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Einleitung

Die Reinheitsbestimmung ist eine wichtige MaBnahme
der Qualitatskontrolle. Damit |&sst sich sicherstellen, dass
eine Substanz sicher, zuverlassig und fur die beabsich-
tigte Anwendung geeignet ist. Sie bestatigt die Identitat
und Qualitat der gewinschten Verbindung nach der Iso-
lierung, Synthese oder Herstellung und sorgt dafur, dass
die Verbindung frei von nennenswerten Verunreinigun-
gen, wie nicht umgesetzten Ausgangsstoffen, Neben-
produkten und Fremdstoffen, ist. Diese Analyse tragt
dazu bei, die Effektivitdt eines Synthese- oder Herstel-
lungsprozesses zu bewerten, zeigt an, ob eine weitere
Reinigung erforderlich ist und unterstitzt die Konsistenz
zwischen Produktionschargen.

Ist eine Substanz flr therapeutische Anwendungen
vorgesehen, gewinnt die Reinheitsbestimmung noch
mehr an Bedeutung. Die Reinheit pharmazeutischer
Wirkstoffe ist entscheidend fur ihre Eignung zur phar-
mazeutischen Verwendung. Verunreinigungen kdénnen
toxische Wirkungen hervorrufen oder die Stabilitat und
Bioverflgbarkeit des Wirkstoffs wahrend der Formulie-
rung und Verarbeitung beeintrachtigen. Aus Sicht der
Qualitatssicherung ist dies besonders relevant fir ana-
lytische Standards, die als Referenzmaterialien fur die
Methodenentwicklung, Kalibrierung und Routinekon-
trolle verwendet werden.

Eutektische Verunreinigungen

Eine Verunreinigung kann mit einer Substanz ein eutek-
tisches System bilden, wenn sie in der flissigen Phase
[6slich, in der festen Phase jedoch unléslich ist. Bei der
dynamischen Differenz-Kalorimetrie (DSC) kénnen sol-
che Verunreinigungen das Schmelzverhalten eines
Materials beeinflussen. Sie senken die beobachtete
Schmelztemperatur und verbreitern den endother-
men Schmelzeffekt mit steigendem Verunreinigungs-
gehalt. Diese Schmelzpunkterniedrigung bildet die
Grundlage fur die Reinheitsbestimmung nach der van't-
Hoff-Theorie [3]. Eutektische Verunreinigungen sind
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daher besonders kritisch, da sie das Schmelzverhalten
beeinflussen und die Verarbeitbarkeit beeintrachtigen.
Eine schnelle thermische Reinheitsanalyse ist deshalb fir
die Qualitatskontrolle unerlasslich [4].

Durch die Analyse des Onsets des Schmelzpeaks in
Abhéangigkeit vom geschmolzenen Anteil |asst sich die
Reinheit einer Substanz unter Verwendung der van't-
Hoff-Gleichung (Gl. 1) abschatzen, wie in Methode A der
Norm ASTM E928 [5] beschrieben. Die Gleichung stellt
einen Zusammenhang zwischen dem Grad der Schmelz-
punkterniedrigung und der Konzentration eutektischer
Verunreinigungen her.

Gleichung 1:
mit:
T,: Probentemperatur [K]
T,: Schmelztemperatur der reinen Substanz [K]
R: Gaskonstante (= 8,314 J/mol"-K™")
x: Molanteil der Verunreinigung
H.: Schmelzwarme [J-mol™'], berechnet aus der Peakflache
F: Schmelzanteil
Teilpeakflache

F=

Gesamtpeakflache

Um die Konzentration der Verunreinigung in einer Probe
bestimmen zu kénnen, werden folgende Bedingungen
vorausgesetzt:

Die Substanz muss kristallin sein.

Die Substanz und die Verunreinigung durfen keine
festen Losungen bilden, das heif3t, sie sind in der
festen Phase nicht mischbar.

Die Substanz bildet mit der Verunreinigung ein eutek-
tisches System, d. h., die Substanz und die Verunrei-
nigung bilden ein homogenes Gemisch, das wie eine
reine Substanz schmilzt und erstarrt.

Verbindungen, die Polymorphismus aufweisen,
muUssen vollstandig in ein einziges Polymorph
umgewandelt werden.

Die Substanz darfsich beim Schmelzen nicht zersetzen.
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Das Verfahren zur Bestimmung der Reinheit mittels DSC
ist in den Arzneiblchern USP <891> und Ph. Eur. 2.2.34
sowie in verschiedenen Normen wie ASTM E928 und DIN
51007 beschrieben.

Insbesondere ASTM E928 beschreibt und standardisiert
das Verfahren, legt die Kriterien fur deren Anwendung
auf hochreine Materialien (Konzentration > 98,5 mol- %,
inkrementelle Enthalpiekorrektur c < 20 %, Abweichung
< 0,5 mol-% gegeniber Referenzmethoden) fest und
definiert die spezifischen Bedingungen, unter denen die
DSC-Messungen durchgefihrt werden missen.

Carbamazepin (CBZ) ist ein synthetisches krampflésen-
des Mittel, das 1953 von der Novartis-Gruppe entdeckt
wurde und seit 1962 im Handel erhéltlich ist (siehe Abbil-
dung 1). Die reine Substanz ist ein weiBes, kristallines,
polymorphes Pulver (Formen |-IV, Dihydrat) mit einem
Schmelzbereich von 191-192 °C (Form 1) und einer Mol-
masse von 236,27 g/mol. Der Wirkmechanismus von
CBZ beruht auf der Hemmung spannungsgesteuerter
Na*-Kanale. CBZ wird primar zur Behandlung von Epi-
lepsie, Trigeminusneuralgie (chronische Schmerzer-
krankung von Gehirnnerven) und bipolaren Stérungen
eingesetzt. CBZ kann jedoch auch wahrend des Alkohol-
entzugs oder zur Behandlung neuropathischer Schmer-
zen eingesetzt werden [7, 8].

In dieser Studie wandten wir das van't-Hoff-Diagramm
an, um den Gesamtgehalt an Verunreinigungen in zwei
Carbamazepin-Analysestandards mit unterschiedlichen,
mittels HPLC bestimmten Reinheitsgraden zu bestim-
men. In Anlehnung an die Norm ASTM E928 bewerteten
wir die Anwendbarkeit und Zuverlassigkeit der DSC-
Methode zur Erkennung kleiner Unterschiede im Rein-
heitsgrad solcher Referenzmaterialien.

Experimenteller Teil

Far die Reinheitsbestimmung mittels DSC wurden zwei
unterschiedliche, sekundare Analysestandards dessel-
ben pharmazeutischen Wirkstoffs, Carbamazepin (CBZ),
ausgewahlt. Beide Produkte wurden von Sigma-Aldrich

A

A

1 Chemische Struktur von Carbamazepin (CBZ) [1,2]

07 "NH,

(Merck KGaA) hergestellt und entsprachen den in Tabelle
1 aufgeflhrten Herstellerspezifikationen.

Die HPLC-Analyse des Herstellers ergab einen Reinheits-
unterschied von 0,9 % zwischen den beiden CBZ-Proben.
Dieser Reinheitsunterschied kann mithilfe der NETZSCH
DSC 300 Caliris® Supreme und der Funktion Purity
Determinatio” der NETZSCH Proteus® 9-Software ther-
misch validiert werden.

Die NETZSCH DSC 300 Caliris® Supreme inkl. Proteus®-
Software erlauben ein ASTM-konformes DSC-Screening
der Verunreinigung als Schnelltest. Dies ist insbesondere
fur die Uberwachung analytischer Referenzstandards zur
Qualitatskontrolle von groBem Wert.

Messprotokoll

Vor der Analyse mit der NETZSCH DSC 300 Caliris®
Supreme, wurden die Aluminium-Tiegel (Concavus®) in
Isopropanol gereinigt und eine Minute lang bei 425 °C
thermisch konditioniert. AnschlieBend wurden die Pro-
ben (ca. 1,5 mg) in die gereinigten Tiegel gefillt und die
Tiegel hermetisch verschlossen.

Das Temperaturprogramm wurde deutlich unterhalb des
erwarteten Schmelzbeginns gestartet, um eine durch
Verunreinigungen verursachte Schmelzpunkternied-
rigung zu berlcksichtigen. Es wurde ein zweistufiges
Heizprofil gewéahlt mit einer anfanglichen schnellen Auf-
heizung von 20 °C auf 160 °C mit 20 K/min, gefolgt von
einem langsamen Temperaturanstieg von 0,7 K/min von
160 °C auf 200 °C. Die Messung wurde unter Stickstoff-
gas mit einer Spulgasrate von 40 ml/min durchgefihrt,
um wahrend des gesamten Experiments eine inerte
Atmosphare in der Messzelle aufrechtzuerhalten

Tabelle 1 Vergleich der Herstellerspezifikationen fir die beiden Carbamazepin-Qualitaten [1,2]

Parameter Carbamazepin (CBZ-1)
Produktnummer 94496

Batch BCCM1539
HPCL-Reinheit 99,9 % (Spec:=99,0 %)
Beschaffenheit Weil3es Pulver

Schmelzpunkt 191 bis 192 °C

2|5  NETZSCH-Gerstebau GmbH
WittelsbacherstraBBe 42 - 95100 Selb - Deutschland
Tel.: +49 9287/881-0 - Fax: +49 9287/881505
at@netzsch.com - www.netzsch.com

Carbamazepin (CBZ-l)
C4024

MKCT3831

99 % (Spec:= 98,0 %)
Weiles Pulver

191 bis 192 °C
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Messergebnisse

Abbildung 2 zeigt die DSC-Kurven fir die jeweils erste
Aufheizung von CBZ-l und CBZ-ll. Die extrapolierten
Onsettemperaturen betragen fur CBZ-1 190,2 °C und fur
CBZ-11 190 °C. Sie stimmen mit den Literaturwert fir CBZ
(190,2 °C laut Lide, D. R. [9]) Uberein. Im Fall von CBZ-I
liegt die Temperatur jedoch 0,2 °C hoher als bei CBZ-II.

Wie bereits erwdhnt, erniedrigt eine Verunreinigung
der Probe den Schmelzpunkt und verbreitert die DSC-
Kurve. Aus der DSC-Kurve berechnet die Reinheitssoft-
ware das van't-Hoff-Diagramm und liefert eine grafische
Darstellung der DSC-Reinheitsanalysedaten (siehe Abbil-
dung 3): Hier ist die Schmelztemperatur gegen den
Kehrwert des geschmolzenen Anteils (7/F) dargestellt,
wobei F den Anteil an der gesamten Schmelzpeakflache
reprasentiert.

Der Plot ist typischerweise nicht linear. Eine gréBere
Nichtlinearitdt weist auf einen héheren Verunreini-
gungsgrad hin. Diese Abweichung entsteht durch Vor-
Schmelzeffekte, die mit DSC nicht erfasst werden kénnen.
Daruber hinaus kénnen auch das Messprogramm und
die Datenanalyse die Linearitat des Diagramms beein-
flussen. Wenn beispielsweise der Abschnitt mit langsa-
mer Temperaturerhdhung zu nahe am Schmelzbeginn
beginnt, ergibt sich eine falsche Schmelztemperatur (7).
Wourde der Temperaturbereich richtig gewahlt, kann eine

DSC /(mW/mg)
[3.3]

251 | exo

20+

R CBZ - I

Complex Peak:

Area: 103.6 Jig

104 Peak: 190.3°C

Onset: 190.0 °C

End: 190.7°C

Width: 0.5 °C(37.000 %)
Height:  2.088 mW/mg
05

falsche Festlegung der Peakflache die Grenzen der Peak-
integration storen, was sich auf die berechnete Schmelz-
warme AH, auswirkt. Beide Situationen verstarken die
Nichtlinearitat der Kurve.

Um Linearitat zu erreichen, verwendet die Analysesoft-
ware einen Korrekturfaktor ¢, der sowohl zur gesamten
Peakflache als auch zu jeder Teilflache F addiert wird.
Durch diese iterative Anpassung ergibt sich ein korrigier-
ter F-Wert, der eine lineare Beziehung in der Gleichung
T, =1(1/F) liefert.

1 total peak area + ¢

F~ partial peak area + ¢

Zusatzlich zur erfassten DSC-Kurve benétigt die Soft-
warefunktion Reinheitsbestimmung das Molekularge-
wicht der reinen Substanz, um Angaben der Ergebnisse
in Mol-% zu liefern. Die endguiltige Reinheit wird aus der
Steigung der linearisierten Daten ermittelt. Die Extra-
polation auf 7/F = 0 liefert die theoretische Schmelz-
temperatur des 100-prozentig reinen Materials (T,). Die
Ergebnisse sind nur dann zuverlassig, wenn die ange-
passten Daten linear sind, der Reinheitsgrad tber 98,5 %
und der Korrekturfaktor c unter 20 % liegt [4].

Der berechnete theoretische Schmelzpunkt von 100 %
reinem CBZ (T melting pure, T0) betragt 190,425 °C
fur CBZ-1 und 190,411 °C fur CBZ-Il, verglichen mit den
berechneten Schmelztemperaturen der vorliegenden

CBZ -1

Complex Peak:

Area: 105.1 Jig

Peak: 1904 °C

Onset: 190.2 °C

End: 190.7°C

Width: 0.4 °C(37.000 %)
Height:  2.354 m\W/mg

TR)

0.0

187 188 189 190

191 192 193

Temperature /°C

2 DSC-Kurven von CBZ-I und CBZ-Il
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Temp. /°C A
Substance: Carbamazepine_Analytical Standard
1 Mol mass: 236,270 g/mol
190.30 X Purity: 99,902 mole %
R Impurities: 0,098 mole %
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J 4 T melting pure: 190,425 °C
190.25 % Correction for linearization: 4,633 %
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3 1/F-Plotvon Carbamazepin (A: CBZ_| / B: CBZ_II) fur die Reinheitsbestimmung

Proben (T ... T) von 190,358 °C bzw. 190,320 °C. Der
berechnete Verunreinigungsgehalt der CBZ-I-Probe
betrug 0,098 Mol-%, der der CBZ-lI-Probe 0,135 Mol-%.
Der Korrekturfaktor fur beide Proben liegt mit 4,633 %
flr CBZ-l bzw. 6,978 % fur CBZ-Il unter 10 %, was die
hohe Qualitat der Daten und die Ubereinstimmung mit
der ASTM-Norm belegt. Nach der Messung wurde die
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Probe erneut gewogen; es wurde kein Massenverlust
festgestellt. Dies bestatigt, dass wahrend der Messung
weder eine Zersetzung der Probe noch eine Verdamp-
fung stattfand. Dies entspricht ebenfalls dem in der
ASTM-Norm festgelegten maximalen Massenverlust von
1 %.
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4 statistische Analyse der Messdaten: Zweiseitiger t-Test mit einem Signifikanzniveau von 0,05

ProbengréBe =3, t-Wert = 3.04 und p-Wert = 0038

Die berechnete Reinheit von CBZ-1 (99,9 % HPLC) betragt
99,902 Mol- %, die von CBZ-11 (99 % HPLC) 99,865 Mol- %.
Der Unterschied von 0,037 % wird als geringflgig, aber
signifikant angesehen (siehe Abbildung 4). Der nied-
rigere c-Wert von CBZ-l (4,8 % gegenUber 6,2 %) deu-
tet auf ein geringeres Vorschmelzen hin, was auf einen
hoheren Reinheitsgrad zurickzufihren sein kbnnte [6].

Die vorliegenden Ergebnisse entsprechen den Hersteller-
spezifikationen und bestatigen somit die Empfindlichkeit
und Zuverlassigkeit dieser thermoanalytischen Methode.
Die Differenz in der mittels DSC bestimmten Reinheit von
0,037 % (CBZ-l gegentiber CBZ-) spiegelt ausschlieBlich
eutektische Verunreinigungen wider, d.h. die Art von
Verunreinigungen, die mit DSC nachgewiesen werden
kénnen. Dies liegt innerhalb des von der ASTM definier-
ten Bereichs von <1,5 mol% und Gberschreitet die quan-
titative Nachweisgrenze von 0,001 mol%.

Fazit

Diese Untersuchung kommt zu dem Schluss, dass sich
die NETZSCH DSC 300 Caliris® Supreme in Kombination
mit dem Software-Feature Purity Determination der
NETZSCH Proteus®-Software fur DSC ideal dazu eignet,
Verunreinigungen herauszufiltern, die den Schmelz-
prozess beeinflussen. Damit lasst sich die Reinheit zahl-
reicher Arzneimittel bestimmen, einschlieBlich der
Unterscheidung zwischen Reinheitsklassen verschiede-
ner analytischer Standards.
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