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Definition

1 EINLEITUNG UND ZIEL

1.1 Definition

Als Chitosan werden lineare Polyaminosaccharide bezeichnet, welche sich
heterogen aus den Zucker-Untereinheiten 2-Acetamido-2-desoxy-B-D-
glukopyranose und 2-Amino-2-desoxy-f-D-glukopyranose in
B-1,4-glykosidischer  Bindung  zusammensetzen. Es  iiberwiegt der
Glukosaminanteil im Gesamtmolekiil, welcher die Loslichkeit von Chitosan in
wéBrigen Losungen bedingt und der zur Charakterisierung des Chitosans als

Desacetylierungsgrad angegeben wird.

OH o NH2 OH o NH2
HO NH, (0 HO NH 0
OH | OH
C-0

CH,

Abb. 1-1 Chitosan

Als Chitinderivat kann Chitosan durch Desacetylierung von Chitin gewonnen
werden. Chitin ist nach Zellulose das zweithdufigste natiirlich vorkommende
Polymer, welches durch Biosynthese gebildet wird. Von Zellulose unterscheidet
sich Chitin lediglich durch die Acetamidgruppe am C(2) jeder

Glukoseuntereinheit.




Einleitung und Ziel
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Abb. 1-2 Chitin

1.2 Vorkommen von Chitosan

Chitin ist als Strukturbildner im Tier- und Pflanzenreich weit verbreitet.
Merkmalsbestimmend tritt es im Tierreich im Stamm der Arthropoda in Form
einer Protein-Chitin-Cuticula als Exoskelett auf, welches regelmiflig gehéutet
wird. Vertreter dieses Stammes sind u.a. die Antennata, deren grof3te Klasse die
Insekten bilden und die Mandibulata, von denen die Klasse der Crustacea die
Grundlage fiir die industrielle Produktion von Chitosan stellt. Die Cuticula ist in
urspriinglichen Gruppen als diinne, weiche und geschlossene Decke bzw. bei
den Euarthropoda seit dem Kambrium als Plattenskelett mit harten, dicken
Skleriten und biegsamen Zwischenabschnitten ausgebildet (Westheide und
Rieger 1996). Neben den Arthropoden wird Chitin in geringem Malle noch in
einzelnen Klassen der Protozoa, Cnidaria, Mollusca, Annelida und Tentaculata
gebildet. Auch in Vertebraten konnte Chitin nachgewiesen werden (Wagner, Lo
et al. 1993). Chitosan ist dagegen im Tierreich nicht vorgefunden worden.

Im Pflanzenreich ist Chitin sowohl bei Algen als auch bei niederen und héheren
Pilzen (Basidiomycetes, Ascomycetes, Zygomycetes) vertreten. Speziell fiir die
Gewinnung von Chitosan ist aus der Abteilung der Eumycota (,,echte Pilze*) die

Klasse der Zygomyceta mit den Mucorales hervorzuheben. Die Arten dieser




Biosynthese von Chitin und Chitosan

Ordnung enthalten neben Chitin bereits auch in vivo produziertes Chitosan als
Komponente der Zellwand und sind Gegenstand weitgehender Forschung zur
Chitosangewinnung aus Pilzen (White, Farina et al. 1979; McGahren, Perkinson
et al. 1984; Kobayashi, Takiguchi et al. 1988; Miyoshi, Shimura et al. 1992;
Rane und Hoover 1993b; Hu, Yeung et al. 1999; Kuhlmann, Czupala et al.
2000; Pochanavanich und Suntornsuk 2002).

Art Klassifikation |Zitierung

Mucor spec. Zygomycetes |(White, Farina et al. 1979)
Absidia spec Zygomycetes |(Davoust und Hansson 1992)
Rhizopus spec. Zygomycetes | (EI-Ghaouth, Arul et al. 1992)
Circinella spec. Zygomycetes | (Shimahara et al. 1989)
Lentinus edodes Basidiomycetes |(Crestini, Kovac et al. 1996)
Gongronella butleri Zygomycetes | (Rane und Hoover 1993)
Phycomyces blakesleeanus |Zygomycetes |(Rane und Hoover 1993)

Tab. 1-1 auf Chitosan untersuchte Pilzarten

1.3 Biosynthese von Chitin und Chitosan

Im Gegensatz zu der Chitinbildung in Arthropoden sind die Vorgidnge der
Biosynthese von Chitin und Chitosan bei Pilzen weitgehend untersucht. Es
wurde lange Zeit vermutet, dass Chitin und Chitosan von zwei getrennten
Enzymsystemen individuell produziert werden. Jedoch konnte nachgewiesen
werden, dass Chitosan direkt aus Chitin durch ein bindres Enzymsystem gebildet
wird. Chitinsynthetasen bilden Chitin aus den Monomeren, wéhrend darauf

folgend Chitindesacetylasen Acetylgruppen aus dem Polymer entfernen.
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Die Chitinsynthetasen (CHS) [EC 2.4.1.16] sind membranverankerte UDP-
Glycosyltransferasen, welche N-Acetylglucosamin-Monomere (GlcNac) in ihrer
aktivierten Form als Uridindiphosphat-GlcNac (UDP-GlcNac) auf das zu
bildende Chitinpolymer iibertragen. Die Polymerisierung erfolgt am
nichtreduzierenden Ende des Molekiilstranges unter Abspaltung von UDP,
welches als kompetitiver Inhibitor auf die Synthetase wirkt. UDP-GlcNac wird
im Cytosol gebildet und zur Zellmembran transportiert, wo Chitin in situ d.h.
auBBerhalb des Zytoplasmas polymerisiert wird (Bartnicki-Garcia 1989). UDP-
GlcN als Vorstufe fiir eine direkte Chitosanbildung konnte dagegen in Zellen
nicht nachgewiesen werden (Davis und Bartnicki-Garcia 1984). CHS werden im
Cytosol gebildet und von dort als mikrovesikuldre Strukturen, sogenannte
Chitosome, zur Membran transportiert. Chitosomale CHS liegt in einer zymogen
Form vor, d.h. sie werden durch ein proteolytisches Enzym in ihre aktive Form
tiberfiihrt und bilden erst dann molekulares Chitin (Ruiz-Herrera, Lopez-
Romero et al. 1977; Ruiz-Herrera, Bartnicki-Garcia et al. 1980). Dieses Chitin
wird in den periplasmatischen Raum abgegeben, wo es sich dhnlich wie die
Zellulose zu Mikrofibrillen zusammenlagert.

Chitindesacetylasen (CDA) [EC 3.5.1.41] konnten nur bei Pilzen und Bakterien
nachgewiesen werden. Das Enzym katalysiert die Hydrolyse der
N-Acetamidogruppe von einzelstringigem amorphen Chitin. Sobald
Chitinmolekiile Mikrofibrillen gebildet haben, kann keine Desacetylierung mehr
erfolgen. Demnach mull CDA im periplasmatischem Raum lokalisert sein, um
an aus der Membran austretenden Chitinpolymeren wirksam zu werden (Araki

und Ito 1975; Bartnicki-Garcia, Bracker et al. 1984).

1.4 Chemische Zusammensetzung der Zellwand von Mucor rouxii

Als Beispielorganismus der Mucorales sind an M. rouxii vielfiltige
Untersuchungen durchgefiihrt worden, unter anderem hinsichtlich einer Nutzung

als Lieferant von y-Linolensdure wie auch von Chitosan.

4



Chemische Zusammensetzung der Zellwand von Mucor rouxii

Die chemische Zusammensetzung der Zellwand von M. rouxii wurde von
Bartnicki-Garcia und Nickerson 1962 ausfiihrlich analysiert. Fiir die filamentose

Form dieses Pilzes ergab sich folgendes Resultat:

Komponente Anteil [%]
Lipide 7,8
Chitosan 32,7
Chitin 9,4
2-Amino-Zucker (nicht identifiziert) 2,4
Fucose 3.8
Mannose 1,6
Galaktose 1,6
andere Kohlenhydrate 1,7
Proteine 6,3
Purine und Pyrimidine 0,6
Phosphat 233
Mg 1,0
Ca 1,0
Gesamt 93,2

Tab. 1-2 Chemische Zusammensetzung der Zellwand

Chitosan ist somit Hauptbestandteil der Zellwand. Der hohe Anteil von
Phosphat ist nicht ausschlieBlich anorganischer Natur, sondern auch Teil
organischer Verbindungen wie Lipiden und Nukleinsduren (Bartnicki-Garcia

und Nickerson 1962).
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1.5 Biologische Funktionen von Chitin und Chitosan

Chitin und Chitosan bilden einen wesentlichen Bestandteil der Zellwandmatrix.
Sie dienen als Strukturbildner zur Formgebung und -haltung, wie auch als
Grundlage fiir die Einbettung von funktionellen Elementen in die Zellwand.

Zur Bildung einer stabilisierenden Netzwerkstruktur in der Zellwand erfolgt eine
Verbindung von Chitin/Chitosan mit [B-(1,3)-Glucan, so dass nicht nur
einvektoriell in Léngsrichtung eine [-(1,4)-glykosidische Bindung und eine
intra-/intermolekulare Fibrillisierung iiber Wasserstoffbriickenbildung gegeben
ist (Kollar, Petrakovas et al. 1995).

Aminosdureanalysen von Chitosan aus Aspergillus niger ergaben einen hohen
Anteil von kovalent gebundenem Arginin, Serin und Prolin (Lestan, Pecavar
etal. 1993). Es ist charakteristisch fiir diese Aminosduren, dass sie aufgrund
ihrer Seitengruppenausstattung ausgesprochen hydrophil sind. Welche Aufgabe
sie in der Zellwand erfiillen, ist nicht spezifiziert worden und im Gesamtkontext
der zugehorigen Proteine zu sehen. Eine Moglichkeit bestinde auf der Basis
ihrer Polaritdt, zum Beispiel in der Bindungsvermittlung des jeweiligen Proteins
mit der Chitin-/Chitosanmatrix.

Viele der Chitosan produzierenden Pilze parasitieren auf anderen Pflanzen. Als
Abwehrreaktion auf diese Besiedlung bilden die potentiellen Wirte unter
anderem auch Chitinasen. Es konnte festgestellt werden, dass die Pilze zum
Zeitpunkt der Besiedlung Chitin in Chitosan umwandeln, um einer Erkennung
durch die Wirtspflanze zu entgehen (Deising, Rauscher et al. 1995; Deising und
Siegrist 1995; El-Gueddari und Moerschbacher 2000).

1.6 Priparation von Chitosan aus Crustaceaen und Pilzen

Chitosan wurde erstmals 1859 von Rouget nach intensiver alkalischer
Behandlung von Chitin hergestellt. Heute besteht die industrielle Produktion von

Chitosan im wesentlichen aus vier Schritten, wenn es direkt aus chitinhaltigem
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Rohstoff, wie z.B. Krabbenschalen, gewonnen wird (Benjakul und Sophanodora

1993):

mechanische Zerkleinerung

der Krabbenschalen

l

Deproteinierung

2 % (m/v)NaOH

Waschen (H,0)

l

Demineraliserung

2 % (m/v)HCI

Waschen (H,0)

l

Desacetylierung

50% (m/v)NaOH

Waschen (H,0)

l

Losung/Fillung des 2% (m/v)CH;COOH

Chitosans

Waschen (H,0)

Trocknen/Mahlen

Schema 1-1 Herstellung von Chitosan aus Krabbenschalen
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Die Herstellung von Chitosan aus Arthropodenschalen erfordert zusitzlich eine
thermische Unterstiitzung der Reaktionsabldufe von bis zu 100°C, insbesondere
im Deproteinierungs- und im Desacetylierungsschritt.

Da Pilze keine mineralischen Bestandteile in der Zellwand aufweisen, kann auf
einen Demineralisierungsschritt in der Pridparation verzichtet werden.
Dariiberhinaus liegt Chitosan schon in vivo im Zellwandmaterial der
Mucoraceae vor, so dass auch eine Desacetylierung von Chitin als Vorstufe
nicht durchgefiihrt werden muB}. Jedoch ist eine Deproteinierung und ein
Losungsschritt erforderlich, um das Chitosan aus dem Biomaterial zu

extrahieren.

Deproteinierung 2 % (m/v)NaOH

Waschen (H,0)
saure Losung/ 2 % (m/v)CH3;COOH
alkalische Fillung 50 % (m/v) NaOH

des Chitosans

Waschen (H,0)

l

Trocknen/Mahlen

Schema 1-2 Herstellung von Chitosan aus Pilzkulturen

Vorgeschlagene Anweisungen zur Gewinnung von Chitosan aus Pilzen
beinhalten zur Deproteinierung eine Autoklavierung bei 121 °C fiir 15 min in
alkalischem Medium (z.B. 1M NaOH). Nachfolgend wird die Extraktion von

Chitosan mittels Essigsdure oder auch verdiinnter Salzsdure bei 95 °C
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durchgefiihrt (Rane und Hoover 1993b; Crestini, Kovac et al. 1996; Hu, Yeung
et al. 1999).

Diese Schritte erfolgen unter relativ harten Bedingungen, dhnlich wie die der
Extraktion aus Krabbenschalen. Man konnte daher annehmen, dass die
Préparation einen erheblichen EinfluB auf das Molekulargewicht und den
Desacetylierungsgrad des gewonnenen Chitosans hat. In Anbetracht der
Moglichkeit, diese Prozesse schonend bei Raumtemperatur durchfithren zu
konnen (Alimuniar und Zainuddin 1992), wire es interessant festzustellen,
welches Molekulargewicht und welchen Desacetylierungsgrad natives Chitosan

in vivo besitzt.

1.7 Charakterisierung von Chitosan

Als wichtigste qualititsbestimmende Merkmale fiir Chitosan sind unter anderem
das Molekulargewicht, der Desacetylierungsgrad, der Reinheitsgrad beziiglich
organischer und anorganischer Bestandteile, die Kristallinitit und die
Biokompatibilitit zu nennen.

Die Analytik hierzu wird von den Herstellern marktgingigen Chitosans mit
unterschiedlichen Methoden durchgefiihrt, dies kann aber je nach Methode zu
signifikant voneinander abweichenden Ergebnissen flihren (Tanver, Kok et al.
2002). Fiir Vergleichszwecke sollte daher eine einheitliche Qualitdtsanalytik fiir
Chitosan entwickelt und eingesetzt werden.

Das Molekulargewicht von Chitosan kann mit verschiedenen Methoden
bestimmt werden. So werden dafiir Viskosimetrie, Laserlichtstreuung und
chromatographische Methoden verwendet (Maghami und Roberts 1988;
Terbejovich, Alessandro et al. 1993). Zur Viskositdtsbestimmung ist
anzumerken, dass die Viskositdt einer Chitosanlésung nicht nur durch das
Molekulargewicht allein bestimmt wird, sondern auch durch den
Desacetylierungsgrad, sowie dariiber hinaus durch die Konzentration der

Losung, den pH-Wert und die Temperatur. Als neuere Methode wird das Prinzip
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der Laserlichtstreuung verwendet, um absolute Molekiilmassen zu bestimmen
(Beri, Walker et al. 1993; Terbejovich, Alessandro et al. 1993). Gemeinsam ist
diesen Methoden, dass die ermittelten Werte fiir das jeweils vorliegende
Chitosan weit im hochmolekularem Bereich lagen. Man geht somit davon aus,
dass natives Chitosan, sei es direkt aus Pilzen pripariert bzw. durch den
Produktionsproze3 aus Krabbenschalen bereits etwas depolymerisiert, nur in
einer hochpolymerisierten Form vorliegt. Dabei scheint das Ausgangsmaterial
(Pilze oder Krabben) keinen relevanten Unterschied in der Hohe des
Molekulargewichtes zu bedingen.

Der Desacetylierungsgrad (DD) wird durch den prozentualen Anteil der
Glucosamin-Untereinheiten an der Gesamtheit der GlcNac- und GIcN-
Monomere angegeben. Diese freien NH,-Gruppen bedingen durch ihre
Fahigkeit zur Protonenbindung unter anderem die Loslichkeit in wéssrigen
Medien, die Moglichkeit zur Depolymerisation mit Enzymen und die
biologische Aktivitdt von Chitosan. Die Bestimmung des DD kann durch eine
Vielzahl von Methoden durchgefiihrt werden. Dies konnen beispielsweise
Titration (potentiometrisch, Saure/Base) (Khan, Peh et al. 2002), IR-
Spektroskopie (Domszy und Roberts 1985; Baxter, Dillon et al. 1992), UV-
Spektroskopie (Khan, Peh et al. 2002), Gaschromatographie (Muzzarelli,
Tanfani et al. 1980) und "H-NMR (Signini und Campana Filho 1999) sein.
Chitosan als Naturprodukt enthdlt Verunreinigungen von organischen und
anorganischen Bestandteilen, welche entweder vom Ausgangsmaterial stammen
oder durch den Herstellungsprozel3 zugefiihrt wurden. Ziel der Herstellung ist es
natiirlich, diese Bestandteile im Laufe der Priparation weitestgehend zu
entfernen. Anorganische Verunreinigungen werden durch die Bestimmung des
Sulfataschegehaltes ermittelt (Ph. Eur. 4.02 - 2.4.14), nachdem alle organischen
Bestandteile einer Probe in einem Hochtemperaturofen quantitativ zu CO, und

H,O aufoxidiert worden sind.
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Die Bestimmung des Restproteingehaltes konnte {iiber die klassischen
photometrischen Methoden (Biuret, Lowry, BCA und Bradford) durchgefiihrt
werden. Jedoch basieren diese Tests auf einer Reaktion mit der Aminogruppe
(Biuret, Lowry, BCA), welche allerdings auch im Chitosan selbst vorhanden ist.
Im Test nach Bradford wird die anionische Form von Coomassie Blau durch
Bindung an Proteine stabilisiert. Jedoch gibt es keine Aussage, in welchem
Ausmal hier eine Interaktion mit einem Polykation wie Chitosan erfolgt. Somit
konnten insgesamt zu hohe Proteinkonzentrationen in der zu vermessenden
Probe bestimmt werden. Dariiberhinaus erfordern die Tests von Biuret, Lowry
und BCA einen alkalischen Reaktionsbereich, wobei Chitosan bei diesen pH-
Werten im allgemeinen aus der Losung ausfillt. Nur der Bradford-Test erfordert
einen sauren pH-Bereich. Die hochste Sensitivitét ist mit 0,05-0,5 pg Protein/ml
bei der Bradford-Methode gegeben, wéhrend die Biuret-Methode 1-10 nug
Protein/ml Probelosung voraussetzt. Sollten aber im Labormalfstab nur kleinste
Mengen von Chitosan préipariert worden sein, so diirfte eine Analytik nur
schwer durchzufiihren sein. Da ausschlieBlich der Restproteingehalt bestimmt
werden soll, sto8t diese Analytik hier an ihre Grenzen. Die Methode der
quantitativen Aminosdureanalytik ermoglicht dagegen den Nachweis geringster
Mengen (nmol) von Aminosduren mittels Fluoreszenzdetektion. Proteine
werden {iiber Gasphasenhydrolyse in die Aminosduren gespalten, diese mit
einem Fluoreszenzreagenz derivatisiert und nach Auftrennung in der HPLC bei
395 nm detektiert (Cohen, De Antonis et al. 1993; Palace und Phoebe 1997).

Chitinmolekiile konnen 3 polymorphe Formen bilden, welche auf der Basis von
Wasserstoffbriickenbindungen iiber kristallin geordnete Bereiche verfligen. Die
Wasserstoffbriicken bilden sich zwischen den Amid- und den Carbonylgruppen
und bedingen die Bildung von Mikrofibrillen. Man unterschiedet a-, B-, v-
Chitin. Eine antiparallele Stranganordnung bildet a-Chitin. Erfolgt eine parallele
Aneinanderlagerung, so entsteht [-Chitin. In y-Chitin sind in einer

Triplettanordnung zwei Strange parallel und der dritte antiparallel ausgerichtet.
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H/O\H H/O\H
O/ H H~_ 0
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Abb. 1-3 Potentielle intra- und intermolekulare Wasserstoffbriickenbildung im

Chitosan

Chitosan als Chitinderivat besitzt auch die Fihigkeit zur Ausbildung kristalliner
Bereiche, jedoch sind diese unregelmiBiger aufgrund der statistischen
Verteilung von Restacetylgruppen an den Monomeren im Molekiil angeordnet
(Cartier, Domard et al. 1990). Die Untersuchung von kristallinen und amorphen
Zustanden einer Substanz kann per Rontgendiffraktometrie durchgefiihrt
werden. Sie basiert auf der Aufzeichnung von angeregten Sekundérstrahlungen
von Kristallgitterbausteinen durch emittierte Rontgenstrahlen.

Die Untersuchungen zur Biokompatibilitidt einer Substanz lassen sich unter
anderem einteilen nach der biologischen Aktivitit gegen andere Organismen
und nach der immunogenen Aktivitit auf den eigenen Organismus. Die
bakteriozide Wirkung von Chitosan ist vielfiltig untersucht und nachgewiesen
worden. Hierbei wurde der Effekt von Chitosan, sowie von
Chitosanformulierungen auf Bakterien in Kulturen untersucht (Jumaa, Furkert
etal. 2002). Pyrogentests werden klassisch nach dem LAL-Verfahren auf
bakterielle Endotoxine durchgefiihrt (Lam und Khor 2001). Fiir die Gewinnung
von Chitosan aus Pilzen ist dariiberhinaus auch die Untersuchung auf p-1,3-D-

Glucane wichtig, da dieser Bestandteil von Pilzzellwidnden immunogen wirkt.
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Mikrokristallines Chitosan

1.8 Mikrokristallines Chitosan

Eine Modifikation von Chitosan stellt mikrokristallines Chitosan (MCCh) dar.

Rohchitosan
Lsung 2 % CH;COOH
Depolymerisierung 70 °C. 3 h
Aggregation 2,95-29,5 % NaOH,
RT, 150 rpm,

Waschen (H,0O, Ethanol)

Trocknen

Schema 1-3 Herstellung von mikrokristallinem Chitosan

Rohchitosan wird in Essigsdure gelost und thermisch depolymerisiert. Nach
Struszcyk wird der Aggregationsprozell herbeigefiihrt durch Zufiihren von
NaOH zu der sauren Losung, bis sich ein pH von 8 eingestellt hat. Das
enstandene Prézipitat wird mit Wasser und anschlieBend mit Ethanol gewaschen
und getrocknet. Das Produkt zeichnet sich durch einen hohen
Wasseraufnahmewert (500-5000 %), die Fahigkeit zur Ausbildung von
Wasserstoffbriicken und zur direkten Filmbildung aus. Dariiberhinaus ist
mikrokristallines Chitosan bioaktiv und es wirkt bakteriostatisch (Struszczyk
1987). Anwendungsgebiete sollen sich in Bereichen ergeben, in denen
Standardchitosan iiber diese Charakteristika nicht hinreichend zu nutzen ist.

Dies betrifft Anwendungen in der Textilindustrie, in der Abwasserbehandlung
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und in medizinischen Bereichen. In der Textilindustrie wird eine Nutzung von

MCCh als Impriagnierungslosung und als Bindemittel fiir Stoffbeschichtungen
vorgeschlagen. Vergleichende Untersuchungen zur Schwermetallbindung
ergaben, dass MCCh bei pH-Werten unter 7 effektiv zwischen 90-100% der
gegebenen Schwermetalle (Fe, Cu, Zn, Mg, Pb, Mn) aus wisserigen Losungen
entfernen kann. Standardchitosan dagegen konnte lediglich 10% (Mn) bis 80%
(Cu) binden (Struszczyk und Kivekds 1989).

1.9 Niedermolekulares Chitosan

Basierend auf den industriellen Herstellungsmethoden zeichnet sich das
kommerziell produzierte Chitosan durch relativ hohe Molekulargewichte aus.
Daraus resultierend konzentrierte sich ein Grofiteil der Forschung auf
Anwendungen von Chitosan mit hohen Molekulargewichten. Jedoch kann
hochmolekulares Chitosan nur auf jenen Gebieten zum Einsatz gebracht werden,
in denen das Molekulargewicht entweder nur eine untergeordnete Rolle spielt
oder aber ein hohes Molekulargewicht mit entsprechend einhergehender
Viskositdt  ausdriicklich ~ gewiinscht ist. Gerade im  medizinisch-
pharmazeutischen Sektor besteht jedoch Interesse am Einsatz von
niedermolekularem Chitosan. Denkbar sind hier Anwendungen von Chitosan als
Carrier fiir Wirkstoffe zur parenteralen Applikation (Richardson-Simon, Kolbe-
Hanno et al. 1999) ohne eine unerwiinschte Reaktion des Immunsystems
hervorzurufen. Dies fordert unter anderem auch eine Losung von Chitosan bei
physiologischen pH-Werten, was mit hochmolekularem Chitosan nicht
gewihrleistet werden kann.

Die Forschung zur Herstellung von niedermolekularem Chitosan basiert im
wesentlichen auf der Depolymerisation von industriellem Chitosan. Hierbei
wurden Untersuchungen zur chemischen/thermischen Degradation und zum
enzymatischen = Abbau  durchgefiihrt. Verwendung zur chemischen

Depolymerisation fanden Salpetersdure (Allan und Peyron 1995), Salzsaure
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Niedermolekulares Chitosan

(Rege und Block 1999) Wasserstoffperoxid (Chang, Tai et al. 2001) und
Phosphorsdure (Zishen und Dongfeng 2002). Bei diesen Untersuchungen wurde
die Temperatur als zusidtzlicher Parameter zur Einstellung des

Molekulargewichtes von Raumtemperatur bis 100°C variiert.

Der enzymatische Abbau kann iiber spezifische Glycosylhydrolasen, in diesem
Fall Chitinasen und Chitosanasen, erfolgen. Diese Enzyme kénnen sowohl von
hoheren Pflanzen als Abwehr gegen eine Besiedlung durch parasitire Pilze
gebildet werden, wie auch von Bakterien und chitin-/chitosanhaltigen Pilzen
selber. Chitinolytische Bakterien nutzen dieses Substrat als Energiequelle,
indem sie entweder iiber eine extrazellulire Abgabe der erforderlichen Enzyme
oder tber zellassoziierte Enzyme Chitin und Chitosan in die Monomere zerlegen
und aufnehmen (Masson, Boucher et al. 1995; Saito, Kita et al. 1999; Zhang und
Neua 2002). Aber auch bei chitosanproduzierenden Pilzen spielen diese Enzyme
eine Rolle fiir die Steuerung der Biosynthese der Zellwand in einzelnen
Entwicklungsstadien des Mycels (Alfonso, Martinez et al. 1992). Man
unterscheidet Endo- und Exochitinasen/-chitosanasen, anhand des Ortes der
hydrolytischen Spaltung im Molekiil. Enzyme des Endo-Typus spalten nach
dem Zufallsprinzip innerhalb des Polysaccharids und bilden als kleinste
Endprodukte Glucosamindimere. Als grofte Einheiten werden noch Oligomere
verzeichnet, d.h. Spaltprodukte mit mehr als 10 Untereinheiten werden nicht
gebildet. Exochitinasen/-chitosanasen dagegen spalten endstindig Dimere ab
(Botha, Nagel et al. 1998). Es wurden eine Reihe dieser Enzyme sequenziert, in
Bakterien kloniert und exprimiert. Fiir industrielle Anwendungen ist die
produzierte Menge jedoch noch nicht ausreichend. Daher wurden dariiber hinaus
auch Untersuchungen zur Depolymerisation von Chitosan mit Lysozym
durchgefiihrt. Lysozym wurde 1922 von Fleming im Nasensekret und in der
Trianenfliissigkeit von Menschen entdeckt. Es ist in der Lage

Bakterienzellwéinde zu zersetzen, indem es die glykosidische Bindung zwischen
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N-Acetylglucosamin (GlcNac) und N-Acetylmuraminsdure (MNac) im
Polysaccharidanteil der Zellwand spaltet.

HSC*C*H C:O

|
COO-  cp,

Abb. 1-4 N-Acetylmuraminsiure

Untersuchungen ergaben aber, dass Lysozym auch die Bindung zwischen
GlcNac-Monomeren im Chitosan hydrolysieren und endstindig Hexamere
abspalten kann. Dafiir muf3 dieses Substrat im Polymer mit mindestens drei bis
vier acetylierten Untereinheiten gegeben sein. Da Lysozym inzwischen im
groflen Mal}stab aus Hiihnereiweill gewonnen wird, wire eine biotechnologische
Nutzung zur Herstellung von kurzkettigen Chitosanen vorstellbar (Nordtveit,
Varum et al. 1994). Weitergehende Untersuchungen zur enzymatischen
Degradation von Chitosan wurden u.a. noch mit Papain (Muzzarelli,
Terbojevich et al. 2002) und Hemicellulasen (Qin, Du et al. 2002) durchgefiihrt.
Fine direkte Gewinnung niedermolekularen Chitosans aus dem chitin- bzw.

chitosanhaltigem Rohmaterial ist nicht bekannt bzw. nicht durchgefiihrt worden.

1.10 Verwendung von Chitosan

Wesentliche Grundlage zur Nutzung ist die Eigenschaft von Chitosan zur
ionischen Bindung und Komplexierung mit anderen Molekiilen. Chitosan wird
durch die Protonierung der freien Aminogruppen zum Polykation und kann auf
dieser Basis mit negativ geladenen Ionen und Molekiilen interagieren. Daraus
ergeben sich eine Vielzahl von potentiellen Anwendungsmaoglichkeiten, welche

bereits industrielle Anwendung finden bzw. sich in der Applikationsentwicklung
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befinden und {iber Patente

abgesichert

sind. Notwendig fiir solche

Entwicklungen sind jedoch einheitliche, lédnderspezifische Qualitits- und

Deklarationsstandards, sowie eine langfristige Sicherung von konstanten

physiko-chemischen Eigenschaften des zu verarbeitenden Chitosans. FEine

Ubersicht iiber Anwendungen und Anwendungsmdglichkeiten gibt Tabelle 1-2.

Anwendungsgebiet Verfahren
Abwasserbehandlung Bindung von Proteinen
Schwermetallbindung
Biotechnologie Enzymimmobilisierung
Zellimmobilisierung
Proteinbindung/-
separation
Chromatographie
Ionentauscher
Medizin/Pharmazie  Verbande, Schwiamme
Drug delivery
Kiinstliche Haut

Senkung

Blutcholesterin
Antibiotische Wirkung
Immunstimulanz
Antitumoraktivitat
Kosmetik Filmbildner
Feuchtehalter

Zitierung

(Chiou und Li 2003)

(Bassi, Prasher et al. 1999)
(Oztop, Saraydin et al. 2002)
(Pereira, DeCastro et al. 2001)
(Takakura, Satoh et al. 2000)

(Roberts und Taylor 1989)
(Hou, Miyazaki et al. 1994)
(Biagini, Muzzarelli et al. 1992)
(Mattioli et al. 1999)

(Kifune 1992)

(Sandford 1989)

(Seo, Mitsuhashi et al. 1992)
(Suzuki, Watanabe et al. 1992)
(Ouchi, Inosaka et al. 1992)
(Wachter 1997)

(Lang und Clausen 1989)

Tab 1-2 Anwendung von Chitosan
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Bei den in Tabelle 1-2 aufgefiihrten Anwendungsgebieten spielt das
Molekulargewicht des Chitosans nur eine untergeordnete Rolle. Speziell aber
iber den Einsatz von niedermolekularem Chitosan im medizinischen Sektor sind
in den letzten Jahren vielfaltige Untersuchungen durchgefiihrt worden.
Mallgeblich {iber die MolekiilgroBe, verbunden mit den polykationischen
Eigenschaften, sind erstmals invasive Anwendungsmoglichkeiten moglich,
welche mit dem Standardchitosan aus dem hochmolekularen Bereich nicht
durchfiihrbar  sind. Eine der herausragenden  Eigenschaften  der
niedermolekularen Chitosane ist ihre Wasserloslichkeit bis in den alkalischen
Bereich, so daBl parenterale Zubereitungen auf pH 7.4 eingestellt werden
konnen, ohne dass das Chitosan prazipitiert. Dariiberhinaus haben
niedermolekulare Verbindungen eine geringere antigene Wirkung als
hochmolekulare Aquivalente. Begiinstigt wird dies durch die Tatsache, dass
Homopolymere und nicht metabolisierbare Stoffe schwache Immunogene sind.
Diese drei FEigenschaften bedingen, dass niedermolekulares Chitosan fiir
pharmazeutisch-medizinische =~ Applikationen 1m  menschlichen  Korper
Verwendung finden konnte.

Um eine frithzeitige Ausscheidung eines kurzkettigen Chitosans z.B. als
Drugcarrier iiber die Niere zu vermeiden, sollte das Molekulargewicht des
Komplexes iiber 15.000 g/mol liegen. Stoffe groBer als 80.000 g/mol sind iiber
den Glomerulus nicht mehr filtrierbar, jedoch konnte in diesem Mw-Bereich
schon eine immunologische Reaktion gegen das Chitosan im Blut einsetzen.
Molekiile mit einem Mw zwischen 15.000 und 80.000 g/mol sind nur teilweise
filtrierbar, wobei hier die Ladung des zu filtrierenden Molekiils eine wichtige
Rolle spielt. Im glomeruldren Filter befinden sich negative Wandladungen, so
dass ein Polykation wie Chitosan damit interagieren konnte (Silbernagl und
Despopoulos  1991).Tabelle 1-3 gibt eine Ubersicht iiber (potentielle)

Anwendungsbereiche fiir niedermolekulares Chitosan.
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Anwendungsgebiet Zitierung

Loslichkeitsvermittlung (Imai, Shiraishi et al. 1991)

Kariesprophylaxe (Shibasaki, Sano et al. 1994)
(Shibasaki, Matsukubo et al. 1995)

Gene delivery system (Richardson-Simon, Kolbe-Hanno et
al. 1999)

Magengeschwiirbehandlung (Ito, Ban et al. 2000)

Saureneutralisisierung

Behandlung Typ 2 Diabetes mellitus (Hayashi und Ito 2002)

Tab. 1-3 Verwendung von niedermolekularem Chitosan

Applikationen wie die Nutzung von niedermolekularen Chitosans als Genvektor
oder zur Behandlung von Magengeschwiiren und Diabetis mellitus sind noch in

der Phase der Entwicklung auf der Basis von Tierversuchen.
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Einleitung und Ziel

1.11 Ziel dieser Arbeit

Es sollte niedermolekulares Chitosan aus Pilzen hergestellt werden. Zu
untersuchen waren Bedingungen fiir die Gewinnung des Rohmaterials und fiir
die Prédparation, welche zu einem entsprechenden Molekulargewicht des
Chitosans fithren. Durch Wachstumsversuche sollten verschiedene Pilzarten auf
thre Biomasse- und Chitosanausbeute hin untersucht werden. Ferner sollten iiber
die Molekulargewichtsbestimmung des produzierten Chitosans geeignete
Pilzarten flir die Herstellung speziell von niedermolekularem Chitosan bestimmt
werden. Bestehende Praparationsmethoden zur Gewinnung von Chitosan sollten
analysiert werden, inwieweit sie zur Herstellung von kurzkettigen Chitosanen
geeignet sind und falls nétig, eine neue Methode dafiir entwickelt werden. Zur
Analyse des produzierten Materials sollten vergleichende Untersuchungen mit
kommerziellem Chitosan durchgefiihrt werden. Diese Methoden sollten die
relevanten Charakteristika von Chitosan bestimmen und die Eignung der

Préaparationsmethode zur Produktion von niedermolekularem Chitosan belegen.
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Physiko-chemische Voruntersuchungen an kommerziellem Chitosan

2 PHYSIKO-CHEMISCHE VORUNTERSUCHUNGEN AN
KOMMERZIELLEM CHITOSAN

Um das herzustellende  kurzkettige  Chitosan  hinsichtlich  seiner

physikochemischen Eigenschaften zu analysieren, wurden vergleichende
Untersuchungen mit industriellem Chitosan und Monomeren durchgefiihrt. Es

wurden Proben aus Krabbenchitosan und Pilzchitosan vermessen.

Ursprung | Bezeichnung Hersteller AbKkiirzung
Krabbe - Dalwoo DAL
Krabbe | Chitopure 026 | FishContract FClI
Krabbe | Chitopure XP | FishContract FC2
Krabbe MD5 Primex PR1
Krabbe TD127 Primex PR2
Krabbe T™M1070 Primex PR3
Krabbe T™MO003 Primex PR4
Krabbe | mikrokristallin Primex PRMK

Pilz S-1247 Tricorporation TRI
Krabbe Oligo Seigakaku Oligo
- GlcN Fluka GlcN
- GlcNac Fluka GlcNac

Tab. 2-1 analysierte Chitosane, Monomere

Mit dieser Auswahl sollte ein reprédsentativer Querschnitt von kommerziellen

Chitosanen hinsichtlich der Herkunft, des Molekulargewichtes, des
Desacetylierungsgrades sowie des Reinheitsgrades untersucht werden. Da die
industrielle Herstellung von Chitosan aus Pilzen sowie die von

21



Physiko-chemische Voruntersuchungen an kommerziellem Chitosan

mikrokristallinem Chitosan sich noch in der Pilotphase befindet, konnten hier

nur Einzelproben getestet werden.

2.1 Molekulargewicht

Die Bestimmung des Molekulargewichtes erfolgte durch Auftrennung tiber GPC
und Vermessung per Laserlichtstreuung. Die Proben wurden in Laufpuffer
(Essigsdure/Natriumacetat, 0,5 M / 0,5 M) gelost. Je groBer das
Molekulargewicht war, desto geringere Konzentrationen von Chitosan wurden
verwendet. Durch Vorversuche wurde die zu losende Menge bestimmt, fiir
hochmolekulare Chitosane (>100.000 g/mol) wurden 2 mg/ml und fiir
niedermolekulare Chitosane 5 mg/ml (< 100.000 g/mol) eingewogen. Die
Proben wurden iiber Nacht gelost und iiber einen 0,2 pm Filter zur Abtrennung
von ungelosten Bestandteilen in ein HPLC-Fldschchen gegeben.

Die Auftrennung nach dem Molekulargewicht erfolgte mit einer FluBrate von
l ml/min in einem GPC-Saulensystem (Anhang 8.4). Mittels eines
Streulichtphotometers (Molmassenbestimmung) und eines RI-Detektors
(Konzentrationsbestimmung) wurden die Messungen zur Ermittlung des
Molekulargewichtes durchgefiihrt. Uber die angeschlossene Software ASTRA
wurden die Daten verarbeitet und die absoluten Molekiilmassen im

Elutionsvolumen ermittelt.
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1.0x10°

Molar Mass vs. Volume

1.0x107

1.0x10°

1.0x10°

Molar Mass (g/mol)

1.0x10*

1.0x10°3

1.0x10?
0

5 10 15
Volume (mL)

25

Abb. 2-1 errechnetes Molekulargewicht [g/mol] in Abhiingigkeit vom gesamten

eluierten Volumen

(Peak: RI-Signal, fett gedruckte Punkte: errechnetes MW)

Durch Fraktionierung des Volumens lassen sich

spezifische Bereiche

herausrechnen. Es wurden das massenmittlere Molekulargewicht in dem

eingegrenzten Bereich (Mw) und das zahlenméfige mittlere Molekulargewicht

im Punkt der hochsten Konzentration (Mn) bestimmit.

Molar Mass vs. Violume

1.0x10%
1.0x10 7

1.0x10%

Molar Mass (g/mol)

1.0x10%

1.0x10*

10.0 12.0 14.0
Volume {mL)

16.0

Abb. 2-2 Molekulargewicht in Abhingigkeit vom eluierten Volumen im Bereich von

8,0 ml bis 16 ml (Mn 2,328 x 10° g/mol , Mw 7,904 x 10° g/mol)
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Abkiirzung Mw Mn Polydispersitiit
[g/mol] [g/mol] Mw/Mn
DAL 3.501x 10° | 2.231x 10° 1,57
FC1 7511x10° | 2.522x 10° 2,98
FC2 4.933x10* | 2.879x 10* 1,71
PR1 1.953x10° | 6.797 x 10* 2,87
PR2 1.101 x 10° | 4.493 x 10* 2,45
PR3 1.178 x 10° | 5.102x 10* 2,31
PR4 1.425x10° | 7.147 x 10* 1,99
PRMK 7.057x10° | 4.107x 10° 1,72
TRI 7.840x 10° | 1.331x10° 5,89
Oligo 7.706 x 10° | 6.114 x 10 1,26
GlcN 2.793x 10* | 1,934 x 10° 1,44
GlcNac 2.942x 10* | 2,241 x 10° 1,31

Tab. 2-2 Molekulargewichte der Referenzproben

2.2 Identititsprifung und Bestimmung des Desacetylierungsgrades

Mittels '"H-NMR kann eine organische Probe auf ihre Identitit gepriift werden
und, im bestimmtem Rahmen, auch auf ihren Reinheitsgrad. Abb. 2-3 zeigt ein
typisches 'H-NMR-Spektrum von Chitosan. Organische Verunreinigungen
konnen durch zusitzliche und verdnderte Peaks, sowie durch eine verrauschte
Basislinie detektiert werden.

Von den zu vermessenden Proben wurde eine 2 % (m/V) Losung mit
deuterierter Salzsdure (0,5 % (V/V) in D,0) hergestellt. Als Standard wurde das
Natriumsalz der 3-(Trimethylsilyl)-propansulfonsdure verwendet. Die Proben
wurden in einem Kernresonanzspektrometer ARX300 (Bruker, Rheinstetten)

bei 300-320 K vermessen.
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Standard Standard

A 1 1 I v

5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15
(ppm)

Abb. 2-3 1H-NMR-Spektrum: Zuordnung der relevanten Resonanzsignale zu den

Wasserstoffatomen im N-Acetylglukosamin-Monomer von Chitosan

Der Desacetylierungsgrad wurde tber die in Abb. 2-3 gekennzeichneten

Integrale errechnet:

DD = 100 - [IV/3)*100 [%]
[(1 +IT+11D)/6

Der Flacheninhalt von Peak IV (Acetylgruppe) wird durch 3 dividiert und damit
auf ein H-Atom (entsprechend einer Acetylgruppe) verrechnet. Dieser Quotient
wird in das prozentuale Verhéltnis zu den drei Integralen des Pyranoseringes
gesetzt, welche durch die Division mit 6 den Wert dieser Messung fiir eine
Glucosaminuntereinheit ergeben. Der rechte Term errechnet somit den
Acetylierungsgrad, subtrahiert von 100 wird dariiber der Desacetylierungsgrad

ermittelt.
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Abkiirzung | Desacetylierungsgrad
DAL 69.1%
FCI 70.5%
FC2 79.3%
PR1 82.5%
PR2 96.9%
PR3 96.8%
PR4 84.9%
PRMK 83.7%
TRI 71.1%
Oligo 100%
GlcN 100%
GlcNac 0%

Tab. 2-3 Desacetylierungsgrad der Referenzproben

Diese Methode kann im hochmolekularen Bereich zur Vermessung von
Chitosanen nur bis zu einem Molekulargewicht von ca. 1 x 10° g/mol verwendet
werden. Durch den  hohen  Polymerisierungsgrad  ergeben  sich
Resonanziiberlagerungen der Signale der H-Atome des Ringes. Dies hat zur
Folge, dass sich die Peaks I und II verbreitern und letztendlich auch tiberlagern.

In Abb. 2-4 wurden zum Vergleich das Monomer GlcNac gegen DAL

(niedermolekular) und PR1 (hochmolekular) aufgetragen.
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PR1

DAL
M_A GlcNac
5.5‘ 5.0‘ 4.5‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

(ppm)

Abb. 2-4 1H-NMR von Monomer, nieder- und hochmolekularem Chitosan

In dem NMR-Spektrum von GlcNac sind deutlich Signalaufspaltungen durch
die Spin-Spin-Kopplung der einzelnen Protonen des Ringes zu verzeichnen. Das
linke Maximum entspricht vier und der rechte Teil zwei H-Atomen. Bei DAL
iiberlagern sich die Signale, jedoch sind noch Aufspaltungen angedeutet. Diese
sind bei PR1 zu jeweils einem Peak vereinigt.

DAL weist dariiber hinaus bei 3,5 ppm ein Nebensignal auf, welches von
Ethanol stammt und Riickschliisse auf die Verwendung von Ethanol in der

Herstellung dieses niedermolekularen Chitosans erlaubt.
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2.3 Kiristallinitit

Die Bestimmung der Kristallinitit der Chitosanproben wurde in einem
Rontgendiffraktometer (Stoe & Cie, Darmstadt) durchgefiihrt. Die Proben
wurden zwischen zwei Mylarfolien gegeben und in einen um die eigene Achse
rotierenden Probenhalter gespannt. Die Rontgenrohre wurde mit 40 kV und
200 mA betrieben, so dass mittels einer Kupfer-K,;-Emission {iber einen
Monochromatorkristall eine Wellenliinge von 1,405 A erzeugt werden konnte.
Mit einer Winkelgeschwindigkeit von 1°/10 s wurde iiber den Bereich von

20 = 5-50° die Transmission der Probe aufgenommen.

5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 2Theta

Abb. 2-5 Rontgendiffraktogramme von Chitosan
1-PR1 2-DAL

Die Abbildung zeigt charakteristische Diffraktogramme fiir die untersuchten
Chitosane. Beispielhaft sind in einer Probe von PR1 Signale fiir Teilkristallinitét
bei 20 =9° und 20° auf einem starken Halosignal zu erkennen. Alle anderen
industriellen Proben auBler DAL weisen diesen Kurvenverlauf auf. DAL
dagegen zeigt nur das Halosignal, dies entspricht einem amorphen Zustand

diesen Materials.
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2.4 Bestimmung der PartikelgroBe und strukturelle Untersuchung

Zur Bestimmung der Partikelgroe wurden die Proben rasterelektronen-
mikroskopisch untersucht. Dariiberhinaus konnten noch Informationen iiber die
Herstellungsmethode der Chitosane gewonnen werden.

Die Proben wurden auf einem Probenhalter mittels einer beidseitig klebenden,
elektrisch leitenden Folie fixiert (Leit-Tabs, W. Plannet GmbH, Wetzlar). In
einem Sputter Coater (SCD 005, Bal-Tec AG, Liechtenstein) wurde
anschliefend die Probe unter Argonatmosphére bei 50 Pa fiir 180 s mit Gold
bedampft. Die Untersuchung erfolgte in einem Rasterelektronenmikroskop
(Series XL.20, Philips, Holland) bei einer angelegten Spannung von 15 kV in
verschiedenen VergroBerungsstufen. Uber den MaBstab wurde die PartikelgroBe
und die Oberfldachenstruktur der Probe bestimmt. Beispielhaft werden hier einige
Proben dargestellt, deren Merkmale charakteristisch fiir die untersuchten

Chitosane sind.

AccV ‘S.‘pot M'agn-
15.0kVY 5.0 2000x FC
o L "\ .‘.

Abb. 2-6 FC (Vergrofierung: 2000x)

Das Chitosan von FishContract weist keine definierte Partikelstruktur im
MikromalBistab auf (Abb. 2-6). Vielmehr handelt es sich um makroskopische

Folienbruchstiicke, welche bei starker Vergroferung eine zerkliiftete Oberflache
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mit Bereichen von teilweise regelméaBiger Lamellarstruktur (Pfeil) aufweisen.
Die Probe ist in sich homogen und mikroskopische Verunreinigungen sind nicht

zu erkennen.

AccY.  Spot Magn
15.0 kv 5.0 '

i h.\ -
'Acc_V .SpotT-’a'gn ¥ 3
,15.0 K/ 8.0 3000x + 'MDb

. - 3

{
T

Abb 2-7 PR1 (Vergrofierung: 250x / 3000x)

Die Aufnahme von PR1 zeigt bei kleinerer VergroBerung unregelméBig
geformte, abgerundete Partikel mit einer geschitzten GroBBe zwischen 20 pm bis

150 um. Die Oberfliche dieser Teilchen ist relativ glatt, weist jedoch ldngere
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Spalten auf. Bei starker VergroBerung zeigt diese Oberfliche teilweise eine

schuppenartige Struktur.

> o
AccY SpotMagn F——— 20um
15.0kV 5.0 1000x Chitosan K raw

AccY  Spot Magn B0 pm
16.0kV 5.0 500x Chitosan K__r‘aw\

Abb. 2-8 DAL (Vergrofierung: 1000x / 500x)

Chitosan DAL besteht aus runden Partikeln mit einem Durchmesser von
10-50 um. Die kleineren Partikel weisen Spuren von Volumenkontraktionen auf,
welche ein plastisches Einfallen der AuBenschicht bewirkten. Damit miissen

diese Partikel innen hohlrdumig sein, dies wird auch durch Bruchstiicke (Pfeil)
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bestétigt. Die Probe ist in sich homogen und mikroskopische Verunreinigungen

sind nicht zu erkennen.

AccY Spot . 10 pm
15.0 kv b.0 " 2000 SER MK

Abb. 2-9 PRMK (VergroBierung: 2000x)

Ein dhnliches Produkt wie DAL ist das PRMK. Die Teilchengrof3e betragt hier
zwischen 5-10 um, jedoch weisen die Partikel Merkmale wie die vorhergehende
Probe auf. Es sind Spuren von Schrumpfungsprozessen zu verzeichnen. Einige
Partikel weisen einen charakteristischen Schatten an der Oberfliche (Pfeil) auf,
welcher entweder eine besonders starke Eindellung der Oberfliche oder aber

eine Offnung zu einem Hohlraum im Teilchen sein kénnte.
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AccY  Spot Magn
150kV 5.0 b00x TRI

4
AccV Spot Magn t——"—"— 20m
150 kv 5.0 ' 1000x "TRI =

Abb. 2-10 TRI (Vergrofierung: 500x / 1000x)

Die Probe von TRI weist Partikel mit unregelmaBiger Struktur und Grof3e auf.
Auftillig sind trianguldre Strukturen, welche senkrecht aufeinander stehende
Winde bilden. Diese Anordnung hat Ahnlichkeit mit mikroskopischen
Abbildungen von Zellen, die mittels der Gefrierbruchmethode gefertigt wurden.
Da dieses Chitosan aus Pilzmaterial produziert worden ist, konnte man

vermuten, dass es sich hier um Uberreste von Zellwandmaterial aus dem Mycel

handelt.
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Bei kleinen Partikeln mufl, um die Auflosung des REM zu erhohen, die
angelegte Spannung vergroBert werden. Dies kann jedoch zur thermischen
Zerstorung der zu untersuchenden Probe fiihren.

Daher wurde ab einer Partikelgrofle von unter 1 pm die GroBenbestimmung per
Photonenkorrelationsspektroskopie durchgefiihrt. Hierzu wurde mit den Proben
eine stark verdiinnte Suspension in Ethanol hergestellt. Von dieser Suspension
wurde 1 ml in eine Quarzkiivette gegeben und im Autosizer Ilc (Miitek-Laser
und optoelektronische Gerdte GmbH, Herrsching) vermessen. Mit dem Prinzip
der Laserlichtstreuung wurde die Analyse auf der Grundlage folgender

Parameter durchgefiihrt:

Temperatur 25°C
Viskositét (Ethanol) 1,2 mPas
Brechungsindex (Ethanol) 1,357
Wellenldnge 633 nm

Diese Methode wurde aufgrund der gegebenen Grof3e und Struktur nicht mit den
Referenzproben durchgefiihrt.

2.5 Wassergehaltsbestimmung

Die Bestimmung wurde im Mikromallstab durchgefiihrt. Dazu wurden
Eppendorf-Caps auf einer Mikrowaage ausgewogen. Im Dreifachansatz wurden
die zu untersuchenden Proben in die Gefdle gegeben und die Einwaage
bestimmt. Danach wurden die offenen Gefdfle mit dem Chitosan bei 95 °C fiir
24 h im Trockenschrank gelagert. Direkt nach Entnahme wurden die Caps mit
Deckeln verschlossen und im Exsikkator auf Raumtemperatur gebracht. Es
erfolgte die Gewichtsbestimmung und aus dem relativen Verhéltnis von

Anfangsgewicht zu Endgewicht wurde der Wassergehalt in Prozent errechnet.
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Bestimmung des Reinheitsgrades von Chitosan

Abkiirzung Wassergehalt [%]
DAL 14,7+0,2
FC1 9,9+0,2
FC2 10,8 +0,8
PR1 10,2+0,3
PR2 8,1+0,2
PR3 8,5+0,1
PR4 9,3+0,2

PRMK 10,2+ 0,4
TRI 12,7+0,7
Oligo 14,1 +0,2
GlcN 1,7+0,1
GlcNac 2,5+0,2

Tab. 2-4 Wassergehalt der Referenzproben [%]

2.6 Bestimmung des Reinheitsgrades von Chitosan

2.6.1 Bestimmung anorganischer Bestandteile (Ph. Eur. 4.02 - 2.4.14)

Zur Bestimmung mineralischer Restbestandteile wurde nach Ph. Eur. 2002/4.00-
2.4.14 der Sulfataschegehalt 1m Mikromallstab bestimmt. Markierte
ReaktionsgefdBle wurden bei 600 °C in einem Muffelofen geglitht und deren
Gewicht bestimmt. Dieser Vorgang wurde bis zur Gewichtskonstanz wiederholt.
Die GefiBBe wurden danach mit Proben beschickt (10-20 mg), mehrfach
gewogen und 10 % (V/V) Schwefelsdure dazugegeben. Auf einer Heizplatte
wurde die Emulsion vorsichtig eingetrocknet und die Reaktionsgefilie
anschliefend fiir 15 min zur Veraschung bei 600 °C in den Ofen gegeben. Die

Probengefifle wurden danach zum Erkalten in einen Exsikkator gegeben, das
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Gewicht ermittelt und wiederum mit einigen Tropfen 10 % (V/V) Schwefelsidure
versetzt. Die Proben wurden wieder 600 °C ausgesetzt und voriger Vorgang
wiederholt. Nach dem Wiegen wurden einige Tropfen einer 15,8 % (m/V)
Ammoniumcarbonatlosung in die Reaktionsgefile gegeben und erneut bei
600 °C gegliiht. Nach dem Abkiihlen im Exsikkator wurde wieder das Gewicht
ermittelt. Das Glithen wurde bis zur Gewichtskonstanz der Gefdfle mit den
Proben wiederholt. Der Gehalt an anorganischen Bestandteilen in der Probe
wurde durch das Verhéltnis von Einwaage zum Restaschegewicht in Prozent

errechnet.

Abkiirzung | Sulfataschegehalt

[% der Einwaage]
DAL 0,48 + 0,03
FClI 2,28 0,06
FC2 0,84 + 0,02
PR1 1,11 +£0,05
PR2 1,15+0,02
PR3 1,24 £0,08
PR4 1,06 + 0,07
PRMK 0,43 £0,06
TRI 7,32 +£0,27
Oligo 2,31 +0,03
GlcN 0,45 +0,03
GlcNac 0,56 +£0,03

Tab. 2-5 Anteil anorganischer Bestandteile
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Bestimmung des Reinheitsgrades von Chitosan

2.6.2 Bestimmung des Restproteingehaltes

Die Proben wurden nach einer modifizierten Methode von Palace und Phoebe
(1997) auf der Basis der AccQ-Tag Methode (Waters Corp., Milford, MA)
aufbereitet. Diese Methode wurde urspriinglich zur Aminosdurenanalyse
entwickelt und basiert auf der Derivatisierung von durch Proteinhydrolyse
gewonnenen Aminosduren mit einem fluoreszierenden Reagenz. Das AccQ-
Fluor Reagenz (6-Aminoquinolyl-N-Hydroxysuccinimidylcarbamat / AQC)
derivatisiert primére und sekundidre Aminosduren und bewirkt nach Auftrennung
der Derivate mittels Reversphasen-HPLC Fluoreszenz bei 395 nm.

In 6 x 50 mm Rohrchen wurde die Probe einer Gasphasenhydrolyse unterzogen.
Dafiir wurde in ein Reaktionsgefdl 250 upl 20 % (V/V) Salzsdure, ein
Phenolkristall und das Rohrchen mit der zu hydrolysierenden Probe gegeben.
Die Probeneinwaage betrug jeweils 50 mg unter Zusatz von 5,2 ng
L-a-Aminobuttersdure (AABA) als interner Standard. Das Reaktionsgefal3
wurde mit Stickstoff beschickt, um eine inerte Atmosphéare zu schaffen, und fest
verschlossen. Die Hydrolyse wurde bei 150 °C iiber 1.5 h durchgefiihrt. Nach
dem Abkiihlen wurde das Reaktionsgefdll vorsichtig gedffnet, iiberschiissige
Salzsdure abgewischt und die Probe unter Vakuum getrocknet. Zur
Rekonstitution der Proben fiir die Derivatisierung wurden die hydrolisierten
Proben mit 40 pl 20 mM Salzsdure versetzt, gemischt und 10 min in ein
Ultraschallbad gegeben. 100 pul AccQ-Fluor Boratpuffer wurden zur
rekonstituierten Probe gegeben, gemischt und anschlieBend mit 60 pl des AccQ-
Fluor Reagenz versetzt. Nach wiederholtem Mischen wurde die 200 pl-Probe in
ein Autosamplergefdl mit einem Kleinvolumeneinsatz iiberfiihrt und in einem
Ofen fiir 10 min auf 55 °C erhitzt.

Die Auftrennung erfolgte nach den Kenndaten von 8.3. Als externer Standard
zur Ermittlung der Retentionszeiten und der Kalibrierungsintegrale wurde eine

2,5 mM Aminosdurestammlosung (Pierce Lab. Inc.) als externer Standard
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verwendet. Diesem Standard wurde wie den aufzutrennenden Proben

L-a-Aminobuttersdure (AABA) als interner Standard zugefiigt.

0 1 3 5 7 9 11 13 15 17 119
2 4 6 8a 10 12 14 16 1

| 8
0‘07 Ll L A /\u/\\ \/\\/\ L/\ I \Jtv}k \_}\\_Mﬂpﬂ)\ \_J\ L. L

26 30 32 34

Abb. 2-8 Aminosiuren-Kalibrierungsstandard mit internem Standard
1AMQ 2)Asp 3)Ser 4)Glu 5)Gly 6)His 7)NH3 8a)Arg 8b)Thr 9)Ala 10)Pro 11)AABA
12)Cys 13)Tyr 14)Val 15)Met 16)Lys 17)lle 18)Leu 19)Phe
Skalierung Y-Achse: 1,1 mV

Einspritzvolumen: 10 ul (Peaks entsprechen jeweils 100 pmol/Aminosdure)

AMQ ist ein Nebenprodukt der Derivatisierung. Uberschiissiges AQC
hydrolyisiert zu 6-Aminoquinolin, N-hydroxysuccinimid (NHS) und CO,.
Wihrend NHS und CO, kein Fluoreszenzsignal erzeugen, fluoresziert AMQ sehr
schwach bei 395 nm und wird an erster Stelle nach ca. 11 min eluiert. Die
Konzentration von AMQ in der Probe des Standards ist nach der Derivatisierung
zu gering, um im gewdhlten Mafstab der Abb. 2-8 abgebildet werden zu
konnen. In Abb. 2-10 ist AMQ dagegen zu erkennen.

Zusitzlich wurde ein Standard fiir Glukosaminmonomere unter Verwendung
von N-Glukosamin hergestellt. Hierzu wurde eine wélrige Stammldsung
(2,5 mM) von N-Glukosamin hergestellt und in gleichen molaren Verhéltnissen

fiir den Kalibrationsstandard eingesetzt.
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Bestimmung des Reinheitsgrades von Chitosan

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19

2 4 6 8a 10 12 14 16 8
8b
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Abb. 2-9 Aminosiuren-Kalibrierungsstandard mit GlcN-Standard
AMQ 2)Asp 3)Ser 4)Glu 5)Gly 6)His 7)NH3 8a)Arg 8b)Thr 9)Ala 10)Pro 11)fehlt
12)Cys 13)Tyr 14)Val 15)Met 16)Lys 17)lle 18)Leu 19)Phe
GlcNy) a-Anomer GleNy) B-Anomer
Skalierung Y-Achse: 1,1 mV

Einspritzvolumen: 10 ul (Peaks entsprechen jeweils 100 pmol/Aminosdure)

Die zwei durch AMQ voneinander getrennten Signale von GIcN stellen die
Anomere in der a- und der B-Form da, charakterisiert durch die Hydroxylgruppe

am C1 unterhalb bzw. oberhalb der Ringebene.
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1 3 59 9 11 13 15 17 19
2 4 6 0 12 14 16 18

Abb. 2-10 Aminosauren-Kalibrierungsstandard mit GlcN-Standard
AMQ 2)Asp 3)Ser 4)Glu 5)Gly 6)His 7)NH3 8a)Arg 8b)Thr 9)Ala 10)Pro 11)fehlt
12)Cys 13)Tyr 14)Val 15)Met 16)Lys 17)lle 18)Leu 19)Phe
Skalierung Y-Achse: 0,23 mV

Einspritzvolumen: 10ul (Peaks entsprechen weniger als 2 pmol/Aminosdure)

Parallel zu den Proben wurde jeweils eine Leerprobe vorbereitet, um einen
Eintrag von Aminoséduren iiber Kontamination durch verwendete Gerdte und
Reagenzien festzustellen bzw. auszuschlieBen. Diese Nullprobe enthielt nur das
AccQ-Derivatisierungsreagenz zuziiglich dem Puffer und wurde wie die Proben
im  Derivatiserungsproze3 behandelt. Im Chromatogramm sind bei
entsprechender Skalierung Peaks fir AMQ, NH; und einiger Aminosiduren
festzustellen. AMQ und NH; sind Nebenprodukte der Derivatisierung und in
jeder Analyse vorhanden. Die Aminosduren stellen minimale Kontaminationen
dar, jedoch sind sie in dieser GroBenordnung durch Umwelteinfliisse nicht
auszuschlieBen und beeinflussen in diesem Malstab (vgl. mit Abb. 2-9) die

Messung nicht.
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Diskussion

AbKkiirzung Proteingehalt
[% der Einwaage]
DAL 0,42 +0,19
FClI 0,51 +£0,26
FC2 0,34 +0,01
PR1 0,41 +0,09
PR2 0,60 + 0,27
PR3 0,23 +£0,01
PR4 0,23 +0,02
PRMK 0,43 £0,21
TRI 0,29 + 0,02
Oligo 0,39+0,17

Tab. 2-6 Anteil von Proteinen/Aminosiuren in Referenzproben

(GlcN und GleNac wurden nicht vermessen)

2.7 Diskussion

Die Molekulargewichte der vermessenen Proben decken eine breite Skala von
Polymerisationsgraden von Chitosan ab. Dabei zeigt die Vermessung von GIcN
und GlcNac die Leistungsfahigkeit des verwendeten GPC-Systems auf. Einem
stochiometrischem Molekulargewicht von 216 g/mol (GlcN-HCI) und 223 g/mol
(GlcNac) stehen errechnete durchschnittliche Molekulargewichte von 279 g/mol
und 294 g/mol gegeniiber. Diese Analyseleistung liegt unterhalb des von Wyatt
angegebenen als noch sicher zu vermessendes Molekulargewicht von
1.000 g/mol. Die Molekulargewichte der Referenzproben liegen im
hochmolekularem Bereich. Ausnahmen bilden FC2 fiir ein niedermolekulares
Chitosan und DAL, welches ein Oligomer mit einem Polymerisationsgrad von
10-15 Monomeren darstellt. Oligo dagegen ist ein Gemisch von Di- bis

Heptameren.
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Alle Chitosanproben weisen einen relativ hohen Desacetylierungsgrad auf und
entsprechen auf der Basis ihrer 'H-NMR-Spektren den in Abb. 2-3 gezeigten

Verlaufen.

Pulverdiffraktometrische Untersuchungen ergaben, dass sowohl die hoch- als
auch die niedermolekularen Chitosane teilkristallin sind. Setzt man die
Interferenz-Peaks fiir Kristallinitdit in ein Verhidltnis zur Basislinie und
vergleicht diese Abbildung mit Rontgendiffraktogrammen rein kristalliner
Substanzen, so erkennt man, dass die Ausbildung von geordneten molekularen
Strukturen im Chitosan nur in kleineren Bereichen auftritt und ungeordnete
Bereiche im Vordergrund stehen.

Da DAL keine Signale aufzeigt, die auf kristalline Bereiche schlieBen lassen,
scheint die Teilkristallinitit bei Chitosan eine Funktion des Molekulargewichtes
zu sein. Es ist anzunehmen, dass bei einem hohen Polymerisationsgrad eines
linearen Polymers sich eine kristalline Nahordnung iiber gréBere Bereiche
ausbilden kann, wihrend dies bei kleinerem Molekulargewicht weniger moglich
ist. Dies wurde auch durch die Analyse von Oligo bestétigt, dessen
Rontgendiffraktogramm keine kristallinen Interferenzen aufwies.

Der Hinweis auf Verwendung von Ethanol in der Herstellung von DAL im
'H-NMR-Spektrum (Abb. 2-4) 1iBt vermuten, dass das Vorhandensein von
Ethanol EinfluB auf die Anordnung von Chitosanmolekiilen wihrend des

Trocknungsprozesses nimmt.

Aufschliisse iiber die Herstellungsmethoden geben auch die mikroskopischen
Aufnahmen der Oberfldchen der Chitosane. Die Abbildung von FC zeigt, dass
es sich hierbei um Folienbruchstiicke von Chitosan handelt, welche entstehen,
wenn Chitosan aus einer wisserigen Losung gefillt, mit Wasser gewaschen und
thermisch getrocknet wird.. Die regelmédBigen Lamellarstrukturen konnten

geordnete, teilkristalline Bereiche darstellen, welche sich bei diesen langsamen
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Diskussion

Trocknungsprozessen ausbilden. Es konnte angenommen werden, dass durch
den Mahlprozess die Folien gestaucht werden und sich entlang dieser Bereiche
tibereinander schieben. Die REM-Aufnahme von PRI weist &hnliche
Charakteristika auf. Die schuppenartige Struktur kann auf derselben Grundlage
wie diejenige von FC bewertet werden. Da es sich bei Chitosan um
teilkristalline Produkte handelt, sind vollstindige Ubereinstimmungen der
Konformation der regelméBigen Strukturen jedoch nicht zu erwarten. Das
Chitosan von Dalwoo (DAL) wurde iiber Sprithtrocknung hergestellt. Typisch
fiir diese Trocknungsmethode ist hier die runde, hohle Partikelform mit
einhergehender Volumenkontraktion und das Austrittsloch fiir das
Losungsmittel zu erkennen. Ahnliches ist auch fiir das mikrokristalline Chitosan
(PRMK) festzustellen. Da Ethanol, wie auch bei DAL, zur Herstellung von
mikrokristallinem  Chitosan  verwendet wird, konnte durch diese
Trocknungsmethode ein alkalischer Féllungsschritt am Ende der Herstellung
vermieden worden sein, indem hier durch die Losungsmittelreduktion eine
Freisetzung des Chitosans erfolgte. Die Abbildungen von TRI erlauben lediglich
Vermutungen {iber die Ausbildung der senkrecht aufeinander stehenden
Strukturen. Geht man von einem reinem Chitosan aus, so konnte es sich hierbei
um  Folienbruchstiicke = handeln, welche durch das Design der
Produktionswerkzeuge diese Form annahmen. Anderenfalls konnten es, wie
bereits erwidhnt, Beimengungen von aufgebrochenem Pilzzellmaterial sein,
welche durch die Produktion nicht vom hergestellten Chitosan getrennt worden

sind.

Alle Chitosane wiesen noch organische und anorganische Fremdbeimengungen
auf. Durch die polykationischen Eigenschaften bedingt, diirfte es grundsitzlich
schwierig sein, dieses Naturprodukt hochrein zu isolieren. Die Krabbenchitosane
hatten insgesamt einen relativ niedrigen Gehalt an anorganischen

Restbestandteilen, welcher entweder durch eine nicht quantitative
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Demineralisierung oder aber durch die verwendeten Produktionschemikalien
hervorgerufen sein diirfte. Hervorzuheben ist der hohe Sulfataschegehalt der
einzigen Chitosanprobe aus Pilzmaterial. Dieser anorganische Anteil im
Chitosan von TRI muf} durch den Produktionsprozess eingetragen worden sein,
da eine Demineralisierung von Pilzbiomasse nicht durchgefiihrt werden muB.
Sieht man in diesem Zusammenhang die REM-Aufnahmen, so konnte man von

einer unsauberen Verarbeitung dieser Testprobe ausgehen.

Der Proteingehalt aller Proben war insgesamt gering und lag auf einem

vergleichbarem Niveau.

Die Analysendaten der zehn Referenzproben decken ein breites Spektrum von
relevanten Charakteristika von Chitosan ab. Weitere, hier nicht aufgefiihrte,
Chitosane lagen innerhalb der durch diese Proben gegebenen Meldaten, so dass
auf dieser Grundlage das in dieser Arbeit herzustellende Chitosan bewertet

werden kann.
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Eingesetzte Mikroorganismen

3 UNTERSUCHUNG VON MUCORALES-ARTEN ZUR
PRODUKTION VON CHITOSAN

3.1 Eingesetzte Mikroorganismen

Zur Optimierung der Chitosanproduktion aus Pilzen hinsichtlich Ausbeute und

Molekulargewicht wurden folgende Arten von Mucorales untersucht:

Mucor rouxii DSM 1191

Absidia coerulea DSM 1143, DSM 3018
Absidia pseudocyclindrospora DSM 2254

Absidia glauca DSM 63295

(Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen , Braunschweig)

Lebendstammkulturen wurden durch Uberimpfen von Sporen auf Malzextrakt in
Agarrohrchen hergestellt. Diese wurden erst bei 30 °C fiir 2 Tage inkubiert und
danach bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert. In diesem Temperaturbereich
wachsen die Pilze mit verminderter Geschwindigkeit weiter, so dass eine
geringere Zahl von Generationenwechseln erreicht wird. Monatlich wurden die
Kulturen 1in neue Agarréhrchen transferiert. Zum Animpfen von
Wachstumsversuchen wurde diesen Stammkulturen mit einer Impfése Sporen

entnommen und in Fliissigmedium der Vorkultur gegeben.

3.2 Kultivierungsmedium

In Vorversuchen wurde ein Versuchsaufbau fiir das Wachstum der Pilze im
Labormafstab im Schiittelkolben und die Komposition des Ndhrmediums

bestimmt, welche ein Maximum an Ausbeute von Biomasse ermoglicht.
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Versuche mit Pilzmaterial in diesem und den folgenden Kapiteln zur
Chitosanproduktion und Methodenevaluierung wurden im Doppelansatz
durchgefiihrt. Vorliegend sind die Mittelwerte der Ergebnisse dieser Ansitze
dargestellt. Aufgrund der natiirlichen Streuung von biologischen Materialien
wurden Standardabweichungen nicht mit angegeben, da dariiber keine

hinreichenden Aussagen getroffen werden konnen.

Die Sporen wurden in eine 200 ml Vorkultur des fiir die jeweilige Art
definierten Ndhrmediums (Anhang 7.5) geimpft und fiir 48 h auf einem
Schiittler bei 130 U/min ausgekeimt. Danach wurden jeweils 20 ml dieser
Vorkultur in einen Liter frisches Nahrmedium tiberimpft und diese Kultur wuchs
dann in einem bestimmten Zeitraum, welcher durch die jeweilige
Versuchsvorschrift definiert war. Die Erlenmeyerkolben besallen eingearbeitete
Schikanen, um eine turbulente Bewegung des Nahrmediums und einer damit
einhergehenden Beliiftung wihrend des Wachstumsversuches zu gewihrleisten.
Membranpumpen mit nachgeschalteten Sterilfiltern (0,2 um) beforderten
atmosphérische Luft in die Kolben, um aerobe Wachstumsbedingungen zu
erzeugen. Der Schiittler wurde fiir die Literkultur so eingestellt, dass die
resultierende Drehbewegung des Nihrmediums mit der Umdrehungszahl des
Schiittlers interferierte. Dadurch entstanden zyklische Schlagbewegungen des
Fliissigmediums im Kolben, welche das wachsende Pilzmycel durch Scherkrifte

verteilte und so die Bildung von Mycelagglomeraten verminderte.

3.3 Wachstumsversuche

Basierend auf den Untersuchungen von White, Farina, Fulton et al. 1979;
McGahren, Perkinson et al. 1984; Kobayashi, Takiguchi et al. 1988; Shimahara,
Takiguchi et al. 1989 und Miyoshi, Shimura et al. 1992 wurde Absidia coerulea

als Hauptuntersuchungsstamm ausgewaihlt. Diese Art zeichnet sich im Vergleich
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Wachstumsversuche

zu anderen Mucoraceen durch eine hohe Biomasseausbeute und gleichzeitig
durch einem hohen Chitosangehalt in der Trockenmasse aus.

Um die optimale Dauer der Wachstumsversuche mit einer hohen Ausbeute an
Biomasse unter den gegebenen Laborbedingungen zu ermitteln, wurde ein
gestaffelter Langzeitwachstumsversuch iiber 144 h durchgefiihrt und die
resultierende Wachstumskurve der Entwicklung der Biomasse aufgezeichnet. Zu
diesem Zweck wurden mehrere Erlenmeyerkolben unter gleichen Bedingungen
mit einer Kultur von 4. coerulea zeitgleich angesetzt. Abgeerntet und nach 3.1.4
aufbereitet wurden die Ansédtze nach Wachstumszeiten von jeweils 24, 36, 48 h

und danach in weiteren 24 h-Intervallen bis zu einer Gesamtwachstumszeit von

144 h.

100
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log DCW [g/]]

1 I T T T T 1
24 48 72 96 120 144

Wachstumszeit [h]

Abb. 3-1 Wachstumskurve von A. coerulea iiber 144h

Die Wachstumskurve von A.coerulea iiber 144 h zeigt einen exponentiellen
Verlauf und 148t sich in mehrere Phasen unterteilen. Die Anlaufphase (lag-
Phase) ist nicht aufgezeichnet und ist daher innerhalb der ersten 24 h
abgeschlossen. Von 24 h bis ca. 120 h befindet sich das Wachstum in der
exponentiellen (log)-Phase und ndhert sich danach in der stationdren Phase
asymptotisch einem Gewicht der Biotrockenmasse (DCW) von 10 g/l. Eine

Absterbephase ist dariiber hinaus nicht mehr erfal3t worden.
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Untersuchung von Mucorales-Arten zur Produktion von Chitosan

Die  Entwicklung des pH-Wertes des Kulturmediums als ein
Wachstumsparameter weist einen sigmoiden Verlauf auf. Ausgehend von einem
Start-pH von 4,5 erfolgt, der Tendenz der Wachstumskurve folgend, eine

Ansduerung des Mediums bis zu einem pH-Wert von 2,8 - 3.

I \\\
o
3

i —

2 T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144

Wachstumszeit [h]

Abb. 3-2 charakteristischer Verlauf des pH-Wertes wihrend eines Wachstumversuches

Basierend auf den Resultaten dieses Versuches sollte als Standardwachstumszeit
fiir vergleichende Untersuchungen zwischen verschiedenen Arten und zwischen
Versuchsansdtzen mit unterschiedlichen Wachstumsbedingungen ein Zeitpunkt
in der spiten exponentiellen Phase der Wachstumskurve definiert werden. In
dieser Wachstumsphase weist die zu untersuchende Kultur eine konstante
minimale Generationszeit auf. Zur Ermittlung dieser Wachstumszeit mit der
héchsten Vermehrungsrate in der log-Phase wurde die Anderung des DCW pro

Stunde innerhalb der Probenintervalle nach folgender Formel ermittelt:
ADCW = (DCWy — DCWy)/ (tx-t,)  [g/h]

DCWy: Trockenzellgewicht nach Wachstumszeiten von x Stunden
(x=24, 36, 48, 72, 120, 144)

DCWy: Trockenzellgewicht nach Wachstumszeiten von y Stunden
(y=0, 24, 36, 48, 72, 120)

ty: Probenintervall von x Stunden (x=24, 36, 48, 72, 120, 144)

tx: darauffolgendes Probenintervall von y Stunden

(y=24, 36, 48, 72, 120, 144)
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0,20 +

0,15 +

0,10 +

0,05 +

0,00 -:I I

-0,05 1 1 1 1 1 p———
24 36 48 72 96 120 144

Wachstumszeit [h]

ADCW [g/h]

Abb. 3-3 Zu- bzw. Abnahme der Wachstumsgeschwindigkeit im Versuch iiber 144h

In den ersten 48 h nimmt die Wachstumsgeschwindigkeit der Biomasse von
A. coerulea bestindig zu und erreicht bei 48 h mit einer Zuwachsrate von
0,17 g/h das Maximum. Danach ist die Vermehrungsrate riicklaufig und weist
im Probenzeitraum von 144 h auch negative Werte auf. Vergleichende

Untersuchungen wurden auf dieser Grundlage mit einer Wachstumszeit von 48 h

A. glauca A. pseudo-  A. coerulea M. rouxii
cyclindrospora

durchgefiihrt.

DCW [g/1]
A~ NW A OO N

Abb. 3-4 Vergleich der Biomassenausbeute von Mucoralesarten nach einer

Wachstumszeit von 48h

Von den vier zu untersuchenden Arten erreicht M. rouxii den grofiten

Biomassezuwachs innerhalb von 48 h. Es wurden durchschnittlich 6,8 g/l DCW
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produziert, wihrend A. coerulea unter den gegebenen Bedingungen eine
Ausbeute von 4,4 g/l an Biotrockenmasse ermoglichte. A. glauca und
A. pseudocyclindrospora produzierten 3,2 g/l bzw. 2,1 g/l im gegebenen

Versuchszeitraum.

3.4 Aufbereitung des Zellmaterials

Das Mycel wurde filtriert und in bidest. Wasser gewaschen. Danach wurde das
Material mit einem Ultraturrax bei 20.000 U/min zerkleinert. Dadurch wurden
die Zellen aufgebrochen und die cytosolisch ldslichen Bestandteile vom
Zellwandmaterial getrennt. Die breiige Masse wurde danach erneut filtriert.
Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt und das verbleibende
Zellwandmaterial bei 50°C iiber 12 h im Trockenschrank getrocknet. Die so
produzierte Biotrockenmasse (DCM) wurde gewogen und das ermittelte
Gewicht durch das Volumen des Kulturmediums dividiert, um das

Trockenzellgewicht pro Liter Medium (DCW [g/1]) zu bestimmen.

3.5 Préparation von Chitosan

Nach Schema 1-2 wurde nun Chitosan aus dem getrockneten Pilzmaterial
gewonnen. Vor der Weiterverarbeitung wurde das Material in einer
Schlagmiihle zerkleinert. Jeweils ca. 2 g DCM wurde eingewogen und mit
2 % (m/V) NaOH im Verhéltnis von 10 ml/g Biomasse zur Deproteinierung
versetzt. Dieser Ansatz wurde iiber Nacht inkubiert, abzentrifugiert und das
Pellet vom alkalischen Uberstand getrennt. AnschlieBend wurde das
deproteinierte Material in Wasser (Aq. bidest.) resuspendiert und durch
Zentrifugieren (11.000 rpm) vom Waschmedium getrennt. Dieser Vorgang
wurde bis zum Erreichen eines neutralen pH-Wertes wiederholt. Das

alkaliunlosliche Pellet (AIM) wurde danach bei 50 °C getrocknet.
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Zum Abtrennen des Chitosans wurde das AIM in 2 % (V/V) Essigsdure
resuspendiert, tiber Nacht geschiittelt und danach durch Zentrifugieren von dem
sauren Uberstand wieder getrennt. Durch Alkalisieren der Chitosanldsung
wurde das Chitosan deprotoniert und ausgefillt. Mittels Zentrifugation wurde
das Chitosan pelletiert und danach mehrfach mit Wasser (Aq. bidest.) bis zum
Erreichen von pH 7 gewaschen. Das Chitosan wurde anschlieBend nach den in

Kapitel 2 beschriebenen Methoden analysiert.

50
40

30
204 AIM

o /Y & & @ oo

A. glauca A. coerulea
A. pseudo- M. rouxii

Ausbeute [%]

cyclindrospora

Abb. 3-5 Ausbeute von AIM und Chitosan (nach Schema 1-2 pripariert)
[Angabe in % (m/m) von der Einwaage]

A. pseudocyclindrospora hat mit 40,0 % den hdchsten Anteil von
alkaliunloslichem Material im Zellwandmaterial. M. rouxii erreicht in dieser
Untersuchung mit 33,7 % den niedrigsten Wert. Der Vergleich des absoluten
Chitosangehaltes in der Trockenmasse ergibt mit 6,9 % den hochsten Anteil bei
A. coerulea. Wiederum wurde bei M. rouxii der niedrigste Gehalt mit 0,8 %

bestimmt.
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Abb. 3-6 Chitosanausbeute pro Liter Kulturmedium (prapariert nach Schema 1-2)

Um  eine  Mucorales-Art  zu  bestimmen, welche die  grofite
Gesamtchitosanausbeute ermdoglicht, mu3 der absolute Chitosangehalt im
Trockenmycel mit der jeweils spezifisch bestimmten Biomasseausbeute pro
Liter Kulturmedium in Relation gesetzt (Abb.3-6) werden. A. coerulea
ermdglicht so eine Chitosanausbeute von 95 mg/l Kulturmedium. Im Vergleich

produzieren jeweils A. glauca 36,9 mg/l, A. pseudocyclindrospora 19,5 mg/l und
M. rouxii 17,2 mg/l.

600.000

400.000+

200.000+ T Mw

Mn

Molekulargewicht
[g/mol]

A. glauca A. coerulea
A.pseudo- M. rouxii
cyclindrospora

Abb. 3-7 Molekulargewicht von Chitosanen aus verschiedenen Pilzarten
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Von den vier untersuchten Arten produzierte M. rouxii Chitosan mit dem
hochsten Polymerisationsgrad und einem durchschnittlichen Molekulargewicht
von 6,14 x 10° g/mol. Bezogen auf ein Mn von 1,41 x 10° g/mol ergibt sich
daraus ein Polydispersitdtsgrad von 4,35. Das ermittelte Mw (Mn) des Chitosans
der anderen Proben ergab 3,37 x 10’ g/mol (1,37 x 10° g/mol) fiir 4. glauca,
337x 10° g/mol (7,73x 10*g/mol) fiir A. pseudocyclindrospora und
4,34 x 10’ g/mol (1,63 x 10’ g/mol) fiir A. coerulea. Die daraus errechneten
Polydispersitdtsgrade betragen 2,46 (4. glauca), 4,35 (A. pseudocyclindrospora)
und 2,66 (A. coerulea).

100

80

60

DD [%]

40 A

20

A.glauca A pseudo- A. coerulea M. rouxii

cyclindrospora

Abb. 3-8 Desacetylierungsgrad von Chitosanen aus verschiedenen Pilzarten

Die préparierten Chitosane weisen hohe Desacetylierungsgrade auf. A. glauca
produziert Chitosan mit einem Desacetylierungsgrad (DD) von 90,1 %. Den
niedrigsten DD weist Chitosan von A. coerulea mit 75,7 % auf, gefolgt von
M. rouxii mit einem DD von 75,8 %. A. pseudocyclindrospora besitzt einen

GlcN-Anteil im Chitosanmolekiil von 87,4 %.
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Abb. 3-9 REM-Aufnahme von nach Schema 1-2 pripariertem Chitosan

Die nach Schema 1-2 hergestellten Chitosane ergeben typische
REM-Aufnahmen ohne Partikelstruktur. Die Proben zeigen folienartige
Bruchstiicke, welche im mikroskopischen Mafstab eine fibrillaire Organisation
aufweisen. In Abb. 3-9 ist eine lineare Hauptausrichtung dieser Strukturen von

links unten nach rechts oben gegeben.

5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 2Theta

Abb. 3-10 Rontgendiffraktogramm von nach Schema 1-2 pripariertem Chitosan
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Das Rontgendiffraktogramm in Abb. 3-10 weist eine schwache Teilkristallinitét
mit Peaks bei 20 = 9° und 20°, die einem starken Halosignal aufgesetzt sind.

Das DCM des Langzeitversuches wurde aufprépariert, um iiber die
Altersstruktur eventuelle Anderungen im Molekulargewicht zu detektieren,

welche fiir die Herstellung niedermolekularen Chitosans zu nutzen wéren.

Ausbeute [%)]

10 AIM
&) & & Chitosan
24 36 48 72 9% 120 144
Wachstumszeit [h]

Abb. 3-11 Ausbeute von AIM und Chitosan (nach Schema 1-2 pripariert)
[Angabe in % (m/m) von der Einwaage]

Die Ausbeute an alkaliunloslichem Material ist am niedrigsten nach einer
Wachstumszeit von 24 h mit 34 % relativ zur Einwaage. In den darauffolgenden
Teilversuchen liegt die Ausbeute zwischen 38 % und 45 %. Die Ermittlung des
Chitosangehaltes ergab eine relativ hohe Ausbeute in den Wachstumsversuchen
von 24 h mit 4,9 % bis 72 h mit 4,3 %. Ein Maximalwert wurde fiir den 48h-
Versuch mit 6,1 % erreicht. Die darauf folgenden Versuche erreichten

Chitosangehalte von 1,1 % (120 h) bis 1,6 % (96 h).
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Abb. 3-12 Molekulargewicht des Chitosans der Altersfraktionen

Von 24 h bis 48 h ist eine Zunahme sowohl des Mw wie auch des Mn zu
verzeichnen. Ausgehend von 3,61 x 10° g/mol (Mn: 1,10 x 10° g/mol) nach 24 h
Wachstum, hat das produzierte Chitosan nach 48 h ein Mw von 4,34 x 10° g/mol
(Mn: 1,63 x 10’ g/mol). Der Polydispersititsgrad liegt zwischen 2,66 und 3,67.
Unterbrochen wird diese Tendenz beim 72 h-Versuch. Hier wurde ein Mw von
2,35x 10° g/mol und ein Mn von 7,86 x 10* g/mol ermittelt. Die Fraktionen von
96 h bis 144 h sind wiederum hochmolekular und setzen die Entwicklung der
ersten drei Wachstumsversuche fort. Als Maximalwert wurde nach 120 h ein
Mw von 6,05 x 10° g/mol erreicht. Fiir 96 h konnten ein Mw von 5,58 x 10°
g/mol und fiir 144 h 4,77 x 10° g/mol errechnet werden. Dagegen ist das Mn der
letzten drei Teilversuche auf dem Niveau der jungen Kulturen und reicht von
1,36 x 10° g/mol (120 h) bis 1,05 x 10° g/mol (144 h). Daraus resultiert ein
erhohter Polydispersitdtsgrad von 4,39 bis 4,54 fiir die Alterskulturen.

3.6 Diskussion

Die Wachstumskurven weisen in der Entwicklung der Biomasse und des
pH-Wertes einen typischen Verlauf fiir diskontinuierliche Batch-Kulturen auf,
welche durch ein geschlossenes und in Bezug auf Nahrstoffe und pH-Wert nicht

nachregelbares System charakterisiert sind. In den Literaturquellen sind nur
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wenige Aussagen iiber die Ausbeute an Biomasse zu verzeichnen. Fiir M. rouxii
ist ein Wert von 9-14 g/l fiir eine Batch-Kultur im MaBstab von 11 Litern
angegeben (White, Farina et al. 1979) und mit 4. coerulea wurden 14-19 g/l in
einer 10 Literkultur erreicht (McGahren, Perkinson et al. 1984). Aufgrund der
unterschiedlichen Wachstumsbedingungen der beschriebenen und der hier
durchgefiihrten Versuche lassen sich {iber die Ausbeuten nur bedingt
vergleichende Aussagen treffen.

Nach den vorliegenden Ergebnissen ist neben den klassischen
Wachstumsparametern wie Zusammensetzung des Kulturmediums, pH-Wert,
Wachstumszeit und Temperatur auch die Turbulenz wéhrend der
Wachstumsphase von entscheidender Bedeutung fiir die Biomasseproduktion.
Mucorales als filamentbildende Organismen tendieren in der Kultur zur
Pelletbildung durch Aufwicklung der Mycele. Die Grof3e der Pellets hat einen
groflen EinfluB auf das Wachstum der Mycele, da es fiir im Innenraum
befindliche Zellen zu Mangelsituationen beziiglich der Nihrstoff- und der
Sauerstoffversorgung kommen kann. Je groBer das Volumen der
Mycelaggregate, deso mehr aktive Biomasse in der Kultur ist von dieser
Situation betroffen (Posten and Cooney 2000). In den hier durchgefiihrten
Wachstumsversuchen im 1 Litermafstab wurde durch entsprechende Einstellung
des Schiittlers versucht, durch interferierende Drehbewegungen des Mediums
und des Schiittlers eine ungleichméfBige Drehbewegung des Kulturansatzes zu
erzeugen, welche eine Zerschlagung der Mycelaggregate bewirken sollte. Eine
exakte Angabe der Drehbewegung ist nicht moglich, da diese Interferenz von
der Gesamtbeladung des Schiittlers abhédngig ist. In der Literatur wird in der
Beschreibung des Wachstums der Mucorales die Bildung von Pellets in
Reiskorngrofle erwidhnt. In diesen Versuchen konnte eine Aggregation
groftenteils vermieden werden. Bildeten sich dennoch Pellets, so erreichten sie

teilweise einen Durchmesser von 5 mm. Interessanterweise konnte in
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Wachstumsversuchen mit bis zu sechs zeitgleich angesetzten und rotierenden
Erlenmeyerkolben die Grof3e der Pelletbildung sehr unterschiedlich ausfallen.

Im Gegensatz zu der hier verwendeten Methode der Aufbereitung der
produzierten Biomasse (Kap. 3.4), wurde in den Literaturangaben das Mycel
lediglich gewaschen und sofort getrocknet, um das Trockenzellgewicht zu
bestimmen. Mit der Methode des Zellaufbruchs zur Entfernung cytosolischer
l6slicher Bestandteile ist auch ein Verlust an Zellwand-Biomasse verbunden,
welcher nach dem Trocknen des Materials eine geringere Ausbeute als nach den
Literaturangaben bedingt. Eine Zusammenfassung iiber die Ausbeute an AIM
und Chitosan (auf einen Kulturansatz von einem Liter verrechnet) der

Literaturquellen geben folgende Tabellen:

Art AIM Chitosan | Ratio Chitosan/AIM
[mg/1] [mg/1] [Yo]

A. coerulea 1375 720 52

A. glauca 1435 -2150 | 530-1220 37-57

A. pseudocyclindrospora 1395 835 60

Tab. 3-1 Angaben aus Kobayashi, Takiguchi et al. 1988

Kobayashi, Takiguchi et al. gaben die Ausbeuten im Verhiltnis zum Volumen
des Kulturmediums an. Im Vergleich von Abb. 3-6 zu Tab. 3-1 zeigt sich eine
grofle Diskrepanz fiir diese Werte der Ausbeuten. Vergleicht man zusétzlich das
relative Verhiltnis von Chitosan und AIM mit den Werten dieser Arbeit, so
ergibt sich auch hier eine Differenz. A. coerulea erreicht 18 %, A. glauca 14 %
und A. pseudocyclindrospora 7 % Chitosanausbeute aus dem AIM.
Demgegeniiber weisen andere Quellen Chitosangehalte in den einzelnen

Pilzarten aus, welche mit den hier erzielten Werten korrelieren (Tab. 3-2).
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Art Chitosangehalt |Zitat
[% vom DCW]
M. rouxii 1,2 (Miyoshi, Shimura et al. 1992)
A. coerulea 10,4 (Miyoshi, Shimura et al. 1992)
A. coerulea 11,5-16 (McGabhren, Perkinson et al. 1984)
Tab. 3-2

Dieser Widerspruch kann durch unterschiedliche Wachstumsbedingungen auf
der Basis des Kultivierungsvolumens wie auch durch unterschiedliche
Préaparationsbedingungen zur Gewinnung des Chitosans bedingt sein. Die in
dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Die Arbeit von Kobayashi, Takiguchi et al. weist eine Extraktion
bei 115°C aus. Die in Tabelle 3-2 aufgefiihrten Resultate wurden bei 95°C
(Miyoshi, Shimura et al. 1992) bzw. bei Raumtemperatur (McGahren, Perkinson
et al. 1984) erzielt, so dass hier eine bessere Vergleichbarkeit gegeben und

gezeigt worden ist.

Absolutangaben fiir das Molekulargewicht in der Literatur machen keine
Unterscheidung zwischen einem massenmittleren und einem zahlenmittleren
Molekulargewicht. Allgemein wurde das Molekulargewicht angegeben mit
1,2x 10° g/mol (Kobayashi, Takiguchi et al. 1988), fir A. coerulea mit
4,5 x 10° g/mol und fiir M. rouxii 1,6 x 10° g/mol (Miyoshi, Shimura et al.
1992). Kuhlmann, Czupala et al. (2000) ermittelten fiir 4. coerulea ein
Molekulargewicht von 7 x 10° g/mol. Vergleicht man diese Angaben
miteinander, zeigen sich flir die absoluten Werte widerspriichliche Aussagen.
Jedoch sind alle hergestellten Chitosane der Literaturquellen hochmolekular,
was auch durch die Ergebnisse in diesem Kapitel bestitigt wird. Der

Molekulargewichtsbereich der hier produzierten Chitosane deckt sich mit den
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Literaturangaben, artspezifische Ubereinstimmungen lassen sich jedoch nicht
feststellen.

Wie auch bei den Angaben fiir die Ausbeute an AIM und Chitosan konnen
neben den unterschiedlichen Kultivierungsmethoden auch Unterschiede im
Préaparationsverfahren diese voneinander abweichenden Ergebnisse bedingen.
Nach Rege und Block (1999) hat gerade auch die Temperatur als
ProzeBparameter  einen  entscheidenden  Einfluf3 auf  Ausbeute,
Desacetylierungsgrad und Molekulargewicht des Chitosans. Vertiefende
Untersuchungen hierzu wurden auch von McGahren, Perkinson et al. (1984) und
White, Farina et al. (1979) durchgefiihrt und ergaben als Resultat grofle
Varianzen in Ausbeute und Molekulargewicht des produzierten Chitosans durch
Verwendung verschiedener Sduren und Séurestirken zur Extraktion, dem

Einsatz unterschiedlicher Temperaturen und Zeitenldngen der Extraktion.

REM-Aufnahme 3-9 weist in der Struktur Ahnlichkeiten hinsichtlich der
fibrilliren Struktur mit Abb. 2-6 und 2-7 auf. Bewertet man in diesem
Zusammenhang auch die zugehorige Rontgendiffraktogramme und die hohen
Molekulargewichte, so weisen diese Chitosane starke Ubereinstimmungen auf,
obwohl die Vergleichsproben aus Krabbenschalen und das Chitosan hier aus der
Pilztrockenmasse hergestellt wurden. Die gemeinsame Grundlage dieser
Chitosane ist das Herstellungsprotokoll, so dall man somit annehmen kann, daf3
die Herstellungsmethode grofen EinfluB3 auf die beschriebenen Charakteristika

von Chitosan unabhingig vom Rohmaterial hat.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse sollte daher nachfolgend untersucht
werden, in welchem Ausmal} die Prdparationsparameter so gestaltet werden
konnen, dass es mdoglich ist, niedermolekulares Chitosan direkt aus der

Biomasse zu gewinnen.
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4 UNTERSUCHUNGEN ZUR DIREKTEN PRAPARATION
VON NIEDERMOLEKULAREM CHITOSAN

4.1 Loslichkeit von Chitosan in wisserigem Medium

Prinzipiell stellt sich die Frage, inwieweit bereits gegebene Herstellungs- und
Préaparationsabldufe auf die vorliegende Aufgabe iibertragen werden kénnen. Da
die direkte Chitosangewinnung aus Pilzen bisher nicht auf eine bestimmte
Qualitdt hinsichtlich des Molekulargewichtes fokussiert war, wurden in den
Literaturquellen lediglich die Methoden der Chitosanproduktion aus

Krabbenschalen fiir die Préparation aus Pilzmaterial iibernommen.

Ein wesentlicher Bestandteil des Herstellungsprozesses von Chitosan sind
Waschvorgéinge, welche jedem einzelnen Herstellungsabschnitt folgen.
Industriell wird hierzu Wasser verwendet, um die verwendeten Sduren und
Basen und die in ihnen geldsten unerwiinschten Bestandteile (Restprotein,
Mineralien) zu entfernen und einen neutralen pH-Wert einzustellen. Es ist
jedoch  bekannt, dass mit abnehmendem Molekulargewicht eines
Polysaccharides eine zunehmende Ldslichkeit in Wasser einhergeht. Da
kurzkettiges Chitosan pripariert werden soll, stellte sich somit die Frage,
inwieweit im Biomaterial eventuell vorhandenes niedermolekulares Chitosan
durch Waschvorginge mit Wasser in Losung gebracht und aus dem
Gesamtansatz  entfernt  wird.  Wisserige  Uberstinde  werden im
Préaparationsproze3 von Chitosan aus Pilzen jedoch nicht nur beim Waschen
verworfen, sondern auch beim Deproteinierungsschritt mit Natriumhydroxid.
Sollte eine Loslichkeit von niedermolekularem Chitosan iiber pH 7 hinaus
gegeben sein, so konnte auch beim alkalischen Deproteinieren dieses Chitosan

in Losung gehen und mit dem Uberstand entfernt werden.
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4.1.1 Loslichkeit bei alkalischem pH-Wert

Es wurden hochmolekulares (FC) und niedermolekulares Chitosan (DAL) im
Gewichtsverhiltnis von 1:2 gemischt. Das langkettige Chitosan dient als
Relativreferenz zu den zu untersuchenden Konzentrationsdnderungen im
niedermolekularem Bereich. Mit 2 % (V/V) Essigsdure wurde aus dem
Chitosangemisch eine 2 % (m/V) Losung hergestellt. Je 20 ml dieser Losung
wurden mit NaOH (5 M) auf pH 11 alkalisiert und zusitzlich Ethanol zu

folgenden Endkonzentrationen dazugegeben.

Probennummer Chitosangemisch : Ethanolanteil

1 1:0
2 1:2
3 1:4
4 1:8

Das resultierende Prizipitit wurde zentrifugiert und der Uberstand mit den
16slichen Bestandteilen verworfen. Das Pellet wurde in Ethanol resuspendiert,
gewaschen und wieder zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde viermal wiederholt.
Nach dem Waschen wurde das gefillte Chitosan bei 50 °C getrocknet. Die

Ausbeute und das Molekulargewicht wurden ermittelt.
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Abb. 4-1 Chitosanausbeute (Einwaage = 100%)
1) Prézipitat [1:0] 2) Prézipitat [1:2], 3) Prizipitat [Ethanol 1:4], 4) Préizipitat [Ethanol 1:8]

Mit zunehmenden Ethanolanteil erhohte sich die Ausbeute aus dieser
Praparation. Die Verwendung von Wasser als Waschsubstanz ergab einen
Minimalwert von 61 % an nicht im neutralen bis alkalischen pH-Milieu
l6slichen Chitosan in dieser Mischung. Trdgt man die prozentuale Ausbeute an
nicht gelostem Chitosan gegen die Anteile von Ethanol in der Gesamtlosung auf,

so erhdlt man folgendes Diagramm.
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Abb. 4-2 Chitosanausbeute vs Ethanolanteil [%o]
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Durch Extrapolation der Trendlinie (R*=0,9999) errechnet sich der
Ethanolanteil, der fiir diese Chitosanmischung verwendet werden sollte, um
100 % des geldsten Materials wieder auszuféllen. In diesem Fall lage der Wert
bei 0,95, entsprechend einem Verhiltnis von Chitosanlosung zu Ethanol von
1:20.

Die Messungen mit dem RI-Detektor ergaben folgende interne

Konzentrationsverteilungen der einzelnen Prizipitate.

Abb. 4-3 Konzentrationsverteilung innerhalb des Chitosangemisches und der
Prizipitate
0) Gemisch, 1) Prazipitat [1:0] 2) Prazipitat [1:2], 3) Prézipitat [Ethanol 1:4], 4) Prazipitat
[Ethanol 1:8]

Im verwendeten Saulensystem eluieren zuerst die hochmolekularen Bestandteile
der Probe. Im 1. Kurvenverlauf wurde das Chitosangemisch, ohne es einer
vorherigen priparativen Behandlung zu unterziehen, aufgetrennt. Der linke Peak
mit einem Konzentrationsmaximum bei einem Elutionsvolumen von 10,5 ml

reprasentiert den Chitosananteil vom FC im Gemisch und der rechte Peak mit
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einem Maximum bei 17,5 ml den von DAL. Das Maximum von DAL im
Ursprungsgemisch iiberwiegt leicht gegeniiber dem von FC. Nach einer
alkalischen Féllung ohne Ethanolzugabe erhélt man im Prizipitat hauptséchlich
hochmolekulare Anteile (Abb. 4-3/2). Verglichen mit Kurve 1 ist die
Konzentrationsverteilung der beiden Chitosanfraktionen weit zugunsten von FC
verschoben. Ein geringer Anteil von DAL ist bei 17,5 ml noch zu erkennen.
Kurve 3 des Prizipitates mit einem Ethanolanteil von 50 % zeigt wieder deutlich
den FC-Peak, jedoch ist bei einem Elutionsvolumen von 14,5 ml eine
Konzentrationserhohung gegeniiber den Kurven 1 und 2 festzustellen. Kurve 4
(Ethanolanteil 75 %) folgt dieser Tendenz, die Konzentrationserh6hung
verschiebt sich auf 15,5 ml zu niederen Molekulargewichten. Der Kurvenverlauf
von 5 folgt nahezu dem von Kurve 1, die Konzentrationserhohung im
niedermolekularen Bereich hat sich auf 17,5 ml verschoben. Lediglich die
Verhiltnisse der Konzentrationsmaxima entsprechen nicht denen im
Ausgangsgemisch, hier betrdgt das Verhidltnis 3:1 zugunsten von FC.
Ausgehend vom Ursprungsgemisch weisen alle Kurven von 2-5 fiir die Peaks
der hochmolekularen Bestandteile eine Verschiebung des
Konzentrationsmaximums von 10,5 ml nach 11 ml auf. Zusitzlich ist eine
Schulterbildung auf der rechten Peakseite (besonders deutlich bei Kurve 2
und 3) zu erkennen. Dieser Bereich eluiert bei 12 ml, hier hat Kurve 1 aber ein
Konzentrationsminimum.

Die zugehdrigen durchschnittlichen Molekulargewichte der

Konzentrationsverteilungen sind in Abb. 4-4 aufgetragen.
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Abb. 4-4 Molekulargewichte des Ausgangsmaterials (FC + DAL) und der Prizipitate
[g/mol]
0) Gemisch, 1) Prizipitat [1:0] 2) Prizipitat [1:2], 3) Prézipitat [Ethanol 1:4], 4) Prazipitat
[Ethanol 1:8]

Die Abbildung 4-4 zeigt eine Verdnderung der durchschnittlichen
Molekulargewichte der beiden Chitosanfraktionen im Gemisch durch den Zusatz
von Ethanol bei der Féllung. Ausgehend vom Molekulargewicht des
Ausgangsgemisches ist eine deutliche Erhohung bei der Prizipitierung ohne
Ethanolzusatz festzustellen. Mit zunehmendem Ethanolanteil wéhrend der
Féllung verringert sich das Molekulargewicht des hergestellten Prazipitats und
ndhert sich den Werten des Ausgangsgemisches an. Der Effekt der relativen
Molekulargewichtsdnderung ist bei dem niedermolekularen DAL stirker

ausgepragt als bei dem langkettigen FC.

Der Effekt der Ethanolausfillung auf die Bildung kristalliner Bereiche im
Prézipitat wurde in den Rontgendiffraktogrammen (Abb. 4-5) untersucht.
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Abb. 4-5 Rontgendiffraktogramme des Ausgangsmaterials (FC + DAL) und der
Prizipitate
0) Gemisch, 1) Prazipitat [1:0] 2) Prazipitat [1:2], 3) Prézipitat [Ethanol 1:4], 4) Prazipitat
[Ethanol 1:8]

In den Diffraktogrammen der Prézipitate ist von 1 bis 5 eine deutliche Abnahme
von Signalen fiir kristalline Bereiche bei 20 = 20 in zu erkennen. Im Vergleich
des Ausgangsmaterials (Diffraktogramm 0) mit dem Produkt der Féllung ohne
Ethanolzugabe (Diffraktogramm 1) ist eine leichte Erhohung der Kristallinitét

bei 20 = 20 zu verzeichnen.
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4.1.2 Beeinflussung des  Molekulargewichtes von  Chitosan  durch

Agglomeration iiber Wasserstoffbriickenbildung

Die Molekiilstruktur von Chitosan ist der von Zellulose sehr dhnlich. Zellulose
zeichnet sich durch intra- und intermolekulare Wasserstoffbriickenbildung aus,
welche die Ausbildung von Elementarfibrillen bedingen. Es besteht somit fiir
Chitosan die Moglichkeit, dass {iiber eine solche Agglomeration hdhere
Molekulargewichte gemessen werden, als dies bei Einzelmolekiilen der Fall
wére. Dariiber hinaus werden durch regelméfige Aneinanderlagerung der
strangformigen Molekiile kristalline Bereiche gebildet.

Es ist denkbar, dass der Herstellungsprozel3 von Chitosan diese Tendenz fordert,
da hier die Molekiile im Gegensatz zu ihrem natiirlichen Vorkommen stark
aufkonzentriert werden und eine Aneinanderlagerung gefordert werden konnte.
Durch die Saurebehandlung beim Lésen werden dem Molekiil Protonen iiber die
Amidgruppen zugefiihrt, welche eine Briickenbildung hervorrufen konnen.
Dartiber  hinaus wird durch den Einsatz von  Wasser ein
Wasserstoffbriickenbildner verwendet, der sowohl mit sich selbst als auch mit
anderen Protonentrdgern interagieren kann. Mit folgendem Versuch sollte nun
untersucht werden, inwieweit durch Losung und Reprézipitation potentiell

vorhandene Wasserstoffbriicken aufgelost werden konnen.

Chitosan (FC) wurde in 2% (V/V) Essigsdure gelost. Die Losung wurde
anschliefend mit Natronlauge bzw. ammoniakalischer Losung alkalisiert, das
Chitosan zur Fallung gebracht und dieses mit Wasser (Aqua bidest.) mehrfach
gewaschen. In den Gegenproben wurde mit der jeweiligen Féllungsbase
zusitzlich noch Ethanol zu der Losung gegeben und das entstehende Prazipitat

auBBerdem mehrfach mit Ethanol anstatt mit Wasser gewaschen.
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Abb. 4-6 Verinderung des Molekulargewichtes von Chitosan durch Losung und

Verwendung verschiedener Fillungsbasen unter Einsatz von Wasser und Ethanol

1) Ausgangsmaterial 2) NH3 (H,O) 3) NH3+EtOH 4) NaOH (H,O) 5) NaOH+EtOH

Der Einsatz von ammoniakalischer Losung unter anschlieBendem Waschen mit
Wasser bzw. Ethanol bewirkten eine Erhohung des durchschnittlichen
Molekulargewichts (Mw). Diese Erhohung ist fiir diese beiden Versuche auch
bei den Ergebnissen der Molekulargewichtsermittlung im Punkt der hochsten
Konzentration (Mn) festzustellen. Der Einsatz von Ethanol ergab bei der NaOH-
Féllung eine Erniedrigung des Mn, jedoch erbrachte die Ermittlung von Mw den
gleichen Wert wie derjenige des Ausgangsmaterials. Die Verwendung von
Wasser nach der Alkalisierung mit NaOH bewirkte eine starke Anderung des
Mw, wohingegen diesmal das Mn unverdndert blieb. Die entsprechenden
Rontgendiffraktogramme zeigen die Wirkung des Einsatzes von Wasser in der

Préparation von Chitosan auf.
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Abb. 4-7 Verinderung der Kristallinitit von Chitosan durch Losung und Verwendung

verschiedener Féllungsbasen unter Einsatz von Wasser und Ethanol

1) Ausgangsmaterial 2) NH3 (HO) 3) NH3+EtOH 4) NaOH (H,O) 5) NaOH+EtOH

Die Priparationen unter Verwendung von Ethanol (3 + 5) weisen eine
Verminderung von kristallinen Bereichen auf. Dagegen wirkt der Einsatz von
Wasser (2 + 4) fordernd auf die Kristallinitit von Chitosan. Das
Ausgangsmaterial FC als marktgingiges Produkt wurde unter Verwendung von
Wasser als Waschsubstanz hergestellt und weist auch deutlich kristalline

Bereiche auf.
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4.2 Praparation von Chitosan aus getrockneter Biomasse von Pilzen

Basierend auf den vorausgehenden Untersuchungen wurde der Einsatz von
Ethanol als Ersatz fiir Wasser bei den Waschvorgingen zwischen den einzelnen
Préparationsschritten von Chitosan untersucht. Chitosan ist in Ethanol nicht
16slich. Durch den Einsatz von Ethanol als Waschsubstanz soll verhindert
werden, dass kurzkettige Chitosane wihrend des Waschens in Losung gehen
und verworfen werden. Dagegen ist NaOH in begrenztem Malle in Ethanol
16slich und konnte auf diesem Weg vom Produkt entfernt werden.

Der Herstellungsgang zur Gewinnung von Chitosan aus Pilzmaterial besteht im
wesentlichen aus zwei Abschnitten. Zuerst wird getrocknetes Pilzmycel
alkalisch {iber eine bestimmte Zeit deproteiniert. Das alkaliunlosliche Material
(AIM) wird danach gewaschen, getrocknet und die Ausbeute bestimmt. AIM
wird im zweiten Abschnitt mit einer Sdure versetzt und das Chitosan
herausgelost. Nach Trennung von Sdure und unldslichem Material wird das
Medium alkalisiert und das Chitosan fillt aus. Danach wird das Chitosan
gewaschen, um die Base und Restsalze zu entfernen. Abschliefend wird das

Endprodukt getrocknet und die Ausbeute bestimmt.

71



Untersuchungen zur direkten Priparation von niedermolekularem Chitosan

2% (m/v) NaOH Deproteinierung 2% (m/v) NaOH+ EtOH
H,O » Waschen < Ethanol
2% (m/v)CH3;COOH—» saure Losung/ 2% (m/v)CH;COOH
50% (m/v) NaOH—> alkalische Fallung 50% (m/v) NaOH + EtOH
des Chitosans
H,O » Waschen « Ethanol
Trocknen/Mahlen

Schema 4-1 Vergleich der Priaparation von Chitosan aus Pilzkulturen unter Einsatz von

Wasser als Waschmedium und von Ethanol als Féallungs- und Waschmedium

4.2.1 Verwendung von Ethanol als Waschmedium

4.2.1.1 Vergleich der Nutzung von Wasser und Ethanol als Waschmedien

Getrocknetes Zellwandmaterial aus einem Wachstumsversuch wurde in zwei
Proben aufgeteilt und nach vorliegendem Schema 4-1 Chitosan prépariert. Dabei
wurde in dem einen Ansatz Wasser zum Waschen und in dem Parallelversuch
Ethanol zum Waschen und Prézipitieren in den einzelnen Préparationsschritten

verwendet.
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Abb. 4-8 Ausbeute von AIM und Chitosan bei Verwendung von Ethanol bzw. Wasser

zum Waschen

Die Ausbeute an AIM im Ethanol-Versuch betrug 59 % vom DCM und tibertraf
den Gegenversuch, welcher eine Ausbeute an alkaliunloslichem Material von
nur 39 % vom Ausgangsmaterial ermdglichte. Dieses Verhéltnis kehrte sich bei
der Extraktion des Chitosans aus dem AIM um, hier konnte unter Verwendung
von Wasser als Waschmedium 6,2 % Chitosan bezogen auf die Einwaage des
Ausgangsmaterials hergestellt werden. Mit Ethanol als Prizipitations- und

Waschfliissigkeit ergab sich hier ein Wert von 2,9 %.

a/ml 00012 |

0.0008—

Concentration

0.0004}— 1

0.0000 ML N
120

Volume

Abb. 4-9 Konzentrationsverteilung innerhalb der Chitosanproben
(durchgezogene Linie: Verwendung von Ethanol)

(gestrichelte Linie: Verwendung von Wasser)
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Die Signale des RI-Detektors nach GPC-Auftrennung der Chitosanproben
(Abb. 4-9) zeigen fiir beide Priparate jeweils zwei Areale bei 9-14 ml und bei
17-20 ml  Elutionsvolumen.  Auffillig ist die  gegensitzliche
Konzentrationsauspragung der einzelnen Fraktionen. Wéhrend die hdchste
Konzentration in der mit Wasser priparierten Probe bei Areal 1 liegt, so ist dies
fir die Ethanol-Probe auf der rechten Seite bei Areal 2 gegeben. Fiir die
Ermittlung des zugehorigen Molekulargewichtes beider Versuche wurden

jeweils die Peakareale 1 und 2 aus Abb. 4-9 getrennt vermessen.

1.000.000+
E‘ 750.0001
3  500.000
§ 250.000- & o a7~ Mw
0 a5 oy a Mn
Ethanol Ethanol Wasser Wasser
1 2 1 2

Abb. 4-10 Molekulargewichte der Fraktionen nach Abb. 4-9

Die unter Einsatz von Ethanol hergestellten Proben weisen im Peakareal 1 ein
Mw von 3,7 x 10* g/mol und ein Mn von 1,7 x 10* g/mol auf. Dagegen ergab die
Messung der mit Wasser gewaschenen Probe ein Mw von 8,6 x 10° g/mol und
ein Mn von 2.4 x 10° g/mol. Im MeBbereich 2 enthielten beide Proben
Bestandteile mit Molekulargewichtswerten im Oligomer- bis Monomerbereich,
wobei auch hier die Ethanol-Probe mit einem Mw von 4.2 x 10* g/mol
(Mn: 1,7 x 10* g/mol) niedrigere Werte aufweist als die Wasser-Probe mit einem

Mw von 7.3 x 10° g/mol (Mn: 2,4 x 10’ g/mol).
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Abb. 4-11 1H-NMR-Spektrum von nach Schema 4-1 priparierten Chitosanproben

1-Préparation unter Verwendung von Wasser

2- Praparation unter Verwendung von Ethanol

Der Vergleich der beiden Spektren zeigt Ubereinstimmungen in der Anordnung
des Ringsignals (3,1-4,4 ppm) und des Signals fiir die Acetylgruppe (2,0 ppm).
Spektrum 1 ist ein typisches 'H-NMR-ADbbild eines hochmolekularen Chitosans.
Analoge Peaks treten auch in Spektrum 2 in Form des niedermolekularen
Chitosans auf (vgl. Abb. 2-4). Die Basislinie von Spektrum 2 zeigt iiber den
gesamten Bereich groflere Nebensignale als die von Spektrum 1, welche von
Verunreinigungen dieses Chitosans stammen. Dariiberhinaus weist Spektrum 1
ein separiertes Ringsignal bei 3,2 ppm auf, welches bei Spektrum 2 fehlt. Hinter
4,5 ppm ist bei Spektrum 1 ein groBer Peak gegeben, welcher in kleinerer und
aufgespalteter Form bei Spektrum 2 wiederzufinden ist. Spektrum 2 hat bei 3,6-
3,7 ppm und bei 1,1-1,3 ppm ein Ethanolsignal, welches somit Aufschluf tiber

die Préparationsmethode gibt.
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4.2.1.2 Bestimmung des Ethanolanteils

Da es sich nach dem Herstellungsgang in Schema 4-1 um einen zweistufigen
Préaparationsprozef3 handelt, sollte nun gekliart werden, welche Auswirkungen
der Einsatz von Ethanol in den einzelnen Stufen auf das Molekulargewicht des
gewonnenen Chitosans hat und welche Ethanolkonzentration verwendet werden
soll, falls mit Wasser/Ethanol-Gemischen gearbeitet werden muf3. Hierzu wurde
zuerst die Verwendung von Wasser, Wasser/Ethanol-Gemischen und Ethanol als

Waschsubstanzen im 1. Préparationsschritt (Deproteinierung) untersucht.

Getrocknetes Pilzzellwandmaterial aus einem Versuchsansatz wurde mit NaOH
(2 %, je 10 ml/g DCM) versetzt. Fiinf dieser Proben wurden iiber Nacht auf
einem Schiittler inkubiert. Die Proben wurden vor dem Zentrifugieren mit ihrer
jeweiligen Waschsubstanz auf 45 ml aufgefiillt und danach bei 15.000 rpm
pelletiert.  Als  Waschsubstanzen = wurden = Wasser,  Ethanol und
Wasser/Ethanolgemische mit Ethanol in Konzentrationen von 20 %, 50 % und
80 % verwendet. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit dem
zugeordneten ~ Waschlosung  resuspendiert und anschlieBend  wieder
abzentrifugiert. Dieser Schritt wurde bis zum Erreichen eines neutralen pH-
Wertes wiederholt. Danach wurde das Pellet bei 50 °C im Trockenschrank bis
zur Massenkonstanz getrocknet. Das alkaliunlosliche Material wurde zur
Extraktion des Chitosans mit Essigsdure (4 %, 10 ml/g AIM) versetzt und der
pH-Wert auf 3 eingestellt. Uber Nacht wurden die Proben geschiittelt und die
nicht geldsten Bestandteile mit 42.000 U/min in der Ultrazentrifuge vom
Uberstand getrennt. Die Losung wurde mit 5 M NaOH alkalisiert und mit
Ethanol zum Ausfillen des Chitosans versetzt. Die Suspension wurde mit
15.000 U/min zentrifugiert, das Pellet mit Ethanol wieder aufgeschiittelt und
gewaschen. Dieser Vorgang wurde viermal wiederholt und das Priparat

anschlieend im Trockenschrank getrocknet.
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Abb. 4-12 Ausbeute von AIM und Chitosan im ersten Teilversuch

Die Entwicklung der Ausbeute an AIM folgt den Konzentrationsanteilen von
Ethanol im Versuchsansatz. Beginnend bei 38 % fiir die Herstellung ohne
Ethanolzusatz (Probe 1) steigert sich die Ausbeute exponentiell bis auf 65 % fiir
die Probe 5, welche mit reinem Ethanol gewaschen wurde. Das meiste Chitosan
(5,9 %) wurde unter Verwendung von Wasser (1) hergestellt. Bei einem
Mischungsverhiltnis von 1:1 von Wasser zu Ethanol (3) ist die geringste
Ausbeute (2,7 %) erbracht worden. Die Verwendung von reinem Ethanol ergab
Chitosan mit 4,0 % vom DCM.

In einem anschlieBendem Versuch wurde nun die Verwendung von Wasser,
Ethanol und Wasser/Ethanolgemischen im zweiten Préparationsschritt nach dem
alkalischen Fillen des Chitosans untersucht. Dieser Versuch wiederholte den
Herstellungsgang nach Schema 4-1, wobei im Deproteinierungsschritt und zum

Waschen nur Ethanol verwendet wurde.
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Abb. 4-13 Ausbeute AIM und Chitosan

Da im ersten Teilschritt das DCM als Gesamtprobe deproteiniert wurde und erst
danach auf die fiinf Teilversuche aufgeteilt wurde, wurde somit eine
Gesamtausbeute von AIM iiber 59,8 % ermittelt. Bei der Chitosanausbeute hat
auch hier wie im vorherigen Versuch Probe 3 mit 0,7 % den niedrigsten Wert.
Das meiste Material konnte bei Probe 5 mit 3,6 % vom Ausgangsmaterial

hergestellt werden.

Wie in Versuch 4.2.1.1 wurden die Peaks der eluierten Proben zur Analyse der
Molekiilmassen und der Konzentrationsverteilungen in die Bereiche I und II
(Abb. 4-14) aufgeteilt. Zur Unterscheidung der Versuchsergebnisse werden die
Areale mit romischen Ziffern gedruckt. Die Bezifferung in lateinischer Schrift
bezeichnet an erster Stelle vor dem Punkt Versuch 1 (Verwendung von Ethanol
im ersten Préparationsschritt) bzw. Versuch 2 (Verwendung von Ethanol im
zweiten Priparationsschritt). Die Bezifferung nach dem Punkt bezeichnet die
jeweils verwendete Ethanolkonzentration. Somit bezeichnet ,,1.50/I1°: Versuch
1 — Ethanolkonzentration 50 % - rechter Peak. Die folgenden Abbildungen
zeigen als Peaks die Konzentrationssignale des RI-Detektors und dariiber die

zugehorigen errechneten Molekulargewichte (s.a. Abb. 2-1 und 2-2).
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Abb. 4-14 Konzentrationsverteilung und Molekulargewichte ohne Ethanol:

1.0 (gestrichelt) vs 2.0

Die Konzentrationsverteilung in Teilversuch 1.0 ist dhnlich der Verteilung in der

H,0-Probe im Versuch 4.2.1.1 (Abb. 4-9). Areal I ist von 9,5-14 ml stark

ausgeprigt und zeigt Ansétze einer Normalverteilung mit einem Maximum bei

10,8 ml und einem Auslédufer bis 14 ml. Das errechnete Molekulargewicht im

Punkt der hochsten Konzentration (Mn) bei 10,8 ml betrigt 1 x 10° g/mol. Areal

II dagegen ist schwach ausgebildet. Mn von Areal II betrigt 2 x 10° g/mol.

Teilversuch 2.0/Areal I weist eine langgestreckte Verteilung iiber 9-15 ml auf.

Zwei Maxima sind bei 10,8 ml (Mn: 1 x 10° g/mol) und bei 13 ml

(Mn: 5 x 10* g/mol) zu erkennen, wobei das erste Maximum ein wenig hdher ist.

Die groBere Fraktion in dieser Probe ist im Areal II eluiert (Mn: 2 x 10* g/mol).
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Abb. 4-15 Konzentrationsverteilung und Molekulargewichte bei 20 % Ethanol:
1.20 (gestrichelt) vs 2.20

Die Probe von 1.20/Areal I weist Ahnlichkeiten mit 1.0/I auf. Das Maximum hat
sich von 10,8 ml (Mn: 1 x 10° g/mol) auf 11,4 ml (Mn: 6 x 10* g/mol)
verschoben. Areal II ist weiterhin schwach ausgeprigt (Mn: 5 x 10° g/mol). Bei
2.20/1 hat sich das Maximum bei 13 ml (Mn: 3 x 10" g/mol) verstirkt. Das
zweite Maximum bei urspriinglich 10,8 ml hat sich verkleinert und liegt nun bei

10,5 ml (Mn: 8 x 10" g/mol). Areal II ist unverindert (Mn: 4 x 10% g/mol).
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Abb. 4-16 Konzentrationsverteilung und Molekulargewichte bei 50 % Ethanol:
1.50 (gestrichelt) vs 2.50
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1.50/ bildet im Vergleich zu 1.20/I ein zweites Maximum bei 13 ml
(Mn: 3 x 10* g/mol) aus, wihrend der urspriinglich bei 11,4 ml liegende Peak
sich abschwicht. 1.50/I (Mn: 1 x 10* g/mol) verschiebt sich auch zu hdheren
Elutionsvolumina und entspricht Versuch 2.50/I1 (Mn: 5 x 10' g/mol), erreicht
jedoch noch nicht den gleichen Konzentrationsanteil. Das bereits in 2.20/1
ausgeprigte rechte Maximum ist bei 13 ml (Mn: 3 x 10%g/mol) in 2.50/1

wiederzufinden, wobei jedoch das linke vollstindig eliminiert ist.
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Abb. 4-17 Konzentrationsverteilung und Molekulargewichte bei 80 % Ethanol:
1.80 (gestrichelt) vs 2.80

Beide Signale des RI-Detektors ndhern sich in ihrer Form an. Bereiche unterhalb
von 12 ml weisen keinen Kurvenverlauf wie in den vorhergehenden
Teilversuchen mehr auf. Areal I beider Teilversuche zeigt Maxima bei 13 ml
(Mn: 4 x 10" g/mol)und bei 14,8 ml (Mn: 1 x 10* g/mol). Areal II bildet jeweils
einen mehrfach gesplitteten Peak von 17 ml bis ca. 20 ml aus

(Mn: 2-5 x 10" g/mol).

81



Untersuchungen zur direkten Priparation von niedermolekularem Chitosan

1.0x107

1.0x10°

1.0x10°

1.0x10*

Molar Mass (g/mol)

1.0x10°

1.0x10?

1.0x10" . 1 i . P
10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0

Volume

Abb. 4-18 Konzentrationsverteilung und Molekulargewichte bei 100 % Ethanol:
1.100 (gestrichelt) vs 2.100

Die Entwicklung der Angleichung der Konzentrationsanteile und des
Molekulargewichtes mit steigendem Ethanolgehalt in diesen beiden
Versuchsreithen ist hier abgeschlossen. Beide Kurvenverldufe sind nahezu
identisch mit einem stark ausgepragten Areal Il und einem kleineren Areal I mit

einem ausgeprigteren Maximum bei 14,5 ml (Mn: 1 x 10* g/mol).

1.000.000-
800.000
600.000-

400.000-
200.000- & &7 / Versuch1
0 &) & &  Versuch?2

0 20 50 80 100
[% Ethanol]

MW [g/mol]

Abb. 4-19 Verteilung der durchschnittlichen Molekulargewichte (Mw)

In beiden Versuchen ist jeweils im internen Vergleich der -einzelnen

Priaparationen eine Abnahme des durchschnittlichen Molekulargewichtes mit
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zunehmenden Ethanolgehalt in der Waschlosung festzustellen. Dieser Effekt ist
am stidrksten bis zu einer Ethanolkonzentration von 50% ausgeprigt,
entsprechend einer Abnahme von 8,21 x 10° g/mol auf 2,96 x 10° g/mol
(Versuchsreihe 1) bzw. 6,73 x 10° g/mol auf 5,16 x 10" g/mol (Versuchsreihe 2).
Im externen Vergleich zwischen den einzelnen Ethanolkonzentrationen weist die
Versuchsreihe 1 mit FEinsatz von Ethanol im ersten Préparationsabschnitt
durchgehend hohere Molekulargewichte auf als Versuchreihe 2. Dieser
Unterschied ist bei dem Ansatz mit 50 % Ethanol der beiden Versuchreihen mit

einem Faktor von 5 (Mw;/Mw,) am starksten ausgepragt.

4.2.2 Einsatz von fliichtigen bzw. in Ethanol 16slichen Deproteinierungsbasen

Da Ethanol als Waschsubstanz verwendet wird, sollte untersucht werden,
inwieweit fliichtige bzw. gut in Ethanol 16sliche Basen Verwendung finden
konnen. Es sollte sichergestellt werden, dass diese Base keinen Einflu3 auf das
Molekulargewicht nimmt, weitgehend das Pilzmaterial deproteiniert und leicht

wieder ausgewaschen werden kann.

Jeweils 2 g getrocknetes Mycel wurde mit 20 ml einer Deproteinierungsbase
iiber Nacht inkubiert. Als Basen wurden 25 % (V/V) Triethanolamin,
2 % (m/V) Natronlauge und 25 % (V/V) ammoniakalische Losung verwendet.
Die Suspensionen wurden danach mit Ethanol auf 45 ml aufgefiillt und bei
15.000 rpm abzentrifugiert. Die Pellets wurden mehrfach mit Ethanol
gewaschen, bei 50 °C getrocknet und gewogen. Danach wurden die Proben mit
2 % (V/V) Essigsdure versetzt, mit Eisessig einheitlich auf pH 3 eingestellt und
iiber Nacht inkubiert. Die unl6slichen Bestandteile wurden in der
Ultrazentrifuge fiir 30 min mit 42.000 rpm von der Chitosanlésung getrennt und
verworfen. Der Uberstand wurde mit der jeweils zur Deproteinierung
verwendeten Base alkalisiert und durch weitere Ethanolzugabe das Chitosan

gefillt. Das Prizipitat wurde mehrfach mit Ethanol gewaschen.
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Eine Vergleichsprobe wurde mit NaOH deproteiniert, jedoch wurde
anschlieBend in der weiteren Verarbeitung dort nur Wasser eingesetzt, wo flir

die restlichen Proben Ethanol verwendet wurde.

o)
e

AIM
&y & & &  Chitosan

TEA NaOH- NaOH- NH3
H20 EtOH

Ausbeute [%]
N B
Q o

o

Abb. 4-20 Ausbeute an AIM und Chitosan unter Verwendung unterschiedlicher

Deproteinierungsbasen

Die Ausbeute an AIM ist am grofiten unter Verwendung von ammoniakalischer
Losung und NaOH in Ethanol mit 66,1 % respektive 62,4 %. Die niedrigste
Ausbeute wurde mit NaOH in H,O mit 36,8 % erzielt. Die Mengen an
produziertem Chitosan betrug bei NaOH in Ethanol 4,3 %, gefolgt von NaOH in
H,0 mit 3,3 %. Triethanolamin und NHj erreichten jeweils 1,6 % Ausbeute
relativ zur Einwaage. Die Proben wurden nun beziiglich ihres Elutionsverhaltens

mit Hilfe der GPC untersucht.
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Abb. 4-21 Konzentrationsverteilung innerhalb der aufgetrennten Proben

1-Triethanolamin 2-NaOH (H,O) 3-NaOH (Ethanol) 4-NHj3

Das Signal des RI-Detektors weist bei Probe 1 in Areal I zwei Maxima bei
10,6 ml und bei 13 ml auf. Areal II besteht wie in vorhergehenden Versuchen
unter Ethanolpridparation aus einem gesplitterten Peak. Probe 2 zeigt ein
Maximum mit rechtsseitiger Schulterbildung bei 10,6 ml und ein weiteres bei
19 ml. Probe 3 besitzt wie in den vorher beschriebenen Versuchen mit NaOH in
Ethanol ein schwach ausgeprigtes Maximum bei 13 ml und einen dreigeteilten,
starken Peak von 17 ml bis 20 ml in Areal II. Der Versuch 4 weist einen
minimalen Peak auf, dessen Maximum im Elutionsvolumen zwischen dem von
Probe 2 und Probe 3 liegt. Areal II ist auch dreigeteilt, jedoch ist innerhalb
dieses Gebietes kein so ausgeprigter Konzentrationsgradient gegeben wie bei

Probe 3.
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Abb. 4-22 Molekulargewichtsverteilungen von pripariertem Chitosan unter

Verwendung unterschiedlicher Deproteinierungsbasen

Die Molekulargewichte der priparierten Chitosanproben weisen grof3e
Unterschiede in Abhingigkeit von der verwendeten Deproteinierungsbase auf.
Die TEA-Probe zeigt das hochste durchschnittliche Molekulargewicht mit
2,16 x 10° g/mol (Mn: 9,7 x 10° g/mol). Danach folgt die NaOH(H,O)-Probe mit
einem Mw von 7,7 x 10° g/mol und einem Mn von 4,15 x 10° g/mol. Das
geringste Mw von 5,85 x 10* g/mol (Mn: 4,66 x 10" g/mol) zeigt die NaOH-
Préaparation mit Ethanol. In der gleichen GréBenordnung liegt die Priparation
mit NH; mit einem Mw von 9,87 x 10* g/mol und einem Mn von

7,99 x 10" g/mol.

4.2.3 EinfluB verschiedener Saurekonzentrationen auf die Extraktion von

Chitosan

Es sollte untersucht werden, in welchem Ausmal} die Konzentraion der Saure
eine Rolle bei der Losung der Molekiile aus dem AIM spielt. Besteht hier eine
Konzentrationsabhéngigkeit, dann konnten sich die einzelnen Versuchsansitze

in thren Ausbeuten unterscheiden und weisen eventuell dariber hinaus auch

86



Priparation von Chitosan aus getrockneter Biomasse von Pilzen

unterschiedliche durchschnittliche Molekulargewichte auf. Dies konnte darin

bedingt sein, dass durch niedrigere pH-Werte auch mehr héhermolekulare

Bestandteile gelost werden.

Es wurde nach Herstellungsschema 4-1 unter Verwendung von Ethanol
gearbeitet. Das AIM wurde in drei Proben aufgeteilt und diese mit jeweils
unterschiedlich konzentrierter Essigsdure (5 %, 10 %, 20 %) versetzt. Das
Chitosan wurde gelost und nach vorliegender Vorschrift gefillt und mit Ethanol

gewaschen.

90
80
70+
60-
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40 |

30 AIM
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10 . ' Chitosan

0 T T
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[% Essigsaure]

Ausbeute [%]

Abb. 4-27 Ausbeute an AIM und Chitosan in Abhingigkeit der

Essigsdurekonzentration

Die Menge an prépariertem AIM der drei Teilversuche liegt zwischen 79,3 %
(10 % HAc) und 83,2 % (20 % HAc). Das produzierte Chitosan ergab eine
Ausbeute zwischen 7,4 % (20 % HAc) und 10,6 % (5 % HAc) bezogen auf das
eingewogene DCM.
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Abb. 4-28 Mw und Mn des mit unterschiedlichen Siurestirken produzierten Chitosans

Die Molekulargewichte des préiparierten Chitosans aus den drei Teilversuchen
weichen nicht stark voneinander ab, auch wenn ein leichter Anstieg mit
Zunahme der Sidureckonzentration zu verzeichnen ist. Das Mw reicht von 3,03 x
10* g/mol (5 % HAc) bis 3,34 x 10" g/mol (20 % HAc), verbunden mit einem
Mn von 2,63 x 10" g/mol (5 % HAc) bis 2,88 x 10* g/mol (20 % HAc). Der
Polydispersititsgrad betrigt fiir diese drei Versuche 1,16.

4.2.4 Dialyse von nach Schema 4-1 mit Ethanol produziertem Chitosan

Die Ethanol-priparierten Proben weisen nach der GPC-Auftrennung im
Diagramm der Konzentrationsverteilung gegen das Elutionsvolumen zwei
deutliche Peakregionen auf (Abb. 4-9). Es kann vermutet werden, dass das zu
priaparierende Chitosan die linke Region stellt und der rechte Bereich durch
niedermolekulare Verunreinigungen (Restproteine, Aminosduren, etc.) bedingt
1st. Um diese beiden Areale voneinander zu trennen und eine Analyse der
Bestandteile der linken héhermolekularen Region durchzufiihren, wurde das

hergestellte Chitosan einer Dialyse unterzogen.

DCM wurden nach Schema 4-1 unter Verwendung von Ethanol prépariert. Der

Versuchsansatz wurde alkalisiert und dann mit Ethanol versetzt, um das
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Chitosan vom Losungsmittel zu trennen. Das produzierte Chitosan wurde mit
Ethanol gewaschen und anschlieBend getrocknet.

Anschliefend wurde von dem Chitosan eine Probe genommen, der Rest in
bidest. Wasser gelost und in einen Dialyseschlauch mit einem molekularen
Ausschluflgewicht (MWCO) von 3.000 g/mol gegeben. Dieser Ansatz wurde
fiinfmal gegen je einen Liter bidest. Wasser dialysiert. Die neutral-wésserige
Chitosanlosung wurde aus dem Schlauch entfernt, mit NaOH alkalisiert und
Ethanol versetzt, um das dialysierte Chitosan zur Fillung zu bringen. Das
Prazipitat wurde mit Ethanol gewaschen und getrocknet. Die Ausbeute und das

Molekulargewicht wurden bestimmt.

Priparationsschritt Ausbeute [% der Einwaage]
Einwaage 100

AIM 66,1

Extraktion des Chitosans 2,9
Dialysiertes Chitosan 0,7

Tab. 4-2 Ausbeute der einzelnen Priaparationsschritte

Die Auftrennung mittels GPC zur Vermessung des Molekulargewichtes ergab

die in Abb. 4-23 und Abb. 4-24 dargestellten Ergebnisse.

1.0x10°%
1.0x10°
1.0x10%

1.0x10°

Molar Mass (g/mol)

1.0x10%F

1.0x10"+——
10.0 12.0 14.0 16.0

Volume (mL)

20.0

Abb. 4-23 Konzentrationsverteilung und Molekulargewichte der Probe vor der Dialyse
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Die Chitosanprobe vor der Dialyse zeigt im RI-Signal die beschriebene
Fraktionierung in Areal I und II. Areal II ist niedermolekular und hat einen
relativ hohen Konzentrationsanteil an der Gesamtprobe verglichen mit Areal I.
Das Molekulargewicht von Areal I reicht von 7 x 10° g/mol bis 2 x 10° g/mol,

mit einem Mn von 1,6 x 10* g/mol.

1.0x10%

I

1.0x10%

1.0x10%

Molar Mass (g/mol)

1.0x10%

1.0x102 L ‘ -
10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0

Volume (mL)

Abb. 4-24 Konzentrationsverteilung und Molekulargewichte der Probe nach der Dialyse

Nach der Dialyse haben sich die Konzentrationsverhéltnisse von Areal I und II
umgekehrt. Durch die Dialyse wurden niedermolekulare Bestandteile im
Elutionsvolumen von 17-20 ml entfernt, dies jedoch nicht quantitativ. Bereiche
oberhalb des AusschluBmolekulargewichtes des Dialyseschlauches wurden nicht

erfallt. Zusatzlich sind noch Reste mit einem Mw innerhalb des verwendeten

MWCO zu verzeichnen.

0,0004
0,0003: |
0,0002- Areal Il

0,0001 - Areal |

0,0000

Masse [g]

vor Dialyse  nach
Dialyse

Abb. 4-25 kalkulierte Massenanteile der Konzentrationsintegrale
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Die Kalkulation der Massenanteile der gezeigten Peaks in Abb. 4-23 und
Abb. 4-24 an der Gesamtprobe ergibt eine Zunahme von Areal I und eine

Abnahme von Areal II durch die Dialyse um jeweils den Faktor 8 (Abb. 4-25).

e
(pprm)

Abb. 4-26 lH-NMR-Spektren: 1) vor Dialyse, 2) nach Dialyse

Das 'H-NMR-Spektrum der Probe vor der Dialyse zeigt Signale fiir Chitosan
auf einer verrauschten Basislinie. Das Signalniveau der Peaks von Chitosan ist
relativ niedrig im Verhéltnis zum Hintergrundsignal. Vergleicht man dagegen
das Spektrum dieser Probe nach der Dialyse, so ist die Basislinie nun wesentlich
ebener. Der Fldcheninhalt des Monomer-Peaks (Abb. 4-26/ a) ist deutlich
vergroBert relativ zum Signal des Standards (Abb. 4-26/ b), wobei beide Proben
mit gleichen Konzentrationsverhéltnissen des Standards zur Vermessung
hergestellt wurden. Bei 3,6-3,7 ppm ist bei beiden Spektren ein mit dem
Ringintegral = verschmolzenes Signal fiir FEthanol zu verzeichnen.
Resonanzsignale vom Ethanol sind dariiber hinaus auch bei 1,1-1,3 ppm

festzustellen.
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4.2.5 Herstellung von Chitosan aus Krabbenschalen nach Schema 4-1 unter

Verwendung von Ethanol

Da die Mehrzahl der kommerziellen Referenzproben aus Krabbenschalen
hergestellt wurde, sollte untersucht werden, ob nach Schema 4-1/Ethanol
niedermolekulares Chitosan auch aus diesem Rohmaterial gewonnen werden
kann. Dazu  wurde dieser  Herstellungsgang noch um  einen
Demineralisierungsschritt und einen Desacetylierungsschritt erweitert, da
Chitosan in Arthropodenschalen nicht in vivo vorliegt.

Chitinhaltige Schalenreste wurden in einer Schlagmiihle zerkleinert. Ca. 4 g
wurden jeweils verwendet fiir die Préparation nach Schema 4-1 (Probe 1) und
fiir einen zweiten Versuch (Probe 2), welcher nach dem Standardverfahren fiir
die industrielle Herstellung von Chitosan durchgefiihrt wurde (Schema 1-1). Die
Proben wurden mit 2 % (m/V) NaOH fiir 3 h bei 100 °C deproteiniert. Probe 1
wurde mit dem dreifachen Volumen mit Ethanol aufgefiillt, um geldste,
eventuell vorhandene chitosanhaltige Bestandteile zuriickzufillen. Danach
wurde die Probe mit 11.000 rpm abzentrifugiert und das Pellet mehrfach mit
Ethanol gewaschen. Probe 2 wurde ebenfalls abzentrifugiert und mit Wasser
gewaschen. Die Proben wurden bei 50 °C getrocknet und die Ausbeute
bestimmt. Im zweiten Schritt erfolgte eine Demineraliserung mit 0,5 M HCl
tiber 3 h bei Raumtemperatur. Probe 1 wurde alkalisiert, um eine eventuelle
Losung von bereits gebildetem Chitosan im sauren Bereich zu verhindern, und
wiederum mit Ethanol aufgefiillt. Der Waschvorgang zum Aufreinigen von den
mineralischen Bestandteilen erfolgte nach dem gleichen Schema wie bei der
Deproteinierung jeweils mit Ethanol (Probe 1) und Wasser (Probe 2). Das
aufbereitete Material wurde wiederum getrocknet und gewogen. Die
Desacetylierung des chitinhaltigen Materials wurde unter Verwendung von
50 % (m/V) NaOH durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte iiber 3 h bei 100 °C im
Trockenschrank. Der nachfolgende Waschvorgang und die Trocknung wurde

wie bei den vorhergehenden Schritten durchgefiihrt. Zur Losung des Chitosans
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vom alkaliunloslichen Material wurde 2 % (V/V) Essigsdure eingesetzt. Die
Proben wurden {iiber Nacht bei Raumtemperatur geschiittelt. Die
Chitosanlosungen wurde durch Zentrifugation mit 42.000 rpm in einer
Ultrazentrifuge von unloslichen Bestandteilen getrennt, alkalisiert und bei Probe
1 mit Ethanol aufgefiillt. Das produzierte Chitosan wurde mit Ethanol bzw.
Wasser gewaschen. Danach wurden die beiden Versuchsergebnisse getrocknet,

gewogen und jeweils das Molekulargewicht bestimmit.

1.0x10°
1.0x10 °
1.0x10 &
1.0x10 7

1.0x10 ©

Molekulargewicht [g/mol]

1.0x10 °

~+Ox1o-4 :
8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0

Abb. 4-29 a- Priparation unter Verwendung von Ethanol

b- Priparation unter Verwendung von Wasser

In dem Signal des RI-Detektors und des berechneten Molekulargewichtes sind
keine fundamentalen Unterschiede, bedingt durch die Verwendung von H,O
bzw. Ethanol, festzustellen. Die Konzentrationsverteilung besteht aus einer
Fraktion, welche ihr Maximum bei 10,7 ml mit einer ausgeprigten
Schulterbildung bei 12 ml hat. Verschiebungen, wie sie in der Ethanol- vs.

Wasserpraparation aus Pilzmaterial zu verzeichnen sind, sind nicht gegeben.
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Abb. 4-30 Ausbeute der einzelnen Priparationsschritte [% der Einwaage]
1- Einwaage, 2- Deproteinierung, 3- Demineralisierung, 4- Desacetylierung,
5-Extraktion

Die Ausbeuteermittlung der einzelnen Priparationsstufen zeigt fiir die
Deproteinierung und die Demineralisierung nahezu iibereinstimmende Werte
von jeweils 87-89 %. Dies sowohl im Vergleich von Stufe 2 zu Stufe 3
innerhalb eines Versuches, sowie auch im Vergleich zwischen den zwei
Priparationsmethoden. Ab dem Desacetylierungsschritt erfolgt bei der
Wasserpriparation eine Abnahme in der Ausbeute von 87 % auf 73 %,
wohingegen sich in der Ethanolprédparation dieser Wert nur von 89 % auf 87 %
verringert. Nach der Losung und der Extraktion konnten fiir die Herstellung mit
Wasser 2,2 % Chitosan aus dem Schalenmaterial gewonnen werden. Unter

Verwendung von Ethanol erreichte dieser Wert 6,2 %.

1.500.000

1.000.000

500.000
& &

0

Mw

MW [g/mol]

Ethanol Wasser

Abb. 4-31 Molekulargewicht des Krabbenchitosans
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Die durchschnittlichen Molekulargewichte der Préparate weichen zwar
voneinander ab, sind jedoch beide im hochmolekularen Bereich einzuordnen.
Das Ethanol-priparierte Krabbenchitosan ist mit 1,1 x 10° g/mol
(Mn: 9,2 x 10* g/mol) etwas kleiner als die mit Wasser préparierte Probe mit

einem Mw von 1,3 x 10° g/mol (Mn: 1,7 x 10° g/mol).

4.3 Diskussion

Die Loslichkeitsversuche mit hoch- und niedermolekularem Chitosan (Versuch
4.1.1) zeigen, dass Chitosan auch in alkalischen pH-Bereichen 16slich ist. Diese
FEigenschaft ist nach vorliegenden Ergebnissen eine Funktion des
Molekulargewichtes, da sich nach Abb. 4-3 Konzentrationsdnderungen in der
Zusammensetzung der Préizipitate hauptsidchlich im niedermolekularen Bereich
ergeben. Dies wird auch durch die Entwicklung der durchschnittlichen
Molekulargewichte bestétigt, welche sich relativ zueinander fiir das
niedermolekulare DAL stirker dndern als fiir das hochmolekulare FC. Damit
muf} die allgemein verwendete Aussage, Chitosan sei nur in saurem Milieu
16slich, dahingehend modifiziert werden, dass dies nur flir hochmolekulare
Chitosane giiltig ist.

Ethanol wurde in diesem Experiment als Nichtlosungsmittel verwendet, mit dem
gelostes Chitosan durch Verringerung der Dielektrizititskonstanten des
Losungsmittels zur Féllung gebracht wird. Dariiber hinaus wirkt Ethanol auch
dehydrierend. Im Falle von Chitosan hat dieser Wasserentzug Auswirkung auf
die Ausbildung von teilkristallinen Bereichen (Abb. 4-5). Es kann vermutet
werden, dass Chitosanmolekiile sich nicht direkt geordnet aneinanderlagern und
kristalline Bereiche ausbilden, sondern dass Wassermolekiile als Briickenbildner
dienen und somit intermediér die Teilkristallinitdt von Chitosan bedingen. Auf
dieser Basis ist die Erhohung der Kristallinitidt zu erkldren, vergleicht man die
Diffraktogramme des Chitosan-Ausgangsgemisches (Abb. 4-5/0) und des

Prézipitates, welches ohne Ethanol nur in wisserigem Medium hergestellt wurde
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(Abb. 4-5/1). Unterstiitzt wird diese Annahme dariiber hinaus durch die
abnehmende Kristallinitdt in den Prézipitaten mit steigendem Ethanolanteil
wéhrend der Féallung (Abb. 4-5/1 bis Abb. 4-5/4).

Die Fallungsbasen und der Einsatz von Ethanol bzw. Wasser haben Einflu3 auf
das  Molekulargewicht des  Produktes. NH; und Wasser sind
Wasserstoffbriickenbildner und konnten die Assoziation von Molekiilen fordern.
Vergleicht man nur die NH;-Produkte (Abb. 4-6/2 und Abb. 4-6/3), so zeigt die
Préparation unter Verwendung von Ethanol ein hoheres Molekulargewicht. Es
ist anzunehmen, dass Ammoniak in Losung iber die Anderung der
Losungseigenschaften durch Ethanol und durch den Entzug von Wasser eine
starkere Tendenz hat, mit Chitosanmolekiilen zu interagieren, als dies bei der
Verwendung von Wasser der Fall wire. Der deutlichste Unterschied ist in der
Priparation mit NaOH zu sehen (Abb. 4-6/4). Hier wurde bei gleichem
Ausgangsmaterial durch die Verwendung von Wasser eine Verdoppelung des
durchschnittlichen Molekulargewichtes bewirkt, was ein Anzeichen fiir
Molekiilagglomeration sein kann. Sollten diese Agglomerate durch die
Auftrennung in der GPC und durch die im System auftretenden Druck-
Scherkrifte nicht aufgelost werden, so werden nicht die Einzelmolekiile
vermessen und damit insgesamt zu hohe Molekulargewichte detektiert. Diese
Annahme wird unterstiitzt durch Abb. 4-6/5, welche eine Verminderung von Mn
aufweist, die durch den dehydrierenden und damit agglomerationsabbauenden
Effekt von Ethanol bedingt ist.

Die  Entwicklung der Kristallinitit folgt den  Ergebnissen der
Molekulargewichtsbestimmung. Teilkristallinitit von Chitosan ist in den
Wasserpriparaten zu beobachten. Ethanol scheint nicht nur Einflu auf die
Verminderung kristalliner Bereiche durch Wasserentzug zu haben, sondern auch
die Ausbildung von geordneten Bereichen durch Einlagerung zu storen. Dies ist
bei NH; unter Verwendung von Ethanol zu beobachten (Abb. 4-7/3), wo

Kristallinitdt detektiert wurde, jedoch nicht so ausgeprdgt ist, wie bei den
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Praparationen mit Wasser (Abb. 4-7/2 und Abb. 4-7/4). Abb. 4-7/5 zeigt
Restkristallinitit, welche noch aus dem Ausgangsmaterial stammen konnte und
nicht durch die Praparation aufgeldst wurde.

Aus den Fallungsversuchen mit Chitosan (Versuch 4.1.1 und 4.1.2) 14Bt sich
somit insgesamt die SchluBfolgerung ziehen, dass bei der Prédparation von
niedermolekularem Chitosan aus chitin-/chitosanhaltigem Ausgangsmaterial

zwel Punkte wesentlich sind:

1) Niedermolekulares Chitosan darf nur bei der Extraktion in Losung gebracht
werden, bei den anderen Praparationsschritten mufl es gegebenenfalls wieder
in den Versuchsansatz zuriickgefallt werden.

2) Durch die Priparation sollte die Bildung von teilkristallinen Produkten
vermieden werden, da dadurch eine Assoziation der Molekiile verhindert
wird und Gemische von amorphem Chitosan niedrigere Molekulargewichte

zeigen werden.

Durch die Verwendung von Ethanol in der Prédparation von Chitosan aus
Pilzmycel wird Punkt 1 erfiillt. Dies zeigt sich deutlich in der
Ausbeutenermittlung fiir das alkaliunlosliche Material. Durch die Zugabe von
Ethanol wird bereits geldstes Material wieder gefillt, was dann in einer hdheren
Ausbeute fiir das AIM gegeniiber der Wasserpriparation resultiert. Welche
wasserloslichen Bestandteile diese Féllung insgesamt beinhaltet, ist nicht
bekannt.

Eine erhohte Ausbeute 1aBt sich allerdings fiir das Chitosan nicht ermitteln. Dies
konnte dadurch bedingt sein, dass nach der alkalischen Féllung aus der sauren
Losung eine Agglomeration durch die Zugabe von Ethanol verhindert wird, aber
dadurch wiederum niedermolekulares Chitosan noch in der Losung verbleiben
kann. In einer Wasserprédparation konnte dieses Chitosan mit anderen Molekiilen

aggregieren und damit aus der Losung prézipitieren. Dies wiirde sowohl eine
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erhohte Ausbeute an Chitosan als auch ein erhohtes Molekulargewicht bedingen.
Die Ermittlung des Molekulargewichtes zeigt den EinfluB3 von Ethanol auf das
Produkt. Im RI-Signal (Abb. 4-9) der mit Hilfe der GPC aufgetrennten Proben
von Ethanol-pripariertem Chitosan sind auf der rechten Seite drei miteinander
verbundene Peaks zu sehen, welche im Vergleich mit dem Produkt aus der
Wasserpriparation durch das zuriickgefdllte Material hervorgerufen sein
miissen. Nach dem errechneten Molekulargewicht ist dieses Areal
niedermolekular.

Mit abgestuften, steigenden Ethanolanteilen in den beiden Prédparationsschritten
146t sich die Entwicklung des Endproduktes vom hoch- zum niedermolekularen
Chitosan verfolgen. Es sind die Ausbildung von Schulterformationen und von
Doppelpeaks zu beobachten, welche auf intermolekulare Assoziationsprozesse
schlieBen lassen (Abb. 4-14 bis Abb. 4-18). Der entscheidende Abschnitt zur
Verwendung von Ethanol als Nichtlosungsmittel ist aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse die Deproteinierung im ersten Praparationsschritt nach Schema 4-1.
Dabei wird niedermolekulares Chitosan aus der Protein-Polymer-Matrix
freigesetzt, 16st sich in dem alkalischen Deproteinierungsmedium und muf3
daher wieder zuriickgefillt werden. Ohne FEthanolverwendung wiirde
niedermolekulares Chitosan gelst bleiben und mit dem Uberstand verworfen
werden. In 4-14/1.0 wurde 1im ersten Abschnitt Wasser eingesetzt und im
zweiten Abschnitt 97 % Ethanol, dennoch zeigt das RI-Signal die typische
Konzentrationsverteilung einer Wasserpraparation. Fiir Versuch 2.0 wurde
zuerst Ethanol eingesetzt und im zweiten Abschnitt Wasser. Das Signal des RI-
Detektors zeigt hier zwar auch hochmolekulare Bestandteile, jedoch sind die
Ausbildung von Peaks mit geringerem Molekulargewicht und der typische
rechte Peak einer Ethanolprdparation zu erkennen. Betrachtet man insgesamt die
Entwicklung des Molekulargewichtes des priparierten Chitosans aus den
Versuchen mit abgestuften Wasser/Ethanolgemischen als Waschmedium

(Abb. 4-14 bis Abb. 4-18), so zeigt sich, dass in beiden Pridparationsschritten
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reines Ethanol zur Riickfallung und zum Waschen verwendet werden muf3, um
zu verhindern, dass wihrend der Gesamtprédparation niedermolekulares Chitosan
in Losung geht und verworfen wird.

Der Versuch, NaOH als Deproteinierungs- und Fillungsbase gegen eine
fliichtige bzw. besser in Ethanol losliche Base zu ersetzen, ergab, dass die
untersuchten Basen Einfluf3 auf das Molekulargewicht des zu préiparierenden
Chitosans nehmen und damit keine Alternative zu NaOH als Deproteinierungs-
und Féllungsbase darstellen. Triethanolamin (TEA) ist zwar sehr gut in Ethanol
16slich, jedoch wie NH; ein Wasserstoffbriickenbildner, was durch die
Abbildung der RI-Signale deutlich wird (Abb. 4-21). Es scheint, dass TEA eine
Zwischenstellung zwischen den NaOH-Préparationen mit Ethanol und Wasser
einnimmt. Das RI-Signal (Abb. 4-21/1) zeigt in Areal I einen Doppelpeak,
dessen linkes Maximum mit NaOH in H,O und dessen rechtes Maximum mit
NaOH in Ethanol im Elutionsvolumen {iibereinstimmt. Damit konnte diese
Abbildung eine Zwischenstufe einer Aggregation von niedermolekularem
Chitosan zu hochmolekularen Komplexen darstellen.

Da durch den Einsatz von Ethanol hochmolekulares Chitosan nicht mehr auftritt
und dieses in der Préparation durch Waschvorgénge nicht entfernt wurde, miifite
es, falls vorhanden, noch im Préparationsansatz sein. Die einzige Mdoglichkeit,
dieses Chitosan zu gewinnen, kann nur eine erhdhte Sdurekonzentration
wihrend des Extraktionsvorganges sein. Die Ergebnisse (Abb. 4-27) zeigen
jedoch keine relevanten Unterschiede in den Ausbeuten und den
Molekulargewichten bei Verwendung unterschiedlicher Konzentrationen.

Auf der einen Seite 146t sich somit die Annahme treffen, dass durch die
Verwendung von Ethanol hochmolekulares Chitosan in der Priparation nicht
erfaBBt wird und im Versuchsansatz verbleibt. Denkbar wire eine Beladung der
langkettigen Molekiile mit durch Ethanol denaturierte Proteine, welche

ansonsten wasserldslich sind und nun zuriickgeféllt wurden, so dass eine saure
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Extraktion des Chitosans durch Nichtloslichkeit dieser Komplexe verhindert
wird.

Auf der anderen Seite wire auch annehmbar, dass hochmolekulares Chitosan
nicht in der beschriebenen Groenordnung in Pilzen existiert. Die Angaben in
der Literatur und den hier dargestellten Ergebnissen aus Kapitel 3 weisen
demnach dann Molekulargewichte von ldslichen Chitosanagglomeraten aus,
welche durch die Priparationsmethode gebildet und bei der Losung zur
Vermessung des Molekulargewichtes in der GPC nicht wieder vollstindig in
Einzelmolekiile aufgetrennt wurden. Unterstiitzt wird diese Annahme durch die
Frage nach dem Verbleib von niedermolekularem Chitosan in diesen
Priparationen, da Chitosan in den Zellwdnden nicht ad hoc hochmolekular
gebildet wird, sondern Monomer fiir Monomer in Chitinform aufpolymerisiert
wird. Diese Zwischenstufen miifiten in einer Pridparation auftreten. Geht man
von einem Monomer-Ringdurchmesser von 1 nm aus und berechnet auf Basis
der Molekulargewichte der produzierten hochmolekularen Chitosane die
entsprechende Anzahl von Untereinheiten, so erhédlt man Molekiillangen von bis
10 um. Diese Lange entspriche dem mehrfachen Umfang einer Pflanzenzelle,
so dass es fraglich sein konnte, ob in diesem Verhéltnis derartig
hochpolymerisierte Einzelmolekiile durch die Zellen produziert werden und mit
welchem Mechanismus der Vortrieb eines solchen Molekiils aus der

Zellmembran zur Einlagerung in die Zellwandmatrix bewerkstelligt wird.

Mit Hilfe der Dialyse wurden die niedermolekularen Bestandteile grofBtenteils
aus dem Préparationsansatz entfernt. Es bestand jedoch bei allen durchgefiihrten
Aufreinigungen dieser Arbeit das Problem, dass wihrend der Dialyse Chitosan
aus der Losung prézipitierte. Es ist anzunehmen, dass dadurch die Poren des
Dialyseschlauches verstopften und eine quantitative Dialyse verhindert wurde.
Nebenversuche ergaben, dass der pH-Wert der Probe und des Dialysates

moglichst libereinstimmen sollten, um dieses Problem zu verringern, jedoch
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konnte eine vorzeitige Prézipitation des Chitosans und damit verbundener

Verunreinigungen nicht vollstindig verhindert werden.

Der Versuch zur Priparation von niedermolekularem Chitosan aus
Krabbenschalen nach der Ethanolmethode erbrachte keine relevante
Molekulargewichtsdifferenz zu Krabbenchitosan, welches im Parallelversuch
unter Verwendung von Wasser produziert wurde. Dieses Ergebnis konnte darauf
zuriickzufiihren sein, dass zur Herstellung von Krabbenchitosan die
Demineralisierung mit einer starken Sdure durchgefiihrt werden muf. Dabei
wird das entstehende Chitosan als Base fungieren und sofort protoniert werden,
was die Ausbildung von Wasserstoftbriicken und daraus folgend eine
Agglomeration begiinstigen konnte. Im Gegensatz dazu erfolgt die Herstellung
von Pilzchitosan unter Verwendung von Ethanol im alkalischen bis neutralen
pH-Bereichen. Nur die Extraktion wird mit einer schwachen Siure durchgefiihrt,
welche aber durch die alkalische Fillung und dehydrierende Wirkung von

Ethanol aus dem Chitosan entfernt wird.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse ist die Herstellung von niedermolekularem
Chitosan nach der Ethanolmethode nur aus der Biotrockenmasse von
Mucoralesarten moglich. Als Priparationsmethode zur direkten Gewinnung von

niedermolekularem Chitosan wird folgender Herstellungsgang vorgeschlagen:
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Pilztrockenmasse

Mabhlen

Deproteinierung 2% (m/V) NaOH+EtOH

Riickfallung+Waschen <«— Ethanol

l

saure Losung/

Abtrennung vom Pellet 2% (m/V) CH;COOH

Neutralisation der Losung

l

Dialyse

Féllung 50% (m/V) NaOH+EtOH

Waschen < Ethanol

Trocknen

Schema 4-2 Herstellungsschritte zur direkten Praparation von niedermolekularem

Chitosan aus der Biotrockenmasse von Mucoraceae
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Molekulargewicht

5 CHARAKTERISIERUNG VON NIEDERMOLEKULAREM
CHITOSAN

Nach den in Kapitel 2 beschriebenen Methoden wurde das auf der Basis der
Untersuchungen in Kapitel 4 hergestellte kurzkettige Chitosan (LMCh)
untersucht. Hierzu wurden die physiko-chemischen Parameter von LMCh denen

der industriellen Referenzproben gegeniibergestellt.

5.1 Molekulargewicht

Das mittlere und das zahlenméBige Molekulargewicht sind in Abb.5-1 fiir die
Referenzproben von Kap. 2 und fiir das LMCh aufgetragen

800.000 -
700.000
600.000
500.000 1
400.000 -
300.000+
200.000
100.000

0

MW [g/mol]

Abb. 5-1 Molekulargewichte von LMCh und der Referenzproben

Mit einem Mw von 4,5 x 10" g/mol und einem Mn von 1,6 x 10* g/mol ist das
direkt aus dem Pilzmycel préparierte und dialysierte Chitosan niedermolekular.
Im Vergleich mit den Proben aus Krabbenchitosan liegt nur FC2 (Mw:
493 x 10* g/mol, Mn: 2,88 x 10* g/mol) in diesem Molekulargewichtsbereich.
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Charakterisierung von niedermolekularem Chitosan

5.2 Identitétspriifung und Bestimmung des Desacetylierungsgrades

(ppm)

Abb. 5-2 1H-NMR-Spektren von verschiedenen Proben von LMCh

Die Spektren zeigen einen typischen Verlauf fiir niedermolekulares Chitosan. Es
sind Resonanziiberlagerungen (Abb. 5-2 / Pfeil) zu verzeichnen, welche in
Spektren von hochmolekularem Chitosan zu einem Peak (Abb. 2-3) vereinigt
sind. Die Basislinie ist in Spektrum 1 ebener als in Spektrum 2. Die Signale der
beiden Spektren sind {bereinstimmend, obwohl beide Proben aus
unterschiedlichem DCM prépariert wurden.

Bei 3,6 ppm und 1,2 ppm sind Signale vom Ethanol vorhanden, welche in

Spektrum 1 ein relativ grof3 sind.
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Kristallinitit
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Abb. 5-3 Desacetylierungsgrad von LMCh und den Referenzproben

Der Desacetylierungsgrad von LMCh betragt 96 % und entspricht damit dem
von PR2 und PR3. Insgesamt sind alle Proben mit einem DD von iiber 70 %

hoch desacetyliert.

5.3 Kristallinitat

Abb. 5-4 Rontgendiffraktogramme von 1) DAL, 2) FC1 und 3) LMCh

Das Rontgendiffraktogramm zeigt eine amorphe Struktur von LMCh.
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Charakterisierung von niedermolekularem Chitosan

5.4 Bestimmung der Partikelgrofe und strukturelle Untersuchung
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Abb. 5-5 REM-Aufnahmen von LMCh (1000x/3000x)

In der Aufnahme sind unregelmifBige Zusammenlagerungen von abgerundeten
Partikeln zu erkennen. Die Probe ist in sich homogen, Fremdbeimengungen sind

nicht zu detektieren.
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Wassergehaltsbestimmung

Die Partikelgrofle ist so gering, dass sie nicht mehr scharf aufgelost und
abgebildet werden kann. Die dafiir ndtige Spannung und die damit verbundene
Wirmeeinwirkung  wiirde  diese  organische  Probe ansonsten im
Rasterelektronenmikroskop zerstoren. Weil auf dieser Grundlage keine
GroBenschitzung gemacht werden kann, wurde die in Kapitel 2.1.4
beschriebene PCS durchgefiihrt. Die Partikelgroenverteilung von LMCh ergibt

eine mittlere Teilchengrofle von 442.1 + 123,1 nm.
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Abb. 5-6 Partikelgroflenverteilung von LMCh [nm]

5.5 Wassergehaltsbestimmung

Mit 17 % weist LMCh den hochsten Feuchtigkeitsgehalt auf. Auffallig ist, dass
DAL als Referenzprobe mit dem hochsten Wassergehalt auch mit Ethanol

prapariert wurde (Abb. 2-4) und mit einem Gehalt von 15 % nahe bei dem von

LMCh liegt (Abb. 5-7).
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Abb. 5-7 Wassergehalt von LMCh und den Referenzproben

5.6 Bestimmung des Reinheitsgrades von LMCh

5.6.1 Bestimmung anorganischer Bestandteile (Ph. Eur. 4.02 - 2.4.14)

anorganische Bestandteile [%]
O =~ N W P O O N ©
L

FC1 [
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PR4 [}
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Abb. 5-8 Gehalt an anorganischen Bestandteilen in LMCh und den Referenzproben

LMCh hat anorganische Bestandteile in Hohe von 1 %. Dieser Wert liegt im
Mittel des Gehaltes der untersuchten industriell hergestellten Chitosane. Fiir die

Biotrockenmasse wurde ein Sulfataschegehalt von 7,4 £ 0,4 % ermittelt.
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5.6.2 Bestimmung des Restproteingehaltes
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Abb. 5-9 Restproteingehalt in LMCh und den Referenzproben

Der mittlere Restproteingehalt von LMCh liegt mit 1,2 % iiber den Werten der

Referenzproben.

5.7 Gehaltsbestimmung an bakteriellen Endotoxinen sowie

(1-3)-B-D-Glucanen aus Pilzen

Immunreaktionen koénnen durch bakterielle Endotoxine, Lipopolysaccharide
bakterieller Zellwdnde und durch B-(1-3)-D-Glucane, welche Bestandteile der
Zellwinde von Pilzen sind, hervorgerufen werden. Diese Reaktion dient als
Abwehr des menschlichen Organismus gegen eine invasive Besiedlung durch
eine Bakterien- bzw. Pilzinfektion.

Als Nachweisreagenz werden Amobozyten von Limulus polyphemus, einer
Pfeilschwanzkrebs-Art, verwendet. Diese Blutzellen reagieren nach Kontakt mit
den immunogenen Zellwandbestandteilen, indem sie lysieren (LAL: Limulus-
Amobozyten-Lysat) und Zymogene freigeben. Diese werden zu aktiven Serin-
Proteasen, welche iiber Zwischenstufen eine Gelbildung durch Spaltung von

Koagulogen zu Koagulin bewirken und damit auch den Verschlu3 einer Wunde
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in dem Pfeilschwanzkrebs ermdglichen. Das Prinzip der Gelbildung wird im
Test zur semiquantitativen Bestimmung auf Endotoxine verwendet (nach
Angaben von Ph. Eur. 4.02 - 2.6.14).

Die Menge an aktiviertem Enzym korreliert mit der Konzentration von
Pyrogenen. Unter Verwendung eines kiinstlichen Testsubstrates, welches am
Ende der Aktivierungskette durch diese Proteasen gespalten wird, kann ein
quantitativer Nachweis von [-(1-3)-D-Glucanen gefiihrt werden. Durch die
Abspaltung von p-Nitroanilin (pNA) vom Substrat und eine anschlieende
spektrometrische Quantifizierung der Konzentration von pNA erfolgt eine
Quantifizierung. Die beiden Testreihen wurden nur mit LMCh durchgefiihrt, da
eine Loslichkeit bei neutralen pH-Werten erforderlich war.

Der Test auf bakterielle Endotoxine wurde nach Anleitung von Cape Cod Inc.
(Falmouth, MA, USA) durchgefiihrt. In pyrogenfreie Rohrchen wurde
rekonstituiertes LAL-Reagenz mit einer Empfindlichkeit von 0,03 EU/ml
(empfindlichstes markterhiltliches Testreagenz) gegeben. In diese Rohrchen
wurden 0,1 ml der zu untersuchenden Substanz pipettiert. Tests wurden im
Dreifachansatz mit jeweils einer Negativprobe und einem Endotoxinstandard
durchgefiihrt. Alle Ansdtze wurden bei 37 °C fir 1 h inkubiert und auf
Gelbildung gepriift. Die Priifung der hier verwendeten Probe von LMCh auf
bakterielle Endotoxine erbrachte fiir eine Probenkonzentration von 25 mg/ml
keine Gelbildung, diese erfolgte dagegen bei einer Konzentration von 50 mg
LMCh/ml Loésung. Damit liegt der Pyrogenanteil zwischen 0,6 bis 1,2 IE/g
LMCh.

Die Quantifzierung von Pilz-Glucan wurde nach Anleitung des Glucatell™
(1-3)-B-D-Glucan Detection Reagent Kits von Cape Cod Inc. flir einen
kinetischen Assay vorgenommen, in dem iiber den mittleren Anstieg der
Absorption pro Zeiteinheit die Glucankonzentration ermittelt wird. Eine

Standardreihe mit einem Konzentrationsbereich von 0-50 pg/ml B-D-Glucan
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wurde hergestellt. Die Proben wurden nach Anleitung im Dreifachansatz in
Mikrotiterplatten aufbereitet und die Absorption bei 405 nm gegen 490 nm im
Plattenlesegerit liber 40 min vermessen. Mit der angeschlossenen Software
wurde liber die Werte der Standardreihe der B-D-Glucan-Gehalt der Proben
ermittelt. Bei einer Chitosankonzentration von 50 mg LMCh/ml ergab die

Messung der Konzentration von (1-3)B-D-Glucanen im Test 32,5 ng/ml. Der

relative Glucananteil betrug somit 6,4 x 10 %.

5.8 Agglomeration und Kristallisation von LMCh - Einlagerung von Wasser

Im UmkehrschluB zum Versuch einer Verminderung der Kristallinitdt durch
Losung und Fillung unter Ethanolzusatz (Versuch 4.1.1.3) soll im folgenden
gezeigt werden, in welchem Ausmall das mit Ethanol entwésserte Chitosan zu
einer Kristallisation gebracht werden kann. LMCh wurde mit Wasser versetzt
und gelost. Danach wurde die Losung bei 50 °C eingetrocknet. Dieser Vorgang

wurde mehrfach als Zyklus wiederholt.

5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 2Theta

Abb. 5-10 Rontgendiffraktogramme 1) vor dem Wiissern und 2) nach dem Wiissern
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Vom Ursprungsmaterial (1) ausgehend ist die Entwicklung von Signalen im
Bereich bei 20 = 9° und 20° zu beobachten. Diese Signale sind im Vergleich zu

denen von teilkristallinem Chitosan (Abb. 2-5) schwach ausgeprigt.
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Abb. 5-11 Molekulargewicht im Verlauf des Agglomerationsversuches
(1, 2, 3: aufeinanderfolgende Wésserungs-Trocknungs-Zyklen
4: nach fiinf weiteren Wisserungs-Trocknungs-Zyklen)
Ausgehend von Versuch 1 bis zu Versuch 4 ist eine Erhohung des
durchschnittlichen Molekulargewichtes um den Faktor 1,8 ist zu verzeichnen.
Dieser Molekulargewichtsentwicklung von Mw folgt Mn mit einem Faktor von

1,6.

5.9 Diskussion

LMCh ist ein niedermolekulares Chitosan. DAL und Oligo stellen Oligomere
aus Chitosan bzw. N-Glukosamin dar und wéiren durch ihr niedriges
Molekulargewicht nicht fiir eine parenterale Anwendung z.B. als Drugcarrier
geeignet, da sie liber die Nieren sofort wieder ausgeschieden wiirden.

In der Reihe der Referenzproben hat FC2 ein &hnliches durchschnittliches
Molekulargewicht, sowie ein doppelt so hohes zahlenmiBiges
Molekulargewicht. Im Gegensatz zu LMCh ist FC2 jedoch nicht wasserloslich.

Demnach scheint die durch das Molekulargewicht determinierte Loslichkeit von
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Chitosan in Wasser bei einem Mn unterhalb von 1,6 x 10* g/mol bis
2,9x 10%g/mol zu liegen. Ferner miissen zusitzlich noch vergleichbare
Desacetylierungsgrade gegeben sein, welche die Fahigkeit zur Protonierung und
damit zur Léoslichkeit bedingen. FC2 hat einen um 16% niedrigeren
Desacetylierungsgrad als LMCh, wobei jedoch mit 80% aller Untereinheiten
dieses Chitosan wie LMCh hoch desacetyliert ist.

Im 'H-NMR-Spektrum sind Spuren von Ethanol zu verzeichnen. Dieser
Restanteil konnte trotz langer Trocknungszeiten und Vakuumbehandlung nicht
eliminiert werden. Es ist anzunehmen, dass der Anteil von Ethanol wie in
Spektrum 5-2/2 physiologisch unbedenklich ist. Entscheidend ist jedoch in
diesem Zusammenhang die Frage, in welchem Ausmall Restbestandteile von
Ethanol die Bindungsfahigkeit fiir Wirkstoffe beeinflusst, wenn Chitosan als
Wirkstofftrager benutzt werden soll. Sollte dies der Fall sein, miiite nach der
Dialyse auf eine alkalische Fallung unter Ethanolzusatz (Kap. 4.2.4) verzichtet
und eine direkte Spriihtrocknung der dialysierten Chitosanlosung durchgefiihrt
werden. Diese Methode konnte in dieser Arbeit aufgrund der im Labormalstab
kleinen Mengen an produziertem Chitosan nicht durchgefiihrt werden.

LMCh ist amorph und verfiigt damit iiber keine geordneten intermolekularen
Strukturen. Dies bewirkt im Vergleich zu FC2 eine bessere Loslichkeit bei
neutralem pH-Wert, da die Einzelmolekiile groBere Abstinde untereinander
haben, als dies in einer kristallinen Struktur mit entsprechender Nahordnung der
Fall wére. Dariiberhinaus werden die guten Losungseigenschaften durch die
geringe PartikelgroBBe von LMCh unterstiitzt.

Anorganische Bestandteile sind durch die Prédparation weitgehend entfernt
worden. Es sollte moglich sein, diesen Wert zu verbessern, indem auf eine
alkalische Fillung und der damit verbundenen Salzbildung in der
Extraktionslosung verzichtet und das Chitosan durch Spriihtrocknung gewonnen

wird.
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Der Restproteingehalt liegt liber den Werten der librigen Chitosanmuster. Es ist
anzunehmen, dass die Ursache flir diesen Gehalt in der Dialyse zu suchen ist.
Durch die vorzeitige [In-situ-Ausfillung des Chitosans und der damit
einhergehenden Verstopfung der Poren des Dialyseschlauches konnten
niedermolekulare Bestandteile nicht quantitativ entfernt werden.

Da sich die Durchfiihrung der Deproteinierung in der Ethanolpriparation bis auf
die Riickfiallung von I6slichem Material nicht von der Wasserpriaparation
unterscheidet, kann man annehmen, dass die Deproteinierung bei diesen beiden
Herstellungsgingen zu einer vergleichbar quantitativen Zerstorung der Protein-
Chitosan-Matrix der Zellwand fiihrt. Die freigesetzten und riickgefillten
Bestandteile bilden die typischen drei ineinander iibergehenden Peaks im
niedermolekularen Bereich des RI-Signals der GPC-Auftrennung (Abb.4-9).
Dagegen wird Areal I weitgehend durch das in der Probe vorhandene Chitosan
gebildet, wie das 'H-NMR-Spektrum (Abb. 5-2) der dialysierten Probe belegt.
Demnach sind Chitosan und Restprotein durch die Vorbehandlung {iber ihre
Molekulargewichte schon weitgehend voneinander getrennt, so dass durch eine
bessere Methode (z.B. Cross Flow Filtration) eine Trennung mdglich sein sollte.
Das produzierte LMCh ist weitgehend pyrogenfrei. Der Gehalt an
gramnegativen Bakterien, der den Eintrag von Endotoxinen bedingt, diirfte
durch die Nutzung von Ethanol in dieser Priparationsmethode gering gehalten
werden. Unterstiitzt wird diese Annahme dadurch, da das im Rahmen dieser
Arbeit hergestellte Chitosan nicht unter aseptischen Bedingungen produziert
wurde. Das europidische Arzneibuch erlaubt Endotoxingehalte fiir parenterale
Applikationen von 5 IE/kg Korpermasse/h. Bewertet man das Ergebnis im
Zusammenhang mit diesen  Angaben, so konnten bei einem
Durchschnittsmenschen von 70 kg LMCh-Gaben in Hohe von 290 - 583 g/h
appliziert werden. Es ist dariiber hinaus auch anzunehmen, dass die
Ethanolpriparation der Wasserpriparation iiberlegen ist, da sich durch die

Behandlung des Zellmaterials zu keinem Zeitpunkt giinstige Bedingungen fiir
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bakterielles Wachstum einstellen. Wéhrend beispielsweise die Endtrocknung des
produzierten Chitosans hier auf der Grundlage eines hohen Ethanolgehaltes
erfolgt, ist bei der herkdmmlichen Methode in diesem finalen Priparationsschritt
eine gute Grundlage fiir bakterielles Wachstum durch den Wasser- und
Kohlenhydratgehalt gegeben.

Der Glucangehalt von LMCh ist duBlerst gering. Es konnte auf dieser Grundlage
angenommen werden, dass 1m Downstream-Processing von Chitosan
(1-3)-B-D-Glucan wie auch andere Polysaccharide wihrend der sauren Losung
durch den Verbleib im Pellet abgetrennt und dann verworfen werden, so dass
diesbeziiglich mit der  Ethanolpriparation eine  sehr  effektive
Extraktionsmethode fiir Chitosan gegeben ist.

Der Versuch zur Teilkristallisation von amorphem LMCh durch
Wassereinlagerung (Versuch 5.8) ist als Ergdnzung zu den unter 4.1
aufgefiihrten Versuchen der Verminderung des teilkristallinen Zustandes von
Chitosan durch Losung und Prizipitierung unter Ethanolzusatz zu bewerten. Es
konnte mit diesem Versuch gezeigt werden, dal Wasser zur Ausbildung der
Teilkristallinitdt von Chitosan beitrdgt und eine Verdnderung des gemessenen
Molekulargewichtes bewirkt. Auf dieser Basis kann auch angenommen werden,
daB Chitosanassoziate wihrend der Gelpermeations-Chromatographie nicht
bzw. nur in geringem MalBle aufgetrennt werden und demnach zu hohe
Molekulargewichte ermittelt werden. Andererseits kann jedoch auch keine
Aussage dariliber getroffen werden, inwieweit LMCh ein heterogenes Gemisch
von Einzelmolekiilen darstellt oder ob nicht doch, wenn auch in geringem

Ausmal}, eine Agglomeration von Chitosanmolekiilen stattgefunden hat.
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6 BEEINFLUSSUNG DES MOLEKULARGEWICHTES VON
CHITOSAN DURCH KULTIVIERUNGSPARAMETER

Die Zellwand einer Pflanzenzelle stellt die Verbindung des Zellinneren und
seiner Produkte zur AulBlenwelt, seien es andere Zellen oder abiotische
Umweltfaktoren, her. Durch sie werden im biotischen Umfeld Zell-Zell-
Interaktionen, -Erkennung, chemische Signaltransduktion zur Kommunikation,
etc. bewerkstelligt. Als Bestandteil einer Epidermalzelle bzw. eines One-Layer-
Zellverbandes, wie er auch im Pilzmycel gegeben sein kann, garantiert die
Zellwand dariiber hinaus als Reaktion auf abiotische Umweltfaktoren die
Integritdt der Zelle, gibt mechanische Formstabilitit und bewirkt durch ihre
physiko-chemische Ausstattung den Schutz der Zelle. Basierend auf der
Variabilitit von Umweltfaktoren und den sich hieraus stellenden
Herausforderungen, stellt die Zellwand als Organell ein flexibles System von
Einzelkomponenten dar, welches sich als Reaktion auf die Umwelt in der
gegebenen genetischen und biomechanischem Ausstattung verdndern kann.
Hierzu werden diese integralen Bestandteile vermehrt, abgebaut bzw. chemisch
modifiziert. Chitosan erfiillt sowohl mechanische wie auch biochemische (z.B.
Verhinderung des Zellwandabbaus durch Chitinasen) Aufgaben. Der
Polymerisationsgrad der Einzelmolekiile dieses Chitinderivates trigt
hauptsidchlich zur mechanischen Formstabilitit der Zelle bei. Dies wird
zusitzlich auch durch die quantitative Ausstattung der Zellwand mit Chitin und
Chitosan gewdhrleistet. Ziel der folgenden Untersuchungen war es, durch
Verdnderung von abiotischen Umweltbedingungen eine Verdnderung des
Molekulargewichtes des durch die Zelle produzierten Chitosans und eine
Erhohung der Ausbeute an niedermolekularem Chitosan mit eventuell

verdndertem Molekulargewicht zu bewirken.
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6.1 Kultivierung verschiedener Altersstufen

In einer Batch-Kultur durchlduft die Kultur einen Lebenszyklus, der in der
Wachstumskurve Ausdruck findet. Es wurde untersucht, in welchem Ausmal}
sich die Zellwandausstattung des Pilzmycels mit Chitosan in verschiedenen
Zeitabschnitten der Kultivierung verdndert. Der Wachstumsversuch wurde mit

A. coerulea nach 3.1.3 durchgefiihrt und das Biomaterial nach 3.1.4 aufbereitet.

Abb. 3-1 stellt die Ausbeute an DCM in diesem Langzeitversuch dar. Die
Praparation des Chitosans erfolgte diesmal nach Schema 4-1. Der Vergleich der
Ausbeuten an alkaliunloslichem Material aus den Pridparationen nach Schema
1-2 (H,O) und nach Schema 4-1 unter Verwendung von Ethanol zeigt hohere

Ausbeuten durch Verwendung von Ethanol.

70+
60-
50
40-
30
20-
10 Ethanol
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24 36 48 72 96 120 144 [h]

Abb. 6-1 Vergleich der Ausbeute von AIM aus den Altersfraktionen

Innerhalb einer Prédparationsreihe zeigt sich bei Verwendung von Wasser ein
Anstieg von 34 % im 24-stiindigen Wachstumsversuch auf 45 % nach 36 h. Fiir

altere Kulturen liegt die Ausbeute dann zwischen 38-45 %.
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In der Ethanolreihe ergibt sich ein Abfall von 67 % (36 h) auf ein Minimum von
50 % (120 h). Der Wert des Versuches iiber 144 h folgt nicht dieser
Entwicklung, sondern liegt mit 57 % nahe bei dem Ergebnis des Versuches iiber
72 h. In beiden Priparationsansdtzen ist eine generelle Abnahme der

produzierten Menge an Chitosan zu verzeichnen.

7,

— 0

= 5

-

g 2

S 2

<
1 Wasser
0 " Ethanol

24 36 48 72 96 120 144
[h]

Abb. 6-2 Vergleich der Ausbeute an Chitosan aus den Altersfraktionen

Fiir die Wasserpriparation zeigt sich ein relativ hohes Ausbeuteniveau von
4-6 % fiir eine Wachstumszeit von 24-72 h. Es erfolgt fiir die darauffolgenden
Versuche bis 144 h ein Abfall auf 1-1,6 % produziertes Chitosan bezogen auf
die Einwaage. Die Prédparation mit Ethanol folgt dieser Entwicklung, jedoch

sinkt die Ausbeute kontinuierlich von 2,9 % (24 h) bis auf 1 % (144 h).
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Abb. 6-3 Molekulargewicht des Chitosans aus den Altersfraktionen

Im Verlauf des Wachstumsversuches ist eine Zunahme des Mw ab 72 h
festzustellen. In den ersten 48 h bleibt das durchschnittliche Molekulargewicht
auf einem Niveau von 1,5 x 10* g/mol. Danach steigt es von 6,4 x 10* g/mol
(72 h) auf bis zu 1,9 x 10° g/mol (144 h). Das zahlenmittlere Molekulargewicht
folgt dieser Entwicklung in geringerem Malle. Die ersten drei Teilversuche
erreichen ein Mn von 1,2-14 x 10* g/mol. In den nachfolgenden Priparationen
nimmt Mn dann auf 2,2-2,3 x 10* g/mol zu. Der Versuch iiber 96 h unterbricht
diese Entwicklung durch ein etwas geringeres Mw und Mn, was
versuchsbedingt auf eine zu grofle Pelletbildung des Mycels im Kulturansatz
zuriickzufiihren sein konnte. Dies fithrt zu Mangelbedingungen fiir die inneren

Zellen im Pellet (s.a. Kap.3, Seite 58).

6.2 Kultivierung unter osmotischem Strel3

In hypotonem Medium steht die Zelle vor der Herausforderung einer
Deplasmolyse, welche im Extremfall zum Platzen der Zelle fiihren kann. Im
Normalfall bewirkt das Zellwandgeriist den Aufbau des Gegendruckes.

Nachfolgend wurde untersucht, ob als Reaktion auf osmotischen Stre3 eine
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Verdickung der Zellwand durch erhohte Produktion von Chitin/Chitosan und

damit eine erhohte Ausbeute an Chitosan bewirkt werden kann.

Vier Versuche von 4. coerulea in doppeltem Ansatz wurden nach 3.1.2 fiir 48 h
kultiviert. Nach 48 h wurde das Mycel unter sterilen Bedingungen geerntet und
mit bidest. Wasser gewaschen. Die Referenzkultur wurde sofort nach 3.4
aufbereitet. Die restlichen Kulturen wurden in bidest. Wasser auf dem Schiittler
belassen und fiir 12, 24 bzw. 48 h dem osmotischem Strefl durch ein hypotones
Medium ausgesetzt. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Mycele geerntet und
nach 3.4 fiir die weitere Priparation vorbereitet. Als Test auf Lebensfahigkeit
wurde Mycel dieser Versuche auf Agarplatten gegeben und einige Tage
inkubiert.

(@)

DCW [g/l]
N W DN
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|

o
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Abb. 6-4 Ausbeute an Biotrockenmasse der Kulturen nach hypotonem Stref3

Ausgehend von der Referenzkultur, welche eine Ausbeute von 4,7 g/l an
getrocknetem Pilzmycel ergab, sank die Menge an produziertem Biomaterial mit
der Dauer des Verbleibens in bidest. Wasser kontinuierlich bis zu einem
Minimalwert von 3 g/l. Alle Mycele waren nach dem StreBversuch noch aktiv

und keimten auf Agarplatten bis zum Ausbilden von Sporangien aus.
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Abb. 6-5 Vergleich der Ausbeute an AIM der Kulturen nach hypotonem Stref}

Das DCM wurde sowohl nach Schema 1-2 mit Wasser als auch nach
Schema 4-1 unter Verwendung von Ethanol zur Herstellung von Chitosan (mit
AIM als Zwischenprodukt) prapariert.

Mit der Dauer des osmotischen Stresses ist in der Wasserreithe ein leichter
Anstieg der Menge an produziertem AIM von 40 % (Abb. 6-5/0: kein Stre3) bis
49 % (Abb. 6-5/48: nach 48 h StreBbedingungen) der Trockenmasse zu
verzeichnen. Diese Entwicklung ist auch in der Reithe von Ethanol zu sehen.
Hier erfolgt ein Anstieg von 73 % auf 78 %. Unterbrochen wird dieser Verlauf
nach 24 h Strebedingungen, hier wurde eine Ausbeute von nur 65 % erreicht,

was auf Priparationsverluste zuriickzufiihren ist.
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Abb. 6-6 Vergleich der Ausbeute an Chitosan nach hypotonem Kultivationsstre3

Die unter hypotonem Kultivationsstre3 produzierten Chitosanmengen sind in
beiden Reihen riickldufig. In der Herstellung mit Wasser konnten 5,9 %
Chitosan nach 48 h im Kulturmdedium ohne nachfolgende StreBeinwirkung
gewonnen werden. Im StreBversuch ergaben sich 4,7 % (nach 12 h
StreBbedingungen), 5,2 % (nach 24 h StreBbedingungen)und 4,9 % (nach 48 h
StreBbedingungen). Wurde Ethanol zur Priparation verwendet, war nach 48 h
im Kulturmdedium ohne nachfolgende StreBeinwirkung eine Ausbeute von
1,7 %. In den nachfolgenden Wachstumsversuchen wurden 1,2 % (nach 12 h
StreBbedingungen), 1,1 % (nach 24 h StreBbedingungen) und 0,8 % (nach 48 h
StreBbedingungen) hergestellt.
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Abb. 6-7 Molekulargewicht von nach Schema 4-1 unter Verwendung von Ethanol

produziertem Chitosan der Stre3kulturen

Das ohne osmotischen Stre3 produzierte Chitosan hat ein Mw von
42x10% g/mol. Dieser Wert fillt bei den gestressten Kulturen auf
2,0-2,6 x 10* g/mol. Das Mn aller Kulturen verbleibt dagegen auf einem relativ

einheitlichen Niveau zwischen 1,2-1,7 x 10* g/mol.

6.3 Diskussion

Die Kultivierungsparameter haben Einflufl auf Ausbeute und Molekulargewicht
des Chitosans. Mit zunehmendem Alter einer Pilzkultur verringert sich der
Chitosangehalt in den Zellwdnden. Ursache dafiir konnte sein, dass Chitosan
eine physiologische Funktion in den jungen Zellen der log-Phase erfiillt, die
iber eine substantielle Matrixbildung in der Zellwand hinausgeht. Allerdings
konnte die Abnahme auch eine Reaktion auf die Anderung der
Zusammensetzung des Kulturmediums mit einhergehender Anderung des pH-
Wertes sein. Eine sterile kontinuierliche Erfassung und Nachfiihrung des pH-
Wertes war mit diesen Kulturanséitzen nicht moglich.

Wie in Abb. 3-12 hat sich auch das Molekulargewicht des mit Ethanol

praparierten Chitosans der einzelnen Altersfraktionen erhoht. Damit konnten
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Literaturangaben nicht bestitigt werden, welche von einer Verminderung des
Molekulargewichtes im Zeitverlauf einer Wachstumskultur berichten
(Arcidiacono, Lombardi et al. 1988). Allerdings weichen auch die
Kultivierungs- und Préparationsmethode von den in dieser Arbeit verwendeten

Methoden ab, was die unterschiedlichen Resultate bedingen konnte.

Man kann davon ausgehen, dal3 die hier eingesetzten Pridparationsmethoden bei
Raumtemperatur eine sehr schonende Freisetzung des Chitosans aus dem
Zellwandmaterial bewirkten. Auf dieser Basis sollte das produzierte Chitosan
den status quo von nativem Chitosan in der Zellwand hinsichtlich Ausbeute,
Molekulargewicht als auch Desacetylierungsgrad darstellen. Es lie3e sich fiir die
Alterskulturen daher annehmen, dafl Chitinmolekiile durch die Synthetasen im
Verlauf des aktiven Stadiums einer Zelle kontinuierlich aufpolymerisiert
werden. Sollten zusitzlich die Desacetylasen nur im frithen Stadium einer Zelle
aktiv sein, so lieBe sich damit die abnehmende Ausbeute und zugleich die
Erhohung des Molekulargewichtes des Chitosans mit zunehmendem Alter einer

Pilzkultur erklaren.

Die Kultivierung unter osmotischem Stre3 erbrachte dagegen eine
Verminderung des Molekulargewichtes des produzierten Chitosans. Die
Entwicklung der Ausbeute an Biotrockenmasse zeigt deutlich einen
Substanzabbau  im  hypotonen  Kulturmedium, was  auf  eine
Néhrstoffunterversorgung  schlieBen  146t. Die  Verminderung  des
Molekulargewichtes des Chitosans der StreBkulturen 148t die Annahme zu, daf3
die Zellen eine Umstrukturierung der Zellwand als Reaktion auf feindliche
Umweltbedingungen vorgenommen haben. In einer Strelsituation durch
erhohten osmotischen Innendruck lieBen sich durch niedermolekulare
Gertistbausteine dichtere Strukturen in der Zellwand gestalten, um die Zelle vor

einer Zerstorung zu schiitzen. Betrachtet man in diesem Zusammenhang die
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Zunahme an AIM, so konnten noch zusatzlich Zellwandbestandteile wie B-1,3-
Glucane gebildet worden sein, die eine stabilisierende Quervernetzung in der
Wandmatrix bewirken. Diese Form der Kultivierung mit in vivo erbrachter
Manipulation des Molekulargewichtes ist einfach durchzufiihren und wire somit
fiir die Herstellung niedermolekularen Chitosans mit einem niedrigem

Polydispersititsgrad effizient einzusetzen.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der Arbeit war die biotechnologische Herstellung von niedermolekularem
Chitosan aus Pilzen.

Die Methoden =zur Charakterisierung von Chitosan wurden anhand
kommerzieller Referenzchitosanproben festgelegt. Als qualititsbestimmende
Merkmale von Chitosan in dieser Arbeit wurden das Molekulargewicht, der
Desacetylierungsgrad, die Kristallinitdt, die PartikelgroBe und -struktur, der
Wassergehalt und der Reinheitsgrad beziiglich anorganischer Beimengungen
und des Restproteingehaltes analysiert. Die Referenzchitosane deckten ein
breites Spektrum an Molekulargewichten ab und hatten einen hohen
Desacetylierungsgrad. Hochmolekulare Proben waren teilkristallin, wihrend
dagegen niedermolekulares Chitosan eine amorphe Zusammensetzung aufweist.
Auf der einen Seite sind die Chitosanpartikel durch Mahlung hergestellt worden
und weisen unregelmaflige Strukturen mit einer Grofe von 20 pm bis 150 pum
auf. Andererseits wurde Spriihtrocknung zur Produktion von Chitosan
eingesetzt, resultierend in runde hohlrdumige Partikel mit einem Durchmesser
von 5 um bis 50 um. Der Wassergehalt der industriellen Proben lag zwischen 8
% bis 15 %, anorganische Verunreinigungen betrugen zwischen 0,5 % bis 7,3 %
und der Anteil des Restproteingehaltes in diesen Proben war relativ gering mit
0,2 % bis 0,6 %.

Zur Chitosanproduktion wurden vier Mucoralesarten hinsichtlich Biomasse- und
Chitosanausbeute und in diesem Zusammenhang die erforderlichen
Kultivierungsbedingungen untersucht. Das nach Literaturangaben hergestellte
Chitosan aus Pilzen ist hochmolekular und weist Eigenschaften von aus Krabben
hergestelltem langkettigen Chitosan auf. Daher wurde mit Biomaterial aus
Absidia coerulea eine neue Methode zur direkten Pridparation von

niedermolekularem Chitosan aus Pilzen entwickelt.
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Zusammenfassung

Vorversuche mit kommerziellem Chitosan ergaben eine Ldslichkeit von
niedermolekularem Chitosan in wdsserigem Medium bis in alkalische
pH-Bereiche. Dariiber hinaus konnte aufgezeigt werden, da3 die Nutzung von
Wasser die Ausbildung von Teilkristallinitdt und Molekiilagglomeraten bedingt,
welche zur Messung von hohen Molekulargewichten fiihrt. Darauf basierend
wurde der Einsatz von Ethanol als Nichtlosungsmittel im Herstellungsprozess
von Chitosan aus Pilzen untersucht. Ethanol bewirkt {iber eine Erniedrigung der
Dielektrizititskonstanten des Préparationsmediums eine Fillung von gelGstem
niedermolekularem Chitosan und zugleich wird durch Wasserentzug die
Ausbildung von Agglomeraten vermindert.

Es konnte somit niedermolekulares Chitosan direkt aus dem Rohmaterial
prapariert werden, welches nach einer abschlieBenden Aufreinigung iiber
Dialyse ein vergleichbares 'H-NMR-Spektrum wie die Referenzproben
aufweist. Eine Herstellung von niedermolekularem  Chitosan  aus
Krabbenschalen kann mit dieser Methode nicht durchgefiihrt werden.

Eine abschlieende Charakterisierung des niedermolekularen Chitosans mit den
bereits erwdhnten Methoden und ein Vergleich mit den Referenzchitosanen
ergab neben dem geringen Molekulargewicht eine amorphe Zusammensetzung
und eine geringere Partikelgroe von 440 nm. Der Feuchtigkeitsgehalt war
gegeniiber den Vergleichsproben leicht erhoht. Der Gehalt an anorganischen
Bestandteilen war vergleichbar, wohingegen der Restproteingehalt zwar gering,
aber dennoch doppelt so hoch war wie der der kommerziellen Proben. Eine
Priifung des niedermolekularen Chitosans auf bakterielle Endotoxine und (1-3)-
B-D-Glucane ergab Werte, welche unterhalb der Anforderungen des
Europédischen Arzneibuches liegen.

Weiter ausfiihrende Untersuchungen zur einfachen Beeinflussung des
Molekulargewichtes  iiber Verdnderung von  Kultivierungsparametern
resultierten in verdnderten Chitosanausbeuten und Molekulargewichten, welche

auf den jeweils spezifischen Wachstumsbedingungen der Kulturen basierten.
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Summary

The aim of this work was the biotechnological production of chitosan with low
molecular weight from fungi.

The analytical methods for characterization of chitosan used in this thesis were
determined with commercial reference chitosans. Quality determining
charcteristics of chitosan, such as molecular weight, grade of deacetylation,
crystallinity, particle size and structure, water contents and purity relative to ash
content and protein content were analysed. The chitosans used as references had
a broad spectrum of molecular weights and a high grade of deacetylation. High
molecular samples were partly crystalline, but in contrast low molecular
chitosan had an amorphous composition. Particles of chitosan were produced by
two methods, firstly by grinding and therefore presented irregular shapes with a
size of 20 um to 150 um. In the second method spray drying was used for
production of chitosan, which resulted in round hollow particles with a diameter
of 5 um to 50 um. The water content of the industrial samples was between 8 %
and 15 %, the anorganic impurities were between 0,5 % and 7,3 % and the
content of residual protein left in these samples was relatively low with 0,2 % to
0,6 %.

For production of chitosan four species of the order Mucorales were screened
relative to yield of biomass and yield of chitosan and in this context the
conditions of culturing were analysed. The chitosan produced from fungi
according to the methods given in literature was of high molecular weight and
had the same characteristics of these long chained chitosans produced from
crabs.

On this basis a new method for direct preparation of low molecular chitosan
from fungi was developed, using mycelia form Absidia coerulea as raw material.
Preliminary experiments with commercial chitosan gave evidence for a
solubility of low molecular chitosan in aqueous medium up to alkaline pH.

Furthermore, it could be shown that the use of water causes crystallinity and the
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agglomeration of molecules to occur, which leads to a measurement of higher
molecular weights. Based on this the use of ethanol as a non-solvent for the
production of chitosan from fungi was examined. This causes precipitation of
the already solved chitosan by lowering the dielectricity constant of the
preparational medium. Furthermore, the formation of agglomerates is minimized
by eliminating the water through ethanol.

Therefore low molecular weight chitosan can be directly prepared from the raw
material, which after a final purification through dialysis presents a 'H-NMR-
spectrum comparable to the reference chitosans. Low molecular weight chitosan
form crab shells cannot be produced with this method.

A final characterization of the low molecular chitosan with the named methods
and a comparison with the reference chitosans resultated beside the low
molecular weight in an amorphous composition and a particle size of 440 nm.
The water content was slightly higher than the samples used for comparison.
The content of anorganic parts was comparable but the content of residual
protein, although still small, was twice as much as within the commercial
samples. The examination of the low molecular chitosan for bacterial endotoxins
and (1-3)-B-D-glucans resulted in lower contents than demanded by the
European Pharmacopoeia.

Further research was carried out on the manipulating of the molecular weight by
changing culture conditions. This resulted in changed yields of chitosan and
molecular weights, which are based on the specific growing conditions of the

cultures.
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8 ANHANG

8.1 Substanzen

8.1.1 Kommerzielle Chitosane

Chitopure 026 FishContract (Bremerhaven, D)
Chitopure XP FishContract (Bremerhaven, D)
MDS5 Primex (Siglofjordur, Island)
TD127 Primex (Siglofjordur, Island)
TM1070 Primex (Siglofjordur, Island)
TMO003 Primex (Siglofjordur, Island)

Mikrokristallines Chitosan
S-1247

Oligomeres Chitosan

8.1.2 Chemikalien

Acenaphthen
Ammoniumsulfat

Ethanol

Bacillol

Calciumchlorid
Deuteriumoxid
Dikaliumhydrogenphosphat
Eisen-III-chlorid
Eisen-II-sulfat

Primex (Siglofjordur, Island)

Tricorporation (Alpharetta,USA)

Seikagaku

Merck
Merck
Merck
Kruse

Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
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Gerite

Essigsaure
Glucosaminhydrochlorid
Glucose

Hefeextrakt
Kaliumdihydrogenphosphat
Kupfer-II-sulfat
L-2-Aminobuttersiure
Magnesiumsulfat
Mangan-II-chlorid
N-Acetyl-D-glucosamin
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid

Pepton

Salzsdure

Triethanolamin

8.2 QGeriate

0,2 pl-Spritzenvorsatze
Dialyseschlduche
Dispergiergerit
Magnetriihrer

Moisture Analyzer
Kernresonanzspektrometer
pH-Meter

REM

Schiittler

Sputter Coater

Minisart

MWCO 2000 Spectra

Merck
Merck
Merck
Difco
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Roth

Ultra-Turrax T25
IKA-Combimag

MAS50
ARX300
pH 540 GLP
XL20

GFL 3005
SCD 005

Sartorius

Roth
IKA-Labortechnik
IKA-Labortechnik
Sartorius

Bruker

WTW

Philips

GFL

Bal-Tec AG
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Anhang

Tischzentrifuge Biofuge 17 RS Heraeus-Sepatech
Trockenschrank T6 Heraeus

Ultra Centrifuge Tubes Beckman
Ultrazentrifuge L7-65 Ultracentrifuge Beckman
Zentrifugengefaflie 50ml Nunc

8.3 Protokoll HPLC-Fluoreszensdetektion

Controller: Waters 600S

Fluoreszensdetektor: 2475 MultiA (Waters, Milford, USA)
Aex=250 nm Aem=395 nm

Pumpe: Waters 616

FluBrate: 1 ml/min
Autosampler: Waters 717plus

Injektionsvolumen: 10 pl

Software: EZChrom Elite 2.8.3 (Scientific Software, Inc.)
Mobile Phase: Eluent A: 0,14 M Natriumacetat

0,017 M Triethylamin

pH 5.0

Eluent B:  Acetonitril
Eluent C:  Wasser
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Protokoll GPC-Massenbestimmung

Zeit %A %B %C
0 100 0 0
0.5 99 1 0
18 95 5 0
19 91 9 0
28 83 17 0
35 0 60 40
38 100 0 0

Tab. 7-1 Gradientenprofil

Stationdre Phase: Nova-Pak C;g3 Senty Guard (Waters Corp.)

Temperatur: 37 °C

8.4 Protokoll GPC-Massenbestimmung

Streulichtdetektor: miniDawn Tristar, Wyatt Technology (Woldert, D)
RI-Detektor: Shodex RI SE-51, Showa Denko KK
Pumpe: Kontron Instruments HPLC 320

FluBrate: 1 ml/min

Autosampler: Kontron Instruments HPLC 560
Injektionsvolumen: 100 pl
Mobile Phase: Essigsdure/Natriumacetat (0,5 M/0,5 M) aq.bidest.

<50 x 10° g/mol
TSKgel GMPWxI (Tosohaas)
50.000 — 1.000.000 g/mol

Stationdre Phase:

PL aquagel-OH 50 (Polymer Laboratories)
100 —30.000 g/mol
PL aquagel-OH 30 (Polymer Laboratories)

Software: Astra V4.73.04, Wyatt Technology (Woldert, D)
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8.5 Kultivierungsmedien

Absidia spec.
Glukose

Pepton

Hefeextrakt

MgSO,

CaCl,

(NH4),SO4

K,;HPO,

NaCl

pH 4,5 mit HCI einstellen
Temperatur: 20°C

Mucor spec.
Glukose

Pepton
Hefeextrakt
KH,PO,

MgSO,

CaCl,

(NH4),SO4
CuSOq,

MnCl,

FeSO,

ZnS0O,

pH 5,5 mit HCI einstellen
Temperatur: 20°C

40 g/l
10 g/l
1 gl
0,5 g/l
0,1 g/l
10 g/l
1 gl
1 gl

40 g/l

10 g/l
1 g/l
2 gl
0,5 gl
0,2 g/l
1,7 g/l
0,001 g/l
0,004 g/l
0,01 g/l
0,01 g/l
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Abkiirzungen

8.6 Abkiirzungen

Abb.
Hac
AIM
DCM
DCW
EtOH
h
LMCh
(m/V)
min

MW

Abbildung

Essigsdure

alkali-unlosliches Material
Trockenzellmaterial
Trockenzellgewicht

Ethanol

Stunde

niedermolekulares Chitosan
Gewichtsprozent

Minute

Molekulargewicht
massenmittleres Molekulargewicht
zahlenmafiges Molekulargewicht
Européisches Arzneibuch
Brechungsindex

Umdrehungen pro Minute

Volumenprozent
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