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Vorbemerkung

Die vorliegende Dissertation wurde in der Zeit von Oktober 2013 bis Dezember 2017 wahrend einer
Tatigkeit als wissenschaftliche Mitarbeiterin an der Versuchs- und Lehranstalt fiir Brauerei in Berlin
(VLB) e.V. durchgefiihrt. Die vorliegenden Ergebnisse sind weitgehend im Rahmen des AiF-ZIM-
Projektes ,Reproduzierbare Synthese von Isotopenstandardsubstanzen und Entwicklung von
Monomer-Screening-Verfahren von Lebensmittelkontaktmaterialien zur FuE valider targeted und non-
targeted Analysenverfahren fiir NIAS.” (Férderkennzeichen: ZL4000109) erzielt worden. An dem
Projekt waren drei Kooperationspartner beteiligt: die Versuchs- und Lehranstalt fiir Brauerei in Berlin
(VLB) e.V., die PiCA Priifinstitut Chemische Analytik GmbH sowie die Hochschule Neubrandenburg. Das
Projekt wurde im Rahmen des Forderprogramms , Zentrales Innovationsprogramm Mittelstand” (ZIM)
durch das Bundesministerium fir Wirtschaft und Energie (BMWi) gefordert und von der AiF Projekt
GmbH als Projekttrager betreut. Der Industriepartner, die PiCA Priifinstitut Chemische Analytik GmbH,
entwickelte die hier vorgestellte LC-MS/MS-Methode in den lipophilen Matrices und stellte das
Referenzmaterial Cyclo-di-BADGE zur Verfligung. Der Kooperationspartner, die Hochschule

Neubrandenburg, fiihrte die Stabilitatsuntersuchungen der Referenzmaterialien durch.



Eidesstattliche Erklarung

Ich erklare an Eides statt, dass die vorliegende Dissertation in allen Teilen von mir selbstandig
angefertigt wurde und die benutzen Hilfsmittel vollstandig angegeben worden sind.

Aneta Grazyna Manowski



Abstract

One of the main goals of this work was the synthesis of new reference materials for non-intentionally
added substances (NIAS) from polymers which are used in food contact materials, the epoxy resin and
polyamide-6. The application of protecting group strategy allowed synthesis of four new oligomer
reference materials of bisphenol A (BPA): BADGE:-BPA, BADGE:-2BPA, BADGE-BPA-H,O and
BADGE-BPA-HCI. The attempts to synthesize the cyclic dimer of bisphenol A, the cyclo-di-BADGE were
not successful because of the polymerization reaction that occurred. Regarding the synthesis of
isotopically labeled reference materials of bisphenol A based oligomers at least one single isotope label
could be introduced in all BADGE-BPA-derivatives. The introduction of a ds-isotopic label in the
polyamide-6 monomer, e-caprolactam, succeeded in a H/D exchange reaction of a precursor with
heavy water. With the standard methods of peptide chemistry, it was possible to initially synthesize
the di- and tri-6-aminohexanoic acids from e-caprolactam and then the corresponding isotopically
labeled standards from the ds-labeled compound. The identity of the synthesis products could be
confirmed with H, 2H, 3C and 2D nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) and gas
chromatography (GC-) or electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS). Furthermore, the purity
of both the isotopically labeled and not labeled compounds were proven by high performance liquid
chromatography (HPLC) using a UV detector before the use of the standards in the stable isotope
dilution analysis (SIDA) as reference materials.

A further goal of this work was the application of the synthesized reference materials and their
isotopologues in the trace analysis of NIAS in food. Within the framework of this study, two LC-MS/MS
methods have been developed, one for the hydrophilic and one for the lipophilic matrices. The first
method was specially developed for beer as a matrix. The method involved four higher molecular
BADGE-BPA derivatives as well as the cyclo-di-BADGE, of which four could be quantified. Of the twenty
investigated Pilsner beers, two contained cyclo-di-BADGE at a concentration level near the limit of
guantification, in ten cases the findings were below the limit of quantification. In no case was the
migration limit for cyclo-di-BADGE exceeded. The second method was validated for lipophilic matrices
and could be successfully used in routine analyses. To increase the information content about the
investigated food sample, some relevant low-molecular BADGE as well as bisphenol A derivatives were
included in this method. The matrix calibration was performed for vegetable oil, which is a simulant
for fatty foods. Therefore, the suitability of the method for the analysis of NIAS in foods which are
preserved in oil medium like fruits, vegetables, fish and meat could be confirmed. In this method 23
analytes overall could be included: the biphenols (A, B, BP, E, FL, G, M, TMC and Z), BADGE and its
reaction products with water and hydrogen chloride (BADGE-2H,0, BADGE-HCI-H,0, BADGE-HCI,
BADGE-2HCl), BFDGE and its reaction products with water and hydrogen chloride (BFDGE-2H,0 and
BFDGE-2HCI), 3-Ring NOGE as well as higher molecular oligomers. In total, 25 fatty foods have been
analyzed. Positive findings of at least one of the investigated BADGE or bisphenol A derivatives were
detected in 16 samples. The investigated food samples contained bisphenol A, BADGE, BADGE-2H,0,
BADGE-HCI-H,0 and cyclo-di-BADGE in small quantities and bisphenol G at concentrations between
11.5 and 451 pg/kg. The samples also contained BADGE-HCI, BADGE-2HCI, BFDGE, BADGE-BPA,
BADGE-2BPA, BADGE-BPA-H,0 and BADGE-BPA-HCI, but the findings were below the limit of
quantification. Since Bisphenol G is toxically not regulated, its concentration is not allowed to exceed
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10 ug/kg food or food simulant.!! Therefore, the migration limits were exceeded in all four food

samples.

A method for the quantification of NIAS from polyamide-6 in food, which would contain the
synthesized compounds like e-caprolactam-d, and the oligomers of 6-aminohexanoic acids as well as
the corresponding isotopically labeled standards is in an early stage of development and ramains a

goal for future works.



Zusammenfassung

Eins der Hauptziele dieser Arbeit ist die Synthese von neuen Referenzsubstanzen fiir nicht absichtlich
hinzugefiigte Substanzen (NIAS) aus Polymeren, die in Lebensmittelkontaktmaterialien Einsatz finden,
dem Epoxidharz und dem Polyamid-6. Durch Einsatz von Schutzgruppenstrategien konnten vier neue
oligomere Referenzsubstanzen von Bisphenol A (BPA) erfolgreich synthetisiert werden: BADGE-BPA,
BADGE-2BPA, BADGE-BPA-H,0 und BADGE-BPA-HCl. Die Versuche zur Synthese von Cyclo-di-BADGE,
des cyclischen Dimers von Bisphenol A, waren aufgrund der eintretenden Polymerisationsreaktion
nicht erfolgreich. Beziiglich der Synthese von isotopenmarkierten Referenzmaterialien von Bisphenol
A-Oligomeren konnte in allen BADGE-BPA-Derivaten mindestens eine einfache Isotopenmarkierung
eingebracht werden. Die Einflihrung einer d;-Markierung in dem Monomer des Polyamids-6, dem e-
Caprolactam, gelang in einer H/D-Austauschreaktion von einer Vorstufe in schwerem Wasser. Mittels
Standardtechniken der Peptidchemie konnten zunachst aus dem nichtmarkierten e-Caprolactam die
linearen Di- und Tri-6-Aminohexansduren sowie aus der ds-markierten Verbindung die zugehérigen
isotopenmarkierten Standards hergestellt werden. Die Identitat aller Syntheseprodukte konnte mittels
1H-, 2H-, 3C- und 2D-Kernresonanzspektroskopie (NMR) und Gaschromatographie- (GC-) oder
Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) bestatigt werden. Weiterhin wurden beide,
die isotopenmarkierten und die nicht markierten Substanzen, vor dem Einsatz in der
Stabilisotopenverdinnungsanalyse  (SIVA) als Referenzmaterialien auf Reinheit mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) mit UV-Detektion getestet.

Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand in dem Einsatz der synthetisierten Referenzsubstanzen und deren
Isotopologen in der Spurenanalytik von NIAS in Lebensmitteln. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei
LC-MS/MS-Methoden entwickelt, eine fir hydrophile und eine fur lipophile Matrices. Die erste
Methode wurde speziell fir das Bier als Matrix entwickelt. Die Methode umfasste vier
hohermolekulare BADGE-BPA-Derivate sowie Cyclo-di-BADGE, wovon vier eine Quantifizierung
zulieflen. Von den zwanzig untersuchten Pilsner-Bieren konnten in zwei Proben positive Befunde von
Cyclo-di-BADGE nah der Bestimmungsgrenze festgestellt werden, in zehn Fallen lag der Gehalt an
Cyclo-di-BADGE unter der Bestimmungsgrenze. Bei keiner der untersuchten Proben wurde der
Grenzwert flr Cyclo-di-BADGE (berschritten. Die zweite Methode wurde fiir lipophile Matrices
validiert und konnte erfolgreich in der Routineanalytik eingesetzt werden. In diese Methode wurden
relevante niedermolekulare BADGE- sowie BPA-Derivate aufgenommen, um den Informationsgehalt
Uber die zu untersuchenden Lebensmittel zu erhéhen. Die Matrixkalibrierung wurde in Pflanzendl als
Simulanz fiur fettreiche Lebensmittel durchgefiihrt. Damit konnte die Eignung der Methode fir die
Analytik von NIAS in Lebensmitteln, die in 6lhaltigen Medien haltbargemacht werden, wie z.B. Friichte,
Gemduse, Fisch und Fleisch, bestatigt werden. In die Methode konnten insgesamt 23 Analyten
aufgenommen werden: die Bisphenole A, B, BP, E, FL, G, M, TMC und Z; BADGE und seine
Reaktionsprodukte mit Wasser und Chlorwasserstoff: BADGE-2H,0, BADGE-HCI-H,O, BADGE-HCI,
BADGE-2HCIl; BFDGE und seine Reaktionsprodukte mit Wasser und Chlorwasserstoff: BFDGE-;H20 und
BFDGE-2HCI; 3-Ring NOGE sowie die hohermolekularen Oligomere. Insgesamt wurden 25 fetthaltige
Lebensmittel analysiert, davon konnten in 16 Proben positive Befunde von mindestens einem der
untersuchten BADGE- oder BPA-Derivat nachgewiesen werden. In den untersuchten
Lebensmittelproben wurden kleine Mengen von Bisphenol A, BADGE, BADGE-2H,0, BADGE-HCI-H,0,
Cyclo-di-BADGE und hohe Mengen an Bisphenol G gefunden. Die Lebensmittelproben enthielten auch
BADGE-HCI, BADGE-2HCI, BFDGE, BADGE-BPA, BADGE-2BPA, BADGE-BPA-H,0 und BADGE-BPA-HCI, die
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Befunde lagen jedoch unter der Bestimmungsgrenze. Da das Bisphenol G nicht toxikologisch bewertet
ist, kann seine Konzentration in einem Lebensmittel oder einer Lebensmittelsimulanz einen Wert von
10 pg/kg nicht iibersteigen.!! Jeder der vier positiven Befunde von Bisphenol G lag iiber dem
Migrationsgrenzwert.

Eine Methode zum Nachweis von NIAS aus Polyamid-6 in Lebensmitteln, die die synthetisierten
Verbindungen wie e-Caprolactam-ds und die Oligomere der 6-Aminohexansauren sowie die
zugehorigen isotopenmarkierten Standards enthalt, befindet sich in einer friihen Entwicklungsphase
und bleibt ein Ziel zuklinftiger Arbeiten.
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I.1 Einleitung 1

Allgemeiner Teil

I.1  Einleitung
I.1.1 Nicht absichtlich hinzugefiigte Substanzen (NIAS)

Eine Lebensmittelverpackung schiitzt das Fillgut vor dufleren Einflissen wie Licht, Sauerstoff,
Feuchtigkeit, mechanischer Beanspruchung und Verunreinigungen, bietet also stabile
Lagerbedingungen und verlangert auf diese Weise die Haltbarkeit des Fiillguts. Wahrend der Lagerung
kénnen Substanzen aus der Verpackung auf das Fillgut Gbergehen, dabei kann es sich beispielsweise
um Verunreinigungen aus dem Herstellungsprozess des Polymers, aus dem die Verpackung besteht,
handeln. Die Migration von diesen nicht beabsichtigt hinzugefligten Substanzen (engl. Non-
intentionally added substances, kurz NIAS) wird durch die EU-Verordnung 10/2011 iber Materialien
und Gegenstande aus Kunststoff, die dazu bestimmt sind, mit Lebensmitteln in Beriihrung zu kommen,
reguliert.’) Die Anlage | der Verordnung (EU) 10/2011 enthilt eine Liste der bei der Herstellung von
Kunststoffen zugelassenen Substanzen (Unionsliste). Diese Stoffe diirfen die spezifischen
Migrationsgrenzwerte (SML) nicht iberschreiten. Darliber hinaus enthilt eine Verpackung weitere
nicht in der Unionsliste aufgefiihrte Stoffe, die toxikologisch nicht bewertet sind oder gar nicht
aufgeklarte Substanzen. Die Gesamtheit der aus einem Polymer migrierenden Substanzen wird als
Gesamtmigrat bezeichnet. Die Aufklarung der Substanzen im Gesamtmigrat, die analytische Erfassung
von besonders besorgniserregenden Substanzen sowie schlieRlich eine toxikologische Bewertung
dieser Stoffe stellt ein wachsendes Forschungsfeld dar.

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Synthese und Analyse von NIAS aus dem Epoxidharz und dem
Polyamid-6. Beide Polymere werden haufig in der Verpackung von Getranken und Lebensmitteln
verwendet. Es sollen zunachst nicht isotopenmarkierte und im Anschluss isotopenmarkierte
Referenzmaterialien hergestellt werden, die als NIA-Komponenten in Verpackungsmaterialien aus
Epoxidharzen und Polyamid 6 (Abbildung 1) vermutet werden.

Epoxidharz
o | OH | o
ho¥e R sUehd
L In
Polyamid-6
H O
N
n

Abbildung 1: In Verpackungsmaterialien eingesetzte Polymermaterialien.
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Im Folgenden sollen die in der Abbildung 1 aufgefiihrten Polymere, deren Einsatz als
Lebensmittelverpackung kurz beschrieben werden sowie Beispiele flir bereits untersuchte NIAS
gegeben werden.

Beim Epoxidharz handelt es sich um einen Polyether mit einer oder mehreren endstdndigen
Epoxidgruppen (Abbildung 1), es wird mittels Polyaddition aus Bisphenol A und Epichlorhydrin im
alkalischen Milieu hergestellt.) Das Epoxidharz wird neben Organosol (Polyvinylchlorid-Lack) als Lack
fiir Doseninnenbeschichtung verwendet, um so den Kontakt zwischen dem Metall und dem Fiillgut zu
verhindern. Die Getrdanke- und Konservendosen stellen eine alternative Verpackung zu einer
Glasflasche dar, sie sind leichter und bruchsicherer. Trotz einiger Vorziige einer Dose gegenliber einer
Glasflasche ist die Migration von NIAS aus der Doseninnenbeschichtung in Lebensmittel denkbar. Die
NIAS aus der Doseninnenbeschichtung stellen ein potenzielles, gesundheitliches Risiko fir den
Verbraucher dar und sind ein Thema von zahlreichen Studien. Die Aufklarung des Gesamtmigrates aus
dem Epoxidharz ist wegen der Uberschreitung des zugelassenen Grenzwertes an Bisphenol A-
diglycidylether (BADGE) in Thunfischkonserven®® ins Zentrum der Aufmerksamkeit geriickt. Neben
BADGE wurden in Doseninnenbeschichtungen noch seine Hydrolyseprodukte (BADGE-H,O und
BADGE-2H,0), Hydrochloride (BADGE-HClI und BADGE:-2HCI) und sein Wasser- und Hydrochlorid-
Mischaddukt (BADGE-H,0-HCI)* als NIA-Komponenten nachgewiesen. D. Braun und D.W. Lee
postulierten einen Mechanismus der Epoxidharzsynthese, in dem die genannten NIAS als Intermediate
vorkommen."® Die Hydrochlorid- und Hydrolyseprodukte kénnen ebenfalls durch den Kontakt mit
aciden und wissrigen Lebensmitteln entstehen.l® Die niedermolekularen NIAS wurden mittels
Stabilisotopenverdiinnungsanalyse in Getridnken aus der Dose wie Bier”#, Biermischgetranke!® und
Alkopops auf Cola-Basis® untersucht, wobei die Isotopenstandards BPA-d4, BPF-ds, BPS-ds4, BADGE-d,,
BADGE-H,0-ds und BADGE:-2H,0-d4 zum Einsatz kamen. Weitere in Analytik von Lebensmitteln haufig
verwendete Isotopenstandards sind BPA-d16® und *3C1,-BPARY, fiir andere Matrices wie Blut, Urin und
Fettgewebe wurden 3Cy,-BPA und BADGE-ds verwendet!*!, In dem Gesamtmigrat konnten neben den
niedermolekularen Substanzen ebenfalls kettenformige und cyclische Oligomere von BADGE und
Bisphenol A identifiziert werden. Simat et al. gelang die Identifizierung von dem linearen di-BADGE,
tri-BADGE, BADGE-BPA, BADGE-BPA-H,O, BADGE-2BPA und Cyclo-di-BADGE mittels HPLC mit
Fluoreszenzdetektor.™? Untersuchungen in Lebensmitteln sowie Isotopenstandards fiir diese
Substanzen sind nicht bekannt.

Das Poly-e-caprolactam (Polyamid 6, PA 6, Handelsname Perlon) (Abbildung 1) wird mittels der
Ringoffnungspolymerisation von e-Caprolactam hergestellt. Im ersten Schritt wird e-Caprolactam
hydrolytisch geo6ffnet, die dabei gebildete 6-Aminohexansdure reagiert mit e-Caprolactam zum
gewiinschten Polymer. Das PA-6 wird als Polyamidfolie verwendet, diese zeichnet sich Uber eine
niedrige Durchlassigkeit flir Gase, Fette und Aromen, gute mechanische Eigenschaften, eine hohe
Chemikalienbestandigkeit und gute Verarbeitungseigenschaften aus, der Einsatz als Einkomponenten-
Folie ist jedoch begrenzt. Haufig werden PA-Folien in Verbindung mit Polyethylen als Mehrschichtfolie
eingesetzt, wobei Polyethylen wesentlich glinstiger ist und eine sehr geringe Wasserdampf-
durchlassigkeit zeigt!*¥. Des Weiteren findet das Polymer Anwendung als Vakuumverpackung fiir

(141 Aufgrund der geringen Flexibilitit des hochkristallinen Poly-e-

Fleisch, Wurst und Kase.
caprolactams, werden die Monomere als Weichmacher eingesetzt!*®, sodass das im Polymer
enthaltene e-Caprolactam in Lebensmittel migrieren kann. In der Literatur sind quantitative
Untersuchungen der Migration von e-Caprolactam!*®! und seinen cyclischen Oligomeren¥ aus dem
Polyamid 6 in Lebensmittelsimulanzien bekannt. Neben dem e-Caprolactam und seinen zahlreichen

cyclischen Oligomeren (n = 1-9) konnten in Ethanol/Wasser-Extrakten von Polyolefin-Multilayer-
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Kunststofffolie, welche eine Polyamid 6-Schicht enthielt, das lineare Di- und Trimer nachgewiesen
werden.*”’ Da vor allem das e-Caprolactam und das lineare Di- und Trimer in einer Polyoefin-
Kunststofffolie nachweisbar sind, ist es sinnvoll die Analyse in Lebensmitteln auf die genannten
Analyten einzuschranken. Die Untersuchungen der Migration von linearen Oligomeren aus Polyamid 6
in Lebensmittelsimulanzien bzw. Lebensmittel sind nicht bekannt. Weiterhin konnte das
e-Caprolactam in Polycaproamid mittels Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA) bestimmt werden,
wobei das !°N-ge-Caprolactam als Standard eingesetzt wurde.’®! Zu bekannten markierten
e-Caprolactamen, die als Standard in der SIVA fungieren kdnnen, zihlt das e-Caprolactam-6-d; 177,
80-g-Caprolactam® und **N-e-Caprolactam!?. Fiir die Synthese der letztgenannten Standards sind
relativ teure Reagenzien notwendig. Zur Synthese von 20-e-Caprolactam bendtigt man H,'%0
(97 Atom% 80: 249.5 Euro fiir 1 g, 99 Atom% *0: 1005 Euro fiir 1 g) und fiir **N-e-Caprolactam wird
BN-Hydroxylaminhydrochlorid (98 Atom% °N: 845 Euro fiir 1 g) benotigt. Neben der am Heteroatom
eingebrachten Isotopenmarkierung sind e-Caprolactame mit einem Deuterierungsgrad von d; bis di1
bekannt. Die hochdeuterierten Verbindungen (ab 6 Deuteriumatomen) sind fir die SIVA nicht optimal,
da der hohe Markierungsgrad bereits zu Unterschieden in dem chromatographischen Verhalten der
markierten und nicht markierten Verbindung fiihren kann. Daher besteht Bedarf nach der Synthese
geeigneter isotopenmarkierter Referenzmaterialien, die in der SIVA der aus Polyamid-6 in
Lebensmittel migrierenden Substanzen eingesetzt werden kénnen.

Beziglich der Auswahl von zu synthetisierenden Referenzmaterialien fiir NIA-Komponenten ist eine
Betrachtung der fiir die Kontamination von Lebensmitteln relevanten Quellen von Bedeutung. Nerin
et al. unterscheiden folgende Quellen von NIAS:

(a) Zersetzungsprozesse z.B. des Polymers oder eines Additives,
(b) Zersetzung von Additiven wie Antioxidantien oder Lichtstabilisatoren,

(c) Verunreinigungen z.B. aus Rohmaterialien oder Additiven, die zur Herstellung des Polymers
verwendet wurden,

(d) Neuentstehende Komponenten z.B. infolge des Kontaktes der Polymere mit den wassrigen oder
sauren Lebensmitteln sowie

(e) Kontaminanten z.B. aus dem Recycling-Prozess.®

Aufgrund der hohen Zahl der moglichen Quellen fir NIAS, bleibt eine Vielzahl der aus dem
Verpackungsmaterial migrierenden Substanzen unbekannt. Die Synthese von Referenzmaterialien fiir
vermutete Zerfallsprodukte des fiir die Verpackung benutzten Polymers ist essentiell fiir die qualitative
und quantitative Untersuchung von NIAS.

Der Wissenschaftliche Lebensmittelausschuss (engl. Scientific Committee on Food, kurz SCF) stufte die
Stoffe, deren MolekiilgroRe kleiner als 1000 Da ist, als toxikologisch relevanter als solche deren
MolekiilgréRe 1000 Da iibersteigt, ein.?? Das hingt damit zusammen, dass sie aufgrund ihrer

[23]

geringeren Grolle vom Gastrointestinaltrakt einfacher absorbiert werden. Daher liegt ein

besonderes Augenmerk auf der Synthese von niedermolekularen NIA-Komponenten.

Zusammenfassend bieten sich NIAS als Syntheseziele an, die aus den von Nerin et al. genannten
Quellen in das Produkt gelangen kénnen, aufgrund der toxikologischen Relevanz eine Masse von
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hochstens 1000 Da aufweisen und die kommerziell nicht verfligbar sind. Diese Arbeit soll folglich einen
Beitrag zur chemischen Synthese von bisher unbekannten, polymeren Verbindungen sowie zur
analytischen Erfassung von NIAS in Lebensmittelkontaktmaterialien leisten. Weiterhin stellt der
Nachweis von NIAS in den Lebensmitteln einen Ausgangspunkt flr weitere Arbeiten dar, so kann im
Anschluss eine toxikologische Bewertung von relevanten NIAS erfolgen, die wiederum eine Grundlage
fir die Festlegung von Migrationsgrenzwerten auf nationaler und/oder européischer Ebene sein kann.

I.1.2 Einsatz der Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA) in der Lebensmittelanalytik

Zahlreiche Methoden basieren auf dem Einsatz von internen Standardsubstanzen. Diese werden zu
Anfang der Analysemethode der Probe hinzugegeben. Unter der Annahme, dass sich der Analyt und
der interne Standard wahrend der Analysemethode gleich verhalten, wird der Gehalt des Analyten in
der Probe Uber eine Kalibriergerade quantitativ bestimmt. Der interne Standard soll dem Analyten
hinsichtlich der chemischen und physikalischen Eigenschaften, beispielsweise Loslichkeit, Polaritat
sowie dem Ansprechverhalten in der Messmethode dhneln, aber nicht identisch sein. Auf diese Weise
lassen sich stochastisch unvermeidbare Abweichungen ausgleichen. Wie aus dem Schema 1 ersichtlich
ist, kann diese Vorgehensweise aufgrund von unterschiedlichen chemischen und physikalischen
Eigenschaften der Substanzen bei der Probenvorbereitung zu ungleichen Verlusten zwischen dem
Analyten und dem internen Standard fuhren. Da das Verhaltnis Analyt/interner Standard nicht
wahrend der gesamten Analyse konstant bleibt, liefert die Methode in geringerem oder groRerem
Ausmal falsche Ergebnisse.

Isotopologer Standard

v
> > > B
v
Aquilibrierung Aufreinigung Derivatisierung MS
An;Iyt 4
> \ » o (

-

Strukturell abweichender interner Standard

Schema 1: Das Prinzip der Stabilisotopenverdiinnungsanalyse.?*

Die Stabilisotopenverdiinnungsanalyse beruht auf dem Dotieren der Probe mit einem isotopotogen
Standard, welche die nicht markierte Verbindung als Analyten enthilt. Infolge dessen wird die
natiirliche Isotopenverteilung verandert, man spricht von einer , Verdiinnung”, woher der Name dieser
Methode stammt. Bei der Verwendung von einem isotopologen internen Standard — der abgesehen
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von dem Isotopeneffekt die gleichen chemischen sowie physikalischen Eigenschaften wie der Analyt
aufweist — werden die Analytverluste kompensiert. Das fiihrt zu deutlich sicheren und praziseren
Ergebnissen als bei der Verwendung von einem strukturell unterschiedlichen internen Standard.
Aufgrund dessen empfiehlt sich der Einsatz von SIVA insbesondere bei instabilen und fliichtigen
Analyten. Neben der schon genannten Kompensierung der Analytverluste wahrend der
Probenaufarbeitung ist SIVA auch wegen der Kompensierung der lonensuppression sowie des Carrier-
Effektes anderen Analysemethoden (iberlegen. Auch bei der Messung mittels Massenspektrometrie
kann es bei der Verwendung von strukturell abweichendem Standard zu Unterdriickung der
lonisierung des Analyten durch vorhandene Matrixkomponenten (lonensuppression) kommen. Setzt
man dagegen einen isotopologen Standard ein, so verhalten sich der Analyt und der Standard wahrend
der Messung gleich und der Fehler durch die stérende Matrixkomponente wird tber die Korrektur des
internen Standards ausgeglichen. Der Carrier-Effekt spielt eine groRe Rolle in der Analyse von
Rickstanden. Unter der Voraussetzung, dass man im linearen Bereich der Kalibriergerade arbeitet,
kann man den Standard im Uberschuss zum Analyten zusetzten, wodurch der Analyt in kleinsten
Mengen erfasst werden kann. Das bedeutet einen zusitzlichen Gewinn an Empfindlichkeit.?*

Bei der Methodenentwicklung muss beachtet werden, dass eine unvollstindige Aquilibrierung des
Standards mit der Probe sowie spektrale Interferenzen und Isotopeneffekte zu falschen Ergebnissen
flihren kdnnen. Nach der Zugabe des isotopologen Standards muss der Probe eine geniligende Zeit
gegeben werden, damit sich der in der Matrix eingeschlossene Analyt im Gleichgewicht mit dem
Standard befindet (Aquilibrierung der Probe). Auf diese Weise kann gewéhrleistet werden, dass sich
beide Substanzen wahrend der Extraktion gleich verhalten. Weiterhin ist wichtig, dass der
Isotopenstandard wahrend der gesamten Analyse eine stabile Markierung aufweist. Vor allem an
aciden Positionen eingefiihrte 2H-Markierung sind problematisch, da sie wéahrend der
Probenvorbereitung gegen Wasserstoff ausgetauscht werden kénnen, sodass das Verhaltnis zwischen
dem Analyten und internem Standard wahrend der Analyse nicht gleich bleibt. Das gleiche gilt fiir eine
180-Markierung in einer Carboxylgruppe. Vor der Syntheseplanung sollen mdgliche spektrale
Interferenzen ausgeschlossen werden. Die Fragmentierung des Analyten muss bekannt bzw. aufgeklart
werden, um sicherzustellen, dass die eingefiihnrte Markierung entweder in einem ausreichend
intensivem Molekilionen- oder Fragmentionenpeak vorhanden sein wird, der dann zu Quantifizierung
herangezogen wird. Zu spektralen Interferenzen kommt es, wenn sich die Isotopensignale der
unmarkierten Verbindung z.B. 3C-, N-, 80-Sateliten mit den Molekilionen- oder
Fragmentionenpeaks der markierten Verbindung Uberlappen. In diesem Fall werden komplizierte
Kalibrierverfahren angewandt oder entsprechend mehrere Markierungen einfiihrt. Letzteres kann
ebenfalls zur Verfadlschung des Verhaltnisses zwischen dem Analyten und internem Standard durch
Isotopeneffekte fiihren. Dieser kommt vor allem bei 2H-Markierung zum Vorschein, denn eine
steigende Zahl der eingefiihrten markierten Atome resultiert in der Zunahme der Unterschiede in
chemischen und physikalischen Eigenschaften. Dieser Effekt macht sich vor allem in der
chromatographischen Trennung der Substanzen mittels HPLC bemerkbar, wo die mehrfach markierte
Verbindung eine andere Retentionszeit als die unmarkierte Verbindung zeigt. Daher ist ein Mittelweg
zwischen dem Ausschluss von spektralen Interferenzen und vom Isotopeneffekt zu finden.?%

Wegen der hohen Spezifitat, der Kompensierung der Analytverluste wahrend der Probenvorbereitung
und der Messung mittels Massenspektrometrie hat sich SIVA als Methode in der Analytik von NIAS in
Lebensmitteln etabliert. Die SIVA wurde u.a. fir die Bestimmung von organischen Spurensubstanzen
wie phenolischen Xenoestrogenen in Luftproben!?, Mykotoxinen in Getranken!?® sowie Aflatoxinen
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in Lebensmittelproben?”! verwendet. Aufgrund von fehlender Verfiigbarkeit von Isotopenstandards
fand SIVA bisher wenig Anwendung in der Analytik von oligomeren NIAS.

1.2  Zielsetzung

Das Ziel der Arbeit ist die Entwicklung neuer Referenzmaterialien, die in der Stabilisotopenanalytik von
NIAS Anwendung finden kdnnen. Als Syntheseziele wurden die in dem Schema 2 und 3 dargestellten
Verbindungen ausgesucht. Fir die Untersuchungen der Lebensmittelkontaktmaterialien, die mit einer
Epoxidharzbeschichtung versehen sind, wurden kurzkettige Reaktionsprodukte von BADGE und BPA
als Syntheseziele ausgesucht, deren MolekilgroRe 1000 Da nicht Uberschreitet. BADGE:-BPA (2),
BADGE-BPA-H,0 (3) sowie BADGE-2BPA (5) wurden bereits von Simat et al. qualitativ in BPA-basierten
Epoxidharzbeschichtungen nachgewiesen.*? BADGE-BPA-HCl (4) st gleichermaBen wie
BADGE-BPA-H,0 (3) ein Abbauprodukt von BADGE:BPA (2), die Verbindungen kénnen durch den
Kontakt der Beschichtung mit saurem bzw. wassrigem Lebensmittelmedium entstehen.

HO OH HO
0
O\‘\’<‘/‘ g O OO\/A
1 2
HO HO
OH
O\‘O ‘/O O\)\/ OO\)\/CI

Hoo/\ﬁ /\ﬁOOH

5

Schema 2: Oligomere des Epoxidharzes, die im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert werden sollen: 1: Cyclo-di-
BADGE, 2: BADGE-BPA, 3: BADGE-BPA-H20 4: BADGE-BPA-HCI, 5: BADGE-2BPA.
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Bei den Verbindungen 6 bis 8 (Schema 3) handelt es sich um NIAS aus dem Polyamid-6. Als
Syntheseziele wurden das isotopenmarkierte Monomer und die linearen Oligomere sowie die
zugehorigen Isotopenstandards ausgesucht, da sie unzureichend untersucht sind.

0
0
H2N/\/\/\W OH
0
6

7

(@)

H\/\/\)J\ OH
HZN/\/\/\[( Nw
0 : 0
8

Schema 3: Ein Monomer und Oligomere des Polyamids-6, die im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert werden
sollen: 6: e-Caprolactam, 7: Di-6-Aminohexansdure, 8: Tri-6-Aminohexansaure.

Generell sollen von jeder Substanzklasse mindestens ein cyclischer und ein linearer Vertreter als
Isotopenstandard synthetisiert werden, um das unterschiedliche chromatographische Verhalten und
lonisierungsverhalten  zwischen linearen und cyclischen Oligomeren wahrend einer
Stabilisotopenverdiinnungsanalyse zu kompensieren.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung einer SIVA-LC-MS/MS-Methode zum Nachweis der
genannten Analyten in Lebensmitteln. Als Untersuchungsgegenstinde fir epoxidharzhaltige
Verpackungen bieten sich Innenbeschichtungen von Dosen und fiir polyamidhaltige Verpackungen
PA/PE-Mehrschichtfolien an. Im Falle von positiven Befunden kann unter Zuhilfenahme von glltigen
Grenzwerten abgeleitet werden, inwiefern und flir welche Matrices ein gesundheitliches Risiko
besteht.

1.3  Ergebnisse

I.3.1 Synthese von Referenzmaterialien fiir NIAS aus dem Epoxidharz

L3.1.1 Versuche zur Synthese von Cyclo-di-BADGE

Zunachst wurde versucht das Cyclo-di-BADGE aus BADGE und Bisphenol A herzustellen. Das Cyclo-di-
BADGE wurde von N. Mittag aus dem Epoxidharz isoliert und mittels NMR-Spektroskopie
untersucht.?®! Dieses Spektrum diente als Referenzspektrum fiir alle NMR-Untersuchungen der
Rohprodukte bzw. alle isolierten Fraktionen.

Das Cyclo-di-BADGE wurde 1968 von Tanaka et al. erstmalig hergestellt?® und 2 Jahre spéter
patentiert®, das Patent ist bis auf das Abstract nur auf Japanisch verfiigbar. Als Reaktionsbedingungen
wurden dquimolare Mengen der Edukte, Anwesenheit von Natronlauge und ein groRer Uberschuss an
Methanol genannt, allerdings fehlen in der Literaturvorschrift Angaben zur Konzentration der
Natronlauge, der Edukte im Lésungsmittel sowie die Ausbeute.” In dem Abstract des genannten
Patents wurden dagegen genauere Reaktionsbedingungen genannt: ein leichter Uberschuss von
BADGE (1.116 Aquiv.) gegeniiber BPA, wenig Natriumhydroxid (0.380 Aquiv.) als 10%ige wéssrige
Losung, eine Gesamtmassenkonzentration von BADGE und BPA zwischen 0.02 und 10 in 2-Butanon.
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Nach dem Erhitzen der Reaktionslosung fiir 10 h bei 79 °C und Einengen des 2-Butanons auf das
60-fache des urspringlichen Volumens sollte beim Abkiihlen der Reaktionslésung das Produkt
ausfallen. Diese Reaktionsvorschrift wurde angewandt, beim Abkilhlen der Reaktionsldsung fiel jedoch
kein Feststoff aus. Die Reaktionslosung wurde dann eingeengt, in Natronlauge aufgenommen und mit
Dichlormethan extrahiert, um das nicht umgesetzte BPA zu entfernen. Die Dichlormethanextrakte
wurden mittels praparativer Diinnschichtchromatographie in zehn Fraktionen bzw. Mischfraktionen
aufgeteilt und mittels *H-NMR-Spektroskopie untersucht. Die erhaltenen Spektren wurden mit dem
NMR-Spektrum aus der Literatur verglichen. Da die Signale der CHs-Gruppen bei 1.519 ppm, der
CH(OH)-Gruppen zwischen 5.415 und 5.368 ppm sowie der aromatischen Gruppen zwischen 7.243-
6.987 ppm und 6.913-6.683 ppm fehlten, konnte ausgeschlossen werden, dass es sich bei einer der
isolierten Fraktionen um das gewiinschte Produkt handelte.

Nach dem Misserfolg das Cyclo-di-BADGE aus BADGE und BPA herzustellen, folgten Versuchsansatze
aus anderen Edukten. Das Ziel war die Reaktion kontrollierter fliihren zu lassen, deswegen sollte bei
diesem Ansatz das Cyclo-di-BADGE stufenweise unter Verwendung von Schutzgruppen aufgebaut
werden, die Retrosynthese zur geplanten Darstellung von Cyclo-di-BADGE ist in dem Schema 4 gezeigt.

O OO/SG O O .
HO o~
}OH = HO% = +
% G

o) .
‘ 00 s

Cyclo-di-BADGE (1)

(0]
HO%
0. Br
HO
Br

Schema 4: Der geplante retrosynthetische Aufbau von Cyclo-di-BADGE (1) ausgehend von 1,3-Dibrom-2-
propanol und monogeschiitztem Bisphenol A.

Als Ausgangsverbindungen wurden tert-Butyldimethylsilyl-geschiitztes Bisphenol A (TBDMS-BPA) und
1,3-Dibrom-2-propanol ausgesucht. Im ersten Schritt soll jeweils ein mono-geschiitztes Bisphenol A-
Molekil nukleophil an den a-CH,-Gruppen zu der Alkoholfunktion des 1,3-Dibrom-2-propanols
angreifen. Nach dem Entfernen der Schutzgruppen ware eine Cyclisierungsreaktion zum Cyclo-di-
BADGE mit einem weiteren Aquivalent von 1,3-Dibrom-2-propanol méglich.

Fir die Synthese der Ausgangsverbindung, des TBDMS-BPA, wurden Bisphenol A, tert-
Butyldimethylsilylchlorid und Imidazol in DMF bei Raumtemperatur nach der Vorschrift von De
Meulenaer et al.®¥ zur Reaktion gebracht, dabei wurden 51 % des gewiinschten Produktes erhalten.
In der nachfolgenden Reaktion wurden 1.0 Aquivalent des TBDMS-BPA und 0.5 Aquivalente des 1,3-
Dibrom-2-propanols mit Natriumhydrid als Base in absolutem Tetrahydrofuran fiir 50 min zum Sieden
erhitzt. Nach einer Extraktion in Petroleumbenzin wurde das Rohprodukt eingeengt und mittels GC-
MS untersucht. Es stellte sich heraus, dass sich das 1,3-Dibrom-2-propanol wegen der basischen
Reaktionsfiihrung zum Epibromhydrin umgesetzt hat und dieses mit dem monogeschiitztem Bisphenol
A reagierte.

In einem alternativen Ansatz war der Schutz der Alkoholfunktion im 1,3-Dibrom-2-propanol geplant,
so dass diese nicht an der Reaktion teilnehmen kann und beide CH>-Gruppen fiir den nukleophilen
Angriff zur Verfigung stehen. Die Alkoholfunktion des 1,3-Dibrom-2-propanols wurde mit einer
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Tetrahydropyranylgruppe geschitzt. Nach der Extraktion und anschlieRender
saulenchromatographischer Reinigung konnte das 1,3-Dibrom-2-(tetrahydropyran-2-yloxy)propan in
einer Ausbeute von 89 % erhalten werden. Das geschitzte 1,3-Dibrom-2-propanol wurde mit dem
monogeschitzen Bisphenol A zur Reaktion gebracht. Die Reaktion wurde jedoch abgebrochen, da
festgestellt wurde, dass sich das TBDMS-Bisphenol A zu Bisphenol A zersetzte und das zu
unerwiinschten Nebenprodukten fiihren kdnnte. Die Labilitdt der TBDMS-Schutzgruppe trotz
basischer Reaktionsfiihrung hangt vermutlich mit der Entstehung von Bromwasserstoff wahrend der
Reaktion zusammen.

Wegen der Labilitdit der TBDMS-Schutzgruppe wurde ein Methylgeschutztes Bisphenol A-Derivat
synthetisiert. Das Methylgeschiitzte BPA (Me-BPA) wurde aus Bisphenol A (1.0 Aquiv.), Methyliodid
(0.5 Aquiv.) und Kaliumcarbonat (5.0 Aquiv.) in Aceton nach einer modifizierten Vorschrift von
MacKenzie et al.?? in einer 21 %iger Ausbeute erhalten. Das Methylgeschiitzte Bisphenol A wurde mit
THP-geschiitztem 1,3-Dibrom-2-propanol mit K,COs als Base in Aceton und NaH als Base in absolutem
Tetrahydrofuran zur Reaktion gebracht, die Reaktion ist in dem Schema 5 gezeigt. Die erste Reaktion
lieferte nach der sdulenchromatographischen Reinigung eine Ausbeute von 11 % und die zweite 80 %,
in beiden Fallen bestand das Produkt aus drei Substanzen. Weiterhin war das isolierte Produkt
unpolarer als das im Rohprodukt enthaltene Reaktionsprodukt. Die *H-NMR-spektroskopische
Untersuchung des Reaktionsgemisches vor und nach der Aufreinigung ergab die Strukturen des THP-
Enolethers 12 im Rohprodukt und des Ketons 13 im isolierten Produkt. Daher wird angenommen, dass
das THP-1,3-Dibrom-2-propanol (10) von dem Me-BPA (9) nukleophil angegriffen wurde und die zweite
Bromidgruppe als Bromwasserstoff abgespalten wurde, wobei sich der THP-Enolether 12 bildete. Nach
einer saulenchromatochraphischen Reinigung konnte sich vermutlich aufgrund der Aciditdt des
Kieselgels unter Abspaltung der THP-Gruppe das Keton 13 gebildet haben.

+
alb
Br
TH PO{ \ c |O |O
Br o O/ —_— o O/
OY

12 13

Schema 5: Die Entstehung des Nebenproduktes 12 bei der Umsetzung von THP-geschiitztem 1,3-Dibrom-2-
propanol (10) mit Methyl-geschiitztem Bisphenol A (9). Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Me-BPA
(2.5 Aquiv.), THP-1,3-Dibrom-2-propanol (1.0 Aquiv.), K2COs (7.5 Aquiv.), Aceton, 11 %; b) Me-BPA (2.5 Aquiv.),
THP-1,3-Dibrom-2-propanol (1.0 Aquiv.), NaH (2.5 Aquiv.), abs. THF, 80 %; c) die angenommene Zersetzung nach
der sdulenchromatographischen Reinigung.

Sowohl das 1,3-Dibrom-2-propanol als auch das THP-geschiitzte Derivat haben sich als ungeeignet fir
die Kupplung mit monogeschiitztem Bisphenol A erwiesen. Als Nachstes wurde das 1,3-Dichlor-2-
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propanon als Ausgangsverbindung ausgewahlt, welches ein quartidres anstatt eines tertidren
Kohlenstoffatoms aufweist und somit keine Eliminierungsreaktion zum Alken eingehen kann. Die
geplante Syntheseroute beinhaltet a) einen Schutz des 1,3-Dichlor-2-propanons als Ketal, b) eine
Kupplung mit dem monogeschiitztem Me-BPA, c) Entfernung der Methylschutzgruppen, d) eine
Cyclisierungsreaktion mit einem weiteren Aquivalent des geschiitzten 1,3-Dichlor-2-propanons, e)
Acetalspaltung unter Zuriickbildung der Ketogruppen sowie f) Reduktion der Ketogruppen zu den
entsprechenden Alkoholgruppen. Das 1,3-Dichlor-2-propanon als Edukt bietet den Vorteil, dass die
letzte Reaktion, die Reduktion mit einem deuteriumhaltigen Reagenz wie Lithiumaluminiumhydrid
oder Natriumborhydrid durchgefiihrt werden kann und ein einfacher Zugang zum isotopenmarkierten
Derivat gegeben ist.

Neben TBDMS- und Me-geschiitztem Bisphenol A wurde noch der Tetrahydropyranylether von
Bisphenol A (THP-BPA) in einer sdurevermittelten Reaktion von Bisphenol A mit 3,4-Dihydro-2H-pyran
in Diethylether synthetisiert.3! Zunichst wurde das 1,3-Dichlor-2-propanon mit Ethylenglykol unter
sauren Katalyse nach bekannter Vorschrift von P. Pferfer und K. Bauer® zum 1,3-Dioxalan-Derivat in
einer 54 %igen Ausbeute umgesetzt. Nach dem Einfiihren der Schutzgruppe wurde 2,2-Bis-
chloromethyl-[1,3]dioxolan mit THP-BPA unter folgenden Bedingungen umgesetzt: a) THP-BPA
(2.1 Aquiv.), 2,2-Bis-chloromethyl-[1,3]dioxolan (1.0 Aquiv.), Kaliumiodid (4.0 Aquiv.), Kaliumcarbonat
(6.3 Aquiv.), 18-Krone-6 (0.1 Aquiv.) in Toluol, Riickfluss, 3 d 15 h und b) THP-BPA (1.00 Aquiv.), 2,2-
Bis-chloromethyl-[1,3]dioxolan  (0.48 Aquiv.),  Natriumiodid  (1.92 Aquiv.),  Kaliumhydroxid
(1.00 Aquiv.), 18-Krone-6 (0.10 Aquiv.) in N,N-Dimethylformamid/Ethanol (6:1, v/v), 60 °C, 2 d 8 h. Der
Kronenether diente der Verbesserung der Loslichkeit des Kaliumsalzes von THP-BPA und Kalium- bzw.
Natriumiodid sollte das maRig reaktive 2,2-Bis-chloromethyl-[1,3]dioxolan in einer Finkelsteinreaktion
in situ zum lodid-Derivat umsetzen. Die erste Reaktion lieferte keine Produktbildung und unter den
Reaktionsbedingungen der zweiten Reaktion hat sich das THP-BPA zersetzt. Als nachstes wurde
versucht das 2,2-Bis-chloromethyl-[1,3]dioxolan in ein reaktiveres lodid-Derivat umzusetzen und dann
in einer Kupplungsreaktion mit dem stabileren Me-BPA einzusetzen. Die Reaktion mit Natriumiodid in
Aceton lieferte das 2,2-Bis-iodoomethyl-[1,3]dioxolan in einer 46%iger Ausbeute. Die Reaktion des 2,2-
Bis-iodoomethyl-[1,3]dioxolans (1.0 Aquiv.) mit Me-BPA (2.1 Aquiv.) mit Natriumhydrid als Base in
absolutem Tetrahydrofuran wurde zunachst fiir 2 d 19 h bei Raumtemperatur, dann fiir 25 h bei 40 °C
und schlieBlich fir 22 h bei 60 °C geriihrt, dabei fand keine Reaktion statt. Von weiteren Versuchen
wurde abgesehen.

Nach den Misserfolgen zur Synthese von Cyclo-di-BADGE wurde geplant, zuerst das lineare Dimer, das
BADGE-BPA, herzustellen und dieses in Cyclisierungsreaktionen einzusetzen.

L3.1.2 Synthese von BADGE-BPA und BADGE-2BPA

Die erfolgreiche Syntheserote von BADGE-BPA (2) beinhaltet drei Schritte ausgehend von dem
Monomer, dem Bisphenol A: a) eine Einflihrung einer Schutzgruppe an der Phenolgruppe des
Bisphenols A, b) eine Kupplungsreaktion zwischen dem monogeschiitzten Bisphenol A und BADGE
sowie c) eine Entfernung der Schutzgruppe.

Fir die Synthese des BADGE-BPA (2) sollte im zweiten Syntheseschritt ein monogeschiitztes Bisphenol
A eingesetzt werden, daflir wurden drei literaturbekannte, bereits synthetisierte, monogeschitzte
Bisphenol A-Derivate verwendet. Zur Verfligung standen tert-Butyldimethylsilyl-geschiitztes Bisphenol
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A (TBDMS-BPA)BY, Methyl-geschiitztes Bisphenol A (Me-BPA)? und der Tetrahydropyranylether von
Bisphenol A (THP-BPA)®3. Diese sollten im Kupplungsschritt mit Bisphenol A Diglycidylether (BADGE)
getestet werden.

Um zu lberpriifen, ob saure oder basische Reaktionsbedingungen fiir die nukleophile Offnung des
Epoxids besser geeignet sind, wurden mehrere Testreaktionen unter gewahlten sauren und basischen
Bedingungen im kleinen Mal3stab durchgefiihrt. Als Referenz zur Verfolgung des Reaktionsfortschrittes
mittels Diinnschichtchromatographie diente das in einer Testreaktion erhaltene Methyl-geschiitzte
BADGE-BPA, welches nach den in der Tabelle 2, Eintrag 1 genannten Reaktionsbedingungen
synthetisiert wurde. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 1 zusammengestellt.

Tabelle 1: Optimierung des Kupplungsschrittes von Me-BPA (1 Aquiv.) mit BADGE (1 Aquiv.)

Eintrag Saure/Base/Reagenz Losungsmittel Temperatur  Reaktionszeit Ausbeute [%)]

1 IZ;)r'll'zro:iz(rj\; Dioxan Riickfluss 1h [a]

2 NEt; (5 mol%) Ethanol Rickfluss 41.5h 22

3 Pyridin (3 Aquiv.) Ethanol Rickfluss 41.5h 18

4 NaH (1.1 Aquiv.) abs. THF Rickfluss 45d 45
2d bei 80 °C,

5 DMAP (10 mol%) Toluol 3d bei 100 °C 5d 9

6 BF; Et,0 (1.1 Aquiv.) abs. THF RT 1.5h [b]

[a] Das BADGE hat sich zersetzt. [b] Es bildete sich ein Polymer.

Die Reaktionsansiatze wurden unter den in der Tabelle 1 genannten Reaktionsbedingungen
durchgefiihrt. Die Ansatze 1 und 6 wurden nach der genannten Reaktionszeit abgebrochen und nicht
weiter aufgereinigt, da es zu keiner Produktbildung kam. Die Ansdtze 2 bis 5 wurden am
Rotationsverdampfer eingeengt und von dem erhaltenen Rickstand eine methanolische Stammldsung
angesetzt. Jeweils ein Viertel der Losung wurde auf einer praparativen DC gereinigt (SiO,, PB/EtOAc =
2:1), die Produktfraktion abgetrennt und ausgewogen. Beim Ansatz 1 hat sich das BADGE zersetzt und
es konnte zu keiner Produktbildung kommen, deswegen wurden keine weiteren Versuche zur
Kupplung von BADGE und monogeschiitztem BPA unter sauren Reaktionsbedingungen durchgefiihrt.
Beim Ansatz 6 hat eines der Edukte mit Tetrahydrofuran zum Polymer reagiert, das gummiartige
Produkt war unloslich in den meisten organischen Lésungsmitteln und wurde nicht weiter behandelt.
Von den Ansatzen 2 bis 5 lieferten die Ansatze mit Natriumhydrid und Pyridin die besten Ausbeuten.
Da bei dem Ansatz mit Pyridin als Base ein sehr komplexes Reaktionsgemisch entstand und eine
Aufreinigung von groRBeren AnsatzgroBen mittels Sdulenchromatographie schwieriger als bei den
anderen Ansatzen ware, wurde auch diese Kupplungsmoglichkeit verworfen und weitere basische
Bedingungen getestet (siehe Tabelle 2).

In weiteren Versuchen wurde zunachst getestet, welches der monogeschiitzten Bisphenol A-Derivate
die besten Ausbeuten liefert. Bei der Kupplung von TBDMS-BPA mit BADGE zersetzte sich das TBDMS-
BPA wieder zu Bisphenol A, welches zu ungewiinschten Nebenprodukten und Polymerisation flhrte,
das erschwerte die Produktaufreinigung, so dass das Produkt nicht isoliert werden konnte. Vergleicht
man die Eintrage 1, 2 und 3 aus der Tabelle 2, so fallt auf, dass bei dem THP- und Me-geschiitzten
Bisphenol A die besten Resultate erzielt werden konnten. Da fiir die Entschiitzung von THP-BADGE-BPA
(15) eine sehr gute Methode gefunden wurde, wurden weitere Reaktionen mit THP-BPA (14) als Edukt
durchgefihrt. In den Eintragen 3, 4 und 5 wurden die eingesetzten Basen variiert, es stellte sich heraus,
dass die Verwendung von Kaliumcarbonat die besten Ausbeuten liefert. Die Reaktionsbedingungen,



1.3 Ergebnisse 12

die die besten Ergebnisse lieferten, wurden auf die Kupplung zwischen BADGE und THP-BPA (14) zum
THP-BADGE-2BPA (16) libertragen. Beide Kupplungsreaktionen funktionierten besser mit K,COs in abs.
Aceton als mit NaH in abs. THF und wurden fir die Synthese von BADGE-BPA (2) und BADGE-2BPA (5)
verwendet.

Tabelle 2: Optimierung des Kupplungsschrittes von diversen monogeschiitzten Bisphenol A-Derivaten mit
BADGE. Bei jeder Reaktion wurde 1 Aquivalent von BADGE eingesetzt.

Eintrag Edukt Base Losungsmittel ~ Reaktionszeit  Ausbeute [%]

Reaktionen zum geschiitzten BADGE-BPA

1 (ll/lz(ﬂ?j) (3%233\/.) abs. Aceton 1d 25

N e

3 (EH:(;E:DVA) (3%233\/.) abs. Aceton 45d 42

Y A @R 3
Reaktionen zum geschiitzten BADGE-2BPA

6 (-LH;c;IinD\f) (4.4N;<:Iuiv.) abs. THF 4d 28

7 (LH:(;IS:DVA) ( 12K,2'A'Cq?13iv.) abs. Aceton 45d 50

[a] kaum Produktbildung.

Um die Entfernung der THP-Schutzgruppe zu optimieren wurden drei Vorversuche in kleinem MaRstab
durchgefiihrt und der Reaktionsfortschritt mittels Dlinnschichtchromatographie verfolgt. Zur
Uberpriifung der Stabilitdt der Epoxidfunktion wurde das BADGE, welches zwei Epoxidgruppen enthilt,
mit dem getesteten Reagenz versetzt. Zur Uberpriifung der Entfernung der THP-Gruppe wurde das
THP-BPA (14) eingesetzt. Als Reagenzien wurden CuCl-2H,0 in Methanol®®*!, Montmorillonit K-10 in
Methanol und das Montmorillonit K-10 in Aceton/Wasser (95:5, v/v) eingesetzt.*® Alle Reaktionen
wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Reaktion mit Montmorillonit K-10 wurde ausgesucht,
weil die Autoren von der Beibehaltung der Epoxidfunktion bei der Entfernung der THP-Gruppe
berichtet haben.®® Die Zersetzung von BADGE trat bei allen Vorversuchen ein, diese war bei der
Verwendung von CuCl,-2H,0 am starksten ausgepragt. Die Entschiitzung verlief am schnellsten bei der
Verwendung von Montmorillonit K-10 in Methanol, so dass die beiden Versuche mit Montmorillonit
K-10 in Methanol und in Aceton/Wasser (95:5, v/v) bei Raumtemperatur mit dem geschiitzten THP-
Dimer 15 wiederholt wurden, um die Ausbeuten zu bestimmen. Die Reaktion in Aceton/Wasser (95:5,
v/v) lieferte nach 3.5 h keinen vollstandigen Umsatz und nur eine 16 %ige Ausbeute. Die Reaktion in
Methanol war nach 15 min vollstandig und es konnten 95 % des gewiinschten Produktes 2 isoliert
werden. Die Syntheseroute zum BADGE-BPA (2) ist im Schema 6 dargestellt.
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Schema 6: Der Syntheseweg zum BADGE-BPA (2) ausgehend von Bisphenol A. Reagenzien und Reaktions-
bedingungen: a) DHP (1 Aquiv.), kat. HCI, Et>0, 0 °C — RT; b) THP-BPA 14 (1 Aquiv.), K2COs (3 Aquiv.), abs. Aceton,
Ruckfluss, 4.5 d; c) Montmorillonit K-10, MeOH, RT, 15 min.

14
50 %

16

54%

BADGE-2BPA (5)

Schema 7: Der Syntheseweg zum BADGE-2BPA (5) ausgehend von Bisphenol A. Reagenzien und Reaktions-
bedingungen: a) BADGE (0.25 Aquiv.), K2COs (3 Aquiv.), abs. Aceton, Riickfluss, 4.5 d; b) Montmorillonit K-10,
MeOH/EtOAc (1:1, v/v), RT, 5 h.

Zusammenfassend konnten die besten Resultate mit dem Tetrahydropyranyl- und Methyl-geschiitzten
Bisphenol A (THP-BPA und Me-BPA) erzielt werden. Bei der Kupplungsreaktion wurde unter sauren
und basischen Bedingungen gearbeitet, die besten Ausbeuten wurden unter Verwendung von
Kaliumcarbonat in absolutem Aceton erzielt. Einen kritischen Schritt dieser Syntheseroute stellte die
Entfernung der Schutzgruppe im letzten Syntheseschritt dar, weil THP-BADGE-BPA (15) eine saure- und
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basenlabile Gruppe, ein Epoxid, enthalt. Die Entfernung der THP-Gruppe mit einem schwachsauren
Schichtsilikat, dem Montmorillonit K-10, konnte erfolgreich durchgefiihrt werden, ohne dass das
Epoxid gedffnet wurde.®® Die erzielte Gesamtausbeute der Synthese von BADGE-BPA (2) lag bei 12 %.
Die Modifizierung der Reaktionsbedingungen in dem Kupplungsschritt und bei der Entfernung der
Tetrahydropyranylgruppe erméglichte den Zugang zum BADGE-2BPA (5), die Syntheseroute ist im
Schema 7 zusammengestellt.

Die Synthese von BADGE-2BPA (5) wurde analog zu der von BADGE-BPA (2) durchgefiihrt, mit der
Ausnahme, dass bei der nukleophilen Substitution das THP-BPA (14) im Uberschuss (4 Aquiv.)
eingesetzt wurde. Weiterhin musste wegen zwei reagierenden Gruppen im Molekil die Menge des
eingesetzten Montmorillonits K-10 verdoppelt werden und die Reaktionszeiten sind langer
ausgefallen. Zwecks Loslichkeitserhohung wurde bei der Entschitzung eine Mischung von
EtOAc/MeOH = 1:1 (v/v) verwendet. Die geringere Ausbeute trotz einer Reaktionsfiihrung zum
vollstandigen Umsatz lasst sich damit erkldaren, dass sich das Produkt bei einer
saulenchromatographischen Reinigung auf der leicht sauren Silikagelphase zum Teil zersetzt hat. Das
lineare Trimer 5 wurde in einer Gesamtausbeute von 8 % erhalten.

L3.1.3 Syntheseversuche von Cyclo-di-BADGE ausgehend von BADGE und Bisphenol A -
Cyclisierungsversuche

Nach den Misserfolgen zur Synthese von Cyclo-di-BADGE (siehe Abschnitt .3.1.1.) wurde versucht das
cyclische Dimer aus einer linearen Vorstufe, dem BADGE-BPA, herzustellen. Die Tabelle 3 gibt einen
Uberblick iiber die getesteten Reaktionsbedingungen in der Kupplungsreaktion.

Tabelle 3: Ubersicht {iber die durchgefiihrten Versuche zur Cyclisierung von BADGE-BPA zum Cyclo-di-BADGE

Konzentration von

Eintrag Base Losungsmittel Temperatur Reaktionszeit BADGE-BPA [mol/]
1 NaH (1.1 Aquiv.) abs. EtOH Rickfluss 5di15h 1.00- 107
2 K,COs (3.0 Aquiv.) Aceton Riickfluss 3d17h 1.00- 107
3 K,COs (3.0 Aquiv.) Aceton Ruckfluss 3d17h 1.00-10*
4 NaH (2.0 Aquiv.) abs. THF Ruckfluss 5d 1.02 - 10740
5 NaH (1.1 Aquiv.) abs. EtOH Ruckfluss 3d15h 1.00 - 107
6 Cs,C0s (3.0 Aquiv.) Benzol Ruckfluss 3d 1.20 - 10

Das BADGE-BPA wurde mit Hilfe einer Spritzenpumpe innerhalb von [a] 35 min/[b] 2 d/[c] 3 d zugegeben.

Die in der Tabelle 3 vorgestellten Ansatze zur Umsetzung von BADGE-BPA zum Cyclo-di-BADGE
erfolgten in Anlehnung an bereits bekannte Strategien, die die Bildung des linearen Polymers
zuriickdrangen und des cyclischen begiinstigen sollen.®”’ Bei der Umsetzung von BADGE-BPA handelt
es sich um eine heterodifunktionale, unimolekulare Kupplung, d.h. dass sich an beiden Enden eines
Molekiils zwei unterschiedliche funktionelle Gruppen befinden, die miteinander reagieren konnen. Der
Vorteil dieser Methode gegeniber frilheren Ansatzen (vgl. Abschnitt 1.3.1.1) liegt darin, dass hier eine
ausreichend geringe Endkonzentration des Edukts vorliegen muss, damit die Reaktion intra- und nicht
intermolekular ablduft. Bei den friheren Ansdtzen musste zuerst eine inter- und dann eine
intramolekulare Reaktion stattfinden, das ist insofern problematisch, als dass beide Reaktionen in
Konkurrenz stehen. Man kann die Reaktion in Richtung Kupplung zweier Molekiile (intermolekular)
lenken, wenn die Konzentration der Edukte hoch ist oder in Richtung Cyclisierung (intramolekular)
lenken, wenn die Konzentration gering ist. Folgend diesem Prinzip wurden verschiedene
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Reaktionsbedingungen angewandt, bei denen die Konzentration des Edukts jeweils um eine
Zehnerpotenz erniedrigt wurde (Eintrdge 1 bis 3). Um eine noch héhere Verdliinnung zu erreichen
wurde unter Bedingungen einer ,pseudo hohen Verdiinnung” gearbeitet, dabei wurde das Edukt als
Losung aus einer Spritzenpumpe Uber einen Zeitraum von 35 min (Eintrag 4), 2 d (Eintrag 5) und 3 d
(Eintrag6) in den Reaktionskolben gegeben. Bei allen Versuchen wurden mittels
sdulenchromatographie und/oder praparativer Diinnschichtchromatographie zwischen drei und neun
Fraktionen bzw. Mischfraktionen isoliert und diese mit *H-NMR-Spektroskopie untersucht. Die so
erhaltenen *H-NMR-Spektren wurden mit dem Spektrum aus der Literatur?® verglichen, jedoch konnte
in keiner der isolierten Fraktionen bzw. Mischfraktionen Cyclo-di-BADGE nachgewiesen werden. Die
Versuche zeigten, dass es sich als nicht moglich erwiesen hat, in den zahlreichen niedermolekularen
Polymerisationsprodukten das gewiinschte Produkt zu finden und zu isolieren, deswegen wurde von
weiteren Versuchen abgesehen.

L3.1.4 Synthese von isotopenmarkiertem BADGE-BPA und BADGE-2BPA

Synthese von BADGE-BPA-d;

Die Synthese von BADGE-BPA-d; (19) gelang in flnf Schritten ausgehend von Bisphenol A, also nur in
zwei Schritten mehr als die der nicht markierten Verbindung. Die geplante Syntheseroute beinhaltete
a) die EinfUhrung einer Schutzgruppe an Phenolgruppe des Bisphenols A, b) eine Kupplungsreaktion
von dem monogeschiitztem Bisphenol A mit BADGE, c) eine Oxidation des sekundadren Alkohols zum
Keton, d) eine Entfernung der Schutzgruppe und e) eine Reduktion des Ketons mit einem
Deuteriumhaltigen Reduktionsmittel zum sekundaren Alkohol.

Als Ausgangsverbindung wurde das Syntheseprodukt 15 aus BADGE und dem monogeschiitzten BPA
verwendet, dabei handelt es sich gleichzeitig um die Vorstufe zum BADGE-BPA (siehe Schema 6). Als
erstes wurde die Oxidation des sekundaren Alkohols optimiert. Die ersten Ansiatze wurden mit 2-
lodobenzoesdure (kurz IBX) nach einer Vorschrift von More und Finney®® durchgefiihrt. Bei den
Vorversuchen wurde die Menge von IBX bestimmt, es wurden 1, 2 und 3 Aquivalente zugegeben und
die Produktbildung mittels DC verfolgt. Die besten Umsétze konnten mit 2 Aquivalenten IBX erreicht
werden. Die Reaktion lieferte maRlig gute und nicht reproduzierbare Ausbeuten, das lag an dem
komplexen Reaktionsgemisch und folglich einer erschwerten Aufarbeitung. Die Rohprodukte mussten
bis zu drei Mal saulenchromatographisch gereinigt werden, um eine akzeptable Reinheit zu erzielen.
Aufgrund der aufwendigen Aufarbeitung wurde von weiteren Versuchen abgesehen. Die Menge des
isolierten Produktes reichte jedoch aus, um die Identitat mittels NMR-Spektroskopie zu bestatigen. Es
folgten weitere Versuche mit anderen gangigen Oxidationsreagenzien, die Ergebnisse sind in der
Tabelle 4 zusammengestellt.

Die Reaktion wurde unter Bedingungen einer Swern-Oxidation mit Oxalylchlorid, Dimethylsulfoxid und
Triethylamin (Eintrag 2) und einer Omura-Sharma-Swern Oxidation mit Trifluoressigsdureanhydrid,
Dimethylsulfoxid und Triethylamin (Eintrag 3) durchgefiihrt. Beide Reaktionen erforderten
Badtemperaturen von etwa -78 °C, um das aktivierte Dimethylsulfoxid zu erzeugen, die Kaltebader
bestanden aus einem Gemisch von flissigem Stickstoff und Isopropanol. Laut DC konnte in beiden
Reaktionen kein Umsatz festgestellt werden. Da es sich hier um Mehrkomponentenreaktionen
handelte und nicht klar war, ob der Misserfolg auf das Substrat oder auf die verwendeten Reagenzien
zurlickzufiihren ist, wurde auch hier von weiteren Versuchen abgesehen.
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Der Einsatz von Pyridiniumchlorochromat (kurz PCC, auch Corey-Reagenz genannt) lieferte ein
Produkt, welches eine hohere Polaritat als das Edukt zeigte (Eintrag 4). Es konnte sich also nicht um
das gewlinschte Produkt handeln, da die Umwandlung einer Alkohol- in eine Ketogruppe die Polaritat
der Verbindung senken miisste. Das 'H-NMR-Spektrum zeigte, dass in der entstandenen Verbindung
die Signale der Epoxidgruppe fehlen, es kam folglich zu einer Epoxidéffnung.

Tabelle 4: Die getesteten Reaktionsbedingungen fiir die Oxidation von Kupplungsprodukt 15

Eintra Reagenz/ Menge Losungs- tlz(:jk:;:jr Reaktions- Ausbeute Lit
& Additiv [Aquiv.] mittel [Ff,c] zeit (%] '
1 IBX 2.00 EtOAC 80 3h 17-3061 G
(ClcO), 1.50
2 DMSO 3.00 - 78 50 45 min (o] (39]
NEts3 4.50
TFAA 1.50
3 DMSO 2.00 abs. CH,Cl, '60_('57) ~  50min (5 140]
NEts 2.90
PCC 1.50
ld [41]
4 NaOAc 0.30 abs. CH,Cl,. RT 22 h
5 PDC 1.50 abs. CH,Cl, RT 5d (a) 421
6 PDC 6.00 abs. CH,Cl; RT 2d [ -
PDC 1.50
AcOH 1.74
[43]
7 Molsieb 800 mg/ abs. CH,Cl; RT 5h 47
3A 1 mmol

[a] komplexes Reaktionsgemisch; [b] kein Umsatz; [c] Nebenproduktbildung; [d] kein vollstandiger Umsatz.

Der nachste Testansatz erfolgte mit Pyridiniumdichromat (kurz PDC, auch Cornforth-Reagenz genannt)
als Oxidationsmittel (Eintrag 5). Da die Reaktion mit 1.5 Aquivalenten von PDC nach fiinf Tagen immer
noch nicht vollstindig war, wurde die Menge an Reagenz auf 6.0 Aquivalente erhoht (Eintrag 6).
Obwohl die Erhéhung der Menge von PDC ebenfalls nicht zu einem hoheren Umsatz flihrte, war das
Reaktionsgemisch nicht so komplex wie im Falle der Reaktion mit IBX, so dass dieser Ansatz weiter
optimiert wurde. Die Gruppe von S. Czernecki befasste sich mit dem Problem der unvollstandigen und
nicht effizienten Oxidationen von Alkoholen zu Ketonen mit PDC und fand heraus, dass eine Zugabe
kleiner Mengen wasserfreier Essigsdure sowie von frisch aktiviertem Molsieb zu kiirzeren
Reaktionszeiten fiihrt und geringere Mengen an Oxidationsmittel erfordert.[*®! Die Verwendung dieser
Reaktionsbedingungen bei der Oxidation von Kupplungsprodukt 15 (Eintrag 7) lieferte nach einer
Reaktionszeit von flinf Stunden das Oxidationsprodukt 17 in einer akzeptablen Ausbeute von 47 %.

Im nachsten Schritt wurde die Tetrahydropyranyl (THP)-Schutzgruppe, die fir den Kupplungsschritt
notwendig war, entfernt. Hierfliir wurden Reaktionsbedingungen angewandt, die sich bereits bei der
Entschlitzung im letzten Schritt der BADGE-BPA-Synthese bewdhrt haben, namlich mit dem schwach
sauren Tonmineral Montmorillonit K-10 (pH 3—4) in Methanol®®. Es musste lediglich die Reaktionszeit
auf 42 min erhoht werden, das Produkt 18 konnte nach dem Abfiltrieren von Montmorillonit K-10 in
einer 90 %-igen Ausbeute erhalten werden. Im letzten Schritt wurde in einer Reduktionsreaktion mit
Natriumbordeuterid ein Deuteriumatom eingebracht und somit die Alkoholfunktion wiederhergestellt
werden. Die Reduktionsreaktion wurde zunichst bei Raumtemperaturt® durchgefiihrt, das fiihrte
jedoch zu einem Nebenprodukt, welches liber sehr dhnliche chromatographische Eigenschaften wie
das Produkt verfiigte und sich somit sehr schwer entfernen liel. Der Zusatz von Tetrahydrofuran zur



1.3 Ergebnisse 17

ethanolischen Losung des Eduktes verbesserte die Loslichkeit bei -78 °C und verkirzte die
Reaktionszeit von zwei auf eineinhalb Stunden. Die Durchfiihrung der Reaktion bei -78 °C reduzierte
die Bildung von unerwiinschtem Nebenprodukt, so dass sich die Zielverbindung 19 in einer Ausbeute
von 77 % isolieren lieR. Das BADGE-BPA-di konnte ausgehend von Bisphenol A in einer
Gesamtausbeute von 4 % erhalten werden (siehe Schema 8).

OOTHP 0 O O OTHP
a
HO o)
o 47% o)
"C’f peVend
15 17
leO%
o ‘ ‘ ~OH o ‘ ‘ ~OH
D C
HO 0
o 77% 0
"M "”O oy
BADGE-BPA-d, (19) 18

Schema 8: Der Syntheseweg von BADGE-BPA-di (19). Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) PDC
(1.50 Aquiv.), AcOH (1.74 Aquiv.), Molsieb 3 A (800 mg/1 mmol), abs. CH2Clz, RT, 5 h; b) Montmorillonit K-10,
MeOH, RT, 42 min; c) NaBDa (2 Aquiv.), EtOH/THF (8:1, v/v), -78 °C, 1.5 h.

Synthese von BADGE-2BPA-d;

Fiir die Synthese von BADGE-2BPA-d, (22) wurde das THP-geschiitzte BADGE-2BPA (16) verwendet,
wobei es sich hier um eine Zwischenstufe zur Synthese von BADGE-2BPA handelt (siehe Schema 7).
Ahnlich wie bei der Synthese von BADGE-BPA-d; (19) besteht die Reaktionsfolge aus einem
Oxidations-, Entschiitzungs- und Reduktionsschritt (siehe Schema 8). Im Oxidationsschritt wurden mit
Ausnahme der Menge von Pyridiniumdichromat dieselben Reaktionsbedingungen wie bei der
Synthese von BADGE-BPA-d; angewandt. Da im Edukt zwei Alkoholgruppen oxidiert werden mussten,
wurde die doppelte Menge an Oxidationsmittel eingesetzt, die Reaktionsdauer hat sich ebenfalls
erhodht. Das Produkt 20 konnte nach einer Reaktionszeit von 24 h in einer Ausbeute von 46 % erhalten
werden. Die Entschiitzung der Verbindung 20 erfolgte in Ethylacetat und Methanol im
Volumenverhaltnis von zwei zu eins, da das Edukt in reinem Methanol nicht 16slich war. Weiterhin



1.3 Ergebnisse 18

wurde eine doppelte Menge an Reagenz verwendet, um die Reaktion zu beschleunigen. Nach einer
Reaktionszeit von 6 h konnte das Produkt 21 in einer 69 %-igen Ausbeute erhalten werden. Die
Reduktion der beiden Ketogruppen in der Verbindung 21 wurde mittels Natriumbordeuterid erreicht,
wobei vier anstatt von zwei Aquivalenten des Reduktionsmittels eingesetzt wurden. In den
Vorversuchen wurde getestet, welche Reaktionstemperatur, -78 °C oder 0 °C, besser geeignet ist. Da
die Reaktionstemperatur keinen Einfluss auf die Reaktionsausbeute hatte, wurde wegen einfacherer
Durchfiihrbarkeit die Variante bei 0 °C ausgesucht. Die Ausbeute an BADGE-2BPA-d, betrug 61 %,
damit ergab sich ausgehend von Bisphenol A eine Gesamtausbeute von 3 %, die Synthese ist in dem

Schema 9 dargestellt.

16
46%
THPO OOTHP

o

20

69%
o

21

61%

BADGE-2BPA-d, (22)

Schema 9: Der Syntheseweg von BADGE-2BPA-d> (22). Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) PDC
(3.00 Aquiv.), AcOH (1.79 Aquiv.), Molsieb 3 A (800 mg/1 mmol), abs. CH2Clz, RT, 24 h; b) Montmorillonit K-10,
EtOAc/MeOH (2:1, v/v), RT, 6 h; c) NaBDa4 (4 Aquiv.), THF/EtOH (3:1, v/v), 0 °C, 20 min.
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L3.1.5 Synthese von weiteren Referenzmaterialien mit BADGE-BPA-Grundgeriist sowie
isotopenmarkierten Derivaten

Synthese von BADGE-BPA-H,0 und BADGE-BPA-HCI

Die Synthese des Hydrolyse- und Hydrochloridproduktes ist in dem Schema 10 dargestellt, sie gelang
mittels einer nukleophilen Offnung des Epoxids mit den entsprechenden Reagenzien. Die Synthese des
Hydrolyseproduktes von BADGE-BPA (3) gelang nach einer Synthesevorschrift von H. Petersen, die zur
partiellen Hydrolyse von BADGE zum BADGE-H,0 diente.l*”! Das BADGE-BPA (2) wurde in einem
Aceton/Wasser-Gemisch gel6st, mit verdiinnter Schwefelsdure versetzt und bei Raumtemperatur zum
vollstandigen Umsatz reagieren lassen. Die Reaktion lieferte zwei Produkte, deswegen lieR sich das
Produkt 3 in einer Ausbeute von lediglich 47 % isolieren. Das Hydrochloridprodukt 4 wurde in einer
Reaktion mit Cer(lll)-chlorid-Heptahydrat unter Riickflussbedingungen erhalten, auch hier wurde eine
Vorschrift angewandt, die sich bei der partiellen Addition von Chlorwasserstoff an BADGE bewihrte.[4®!
Bei dieser Umsetzung sind ebenfalls zwei Produkte entstanden, wobei die R-Werte von Edukt und
Produkt nur um 0.05 auseinanderlagen. Nach einer sdaulenchromatographischen Reinigung wurden
78 % des BADGE-BPA-HCI (4) isoliert.

o)

Ho{
a (0]
/
OH 47 %

0
HO{ o BADGE-BPA-H,O (3)
0

\/u b

OH

OH

BADGE-BPA (2) Ho{

BADGE-BPA-HCI (4)

Schema 10: Der Syntheseweg zum H20- und HCl-Addukt von BADGE:BPA. Reagenzien und Reaktions-
bedingungen: a) 2 M H2504, Aceton/H.0 (5:1, v/v), RT, 26 h; b) CeCls-7H20 (1 Aquiv.), MeCN, Riickfluss, 23.5 h.

Synthese von BADGE-BPA-H;0-d; und BADGE-BPA-HCl-d;

Das Produkt 19 diente als Ausgangsverbindung fir die Synthese von zwei weiteren isotopenmarkierten
Standards, namlich des BADGE-BPA-H,0-d; (23) und des BADGE-BPA-HCI-d; (24) (siehe Schema 11).
Das BADGE-BPA-H,0-d; wurde analog zu der nicht markierten Verbindung 3 mittels einer nukleophilen
Offnung des Epoxids im sauren Milieu in Anlehnung an die Vorschrift von H. Petersen!®! hergestellt.
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Nach der sdaulenchromatographischen Aufreinigung konnte das Produkt 23 in einer Ausbeute von 50 %
erhalten werden, zum Vergleich wurde bei der nicht markierten Verbindung eine Ausbeute von 47 %
erzielt. Die Verbindung 24 wurde in einer nukleophilen Offnung des Epoxids mit Cer(lll)-chlorid-
Heptahydrat (CeCls-7H,0) als Chlorid-Quelle!® hergestellt, das Hydrochlorid wurde in einer Ausbeute
von 80 % erhalten. Wie bei der Verbindung 23 wurden Reaktionsbedingungen aus der Literatur
angewandt, wobei diese urspriinglich fir die Synthese von BADGE-H,0 bzw. BADGE-HCI entwickelt
wurden. Zum Vergleich betrug die Ausbeute bei der nicht markierten Verbindung 4 78 %, so dass im
Falle beider Synthesen eine hohe Reproduzierbarkeit erzielt wurde. Die Gesamtausbeuten lagen bei
2 % fiir BADGE-BPA-H,0-d; und bei 3 % fiir BADGE-BPA-HCI-d;.

“OH . OOJVOH

HO

BADGE-BPA-d4 (19)

BADGE'BPA-HCI-d (24)

Schema 11: Der Syntheseweg von BADGE-BPA-H;O-d: (23) und BADGE-BPA-HCl-d:1 (24) ausgehend von
BADGE-BPA-d1 (19). Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) 2 M H2S0a, Aceton/H20 (5:1, v/v), RT, 23.5 h; b)
CeCl3-7H20 (1 Aquiv.), MeCN, Riickfluss, 23.5 h.

I.3.2 Synthese von Referenzmaterialien fiir NIAS aus dem Polyamid-6

L3.2.1 Synthese von isotopenmarkiertem s-Caprolactam

Synthese von e-Caprolactam-d;

Das e-Caprolactam-d; sollte nach einer bekannten Syntheseroute hergestellt werden. Die Idee war, die
Zielverbindung ausgehend von 5-Hexensdure in drei Schritten herzustellen. Die 5-Hexensaure sollte
zunachst aktiviert werden, indem sie in ein Sdurechlorid Gberfiihrt wird und mit flissigem Ammoniak
zum Hex-5-enamid umgesetzt werden.””’ Im nachsten Schritt sollte unter Bildung von N-
(Phenylthio)hex-5-enamid eine Fluchtgruppe fir die anschliefende radikalische Reaktion eingefiihrt
werden.!* Die Cyclisierung von N-(Phenylthio)hex-5-enamid sollte laut Literatur zwei Produkte liefern,
das 6-exo-Produkt und das 7-endo-Produkt, also die Zielverbindung. Da die Bildung von 7-Ringen laut
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Baldwin-Regeln weniger bevorzugt ist, soll e-Caprolactam-6-d; nur mit einer Ausbeute von 16 % zu
isolieren sein.!**

Fiir den ersten Schritt wurde eine Apparatur zur Verflissigung von Ammoniak gebaut, bei der das
Ammoniakgas aus Ammoniumchlorid und konzentrierter, wassriger Natronlauge (30% w/w)
hergestellt und in den Reaktionskolben geleitet wurde. Dort wurde das Gas mit einer Mischung aus
flissigem Stickstoff und isoPropanol (AuRentemperatur -40 —-50 °C) gekdiihlt, anschlieend wurde aus
einem Tropftrichter das zuvor hergestellte Carbonsaurechlorid in abs. Toluol tropfenweise zugegeben.
Mit der beschriebenen Reaktionsapparatur konnte nicht ausreichend Ammoniak fiir die Reaktion
kondensiert werden, bei der Reaktion entstand ein komplexes Reaktionsgemisch. Von weiteren
Versuchen zur Verflissigung von Ammoniak wurde abgesehen. Stattdessen wurde das Hex-5-enamid
nach einer Literaturvorschrift hergestellt, die sich fiir das Pent-4-enamid bewéhrt hat.[“®! Dazu wurde
die 5-Hexensdure in abs. Toluol vorgelegt, Oxalylchlorid in abs. DMF bei 0°C zugetropft und
anschlieRend der Ansatz bei Raumtemperatur geriihrt. Das nach dem Einengen erhaltene Saurechlorid
wurde in abs. THF aufgenommen und zur eisgekiihlter, wassriger 25 %iger Ammoniaklsung
zugetropft. Nach der Aufreinigung wurden 85 % des Hex-5-enamids erhalten. Die Einfihrung der
Phenylthio-Gruppe am Stickstoffatom gelang wie zuvor geplant nach der Vorschrift von Li et al.,[*%
wobei nur die Halfte der Literaturausbeute erreicht wurde (22 %). Das fiir den dritten Schritt der
Synthese bendtigte Tri-n-bytylzinndeuterid wurde von beiden Anbietern aus dem Verkauf genommen
und musste synthetisiert werden. In der Literatur waren zwei Synthesemaoglichkeiten fir Tri-n-
bytylzinndeuterid beschrieben, aus Tri-n-butylzinnchlorid und Lithiumaluminiumdeuterid sowie aus
Bis(tri-n-butylzinn)oxid und Natriumbordeuterid, es wurde die zweite Option ausgewahlt, da
Natriumbordeuterid glinstiger erhaltlich war. Das Bis(tri-n-butylzinn)oxid wurde nach der Vorschrift in
abs. Ethanol vorgelegt und Natriumbordeuterid bei 0°C zugegeben, nach dem Auftauen auf
Raumtemperatur wurde noch fiir 1 h geriihrt.**! Nach einer Kugelrohrdestillation konnten 87 % des
Tri-n-bytylzinndeuterids erhalten werden. Das in Chloroform-d aufgenommene *H- und *C-NMR-
Spektrum von Tri-n-bytylzinndeuterid stimmte nicht mit der Literatur Uberein, weil das in der
Publikation genannte Spektrum vom Zersetzungsprodukt, dem Tri-n-butylzinnchlorid, stammte. Es hat
sich gezeigt, dass die Zersetzung von Tri-n-bytylzinndeuterid in Chloroform-d zum Tri-n-
butylzinnchlorid innerhalb von wenigen Stunden stattfindet, d.h. die Probe muss so schnell wie
moglich nach dem Ansetzen vermessen werden oder inertes, nicht Chlorhaltiges Losungsmittel wie
Benzol-de oder Aceton-ds verwendet werden. Die Identitit des Produktes konnte mit dem 2H-NMR-
Spektrum bestatigt werden, welches ein Signal bei 4.74 ppm zeigte. Im dritten und letzten Schritt sollte
das N-(Phenylthio)hex-5-enamid in einer radikalischen Reaktion mit Tri-n-bytylzinndeuterid nach der
Vorschrift von Li et al. cyclisiert werden.[* Bei der Reaktion ist ein sehr komplexes Reaktionsgemisch
entstanden, eine GC-MS-Messung bestétigte die Bildung von 7-endo-trig- (e-Caprolactam-6-d;) und 6-
exo-trig-Cyclisierungsprodukt. Es gelang jedoch nicht das Produkt mittels Sdulenchromatographie zu
isolieren, die beiden Produkte zeigten zu ahnliche R-Werte, deswegen wurde Syntheseweg nicht
weiterverfolgt und ein neuer Syntheseweg zur Darstellung von e-Caprolactam-d, verfolgt (siehe
Schema 12).

Synthese von e-Caprolactam-d.

Die Synthese von *°N-markiertem e-Caprolactam ist literaturbekannt,®® diese wurde als erstes mit
unmarkierten Edukten durchgefiihrt, um die Ausbeuten der einzelnen Schritte zu bestimmen. Das &-
Caprolactam konnte in zwei Schritten ausgehend von Cyclohexanon erhalten werden. Im ersten Schritt
wurde Cyclohexanon mit Hydroxylaminhydrochlorid unter basischen Bedingungen zum
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Cyclohexanonoxim umgesetzt, nach einer Extraktion wurden 98 % des Produktes erhalten. Das
Cyclohexanonoxim wurde in der Folgestufe einer sdurekatalysierten Beckmann-Umlagerung
unterworfen, die saure Losung des Eduktes wurde fiir 2 min bei einer Innentemperatur von 120 bis
125 °C erhitzt. Das Rohprodukt wurde neutralisiert, extrahiert und der eingeengte Riickstand mittels
Kugelrohr destilliert, es wurden 93 % des e-Caprolactams erhalten. Nachdem die Ausbeuten bestimmt
wurden, wurde die isotopenmarkierte Verbindung synthetisiert. Da es eine literaturbekannte
Vorschrift fiir die Deuterierung von Cyclohexanon an den a-CH,-Gruppen gab,®* wurde dieses Substrat
als Ausgangsstoff ausgesucht, der Syntheseweg ist in dem Schema 12 dargestellt.

a
NH,OH*HClI  — ND,OD*DCI

0 L “Dfﬁ

48 % 86 %

91 %

Schema 12: Der Syntheseweg zum e-Caprolactam-ds (27) ausgehend von Cyclohexanon. Reagenzien und
Reaktionsbedingungen: a) 3 x (D20, 80 °C, 1.5 h); b) K,COs, D20, Riickfluss, 2 d 16 h; c) Na,COs, D20, RT; d)
D2S04/D20, 140 °C, 20 min, NHs(aq), H20, 0 °C.

Das Cyclohexanon-d, (25) wurde nach einer Vorschrift von Pellicciari et al. synthetisiert?®, wobei die
Literaturausbeute von 95 % nicht erreicht werden konnte. Bei dieser Reaktion wurden vier a-Protonen
in einer basischen Austauschreaktion mit schwerem Wasser ausgetauscht. Obwohl das Cyclohexanon
erst bei 156 °C siedet, hat es eine relativ hohe Verdunstungszahl von 40 (Diethylether = 1), d.h. dass
dasselbe Volumen an Cyclohexanon nur 40-mal mehr Zeit zur Verdunstung benétigt wie das Volumen
an Diethylether. Das flihrte zu Problemen bei der Aufarbeitung, die aus einer Extraktion mit
Diethylether, Einengen der Losung am Rotationsverdampfer und einer anschlieRenden
Kugelrohrdestillation besteht. Um die Reaktionsfiihrung effektiver zu gestalten, wurde der
Diethylether durch das flichtigere nPentan als Extraktionslosungsmittel ersetzt. Das Cyclohexanon-d,
(25) wurde in einer Ausbeute von 48 % erhalten. Da die a-CD,-Gruppen erst im Produkt nicht
austauschbar sind, wurden die zwei Folgestufen mit deuteriummarkierten Losungsmitteln und
Reagenzien durchgefiihrt. Das deuteriummarkierte Hydroxylaminhydrochlorid wurde nach einer
literaturbekannten Vorschrift hergestellt,®? dabei wurde das Hydroxylaminhydrochlorid in D,0 gelést,
flir 20 min bei 80 °C geriihrt bis eine klare Losung entstand und das Uberschiissige DO am
Rotationsverdampfer entfernt. Diese Auschtauschreaktion wurde dreimal durgefiihrt und das Produkt
flir mehrere Stunden im Feinvakuum getrocknet. Das so hergestellte Reagenz wurde fiir die Reaktion
zum Cyclohexanonoxim-d, (26) verwendet. Diese Reaktion wurde nach einer Vorschrift von Glans und
Hartfield®™® durchgefiihrt, mit der Ausnahme, dass hier ein deuteriummarkiertes anstatt eines **N-
markierten Hydroxylaminhydrochlorids verwendet wurde, das Produkt konnte in 86 %iger Ausbeute
erhalten werden. In der letzten Stufe wurde das Cyclohexanonoxim-d, (26) mit D,SO4/D,0 anstatt von
H,S04/H,0 fiir 20 min bei einer Innentemperatur von 120 bis 123 °C erhitzt, die Zielverbindung 27
wurde nach der Aufarbeitung in einer Ausbeute von 91 % erhalten, die Gesamtausbeute der Synthese
lag bei 38 %.

Die Identitit von e-Caprolactam-ds (27) konnte mittels Kernresonanzspektroskopie (*H, 3C-NMR) und
Massenspektrometrie (GC-MS) bestatigt werden (siehe Abschnitt 11.3).
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L3.2.2 Synthese von Di- und Tri-e-Aminocapronsdure
Synthese von Di- und Tri-6-Aminohexansdure

Im ersten Versuch zur Synthese der Di- und Tri-6-Aminocapronsdure wurde eine literaturbekannte
Methode der gemischten Anhydride getestet.>3! Diese beinhaltet Einfiihrung der Benzyloxycarbonyl-
Schutzgruppe (Cbz-Schutzgruppe) am N-Terminus der 6-Aminocapronsdure, Umsetzung mit
Chlorameisensaureisobutylester zum gemischten Anhydrid, eine anschliefende Kupplung mit dem
Natriumsalz von 6-Aminocapronsadure zum linearen Dimer sowie Entfernung der Schutzgruppe.

Die kommerziell erhiltliche Cbz-e-Aminocapronsaure wurde im ersten Teilschritt der Reaktion mit
Chlorameisensaureisobutylester/Triethylamin in absolutem Tetrahydrofuran behandelt. Zu dem so
hergestellten, gemischten Anhydrid wurde bei -20 °C (Badtemperatur) eine alkalische Losung der &-
Aminocapronsaure zugetropft, welche zuvor aus e-Caprolactam in einer basischen Hydrolyse
dargestellt wurde. Die Cbz-di-e-Aminocapronsdure wurde in einer Ausbeute von 35 % erhalten, das
entspricht der Halfte der Literaturausbeute. Die Entfernung der Cbz-Schutzgruppe verlief ebenfalls in
zwei Teilschritten, im ersten wurde das Edukt mit Bromwasserstoff in Eisessig (33 %) versetzt und im
zweiten das entstandene Hydrobromidsalz mit konzentriertem Ammoniak (25 %) versetzt, um das freie
Amin der Di-e-Aminocapronsaure zu erhalten. Nach der Zugabe des Ammoniaks fiel ein Niederschlag
aus, der sich bald wieder l6ste und folglich nicht abfiltriert werden konnte. Der nach Entfernen der
Losungsmittel erhaltene Feststoff, der unter anderem aus dem Produkt und Ammoniumsalzen bestand
wurde mehrmals aus Aceton umkristallisiert, konnte jedoch auf diese Weise nicht aufgereinigt werden.
Es wurde ein inhomogener weiler und gelber Feststoff erhalten, welcher laut
Dinnschichtchromatographie aus mehreren Verbindungen bestand. Da die Isolierung des Produktes
nicht gelang, wurde ein alternativer Syntheseweg verfolgt, welcher in dem Schema 13 und 14 gezeigt
ist.

Die Deuterierung in der Di- und Tri-6-Aminohexansdure soll aus dem zuvor hergestelltem
e-Caprolactam stammen, daher bot es sich an, bei der Synthese der unmarkierten Verbindung von
demselben Edukt auszugehen. Der erste Schritt beinhaltete die nukleophile Offnung des cyclischen
e-Caprolactams und der zweite die Einfihrung einer Boc-Schutzgruppe am N-Terminus der
Verbindung. In der ersten Testreaktion wurde das Edukt in einer verdiinnten Natronlauge geldst und
fuir eine halbe Stunde zum Sieden erhitzt,®3 zu dem entstandenen Natriumsalz der Aminohexansiure
wurde aus einem Tropftrichter Di-tert-Butyloxycarbonat (Boc;0) in absolutem Tetrahydrofuran bei
0 °C zugetropft und zur Vervollstandigung der Reaktion fiir 24 h bei Raumtemperatur geriihrt.* Nach
einer Extraktion wurden 76 % der Boc-6-Aminohexansaure (28) erhalten. Die nachsten zwei Schritte
des alternativen Syntheseweges fiir die Di- (31) und Tri-6-Aminocapronsaure (34) wurden nach einer
Literaturvorschrift® durchgefiihrt. Die Boc-6-Aminocapronsdure wurde zur Aktivierung der
Carbonsauregruppe mit N-(3-Dimethylaminopropyl)-N‘-ethylcarbodiimid-hydrochlorid (EDC-HCI) zum
O-Acylisoharnstoff-Intermediat umgesetzt, welches dann spontan mit dem N-Hydroxysuccinimid zum
NHS-Ester 29 reagierte. Bei der Reaktion entstand ein Harnstoff-Derivat als Hydrochloridsalz, welches
sich aus der Reaktionsldsung als braunes Ol abschied. Der NHS-Ester 29 wurde mit einer weiteren -
Aminocapronsdure gekuppelt, wobei die Boc-Di-6-Aminocapronsaure (30) in einer 87 %iger Ausbeute
entstand. In der Literatur wurde die Boc-Schutzgruppe mit Trifluoressigsdure/Wasser (1:1, v/v)
entfernt, wobei das Trifluoracetat der Di-e-Aminocapronsiure enstand. Bei vorliegender Synthese
wurde anstatt des Trifluoracetats das Hydrochlorid hergestellt. Die Entschiitzung zum Hydrochlorid
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des Dimers 31 wurde mit einem selbsthergestellten Reagenz, dem Chlorwasserstoffgas in Ethylacetat,
durchgefihrt. Die Darstellung des Reagenzes gelang durch das Entwassern von konzentrierter
Salzsdure mit Calciumchlorid und Einleiten des Gases in Ethylacetat.
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6 28
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¢ o) H\/\/\)(J)\ N
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29
H 0
d o NWJ\ OH
29 >f e H/\/\/Y
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0
e +
30 C_;l HSN\/\/\)J\N/\/\/\[(OH
96 % H S

Di-Ahx-HCI (31)

Schema 13: Der Syntheseweg zum Di-6-Aminocapronsaurehydrochlorid (31) ausgehend von e-Caprolactam.
Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) 4 M NaOHaq, 0.5 h, Riickfluss; b) 0.5 M NaOHaq, Boc20 in abs. THF,
0 °C = RT, 24 h; c) N-Hydroxysuccinimid, EDC-HCI, abs. CH2Cl;, RT, 17.5 h; d) 6-Aminohexansaure, abs. NEts, abs.
DMF, RT, 18.5 h; e) HClg in abs. EtOAc, RT, 6.5 h.
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Schema 14: Der Syntheseweg zum Tri-6-Aminocapronsaurehydrochlorid (34) ausgehend von N-Boc-di-e-
Aminocapronsaure (30). Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) N-Hydroxysuccinimid, EDC-HCI, abs. CH2Cla,
RT, 17.5 h; b) 6-Aminocapronsaure, abs. NEts, abs. DMF, RT, 18 h; c) HCl(g) in abs. EtOAc, RT, 6 h.
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Das Zwischenprodukt 30 wurde ebenfalls zur Synthese des Hydrochlorids der Tri-6-Aminocapronsdure
(34) eingesetzt, indem die Reaktionssequenz zur NHS-Esterbildung, Kupplung mit einer weiteren e-
Aminocapronsdure und anschlieBender Entschiitzung wiederholt wurde. Bei der Synthese des Dimers
31 ergab sich eine Gesamtausbeute von 56 %, das Trimer 34 konnte aufgrund hoherer Anzahl von
Reaktionsschritten in einer Gesamtausbeute von 41 % erhalten werden.

L3.2.3 Synthese von isotopenmarkierter Di-und Tri-6-Aminocapronsdure
Synthese der isotopenmarkierten 6-Aminohexansdure-Derivate

Die Synthese der isotopenmarkierten 6-Aminohexansaure-Derivate gelang ausgehend von dem
cyclischen Monomer. Das e-Caprolactam ist eine Vorstufe des Polymers, des Polyamids 6, welches in
der ring6ffnenden Polymerisation entsteht. Um eine Polymerisation zu unterdriicken, musste, dhnlich
wie bei den BADGE-BPA-Derivaten, Schutzgruppen gearbeitet werden. Hierfliir wurde die tert-
Butoxycarbonyl-Schutzgruppe  (Boc-Schutzgruppe) ausgesucht, welche unter basischen
Reaktionsbedingungen stabil ist.
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D o)
27
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Di-Ahx-HCl-d4 38)

Schema 15: Der Syntheseweg von Di-Ahx-HCl-ds (38) ausgehend von e-Caprolactam-das (27). Reagenzien und
Reaktionsbedingungen: a) 4 M NaOD in D20, Riickfluss, 0.5 h; b) 0.5 M NaOD in D20, Bocz0 in abs. THF, 0 °C »
RT, 18.5 h; c) N-Hydroxysuccinimid, EDC-HCI, abs. CH2Cl2, RT, 18 h; d) 6-Aminohexansaure, abs. NEts, abs. DMF,
RT, 19 h; e) HCl(g) in abs. EtOAc, RT, 4 h.

Die Darstellung des Hydrochlorids der Di-6-Aminohexansaure-d, (38) (Di-Ahx-HCl-d,) ist im Schema 15
zusammengestellt. Wie bei der Synthese der nicht markierten Verbindung 31 waren die ersten beiden
Schritte eine basische Hydrolyse des e-Caprolactams und eine anschlieende Einflihrung einer Boc-
Schutzgruppe an der Aminofunktion. Diese Reaktionsbedingungen wurden auf das isotopenmarkierte
e-Caprolactam 27 angewandt. Die Analyse des Produktes mittels H-NMR-Spektroskopie zeigte einen
partiellen Austausch der Deuteriumatome am a-Kohlenstoffatom zur Carboxylgruppe, daher wurde
die Reaktion mit Natriumdeuteroxid in Deuteriumoxid durchgefiihrt.

Die Aktivierung der Carbonsauregruppe von Boc-6-Aminohexansaure-ds (35) sowie die Kupplung zur
Boc-di-6-Aminohexansiure-ds (37) wurden nach einer Vorschrift von Huang et al.’®! durchgefiihrt.
Dabei wurde die Boc-geschiitzte 6-Aminosdure-ds 35 mit N-(3-Dimethylaminopropyl)-N‘-
ethylcarbodiimid-hydrochlorid (EDC-HCI) in eine reaktive Zwischenstufe tberfiihrt, die spontan mit N-
Hydroxysuccinimid zum Ester 36 abreagierte. Der Vorteil der Verwendung von EDC-HCI besteht darin,
dass das als Nebenprodukt entstehende Hydrochlorid des Harnstoff-Derivates nach der Extraktion in
der wassrigen Phase zurlickbleibt. Der Aktivester 36 konnte dann mit einer weiteren 6-
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Aminocapronsaure zu Boc-di-6-Aminohexansaure-d, (37) umgesetzt werden. Die Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe wurde mit einem selbsthergestellten Reagenz, dem Chlorwasserstoffgas in Ethylacetat,
durchgefihrt. Die als Hydrochlorid erhaltene Di-6-Aminohexansaure-d, (38) wurde ausgehend von
Cyclohexanon in einer Gesamtausbeute von 15 % erhalten.

Das deuterierte Trimer der 6-Aminohexansdure 41 wurde analog zum Dimer 38 synthetisiert (siehe
Schema 16), wobei das Boc-geschiitzte Dimer 37 als Ausgangsverbindung diente. Die Verbindung 37
wurde zum Succinimidyl-Ester 39 umgesetzt und mit einer weiteren 6-Aminohexansaure gekuppelt.
Nach dem Entfernen der Boc-Schutzgruppe bildete sich das Hydrochlorid der Tri-6-
Aminohexansaure-d, (41). Ausgehend von Cyclohexanon lag die Gesamtausbeute nach 9 Stufen bei
9 %.
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D D
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Tri-Ahx-HCI-d, (41)

Schema 16: Der Syntheseweg von Tri-Ahx-HCI-ds (41) ausgehend von N-Boc-di-6-Aminocapronsdure (37).
Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) N-Hydroxysuccinimid, EDC-HCI, abs. CHxCl,, RT, 17.5h; b)
6-Aminohexansaure, abs. NEts, abs. DMF, RT, 19 h; c) HClg in abs. EtOAc, RT, 3 h.

I.3.3 Reinheitsbestimmung der synthetisierten Referenzmaterialien

Der Einsatz der synthetisierten Verbindungen als Referenzmaterialien erforderte die Durchfliihrung der
Reinheitsbestimmung. Diese erfolgte mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie mit UV-
Detektion mit einer 100 %-Methode. Um die richtige Detektionswellenlange zu ermitteln, wurden UV-
Spektren der synthetisierten Verbindungen aufgenommen, die Ergebnisse sind in der Tabelle 5
zusammengestellt.

Fiir die BADGE-BPA-Derivate wurde eine Detektionswellenlange von 288 nm ausgewahlt. Fiir das e-
Caprolactam wurde eine sehr geringe Extinktion im gewahlten Wellenlangenbereich gemessen. Laut
der Literatur zeigt das e-Caprolactam im fernen UV-Bereich einen m — m’-Ubergang bei 196 nm
(gemessen in 1 x 10 molarer Lésung in Wasser)."® Daher wurden 210 nm als Messwellenldnge fiir die
Detektion des e-Caprolactams-d. ausgesucht, wobei es sich um eine maximal zuldssige
Messwellenlange handelt, bei der noch mit Methanol/Wasser-Gemischen als Laufmittel gearbeitet
werden kann. Die Di- und Tri-6-Aminohexansadure zeigten ebenfalls eine geringe Extinktion, was —
dhnlich wie bei e-Caprolactam — auf das Vorhandensein von nur einem Chromophor, namlich einer
Peptidbindung, zurickzufiihren ist. Daher wurde flir die Aminohexansaure-Derivate ebenfalls eine
Messwellenlange von 210 nm ausgesucht.
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Tabelle 5: Die UV- (Amax), Extinktionsmaxima (Emax) sowie die molaren Extinktionskoeffizienten (emax) der
synthetisierten Verbindungen und des gekauften Caprolactams (Die UV-Spektren wurden in einem
Wellenlangenbereich von 190 bis 400 nm aufgenommen).

Konzentration Losungs-

Verbindung [mol/] mittel Amax [NmM] Emax Emax [mol_cm]
BADGE-BPA 1765-10° 288 1.7804 1008
BADGE-BPA-d; 1.773 - 103 eFHems 288 1.7997 1015
BADGE-2BPA 1255-10° 289 1.8530 1476
BADGE-2BPA-d, 1.252 - 10° eFHems 289 1.8449 1473
BADGE-BPA-H,0 1756-10° 289 1.8047 1027
BADGE-BPA-H,0-d;  1.753 1073 eFHems 288 1.8027 1028
BADGE-BPA-HCl 1636-10° 288 1.8137 1108
BADGE-BPA-HCl-d;  1.666 - 10° eFHems 288 1.7992 1079
e-Caprolactam 8.749 - 103 MeCN 243 0.0495 5
g-Caprolactam-ds 8.534 - 1073 e-ems 243 0.0468 5
Di-Ahx-HCl 3.526 - 10° o 224 0.0149 4
Di-Ahx-HCl-ds 3.546 - 10° Zems 222 0.0158 4
Tri-Ahx-HCl 2.538 - 10° o 225 0.0178 7
Tri-Ahx-HCl-d4 2.538-10° Zems 224 0.0175 6

Die Reinheitsbestimmung erfolgte mittels HPLC-UV, wobei mit den zuvor bestimmten
Detektionswellenldngen gearbeitet wurde (fir Gerdateparameter siehe 11.1.2, fir Methodenparameter
siehe I1.2). Die Ergebnisse sind in der Tabelle 6 zusammengestellt.

Tabelle 6: Mittels HPLC-UV bestimmte Reinheiten der synthetisierten Verbindungen

Mittelwert der RSD

Verbindung Reinheit [%] Reinheit [%] (%]

96.0

BADGE-BPA 95.9 96.0 0.10
96.1
95.9

BADGE-BPA-d; 95.2 95.6 0.37
95.6
97.1

BADGE-2BPA 97.2 97.2 0.16
97.4
99.3

BADGE-2BPA-d; 99.1 99.2 0.12
99.1
97.4

BADGE-BPA-H,0 97.8 97.5 0.24
97.4
99.9

BADGE-BPA-H,0-d: 99.9 99.8 0.12
99.7
98.5

BADGE-BPA-HCI 98.1 98.3 0.21
98.2
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Tabelle 6: Fortsetzung

Mittelwert der RSD

Verbindung Reinheit [%] Reinheit [%] [%]

99.8

BADGE-BPA-HCI-d, 99.9 99.8 0.06
99.8
99.0

e-Caprolactam-d, 98.8 99.0 0.20
99.2
100

Di-Ahx-HCI 100 100.0 0.00
100
100

Di-Ahx-HCl-d4 100 100.0 0.00
100
97.6

Tri-Ahx-HCl 98.4 98.0 0.41
97.9
99.4

Tri-Ahx-HCl-d4 99.2 99.3 0.10
99.3

Die Reinheiten von Di- und Tri-Aminohexansdaure wurden zunachst aus methanolischen
Stammldsungen bestimmt, die erhaltenen Chromatogramme zeigten jedoch zwei Signale. Nach einer
NMR-spektroskopischen Untersuchung stellte sich heraus, dass sich die Verbindungen in Methanol zu
den Methylestern umsetzten. Die Bildung eines Esters ist unter sauren Bedingungen in wasserfreiem
Alkohol als Losungsmittel denkbar, dabei stammt die Sdure aus der Verbindung selbst, denn es handelt
sich um Hydrochlorid-Addukte. Die Reinheitsbestimmung der 6-Aminohexansdauren wurde erneut aus
einer wassrigen Stammlosung bestimmt, da die Bildung des Methylesters durch Wasser gehindert
wird.

Die Reinheit wurde als prozentualer Anteil der Peakflache der synthetisierten Verbindung bezogen auf
die Gesamtflache aller integrierten Peaks im Chromatogramm angegeben. Die Reinheiten aller
BADGE-BPA- und Aminohexansaure-Derivate liegen zwischen 95.6 % bei BADGE-BPA-d; und 100.0 %
bei Di-Ahx-HCl und Di-Ahx-HCI-d4. Die bestimmten hohen Reinheiten sind konsistent mit den NMR-
Spektren der Verbindungen. Insgesamt wurden sehr gute relative Standardabweichungen zwischen
0.00 und 0.41 % erzielt.

Aus den erhaltenen und im Abschnitt 1.4 vorgestellten Daten zur Charakterisierung der synthetisierten
Verbindungen mittels NMR-Spektroskopie, GC- bzw. ESI-MS, Diinnschichtchromatographie, HPLC-UV
und UV-Spektroskopie folgt, dass es sich um die gewlinschten Verbindungen handelt.

1.3.4 Uberpriifung der eingefithrten Markierung in den synthetisierten Verbindungen
und Bestimmung der Markierungsgrade

Zwecks Uberpriifung der Position der eingefiihrten Deuterierung wurden *H- und 2H-NMR-Spektren
der markierten Verbindungen aufgenommen und mit den Daten aus den *H-NMR-Spektren der nicht
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markierten Verbindungen verglichen. In Abbildung 2 werden exemplarisch die *H-NMR-Spektren von
Di-6-Aminohexansaure und Di-6-Aminohexansdure-d, gezeigt, die Spektren entsprechen
Tabelleneintrdagen 16 und 17 aus Tabelle 7. Vergleicht man die beiden Spektren, so fallt auf, dass die
Protonen H-1 und H-5 im Spektrum der markierten Verbindung fehlen, es erscheinen lediglich
Restprotonensignale. Da das 2H-NMR-Spektrum der markierten Verbindung bei den entsprechenden
chemischen Verschiebungen zwei breite Singuletts zeigt, die das integrale Verhaltnis zwei zu zwei
zeigen, konnte bestatigt werden, dass es sich um die gewlinschte Substanz handelt.

SpinWorks 4: 1H - 500 MHz C85
1H_zg30 DMSO {C:\Bruker\TopSpin3.2} Di-Ahx-HCI-d4/Di-Ahx-HClI

HHHHHH

0

b
vE9'E
—— S86'C
— 11L'C
I —00s¢C
- TA N4
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Abbildung 2: Gegeniiberstellung der H-NMR-Spektren von Di-6-Aminohexansiure (oben) und Di-6-
Aminohexansdure-ds (unten) in DMSO-ds/D20.

Die Daten zur Uberpriifung der Einfiihrung von Deuterierung wurden fiir alle synthetisierten
Verbindungen in der Tabelle 7 dargestellt. In der Tabelle wurden nur die Bereiche des H-NMR-
Spektrums zusammengestellt, die fir den Nachweis der Markierung relevant sind. Aufgrund von
Uberlagerungen der 'H- und 2H-Signale mit den L&sungsmittelsignalen war die Aufnahme aller
Spektren in einem Losungsmittel nicht moglich. Bei der Di- und Tri-6-Aminohexansaure wurden die 8-
Wertepaare, die im selben Losungsmittel aufgenommen wurden und somit miteinander verglichen
werden kdnnen, farblich gekennzeichnet. Den zusammengestellten Daten aus der Tabelle 7 kann
entnommen werden, dass die Einflihrung der Deuterierung bei allen Verbindungen an den
gewlinschten Positionen erfolgreich war, denn in allen 'H-NMR-Spektren der markierten
Verbindungen treten nur Restprotonensignale bei den entsprechenden §-Werten auf. Betrachtet man
beispielsweise das *H-NMR-Spektrum von BADGE-BPA (Eintrag 1) und BADGE-BPA-d; (Eintrag 2), so
fallt auf, dass sich die integrale Intensitdt von 1 bei BADGE-BPA auf 0.022 (Restprotonensignal) bei
BADGE-BPA-d; verringert hat, wobei sich die Lage des Multipletts geringfligig zu hoheren §-Werten
verschoben hat. Das Auftreten eines breiten Singuletts bei 4.35 ppm im 2H-Spektrum von BADGE-BPA-
d: (Eintrag 3) beweist das Einflihren der Deuterierung an der gewiinschten Position. Die Hochfeld-
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Verschiebung (zu geringeren §-Werten) der Signale im Spektrum der markierten Verbindung im
Vergleich zum Spektrum der nicht markierten Verbindung wurde auch in dem 3C-Spektrum von Di-6-
Aminohexansaure-d, beobachtet (siehe Erlauterung zum 3C-Spektrum von Di-6-Aminohexansaure-d,
im Abschnitt 11.3). Vergleicht man die §-Werte aus den H-NMR-Spektren von nicht markierten
Verbindungen mit denen von markierten Verbindungen, erkennt man, dass die Hochfeld-Verschiebung
bei markierten Verbindungen der Aminohexansaure-Derivate im Vergleich zu den BADGE-BPA-
Derivaten groRer ausfallt. Das liegt daran, dass das Ausmal der Hochfeld-Verschiebung proportional
zu der Anzahl der eingefiihrten Deuteriumatome ist, hier zwei Deuteriumatome bei Aminohexansaure-
Derivaten versus ein Deuteriumatom bei BADGE-BPA-Derivaten. Weiterhin konnte bei vielen
markierten Verbindungen eine Vereinfachung des *H-NMR-Spektrums in Bereichen der Protonen, die
direkt mit einem Deuteriumatom benachbart sind, beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
Beispielsweise wurde die mit Proton benachbarte OH-Gruppe im !H-NMR-Spektrum von
BADGE-BPA-H,0 als Dublett beobachtet (Kopplung mit einem weiteren Proton), die mit Deuterium
benachbarte OH-Gruppe im *H-NMR-Spektrum von BADGE-BPA-H,0-d; zeigte dagegen ein Singulett
(kein Kopplungspartner, da Deuterium eingefiihrt).

Tabelle 7: Vergleich der *H-Signallagen in Spektren der unmarkierten mit *H- und 2H-Signallagen der markierten
Verbindungen (Alle 2H-NMR-Spektren wurden bei 77 MHz aufgenommen).

. .. Chemische .
Ein- Verbindung Losyngs— Verschiebung Integr.aIfe Mu.lt.l._ Zuordnung
trag mittel Intensitdt plizitat
6 [ppm]
1 BADGE-BPA CDCl; H: 4.39-4.32 1H m —CH,-CH(OH)-CH,—
2 L ADGEBPA. CDCls H: 4.37-4.34 0.022H m —CH,-CH(OH)-CH,—
3 ds igcc'f/ 2H: 4.35 1D brs  —CH,-CD(OH)-CH,—
3
4  BADGE-2BPA CDCls H: 4.39-4.35 2H m 2x (_CCH;'%(OH)'
—
2 X (~CH,-CH(OH)-
1y. _ ~
5  sapcEogpa.  CPCh H: 4.39-4.34 0.048H m CH)
d; CHCl3/ N 2 X (—CH,-CD(OH)-
6 sy H: 4.35 2D brs CH)
7 BADﬁE('jBPA Aceton-ds  ‘H:4.32-4.27 1H m —CH,-CH(OH)-CH,—
‘2
8 BADGE.gpa  _Aceton-ds  'H:4.30-4.26 0.072H m —CH,-CH(OH)-CH,—
9 ‘H20-d1 Ai;i:;”é 2H: 4.28 1D brs  —CH.-CD(OH)-CH,—
-Ue
10 BAD_E"E'IBPA Aceton-ds  ‘H:4.32-4.27 1H m —CH,-CH(OH)-CH,—
11 oapcpaps _Aceton-ds  'H:4.32-4.27 0.044H m —CH,-CH(OH)-CH,—
12 ‘HCl-d A’Z‘ig‘:\”é °H: 4.28 1D brs  —CH,-CD(OH)-CHa—
-Ue
H: 2.46-2.44 2H m —CH,-CO-
13 ct CDCls 3.21-3.17 2H m —CH,-NH—
1H: 2.43-2.40 0.083H m —CH,-CO-
14 L CDCls 3.18-3.14 0.085H m —CH,-NH—
- N CHCl3/ 2H: 2.42 2D brs —CD,-CO-

CDCl; 3.17 2D brs —CD,-NH-
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Tabelle 7: Fortsetzung

Ein- Losungs- Chemische Integrale  Multi-
Verbindung . & Verschiebung 8 . - Zuordnung
tra mittel Intensitat plizitat
5 [ppm]
. DMSO- H:2.04 2H t —CH,-CONH-
16 DiAlcHC b0 273 2H t CIH3N*-CH,—
17 DMSO- 1H:2.02 0.127H t —CH,-CONH-
de/D20 2.73 0.157H t CI'H3N*-CHo—
. 1H:2.26 0.119H t —CH,-CONH-
18 DirAhcHCHds D0 3.00 0.137H t CIHsN*-CH,—
2H:2.21 2D brs —CD,-CONH-
19 H20/D;0 2.96 2D brs CI'HsN*-CD,—
. DMSO- 1H: 2.04 2H t —CH,-CONH-
20 TrirAheHC 4 h 0 273 2H t CI'HsN*-CH,—
1 DMSO- H:2.02 [al fa] —CH,-CONH-
de/D,0 2.71 0.085H t CI'H3N*-CHo—
. H: 2.26 ] fl —CH,-CONH-
22 Tri-Ahx-HCl-d4 D0 3.00 0.139H ; CIHN*-CHy—
2H: 2.20 2D brs —CD,-CONH-
H,0/D =2
23 20/D:0 2.96 2D brs CI'HsN*-CD,~

[a] Die Peaklage und Multiplizitit konnten wegen Uberlagerung mit einem anderen Signal nicht bestimmt
werden.

Die Markierungsgrade wurden aus den H-NMR-Spektren der markierten und nicht markierten
Verbindungen bestimmt. Bei der hier vorgestellten Methode wurde das Restprotonensignal auf ein
normiertes Protonensignal im selben Molekil bezogen, es musste also kein weiterer Standard
hinzugegeben werden. Das Verhaltnis vom Restprotonensignal zum Referenzsignal im Spektrum der
markierten Verbindung wurde um das Verhiltnis der Signale im Spektrum der unmarkierten
Verbindung korrigiert. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass beim Integrieren auch dieselben
Verunreinigungen bericksichtigt werden, die das Ergebnis sonst verfdlschen kénnten. Dies war
moglich, da sowohl die markierte als auch nicht markierte Verbindung unter gleichen
Reaktionsbedingungen synthetisiert wurden und somit von gleichen Nebenprodukten ausgegangen
werden konnte. Unter Berlicksichtigung des Verhaltnisses der Signale im Spektrum der unmarkierten
Verbindung ergibt sich folgende Gleichung fiir den prozentualen Markierungsgrad an der Position i:

1 i'N 1 Ny i
%(D/H)L — (1 __ !RPSi"VRefm ‘Ref,u u,L) * 100 % (1)
IRef,m'NRPS,L' Iu,i'NRef,u

Fur die Berechnung der Markierungsgrade an der Position i werden folgende GréRen aus dem *H-NMR-
Spektrum der markierten Verbindung bestimmt:

Iges, m: Integral des Referenzsignals,

Ngefm: Anzahl der Protonen, die das Referenzsignal erzeugen,

Igps ;: Integral des Restprotonensignals an der Position i,

Ngps i: Anzahl der Protonen, die das Signal an der Position i erzeugen.

Folgende GréRen werden aus dem *H-NMR-Spektrum der nicht markierten Verbindung bestimmt:
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Iges, u: Integral des Referenzsignals,
Ngefs: Anzahl der Protonen, die das Referenzsignal erzeugen,

I,, ;: Integral des Signals an der Position i (die chemische Verschiebung dieses Signals entspricht
der chemischen Verschiebung des Restprotonensignals im Spektrum der markierten Verbindung),

N, ;: Anzahl der Protonen, die das Signal an der Position i erzeugen.

Als Referenzsignal wird im Spektrum der markierten und unmarkierten Verbindung dasselbe Proton
herangezogen, so dass Ngefm und Npery sowie Iper o und Iger o, gleich sind. Die Gleichung
vereinfacht sich zu:

%(D/H);= (1 — EestNuiyx 100 o4 (2)
Iy,i'NRps,i

Die Spektren der markierten und unmarkierten Verbindungen wurden in einer Dreifachbestimmung
gemessen. Die Datenauswertung erfolgte mit dem Programm Spinworks 4.2.5, die Vorgehensweise
der Auswertung fir die Spektren der markierten Verbindungen soll hier kurz vorgestellt werden. Die
Daten wurden einer Fourier-Transformation unterzogen und die Signale auf das Losungsmittelsignal
kalibriert. Als Nachstes wurden 15 Basislinienpunkte im Bereich des Referenzsignals Ref, m und des
Restprotonensignals RPS,i ausgewdhlt und das Verfahren der kleinsten Quadrate zur
Basislinienkorrektur angewandt. Das ausgewahlte Referenzsignal Ref, m wurde integriert (Iges, m)
und auf eine ganzzahlige Zahl der Protonen, die das Signal Ng, ,, erzeugen, normiert. Danach wurde
das Restprotonensignal integriert (Igps;). Die Integration erfolgte ohne 13C-Satelliten-Signale, in
beiden Spektren im gleichen &-Wertebereich und auf vier Nachkommastellen genau. Das Spektrum
der nichtmarkierten Verbindung wurde analog dazu ausgewertet. Die erhaltenen Werte wurden in
Gleichung 2 eingesetzt und der Markierungsgrad in Prozent an der markierten Position i ausgerechnet.
Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 8: Mit der Gleichung 2 und 3 bestimmte Markierungsgrade

Verbindung _ RSD
Messung nicht markiert isotopenmarkiert %(D/H); % (D/H), [%]
BADGE-BPA BADGE-BPA-d;
[u IRPS
1 1.046 0.025 97.61
2 1.047 0.019 98.19 97.80 0.28
3 1.046 0.025 97.60
(mit N, = 1.000) (mit Npps = 1.000)
BADGE-2BPA BADGE-2BPA-d;
[u IRPS
4 2.004 0.048 97.60
5 1.998 0.048 97.60 97.60 0.00
6 1.988 0.047 97.59
(mit N, = 2.000) (mit Npps = 2.000)
BADGE-BPA-H,0 BADGE-BPA-H,0-d,
Iy Irps
7 1.047 0.072 93.12
8 1.031 0.080 92.24 92.78 0.41
9 1.038 0.073 92.97




1.3 Ergebnisse 33
Tabelle 8: Fortsetzung
Verbindung _ RSD
Messung nicht markiert isotopenmarkiert %(D/H)i - %(D/H), [%]
(mit N, = 1.000) (mit Ngps = 1.000)
BADGE-BPA-HCI BADGE-BPA-HCl-d,
Iu [RPS
10 1.020 0.054 94.71
11 1.020 0.055 94.61 94.68 0.05
12 1.020 0.054 94.71
(mit N, = 1.000) (mit Ngps = 1.000)
CL CL-d,
Iy, -cH,-NH- Irps,-cH,-NH-
13 1.996 0.142 92.89
14 1.999 0.145 92.75 92.82 0.06
15 2.002 0.144 92.81
(mit N, = 2.000) (mit Ngps = 2.000)
Iy, -cH,-co- Irps,-cH,-cO-
16 1.986 0.139 93.00
17 1.986 0.136 93.15 S;?;gg{ 0.07
18 1.984 0.138 93.04 ’
(mit N, = 2.000) (mit Ngps = 2.000)
Di-Ahx-HCI Di-Ahx-HCl-d4
Iu,CL—H3N+-CH2- IRPS,Cl_H3N+-CH2—
19 1.994 0.157 92.13
20 1.994 0.164 91.72 91.93 0.18
21 1.994 0.161 91.93
(mit N, = 2.000) (mit Ngps = 2.000)
ly,-cH,-CONH- Irps,-cH,-CONH-
22 2.032 0.127 93.75
23 2.033 0.131 93.55 ?3?(’5((55[56{ 0.09
24 2.032 0.129 93.65 )
(mit N, = 2.000) (mit Ngps = 2.000)
Tri-Ahx-HCI Tri-Ahx-HCl-d,
Iu,Cl_H3N+—CH2— [RPS,Cl_H3N+—CH2—
25 2.019 0.179 91.13
26 2.025 0.213 89.48 90.13 0.79
27 2.027 0.207 89.79
(mit N, = 2.000) (mit Ngps = 2.000)
Ly, —cH,-CONH- Irps,-cH,-CONH-
28 1.945 ] 0.096 ! 95.06
29 1.9450! 0.106 ™! 94.55 ?311[75‘{ 0.22
30 1.948®! 0.103 1 94.71 ’

(mit N, = 2.000)

(mlt NRPS = 2000)

[a] Aus dem Verhiltnis der Signale im 2H-NMR-Spektrum bestimmter Markierungsgrad (berechnet mit Gleichung

3); [b] Da sowohl das unmarkierte Signal I, _cu,-conn- und das Restprotonensignal Igps,cH,-coNH- VON einer

weiteren CH2-Gruppe Uberlagert sind, konnte der Markierungsgrad an dieser Position nur ndaherungsweise

bestimmt werden. Es wurde angenommen, dass die Protonenzahl der (iberlagernden CH>-Gruppe exakt 2.000

betragt.

Vergleicht man die Markierungsgrade der BADGE-BPA-Derivate untereinander (Tabelle 8, Messungen

1 bis 12), erkennt man, dass das prozentuale Verhaltnis von Deuterium zu Wasserstoff beim
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BADGE-BPA-d; und BADGE-2BPA-d; am hdchsten ist. Das liegt daran, dass die Deuterierung im letzten
Reaktionsschritt eingefiihrt wurde. Der Deuterierungsgrad von 97.80 % bei BADGE-BPA-d; bzw.
97.60 % bei BADGE-2BPA-d, stimmt mit dem erwarteten Wert {berein, denn das fiir die Reaktion
eingesetzte Reagenz besald einen Markierungsgrad von 98 atom % D. Die Markierungsgrade bei
BADGE:BPA-H,0-d; und BADGE-BPA-HCI-d; sind kleiner als bei oben genannten Verbindungen, da sie
in einer zusatzlichen Stufe aus dem markierten Dimer synthetisiert wurden. Der geringfligige Verlust
der eingefiihrten Markierung ist auf die harschen Reaktionsbedingungen zurtickzufiihren. Vor allem
die Reaktion zum Hydrolyseprodukt, dem BADGE-BPA-H,0-d; erforderte stark saure Reaktions-
bedingungen, das spiegelt sich in einem niedrigeren Markierungsgrad wider.

Bei den Aminohexansdure-Derivaten (Tabelle 8, Messungen 13 bis 30) wurde die Markierung in der
ersten Stufe eingefiihrt, bis zum e-Caprolactam-ds, zur Di- und Tri-6-Aminohexansaure-d, folgten noch
zwei, sechs bzw. acht Stufen. Insgesamt konnten ab der Stufe des e-Caprolactams-d, trotz der
mehrstufigen Synthesewege keine groRen Verluste der eingefiihrten Markierung festgestellt werden.
Bei der Tri-6-Aminohexansdure-ds konnte der Markierungsgrad an der Position der —CD,-CONH-
Gruppe wegen der Uberlagerung mit einem anderen Signal nur ndherungsweise bestimmt werden. Fiir
diese Verbindung wurde ein neuer Ansatz zur Markierungsgradbestimmung entwickelt, bei dem das
2H-NMR-Spektrum zur Hilfe genommen wurde. Wenn der Markierungsgrad von mindestens einer der
Deuterium-haltigen Protonengruppe bestimmt werden kann (%(D/H);), so kann dieser Wert
zusammen mit dem Verhéltnis der Deuteriumatome aus dem 2H-NMR-Spektrum zur Berechnung des
Markierungsgrades von einer weiteren Deuterium-haltigen Protonengruppe ( %(D/H), )
herangezogen werden. Es ergibt sich folgender Zusammenhang:

%(D/H)p= 222 - %(D/H)y @)

Die Methode wurde fiir alle Aminohexansdure-Derivate angewandt und die erhaltenen Werte in der
Tabelle 8 mit [a] gekennzeichnet. Vergleicht man die Ergebnisse aller drei Verbindungen mit den
Ergebnissen der ersten Methode, so fallt auf, dass die mit Gleichung 3 bestimmten Werte groRe
Abweichungen gegeniiber den mit Gleichung 2 bestimmten Werten zeigen. Daraus folgt, dass die
Empfindlichkeit der zweiten Methode (Berechnung mit Gleichung 3) nicht gentigend war.

Betrachtet man die mit Gleichung 2 bestimmten Markierungsgrade, so liegen die Werte bei
BADGE-BPA-Derivaten zwischen 92.78 und 97.80 % und bei Aminohexansaure-Derivaten zwischen
90.13 und 94.77 %, die relativen Standardabweichungen liegen zwischen 0.00 und 0.79 %.

I.3.5 Stabilititsuntersuchungen der synthetisierten Referenzmaterialien

Als Erstes wurde die Stabilitdt der Reinsubstanzen in Methanol/Wasser-Gemischen untersucht. Der
Test sollte Auskunft tGber die Lagerstabilitat von verwendeten Stamm- und Arbeitsldsungen geben. Alle
Stabilitdtsuntersuchungen erfolgten mittels der HPLC-DAD (fiir Gerdteparameter siehe 11.1.2, fur
Methodenparameter I1.2). Die Reinsubstanzen wurden in Methanol/Wasser-Gemischen verschiedener
Zusammensetzung geldst und fiir 7 Tage entweder bei 4 °C (ohne Licht) oder Raumtemperatur
gelagert. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in der Abbildung 3 dargestellt, die Wiederfindungen
von allen Substanzen wurden in drei Gruppen und jede Gruppe in zwei Untergruppen untergeteilt.
Jede Gruppe entspricht einer getesteten Losungsmittelzusammensetzung, wobei der Wassergehalt
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von links nach rechts zunimmt. Eine Untergruppe bilden Wiederfindungen der Substanzen nach der
Lagerung fir 7 Tage bei einer getesteten Temperatur.

Wie man der Abbildung 3 entnehmen kann, zeigten alle BADGE-BPA-Derivate eine langsame
Zersetzung mit zunehmendem Wassergehalt im Gemisch. Dieser Effekt war vor allen bei BADGE-2BPA
sehr ausgepragt, nach einer Woche Lagerung bei 4 °Clagen die Wiederfindungsraten bei 100 % in einer
Losung mit einem Wasseranteil von 10 %, bei 90 % in einer Lésung mit einem Wasseranteil von 50 %
und bei 50% in einer Losung mit einem Wasseranteil von 99 %. Nach der Lagerung bei
Raumtemperatur zeigte das BADGE-2BPA eine Wiederfindung von 0% in allen untersuchten
Gemischen. Daraus lasst sich ableiten, dass wassrige Arbeitslosungen nur begrenzt haltbar sind. Die
Stammldsungen der BADGE-BPA-Derivate wurden in Methanol angesetzt und bei -20 °C gelagert.
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Abbildung 3: Stabilitdt der Reinsubstanzen in Methanol/Wasser-Gemischen nach 7 Tagen Lagerung.

Das e-Caprolactam zeigte in Methanol/Wasser-Gemischen unabhangig vom Methanolanteil niedrige
Wiederfindungsraten zwischen 7 und 30 %, es wird vermutet, dass die Verbindung unter diesen
Bedingungen hydrolysiert. Folglich wurden die Stammldsungen des e-Caprolactams in Acetonitril
angesetzt und bei -20 °C gelagert. Die Di- und Tri-6-Aminohexansduren zeigen nach einer Woche
Lagerung bei Raumtemperatur in 90 % Methanol und 10 % Wasser eine Wiederfindungsrate von 0 %,
unter allen anderen Lagerungsbedingungen lag die Wiederfindungsrate von Di-6-Aminohexansaure bei
100 % und von Tri-6-Aminohexansaure bei 0 %. Daraus resultiert, dass sich ein hoher Methanolanteil
im Gemisch negativ auf die Stabilitat der Oligomere von 6-Aminohexansauren auswirkt, dieser Effekt
ist bei der Tri-6-Aminohexansaure deutlich ausgepragter als bei der Di-6-Aminohexansaure. Diese
Ergebnisse sind konsistent mit den Beobachtungen, die bei der Reinheitsbestimmung gemacht
wurden, es konnte NMR-spektroskopisch nachgewiesen werden, dass in Methanol gel6sten 6-
Aminohexansauren zu den entsprechenden Methylestern abreagieren. Nun konnte gezeigt werden,
dass diese Reaktion auch bei einer 1%igen Methanol-Losung in Wasser eintritt. Daher wurden die
Stammldsungen der 6-Aminohexansauren in Wasser angesetzt und bei 4 °C gelagert. Fir die
Herstellung von Arbeitslésungen wurde entweder Wasser oder Acetonitril verwendet.

Die Abbildung 4 zeigt die Ergebnisse einer Modellstudie zur Stabilitdit der BADGE-BPA-Derivate in
Lebensmittelsimulanzien. Der Hintergrund der Studie war zu untersuchen, inwiefern die
synthetisierten Substanzen in Lebensmittelsimulanzien stabil sind und daraus auf die Stabilitat in
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Lebensmitteln mit unterschiedlichen Eigenschaften wie Alkoholgehalt, Aciditdat, hydrophiler oder
lipophiler Charakter zu schlieRen. Die Reinsubstanzen wurden fiir 7 Tage bei 4 °C (ohne Licht) und bei
Raumtemperatur gelagert. Als Medien dienten die von der Verordnung 10/20111 genannten
Lebensmittelsimulanzien, welche fiir die Prifung der Migration aus Kunststoffverpackungen festgelegt
wurden. Jede Lebensmittelsimulanz lasst sich einer Gruppe von Lebensmitteln zuordnen. Die
Lebensmittelsimulanzien A (10 Vol.-% Ethanol), B (3 Gew.-% Essigsaure) und C (20 Vol.-% Ethanol)
sollen Lebensmittel mit hydrophilen Eigenschaften und die Lebensmittelsimulanzien D1 (50 Vol.-%
Ethanol) und D2 (pflanzliches Ol) Lebensmittel mit lipophilen Eigenschaften reprisentieren.
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Abbildung 4: Stabilitat der Reinsubstanzen in Lebensmittelsimulanzien nach 7 Tagen Lagerung.

Betrachtet man die Ergebnisse der Stabilitat von BADGE-BPA-Derivaten bei Raumtemperatur in
Lebensmittelsimulanzien A, C und D1 (sinkender Wassergehalt), so stellt man fest, dass die Stabilitat
der Reinsubstanzen — analog zu vorheriger Untersuchung in Methanol/Wasser-Gemischen — mit
zunehmendem Wassergehalt abnimmt. Generell lasst sich sagen, dass die Lagerung in den
Lebenmittelsimulanzien bei 4 °C zu keinem oder geringem Abbau fihrt. Verluste konnten bei den
Lebensmittelsimulanzien B und D2 verzeichnet werden. Diese sind vermutlich bei dem
Lebensmittelsimulanz B auf die Aciditdt des Mediums und bei dem Lebensmittelsimulanz D2 auf
Reaktionen mit den Bestandteilen des Pflanzendls zuriickzufiihren. Alle BADGE-BPA-Derivate zeigten
nach einer Woche Lagerung bei Raumtemperatur in Lebensmittelsimulanz D2 einen Doppelpeak.
Aufgrund eines dhnlichen chromatographischen Verhaltens, kann angenommen werden, dass die
Zersetzungsprodukte eine verwandte Struktur aufweisen. Daraus folgt, dass es sich empfiehlt die zu
untersuchenden Proben bis zur Analyse kalt zu stellen, um einem Abbau der Analyten und moglichen
Reaktionen mit Probeninhaltsstoffen vorzubeugen. Zusammenfassend konnte mit dieser Studie
gezeigt werden, dass die die Stabilitdt der BADGE-BPA-Derivate unabhangig vom Alkoholgehalt, jedoch
abhdngig von der Aciditdit sowie von den hydrophilen bzw. lipophilen Eigenschaften der
Lebensmittelsimulanz war.
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1.3.6 Entwicklung der LC-MS/MS-Methode in hydrophilen Lebensmitteln
Tuning und FliefSinjektionsanalyse

Das Einmessen der synthetisierten unmarkierten und markierten Standards erfolgte in einer
geeigneten Konzentration mittels Direktinfusion in die ESI-MS/MS mit Hilfe einer Spritzenpumpe. Das
Tuning wurde fir alle Standards in Acetonitril und in Methanol als Losungsmittel durchgefiihrt, dabei
stellte sich heraus, dass die Lésungen der Analyten in Methanol deutlich intensivere Fragmente
lieferten. Von jedem Analyten wurden [M+H]*, [M+NH,4]* sowie [M+Na]*-Adduktionen untersucht. Die
[M+Nal*-Adduktionen der Analyten haben sich als sehr stabil erwiesen und lieferten keine
Fragmentionen. Die lonisierung der Ammoniumaddukte war fiir alle Analyten deutlich starker,
weshalb ausschlieBlich diese in der weiteren Methodenentwicklung verwendet wurden.

Tabelle 9: Ubersicht {iber die zwei bis vier intensivsten Fragmentionen der synthetisierten Standards

. Summen-
Analyt bzw.  Vorlaufer- . . R
. Fragment- formel Fragmentierungsvorschlage fiir die
Isotopen- ion . .
R ionen (berechnete synthetisierten Standards
standard [M+NH4]
Masse)
107.1 569.3
(107.1) : SRS 0
Cyclo-di- 107.6 CoH110*
¥ 586.3 135.4 ot Ho 2 oH
BADGE (135.1) 0 0 ‘
569.3 R O O
C36H4106 -
(569.3)
1351
CoH1,0*
(135.1)
135.4 C12H 1502+ 4753 =
BADGE 191.0 (191.1)
BPA >86.3 419.0 CorH3:04" SR
(0] CH
474.9 (419.2) HO{
C3oH3505* 4192 0
(475.3) ° oNie o
Ca7H30D04*
BADGE 5873 420.1 (420.2) o1
-BPA-d; 476.1 C30H34DOs*
(476.3)
C7H7O+ 107.1
(107.1) ’
106.9 C9H110+ o] O 0 OH
BADGE 814.4 135.2 (135.1) HO{ on 703.4
-2BPA ' 419.3 C27H3104" 0 ot o OH
el W sile
C45H5107+ 1351

(703.4)
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Tabelle 9: Fortsetzung

. Summen-
Analyt bzw.  Vorlaufer- . . R
. Fragment- formel Fragmentierungsvorschlage fiir die
Isotopen- ion . L.
R ionen (berechnete synthetisierten Standards
standard [M+NH4]
Masse)
C27H30D 04"
BADGE 816.4 420.3 (420.2)
-2BPA-d; ’ 705.3 CasHagD,07*
(705.4)
CoH1,0*
(135.1)
135.4 C12H1703*
BADGE 604.3 209.0 (209.1)+
‘BPA-H,0 419.0 C27H3104
493.0 (419.2)
CsoH3706" 1 .
(493.3) O O
BADGE CarHzDOS”
420.1 (420.2) a192
BPAd-HzO- 605.3 494.0 CagHaeDOG"
! (494.3)
CoH110*
(135.1)
135.4 C12H16CIO," =
BADGE 226.9 (227.1) o7
BPAHCI 622.2 419.1 CaH3104" ®lh®
511.0 (419.2) 9 oft
C30H35C|05+ HO{ s OH
(511.2) ) oA
Ca7H30D04*
BADGE 6232 420.0 (420.2) 71
‘BPA-HCI-d; 512.0 C30H3sDCIOs*
(512.2)

In der obenstehenden Tabelle wurden die beim Tuning erhaltenen zwei bis vier Fragmentionen
zusammen mit einer zugehorigen Summenformel und der berechneten Masse zusammengestellt.
Weiterhin wurde fiir jedes Fragmention ein Strukturvorschlag gemacht. Wie aus der Tabelle 9
hervorgeht, zeigt jeder Analyt fiir BADGE- bzw. Bisphenol A-Derivate charakteristische Fragmentionen:
m/z 107 und 135. Es fallt auf, dass im Gegensatz zum Cyclo-di-BADGE jedes der vier BADGE-BPA-
Derivate das Fragmention m/z 419.2 bildet. Dariiber hinaus besitzt jedes untersuchte BADGE-BPA-
Derivat ein charakteristisches Fragmention: m/z 475.3 (BADGE-BPA), m/z 703.4 (BADGE-2BPA), m/z
493.3 (BADGE-BPA-H,0) und m/z 511.2 (BADGE-BPA-HCl).

Die FlieRinjektionsanalyse (FIA) wurde wie das Tuning fir alle Analyten in Acetonitril und in Methanol
durchgefiihrt, auch hier lieferten die im Methanol gel6sten Analyten deutlich intensivere Fragmente.
Die bestimmten MS/MS-Parameter sind in den Tabellen 10 und 11 dargestellt.
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Tabelle 10: Bei der FlieRinjektionsanalyse ermittelte MS/MS-Parameter, Teil 1. Als Losungsmittel wurde

Methanol verwendet.

Analyt bzw. Optima

Isotopenstandard CUR IS TEM GS1 GS2 CAD
Cyclo-di-BADGE 30 5500 750/625 90/70 90/70 High/Medium
BADGE-BPA 30 5500  750/625 90/70 90/70 High/Medium
BADGE-BPA-d; 36.6/40 5500 400 67.5/90 45/67.5 Low/Medium
BADGE-2BPA 30 45152050/ 300/400 22.5/67.5 90/67.5 Medium/High
BADGE-2BPA-d; 30 5500  750/625 70/90 90/70 Medium/High
BADGE-BPA-H,0 30 5500 750/625 90/70 90/70 Medium/High
BADGE-BPA-H,0-d; 30 5500  750/625 90/70 90/70 High/Medium
BADGE-BPA-HCI 30 5500  750/625 90/70 90/70 High/Medium
BADGE-BPA-HCI-d; 30 5500 750/625 90/70 70/90 Low/Medium

gewahlte Parameter 30 550 625 90 90 High

Abkirzungen: CUR: Schutzgas; IS: lonisierungsspannung; TEM: Temperatur; GS1: Zerstdaubergas; GS2: Hilfsgas;
CAD: Kollisions-aktiviertes Dissoziationsgas.

Tabelle 11: Bei der FlieRinjektionsanalyse ermittelte MS/MS-Parameter, Teil 2

Analyt bzw. .
Massenlibergang m/z DP (V) EP (V) CE (V) CXP (V)

Isotopenstandard
. 586.3 — 135.4 [8] 51 10 43 4

Cyclo-di-BADGE
586.3 - 569.3 51 10 25 16
586.3 — 135.4 [8] 44 10 41 6

BADGE-BPA
586.3 - 419.0 44 10 27 16
BADGE-BPA-d; 587.3 - 420.1 96 10 26 10
814.4 — 135.2 @ 56 10 61 12
BADGE-2BPA

814.4 - 703.4 56 10 33 26
BADGE-2BPA-d, 816.4 — 705.3 1 10 31 20
604.3 —» 135.4 @ 49 10 53 4

BADGE-BPA-H,0
604.3 - 493.3 49 10 25 13
BADGE-BPA-H,0-d; 605.3 = 494.0 51 10 25 14
622.2 - 226.9 13 74 10 33 15

BADGE-BPA-HCI
622.2 > 511.0 74 10 25 17
BADGE-BPA-HCI-d, 623.2 - 512.0 56 10 25 10

[a] Quantifier-lonen. Abkiirzungen: DP: Declustering-Potential; EP: Eintrittspotential; CE: Kollisionsenergie; CXP:

Zellaustrittspotential.

Entwicklung einer HPLC-Methode

Nachdem die ESI-MS/MS-Parameter fur alle Verbindungen ermittelt wurden, wurde die

chromatographische Trennung der Substanzen optimiert. Das Cyclo-di-BADGE und das BADGE-BPA

sollten iber den Masssentlibergang 586.3 — 135.4 quantifiziert werden. Aus diesem Grund mussen die

beiden Analyten wahrend der chromatographischen Trennung eindeutig unterschieden werden

kénnen. Die Analyten lieferten eine bessere lonisierung in methanolischen Lésungen, daher wurde fiir

die chromatographische Trennung Methanol und Wasser verwendet. Zunachst wurde ein Gradient mit

50 % Methanol und 50 % Wasser im Startgradienten getestet, es folgte eine Erhohung des
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Methanolanteils innerhalb von 25 min von 50 auf 100 %. Die erzielten Ergebnisse wurden mit denen
eines Gradienten mit 75 % Methanol und 25 % Wasser im Startgradienten und einer Erhéhung des
Methanolanteils innerhalb von 25 min von 75 auf 100 % verglichen. Da der Gradient mit einem
Methanolanteil von 50 % im Startgradienten bessere Trennung von Cyclo-di-BADGE und BADGE-BPA
lieferte, wurde dieser fir die weitere Optimierung verwendet. Fiir diesen Gradienten wurden vier
verschiedene Sdulentemperaturen getestet: 25°C, 30 °C, 35°C und 40 °C. Die Auswertung der
Ergebnisse ergab, dass die Methode bei einer Sdulentemperatur von 35 °C die intensivsten Fragmente
lieferte. Da jedoch die Trennung von Cyclo-di-BADGE und BADGE-BPA im Vordergrund stand, bot sich
die Methode mit einer Sdulentemperatur von 40 °C besser an. Als Nachstes wurden bei dem
Gradienten Stufen mit unterschiedlichem Anstieg des Methanolanteils getestet. Somit konnte die
Trennung von Cyclo-di-BADGE und BADGE-BPA von anfangs 0.20 min auf 0.35 min optimiert werden.
Die chromatographische Trennung der Analyten und der Isotopenstandards in einer Konzentration von
jeweils 5 pg/L ist in der untenstehenden Abbildung gezeigt.
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Abbildung 5: Das extrahierte lonenchromatogramm (XIC) von vier BADGE-BPA-Derivaten, der zugehérigen
Isotopenstandards und Cyclo-di-BADGE (jeweils ¢ = 5 pg/L) im ESI (+) Modus. Abgebildet ist der Abschnitt
zwischen 11 und 26 min. Zuordnung der Analyten: 1: BADGE-BPA-H.0 + NH4* (m/z 604.3 — 135.4) und
BADGE-BPA-H20-d1 + NH4* (605.3 — 494.0); 2: BADGE-BPA + NH4* (m/z 586.3 — 135.4) und BADGE-BPA-d1 + NH4*
(587.3 = 420.1); 3: BADGE-BPA-HCI + NH4* (m/z 622.2 = 226.9) und BADGE-BPA-HCI-d1 + NH4* (623.2 = 512.0);
4: cis- und trans-Cyclo-di-BADGE (m/z 586.3 — 135.4); 5: BADGE:2BPA + NH4* (m/z 814.4 — 135.2) und
BADGE-2BPA-d2 + NH4* (816.4 — 705.3).

Weitere Gerdte- und Methodenparameter wurden in den Abschnitten 11.1.3 und II.2
zusammengestellt.
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I.3.7 Validierung der LC-MS/MS-Methode in hydrophilen Lebensmitteln

L3.7.1 Grundkalibrierung

Die Kalibriergeraden der BADGE-BPA-Derivate zeigten aufgrund der di-Isotopenmarkierung lGber den
untersuchten Konzentrationsbereich von 0.1 bis 100 pg/L eine Regressionsgerade zweiter Ordnung.
Fiir die Abweichungen von der Linearitat gibt es zwei Griinde. Betrachtet man das Analytsignal bei
einer Masse M + 1, so setzt sich die Signalintensitdt neben dem Analyten selbst aus dem nicht
markiertem Anteil des Isotopenstandards. Wie im Abschnitt 1.3.4. gezeigt, liegen die bestimmten
Markierungsgrade der BADGE:-BPA-Derivate zwischen 97.80 % fir BADGE-BPA-d; und 92.78 % fir
BADGE-BPA-H,0-d;, daraus folgt, dass die Isotopenstandards von BADGE-BPA-Derivaten einen Anteil
des Analyten enthalten, der je nach Derivat zwischen 2.20 und 7.22 % liegt. Ein weiterer Grund fiir die
Abweichungen von der Linearitit ist die spektrale Uberlappung des Restkohlenstoffsignals des
Analyten (1.1 % pro Kohlenstoffatom) bei einer Masse von M+1, die mit dem Molekiilpeakion des d:-
markierten Standards identisch ist. Der Anteil der spektralen Uberlappung der nicht markierten drei
BADGE:BPA-Derivate bei einer Masse M + 1 mit den Molekiilpeakionen der d;-markierten Derivate,
liegt bei 36 Kohlenstoffatomen bei ca. 40 %. Der Anteil der spektralen Uberlappung des nicht
markierten BADGE-2BPA bei einer Masse M + 2 mit den Molekiilpeakionen des d,-markierten Derivats,
liegt bei 52 Kohlenstoffatomen bei ca. 17 %. Aufgrund dessen wurde ein rechnerischer Ansatz von Bush
und Trager zur Linearisierung der Kalibrierfunktionen zweiter Ordnung®®”! angewandt. Dieser Ansatz
beruht auf einer Korrektur des Verhaltnisses der gemessenen lonenintensitdten der unmarkierten
Verbindung in der Probe zum verwendeten Isotopenstandard. Der Zusammenhang lautet:

Y= cA-:chs-l =b 'i_f ta (4)
mit ¢;g: molare Konzentration der isotopenmarkierten Verbindung, des Isotopenstandards; c4: molare
Konzentration der unmarkierten Verbindung, des Analyten; [: feste Fraktion des Isotopenstandards,
welche mit dem nicht markierten Analyten identisch ist; b: die Steigung aus der linearen Regression;
a: der Achsenabschnitt aus der linearen Regression; A;s: die eigentlich gemessene lonenintensitat der
markierten Verbindung bei einer Masse M + n; A,: die eigentlich gemessene lonenintensitat der
unmarkierten Verbindung.

Der Vorteil dieses Ansatzes gegeniiber anderen Ansatzen liegt darin, dass keine Annahmen Gber die
tatsichliche spektrale Uberlappung gemacht werden miissen, es werden die gemessenen
lonenintensitaten fiir die Kalibriergerade verwendet.®” Weiterhin handelt es sich um einen linearen
Zusammenhang und fiir die Nutzung der Gleichung in der Praxis missen nur drei Konstanten bestimmt
werden. Die Konstante [, welche die Uberlappung des Isotopenstandards mit dem Analyten in der
Probe beschreibt, kann bestimmt werden, indem das Spektrum des Isotopenstandards vor der
eigentlichen Messung aufgenommen wird.””! Die verbleibenden zwei Konstanten b und a kénnen aus
der linearen Regression bestimmt werden. P”'Der Ansatz von Bush und Trager wurde zusammen mit
drei anderen Ansdtzen zur Linearisierung der Kalibrierfunktionen zweiter Ordnung von Fay et al.
getestet, dabei stellte sich heraus, dass der Ansatz von Bush und Trager die geringsten
Variationskoeffizienten lieferte.l®



1.3 Ergebnisse 42

Fiir die Konzentration des Analyten in der Probe ergibt sich nach Umstellung der Gleichung 4:

Cis Ajs
—5 —=p-Lia (4)
Cy + Cis* l AA
Ars
as=b-7=+a)(catcs-)
Cis
CA + CIS " l = A—
JAgs
b A, +a
Cis 1
o= —F— —¢Csl=c¢g | —F——1 (5)
b Ais +a b Ais +a
Ay Ay
[a] 1,80
y =-0,1356x2 + 0,8287x + 0,3067
1,60 R2 = 0,9812 $
1,40
y =0,3539x + 0,6232
4 R? = 0,9099
< 1,20
<
<
1,00
0,80
$
0,60
0,45 0,95 1,45 1,95 2,45 2,95
ca/Cis
(b] 2,05
y = 1,8359x - 0,7779 .
1,75 R?=0,9949
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Abbildung 6: Gegenulberstellung der Kalibriergeraden fir BADGE-BPA + NHs* (m/z 586.3 — 135.4): [a] vor und
[b] nach der Linearisierung mit Hilfe von Gleichung 4. Jeder Kalibrierpunkt wurde in Dreifachbestimmung
gemessen.
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In der Abbildung 6 ist exemplarisch das Ergebnis der Linearisierung der Kalibrierfunktion fir
BADGE-BPA + NH;* (Massenlibergang m/z 586.3 — 135.4) gezeigt. In der Abbildung 6a ist die
Kalibrierfunktion vor der Linearisierung gezeigt, welche mit Hilfe einer linearen und quadratischen

. . . . e A .
Regression angepasst wurde, aufgetragen sind die Flachenverhéltnisse A—A gegen die
IS

Konzentrationsverhaltnisse CC—A. In der Abbildung 6b ist die Kalibrierfunktion nach der Linearisierung zu
1S

sehen, die Kalibrierkurve wurde unter Verwendung von Gleichung 4 erstellt. Wie der Abbildung 6 zu
entnehmen ist, wurde eine deutlich bessere Anpassung der Kalibrierfunktion durch die Verwendung
von Gleichung 4 (r? = 0.9949) als bei der linearen (r*> = 0.9099) und quadratischen (r*> = 0.9812)
Regression erreicht.

Zur Aufnahme der Losungsmittelkalibration wurde unter Beriicksichtigung der zuvor bestimmten
Reinheiten eine Mischung aller Analyten und eine Mischung der Isotopenstandards jeweils in der
Konzentration von 10 mg/L angesetzt. Die Kalibrierstandards wurden mit Verdiinnungen der Standard-
und Isotopenstandardmischung vorbereitet, wobei Konzentrationen aller Analyten von 0.5, 0.75, 1.0,
2.5,5.0,7.5,10.0, 12.5 und 15.0 ug/L und der Isotopenstandards von 5.0 pg/L in 50 % Methanol und
50 % Wasser resultierten. In der Tabelle 12 wurden die Ergebnisse der Grundkalibrierung vor und nach
der Anwendung der Linearisierung von Bush und Trager fir die Quantifier-lonenspuren aller Analyten
dargestellt. Zwecks besserer Vergleichbarkeit wurden fir die nicht linearisierten Regressionsgeraden
dieselben Konzentrationsbereiche verwendet. Alle nicht linearisierten Kalibriergeraden der
BADGE-BPA-Derivate lieferten eine signifikant bessere Anpassung durch quadratische Regression wie
in der Abbildung 6 am Beispiel von BADGE-BPA gezeigt ist. Da fir Cyclo-di-BADGE kein
Isotopenstandard zur Verfligung stand, wurden die Gehalte von diesem Analyten (iber eine externe
Kalibrierung ausgewertet. Wie aus den in der Tabelle 12 zusammengestellten BestimmtheitsmaRen (r?
> 0.99) folgt, konnte fiir alle BADGE-BPA-Derivate ein besseres Ergebnis nach der Durchfiihrung der
Linearisierung erzielt werden.

Tabelle 12: Die Kenndaten der Grundkalibrierung fur die Methode in hydrophilen Matrices. Es handelt sich um
Daten der Quantifier-lonenspuren. Jeder Kalibrierpunkt wurde in Dreifachbestimmung gemessen.

Steigung Achsen- Arbeits-
Massen- . . )
Analyt tbergang m/z [L-count/pg bzw.  abschnitt [count  bereich r
gang pg/(L-count) @] bzw. pg/L"]] [ug/L]
Cyclo-di-BADGE  586.3 — 135.4 3477091 243441 0.5-12.5  0.9938
1.8359 [ -0.7779 @ 2.5-15.0 0.9949 [
BADGE-BPA ~ 586.3 - 1354 0.3539 0.6232 2.5-15.0  0.9099
2.2851 1 -0.7122 @ 1.0-15.0 0.9913
BADGE:BPA'H.0  604.3-135.4 0.5355 0.6234 1.0-15.0  0.8817
2.0997 2! -0.5417 @ 1.0-15.0 0.9957 1
BADGE-BPAHCI  622.2 = 226.9 0.6379 0.5611 1.0-15.0  0.9146
2.5987 @ -0.3924 2 1.0-15.0 0.9931
BADGE:2BPA 81441352 1.1596 0.3998 1.0-15.0  0.9482

[a] Nach der Linearisierung erhaltenen Daten.
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L3.7.2 Matrixkalibrierung

Zur Untersuchung der Matrixeffekte wurde eine Leermatrix mit Kalibrierlésungen verschiedener
Konzentrationen dotiert. Da diese Methode fiir die Untersuchung von Bieren aus der Dose angewandt
wurde, konnte als Leermatrix ein Flaschenbier verwendet werden.

Probenvorbereitung

Zum Homogenisieren der Probe wurde das Referenzbier umgeschwenkt und ca. 20 ml Probe in eine
50 ml Schottflasche tberfihrt, fiir 10 min im Ultraschallbad entgast und anschlieRend liber ein 0.2 um
PA Spritzenfilter filtriert. Jeweils 1 ml des Filtrats wurde mit Verdiinnungen der Standard- und der
Isotopenstandardmischung versetzt, es resultierten Analytkonzentrationen von 0.5, 0.75, 1.0, 2.5, 5.0,
7.5,10.0,12.5 und 15.0 pg/L und Konzentrationen der Isotopenstandards von 5.0 pg/L. Die Ergebnisse
der Kalibrierung tiber Matrixstandards sind in der untenstehenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 13: Die Kenndaten der Matrixkalibrierung fir die Methode in hydrophilen Matrices. Es handelt sich um
Daten der Quantifier-lonenspuren.

Steigung Achsen- Arbeits-
Analyt Massen- . . 2
ibergang m/z [L-count/pg bzw.  abschnitt [count  bereich r
pg/(L-count) @] bzw. pg/L"]] [ug/L]
Cyclo-di-BADGE  586.3 — 135.4 924880 587699 2.0-15.0 0.9913

BADGE-BPA 586.3 — 135.4 1.6037 @ -0.3656 [ 2.0-15.0 0.9986
BADGE-BPA-H,O 604.3 - 135.4 2.1763 @ -0.4388 [ 2.0-15.0 0.9953 @
BADGE-BPA-HCl  622.2 - 226.9 1.3856 [ -0.2557 [ 2.0-15.0 0.9946 @
BADGE-2BPA 814.4 — 135.2 0.9553 & 0.0513 & 2.0-15.0 0.9780 ™

[a] Nach der Linearisierung erhaltenen Daten.

Vergleicht man die Daten aus Tabelle 12 mit denen aus Tabelle 13, so stellt man fest, dass fir alle
Analyten Matrixeffekte festgestellt werden konnten, daher erfolgte die Quantifizierung Gber die
Matrixstandards. Als Nachstes wurde die Prazision von Serie zu Serie und Tag zu Tag fir die
Matrixkalibration untersucht, um herauszufinden wie haufig die Kalibration durchgefiihrt werden
muss. Dazu wurden jeweils in Einfachbestimmung die Kalibrierstandards der Konzentrationen 2, 3, 5,
8,10, 12 und 15 pg/L einmal an einem und zweimal am nachsten Tag gemessen. Beim Cyclo-di-BADGE
konnten hohe Abweichungen bei der Prazision von Tag zu Tag festgestellt werden, mit Ausnahme von
BADGE-2BPA zeigte kein Analyt Abweichungen bei der Prazision von Serie zu Serie. Aufgrund dessen
wurde an jedem Messtag eine Kalibriergerade aufgenommen.

Da die Messung eines Standards bei einer Konzentration von 0 pg/L ein Messsignal ergab (es handelt
sich um den nicht markierten Anteil des Isotopenstandards), weswegen auch das
Linearisierungsverfahren angewandt wurde, konnte die Bestimmungsgrenze nicht mit der
Blindwertmethode bestimmt werden. Daher wurde die Bestimmungsgrenze dem kleinsten
Kalibrationspunkt gleichgesetzt, dieser betrug fur alle Analyten 2 pg/L.

Wiederfindungsexperimente

Um die Matrixkalibrierung zu Uberprifen wurden Dotierungsversuche mit drei realen Proben
durchgefiihrt, die drei Dosenbiere enthielten Cyclo-di-BADGE in geringen Konzentrationen. Die
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Dosenbiere wurden jeweils mit Standard- und Isotopenstandardlosungen dotiert, so dass
Analytkonzentrationen von 0, 3 und 6 pg/L und Isotopenstandardkonzentrationen von 5 pg/ml
resultierten. AnschlieBend wurden die Wiederfindungsraten berechnet, die Ergebnisse fir die
Quantifier-lonen aller Analyten sind in der Tabelle 14 zusammengestellt.

Tabelle 14: Ergebnisse der Wiederfindungsversuche fiir Cyclo-di-BADGE, BADGE-BPA, BADGE-BPA-H.0 und
BADGE-BPA-HCl und BADGE-2BPA

Probe + Cyclo-di- BADGE-BPA BADGE-BPA BADGE-BPA BADGE-2BPA
dotierte BADGE 586.3 —» ‘H,0 -HCI 814.4 —
Standard- 586.3 - 1354 135.4 604.3 > 1354 622.2 > 226.9 135.2
konzentration Ca WDF Ca WDF Ca WDF Ca WDF Ca WDF
(ug/L] lwg/t] %]  [wg/t] (%] [wg/L] (%] [wg/L] [%] [ug/L]l [%]
Probe 1+0 0.74 -0.11 -0.13 -0.06 0.92

Probe 1+3 3.57 94 3.32 114 2.79 97 3.47 118 4.97 135
Probe 1+6 7.76 117 6.48 110 6.05 103 6.89 116 7.65 112
Probe 2+0 1.35 -0.14 0.00 -0.18 0.57

Probe 2 +3 4.34 100 3.43 119 341 114 2.61 93 5.31 158
Probe 2 +6 8.34 116 7.05 120 6.68 111 6.07 104 8.16 127
Probe 10+ 0 2.92 -0,11 0.00 -0.11 0.28

Probe 10 + 3 6.68 125 3.37 116 3.14 105 3.47 120 2.63 78
Probe 10+ 6 9.68 113 5.27 90 6.59 110 5.46 93 6.00 95

Abkirzungen: ¢, : die mittlere Konzentration des Analyten aus einer Doppelbestimmung, WDF: die

Wiederfindungsrate.

Wie aus der obenstehenden Tabelle hervorgeht, konnten fir alle untersuchten Analyten mit
Ausnahme von BADGE-2BPA akzeptable Wiederfindungsraten zwischen 90 und 125 % erreicht werden.

Messprdzision

Die Messprazision wurde sowohl fiir eine Probe als auch fiir einen mittleren Kalibrationspunkt (5 pg/L)
bestimmt. Aufgrund Nichtverfligbarkeit von realen Proben mit Gehalten an BADGE:-BPA,
BADGE-BPA-H,0, BADGE-BPA-HCI und BADGE:-2BPA wurde die Bestimmung der Messprazision einer
Probe nur fiir Cyclo-di-BADGE durchgefiihrt. Jede Probe wurde in Sechsfachbestimmung gemessen
und Uber Matrixstandards ausgewertet. Der Kalibrierstandard einer mittleren Konzentration (5 ug/L)
aller Analyten wurde bei allen spateren Messreihen als Qualitatskontrollstandard mitgefiihrt. Die
Tabelle 15 gibt einen Uberblick iber die erzielten Ergebnisse.

Tabelle 15: Uberblick tiber die ermittelten Daten zur Messprazision von einem mittleren Kalibrationspunkt und
einer Probe

Cyclo-di- BADGE-BPA BADGE-BPA BADGE-BPA BADGE-2BPA
BADGE 586.3 — ‘H,0 -HClI 8144 —
586.3 —» 1354 135.4 604.3 - 1354 622.2 - 226.9 135.2

B RSD ¢  RSD B RSD B RSD ¢  RSD
[ug/Ll  [%] [vg/Ll  [%] [pg/tl (%] [pg/Ll  [%] [ug/Ll  [%]

Probe 2 1.72 16

Kalibrier-

standard 5.25 9 5.71 10 5.63 10 5.51 9 4.96 28

5 pg/L
Abklrzungen: ¢, : die mittlere Konzentration des Analyten aus einer Doppelbestimmung, RSD: relative

Standardabweichung.
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Die Sechsfachbestimmung des Kalibrierstandards einer mittleren Konzentration lieferte bei allen
Analyten mit Ausnahme von BADGE-2BPA (28 %) relative Standardabweichungen zwischen 9 und 10 %,
die Messprazision der Probe lag flir Cyclo-di-BADGE bei 16 %. Die bestimmte Messprazision der Probe
fiir Cyclo-di-BADGE wurde als Messunsicherheit der Gehaltsbestimmung verwendet.

Aufgrund von nicht reproduzierbaren linearen Verhalten (Abweichungen der Prazision von Serie zu
Serie der Matrixkalibration sowie BestimmtheitsmaRBen der Matrixkalibration r? < 0.99), hohen
Wiederfindungsraten (78 und 135 %) und hoher Messprazision (28 %) konnte das BADGE-2BPA in allen

zukiinftigen Messungen nur qualitativ erfasst werden.

1.3.8 Entwicklung der LC-MS/MS-Methode in lipophilen Lebensmitteln

Tuning und FliefSinjektionsanalyse

Die Methode fiir fettreiche Matrices ist eine Weiterentwicklung der ersten Methode, wobei relevante
Bisphenole und BADGE-Derivate und das 3-Ring NOGE in die Methode aufgenommen wurden.
Basierend auf den Erkenntnissen aus der Literatur wurden Bisphenole im negativen und BADGE-
Derivate im positiven lonisierungsmodus gemessen.®*?! Zunichst wurden die MS/MS-Parameter der
Analyten bestimmt. Bezliglich der lonisierung lasst sich sagen, dass die Oligomere und das 3-Ring NOGE
stabile [M+NH,4]*-Adduktionen, die BADGE-Derivate [M+H]*-Adduktionen und die Bisphenole [M-H]"-
Adduktionen bildeten. Die wahrend der FlieBinjektionsanalyse ermittelten Parameter aller
Verbindungen (Declustering-Potential, Eintrittspotential, Kollisionsenergie, Zellaustrittspotential)
kénnen dem Abschnitt 1.2 entnommen werden. Einen Uberblick tber die Analyten gibt die
untenstehende Tabelle, links sind Analyten aufgelistet, die im ESI(+)-Modus gemessen wurden
(Eintrage 1 bis 15) und rechts die die im ESI(-)-Modus gemessen wurden (Eintrdage 16 bis 25).

Tabelle 16: Zusammenstellung der untersuchten Analyten mit zugehorigen CAS-Nummern.

& &

= Analyt CAS = Analyt CAS

w w

1 BADGE 1675-54-3 16 Bisphenol A 80-05-7

2 BADGE-H,0 76002-91-0 17 Bisphenol B 77-40-7

3 BADGE-2H,0 5581-32-8 18  Bisphenol BP 1844-01-5
4  BADGE-HCI-H,O 227947-06-0 19 Bisphenol E 2081-08-5
5 BADGE-HCI 13836-48-1 20  Bisphenol FL 3236-71-3
6 BADGE-2HCl 4809-35-2 21 Bisphenol G 127-54-8
7 BFDGE 2095-03-6 22 Bisphenol M 13595-25-0
8 BFDGE-2H,0  72406-26-9 23 Bisphenol S 80-09-1
9 BFDGE-2HCl  374772-79-9 24 Bisphenol TMC 129188-99-4
10 3-Ring NOGE 158163-01-0 25 Bisphenol Z 843-55-0
11 BADGE-BPA  194672-62-3

12 Cyclo-di-BADGE  20583-87-3

13  BADGE-BPA-H,0 -

14 BADGE-BPA-HCI -

BADGE-2BPA -

[ERN
(21
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Entwicklung einer HPLC-Methode

Als Nachstes wurden die HPLC-Bedingungen optimiert. Um die hohe Anzahl der Analyten schnell
erfassen zu koénnen, wurde eine UPLC-Siule verwendet. Die ersten Versuche wurden mit 50 %
Methanol und 50 % Wasser im Startgradienten durchgefihrt. Der Methanolanteil von 50 % wurde
zunachst fiir eine halbe Minute gehalten, es folgte eine Erhéhung des Methanolanteils innerhalb von
3.5 min von 50 auf 99 %, welcher fiir 2 min gehalten wurde. AnschlieBend wurde der Methanolanteil
innerhalb von 0.01 min auf die Startzusammensetzung gebracht und die Saule fiir 2 min equilibriert.
Die Methodendauer betrug insgesamt 8 min. Im Laufe weiterer Optimierungsversuche wurde der
Gradient angepasst. Der Methanolanteil im Startgradienten betrug 65 %, welcher fiir eine halbe
Minute gehalten wurde, es folgte eine Erhéhung des Methanolanteils innerhalb von 2.3 min von 65
auf 99 %, die Zusammensetzung der mobilen Phase von 99 % Methanol und 1 % Wasser wurde fir
1.2 min gehalten und anschlieRend innerhalb von 2 min von 99 auf 65 % Methanol erniedrigt. Die
Methodendauer konnte somit von 8 auf 6 min reduziert werden. Folglich konnte bei der UPLC-(ESI)-
MS/MS-Methode die Zeiteffizienz bei gleichzeitiger Erfassung von insgesamt 25 Analyten im Vergleich
zu der HPLC-(ESI)-MS/MS Methode enorm gesteigert werden.

1.3.9 Validierung der LC-MS/MS-Methode in lipophilen Lebensmitteln
L3.9.1 Grundkalibrierung

Die Stamml6sungen der synthetisierten oligomeren Verbindungen und des Cyclo-di-BADGE wurden in
Methanol und die kommerziell erworbenen Standards in Acetonitril in einer Konzentration von 1 g/L
angesetzt. Fiir die Kalibrierung wurden die Stammloésungen der Standards in einer Konzentration von
10 mg/L in Acetonitril gemischt und weiter auf die gewlinschte Zielkonzentration verdiinnt. Zunachst
wurden Standards in einem Konzentrationsbereich von 1 bis 10 pug/L gemessen und die
Kalibrierfunktion auf Linearitat untersucht. Zur Prifung der Linearitdt wurde der Test nach Mandel
herangezogen, nach dem die lineare Anpassung eine signifikant bessere Ubereinstimmung mit den
Messwerten gegeniliber einer quadratischen Anpassung liefern soll. Zusatzlich soll das
Bestimmtheitsmall r einen Wert von > 0.99 aufweisen. Bei nichtlinearem Verhalten wurde ein
Konzentrationsbereich von 10 bis 100 pg/L getestet.

In der Tabelle 17 sind die ermittelten Kenndaten der Kalibriergeraden: die Bestimmungsgranzen, die
Nachweisgrenzen, die Messprazision und die Wiederfindungsraten fiir jeden Analyten
zusammengestellt. Das Vorgehen zur Untersuchung der Bestimmungsgrenze, der Nachweisgrenze, der
Messprazision und der Wiederfindungsrate ist im Abschnitt 1.3.9.2 beschrieben.

Tabelle 17: Die Kenndaten der Grundkalibrierung fir die Methode in lipophilen Matrices

géo Steigung  Achsen-  Arbeits- a w Vm  WDF
s Analyt [L-count/ abschnitt bereich r BG NG

= %] [%]
i ugl [count] (mg/L]

1 B'szem' 602.9 1496 10-100 0.9801 37.34 18.67 16,6 11089;
o Bisphenol 56 29.91 1-9 09858 0013 0004 113 =0

B 217
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Tabelle 17: Fortsetzung
géo Steigung Achserll- Arbe!ts— o o Ve WOF
=] Analyt [L-count/ abschnitt bereich r BG NG
£ %] (%]
w ugl [count] [ug/L]
3 Bisphenol 500y -285.1 1-10 09890 0.035 0012 950 .02~
BP 127
4 B'szend 1016 6076 10-80  0.9847 0132 0.044 19.0 fg;
5 B'Sp:‘Lem' 8522 2774 1-10  0.9972 0.013 0.004 8.8 ﬁ;
6 B'Spgem' 986.8 13180 10-70  0.9855 0.334 0.111 5.96 114876_
7 B'Sp&em' 35370 320400 10-100 0.9956 0.106 0.035 3.58 110200_
8 B'sze”O' 27600 7039 1-10  0.9954 0.041 0014 363 g:;
Bisphenol 123-
9 L 870.4 1644 17 09584 0279 0093 755 .
10 B'Spge”O' 983.9 306.1 1-10  0.9824 0.224 0075 19.4 i?;
11 BADGE 100100 6083 19  0.9993 0.153 0.051 4.59 4552_
BADGE 68—
12 o 16340 -1149 1-10 09979 7.162 2387 312 | _
BADGE 56—
13 o 36880 21130 1-10 09989 0775 0259 293
BADGE 53—
14 oo 213500 171400 1-9 09926 0225 0075 123
15 Bf\HDC?E 25180 -8347 1-10  0.9945 0.381 0.127 5.82 3583_
BADGE 103—
16 Ol 2868 -9758 20-90 09920 43.68 1459 840
17 BFDGE 22940 119200 30-100 09971 2435 8.118 8.34 2(3)6
BFDGE -
18 o 5948 196.2 1-6 0988 2116 7054 329
19 BFDGE  ci4000 1222000 1-9 09974 0039 0013 338 °
2HCl 75
3-Ring 49—
20 0P 5591000 878500 19 099% 0010 0003 426
21 BAPGE 2000 112800 1-9 09997 0225 0075 155 07
.BPA 13
Cyclo-di- 10-
22 Yot 715600 110400 1-9 09990 0197 0066 138
BADGE 86—
23 oamo 486600 -1173000 3-9 09932 0330 01101 275
BADGE
24 ool 212200 -8927 19 09996 0.127 0.042 125 9-13
BADGE 17—
25 on 91250 101400 1-7 09842 0529 0176 142
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[a] Die Nachweis- (NG) und Bestimmungsgrenze (BG) wurden mittels der Blindwertmethode ermittelt (p = 95%,
m = 1). Abkilrzungen: Vim: Variationskoeffizient, erzielt bei der Messprazisionsbestimmung; WDF:
Wiederfindungsrate.

Wie der Tabelle 17 entnommen werden kann, zeigten die Bisphenole A, E, G und M sowie BFDGE und
BADGE-2HC| eine Linearitdt zwischen 10 und 100 pg/L. Die Oligomere mit Ausnahme von
BADGE:-BPA-H,0, einige Derivate von BADGE und BFGDE sowie 3-Ring NOGE zeigten
Widerfindungsraten, die unter dem angestrebten Bereich zwischen 80 bis 120 % lagen. Die meisten
Bisphenole zeigen dagegen zu hohe Wiederfindungsraten zwischen 78 und 282 %. Weiterhin waren
die Ergebnisse der Messprazision sowie die Bestimmungsgrenzen einiger Analyten auffallig hoch,
besonders hervorzuheben sind Bisphenol A, Bisphenol S, BADGE-H,0, BADGE-2H,0, BADGE-2HCl sowie
BFDGE-2H,0. Folglich konnten die Ergebnisse nicht zufriedenstellend mit der Losungsmittelkalibration
beschrieben werden.

L3.9.2 Matrixkalibrierung

Optimierte Probenvorbereitung

2 g Probe werden in einem 50 mL Falcontube mit 1 mL Cyclohexan versetzt. Die Probe wird mit 5 mL
Acetonitril versetzt, auf einem Vortex homogenisiert und bei Raumtemperatur fiir 30 min in das
Ultraschallbad gestellt. Danach werden die Falcontubes flir 5 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Die
Acetonitrilphase (oben) wird abgenommen und aufgehoben. Die untere Cyclohexanphase durchlauft
die Extraktion noch zweimal. Anschliefend werden die Acetonitrilphasen vereinigt und fiir 1 Stunde
bei -18 °C ausgefroren, um die Fettsduren zu entfernen.

Fiir die Messung einer Matrixkalibrierung wurden aus den jeweiligen Stammldsungen drei
Analytmischungen in der Konzentration von 10 mg/L in Methanol angesetzt. Die erste Analytmischung
enthielt alle Bisphenole: A, B, BP, E, FL, G, M, S, TMC und Z, die zweite die Glycidylether und ihre
Derivate: BADGE, BADGE-H,0, BADGE-2H,0, BADGE-HCI, 3-Ring NOGE, BADGE-HCI-H,0, BFDGE-2H,0,
BFDGE, BFDGE-2HCI und BADGE-2HCI und die dritte Mischung die Oligomere: BADGE-BPA, Cyclo-di-
BADGE, BADGE:-BPA-H,O, BADGE-BPA-HCI und BADGE:-2BPA. Aus diesen Mischungen wurden
Standardmischungen in Acetonitril in Konzentrationen von 1 und 0.1 mg/L angesetzt. Die Analyten, die
in dem Bereich von 10 bis 100 pg/L eine Linearitat zeigten (Bisphenole A, E, G und M sowie BFDGE und
BADGE-2HCI), wurden in den Standardmischungen in einer zehnfach hoéheren Konzentration
hinzugegeben. Zum Ansetzen der Matrixstandards wurden 2g Pflanzenél mit den
Standardmischungen (Bisphenole, Glycidylether und Derivate sowie Oligomere) der Konzentrationen
1 und 0.1 mg/L dotiert. Die Proben wurden dann wie bei der Probenvorbereitung beschrieben
aufgearbeitet. Nach der Extraktion ergaben sich Konzentrationenvon 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9 und 10
ug/L. Fur die Analyten Bisphenol A, E, G und M sowie BFDGE und BADGE-2HC| lagen die
Konzentrationen entsprechend zehnmal héher vor.

Fiir die Untersuchung der Bestimmungs- und Nachweisgrenze nach DIN 32645 wurde eine Leerprobe
in zehnfacher Bestimmung gemessen. Bei der Leerprobe handelte es sich um Pflanzendl, welches nach
der obengenannten Probenvorbereitung behandelt wurde. Fiir die Wiederfindungsversuche wurde
analytfreie Matrix dotiert, jede Wiederfindung wurde achtfach angesetzt. Dazu wurden 2 g des
Pflanzendls mit den Standardmischungen (Bisphenole, Glycidylether und Derivate sowie Oligomere)
der Konzentrationen 1 bzw. 10 mg/L dotiert. Die Wiederfindungen wurden weiter nach der oben
beschriebenen Probenvorbereitung aufgearbeitet, nach der Extraktion ergab sich eine Konzentration



1.3 Ergebnisse

50

von 5 bzw. 50 pg/L. Zur Bestimmung der Messprazision wurde eine Wiederfindung zwoélffach injiziert.

In

der Tabelle 18

sind die

ermittelten

Kenndaten

der

Matrixkalibriergeraden: die

Bestimmungsgrenzen, die Nachweisgrenzen, die Messprazision und die Wiederfindungsraten

zusammengestellt.

Tabelle 18: Die Kenndaten der Matrixkalibrierung fiir die Methode in lipophilen Matrices.

géo Steigung Achser_1— Arbe!ts- BG® NG V.. WDF
= Analyt [L-count/ abschnitt bereich r e/l e/l [%] (%]
w uel [count]  [ug/L]

1 Bisphenol A 801.3 -1933 1090 0.9703 0.217 0.072 2.12 21;
2 Bisphenol B 1460 426.5 1-10 0.9820 0.048 0.016 10.8 ?g;
3 Bisphenol BP 5096 -958.9 1-10 0.9960 0.027 0.009 9.26 80-99
4 Bisphenol E 1526 -5272 10-100 0.9854 0.083 0.028 16.5 ii;
5 Bisphenol FL 10430 -157.1 1-7 0.9995 0.017 0.006 7.79 69-97
6 Bisphenol G 2058 -3057 10-70 0.9951 0.206 0.069 4.63 71-95
7 Bisphenol M 14290 -69720 1090 0.9914 9.855 3.285 9.22 74-92
8 Bisphenol S 23200 18670 1-10 0.9761 0.046 0.015 38.5 2;
9 Bisphenol TMC 3999 -427.1 1-7 0.9907 0.210 0.070 9.84 76-98
10 Bisphenol Z 1358 880.9 1-10 0.9976 0.373 0.124 209 flii;
11 BADGE 53160 7772 1-9 0.9974 0.278 0.093 4.62 83-97
12 BADGE-H,0 23560 71260 1-8 0.9826 6.403 2.134 319 42-99
13 BADGE-2H,0 53990 -43560 1-10 0.9937 0.285 0.095 4.52 65-94
14 BADGE-HCI-H,0 37850 -23960 1-10 0.9975 0.325 0.108 1.71 69-99
15 BADGE-HCI 8999 7290 1-8 0.9973 0.983 0.328 5.04 ﬁ;
16 BADGE:-2HCI 3238 -8543 10-70 09931 1641 5471 140 75-95
17 BFDGE 19340 293000 1090 0.9964 22.13 7.378 3.73 231
18 BFDGE-2H,0 14440 12020 1-9 0.9733 0.616 0.205 8.94 (1525
19 BFDGE-2HCI 1106000 1383000 1-10 0.9952 0.053 0.018 3.50 ?36
20 3-Ring NOGE 3454000 282300 1-9 0.9994 0.017 0.006 4.07 82-94
21 BADGE-BPA 141300 -75570 1-9 0.9874 0.946 0.315 10.3 73-90
22 Cyclo-di-BADGE 142900 -69720 1-9 0.9914 0.986 0.329 9.22 74-92
23 BADGE-BPA-H,O0 217200 84860 1-9 0.9963 0.740 0.247 6.53 1(8);
24 BADGE-BPA-HCI 24320 963.9 1-9 0.9623 0.859 0.286 13.9 (15(7)1
25 BADGE-2BPA 48770 24230 1-8 0.9909 0.990 0.330 4.55 63-79

[a] Die Nachweis- (NG) und Bestimmungsgrenze (BG) wurden mittels der Blindwertmethode ermittelt (p =
95%, m = 1). Abklirzungen: Vim: Variationskoeffizient, erzielt bei der Messprazisionsbestimmung; WDF:
Wiederfindungsrate.
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Bei den Analyten BADGE-2HCI| und BFDGE wurde die untere Grenze des Arbeitsbereiches mit der
entsprechenden Bestimmungsgrenze gleichgesetzt. Der Analyt BADGE-H,0 wurde aus der Methode
entfernt, da die ermittelte Bestimmungsgrenze und Messprazision (31.9 %) zu hoch waren und der
Analyt nicht vollstandig aus der Matrix extrahiert werden konnte. Bisphenol S zeigte sowohl bei der
Auswertung mittels der Losungsmittel- als auch mit Matrixkalibration zu hohe Wiederfindungsraten,
so dass der Analyt ebenfalls nicht quantifiziert werden konnte. Vergleicht man die Ergebnisse der
Validierung aus der Tabelle 17 mit denen aus der Tabelle 18, so stellt man fest, dass bei den
Bisphenolen, die zu einer Uberbestimmung tendierten (78-217 %), die Matrixeffekte etwas reduziert
werden konnten (62-153 %). Die Quantifizierung tber externe Matrixstandards zeigte auch bei den
Diglycidylethern und ihren Derivaten positive Effekte, die Wiederfindungen lagen zwischen 65-152 %.
Bei den Oligomeren, die bei der Auswertung mittels Losungsmittelkalibration sehr niedrige
Wiederfindungsraten gezeigt haben (9—97 %), konnten die Daten mit der Matrixkalibration deutlich
besser beschrieben werden (63-102 %).

Zusammenfassend konnte eine leistungsfahige, zeit- und ressourceneffiziente Methode zur
simultanen Erfassung von 23 relevanten bisphenolischen Substanzen in Lebensmitteln entwickelt
werden.

1.4 Diskussion
1.4.1 Beurteilung der Befunde der NIAS in hydrophilen Lebensmitteln

Als die zu untersuchende Biersorte wurden Pilsner-Biere ausgesucht, da es sich um das meist
getrunkene Bier Deutschlands handelt. Das Pilsner-Bier ist ein untergariges Bier (die Garung findet bei
niedrigen Temperaturen statt), enthalt einen Stammwirzegehalt von bis zu 12 % und einen
Alkoholgehalt von ca. 4.8 Vol.-%. Bezlglich der Quellen fiir die NIAS in dem Pilsner-Bier sind neben der
Kontamination aus der Doseninnenbeschichtung auch die eingesetzten Rohstoffe sowie der
Brauprozess selbst denkbar. Als Rohstoffe werden Wasser, Hopfen, Pilsner Malz und Hefe eingesetzt,
der einzige Rohstoff aus dem eine Kontamination durch den Kontakt mit Epoxidharz moglich ist, ist
aufgrund des fliissigen Zustands das eingesetzte Wasser.

Das Wasser wird vor dem Einsetzen als Brauwasser vorbehandelt und gerade diese Vorbehandlung
kann zum moglichen Eintrag der ungewiinschten Substanzen in das Produkt flihren. Zum Entsalzen
wird der Rohstoff einer Umkehrosmose unterworfen, dabei wird das Wasser unter hohem Druck durch
eine semipermeable Membran gepresst, welche die Wassersalze zuriickhalt. Der Einsatz von
Membranfiltern ist auch wahrend des Brauprozesses moglich. Das gereifte Bier wird von den
Hefezellen und anderen Tribungspartikeln filtriert, um das Produkt auf lange Sicht haltbar zu machen.
Als Filtermaterial werden unter anderem Membrane verwendet, sie bestehen aus Polyethersulfon,
Polyurethan, Polyacrylat, Polyamid, Polyethylen, Polycarbonat, Celluloseacetat und anderen
Marterialien.k%

Als Gefalde im Brauprozess werden ein Maischbottich oder eine Maischbotichpfanne, ein Lauterbottich
oder ein Maischefilter, eine Wiirzepfanne, ein Whirlpool, ein Gartank und ein Lagertank eingesetzt.
Dartber hinaus werden zahlreiche Rohrbogen, Verbindungsstiicke, Ventile, Dichtungen und
Gummischlauche verwendet. Heutzutage bestehen die genannten GefdBe groRtenteils aus
Chromnickelstahl, da sie mittels eines automatisierten CIP (Cleaning-in-place)-Verfahrens gut gereinigt
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werden kdnnen.® Bei dem CIP-Verfahren werden alle GefiRe inklusive der Verbindungsteile mit
Saure und Lauge gereinigt, der Einsatz der Leitungen aus gegen Sdure- und Lauge unbestandigen
Materialien bedeutet, dass diese aus dem Kreislauf entfernt werden miussen, was den
Reinigungsprozess aufwandiger macht. Daher ist der Brauprozess selbst, auBer beim Einsatz von
Membranen bei der Filtration, eher weniger eine Quelle der Kontamination. Die Abfillung des fertigen
Produktes in Dosen, Fasser und Kegs kann dagegen haufiger zu einer Kontamination fiihren. Eine Dose
besteht aus zwei Teilen, der eigentlichen Dose und eines Deckels. Die Dosen werden aus Aluminium
und Stahl angefertigt, die Deckel dagegen bestehen immer aus Aluminium. Metallfasser stellen eine
Alternative flir die Holzfasser dar, sie werden genauso wie Kegs entweder aus Aluminium oder
Chromnickelstahl gefertigt, wobei die aus Aluminium bestehenden GefaRRe anfilliger gegen Korrosion
sind. Alle AbfillgefaRe aus Aluminium werden mit einer Innenbeschichtung aus Kunstharzlacken oder
Epoxidharz versehen,?® diese kann also als eine Hauptkontaminationsquelle gesehen werden. Zudem
die in Dosen abgefiillten Produkte einer Pasteurisation unterworfen werden, bei der die Temperatur
aufgrund des gebildeten Innendrucks 62 °C nicht tibersteigen kann.%

Mit der entwickelten Methode fiir hydrophile Matrices wurden insgesamt 20 Bierproben untersucht,
darunter befanden sich 19 Dosenbiere und ein Flaschenbier, welches als Leermatrix fur die
Matrixkalibration eingesetzt wurde. Unter den 20 Bierproben befanden sich 15 verschiedene
Biersorten. Um den Einfluss der Lagerungsdauer abzuschatzen, wurden drei weitere Proben mit einem
anderen Mindesthaltbarkeitsdatum (MHD) gemessen. Weiterhin wurden fiir die Proben der
Dosenhersteller und der Alkoholgehalt angegeben, eine Ubersicht der untersuchten Bierproben ist in
der Tabelle 19 zu sehen.

Tabelle 19: Ubersicht der mit der Methode in hydrophilen Matrices untersuchten Proben im Zusammenhang mit
dem Mindesthaltbarkeitsdatum (MHD), dem Dosenhersteller und dem Alkoholgehalt. Die Proben wurden im
August/September 2017 vermessen. Die Gehalte sind in ug/L angegeben.

G 2 o <
< T I
o Alkohol- 2 5 < < &
o . Dosen- e} o a a ~
£ Biersorte  MHD gehalt L © @ @ e
k= hersteller ? a L w 0
! [Vol.-%] e} < G) 0] a
[S} o [m)] o <
> < < om
o o o
1 1 07.2018 a 4.8 <BG - - - -
2 04.2018 a 4.8 - - - - -
3 2 07.2018 b 4.9 2.12+0.34 - - - -
4 3 05.2018 o 4.9 <BG - - - -
5 - -fal 5.1 - - - - R
6 4 07.2018 d 5.1 <BG - - - -
7 08.2017 o 5.0 <BG - - - -
8 5 06.2018 o 4.8 - - - - -
9 08.2017 d 4.8 <BG - - - -
10 6 05.2018 d 5.0 - - - - -
11 11.2017 d 5.0 - - - - -
12 7 07.2018 b 5.0 <BG - - - -
13 8 06.2018 a 4.9 2.97 £0.48 - - - -
14 9 04.2018 e 5.0 - - - - -
15 10 07.2018 o 5.0 - - - - -
16 11 06.2018 o 4.8 - - - - -
17 12 06.2018 d 4.8 < BG - - - -
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Tabelle 19: Fortsetzung

8 < T I N
) Alkohol- < ra) < < @
o . Dosen- I o a & ~
+  Biersorte = MHD gehalt = o @ : L
£ hersteller 9 a L w Q
w [Vol.-%] o < G] O] o
o [an) o (@] <
> < < [aa]
(&) [aa) o
18 13 07.2018 a 4.9 < BG - - - -
19 14 03.2018 d 4.9 < BG - - - -
20 15 04.2018 o 4.9 < BG - - -
[a] Flaschenbier; Abkiirzungen: MHD = Mindesthaltbarkeitsdatum; BG = Bestimmungsgrenze; ,-“ = nicht
detektiert.

Wie aus der Tabelle 19 hervorgeht, konnte von den héhermolekularen Substanzen nur das Cyclo-di-
BADGE in der hydrophilen Biermatrix nachgewiesen werden. Der Gehalt des cyclischen Dimers lag in
zwei Proben Uber der Bestimmungsgrenze und in 10 Proben unter der Bestimmungsgrenze. In einer
Stellungnahme vom 15. April 2016 des Bundesinstituts fir Risikobewertung wurde Cyclo-di-BADGE
nach dem TTC-Konzept (Threshold of Toxicological Concern) in die Cramer-Klasse Il (Toxizitatsklasse)
eingestuft, daraus leitet sich eine tolerierbare Aufnahmemenge (TDI) von 90 ug pro Person pro Tag
ab.®? Dje Befunde von Cyclo-di-BADGE sind in allen untersuchten Pilsner-Bieren unter dem TDI.
Weiterhin konnte kein Zusammenhang zwischen dem Mindesthaltbarkeitsdatum, dem Alkoholgehalt
und der Migration der Oligomere in Bier festgestellt werden. Bis auf den Dosenhersteller ,,e“ konnten
in allen anderen Dosen befindliche Biere Befunde von Cyclo-di-BADGE festgestellt werden. Vergleicht
man die Befunde des Pilsner 4 (Eintrag 5, Flaschenbier) mit dem Pilsner 4 (Eintrdge 6 und 7,
Dosenbiere), so stellt man fest, dass bei der gleichen Biersorte beide Dosenbiere einen positiven
Befund unter Bestimmungsgrenze im Gegensatz zu dem Flaschenbier gezeigt haben. Anhand dieses
Beispiels kann man mutmallen, dass der Eintrag der NIAS hauptsiachlich aus der
Doseninnenbeschichtung stammt. Der Grund fiir die wenigen positiven Befunde kann die geringe
Loslichkeit der hohermolekularen Oligomere in hydrophilen Matrices sein. In allen untersuchten
Bieren konnte nur eine Migration von Cyclo-di-BADGE beobachtet werden, das liegt vermutlich daran,
dass Cyclo-di-BADGE eine der dominanten NIA-Komponenten im Gesamtmigrat einer
Epoxidharzbeschichtung ist. *Im Gegensatz zu den linearen Oligomeren kann Cyclo-di-BADGE nicht
weiter polymerisieren und ldsst sich einfacher aus dem Polymer extrahieren.[*?

1.4.2 Beurteilung der Befunde der NIAS in lipophilen Lebensmitteln

Aufgrund der angenommenen geringen Loslichkeit der BADGE-BPA-Derivate in hydrophilen Matrices
wurden die synthetisierten Verbindungen zusammen mit kommerziell erhaltlichen Bisphenolen,
BADGE, BFDGE, 3-Ring-NOGE und deren Reaktionsprodukten in lipophilen Matrices untersucht.
Insgesamt wurden 23 Analyten in 25 fetthaltigen Lebensmitteln aus der Dose untersucht (Tabelle 20).

Die tempordre tolerierbare tagliche Aufnahmemenge (t-TDI) von Bisphenol A wurde in einem
Gutachten der Europaischen Behorde fiir Lebensmittelsicherheit vom 25. Marz 2015 von 50 auf 4 pg
pro kg Kérpergewicht und Tag gesenkt.[®t Zwecks Anpassung des spezifischen Migrationsgrenzwertes
(SML) von Bisphenol A an den t-TDI wurde eine Anderung der Verordnung 10/2011 veréffentlicht, in
der die spezifische Migrationsgrenze von 0,6 auf 0,05mg pro kg Lebensmittelsimulanz oder
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Lebensmittel herabgesetzt wurde.!®?! Diese Verordnung trat am 06. September 2018 in Kraft, daher
kénnen die Befunde nur nach dem zum Zeitpunkt der Messung giiltigem t-TDI bewertet werden. Das
bedeutet, dass bei einem angenommenen Kérpergewicht von 60 kg eine tagliche Menge von 240 ug
tolerierbar ist. Auch bei einem angenommenen Verzehr von 1 kg des Lebensmittels, Giberschreiten die
Befunde an Bisphenol A in den zwei untersuchten Lebensmitteln (Eintrage 3 und 15) den t-TDI nicht.

Nach der giiltigen Verordnung (EG) 1895/2005 wurde fiir das BADGE, die mono- und di-Hydrate von
BADGE ein Summengrenzwert von 9 mg/kg Lebensmittel sowie eine tolerierbare tagliche
Aufnahmemenge von 0.15 mg/kg Korpergewicht festgelegt, fiir das mono- und di-Chlorhydrin sowie
das Chlorhydrin-Hydrat von BADGE gilt ein Summengrenzwert von 1 mg/kg Lebensmittel.®®! Diese
Grenzwerte wurden in keinem der untersuchten Lebensmittel Giberschritten.

Cyclo-di-BADGE wurde in zwei untersuchten Proben gefunden (Eintrdge 2 und 3) und in drei lag der
Befund unter der Bestimmungsgrenze (Eintrdge 6, 15 und 25), daraus folgt, dass in keiner Probe die
tolerierbare Aufnahmemenge von 90 pg pro Person pro Tag Uberschritten wurde.

Bisphenol G ist in der Positivliste der EU (VO) 10/2011 nicht aufgefiihrt, daher gilt ein allgemeiner
Grenzwert von 0.01 mg/kg Lebensmittel™. Die positiven Befunde von Bisphenol G (Eintrage 9, 15, 21
und 24) liegen alle Gber dem zuldssigen Grenzwert, besonders hoch war der Gehalt an Bisphenol G in
Rinderfleisch aus der Dose (451 pg/kg). Da in dieser Probe auch Bisphenol A sowie seine
Reaktionsprodukte wie Cyclo-di-BADGE und BADGE-BPA-H,0 nachgewiesen wurden, konnte es sich bei
der Innenbeschichtung um ein Mischpolymer handeln oder Bisphenol G stammt aus einer anderen
Kontaminationsquelle.

Generell lasst sich sagen, dass die Monomere bzw. ihre Reaktionsprodukte mit Wasser und
Chlorwasserstoff zusammen mit dem cyclischen Dimer, dem Cyclo-di-BADGE, im hoheren Malie in die
Lebensmittel migrieren als linearkettige Oligomere.
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Tabelle 20: Ubersicht {iber die mit der Methode in lipophilen Matrices untersuchten Proben(®¥

o Q & 2 g <

< 0] 2 o o o < T T

a0 Analyt [ug/kg] S = " 2 T ) I u = o = = o

© c c G) o L W o o el : a a o

s ] o a w I G} [ a L L m (] I

kS < < < G} L a 0 o ° 9 L L G}

= . g & & 2 & g o =& 5 2 B & g

Lebensmittel 5 @ = § o 5 5 o % § <
Hundenahrung - - - - - - - BG - - -
10.9 5.62 15.1
2 Hundenahrung ] ] £05 $0.10 ] T $139 ” ” ”
. 7.08 139+ 4.02 11.7

3 Schmalzfleisch +0.15 0.6 +0.07 - - +1.08 <BG BG BG

4  Gepokeltes Rindfleisch - - - - - - - - - BG - - -

5 Gezuckerte i i i i i i i i i i i i i
Kondensmilch

6 Hihner-Nudelsuppe - - +7(')1§2 +5(')2§9 - - <BG - <BG - BG

7 Kokosmilch - +2(')3131 - BG - - - - - - -

8 Sardinen-Filets - - - - - - - - - - - - -

11.5

9 Remoulade - £ 05 - - - <BG - - - - - -

10 Kondensmilch - - - - - - - - - - - - -

1 Mexikanischer i i i i i i i i i i i i i
Thunfischsalat

12 Heringsfilet - - - - - - - - - - - - -

13 Heringsfilet in i i i i i i <BG i i i i i i
Tomatencreme

14 Passierte Tomaten - - - - - - - - - - - - -

. 7.15 451 16.5 5.81
15 Rindergulasch +0.15 +91 107 +0.10 - - <BG - <BG - -
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Tabelle 20: Fortsetzung!®*

o Q 'S 5 Q*' @) <
y Anaytingkg <02 % £ g @ 2 5§ I I &
© 2 2 (G} o 1) : o 5 o @ a a ~
s 9] ] a W T ] L a L w m 2] ]
£ < < < G} L a2 0 o © 9 W L G}
w by by foa) (o) ] e a foa) o <D( IG) ® a
Lebensmittel @ @ I S e = = @ 2 2 =
[aa) o [aa) [aa)
16 Seemuschelfleisch - - - - - - - - - - R
. .o 4.77 4.08
17 Thunfisch in Ol - - £0.22 +0.07 - - - - - - -
" . 2.31
18 Olsardinen - - £041 - - - - - - - - -
19 Oliven gefiillt mit ) ) ) ) ) ) ) ) ) <BG ] ) ]
Sardellencreme
. L 2.20
20 Sardinen in Ol - - £0.10 - - - - - - - - -
. 19.8
21 Kieler Sprotten - +0.9 - - - - - - <BG - - -
22 Passierte Tomaten - - - - - - - - - - - - R
23 Sardellenpaste - - - - - - - - - - - - -
. 27.9
24 Kaviarcreme - +13 - - - - - - - - - -
25 Katzennahrung - - - +8(')24 - - - - <BG <BG - - -

Abkirzungen: BG = Bestimmungsgrenze; ,,-“ = nicht detektiert.
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Experimenteller Teil

I.1 Gerate
I1.1.1 Kernresonanzspektroskopie

'H-NMR-Spektren wurden mit den Geriten AVANCE /Il (500 MHz) und AVANCE |1 (400 MHz) der Firma
BRUKER bei Raumtemperatur aufgenommen. Als Losungsmittel sind CDCls, Aceton-d¢ und DMSO-ds
verwendet worden. Die chemischen Verschiebungen 6 sind in ppm relativ zum internen
Losungsmittelsignal angegeben. In Klammern sind die Signalmultiplizitdten, die Kopplungskonstanten
Jin Hz und die Protonenzahl vermerkt. Die Multiplizitaiten werden wie folgt bezeichnet: s (Singulett),
d (Dublett), dd (Dublett von Dubletts), t (Triplett), q (Quartett), sept (Septett), m (Multiplett) und br
(verbreitertes Signal). Die 2H-NMR-Spektren wurden mit dem Gerdt AVANCE /Il (500 MHz) der Firma
BRUKER bei Raumtemperatur aufgenommen. Als Lésungsmittel sind Gemische aus CHCl3/CDCls,
H,0/D,0 und Aceton/Aceton-ds im Volumenverhaltnis 90/10 verwendet worden. Die chemischen
Verschiebungen & sind in ppm relativ zum internen Lésungsmittelsignal angegeben.**C-NMR-Spektren
wurden mit den Gerdten AVANCE [ll (500 MHz) und AVANCE Il (400 MHz) der Firma BRUKER bei
Raumtemperatur aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen & sind in ppm relativ zum internen
Losungsmittelsignal angegeben. In Klammern ist die Zuordnung der Kohlenstoffatome vermerkt. 2D-
NMR-Spektren (COSY, HMBC, HMQC) wurden mit den Geraten AVANCE Ill (500 MHz) und AVANCE Il
(400 MHz) der Firma BRUKER bei Raumtemperatur aufgenommen. Die NMR-Spektren wurden beim
NMR Messzentrum OC an der Technischen Universitat Berlin, Institut fir Chemie aufgenommen. Die
NMR-Spektren wurden mit dem Programm Spin Works 4.2.4 (Copyright © 1993-2016 von Kirk Marat,
The University of Manitoba) ausgewertet.

I1.1.2 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
HPLC-UV
HPLC-UV-Anlage (Firma Merck-Hitachi LaChrom, Darmstadt, Deutschland):

Pumpe L-7100

Sdulenofen L-7350

UV-Detektor L7400

Software GC Solution 2.31 (Firma Shimadzu, Kyoto, Japan)

HPLC-DAD
HPLC-DAD-Anlage HP/Agilent 1100 Series (Firma Agilent/Hewlett-Packard, Waldbronn, Deutschland):

Degasser G1322A Degasser
Pumpe G1311A Quatpump
Autosampler G1313 ALS
Saulenofen G1316A ColComp
Detektor G 1315A DAD
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Software LC solutions (Firma Shimadzu, Kyoto, Japan)

I1.1.3 Fliissigchromatographie-Tandem-Massenspektrometrie
HPLC-MS/MS

HPLC-Anlage (Firma Schimadzu, Duisburg, Deutschland):

Degasser DGU-20A
Kapillar-Pumpe LC-20AD
Autosampler SIL-20AC
Sdulenofen CTO-20AC

MS-System (Firma AB Sciex, Darmstadt, Deutschland):

QTrap 5500

Software Analyst 1.5.1 (Firma AB Sciex, Darmstadt, Deutschland).
UPLC-MS/MS

HPLC-Anlage (Firma Agilent, Waldbronn, Deutschland):

Pumpe Agilent 1290 Binary VL
Autosampler Agilent 1290 Autosampler
Saulenofen Agilent 1290 TCC

MS-System (Firma AB Sciex, Darmstadt, Deutschland):
Triple Quad 6500

Software Analyst 1.6.2 (Firma AB Sciex, Darmstadt, Deutschland).

I.2 Methoden

HPLC-UV-Methode
Vorsaule
Deutschland)

Saul
aule optilab, Berlin, Deutschland)

Saulentemperatur . . .
Aminohexansaure-Derivate

Flussrate 0.7 mL/min
Injektion manuell
Spilen der .

2 x 100 pl Methanol, 2 x 100 pl Laufmittel und 2 x 100 pl Prob
Probenschleife (20 ul) X Hiviethanol, = x Hitaurmittel und = X wirrobe
Injektionsvolumen 20 ul

Elution Isokratisch

SecurityGuard Cartridge C 18 (4 x 3 mm; Phenomenex, Aschaffenburg,
VDSpher PUR 100 C18-SE 5 um (105 A; 5 um; 250 x 4,6 mm; VDS

35 °C fiir BADGE-BPA- und 30 °C fir Caprolactam- und
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Eluenten

Analyt

BADGE-BPA
BADGE-BPA-d;
BADGE-2BPA
BADGE-2BPA-d;
BADGE-BPA-H,0
BADGE-BPA-H,0-d;
BADGE-BPA-HCI
BADGE-BPA-HCI-d;
Caprolactam-d,
Di-6-Ahx-HCl
Di-6-Ahx-HCl-d4
Tri-6-Ahx-HCl
Di-6-Ahx-HCl-d4

Vorsaule
Saule

Saulentemperatur
Autosamplertemperatur
Flussrate
Injektionsvolumen
Elution

Eluenten

Analyt

BADGE-BPA
BADGE-2BPA
BADGE-BPA-H,0
BADGE-BPA-HCI
Caprolactam
Di-6-Ahx-HCl
Tri-6-Ahx-HCl

A: MeOH
B: H.O
C:0.1% FAin H,0

Laufmittel-

zusammensetzung

80 % A:20 % B

90 % A:10 % B

80 % A:20 % B

80 % B:20% B

50 % A:50 % C

20% A:80% C

30% A:70% C

HPLC-DAD-Methode

Laufzeit
[min]

30
40
25
30
23
20
30
35
135
25
25
20
20

4.6 mm x 10 mm C18 (AppliChrom, Oranienburg, Deutschland)
OTU LipoMare €18 (105 A; 5 pm; 250 mm x 4,6 mm; AppliChrom,
Oranienburg, Deutschland)

29 °C

15°C

0.5 mL/min

20 ul
Isokratisch

A: MeOH

B: Hzo
C:1%FAinH0

Laufmittel-

zusammensetzung

80 % A:20 % B
90 % A:10 % B
80 % A:20 % B
80 % B:20% B
50 % A:50 % C
20% A:80% C
30% A:70% C

Laufzeit
[min]

30
20
20
35
15
20
25

59
Detektions-
wellenlange c [ug/ml] Rt [min]
[nm]
20 24.4
18.0
7.5
20 _
288 9.8
20 )
10.4
20 17.1
20.6
4 5.7
20 9.8
210 9.3
8.2
15
8.1
Detektions-
wellenlange c[ug/ml] Rt [min]]
[nm]
20 22.7
20 .
288 12.0
20 15.0
20 23.6
5 8.7
210 20 16.4
15 18.2
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LC-MS/MS-Methode

Vorsaule SecurityGuard Cartridge C 18 (4 x 3 mm; Phenomenex,
Aschaffenburg, Deutschland)
Séule OTU TriKala C18 (5 pum; 125 mm x 3 mm; AppliChrom,
Oranienburg, Deutschland)
Saulentemperatur 40 °C
Autosamplertemperatur 15°C
Eluenten A: Wasser
B: MeOH
Gradient der mobilen Phase Zeit [min] %B
0 50
10 80
26 92
30 100
34 100
35 50
45 50
Flussrate 0.5 mL/min
Injektionsvolumen 10 i
MS/MS Detektion Multiple Reaction Monitoring (MRM)
Modus ESI positiv

UPLC-MS/MS-Methode

Saule Agilent Zorbax SB-C8 (1.8 um; 50 x 4.6 mm; Agilent,
Waldbronn, Deutschland)

Saulentemperatur 40 °C

Autosamplertemperatur Raumtemperatur

Eluenten A = Wasser
B = MeOH

Gradient der mobilen Phase Zeit [min] %B
0.00 65
0.50 65
2.80 99
4.00 99
4.01 65
6.00 65

Flussrate 0.6 mL/min

Injektionsvolumen 10 ul

MS/MS Detektion Multiple Reaction Monitoring (MRM)

Modus ESI positiv und negativ

Wahrend der FlieRinjektionsanalyse optimierte MS/MS-Parameter flr die UPLC-MS/MS-Methode:

Tabelle 21: Die gewahlten MS/MS-Parameter fiir Experiment 1 (positiver lonisierungsmodus) und Experiment 2
(negativer lonisierungsmodus), Teil 1

Experiment CUR IS TEM GS1 GS2 CAD EP
1 40 5500 400 50 40 12 10
2 40 -4500 400 50 40 12 -10

Abkirzungen: CUR:Schutzgas; IS: lonisierungsspannung; TEM: Temperatur; GS1: Zerstaubergas; GS2: Hilfsgas;
CAD: Kollisions-aktiviertes Dissoziationsgas; EP: Eintrittspotential.
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Tabelle 22: Bei der FlieRinjektionsanalyse ermittelte MS/MS-Parameter, Teil 2

Analyt Vori'z‘r‘]fer' Re[min] Ubergang DP(V)  CE(V) CXP(V)
BFDGE-2H,0 [M+H]* 1.50 349.0 > 181.1 @ 126 15 12
349.0 » 133.1 126 25 12
349.0 - 105.0 126 51 12
BADGE-2H,0 [M+H]* 1.72 377.0 > 209.1 @ 141 17 12
377.0 > 135.1 141 39 12
377.0- 107.0 141 63 12
BADGE-H,0 [M+H]* 2.32 359.2 »135.1 1@ 91 31 12
359.2 - 107.0 91 69 12
359.2 - 209.1 91 15 18
BADGE-HCI-H,0 [M+H]* 2.36 395.0 > 227.1 @ 146 17 14
395.0 » 135.0 146 39 16
395.0- 107.0 146 65 12
BFDGE [M+H]* 2.49 313.1 » 107.0 @ 131 35 12
313.1->77.1 131 81 10
313.1 > 163.1 131 23 10
BFDGE-2HCI [M+H]* 2.55 385.1 > 199.0 @ 136 13 12
385.1 » 181.1 136 27 16
385.1 - 145.0 136 35 16
BADGE-2HCI [M+H]* 2.81 413.1 - 107.1 @ 166 63 12
413.1 - 135.0 166 39 16
413.1 - 2271 166 15 14
BADGE [M+H]* 2.83 341.1 > 161.1 %@ 156 17 10
341.1 - 191.2 156 23 12
341.1 > 107.0 156 61 12
BADGE-HCI [M+H]* 2.83 376.9 > 161.1 @ 116 21 14
376.9 - 135.1 116 33 12
376.9 - 347.1 116 11 24
3-Ring NOGE [M+NH,]* 2.97 492.2 - 163.1 1 56 27 10
492.2 - 145.0 56 31 14
492.2 - 107.0 56 51 12
BADGE-BPA-H,0 [M+NH,]* 3.02 604.4 - 135.0 @ 49 12
604.4 —» 493.1 23 14
604.4 - 107.1 105 20
BADGE-BPA-HCI [M+NH,]* 3.26 622.2 > 134.8 1 41 69 14
622.2 - 227.0 41 29 12
622.2 - 107.0 41 101 12
BADGE-BPA [M+NH,]* 3.30 586.2 - 135.0 @ 36 49 16
586.2 - 107.0 36 95 12
586.2 - 419.1 36 27 30
Cyclo-di-BADGE [M+NH,]* 3.30 586.3 - 135.0 @ 1 45 12
586.3 - 107.0 1 97 12
586.3 - 77.0 1 129 8
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Tabelle 22: Fortsetzung
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BADGE-2BPA [M+NHJ]*  3.46 814.3 > 135.1 @ 11 57 8
814.3 - 107.1 11 129 10

814.3 — 703.2 11 35 18

Bisphenol S [M-H] 1.12 249.1 - 108.0 @ -90 -36 -7
249.1 - 91.9 -90 -44 -5

249.1 - 155.8 -90 -30 -1
Bisphenol E [M-H] 1.67 213.0 > 197.9 @ -50 -24 -11
213.0 » 197.1 -50 -42 -13

Bisphenol A [M-H] 1.90 227.1-212.3 1 -85 -26 9
227.1-132.8 -85 -32 221

227.1 - 93.0 -85 -60 -7
Bisphenol B [M-H] 2.19 241.0->212.0@ -65 -24 -23
241.0 > 211.0 -65 -36 -15
Bisphenol FL [M-H] 2.42 348.9 - 256.0 @ -40 -36 -23
Bisphenol Z [M-H] 2.47 266.9 > 173.0 @ -135 -36 -13
266.9 — 223.0 -135 -44 -17
266.9 > 144.9 -135 -50 -19
Bisphenol BP [M-H] 2.72 351.1>274.0@ -145 -34 -25
351.1 > 273.1 -145 -44 -5
351.1 > 258.1 -145 -32 -15
Bisphenol G [M-H] 2.94 311.1 > 296.1 -120 -30 -23
311.1 - 295.0 -120 -50 -25
311.1 > 174.9 -120 -40 -19

Bisphenol M [M-H] 2.96 345.1 - 330.2 1@ -5 -38 -9
345.1 - 132.9 -5 -50 -7
Bisphenol TMC [M-H] 2.97 309.0 » 215.1 @ -70 -38 -23
309.0 - 199.9 -70 -46 221
309.0 —» 183.2 -70 -82 -25

[a] Quantifier-lonen. Abkiirzungen: DP: Declustering-Potential; CE: Kollisionsenergie; CXP:

I.3 Chemikalien und Losungsmittel

Verwendete Chemikalien
Alle verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Anbietern bezogen:

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher (Kandel) GmbH, Karlsruhe, Deutschland
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
abcr GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Zellaustrittspotential.
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Absolutieren der verwendeten Lésungsmittel
abs. Aceton

Das Aceton wurde fliir maximal 6 h Gber Kaliumcarbonat vorgetrocknet. Das Aceton wurde dann
abdekantiert und ins Molsieb 3 A unter Stickstoffatmosphéare destilliert. Das absolutierte Aceton
wurde bis zur nichsten Verwendung unter Stickstoffatmosphare iber Molsieb 3 A aufbewahrt.

abs. Dichlormethan

Das Dichlormethan wurde zur Vortrocknung Gber frisch gemorsertes Calciumchlorid tiber Nacht stehen
gelassen, dann abdekantiert, mit Natriumhydrid versetzt bis keine Wasserstoffentwicklung mehr zu
beobachten war, Gber einen Zeitraum von 1-2 h unter Stickstoffatmosphéare zum Sieden erhitzt und
ins Molsieb 4 A destilliert. Das absolutierte Dichlormethan wurde bis zur nichsten Verwendung unter
Stickstoffatmosphére iber Molsieb 4 A aufbewahrt.

abs. Dimethylformamid

Das abs. Dimethylformamid wurde wasserfrei in einer Flasche mit Septum erworben und ohne weitere
Reinigung verwendet.

Chlorwasserstoff in abs. Ethylacetat

Das Reagenz zum Entfernen der tert-Butoxycarbonyl-Gruppe wurde durch das Entwassern von
konzentrierter Salzsdure mit Calciumchlorid hergestellt und anschlieBend in das zuvor absolutierte
Ethylacetat eingeleitet. Die so entstandene Losung wurde bis zur nachsten Verwendung unter
Stickstoffatmosphére (iber Molsieb 4 A aufbewahrt.

abs. Ethylacetat

Das Ethylacetat wurde liber Kaliumcarbonat tGiber Nacht vorgetrocknet und unter Stickstoffatmosphare
in einen mit Molsieb 4 A gefiillten Dreihalskolben destilliert. Das Ethylacetat wurde zum Trocknen fiir
24h Uber Molsieb 4 A stehen gelassen. Das absolutierte Ethylacetat wurde bis zur nachsten
Verwendung unter Stickstoffatmosphare iiber Molsieb 4 A aufbewahrt.

abs. Tetrahydrofuran und Toluol

Das Tetrahydrofuran wurde zur Vortrocknung (iber Kaliumhydroxid (iber Nacht stehen gelassen. Das
abdekantierte Losungsmittel wurde mit Benzophenon als Farbindikator (ca. 1 g pro 100 ml) und dann
mit in feine Scheiben frisch geschnittenem Natrium versetzt. Die Suspension wurde solange unter
Stickstoffatmosphare zum Sieden erhitzt bis die blaue Farbe fiir mindestens 10 min angehalten hat.
Der Rickflusskiihler wurde dann durch eine Destille ersetzt und das Losungsmittel ins Molsieb 4 A
destilliert. Das absolutierte Tetrahydrofuran wurde bis zur nachsten Verwendung unter
Stickstoffatmosphére (iber Molsieb 4 A aufbewahrt.

abs. Triethylamin

Das Triethylamin wurde mit einem Uberschuss von Kaliumhydroxid-Plitzchen versetzt, so dass sich
beim Erhitzen unter Rickfluss kein Kaliumhydroxid mehr I[6ste. Nach dem Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde das Triethylamin abdekantiert, mit frischen Kaliumhydroxid-Platzchen
versetzt und fir eine Stunde zum Sieden erhitzt. Das Reagenz wurde dann erneut abdekantiert und
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Uberdestilliert. Das Destillat wurde anschlieBend mit Natriumhydrid versetzt bis keine
Wasserstoffentwicklung mehr zu beobachten war, {(iber einen Zeitraum von 1-2h unter
Stickstoffatmosphére zum Sieden erhitzt und schlieBlich ins Molsieb 4 A destilliert. Das absolutierte
Triethylamin wurde bis zur nichsten Verwendung unter Stickstoffatmosphére iiber Molsieb 4 A
aufbewahrt.

II.4 Versuchsvorschriften und spektroskopische Daten der
synthetisierten Verbindungen

O-Tetrahydropyran-2-yl-4,4“isopropylidendiphenol (14):33

In einem 50 ml Rundkolben wurden 2 g BPA (8.76 mmol, 1.0 Aquiv.) in 13 ml Et,0 gel6st und in einem
Eis-/Wasser-Bad auf 0 °C abgekihlt. Die farblose Losung wurde mit einem Tropfen konz. HCl und 0.8 ml
3,4-Dyhydro-2H-pyran (8.76 mmol, 1.0 Aquiv.) versetzt und fiir 40 min bei 0 °C geriihrt. Das Eis-
/Wasser-Bad wurde entfernt und weiter bei Raumtemperatur gerihrt. Nach 2h wurde die
Reaktionslosung iber Nacht stehengelassen. Die Etherldsung wurde mit 0.1 M KHCOs-Lésung (3 x 2 ml)
gewaschen, Gber Na,SO, getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch
gereinigt (SiO,, PB/EtOAc = 8:1). Es wurden 0.809 g (2.59 mmol, 30 %) eines klaren farblosen Ols
erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit denen der literaturbekannten Verbindung iiberein.!33!

R = 0.39 (SiO, PB/EtOAC = 7:1);
4
9
8 10
PROES
HO 3 5 o Yo "
1 2 6

1H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 25 °C): & (ppm) = 9.19 (br s, 1H, H-1), 7.10-7.07 (m, 2H, H-5), 7.01-6.96
(m, 2H, H-3), 6.91-6.87 (m, 2H, H-6), 6.66-6.63 (m, 2H, H-2), 5.39 (t, 1H, J = 3.31 Hz, H-7), 3.78-3.72
(m, 1H, H-11), 3.54-3.49 (m, 1H, H-11"), 1.90-1.79 (m, 1H, H-9), 1.78-1.66 (m, 2H, H-8), 1.63-1.46 (m,

3H, H-9’, H-10), 1.55 (s, 6H, H-4).
AT O
10°0" 11

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 25 °C): & (ppm) = 155.0 (Cq, C-1), 154.2 (C,, C-10), 143.9 (Cq, C-7), 140.7
(Cq C-4), 2 x127.3 (CH, C-3, C-8), 115.8 (CH, C-9), 114.6 (CH, C-2), 95.8 (CH, C-11), 61.5 (CH,, C-15), 41.1
(Cq C-5), 30.8 (CHs, C-6), 30.0 (CH,, C-12), 24.8 (CH,, C-14), 18.7 (CH,, C-13).

1-{4-[1-Methyl-1-(4-oxiranylmethoxy-phenyl)-ethyl]-phenoxy}-3-(4-{1-methyl-1-[4-(tetrahydro-pyran-
2-yloxy)-phenyl]-ethyl}-phenoxy)-propan-2-ol (15):

In einem 50 ml 2-Halskolben wurden 1.656 g K,COs; (11.98 mmol, 3 Aquiv.) eingewogen und die
Apparatur dreimal evakuiert und bestickt. Im N,-Gegenstrom wurden 1.248 g von 14 (3.99 mmol,
1.0 Aquiv.) in 15 ml abs. Aceton und 1.359 g BADGE (3.99 mmol, 1.0 Aquiv.) in 19 ml abs. Aceton
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zugegeben und die Reaktionsmischung fiir 4.5d unter N,-Atmosphdre zum Sieden erhitzt. Die
Suspension wurde filtriert und eingeengt. Das Rohprodukt wurde aufgrund des groRen Ansatzes in drei
Teile aufgeteilt und sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, PB/EtOAc = 4:1). Es wurden 1.106 g
(1.69 mmol, 42 %) eines farblosen Schaumes erhalten.

R = 0.16 (SiO,, PB/EtOAC = 4:1);

I 16 I 018 O

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): 6 (ppm) = 7.16—7.10 (m, 8H, H-5, H-7, H-14, H-16), 6.96-6.92 (m, 2H,
H-17), 6.84-6.80 (m, 6H, H-4, H-8, H-13), 5.38 (t, 1H, J = 3.4 Hz, H-18), 4.38-4.32 (m, 1H, H-10), 4.18
(dd, 1H, J = 11.0, 3.3 Hz, H-3), 4.15-4.08 (m, 4H, H-9, H-12), 3.97-3.90 (m, 2H, H-3’, H-22), 3.62-3.57
(m, 1H, H-22’), 3.36—-3.32 (m, 1H, H-2), 2.90 (dd erscheint als t, 1H, J = 4.8 Hz, /= 4.8 Hz, H-1), 2.75 (dd,
1H,J=4.8,2.6 Hz, H-1'), 2.56 (d, 1H, J = 5.1 Hz, H-11), 2.03-1.95 (m, 1H, H-20), 1.86—-1.82 (m, 2H, H-19),
1.72-1.55 (m, 3H, H-21, H-20’), 1.63 (s, 12H, H-6, H-15).

2

60 270

13C-NMR (100 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 156.5, 156.4, 156.4 (3 x Cq, C-4, C-13, C-17), 155.1 (Cq,
C-26), 144.0 (C,, C-23), 143.9, 143.8, 143.8 (3 x Cq, C-7, C-10, C-20), 128.0, 128.0, 127.9, 127.8 (4 x CH,
C-6, C-11, C-19, C-24), 115.9 (CH, C-25), 114.1, 114.1, 114.0 (3 x CH, C-5, C-12, C-18), 96.6 (CH, C-27),
69.0 (CH, C-15), 68.9 (CH,, C-3), 68.8 (2 x CH,, C-14, C-16), 62.3 (CHa, C-31), 50.3 (CH, C-2), 44.9 (CH,,
C-1), 2 x 41.9 (2 x Cq, C-8, C-21), 31.2 (CHs, C-9, C-21), 30.6 (CH,, C-28), 25.4 (CH,, C-30), 19.1 (CH,,
C29).

1-{4-[1-(4-Hydroxy-phenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxy}-3-{4-[1-methyl-1-(4-oxiranylmethoxy-phenyl)-
ethyl]-phenoxy}-propan-2-ol (BADGE-BPA) (2):

In einem 5 ml Rundkolben wurden 0.095 g von 15 (0.146 mmol, 1.0 Aquiv.) in 3.75 ml MeOH gelst,
0.095 g Montmorillonit K-10 zugegeben und fir 15 min bei Raumtemperatur gerihrt. Das
Montmorillonit K-10 wurde Uiber Celite abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Das Rohprodukt wurde
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zweimal sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, PB/EtOAc = 3:1). Es wurden 0.079 g (0.139 mmol,
95 %) eines leicht gelben Schaumes erhalten.

R¢ = 0.21 (SiO,, PB/EtOAC = 2:1);

16

(@) I 14
13
12

l OH
17 18

H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 7.16-7.11 (m, 6H, H-5, H-7, H-14), 7.10-7.06 (m, 2H, H-16),
6.84-6.80 (m, 6H, H-4, H-8, H-13), 6.74-6.70 (m, 2H, H-17), 4.79 (br s, 1H, H-18), 4.39-4.32 (m, 1H,
H-10), 4.18 (dd, 1H, J = 11.0, 3.3 Hz, H-3), 4.15-4.08 (m, 4H, H-9, H-12), 3.95 (dd, 1H, J = 11.0, 5.6 Hz,
H-3’), 3.37-3.33 (m, 1H, H-2), 2.90 (dd erscheint als t, 1H, J = 4.7 Hz, J = 4.4 Hz, H-1), 2.75 (dd, 1H, J =
4.7,2.7 Hz, H-1), 2.57 (d, 1H, J = 5.3 Hz, H-11), 1.63, 1.62 (2 x 5, 12H, H-6 und H-15).

22

13C-NMR (100 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 156.5, 2 x 156.4 (3 x Cq, C-4, C-13, C-17), 153.5 (Cq, C-26),
143.9, 143.8, 143.8 (3 x C,, C-7, C-10, C-20), 143.3 (C,, C-23), 128.1 (CH, C-24), 128.0, 127.9 (3 x CH,
C-6, C-11, C-19), 114.9 (CH, C-25), 114.2, 114.1, 114.0 (3 x CH, C-5, C-12, C-18), 69.0 (CH, C-15), 68.9
(CH,, C-3), 68.7 (2 X CH,, C-14, C-16), 50.4 (CH, C-2), 45.0 (CH,, C-1), 2 x 41.9 (2 x C,, C-8, C-21), 2 x 31.2
(2 x CHs, C-9, C-22).

ESI-MS positiv-Modus: m/z 586.3 [M+NHa]*, MS/MS (47 V): m/z (%): 135.4 (100), 107.4 (72), 586.0 (72),
191.2 (30), 360.4 (16), 249.0 (15), 419.2 (10), 475.0 (5), 374.2 (4), 172.8 (4), 277.4 (4).

1-[4-(1-{4-[2-Hydroxy-3-(4-{1-methyl-1-[4-(tetrahydro-pyran-2-yloxy)-phenyl]-ethyl}-phenoxy)-
propoxy]-phenyl}-1-methyl-ethyl)-phenoxy]-3-(4-{1-methyl-1-[4-(tetrahydro-pyran-2-yloxy)-phenyl]-
ethyl}-phenoxy)-propan-2-ol (THP-BADGE-2BPA) (16):

In einem 25 ml 2-Halskolben wurden 0.198 g K,CO; (1.431 mmol, 12 Aquiv.) eingewogen und die
Apparatur dreimal evakuiert und bestickt. Im N,-Gegenstrom wurden 0.149 g von 14 (0.477 mmol,
4 Aquiv.) in 2.2 ml abs. Aceton und 0.041 g BADGE (0.119 mmol, 1 Aquiv.) in 1.2 ml abs. Aceton
zugegeben und die Reaktionsmischung fir 4.5d unter N-Atmosphdre zum Sieden erhitzt. Die
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Suspension wurde filtriert und eingeengt. Das Rohprodukt wurde zweimal sdulenchromatographisch
gereinigt (SiO,, PB/EtOAc =4:1 — 3:1 und PB/EtOAc = 3:1). Es wurden 0.058 g (0.060 mmol, 50 %) eines
leicht gelben Ols erhalten.

R¢ = 0.31 (SiO,, PB/EtOAC = 2:1);

i ¥opiar¥cge

1H-NMR (500 MHz, DMSO-ds, 25 °C): & (ppm) = 7.11-7.08 (m, 12H, H-7, H-9, H-16), 6.91-6.89 (m, 4H,
H-6), 6.85-6.82 (m, 8H, H-10, H-15), 5.38 (t, 2H, J = 3.3 Hz, H-5), 5.33 (d, 2H, J = 5.0 Hz, H-13), 4.15—
4.10 (m, 2H, H-12), 4.04-3.95 (m, 8H, H-11, H-14), 3.77-3.73 (m, 2H, H-1), 3.53-3.49 (m, 2H, H-1’),
1.89-1.81 (m, 2H, H-3), 1.80-1.66 (m, 4H, H-4), 1.62-1.46 (m, 6H, H-2, H-3’), 1.57 (s, 18H, H-8, H-17).

Fooe

13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds, 25 °C): & (ppm) = 156.3 (Cq, C-15, C-19), 154.3 (Cy, C-6), 143.5 (Cq, C-9),
142.7,142.6 (2 x Cq, C-12, C-22), 127.4 (2 x CH, C-13, C-21), 127.3 (CH, C-8), 115.8 (CH, C-7), 113.9 (CH,
C-14, C-20), 95.8 (CH, C-5), 69.1 (2 x CH,, C-16, C-18), 67.5 (CH,, C-17), 61.5 (CH,, C-1), 41.2 (Cqy, C-10),
41.1 (Cq, C-23), 30.7 (CHs, C-11), 30.7 (CHs, C-24), 29.9 (CH,, C-4), 24.7 (CH,, C-2), 18.7 (CH,, C-3).

3-(4-{1-[4-(2-Hydroxy-3-{4-[1-(4-hydroxy-phenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxy}-propoxy)-phenyl]-1-
methyl-ethyl}-phenoxy)-1-{4-[1-(4-hydroxy-phenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxy}-propan-2-ol
(BADGE-2BPA) (5):

0.300 g von 16 (0.311 mmol, 1.0 Aquiv.) wurden in 12 ml EtOAc/MeOH (1:1, v/v) geldst, mit 0.600 g
Montmorillonit K-10 versetzt und fir 5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Montmorillonit K-10 wurde
Uber Celite abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Um der Zersetzung auf dem aciden Kieselgel
vorzubeugen und die Verweildauer auf der Saule zu verkiirzen, wurde das Rohprodukt in zweit Teile
aufgeteilt und jeweils zweimal sdulenchromatographisch gereinigt (SiO, PB/EtOAc = 2:1 und PB/EtOAc
=1:1). Es wurden 0.134 g (0.168 mmol, 54 %) eines farblosen Schaumes erhalten.

R¢ =0.48 (SiO,, PB/EtOAC = 1:1);
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1H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 7.14-7.12 (m, 8H, H-5, H-12), 7.08-7.05 (m, 4H, H-3), 6.83—
6.81 (m, 8H, H-6, H-11), 6.74-6.71 (m, 4H, H-2), 5.61 (br s, 2H, H-1), 4.39-4.35 (m, 2H, H-8), 4.15-4.09
(m, 8H, H-7, H-10), 2.85 (br's, 2H, H-9), 1.64 (s, 6H, H-13), 1.62 (s, 12H, H-4).

OH
10 11 13 14
O 18 O O O
9 15 6 17

13C-NMR (100 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 2 x 156.3 (2 x Cq, C-10, C-14), 153.5 (Cy, C-1), 143.9, 143.8
(2 x Cq C-7, C-17), 143.1 (C,, C-4), 128.0 (CH, C-3), 127.9 (2 x CH, C-8, C-16), 114.9 (CH, C-2), 114.1,
114.0 (2 x CH, C-9, C-15), 69.0 (CH, C-12), 68.7 (2 x CH, C-11, C-13), 41.8 (C, C-18), 41.8 (C,, C-5), 31.2
(CHs, C-6), 31.1 (CHs, C-19).

ESI-MS positiv-Modus: m/z 814.4 [M+NHa]*, MS/MS (47 V): m/z (%): 135.2 (100), 814.6 (40), 107.0 (37),
419.2 (11), 703.4 (11), 94.8 (6), 325.2 (3), 267.0 (2), 173.2 (1).

1-{4-[1-Methyl-1-(4-oxiranylmethoxy-phenyl)-ethyl]-phenoxy}-3-(4-{1-methyl-1-[4-(tetrahydro-pyran-
2-yloxy)-phenyl]-ethyl}-phenoxy)-propan-2-one (17):

In einem 25 ml 2-Halskolben wurden 0.389 g Pyridiniumdichromat (1.034 mmol, 1.50 Aquiv.) und
0.552 g von fein gepulverten, frisch aktivierten Molsieb (3A) gegeben und die Apparatur dreimal
evakuiert und bestickt. Im N,-Gegenstrom wurden 0.450 g von 15 (0.689 mmol, 1.00 Aquiv.) in 3.45 ml
abs. CH,Cl, und 69 pl wasserfreier Essigsdure (1.200 mmol, 1.74 Aquiv.) zugegeben und die
schwarzbraune Suspension fir 5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde (iber
SiO;, filtriert, der Filterkuchen mit 375 ml EtOAc extrahiert und das Filtrat eingeengt. Das Rohprodukt
wurde zweimal sidulenchromatographisch gereinigt (SiO,, PB/EtOAc = 6:1 und PB/EtOAc = 6:1 =
EtOAc). Es wurden 0.212 g (0.326 mmol, 47 %) eines farblosen Ols erhalten.

R = 0.50 (SiO2, PB/EtOAC = 2:1);

H-NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 7.17-7.10 (m, 8H, H-5, H-7, H-12, H-14), 6.96-6.93 (m, 2H,
H-15), 6.83-6.78 (m, 6H, H-4, H-8, H-11), 5.38 (t, 1H, J = 3.3 Hz, H-16), 4.85, 4.84 (2 x s, 4H, H-9, H-10),
4.18 (dd, 1H, J = 11.0, 3.3 Hz, H-3), 3.95 (dd, 1H, J = 11.0, 5.6 Hz, H-3'), 3.95-3.90 (m, 1H, H-20), 3.61—
3.57 (m, 1H, H-20"), 3.35-3.32 (m, 1H, H-2), 2.90 (dd erscheint als t, 1H, J = 4.8 Hz, 4.8 Hz, H-1), 2.74
(dd, 1H, J = 4.8 Hz, 2.7 Hz, H-1'), 2.03-1.96 (m, 1H, H-18), 1.89-1.80 (m, 2H, H-17), 1.71-1.56 (m, 3H,
H-18’, H-19), 1.63 (s, 12H, H-6, H-13).
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3C-NMR (125 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 203.1 (Cq, C-15), 156.5 (Cq, C-4), 2 x 155.6 (2 x Cq, C-13,
C-17), 155.1 (Cq, C-26), 144.8, 144.6, 143.8, 143.6 (4 x C,, C-7, C-10, C-20, C-23), 128.2, 128.1, 127.9,
127.8 (4 x CH, C-6, C-11, C-19, C-24), 116.0 (CH, C-25), 114.2, 114.2, 114.1 (3 x CH, C-5, C-12, C-18), 96.6
(CH, C-27), 2 x 71.9 (2 x CH,, C-14, C-16), 68.9 (CH,, C-3), 62.3 (CH,, C-31), 50.3 (CH, C-2), 44.9 (CH,,
C-1), 42.0, 41.9 (C,, C-8, C-21), 31.1 (2 x CH3, C-9, C-22), 30.6 (CHa, C-28), 25.4 (CH,, C-30), 19.1 (CH,,
C-29).

1-{4-[1-(4-Hydroxy-phenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxy}-3-{4-[1-methyl-1-(4-oxiranylmethoxy-phenyl)-
ethyl]-phenoxy}-propan-2-on (18):

In einem 25 ml Rundkolben wurden 0.258 g von 17 (0.396 mmol, 1.0 Aquiv.) in 10 ml MeOH gel&st,
0.258 g Montmorillonit K-10 zugegeben und fir 42 min bei Raumtemperatur gerihrt. Das
Montmorillonit K-10 wurde Uiber Celite abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, PB/EtOAc = 5:1). Es wurden 0.202 g (0.357 mmol, 90 %)
eines leicht gelben Feststoffs erhalten.

R¢ = 0.28 (SiO,, PB/EtOAC = 2:1);
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'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): § (ppm) = 7.16-7.10 (m, 6H, H-5, H-7, H-12), 7.09-7.05 (m, 2H, H-14),
6.83-6.77 (m, 6H, H-4, H-8, H-11), 6.74—6.70 (m, 2H, H-15), 4.86 (br s, 1H, H-16), 2 x 4.84 (2 x s, 4H,
H-9, H-10), 4.19 (dd, 1H, J = 11.0, 3.3 Hz, H-3), 3.94 (dd, 1H, J = 11.0 Hz, 5.6 Hz, H-3’), 3.37-3.33 (m, 1H,
H-2), 2.90 (dd erscheint als t, 1H, J = 4.8 Hz, 4.8 Hz, H-1), 2.75 (dd, 1H, /= 4.8, 2.7 Hz, H-1’), 1.63, 1.62
(2 xs,12H, H-6, H-13).
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13C-NMR (100 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 203.3 (Cq, C-15), 156.5 (Cq, C-4), 2 x 155.6 (2 x Cq, C-13,
C-17), 153.6 (Cq, C-26), 144.7, 144.6 (2 x Cq, C-10, C-20) , 143.6 (Cq, C-7), 143.1 (Cq, C-23), 128.1 (2 x CH,
C-11, C-19), 128.0, 127.9 (2 x CH, C-6, C-24), 114.9 (CH, C-25), 114.2 (CH, C-5), 2 x 114.1 (2 x CH, C-12,
C-18), 71.9 (2 x CH,, C-14, C-16), 68.9 (CH,, C-3), 50.4 (CH, C-2), 45.0 (CH,, C-1), 2 x 41.9 (2 x C,, C-18,
C-21), 31.2,31.1 (2 x CHs, C-9, C-22).

2-Deuterio-1-{4-[1-(4-Hydroxy-phenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxy}-3-{4-[1-methyl-1-(4-
oxiranylmethoxy-phenyl)-ethyl]-phenoxy}-propan-2-ol (BADGE-BPA-d;) (19):

In einem 25 ml 2-Halskolben wurden 0.116 g von 18 (0.205 mmol, 1.0 Aquiv.) in 4 m| EtOH geldst, die
Apparatur fir 5 min mit N, gespilt und die Lésung im Isopropanol/fliissigen Stickstoff-Bad auf -78 °C
abgekihlt. Im N,-Gegenstrom wurden 0.5 ml THF zugegeben und die farblose Losung mit 0.017 g
NaBDs (0.411 mmol, 2.0 Aquiv.) versetzt und anschlieBend fiir 1.5 h bei -78 °C geriihrt. Die Reaktion
wurde mit 4 ml wassriger, gesattigter NH,Cl-Losung und 4 ml wadssriger, gesattigter NaCl-Loésung
gequencht und auf Raumtemperatur erwarmt. Die Suspension wurde mit EtOAc (3 x 35 ml) extrahiert.
Die vereinigten organischen Extrakte wurden mit dest. Wasser (3 x 10 ml) gewaschen, (iber Na,SO4
getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, PB/EtOAc
= 3:1). Nach dem Trocknen im Feinvakuum wurden 0.090 g (0.158 mmol, 77 %) eines leicht gelben
Schaumes erhalten.

R = 0.21 (SiO,, PB/EtOAC = 2:1);
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H-NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 7.16-7.12 (m, 6H, H-5, H-7, H-14), 7.09-7.06 (m, 2H, H-16),
6.83-6.82 (m, 6H, H-4, H-8, H-13), 6.74—6.71 (m, 2H, H-17), 5.18 (br s, 1H, H-18), 4.37-4.34 (m, 0.022H,
H-10), 4.19 (dd, 1H, J = 11.1, 3.3 Hz, H-3), 4.13, 4.11 (ABq, 4H, Jo,o = J12.12- = 9.6 Hz, H-9, H-12), 3.96 (dd,
1H, J = 11.1, 5.5 Hz, H-3’), 3.37-3.34 (m, 1H, H-2), 2.90 (dd, 1H, J = 4.8 Hz, 4.4 Hz, H-1), 2.75 (dd, 1H, J
= 4.8 Hz, 2.7 Hz, H-1’), 2.67 (br s, 1H, H-11), 1.64, 1.63 (2 x 5, 12H, H-6 und H-15).
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2H-NMR (77 MHz, CHCl3/CDCls = 90/10, 25 °C): & (ppm) = 4.35 (br s, 1D).

13C-NMR (125 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 2 x 156.4, 156.3 (3 x Cq, C-4, C-13, C-17), 153.6 (Cq, C-26),
143.9, 2 x 143.8 (3 x Cq, C-7, C-10, C-20), 143.1 (C,, C-23), 128.0 (CH, C-24), 128.0, 127.9 (3 x CH, C-6,
C-11, C-19), 114.9 (CH, C-25), 114.2, 2 x 114.1 (3 x CH, C-5, C-12, C-18), 68.8 (CH,, C-3), 68.7 (2 x CH,
C-14, C-16), 68.7 (1:1:1-t, CD Jep = 35 Hz, C-15), 50.4 (CH, C-2), 45.0 (CH,, C-1), 41.9, 41.8 (2 x Co, C-8,
C-21),31.2,31.1 (2 x CHs, C-9, C-22).

ESI-MS positiv-Modus: m/z 587.3 [M+NHa]*, MS/MS (47 V): m/z (%): 134.8 (100), 587.2 (90), 106.8 (64),
190.8 (24), 381.0 (12), 95.0 (11), 420.4 (10), 229.2 (9), 160.8 (4), 475.8 (4), 494.8 (4).

1-[4-(1-Methyl-1-{4-[3-(4-{1-methyl-1-[4-(tetrahydro-pyran-2-yloxy)-phenyl]-ethyl}-phenoxy)-2-oxo-
propoxy]-phenyl}-ethyl)-phenoxy]-3-(4-{1-methyl-1-[4-(tetrahydro-pyran-2-yloxy)-phenyl]-ethyl}-
phenoxy)-propan-2-on (20):

In einem 25 ml 2-Halskolben wurden 0.294 g Pyridiniumdichromat (0.785 mmol, 3.00 Aquiv.) und
0.209 g von fein gepulverten, frisch aktivierten Molsieb (3A) gegeben und die Apparatur dreimal
evakuiert und bestickt. Im N,-Gegenstrom wurden 0.252 g von 16 (0.261 mmol, 1.00 Aquiv.) in 1.3 ml
abs. CH,Cl, und 27 pl wasserfreier Essigsdure (0.466 mmol, 1.79 Aquiv.) zugegeben und die
schwarzbraune Suspension fiir 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde tber
SiO; filtriert, der Filterkuchen mit 100 ml EtOAc extrahiert und das Filtrat eingeengt. Das Rohprodukt
wurde aufgrund des grolen Ansatzes in zwei Teile aufgeteilt und jeweils zweimal
saulenchromatographisch gereinigt (SiO,, PB/EtOAc = 6:1). Es wurden 0.115 g (0.120 mmol, 46 %)
eines weilen Feststoffs erhalten.

Rf = 0.49 (SiO,, PB/EtOAC = 2:1);

"f’)

H-NMR (500 MHz, DMSO-ds, 25 °C): & (ppm) = 7.11-7.08 (m, 12H, H-7, H-9, H-14), 6.90 (d, J = 8.6 Hz,
4H, H-6), 6.82 (d, J = 8.7 Hz, 8H, H-10, H-13), 5.39 (t, J = 3.1 Hz, 2H, H-5), 4.95 (br s, 8H, H-11, H-12),
3.78-3.72 (m, 2H, H-1), 3.54-3.49 (m, 2H, H-1’), 1.91-1.79 (m, 2H, H-3), 1.77-1.65 (m, 4H, H-4),
1.63-1.45 (m, 6H, H-2, H-3’), 1.58 (s, 18H, H-8, H-15).
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13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds, 25 °C): & (ppm) = 202.0 (Cq4, C-17), 155.4 (2 x Cq, C-15 und C-19), 154.3
(Cq, C-6), 143.4 (C,, C-9), 143.2, 143.1 (2 x Cq, C-12, C-22), 127.4 (2 x CH, C-13, C-21), 127.3 (CH, C-8),
115.8 (CH, C-7), 113.9 (2 x CH, C-14, C-20), 95.8 (CH, C-5), 70.3 (2 x CH,, C-16, C-18), 61.5 (CH,, C-1),
41.2 (Cq, C-10, C-23), 30.6 (2 x CHs, C-11, C-24), 29.9 (CH,, C-4), 24.7 (CHa, C-2), 18.7 (CH,, C-3).

1-{4-[1-(4-Hydroxy-phenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxy}-3-(4-{1-[4-(3-{4-[1-(4-hydroxy-phenyl)-1-methyl-
ethyl]-phenoxy}-2-oxo-propoxy)-phenyl]-1-methyl-ethyl}-phenoxy)-propan-2-on (21):

In einem 100 ml Rundkolben wurden 0.316 g von 20 (0.329 mmol, 1.0 Aquiv.) in 60 ml EtOAc/MeOH
(2:1, v/v) warm gel6st, 0.632 g Montmorillonit K-10 zugegeben und fir 6 h bei Raumtemperatur
gerihrt. Das Montmorillonit K-10 wurde (iber Celite abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Das
Rohprodukt wurde dreimal sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, PB/EtOAc = 3:1 — EtOAc). Es
wurden 0.228 g (0.357 mmol, 69 %) eines weilRen Feststoffs erhalten.

R =0.13 (SiO,, PB/EtOAC = 2:1);
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1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C): & (ppm) = 9.19 (br s, 2H, H-1), 7.12-7.08 (m, 8H, H-5, H-10), 7.01—
6.97 (m, 4H, H-3), 6.85-6.80 (m, 8H, H-6, H-9), 6.68—6.64 (m, 4H, H-2), 2 x 4.96 (2 x s, 8H, H-7, H-8),
1.58 (s, 6H, H-11), 1.55 (s, 12H, H-4).
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13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 25 °C): & (ppm) = 202.1 (Cq, C-12), 155.5, 155.4 (2 x Cq, C-10, C-14), 155.0
(Cq C-1), 143.6 (Cq, C-7), 143.2 (Cq, C-17), 140.7 (C,, C-4), 127.5, 127.4 (2 x CH, C-8 und C-16), 127.3
(CH, C-3), 114.7 (CH, C-2), 114.0, 113.9 (2 x CH, C-9, C-15), 70.3 (2 x CH,, C-11, C-13), 41.2 (Cq, C-18),
41.1 (Cq, C-5), 30.8 (CHs, C-6), 30.7 (CH3, C-19).
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2-Deuterio-1-[4-(1-{4-[2-deuterio-2-hydroxy-3-(4-{1-methyl-1-[4-hydroxy-phenyl]-ethyl}-phenoxy)-
propoxy]-phenyl}-1-methyl-ethyl)-phenoxy]-3-(4-{1-methyl-1-[4-hydroxy-phenyl]-ethyl}-phenoxy)-
propan-2-ol (BADGE-2BPA-d;) (22):

In einem 25 ml 2-Halskolben wurden 0.056 g von 21 (0.071 mmol, 1.0 Aquiv.) in 3.2 m| THF/EtOH (3:1,
v/v) gel6st, die Apparatur fir 5 min mit N, gespllt und die Lésung im Eis/Wasser/NaCl-Bad auf 0 °C
abgekiihlt. Im Ny-Gegenstrom wurden 0.012g NaBD; (0.287 mmol, 4.0 Aquiv.) versetzt und
anschlieRend fir 20 min bei 0 °C gerlihrt. Die Reaktion wurde mit 1 ml wassriger, gesattigter NH4Cl-
Losung und 1 ml wassriger, gesattigter NaCl-Losung gequencht und auf Raumtemperatur erwdarmt. Die
Suspension wurde mit EtOAc (3 x 20 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden mit
dest. Wasser (3 x 4 ml) gewaschen, Gber Na,SO4 getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch vorgereinigt (SiO,, PB/EtOAc = 2:1) und auf einer praparativen DC gereinigt
(Si02, 2 mm, PB/EtOAC = 1:1). Nach dem Trocknen im Feinvakuum wurden 0.034 g (0.043 mmol, 61 %)
eines farblosen Schaumes erhalten.

R¢ =0.48 (SiO,, PB/EtOAC = 1:1);
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1H-NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 7.15— 7 12 (m, 8H, H-5, H-12), 7.08-7.05 (m, 4H, H-3), 6.83—
6.80 (m, 8H, H-6, H-11), 6.74-6.71 (m, 4H, H-2), 5.62 (br s, 2H, H-1), 4.39-4.34 (m, 0.048H, H-8), 4.13,
4.10 (ABq, 8H, J77 = J10,10-= 9.6 Hz, H-7, H-10), 2.82 (br's, 2H, H-9), 1.63 (s, 6H, H-13), 1.62 (s, 12H, H-4).

2H-NMR (77 MHz, CHCl3/CDCls = 90/10, 25 °C): & (ppm) = 4.35 (br s, 2D).

o_k’o OH

13C-NMR (100 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 2 x 156.4 (2 x Cq, C-10, C-14), 153.5 (Cy, C-1), 144.0, 143.9
(2 x C4, C-7, C-17), 143.2 (C, C-4), 128.0 (CH, C-3), 127.9 (2 x CH, C-8, C-16), 114.9 (CH, C-2), 2 x 114.1
(2 x CH, C-9, C-15), 68.7 (2 x CH,, C-11, C-13), 68.6 (1:1:1-t, CD, Jep = 20.1 Hz, C-12), 41.9 (C,, C-18), 41.8
(Cq C-5), 31.2 (CHs, C-6), 31.1 (CHs, C-19).

ESI-MS positiv-Modus: m/z 816.4 [M+NHa]*, MS/MS (47 V): m/z (%): 816.4 (100), 135.6 (77), 107.8 (43),
479.2 (28), 420.2 (10), 165.2 (9), 360.6 (8), 705.2 (7), 113.6 (7), 431.4 (7), 105.6 (7).

3-(4-{1-[4-(2-Hydroxy-3-{4-[1-(4-hydroxy-phenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxy}-propoxy)-phenyl]-1-
methyl-ethyl}-phenoxy)-propan-1,2-diol (BADGE-BPA-H,0) (3):

In einem 5 ml Rundkolben wurden 0.130 g von 2 (0.229 mmol, 1.0 Aquiv.) in 2.1 ml Aceton/H0 (5:1,
v/v) geldst, mit 115 pl 2M H,SO4 (0.230 mmol, 1.0 Aquiv.) versetzt und die Lsung fiir 26 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit wassriger 10%iger NaHCOs-Losung
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neutralisiert und mit Diethylether (3 x 10 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden
mit dest. Wasser (2 x 10 ml) gewaschen, tber Na,SO4 getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt
wurde sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, PB/EtOAc = 1:1). Nach dem Trocknen im Feinvakuum
wurden 0.063 g (0.107 mmol, 47 %) eines farblosen Ols erhalten.

Ry = 0.08 (SiO,, PB/EtOAC = 1:1);
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1H-NMR (500 MHz, Aceton-ds, 25 °C): & (ppm) = 8.09 (brs, 1H, H-20), 7.15-7.12 (m, 6H, H-7, H-9, H-16),
7.06-7.03 (m, 2H, H-18), 6.88-6.82 (m, 6H, H-6, H-10, H-15), 6.74—6.72 (m, 2H, H-19), 4.44 (d, J =
5.3 Hz, 1H, H-13), 4.32-4.27 (m, 1H, H-12), 4.16-4.02 (m, 4H, H-4, H-5, H-11, H-14), 4.00-3.94 (m, 2H,
H-3, H-5°), 3.75 (t, 1H, J = 5.9 Hz, H-1), 3.71-3.61 (m, 2H, H-2), 1.61, 1.60 (2 x s, 12H, H-8, H-17).
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13C-NMR (125 MHz, Aceton-ds, 25 °C): & (ppm) = 157.9, 157.7, 157.7 (3 x Cq, C-4, C-13, C-17), 156.0 (Cq,
C-26), 144.3, 144.1, 143.9 (3 x C,, C-7, C-10, C-20), 142.6 (C,, C-23), 128.5, 128.4 (4 x CH, C-6, C-11,
C-19, C-24), 115.5 (CH, C-25), 114.8, 114.7 (3 x CH, C-5, C-12, C-18), 71.4 (CH, C-2), 70.2 (CH,, C-3), 70.1
(2 X CH,, C-14, C-16), 69.3 (CH, C-15), 64.2 (CH,, C-1), 42.2, 42.1 (2 x Cq, C-8, C-21), 31.5, 31.4 (2 x CHs,
C-9, C-22).

ESI-MS positiv-Modus: m/z 604.3 [M+NHa]*, MS/MS (47 V): m/z (%): 135.4 (100), 107.6 (65), 604.2 (51),
267.0 (30), 266.2 (17), 209.0 (15), 493.0 (14), 360.2 (10), 418.8 (5), 219.2 (4), 119.6 (4).

3-(4-{1-[4-(2-Deuterio-2-hydroxy-3-{4-[1-(4-hydroxy-phenyl)-1-methyl-ethyl]-phenoxy}-propoxy)-
phenyl]-1-methyl-ethyl}-phenoxy)-propan-1,2-diol (BADGE-BPA-H,0-d;) (23):

In einem 25 ml Rundkolben wurden 0.152 g von 19 (0.267 mmol, 1.0 Aquiv.) in 2.5 ml Aceton/H,0 (5:1,
v/v) gelbst, mit 134 pl 2M H,SO4 (0.268 mmol, 1.0 Aquiv.) versetzt und die Losung fiir 23.5 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit wassriger 10%iger NaHCOs-Losung
neutralisiert und mit Diethylether (3 x 15 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden
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mit dest. Wasser (2 x 10 ml) gewaschen, tber Na,SO4 getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt
wurde sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, PB/EtOAc = 1:1). Nach dem Trocknen im Feinvakuum
wurden 0.079 g (0.134 mmol, 50 %) eines farblosen Ols erhalten.

R¢ = 0.08 (SiO,, PB/EtOAC = 1:1);

1H-NMR (500 MHz, Aceton-ds, 25 °C): & (ppm) = 8.12 (br s, 1H, H-20), 7.15-7.12 (m, 6H, H-7, H-9, H-16),
7.06-7.03 (m, 2H, H-18), 6.88-6.82 (m, 6H, H-6, H-10, H-15), 6.74—6.71 (m, 2H, H-19), 4.44 (br s, 1H,
H-13), 4.30-4.26 (m, 0.072H, H-12), 4.15-4.01 (m, 6H, H-4, H-5, H-11, H-14), 3.99-3.93 (m, 2H, H-3,
H-5%),3.77 (t, 1H, J = 5.8 Hz, H-1), 3.71-3.61 (m, 2H, H-2), 1.61, 1.60 (2 x 5, 12H, H-8, H-17).

2H-NMR (77 MHz, Aceton/Aceton-ds = 90/10, 25 °C): 6 (ppm) = 4.28 (br s, 1D).

13C-NMR (125 MHz, Aceton-ds, 25 °C): & (ppm) = 157.9, 157.7, 157.7 (3 x Cq, C-4, C-13, C-17), 156.0 (Cq,
C-26), 144.3, 144.1, 143.9 (3 x C,, C-7, C-10, C-20), 142.6 (C,, C-23), 128.5, 128.4 (4 x CH, C-6, C-11,
C-19, C-24), 115.5 (CH, C-25), 114.8, 114.7 (3 x CH, C-5, C-12, C-18), 71.4 (CH, C-2), 70.3 (CH,, C-3), 70.1
(2 X CHa, C-14, C-16), 68.9 (1:1:1-t, CD, Je.p = 22 Hz, C-15), 64.2 (CH,, C-1), 42.2, 42.1 (2 x Cq, C-8, C-21),
31.5,31.4 (2 x CHs, C-9, C-22).

ESI-MS positiv- Modus: m/z 605.3 [M+NHa]*, MS/MS (47 V): m/z (%): 135.4 (100), 605.2 (76), 107.6
(56), 268.2 (17), 494.0 (14), 209.0 (13), 267.0 (9), 361.4 (5), 420.0 (5), 266.2 (5),360.2 (4).

4-(1-{4-[3-(4-{1-[4-(3-Chloro-2-hydroxy-propoxy)-phenyl]-1-methyl-ethyl}-phenoxy)-2-hydroxy-
propoxy]-phenyl}-1-methyl-ethyl)-phenol (BADGE-BPA-HCI) (4):

In einem 10 ml Rundkolben wurden 0.100 g von 2 (0.176 mmol, 1.0 Aquiv.) in 3 ml Acetonitril gel&st,
mit 0.066 g CeCls-7H,0 (0.176 mmol, 1.0 Aquiv.) versetzt und die milchige Suspension fiir 23.5 h zum
Sieden erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde UGber Celite filtriert und eingeengt. Das Rohprodukt wurde
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saulenchromatographisch gereinigt (SiO,, PB/EtOAc = 3:1). Nach dem Trocknen im Feinvakuum
wurden 0.083 g (0.137 mmol, 78 %) eines farblosen Ols erhalten.

Ry = 0.22 (SiO,, PB/EtOAC = 3:2);

1H-NMR (500 MHz, Aceton-dg, 25 °C): & (ppm) = 8.08 (br's, 1H, H-19), 7.16-7.13 (m, 6H, H-6, H-8, H-15),
7.06-7.03 (m, 2H, H-17), 6.88-6.84 (m, 6H, H-5, H-9, H-14), 6.74—6.71 (m, 2H, H-18), 4.59 (d, J = 5.6 Hz,
1H, H-3), 4.43 (d, J=5.3 Hz, 1H, H-12), 4.32—4.27 (m, 1H, H-11), 4.20-4.05 (m, 7H, H-2, H-4, H-10, H-13),
3.81(dd, 1H,J=11.2 Hz, 4.8 Hz, H-1), 3.71 (dd, 1H, /= 11.2 Hz, 5.6 Hz, H-1), 1.62, 1.60 (2 x s, 12H, H-7,
H-16).

22
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13C-NMR (125 MHz, Aceton-ds, 25 °C): & (ppm) = 157.8, 157.7, 157.6 (3 x Cq, C-4, C-13, C-17), 156.0 (Cq,
C-26), 144.3, 144.3, 144.0 (3 x Cq, C-7, C-10, C-20), 142.6 (C,, C-23), 128.5, 128.5, 128.5 (4 x CH, C-6,
C-11, C-19, C-24), 115.5 (CH, C-25), 114.8, 114.8 (3 x CH, C-5, C-12, C-18), 70.6 (CH, C-2), 70.2, 70.2 (2
x CH,, C-14, C-16), 69.9 (CH,, C-3), 69.3 (CH, C-15), 47.2 (CH,, C-1), 42.3, 42.2 (2 x C,, C-8, C-21), 31.5,
31.4 (2 x CHs, C-9, C-22).

ESI-MS positiv-Modus: m/z 622.3 [M+NHa]*, MS/MS (47 V): m/z (%): 135.4 (100), 622.2 (86), 107.6 (63),
227.0 (30), 285.0 (20), 511.2 (11), 410.2 (8), 419.2 (7), 409.4 (6), 284.2 (4), 360.0 (4).

Das Syntheseprodukt 4 zeigte innerhalb eines Tages eine Zersetzung in Chloroform-d;, d.h. die
Aufnahme von NMR-Spektren in diesem Losungsmittel ist nicht empfehlenswert. Die Verbindungen 3
und 4 wurden in Aceton geldst und die Reinheit mittels DC Uberprift, da nach zwei Tagen keine
Zersetzung eintrat, wurden die NMR-Spektren in Aceton-ds aufgenommen.
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4-(1-{4-[3-(4-{1-[4-(3-Chloro-2-hydroxy-propoxy)-phenyl]-1-methyl-ethyl}-phenoxy)-2-deuterio-2-
hydroxy-propoxy]-phenyl}-1-methyl-ethyl)-phenol (BADGE-BPA-HCI-d) (24):

In einem 25 ml Rundkolben wurden 0.119 g von 19 (0.209 mmol, 1.0 Aquiv.) in 3.6 ml Acetonitril
geldst, mit 0.078 g CeCls-7H,0 (0.209 mmol, 1.0 Aquiv.) versetzt und die milchige Suspension fiir 23.5 h
zum Sieden erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde Uber Celite filtriert und eingeengt. Das Rohprodukt
wurde sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,, PB/EtOAc = 3:1). Nach dem Trocknen im Feinvakuum
wurden 0.101 g (0.167 mmol, 80 %) eines farblosen Ols erhalten.

R = 0.22 (SiO,, PB/EtOAC = 3:2);

1H-NMR (500 MHz, Aceton-ds, 25 °C): & (ppm) = 8.08 (br's, 1H, H-18), 7.16-7.13 (m, 6H, H-6, H-8, H-15),
7.06-7.03 (m, 2H, H-17), 6.88-6.84 (m, 6H, H-5, H-9, H-14), 6.74—6.71 (m, 2H, H-18), 4.60 (d, J = 5.6 Hz,
1H, H-3), 4.42 (br s, 1H, H-12), 4.32—4.27 (m, 0.044H, H-11), 4.20—4.03 (m, 7H, H-2, H-10, H-13, H-4),
3.81(dd, 1H,/=11.1, 4.8 Hz, H-1), 3.71 (dd, 1H, J = 11.1, 5.6 Hz, H-1°), 1.62, 1.60 (2 x s, 12H, H-7, H-16).

2H-NMR (77 MHz, Aceton/Aceton-d¢ = 90/10, 25 °C): & (ppm) = 4.28 (br s, 1D).
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13C-NMR (125 MHz, Aceton-ds, 25 °C): & (ppm) = 157.7, 157.7, 157.5 (3 x Cq, C-4, C-13, C-17), 156.0 (Cq,
C-26), 144.3, 144.3, 144.0 (3 x Cq, C-7, C-10, C-20), 142.6 (C,, C-23), 128.5, 128.5, 128.4 (4 x CH, C-6,
C-11, C-19, C-24), 115.5 (CH, C-25), 114.8, 114.7 (3 x CH, C-5, C-12, C-18), 70.6 (CHa, C-3), 70.1 (2 X CH,
C-14, C-16), 69.9 (CH, C-2), 68.9 (1:1:1-t, CD, Jep = 22 Hz, C-15), 47.2 (CH,, C-1), 42.3, 42.2 (2 x Cy, C-8,
C-21), 31.5,31.4 (2 x CHs, C-9, C-22).

ESI-MS positiv-Modus: m/z 623.3 [M+NHa]*, MS/MS (47 V): m/z (%): 135.4 (100), 623.2 (71), 107.6 (60),
227.2 (28), 512.2 (9), 420.0 (8), 286.0 (7), 285.0 (7), 408.8 (7), 238.0 (5), 546.8 (5).



1.4 Versuchsvorschriften und spektroskopische Daten der synthetisierten Verbindungen 78

Cyclohexanon-2,2,6,6-d, (25):5Y

In einem 25 ml Rundkolben wurden 0.500 g Cyclohexanon (5.094 mmol, 1.000 Aquiv.), 0.053 g K,COs
(0.382 mmol, 0.075 Aquiv.) in 7.92 ml D,0 (99.96 atom % D) geldst und anschlieBend fiir 2 d 16 h zum
Sieden erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch mit nPentan (3
x 25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden eingeengt (600 mbar, 30 °C). Das
Rohprodukt wurde mittels Kugelrohr destilliert (45-55 mbar, 55-65°C). Es wurden 0.250¢g
(2.447 mmol, 48 %) eines farblosen Schaumes erhalten.

1H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 2.33-2.28 (m, 0.127 H, H-1), 1.86-1.83 (m, 4H, H-2), 1.74—
1.66 (m, 2H, H-3).

GC-MS m/z (%): 102.2 (36), 72.1 (32), 56.1 (100), 44.1 (82), 43.2 (38). R = 6.77 min
Cyclohexanonoxim-2,2,6,6-d (26):°%

Herstellung von Hydroxylaminhydrochlorid-ds:®? In einem 50 ml Rundkolben mit Riickflusskiihler
wurden 1.027 g Hydroxylaminhydrochlorid (14.78 mmol, 1 Aquiv.) in 1.5 ml D,O (99.96 atom % D)
suspendiert. Die Suspension wurde fiir 20 min bei 80 °C erhitzt, wobei eine homogene L&sung
entstanden ist. Das Reaktionsgemisch wurde eingeengt und die Prozedur mit dem erhaltenen
Rickstand noch zweimal wiederholt. Der Feststoff wurde fiir 12 h tGber Blaugel und im Feinvakuum
gefriergetrocknet. Es wurden 1.080 g (14.69 mmol, 99 %) eines weillen Feststoffs erhalten.

In einem 100 ml Erlenmeyerkolben wurden 0.954 g Hydroxylaminhydrochlorid-ds (12.98 mmol,
1.02 Aquiv.) in 2.400 ml D,O (99.96 atom % D) geldést und mit 1.318 ml von 25 (12.72 mmol,
1.00 Aquiv.) versetzt. Dazu wurde unter Riihren eine gesittigte Lésung von 0.701g Na,COs
(6.61 mmol, 0.52 Aquiv.) in 3.200 ml D,O (99.96 atom % D) langsam zugetropft, dabei fiel unter
starkem Schaumen ein weilRer Niederschlag aus. Die wassrige Phase wurde mit Chloroform (3 x 30 ml)
extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden iber Na,SO. getrocknet und eingeengt. Nach
dem Trocknen im Feinvakuum wurden 1.332 g (11.31 mmol, 89 %) eines weilRen Feststoffs erhalten.

Rr = 0.49 (SiO,, PB/EtOAC = 2:1);

NN
D || D
D D
6 2
5 3

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): 6 (ppm) = 9.06 (br s, 1H, H-1), 2.46-2.43 (m, 0.073H, H-2 syn zur
OH-Gruppe), 2.20-2.17 (m, 0.089H, H-6 anti zu OH-Gruppe), 1.66-1.64 (m, 2H, H-4), 1.60-1.55 (m, 2H,
H-3, H-5).
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Das *H-NMR-Spektrum des unmarkierten Cyclohexanonoxims wurde in der Literatur beschrieben.®
Daraus folgt, dass das tieffeldverschobenes Restprotonensignal bei 6 = 2.44 ppm der a-CH,-Gruppe
entspricht, die syn zur OH-Gruppe steht.

N/OH
D |,D
D 1 D
6 2
5 3
4

13C-NMR (100 MHz, CDCl, 25 °C): & (ppm) = 160.8 (Cq, C-1), 31.9 (1:1:1-t, CHD, Jep = 19.6 Hz, C-6), 31.6
(1:3:4:3:1-quin, CD>, Jeo = 20.1 Hz, C-6), 27.0 (CH, C-5%), 26.9 (CH,, C-5), 25.9 (CH,, C-4), 25.7 (CH,,
C-3%), 25.6 (CH,, C-3), 24.3 (1:1:1-t, CHD, Jco = 19.6 Hz, C-2), 24.0 (1:3:4:3:1-quin, CDa, Jep = 19.7 Hz,
C-2).

Bei den Signalen bei 27.0 und 25.7 ppm handelt es sich um die C-3 und C-5-Restkohlenstoffsignale, die
aus der nicht oder zum Teil markierten Verbindungen stammen.

GC-MS: m/z (%): 117.2 (100), 100.2 (47), 74.1 (33), 70.1 (43), 62.1 (37), 61.1 (33), 57.1 (62), 56.1 (38),
55.1(33), 44.1(55), 43.1 (67), 42.1 (40), 41.1 (31). R¢=6.47 min.

e-Caprolactam-d, (27):15%

In einem 25 ml 2-Halskolben mit Riickflusskiihler und Innenthermometer wurden 0.096 g von 26
(0.815 mmol, 1.00 Aquiv.) eingewogen. Dazu wurde eine Lésung von 94.5 pl D,SO; (98 % in D,0,
99.5 atom % D) in 18.9 pl D,0 (99.96 atom % D) gegeben und die Reaktionsmischung fiir 20 min auf
eine Innentemperatur von 120-123 °C erhitzt. Die braune Losung wurde im Eisbad abgekiihlt, mit 5 ml
Wasser verdiinnt und mit wassriger Ammoniaklosung neutralisiert. Die wassrige Phase wurde mit
Chloroform (5 x 5 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden iber Na,SO, getrocknet,
filtriert, mit Aktivkohle flir 10 min gerihrt, erneut tber Celite filtriert und eingeengt. Das Rohprodukt
wurde mittels Kugelrohr destilliert (0.46—0.34 mbar, 140-150 °C). Es wurden 0.087 g (0.742 mmol,
91 %) eines weilRen Feststoffs erhalten.

R¢ = 0.16 (SiO2, EtOAc);

'H-NMR (500 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 6.48 (brs, 1H, NH), 3.18-3.14 (m, 0.085H, H-2), 2.43-2.40
(m, 0.083H, H-6), 1.76-1.71 (m, 2H, H-4), 1.67-1.65 (m, 2H, H-5), 1.62-1.60, (m, 2H, H-3).

2H-NMR (77 MHz, CHCl5/CDCls = 9/1, 25 °C): § (ppm) = 3.17 (br s, 2D, D-2), 2.42 (br s, 2D, D-6).
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13C-NMR (100 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 179.5 (Cq, C-6), 42.5 (1:1:1-t, CHD, Jep = 20.5 Hz, C-1), 42.2
(1:3:4:3:1-quin, €Dy, Jeo = 20.8 Hz, C-1), 36.5 (1:1:1-t, CHD, Jcp = 20.0 Hz, C-5), 36.1 (1:3:4:3:1-quin,
CDs, Jeo = 19.3 Hz, C-5), 30.5 (CH,, C-3), 29.7 (CH,, C-2*), 29.6 (CH,, C-2), 23.2 (CH,, C-4%), 23.1 (CH,,
C-4).

Bei den Signalen bei 29.7, 23.2 ppm handelt es sich um die C-2 und C-4-Restkohlenstoffsignale, die aus
der nicht oder zum Teil markierten Verbindungen stammen. Weiterhin konnten die einfach und
zweifach deuterierten Kohlenstoffatome (CD und CD,) beobachtet werden. Im 3C-NMR-Spektrum
erscheinen sie als Uiberlagerte 1:1:1-Tripletts der CD-Gruppe und 1:3:4:3:1-Quintetts der CD,-Gruppe.

GC-MS m/z (%): 117.2 (100), 87.1 (83), 86.1 (64), 58.1 (79), 57.1 (62), 56.1 (88), 55.1 (84), 44.1 (89),
43.1(63), 42.1 (43), 41.1 (31), 33.1 (66), 32.1 (95), 30.1 (41), 29.1 (47). R¢ = 9.56 min.

ESI-MS positiv-Modus: m/z 118,1 [M+H]*, MS/MS (47 V): m/z (%): 118.6 (100), 45.2 (28), 58.0 (5), 46.2
(4), 73.0 (4), 100.8 (4), 44.0 (4), 41.2 (3), 82.8 (3), 43.2 (3), 81.8 (3).

6-({[(2-Methyl-2-propanyl)oxy]carbonyl}amino)hexanséure (28):>3>4

In einem 10 ml Rundkolben wurden 1.000 g e-Caprolactam (8.84 mmol, 1.0 Aquiv.) in 2.43 ml einer
4 M Natronlauge (0.389 g, 9.72 mmol, 1.1 Aquiv.) geldst und fiir 30 min zum Sieden erhitzt. Nach dem
Abkihlen auf Raumtemperatur wurde der Riickstand mit 18 ml Wasser in einen 3-Halskolben
Uberfiihrt. Zu der 0 °C kalten Lésung des Natriumsalzes der 6-Aminohexansaure in 0.5 M Natronlauge
wurde im N;-Gegenstrom aus einem Tropftrichter eine Losung von 2.122 g Di-tert-Butyloxycarbonat
(9.72 mmol, 1.1 Aquiv.) in 18 ml abs. THF innerhalb von 13 min zugetropft. Nachdem Riihren bei
Raumtemperatur fir 24 h wurde die Reaktionsmischung mit 10 ml Wasser gequencht, mit Et,O (3 x
10 ml) extrahiert und die organische Phase verworfen. Die wéssrige Phase wurde auf 0 °C abgekihlt,
mit Natriumcitrat-Puffer auf pH 5 angesduert und anschlieBend mit Et;O (4 x 40 ml) extrahiert. Die
vereinigten organischen Extrakte wurden Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Das
dickfliissige farblose Ol wurde mit -20 °C kaltem Petroleumbenzin versetzt und im Tiefkiihler zum
Auskristallisieren stehengelassen. Es wurden 1.544 g (6.68 mmol, 76 %) eines weillen Feststoffs
erhalten.

R¢ = 0.24 (SiO,, PB/EtOAC = 1:1);
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'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) =9.95 (br's, 1H, H-8), 5.87 (br s, Verunreinigung), 4.59 (br s,
1H, H-2), 3.13-3.05 (m, 2H, H-3), 2.33 (t, 2H, J = 7.4 Hz, H-7), 1.67-1.58 (m, 2H, H-6), 1.52-1.42 (m,
11H, H-4, H-1), 1.39-1.31 (m, 2H, H-5).
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3C.NMR (100 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 179.2 (Cq, C-9), 156.2 (Cq, C-3), 79.3 (Cq, C-2), 40.5 (CH,,
C-4), 34.0 (CH,, C-8), 29.8 (CH,, C-5), 28.5 (CHs, C-1), 26.3 (CH3, C-6), 24.5 (CH,, C-7).
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1-(2,5-Dioxo-1-pyrrolidinyl)-6-({[(2-methyl-2-propanyl)oxy]carbonyl}amino)hexanoat (29): *°!

In einem 50 ml 2-Halskolben wurden 0.886g von 28 (3.83 mmol, 1.0 Aquiv.) und 0.441¢g
N-Hydroxysuccinimid (3.83 mmol, 1.0 Aquiv.) eingewogen, die Apparatur dreimal evakuiert und
bestickt und die Feststoffe in 35ml abs. CH,Cl, gelost. Im N»-Gegenstrom wurden 1.102 g
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N‘-ethylcarbodiimid-hydrochlorid (5.75 mmol, 1.5 Aquiv) zugegeben und
die gelbe Suspension bei Raumtemperatur fir 17.5 h geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit 10 ml
Wasser in einen Scheidetrichter Uberfihrt und die Phasen getrennt. Die organische Phase wurde mit
gesattigter NaCl-Losung (2 x 10 ml) gewaschen, tiber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Das
leicht gelbe Ol kristallisierte langsam durch. Das Rohprodukt wurde aus PB/EtOAc (2:1) umkristallisiert.
Es wurden 1.1203 g (3.41 mmol, 89 %) eines weilen, kristallinen Feststoffs erhalten.

Rf=0.37 (SiO,, PB/EtOAc = 1:1);
)(j\ s 5 1 o [
N Y )Nf>
2 (@]
(e]

1H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 4.61 (br s, 1H, H-2), 3.13-3.08 (m, 2H, H-3), 2.82, 2.82 (2 x
s, 4H, H-8), 2.59 (t, 2H, J = 7.4 Hz, H-7), 1.79-1.71 (m, 2H, H-6), 1.54-1.38 (m, 4H, H-4, H-5), 1.42 (s,
9H, H-1).
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13C-NMR (100 MHz, CDCls, 25 °C): 6 (ppm) = 169.3 (C,, C-10), 168.6 (Cq, C-9), 156.1 (Cq, C-3), 79.2 (Cq,
C-2), 40.3 (CH,, C-4), 30.9 (CH,, C-8), 29.6 (CH, C-5), 28.5 (CHs, C-1), 26.0 (CHa, C-6), 25.7 (CH,, C-11),
24.3 (CH,, C-7).
6-{[6-({[(2-Methyl-2-propanyl)oxy]carbonyl}amino)hexanoyl]amino}hexansdure (30): 5°
In einem 100 ml 3-Halskolben wurden 1.100g von 29 (3.35mmol, 1.0 Aquiv.) und 0.44¢
6-Aminohexansdure (3.35 mmol, 1.0 Aquiv.) gegeben und die Apparatur dreimal evakuiert und
bestickt. Im N,-Gegenstrom wurden 33 ml abs. DMF und 1.4 ml abs. NEts (10.05 mmol, 3.0 Aquiv.)
zugegeben und die farblose Suspension fiir 18.5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das DMF wurde
groBtenteils unter vermindertem Druck entfernt (30-50 mbar, 80 °C). Der Riickstand wurde in 100 ml
EtOAc aufgenommen, mit 1IN HCI (2 x 20 ml) und gesattigter NaCl-Lésung (1 x 20 ml) gewaschen. Die

organische Phase wurde lGber Na,SO, getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wurde aus PB/EtOAc
(1:1) umkristallisiert. Es wurden 1.005 g (2.92 mmol, 87 %) eines feinen, weilen Feststoffs erhalten.

R = 0.22 (Si0z, CH,Clo/MeOH = 15:1);
T R
7N Y OH
H 3 5 7 9 1
0
'H-NMR (400 MHz, CD:0D, 25 °C): & (ppm) = 3.16 (t, 2H, J = 7.1 Hz, H-7), 3.02 (t, 2H, J = 7.0 Hz, H-2),

2.30 (t, 2H, J = 7.3 Hz, H-11),2.17 (t, 2H, J = 7.5 Hz, H-6), 1.66—1.57 (m, 4H, H-10, H-5), 1.55-1.28 (m,
8H, H-8, H-3, H-9, H-4), 1.43 (s, 9H, H-1).
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13C-NMR (100 MHz, CD;0D, 25 °C): & (ppm) = 177.5 (Cq, C-15), 176.1 (Cq, C-9), 158.6 (Cq, C-3), 79.8 (Co,
C-2), 41.2 (CH,, C-4), 40.2 (CH,, C-10), 37.0 (CHa, C-8), 34.8 (CH,, C-14), 30.7 (CH, C-5), 30.1 (CH,, C-11),
28.8 (CHs, C-1), 27.5, 27.4 (CH,, C-6, C-12), 26.8 (CH,, C-7), 25.7 (CH,, C-13).

6-[(6-Aminohexanoyl)amino]hexanséurehydrochlorid (1:1) (Di-Ahx-HCl) (31):

In einem 25 ml 2-Halskolben wurden 104.5 mg von 30 (0.303 mmol, 1.0 Aquiv.) gegeben und die
Apparatur dreimal evakuiert und bestickt. Im N»-Gegenstrom wurden 5ml HClyg in abs. EtOAc
zugegeben, die weille Suspension wurde fir 6.5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Suspension wurde
mit 10 ml Et,O (getrocknet UGber KOH) in ein Zentrifugenglas tberfihrt und zentrifugiert (1 min,
10000 rpm). Der Riickstand wurde noch zweimal mit 5 ml Et,O versetzt, im Ultraschallbad behandelt
und zentrifugiert (1 min, 10000 rpm). Um das Edukt zu entfernen wurde der Feststoff dreimal mit
10 ml EtOAc versetzt, beim ersten und zweiten Mal im Ultraschallbad behandelt, beim dritten Mal auf
50 °C erhitzt und zentrifugiert (1 min, 10000 rpm). Nach dem Trocknen im Exsikkator Giber KOH fiir 72 h
und im Ofen fiir 4 h bei 80 °C wurden 81.4 mg (0.290 mmol, 96 %) eines weillen Feststoffs erhalten.

CIH3N/\2/\4/\H/ s s 10 OH
(0]
IH-NMR (500 MHz, DMSO-dg/D;0, 25 °C): & (ppm) = 2.98 (t, 2H, J = 7.0 Hz, H-6), 2.73 (t, 2H, J = 7.6 Hz,
H-1), 2.17 (t, 2H, J = 7.4 Hz, H-10), 2.04 (t, 2H, J = 7.4 Hz, H-5), 1.54-1.41 (m, 6H, H-2, H-4, H-9), 1.37-
1.32 (m, 2H, H-7), 1.26-1.17 (m, 4H, H-3, H-8).

(0]
1 3 5 H 8 10
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BBC-NMR (125 MHz, DMSO-ds, 25 °C): & (ppm) = 174.4 (Cq, C-12), 171.8 (Co, C-6), 38.6 (CH,, C-1), 38.3
(CH,, C-7), 35.1 (CH,, C-5), 33.7 (CH,, C-11), 28.9 (CH,, C-8), 26.7 (CH,, C-2), 26.0 (CH,, C-9), 25.6 (CH,,
C-3), 24.8 (CH,, C-4), 24.2 (CH,, C-10).

ESI-MS positiv-Modus: m/z 245.2 [M+H]*, MS/MS (47 V): m/z (%): 245.2 (100), 114.6 (80), 42.2 (39),
228.2 (30), 70.0 (26), 79.8 (25), 77.8 (20), 40.2 (18), 96.8 (13), 132.6 (12), 56.0 (12).

1-(2,5-Dioxo-1-pyrrolidinyl)-6-{[6-({[(2-MethyI-2-
propanyl)oxy]carbonyl}amino)hexanoyllamino}hexanoat (32):

In einem 100 ml -Halskolben wurden 0.500g von 30 (1.45mmol, 1.0 Aquiv.) und 0.167 g
N-Hydroxysuccinimid (1.45 mmol, 1.0 Aquiv.) eingewogen, die Apparatur dreimal evakuiert und
bestickt und die Feststoffe in 25ml abs. CH,Cl, gelost. Im N»-Gegenstrom wurden 0.418 g
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N‘-ethylcarbodiimid-hydrochlorid (2.18 mmol, 1.5 Aquiv) zugegeben und
die gelbe Suspension bei Raumtemperatur fiir 17.5 h geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit 10 ml
Wasser in einen Scheidetrichter tberfiihrt und die Phasen getrennt. Die organische Phase wurde mit
gesattigter NaCl-Losung (2 x 10 ml) gewaschen, liber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und eingeengt. Das
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Rohprodukt wurde aus PB/EtOAc (1:1) umkristallisiert. Es wurden 0.652 g (1.48 mmol, 100 %) eines
weilen Feststoffs erhalten.

R¢ = 0.28 (SiO2, CH2Cl,/MeOH = 30:1); R¢ = 0.40 (SiO,, CH2Clo/MeOH = 15:1);
8 (0] 14
(0] (6]
PSSO PPN
o N/\/\/\H/N O/N
]
|;| 4 6 8 9 11 13 N

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 5.76 (brs, 1H, H-8), 4.59 (br's, 1H, H-2), 3.27-3.22 (m, 2H,
H-9), 3.11-3.06 (m, 2H, H-3), 3.84, 3.84 (2 x s, 4H, H-14), 2.61 (t, 2H, J = 7.1 Hz, H-13), 2.15 (t, 2H, J =
7.7 Hz, H-7), 1.80-1.73 (m, 2H, H-12), 1.67-1.59 (m, 2H, H-6), 1.57-1.29 (m, 8H, H-10, H-4, H-11, H-5),
1.42 (s, 9H, H-1).

o o O.e 17

] 073 N/\/\/\n/ 18°0
Hos 7 0 10 12 1 %

13C-NMR (100 MHz, CDCls, 25 °C): § (ppm) = 173.1 (Cq, C-9), 169.4 (Cq, C-16), 168.6 (Cq, C-15), 156.1 (Cq,
C-3), 79.2 (Cq, C-2), 40.5 (CHy, C-4), 39.0 (CH,, C-10), 36.6 (CH, C-8), 31.0 (CH, C-14), 29.9 (CH, C-5),

29.0 (CH,, C-11), 28.5 (CHs, C-1), 26.5 (CHa, C-6), 25.8 (CHa, C-12), 25.7 (CH,, C-17), 25.5 (CH,, C-7), 24.3
(CH,, C-13).

6-[(6-{[6-({[(2-Methyl-2-propanyl)oxy]carbonyl}amino)hexanoylJamino}hexanoyl)amino]hexanséiure
(33):

In einem 100 ml 3-Halskolben wurden 0.535g von 32 (1.21 mmol, 1.0 Aquiv.) und 0.159¢g
6-Aminohexansdure (1.21 mmol, 1.0 Aquiv.) gegeben und die Apparatur dreimal evakuiert und
bestickt. Im N,-Gegenstrom wurden 18 ml abs. DMF und 0.50 ml abs. NEts (3.63 mmol, 3.0 Aquiv.)
zugegeben und die farblose Suspension fiir 18 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das DMF wurde
groBtenteils unter vermindertem Druck entfernt (30-100 mbar, 80 °C). Der Riickstand wurde in 150 ml
EtOAc aufgenommen, mit 1IN HCI (2 x 20 ml) und geséttigter NaCl-Lésung (1 x 20 ml) gewaschen. Die
organische Phase wurde lber Na,SO, getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wurde aus PB/EtOAc
(1:5.4) umkristallisiert. Der flockige Niederschlag wurde abfiltriert und mit -20°C kaltem
Petroleumbenzin gewaschen. Nach dem Trocknen im Feinvakuum wurden 0.422 g (0.92 mmol, 76 %)
eines feinen, weillen Feststoffs erhalten.

R¢ = 0.17 (SiO;, CH2Cl,/MeOH = 15:1);

0246H81OO121416
)(O)J\N/\/\/\H/N\/\/\)J\N OH
1 3 5 7 9 1 /\13/\15/\ﬂ/
H o) H o)
1H-NMR (500 MHz, CDs0D, 25 °C): & (ppm) = 3.16, 3.16 (2 x t, 4H, J = 7.0, 7.0 Hz, H-7, H-12), 3.02 (t, 2H,
J=7.1Hz, H-2),2.30 (t, 2H, J = 7.4 Hz, H-16), 2.18, 2.17 (2 x t, 4H, /= 7.5, 7.6 Hz, H-6, H-11), 1.65-1.58

(m, 6H, H-5, H-10, H-15), 1.55-1.45 (m, 6H, H-3, H-8, H-13), 1.43 (s, 9H, H-1), 1.40-1.29 (m, 6H, H-4,
H-9, H-14).
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o 4 6 8 H 11 13 o 16 18 20
J(O):i\N/\/\/\ﬁ/N\/\/\)é\N/\/\/\ZH‘I/OH
1 H 5 7 10 12 14 H 17 19
0] 0]

13C-NMR (125 MHz, CD;0D, 25 °C): & (ppm) = 177.4 (Cq, C-21), 176.0, 176.0 (2 x Cq, C-9, C-15), 158.5
(Cq C-3), 79.8 (Cq, C-2), 41.2 (CH,, C-4), 40.2 (2 x CH,, C-10, C-16), 2 x 37.0 (2 x CH,, C-8, C-14), 34.8
(CH,, C-20), 30.7 (CHa, C-5), 30.1 (2 x CH,, C-11, C-17), 28.8 (CHs, C-1), 27.5, 27.5, 27.4 (3 x CH,, C-6,
C-12, C-18), 26.8, 26.7 (2 x CH,, C-7, C-13), 25.7 (CH,, C-19).

6-({6-[(6-Aminohexanoyl)amino]hexanoyl}amino)hexanséurehydrochlorid (1:1) (Tri-Ahx-HCI) (34):

In einem 25 ml 2-Halskolben wurden 162.0 mg von 33 (0.354 mmol, 1.0 Aquiv.) gegeben und die
Apparatur dreimal evakuiert und bestickt. Im N,-Gegenstrom wurden 10 ml HClg in abs. EtOAc
zugegeben und fiir 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Suspension wurde mit 5ml Et;O
(vorgetrocknet liber Na,S0O,) in ein Zentrifugenglas Gberfiihrt und zentrifugiert (1 min, 10000 rpm). Der
Rickstand wurde noch dreimal mit 10 ml Et,0 versetzt und zentrifugiert (1 min, 10000 rpm). Um das
Edukt zu entfernen wurde der Feststoff sechsmal mit 10 ml EtOAc versetzt, beim ersten und zweiten
Mal im Ultraschallbad behandelt, beim dritten bis sechsten Mal auf 50 °C erhitzt und zentrifugiert
(1 min, 10000 rpm). Nach dem Trocknen im Exsikkator tiber Blaugel fiir 72 h und im Ofen fiir 8 h bei
80 °C wurden 128.3 mg (0.326 mmol, 92 %) eines weillen Feststoffs erhalten.

H
6IH N 1 3 5 N\/7\/Q\)J\N 1 13 15 OH
3+/\2/\4/\ﬂ/ 6 8 10 H/\12/\14/\ﬂ/
0 0
1H-NMR (500 MHz, DMSO-ds/D0, 25 °C): & (ppm) = 2.98 (t, 4H, J = 7.0 Hz, H-6, H-11), 2.73 (t, 2H, J =
7.7 Hz, H-1), 2.17 (t, 2H, J = 7.4 Hz, H-15), 2.04 (t, 2H, J = 7.5 Hz, H-5), 2.02 (t, 2H, J = 7.5 Hz, H-10), 1.56—
1.42 (m, 8H, H-2, H-4, H-9, H-14), 1.38-1.32 (m, 4H, H-7, H-12), 1.28-1.15 (m, 6H, H-3, H-8, H-13).

O

1 3 5 H &8 10 13 15 17
CH N/\/\/\ﬁ/N 12 N/\/\/\1HB/0H
% 2 4 7 9 11 H 14 16
0] 0]

13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds, 25 °C): & (ppm) = 174.4 (C,, C-18), 171.8, 171.7 (2 x Cq, C-6, C-12), 38.6
(CH,, C-1), 38.3, 38.2 (2 x CHa, C-7, C-13), 35.4 (CH,, C-11), 35.1 (CH,, C-5), 33.6 (CH,, C-17), 2 28.9 (2
x CH,, C-8, C-14), 26.7 (CH,, C-2), 26.1, 26.0, 25.5, 25.1 (4 x CH,, C-3, C-9, C-10, C-15), 24.8 (CH., C-4),
24.2 (CH,, C-16).

ESI-MS positiv-Modus: m/z 358.3 [M+H]*, MS/MS (47 V): m/z (%): 358.2 (100), 114.6 (72), 79.8 (22),
70.0 (21), 42.2 (20), 228.2 (19), 96.8 (16), 77.8 (15), 245.2 (12), 56.0 (10), 227.2 (8).

2,2,6,6-Tetradeuterio-6-({[(2-methyl-2-propanyl)oxy]carbonyl}amino)hexanséure (35):

In einem 5 ml Rundkolben wurden 103.4 mg 27 (0.882 mmol, 1.0 Aquiv.) mit 0.066 ml einer Lésung
von Natriumdeuteroxid in Deuteriumoxid (40 Gew.-%, 99.5 atom % D, 0.975 mmol, 1.1 Aquiv.) versetzt
und mit 0.177 ml Deuteriumoxid (99.96 atom % D) auf eine 4 M Lésung des Natriumdeuteroxids
eingestellt. Die Losung wurde flir 30 min zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur
wurde der Riickstand mit 1.7 ml Deuteriumoxid (99.96 atom % D) in einen 2-Halskolben tberfihrt. Zu
der 0 °C kalten Losung des Natriumsalzes der 6-Aminohexansaure-ds in 0.5 M Natriumdeuteroxid
wurde im N;-Gegenstrom aus einem Tropftrichter eine Losung von 0.212 g Di-tert-Butyloxycarbonat
(0.971 mmol, 1.1 Aquiv.) in 1.8 ml abs. THF innerhalb von 5 min zugetropft. Nachdem Riihren bei
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Raumtemperatur fir 18.5 h wurde die Reaktionsmischung mit 1 ml Wasser gequencht, mit Et,0 (3 x
5 ml) extrahiert und die organische Phase verworfen. Die wassrige Phase wurde auf 0 °C abgekihlt,
mit Natriumcitrat-Puffer auf pH 5 angesduert und anschlieBend mit Et;O (4 x 10 ml) extrahiert. Die
vereinigten organischen Extrakte wurden Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Das
dickfliissige farblose Ol wurde mit -20 °C kaltem Petroleumbenzin versetzt und im Tiefkiihler zum
Auskristallisieren stehengelassen. Nachdem Abdekantieren des Petroleumbenzins, Entfernen der
Losungsmittelreste unter vermindertem Druck und Trocknen im Feinvakuum wurden 143.2 mg
(0.609 mmol, 69 %) eines weilRen, kristallinen Feststoffs erhalten.

R¢ = 0.24 (SiO,, PB/EtOAc = 1:1);
3 7
OH
AN
H 4 &6
2 O

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): § (ppm) = 11.31 (br s, 1H, H-8), 6.04 (br s, Verunreinigung), 4.64 (br
s, 1H, H-2), 3.07-3.07 (m, 0.013H, H-3), 2.29 (t, 0.095H, J = 7.3 Hz, H-7), 1.63-1.55 (m, 2H, H-6), 1.46—
1.36 (m, 11H, H-4, H-1), 1.35-1.21 (m, 2H, H-5).

O D D
2k I A28 S8 o
1 Os” 5 7
0]

13C-NMR (100 MHz, CDCls, 25 °C): 6 (ppm) = 179.0 (C,, C-9), 158.0 (Verunreinigung), 156.2 (C,, C-3),
80.5 (Verunreinigung), 79.3 (Cq, C-2), 39.8 (m, CHD und CD,, C-4), 33.8 (1:1:1-t, CHD, Jc.o = 19.2 Hz, C-8),
33.5 (1:3:4:3:1-quin, CD, Jeo = 19.4 Hz, C-8), 29.6 (CH,, C-5%) 29.5 (CH,, C-5), 28.5 (CHs, C-1), 26.2 (CHa,
C-6), 24.4 (CH, C-7*), 24.3 (CHa, C-7).

*Bei den Signalen bei 29.6, 24.4 ppm handelt es sich um die C-5 und C-7-Restkohlenstoffsignale, die
aus der nicht oder zum Teil markierten Verbindungen stammen.

2,2,6,6-Tetradeuterio-1-(2,5-dioxo-1-pyrrolidinyl)-6-({[(2-methyl-2-
propanyl)oxy]carbonyl}amino)hexanoat (36):

In einem 50 ml 2-Halskolben wurden 0.929g von 35 (3.95mmol, 1.0 Aquiv.) und 0.455¢
N-Hydroxysuccinimid (3.95 mmol, 1.0 Aquiv.) eingewogen, die Apparatur dreimal evakuiert und
bestickt und die Feststoffe in 35ml abs. CH,Cl, gelost. Im N»-Gegenstrom wurden 1.137 g
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N‘-ethylcarbodiimid-hydrochlorid (5.93 mmol, 1.5 Aquiv) zugegeben und
die Losung bei Raumtemperatur fir 18 h gerihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit 10 ml Wasser in
einen Scheidetrichter Gberfihrt und die Phasen getrennt. Die organische Phase wurde mit gesattigter
NaCl-Lésung (2 x 10 ml) gewaschen, tGber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Das leicht gelbe
Ol kristallisierte langsam durch. Das Rohprodukt wurde zweimal aus PB/EtOAc (2:1) umkristallisiert. Es
wurden 1.071 g (3.22 mmol, 82 %) eines weiRen, kristallinen Feststoffs erhalten.

R¢ = 0.37 (SiO,, PB/EtOAC = 1:1);
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'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): § (ppm) = 4.67 (br s, 1H, H-2), 4.52 (br s, Verunreinigung), 3.06-3.01
(m, 0.041H, H-3), 2.77 (s, 4H, H-8), 2.75, 2.72 (2 x s, Verunreinigung) 2.53 (t, 0.033H, J = 6.8 Hz, H-7),
1.70-1.67 (m, 2H, H-6), 1.46—1.33 (m, 4H, H-4, H-5), 1.37 (s, 9H, H-1).
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13C-NMR (100 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 169.3 (C,, C-10), 168.5 (C,, C-9), 156.0 (Cq, C-3), 78.9 (Cq,
C-2), 39.7 (m, CHD und CD,, C-4), 30.5 (1:1:1-t, CHD, Jcp = 19.7 Hz, C-8), 30.3 (1:3:4:3:1-quin, CD3, Jeo
= 20.6 Hz, C-8), 29.4 (CHa, C-5%), 29.3 (CH,, C-5), 28.4 (CHs, C-1), 25.7 (CH,, C-6), 25.6 (CH,, C-11), 24.2
(CHa, C-7*), 24.1 (CHa, C-7).

*Bei den Signalen bei 29.4, 24.2 ppm handelt es sich um die C-5 und C-7-Restkohlenstoffsignale, die
aus der nicht oder zum Teil markierten Verbindungen stammen.

6-{[2,2,6,6-Tetradeuterio-6-({[(2-methyl-2-propanyl)oxy]carbonyl}amino)hexanoyl]amino}hexansdure
(37):

In einem 100 ml 3-Halskolben wurden 1.045g von 36 (3.14 mmol, 1.0 Aquiv.) und 0.412¢g
6-Aminohexansdure (3.14 mmol, 1.0 Aquiv.) gegeben und die Apparatur dreimal evakuiert und
bestickt. Im N,-Gegenstrom wurden 31 ml abs. DMF und 1.31 ml abs. NEts (9.43 mmol, 3.0 Aquiv.)
zugegeben und die farblose Suspension fiir 19 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das DMF wurde
groBtenteils unter vermindertem Druck entfernt (30-50 mbar, 80 °C). Der Riickstand wurde in 100 ml
EtOAc aufgenommen, mit 1IN HCI (2 x 20 ml) und gesattigter NaCl-Lésung (1 x 20 ml) gewaschen. Die
organische Phase wurde iber Na,SO, getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wurde aus PB/EtOAc
(1:1) umkristallisiert. Es wurden 0.839 g (2.41 mmol, 77 %) eines feinen, weilen Feststoffs erhalten.

R¢ = 0.22 (SiO, CH2Cly/MeOH = 15:1);
2 6
X kes Lo e s X
1 © H 3 5 7 e 11 oA
(@]

1H-NMR (400 MHz, CDs0D, 25 °C): & (ppm) = 3.16 (t, 2H, J = 7.0 Hz, H-7), 3.00 (t, 0.149H, J = 6.8 Hz,
H-2), 2.30 (t, 2H, J = 7.4 Hz, H-11), 2.16 (t, 0.123H, J = 7.6 Hz, H-6), 1.66—1.58 (m, 4H, H-10, H-5), 1.55—
1.27 (m, 8H, H-8, H-3, H-9, H-4), 1.43 (s, 9H, H-1).

O D D O
ﬂ(J\ 4..De g DH 11 13
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13C-NMR (100 MHz, CD;0D, 25 °C): & (ppm) = 177.3 (Cq, C-15), 176.0 (Cq, C-9), 158.5 (Cq, C-3), 79.7 (Co,
C-2), 40.8 (1:1:1-t, CHD, Jco = 20.5 Hz, C-4), 40.5 (1:3:4:3:1-quin, CD, Jco = 18.6 Hz, C-4), 40.2 (CH,,
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C-10%*), 40.1 (CHa, C-10), 36.7 (1:1:1-t, CHD, Je.o = 21.2 Hz, C-8), 36.3 (1:3:4:3:1-quin, CD3, Jcp = 17.9 Hz,
C-8), 34.8 (CH,, C-14), 30.5 (CH,, C-5*), 30.4 (CH,, C-5), 30.1 (CH,, C-11), 28.8 (CHs, C-1), 27.5, 27.3 (CH,,
C-6, C-12), 26.7 (CH,, C-7*), 26.6 (CH,, C-7), 25.7 (CHa, C-13).

*Bei den Signalen bei 40.2, 30.5, 26.7 ppm handelt es sich um die C-10, C-5 und
C-7-Restkohlenstoffsignale, die aus der nicht oder zum Teil markierten Verbindungen stammen.

6-{[(6-Amino-2,2,6,6-tetradeuterio)hexanoylJamino}hexansdurehydrochlorid (1:1) (Di-Ahx-HCI-d,) (38):

In einem 25 ml 2-Halskolben wurden 161.0 mg von 37 (0.462 mmol, 1.0 Aquiv.) gegeben und die
Apparatur dreimal evakuiert und bestickt. Im N,-Gegenstrom wurden 10 ml HClg in abs. EtOAc
zugegeben, die weille Suspension wurde fiir 4 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Suspension wurde
mit 10 ml Et,O (vorgetrocknet Gber KOH) in ein Zentrifugenglas liberflihrt und zentrifugiert (1 min,
10000 rpm). Der Riickstand wurde noch zweimal mit 5 ml Et,0 versetzt, im Ultraschallbad behandelt
und zentrifugiert (1 min, 10000 rpm). Um das Edukt zu entfernen wurde der Feststoff dreimal mit
10 ml EtOAc versetzt, beim ersten und zweiten Mal im Ultraschallbad behandelt, beim dritten Mal auf
50 °C erhitzt und zentrifugiert (1 min, 10000 rpm). Nach dem Trocknen im Exsikkator Gber Blaugel fir
24 h und im Ofen fir 8 h bei 80 °C wurden 122.7 mg (0.431 mmol, 93 %) eines weillen Feststoffs

erhalten.
1 5
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1H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢/D,0, 25 °C): & (ppm) = 2.99 (t, 2H, J = 7.0 Hz, H-6), 2.73 (t, 0.157H, J = 7.6
Hz, H-1), 2.18 (t, 2H, J = 7.4 Hz, H-10), 2.02 (t, 0.127H, J = 7.4 Hz, H-5), 1.54-1.42 (m, 6H, H-2, H-4, H-9),
1.39-1.33 (m, 2H, H-7), 1.27-1.19 (m, 4H, H-3, H-8).
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2H-NMR (77 MHz, H,0/D,0 = 9/1, 25 °C): § (ppm) = 7.95 (br s, 0.07D, CI DsN*CD,-), 7.36 (br's, 0.37D, —
COND-), 2.96 (brs, 2D, D-1), 2.21 (br s, 2D, D-5).

D D 0
ClHN 2 4 o 7 9 11 12 OH

13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds, 25 °C): & (ppm) = 174.4 (Cq, C-12), 171.8 (Cq, C-6), 38.2 (CH,, C-7), 37.9
(m, CHD und CD,, C-1), 34.5 (m, CHD und CD,, C-5), 33.6 (CH,, C-11), 28.9 (CH,, C-8), 26.6 (CH,, C-2*),
26.5 (CHa, C-2), 26.0 (CHa, C-9), 25.4 (CH,, C-3), 24.7 (CH,, C-4%), 24.7 (CH,, C-4), 24.2 (CH,, C-10).

*Bei den Signalen bei 26.6, 24.7 ppm handelt es sich um die C-2 und C-4- Restkohlenstoffsignale, die
aus der nicht oder zum Teil markierten Verbindungen stammen.

ESI-MS positiv-Modus: m/z 249.2 [M+H]*, MS/MS (47 V): m/z (%): 249.2 (100), 115.6 (43), 114.6 (22),
42.2 (20), 232.2 (16), 231.2 (14), 70.0 (14), 79.8 (13), 44.2 (11), 40.2 (9), 43.2 (9).
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1-(2,5-Dioxo-1-pyrrolidinyl)-({6-[2,2,6,6-tetradeuterio-6-({[(2-MethyI-2-
propanyl)oxy]carbonyl}amino)]hexanoyl}amino)hexanoat (39):

In einem 50 ml 2-Halskolben wurden 0.509 g von 37 (1.46 mmol, 1.0 Aquiv.) und 0.168 g N-
Hydroxysuccinimid (1.46 mmol, 1.0 Aquiv.) eingewogen, die Apparatur dreimal evakuiert und bestickt
und die Feststoffe in 25 ml abs. CH,Cl, suspendiert. Im N,-Gegenstrom wurden 0.420g N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N‘-ethylcarbodiimid-hydrochlorid (2.19 mmol, 1.5 Aquiv) zugegeben und die
Losung bei Raumtemperatur fir 17.5 h geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit 10 ml Wasser in
einen Scheidetrichter Gberflhrt und die Phasen getrennt. Die organische Phase wurde mit gesattigter
NaCl-Lésung (2 x 10 ml) gewaschen, Giber Na,SO, getrocknet, filtriert und eingeengt. Das Rohprodukt
wurde aus PB/EtOAc (1:1) umkristallisiert. Nach dem Trocknen im Feinvakuum wurden 0.495g
(1.11 mmol, 76 %) eines weillen Feststoffs erhalten.

R¢ = 0.28 (SiO;, CH2Cl,/MeOH = 30:1); R¢ = 0.40 (SiO,, CH,Cl,/MeOH = 15:1);

o) S E7) 8 o) N
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1H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 6.06 (t, 1H, J = 5.2 Hz, H-8), 4.69 (br s, 1H, H-2), 3.19-3.15
(m, 2H, H-9), 3.11-3.06 (m, 0.250H, H-3), 2.78 (br s, 4H, H-14), 2.54 (t, 2H, J = 7.2 Hz, H-13), 2.07 (t,
0.125H, J = 7.3 Hz, H-7), 1.73-1.66 (m, 2H, H-12), 1.61-1.51 (m, 2H, H-6), 1.49-1.23 (m, 8H, H-10, H-4,
H-11, H-5), 1.36 (s, 9H, H-1).
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13C-NMR (100 MHz, CDCls, 25 °C): & (ppm) = 173.1 (Cq, C-9), 169.4 (Cq, C-16), 168.5 (Cq, C-15), 156.1
(Cq, C-3), 78.9 (Cq, C-2), 39.8 (m, CHD und CD,, C-4), 38.9 (CH,, C-10), 35.8 (m, CHD und CD,, C-8), 30.8
(CH,, C-14), 29.6 (CHa, C-5*), 29.6 (CHa, C-5), 28.8 (CH,, C-11), 28.4 (CHs, C-1), 26.3 (CH,, C-6), 25.7 (CH,,
C-12), 25.6 (CHa, C-17), 25.3 (CHa, C-7*), 25.2 (CH,, C-7), 24.2 (CHa, C-13).

*Bei den Signalen bei 29.6, 25.3 ppm handelt es sich um die C-5 und C-7-Restkohlenstoffsignale, die
aus der nicht oder zum Teil markierten Verbindungen stammen.

6-{[6-({[2,2,6,6-Tetradeuterio-6-({[(2-Methyl-2-propanyl)oxy]carbonyl}amino)]
hexanoyl}amino)hexanoyl]lamino}hexanséure (40):

In einem 100 ml 3-Halskolben wurden 0.442g von 39 (0.99 mmol, 1.0 Aquiv.) und 0.130¢g
6-Aminohexansdure (0.99 mmol, 1.0 Aquiv.) gegeben und die Apparatur dreimal evakuiert und
bestickt. Im N,-Gegenstrom wurden 15 ml abs. DMF und 0.41 ml abs. NEts (2.97 mmol, 3.0 Aquiv.)
zugegeben und die farblose Suspension fiir 18 h bei Raumtemperatur gerihrt. Das DMF wurde
groBtenteils unter vermindertem Druck entfernt (30—100 mbar, 80 °C). Der Riickstand wurde in 150 ml
EtOAc aufgenommen, mit 1IN HCI (2 x 20 ml) und gesattigter NaCl-Lésung (1 x 20 ml) gewaschen. Die
organische Phase wurde iber Na,SO,4 getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wurde aus PB/EtOAc
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(1:5) umkristallisiert. Nach dem Trocknen im Feinvakuum wurden 0.361 g (0.78 mmol, 79 %) eines
feinen, weilen Feststoffs erhalten.

R¢ = 0.17 (SiO2, CH2Clo/MeOH = 15:1);

2 6
(0] D D (0]
(0] N N
1 3 5 7 9 11 13 15
H (0] H (@]

1H-NMR (400 MHz, CDsOD, 25 °C): & (ppm) = 3.16, 3.16 (2 x t, 4H, J = 6.9, 6.9 Hz, H-7, H-12), 3.00 (t,
0.185H, J = 7.0 Hz, H-2), 2.30 (t, 2H, J = 7.2 Hz, H-16), 2.18 (t, 2H, J = 7.6 Hz, H-11, H-6), 1.66-1.58 (m,
6H, H-5, H-10, H-15), 1.55-1.40 (m, 6H, H-3, H-8, H-13), 1.43 (s, 9H, H-1), 1.38-1.28 (m, 6H, H-4, H-9,

H-14).
) Q DDs DDH 1 13 Q 16 18 20
%%NMN\/\/\AJ&N 21._0OH
1 H 5 7 10 12 14 H/\17/\19/\[O]/

13C-NMR (100 MHz, CDs0D, 25 °C): & (ppm) = 177.3 (Cq, C-21), 176.0, 175.9 (2 x Cq, C-9, C-15), 158.5
(Cq C-3), 79.7 (Cq, C-2), 40.7 (m, CHD und CD,, C-4), 40.1 (2 x CHa, C-10, C-16), 36.9 (CH,, C-14), 36.4
(m, CHD und CD,, C-8), 34.8 (CH,, C-20), 30.5 (CH,, C-5*), 30.4 (CH,, C-5), 28.8 (CHs, C-1), 2 x 27.5, 27.3
(2 x CH,, C-6, C-12, C-18), 26.7, 26.6 (2 X CH,, C-7, C-13), 25.7 (CH,, C-19).

O

*Bei den Signalen bei 30.5 ppm handelt es sich um die C-5-Restkohlenstoffsignal, das aus der nicht
oder zum Teil markierten Verbindung stammt.

6-[(6-{[(6-Amino-2,2,6,6-tetradeuterio)hexanoyl]amino}hexanoyl)amino]hexansdurehydrochlorid (1:1)
(Tri-Ahx-HCl-d,) (41):

In einem 50 ml 2-Halskolben wurden 201.0 mg von 40 (0.435 mmol, 1.0 Aquiv.) gegeben und die
Apparatur dreimal evakuiert und bestickt. Im N»-Gegenstrom wurden 10 ml HClg in abs. EtOAc
zugegeben und fiir 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Suspension wurde mit 5ml Et;0O
(vorgetrocknet tiber Na,SQ,) in ein Zentrifugenglas Gberfiihrt und zentrifugiert (1 min, 10000 rpm). Der
Rickstand wurde noch dreimal mit 10 ml Et,O versetzt und zentrifugiert (1 min, 10000 rpm). Um das
Edukt zu entfernen wurde der Feststoff sechsmal mit 10 ml EtOAc versetzt, beim ersten und zweiten
Mal im Ultraschallbad behandelt, beim dritten bis sechsten Mal auf 50 °C erhitzt und zentrifugiert
(1 min, 10000 rpm). Nach dem Trocknen im Exsikkator tiber Blaugel fiir 72 h und im Ofen fiir 8 h bei
80 °C wurden 160.5 mg (0.403 mmol, 93 %) eines weillen Feststoffs erhalten.

1 5
CHN™ 5 % 6 8 10 H/\12/\14/\”/
O O
'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢/D-0, 25 °C): § (ppm) = 2.98 (t, 4H, J = 7.1 Hz, H-6, H-11), 2.71 (t, 0.085H,

J=7.6 Hz, H-1), 2.17 (t, 2H, J = 7.3 Hz, H-15), 2.02 (t, 4H, J = 7.5 Hz, H-10, H-5), 1.54-1.42 (m, 8H, H-2,
H-4, H-9, H-14), 1.38-1.32 (m, 4H, H-7, H-12), 1.27-1.15 (m, 6H, H-3, H-8, H-13).

D D (@]
~ 1D 3 5 %’H\/B\/m\)]\ 1315 7o
C|H3NK/\/KH/ 19 N/\/\/\n/
+ 2 4 7 9 1 H 14 16 o

©)
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2H-NMR (77 MHz, H,0/D,0 = 9:1 (v/v), 25 °C): & (ppm) = 7.95 (br s, 0.19D, CI' DsN*CD,-), 7.37 (br s,
0.34D, —-COND-), 2.96 (br s, 2D, D-1), 2.20 (br s, 2D, D-5).

13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds, 25 °C): & (ppm) = 174.4 (C,, C-18), 171.9, 171.8 (2 x Co, C-6, C-12), 38.3,
38.2 (2 x CHa, C-7, C-13), 38.0 (m, CD,, C-1), 35.4 (CH,, C-11), 34.5 (m, CD,, C-5), 33.7 (CH,, C-17), 2 x
28.9 (2 X CH,, C-8, C-14), 26.6 (CH,, C-2*), 26.5 (CH,, C-2), 26.1, 26.0, 25.4, 25.1 (4 x CH,, C-3, C-9, C-10,
C-15), 24.7 (CHa, C-4%), 24.7 (CHa, C-4), 24.2 (CH,, C-16).

*Bei den Signalen bei 26.6, 24.7 ppm handelt es sich um die C-2 und C-4-Restkohlenstoffsignale, die
aus der nicht oder zum Teil markierten Verbindung stammen.

Vergleicht man das Kohlenstoffspektrum der markierten und der unmarkierten Verbindung, so fallt
auf, dass die Signale C-1 und C-5 von den CD,-Gruppen leicht gegen die Signale der unmarkierten
Verbindung verschoben sind. Die *C-Atome, die direkt in Nachbarschaft der CD,-Gruppen liegen, also
C-2 und C-4 sind aufgrund der Ndhe zum Deuterium ebenfalls von der Verschiebung betroffen,
wohingegen die restlichen 3C-Signale nicht von einer Verschiebung betroffen sind.

ESI-MS positiv-Modus: m/z 362.3 [M+H]*, MS/MS (47 V): m/z (%): 362.4 (100), 114.6 (57), 115.6 (23),
79.8 (18), 70.0 (16), 228.2 (16), 42.2 (13), 96.8 (10), 77.8 (8), 44.2 (7), 229.2 (7).
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II.2 Abkiirzungsverzeichnis

abs. absolut(es)

Ahx Aminohexansdure

Aquiv. Moldquivalente

BADGE Bisphenol A-diglycidylether
Boc tert-Butyloxycarbonylgruppe
BPA Bisphenol A

br breit (NMR)

o Konzentration

Cbz Benzyloxycarbonylgruppe

CE Kollisionsenergie

CEP Zelleintrittspotential
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Ccosy correlated spectroscopy

cps counts per second

CXP Zellaustrittspotential

d Dublett (NMR)

Da Dalton

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en
DC Dinnschichtchromatographie

dest. destilliert(es)

DMAP Dimethylaminopyridin

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DP Declustering-Potential

E Extinktion

€ Extinktionskoeffizient

EDC-HCI N-(3-Dimethylaminopropyl)-N‘-ethylcarbodiimid-hydrochlorid
EP Eintrittspotential

ESI Elektrospray lonisation

Et,O Diethylether

EtOAc Ethylacetat

eV Elektronenvolt (MS)

FuE Forschungs- und Entwicklungsprojekt
GC Gaschromatographie

HMBC heteronuclear multiple bond correlation
HMQC heteronuclear multiple quantum correlation
(HP)LC Hochleistungsflissigkeitschromatographie
J Kopplungskonstante (NMR)

m Multiplett (NMR)

m/z Verhiltnis Masse/Ladung

Me Methylgruppe

MeCN Acetonitril

MeOH Methanol

MRM multi reaction monitoring

MS Massenspektrometrie

NHS N-Hydroxysuccinimid

NIAS non-intentionally added substances
NMR Kernresonanzspektroskopie

PA Polyamid

PB Petroleumbenzin

PE Polyethylen

PCC Pyridiniumchlorochromat

PDC Pyridiniumdichromat

ppm parts per million (NMR)

q Quartett

quin Quintett (NMR)

Rt Retentionsfaktor (DC)

RP reversed phase (Umkehrphase)
RSD relative Standardabweichung

RT Raumtemperatur

Re Retentionszeit

s Singulett (NMR)

t Triplett (NMR)

TBDMS tert-Butyldimethylsilylgruppe

TDI Tolerable Daily Intake (tolerierbare tagliche Aufnahmemenge)
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THF
THP
TIC
t-TDI

uv
WEFR
6

A

Tetrahydrofuran

2-Tetrahydropyranylgruppe

total ion current (Totaler lonenstrom)

Temporary Tolerable Daily Intake (temporare tolerierbare tagliche
Aufnahmemenge)

Ultravioletter Wellenldangenbereich (Absorptionsspektroskopie)
Wiederfindungsrate

Chemische Verschiebung (NMR)

Wellenldnge
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