierung dieser Hydroxyethylstdrke zu einem merklichen
Einbruch im Enzymumsatz fiihrt. CMS 17.5 wird mit einem Substitutionsgrad von 0,75 iiber-
haupt nicht hydrolysiert. Die gleiche Beobachtung wurde auch bei einer Amylasekonzentrati-
on von 1 U/ml gemacht. In Tabelle 5-21 sind die Hydrolyseergebnisse fiir eine Inkubations-

dauer von 24 Stunden und einer o-Amylasekonzentration von 0,1 U/ml zusammengefasst.
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Tab. 5-21. Hydrolyse von Carboxymethylstirken aus dem Eintopfverfahren nach 24-stiindiger Inkubation mit

0,1 U/ml o-Amylase.

Substrat Ausgangsmaterial MS (C2+C3)/C6 | Hydrolyse | rel. Aktivitdt
in % in %
Abbaustirke 1.15 Kartoffelstirke 0 - 33,1 100
Abbaustirke 17.1 | Wachsmaisstirke 0 - 333 100
Abbaustirke 17.2 | Wachsmaisstirke 0 - 31,4 100
CMS 17.7 Abbaustirke 1.15 0,06 - 29,2 88,2
CMS 17.8 Abbaustérke 1.15 0,14 13,0 19,4 58,6
CMS 17.9 Abbaustirke 1.15 0,18 8,0 17,4 52,6
CMS 17.2 Abbaustirke 17.2 0,31 6,8 7,6 24,2
CMS 17.6 Abbaustérke 1.15 0,33 9,9 6,0 18,1
CMS 17.3 Abbaustirke 1.15 0,34 7,6 7,2 21,8
CMS 174 Abbaustirke 1.15 0,41 7,2 4,2 12,7
CMS 17.1 Abbaustirke 17.1 0,42 7,4 3,7 11,1
CMS 17.5 Abbaustarke 1.15 0,75 6,5 0 0
CM-HES 16.42 HES 200/0.5 0,04/0,5 - 3.8 11,4
HES 200/0.5 Wachsmaisstirke 0,5 - 4,5 13,5

Aus der Gesamtheit der Hydrolyseversuche mit o-Amylase ldsst sich folgendes Resiimee zie-
hen:
Bei vergleichbaren Substitutionsgraden werden in heterogener Phase synthetisierte Car-
boxymethylstirken stirker hydrolysiert als homogen synthetisierte (vgl. 16.35, 16.27 u.
17.9; vgl. 16.6, 16.8 u. 17.1; vgl. 16.28 mit 16.7).
Je hoher das (C2+C3)/C6-Verhiltnis, desto geringer ist der enzymatische Umsatz (vgl.
16.17,17.5 u. 16.30; vgl. 17.2, 17.6 u. 17.3).
Hydroxyethylstirke wird bei gleichem Substitutionsgrad starker umgesetzt als Carboxy-
methylstirke (vgl. 17.4, 17.1 mit HES 200/0.5 u. CM-HES 16.42).
Der zugrundeliegende Stirkerohstoff hat einen Einfluss auf den enzymatischen Abbau
(vgl. 17.4 mit 17.1).
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5.6.2 B-Amylase-Abbau von Carboxymethylstirken

Bei den Abbauversuchen mit B-Amylase wurden nur die Carboxymethylstirken aus dem
Eintopfverfahren beriicksichtigt; diese Proben (auler 17.1 und 17.2) sind aus partiell abge-
bauter Kartoffelstiarke synthetisiert worden. Im Diagramm 5-8 sind die Abbaukurven einiger
ausgewahlter Carboxymethylstirkespezies abgebildet. Im Vergleich zu den Untersuchungen
mit o-Amylase fallt der generell geringere Umsatz durch B-Amylase auf. Der Endwert der
Hydrolyse wurde bereits nach sechsstlindiger Inkubation bei einer Enzymkonzentration von 1

U/ml erreicht.
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Abb. 5-8. B-Amylase-Abbau (1 U/ml) verschiedener Carboxymethylstirken aus dem Eintopfverfahren.

Anhand der Abbaukurven von Abbaustirke 1.15 und CMS 17.7 ist zu erkennen, dass bereits
eine geringe Carboxymethylierung den Umsatz um ca. 25 % reduziert. Bei den Substanzen
17.8 und 17.9 liegt die Hydrolyse der glycosidischen Bindungen sogar um ca. 75 % unter dem
Wert fiir das native Substrat. Obwohl sich beide Proben im Substitutionsgrad unterscheiden,
sind die beiden Kurven deckungsgleich. Ein dhnliches Ergebnis wurde fiir die Carboxyme-
thylstérken 17.6 und 17.4 gefunden.

Tabelle 5-22 fasst die gemessenen Endwerte aller Abbauversuche mit 3-Amylase zusammen.
Aus ihr wird erkennbar, dass der Umsatz praktisch nur durch den molaren Substitutionsgrad
bestimmt wird. Kleinere Abweichungen ergaben sich lediglich bei den Carboxymethylstérken
aus Wachsmaisstirke (17.2 und 17.2). Die aufgefiihrte Hydroxyethylstdrke ist in dem Ausmal

threr Hydrolyse mit einer Carboxymethylstirke mit einem Substitutionsgrad von 0,4 ver-
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gleichbar. Eine geringfligige Carboxymethylierung der HES fiihrt auch hier zu einer weiteren
Verringerung des Abbaus.

Tab. 5-22. Hydrolyse von Carboxymethylstirken aus dem Eintopfverfahren nach 24-stiindiger Inkubation mit 1

U/ml B-Amylase.

Substrat Ausgangsmaterial MS Hydrolyse | relative Aktivitit
in % in %
Abbaustirke 1.15 Kartoffelstarke 0 26,5 100
Abbaustirke 17.1 Wachsmaisstirke 0 24.5 100
Abbaustirke 17.2 Wachsmaisstérke 0 23,1 100
CMS 17.7 Abbaustérke 1.15 0,06 19,9 75,1
CMS 17.8 Abbaustirke 1.15 0,14 7,0 26,4
CMS 17.9 Abbaustirke 1.15 0,18 7,2 27,2
CMS 17.2 Abbaustirke 17.2 0,31 2,6 11,3
CMS 17.6 Abbaustirke 1.15 0,33 1,4 53
CMS 17.3 Abbaustérke 1.15 0,34 1,8 6,8
CMS 174 Abbaustérke 1.15 0,41 0,9 3.4
CMS 17.1 Abbaustirke 17.1 0,42 1,7 6,9
CMS 17.5 Abbaustirke 1.15 0,75 0 0
CM-HES 16.42 HES 200/0.5 0,04/0,5 0,3 1,2
HES 200/0.5 abgeb. Wachsmaisstérke 0,5 1,0 4,1
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5.6.3 Amyloglucosidase-Abbau von Carboxymethylstirken

Mit Amyloglucosidase in einer Konzentration von 1 U/ml wurden die gleichen Carboxyme-
thylstdrken wie in Abschnitt 5.6.2 untersucht. In Relation zur Hydrolyse mit o-Amylase war
der Umsatz mit Amyloglucosidase fiir alle Substrate merklich héher. Das untenstehende Dia-

gramm 5-9 weist die Abbaukurven der gleichen Substanzen wie in Abbildung 5-8 auf.
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Abb. 5-9. Amyloglucosidase-Abbau (1 U/ml) verschiedener Carboxymethylstérken aus dem Eintopfverfahren.

Aus der Reihenfolge der Abbaukurven ist zu erkennen, dass die Hydrolyse der glycosidischen
Bindungen durch Amyloglucosidase ausschlieflich durch die Substitutionsgrade bestimmt
wird. Abweichungen, die bei a-Amylase und B-Amylase aufgrund zusétzlicher Strukturpara-
meter auftraten, sind hier nicht zu beobachten. Tabelle 5-23 bestitigt diese Annahme, die re-
lative Enzymaktivitét féllt stetig bei steigendem Substitutionsgrad. Da Amyloglucosidase so-
wohl o-1,4-glycosidische als auch o-1,6-glycosidische Verkniipfungen spalten kann, ist auch
kein merklicher Unterschied zwischen Carboxymethylstiarken aus unterschiedlichen Rohstof-
fen bzw. mit variierenden Verzweigungsgraden zu verzeichnen. Die Probe 17.5 wird trotz
ihres hohen Substitutionsgrades noch langsam abgebaut, so dass der Grenzwert der Substitu-
tion fiir eine noch mogliche enzymatische Hydrolyse hoher zu liegen scheint als bei den ande-
ren Amylasen. Die ebenfalls analysierte Hydroxyethylstirke zeigt den gleichen Umsatz wie

eine Carboxymethylstirke mit einem Substitutionsgrad um 0,4.
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Tab. 5-23. Hydrolyse von Carboxymethylstirken aus dem Eintopfverfahren nach 24-stiindiger Inkubation mit 1
U/ml Amyloglucosidase.

Substrat Ausgangsmaterial MS Hydrolyse | relative Aktivitat
in % in %
Abbaustirke 1.15 Kartoffelstarke 0 61,2 100
Abbaustirke 17.1 Wachsmaisstirke 0 61,5 100
Abbaustirke 17.2 Wachsmaisstérke 0 58,4 100
CMS 17.7 Abbaustérke 1.15 0,06 62,1 100
CMS 17.8 Abbaustirke 1.15 0,14 41,0 67,0
CMS 17.9 Abbaustérke 1.15 0,18 38,4 62,7
CMS 17.2 Abbaustéirke 17.2 0,31 17,8 30,5
CMS 17.6 Abbaustirke 1.15 0,33 16,5 26,7
CMS 17.3 Abbaustérke 1.15 0,34 16,9 27,6
CMS 174 Abbaustirke 1.15 0,41 11,9 19,4
CMS 17.1 Abbaustirke 17.1 0,42 10,8 17,6
CMS 17.5 Abbaustérke 1.15 0,75 0,8 1,3
CM-HES 16.42 HES 200/0.5 0,04/0,5 8,1 13,2
HES 200/0.5 abgeb. Wachsmaisstérke 0,5 10,5 17,1
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5.6.4 Pullulanase-Abbau von Carboxymethylstirken

Die Ergebnisse der Hydrolyseversuche mit Pullulanase sind nicht so einheitlich wie die der
anderen enzymatischen Untersuchungen. Die untere Abbildung 5-10 zeigt die Abbaukurven

einiger Carboxymethylstarken.
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Abb. 5-10. Pullulanase-Abbau (1 U/ml) verschiedener Carboxymethylstidrken aus dem Eintopfverfahren.

Aufgrund der geringen Substratkonzentration und der Spezifitit des Enzyms wurden nur ge-
ringe Reduktionsequivalente gemessen. Aus den Kurvenverldufen kann gefolgert werden,
dass nach einem Zeitraum von 24 Stunden noch nicht der Endwert der Hydrolyse erreicht ist.
Die Kurve fiir die Hydrolyse der unmodifizierten Stiarke wurde nicht dargestellt. Wie der Ta-
belle 5-24 entnommen werden kann, wurden sdmtliche unmodifizierten Stirken in einem un-
erwartet hohen Malle umgesetzt. Dieser unverhéltnismiflige Umsatz ldsst sich mit der nor-
malen Pullulanaseaktivitét nicht erkldren; moglicherweise kann es sich um eine Nebenaktivi-
tit des verwendeten Enzympriparates handeln. Eine Uberpriifung dieser Vermutung konnte
aus Ermangelung einer reinen Amylosefraktion nicht mehr rechtzeitig unternommen werden.
Denn warum dieses Phdnom nicht auch bei den gering substituierten Carboxymethylstirken
aufgetreten ist, kann mit der obigen Annahme nicht erkliart werden. Aus den genannten Griin-
den wurden in der nachfolgenden Tabelle keine relativen Enzymaktivitidten angegeben. Gene-
rell kann jedoch die Aussage getroffen werden, dass der enzymatische Umsatz mit zuneh-

mendem Substitutionsgrad stark abnimmt. Der genaue Grenzwert fiir eine Hydrolyse kann
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aber mit den bisherigen Ergebnissen nicht ermittelt werden. Hierzu miissten erneut Messun-

gen mit wesentlich héheren Substratkonzentrationen erfolgen.

Tab. 5-24. Hydrolyse von Carboxymethylstirken aus dem Eintopfverfahren nach 24-stiindiger Inkubation mit 1

U/ml Pullulanase.

Substrat Ausgangsmaterial MS Hydrolyse
in %
Abbaustirke 1.15 Kartoffelstarke 0 11,5
Abbaustirke 17.1 Wachsmaisstéirke 0 15,6
Abbaustirke 17.2 Wachsmaisstérke 0 14,3
CMS 17.7 Abbaustérke 1.15 0,06 5,4
CMS 17.8 Abbaustirke 1.15 0,14 1,4
CMS 17.9 Abbaustirke 1.15 0,18 1,6
CMS 17.2 Abbaustiarke 17.2 0,31 1,1
CMS 17.6 Abbaustirke 1.15 0,33 0,5
CMS 173 Abbaustirke 1.15 0,34 0,2
CMS 174 Abbaustirke 1.15 0,41 0,1
CMS 17.1 Abbaustirke 17.1 0,42 0,4
CMS 17.5 Abbaustirke 1.15 0,75 0,4
CM-HES 16.42 HES 200/0.5 0,04/0,5 0,4
HES 200/0.5 abgeb. Wachsmaisstérke 0,5 0,9
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5.6.5 NMR-Charakterisierung enzymatischer Abbauprodukte

Die Enzymhydrolysate der Carboxymethylstirken 17.8, 17.4 und 17.5 und der kommerziellen
Hydroxyethylstirke HES 200/0.5 wurden nach Inaktivierung des jeweiligen Enzyms von nie-
dermolekularen Hydrolyseprodukten durch Dialyse befreit und anschlieBend gefriergetrock-
net. Die so gewonnenen Fraktionen wurden durch NMR-Spektroskopie beziiglich des mola-
ren Substitutionsgrades, der partiellen Substitutionsgrade an C-2, C-3 und C-6 und des Ver-
zweigungsgrades untersucht. Diese Strukturdaten wurden mit den Werten der intakten Deri-
vate verglichen.

Die Versuche mit o-Amylase ergaben fiir die hohermolekulare enzym-behandelte Fraktion
von 17.8 einen Anstieg im molaren Substitutionsgrad, hierbei war insbesondere der Anteil der
Substitution an C-2 und C-3 erhoht. Beim mittleren Verzweigungsgrad war ebenfalls ein An-
stieg zu verzeichnen. Ein dhnlicher Trend, wenngleich weniger ausgepriagt, wurde bei 17.4
gefunden. Bei Substanz 17.5 wies die hohermolekulare Fraktion innerhalb der Fehlerbreite
keine Verdnderungen auf. Bei der Hydroxyethylstirke konnte mit der verwendeten Analy-
senmethode nur der Verzweigungsgrad untersucht werden, dieser war nach der Enzymhydro-
lyse erhoht.

Nach dem Abbau durch B-Amylase war in der héhermolekularen Fraktion der Substanz 17.8
ebenfalls der molare Substitutionsgrad durch einen gesteigerten C-2-Anteil erhoht. Bei Sub-
stanz 17.4 wurde keine Verdnderung registriert. Der Verzweigungsgrad aller Fraktionen war
leicht erhoht; da jedoch der Fehler bei hoher substituierten Starkederivaten gréBer ausfallt, ist
diesem Ergebnis nur ein geringer Stellenwert beizumessen. In der Fraktion von Substanz 17.5
wurden erhohte Substitutionsgrade gemessen, obwohl ein Abbau aufgrund der hohen Deriva-
tisierung sehr unwahrscheinlich erscheint.

Bei den Versuchen mit Pullulanase wurden bei sdmtlichen Substanzen keine wesentlichen
Verdanderungen gefunden. Die geringen Unterschiede spiegeln héchstwahrscheinlich die Feh-
lerbreite des Systems wieder.

Nach Behandlung mit Amyloglucosidase ergab sich fiir 17.8 der insgesamt hochste Anstieg
im molaren Substitutionsgrad und dem mittleren Verzweigungsgrad (VZG). In den Fraktio-

nen der anderen Derivate konnten keine signifikanten Verdnderungen festgestellt werden.
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AbschlieBend werden alle ermittelten Strukturparameter der von niedermolekularen Bruch-

stiicken befreiten Abbauprodukte in Tabelle 5-25 zusammengefasst.

Tab. 5-25. Charakterisierung der im Retentat der Dialyse befindlichen Spaltprodukte des Enzymhydrolysats.

093 084 085 HES 200/0.5
17.8 17.4 17.5

ohne Enzym MS 0,14 0,41 0,75 0,5
C2+C3 0,13 0,36 0,65 -
Co6 0,01 0,05 0,10 -
(C2+C3)/C6 13,0 7.2 6,5 ;

VZG in % 3,8 3,8 3,8 5,2
o-Amylase MS 0,20 0,41 0,73 -
0,1 U/ml C2+C3 0,18 0,37 0,65 -
C6 0,02 0,04 0,08 -
(C2+C3)/C6 9,0 9,3 8,2 ;

VZGin % 6,7 4.5 4,2 6,1
B-Amylase MS 0,18 0,41 0,87 -
1 U/ml C2+C3 0,16 0,36 0,74 -
Cé6 0,02 0,05 0,13 -
(C2+C3)/C6 8,0 7,2 5,7 -

VZGin % 43 4.4 4,7 5,3
Pullulanase MS 0,16 0,39 0,76 -
1 U/ml C2+C3 0,14 0,35 0,67 -
Co6 0,02 0,04 0,09 -
(C2+C3)/C6 7,0 8.8 7,1 ;

VZGin % 4,0 4.3 4,3 4,5
Amyloglucosidase MS 0,25 0,43 0,74 -
0,4 U/ml C2+C3 0,22 0,39 0,65 -
Cé6 0,03 0,04 0,09 -
(C2+C3)/C6 7,3 9,8 6,8 -

VZG in % 8,0 4.4 3,7 5.4
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5.7 Physiologische Charakterisierung einiger CMS-Losungen

5.7.1 Abbau von CMS in Citratblut

Es wurden von der Firma B. Braun Medical AG in Humanblut in vifro Abbaukinetiken der
Carboxymethylstirken 17.4, 17.5 und 17.8 und des Blutvolumenersatzmittels Hydroxy-
ethylstiarke gemessen (s. Abschnitt 4.7.3). Die bei den einzelnen Inkubationszeiten gemesse-

nen Molmassen sind fiir die jeweiligen Derivate in Diagramm 5-11 dargestellt.
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0
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Inkubationszeit [h]
—4— CMS 17.5 B(MS=0,75) —a— CMS17.4 B(MS=0,41)
—4— CMS 17.8 B(MS=0,14) —o— HES 200/0.5 B (MS=0,5)

Abb. 5-11. Abnahme der mittleren Molmasse (Mw) von ausgewahlten Stirkederivaten nach der Inkubation mit

Vollblut.

Die Reihenfolge der Stirkederivate beim Abbau in Blut ist identisch mit den bereits in Ab-
schnitt 5.6 beobachteten Abstufungen der Enzymhydrolyse. Die Carboxymethylstirke 17.5
mit einem Substitutionsgrad von 0,75 erfahrt keine Molmassenverdanderung. Die abnehmende
Molekulargewichtskurve der Carboxymethylstirke 17.4 mit dem Subtitutionsgrad von 0,41
gleicht der der Hydroxyethylstirke mit einem MS-Wert von 0,5. Die groflite Verringerung der
Molmasse wurde bei Substanz 17.8 gemessen. In Diagramm 5-12 sind die Abbaukurven der
selben Substanzen nach identischen Inkubationszeiten mit o-Amylase aus Humanspeichel
(0,1 U/ml) dargestellt. Auch hier konnte keine Abnahme der mittleren Molmasse bei Car-
boxymethylstirke 17.5 festgestellt werden. Ebenso weisen Carboxymethylstirke 17.4 und die

Hydroxyethylstirke einen dhnlichen Verlauf der Molekulargewichtsabnahme auf, obwohl im
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Gegensatz zum Abbau in Vollblut hier das hydroxyethylierte Derivat merklich schneller hy-
drolysiert wird.
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0 T T ‘ ‘
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Inkubationszeit [h]

—e— CMS 17.5 H (MS=0,75) —a— CMS 17.4 H (MS=0,41)

—A— CMS 17.8 H (MS=0,14) —o— HES200/0.5 H (MS=0,5)

Abb. 5-12. Abnahme der mittleren Molmasse (Mw) von ausgewdhlten Stirkederivaten nach der Inkubation mit

o-Amylase aus Humanspeichel (0,1 U/ml).

Insgesamt sollten die Carboxymethylstirken entgegen der vorliegenden Messwerte eine ver-
gleichbare Ausgangsmolmasse besitzen (0-Stunden-Wert), zumal alle Substanzen aus dem
gleichen Ausgangsmaterial synthetisiert wurden und ein Abbau der Stirke wegen der alkali-
schen Umsetzung nicht stattfinden konnte, diirften sich die urspriinglichen Molmassen nur um
dem durch die Substitution bedingten zusétzlichen Betrag unterscheiden. Eine schleichende
Enzymreaktion wihrend des Probentransportes aufgrund einer eventuell noch vorhandenen
Enzymaktivitit kann ausgeschlossen werden, da jede Probe geniigend lange bei 100 °C erhitzt
worden ist und anschliefend das denaturierte Enzym entfernt wurde. Bereits im Vorfeld der
Studie lieferten Mehrfachbestimmungen und Blindversuche von unterschiedlichen Carboxy-
methylstidrken und der dazugehdrigen Ausgangsmaterialien nicht reproduzierbare und zum
Teil wiederspriichliche Molmassen. Aus den genannten Griinden kann der Fehler nur in der
angwandten Analysenmethode bzw. den zugrundeliegenden Messparametern der Firma B.
Braun Medical AG liegen. Inwieweit die Gesamtaussage dieser Versuchsreihe dadurch be-
eintrachtigt wird, ldsst sich nur schwer abschédtzen. Die parallel dazu durchgefiihrten und von
der Molekulargewichtsbestimmung unabhédngigen Enzymversuche zeigen zumindest eine
Ubereinstimmung mit den oben beschriebenen Abbautrends. Nachfolgend werden analoge
Abbauversuche mit a-Amylase aus Schweine-Pankreas présentiert. Bis auf den stirkeren

Unterschied zwischen 17.4 und der kommerziellen Hydroxyethylstirke sind die Ergebnisse,
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angesichts der Ungenauigkeiten bei der Molmassenbestimmung, identisch mit denen der Hy-

drolyseversuche mit o-Amylase aus Humanspeichel.
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Abb. 5-13. Abnahme der mittleren Molmasse (Mw) von ausgewihlten Stirkederivaten nach der Inkubation mit

a-Amylase aus Schweine-Pankreas (0,1 U/ml).

In Tabelle 5-26 sind die Ergebnisse der drei Reihen von Abbauversuchen zusammengefasst.
Aus den Daten wird ersichtlich, dass trotz der teilweise grolen Unterschiede in den anfangli-
chen Molmassen die prozentuale Anderung nach einer achtstiindigen Inkubation in Vollblut

mit den Resultaten der Enzymhydrolysen korreliert.

Tab. 5-26. Prozentuale Mw-Abnahme ausgewdhlter Stirkederivate nach Inkubation mit Vollblut bzw. unter-

schiedlichen a-Amylasen (8-Stunden-Werte).

Mw-Abnahme nach achtstiindiger Inkubation mit (%)

Substrat MS | Citratblut o-Amylase aus | o-Amylase aus
Human-Speichel | Schweine-Pankreas

CMS 17.8 0,14 80,9 87,2 59,9

CMS 17.4 0,41 423 46,6 46,5

CMS 17.5 0,75 0,7 0 2,1

HES 200/0.5 0.5 59,4 76,0 69,2
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AbschlieBend werden die in der gleichen Versuchsreihe i{iber die Bestimmung der Reduktion-
sequivalente erhaltenen Hydrolyseraten bzw. relativen Amylaseaktivititen in den beiden fol-

genden Tabellen aufgefiihrt.

Tab. 5-27. Vergleich der Hydrolyseraten mit o-Amylase aus aus Schweine-Pankreas (0,1 U/ml, 8-Stunden-
Werte).

Substrat MS Hydrolyse | relative Aktivitit
in % in %

Abbaustérke 1.15 0 29,5 100

CMS 17.8 0,14 17,2 58,3

CMS 174 0,41 2,9 9,8

CMS 17.5 0,75 0 0

HES 200/0.5 0,5 4,4 14,0

Tab. 5-28. Vergleich der Hydrolyseraten mit o-Amylase aus Humanspeichel (0,1 U/ml, 8-Stunden-Werte).

Substrat MS Hydrolyse | relative Aktivitat
in % in %

Abbaustirke 1.15 0 29,1 100

CMS 17.8 0,14 16,8 57,7

CMS 17.4 0,41 24 8,2

CMS 17.5 0,75 0 0

HES 200/0.5 0,5 3,6 11,6
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5.7.2 Beeinflussung der Blutgerinnung durch CMS

Die in vitro Untersuchung iiber die Auswirkungen von Carboxymethylstirkeldsungen auf die
Blutgerinnung wurde in der Universititsklinik Erlangen unter der Leitung von Herrn PD Dr.
Pscheidel durchgefiihrt. Es sollte ermittelt werden, ob dieses neue Stiarkederivat im Rahmen
der Volumenersatztherapie Auswirkungen auf die Gerinnung hat und wie evtl. Verdnderungen
im Verhéltnis zur handelsiiblichen Hydroxyethylstirkelosungen zu bewerten sind. Spezielles
Interesse galt dabei der Thrombozytenfunktion.

Bei dieser Untersuchung wurden je vier- und sechsprozentige Losungen von den Carboxy-
methylstdrken 17.4, 17.6 und 17.8 mit einem Substitutionsgrad von 0,41, 0,33 und 0,14 ver-
wendet. Um unterschiedliche klinische Situationen nachahmen zu kénnen, wurden bei dieser
Studie zwei Blutverdiinnungsstufen (20 % und 40 %) eingesetzt. Neben den neuartigen Lo-
sungen aus CMS wurden noch zwei handelsiibliche Stirkelosungen aus HES sowie eine
Gruppe mit Ringerlosung miteinbezogen. Zusammen ergaben sich dadurch 18 Ansétze mit
Studienlésungen. Da die Blutentnahme bei den Probanden an zwei aufeinander folgenden
Tagen durchgefiihrt wurden, wurden zur Standardisierung an jedem Tag zusédtzlich die Gerin-
nung in einer unverdiinnten Blutprobe untersucht sowie ein Blutbild bestimmt. Es waren ins-
gesamt neun Probanden in diesem Versuchsvorhaben eingeschlossen. Mit dem Blut der je-
weiligen Probanden wurden im Verlauf dieser Studie jeweils alle Substanzen getestet.
Wihrend der Blutentnahme wurde das Blut direkt in handelsiibliche 10 ml Spritzen abge-
nommen, in denen sich zu diesem Zeitpunkt bereits die unterschiedlichen Testsubstanzen be-
fanden. Anschlieend wurden die Blut-Praparatemischungen in handelsiibliche Gerinnungs-
rohrchen umgefiillt. Fiir die jeweiligen Blutentnahmen wurden die Probanden neu punktiert,
um eine Gerinnungsaktivierung in liegenden Venenverweilkaniilen ausschlieBen zu konnen.
Nach 15 Minuten wurde standardisiert ein Thrombelastogramm mit jeweils vier verschiede-
nen Proben durchgefiihrt. Das restliche Blut wurde fiir die Untersuchungen zur Thrombo-
zytenaggregation (ADP-, Ristocetin- und Adrenalinstimuliert) sowie fiir die Untersuchung der
plasmatischen Gerinnung (Faktor VIII, TPZ, aPTT und Ristocetin CoFaktor) verwendet.

Eine Auswertung der jeweiligen Laborwerte ergab, dass die plasmatische Gerinnung nur
durch den Verdiinnungsfaktor signifikant beeintrdchtigt wurde. Eine spezifische Wirkung der
handelsiiblichen oder neuen Losungen konnte nicht gefunden werden. Zwischen den jeweili-
gen Losungen konnten keine signifikanten Unterschiede erkannt werden. Lediglich bei den
Daten der Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation und den Reaktionszeiten bzw.
Thrombusbildungszeiten des Thrombelastogramms ergaben sich bei den HES-Spezifikationen
leichte Abweichungen von der Norm. Dieser Trend wurde bei den CMS-Losungen nicht ge-
funden. Das Ergebnis muss jedoch durch zusétzliche statistische Verfahren verifiziert werden.
Zusammenfassend konnte durch die Studie von Herrn Dr. Pscheidl gezeigt werden, dass in
dem gewdéhlten in vitro Modell die Carboxymethylstirkelosungen keine grof3ere Beeintrachti-

gung der Gerinnung verursachen als die handelsiiblich verwendeten HES-Préparate.
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6 DISKUSSION

6.1 Struktur und Stabilitit der Stirkeester

Die Sterilisationsversuche der unterschiedlichen Stirkeester sollten eine Aussage liber die
Stabilitdt der Esterbindung ermdglichen bzw. Strukturinformationen fiir weitere stabile Star-
keester liefern. Die Sterilisation stellt einen unverzichtbaren Prozessschritt bei der Herstellung
von klinischen Infusionslosungen dar. Ein weiterer Punkt ist die erforderliche Langzeitstabi-
litdt der Stirkeesterlosungen fiir die notwendigen Aufbewahrungszeitraume und —bedingun-
gen. Allerdings wurden in dieser Arbeit keine Langzeitlagerungsversuche durchgefiihrt, fiir
diesbeziigliche Aussagen miissen die Ergebnisse der Sterilisationsversuche extrapoliert wer-
den.

Bei den bereits in klinischen Testphasen befindlichen Acetylstarkelosungen [/31, 132, 133]
wurden zwar zahlreiche physikochemische und enzymatische Untersuchungen publiziert
[134 - 138], die galenische Instabilitét solcher Losungen — insbesondere bei ldngerem Lager-
zeitraum - wurde in der Literatur jedoch bisher nicht erwihnt.

Es existieren andere Studien, aus denen sich Riickschliisse auf die Stabilitidt von Stirkeestern
ziehen lassen [139, 140]. In diesen Untersuchungen wurde der mikrobielle Abbau von Stér-
keestern aus einwertigen, unverzweigten Carbonsduren mit einer Kettenldnge von 2 bis 8 C-
Atomen beschrieben. Neben der Variation in der Esterkettenldnge wurden mehrere Substituti-
onsgrade pro Stirkeestertyp analysiert. Die Langzeituntersuchungen wurden durchgefiihrt, um
den biologischen Abbau der Acylstirken zu simulieren. Die Stirkeester sind aufgrund ihres
variablen Eigenschaftsprofils teilweise dazu geeignet, bestimmte petrochemische Polymere zu
ersetzen. Dabei ist ein moglichst hoher biologischer Abbau ein wichtiges Kriterium fiir die
Auswabhl des Esters. In den Untersuchungen wurde festgestellt, dass bei hoheren Estergrup-
penkettenlédnge ein geringerer anaerober Abbau stattfand. Eine Erhéhung des Substitutions-
grades zeigte den gleichen Effekt. Die biologische Umwandlung basiert auf der Zerlegbarkeit
der Starkederivate durch mikrobielle Enzyme. Die enzymatische Hydrolyse wird bei derar-
tigen Langzeitversuchen wiederum von der Stabilitdt der Esterbindung mitbeeinflusst, denn
wenn aufgrund von Verseifungen der Esterbindungen der Substitutionsgrad sinkt, steigt der
Umsatz durch abbauende Enzyme. Das bedeutet, dass die Stirkeester, die den geringsten

biologischen Abbau zeigten, zugleich die bestindigsten Esterbindungen hatten.



DISKUSSION 175

Laakso und Sjokolm beschreiben den Einfluss der Stabilitdt der Esterbindung auf die enzy-
matische Hydrolyse von Acryloylstirken [83]. Die Stiarke wurde mit Acrylsdurechlorid vere-
stert, um spéter daraus iiber Blockpolymerisation Mikropartikel fiir pharmazeutische Anwen-
dungen aufbauen zu kénnen. Es wurde unter anderem der Abbau von Acryloylstirke durch
Amyloglucosidase beschrieben, die Substitution verringerte erwartungsgemill den Grad der
Hydrolyse gegeniiber der nativen Stirke. Nach einer 8- bzw. 16-wdchigen Lagerung der
acryloylierten Starke bei pH 5,5 konnte ein erhdhter enzymatischer Abbau beobachtet werden.
Die erhohte Substrataktivitdt konnte mit der wahrend der Lagerung eintretenden Hydrolyse
der Esterbindungen erklart werden.

Will man die Stabilitdt eines bestimmten Esters in wissriger Losung verstehen, so ist eine
mechanistische Betrachtung der Hydrolyse der Esterbindung unerldsslich. Die Reaktionsge-
schwindigkeit der basenkatalysierten Hydrolyse von Acylverbindungen wird von mehreren
Faktoren bestimmt. Einen wesentlichen Einflul hat die Nucleophilie des angreifenden Rea-
gens, die Polarisierbarkeit der Carbonylgruppe sowie der Natur der Abgangsgruppe. Zu-
satzlich wird die Verseifung der Esterbindung in hohem Malle von sterischen Aspekten mit-
bestimmt. Da sich das Nucleophil — in diesem Falle Wasser bzw. ein Hydroxid-Ion — im er-
sten Schritt an das positivierte C-Atom der Carbonylgruppe anlagert, erfolgt die Reaktion um
so leichter, je besser dieses Atom von auBlen zugéinglich ist. Umgekehrt verlduft bei einer Ab-
schirmung des Carbonyl-C-Atoms durch volumindse Nachbargruppen die Substitution ent-
sprechend langsamer. Dieser Effekt konnte bei der Sterilisation der neutralen Stirkeester be-
obachtet werden. Hier war der Ester mit dem rdumlich anspruchsvollen Pivaloylrest stabiler
als die Propionylstirke, welche wiederum langsamer hydrolysiert wurde als die Acetylstirke.
Fasst man die Ergebnisse der Sterilisationsversuche dieser Arbeit zusammen, so ergibt sich

fiir die untersuchten Stirkeester folgende strukturabhéngige Stabilitdtsreihenfolge:
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Der sterische Einfluss geht, wenn auch in unterschiedlichem Male, selbstverstindlich von
allen Nachbargruppen aus. Bei den anionischen Stirkeestern wurde trotz der relativ gro3en
ramlichen Ausdehnung der Substituenten eine liberproportional hohe Instabilitdt der Acylbin-
dungen beobachtet. Die erhohte Instabilitit der Esterbindung bei Nachbargruppen mit Séure-
funktionen ldsst sich auf eine intramolekulare Katalyse zuriickfiihren. Eine derartige nukleo-
phile Katalyse tritt zum Beispiel bei Phthalsdurehalbestern von Alkoholen auf, die ziemlich
stark sauer sind (Phenyl- und Trifluorethylester), wobei die konjugierte Base der Carboxyl-
gruppe katalytisch wirkt. Auch bei den Succinyl- und Glutarylstirken wére es moglich, dass
die deprotonierte Carboxylgruppe mit ihrem negativ geladenem Sauerstoff die Esterbindung
angreift und das zunichst gebildete Anhydrid schlieBlich hydrolysiert wird. Die nachfolgende

Reaktionsgleichung illustriert diesen Mechanismus am Beispiel der Succinylstérke:

\
\O\ ) \ 7 ) MO0 St\ HOOC\/\CO c()a

Die Mitwirkung von intramolekular vorhandenen Gruppen auf die Reaktionsgeschwindigkeit
der Hydrolyse wurde ebenfalls an Derivaten der Acetylsalicylsdure eingehend untersucht
[/41]. Die Esterbindung in der Acetylsalicylsdure wird in der deprotonierten Form der Sdure
viel rascher verseift als im elektrisch neutralen Molekiil, was darauf hinweist, dass die Car-
boxylatgruppe an der Reaktion teilnimmt. Der obige Mechanismus konnte jedoch durch Iso-
topenmarkierungen ausgeschlossen werden, stattdessen verlduft diese intramolekulare Ka-
talyse der Verseifung unter Beteiligung eines Molekiils Wasser. Ubertrigt man diesen Me-
chanismus auf die Hydrolyse der Esterbindung von Succinylstirken, so ergibt sich folgender

Reaktionsablauf:

HO (’\6

©
St 00C
COOH

Welcher der beiden Reaktionsmechanismen bei den untersuchten Succinyl- bzw. Gluta-
rylstarken zutrifft wurde nicht geklart. Jedoch bleibt in beiden Fillen die katalytische Wir-

kung der in die Stirke eingefiihrten anionischen Carboxylgruppen bei der Esterspaltung unbe-
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stritten. Die nebenstehende Abbildung zeigt einen Spektren-
» ausschnitt einer dargestellten Succinylstirke. Die beiden
O\W/\Q\k/s‘ sichtbaren Signale werden von den in ihrer chemischen Um-
gebung verschiedenen Methylengruppen des Halbesters er-

zeugt.

L———— Abb. 6-1. Auschnitt eines 'H-NMR-

a0 2's AN e Spektrums einer Succinylstérke.

Bei den gesamten Untersuchungen zur Stabilitdt und Sterilisationsbestindigkeit der Stirkee-
ster kann aufgrund der pK,-Werte der zugrundeliegenden Dicarbonsduren davon ausgegangen
werden, dass bei den vorliegenden pH-Werten alle Sdaurefunktionen dissoziiert vorlagen. Bei
der Succinylstiarke 5.8 wurde die Stabilitdt der Esterbindung in Abhéngigkeit vom pH-Wert
im schwach sauren bis schwach alkalischen Bereich untersucht (sieche Abschnitt 4.3.12 und
5.2.2). Das Ergebnis zeigte, dass die Hydrolyse der Acylbindung um so ausgepragter war je
hoher der pH-Wert lag. Die Instabilitdt bei ca. 120 °C war jedoch selbst bei einem pH-Wert
von vier noch betrichtlich (40 % aller Esterbindungen). Daraus ldsst sich folgern, dass die
Aciditét der Carboxylfunktion der Nachbargruppe so hoch ist, dass selbst im schwach Sauren
noch die liberwiegende Zahl der Sdurefunktionen in ihrer Anionenform vorliegen und somit
die intramolekulare Hydrolyse, wie oben beschrieben, katalysieren konnen.

Vergleicht man nochmals die Stabilitit der anionischen Stirkeester untereinander, so hat sich
gezeigt, dass die Succinylstirken am stirksten hydrolysiert werden. Bei den substituierten
Succinylstiarken 6.1 und 7.1 wird im Falle des 2,2-Dimethylsuccinylrestes die Hydrolyse be-
schleunigt und im Falle des Dodecenylsuccinylrestes die Hydrolyse der Esterbindung ver-
langsamt. Daraus kann fiir die Succinylstirke gefolgert werden, dass sterisch weniger an-
spruchsvolle Seitenketten der Nachbargruppe eine intramolekulare Substitution eher be-
schleunigen und erst volumindsere Reste diesen Effekt verhindern. Bei der Glutarylstirke und
den beiden dimethylsubstituierten Varianten 9.1 und 10.1 konnte kein solch signifikanter
Unterschied im Hydrolyseverhalten beobachtet werden. Die hohere Esterbindungsstabilitit
des Glutarylrestes gegeniiber dem Succinylrest konnte ein Indiz fiir den Mechanismus mit
dem beteiligten Molekiil Wasser sein, da im anderen Reaktionsverlauf durch die zusitzliche

Methylengruppe des Glutarylrestes ein energetisch bevorzugter sechsgliedriger Uberganszu-
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stand durchlaufen werden wiirde, was wiederum zur Folge hétte, dass die Glutarylstirke
schneller hydrolysiert werden miisste als die Succinylstérke.

Bei der Beurteilung des Reaktionsmechanismus muss der Einfluss des Stirkemolekiils be-
dacht werden. Es wire durchaus denkbar, dass durch Wasserstoftbriickenbindungen zu dem
Starkeriickgrat bestimmte Konformationen der Nachbargruppe energetisch begiinstigt werden
und somit andere Ubergangszustinde bei der intramolekularen Katalyse favorisiert wiren.
Dass sich die Substitution bzw. die Struktur der Stirken auf die enzymatische Spaltung aus-
wirkt wurde bereits oben angedeutet. Die in dieser Arbeit synthetisierten Stirkeester wurden
alle mittels o-Amylase enzymatisch charakterisiert (siche Abschnitt 4.5.3 und 5.3). Man fin-
det dhnlich durchgefiihrte Studien in der Literatur beschrieben. Von Coma et al. wurden sehr
gering substituierte Acetylstirken aus unterschiedlichen nativen Stirkerohstoffen synthetisiert
und hinsichtlich ihres Abbaus durch o-Amylase aus Aspergillus oryzae untersucht [/42]. Der
Abbau wurde als ,,Biofragmentierung® bezeichnet und iiber ein prozentuales Verhiltnis von
freigesetzten Glucose-Equivalenten zu theoretisch moglichen Glucose-Equivalenten ausge-
driickt. Die bei der Hydrolyse entstehenden reduzierenden Zucker wurden iiber eine kolori-
metrische Methode bestimmt [ /43, /44]. Die sehr geringe Acetylierung von 0,079 % bzw. 1,2
% (DS<0,008 bzw. DS<0,012) fiihrte hier, aufgrund der durch die Substitution hervorgerufe-
nen Auflockerung der granuldren Struktur, sogar zu einem verstirkten enzymatischen Abbau.
Wootton und Chaudhry untersuchten den enzymatischen Abbau von Hydroxypropyl- und
Acetylstirke mit o-Amylase aus Schweine-Pankreas [/45]. Die Acetylstirke war mit einem
Substitutionsgrad von 0,07 relativ gering substituiert. Die Hydrolyse wurde dhnlich wie in der
vorliegenden Arbeit durch eine Farbreaktion mit 3,5-Dinitrosalicylsdure verfolgt. Es hat sich
gezeigt, dass die Substitution den enzymatischen Abbau verringerte, wobei der volumindsere
Hydroxypropylrest den stiarkeren Einfluss zeigte.

Von Heins und Kulicke et al. wurden mehrere aus partiell abgebauter Starke synthetisierte
Acetylstirken mit einem Substitutionsgrad von 0,4 bis 0,8 iiber NMR-Spektroskopie, GPC-
MALLS und enzymatische Analyse charakterisiert [/36]. Aufgrund der gedachten Anwen-
dung der Acetylstirke als Blutvolumenersatzmittel wurde diese Untersuchung im Vergleich
zur kommerziellen Hydroxyethylstdrke durchgefiihrt. Der enzymatische Abbau wurde unter
Bedingungen durchgefiihrt, welche ndherungsweise im Blut vorherrschen (Phosphat-Puffer,
pH 7,4, 37 °C, 2,5 mmol Ca*") mit einer 0-Amylasekonzentration von 0,144 U/ml. Die nach
definierten Inkubationszeiten erhaltenen Spaltprodukte wurden hinsichtlich ithrer Molmassen-
verteilung iiber GPC-MALLS charakterisiert. Die Acetyl- und Hydroxyethylstirke dhnelten
sich in ihrem Verhalten gegeniiber dem enzymatischen Abbau sehr. Es wurde gefunden, dass
der enzymatische Abbau mit steigender Substitution abnimmt. Bei der Acetyl- und Hy-
droxyethylstirke wurde beobachtet, dass eine Substitution der OH-Gruppe am C-2-Atom der
Glucoseeinheiten den enzymatischen Umsatz stirker hemmt als eine Substitution an der C-6-

Position.
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Zu den in dieser Arbeit ausfiihrlicher untersuchten Succinylstirken existieren in der Literatur
keine enzymatischen Charakterisierungsstudien unter anndhernd physiologischen Bedingun-
gen. Einen Hinweis auf eine eventuelle Verwendung als Plasmaersatz findet man bisher le-
diglich in dem breiten Schutzanspruch einer Patentschrift, welche die Verwendung von Ace-
tylstirke als Plasmaersatz favorisiert [35]. Marcazzan et al. beschreiben den enzymatischen
Abbau von unterschiedlich succinylierten Varianten aus Amylose, Amylopektin und Stirke
durch a-Amylase aus Schweine-Pankreas [/46]. In der Untersuchung wurde gezeigt, dass die
o-Amylase die Succinylstirken in Abhéngigkeit von ihrem Substitutionsgrad abbaut. Parallel
zur Farbreaktion mit 3,5-Dinitrosalicylsdure wurde die Hydrolyse von Succinylstdrke, welche
mit dem spin label 4-Amino-Tempo paramagnetisch markiert war, iiber ESR-Messungen ver-
folgt. Laut den Autoren gab es Unterschiede in diesen beiden Nachweismethoden, denn es
wurde mit der Farbreaktion keine Aktivitidt der o-Amylase an Succinylamylopektin gemes-
sen, wohl aber mit der ESR-Methode. Eine fehlende Enzymaktivitidt kann anhand der vor-
liegenden Ergebnisse dieser Arbeit nicht bestétigt werden, denn es wurden mit der identischen
kolorimetrischen Methode nachweislich Enzymaktivitit gegeniiber sehr viel hoher sub-
stituierten Succinylstdrken gemessen, welche aus partiell abgebauter Wachsmaisstiarke herge-
stellt wurden, was nahezu reinem Amylopektin entspricht. Trotzdem konnte von den Autoren
bei allen Succinylstirken eine lineare Korrelation zwischen dem Succinylgehalt der Stirke
und der o-Amylaseaktivitdt hergestellt werden. Diese Korrelation konnte, wie die nachfol-
gende Abbildung 6-2 zeigt, durch eigene Messungen an wesentlich hoher substituierten
Succinylstirken ebenfalls beobachtet werden. Der Schnittpunkt der Regressionsgraden mit
der Abszisse gibt anndhernd den Grenzsubstitutionsgrad der enzymatischen Hydrolyse an, ab
diesem Wert konnte kein enzymatischer Abbau mehr gemessen werden (siehe auch Abschnitt
5.3.2). Die Abweichungen von der linearen Regression konnen evtl. durch geringe Unter-

schiede im Substitutionsmuster der Succinylstiarken erklédrt werden.
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Abb. 6-2. Aktivitdt von o-Amylase aus Schweine-Pankreas (0,1 U/ml) gegeniiber succinylierten Starken mit

unterschiedlichen Substitutionsgraden als Substrat.
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In [146] wurde der Grenzwert der enzymatischen Hydrolyse bei wesentlich geringeren Sub-
stitutionsgraden erreicht. Jedoch muss bedacht werden, dass die Substitutionsgrade iiber eine
FTIR-Methode bestimmt wurden, welche nicht mit der Genauigkeit einer NMR-Bestimmung
vergleichbar ist. Des Weiteren wurden die Succinyl-stirken aus nativen Stirken synthetisiert,
was bedeutet, dass bei geringen Substitutionen keine vergleichbaren Wasserloslichkeiten er-
reicht werden konnten und somit die Enzymreaktionen entsprechend verlangsamt abliefen.
Neben der bereits erwdhnten Verwendung von Acetylstirke als Plasmaersatzmittel existieren
in der Literatur weitere Studien iiber injizierbare Stdrkeester, in denen die pharmazeutische
Anwendung ebenfalls mit der Stabilitdt der Esterbindung verkniipft ist. Kratzl et al. syntheti-
sierten aus loslicher Stiarke und Acetylsalicylsdurechlorid in einem Zweiphasensystem aus
wissriger KOH und wenig Chloroform eine Acetylsalicoylstirke [/47]. Der dargestellte Ester
hatte einen molaren Substitutionsgrad von 0,85. Das so erhaltene hochmolekulare Analgeti-
kum wurde an Hunden getestet. Nach einer intramuskuldren Injektion wurde der Acetylsa-
licylat-Gehalt im Blut kolorimetrisch bestimmt. Zur Kontrolle wurde ungebundene Acetylsa-
licylsdure intramuskuldr verabreicht. Parallel zur Studie in Hunden wurden vergleichende
Untersuchungen mit radioaktiv markierten Stirkederivaten in Kaninchen durchgefiihrt. In
beiden Versuchsreihen wurden lediglich 5 % der urspriinglich injizierten Menge an freier
Acetylsalicylsdure im Blut wiedergefunden. Dies wurde mit einer besonders hohen Stabilitit
der Esterbindung zwischen Acetylsalicylsdure und Stirke begriindet, welche durch physiolo-
gische Prozesse nach einem Zeitraum von 12 Stunden nicht merklich hydrolysierbar zu sein
scheint [/48].

Abschlieend bleibt festzuhalten, dass die Stabilitdt der Stirkeesterbindung bei Substituenten
mit hoher rdumlicher Ausdehnung am hdochsten ist. Die Stabilitit kann jedoch aufgrund auf-
tretender Nachbargruppeneffekte deutlich vermindert sein. Eine Unterdriickung der Nach-
bargruppeneffekte durch zusitzliche Seitenketten innerhalb der Substituenten scheint nach
bisherigen Untersuchungen nicht moglich.

Der enzyamtische Abbau der Starkederivate durch o-Amylase ist bei vergleichbaren Substi-
tutionsgraden bei kleineren Seitenketten am groBten, wobei eine vorhandene negative Ladung
eine geringfiigig hemmende Wirkung zu haben scheint. Bei einer medizinischen Anwendung
stellt der Abbau der Stirkeester durch starkespaltende Hydrolasen und insbesondere durch -
Amylase ein wichtiges Kriterium fiir die Beurteilung der physiologischen Wirkung (Volu-
menwirkdauer) bzw. der erforderlichen Metabolisierbarkeit (Elimination) dar. Substanzen, die
nicht auf enzymatischen Wege ausreichend abgebaut werden konnen, sind fiir derartige An-
wendungen ungeeignet.

Letztlich sind fiir eine Anwendung als Plasmaersatzmittel — aus physiologischen und physi-
kochemischen Griinden — nur kleinere und polare Seitenketten sinnvoll. Nach der im glinstig-

sten Falle durch den Organismus gesteuerten Hydrolyse der Esterbindung sollten diese Sub-
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stituenten moglichst verstoffwechselt werden oder zumindest nicht toxisch oder allergen sein.
Solche Bedingungen scheinen aber, mit der gleichzeitigen Anforderung nach ausreichender
galenischer Stabilitdt, nur selten erfiillbar zu sein. Dieses Dilemma wird am besten anhand der
Charakterisierungsergebnisse der Succinyl- und Glutarylstirken ersichtlich. Die Stabilitat der
Esterbindung konnte hier zwar durch die Erh6hung um ein C-Homologes signifikant gestei-
gert werden, dadurch wurde jedoch gleichzeitig der enzymatische Abbau des Polymers nahe-
zu verhindert.

Aus den oben genannten Griinden sollte bis auf weiteres ein Einsatz von Stdrkeestern als Vo-

lumersatzmittel nicht in Betracht gezogen werden.
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6.2 Beurteilung der Synthesemethoden von CMS

In den beiden folgenden Punkten werden die Ergebnisse der Carboxymethylierung von Stirke
in unterschiedlichen Ldsungsmitteln diskutiert. Dabei wird insbesondere herausgearbeitet,
inwiefern sich Unterschiede wie Stirkesorte und Vorbehandlung, Art des Losungs- und Ve-
retherungsmittels, Stochiometrie und Reaktionsfithrung auf den Substitutionsgrad und auf die
Verteilung der Substituenten (Substitutionsmuster) auswirken. Besonders wichtig scheint eine
Beurteilung des etablierten Eintopfverfahrens, da hier sdmtliche notwendigen Modifikations-
schritte zur Herstellung eines vermeintlichen Plasmaersatzstoffes aus dem Rohstoff Stirke in

einem Prozess vereint werden konnten.

6.2.1 Einfluss der Syntheseparameter auf das Substitutionsmuster

Die Carboxymethylierung von Polysacchariden und insbesondere von Cellulose und Stirke
stellt an sich eine seit langem bekannte und angewandte Derivatisierungsmethode dar. Auf-
grund des wachsenden Verstindnisses der strukturellen Beschaffenheit von Polyglucanen und
der besser erkennbaren Komplexitit der Systeme ist Forschungsbedarf noch immer vorhan-
den. Die steigende Zahl der Anwendungsgebiete von individuell angepassten Starkederivaten
und die zunehmenden Moglichkeiten zur besseren Analyse der Feinstruktur fithren zu immer
hoheren Anforderungen an die Leistungsfahigkeit und Prézision der Synthesen. Dabei miissen
fiir die wachsende Zahl an Stirkemodifikationen neue Synthesewege gefunden oder beste-
hende adaptiert und optimiert werden. Die Darstellung von monodispersen Carboxyme-
thylstarken mit einem definierten Modifikationsprofil beziiglich Molmasse, Verzweigungs-
grad und Verteilung der Substituenten ist zwar derzeit noch nicht mdglich, aber Gegenstand
aktueller und zukiinftiger Bestrebungen.

Die in der Literatur beschriebenen Carboxymethylierungsverfahren finden nahezu aus-
schlieBlich in heterogenen Reaktionssystemen statt. Hashimoto und Furukawa carboxyme-
thylierten native Stdrke in Isopropanol und Methanol. Die hdéchsten Substitutionsgrade im
Bereich von 0,3...0,4 erzielten sie in Isopropanol mit einem Wassergehalt von 10...15 %. Die
Substitutionsgrade wurden iiber Leitfahigkeitstitration ermittelt [/49]. Sloan et al. stellten
Carboxymethylstirken in einem Substitutionsbereich von 0,1 bis 0,9 aus Amylomaisstirke
mit einem Amylosegehalt von ca. 60 % in einem Slurry-Verfahren in Ethanol dar. Bei den
Synthesen wurden mit moderaten molaren Uberschiissen gute Umsetzungsraten erreicht. Die
Substitutionsgrade wurden Titration mit ermittelt. Weiterhin wurden die rheologischen Eigen-
schaften dieser kaltwasserloslichen, hoch-amylosehaltigen Carboxymethylstidrken bei unter-
schiedlichen Salzkonzentrationen untersucht [/50]. Thewlis setzte native Weizenstirke in
konzentrierter Natriumsulfatlosung mit Monochloressigsdure und Natriumhydroxid um. Das

Natriumsulfat verhinderte ein starkes Aufquellen der Starkekorner in dem wéssrigen Milieu.
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In diesem Reaktionssystem wurden Substitutionsgrade kleiner 0,1 erzielt und die Produkte
hatten eine intakte Kornerstruktur. In einer zweiten Variante erfolgte eine Derivatisierung der
Starke in Alkohol, wodurch wesentlich hohere Substitutionsgrade erreicht wurden (MS>0,5).
Die Substitutionsgrade wurden durch Titration ermittelt und die Viskositit der wéssrigen Na-
triumcarboxymethylstirke-Kleister wurden in Abhédngigkeit vom pH-Wert und Salzgehalt
gemessen [/57]. Ceh stellte eine Reihe von Carboxymethylderivaten aus Maisstiarken nach
unterschiedlichen heterogenen Verfahren dar. Hierbei wurden Methoden zur Darstellung von
CMS in wissriger Alkalilosung, in Aceton und aus Reagenzien im festen Zustand miteinander
verglichen und hinsichtlich ihrer Reaktionsdauer und Temperatur variiert. Insgesamt wurden
Substitutionsgrade in einem Bereich von 0,1 bis 0,8 erreicht, wobei die besten Reaktionsefti-
zienzen und die hochsten Substitutionsgrade in Aceton erzielt wurden. Neben der Viskositit
der Produkte wurden zwei unterschiedliche nass-chemische Bestimmungsmethoden des Sub-
stitutionsgrades diskutiert [/52]. Hebeish und Khalil et al. haben die Darstellung von Car-
boxymethylstirken unter verschiedenen Bedingungen beschrieben. Dabei wurde der Einfluss
des Fliissigkeits/Stirke-Verhéltnisses, der Reagenzienkonzentrationen, der Reaktionszeit und
der Reaktionstemperatur auf die Effizienz der Umsetzung von Reis- und Maisstirke unter-
sucht. Im Falle der Reisstiarke wurden sdmtliche Synthesen in wissriger Alkalilosung durch-
gefiihrt, wobei die besten Reaktionseffizienzen bei geringen Substitutionsgraden erreicht
wurden. Bei Maisstérke wurden als Losungs- bzw. Suspensionsmittel Isopropanol, Dimethyl-
formamid, Cyclohexan, Aceton und Methanol mit wechselnden Wassergehalten eingesetzt.
Ein Wassergehalt von 20 % erwies sich dabei groftenteils als Optimum. Die hochsten Umset-
zungen wurden in Isopropanol und die niedrigsten in reinem Wasser erzielt [/53, 154]. Ana-
loge Versuche wurden von Bhattacharyya et al. mit Mais- und Amaranthstirke durchgefiihrt.
Es wurden die gleichen Reaktionsparameter variiert, um die optimalen Reaktionsbedinungen
in den Losungsmitteln, Dimethylformamid, Cyclohexan, Ethanol, Aceton, Butanol, Methanol
und Isopropanol zu ermitteln. Es wurde darauf geachtet, bei der Substitution den granulidren
Charakter der Starken zu erhalten. Hohere Substitutionsgrade (MS>0,45) wurden jedoch nur
im gelatinisierten Zustand und nach mehrfacher Wiederholung des Carboxymethylierungs-
schrittes erreicht [/55]. Beenackers et al. flihrten umfangreiche Carboxymethylierungsversu-
che an Kartoffelstdrken durch und verglichen die Ergebnisse mit den Literaturdaten von Kha-
lil und Bhattacharyya. In der Synthesestudie wurden neben Aceton mehrere niedere Alkohole
als Losungsmittel verwendet. Die Substitutionsgrade der Carboxymethylstirken wurden nach
sdaurehydrolytischer Spaltung der Polymere durch HPLC-Analyse des Monomerengemisches
bestimmt. Der hochste in einem Carboxymethylierungsschritt erreichte Substitutionsgrad be-
trug 1,33 und wurde mit einer Reaktionseffizienz von 57 % in Isopropanol realisiert [/56].
Heinze et al. fiihrten weitere Carboxymethylierungs-Varianten durch. Neben herkdmmlichen
nativen Stirken variierender Provenienz wurden auch wachsige und amylosereiche Sorten
carboxymethyliert. Vereinzelt wurden sogar vorbehandelte Stirken (gelatinisiert oder hydro-

lysiert) bzw. Dextrine eingesetzt. Die Synthesen wurden entweder in einem gewdhnlichen
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Slurry-Verfahren in alkoholischen Medien oder in homogener Losung in DMSO durchge-
fiihrt. In den alkoholischen Suspensionen wurden je nach Stirketypus Reaktionseffizienzen
von bis zu 60 % erreicht. Die Substitutionsgrade lagen hierbei in der Regel zwischen 0,3 und
0,5. Hohere Substitutionen wurden zumeist durch wiederholte Carboxymethylierung realisiert
[157]. In DMSO wurden aufgrund der extrem hohen molaren Uberschiisse (10 bis 20-fach) an
Natriumhydroxid und Natriumchloracetat insgesamt sehr hohe Substitutionsgrade erzielt
(MS>1,1) [158]. Neben diesen Synthesearbeiten iibertrugen Heinze et al. eine Reihe von Cha-
rakterisierungsmethoden fiir Carboxymethylcellulosen erfolgreich auf die Analyse von Car-
boxymethylstirken [/17, 159, 160, 161]. Parallel zur Bestimmung von un-, mono-, di- und
trisubstiuierten Glucoseresten liber HPLC-Analyse eines sdurehydrolytischen Totalabbaus der
Starkederivate wurde die Verteilung der Substituenten innerhalb der Anhydroglucoseinheiten
gemal der von Bach Tuyet et al. [//7] entwickelten Methode NMR-spektroskopisch unter-
sucht. Die so ermittelten Substitutionsmuster wurden mit den Ergebnissen eines von Spurlin
[/62] stammenden statistischen Verfahrens, welches urspriinglich zur Berechnung der Sub-
stituentenverteilung in Cellulosederivaten gedacht war, verglichen. Volkert et al. entwickelten
ein industrielles einstufiges, heterogenes Verfahren zur Darstellung von hochsubstituierten
Carboxymethylstirken. Die aus Isopropanol erhaltenen Produkte hatten einen Substitutions-
grad von 1 bis 1,5. In der Studie wurden zahlreiche Stirkesorten carboxymethyliert und deren
physikochemischen Eigenschaften und Bioabbaubarkeiten ermittelt. Die Verteilung der Sub-
stituenten wurde iiber *C-NMR-Spektroskopie bestimmt [163].

Die literaturbekannten Synthesen wurden fast ausschlielich in heterogenen Losungsmittelsy-
stemen durchgefiihrt. Selbst die wenigen Ansétze mit granuléren Stirken in wissrigen Syste-
men sind nicht als homogen zu bezeichnen, obwohl bei einigen von ihnen wihrend der Um-
setzung aufgrund der relativ hohen Substitution eine Wasserloslichkeit der Stirken eintrat.
Einzig die beschriebenen Carboxymethylierungen in Dimethylsulfoxid fanden in homogener
Losung statt, jedoch wird in diesem Zusammenhang in der Literatur teilweise von induzierten
Phasentrennungen bzw. sich bildenden Mikroreaktionsrdumen berichtet [/58, 164]. Studien
iiber die Carboxymethylierung von partiell abgebauten Stirken in homogenen Reaktionssy-
stemen und der Analyse der dabei erzielten Substitutionsmuster findet man in der Literatur
nicht vor.

Nachfolgend werden die Ergebnisse der eigenen Carboxymethylierungen in den untersuchten
heterogenen und homogenen Reaktionssystemen diskutiert. Sofern moglich werden Verglei-
che mit Literaturdaten gezogen. Da bereits in Abschnitt 5.4 neben den erzielten Substitutions-
graden die zugehorigen Reaktionseffizienzen dargestellt wurden, wird der Schwerpunkt auf
das Substitutionsmuster der synthetisierten Carboxymethylstirken gelegt. Unter dem Begriff
Substitutionsmuster wird die Verteilung der eingefiihrten Substituenten auf die drei unter-
schiedlichen Hydroxylgruppen an C-2, C-3 und/oder C-6 der Glucosereste verstanden. Infor-
mationen iiber die Verteilung der Substituenten entlang der Ketten des polymeren Grundgerii-

stes konnen derzeit nur durch enzymatische Abbauversuche erhalten werden. Riickschliisse
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dieser Art werden in Abschnitt 5.6 und 6.3.1 gezogen. Bei der Beschreibung der Substituti-
onsmuster wird die bereits in Abschnitt 4.3.3 erlduterte Vereinfachung bei der Angabe der
partiellen Substitutionsgrade gewéhlt. Aufgrund der Analysenmethode ldsst sich der partielle
Substitutionsgrad an C-3 nur mit grofBerem Fehler einzeln bestimmen. Aus diesem Grunde
wurden die beiden partiellen Substitutionsgrade von C-2 und C-3 gemeinsam bestimmt und in
einem Wert zusammengefasst. Wo eine getrennte Betrachtung beider Werte vonnoten war,
wurde der Anteil der C-3-Substitution halbquantitativ abgeschétzt. Die Genauigkeit dieser
Abschétzung war bei allen nachfolgenden Betrachtungen ausreichend. Um zu zeigen, dass der
Anteil der C-3-Substitution an der Summe der beiden partiellen Substitutionsgrade (C2+C3)
stets gering war, d.h. nicht iiber 10...20 %, werden im Anhang exemplarisch einige Werte
angegeben. Diese Werte sind auf Kosten der C-2-Substitution eher noch zu hoch. Das Pro-
blem der Fehlerbehaftung der iiber NMR-Methoden bestimmten partiellen Substitutionsgrade
an C-3 wird in der Literatur verschwiegen; die dortigen numerischen Angaben einer C-3-
Substitution sind ebenfalls nur von halbquantitativer Giite [//7, 159]. Genauere und dhnlich
schnelle Analysenverfahren wie die NMR-spektroskopische Bestimmung des Substitutions-
musters existieren nicht. Als einzige Alternative wire eine aufwendige Untersuchung iiber
GLC zu nennen, in der zunédchst die Carboxymethylstirken oder —cellulosen zu den entspre-
chenden Hydroxethylverbindungen reduziert, anschlieBend total hydrolysiert, die Monomer-
bausteine mit Borhydrid reduziert und schlieBlich peracetyliert werden miissen; erst dann er-
folgt die gaschromatographische Analyse des komplexen Gemisches [/65].

Bei der Synthese von Hydroxyethylstirken ist bekannt, dass durch eine Variation der molaren
Verhiltnisse von Stirke, Base und Veretherungsmittel unterschiedliche Substitutionsmuster
bzw. C2/C6-Verhiltnisse in einem Bereich von etwa 0,5 bis 12 erreichbar sind [30]. Inwiefern
eine gleichartige Anderung der molaren Verhiltnisse eine Steuerung des Substitutionsmusters
bei der Synthese von Carboxymethylstiarken ermoglicht, ist bisher noch nicht untersucht wor-
den. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass aufgrund der unterschiedlichen Reaktionsmechanis-
men die Erfahrungswerte bzw. die etablierten molaren Verhéltnisse der HES-Synthese nicht

auf die Carboxymethylierung iibertragbar sind.

Substitutionsmuster in Methanol

Die in Methanol synthetisierten Carboxymethylstirkevarianten hatten einen Substitutionsgrad
von 0,13 bis 0,70. Uber diesen gesamten Bereich lag der Anteil der C-2-Substitution durch-
schnittlich bei ca. 70 %, ca. 15...20 % entfielen auf die partielle Substitution an C-6 und die
iibrigen 10...15 % entsprechend auf die Substitution an C-3. Die Reaktivitétsreihenfolge ist
demzufolge fiir alle methanolischen Ansdtze mit C2>C6>C3 anzugeben. Die relative Einheit-
lichkeit des Substitutionsmusters iiber alle erzielten Substitutionsgrade wird durch Diagramm
6-3 illustriert. Hier sind die Ansétze nach steigenden MS-Werten sortiert. Die jeweilige Bal-
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kenh6he reprédsentiert den gesamten Substitutionsgrad und die Unterteilung der einzelnen
Balken gibt den partiellen Substitutionsgrad an C-6 (oben) bzw. an C2+C3 (unten) wieder.
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Abb. 6-3. Substitutionsmuster der in Methanol synthetisierten Carboxymethylstirken.

Bildet man aus den partiellen Substitutionsgraden der einzelnen Substanzen den Quotienten
(MS(C2+C3)/MS(C6)), so erhdlt man einen entsprechenden Eindruck liber das Ausmal} der
jeweiligen Regioselektivititen (siche Abschnitt 4.3.3). Dieses Verhéltnis lag fiir die obigen
Ansitze im Bereich von 3,3 bis 5,7. Das Hochste wurde bei Carboxymethylstirke 16.8 und
das Niedrigste bei 16.1 gefunden. Obwohl die Hydroxylgruppe an C-2 bevorzugt substituiert
wird, sind die erreichten Regioselektivititen nicht iiberragend. Es wurde in Abschnitt 5.4.1
beschrieben, dass die Ansdtze in Methanol aufgrund der nur schlecht moglichen Reaktions-
fiihrung — wenn auch nahezu ausschlieBlich native Stirken eingesetzt wurden — keine repro-
duzierbaren Ergebnisse lieferte. Bei der Analyse des Substituentenverteilung wird diese man-
gelnde Reproduzierbarkeit ebenfalls deutlich, die Ansdtze 16.1, 16.3, 16.6 und 16.7 haben
trotz ihrer nahezu identischen molaren AnsatzgroBen keine iibereinstimmenden Substituti-
onsmuster. Die Verhéltnisse der partiellen Substitutionsgrade schwanken hier zwischen 3,3
und 5,2. In der Literatur wird von Heinze et al. hingegen von einer hohen Reproduzierbarkeit

bei der Carboxymethylierung von Kartoffelstirke in Methanol berichtet [C79].
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Substitutionsmuster in Ethanol

Bei den Synthesen in Ethanol wurde sowohl Abbaustérken als auch native Wachsmaisstiarken
eingesetzt und Substitutionsgrade zwischen 0,22 und 1,18 erzielt. Aus Abbildung 6-4 wird
ersichtlich, dass die Carboxymethylstirken aus Ethanol bei dhnlichen molaren Verhéltnissen

einen hoheren C-6-Anteil am Substitutionsmuster haben als die Derivate aus Methanol.
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Abb. 6-4. Substitutionsmuster der in Ethanol synthetisierten Carboxymethylstirken.

Der C-3-Anteil am Substitutionsgrad lag bei allen Carboxymethylstirken aus Ethanol bei ca.
10 %, der C-6-Anteil schwankte zwischen 20 und 35 % und der C-2-Anteil zwischen 55 und
70 %. Daher ergab sich fiir alle Ansitze folgende Reaktivititsabstufung der Anhydroglucose-
hydroxylgruppen: C2>C6>C3. Die (C2+C3)/C6-Verhiltnisse lagen insgesamt zwischen 1,9
und 4,5, wobei Ansatz 16.13 das hochste und Ansatz 16.10 das niedrigste Verhiltnis hervor-
brachte. Vergleicht man in der obigen Abbildung die Ansitze 16.9, 16.10 und 16.12 mitein-
ander so ist kein gravierender Unterschied erkennbar. Insbesondere 16.10 und 16.12 weisen
den gleichen Substitutionsgrad und das gleiche Substitutionsmuster auf. Da 16.10 aus Abbau-
stiarke 1.1 synthetisiert wurde und 16.12 aus nativer Wachsmaisstirke, kann davon ausgegan-
gen werden, dass bei den Umsetzungen in Ethanol die Natur bzw. Uberstruktur der Stirke
(granular oder weitgehend amorph) keinen wesentlichen Einfluss auf die Verteilung der Sub-
stituenten innerhalb der Monomerbausteine zu haben scheint. Bei den Ansétzen 16.13 und
16.14 wurden trotz der hohen Substitutionsgrade keine vergleichsweise erhohten C-6-Anteile
gemessen, und das obwohl zusétzlich gegeniiber den anderen Synthesen hohere Alkalimengen

eingesetzt wurden.
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Substitutionsmuster in Isopropanol

Die Umsetzungen in Isopropanol wurden ausschlieBlich mit partiell abgebauten Stirken
durchgefiihrt. Die Substitutionsgrade der dabei erhaltenen Carboxymethylstirken lagen zwi-
schen 0,50 und 1,49. Diagramm 6-5 zeigt, dass die Synthesen in Isopropanol insgesamt zu
einer heterogeneren Verteilung der Substituenten fiihrten als bisher, d.h. es wurde neben der
Reaktivititsreihenfolge C2>C6>C3 die Abstufung C6>C2>C3 gefunden.
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Abb. 6-5. Substitutionsmuster der in Isopropanol synthetisierten Carboxymethylstarken.

Der Anteil der partiellen Substitution an C-Atom 6 lag insgesamt zwischen ca. 45 und 20 %,
der an C-3 zwischen ca. 9 und 12 % und der an C-2 schlieBlich zwischen ca. 45 und 70 %. Fiir
die (C2+C3)/C6-Verhiltnisse ergaben sich Werte zwischen 1,2 und 4,4. Relativ hohe Regio-
selektivitdten beziiglich einer Substitution an C-2 wurden, wie die Anséitze 16.17 und 16.22
belegen, fiir 4quimolare Verhéltnisse von Stirke, Natriumhydroxid und Natriumchloracetat
gefunden. Eine Ausnahme bildet hierbei Ansatz 16.16, indem trotz hoherer molarer Zugaben
an Chloressigsdure und Natriumhydroxid das grofite (C2+C3)/C6-Verhéltnis erreicht wurde.
Obwohl die molaren Verhiltnisse mit denen von 16.18 vergleichbar waren, wurde nur ein
wesentlich geringerer Substitutionsgrad erreicht. Am einheitlichen Substitutionsmusters von
Carboxymethylstirke 16.17 und 16.22 ist zu erkennen, dass eine Reduktion des Ausgangs-
materials vor der Veretherung keinen Einfluss auf die Regioselektivitdt der Carboxymethylie-
rung hat. Bei den Ansitzen 16.22, 16.18, 16.19 und 16.20 fiihrten die kontinuierlichen Anhe-
bungen der molaren Mengen von Chloressigsdure und Natriumhydroxid nicht nur zu erhdhten
Substitutionsgraden, sondern auch zu verringerten (C2+C3)/C6-Verhiltnissen. Die stetige

Abnahme dieses Verhiltnisses von 4,2 auf 1,9 ist einerseits auf die steigenden Substitutions-
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grade zuriickzufiihren, denn durch eine fortschreitende Blockierung der reaktiveren OH-
Gruppe an C-2 miissen weitere Substituenten zunehmend die Position an C-6 angreifen. An-
dererseits hat die zunehmende Alkalimenge (von dquimolar bis zum vierfachen Uberschuss)
eine Steigerung der relativen Reaktivitdt der Hydroxylgruppe an C-6 zur Folge, da nun die
gegeniiber der Hydroxylgruppe an C-2 geringere Aciditit durch den Uberschuss an Natrium-
hydroxid kompensiert werden kann. Diese Annahme wird durch einen Vergleich der beiden
Substanzen 16.18 und 16.21 bestitigt, hier fiihrte eine Verdoppelung der Basenzugabe bei
Ansatz 16.21 gegeniiber 16.18 zu einer Gleichstellung der Reaktivititen der priméren und
sekundidren OH-Gruppen.

In der Literatur findet man Untersuchungen iiber die Substitutionsmuster von Carboxyme-
thylstirken, welche aus nativen Stérken in Isopropanol hergestellt wurden. Fiir hohe Substitu-
tionsgrade (d.h. MS von 1,0 und 1,5) wurden (C2+C3)/C6-Verhiltnisse in Héhe von 2,1 ge-
funden [/17, 166]. Fiir mittlere Substitutionsgrade im Bereich von 0,33 bis 0,45 wurden Ver-
héltnisse von 4,8 bis 6,5 beschrieben [/58].

Substitutionsmuster in Aceton

In Aceton wurden nur wenige Carboxymethylierungen durchgefiihrt. Nahezu allen Ansétzen,
mit Ausnahme von 16.23, lagen native Stirken als Ausgangsmaterial zugrunde. Es wurden
Substitutionsgrade in Hohe von 0,11 bis 0,55 erreicht. Nur drei der in Aceton synthetisierten

Carboxymethylstirken wurden hinsichtlich ihres Substitutionsmusters analysiert (Abb. 6-6).
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Der Anteil der partiellen Substitution an C-3 lag im Durchschnitt unter 10 %, der an C-6 zwi-
schen 27 und 15 % und an C-2 zwischen 60 und 75 %. Damit ergeben sich fiir die Synthesen
in Aceton dhnlich hohe C-2-Regioselektivititen wie fiir die Umsetzungen in Methanol. Fiir
den gesamten Substitutionsbereich gilt die Reaktivitdtsreihenfolge C2>C6>C3. Bei Ansatz
16.26 wurden gegeniiber Ansatz 16.25 geringfiligig die zugegebenen Mengen an Natriumhy-
droxid und Monochloressigsdure erhoht, wodurch sich bei gleicher Reaktionseffizienz das
(C2+C3)/C6-Verhiltnis von 5,4 auf 4,5 erniedrigte. Bei Ansatz 16.23 wurde aufgrund der

schlechten Reaktionskontrolle nicht nur eine minimale Reaktionseffizienz erreicht, sondern
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auch das geringste (C2+C3)/C6-Verhiltnis in Hohe von 2,7 gemessen. Allerdings kann die
Abweichung im Substitutionsmuster bei solch geringen Substitutionsgraden in der Messunge-

nauigkeit der Bestimmungsmethode begriindet liegen.

Substitutionsmuster in Dimethylsulfoxid

In DMSO wurden aus Abbaustirken carboxymethylierte Produkte mit einem Substitutions-
grad von 0,21 bis 1,22 erhalten. Neben der C2>C6>C3 Reihenfolge wurde hier auch die Re-
aktivitdtsabstufung C6>C2>C3 gefunden. In Abbildung 6-7 ist der Anteil der jeweiligen par-

tiellen Substitutionsgrade am Gesamtsubstitutionsgrad dargestellt.
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Abb. 6-7. Substitutionsmuster der in DMSO synthetisierten Carboxymethylstarken.

Der partielle Substitutionsgrad an C-2 lag zwischen 25 und 80 % des gesamten Substitutions-
grades, der auf die Substitution an C-3 entfallende Anteil lag zwischen 7 und 12 % und der
Anteil an C-6 zwischen 12 und 68 %. Die (C2+C3)/C6-Verhéltnisse lagen zwischen 0,47 und
7,3; bei Ansatz 16.33 wurde wie unten erldutert sogar ein Verhiltnis von 30,7 erreicht. Die
Carboxymethylstirken 16.27 und 16.32 belegen aufgrund ihres identischen Substitutionsgra-
des und —musters erneut, dass eine Reduktion der terminalen Aldehydfunktionen der partiell
abgebauten Stirken keinen Einfluss auf die Reaktivitit der Hydroxylgruppen hat. Bei der Re-
aktion 16.32 wurde reduzierte Abbaustdrke unter den gleichen Reaktionsbedingungen wie bei
16.27 eingesetzt. Von Ansatz 16.28 zu 16.30 und von Ansatz 16.29 zu 16.31 wurden jeweils
nur die molaren Mengen an Natriumchloracetat erhoht, die restlichen Parameter blieben kon-
stant. Die Erhohung der Natriumchloracetat-Zugabe fiihrte in beiden Fillen zu einem héheren

Gesamtsubstitutionsgrad und zu einem stark verringertem (C2+C3)/C6-Verhiltnis.



DISKUSSION 191

Insgesamt weisen die Produkte aus DMSO in ihrem Substitutionsmuster die grof3te Heteroge-
nitdt auf. Zum einen konnten bei geringen und mittleren Substitutionsgraden hohe Regiose-
lektivitdten beziiglich einer Substitution an C-2 erreicht werden, andererseits waren aber ins-
besondere bei hohen Substitutionsgraden durch eine Variation der molaren Verhiltnisse der
Ausgangsmaterialien umgekehrte Regioselektivititen moglich. Die ungewdhnlich hohe parti-
elle Substitution an C-6 wurde bereits bei der Carboxymethylierung nativer Stirken mit sehr

hohen molaren Uberschiissen an Natriumhydroxid und Natriumchloracetat beobachtet [158].

Die in dem obigen Diagramm enthaltene Carboxymethylstirke 16.33 stellt einen Sonderfall
dar, da hier das vorliegende Substitutionsmuster durch Tritylierung der primiren Hydroxyl-
gruppe am C-6-Atom erzwungen wurde. Ein solcher Syntheseweg ist notwendig, wenn das
erhaltene Produkt eine duflerst hohe Regioselektivitit aufweisen soll, welche durch normale
Synthesevariationen in diesem Mal3e nicht realisierbar ist. Eine 6-O-Tritylierung von Polysac-
chariden ist eine seit langem bekannte Methode zum Blockieren bzw. Schiitzen von priméren
OH-Gruppen [167, 168]. 6-O-Tritylstiarke ist in DMSO 16slich und kann weiter umgesetzt
werden. Auf diese Weise wurde 6-O-Tritylstirke in DMSO mit Natriumchloracetat unter Zu-
gabe von Natriumhydroxid erfolgreich umgesetzt. Die so erhaltene 2,3-O-Carboxymethyl-6-
O-tritylstarke wurde bei der Probenvorbereitung fiir die NMR-spektroskopische Charakteri-
sierung detrityliert und das Substitutionsmuster beziiglich des Carboxymethylrestes in aufge-
klart. Fir prdparative Zwecke ldsst sich ohne nennenswerten Abbau des Polysaccharid-
Grundgeriistes die Tritylgruppe durch saure Hydrolyse in kaltem Methanol oder Ethanol ent-
fernen [/58]. In neueren Arbeiten wurden Tritylierungen von Stirke mit Monoethoxytripe-
nylmethylchlorid sowohl in N,N-Dimethylacetamid/Lithiumchlorid als auch in DMSO durch-
gefiihrt. Das 6-O-geschiitzte Produkt wurde anschlieBend in DMSO carboxymethyliert [/69].
Derart substituierte Stirkederivate konnen als Referenzsubstanzen zur Entwicklung neuer
Analysemethoden dienen oder als pharmazeutische BezugsgroBen fiir Struktur-Wirkungs-
Beziehungen bendtigt werden. Eine iiber dem Umweg der Schutzgruppentechnik gefiihrte
industrielle Produktion von O-2-carboxymethylierter Stirke scheint nicht besonders vorteil-
haft, zumal wie unten gezeigt eine bereits ausreichend hohe O-2-Selektivitit in wéssriger Lo-
sung dank des in dieser Arbeit etablierten Eintopfverfahrens mit einem geringerem Synthese-

aufwand maglich ist.

Substitutionsmuster in Wasser

In Wasser wurden nach den Umsetzungen Substitutionsgrade von 0,18 bis 1,44 erreicht, der-
art hohe Substitutionen wurden in wéssrigen Systemen mit nur einem Carboxymethylierungs-
schritt bisher noch nicht realisiert. Als Ausgangsmaterial kam bis auf Ansatz 16.35 partiell
abgebaute Wachsmaisstirke zum Einsatz. Bei allen Reaktionen wurde die Reaktivitétsreihen-
folge C2>C6>C3 gefunden. Die Abbildung 6-8 zeigt die Verteilung der Substituenten mit

steigendem Substitutionsgrad.
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Abb. 6-8. Substitutionsmuster der in Wasser synthetisierten Carboxymethylstérken.

Insgesamt wurden (C2+C3)/C6-Verhiltnisse in einem Bereich von 2,1 bis 5,6 erzielt. Bei den
hoher substituierten carboxymethylstirken (MS>1) wurden trotz unterschiedlicher molarer
Verhiltnisse nahezu gleiche Verteilungsmuster gefunden, eine {iberproportionale Steigerung
der Chloressigsdure-Zugabe von Ansatz 16.38 zu 16.39 hatte weder eine Erhéhung des Sub-
stitutionsgrades noch einen Anstieg des C-6-Anteils zur Folge. Die hochsten partiellen Sub-
stitutionen an C-2 wurden bei Ansatz 16.35, 16.41 und 16.36 gefunden. Hier wurden groB-
tenteils auf Anhydroglucose bezogene dquimolare Mengen an Natriumchloracetat und Natri-
umhydroxid eingesetzt.

Das Substitutionsmuster der Carboxymethylstirken aus dem in Abschnitt 4.4.12 beschriebe-
nen Eintopfverfahren wird im folgenden Abschnitt 6.2.2 ausfiihrlich beschrieben.

Aus den gesamten Substitutionsmustern lassen sich Riickschliisse auf die unterschiedlichen
Reaktivititen der sekundédren und primiren Hydroxylgruppen des Stérkegeriistes ziehen. Die
nachfolgende Tabelle gibt einen zusammenfassenden Uberblick iiber die Reaktivititsabstu-
fungen der unterschiedlichen Hydroxylgruppen der Anhydroglucoseinheiten gegeniiber einer

Carboxymethylierung in den verschiedenen Supensions- bzw. Losungsmitteln.
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Tab. 6-1. Reaktivitdtsreihenfolge der unterschiedlichen Stirkehydroxylgruppen in den untersuchten Losungs-

mitteln.

Losungs- bzw. Reaktionssystem | Reaktivitdtsabstufung der OH- Bereiche von
Suspensionsmittel Gruppen an C2,C3 und C6 | MS(C2+C3)/MS(C6)
Methanol heterogen C2>C6>C3 3,3..5,7
Ethanol heterogen C2>C6>C3 1,9...4,5
Isopropanol C2>C6>C3

heterogen 1,2..4.4
C2>C6>C3
Aceton heterogen C2>C6>C3 2,7..5,4
DMSO C2>C6>C3
homogen
. C2>C6=C3 0,47...7,3
(inkl. Schutzgrup-
. C2>C3>>C6 (30,7)
pentechnik)
C6>C2>C3
Wasser heterogen/homogen C2>C6>C3 2,1..5,6
Wasser homogen C2>C6>C3 65.13.0
(Eintopfverfahren) C2>C62=C3 T

Die in der Tabelle enthaltenen Reaktivititsabstufungen weisen nahezu in allen Reaktionssy-
stemen die gleiche Reihenfolge auf. In den tiberwiegenden Féllen ist die Reaktivitit der OH-
Gruppe an C-2 am hdochsten, danach folgt meist die OH-Gruppe an C-6 und schlielich die
OH-Gruppe an C-3. In den Reaktionssystemen DMSO und Wasser wurde vereinzelt beob-
achtet, dass kein signifkanter Reaktivitdtsunterschied zwischen den Hydroxylfunktionen an C-
3 und C-6 bestand. Wie bereits oben erwihnt, wurde in DMSO sogar in einem Fall eine Um-
kehrung der vorherrschenden Regioselektivitidten beobachtet. Im gleichen Reaktionssystem
konnte liber Schutzgruppentechnik eine Carboxymethylierung der OH-Gruppe an C-6 verhin-
dert werden. In Isopropanol wurde in einem Ansatz eine Gleichverteilung zwischen den Sub-
stituenten an C-2 und C-6 erreicht. Um die aufgefiihrten Reaktivititsreihenfolgen untereinan-
der vergleichen zu konnen, miissen die Verhéltnisse der partiellen Substitutionsgrade be-
trachtet werden. Dies kann im Einzelnen unter Zuhilfenahme der obigen Balkendiagramme
oder der tabellarischen Zusammenstellung im Anhang geschehen. Die Tabelle 6-1 gibt durch
die Angabe der minimal und maximal erreichten (C2+C3)/C6-Verhéltnisse einen Gesamtein-
druck tiber die Bandbreite und Hohe der erreichten Regioselektivititen. Es ist, wie in Ab-
schnitt 6.2.2 ausfiihrlich erldutert, bereits zu erkennen, dass im Eintopfverfahren die hochsten
C-2-Regioselektivititen mit einer relativ schmalen Streuung liber einen groferen Substituti-
onsbereich erzielt werden konnten.

Bei der obigen Diskussion der Reaktivititen wurde auBer Acht gelassen, dass die primére

OH-Gruppe am C-6-Atom aufgrund der verzweigten Struktur des Amylopektins nicht mit der
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gleichen Haufigkeit wie die Hydroxylgruppen an C-2 und C-3 fiir Umsetzungen zur Verfii-
gung steht. Da aber keine relativen Geschwindigkeitskonstanten ermittelt wurden, ist diese
Tatsache nur in wenigen Fillen zu berticksichtigen, d.h. eine geringfiigige Korrektur in Hohe
von 4...5 % fallt mitunter nur beim Vergleich der partiellen Substitutionsgrade an C-3 und C-
6 ins Gewicht.

Die erhohte Reaktivitidt der sekundidren gegeniiber den primidren Hydroxylgruppen bei der
Substitution von Stirken wird mehrfach in der Literatur beschrieben. Im Regelfall wurden
diese Beobachtungen zur Regioselektivitdt bei der Funktionalisierung von nativen Stirken
gemacht. In einigen Arbeiten findet man das Substitutionsmuster von heterogen synthetisier-
ten, nativen Carboxymethylstidrken beschrieben. Hier wurden insgesamt die gleichen Reihen-
folgen der relativen Reaktivititen der Hydroxylgruppen beobachtet wie in den heterogenen
Synthesen dieser Arbeit, wobei die erreichten Regioselektivitdten beziiglich einer Substitution
an C-2-Atom teilweise geringer waren [/17, 157, 166]. Bei Synthesen in DMSO wurde aller-
dings bei hohen Substitutionsgraden eine vorherrschende Reaktivitit der OH-Gruppe an C-6
beschrieben wurde [/58]. Neben der Charakterisierung von Carboxymethylstdrken wurden
zahlreiche Analysen der Substitutionsmuster anderer carboxymethylierter Polyglucane publi-
ziert. Bei der Aufklarung der partiellen Substitutionsgrade bediente man sich dort groBtenteils
der *C-NMR-Spektroskopie. Es wurde bei Carboxymethylcellulose iiber breite Substituti-
onsbereiche hinweg nahezu ausschlieBlich die Reaktivitdtsreihenfolge C2>C6>C3 gefunden
[170, 171]. Teilweise wurden zusitzlich unter Zuhilfenahme statistischer Modelle relative
Geschwindigkeitskonstanten der unterschiedlichen Hydroxylgruppen bestimmt [/72, 173].
Bei hohen Substitutionsgraden wurden in manchen Féllen andere Reaktivititsreihenfolgen
beobachtet [174, 175, 176]. Bei Carboxymethylpullulanen war aufgrund des andersartigen
Aufbaus aus 1,6-verkniipften Maltotrioseeinheiten eine Einbeziehung der relativen Haufig-
keiten der freien Hydroxlygruppen notig, unter dieser Gewichtung wurde gefunden, dass die
Reaktivitit der OH-Gruppen gegeniiber einer Veretherung gemédll der Reihenfolge
C2>C4>C6>C3 abnahm [/77]. Die gefundenen Reihenfolgen von relativen Reaktivitdten der
Carboxymethylierungsreaktion von Polyglucanen stimmen mit denen von anderen Vere-
therungsreaktionen gréftenteils iiberein. Beispielsweise wurde bei der Analyse des Substituti-
onsmusters von Hydroxypropylstirken iiber 'H-NMR und GLC-MS gefunden, dass sowohl in
heterogenen als auch in homogenen Reaktionssystemen die Reihenfolge der relativen Reakti-
vititen C2>C3>C6 betrdgt [178, 179]. Die gleichen Reihenfolgen wurden bei kationischen
Starken (O-(2-hydroxy-3-trimethylammoniumpropyl)ether) und Methylstirken beschrieben
[180, 181]. Hingegen wurde bei den als Plasmaersatzmitteln geeigneten Hydroxyethylstarken
eine geringfligig verschiedene Reaktivititsabstufung C2>C6>C3 ermittelt [//9, 182].

Warum in basischen Veretherungen die sekundire OH-Gruppe an C-Atom 2 reaktiver ist als
die primdre OH-Gruppe an C-6 ist noch nicht vollstindig verstanden. Eine wahrscheinliche
Ursache wire die hohere Aciditdt der Hydroxylgruppe an C-2 aufgrund der Ndhe zum anome-

ren Zentrum. Dieses Argument wird unterstiitzt durch die steigende Regioselektivitit der C-2-
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Substitution bei einer Verringerung der Basenzugabe. Auf dieser Basis ldsst sich auch gleich-
zeitig die erhohte Regioselektivitit bei Oxiran-Additions-Reaktionen gegeniiber Williamson
Veretherungen erkldren, denn bei der Addition eines Oxirans bedarf es nur katalytischer
Mengen an Base. Zusitzlich scheinen stereoelektronische Effekte einen Einfluss zu haben, da
das eben beschricbene Verhalten in o-verkniipften Polyglucanen ausgepragter ist als in [3-
verkniipfter Cellulose [/79].

Insgesamt scheint das grundsdtzliche Verteilungsmuster der Substituenten innerhalb der An-
hydroglucoseeinheiten in erster Ndherung unabhédngig davon zu sein, ob die Reaktion homo-
gener oder heterogener Natur war. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass bei parti-
ell abgebauten Stérken zumindest die Kontinuitit der Regioselektivitit sowie das Ausmal3 der
C-2-Substitution durch die Reaktionsfiihrung bzw. der Art der Reaktion beeinflu3bar ist. Un-
umstritten ist der Einflul} der molaren Verhiltnisse auf das Substitutionsmuster, durch eine
geschickte Wahl der Parameter kann hier in einem gewissen Malle die Verteilung der Substi-
tuenten gesteuert werden. Wie in Abschnitt 6.3 und 6.2.2 erldutert wird, spielen das Lo-
sungsmittel und die Art der Reaktionsfithrung (ob homogen oder heterogen) eine entschei-
dende Rolle fiir die Verteilung der Substituenten entlang des polymeren Grundgeriistes. Dabei
ist neben der Provenienz der Stirke die Art und die Dauer der Vorbehandlung von entschei-
dender Bedeutung. Die im Zuge der Carboxymethylierung fortschreitende Substitution beein-
flusst ebenso den weiteren Verlauf und die Position der nachfolgenden Substituenten. Inwie-
fern sich die Temperatur und die Reaktionsdauer auf die Verteilung der Substituenten auswir-

ken, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht.

6.2.2 Vorteile des etablierten Eintopfverfahrens

Zur Erreichung der erforderlichen physikochemischen und pharmakologischen Eigenschaften
eines auf Stirke basierenden Plasmaersatzstoffes miissen vielfiltige Modifizierungen der
Starke durchgefiihrt werden. Zundchst muss die Stirke in moglichst einheitlicher Form einem
niedrigen mittlerem Molekulargewicht in einem Bereich von ca. 70000 bis 200000 g/mol an-
gepasst werden. Nach einer eventuellen Verdnderung des Verzweigungsgrades erfolgt eine
Reduktion der reduzierenden Enden, um die ansonsten spiter ablaufenden Nebenreaktionen
im Alkalischen zu unterbinden. SchlieBlich soll die derartig vorbehandelte Stirke je nach
Verwendungszweck bzw. erwiinschter physiologischer Funktion entsprechend carboxyme-
thyliert werden. Der dadurch erreichte molare Substitutionsgrad liegt vorzugsweise in einem
Bereich von 0,05...0,5; zusétzlich ist ein hohes C2/C6-Verhiltnis zu erreichen. Hierzu wurde
ein Verfahren entwickelt, welches vorteilhafterweise eine sequentielle Durchfithrung samtli-
cher Modifikationsschritte ohne Isolierung der Zwischenprodukte in einem Reaktor ermog-
licht. Unter dem Gesichtspunkt der klinischen Anwendung des Produkts werden die einzelnen

Verfahrensschritte nachfolgend im Vergleich zum bisherigen Stand der Technik erortert.
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Hydrolyseschritt

In dieser Arbeit wurden nahezu alle Carboxymethylierungen mit partiell abgebauten Starken
durchgefiihrt. Aufgrund der anwendungsbezogenen Anforderung stellt die Molekularge-
wichtsanpassung eine wesentliche Voraussetzung fiir die nachfolgenden Syntheseschritte dar.
Es galt zu iiberpriifen, inwieweit durch die Hydrolyse der zugrundeliegenden Stirke die Re-
aktionsfithrung und die Reaktivitdt bei den weiteren Umsetzungen sowie das spitere Substi-
tutionsmuster beeinflusst werden. Der Einheitlichkeit wegen wurde bei den meisten Umset-
zungen im Eintopfverfahren bereits teilhydrolysierte Stirke einer groBeren Charge eingesetzt,
die daraus synthetisierten Carboxymethylstdrken unterschieden sich somit nur noch in dem
Mal der Funktionalisierung. Dadurch wurde eine Korrelation zwischen den jeweiligen Sub-
stitutionsgraden und den Ergebnissen der physikochemischen und pharmakologischen Unter-
suchungen ermoglicht. War ein geringfiigiger Unterschied im mittleren Molekulargewicht
zweier Ansitze fiir die spdteren Charakterisierungen unwichtig, so wurde die Hydrolyse der
jeweils eingesetzten Stirke als erster Schritt des Eintopfverfahrens in einem speziell angefer-
tigten Reaktor durchgefiihrt. Die Hydrolysen verliefen problemlos mit jeder eingesetzten
Starkesorte. Die einzelnen Ansédtze unterschieden sich jedoch teilweise im Temperaturverlauf,
der Hydrolysedauer und der eingesetzten Stirke- und Sduremengen.

Ein hydrolytischer Abbau der glycosidischen Bindungen wird in der Regel sdure- oder en-
zymkatalysiert durchgefiihrt. Bei der Herstellung von Hydroxyethylstirken als Blutvolu-
menersatzmittel werden zur notwendigen Molekulargewichtsanpassung beide Verfahren in
der Patentliteratur beschrieben [7, /83]. Dabei ist vornehmlich auf eine mdglichst enge Mole-
kulargewichtsverteilung bzw. geringe Polydispersitit zu achten, d.h. es sind insbesondere die
hoch- und niedermolekularen Fraktionen zu eliminieren bzw. zu minimieren. Im Zusammen-
hang mit Hydroxyethylstirke besteht der Verdacht, dass solche hochmolekularen und zusétz-
lich iiberdurchschnittlich hoch substituierten Fraktionen fiir zahlreiche Nebenwirkungen ver-
antwortlich sind [7]. Es muss aber eingerdumt werden, dass die genaue Art der fiir die man-
nigfaltigen Nebenreaktionen verantwortlichen HES-Fraktionen aus dem polydispersem HES-
Gemisch noch nicht bekannt ist [/6].

Heutzutage hat sich bei der Herstellung von Plasmaersatzmitteln die chemische, saure Hy-
drolyse durchgesetzt. Ublicherweise wird hierbei, um die Viskositit des Ansatzes zu senken,
zunichst die eingesetzte native Stirke in einem Slurry-Verfahren unterhalb der Verkleiste-
rungstemperatur mit Sdure vorbehandelt. Anschlieend erfolgt die Hydroxyethylierung dieser
diinnkochenden Stirke und erst dann wird die endgiiltige Molekulargewichtseinstellung sowie
die Aufarbeitung des Produktes durchgefiihrt [29]. Die fiir klinische Produkte gebrduchlichere
Saurehydrolyse wird nicht nur aus prozesstechnischen Griinden favorisiert. Zusétzlich besteht
der Verdacht, dass durch eine urspriingliche enzymatische Hydrolyse des Ausgangsmaterials
mit biotechnischen o-Amylasen die fiir die korpereigenen o-Amylasen wichtigen ,,Soll-
Bruchstellen des Stdrkederivates bereits gespalten werden, wodurch eine Eliminierung des

Plasmaersatzmittels verzogert bzw. erschwert wird. Letztlich soll diese Art der Molekularge-
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wichtsanpassung somit zu vermehrten Speicherphdnomenen im Organismus fithren. Eindeuti-
ge experimentelle Befunde bzw. klinische Untersuchungen beziiglich dieses Phdnomens exi-
stieren jedoch nicht.

Bei der Sdurehydrolyse werden bevorzugt Mineralsduren eingesetzt, wobei Salzsdure die
hochsten Hydrolyseraten erzielt [ /84]. Liegen die Starkemolekiile erst aufgrund eines gewis-
sen Hydrolysegrades und einer bestimmten Temperatur nahezu isoliert in wéssriger Losung
vor, so sollte die sdurekatalytische Spaltung der glycosidischen Bindung iiberwiegend zufillig
verlaufen. In Hydrolysestudien an Amylose und Amylopektin wurde aber eine geringfiigig
hohere Saurestabilitdt der 1,6-glycosidischen Bindung gefunden [42]. Diese Tatsache konnte
durch eigene Messungen an den partiell hydrolysierten Stirken bestitigt werden, wie in Ab-
schnitt 4.4.2 und 6.4 ersichtlich nahm der Verzweigungsgrad der Stirken mit abnehmenden
Molekulargewicht leicht zu.

In der Literatur werden auch weniger konventionelle Verfahren zum Abbau von Stérken be-
schrieben. Es existieren beispielsweise Verfahren zum Ultraschall-Abbau von Stirken oder
iiber einen Abbau durch Hochdruckhomogenisation, welche beide zu engen Molekularge-
wichtsverteilungen flihren sollen [/85, 186]. Des Weiteren wird ein sog. ,,Semi-dry*-
Verfahren beschrieben, in welchem die Stirke in einem Mikrowellenreaktor mit Salzsdure
bespriiht wird und auf diese Weise mit minimiertem Energie- und Wassereinsatz hydrolysiert
wird [187].

Da in der vorliegenden Arbeit das gewiinschte Produkt zunédchst aufgrund moglichst hoher
Glykogenverwandtschaft einen hohen Verzweigungsgrad aufweisen sollte, wird auf die Opti-
on der Stirkeentzweigung durch entsprechende Enzyme (sieche Abschnitt 4.4.12) im Folgen-
den nicht ndher eingegangen. Nach den durchgefiihrten Hydrolysen wurde der jeweilige An-
satz neutralisiert bzw. ein pH-Wert zwischen 8 und 9 eingestellt. Danach konnte wahlweise
bei der noch vorherrschenden Temperatur (60 °C) oder nach dem Abkiihlen auf Raumtempe-

ratur mit der Reduktion begonnen werden.

Reduktionsschritt

Generell kann eine Reduktion der terminalen Aldehyd-Funktionen in Polysacchariden durch
eine Reihe von Reagenzien wie Natriumborhydrid, Schwefelwasserstoff, Blausdure, etc. er-
moglicht werden [188, 189]. Dies kann beispielsweise geschehen, um das Molekulargewicht
zu bestimmen, um das Polymer gegeniiber einem alkalischen Abbau zu stabilisieren oder um
beispielsweise reduktive Kupplungen mit anderen Reaganzien durchzufiihren.

Bei einer Reihe von Umwandlungen der Cellulose ist eine zuvorige Reaktivitétssteigerung
bzw. Strukturdnderung durch eine langanhaltende Alkalisierung vonndten. Hierbei wurde
neben der Verfarbung ein allméhlicher Abbau der Alkali-Cellulose beobachtet [/90]. Dieser
iiberwiegend bei hoheren Temperaturen (ca. 100 °C) stattfindende Abbau beginnt am reduzie-
renden Ende der Cellulose-Molekiile. Hierbei kommt es durch eine Reihe von Umlagerungen

zu einer schrittweisen Abspaltung von Monomereinheiten, welche wiederum weiter zu unter-
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schiedlichen Carbonsduren fragmentieren [/9/]. Da diese sog. Peeling-Reaktion vom reduzie-
renden Kettenende fortschreitet, kann man sie unterbinden, wenn man die endstédndigen Alde-
hydgruppen zum Alkohol reduziert oder aber z. B. durch Polysulfid zur Aldonsdure aufoxi-
diert. Ein der Cellulose dhnliches Verhalten ist im alkalischen Millieu auch bei anderen Poly-
glucanen einschlieflich Stirke zu beobachten. Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Syn-
thesen wurden zwar weder besonders hohe Temperaturen noch lange Alkalisierungszeitraume
eingehalten, die als Nebenreaktion zu bezeichnenden Verfiarbungen gingen jedoch eindeutig
von den reduzierenden Enden der Stirkemolekiile aus. Ein Indiz dafiir war die vorzeitig ein-
tretende und intensivere Verfarbung von partiell abgebauten Stirken gegeniiber den nativen
Starken in gleich konzentrierten alkalischen Losungen. Der Beweis erfolgte schlieBlich durch
die Entfernung der reduzierenden Enden durch eine Reduktion mit Natriumborhydrid. Die
Abwesenheit der terminalen Aldehydfunktionen konnte durch kolorimetrische und NMR-
spektroskopische Messungen bestitigt werden. Bereits bei den Synthesen in Isopropanol und
DMSO sowie in den einstufigen Reaktionen in wéssriger Losung konnte exemplarisch gezeigt
werden, dass bei der Verwendung von derartig reduzierter Abbaustirke keine Verfarbungen
mehr bei den alkalischen Umsetzungen zu beobachten waren. Ferner konnte in Abschnitt 5.4
und 5.6 belegt werden, dass die Stirke nach der Reduktion hinsichtlich ihrer Reaktivitit ge-
geniiber Derivatisierungen und ihrem Verhalten gegeniiber einem enzymatischen Abbau keine
Unterschiede zu unbehandelter Stirke zeigte. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde der Redukti-
onsschritt stets bei allen Carboxymethylierungen im Eintopfverfahren der partiellen Hydroly-
se nachgeschaltet. Durch die Reduktion der terminalen Aldehydfunktionen konnte eine Reihe
wesentlicher Verbesserungen erreicht werden. Da keine Reinigungsschritte zur Entfarbung
des Stiarkederivates mehr ndtig waren, wurde die Aufarbeitung wesentlich vereinfacht und
dadurch weniger arbeits- und kostenintensiv. Das bei der Reduktion entstandene Natriumborat
konnte restlos durch Dialyse entfernt werden. Bedingt durch die gewihlte Reihenfolge Hy-
drolyse, Reduktion und Carboxymethylierung wiesen die so dargestellten Carboxyme-
thylstiarken keinerlei reduzierende Enden mehr auf und waren demzufolge mit einer hohen
Stabilitdt gegeniiber hohen Alkalikonzentrationen gekennzeichnet. Es konnte gezeigt werden,
dass Losungen aus solchen Carboxymethylstirken bei physiologischem pH und angepasstem
Elektrolytenprofil selbst nach dem Autoklavieren und ldngerer Lagerung keine Gelbfarbung
entwickelten.

In der Literatur wird der alkalische Abbau von Stirken und die damit im Zusammenhang ste-
hende Verfarbung nur unzureichend erwihnt. Ceh [/92] beobachtete bei der alkalischen Car-
boxymethylierung von nativen Stirken eine Abnahme der Molmassen bei zunehmender Re-
aktionsdauer. Das Problem der Verfarbung wird einzig in der Patentliteratur {iber stirkeba-
sierte Plasmaersatzmittel beschrieben. Als Losungsvorschlige fiir die Entfarbung nach der
alkalischen Veretherung werden hier zumeist aufwendigere Aufarbeitungsverfahren wie Ak-
tivkohle- und Ionenaustauscherbehandlungen sowie mehrfache Ultrafiltration aufgefiihrt [26,

27, 28, 193]. In wenigen Féllen wird die Verwendung von Natriumborhydrid bei der Darstel-
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lung von Stdrkederivaten fiir den klinischen Einsatz beschrieben. Dort wurden jedoch ledig-
lich unbehandelte, native Stirken oder diinnkochende Stirken vor einer alkalischen Hy-
droxyethylierung mit NaBH4 reduziert. Bei der Herstellung von Plasmaersatzmitteln wird eine
derart erhaltene Roh-HES entsprechend ihrem Verwendungszweck sdurehydrolytisch einem
bestimmten Molekulargewicht angepasst und anschlieBend aufgearbeit. Im spiteren Produkt
sind schlieBlich wieder vermehrt reduzierende Enden vorhanden, was zur Folge hat, dass die
derzeitigen kommerziellen HES-Losungen eine gewisse pH-Sensibilitidt aufweisen. Um die
ansonsten bei der Sterilisation auftretenden Verfarbungen zu unterbinden, weisen die auf dem
Markt befindlichen HES-Losungen einen schwach sauren pH-Wert (6,0...6,5) auf. Das Pha-
nomen der Verfarbung ist insbesondere bei niedermolekularen HES-Spezifikationen zu beob-
achten und scheint bei Vorhandensein von metabolisierbaren Anionen (wie z.B. Malat) in sog.
elektrolytenbalancierten Losungen sogar verstirkt aufzutreten, was teilweise zu einer noch
unphysiologischeren pH-Wert-Einstellung solcher Produkte fiihrte. Diese systemimmanenten
Nachteile der herkdmmlichen Herstellungsverfahren konnen durch die in dieser Arbeit ent-
wickelte Vorgehensweise beseitigt werden. Durch die Sequenz des neuen Herstellungsverfah-
ren konnte sichergestellt werden, dass das am Ende resultierende Stirkederivat, wie bereits
oben beschrieben, eine aullerordentliche pH-Kompatibilitit aufweist.

Die Reduktion erfolgte in der Regel iiber Nacht, um sicherzustellen, dass sdmtliche Alde-
hydfunktionen reduziert sind und tiberschiissiges Borhydrid zersetzt worden ist. Die fiir die
Reduktion notwendige Borhydridmenge stieg teilweise bei einer Konzentrationsdnderung der
Abbaustédrke von 10 auf 30 % (w/v) aufgrund der Viskosititserhdhung und der dadurch be-
dingten schlechteren Durchmischbarkeit {iberproportional an. Fiir die nachfolgende Funktio-
nalisierung wurde der Ansatz nach erfolgter Reduktion mit Natriumhydroxid versetzt. Hierbei
wurde bereits durch die Alkalisierung aus den mitunter noch schwach getriibten Losungen
zumeist ein klarer, homogener Ansatz. Dank der Reduktion kénnen zur Aktivierung der Stér-
kehydroxylgruppen beliebig lange Alkalisierungszeitraume gewédhlt werden. In der Regel

betrug die Dauer einer solchen Vorbehandlung mit Natriumhydroxid ca. eine Stunde.

Carboxymethylierung

Die Ergebnisse der Carboxymethylierungsversuche wurden bereits diskutiert und mit den in
der Literatur beschriebenen Verfahren verglichen. Im Folgenden soll erweiternd verdeutlicht
werden, dass die im Eintopfverfahren durchgefiihrten Carboxymethylierungen aufgrund der
optimierten Prozessfiihrung hinsichtlich Reaktionseffizienz und Regioselektivitit wesentliche
Verbesserungen gegeniiber den herkdmmlichen Herstellungsweisen darstellen.

Der Veretherung lag zunichst eine Losung aus einer partiell abgebauten, reduzierten und al-
kalisierten Stirke zugrunde. Zu dieser in der Reaktivitdt gesteigerten kolloidalen, z.T. noch
opaleszierenden Stirke-Losung wurde bei vorzugsweise 60 °C unter Durchmischung eine

entsprechende Menge an Natriumchloracetat gegeben. Der Ansatz wurde flir vier bis sechs
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Stunden geriihrt. Schlielich wurde die Carboxymethylierung durch Neutralisation der alkali-
schen, klaren Losung auf einen pH-Wert von 7,4 beendet.

In Abschnitt 5.4.2 wurde bereits erwéhnt, dass bei einem GrofBteil der sequentiellen Ansitze
eine unreine Charge einer partiell abgebauten Kartoffelstirke verwendet werden musste, wo-
durch sich Schwierigkeiten bzw. Ungenauigkeiten bei der Angabe der stochiometrischen Ver-
hiltnisse ergaben. In Abschnitt 4.4.2 wurde erldutert, dass ein Aliquot dieser verunreinigten
Rohabbaustérke dialysiert und lyophilisiert wurde. Dadurch, dass neben den Salzen und der
Restfeuchte auch niedermolekulare Starkefragmente entfernt wurden, konnte der urspriingli-
che Starkegehalt bzw. die Gesamtzahl potentiell zur Verfiigung stehender Hydroxylgruppen
nicht mehr rekonstruiert werden. Verldssliche numerische Angaben konnen lediglich bei Um-
setzungen 17.1 und 17.2 gemacht werden, hier wurden verglichen mit den {ibrigen Carboxy-
methylierungen und den Literaturwerten die hochsten Reaktionseffizienzen von ca. 70 % und
sehr gute Substanzausbeuten von bis zu 80 % (nach allen Verfahrensschritten) erzielt. Trotz
der Einschrinkung bei den iibrigen Ansédtzen kann insgesamt eine Aussage liber die Abhén-
gigkeit der molaren Substitution von den zugrundeliegenden Molarititen getroffen werden.
Abbildung 6-9 stellt die im Eintopfverfahren erreichten Substitutionsgrade in eine solche Be-

ziehung.
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Abb. 6-9. Substitutionsgrad in Abhéngigkeit vom molaren Verhéltnis (Synthesen in Wasser, Eintopfverfahren).

Es wird ersichtlich, dass ein linearer Zusammenhang zwischen den dargestellten Grof3en be-
steht. Die geringen Abweichungen von der linearen Regression lassen sich auf die teilweise
unterschiedlichen Reaktionszeiten der einzelnen Ansitze zuriickfiihren. Es wird jedoch deut-
lich, dass bei genauer Kenntnis der molaren Verhiltnisse mit einer erstellten Eichreihe ein
prizises Erreichen eines zuvor definierten Substitutionsgrades moglich sein sollte. Hinsicht-

lich einer zukiinftigen Validierung des Verfahrens muss betont werden, dass eine entspre-
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chende Eichgerade sowohl fiir jedes Ansatzvolumen und jede Stirkesorte als auch fiir die un-
terschiedlichen Molekulargewichte (oder zumindest gewisse Molekulargewichtsbereiche)
ermittelt werden muss. Vorherige Synthesereihen mit unterschiedlichen Stirken dienen ledig-
lich als Anhaltspunkt fiir eine entsprechende Dimensionierung des geplanten Ansatzes. Er-
ginzend zu den Carboxymethylierungen im Eintopfverfahren geben die einstufigen Synthesen
in wissriger Losung einen guten Hinweis iiber den weiteren Verlauf der obigen Kurve. Hier
wurden wegen der groBeren molaren Uberschiisse wesentlich hohere Substitutionsgrade er-
reicht. In Abbildung 6-10 wurde eine identische Auftragung der Syntheseparameter und
-ergebnisse gewdhlt. Obwohl hier die Ansdtze mit Wachsmaisstirke statt Kartoffelstirke
durchgefiihrt wurden und die ReaktionsmalBstibe wesentlich kleiner waren, lassen sich gewis-

se Gemeinsamkeiten erkennen.
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Abb. 6-10. Substitutionsgrad in Abhéngigkeit vom molaren Verhéltnis (Synthesen in Wasser).

Unter den gegebenen Synthesebedingungen scheint ein Sattigungsverhalten zu existieren, in
der bei den einstufigen Reaktionen in wissriger Losung der maximal erreichbare Substituti-
onsgrad bei ca. 1,5 liegt. Der Anfangsverlauf des Graphen gleicht dem linearen Verlauf in
Abb. 6-9.

Bei den gesamten Diagrammen dieser Art muss beriicksichtigt werden, dass die jeweilige
Alkalimenge in dem auf der Abszisse dargestellten molaren Verhiltnissen nicht enthalten ist.
Dies bedeutet jedoch nicht, dass ein Einfluss der Natriumhydroxidkonzentration vernachlis-
sigbar ist. Dass sich die Alkalimenge auf die Reaktionseffizienz auswirkt wurde bereits in
Abschnitt 5.4 erklédrt und in 6.2.1 konnte gezeigt werden, dass sich durch eine Variation des
Verhiltnisses von Monochloressigsdure und Natriumhydroxid in einem gewissen Rahmen das

Substitutionsmuster steuern ldsst. Die isolierte Betrachtung ist aber dennoch zuldssig, da bei
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den Synthesen groBtenteils konstante Verhiltnisse von 1:1 zwischen Chloressigsdure und Na-
triumhydroxid vorlagen.

Obwohl bereits in Abschnitt 6.2.1 ausfiihrlich die Carboxymethylierungsversuche diskutiert
wurden, wird ein Teil der Resulate zur besseren Gegeniiberstellung mit dem Eintopfverfahren
an dieser Stelle dargelegt. Es wurden gleichartige Diagramme von den Ergebnissen der Syn-
thesen in den organischen Losungsmitteln angefertigt, dort wurden jedoch groftenteils we-
sentlich hohere Molarititen eingesetzt, so dass ein direkter Vergleich einiger Bemerkungen
bedarf. Bei den Korrelationen der Syntheseparameter ergaben sich in den meisten Losungs-
mitteln nur uneinheitliche Zusammenhinge. Die auffilligen ,,Ausreier* in solchen Auftra-
gungen basierten auf der mangelhaften Reaktionskontrolle, welche wiederum aus dem ungiin-
stigen Zusammenspiel zwischen Abbaustirke, Wassergehalt und Suspensionsmittel resultier-
te. Neben diesen starken Abweichungen vom Trend endeten alle Kurven in einem Sattigungs-
bereich, welcher generell bei Substitutionsgraden von unter 50 % des theoretisch Moglichen
lag. Unter den heterogenen Synthesen wurden die einheitlichsten Ergebnisse in Isopropanol
erreicht. Es ergab sich nach obigem Auftragungsmuster ein nahezu linearer Anfangsverlauf
der Trendlinie mit einer allméhlichen Abflachung bei hohen molaren Verhéltnissen (Sétti-

gungsbereich). Bei der nachfolgenden Darstellung wurden Ausreiller nicht berticksichtigt.
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Abb. 6-11. Substitutionsgrad in Abhéngigkeit vom molaren Verhiltnis (Synthesen in Isopropanol).

Abbildung 6-11 ist dem der einstufigen Synthesen in wiassriger Losung sehr dhnlich. Der ma-
ximale Substitutionsgrad liegt wahrscheinlich bei einem vergleichbaren Chloressigsiu-
re/Stirke-Verhiltnis. Da in dem System Isopropanol aber so gut wie keine Synthesen mit ge-
ringen molaren Verhéltnissen (< 1) durchgefiihrt wurden, ist der lineare Anfangsverlauf nicht

abgesichert.
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Abschlieend bleibt zu bemerken, dass eine im Slurry-Verfahren durchgefiihrte Carboxyme-
thylierung partiell hydrolysierter Stirken keine einheitliche Reaktionskontrolle zuldsst und
keine reproduzierbaren Ergebnisse liefert. Ein Einsatz von nativen Stirken fiir den Vere-
therungsschritt wiirde zwar die Steuerung des Slurry-Verfahrens erleichtern, letztlich aber
aufgrund der Morphologie der Stdrkegranula verstirkt zu Regionen fiihren, in denen eine
iiberproportionale Kumulation von Substituenten vorherrscht. Diese hochsubstituierten Berei-
che wiirden nach der Molekulargewichtsanpassung grofBtenteils konserviert bleiben und somit
schlieBlich zu einem polydisperserem System fiihren. Aus pharmazeutischer Sicht gilt es eine
derart uneinheitliche Substitution in jedem Fall zu vermeiden, denn aufgrund fehlender Eli-
minationsmechanismen solcher hochsubstituierten Spezies sind schiddliche Speicherphdnome
vorprogrammiert. Dies ist der Hauptgrund, warum die Molekulargewichtsanpassung vor der
Veretherung erfolgen sollte. Zusétzlich bleibt die Option einer weiteren Derivatisierung, ein-
schlieBlich einer eventuellen Veresterung, erhalten.

Die Vorteile des Eintopfverfahrens liegen nicht nur in der einheitlichen und reproduzierbaren
Reaktionsfiihrung. Vielmehr war bei der Analyse der Substitutionsmuster, eine bemerkens-
wert homogene Verteilung der Substituenten zu beobachten. Diese {iber einen breiten Substi-
tutionsbereich erhaltene Regioselektivitdt war bei keinem anderen Losunsgmittel bzw. Syn-

theseverfahren méglich. Das Balkendiagramm 6-12 zeigt die erreichten Substitutionsmuster.

0,80 0 C2+C3 O C6

0,70+

0,60+

0,50+

MS 0,40 0,08 0,05,

0,30+ O

0,20+

036 037
030 030
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17.7 17.8 179 1710 172 17.6 17.3 174 17.1 17.5
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Abb. 6-12. Substitutionsmuster der Carboxymethylstirken aus wéssriger Losung (Eintopfverfahren).

Es ist deutlich zu erkennen, dass nahezu unabhéngig vom Substitutionsgrad der iiberwiegende

teil der Substituenten an der OH-Gruppe am C2-Atom lokalisiert ist. Es entfallen im Dur-



204 DISKUSSION

schnitt ca. 85...90 % der gesamten molaren Substitution auf diesen partiellen Anteil. Der recht
hohe C6-Anteil der Carboxymethylstiarke 17.7 resultiert aus der Ungenauigkeit der Bestim-
mung des partiellen Substitutionsgrades an dieser Position. Wie aus den Tabellen des Anhan-
ges ersichtlich liegen die (C2+C3)/C6-Verhiltnisse der Substanzen zwischen 7 und 13, ledig-
lich bei Substanz 17.7 und 17.5 wurden geringere Werte ermittelt. In keinem anderen Synthe-
severfahren wurden derart hohe Verhiltnisse gemessen. Der Vergleich zu den einstufigen
kleineren Ansédtzen in Wasser zeigt, dass die Reaktionsfiihrung und die der Carboxymethylie-
rung vorgeschalteten Syntheseschritte einen grofen Einfluss auf die Regioselektivitit haben,
denn dort wurden bei vergleichbaren Substitutionsgraden nur (C2+C3)/C6-Verhiltnisse von
ca. 5 beobachtet. In den organischen Losungsmitteln fielen diese Verhiltnisse groftenteils
noch geringer aus. Aus pharmakologischer Sicht ist die im Eintopfverfahren erreichte Regio-
selektivitit duBBerst wiinschenswert, da ein iiberwiegender C2-Substitutionsanteil die effektiv-
ste Verzogerung eines o-amylolytischen Abbaus darzustellen scheint; eine erhohte Co6-
Substitution wiirde zur Dauer der Volumenwirksamkeit einen wesentlich geringeren Beitrag
leisten und evtl. zusétzlichen Ballast fiir den Organismus bedeuten. Diese Annahme konnte
wie Abschnitt 6.3.1 zeigt, durch enzymatische Abbauversuche an unterschiedlich substituier-
ten Carboxymethylstirken bereits in vitro belegt werden. Einen endgiiltigen Beweis wiirden
pharmakokinetische Studien mit unterschiedlich regioselektiv veretherten Carboxyme-
thylstiarken in vivo liefern. Mit dem etablierten mehrstufigen Verfahren steht jedenfalls ein
Instrument zur Verfiigung, welches es erlaubt, durch gezielte Substitution eine definierte

pharmakologische Wirksamkeit zu erreichen.

Aufarbeitung und Isolierung

Ein wesentlicher Vorteil des Eintopfverfahrens besteht auch in dem nahtlosen Ubergang von
der Synthese zum Aufarbeitungsprozess. Am Ende des letzten Reaktionsschrittes liegt eine
neutralisierte wéssrige Losung vor, aus welcher durch Dialyse oder Ultrafiltration die Salze
und niedermolekularen Bestandteile beseitigt werden. Mit dieser Aufreinigungstechnik sind
samtliche auftretenden Verunreinigungen restlos entfernbar. Nach dem Erreichen des ge-
wiinschten Reinheitsgrades kann die Carboxymethylstiarke durch Lyophilisation oder Spriih-
trocknung in Form eines reinweillen Pulvers gewonnen und bei entsprechender Lagerung an-
ndhernd unbegrenzt aufbewahrt werden. Durch den im Herstellungsverfahren implementierten
Reduktionsschritt ist eine ansonsten gebrauchliche Aktivkohlebehandlung, zur Entfarbung des

Produktes nicht mehr notwendig.

Vorteile des Losungsmittels

Viele der oben aufgefiihrten Vorteile liegen in der Wahl des Losungsmittels begriindet. Ob-
wohl Carboxymethylierungen in wissriger Losung vereinzelt in der Literatur beschrieben
wurden, stellen die in dieser Arbeit durchgefiihrten Synthesearbeiten in ihrer Gesamtheit und

Leistungsfahigkeit ein Novum dar. Angefangen von der Sdurehydrolyse iiber die Reduktion
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der terminalen Aldehydfunktionen bis hin zur alkalischen Veretherung konnten alle Trans-
formationsschritte sequentiell in einem Losungsmittelsystem vollzogen werden. Dabei hat
sich gezeigt, dass unter den durch die pharmazeutische Anwendung bestimmten Rahmenbe-
dingungen die Carboxymethylierung in dem wissrigen System des Eintopfverfahrens die be-
sten Resultate erzielte. Viele Vorziige hinsichtlich der Reproduzierbarkeit und Reaktionsfiih-
rung konnten bereits durch die Entwicklung und den Einsatz des standartisierten Reaktions-
aufbaus erreicht werden, insbesondere bei den wissrigen Umsetzungen. Es konnten zwar im
Reaktor dhnlich dimensionierte Ansétze in Isopropanol durchgefiihrt werden, jedoch verliefen
diese Versuche bei dem Einsatz von partiell abgebauten Stérken nicht reproduzierbar. Wie
Abb. 6-13 veranschaulicht, endete die Reaktion oft in einer restlosen, irreversiblen Verklum-
pung des Ansatzes. Dieses Verhalten wurde allerdings nicht bei jeder Synthese in Isopropanol
oder anderen Alkoholen beobachtet. Da sich aber der Wassergehalt des Systems fiir ein gege-
benes Zielprodukt nicht beliebig frei bestimmen ldsst, muss bei ungiinstigen Verhéltnissen

stets mit einem unvermeidbaren Festwerden des Ansatzes gerechnet werden

Abb. 6-13. Verklumpter Carboxymethylierungsansatz in Isopropanol (Durchfiihrung im Reaktor).

Solche Ereignisse sind beim Einsatz von partiell abgebauten Stirken in wéssrigen Systemen
nicht denkbar. Die Synthesen finden hier von Anbeginn in einer homogenen Phase statt, und
eine derartige homogene Reaktionsfiihrung spiegelt sich sogar in einer einheitlicheren Sub-
stitution wieder. Zum Vergleich wird in Abbildung 6-14 ein wissriger Carboxymethylie-
rungsansatz im Eintopfverfahren gezeigt. Der Ansatz ist trotz vorhergehender Modifikationen
und der dadurch bedingten hohen Substanzkonzentrationen klar und farblos. Die Losung liel3
sich iiber den gesamten Synthesezeitraum miihelos und mit konstanter Geschwindigkeit riih-

ren.
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Abb. 6-14. Ansatz nach dem Carboxymethylierungsschritt im Eintopfverfahren.

Insgesamt zeigen sdmtliche Syntheseergebnisse, dass einheitlich substituierte Starkederivate
aus bereits ausreichend hydrolysierten Stirken nur in wéssriger Losung darstellbar sind. Fiir
eine grofltechnische Produktion stellt ein Verzicht auf organische Losungsmittel auch sicher-
heitstechnische und umweltrelevante Verbesserungen dar. Eine ansonsten notwendige restlose
Entfernung von Ldsungsmittelspuren aus dem pharmazeutischen Endprodukt entfillt eben-
falls. Basierend auf den genannten Vorziigen sollte gegeniiber den konventionellen Carboxy-
methylierungsverfahren eine merkliche Reduktion der Produktionskosten realisierbar sein.
SchlieBlich sollte ein Upscaling ohne weitere Komplikationen moglich sein. In Einzelfallen
konnte die Menge an eingesetzter Stirke bereits um das hundertfache gesteigert werden. Im
Technikum der Firma B. Braun Medical AG konnten nach dem oben beschriebenen Eintopf-
verfahren (,,Bottger-Verfahren®) bereits erste Pilotansdtze im Kilogramm-Mafstab mit Erfolg
durchgefiihrt werden.
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6.3 Strukturelle Betrachtung der synthetisierten Carboxymethylstirken

In der vorliegenden Arbeit wurden bisher Substitutionsgrade und Substituentenverteilungen
auf monomerer Ebene der modifizierten Polyglucane diskutiert. Schwieriger ist es, die Sub-
stituentenverteilung entlang des polymeren Grundgeriistes bzw. die Sequenzabfolge der ein-
gefiihrten Seitengruppen entlang der Polymerkette bei Starkederivaten zu analysieren. Es exi-
stieren eine Reihe von Ansédtzen, die auf einen zufdlligen Abbau des Polymers basieren, deren
Ergebnisse dann mit statistischen Berechnungen verglichen werden. Ein anderer Weg ist der
gezielte Abbau der Stirkederivate durch Enzyme. Die Vorteile der enzymatischen Hydrolyse
liegen in der unterschiedlichen Spezifitidt der verschiedenen stirkeabbauenden Enzyme. Je
nach Modifikation der Stirke wird der Umsatz des Substrates andersartig beeinflusst. Das
Ausmal dieser Hemmung hdngt vom Substitutionsgrad als auch von der Art und der Position
des Substituenten ab. Durch die Analyse der Spaltprodukte ldsst sich schlieBlich zusammen
mit den aus anderen Methoden zugénglichen Strukturdaten ein Bild iiber den Aufbau der

Starkederivate gewinnen.

6.3.1 Enzymatische Hydrolyse unterschiedlicher Carboxymethylstirken

Die glycosidische Bindung in Oligosacchariden, Polysacchariden und Glycokonjugaten ist
unter physiologischen Bedingungen stabil. Die relative Stabilitdt dieser acetalischen Bindung
beruht auf einem stabilisierenden induktiven Effekt der Nachbargruppen des glycosidischen
Kohlenstoffatoms, welche in der Regel eine Hydroxyl- oder eine N-Acylaminogruppe tragen.
Die hydrolytische Spaltung von glycosidischen Verbindungen wird von mehr oder minder
spezifischen Glycosid-Hydrolasen katalysiert. Diese Enzyme werden auch als Glykosidasen
(EC 3.2.n.n) und im Fall von Polysacchariden als Glykanasen bezeichnet. Entsprechend ihrer
Féhigkeit Bindungen innerhalb einer Polysaccharidkette oder vom glykonischen Ende her zu
spalten, wird zwischen Endo- und Exo-Glykanasen unterschieden. Bei der enzymatischen
Hydrolyse von glycosidischen Verkniipfungen kann die Reaktion je nach Enzym unter Erhalt
(00— bzw. B—P) oder unter Inversion (a—f bzw. p—0a) der anomeren Konfiguration ver-
laufen. Die invertierenden Enzyme konnen im Gegensatz zu den konfigurationserhaltenden
Enzymen keine Transglycosylierungen katalysieren. Die Spaltung einer glycosidischen Bin-
dung verlduft generell liber eine Sdure-Katalyse [/94]. Der inzwischen durch zahlreiche Un-
tersuchungen an bakteriellen und tierischen Glykosidasen belegte Mechanismus ist in Abb. 6-
15 dargestellt.
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Abb. 6-15. Mechanismus via Carbenium-lon-Intermediat.

Hierbei wird zunéchst durch einen Protonen-Donor, in der Regel einen sauren Glutamat- oder
Aspartatrest der glycosidische Sauerstoff protoniert. Durch den Abgang von R-OH wird die
glycosidische Bindung gebrochen und es entsteht ein Glycosylkation. Dieses Oxocarbenium-
Ion ist durch Resonanz mit dem freien Elektronenpaar des Ringsauerstoffs und durch eine
starker basische Carboxylatgruppe des aktiven Zentrums stabilisiert. Die Mesomerie mit dem
Ringsauerstoff fithrt aufgrund des partiellen Doppelbindungscharakters zu einer verdrehten
(,,twisted*) Sesselkonformation des Glucoserests. Das Glycosylkation reagiert mit einem
Molekiil Wasser unter Ubertragung von H'™ auf das Carboxylation und OH™ auf den Zucker-
rest. Neben der Stabilisierung des Ubergangszustandes beruht die katalytische Wirkung auf
dem Ausschluss des wissrigen Mediums im aktiven Zentrum des Enzyms. Dadurch sind die
reagierenden Gruppen vor einer deaktivierenden Wirkung durch Solvatation geschiitzt.

Nachfolgend werden die in dieser Arbeit verwandten Enzyme kurz hinsichtlich ihrer Struktur

und Spezifitét beschrieben.

o-Amylase

Der a-Amylase kommt in dieser Arbeit eine in doppelter Hinsicht bedeutende Rolle zu. Sie
wird einerseits als biochemisches Werkzeug fiir strukturelle Aussagen liber die verdnderten
Biopolymere benutzt und andererseits konnen mit ihrer Hilfe erste in vitro Informationen tiber
Pharmakokinetiken und Eliminationsmechanismen fiir einen spiteren klinischen Einsatz der
Stiarkederivate gewonnen werden.

o-Amylasen (o-1,4-glucan-4-glucanohydrolasen, EC 3.2.1.1) stellen eine Gruppe von Endo-
Amylasen dar, welche die Hydrolyse der o-D-(1,4)-glycosidischen Verkniipfung in Stérke-
komponenten, Glykogen und zahlreichen Oligosacchariden katalysieren. Die meisten o-
Amylasen haben eine Molmasse von ca. 50000 Da. Alle bisher untersuchten o--Amylasen sind
Calcium-Enzyme, wobei die Anzahl der Calcium-Atome je nach Ursprung des Enzyms
schwankt; sie sind fiir die Stabilitdt der Tertidrstruktur verantwortlich. Die pH-Aktivitéts-
Kurve ist relativ breit mit einem Optimum zwischen 6 und 8. In Sdugetieren kommt die o-

Amylase in Speichel- und Pankreassekreten vor. Fiir eine maximale Aktivitidt wird hier zu-
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sdtzlich Chlorid bendtigt. Die Aminosduresequenz der Amylasen aus Schweine-, Mensch-,
Maus- und Ratten-Pankreas zeigen einen hohen Grad an Homologie. Als Modellsystem fiir
enzymatische Studien wird meist die o-Amylase aus Schweine-Pankreas verwendet. Sie ka-
talysiert iiber einen multiplen Angriff die Hydrolyse von internen o-(1,4)-glycosidischen Bin-
dungen in Amylopektin oder Amylose in Richtung des nichtreduzierenden Endes [/95, 42].
Hierbei entstehen im Falle der Amylose nach einem erschépfendem Abbau Maltose, Malto-
triose und Maltotetrose, beim Amylopektin entstehen zusétzlich unterschiedliche a-Amylase-
Grenzdextrine. Durch Rontgenstrukturanalyse und Inhibitorexperimente konnte der Aufbau
der Enzyme und die Struktur des aktiven Zentrums aufgekldrt werden [/96, 197]. o-
Amylasen bestehen aus drei Doménen: die zentrale N-terminale Doméne A, mit einer (B/o)s-
barrel-Struktur, dient als Geriist auf welchem die weiteren Doménen B und C und die funk-
tionell wichtigen Zentren (aktives Zentrum, Calcium- und Chlorid-Bindungsstelle) platziert
sind. Das aktive Zentrum enthélt fiinf Bindungspositionen fiir je einen Glucosebaustein. Der
katalytische Angriff findet zwischen Position 3 und 4 statt [/96]. In der dlteren Literatur ist
die Nummerierung der Positionen umgedreht, so dass nach dortigen Angaben die Hydrolyse
zwischen Bindungsstelle 2 und 3 stattfindet [/98]. Fiir die katalytische Wirkung an diesen
Bindungsstellen sind primir die Aminosduren Asp197, Glu233 und Asp300 von essentieller

Bedeutung.

B-Amylase

Die Molmasse von kristalliner f-Amylase (EC 3.2.1.2) aus der Siikartoffel betragt 197000
Da. Das Enzym stellt ein Tetramer aus vier 48000 Da grofBen Untereinheiten dar; jede Unter-
einheit besitzt eine Substrat-Bindungsstelle. Alle pflanzlichen B-Amylasen benétigen fiir ihre
Aktivitdt eine freie Thiolgruppe und Calcium-Ionen. Das pH-Optimum der B-Amylasen liegt
zwischen 4 und 5. Das Exo-Enzym greift an der vorletzten glycosidischen Bindung vom
nichtreduzierendem Ende der Stirke-Kette (oder Glykogen) an und spaltet spezifisch unter
Inversion der Konfiguration am anomeren Zentrum -Maltose ab. Auch hier wird dhnlich wie
bei der o-Amylase ein multipler Angriff des Enzyms beobachtet; es werden wiederholt meh-
rere Bindungen der Substrat-Kette gespalten, bevor der Enzym-Substrat-Komplex dissoziiert.
Die Richtung des Angriffs verlduft vom nicht-reduzierendem Ende zum reduzierendem Ende
hin und ist somit der der a-Amylase entgegengesetzt. Die Hydrolyse durch -Amylase wird
von 0-(1,6)-glycosidischen Verzweigungen gestoppt, die Verzweigungsstelle kann von dem
Enzym auch nicht umgangen werden. Es entstehen dadurch neben -Maltose je nach Stirke
unterschiedliche B-Grenzdextrine. Exo-Enzyme haben anders als Endo-Enzyme ein aktives
Zentrum in Form einer tiefen Tasche. Die B-Amylase besitzt aber ebenso wie die a-Amylase
mehrere Bindungsregionen innerhalb des aktiven Zentrums und eine katalytische Stelle mit
Protonen-Donoren und Protonen-Akzeptoren, an welcher die spezifische Hydrolyse der gly-
cosidischen Bindung erfolgt [42]. In der B-Amylase aus Sojabohne wurden Glul86 und
Glu380 als katalytische Reste identifiziert [ /99].
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Pullulanase

Kommerzielle Varianten von Pullulanase (o-Dextrin-6-glucanohydrolase; EC 3.2.1.41; limit
dextrinase, debranching enzyme, Amylopektin-6-glucoanohydrolase, Pullulanglucoanohy-
drolase) stammen entweder aus Bacillus acidopullulyticus oder aus Klebsiella planticola.
Diese Enzyme katalysieren die Hydrolyse der a-1,6-glycosidischen Verkniipfung in Amylo-
pektin, Glykogen und Pullulan. Thre Wirkung auf Glykogen ist jedoch unvollstindig. Das En-
zym aus Klebsiella pneumoniae hat eine Molmasse von 66000 Da und ein Temperaturopti-
mum von 50 °C sowie ein pH-Optimum von 6,5 [67]. In Pflanzen existiert noch ein weiteres
entzweigendes Enzym. Die Isoamylase (Glycogen-6-glucanohydrolase, EC 3.2.1.68, debran-
ching enzyme) ist das einzige Enzym, das Glykogen vollstindig entzweigen kann, ist aber im

Gegensatz zur Pullulanase nicht in der Lage Pullulan zu hydrolysieren [200)].

Amyloglucosidase

Das Exo-Enzym (1,4-0-D-Glucan glucohydrolase; EC 3.2.1.3; y-Amylase, Amyloglucosida-
se, Glucoamylase) katalysiert die Abspaltung von Glucoseeinheiten vom nichtreduzierenden
Ende von Stirke und Glykogen. Das Endprodukt der Hydrolyse ist Glucose in [3-
Konfiguration. Glucoamylasen aus Pilzen sind Glycoproteine und stellen Mischungen ver-
schiedener Isoenzyme dar. Die Isoenzyme aus Aspergillus niger haben die gleiche spezifische
Aktivitdt und besitzen ihre maximale Aktivitit bei einem pH zwischen 4 und 5. Entgegen der
o-Amylase bendtigt die Amyloglucosidase keine Metall-lonen. Das aktive Zentrum enthilt
sechs oder sieben Bindungsstellen. Die katalytische Position befindet sich zwischen Bin-
dungsstelle 1 und 2. Neben Glutamat und Aspartat, die an der Spaltung der glycosidischen
Bindung beteiligt sind, wird das aktive Zentrum von Tryptophan-Resten umgeben. Amylo-
glucosidase wandelt geringe Mengen an Stirke vollstindig in Glucose um, weshalb dieses
Enzym in Stirke-Assays Verwendung findet. Amyloglucosidase ist in der Lage o -1,2-, o -
1,3-, a -1,4- und o-1,6-glycosidische Bindungen zu spalten. Die hochste Aktivitdt besteht fiir
die Hydrolyse der 1,4-glycosidischen Bindung.
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Nachfolgend werden die einzelnen Enzyme mit ihren unterschiedlichen Spezifititen gegen-
iibergestellt. Die nebenstehenden Abbildungen stellen einen Ausschnitt aus einem Polyglucan
und die charakteristischen Angriffspunkte der jeweiligen Enzyme dar (e ist das reduzierende
Ende).

Die o-Amylase ist eine Endo-Glucanase, die Bindungen O-O-O\-C}O_O\_0.0.@
innerhalb einer o-1,4-Kette spaltet. Lineare und verzweigte 8
Oligosaccharide mit drei und mehr Glucoseeinheiten sind O™~
das Hauptprodukt. 8

O

\

Die B-Amylase ist cine Exo-Glucanase, welche aus- 0-0-0-0-0-0-0-0-@
schlieBlich von «a-1,4-Ketten Maltoseeinheiten abspaltet. 8
Neben Maltose entsteht somit ein hochverzweigtes Grenz- 8\

dextrin.

0-0-0-0-0-0-0-0-®
O\
Produkt entstehen o-1,4-Glucane. O

Die Pullulanase spaltet ausnahmslos a-1,6-Bindungen. Als

Amyloglucosidase ist ein Exo-Enzym, welches Glucose ab-

O-O -0
spaltet, unbeachtet dessen ob diese o-1,4- oder o-1,6-ver- Oha
. . . .. o™
kniipft sind. Glucose ist das einzige Produkt. O™~
O™~

Die fiir kommerzielle Anwendungen gebrduchlichen Stdrkederivate wurden durch eine Reihe
von enzymatischen Hydrolysestudien néher charakterisiert. French und Robyt beschrieben
den Abbau von Hydroxyethylamylose durch o-Amylase aus Schweine-Pankreas [/98]. Sie
fanden, dass fiir eine Hydrolyse der glycosidischen Bindung die Glucoseeinheiten an der Bin-
dungsstelle 4 keine Hydroxyethylgruppe an C-2 und an der Bindungsstelle 3 {iberhaupt keine
Hydroxyethylgruppe tragen diirfen. Von der Bindungsstelle 2 wurde keine Substitution an C-
6 toleriert. Des Weiteren findet man eine Reihe von Studien iiber Hydroxyethylstirken, die
fiir den therapeutischen Einsatz als Plasmaersatzmittel gedacht waren. Diese Untersuchungen
wurden durchgefiihrt, um ein Bild {iber die Struktur der Substanzen zu erhalten und um In-

formationen iiber die Pharmakokinetik zu gewinnen. Vorschlige iiber ein komplexeres Sub-
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stitutionsmuster der eingesetzten Derivate als bisher angenommen kamen unter anderem von
Banks und Greenwood [20/] und fiihrten zu der allgemeinen Erkenntnis, dass die Resistenz
der Hydroxyethylstirke mit steigendem Substitutionsgrad gegeniiber dem Abbau durch «-
Amylase zunimmt und dass das Verhiltnis 2-O-HEG zu 6-O-HEG von klinischer Relevanz ist
[202]. Wie die Arbeiten von Yoshida et al. zeigen, werden von der o-Amylase in der Hy-
droxyethylstirke nur glycosidische Bindungen in Nachbarschaft zu unsubstituierten Anhy-
droglucoseeinheiten gespalten [203]. Weiterhin wird 6-O-hydroxyethylsubstituierte HES in
vivo schneller hydrolysiert als 2-O-hydroxyethylsubstituierte HES bei gleichem MS, DS und
Mw [204]. Diese Unterschiede werden auf den Nachbargruppeneffekt der Hydroxyethylreste,
welcher an C-2 aufgrund der stirkeren sterischen Abschirmungen der glycosidischen Bindun-
gen ausgepragter ist als an C-6, zuriickgefiihrt [ /82]. Sommermeyer et al. bekréftigten durch
eigene Untersuchungen diese Ergebnisse und konnten auf dieser Basis differierende Eliminie-
rungsraten verschiedener HES-Spezifikationen erklaren [//9]. Ferber, Nitsch und Forster po-
stulierten in diesem Zusammenhang einen eliminationsverzogernden Amylase-Substrat-
Komplex und untersuchten in klinischen Studien nach der Infusion variierender Hydroxy-
ethylstiarken die Molekulargewichtsverteilungen im Serum und Urin von Patienten [205].

Die strukturverwandten Hydroxypropylstirken wurden in der Vergangenheit ebenfalls aus-
fiihrlich mittels stirkeabbauenden Enzymen charakterisiert. Leegwater und Luten inkubierten
Hydroxypropylstiarken mit einem Substitutionsgrad von 0,02 bis 0,45 mit Pankreatin und re-
gistrierten die freiwerdenden reduzierenden Enden mit der Ferricyanid-Methode [206]. Hood
und Mercier untersuchten iiber Phosphatgruppen quervernetzte O-2-Hydroxypropylstirke
(MS=0,045), welche aus granuldrer Maniokstérke hergestellt wurde, mit Kombinationen aus
B-Amylase, Amyloglucosidase und Pullulanase. Hierbei wurden die Reduktionsequivalente
des Verdaus bestimmt und eine chromatographische Auftrennung der Spaltprodukte vollzo-
gen. Die Autoren gelangten so zu einem Strukturmodell, in welchem die Substituenten in den
amorphen Bereichen der Stirkekorner nahe den Verzweigungsgraden des Amylopektins lie-
gen [207]. Wootton et al. charakterisierten eine Reihe unterschiedlicher Hydroxypropylstér-
ken in einem Substitutionsbereich von 0,03 bis 0,17 mit a-Amylase aus Schweine-Pankreas.
Der Abbau nahm bei allen Varianten mit zunehmenden Substitutionsgrad ab, obwohl bei den
granuldren Produkte eine sehr leichte Substitution den Umsatz forderte. Des Weiteren wurden
die Abbauprodukte einer Fraktionierung unterworfen und die dabei erhaltenen Oligosaccha-
rid- und Polysaccharidfraktionen charakterisiert. Die Ergebnisse variierten je nach zugrunde-
liegendem Stérkerohstoff [208 - 211]. Perera und Hoover untersuchten die Suszeptibilitét gra-
nuldrer Stirken gegeniiber a-Amylase in Abhéingigkeit von physikochemischen Vorbehand-
lungen und zunehmenden Hydroxypropylierungsgraden. Entfettende und aufquellende Mal-
nahmen sowie eine Hydroxypropylierung bis zu einem MS von ca. 0,25 fiihrten zu einer ver-
starkten Hydrolyse der Stirkekorner [2/2]. Kavitha und BeMiller untersuchten mit verschie-
denen Kombinationen aus Isoamylase, B-Amylase, o-Amylase und Amyloglucosidase den

Ort und die Verteilung von Hydroxypropylgruppen innerhalb intakter Stirkegranula. Die
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Komponenten Amylopektin und Amylose der Stirkekorner wiesen unterschiedliche Hydroly-
severhalten auf. Amylose war hoher substituiert als Amylopektin, in welchem die Substitu-
enten iiberwiegend nahe den Verzweigungsgraden lokalisiert waren. In beiden Fraktionen
wurde eine uneinheitliche Verteilung der Substituenten gefunden [273]. Unterstiitzt durch 'H-
NMR- und GLC-MS-Analysen kamen Richardson et al. fiir vergleichbare Hydroxypro-
pylstirken zu analogen Ergebnissen [/79].

Steeneken et al. charakterisierten Methylstdarken aus heterogenen Synthesen mit intakten Stér-
kekornern und solche aus homogenen Synthesen mit geldsten Stirken. Die Derivate wurden
mit o-Amylase und Amyloglucosidase abgebaut und anschlieBend die Spaltprodukte isoliert
und charakterisiert. In den granuldren Derivaten erfolgte liberwiegend in den amorphen Be-
reichen nahe der Verzweigungsgrade eine clusterartige Substitution, wohingegegen die Me-
thylstirken aus der gelosten Stdrke eine eher zufillige Verteilung der Substituenten aufwie-
sen. Der Substitutionsort der Methylgruppen innerhalb der Monomereinheiten hatte ebenfalls
einen Einfluss auf die enzymatische Spaltung. Die glycosidischen Bindungen in Nachbar-
schaft zu 6-O-methylierten Glucoseeinheiten wurden leichter hydrolysiert als Bindungen die
an Monomereinheiten mit Methylsubstituenten an sekundiren Hydroxylgruppen angrenzen
[214, 181]. Ubereinstimmende Ergebnisse wurden von Mischnick [/87] an Methylamylosen
und von van der Burgt et al. an granuldren Methylstirken mit hohen Verzweigungsgraden
gefunden [121, 215, 216].

Es existieren auch eine Reihe von Untersuchungen iiber den enzymatischen Abbau von gra-
nuldren, heterogen substituierten Carboxymethylstdrken. Hayashi inkubierte eine hochsubsti-
tuierte (MS=0,61) und eine geringsubstituierte (MS=0,38) Carboxymethylstiarke mit verschie-
denen Mengen an Humanspeichel und registrierte die Zunahme an reduzierendem Zucker.
Die geringer substituierte Variante wurde durch die im Speichel befindliche a-Amylase stér-
ker hydrolysiert als die hochsubstituierte [2/7]. Ling et al. beschreiben, dass der enzymatische
Abbau von Starkekleistern mit zunehmender Carboxymethylierung geringer ausfillt. Gleich-
zeitig konnten sie zeigen, dass eine schwache Carboxymethylierung (MS=0,05) die enzymati-
sche Hydrolyse von Stirken mit intakter granuldrer Struktur zunédchst leicht erhoht. Die Klei-
ster aus den substituierten Stidrken wiesen auBlerdem eine deutlich verminderte Tendenz zur
Retrogradation auf [2/8]. Kwon et al. analysierten neben den physikochemischen Eigen-
schaften den Abbau von hoher substituierten Carboxymethylstarken (MS=0,4 bis 0,6) durch
o-Amylase, indem sie den freiwerdenden reduzierenden Zucker mittels 3,5-
Dinitrosalicylsdure quantifizierten und ins Verhéltnis zum Gesamtgehalt an Glucose setzten.
Die so erhaltenen Hydrolysegrade lagen bei den Derivaten zwischen 3 und 5 % gegeniiber
den 25 % bei der nativen Stirke [2/9]. Jingwu und Dahua beschreiben das Verhalten von
Carboxymethylstirken in einem Substitutionsbereich von 0,3 bis 1,7 gegeniiber dem Verdau
durch a-Amylase und Amyloglucosidase. Um eine Aussage iiber die Verteilung der Substitu-
enten entlang der Polymerkette treffen zu konnen, bestimmten sie das Freiwerden unsubstitu-

ierter Glucose und die Anzahl der Kettenbriiche pro 1000 Monomereinheiten. Sie kamen zu
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dem Ergebnis, dass aus Carboxymethylstirken mit einem heterogenen Substitutionsmuster
nach dem enzymatischen Abbau mehr Reduktionsequivalente freigesetzt werden als aus Car-
boxymethylstirken mit einheitlicher bzw. zufdlliger Verteilung der Substituenten entlang der
Polymerketten. Hierbei wurde angenommen, dass dhnlich wie bei den oben erwédhnten unge-
ladenen Stirkeethern nur Bindungen zwischen zwei unsubstituierten Glucosebausteinen ge-
spalten werden kénnen [220, 221].

Eine bei allen Starkederivaten beschriebene Eigenschaft ist die Abnahme des enzymatischen
Umsatzes mit zunechmenden Substitutionsgrad. Dieser naheliegende Zusammenhang gilt je-
doch mitunter nicht fiir den gesamten Substitutionsbereich, denn bei granuldren Stérken fiihrt
eine geringe Substitution zu einer Auflockerung der kompakten Struktur, wodurch die Zu-
ginglichkeit fiir hydrolysierende Enzyme erhoht wird.

Die Art der Abhéingigkeit des o-amylolytischen Umsatzes vom Substitutionsgrad ist bei den
Carboxymethylstirken dieser Arbeit von pharmazeutischer Relevanz, da erst bei einem be-
kannten Zusammenhang dieser beiden Parameter die gewiinschten pharmakologischen Eigen-
schaften gezielt einstellbar sind. In Abb. 6-16 wird diese Beziehung fiir eine Serie von Car-

boxymethylstirken dargestellt.
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Abb. 6-16. Aktivitdt von o-Amylase aus Schweine-Pankreas (0,1 U/ml) gegeniiber Carboxymethylstiarken mit

unterschiedlichen Substitutionsgraden als Substrat (100 % Aktivitdt : Abbaustérke).

Die Abhéngigkeit zeigt, dass bei den im Eintopfverfahren hergestellten Derivaten die relative
o-Amylase-Aktivitdt bis zu einem Substitutionsgrad von ca. 0,4 nahezu linear abfillt, danach
flacht die Kurve stark ab. Diese Beziehung gilt fiir die Carboxymethylstirken, die geméall Ab-
schnitt 4.4.12 aus einer abgebauten Kartoffelstirke synthetisiert worden sind und ein ver-
gleichbares Substitutionsmuster aufweisen. In Abschnitt 5.6.1 wurde bereits auf einige Ursa-

chen des unterschiedlichen enzymatischen Umsatzes der einzelnen Carboxymethylstirken
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eingegangen. Die an anderen Stirkederivaten beschriebene Funktionsweise der o-Amylase
lasst sich zunédchst auf den Abbau von Carboxymethylstdrken iibertragen. Das nachfolgende
Modell illustriert gemédl French und Robyt [/98] die Anordnung des Starkederivates im akti-
ven Zentrum der a-Amylase und die hydrolytische Spaltung der glycosidischen Bindung zwi-
schen Bindungsstelle 3 und 4.

aktives Zentrum aktives Zentrum aktives Zentrum

O Glucosebaustein Q reduzierende Glucose

L CM-Glucosebaustein ‘ katalytischer Angriffspunkt

Abb. 6-17. Schematische Darstellung der Bindung und Spaltung einer Carboxymethylstérke im aktiven Zentrum

von oi-Amylase.

In der Abbildung wird unterstellt, dass — wie an anderen Derivaten bestdtigt und fiir Car-
boxymethylstirken postuliert [220, 221] — nur die glycosidischen Bindungen zwischen zwei
unsubstituierten Monomereinheiten hydrolysierbar sind. Ein Beweis dieser naheliegenden
Annahme wurde aber bisher fiir carboxymethylierte Stirken noch nicht erbracht. Mit Hilfe
des obigen Modells kann jedoch erklart werden, warum bei uneinheitlich substituierten Deri-
vaten mehr glycosidische Bindungen gespalten werden als bei einer homogen Verteilung der
Substituenten. In den heterogenen Carboxymethylstirken exisitieren hochsubstituierte Berei-
che sowie langere Abschnitte ohne Modifikationen, dies fiihrt dazu, dass die a-Amylase auf-
grund ihres multiplen Angriffsmechanismus in den unsubstituierten Bereichen ungehindert
mehrere benachbarte Bindungen spalten kann, bevor der Enzym-Substrat-Komplex dissozi-
iert. Letztlich entstehen durch die enzymatische Hydrolyse solcher Derivate mehr reduzieren-
de Enden als bei Carboxymethylstirken mit einer gleichmifigen Substituentenverteilung.
Demzufolge wiirden die aus dem sequentiellen Eintopfverfahren stammenden Starkederivate
die gleichméBigste Verteilung der Carboxymethylgruppen entlang des polymeren Grundgerii-
stes aufweisen, da sie bei vergleichbaren Substitutionsgraden enzymatisch weniger hydroly-
siert wurden als die aus anderen Verfahren herrithrenden Carboxymethylstirken.

Ein genaueres Bild iiber den Spaltungsmechanismus von Carboxymethylstirken erfordert die
an der Hydrolyse und Substratbindung beteiligten Aminosdurereste in das Modell einzubezie-
hen. Abbildung 6-18 stellt einen Ausschnitt einer Carboxymethylstarkekette dar, welche im

aktiven Zentrum von o-Amylase gebunden vorliegt. Der Ubersichtlichkeit wegen sind nur die
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wesentlichen Aminosduren der Bindungsstellen 3 und 4 gezeichnet. Dem Schema liegt die
dreidimensionale Struktur des Wasserstoff-Bindungs-Netzwerks von Acarbose (ein «-
Amylase-Inhibitor) im aktiven Zentrum der Schweine-Pankreas o -Amylase nach der Ront-

genstrukturanalyse zugrunde [ /96].

R =H oder -CH,COO"
----- = Wasserstoffbriicken

é“o

ED N B ED

katalytische Spaltung

Abb. 6-18. Ausschnitt aus dem aktiven Zentrum einer o-Amylase mit koordinierter Carboxymethylstarke und
den fiir die katalytische Spaltung verantwortlichen Aminoséuren (Asp = Aspartat, Glu = Glutamat, His = Histi-
din).

In Abb. 6-18 wird klar, dass die beiden Glucoseeinheiten an Bindungsstelle 3 und 4 nicht car-
boxymethyliert sein diirfen, da ansonsten die fiir die Hydrolyse verantwortlichen Aminoséu-
ren Asp 300, Glu 233 und Asp 197 wegen der Nachbarschaft der Substituenten den Bin-
dungsbruch wohl kaum mehr katalysieren konnten. Im Falle der Carboxymethylstarke miissen
gegeniiber anderen Stdrkederivaten neben dem sterischen Einfluss der Carboxymethylreste
auch deren elektronische Abstoung mit den Aminosdureseitenresten beriicksichtigt werden.
In dieser Arbeit wurde dementsprechend festgestellt, dass Substrate, die iiberwiegend an den
sekundiren Hydroxylgruppen carboxymethyliert waren schlechter umgesetzt wurden, als sol-
che die einen vergleichsweise hoheren Anteil einer C-6-Substitution aufwiesen. Dies kann
offenbar durch den Aufbau des aktiven Zentrums der o-Amylase und der Koordination des
Substrats erklirt werden, da die Carboxymethylreste an den sekundidren Hydroxylgruppen die
glycosidische Bindung durch ihre Néhe stirker abschirmen, katalytisch wichtige Gruppen
verdrangen sowie strukturell essentielle Wasserstoffbriickenbindungen unterbinden. Der do-
minierende Einfluss der Substituenten an C-2 und C-3 gilt aller Voraussicht nach auch fiir die
in Abbildung 6-18 nicht enthaltenen Bindungsstellen 1, 2 und 5.
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Es muss eingerdumt werden, dass in dieser Arbeit nur in Einzelfédllen nachgewiesen wurde,
dass Carboxymethylstirken mit einem Substitutionsgrad grof3er eins und einem hohen C-6-
Anteil zu einem geringen Teil enzymatisch abgebaut wurden. In diesen Substraten kann nihe-
rungsweise davon ausgegangen werden, dass jede Monomereinheit einen Substituenten tragt,
so dass nach obigen Ausfiihrungen eigentlich gar keine Bindungsspaltung mehr stattfinden
diirfte. Dass dennoch ein geringer Abbau stattgefunden hat, ist vielleicht dadurch begriindbar,
dass ein Substituent an Position 6 der Glucoseeinheit zwar an der Enzymbindungsstelle 3 eine
Hydrolyse verhindert, an Bindungsstelle 4 jedoch — aufgrund fehlender Wasserstoftbriicken-
bindungen — keinen derartigen negativen Einfluss ausiiben kann.

Insgesamt kann fiir die unterschiedlichen Substitutionsorte folgende Reihenfolge fiir die

Hemmung der enzymatischen Abbaubarkeit festgestellt werden:

-2-0-CH,-COO" = -3-0O-CH,-COO" > -6-O-CH,-COO"

Fiir eine maflgeschneiderte Pharmakokinetik der Wirksubstanz ist diese Information bedeut-
sam. Ein gezielt variiertes Substitutionsmuster ermoglicht danach eine Steuerung des enzy-
matischen Abbaus und somit eine Kontrolle der Volumenwirkdauer. Die in dieser Arbeit fiir
klinische Zwecke synthetisierten Carboxymethylstiarken sind gegeniiber herkdmmlichen De-
rivaten dadurch ausgezeichnet, dass sie eine {iberwiegende Substitution der sekundédren Hy-
droxylgruppen aufweisen. Diese Substituenten sind zusédtzlich gleichformiger entlang des
polymeren Grundkorpers verteilt, als dies bei gewdhnlichen Synthesevarianten der Fall wére.

Ein derartiges Substitutionsmuster bewirkt eine groBtmogliche in vitro Inaktivitit als o-
Amylase-Substrat, was, wie die Abbauversuche in Blut (Abschnitt 5.7.1) belegen, auch einer
maximalen Hemmung des Abbaus in vivo entspricht. Dies ermoglicht wiederum einen gerin-
gen Derivatisierungsgrad, zum Erreichen der gewiinschten pharmakologischen Wirkung.
Durch das Fehlen von hochsubstituierten Bereichen, sind Speicherphdnomene bei den gleich-

formig substituierten Carboxymethylstirken sehr wahrscheinlich nicht zu erwarten.

6.3.2 Strukturmodell der synthetisierten Carboxymethylstirken

Im Folgenden werden die aus den enzymatischen Abbauversuchen und der NMR-Analyse der
enzymatischen Spaltprodukte gewonnen Daten genutzt, um einen modellhaften Eindruck {iber
die mogliche Struktur einiger im Eintopfverfahren synthetisierten Carboxymethylstirken zu
erhalten. Der 1972 von Robin und Mercier prisentierte Strukturvorschlag fiir Kartoffel-
Amylopektin (Abb. 3-5) dient noch heute als Grundlage fiir weiterfithrende Strukturaussagen
[222]. Im Wesentlichen ist das Amylopektin aus einer Reihe von linearen Ketten aufgebaut,
welche iiber a-1,6-glycosidische Verknilipfungen miteinander verbunden sind. Im Amylopek-
tin existieren eine Reihe von ldngeren Ketten aus o-1,4-glycosidisch verkniipften Glucosen

(sog. B-Ketten), an welchen iiber eine o-1,6-glycosidische Bindung eine groBBere Anzahl an
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kiirzeren Ketten gebunden ist, diese Ketten weisen erneut eine o-1,6-glycosidische Verzwei-
gung auf, iiber welche eine lineare Kette ohne Verzweigungen gebunden wurde (sog. A-
Ketten). Insgesamt ist das Verzweigungsmuster von heterogener Natur, d. h. die Verzwei-
gungspunkte sind in bestimmten Bereichen des Makromolekiils gehduft anzutreffen. Die Ab-
stinde zwischen diesen Regionen mit hoher Verzweigungsdichte betragen ca. 6000 pm, was
einer Kette aus ca. 15 Glucoseeinheiten entspricht (DP = 15) [222]. Auf der Basis dieser Er-
kenntnisse und den eigenen experimentellen Daten wurde das Amylopektin-Modell einer sdu-
rehydrolytisch abgebauten, reduzierten Kartoffelstiarke skizziert (Abb. 6-19) .

Das polydisperse Gemisch der

~—————— Sorbit teilhydrolysierten ~ Stirke hatte ein
" mittleres Molekulargewicht (Mw) von ca.
é l 140000. Im Mittel ist das Polymer somit
|_’7—l —W aus ca. 860 Glucosebausteinen aufgebaut.
Davon weisen aufgrund des
— i}f{ﬁﬁl;ﬁ;dgmhe Verzweigungsgrades in Hohe von 4 % ca.
H { [ —‘ 35 FEinheiten, neben ihrer o-1,4-
. B.Ketten glycosidischen Verkniipfung, zusitzlich
' ] [ _I' - eine o-1,6-glycosidische Bindung auf.
—‘ —I Il Die durchschnittliche Kettenlédnge betragt
| 1 \A-Ketten demnach ca. 25 Glucoseeinheiten. Das
B T | vormals reduzierende Ende wurde durch
\‘ die Behandlung mit Natriumborhydrid

‘7 ;Eic(liltreduzierende zum Zuckeralkohol reduziert.
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Abb. 6-19. Amylopektin-Modell der partiell abgebauten,
reduzierten Kartoffelstirke (Abbaustirke 1.15).

Die dargestellte Abbaustirke 1.15 war Ausgangsmaterial von zahlreichen Carboxymethylie-
rungen im Eintopfverfahren. Drei dieser CMS-Varianten, ndmlich CMS 17.8 (MS=0,14),
CMS 17.4 (MS=0,41), CMS 17.5 (MS=0,75) wurden mit den Enzymen o-Amylase, [-
Amylase, Amyloglucosidase und Pullulanase behandelt. Der Verdau wurde dialysiert, das
Dialysat verworfen und das Retentat gefriergetrocknet. Die lyophilisierte Substanz enthielt
nur CM-Fraktionen, die grofler waren als die Ausschlussgrenze der Dialysiermembran (ca.
20000 g/mol). Diese hohermolekularen Spaltprodukte wurden NMR-spektroskopisch beziig-
lich ihres molaren Substitutionsgrades, des C2/C6-Verhéltnisses und des Verzweigungsgrades
charakterisiert.

Um eine Aussage iiber die Lokalisierung der Carboxymethylgruppen innerhalb des Polymers
zu treffen, werden die NMR-spektroskopischen Daten des intakten Derivates mit denen der

enzymatisch abgebauten Spezies verglichen. Diese Methode hat jedoch gerade wegen der
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fehlenden chromatographischen Paralleluntersuchungen einige Méngel. Die Behandlung mit
Pullulanase ergab durch den geringen Umsatz des Enzyms und der fehlenden Sensitivitét des
Analysesystems keine signifikanten Verdnderungen der gemessenen Groflen. Bei der Be-
stimmung der Verzweigungsgrade von hoéher substituierten Starkederivaten kommt die in
Abschnitt 4.3.4 beschriebene Messungenauigkeit hinzu. Aus diesen Griinden kann die nach-
folgenden Beschreibung nur du3erst vage die Position der Substituenten beschreiben.

Bei der gering substituierten Carboxymethylstirke 17.8 war nach dem o-amylolytischen Ab-
bau der MS-Wert erhoht und der Verzweigungsgrad gestiegen. Das (C2+C3)/C6-Verhiltnis
blieb im Rahmen der Fehlerbreite unverdndert. Der Abbau durch B-Amylase fiihrte zu einer
leichten Erh6hung des Substitutionsgrades, die anderen Parameter blieben eher unberiihrt. Die
Amyloglucosidase bewirkte den hochsten relativen Anstieg des Substitutions- und Verzwei-
gungsgrades bei den im Retentat befindlichen Spaltprodukten. Das (C2+C3)/C6-Verhéltnis
war im Mittel bei diesen Fragmenten etwas erniedrigt. Insgesamt ldsst sich nun schlussfol-
gern, dass die anfianglichen Carboxymethylierungen iiberwiegend jenseits der nichtreduzie-
renden Enden der Stirkemolekiile stattfinden, da die Exoenzyme -Amylase und Amyloglu-
cosidase nur gering- bzw. unsubstituierte Fragmente abgespalten haben. Das Endoenzym «-
Amylase muss grofitenteils unverzweigte und unsubstituierte Bereiche herausgeschnitten ha-
ben, weshalb schlieSlich die Substitution vorzugsweise in den Innenbereichen des Amylo-
pektins nahe der verzweigten Regionen erfolgt sein muss. Bei der mittelsubstituierten Car-
boxymethylstirke 17.4 wurden keine wesentlichen Verdnderungen der registrierten Messgro-
Ben beobachtet und das obwohl vorherige enzymatische Charakterisierungen (Abschnitt 5.6)
eindeutig gezeigt haben, dass bei diesem Substrat noch ein Abbau resultiert. Dies kann nur
bedeuten, dass bei den homogenen Synthesen im Eintopfverfahren beim Ubergang von niede-
ren Substitutionsgraden (MS bis ca. 0,20) in den klinisch relevanten mittleren Substitutions-
bereich (MS ca. 0,25 - 0,50) die Verteilung der Carboxymethylgruppen entlang des polyme-
ren Riichgrats immer einheitlicher wird.

Anhand der hochsubstituierten Carboxymethylstdrke 17.5 konnte lediglich nochmals gezeigt
werden, dass bei einem derart hohen Substitutionsgrad mit relativ gleichméBiger Verteilung

der Substituenten kein enzymatischer Umsatz mehr stattfinden kann.

6.3.3 Physikochemische Eigenschaften von CMS-Losungen

Die physikochemischen Eigenschaften der Carboxymethylstiarkelosung sind fiir die spitere
Anwendung als Blutvolumenersatzmittel von essentieller Bedeutung. Die Viskositit und das
FlieBverhalten der Losungen miissen dem klinischen Anforderungsprofil gerecht werden und
im Idealfall dem natiirlichen Vorbild gleichen. Uber den kolloid-osmotischen Druck erhilt
man Informationen iiber die Wasserbindungsfahigkeit der Polymere und kann das Ausmal
des Volumeneffektes ableiten. Zusammen mit den enzymatischen Abbaustudien kdénnen

schlieBlich Aussagen iiber die Dauer der Volumenwirkung gemacht werden. Entscheidend ist
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der Aufbau und die Struktur der eingesetzten Makromolekiile, weshalb die Eigenschaften der
Losungen aus Stiarkederivaten nicht nur auf dem Molekulargewicht und dem Substitutionstyp
beruhen, sondern insbesondere auch vom Grad der Modifikation und der Verteilung der Sub-
stituenten abhingen. Bei den in dieser Arbeit favorisierten Carboxymethylstirken sind auf-
grund des polyanionischen Charakters zusitzlich die Salzkonzentrationen und der pH-Wert
der Losungen zu beriicksichtigen. Einige grundsétzliche Einblicke sind aus der Literatur er-
héltlich.

Shimizu und Araki carboxymethylierten Kartoffelstirke in Methanol. Die so erhaltenen Na-
trium-Carboxymethylstidrken hatten einen Substitutionsgrad von 0,2; 0,5; 0,97 und 1,23. Es
wurden von den wissrigen Losungen dieser Substanzen die Viskositidten und die osmotischen
Driicke gemessen. Der osmotische Druck nahm mit der Konzentration und dem Substituti-
onsgrad zu. Bei den Viskosititsbestimmungen hatte die Carboxymethylstirke mit dem Sub-
stitutionsgrad 0,5 unerwarteterweise den hochsten Wert. Die Autoren begriindeten die Tatsa-
che mit der Annahme, dass diese Carboxymethylstirke eine vollig andere Verteilung der Sub-
stituenten aufweisen miisse [223]. Kwon et al. beschrieben unter anderem das Losungsver-
halten und die rheologischen Eigenschaften einiger Carboxymethylstarken (MS = 0,5 bis 0,6).
Alle Carboxymethylstirken bildeten klare und gegeniiber Retrogradation bestédndige Losun-
gen. Die Viskositdten von Carboxymethylstirken aus nativen Wachsmaisstarken waren ge-
geniiber Losungen aus dem Ausgangsmaterial erh6ht, wohingegen die Losungen der Derivate,
die aus sdurevorbehandelten Stirken synthetisiert waren, eine deutlich geringere Viskositit
aufwiesen [279]. Zhang und Wu beschrieben eine Anzahl physikochemischer Eigenschaften
von wissrigen Carboxymethylstirkelosungen. Die Autoren konnten zeigen, dass Carboxy-
methylstirken in Losung die typischen Eigenschaften eines Polyelektrolyts aufweisen. Die
Konformation (knéuelartig oder gestreckt) der Makromolekiile in Losung — und somit auch
die Viskositit der Losung — wurde durch die Elektrolytenkonzentration und den pH-Wert be-
einflusst. Beispielsweise wurde beim Ubergang zu hohen Elektrolytgehalten und zu niedrigen
pH-Werten die Abnahme der Viskositidt durch die Verringerung bzw. Vermeidung von in-
terelektronischen AbstoBungen der Carboxylatgruppen angenommen, wodurch die Molekiile
von einer weitgehend gestreckten Anordnung in eine eher knduelartige Form iibergehen. Zu-
sdtzlich wurden charakteristische Zusammenhinge zwischen der Viskositdt und dem Substi-
tutionsgrad, der Verteilung der Substituenten und dem Molekulargewicht herausgearbeitet.
Hierbei ergaben sich steigende Viskositidten bei zunehmenden Substitutionsgraden und Mol-
massen. Je einheitlicher die Verteilung der Substituenten war, desto hoher war die gemessene
Viskositit [224].

In dieser Arbeit wurden die Viskositdten von verschieden konzentrierten Carboxymethylstér-
kelosungen mit isotonem Kochsalzgehalt und unterschiedlichen pH-Werten im Vergleich zu
einer kommerziellen Plasmaersatzlosung aus Hydroxyethylstirke gemessen. Die Lésung aus
CMS 17.1 (MS = 0,4) hatte bei gleichem pH und gleicher Konzentration (6 %) trotz des ge-

ringeren Substitutionsgrades eine merklich hohere Viskositét als die Hydroxyethylstarkelo-
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sung (MS = 0,5). Dieselbe Carboxymethylstirke wies in vierprozentiger Konzentration eine
niedrigere Viskositdt auf als die kommerzielle HES-Losung. Beim Erhdhen des pH-Wertes
von 4,5 auf 10,5 war eine leichte Erniedrigung der Viskositdt zu beobachten. Der kolloid-
osmotische Druck einer sechsprozentigen Carboxymethylstirkelosung (CMS 17.4, MS =
0,41) lag ca. 30 % iiber dem der kommerziellen HES-Losung. Aus den Ergebnissen ldsst sich
ableiten, dass eine CMS-Losung mit einem Substitutionsgrad von ca. 0,4 in vierprozentiger
Konzentration die gleiche Volumenwirksamkeit aufweist wie Hydroxyethylstirke mit einem
MS von ca. 0,5 in sechsprozentiger Losung. Dies konnte mittlerweile durch weitere KOD-
Messungen seitens B. Braun bestétigt werden. Bei der gleichen Volumenwirksamkeit haben
HES-Lo6sungen schlieflich eine hohere Viskositit. Im Allgemeinen senken Plasamaersatzstof-
fe zwar die Vollblutviskositét, erhohen aber die Plasmaviskositit, wodurch eine Durchblutung
der feinen Kapillaren (Mikrozirkulation) erschwert werden kann [225]. Aus diesem Grunde
ist die geringere Viskositdt der Carboxymethylstirkelosungen bei gleichem Volumeneffekt

ein medizinischer Vorteil.

Die Abhéngigkeit der CMS-Struktur
vom pH-Wert der Losung konnte
NMR-spektroskopisch beschrieben
werden. Im deprotonierten Zustand HDO
wird sich das Makromolekiil aufgrund

elektronischer AbstoBungen so anord- -CH,-CO0"

/

nen, dass die negativen Seitenketten

den groBtmoglichen Abstand zueinan- anomerer Bereich
(s) Ul"ld (u)

der haben. Die Orientierung der einge-

fiihrten Reste zur jeweiligen Mono- _J\‘%
pH 74

mereinheit wurde bisher noch nicht
ndher betrachtet. Die Abbildung 6-20

HDO

zeigt zwei Spektren der Carboxyme- At

thylstirke 16.16 bei unterschiedlichen am;"erer Sesich /
s) und (u)

pH-Werten. Die Signalzuordnung der ﬁ
Methylengruppe des Carboxymethylre- ‘J\\M
stes gelang durch begleitende HMQC- ~ pH 1,0

und APT-Messungen. Beim physiologi-

schen pH von 7,4 liegt die Carboxyl- 6.0 5.5 5.2 4.8 4.4 4.0 3.5 ppm
gruppe aufgrund des pK,-Wertes von
3,75 [226] vollstindig dissoziiert als

Natriumsalz vor.

Abb. 6-20. 'H-NMR-Spektren der Carboxymethylstirke
16.16 bei unterschiedlichen pH-Werten.
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Hier wird die anomere Region aufgrund von vielfdltigen Signaliiberlagerungen durch ein sehr
uneinheitliches Multiplett gepragt. Die Methylengruppe des Substituenten wird durch mehrere
nicht grundlinienaufgeldste Signale représentiert.

Im stark Sauren liegen die Carboxylgruppen in ihrer protonierten Form vor. In dieser Form ist
die Wasserloslichkeit des Stiarkederivates am geringsten, obgleich Unloslichkeiten nur bei
hochmolekularen (granuldren), niedrigsubstituierten Carboxymethylstirken auftreten. Das
Spektrum weist bei einem pH von 1,0 im Vergleich zum Spektrum der anionischen Form eine
deutlich verminderte Signalvielfalt auf. Der anomere Bereich besteht aus drei diskreten Si-
gnalen und die Methylengruppe verursacht zwei gut separierte, tieffeldverschobene Peaks.
Das Multiplett der iibrigen Protonen des Stirkegeriistes bleibt bei beiden pH-Werten in seiner
Gestalt nahezu unveriindert. Der Ubergang von der ionisierten Form zur Saureform fiihrt zu
einer Ordnung innerhalb der Struktur des Stirkederivates. Der durch die zunehmende Ein-
heitlichkeit der Signale dokumentierte Wegfall von Orientierungsmdéglichkeiten des Substitu-
enten kann durch das Ausbilden bzw.
Fehlen von Wasserstoftbriickenbin- T [
dungen erkldrt werden. In der Abbil- ™, o
dung 6-21 wird dies durch eine mogli- o o

che Wasserstoftbriicke des protonierten L Oﬂf L o
Carboxymethylrestes zum Sauerstoff e ONa

der glycosidischen Bindung illustriert.

.. . . . . pH 1,0 pH 74
Fiir die deprotonierte Form ist eine

solche Anordnung nicht denkbar. Ins-
gesamt exisitieren im Neutralen und Abb. 6-21. Linkes Bild: Wahrscheinliche Fixierung des

schwach Alkalischen mehr Freiheits- Carboxymethylrestes im sauren Bereich. Rechtes Bild:

grade fiir die Substituenten, wodurch Im Alkalischen ist diese zusitzliche Wasserstoffbriik-

die hohere Signalvielfalt verstindlich ~ kenbindung nicht moglich.

wird.
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6.4 Verwendung von CMS als Blutvolumenersatzmittel

Die Carboxymethylstirke kann derzeit in der Verwendung als Plasmaersatzmittel nur im Ver-
gleich mit Hydroxyethylstirke, welche sich im Volumenersatzmarkt zunehmend als Produkt
der Wahl etabliert hat, bewertet werden. Hierbei muss unterschieden werden, inwiefern et-
waige Differenzen auf dem in dieser Arbeit entwickelten Herstellungsverfahren beruhen oder
auf die neue Substanzklasse zuriickzufiihren sind.

Die im Eintopfverfahren synthetisierten Carboxymethylstirken weisen aufgrund der Umset-
zungen in homogener Losung eine gleichformige Verteilung der Substituenten auf. Schon in
Abschnitt 6.3.1 wurde erldutert, dass ein derartiges Substitutionsmuster einen positiven Ein-
fluss auf die Pharmakokinetik haben wird. Aufgrund des Herstellungsprozesses der Hy-
droxyethylstidrken kann davon ausgegangen werden, dass diese Starkederivate eher eine hete-
rogene Verteilung der Hydroxyethylgruppen besitzen, was eine mdgliche Erkldrung fiir die
bei HES beobachteten Speicherphdnomene sein konnte. Ob der in dieser Arbeit beobachtete
geringere enzymatische Umsatz von vergleichbar substituierten Carboxymethylstiarken teil-
weise auf den Unterschied im Substitutionsmuster zuriickzufiihren ist, konnte wegen fehlen-
der HES-Vergleichssubstanzen nicht untersucht werden. Neben der Verteilung der Substitu-
enten entlang des Stirkegeriistes ist fiir die pharmakologische Wirkung der partielle Substitu-
tionsgrad der verschiedenen Hydroxylgruppen der Glucosebausteine von Bedeutung. Diese
durch das sog. C2/C6-Verhéltnis ausgedriickte Kenngrof3e ist sowohl bei den herkdmmlichen
Hydroxyethylstirken als auch bei den auf neuem Wege synthetisierten Carboxymethylstirken
in relativ breiter Variation steuerbar. Ein weiterer auf dem Herstellungsverfahren basierender
Vorteil der Carboxymethylstirken ist das Fehlen der endstindigen Aldehydfunktionen. Durch
die Reduktion der reduzierenden Enden nach der finalen Molekulargewichtsanpassung — eine
Vorgehensweise, die auch auf andere Derivate einschlieBlich Hydroxyethylstirken {ibertrag-
bar wire — wird dem Polymer eine sehr gute pH-Kompatibilitit verlichen, wodurch eine Ste-
rilisation und eine Darreichungsform bei physiologischem pH-Werten erstmals moglich wird.
Ebenso werden weitere Nebenreaktionen wie beispielsweise die Bildung von Maillard-
Produkten durch die Reduktion unterbunden. Beim Carboxymethylrest als Substituent ist un-
abhéngig von den Reaktionsbedingungen prinzipiell von einer einheitlicheren Funktionalisie-
rung auszugehen, da eine Mehrfachsubstitution der Seitenketten, was bei der Hydroxye-
thylstirke beobachtet wird, ausgeschlossen ist. Des Weiteren ist bei der Umsetzung in alkali-
scher Losung aufgrund der elektronischen AbstoBung benachbarter Carboxymethylgruppen
ein natiirliches Bestreben zum grofftmoglichen Abstand gegeben, was zusétzlich eine mog-
lichst gleichformige Verteilung der Substituenten unterstiitzen konnte.

Die hohe negative Ladungsdichte des Polymers vermeidet mit hoher Wahrscheinlichkeit die

bei Hydroxyethylstidrke beobachteten Speicherphdnomene in den Zellen des mononukledren
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phagozytierenden Systems, die zu Juckreiz oder Beeintrachtigungen der Immunfunktion fiih-
ren konnen. Durch elektronische Wechselwirkungen zwischen Zellmembran und den anioni-
schen Carboxymethylstirken kann insgesamt von einer verringerten intrazelluldren Speiche-
rung ausgegangen werden. Ob durch den polyanionischen Charakter ein verlangsamtes rena-
les Eliminationsverhalten resultiert, bleibt zu untersuchen.

Sehr vielversprechend sind die Ergebnisse der praklinischen Studien zur Blutgerinnungsinter-
ferenz (Abschnitt 5.7.2). Hier konnte im direkten Vergleich einiger thrombelastografischer
Parameter gezeigt werden, dass Hydroxyethylstirke einen Einfluss auf die Kollagen-
induzierte Thrombozytenaggregation und auf die Thrombusbildungszeit zu haben scheint,
wohingegen Carboxymethylstirke dieses Verhalten nicht zeigte. Die Signifikanz dieses Re-
sultates muss iiber weitere statistische Auswertungen endgiiltig belegt werden. Sicher ist aber
das Ergebnis, dass Carboxymethylstirkelosungen entgegen vieler Bedenken keine groflere
Beeinflussung auf die Blutgerinnung ausiiben als Hydroxyethylstirken. Die Vorteile von
CMS hinsichtlich der Verbesserung der Mikrozirkulation bzw. der therapeutischen Hamodi-
lution wurden bereits in Abschnitt 6.3.3 erwidhnt. Die bessere Volumenwirksamkeit der Car-
boxymethylstirke ermoglicht einen niedrigeren Substitutionsgrad und einen geringeren Sub-

stanzeinsatz als in dem bisher klinisch verwendeten Starkederivat.
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7 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

In der vorliegenden Doktorarbeit wurde ein neuartiges, mehrstufiges Syntheseverfahren ent-
wickelt, mit dessen Hilfe gezielt und reproduzierbar eine Vielzahl unterschiedlicher Starkede-
rivate (Ether und Ester) hergestellt werden konnen, die hinsichtlich ihres Eigenschaftsprofils
und ihrer Reinheit fiir die klinische Anwendung als Blutvolumenersatzmittel geeignet sind.
Die einzelnen Reaktionsschritte wurden in der Wahl des Losungsmittels, der Veretherungs-
reagenzien, Reaktionsdauer, -temperatur und Ausbeute sowie der Minimierung von Nebenre-
aktionen fiir die Rohstoffe Wachsmaisstirke und Kartoffelstiarke optimiert. Hierbei spielte die
Stochiometrie zwischen dem Veretherungsreagenz, der Alkalimenge und der eingesetzten
Starke eine entscheidende Rolle fiir das Ausmal} der Substitution und war gleichzeitig bedeut-
sam fiir die Verteilung der Substituenten auf die unterschiedlichen Hydroxylgruppen der Glu-
cosereste. Die Synthesen wurden dahingehend gestaltet, dass mit einer hohen Regioselektivi-
tit die Substitution der sekundiren Hydroxylgruppen vor der der priméren begiinstigt werden
konnten.

Bisher bekannte Synthesemethoden zur Carboxymethylierung waren nicht problemlos auf die
Umwandlung von partiell abgebauten Stérken {ibertragbar. Die in der Literatur beschriebenen
Verfahren in heterogenem Medium zeigten bei simtlichen Reaktionsparametern nur eine un-
zureichende oder uneinheitliche Substitution der Abbaustérken. Hierbei kam es oft zu irrever-
siblen Verfarbungen und Verklumpungen des Reaktionsansatzes, wodurch die an sich schon
ungiinstige Polydispersitit der Derivate zusétzlich erhoht wurde. Durch die Synthesearbeiten
dieser Dissertation gelang es nun, sdmtliche notwendigen Modifikationsschritte in ein homo-
genes, wassriges System zu transferieren und sequentiell ohne zwischenzeitliche Aufarbei-
tung in einem einfachen Eintopfverfahren durchzufiihren. Dabei wurden folgende Reaktions-
stufen in einer dafiir entwickelten, validierfihigen Syntheseapparatur durchgefiihrt:

e partielle sdurekatalytische Hydrolyse zur Molekulargewichtsanpassung,

e enzymatische Modifizierung vorwiegend zur Entzweigung der Stirken,

e Reduktion der reduzierenden Enden zur Vermeidung spéterer Nebenreaktionen und

e (Carboxymethylierung als eigentlicher Funktionalisierungsschritt.

In erster Linie wurden mit dem Verfahren definierte Carboxymethylstirken (d.h. Stirkederi-
vate mit -O-CH,-COO’-Funktionen) synthetisiert. Die so erhaltenen Verbindungen waren
gegeniiber den auf herkdmmlichen Wege dargestellten CMS-Varianten durch ein besonders

einheitliches Substitutionsmuster gekennzeichnet. Nach reduktiver Entfernung der terminalen
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Aldehydfunktionen mit Natriumborhydrid wurden keine Nebenreaktionen mehr beobachtet,
und gleichzeitig konnte dadurch den Stirkederivaten eine auBlerordentliche Stabilitit gegen-
iiber Alkalien verliehen werden.

Die auf diesem Wege gewonnenen Carboxymethylstirken scheinen nach dem bisher ermit-
teltem Kenntnisstand hervorragend fiir die Anwendung als Blutvolumenersatzmittel geeignet
zu sein und sind von ihrem strukturellen Aufbau her als neuartig anzusehen. Sie konnen nach
dem neuen Herstellungsprozess definiert mit variablen

e Substituenten,

e Substitutionsgraden,

e Substitutionsmustern,

e Verzweigungsgraden und

e Molmassen

in hohen Substanzausbeuten (> 80 %) synthetisiert werden. Ein eigens entwickeltes, auf Dia-
lyse und Lyophilisation beruhendes Aufarbeitungsverfahren kann nahtlos an den letzten Re-
aktionsschritt angeschlossen werden und liefert Produkte in hoher Reinheit. Die Synthesen
werden derzeit von der Firma B. Braun Melsungen AG in den TechnikumsmaBstab iibertra-
gen und bilden die Grundlage fiir die geplante Herstellung des pharmazeutischen Produktes.
Nach dem Eintopfverfahren wurden fiir physiologische und priaklinische Untersuchungen ver-
schiedene Carboxymethyl- und Carboxymethylhydroxyethylstirken in gréBeren Mengen (>
100 g) aus Wachsmais- und Kartoffelstarke mit Substitutionsgraden von 0,04 bis 0,75 pro
Glucoserest synthetisiert. Diese Substanzen wurden spektroskopisch und enzymatisch cha-
rakterisiert. Es wurden NMR-spektroskopische Verfahren etabliert, die es erlauben, den Sub-
stitutionsgrad, das Substitutionsmuster (C2/C6-Verhiltnis) und den Verzweigungsgrad von
Carboxymethylstirken reproduzierbar und mit hoher Genauigkeit in einem breiten Bereich zu
bestimmen. Fiir eine Quantifizierung der reduzierenden Enden wurde eine einfache Farbreak-
tion mit 3,5-Dinitrosalicylsdure etabliert, welche eine schnelle und prizise Bestimmung der
terminalen Aldehydfunktionen von Stirken und Stirkederivaten erlaubt. Auf der Grundlage
dieser Methode wurde ein fiir Glucosidasen anwendbares Laborverfahren entwickelt. Dieses
Verfahren gibt schnell und kostengiinstig Auskunft iiber den Abbau unterschiedlichster Stér-
kederivate. Insgesamt wurde mit dieser Methode der Abbau von mehr als 50 unterschiedli-
chen Stirkederivaten durch die Enzyme o-Amylase (EC 3.2.1.1), B-Amylase (EC 3.2.1.2),
Pullulanase (EC 3.2.1.41) und Amyloglucosidase (EC 3.2.1.3) untersucht. Auf diese Weise
konnten auch physiologisch relevante in vitro Abbaukinetiken mit humaner a-Amylase ge-
messen werden, welche mit der Abbaukinetik der Stirkederivate in Blut vergleichbar sind.
Somit konnte ein in-vitro-Screening-Modell geschaffen werden, welches das Abschitzen der
Metabolisierbarkeit neuer Stirkederivate, deren Abbaugeschwindigkeit und die Vergleiche zu
bekannten Substanzen erlaubt. Durch die verschiedenen Enzymspezifititen konnten Anhalts-

punkte fiir den strukturellen Aufbau der Stirkederivate gewonnen werden. Die Gesamtheit der
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Analyseverfahren lieferte ein breites Spektrum an Informationen iiber die modifizierten Poly-
glucane und die Méglichkeit Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu beschreiben.

Mit ausgewdhlten Carboxymethylstirken wurden Priifmuster fiir praklinische Studien und
physikochemische Charakterisierungen hergestellt. Neben der Bestimmung von klinisch rele-
vanten Parametern wie dem kolloid-osmotischen Druck wurden bei unterschiedlichen Elek-
trolytzusammensetzungen eine hohe Autoklavierbestindigkeit der Losungen nachgewiesen.
Eine Beeinflussung der Hamostase durch Carboxymethylstirken konnte durch eine von B.
Braun Melsungen AG veranlasste Studie ausgeschlossen werden. Dabei lieferte die Testsub-

stanz ein besseres Ergebnis als der bisherige klinische Standard Hydroxyethylstérke.

Neben der Charakterisierung der Starkeetherderivate Carboxymethylstirke wurde auch die
Stabilitit von Stirkeestern behandelt. Hierzu wurden zehn strukturell unterschiedliche Stér-
keester iiber zum Teil neuartige Syntheseverfahren dargestellt. Anhand von Sterilisationsver-
suchen der Stidrkeesterlosungen konnte eine Stabilitdtsreihenfolge fiir die verschiedenen
Acylgruppen aufgestellt werden. Keiner der fiir die medizinische Anwendung geeigneten
Starkeester zeigte die erforderliche Bestidndigkeit, um den Sterilisationsprozess ohne Abbau
zu liberstehen. Auf der Basis dieser Untersuchungen kann davon ausgegangen werden, dass
acylierte Stdarken nach bisherigem Wissensstand, trotz der Aussichten auf eine optimale

Pharmakokinetik, fiir die Verwendung als Plasmaersatzmittel nicht geeignet sind.
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AAS
Abb.
ADP
AGE
ANM

APT
aPTT
ATP
ATR
bidest.
BSE
C2/C6

CES
CM-HES
CMS
COSY
Da

DCC
DMAP
DMF
DMSO
DP

DS /MS

dynam.
ESR

et al.
ext. St.
Fa.
FT-IR
GLC

Atomabsorptionsspektroskopie

Abbildung

Adenosindiphosphat

Anhydroglucoseeinheit (engl. AGU)
Tetramethylol-Acetylendiharnstoff-vernetzte Stirke (Amylum non mu-
cilaginosum)

Attached Proton Test

activated Partial Thromboplastin Time

Adenosintriphosphat

attenuated total reflexion

bidestilliert

bovine spongioforme Encephalopathie

Unter dem C2/C6-Verhiltnis wird das Verhéltnis der molaren Substitu-
tion der OH-Gruppe an C-Atom 2 der Anhydroglucoseeinheit zur mola-
ren Substitution der OH-Gruppe an C-Atom 6 verstanden.
Cyanoethylstéirke

Carboxymethyl-hydroxyethylstarke

Carboxymethylstirke

Correlation Spectroscopy

Dalton

Dicyclohexylcarbodiimid

4-Dimethylaminopyridin

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

degree of polymerization (Polymerisationsgrad)

degree of substitution (in der englischsprachigen Literatur oft identisch
mit MS)

dynamisch

Elektronenspinresonanz

und andere

externer Standard

Firma

Fourier-Transformations-Infrarot-Spektroskopie

Gas Liquid Chromatography
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Gle
GPC

h

HE-
HES
HIV
HMQC
HOHAHA
HPLC
IGATED
kinemat.
KOD
MALLS
Mn
MPS
MS

MS

Mw
NMR
NOE
NS

P;
RE(%)

REM
RES
RT

T.S.
Tab.
TOCSY
TSP

TZ

WF
zzgl.
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Glucose

Gelpermeationschromatographie

Stunden

Hydroxyethylrest

Hydroxyethylstérke

Human Immunodeficiency Virus

Heteronuclear Multiple Quantum Coherence
Homonuclear Hartmann-Hahn Spectroscopy

High Perfomance Liquid Chromatography

Inversed Gated Decoupling

kinematisch

Kolloid Osmotischer Druck

Multi-Angle Laser Light Scattering

mittleres Molekulargewicht (Zahlenmittel)
mononukleares phagozytierendes System
Massenspektroskopie

Molarer Substitutionsgrad (Mol Substituent pro Mol Glucose)
mittleres Molekulargewicht (Gewichtsmittel)

Nuclear Magnetic Resonance (Spectroscopy)

Nuclear Overhauser Effect

Normschliff

anorganisches Phosphat

Reaktionseffizienz in %. Das prozentuale Verhéltnis der urspriinglich
eingesetzten Veretherungs- bzw. Veresterungsmittelmenge zur nach der
Reaktion am Polymer gebundenen Menge.
Rasterelektronenmikroskopie

reticuloendetheliales System (heute als MPS bezeichnet)
Raumtemperatur

Trockensubstanz

Tabelle

Total Correlation Spectroscopy
3-(Trimethylsilyl)-propionsdure Natriumsalz
Thrombinzeit

Willebrand Faktor

zuziiglich
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partiell abgebaute Stirken

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8
1.9
1.10
1.11
1.12
1.13
1.14
1.15

Abbaustirke, 1,7 - 10° g/mol, aus nativer Wachsmaisstirke
Abbaustirke, 0,6 10° g/mol, aus nativer Wachsmaisstirke
Abbaustirke, 172.000 g/mol, aus nativer Wachsmaisstérke
Abbaustirke, 200.000 g/mol, aus nativer Wachsmaisstérke
Abbaustirke, 6,5 10° g/mol, aus nativer Wachsmaisstirke
Abbaustirke, 3,0 - 10° g/mol, aus nativer Wachsmaisstirke
Abbaustirke, 3,3 - 10° g/mol, aus nativer Wachsmaisstirke
Abbaustirke, 4,0 10° g/mol, aus nativer Wachsmaisstirke
Abbaustirke, 1,1 - 10° g/mol, aus nativer Wachsmaisstirke
Abbaustirke, 288.000 g/mol, aus nativer Wachsmaisstérke
Abbaustirke, aus nativer Wachsmaisstirke

Abbaustirke, aus diinnkochender Wachsmaisstiarke

Abbaustirke, 270.000 g/mol, aus diinnkochender Wachsmaisstirke
Abbaustirke, 110.000 g/mol, aus diinnkochender Wachsmaisstarke
Abbaustirke, 143.000 g/mol, aus Kartoffelstirke

partiell abgebaute, reduzierte Stirken bzw. reduzierte Stirkederivate

2.1 reduzierte Abbaustdrke, 269.000 g/mol, aus Abbaustirke 1.10

2.2 reduzierte Abbaustdrke, 261.000 g/mol, aus Abbaustirke 1.11

2.3 reduzierte Abbaustdrke, 260.000 g/mol, aus Abbaustirke 1.12

2.4 reduzierte Abbaustérke, 264.000 g/mol, aus Abbaustirke 1.13

2.5 reduzierte Carboxymethylstirke, MS=0,18, aus Carboxymethylstirke 16.35
2.6 reduzierte Hydroxyethylstirke MS=0,50, aus Hydroxyethylstiarke 200/0,5
Stdrkeester

3.1 Acetylstirke, MS=0,38, aus Abbaustirke 1.1

4.1 Propionylstdrke, MS=0,26, aus Abbaustdrke 1.1

5.1 Succinylstirke, MS=0,12, aus Abbaustéirke 1.1

5.2 Succinylstarke, MS=0,14, aus Abbaustéirke 1.1

5.3 Succinylstirke, MS=0,32, aus Abbaustéirke 1.1

5.4 Succinylstirke, MS=0,35, aus Abbaustérke 1.1

5.5 Succinylstirke, MS=0,43, aus Abbaustéirke 1.1

239



240

SUBSTANZVERZEICHNIS

5.6 Succinylstiarke, MS=0,63, aus Abbaustirke 1.1

5.7 Succinylstiarke, MS=0,68, aus Abbaustirke 1.1

5.8 Succinylstiarke, MS=0,70, aus Abbaustéirke 1.14

5.9 Succinylstiarke, MS=0,99, aus Abbaustirke 1.1

6.1 2,2-Dimethylsuccinylstirke, MS=0,25, aus Abbaustirke 1.9
7.1 Dodecenylsuccinylstirke, MS=0,04, aus Abbaustérke 1.9

8.1 Glutarylstarke, MS=0,45, aus Abbaustérke 1.1

9.1 2,2-Dimethylglutarylstirke, MS=0,38, aus Abbaustérke 1.9
10.1 2,2-Dimethylglutarylstirke, MS=0,57, aus Abbaustérke 1.9
11.1 3-Oxaglutarylstirke, MS<0,04, aus Abbaustirke 1.9

12.1 Di-O-Acetylweinsdurestiarkeester, MS<0,04, aus Abbaustédrke 1.9
13.1 Ethoxycarbonyl-/formylstarke, MS=0,15/0,17, aus Abbaustérke 1.1
14.1

Stérkeether

15.1 6-O-Tritylstérke, aus Abbaustérke 2.3

16.1 Carboxymethylstirke, MS=0,13, aus Abbaustirke 1.1

16.2 Carboxymethylstirke, MS=0,05, aus Abbaustirke 1.1

16.3 Carboxymethylstirke, MS=0,37, aus nativer Wachsmaisstéirke
16.4 Carboxymethylstirke, MS=0,69, aus nativer Wachsmaisstéirke
16.5 Carboxymethylstirke, MS=0,70, aus nativer Wachsmaisstéirke
16.6 Carboxymethylstirke, MS=0,37, aus nativer Wachsmaisstérke
16.7 Carboxymethylstirke, MS=0,47, aus nativer Wachsmaisstéirke
16.8 Carboxymethylstirke, MS=0,40, aus nativer Wachsmaisstérke
16.9 Carboxymethylstirke, MS=0,37, aus Abbaustirke 1.1

16.10 Carboxymethylstirke, MS=0,26, aus Abbaustirke 1.1

16.11 Carboxymethylstirke, MS=0,07, aus Abbaustirke 1.1

16.12 Carboxymethylstirke, MS=0,27, aus nativer Wachsmaisstéirke
16.13 Carboxymethylstirke, MS=0,72, aus nativer Wachsmaisstéirke
16.14 Carboxymethylstirke, MS=1,18, aus nativer Wachsmaisstéirke
16.15 Carboxymethylstirke, MS=0,50, aus Abbaustirke 1.14

16.16 Carboxymethylstirke, MS=0,59, aus Abbaustirke 1.3

16.17 Carboxymethylstirke, MS=0,71, aus Abbaustirke 1.10

16.18 Carboxymethylstirke, MS=1,17, aus Abbaustirke 1.10

16.19 Carboxymethylstirke, MS=1,29, aus Abbaustirke 1.10

16.20 Carboxymethylstirke, MS=1,49, aus Abbaustirke 1.10

16.21 Carboxymethylstirke, MS=0,71, aus Abbaustirke 1.10

16.22 Carboxymethylstirke, MS=0,78, aus reduzierter Abbaustirke 2.2
16.23 Carboxymethylstirke, MS=0,11, aus Abbaustirke 1.1
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16.24 Carboxymethylstirke, MS=0,23, aus nativer Wachsmaisstéarke

16.25 Carboxymethylstirke, MS=0,45, aus nativer Wachsmaisstéarke

16.26 Carboxymethylstirke, MS=0,55, aus nativer Wachsmaisstéarke

16.27 Carboxymethylstirke, MS=0,21, aus Abbaustirke 1.10

16.28 Carboxymethylstirke, MS=0,47, aus Abbaustirke 1.10

16.29 Carboxymethylstirke, MS=0,50, aus Abbaustirke 1.10

16.30 Carboxymethylstirke, MS=1,22, aus Abbaustirke 1.10

16.31 Carboxymethylstirke, MS=0,71, aus Abbaustirke 1.10

16.32 Carboxymethylstirke, MS=0,21, aus reduzierter Abbaustéirke 2.2
16.33 2,3-0O-Carboxymethyl-6-O-tritylstiarke, MS=0,95, aus 6-O-Tritylstarke 15.1
16.34 Carboxymethylstirke, MS=0,07, aus Abbaustirke 1.14

16.35 Carboxymethylstirke, MS=0,18, aus nativer Wachsmaisstéarke

16.36 Carboxymethylstirke, MS=0,55, aus Abbaustirke 1.10

16.37 Carboxymethylstirke, MS=1,12, aus Abbaustirke 1.10

16.38 Carboxymethylstirke, MS=1,39, aus Abbaustirke 1.10

16.39 Carboxymethylstirke, MS=1,33, aus Abbaustirke 1.10

16.40 Carboxymethylstirke, MS=1,44, aus Abbaustirke 1.10

16.41 Carboxymethylstirke, MS=0,53, aus reduzierter Abbaustéirke 2.2
16.42 Carboxymethyl-hydroxyethylstiarke, MS=0,04/0,50, aus HES 200/0,5

17.1 Carboxymethylstirke, MS=0,42, aus diinnkochender Wachsmaisstéirke
17.2 Carboxymethylstirke, MS=0,31, aus diinnkochender Wachsmaisstéirke
17.3 Carboxymethylstirke, MS=0,34, aus Abbaustirke 1.15
17.4 Carboxymethylstirke, MS=0,41, aus Abbaustirke 1.15
17.5 Carboxymethylstirke, MS=0,75, aus Abbaustirke 1.15
17.6 Carboxymethylstirke, MS=0,33, aus Abbaustirke 1.15
17.7 Carboxymethylstirke, MS=0,06, aus Abbaustirke 1.15
17.8 Carboxymethylstirke, MS=0,14, aus Abbaustirke 1.15
17.9 Carboxymethylstirke, MS=0,18, aus Abbaustirke 1.15

17.10 Carboxymethylstirke, MS=0,20, aus Abbaustirke 1.15
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CMS aus niederen Alkoholen
CMS aus Methanol
Tab. A-1. Ergebnisse der Carboxymethylierungen in Methanol.
Substanz MS MS(C2+C3) | MS(C6) | MS(C3) | MS(C2+C3)/ molares RE% | Reaktivitit
MS(C6) Verhiltnis
048
0,05 - - - - 1:05:1,3 9,4 -
16.2
044
0,13 0,10 0,03 0,02 33 1:0,7:1,6 18,8 | C2>C62>C3
16.1
053
0,37 0,31 0,06 0,05 5,2 1:0,7:1,6 53,6 | C2>C62=C3
16.3
060
0,37 0,30 0,07 - 4,3 1:0,6:14 61,7 | C2>C6>C3
16.6
062
0,40 0,34 0,06 - 5,7 1:0,9:2,0 44,0 | C2>C6>C3
16.8
061
0,47 0,39 0,08 - 4,9 1:0,8:1,6 60,3 | C2>C6>C3
16.7
054
0,69 0,58 0,11 0,06 5,3 1:1,4:32 50,4 | C2>C6>C3
16.4
055
165 0,70 0,56 0,14 0,06 4,0 1:2,1:49 34,0 | C2>C6>C3
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CMS aus Ethanol

Tab. A-2. Ergebnisse der Carboxymethylierungen in Ethanol.

245

Substanz MS MS(C2+C3) | MS(C6) | MS(C3) | MS(C2+C3)/ molares RE% | Reaktivitat
MS(C6) Verhiltnis

042
0,07 0,04 0,03 - 1,3 1:0,8:2 9,1 | C2>C6>C3

16.11

040
0,22 0,16 0,06 0,03 2,7 1:0,8:2 28,6 | C2>C6>C3

16.9

041
0,26 0,17 0,09 0,03 1,9 1:0,8:2 33,8 | C2>C6>C3

16.10

050
0,27 0,19 0,08 0,03 2,4 1:0,8:2 33,8 | C2>C6>C3

16.12

051
0,72 0,59 0,13 0,08 4,5 1:1,5:3,9 48,0 | C2>C6>C3

16.13

052
1,18 0,86 0,32 0,17 2,7 1:23:75 50,9 | C2>C6>C3

16.14
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CMS aus 2-Propanol
Tab. A-3. Ergebnisse der Carboxymethylierungen in 2-Propanol.
Substanz MS MS(C2+C3) | MS(C6) | MS(C3) | MS(C2+C3)/ molares RE% | Reaktivitit
MS(C6) Verhiltnis
063
0,50 0,38 0,12 - 3,2 1:0,8:1,6 64,1 | C2>C6>C3
16.15
066
0,59 0,48 0,11 - 4.4 1:1,1:1,8 52,2 | C2>C6>C3
16.16
FEI
0,71 0,57 0,14 - 4,1 1:1:1 71,0 | C2>C6>C3
16.17
FES
0,71 0,39 0,32 - 1,2 1:2:4 35,3 | C22C6>C3
16.21
FEI9
0,78 0,63 0,15 0,08 4,2 1:1:1 78,0 | C2>C6>C3
16.22
FE2
1,17 0,88 0,29 0,11 3,0 1:2:2 58,5 | C2>C6>C3
16.18
FE3
1,29 0,86 0,43 - 2,0 1:3:3 43,0 | C2>C6>C3
16.19
FE4
1,49 0,97 0,52 - 1,9 1:4:4 37,3 | C2>C6>C3
16.20
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CMS aus organischen Losungsmitteln
CMS aus Aceton
Tab. A-4. Ergebnisse der Carboxymethylierungen in Aceton.
Substanz MS MS(C2+C3) | MS(C6) | MS(C3) | MS(C2+C3)/ molares RE% | Reaktivitat
MS(C6) Verhiiltnis
046
0,11 0,08 0,03 - 2,7 1:09:1,3 12,5 | C2>C6>C3
16.23
056
0,23 - - - - 1:09:1,3 26,7 | C2>C6>C3
16.24
057
0,45 0,38 0,07 0,04 5,4 1:1:1,6 43,7 | C2>C6>C3
16.25
058
0,55 0,45 0,10 0,04 4,5 1:1,2:2 45,8 | C2>C6>C3
16.26
CMS aus DMSO
Tab. A-5. Ergebnisse der Carboxymethylierungen in DMSO.
Substanz MS MS(C2+C3) | MS(C6) | MS(C3) | MS(C2+C3)/| molares RE% | Reaktivitiit
MS(C6) Verhiltnis
FEII
0,21 0,18 0,03 - 6,0 1:1:1 21,0 | C2>C3=C6
16.27
FE20
0,21 0,18 0,03 0,02 6,0 1:1:1 21,0 | C2>C6=C3
16.32
FEI2
0,47 0,40 0,07 - 5,7 1:2:2 23,5 C2>C6>C3
16.28
FEI3
0,50 0,44 0,06 - 7,3 1:3:3 16,7 | C2>C6>C3
16.29
FEI5
0,71 0,45 0,26 - 1,7 1:5:3 14,2 | C2>C6>C3
16.31
095
0,95 0,92 0,03 0,21 30,7 - - C2>C3>>C6
16.33
FEI14
1630 1,22 0,39 0,83 - 0,47 1:4:2 30,5 C6>C2>C3
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CMS aus Wasser
CMS aus Wasser
Tab. A-6. Ergebnisse der Carboxymethylierungen in Wasser.
Substanz MS MS(C2+C3) | MS(C6) | MS(C3) | MS(C2+C3)/ molares RE% | Reaktivitat
MS(C6) Verhiltnis
091
0,04 - - - - 1:04:04 10,0 -
16.42
047
0,07 0,04 0,03 - 1,3 1:1,4:24 5,0 | C2>C6>C3
16.34
049
0,18 0,15 0,03 - 5,0 1:1,4:24 12,9 | C2>C6>C3
16.35
FEIS
0,53 0,45 0,08 - 5,6 1:1:1 53,0 | C2>C6>C3
16.41
FE6
0,55 0,44 0,11 - 4,0 1:1:1 55,0 | C2>C6>C3
16.36
FE7
1,12 0,81 0,31 - 2,6 1:2:2 56,0 | C2>C6>C3
16.37
FE9
1,33 0,91 0,42 - 2,2 1:5:3 26,6 | C2>C6>C3
16.39
FES
1,39 0,95 0,44 - 2,2 1:3:3 46,3 | C2>C6>C3
16.38
FEI0
1,44 0,97 0,47 - 2,1 1:5:4 28,8 | C2>C6>C3
16.40
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CMS aus Wasser im Eintopfverfahren
Tab. A-7. Ergebnisse der Carboxymethylierungen in Wasser nach sequentieller Transformation.
Substanz MS MS(C2+C3) | MS(C6) | MS(C3) | MS(C2+C3)/ molares RE% | Reaktivitit
MS(C6) Verhiltnis
092
0,06 0,04 0,02 - 2,0 - - C2>C6>C3
17.7
093
0,14 0,13 0,01 - 13,0 - - C2>C3>C6
17.8
094
0,18 0,16 0,02 - 8,0 - - C2>C6=C3
17.9
100
0,20 0,18 0,02 0,02 9,0 - - C2>C3=C6
17.10
074
0,31 0,27 0,04 - 6,8 1:0,5:0,5 62,0 | C2>C6=C3
17.2
086
0,33 0,30 0,03 - 10,0 - - C2>C62>C3
17.6
083
0,34 0,30 0,04 - 7,5 - - C2>C62>C3
17.3
084
0,41 0,36 0,05 - 7,2 - - C2>C62>C3
17.4
073
171 0,42 0,37 0,05 - 7,4 1:0,6:0,6 70,0 | C2>C6=C3
085
0,75 0,65 0,10 - 6,5 - - C2>C6>C3
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