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Abstract : Pure Chitin was obtained from lobster shell by simple treatments with 1IN NaOH
and 1N HCI solutions. It was converted into Chitosan by deacetylation with an aqueous 47 %
NaOH. By selective stearoylation with an amphiphile 9 a Chitosan having hydrophobic side
chains was prepared and its supramolecular structure investigated by sanning electron micro-
scopic means. It was found that this Chitin derivative aggregates into a lamellar crystal

structure.
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EINLEITUNG

Chitin 1, das als Rohmaterial mehr als 25%
Proteine und Lipide enthilt,’? ist eine Struktur-
komponente der Panzer von Krusteintieren und
der Zellwinde von Fungi.® Die zuriickbleibend-
en Protein~ und Lipidreste in Chitin lassen sich
durch ein drastisches Reinigungsverfahren bis
auf eine Menge von 0,5 Prozent reduzieren.>*
Die Primirstruktur von Chitin besteht aus gera-
den Ketten von 8-1,4-Glycosid verkniipften N-
Acetyl-D-Glucosaminresten.>®

Chitinketten bilden amorphe Feststoffe, die in
Wasser, verd nnter Sdure und Base fast unlos-
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lich, aber in Ameisensidure, Methansulfonsidure
und N,N~-Dimethylacetamid mit 5% Lithiumchlo-
rid loslich sind. Durch die alkalische Deacetyl-
lerung der 2-Stellung von Chitin entsteht Chi
tosan, das aufgrund seiner hohen Ladungsdichte
in wigrigen Medien zahlreiche Verwendungs

671



A. Hahn und J. -H. Fuhrhop

moglichkeiten besitzt. Beispielsweise lassen sich
Chitin und Chitosan durch geeignete chemische
Prozesse in regenerierte Chitin- und Chitosan-
membranen umwandeln, die in der Medizin fiir
Arzneimittel und als Tiernahrung, der Wasser-
aufbereitung, und als Fasern und Filme dienen
konnen.” Ziel dieser Arbeit war es nun, durch
die Lipophilisierung des Naturstoffs “Chitin”
polymere Membranstrukturen in Analogie zu
frither bearbeiteten Lipidmembranen aus mono-
merem Glyconamid zu erzeugen.® Das war von
Interesse, weil (1) Chitin ein wohlfeiles Kohlen-
hydratamid darstellt, (II) der Ersatz der offen-
kettigen Glucosamingruppen durch cyclische
Kohlenhydrate moglicherweise zu starren Mem-
branstrukturen fiihren sollte und (IlI} auch die
Uberstrukturen polymerer amphiphiler Gluco-
samide aus Chitosan untersucht werden sollten.
Hier interessierte vor allem die Frage, ob poly-
mere Amphiphile in Ahnlicher Weise aggregier-
en wie Monomere.

EXPERIMENTELLER TEIL

Die Schmelzpunkte. wurden mit einem Kofl-
er-Heiztisch-Mikroskop der Fa. Reichert be-
stimmt und sind nicht korrigiert.

Die Elementaranalyse. wurden im mikroan-
alytischen Labor des Instituts fiir Organische
Chemie der Freien Universitit Berlin durchgefi-
hrt.

Infrarotspektren. wurden in einem IR 257
Spektrometer der Fa. Perkin-Elmer aufge-
nommen.

Die A'H—NMR—Spektren. wurden an einem
WH-270 bwz. 250 Kernresonanzspektrometer

" der Fa. Bruker gemessen. Die -werte beziehen
sich auf Tetramethylsilan als inneren Standard.

Fir die Diinnschichtchromatographien. wu-
rde Kieselgel mit Fluoreszenzindikator der Fa.
Riedel-de Haen und silanisiertes Kieselgel und
Aluminiumoxid(neutral) mit Fluoreszenzindika-
tor auf Glasplatten der Fa. Merck verwendet.
Zur Sichtbarmachung der Substanzflecken dien-
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te UV-Licht, Jod-Kammer oder fiir die Zucker-
verbindungen Phenol/Schwefelsdure-Spriihre-
agenz.

Zu den rasterelektronenmikroskopischen,
Aufnahmen wurden die Proben leitfihig mit
einer 20 nm dicken Goldschicht besputtert(SC
501 EMSCOPE) und mit dem Rasterzusatz zum

Philips EM 400 bei einem Kippwinkel von 0°
oder 24° -bei 40 KV und einem Spot von 20 nm

durchgemusiert. die fotografische Registierung
erfolgt mit 2000 Zeilen/2 Min. auf rollfilm
Agfapan 400.

Priparate fiir die Rasterelektonenmikrosko-
pie: Die Proben wurden auf Triger, leitfdig mit
einer 20 nm Goldschicht, aufgetragen und im
Abzug iiber Nacht getrocknet. Falls die einfa-
chen Priparate zur Rasterelektronenmikrosko-
ple nicht entstanden waren, wurde zur schonen-
den Trocknung der Priparate Ethanol durch
das Trocknungsmittel Peldri II (Fluorkohlenwa-
sserstoff, FFa. Ted Pella, Inc.) in der Fliissig-
phase iiber 30°C ausgetauscht (1 h Peldr1 1I/
abs. Ethanol 1:1, 1 h Peldri [I/abs. Ethanol 2:1,
1 h Peldri II/abs. Ethanol 3:1, 1 h Peldr1 II),
zur Erreichung der Peldri-Festphase im Gefrier-
schrank gekiihlt und das Peldri tiber Nacht im
Vakuum absublimiert.

Reinigung von Rohmaterial, Chitin, aus
getrockneten Krebsschalen 1. 100g des
Rohmaterials Chitin wurden in 750ml 1N-Na-
tronlauge bel 80°C drei Stunden erhitzt. Es
wurde mit je 500m! warmen Wassers dreimal
gewaschen, anschlieﬂend mugte es In 750ml 1N
-Salzsdure 18 Stunden bel Raumtemperatur
ausgeschiittelt werden. Diese Aufarbeitung
wurde zweimal wiederholt. Zum Schlugwurde
das Chitin dreimal mit je 500 ml dest. Wasser
gewaschen. Zur Entfarbung wurde das Chitin
unter Riickflugin Aceton 5 Stunden gekocht
und abgesaugt. Der Riickstand wurde {iber
Phosphorpentoxid bei 50°C im Vakuum 3 Tage
getrocknet.

Ausbeute: 72.9g(72.9% der Th.), IR(KBr):
3420-3350(br. OH und N-H Stretching), 2930,
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2880(CH), 1650(Amid 1), 1550(Amid 1),
950cm™ (CH,-Rocking ) (C4H, ;NO; x OH), (220.
201), Ber. C 43.64 H 6.41 N 6.36, Gef. C 44.38
H 6.68 N 6.62.

Deacetylierung von Chitin (Prédparat fir
reines Chitosan) 2. 2g des gerelnigten Chitins
wurden in 100ml 47%iger NaOH-Losung in
einem Nickel-Tiegel suspendiert. Anschliegend
wurde es bel 110°C unter Argon 2 Stunden ge-
kocht. Das bei der alkalischen Verseifung erhal-
tene Chitosan-Produkt wurde jeweils dreimal
bel 80°C eine Stunde mit 500ml dest. Wasser
gekocht. Diese Aufarbeitung wurde zur Sicher-
heit dreimal wiederholt. Danach war das Chi-
tosan zu 90-95 Prozent deacetyliert. Fiir die
vollstindige Deacetylierung wurde das Chitosan
In 2%iger Essigsiure gelost und filtriert. In 2%-
iger Essigsdure 16st sich das Chitosan sehr gut.
Das filtrat wurde mit 200ml 1N-Natronlauge
tropfenwelse versetzt. Nach beendeter Zugabe
der Natronlauge sieht die Chitosanlosung fidig
aus, da das Chitosan in einer alkalischen Lo-
sung fadenartig gewonnen werden kann. Das
Chitosan wurde zentrifugiert und iiber Phos.
phorpentoxid 4 Tagen bei 80°C im Vakuum get-
rocknet.

Ausbeute: 1.02g(50% der Th.), IR(KBr):
3420(OH und NH-Stretching), 2910, 2850
(CH), 1380cm ! (eine neue Bande fiir iiber 96%
1ige Deacetylierung) {(C;H,,0,) x H,0}, (179.
211), Ber. C 40.44 H 7.31 N 7.82, Gef. C 42.66
H7.29 N 7.94

Die substanzprobe war sehr schwer loslich in
iiblichen Lésungsmitteln, die weitere Bestiti-
gung der Struktur durch Aufnahme eines 'H-
NMR-spektrums konnte deshalb nicht erfolgen.

Octadecylsiure-(ethylhydrogencarbonat)
-anhydrid 5. 14.23g(50 mmol) Stearinsdure
wurden in 100ml abs. THF gelost und unter Riih-
ren bel 5°C zunichst mit 6ml Triethylamin (ca.
50 mmol) und dann tropfenweise mit 5.42g(50
rhmol) Chlorameisensiureethylester in  50ml
abs. THF versetzt, wobel man darauf achten
mugte, daB die Temperature nicht iiber 0 C
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steigt. Das Ganze wurde geriihrt und ber Nacht
stehen gelassen.

Das Triethylaminhydrochrorid wurde abfil-
uert, das THF im Rotationsverdampfer abgezo-
gen und der Riickstand in Ether gelost. Nicht
Gelo-stes wurde abfiltiert und die etherische
Losung je zweimal mit 0.5 M Natriumcarbonat
und 0.5 M Salzsadure ausgeschiittelt, mit dest.
Wasser neutral gewaschen und {iber Natrium-
sulfat getrocknet. Die Losung wurde im Rotalo
nsverdampfer eingedamptf. Es wurde ein weiB
er, wachsartiger Feststoff gewonnen.

Ausbeute: 11.52g(64.62% der Th.), Schmelz
punkt: 32°C, Rf-Wert: 0.72(sil. Kieselgel,
Dioxan), IR(Fim): 2910, 2845(CH), 1820,
1755(C=0), 1470(CH), 1080cm(C-0), ' H-
NMR (CDCly): 6=4.32(q. 2H, COOCH,), 2.46
(1, 2H, CH,C00), 1.68(p,2H, CH,CH,CO0), 1.
36(t, 3H, OCH,CH;), 1.28(s, 30H, CH,), 0.84
ppm(t, 3H, CHy), C, H,,0,(356.547) Ber. C 70.
74 H 11.31, Gef. C.71.25 H 11.41

Poly(N-octadecanoylchitosan) (POC) 6.
Zur Reaktion wurden 400g des Chitosans (zu
96% deacetyliert) in 50ml [osungsmittel (10%
ige lbissigs dure/Methanol) homogenisiert. Die
Losung lieg sich absaugen und das Filtrat mit
50ml Methanol verdiinnen. Dazu wurden 1.07g
des Anhydrids 5, gelost in 50ml Methanol/Iso-
propanol (1:1), bei Raumtemperatur zuge-
tropft. Nach Zugabe des Anhydrids 5 bildete
sich langsam ein Gel. Mit. 50ml Methanol wurde
die Reaktionslosung wieder verdiinnt und 24
Stunden bel Raumtemperatur geriihrt. Das Lo-
sungsmittel wurde im Rotationsverdampfer ab-
gezogen, der Riickstand in 100 ml Chloroform
aufgenommen, eine Stunde gertihrt und filtriert.
Der Riichstand wurde mit Aceton/Wasser(7:1)
gewaschen und anschhegend in 10mi Methan-
olischer 1M-Natronlauge tiber Nacht ber Raum-
temperatur stehen gelassen. Das [.osungsmittel
wurde Im Rotationsverdampfer abgezogen. Der
Rickstand wurde dreimal mit Aceton/Wasser
(7:1) gewaschen und iiber Phosphorpen-toxid
bei 50°C 3 Tage im Vakuum getrocknet.
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Ausbeute: 440mg (50% der Th.), IR(KBr):
3440(br. OH), 2920, 2850(CH), 1645(Amid 1),
1550( Amid 1), 1465cm™ (CH), {(C,,H, NO®) x
H,0}, (445. 641),, Ber. C 64.69 H 10.63 N 3.
14, Gef. C 63.55 H 10.20 N 3.58

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Nach Literaturvorschrift**!'” wurde ein reines
Chitin 1 hergestellt. Zur Darstellung eines Chi-
tosans 2 wurde das Chitin | in 47 %iger NaOH-
Losung deacetyliert. Um die Einheitlichkeit des
Chitosans 2 zu belegen, haben Mima et al. die
IR -Spektren zugeordnet.!! Damit ldpt mit Si-
cherheit feststellen, daBes sich um reines Chi-

tosan handelt (Fig. 1).

Die kduflichen Produkt 3a-¢ erwiesen sich als
geeignele Ausgangssubstanzen fiir die Synthese
der hydrophoben Seitenkette.

30 R, o= - -
3y = cu, SHy Re =004

Frieser et al. haben 1im Jahr 1956 erstmals
beschrieben, Sdurechlorid 3a durch Acylierung
an die Aminogruppe des Zuckers gebunden
werden kann.” Die Reaktion sollte mit hoher
Ausbeute verlaufen. Es traten jedoch Schwierig
keiten mit der kiduflichen Verbindung 3a auf.
Da das Sdurechlorid sowohl an der gewiinsch-
ten Stelle der nucleophilen Aminogruppe des
Chitosans 2, als auch an den Hydroxygruppen
des Zuckers angreift. Deshalb wurde die Umsetz-
ung mit einem weniger reaktiven Carbonsidure
derivat, dem gemischten Anhydnd 5, durch-
gefiihrt. Das gemischie Octadecansdureanhydr-
id war aus Chlorameisensiureethylester zuging-

lich.
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Fig. 1. IR-Spectrum (KBr) of chitosan 2.
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Die Synthese gelang durch Zugabe von Chlor-
ameisensdureethylester zu einer Losung von
Octadecansdure 3a in trockenem Tetrahydro-
furan bel 10°C, die zur Erhohung der Nucleo-
philie mit einem geringeniiberschug Trietyhyl-
amin versetzt wurde. Das Anhydrid konnte mit
emer Ausbeute von 65% als Feststoff mit dem
Schmelzpunkt 32°C isoliert werden. Das IR-
Spektrum weist die charakteristischen Carbonyl-
schwingungsbanden bei 1820 und 1755cm™ auf.
Im '"H-NMR-Spektrum kann man klar das
erwartete Triplettsignal bel 2.46 ppm, sowie das
Quartettsignal bei 4.32 ppm der Methylenpro-
tonen des Ethylester'? erkennen. Die Elementar-
analyse lieferte ebenfalls befriedigende Ergebni-
Sse.

Es wurden Versuche ausgefiihrt, um die
infolge modifizierter Seitengruppen veridnderten
Eigenschaften des Polysaccharids zu untersu-
chen. Dazu wurde je eme Octadecanoylgruppe,
CH4(CH,),,CO-, an die Aminogruppe von Chi-
tosan durch Acylierung mit dem entsprechen-
den Saureanhydrid angehingt.

Die Octadecanoylierung von Chitosan wurde
in einer Losung aus einem Tell 10%iger Essig-
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sdure und einem Teil Methanol unter homogenen
Bedingungen bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
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Fig. 2. IR-Spectrum (KBr) of POC 6.
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Fig. 3. a, b scanning electron micrographs (SEM)
of POC 6.
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Wihrend der Zugabe von gemischtem Octa-
decansdureanhydnid 5, das in einem Losungs-
mittelgemisch aus Methanol/Isopropancl (1:1)
gelost war, bildete die Reaktionslosung ein Gel.
Das breiartige Reaktionsgemisch wurde mit
einem Uberschug von Chloroform versetzt, aus-
gefdllt und wie folgt aufgearbeitet: Der Riick-
stand wurde mit einem Losungsmittelgemisch
aus Aceton/Wasser (7:1) gewaschen. Weiler-
hin wurde er mit 1N-Natronlauge in Methanol
24 Stunden bel Raumtemperatur geschiittelt um
die freilen Aminogruppen zu gewinnen, die mit
Essigsdure eine unreaktive Salzform hitten
bildenkonnen. Ebenfalls lieg sich effektiv durch
diese alkalische Bearbeitung der wihrend der
Reaktionsdauer an den Hydroxygruppen ent-
standene Ester abspalten. Nach dreitdgiger
Trocknung {iber Phosphorpentoxid bel 50°C 1m
Vakuum konnte die polymere Zuckerkopfgrup-
pe mit hydrophober Seitenkette 6 mit emer
Ausbeute von 51% isoliert werden. Das IR-
Spektrum zeigt die Valenzschwingungen der C-
H-Grup-pen bei 2920 und 2820cm ™' und die sehr
intensiven Valenzschwingungsbanden der Ami-
nogruppe bel 1645 und 1550 cm’l(Fig. 2). Zwar
1st ein Wassermolekiil an dem Produkt fest

- ———

Fig. 4. Crystal monolayer model of aggregation
from POC §. The volume of crystal monolayer
model is approximately (8700 x 6400 X 6)nm.
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gebunden, die Elementaranalyse stimmt jedoch
sehr gut mit den theoretisch berechneten Wer-
ten liberein.

In der Literatur*®® wird beschrieben, dag Chi-
tin und Chitosan durch geeignete chemische
Prozesse in niitzliche Filme und Fasern tberfii
hrt werden konnen. In dieser Arbeit zeigt die
Verbindung 6 durch die rasterelektronenmikros-
kopischen Aufnahmen im Gegensatz zu der Li-
teratur'® keine Faserstruktur, sondern planare
Strukturaggregate(Fig. 3a, 3b und Fig. 4).

Es ist wahrscheinlich, dagsich die Eigenschaf-
ten des Polysaccharids wegen der modifizierten
Seitengruppen verindern. Diese Modifizierung
hat offensichtlich zur Folge, dag die Bildung
von hydrophoben Chitinderivaten die Faserst-
ruktur auflost und stattdessen planare Struktu-
ren in Form wohldefinierter Kristallite erzeugt.

Der Aufbau aus den Einzelmolekiilen ist nur
mit dem Modell in Abbildung 4 erklidrbar: Das
Grundgeriist aus Chitin bildet in der Mitte eine
Schicht; die Seitenketten sollten sich nach oben
und nach unten ausrichten.
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