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1 EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

Unter pharmazeutischen Hilfsstoffen versteht man die fir die Wirksamkeit
mitverantwortlichen, aber arzneilich unwirksamen Bestandteile galenischer Zubereitungen. Sie
stellen keine einheitliche Stoffklasse dar, sondern umfassen eine grof3e Anzahl organischer und
anorganischer Verbindungen. Die unterschiedlichen galenischen Anforderungen bedurfen
geeigneter pharmazeutischer Hilfsstoffe, deren gleich bleibende Produktqualitit aber oft nicht
gewihrleistet ist. Vor allem Hilfsstoffe aus nattrlichen Rohmaterialien schwanken in ihren
Eigenschaften wie Kristallinitit, Partikelgrofle oder chemischer Zusammensetzung, was
Auswirkungen auf die Eigenschaften einer daraus hergestellten Arzneiform haben kann.
Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass die Qualitit eines Hilfsstoffes von
Hersteller und Charge abhingig ist, wobei neben den Ausgangsmaterialien auch die
Produktionsprozesse und der Produktionsstandort einen entscheidenden Einfluss haben
[BAEHR et al. 1991, LANDIN et al. 1993a,b,c, ROWE et al. 1994].

Zu den speziellen Eigenschaften, mit denen Haufwerke pharmazeutischer Feststoffe
charakterisiert werden, zdhlen in erster Linie das FlieBverhalten, die spezifische Oberfliche,
die Porositit und die PorengréBen. Zusitzlich ist es notwendig, die Einzelpartikel in Form
und GroBe zu beschreiben, wofiir die Siebanalyse, die Laserlichtstreuung (laser light scattering)
sowie die Licht- wund Elektronenmikroskopie in Kombination mit speziellen
Bildauswerteverfahren zur Verfiigung stehen. Thermische Methoden wie DTA (differential
thermal analysis), DSC (differential scanning calorimetry) und Thermogravimetrie unterstiitzen die
Beurteilung der Reinheit und erfassen auftretende polymorphe Strukturen, Solvatisierung,
Abbauerscheinungen/-vorginge und Hilfsstoff(un)vertriglichkeiten. Fir die Klirung von
kristallographischen Fragestellungen eines Pulvers wird hidufig die Rontgendiffraktometrie
verwendet. Molekulare Untersuchungen von Hilfsstoffen werden vor allem mit
spektroskopischen Methoden wie der IR- und NMR-Spektroskopie durchgefithrt [BRITTAIN
et al. 1991, GUSTAFSSON 2000]. In diesem Zusammenhang hat sich in den letzten Jahren auch
die Raman-Spektroskopie in der pharmazeutischen Forschung etablieren kénnen. Seit 2002 ist
sie als offizielle Methode in das Europiische Arzneibuch aufgenommen [EUAB 2002]. Vor
allem polymorphe Umwandlungen von Arzneistoffen in galenischen Zubereitungen infolge
verinderter ~ Herstellungsbedingungen oder infolge der geringen Stabilitit von
Wirkstoffmodifikationen werden mit dieser Methode untersucht [TAYLOR und ZOGRAFI
1998]. Weiterhin dient die Raman-Spektroskopie der Identifizierung von Substanzen, der
Quantifizierung von Inhaltsstoffen sowie der Untersuchung von Rekristallisationsprozessen
[VANKEIRSBILCK et al. 2002]. Gerade bei der Erforschung der Gitter- oder Geriststruktur
wird die Raman-Spektroskopie gegentiber der IR-Spektroskopie bevorzugt [BUGAY 2001].
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Die Raman-Spektroskopie bietet den entscheidenden Vorteil der zerstérungsfreien
Untersuchung von Proben aller Aggregatzustinde sowie wasserhaltiger Proben ohne
aufwendige Probenpriparation. Durch Variation der Umgebungsbedingungen, wie
Wassergehalt/Feuchte, Temperatur und Druck, kénnen die verschiedensten physikalischen
Zustinde (verdinnte oder konzentrierte Losungen, Gele, flussig-kristalline Proben oder feste
Materialien) oder das Verhalten der Proben in Abhingigkeit dieser Bedingungen untersucht
werden.

Die Elektronenmikroskopie findet wie bereits erwiahnt ihre Anwendung zur morphologischen
Charakterisierung pharmazeutischer Hilfsstoffe. Neben der ausschlieBlichen Visualisierung
ergibt sich mit der Technik der atmosphirischen Rasterelektronenmikroskopie (ESEM) die
Moglichkeit, 7 sit-Experimente  durchzufihren. Im Gegensatz zur konventionellen
Elektronenmikroskopie ist die unkomplizierte Untersuchung flissigkeits- oder gashaltiger
Proben im unpriparierten Zustand moglich. ESEM  erlaubt, Verinderungen im
sublichtmikroskopischen Bereich bei Anderung der atmosphirischen Randbedingungen
(Druck, Temperatur, Feuchte) in Echtzeit zu verfolgen, wobei das Auflésungsvermégen der
Elektronenmikroskopie genutzt wird. Daher kann sie zur Charakterisierung verschiedener
pharmazeutischer Hilfsstoffklassen sowie biologischer Systeme herangezogen werden. Die
Einflisse unterschiedlicher Umgebungsatmosphiren auf Materialeigenschaften sowie auf den
morphologischen Zustand einer Probe wurden bereits auf anderen, nichtpharmazeutischen
Gebieten angewendet. Katalysatoren und Materialien wie Zement sowie biologische Proben,
zu denen auch intakte Zellen gehoren, werden mithilfe der ESEM-Technik untersucht. Bei
diesen Experimenten wird der Vorteil, feuchte, flissigkeitshaltige oder fliissige Proben im
Gleichgewicht mit den Umgebungsbedingungen untersuchen zu konnen, gezielt genutzt
[HOPFE und FUTING 1995]. Strukturuntersuchungen an pharmazeutischen Hilfsstoffen mittels
ESEM werden bisher nur selten vorgenommen. So untersuchten zum Beispiel WILHELM et al.
[WILHELM et al. 2002] Stirkesuspensionen unter Verwendung der atmosphirischen
Rasterelektronenmikroskopie.

Die parallele Verwendung von Raman-Spektroskopie und Elektronenmikroskopie [MILLAR et
al. 1998, JAHN 2002] ermoglicht eine zeitgleiche Untersuchung molekularer und
morphologischer Eigenschaften und stellt einen entscheidenden Vorteil und eine
Vereinfachung der Untersuchungen dar. Die Realisierung einer Kopplung von konfokalem
Raman-Mikroskop und konventionellem Rasterelektronenmikroskop erfolgte durch AKSENOV
et al. [AKSENOV et al. 2001].

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Erweiterung der Anwendungsbereiche der Raman-
Spektroskopie und der atmosphirischen Rasterelektronenmikroskopie auf dem Gebiet der
pharmazeutisch-technologischen Forschung. Stirken und Cellulosen als pharmazeutische
Hilfsstoffklassen wurden ausgewihlt, um deren Figenschaften und Verinderungen mithilfe
beider Methoden zu charakterisieren. Mégliche Korrelationen zwischen molekularen und
morphologischen Eigenschaften sollten untersucht und mit physikochemischen Eigenschaften
der Stoffe in Beziehung gesetzt werden. Im Hinblick auf eine eventuelle Kopplung der beiden
Gerite wurden mdglichst gleichwertige Umgebungsbedingungen bei Raman-Spektroskopie
und ESEM-Experimenten angestrebt.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden bei verschiedenen wissenschaftlichen Zeitschriften
eingereicht und die vorliegende Arbeit kumulativ verfasst. In den Kapiteln 2 und 3 werden die
verwendeten =~ Methoden, die = Raman-Spektroskopie  und  die  atmosphirische
Rasterelektronenmikroskopie,  vorgestellt.  AnschlieBend wird auf die einzelnen
Substanzklassen, die Cellulosen und Stirken, eingegangen (Kapitel4). Im FErgebnisteil
(Kapitel 5) werden die Veroffentlichungen zusammengefasst und in Kapitel 6 eine

Kurzzusammenfassung der Arbeit und ein Ausblick gegeben.
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2 RAMAN-SPEKTROSKOPIE

In diesem Kapitel werden zunichst die verschiedenen Begriffe, die im Zusammenhang mit der
Raman-Spektroskopie auftreten, erklirt und das verwendete NIR FT-Raman-Spektrometer
RFS 100/S von Bruker vorgestellt.

2.1 Einfiihrung in die Spektroskopie

Die Untersuchung der Natur der Teilchen mithilfe der Wechselwirkung zwischen
elektromagnetischer Strahlung und Materie wird allgemein als Spektroskopie bezeichnet
[FREUDE 2003a]. Aufgrund der weitgehenden und umfassenden Verbreitung der
spektroskopischen Methoden ist allgemeine Literatur zum Thema Spektroskopie ausreichend
vorhanden, die als Informationsquelle zu diesem Abschnitt diente [BANWELL und MCCASH
1999, COLTHUP et al. 1990, GUNZLER und GREMLICH 2003, KERESZTURY 2002, LONG 2002,
SCHRADER 1995, EUAB 2002].

Das elektromagnetische Spektrum umfasst die Bereiche der Radiowellen, Mikrowellen,
Infrarotstrahlung, des sichtbaren Lichtes, der Ultraviolettstrahlung, Réntgenstrahlung und
Gammastrahlung. Die verschiedenen elektromagnetischen Strahlungen unterscheiden sich in
ihren Frequenzen v und damit in ihren Wellenlingen A, die tiber Gl. 1 in Verbindung stehen
(€ Lichtgeschwindigkeit).

y= [Hz] Gl 1

°
A

Die Energie E eines Stroms von Photonen mit der Frequenz v ergibt sich nach Gl 2, wobei
die GroBe h den Proportionalititsfaktor, die Planck-Konstante, darstellt.

E=h-v Ul Gl 2

Die Schwingungsspektroskopie beschiftigt sich mit der Absorption von Lichtquanten der
Energie E, welche eine Zustandsinderung eines Molekiils hervorrufen. Anregungen im
Wellenlingenbereich des nahen bis mittleren Infrarot, genutzt in der IR- und Raman-

Spektroskopie, erzeugen Anderungen von Schwingungs- und Rotationszustinden. Die
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Erfassung der IR-Spektren basiert auf der Absorption von IR-Strahlung. Im Gegensatz dazu
wird bei der Raman-Spektroskopie die Streustrahlung detektiert.

Zur Charakterisierung der elektromagnetischen Strahlung wird in der optischen Spektroskopie
die Wellenzahl v verwendet. Die Wellenzahl, der reziproke Wert der Wellenlinge A4 mit der
Einheit cm’, stellt die Proportionalitit zur Frequenz v (Gl. 3) und mit Gl. 2 auch die direkte
Proportionalitit zur Energie E her (GL 4).

[cm™] GL3

V=

o<

1
p

E=h-c.v Wl Gl 4

2.2 Molekiilschwingungen

Als  Normal- oder Grundschwingungen werden die Anzahl der moglichen
Molekiilschwingungen bezeichnet, die sich aus den drei Freiheitsgraden und der Atomzahl des
Molekiils N ergeben. So existieren fiir nichtlineare Molekiile nach Abzug der drei Rotations-
und drei Translationsfreiheitsgtade 3N —6 und fir lineare Molekile 3N -5
Normalschwingungen, da aufgrund der Symmetrie die Rotation um die Bindungsachse

entfallt. Diese Schwingungen koénnen symmetrisch oder asymmetrisch sein.

w=3
=7
W Sl
wv=1
wv=0
wirtueller
& I )
Zustand
wv=3
wv=2 L SO
w=1
v=0 ? ¥ A
IR NIR Rayleigh Stokes Anti-Stokes

Abb.1  Energieniveauschema der Uberginge bei IR- und NIR-Absorption sowie die Rayleigh-,
Stokes- und Anti-Stokes-Streuung; So Molekiilschwingungen des Grundzustandes, S;
Molekiilschwingungen des angeregten Zustands, v Schwingungsquantenzahl [BUGAY und
FINDLAY 1999, modifiziert].
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Man unterscheidet die Valenzschwingungen v, die Schwingungen entlang der Bindungsachse
umfassen, von den Deformationsschwingungen J, welche unter Beeinflussung des zwischen
drei Atomen auftretenden Bindungswinkels zu beobachten sind. Bei planaren Molekilen
koénnen zusitzlich so genannte out-of-plane-Schwingungen I' auftreten, bei denen sich
Atome aus der Molekiilebene heraus bewegen.

Die Anderungen des Schwingungszustandes von Molekilen sind mit Energieinderungen
verbunden, jedoch finden, wie in Abb. 1 gezeigt, keine Ubergéinge in den angeregten Zustand
statt.

2.3 Theoretische Grundlagen

Mit der Entdeckung der inelastischen Streuung elektromagnetischer Strahlung am Anfang des
20. Jahrhunderts begann die Entwicklung der Raman-Spektroskopie, die jedoch bereits nach
kurzer Zeit von der sich als Routinemethode etablierenden IR-Spektroskopie verdringt
wurde. Erst mit der Entwicklung der Lasertechnologie (ILASER /light amplification by stimulated
emission of radiation), der Fourier-Transformation (FT)-Raman-Spektroskopie und empfind-
licheren Detektoren begann ihr Wiedereinzug in zahlreiche Laboratorien. In einigen Bereichen
hat sich die Raman-Spektroskopie als unerlissliche Untersuchungsmethode durchgesetzt
[SCHRADER et al. 1989, LEVIN und LEWIS 1990].

2.3.1 Der Raman-Effekt

Die Existenz der inelastischen Streuung von Licht wurde bereits 1923 von A. SMEKAL
postuliert und schlieSlich 1928 von den indischen Physikern C. V. RAMAN und K. S.
KRISHNAN entdeckt [RAMAN und KRISHNAN 1928]. 1930 erhielt RAMAN den Physik-
nobelpreis fir den experimentellen Nachweis des nach ihm benannten Effektes, der die
Grundlage der Raman-Spektroskopie darstellt.

Die quantenmechanische Betrachtung erklirt die Theorie des Raman-Effektes am
vollstindigsten. Werden Molekiile mit monochromatischem Licht bestrahlt, tritt der grof3te
Teil dieser Strahlung ungehindert durch die Probe hindurch (Transmission). Ein geringerer
Teil der Strahlung wird an den Molekiilen abgelenkt und in alle Raumrichtungen gestreut. Als
Rayleigh-Streuung wird die elektromagnetische Strahlung bezeichnet, die elastisch, also ohne
messbaren Energieverlust, gestreut wird. Die Frequenz der Rayleigh-Streuung vy entspricht
demzufolge der Frequenz der Anregungswellenlinge v, . Ein sehr viel kleinerer Teil hingegen,
etwa ein Millionstel der anregenden Strahlung, erfihrt eine inelastische Wechselwirkung
(inelastischer Stof3) mit den Molekiilen. Man spricht von der Raman-Streuung, die in Stokes-
und Anti-Stokes-Streuung unterschieden wird. Wie in Abb.2 dargestellt, stehen die
Anderungen der Energie und damit der Wellenlinge des Streulichts gegeniiber der
Anregungswellenlinge und der Energiezustand der Molekiile nach dem inelastischen Stof3 in

engem Zusammenhang. Bei der Stokes-Streuung besitzen die Molekiile nach dem
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virtueller Zustand
f f ]
h Vitakes h Vidnti-Stokes
hvy = (Vv hv, hve hv, = h(vy+i,)
w=1 ¥
AE S5
=0 ¥ ¥
Stokes Rayleigh Anti-Stokes
Vewka = Vo e =1 Vs swke = Vo
AE =0 AE, =0 AB < 0

Abb.2  Energieschema der Rayleigh- und Raman-Streuung; AE,, Energieinderung eines Molekiils
[MCCREERY 2000, modifiziert].

inelastischen Sto3 eine hohere Schwingungsenergie (AE,, >0) und das Streulicht ist
energiedrmer (Vg s <V, )- Ist hingegen das Streulicht energiereicher (Vqi_siores > Vo) als die
Anregungswellenlinge, hat das Molekil ein niedrigeres Energieniveau eingenommen
(AE,, <0) und man spricht von der Anti-Stokes-Streuung.

Innerhalb eines Raman-Spektums verschieben sich die Stokes- bzw. Anti-Stokes-Linien
gegentiber der Rayleigh-Linie um den gleichen Energiebetrag (Abb. 3). Die Intensititen der
Raman-Streuung im Stokes- und im Anti-Stokes-Bereich unterscheiden sich jedoch deutlich.
Da sich bei Raumtemperatur die meisten Molekiile im Schwingungsgrundzustand befinden, ist
die Stokes-Streuung intensiver als die Anti-Stokes-Streuung [BUGAY und FINDLAY 1999].

Die Raman-Spektroskopie misst Wellenlingen und Intensititen von inelastisch gestreutem
Licht. Die in einem fir jede Substanz charakteristischen Raman-Spektrum angegebenen
Wellenzahlen v (Standardbereich 50 bis 3500 cm™) beschreiben die Frequenz- oder
Wellenzahl-Verschiebung der Stokes- und Anti-Stokes-Linien relativ gegentiber der Rayleigh-
Linie [BUGAY und FINDLAY 1999, SCHITTKOWSKI und BRUGGEMANN 2002].

+ b > | >

w
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Abb.3  Frequenzverschiebungen der Stokes- und Anti-Stokes-Linien in Bezug auf die Rayleigh-Linie
[SCHRADER 1995, modifiziert].
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Die Verschiebungen der Stokes-Linien in Bezug auf die Rayleigh-Linien kénnen sehr gering
sein. Auflerdem ist die Intensitit der Raman-Streuung im Vergleich zur Rayleigh-Streuung
sehr klein. Aus diesen Griinden ist es erforderlich, Lasetlicht zu verwenden, welches sich
durch hohe Monochromasie und Kohirenz tiber eine lange Zeit auszeichnet und daher eine
hohe Intensitit besitzt. Um die Detektion der intensiven Anregungswellenlinge zu
verhindern, erfolgt die Beobachtung des Streulichtes um einen definierten Winkel, in der
Regel um 90° oder 180° versetzt zum Strahlengang des Laserlichtes. Zusitzlich erfolgt die
Entfernung der Rayleigh-Streuung durch optische Filter innerhalb des Spektrometers.

2.3.2 Polarisierbarkeit eines Molekiils

Die klassische Theorie des Raman-Effektes beschreibt grundlegende Molekiileigenschaften,
die fur eine Raman-Aktivitit Voraussetzung sind. Wird ein Molekil einem
elektromagnetischen Feld ausgesetzt, kommt es zu einer riumlichen Trennung der
Ladungsschwerpunkte (Protonen — Elektronen). Ein elektrisches Dipolmoment wird erzeugt,
das Molekiil ist polarisiert.

u=a-E GL5

Die Abhingigkeit des induzierten Dipolmoments  von der Stirke des angelegten Feldes E
und der molekularen Polarisierbarkeit & wird in Gl 5 beschrieben. Es besteht ein vektorieller
Zusammenhang, wobei das Dipolmoment g und die Feldstitke E nicht dieselbe Richtung
haben. Die Polarisierbarkeit & ist mathematisch ein Tensor.

Eine Schwingung ist demzufolge Raman-aktiv, wenn sich die Polarisierbarkeit « eines
Molekiils wihrend der Schwingung idndert (GL 6, g Normalkoordinate der betreffenden
Schwingung),

(6_0{} #0. GlL6
oq 0

Da bei der IR-Spektroskopie eine Anderung des Dipolmoments wihrend der Schwingung die
Voraussetzung fir IR-Aktivitit ist, stellt die Raman-Spektroskopie eine ideale Erginzung zu
dieser Methode dar. Mit der Raman-Spektroskopie werden vorrangig symmetrische
Schwingungen und unpolare Bindungen dargestellt, wihrend sich die Spektren der IR-
Spektroskopie vorwiegend aus polaren Schwingungen und unsymmetrischen Bindungen
ergeben. Sie kénnen als komplementire Methoden betrachtet werden.

Wasser ist nur ein sehr geringer Raman-Streuer, weshalb es als Losungsmittel in der Raman-

Spektroskopie verwendet werden kann.

2.3.3 Fourier-Transformation

Die Fourier-Transformation ist ein mathematischer Umformungsalgorithmus, der bereits 1822
von dem franzésischen Mathematiker und Physiker J. B. J. FOURIER entwickelt wurde. Erst
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die Anwendung der Fourier-Transformation in der Raman-Spektroskopie und die
Entwicklung von geeigneten Interferometern ermoglichten empfindlichere und
leistungsfihigere Spektrometer. Am bekanntesten ist das von A. A. MICHELSON entwickelte

Interferometer, welches im Folgenden vorgestellt werden soll.

2.3.3.1 Aufbau des Michelson-Interferometers

Der schematische Aufbau eines Michelson-Interferometers ist in Abb. 4 dargestellt. Das
Streulicht der Probe trifft auf den Strahlenteiler, einen halbdurchlissigen Spiegel. Ein Teil der
elektromagnetischen Strahlung wird reflektiert, der andere Teil tritt ungehindert hindurch.
Durch Reflexion an einem festen und einem beweglichen Spiegel gelangt die Strahlung zeitlich
versetzt wieder zum Strahlenteiler, wo die beiden elektromagnetischen Wellen interferieren.
Der Detektor misst die auftreffende Strahlungsintensitit | in Abhingigkeit der optischen
Wegdifferenz X. Man erhilt das Interferogramm [1(X), welches mithilfe der Fourier-
Transformation in das Spektrum (V') umgerechnet wird [IKAUPPINEN und PARTANEN 2001].

=——————1 fester Spiegel

Frobe -
e X
beweglicher
Strahlenteiler Spiegel
Detektor

Abb.4  Schematischer Aufbau eines Michelson-Interferometers [FREUDE 2003b, modifiziert]. Die
optische Wegdifferenz X beschreibt die Spiegelbewegung.

Die Position des beweglichen Spiegels, der sich mit einer Geschwindigkeit von bis zu
30 mm s bewegt werden kann, wird tber einen Helium-Neon-Laser erfasst. Eine komplette
Spiegelbewegung (hin und zuriick) entspricht einem Scan. Im Falle des FT-Raman-
Spektrometers RFS 100/S dauert ein Scan etwa 1,5 s.

2.3.3.2 Vorteile der Fourier-Transformation

Die vor der Entwicklung der FT-Raman-Spektroskopie iblichen dispersiven Raman-
Spektrometer [FREUDE 2003b] enthielten Monochromatoren. Deren enge Spalte fiihrten zu
einem groflen Verlust der Strahlungsintensitat. Durch den Wegfall der Monochromatortechnik
wurde eine hohere Messempfindlichkeit infolge der effektiveren Nutzung der
Strahlungsquellenintensitit erreicht. Man spricht vom JACQUINOT-Vorteil.
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Der FELLGETT-Multiplex-Vorteil liegt darin, zu jedem Zeitpunkt vom Detektor die
Lichtintensitit des gesamten Frequenzbereiches zu erfassen. Nur ein Scan, also eine komplette
Spiegelbewegung, ist notwendig, um ein vollstindiges Spektrum aufzunehmen. Dies bedeutet
eine massive Messzeitverkiirzung gegeniiber den dispersiven Messgeriten. Zusitzlich wird
eine Verbesserung des Signal-Rausch-Verhiltnisses erreicht.

Eine hohe Wellenzahlstabilitit der Spektren resultiert aus der kontinuierlichen Uberpriifung
der Position des beweglichen Spiegels mithilfe des Helium-Neon-Lasers. Dieser CONNES-
Vorteil fihrt zu einer hohen Reproduzierbarkeit der Spektren.
Die Auflésung Av steht mit dem maximalen Spiegelweg X,
(GL 7).

« 1n indirektem Zusammenhang

Av =1 [cm™] Gl 7

Das Auflésungsvermégen von FT-Spektrometern ist tber den gesamten Spektralbereich
konstant. Im Vergleich dazu dndert sich die Auflésung in Dispersionsspektrometern mit der

Frequenz und ist abhingig vom Winkel, unter dem der Strahl auf das Gitter trifft.

2.4 NIR FT-Raman-Spektroskopie

Diese Art der FT-Raman-Spektroskopie arbeitet mit Anregungswellenlingen im NIR-Bereich.
Daftr stehen Laser wie der Krypton-Laser (752 und 799 nm), der Titan-Saphir-Laser (670 bis
1.100 nm), der Nd:YAG-Laser (1.064 nm) oder der Nd:YLF-Laser (1.047 und 1.053 nm) zur
Verfiigung [CHASE 2002, PAN et al. 2002]. Der Krypton- und der Titan-Saphir-Laser erzeugen
auch Licht mit Wellenldngen im sichtbaren Bereich. Am hiufigsten wird der Nd:YAG-Laser
mit einer Anregungswellenlinge von 1.064 nm verwendet.

Die Fluoreszenz, die vor allem bei organischen Substanzen infolge der Anregung im UV- oder
sichtbaren Bereich zu beobachten ist und zu einer vollstindigen Uberdeckung der Raman-
Spektren  fithren kann, wird in den meisten Fallen bei Verwendung einer
Anregungswellenlinge von 1.064 nm vermieden. Am Beispiel der mikrokristallinen Cellulose
in Abb. 5 wird deutlich gezeigt, wie sich das Raman-Spektrum verbessert, wenn der Wechsel
der Anregungswellenlinge von 785 nm auf 1.064 nm erfolgt.

Problematisch sind die mit der Verwendung der NIR-Anregung verbundene Abnahme der
Raman-Streustrahlungsintensitit sowie die in diesem Wellenlingenbereich einzusetzenden
Germaniumdetektoren mit geringerer Empfindlichkeit [SCHRADER 1997a]. Erst die
Entwicklung der Fourier-Transformation hat eine breite, effektive Anwendung der NIR
Raman-Spektroskopie ermdglicht.
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Abb.5  Vergleich der Raman-Spektren von Avicel PH101 bei einer Anregungswellenlinge von 785 nm
mit Fluoreszenz (FT-Raman-Spektrometer RFS 100/S Bruker, Frequenzstabilisierter Dioden-
Laser) und einer Anregungswellenlinge von 1.064 nm ohne Fluoreszenz (FT-Raman-
Spektrometer RFS 100/S Bruker, Nd:YAG-Laser).

Im Bereich des NIR kommt es zu Anregungen von Oberton- und Kombinations-
schwingungen. Daher sind Figenabsorptionen von organischen Lésungsmitteln, von Wasser
und der Probe moglich [PETTY 1991, EVERALL 1994]. Jedoch kann am Beispiel des Wassers
direkt auf dessen Absorptionsspektrum verwiesen werden, welches im Bereich der
Anregungswellenlinge des Lasers bei 1.064 nm ein Minimum aufweist [SCHRADER 1995].

Ein groBer Vorteil der NIR-Anregungswellenlingen stellt die problemlose Verwendung von
Quarz-Lichtleitfasern dar, die im Wellenlingenbereich der Messung fluoreszenzfreier Raman-
Spektren maximale Transmission zeigen. Der Transport der Erregerstrahlung und der Raman-
Streustrahlung ist deshalb tber Entfernungen von mehreren Metern praktisch ohne Verluste
moglich [SCHRADER 1997b, LEWIS und ROSENBLUM 2002].

2.5 Vor- und Nachteile der Raman-Spektroskopie

2.5.1 Vorteile

Im Gegensatz zur IR-Spektroskopie erlaubt die Raman-Spektroskopie die einfache Messung
von Proben aller Aggregatzustinde (Gase, Flissigkeiten und Festkorper) zerstérungstrei, nicht
invasiv und ohne aufwendige Probenvorbereitung. Die Proben koénnen direkt vor dem
Anregungslaser positioniert oder in Glasgefil3en vermessen werden [SCHRADER 1997b].

Da Wasser nur ein schwacher Raman-Streuer ist, kann es als Losungs- und Hilfsmittel
verwendet werden.

In der Regel betrigt der Durchmesser des Anregungslaserlichts 1 mm, so dass die
spektroskopische Untersuchung kleinster Probenmengen moglich ist. Bei Verwendung der
Raman-Mikroskopie kann der Durchmesser auch kleiner als 1 um sein [FROST et al. 1999].
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Raman-Spektren enthalten viele Informationen, die durch Auswertung charakteristischer
Bandenlagen Rickschliisse auf charakteristische Gruppen und Molekiilbesonderheiten
zulassen. Es koénnen daher Bestimmungen von Struktur und Bindung und damit die
Identifizierung  bekannter und unbekannter Verbindungen, Untersuchungen zu
Molekilsymmetrien  sowie Konformations-, Modifikations- und Isomerenanalysen
durchgefiihrt werden. Die Raman-Spektroskopie kann zur Identitits- und Materialpriifung,
aber auch durch Verwendung der Faseroptik zur on-line-Prozesskontrolle verwendet werden.
Chemometrische Methoden wie die multivariate Analyse, die mittlerweile in der Mess- und
Auswertesoftware der Gerite enthalten sind, vereinfachen die Auswertung quantitativer
Untersuchungen erheblich [THOMAS und HAALAND 1990].

Raman-Experimente sind einfach durchfithrbar und bedirfen keines gesondert geschulten
Personals. Die Messzeit ist relativ kurz, was eine schnelle Rickmeldung méglich macht und
besonders fiir eine on—line—Uberwachung spricht. Die Ergebnisse der Raman-Spektroskopie

zeigen eine gute Reproduzierbarkeit.

2.5.2 Nachteile

Nachteilig ist ein Aufheizen der Proben durch die intensive Laserstrahlung, falls die
Absorptionsbanden der Probe oder des Losungsmittels im Anregungswellenlingenbereich des
Lasers liegen [LEVIN und LEWIS 1990, HENDRA 2000].

Auftretende Fluoreszenz der meist organischen Proben oder enthaltener Verunreinigungen
durch Anregungen im UV-Bereich bzw. mit sichtbarem Licht kénnen durch die Verwendung

von NIR-Lasern umgangen werden.

2.6 Einsatzgebiete der Raman-Spektroskopie

Durch  geeignete  temperierbare  Probenhalterungen  kénnen  temperaturabhingige
Eigenschaften von Proben wie Konformationsinderungen, Phasenumwandlungen und
Zersetzungsprozesse untersucht, erfasst und mithilfe der molekularen Informationen der
Raman-Spektren aufgeschlisselt und interpretiert werden [ZBYTOVSKA et al. 2004].

Das Einbringen von Polarisationsfiltern in den Strahlengang des Spektrometers erlaubt die
Untersuchung der Wechselwirkungen von polarisiertem Licht mit den Molekilen und
ermoglicht Aussagen tiber optische Eigenschaften von Proben [HUG 2002].

Lichtmikroskope koénnen zur Raman-Spektroskopie verwendet werden [FROST et al. 1999,
DHAMELINCOURT 2002, JAHN et al. 2002] oder Raman-Gerite werden in Form von
Mikroskopen gebaut [HAMMOND und CLARK 2002], wodurch sich die Moglichkeit bietet, sehr
kleine Proben zu untersuchen. Eine zweidimensionale Visualisierung der Probe durch
ortsaufgeldste und wellenzahlabhingige Betrachtung der Raman-Spektren kann vorgenommen
werden, wobei bei dem so genannten Raman-Mapping ein punktformiges Abrastern der Probe

erfolgt. Werden hingegen die Streulichtintensititen ortsaufgelost aber zeitgleich iiber geeignete
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Detektoren erfasst, handelt es sich um Raman-Imaging [OTTO und GREVE 1998,
SCHITTKOWSKI und BRUGGEMANN 2002, TREADO und NELSON 2002].

Die Finsatzgebiete und Verwendungsmoglichkeiten der Raman-Spektroskopie sind vielfiltig.
So ist sie zum Beispiel in Bereichen der Industrie, der Chemie, der Mineralogie, der
Biochemie, der Lebensmittelchemie, der Archiologie, der Kunstwissenschaften und der
Materialforschung anzutreffen [SCHRADER 1997b]. Die Raman-Spektroskopie dient der
Charakterisierung von Polymeren [MADDAMS 1994], der zerstorungsfreien Identifizierung von
Mineralien [FROST et al. 1999], der Erforschung der Zellzusammensetzung [SCHRADER et al.
1999] sowie der Untersuchung von Kohlenhydraten als Lebensmittel- oder Zellbestandteil
und pharmazeutischen Hilfsstoffen. Vorteilhaft sind dabei die zerstérungsfreie Messung, die
geringe Probenvorbereitung und die Verwendung der Lichtleitfasern.

So kann die Raman-Spektroskopie in der pharmazeutischen Industrie zur qualitativen und
quantitativen Analyse von Zwischen- und Endprodukten sowie prozessiiberwachend
verwendet werden [VANKEIRSBILCK et al. 2002]. In diesem Zusammenhang seien die Analyse
von verschlossenen Arzneiformen wie Flaschen und Ampullen sowie radioaktiven,
infektiésen, karzinogenen, sehr giftigen und luftempfindlichen Substanzen und Priparaten
erwihnt, die eine potentielle Gefihrdung der Angestellten darstellen. Ebenso kénnen
Entmischungstendenzen, Rekristallisationen und polymorphe Umwandlungen in festen
Arzneiformen wie Tabletten untersucht und wihrend der Produktion tberwacht werden.
Auch bei Untersuchungen der Arzneistoffqualitit innerhalb von Lagerungsexperimenten stellt
die Raman-Spektroskopie eine zerstorungsfreie Alternativmethode dar [SCHRADER 1997b]. Da
diese Methode die Charakterisierung symmetrischer Schwingungen und unpolarer Gruppen
zulisst, ist die Raman-Spektroskopie in der pharmazeutischen Forschung verbreitet. Sie
erméglicht  die  Untersuchung  und  Charakterisierung ~ sowohl  aliphatischer
Kohlenstoffverbindungen wie Hautlipiden [WILLIAMS et al. 1992, WEGENER et al. 1996] oder
Penetrationsenhancern [ZBYTOVSKA et al. 2004] als auch polymorpher Formen von
Arzneistoffen [GRUNENBERG et al. 1995, TAYLOR und ZOGRAFI 1998].

2.7 Das Bruker FT-Raman-Spektrometer RFS 100/S

Das FT-Raman-Spektrometer RFS 100/S von Bruker (Abb. 6) besitzt einen diodengepumpten
Nd:YAG-Laser (DPY 301 110.50 EM, Coherent) mit einer Anregungswellenlinge von
1.064 nm bei einer computergesteuerten Laserleistung von maximal 500 mW. Die Messung
der Streustrahlung erfolgt im Winkel von 90° bzw. 180° nach Durchtritt durch die
Aperturblende und das Interferometer. Der ultrahochempfindliche Germanium-Detektor ist
mit flissigem Stickstoff gekithlt. Die Apodisation der Interferogramme erfolgt mit der
Blackman-Harris-4-Term-Funktion. Die Spektren haben eine Auflsung von 4 cm'™.
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Abb. 6  Strahlengang des FT-Raman-Spektrometers RFS 100/S von Bruker.
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3 ATMOSPHARISCHE
RASTERELEKTRONENMIKROSKOPIE

Dieses Kapitel soll einen Uberblick iiber die Rasterelektronenmikroskopie geben und im
Speziellen auf die atmospharische Rasterelektronenmikroskopie (ESEM) eingehen sowie

deren Besonderheiten vorstellen.

3.1 Einfiihrung

3.11 Grundlagen der Elektronenmikroskopie

Die dualistischen Modelle zur Beschreibung des Verhaltens von Licht sowohl als Welle als
auch als Teilchen (Welle-Teilchen-Dualismus) legten den Grundstein fiir die Entwicklung der
Elektronenoptik. Die Charakterisierung der Elektronen als Welle erfolgte erstmals 1924 durch
L. V. DE BROGLIE. In FElektronenmikroskopen werden im Vergleich zur Lichtoptik
Elektronenstrahlen mit Wellenlingen von 0,001 bis 0,01 nm verwendet [GOODHEW und
HUMPHREYS 1991], wodurch VergréBerungen um den Faktor 100.000 bis 1.000.000 méglich
sind.

In der Elektronenmikroskopie unterscheidet man zwischen den Methoden der
Durchstrahlungs- bzw. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM), wobei die innere
Struktur von Proben abgebildet werden kann, und der Rasterelektronenmikroskopie (REM),

welche die Obetflache von Proben erfasst.

3.1.2 Vor- und Nachteile der Elektronenmikroskopie

Die Vorteile [GOODHEW und HUMPHREYS 1991, SCHMIDT und WEYHING 2004] der
Elektronenmikroskopie gegeniiber der Lichtmikroskopie bestehen in

e hoheren VergroB3erungen,

e hoherer Auflosung,

e viel groBerer Tiefenschirfe (plastischer, quasi dreidimensionaler Bildeindruck),

e garoBerer Oberflichensensitivitit (besonders im Niederspannungsbetrieb) und

e ciner groBeren Vielseitigkeit durch Zusatzeinrichtungen wie Mikroanalysatoren zur

Elementanalyse der Probe durch Erfassung der Rontgenspektren.



ATMOSPHARISCHE RASTERELEKTRONENMIKROSKOPIE 16

Die Nachteile der Elektronenmikroskopie liegen in einer aufwendigeren Probenvorbereitung,
welche zur Verinderung bzw. Zerstorung der Probe sowie zur Artefaktbildung auf der
Probenoberfliche fithren kann, in der Elektronenstrahlempfindlichkeit und damit
verbundener Modifikationen der Proben und deutlich hoheren Kosten gegentber der
Lichtmikroskopie.

3.2 Konventionelle Rasterelektronenmikroskopie

3.2.1 Aufbau eines konventionellen Rasterelektronenmikroskops

Die wichtigsten Bauteile eines Rasterelektronenmikroskops [GOODHEW und HUMPHREYS
1991] sind
e die Elektronenkanone,

e die magnetischen Linsen (Kondensorlinsen und Objektivlinse),

die Ablenkspulen und
der Detektor.

Die Elektronenkanone dient der Erzeugung des Elektronenstrahls und besteht aus Kathode,
Wehneltzylinder und Anode. Die Freisetzung von Elektronen erfolgt einerseits durch
thermionische Emission, wobei Kathodenmatetialien wie ein Wolframfaden auf tber 2.700 K
oder ein LaB-Kristall auf Gber 1.800 K erhitzt werden, andererseits durch die Erzeugung von
Elektronen tber Feldemission. Hierbei wird eine Metalloberfliche, hiufig ebenfalls Wolfram,
einem extrem hohen elektrischen Feld ausgesetzt.

Die Beschleunigung der Elektronen tber eine Potentialdifferenz (10 bis 1.000 kV) zur Anode
erzeugt cinen Elektronenstrahl definierter Energie E zwischen 2 bis 40 keV. Der
Wehneltzylinder reguliert den Durchmesser des elektronenemittierenden Bereichs durch eine
starker negative Spannung als die der Kathode. Entscheidend fiir die REM-Auflosung ist der
Strahldurchmesser im Kreuzungspunkt der Elektronen.

Der Elektronenstrahl wird durch Magnetfelder (magnetische Linsen) gelenkt und fokussiert.
Kondensorlinsen biindeln den Strahl und die Objektivlinse fokussiert ihn schlieBlich auf die
Probenoberfliche. Mithilfe der magnetischen Felder der Ablenkspulen wird er zeilenférmig
tber die Probenoberfliche bewegt.

Detektorsysteme,  Szintillator- oder Festkorperdetektoren, —erfassen die Zahl der
Sekundirelektronen (SE) an jedem Punkt der Probenoberfliche. Parallel zu dem auf der Probe
geschriebenen Raster entsteht auf einem Monitor ein linear vergroBertes Raster. Zur
Erfassung von SE im konventionellen REM wird der Everhart-Thornley-Detektor, ein
Szintillator-Photomultiplier-Detektor, verwendet. Durch verschiedene Spannungen zwischen
Probe und Kollektor (bis 300 V) sowie Kollektor und Szintillator (etwa 10 kV) werden die SE
in Richtung Detektor gesaugt und zum Szintillator beschleunigt. Durch einen Photomultiplier
werden die Photonen, die infolge der Beschleunigung durch Lumineszenz entstehen und auf

den Photomultiplier treffen, erfasst. Die nun umgewandelten elektrischen Signale kénnen um
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das 10°fache verstirkt werden und modulieren auf dem Monitor die Helligkeitswerte

entsprechend jedem Punkt der Probenoberfliche.

3.2.2 Mogliche Wechselwirkungen der Elektronen

Die starke Streuung der Elektronen an Gasmolekiilen ist ein entscheidender Stérfaktor in der
Elektronenmikroskopie. Durch Arbeiten im Hochvakuum (Driicke <107 Pa) wird diesem
Problem entgegengewirkt. Aus diesem Grund ist es auch nur méglich, vollkommen trockene
Proben zu untersuchen.

Die negative Ladung der Elektronen und die ihnen durch die Beschleunigung iibertragene
Energie kann ganz oder teilweise an die Probe weitergegeben werden. Dies fihrt zur
Aufladung der Probenoberfliche und damit zu einer Verschlechterung der Aufnahmequalitit.
Es sind aber auch chemische Reaktionen durch Erwirmung der Probe mdglich. Durch
Bedampfung der Probenoberfliche mit diinnen Schichten aus Gold, Kohlenstoff oder Platin
(wenige Nanometer) ist es moglich, Ladungen (negative Aufladung der Oberfliche) abzuleiten
sowie die Probe teilweise vor der Zerstorung durch den Elektronenbeschuss zu schiitzen.

Die Wechselwirkung der Elektronen mit dem Untersuchungsmaterial wird im Hinblick auf die
Detektion und die weitere Untersuchung der Probe ausgenutzt. In der Regel treten die
Primirelektronen (PE) in die Probe ein und interagieren mit den Atomen des
Probenmaterials. Ein Teil dieser PE wird elastisch gestreut und tritt ohne messbaren
Energieverlust als Riickstreuelektronen (RE) wieder aus. Bei Verlust eines Teils der Energie
der PE spricht man von inelastischer Streuung. Die kinetische Energie der PE wird hierbei
fast vollstindig in Warmeenergie umgewandelt. Ein geringer Teil der Energie kann die Probe
als Rontgenstrahlung oder Sekundirelektronen verlassen.

Rickstreu- und Sekundirelektronen werden als bilderzeugende Signale in der
Elektronenmikroskopie verwendet. Geeignete Detektorsysteme sammeln diese mit einem
Kollektor und erfassen sie tUber einen Szintillationszdhler. Zur Rontgenspektralanalyse
eingebaute Mikroanalysatoren untersuchen die hochenergetischen Rontgenstrahlen, die eine

Identifizierung der chemischen Zusammensetzung der Probe erméglichen.

3.3 Atmosphirische Rasterelektronenmikroskopie

3.3.1 Aufbau, Besonderheiten und Funktionsweise des atmosphirischen

Rasterelektronenmikroskops

Die atmosphirischen Rasterelektronenmikroskope (ESEM) stellen eine Weiterentwicklung der
konventionellen Rasterelektronenmikroskope dar, welche durch die Entwicklung eines neuen
Detektorkonzeptes ermoglicht wurde. Der Aufbau des ESEM ist in Abb. 7 gezeigt. Der
Elektronenstrahl wird durch mehrere Kammern gefilhrt, in denen unterschiedliche

Partialdriicke herrschen, und trifft auf einen temperierbaren Probentisch. Die einzelnen
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Ultrahochvakuum

Elektronenstrahl

Hochvakuum

Reduktionsstufen

Sekundarelektronendetektor

Probenraum

Probentisch

Temperiervorrichung

Abb.7  Prinzipieller Aufbau des ESEM-E3 (ElectroScan), der den Weg des Elektronenstrahls durch
die verschiedenen Druckbereiche des Elektronenmikroskops bis zur Probe beschreibt [FHI].

Druckbereiche sind durch entsprechende elektronenstrahldurchlissige Blenden voneinander
getrennt und werden durch mehrere Vakuumpumpen separat evakuiert. Die Druckkammern
sind so gewihlt, dass der Elektronenstrahl nur kurz vor der Probenoberfliche von einem
hoheren Gasdruck im Probenraum beeinflusst wird. Durch den Elektronenstrahl entstehende
elektrostatische Aufladungen der Probe werden durch die ionisierte Gasatmosphire
kompensiert.

Die Detektion der SE bei Betrieb des ESEM im Feinvakuumbereich (Driicke >107 Pa) ist
moglich, weil der Detektor in der Lage ist, die Gasfillung der Probenkammer als
Verstirkungsmedium zu nutzen [CAMERON 1994] (Abb. 8). Verwendet wird der so genannte
Environmental Secondary Electron Detector (ESD), welcher sich ringférmig um die Austrittsstelle
des Primirelektronenstrahls befindet. Durch die Wechselwirkungen des Elektronenstrahls mit
der Probenoberfliche entstehen SE, die in Richtung des Detektors beschleunigt werden (bei
Spannungen von etwa 1kV). Auf ihrem Weg erzeugen die SE durch die Kollision mit
Gasmolekilen lawinenartig neue Elektronen (emvironmental secondary electrons, ESE). Daraus

resultiert letztlich ein Verstirkungseffekt, der fir die Bildsignalverstirkung genutzt wird.
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Abb.8  Schema der ESEM-Signaldetektion [FHI].

Die  Intensitit  des  abbildenden  Primirelektronenstrahls  ist  neben  der
Beschleunigungsspannung und dem Primirstrahlstrom im Wesentlichen vom Gasdruck, der
Gasart und dem Abstand zwischen Probenoberfliche und Detektor abhingig. Das Gas in der
Probenkammer erfillt drei wichtige Funktionen [HOPFE et al. 1993]. Es ist die Quelle zum
Generieren der positiv geladenen Ionen, die fiir die Aufladungskompensation notwendig sind,
und es dient als Verstirkungsmedium fir das Bildsignal von der Probenoberfliche sowie als
Medium zur Konservierung bzw. Konditionierung des Probenzustandes.

Fir den praktischen Betrieb ist es zweckmilBig, eine definierte Gasatmosphire in der
Probenkammer zu schaffen. Unter den in Frage kommenden Gasen ist insbesondere
Wasserdampf ~ von  Interesse, der leicht handhabbar ist und sehr gute
Verstirkungseigenschaften aufweist. Aullerdem enthalten viele Proben Wasser, so dass
feuchtes Probenmaterial durch die Wasserdampfatmosphire vor dem zu schnellen
Wasserverlust bzw. vor dem Austrocknen bewahrt werden kann. Prinzipiell sind jedoch auch
andere Gase bzw. Gasgemische im ESEM einsetzbar. Dazu zihlen neben Luft auch reiner
Stickstoff, Argon und Helium.

Unter  Berticksichtigung  dieser ~ Randbedingungen  ldsst  sich ein  fir  die
elektronenmikroskopische Abbildung verwendbarer Gasdruckbereich ermitteln, der fir
Wasserdampf ungefihr zwischen 0,1 und 3 kPa liegt. In diesem ,,Abbildungsbereich® ist das
Bildsignal/Rausch-Verhiltnis austeichend, so dass die elektronenoptisch begrenzte, maximale
mikroskopische Auflésung von ca. 10 nm (XL30 ESEM-FEG, Philips) bzw. ca. 50 nm
(ESEM-E3, ElectroScan) erzielt wird.
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Zur Konditionierung der Probe oder fiur die Untersuchung spezifischer Reaktionen des
Probenmaterials mit Gasen oder Flissigkeiten kénnen auch zum Teil erheblich héhere
Gasdriicke realisiert werden. Das Vakuumsystem toleriert zum Beispiel bis zu 5 kPa
Wasserdampf, bis zu 7 kPa Luft und bis zu 9 kPa Stickstoff.

3.3.2 Vor- und Nachteile der ESEM-Technik

Die ESEM-Technik gestattet Untersuchungen an original belassenen Proben [DONALD 2002,
DONALD 2003], die vorher nicht aufwendig pripariert werden miissen, und erginzt damit die
von der konventionellen Rasterelektronenmikroskopie bekannten Vorteile durch die
Aufnahme von Oberflichen ohne leitfihige Bedeckung und die Untersuchung in einer
definiert einstellbaren Gasatmosphire.
In der Probenkammer des ESEM kénnen bei Driicken im Fein- und Grobvakuumbereich
Temperatur und Feuchte eingestellt und somit definierte Umgebungsbedingungen geschaffen
werden. Dadurch ist es moglich, den Originalzustand einer Probe zu konservieren und mittels
ESEM-Technik zu untersuchen. Dazu zahlen

e clektrisch nicht leitende Probenmaterialien,

e nicht vakuumbestindige Proben,

e Gas freisetzende Materialien,

e feuchtigkeitshaltige Proben [DONALD 2003],

e biologische Proben wie Zellkulturen [TAI und TANG 2001, KOCH 2003, STOKES et al.

2002, STOKES et al. 2003] sowie

e Gele und Flissigkeiten [STELMASHENKO et al. 2001].
Mit der ESEM-Technik wird der Umfang der Untersuchungsmoglichkeiten —der
Rasterelektronenmikroskopie wesentlich erweitert [HOPFE und FUTING 1995]. Die Schaffung
definierter Umgebungsbedingungen ermdglicht verschiedenste 7z sizu-Experimente. Dazu
zihlen

® /n sitn-Priparation [JENKINS und DONALD 1997, JENKINS und DONALD 1999],

e ju situ-Funktionstests,

e i sitn-Simulationen,

e mechanische Experimente,

e thermische Experimente und

e Experimente mit Flussigkeiten und Gasen [MILLAR et al. 1997].
Von Nachteil im Hinblick auf die Einwirkungen des Elektronenstahls auf die Probe und die
Ubertragung der Energie durch inelastische StéBe mit dem Probenmaterial ist die fehlende
Beschichtung. Dies kann in vielen Fillen zu einer chemischen und physikalischen Zerstérung
der Probe fihren, was sich in der Ausbildung unvollstindiger Strukturen, von Kettenbriichen
oder Quervernetzungen aullern kann. Die Elektronenstrahlschiden sind abhingig von den
Materialeigenschaften, der Zusammensetzung der Probe und deren Empfindlichkeit vor allem
gegentiber Erwirmung. Diese Schiden hingen auch von Geriteeigenschaften ab, zu denen die
VergroBerung, der Durchmesser und die Beschleunigungsspannung des Elektronenstrahls, die

Rastergeschwindigkeit, die Gesamtzeit, die die Probe dem Elektronenstrahl ausgesetzt ist, und
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das verwendete Gas im Probenraum gezihlt werden [KITCHING und DONALD 1998, ROYALL
et al. 2001].

3.4 Verwendung der ESEM-Technik

Zunichst fand die ESEM-Technik vor allem in der Materialforschung Anwendung. Das
Verhalten von Zement wurde in Abhingigkeit der Umgebungsbedingungen untersucht
[DENG et al. 2002]. Ebenso diskutierten MILLAR et al. [MILLAR et al. 1998] mithilfe der
ESEM-Technik die Auswirkungen der Lagerung von Silberkatalysatoren unter Wasserdampf,
Methanol und Sauerstoff auf ihre morphologischen Eigenschaften.

Auf dem Gebiet der biologischen Materialien, zu denen einerseits Cellulosefasern zihlen,
findet die ESEM-Technik Anwendung zur Charakterisierung des Quellungsverhaltens
[JENKINS und DONALD 1997], des Einflusses von Alkalien auf die Morphologie [JAHN 2002]
bzw. die Anderung der Morphologie infolge Extrusion [KIESOW et al. 2003]. Sowohl STOKES
et al. [STOKES et al. 2003] als auch TAI und TANG [TAI und TANG 2001] charakterisierten
andererseits intakte Zellen mit dieser elektronenmikroskopischen Technik, ohne die
Lebensfihigkeit der Zellen zu unterbinden.

Morphologische Untersuchungen pharmazeutischer Hilfsstoffe mittels ESEM werden bisher
nur selten vorgenommen. WILHELM et al. [WILHELM et al. 2002] untersuchten Stirkepartikel
nach Spriuhtrocknung und verwendeten die elektronenmikroskopischen Bilder zur
Groflenanalyse. Die héhere Auflésung der ESEM-Technik im Vergleich zur Lichtmikroskopie
wird zur Darstellung des lyotropen Verhaltens von Suspensionen mikrokristalliner Cellulose
und der sich ausbildenden anisotropen Phasen genutzt [MILLER und DONALD 2003].
Weiterhin findet die Methode Anwendung zur Charakterisierung der Mizellbildung von
Blockcopolymeren, die als polymere Nanocarrier Anwendung in der Gentherapie finden
konnten [TIAN et al. 2005] sowie zur Stabilititsuntersuchung von Liposomen [MOHAMMED et
al. 2004.
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4 PHARMAZEUTISCHE HILFSSTOFFE

Im folgenden Kapitel wird auf die verwendeten pharmazeutischen Hilfsstoffklassen,
Cellulosen, Celluloseether und Stirken, eingegangen. Es werden deren Eigenschaften und
Besonderheiten erldutert sowie verschiedene Verwendungszwecke beschrieben.

Alle untersuchten pharmazeutischen Hilfsstoffe sind polymere Makromolekiile, die das
Monosaccharid D-Glucose als Grundbaustein enthalten. In Abhingigkeit der Verkniipfung
der Glucoseeinheiten durch eine a- bzw. eine B-glycosidische Bindung ergeben sich

unterschiedliche Strukturen mit charakteristischen Eigenschaften.

4.1 Cellulosen

Cellulose (Abb. 9) ist ein lineares Polysaccharid, welches als Zellwandbestandteil in Baumwolle
oder Flachs zu iiber 90% vorkommt und in Holz zu etwa 40 bis 50% enthalten ist. Chemisch
ist  die  Cellulose  eine  Poly-[B-1,4-D-

= i glucopyranose]. Die Cellulose erreicht im
o nattrlichen Zustand relative molare Massen bis
CHZOH CHZOH 2.400.000. Infolge der B-1,4-Verkniipfung der

Abb.9  Struktur der Cellulose mit der  Glucosemolekiile um 180° versetzt zueinander,
kleinsten Einheit Cellobiose;
n = 6.000 bis 15.000.

ergibt sich als kleinste Einheit das Disaccharid
Cellobiose.

Die freien Hydroxylgruppen an den Kohlenstoffatomen 2, 3 und 6 bilden intermolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen zu ihren Nachbarmolekiilen aus. Durch diese Stabilisierung
lagern sich mehrere der lang gestreckten, fadenférmigen Cellulosemolekile fest aneinander
und bilden eine Elementarfibrille. Mehrere dieser Elementarfibrillen, die sowohl aus
amorphen als auch kristallinen Bereichen bestehen, bilden wiederum eine Mikrofibrille.
Infolge dieser engen Wechselwirkung der einzelnen Cellulosemolekile sind Cellulosen
mechanisch stabil, wasserunl6slich und gegentiber chemischer und enzymatischer Hydrolyse
sehr widerstandstahig.

Die Cellulose kommt in verschiedenen polymorphen Modifikationen vor. So werden die
hochkristallinen Cellulosen I und II sowie amorphe Cellulose beschrieben [ATALLA et al.
1980]. Behandlung mit Natronlauge bewirkt eine Umwandlung der Cellulose I in Cellulose II.
JAHN et al. [JAHN et al. 2002] beobachteten die morphologischen Verinderungen von

Flachsfasern, die infolge der auf die Mikrostrukturen einwirkenden Natronlauge auftreten.



PHARMAZEUTISCHE HILFSSTOFFE 23

Zellstoff ist der Rohstoff, der aus Holz nach Zerkleinerung und Entfernung von Lignin und
Hemicellulosen gewonnen wird und als Ausgangsstoff fir die Gewinnung der
pharmazeutischen  Hilfsstoffe — dient. Die  Arzneibiicher unterscheiden zwischen
mikrokristalliner Cellulose (MCC) und Pulvercellulose (PC, auch Cellulosepulver genannt).
Weiterhin werden durch chemische Bearbeitung die entsprechenden Celluloseether und

Celluloseester, auf die im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter eingegangen werden soll, erhalten
[EUAB 2004].

4.1.1 Mikrokristalline Cellulose und Pulvercellulose

4.1.1.1  Gewinnung und Eigenschaften

Der Zellstoff als Ausgangsmaterial zur Produktion von PC und MCC wird auf zwei Wegen
verarbeitet. Fir die Gewinnung der PC, die in verschiedenen PartikelgroBen im Handel
erhiltlich ist, erfolgt eine mechanische Zerkleinerung der natiitlichen Cellulosefasern im
Zellstoft.

Im Gegensatz dazu ist die Erzeugung von MCC aufwendiger. Zunichst erfolgt die Fillung der
a-Cellulose, die Polymerisationsgrade von tber 2.000 aufweist, mithilfe von Natronlauge.
Nach einer anschlieBenden Reinigung und mechanischen Zerkleinerung wird die a-Cellulose
einer partiellen, sauren Hydrolyse unterworfen, wodurch Depolymerisation eintritt. Der
Polymerisationsgrad der Cellulosefasern sinkt und der kristalline Anteil steigt, da vor allem
amorphe Bereiche entfernt werden. AnschlieBende Sprithtrocknung liefert die pulverférmigen,
gut flieBenden Produkte der MCC unterschiedlicher PartikelgroQe.

MCC und PC sind wasserunldslich, aber infolge der verschiedenen Herstellungswege
unterscheiden sie sich in ihrem Kiristallinititsindex (KI), das heillt dem Verhiltnis der
kristallinen Bereiche zur Summe der kristallinen und amorphen Bereiche. Der KI der MCC ist
etwa doppelt so grof3 wie der KI der PC. Weiterhin treten verschiedene durchschnittliche
Polymerisationsgrade (DP) und relative molare Massen (M) auf (siche Tab. 1). Die Reinheit
der Substanzen variiert, wobei die der MCC hoher ist.

Tab.1  Gegeniberstellung der Eigenschaften von MCC und PC.

EIGENSCHAFT a-CELLULOSE MCC PC

M, 300.000 — 500.000  etwa 36.000 etwa 240.000
DP etwa 2.000 120 — 300 600 — 1.250
KI : 0,7 0,3

4.1.1.2  Wechselwirkungen der Cellulosen mit Wasser

Die starre und feste Struktur der Cellulose entsteht durch die Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den einzelnen Cellulosemolekiilen. Wasser als starker Dipol konkurriert mit den
Ether- und Hydroxylgruppen der Cellulose um mogliche Bindungsstellen und verursacht

einen Weichmachereffekt, welcher sich durch An- und Einlagerung von Wasser zwischen die
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Celluloseketten ergibt. Die Anlagerung von Wasser erfolgt bevorzugt in den amorphen, aber
auch in den kristallinen Betreichen der Cellulosefasern. Man unterscheidet zwischen fest
gebundenem (so/id-like), locker gebundenem (bound) und freiem Wasser (free) [ZOGRAFI und
KONTNY 1986]. Das bedeutet, dass einerseits Wasserstoffbrickenbindungen direkt zwischen
Wasser und den Glucosemolekiilen oder indirekt zwischen den Wassermolekilen selbst
ausgebildet sein kénnen. Locker gebundenes und freies Wasser konnen unter anderem durch
Erwirmen oder durch Anlegen von Druck entfernt werden. Da speziell die MCC in der Lage
ist, groBe Mengen freies Wasser zu binden, bezeichneten FIELDEN et al. [FIELDEN et al. 1988]
diese als ,,molekularen Schwamm®.

Mithilfe des ,,Kristallit-Gel-Modells* ist erklirbar, wie grole Mengen freien Wassers unter
dem FEinfluss starker Scherkrifte zum Beispiel beim Extrudieren oder Sphironisieren im
Rahmen der Pelletherstellung innerhalb der MCC-Wasser-Mischungen gehalten werden, ohne
auszutreten oder abgepresst zu werden. Infolge der Scherung zerbrechen die MCC-Partikel in
kleinere Einheiten und binden das Wasser an ihren amorphen Enden unter Ausbildung so
genannter Kristallit-Gele [KLEINEBUDDE 1997]. Schnell laufende Rotor-Stator-Ruhrwerke, die
ebenfalls sehr starke Scherkrifte entwickeln, fiihren gleichermallen zu einer Zerstérung der
langkettigen Struktur der MCC-Partikel [SUZUKI et al. 2001]. Im Gegensatz dazu kann eine
Abnahme der Partikelgréf3e bei PC nicht beobachtet werden [JUMAA et al. 2000].

4.1.1.3  Pulver- und mechanische Eigenschaften — Einfliisse und Auswirkungen

Der Wassergehalt hat Finfluss auf mechanische Eigenschaften der MCC wie
Sprodbriichigkeit, plastische  Verformbarkeit und Kompressibilitit sowie auf deren
Flieeigenschaften [AMIDON und HOUGHTON 1995].

Eine Zunahme des MCC-Polymerisationsgrades resultiert in einer Abnahme der Schiittdichte
sowie der PulverflieBfihigkeit und in einer Vergroerung der spezifischen Oberfliche und
einer Zunahme des Kiristallinititsindexes. Tabletten, die aus diesen MCCs hergestellt werden,
haben eine hohere Bruchfestigkeit und einen verminderten Abrieb [SHLIEOUT et al. 2002].

Mit einer Abnahme des Kiristallinititsgrades der MCC ist eine Zunahme der
Wasserdampfabsorption verbunden [SUZUKI und NAKAGAMI 1999]. EK et al. [EK et al. 1995]
beobachteten eine Abnahme der MCC-Kristallinitit unter dem FEinfluss einer steigenden
Kompaktierkraft.

4.1.1.4  Verwendung in der pharmazentischen Technologie

Cellulosen werden hauptsichlich in festen oralen Arzneiformen verwendet. Sie sind Fullstoff
in Tabletten und Kapseln, Binde-, Schmier- und Sprengmittel in Tabletten und somit in den
verschiedenen Bereichen der Tablettierung wie Feuchtgranulierung, Brikettierung oder
Direkttablettierung anzutreffen. Ebenso werden Cellulosen als sedimentationsverzogernde
Hilfsstoffe in Suppositorien und Suspensionen eingesetzt.

MCC ist der bevorzugte Hilfsstoff zur Herstellung von Pellets, da er sowohl die
FlieBeigenschaften der Pulvermischung beeinflusst als auch aufgrund seiner plastischen

Deformierbarkeit die Ausformung der Pellets wihrend des Extrudierens bzw. Sphironisierens
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begiinstigt. Unter Bindemittel-Zusatz kann PC ebenfalls zur Pelletherstellung verwendet
werden, wobei die entstchenden Pellets eine schnellere Arzneistofffreisetzung zeigen
[LINDNER und KLEINEBUDDE 1994]. Auch BATAILLE et al. [BATAILLE et al. 1997]
produzierten Pellets aus PC, wobei die Ausbeute nur halb so grofl wie bei Verwendung von
MCC war, was mit den besseren plastischen Eigenschaften und der héheren Kapillar- und
Absorptionskrifte der MCC begriindet wurde.

4.1.2 Hydrophile Celluloseether

4.1.2.1  Gewinnung, Eigenschaften und Gelbildung

Die freien Hydroxylgruppen am Kohlenstoff 2, 3 und 6 kénnen durch chemische Reaktion
mit Methylchlorid oder Propylenoxid zu den entsprechenden nichtionischen wasserlslichen
Celluloseethern Methylcellulose (MC) und Hydroxypropylcellulose (HPC) oder den
Mischethern  mit  beiden  Substituenten  umgesetzt  werden. Im  Falle der
Hydroxypropylmethylcellulosen (HPMC) sind im Handel verschiedene Substitutionsgrade
erhaltlich, die sich in ihren Anteilen an Methyl- und Hydroxypropylgruppen unterscheiden.
Die Typisierung nach Arzneibuch der USA (USP) und Japanischem Arzneibuch (JP), Typen
1828, 2208, 2906 und 2910, wird im FEuropiischen Arzneibuch nicht vorgenommen.
Aufgrund vielfiltiger Eigenschaften und Anwendungsmdglichkeiten ist im Handel eine
Vielzahl verschiedener Celluloseether erhiltlich.

Cellulose ist infolge der kristallinen Struktur wasserunloslich. Werden die Hydroxylgruppen
jedoch durch Substituenten wie Methyl- oder Hydroxypropylgruppen ersetzt, wird die
molekulare Struktur aufgelockert. Wasser kann in intermolekulare Zwischenrdume eindringen
und die Polymere werden wasserloslich. In Konzentrationen zwischen 2 und 10% (m/m)
beginnen die Celluloseether, Gele zu bilden, die sich durch ein dreidimensionales Netzwerk
auszeichnen [OFNER und KLECH-GELOTTE 2002].

Tab.2  Gegeniiberstellung der  verwendeten Celluloseether: Methylcellulosen MO),
Hydroxypropylcellulosen (HPC) und Hydroxypropylmethylcellulosen (HPMC)
(* da die Substitution bei den HPCs auch am Substituenten selbst eintreten kann, erfolgt die
Angabe als molarer Substitutionsgrad).

MC HPC HPMC
DShtetny! 1,4—-19 - 14-19
DShydrosypropyl - 4)* 0,13 -0,23
M, 20.000 = 150.000 50.000 — 1.250.000 10.000 — 220.000
DP 200 — 1.000 200 — 3.000 53 —1.160

In Tab. 2 werden die Unterschiede in der Molekularstruktur der verwendeten Celluloseether
gegentibergestellt. Alle Celluloseether sind in kaltem Wasser 16slich, wobei fiir MC die beste
Loslichkeit mit DS 1,1 bis 2,4 zu beobachten ist [DAB 1994].
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Zur Herstellung von Gelen aus Celluloseethern kénnen diese in heilem Wasser suspendiert
und anschlieBend im Eisbad gekiihlt werden, wobei die Molekiile kolloidal gelost werden und
eine Gelstruktur ausbilden. Mit steigender relativer molarer Masse und Konzentration nimmt
die Viskositit der sich ausbildenden Gele zu.

Die FEigenschaften der HPMCs hinsichtlich Kompaktierung und nachfolgender
Arzneistofffreisetzung hingen hauptsichlich vom Gehalt der Methylgruppen und vom
Substitutionsgrad ab [GUSTAFSSON et al. 1999]. Vor allem ein hoher Anteil hydrophober
Methylgruppen reduziert die Festigkeit von Tabletten, da die Ausbildung von
Wasserstoffbriicken innerhalb und zwischen den Molekilen abnimmt. Weiterhin wird der
hydrophile Einfluss der Hydroxypropylgruppen unterdriickt, wodurch die Hydratisierung, die
Quellung von Tabletten und letztendlich die Freisetzungsrate von Arzneistoffen herabgesetzt
wird. KODA et al. [KODA et al. 1991] beobachteten analog dazu eine Abnahme der
Hydratisierung von MC bei steigendem Substitutionsgrad. Die Arzneistofffreisetzung aus
HPMC-haltigen Matrices ist weiterhin abhingig von der molaren Masse der Polymere und der
Polymerkonzentration, welche vor allem viskosititsbestimmende Parameter sind, sowie von
der PolymerpartikelgroBe. Aber auch der Arzneistoff und andere Bestandteile der Arzneiform
haben entscheidende Einflusse [DOW 1995].

4.1.2.2  Verwendung in der pharmazentischen Technologie

Die verwendeten nichtionischen wassetloslichen Celluloseether, Methyl-, Hydroxypropyl- und
Hydroxypropylmethylcellulosen, werden aufgrund ihrer hydrophilen und gelbildenden
Eigenschaften bevorzugt in oralen Arzneiformen mit kontrollierter Wirkstofffreisetzung
verwendet [ALDERMAN 1984]. An den Berithrungsstellen der Arzneiform mit dem Wasser der
Korperflussigkeiten beginnt der entsprechende Celluloseether zu quellen und bildet eine
Diffusionsbarriere fur den enthaltenen Arzneistoff [GAO und MEURY 1990].

Ebenso konnen sie fir die Feuchtgranulierung, als Bindemittel in Tabletten und als
viskosititserh6hende Zusitze in Augentropfen oder Suspensionen verwendet werden. Da die
HPMCs in Alkoholen schlecht l6slich sind, werden bei alkoholhaltigen galenischen
Zubereitungen die HPCs bevorzugt. Im Gegensatz dazu zeigen die HPMC-Gele eine grofere
Stabilitit bei pH-Wert-Schwankungen.

Sie bilden wassetlésliche Uberziige iiber Pellets und Tabletten, die vor allem unangenehmen
Geschmack tberdecken sollen sowie durch Zusatz von Pigmenten einen Lichtschutz
darstellen [KOKUBO et al. 199§].

4.1.3 Raman-spektroskopische Untersuchungen an Cellulosen und deren

Derivaten

Die Anfinge der Raman-spektroskopischen Untersuchungen der Kohlenhydrate insbesondere
der Cellulose liegen in den 1970er Jahren. Die Arbeiten von BLACKWELL et al. [BLACKWELL et
al. 1970] und VASKO et al. [VASKO et al. 1971, VASKO et al. 1972] lieferten die ersten
Bandenzuordnungen fir Raman-Spektren von Cellulose. Seit dieser Zeit wird die Cellulose als
Zellwandbestandteil unterschiedlicher Spezies [WILEY und ATALLA 1987, EDWARDS et al.
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1994, 1997, HIMMELSBACH und AKIN 1998] und deren polymorphe Struktur [ATALLA 1983,
SCHENZEL und FISCHER 2001, JAHN et al. 2002] mithilfe der Raman-Spektroskopie
untersucht.

Um die Bedeutung der Raman-Spektroskopie stirker herauszuarbeiten und deren
Verwendungsmoglichkeiten auszuweiten, wurden Spektreniibersichten erstellt [SCHRADER
1989]. GORAL und ZICHY [GORAL und ZICHY 1990] trugen die Charakteristika der Raman-
Spektren verschiedener biologischer Materialien und Biopolymere zusammen und stellten sie
gegentiber. Bereits 1985 wurde das Verhalten von Celluloseacetat-Filmen mittels Raman-
Spektroskopie untersucht [SCHERER et al. 1985]. LANGKILDE und SVANTESSON [LANGKILDE
und SVANTESSON 1995] untersuchten die Auswirkung der Substituenten in Celluloseethern
auf die Bandenlage der Raman-Spektren und ALVAREZ-LORENZO et al. [ALVAREZ-LORENZO
et al. 1999] verwiesen auf die Bedeutung der Raman-Spektroskopie zur Bestimmung des
Substitutionsgrades. SEKKAL et al. [SEKKAL et al. 1995] beobachteten die glycosidischen
Bindungen von Oligosacchariden und ordneten den Cellulosen spezifische Banden fir die §-
Verkntpfung zu. Weiterhin wurde die Beeinflussung der Raman-Spektren durch mechanische
Beanspruchung von Cellulosefasern untersucht [EICHHORN et al. 2000].

4.2 Starken

Stirken treten in allen Organen der meisten hoheren Pflanzen so zum Beispiel in Pollen,
Blittern, Bliiten, Baumstimmen und anderen verholzten Geweben, Wurzeln, Knollen,
Zwiebeln, Rhizomen, Frichten und Samen auf. Zusitzlich kommen Stirken auch in Moosen
und Farnen sowie einigen Protozoen, Algen und Bakterien vor [SHANNEN und GARWOOD
1984].

Stirken sind komplex aufgebaute, osmotisch inaktive Kohlenhydrate. Es wird zwischen der
Assimilations- bzw. Primirstirke und der Reservestirke unterschieden. Assimilationsstirke
entsteht in den Chloroplasten zur kurzzeitigen Lagerung der osmotisch aktiven Glucose als
eigentliches Endprodukt der Photosynthese. Nach Abbau zur Saccharose und dem Transport
zu den Speicherorganen entsteht in den Amyloplasten die Reservestirke als Depot zur
Energiegewinnung [SHANNEN und GARWOOD 1984]. Die Lagerung erfolgt in Form von dicht
gepackten und hochgeordneten, wasserunldslichen Stirkekornern, in denen die Molekiile nur
zu einem geringen Grad hydratisiert vorliegen [FRENCH 1984].

Der Grundbaustein der Stirke ist die D-Glucose, die tiber «-1,4- und «-1,6-glycosidische
Bindungen verkniipft vorliegt. Sie ist aus den Polysaccharidfraktionen der langkettigen
Amylose und dem verzweigten Amylopektin aufgebaut. In Abhingigkeit der Herkunft der
Stirken (Spezies) und den Kultivierungsbedingungen kann der Gehalt der Amylose zwischen
8 und 37% schwanken [SHANNEN und GARWOOD 1984]. In der Regel betrdgt das Verhiltnis
von Amylose zu Amylopektin 1:3 [WHISTLER und DANIEL 1984]. Durch genetische
Verianderung wurden Stirken erzeugt, deren Stirkekorner ausschliefSlich Amylopektin
beinhalten, die so genannten Wachsstirken oder Wachsvarietiten. Von Hochamylosestirken

spricht man, wenn tber 50% Amylose enthalten ist. Die Stirkekérner enthalten daneben auch
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geringe Anteile an Lipiden, Proteinen und esterartig gebundener Phosphorsidure [FRENCH
1984]. Der Wassergehalt kann nach Spezies und Lagerungsbedingungen bis zu 20% betragen.

4.2.1 Amylose

Die Amylose (Abb. 10) besteht aus a-1,4-glycosidisch verkniipften Anhydroglucoseeinheiten
und stellt die unverzweigte Fraktion der Stirke dar. Die relativen molaren Massen liegen im
Bereich von 10° bis 10° [REIN 1993] mit bis zu 10.000 Glucosebausteinen [FRENCH 1984].
Intensive Strukturuntersuchungen haben jedoch gezeigt, dass die Amylose nicht absolut linear
vorliegt. Mit einem Anteil von bis zu 2,2% koénnen die Glucosemolekiile auch in «-1,6-
glycosidischer Verkniipfung vorkommen [CURA et al. 1995].

Der Anteil der Amylose, der unter 100 °C 16slich ist, wird

CH,OH CH,OH CH,OH als Diffusionsamylose bezeichnet.
J<OH oj KOH oj KOH o> Rontgendiffraktometrische Untersuchungen konnten drei
o O Oo— .
OH P L W verschiedene  polymorphe  Formen der  Amylose

Abb.10  Struktur der Amylose; nachweisen, die sich hinsichtlich der kristallinen

M b
n = 1.000 bis 10.000. Packungsdichte der Helices und des Wassergehaltes
unterscheiden [SARKO und WU 1978]. Die A-Amylose ist

vor allem in Getreidestirken anzutreffen und die B-Amylose in Wurzelstirken. Die

C-Amylose, natiirlich vorkommend in Erbsen- und Bohnenstirken, stellt eine Mischform aus
A- und B-Amylose dar. SARKO und WU [SARKO und WU 1978] beschrieben die rdumliche
Struktur der A-Amylose als eine rechtsgingige, antiparallele Doppelhelixstruktur wihrend
neuere Untersuchungen von einer linksgingigen, parallelen Doppelhelix ausgehen [IMBERTY
et al. 1988, IMBERTY et al. 1991]. A- und B-Amylose konnen ineinander umgewandelt werden.
Weiterhin ist eine V- oder Verkleisterungsamylose beschrieben, welche in Gegenwart
geeigneter Gastmolekiile wie Alkoholen [BEAR 1942], Jodiden [RUNDLE und FRENCH 1943]
sowie Laurinsiure, Dimethylsulfoxid und Thymol [KAWADA und MARCHESSAULT 2004] unter
Bildung von Einschlussverbindungen entsteht. Es handelt sich hierbei um eine linksgingige
Einfachhelix. Beobachtete = Strukturverinderungen in DSC-Spektren wihrend der
Verkleisterung fithrten zur Namensgebung der Verkleisterungsamylose, deren Auftreten ist
allerdings nicht nachgewiesen. Eine Umwandlung der V-Amylose in die B-Amylose erfolgt
nach Zugabe von Wasser [ZOBEL 1988a].

Tab.3  Vergleich der Eigenschaften der Stirkefraktionen [ZOBEL 1988b, modifiziert].

EIGENSCHAFT AMYLOSE AMYLOPEKTIN
M, 105 —-10¢ 100 — 107

DP 1.500 — 6.000 3x105-3x10¢
molekulare Struktur linear verzweigt
Komplexbildung sehr gut schlecht

Farbe der Jod-Stirke-Komplexe intensiv blau rot — violett

Verdaulichkeit durch B-Amylase 100% 60%
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Die komplexierenden Figenschaften der Amylose werden einerseits als Nachweisreaktion
unter Entstehung intensiv blau gefirbter Jod-Amylose-Komplexe verwendet [BATES et al.
1943] und andererseits zur Fraktionierung der Amylose mit Butanol [SCHOCH 1942],
Fettsauren [MIKUS et al. 1946, SCHOCH und WILLIAMS 1944| oder Nitroparaffinen [WHISTLER
und HILBERT 1945] genutzt.

4.2.2 Amylopektin

Amylopektin (Abb. 11) ist eines der grofiten existierenden Makromolekiile mit einer relativen
molaren Masse von 10" bis 10° [YOUNG 1984, MANNERS 1989]. Die Mehrheit der
Glucosemolekiile sind a-1,4-glycosidisch gebunden und die linearen, unverzweigten Ketten
bestehen aus durchschnittlich 20 bis 25 Glucoseeinheiten. Amylopektin enthalt etwa 4 bis 5%
a-1,6-glycosidische Bindungen, welche die Ketten miteinander verkniipfen und somit ein
dreidimensionales Netzwerk ausbilden. Der durchschnittliche Polymerisationsgrad betragt
etwa 10° [MANNERS 1989].

CH,0H
o
OH
H
]
CH,0H CH; CH,0H
o o o
OH OH OH
—! —o o} o—
OH OH

Abb. 11  Verzweigte Struktur des Amylopektins durch «-1,4- und «-1,6-glycosidische Bindungen.

Die Struktur des Amylopektins wurde von ROBIN et al. [ROBIN et al. 1974] als
,»Clustermodell“ beschrieben. Innerhalb dieser Bischelstruktur [REIN 1993] bilden zwei
unverzweigte Ketten eine Doppelhelix entsprechend der Struktur der A- oder B-Amylose. Das
Verhiltnis zwischen A- und B-Modifikation liegt im Bereich von 1,0 bis 1,5:1 [MANNERS
1989]. Es bilden sich innerhalb des Molekiils geordnete und weniger geordnete Bereiche aus,
wie dies in Abb. 12 zu erkennen ist.

Amylopektin besitzt im Vergleich zu Amylose kaum komplexierende Figenschaften, weshalb

der Jod-Stirke-Nachweis nur eine rétliche Farbe aufweist.

4.2.3 Aufbau der Stirkekorner und besondere Eigenschaften

Die GroB3e und Form der Stirkekorner ist charakteristisch fur jede Stirkeart. Da man aus ihrer
Gestalt auf die Herkunft schlieBen kann, eignen sie sich zur Identifikation von Samen und
anderen stirkehaltigen Pflanzenteilen. Gemeinsam ist allen Stirken ein lamellarer Aufbau, der
bei ausreichendem Wassergehalt zu erkennen ist. Die exzentrischen (Kartoffelstirke) oder
konzentrischen (Mais- und Weizenstirke) Wachstumsringe haben eine Dicke von 120 bis

400 nm. Sie sind erkennbar als alternierende Bereiche hoher bzw. niedriger Brechungsindices
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und gehen vom Bildungszentrum, dem Hilum, aus, welches im Vergleich zum Rest des
Stirkekorns wenig organisiert ist [FRENCH 1984]. Je dichter die Molekulpackung ist, desto
weniger Wasser wird eingelagert. Wasserarme Schichten sind stirker lichtbrechend als
wasserreiche. Amylopektin ist verantwortlich fir die Ausbildung der kristallinen Bereiche der
Stirkekorner [REIN 1993]. Aufgrund des geordneten Aufbaus zeigen die Stirkekorner

anisotropes Verhalten in polarisiertem Licht.

teilkristalliney Fereich
der Wachshansringe
arncepher Bereich

der Wiachstarmnsringe

Abb. 12 Darstellung der kristallinen und amorphen Bereiche der Wachstumsringe eines Stirkekornes
sowie innerhalb der Struktur des Amylopektins [TAN 2003, modifiziert].

4.2.4 Bedeutung des Wassers

Jede Stirke liegt in einem von den Umweltbedingungen abhingigen Quellungszustand vor.
Der in diesem Fall als Hydratationswasser bezeichnete Wasseranteil stellt neben der Amylose
und dem Amylopektin einen Hauptbestandteil der Stirkekérner dar und kann bei
Kartoffelstirke bis zu 20% betragen [SCHIERBAUM 1960a]. Ohne Verinderung der kolloiden
Substanz ist eine vollstindige Entfernung des Hydratationswassers nicht moglich. Da sich die
Stirkekorner jedoch in einem Hydratationsgleichgewicht mit ihrer Umgebung befinden, ist
eine begrenzte Aufnahme von Wasser moglich. Das Wasser ist somit entscheidend am Aufbau
der Starkekorner beteiligt und bedingt die Eigenschaften des Produktes Stirke [SCHIERBAUM
und TAUFEL 1963b, STERLING 1978]. In zahlreichen Untersuchungen haben SCHIERBAUM
[SCHIERBAUM 1960b] sowie SCHIERBAUM und TAUFEL [SCHIERBAUM und TAUFEL 1962a,b,
SCHIERBAUM und TAUFEL 1963a,b] gezeigt, wie empfindlich die Stirkekorner zum Beispiel auf
physikalische Trocknungsvorginge reagieren und dadurch eine Beeinflussung ihrer
Eigenschaften wie die Sorption bzw. Sorptionswirme, die Kaltwasserloslichkeit und die
Quellfahigkeit hervorgerufen wird. SCHIERBAUM et al. [SCHIERBAUM et al. 1962] haben

zwischen absorptiv gebundenem und kapillarkondensiertem Wasser unterschieden.
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Unter dem Finfluss von Wasser und Temperatur sind die Stirkekorner in ihrer strukturellen
Organisation Verinderungen unterworfen. Zu den charakteristischen Eigenschaften der
Stirken zidhlen die Quellung, die Verkleisterung und die Retrogradation. Jede Stirke besitzt
ithre charakteristische Verkleisterungs- und Retrogradationstemperatur [EBERSTEIN et al. 1980,
REIN 1993].

4.24.1 Quellung

Wiahrend der Quellung erfolgt eine reversible Einlagerung von Wasser in das Gefiige der
Stirkekorner beginnend mit den amorphen Bereichen, wobei es zum Aufbrechen und
Neubilden von Wasserstoffbriickenbindungen kommt, und damit eine Volumenzunahme
einhergeht. Parallel dazu ist ein Verlust der Doppelbrechung zu beobachten und am
Verschwinden des Rontgenbeugungsspektrums auch der Verlust der teilkristallinen Struktur
erkennbar. Die Quellkraft ist abhangig von der Stirkeart, genauer von der Menge verzweigter
Kohlenhydrate, und der Temperatur [STERLING 1978]. Durch Diffusion ist ein Teil der
Amylosemolekiile in der Lage, in Losung zu gehen [YOUNG 1984].

Quelling Verdeisterung
_ DN — (&R A

00g ~B2® — B
a b c

Abb. 13 Molekulare Verinderungen wihrend der Quellung und der Verkleisterung der Stirkekérner;
a) Stirkekorner vor Wasserzugabe, b) beginnende Quellung, c) Austritt der Amylose aus den
gequollenen Stiarkekérnern, d) verkleisterte Stirke [TAN 2003, modifiziert].

4.24.2 Verkleisterung und Gelbildung

Der komplexe Vorgang der Verkleisterung (gelatinisation) ist ein endothermer Prozess
[EBERSTEIN et al. 1980]. EBERSTEIN et al. [EBERSTEIN et al. 1980] stellten fest, dass dafiir
mindestens 20% Wasser notwendig sind. Erst oberhalb von 60% Wasser findet die
Verkleisterung unabhingig von der Stirkekonzentration statt. Die Temperatur fir eine
vollstindige Verkleisterung steigt mit sinkendem Wassergehalt [BURT und RUSSELL 1983].
Zunichst kommt es durch Einlagerung von Wasser zum Quellen des Stirkekorns mit den
genannten morphologischen und physikalischen Verinderungen einschlieBlich starker
VolumenvergroBerung und schliefllich zur vollstindigen Auflésung der zusammenhingenden
Kornstruktur [STERLING 1978]. Das infolge der Verkleisterung entstehende Gel wird als
LStarkekleister* bezeichnet.

Die Entwicklung einer Gelstruktur setzt voraus, dass sich ein dreidimensionales Netzwerk
ausbildet. Die fiir Amylose notwendige kritische Gelbildungskonzentration, die unabhingig
von der Kettenldnge ist, wurde mit 1% (m/V) ermittelt. Jedoch sind Konzentrationen von

mehr als 2% (m/V) etfordetlich, um Auswirkungen auf die theologischen Eigenschaften der
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Gele infolge molekularer Verinderungen beobachten zu koénnen [GIDLEY 1989]. Das
Schermodul als verinderliche Eigenschaft der Gelbildung ist abhingig von Konzentration und
Kettenlinge der Amylose [CLARK et al. 1989], aber auch von der Retrogradation.

4.24.3  Die Retrogradation

Die Retrogradation ist ein zeitabhingiger Prozess, der im Anschluss an eine Verkleisterung,

das hei3t im anschlieBenden Abkuthlungsprozess, und im Verlauf der Lagerung zu beobachten

Tab.4  Zusammenstellung der Faktoren, von denen die Retrogradation abhingig ist.
FAKTOR BEZIEHUNG REFERENZ
Stirkeart ORFORD et al. 1987

Amylose- und
Amylopektingehalt

Konzentration

Phosphat

Kettenlinge

Temperatur

pH

Anwesenheit von
Wasserstrukturbildnern
Anwesenheit von
Kristallisationszentren
Anwesenheit kom-
plexierbarer Substanzen

Geschwindigkeit der Retrogradation
unabhingig von der Konzentration, aber
je hoher die Konzentration, desto stirker
die sich entwickelnde Kristallinitit
Ausmal der Retrogradation von
Konzentration abhingig

Rekristallisation normalerweise in B-
Modifikation, aber bei Reduktion des
Wassers Ausbildung der A-Modifikation

hoher Phosphatgehalt unterdriickt die
Retrogradation

bei einem mittleren Polymerisationsgrad
von 75 bis 80 ist die Retrogradation der
Amylose maximal

niedrigere Temperaturen (0-5 °C)
begiinstigen Gelbildung und damit das
Ausmal} der Retrogradation
Abhingigkeit der Retrogradation von
Verkleisterungstemperatur und
Lagertemperatur

langsamere Retrogradation im
Alkalischen

Fillung von schwer retrogradierenden
Substanzen unter Zugabe von NaxSO4

Begiinstigung der Retrogradation

Fillung von schwer retrogradierenden
Substanzen unter Zugabe von n-Butanol

EBERSTEIN et al. 1980, MILES
et al. 1985b, RING et al. 1987,
LEWEN et al. 2003

MILES et al. 19852, RING et al.
1987, ORTEGA-OJEDA und
EILIASSON 2001

ORFORD et al. 1987, LEWEN et
al. 2003

MORGAN et al. 1992

THYGESEN et al. 2003

PFANNEMULLER et al. 1971

RING et al. 1987, PAREDES-
LOPEZ et al. 1994

WINTER und KWAK 1987

STERLING 1978, REIN 1993

REIN 1993

REIN 1993

REIN 1993
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ist [STERLING 1956]. Sowohl die Amylose als auch das Amylopektin sind in der Lage, durch
Reorganisation  der
[GOODFELLOW und WILSON 1990]. Die Retrogradation ist abhingig von der Konzentration
und von der Art der Substanz [ORFORD et al. 1987], von der Verkleisterungs- und
Lagertemperatur [STERLING 1978, WINTER und KWAK 1987], vom pH-Wert sowie von

Stirkepolymere einen hoheren Ordnungszustand —einzunehmen

anwesenden Wasserstrukturbildnern und komplexierenden Substanzen [REIN 1993] (siche
dazu auch Tab. 4 und 5).

In einem ersten Schritt reorganisieren die amorph vorliegenden Molekiile die Doppelhelices.
Diese konnen sich in einem folgenden Schritt zueinander ausrichten und aggregieren. In
diesem Zusammenhang wird auch von einer Trennung in polymerreiche und —arme Bereiche
gesprochen [MILES et al. 1984], welche sehr deutlich an einem Niederschlag der Losungen

bzw. einer zunehmenden Trubung der Kleister zu erkennen ist. Zur Charakterisierung der

Tab.5  Uberblick der sich infolge Retrogradation und Gelbildung indernden Eigenschaften
FAKTOR BEZIEHUNG REFERENZ
Tribung/Homogenitit ~ Zunahme der Triibung mit der Zeit MILES et al. 1985a, RING et al.
(niedrige Konzentration — Ausbildung 1987
von Niederschligen; héhere
Konzentration — eintretende Tritbung)
rheologische Zunahme des Schermoduls mit der Zeit ~ MILES et al. 1985a, RING et al.
Eigenschaften 1987, CLARK et al. 1989
Schermodul abhingig von ORFORD et al. 1987
Konzentration und Substanzart
Zunahme der Elastizitit mit der Zeit STERLING 1956
Ktristallinitat Zunahme der Kristallinitat mit der Zeit MILES et al. 1985a,b, RING et
al. 1987, GIDLEY 1989,
MORGAN et al. 1992
Reversibilitat Thermoreversibilitat der Kristallisation RING et al. 1987
von Amylopektin oberhalb 60 °C und
von Amylose oberhalb 153 °C
vollstindige Wiederauflosung der EBERSTEIN et al. 1980
auskristallisierten Amylose ab etwa
160 °C
Auflésungstemperatur der kristallinen MOATES et al. 1997
polymorphen Formen des B-Typs
abhingig von der Kettenlinge
Stabilitit Zunahme der Stabilitidt gegentiber saurer  RING et al. 1987
Hydrolyse
Abnahme der Verdaulichkeit durch FARHAT et al. 2001
a-Amylase
Doppellichtbrechung keine Riickbildung der STERLING 1978

doppellichtbrechenden Eigenschaften
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Retrogradation werden daher die Entwicklung der Triibung [MILES et al. 1984] und die
Verinderung rheologischer Eigenschaften herangezogen [MILES et al. 1985a, DOUBLIER und
CHOPLIN 1989]. Am Ende steht die Ausbildung gréBerer kristalliner Bereiche, die fir die zu
beobachtende Zunahme der Kristallinitit verantwortlich sind [VAN SOEST et al. 1994].
Rontgendiffraktometrische [MILES et al. 1985b, RING et al. 1987, GIDLEY 1989, SHAMALI et al.
2004] und NMR-spektroskopische Untersuchen [MORGAN et al. 1992] geben Hinweise iiber
die Ordnung der zu untersuchenden Systeme. Die sich ausbildenden Helices liegen als
kristalline Modifikationen des B-Typs vor. MORGAN et al. [MORGAN et al. 1992] verringerten
die verwendete Wassermenge und erhielten kristalline Modifikationen des A-Typs.

Zur Charakterisierung der exothermen Vorginge der Retrogradation werden auch
thermoanalytische Methoden wie DSC-Untersuchungen verwendet [MILES et al. 1985b].
EBERSTEIN et al. [EBERSTEIN et al. 1980] und MILES et al. [MILES et al. 1985b] zeigten, dass
Amylose relativ schnell kristallisiert, wohingegen die Retrogradation von Amylopektin sehr
viel langsamer abliuft. LEWEN et al. [LEWEN et al. 2003] beobachteten, dass innerhalb der
ersten 24 Stunden die Retrogradation die Amylose dominiert und nach 24 Stunden die des
Amylopektins.

Schwingungsspektroskopische Untersuchungen wie die IR- [WILSON und BELTON 1988,
GOODFELLOW und WILSON 1990, WILSON et al. 1991] und die Raman-Spektroskopie
[BULKIN et al. 1987] haben gezeigt, dass auch diese Methoden geeignet sind, Anderungen in
der Konformation von Biopolymeren auf molekularer Ebene zu studieren und die Kinetiken
der Vorginge kontinuierlich zu verfolgen. GOODFELLOW und WILSON [GOODFELLOW und
WILSON 1990] beobachteten, dass die Ausbildung der Doppelhelices als erster Schritt der
Retrogradation von den kirzeren Seitenketten des Amylopektins schneller vollzogen witd, als
dies bei den lingeren Amyloseketten ablduft. BULKIN et al. [BULKIN et al. 1987] beschreiben
einen vierstufigen Prozess, wobei zwei Konformationsinderungen zu beobachten sind, die
ohne erkennbare Kristallinititsinderung ablaufen und daher den Prozessen der Helix-
Reorganisation und Helix-Helix-Aggregation zugesprochen werden.

Die Ergebnisse von EBERSTEIN et al. [EBERSTEIN et al. 1980], MILES et al. [MILES et al.
1985b] und GOODFELLOW und WILSON [GOODFELLOW und WILSON 1990] stehen in keinem
Widerspruch zueinander. EBERSTEIN et al. [EBERSTEIN et al. 1980] und MILES et al. [MILES et
al. 1985b] beschreiben den Gesamtprozess groB3er Molekiile. GOODFELLOW und WILSON
[GOODFELLOW und WILSON  1990] hingegen betrachteten den Einzelprozess
retrogradierender unverzweigter Ketten in Abhingigkeit ihrer Kettenlinge. Trotz kiirzerer
Seitenketten ist die Neuordnung des verzweigten Molekils Amylopektin ein langwierigerer

Prozess als die Retrogradation der Amylose.

4.2.5 Starkefilme

Stirkefilme aus bioabbaubaren Polymeren stellen eine Alternative zu Filmen aus synthetischen
Polymeren wie Poly(meth)acrylaten und Vinylpolymeren dar. Native Stirken wie Mais-, Reis-,
Hochamylosemais- und Wachsmaisstirke werden verwendet, um Filme herzustellen und
deren Eigenschaften zu untersuchen. Die Druck- und Zugfestigkeit der Stirkefilme steigt mit
zunehmendem Amylosegehalt [PALVIAINEN et al. 2001] und sowohl Amylose- als auch
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Amylopektinfilme stellen gute Permeationsbarrieren fur Sauerstoff dar [MARK et al. 1960,
FORSSELL et al. 2002]. Durch Zusatz von Weichmachern wie Sorbitol oder Glycerol aber auch
durch Erhéhung des Wasseranteils sinkt die Festigkeit der Filme und die Barrierefunktion
geht verloren [LAOHAKUNJIT und NOOMHORM 2004]. Unter Verwendung von
Hochamylosemaisstirke als Pelletiiberzug konnten PALVIAINEN et al. [PALVIAINEN et al.
2001] eine verzogerte Wirkstofffreisetzung belegen. Dies ist wahrscheinlich darauf
zurickzufthren, dass die hohere Kiristallinitit der Amylosefilme zu einer schlechteren
Loslichkeit der Filme in wissrigen Medien fuhrt [MYLLARINEN et al. 2002].

4.2.6 Handelsiibliche Stirken und ihre Verwendung in der

pharmazeutischen Technologie

Im Handel ist eine Vielzahl an Stirken vertreten, die entsprechend den unterschiedlichen
Anforderungen der pharmazeutischen Technologie entwickelt wurden und ihren Einsatz
finden.

Native Stirken nach dem FEuropiischen Arzneibuch sind Mais-, Weizen-, Reis- und
Kartoffelstirke. Sie werden aufgrund ihrer sehr guten Wasser adsorbierenden Eigenschaften
hauptsichlich als zerfallsbeschleunigende Hilfsstoffe in Tabletten und als Fillstoffe in
Tabletten und Kapseln verwendet.

Weiterhin werden Modifizierungen an Stirken vorgenommen, die zum einen zu den
vorverkleisterten Stirken fithren, die infolge der zerstérten Stirkekornstruktur in kaltem
Wasser 16slich sind, und andererseits zu den substituierten Stirken wie Carboxymethylstirke
oder Hydroxyethylstirke. Vorverkleisterte Stirken werden als Bindemittel fur die
Feuchtgranulierung eingesetzt sowie als Fullstoffe, zerfallsbeschleunigende und direkt
komprimierbare Hilfsstoffe verwendet. Carboxymethylstirke ist aufgrund seiner sehr starken
Wasser absorbierenden Eigenschaften und seines groBen Quellvolumens ein Sprengmittel,
welches bereits in geringsten Konzentrationen, 1 bis 5%, wirksam ist. Hydroxyethylstirke ist

eine wassetlosliche Stirke und als Plasmaexpander zur intravendsen Applikation zugelassen.

4.2.7 Raman-spektroskopische Untersuchungen an Stirken

Raman-spektroskopische Untersuchungen an Stirken gibt es in der Literatur zahlreich, was
vor allem darin begriindet liegt, dass auch bei Anregungen im sichtbaren Licht keine
Fluoreszenzprobleme auftreten.

Zunichst wurden, parallel zu den Cellulosen, Bandenzuordnungen fiir die Raman-Spektren
der Stirken vorgenommen [CAEL et al. 1973, CAEL et al. 1975, GALAT 1980]. SEKKAL et al.
[SEKKAL et al. 1995] wiesen die Bande bei etwa 940 cm™ der a-glycosidischen Bindung der
Stirken zu.

Die Raman-Spektroskopie wurde verwendet, um die Verkleisterung zu untersuchen [KIM et al.
1989, SCHUSTER et al. 2000], die Stirken zu identifizieren [DUPUY und LAUREYNS 2002] sowie
Gehaltsanalysen von Substituenten an modifizierten Stirken vorzunehmen [PHILLIPS et al.
1998]. BULKIN et al. [BULKIN et al. 1987] verwendeten diese spektroskopische Methode zur

Beschreibung der Kinetiken der Retrogadationsprozesse und konnte zeigen, dass die Gertst-
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und die CH-Valenzschwingungen sensitiv auf Verinderungen im Verlauf der Retrogradation
reagieren. WINTER und KWAK [WINTER und KWAK 1987] untersuchten die
Temperaturabhingigkeit der Retrogradation mittels Raman-Spektroskopie.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Allgemeiner Vergleich

Zunichst soll kurz auf die verwendeten Substanzklassen und die angewendeten Methoden

vergleichend eingegangen werden.

Alle untersuchten Substanzklassen bestehen aus dem Grundbaustein D-Glucose. Trotzdem
sind deutliche molekulare Unterschiede in den Raman-Spektren der Cellulosen, Celluloseether
und Stiarken zu erkennen (Abb. 14). Im Bereich der Geriistschwingungen zwischen 200 und
700 cm besitzen die Stirken eine intensive Bande bei etwa 480 cm”. Ebenso ist bei
Cellulosen, MCC und PC, ein typisches Bandenmuster ausgeprigt, welches infolge der
Einfihrung von Seitenketten bei den Celluloseethern nicht mehr zu finden ist. CH-
Valenzschwingungen treten im Bereich zwischen 2.800 und 3.050 cm™” auf, wobei das
Maximum der Cellulosen bei 2.894 cm™ und das der Stirken bei etwa 2.910 cm liegt. Die
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Abb. 14 Gegeniiberstellung der Raman-Spektren der Stirken (1 Maisstirke, 2 Carboxymethylstirke),
Celluloseether (3 HPMC, 4 MC, 5 HPC) und Cellulosen (6 MCC101, 7 PC).
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Celluloseether zeigen in diesem Bereich eine deutliche Uberlagerung mehrerer Banden, deren
Charakteristik  vom Substitutionsgrad abhidngig ist. Die typische Bandenlage der
a-glycosidischen Bindung der Stirken befindet sich bei etwa 940 cm™”, wohingegen die
B-glycosidische Bindung der Cellulosen und Celluloseether an den Banden in den Bereichen
um 500 cm™, 900 cm™ und 1.100 cm™ zu erkennen ist [SEKKAL et al. 1995].

Die Rasterelektronenmikroskopie dokumentiert die Verschiedenheit der Substanzklassen auf
morphologischer Ebene. Die hoch geordnete Faserstruktur der als Gertistsubstanz in
Zellwinden vorkommenden Cellulose ist auch in deren pharmazeutisch verwendeten
Produkten, MCC und PC, zu finden. PC besteht aus feinen Einzelfasern. Die wihrend der
Herstellung von MCC eingesetzte Sprihtrocknung fihrt zu gréfleren, massiveren und
homogeneren Partikeln. In Abb. 15A-C sind verschiedene Cellulosen abgebildet. Infolge der
Substitution mit Seitenketten, wie dies bei der Gewinnung von Celluloseethern erfolgt, kommt
es zur Auflockerung und zum teilweisen Verlust der Faserstruktur. Die verinderten Produkte
sind in Abb. 15D-F zu sehen.

Abb.15 ESEM-Aufnahmen der morphologischen Oberflichenstrukturen der Pulver verschiedener
Cellulosen (A-C) und Celluloseether (D-F).

Im Gegensatz zu den Cellulosen dienen die Stirken als Reservestoffe und werden innerhalb
der Pflanzen als Stirkekorner abgelagert. Native Stirkeprodukte werden aus der Pflanze durch
Ausschlemmung gewonnen, wobei die hoch geordnete Struktur der Stirkekorner erhalten
bleibt. In Abb. 16A-C sind die fir Mais-, Weizen- und Kartoffelstirke charakteristischen
Stirkekorner abgebildet. Chemische Behandlung wie Substitution mit Hydroxyethyl- oder

Carboxymethyl-Gruppen sowie die Einfliisse von Feuchte und Temperatur fihren zur
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Zerstorung der Stiarkekornstruktur und zur Ausbildung neuer Produkte mit verinderten
Eigenschaften (Abb. 16D-F).

B: Weizenstirke C: Kartoffelstirke
(maize starch B, Roquette) (wheat starch TB, Roquette) (potato starch suprabacteriolog.

grade, Roquette)

D: vorverkleisterte Stirke F: carboxymethylierte Stirke
(Lycatab PGS, Roquette) (CPharm 93000, Cerestar) (Glycolys D, Roquette)

s

Abb. 16 ESEM-Aufnahmen der morphologischen Oberflichenstrukturen der Pulver verschiedener
Stirken (die weilen Pfeile markieren Verinderungen der Kartoffelstirkekorner durch den
Elektronenstrahl).

5.2 Extrusion/Sphironisation von Cellulosen (Anlage 8.1)

Das Verhalten der Cellulosetypen MCC und PC wihrend der Extrusion/Sphironisation
wurde in Abhingigkeit unterschiedlicher relativer Feuchten untersucht. Die Beurteilung der
entstandenen Pellets erfolgte auf molekularer Ebene mithilfe der Raman-Spektroskopie und
auf morphologischer Ebene mittels ESEM-Technik.

Die Wechselwirkungen zwischen Cellulose und Wasser werden durch zwei verschiedene
Modelle beschrieben. FIELDEN et al. [FIELDEN et al. 1988] verglichen die Immobilisierung
groBBer Mengen Wasser in der Struktur der Cellulosen mit einem ,,molekularen Schwamm®.
KLEINEBUDDE [KLEINEBUDDE 1997] erklirt mit dem ,,Kristallit-Gel-Modell“ die Ausbildung
sogenannter Kiristallit-Gele infolge der Scherkrifte wihrend der Feuchtextrusion. Durch
Zerstorung der ursprunglichen Cellulosepartikel wird das Wasser gebunden und tritt durch
mechanische Beanspruchung nicht wieder aus. Wihrend der Extrusion bilden sich neue

Netzwerkstrukturen aus, die fiir die Festigkeit der Pellets sorgen.
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Vergleichende Untersuchungen zwischen PC und MCC wurden bereits durchgefthrt und der
Einfluss der unterschiedlichen Cellulosetypen beschrieben. KLEINEBUDDE et al
[KLEINEBUDDE et al. 2000] zeigten, dass nach dem Extrudieren die Partikelgré3e der PC mit
einem hohen Polymerisationsgrad und geringerem Kiristallinititsindex relativ unbeeinflusst ist,
wihrend die GroBe der Partikel der MCC mit kleinerem Polymerisationsgrad und gréflerem
Kristallinititsindex abnehmen. Die Reduktion der Partikelgr6Be ist verbunden mit einer
Zunahme der Oberfliche, wodurch mehr Wasser immobilisiert werden kann [JUMAA et al.
2000].

Im Laufe dieser Arbeit und mit Abschluss der Experimente zeigte sich, dass ein optimaler
Hilfsstoff fur die Extrusion/Sphironisation, Eigenschaften beider oben beschriebener
Modelle vereinen sollte, ein hohes Wasserbindevermégen, welches durch physikalische
Einflisse nicht gemindert wird. PC verhielt sich wie ein ,,molekularer Schwamm® [FIELDEN et
al. 1988], aber durch die wihrend der Extrusion auf die Substanz einwirkenden Krifte, wurde
das freie Wasser abgepresst. PC musste als ungeeignet eingestuft und die Extrusion beendet
werden. Die entstandenen Pellets zeigten eine lose Faserstruktur mit unebener Oberfliche. Im
Gegensatz dazu konnten die verwendeten MCCs problemlos zur Herstellung von Pellets
verwendet werden.

Mithilfe der elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden die Verinderungen der
Cellulosefasern dokumentiert. Die Partikel der MCCs unterliegen mit abnehmender Feuchte
einer stirkeren Zerkleinerung. Auch in den Raman-Spektren der unterschiedlich feuchten
MCC-Pellets wurden Verinderungen beobachtet. OH-Valenzschwingungen werden durch
Hydroxylgruppen der Glucosepolymere sowie durch Hydroxylgruppen des Wassers
hervorgerufen. Eine Bandenlage bei 3.230 cm™ ist bei freiem Wasser zu beobachten und
wurde fir die Pellets mit einer relativen Feuchte von 163% und 197% nachgewiesen. Eine
Verschiebung der Bandenlage zu 3.274 cm’' wie dies bei den Pellets mit 123% relativer
Feuchte beobachtet wurde, deutete auf eine verdnderte, festere Bindung des Wassers in den
Kristallit-Gelen hin.

5.3 Wechselwirkungen von Wasser mit verschiedenen Cellulose-
ethern (Anlage 8.2)

Raman-Spektroskopie und ESEM-Technik dienten dazu, die Pulver, Gele und Filme der
Celluloseether zu untersuchen. Zusitzlich wurden die Sorptions- und Desorptions-
eigenschaften der Pulver beurteilt sowie das Wasseraufnahmevermogen der Filme durch
zeitaufgeloste Kontaktwinkelmessungen verglichen.

Sorption und Desorption charakterisieren das Wasseraufnahme- bzw. —abgabeverhalten bei
konstanter Umgebungsfeuchte. Mittels Thermogravimetrie wird der Wasserverlust wihrend
einer kontinuierlichen Heizrate bestimmt. Durch den unterschiedlich starken Energieeintrag
beider Methoden ergaben sich signifikante Unterschiede der Menge absorbierten Wassers von
etwa 1%. Die unterschiedlichen Absorptionen von Wasser in die Pulver der HPMCs traten in
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Abhingigkeit des Substitutionstyps auf und lassen eine Klassifizierung zu. Hochste
Absorptionswerte zeigten die Celluloseether des HPMC-Typs 2208, die sich durch eine
Kombination aus geringem Methyl- und hohem Hydroxypropylanteil auszeichnen. Die
lipophilen Methylgruppen behindern die Wechselwirkungen mit Wassermolekiilen, hingegen
wird die Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen durch die Hydroxylgruppen der
Hydroxypropylmethylseitenketten — gefordert.  Ein  steigendes  Methyl/Hydroxypropyl-
Substitutionsverhaltnis korreliert mit einer geringeren Wasserabsorption [MALAMATARIS et al.
1994]. Der Vetlauf der Sorptions- und Desorptionsisothermen zeichnete sich durch eine
auftretende  Hysteresefliche aus. Diese stehen in Zusammenhang mit hoéheren
Bindungskriften zwischen Substanz und Wassermolekiilen. Hysterese wurde bei allen
Celluloseethern mit Ausnahme fur HPC beobachtet, wobei im Falle dieser Cellulose auf eine
weniger starke Bindung der monomolekularen Wasserschicht gegentiber den restlichen
Celluloseethern geschlossen wurde.

Zu Beginn der Kontaktwinkelmessungen werden Informationen tber Oberflichenenergien
der Celluloseetherfilme erhalten, hingegen liefert der zeitliche Verlauf Aussagen tber das
Wasseraufnahmevermogen. Auffillig waren die hohen Kontaktwinkel der Celluloseetherfilme,
die bei etwa 90° lagen und damit doppelt so grof3 waren, wie die von SEBTI et al. [SEBTI et al.
2003] beschriebenen. Der niedrigere Kontaktwinkel einer Cellulose wurde auf die l6chrige
Oberflichenstruktur und damit zusitzlich auftretende Kapillarkrifte zurtckgefithrt. HPC
zeigte einen zweiteiligen Kurvenverlauf, welcher 2zu Beginn fiinfmal schnellere
Wasseraufnahme zeigte als im zweiten Teil der Kurve, der wiederum den restlichen
Celluloseethern vergleichbar war. Fine Ursache kénnte in der raueren Oberfliche begriindet
liegen, die zu stirkeren Kapillarkriften fithren kann, und weiterhin im hydrophileren
Charakter, der infolge des hohen Substitutionsgrades mit Hydroxypropylgruppen auftritt.

Die Raman-Spektren zeigten deutlich die molekularen Unterschiede zwischen den
Celluloseethern in Form charakteristischer Bandenmuster (Abb. 14). Unter Verwendung der
Cluster-Analyse konnten diese in die verschiedenen Substitutionstypen klassifiziert werden.
Mit der Gelbildung ist die Ausbildung von neuen Wasserstoffbriickenbindungen und
netzartigen Strukturen verbunden. Diese Anderung der molekularen Struktur im Vergleich
zum Pulver fihrte zu deutlichen Bandenverschiebungen im gesamten Bereich der Raman-
Spektren. Nach dem Trocknen der Gele und Bildung der entsprechenden Filme wiesen deren
Spektren im Vergleich zum Pulver noch immer einzelne verschobene Banden auf. Daraus
wurde geschlossen, dass in den Celluloseetherfilmen die Netzwerkstruktur der Gele erhalten
geblieben ist.

Es wurde eine Methode entwickelt, Quellungsversuche an Celluloseetherfilmen 7 situ zu
verfolgen und deren Auswirkungen quantitativ zu erfassen. Die Filme wurden daftr mit einer
Silberschicht definierter Struktur versehen. Die vor, wihrend und nach der 7 sitn-Quellung
aufgenommenen ESEM-Bilder wurden anschlieBend mithilfe der Grauwertanalyse
ausgewertet und die Verinderungen der Silberschicht infolge der Wassereinwirkung
vermessen. Die untersuchten Celluloseetherfilme zeigten ahnliches Quellverhalten mit
beobachteten Anderungen zwischen 10 und 20%.
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5.4 Retrogradation verschiedener Stirken (Anlage 8.3)

Bei der Erwirmung von Stirke-Wasser-Mischungen tber die jeweilige charakteristische
Verkleisterungstemperatur gehen die Stirkemolekile in den amorphen Zustand iber.
Charakteristisch fur Stirken ist die Reorganisation der raumlichen Struktur der Stirkemolekiile
wihrend der Abkithlung und Lagerung, die als Retrogradation bezeichnet wird. Basierend auf
den Untersuchungen von BULKIN et al [BULKIN et al. 1987] wurde das
Retrogradationsverhalten verschiedener Stirkeprodukte mithilfe der Raman-Spektroskopie
untersucht. BULKIN et al. [BULKIN et al. 1987] zeigten, dass die Raman-Spektroskopie eine
geeignete Methode darstellt, die Kinetik von Retrogradationsprozessen kontinuierlich auf
molekularer Ebene zu verfolgen. Die Ergebnisse wurden durch Rotgendiffraktometrische
Untersuchungen bestitigt.

Die in mehreren Stufen ablaufende Retrogradation vollzieht sich in Abhingigkeit der
vorliegenden Struktur unterschiedlich schnell. Die Riickbildung der Helices der kurzen
Seitenketten des Amylopektins erfolgt schneller als die der langkettigen Amyloseketten. Im
Gegensatz dazu findet die Helix-Helix-Aggregation bei Amylopektin aufgrund der
Verzweigungen sehr viel langsamer statt als bei der Amylose.

Im Rahmen der Experimente konnte fir die vorverkleisterte Amylose-reiche Stirke ein
vierstufiger Prozess der Retrogradation gezeigt werden. Fur die Wachsstirken Pregeflo C100
und Waxilys 200 ist der erste Schritt der Retrogradation, die Reorganisation der Helices, nicht
nachweisbar, da hierfir die Messzeiten pro Spektrum des verwendeten Raman-Spektrometers
mit etwa 12 Minuten zu lang waren. Mischungen aus Amylose und Amylopektin wie sie bei
den nativen Stirken anzutreffen sind, erlauben keine Trennung der einzelnen Prozesse, da es
zu einer Uberlagerung der Informationen auf molekularer Ebene kommt. Eine Zunahme der
Ordnung kann anhand der abnehmenden Bandenbreite dokumentiert werden, deren Ausmal3
bei Kartoffelstirke ausgeprigter war als bei Mais- und Weizenstirke.

Im Unterschied zu REIN und STEFFENS [REIN und STEFFENS 1997], die mithilfe der DSC fur
die Kartoffelstirke keine Retrogradationsprozesse messen konnten, wurde auch fir diese
Stirke eine Veranderung der molekularen Strukturen erfasst. Eine Ursache kénnte in den
unterschiedlichen Abkihlprozessen liegen, die verschiedene Bedingungen fir die ablaufende
Retrogradation schaffen. Bei BULKIN et al. [BULKIN et al. 1987], VAN SOEST et al. [VAN SOEST
et al. 1994] und ORFORD et al. [ORFORD et al. 1987] sowie in den beschriebenen
Experimenten wurde rasch bis zu einer definierten Temperatur gekithlt, wohingegen REIN
und STEFFENS [REIN und STEFFENS 1997] mit einem Temperaturgradienten arbeiteten und

somit die Proben langsam abkthlten.
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5.5 Einfluss von Wasser auf die molekulare und morphologische
Struktur von Stirken (Anlage 8.4)

Wie die wasserloslichen Celluloseether sind auch die Stirken in der Lage, dreidimensionale,
netzartige Strukturen auszubilden, die im feuchten Zustand als so genannte Stirkekleister
bezeichnet werden und im getrockneten Zustand Filme bilden. Die Stirkeprodukte wurden
deshalb ebenso wie die Celluloseether (Anlage 8.2) auf Wasserbinde- und -aufnahmevermogen
mittels  Thermogravimetrie, Sorptions/Desorptions- und  Kontaktwinkel-Messungen
untersucht sowie molekular und morphologisch mit Raman-Spektroskopie bzw. ESEM-
Technik beurteilt.

Die molekularen Unterschiede zwischen den verschiedenen handelsiiblichen Stirkeprodukten
beruhen vor allem auf deren chemischer und/oder physikalischer Vorbehandlung. So konnten
anhand der Raman-Spektren deutliche Unterschiede zwischen nativen und modifizierten
Stirken beschrieben werden. Die Cluster-Analyse erlaubte auch in diesem Fall die
Klassifizierung, wobei ebenfalls eine Trennung zwischen den rein physikalisch vorbehandelten
Stirken und den chemisch modifizierten Stirken gezeigt werden konnte. Dies beruht auf
neuen bzw. verschobenen Banden, die infolge der Substitution auftreten [FORREST und COVE
1992, PHILLIPS et al. 1998]. Molekulare Verinderungen, die durch den FEinfluss von
Temperatur auf Stirke-Wasser-Mischungen auftreten und von SCHUSTER et al. [SCHUSTER et
al. 2000] beschrieben wurden, konnten kontinuierlich innerhalb der Raman-Spektren verfolgt
werden. So ist im Bereich der Geriistschwingungen bei 600 cm™ das Verschwinden einer
Doppelbande wihrend der Verkleisterung nachzuvollziehen.

Das Wasserbindevermégen der Produkte wird durch hydrophile Substituenten wie die
Carboxymethyl- oder Hydroxyethylgruppen stark gesteigert, bis hin zur Wasserloslichkeit der
Hydroxyethylstirke. Die Ergebnisse zeigten, dass grof3e Unterschiede zum Beispiel innerhalb
der nativen Stirkeprodukte existierten. So zeigte die Kartoffelstirke im Vergleich zu Mais-
und Weizenstirke vor allem im Wasserbindevermogen des Pulvers sowie im
Wasseraufnahmevermégen der Filme ein differenziertes Verhalten und war eher mit den
vorverkleisterten Stirkeprodukten zu vergleichen. Die Kontaktwinkeluntersuchungen der
Filme dokumentierten, dass Stirkefilme, die wie die Wachsstirken reich an Amylopektin sind,
sowohl hohe Kontaktwinkel aufwiesen als auch ein hoheres Wasseraufnahmevermégen. Die
Kontaktwinkel der Stirkefilme lagen bei tUber 90°, Ausnahmen stellten die Mais- und
Weizenfilme mit 76° bzw. 55° dar. Fir die wasserlsliche Stirke wurde ein Kontaktwinkel von
00° nachgewiesen. Dies kann auch auf ein unterschiedliches Retrogradationsverhalten der
Stirken zurtickgefihrt werden. Kartoffelstirke zeigt eine stirkere Retrogradation (Anlage 8.3),
ist aus diesem Grund hydrophober und zeigt deshalb héhere Kontaktwinkel als Mais- und
Weizenstarke.

Die in sitn-Quellungsversuche wurden auch bei den Stirkefilmen durchgefithrt und wiesen auf
Unterschiede zwischen den verschiedenen Filmen hin. Fur die vorverkleisterte Amylose-reiche
Stirke und die vorverkleisterte Wachsstirke Pregeflo C100 zeigten eine schlechte bzw. keine

Quellung. Filme dieser Stirken haben infolge der Retrogradation eine héhere Kiristallinitit, wie
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dies von MYLLARINEN et al. [MYLLARINEN et al. 2002] an Starken mit hohem Amylosegehalt
nachgewiesen wurde. Auch die verschiedenen untersuchten Wachsstirken retrogradieren, wie
durch die Untersuchung der Retrogradation verschiedener Stirken (Anlage 8.3) gezeigt

werden konnte.
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmalig pharmazeutische Hilfsstoffe mittels Raman-
Spektroskopie in Kombination mit der atmosphirischen Rasterelektronenmikroskopie
untersucht. Pharmazeutische Hilfsstoffe wie Stirken und Cellulosen dienen der Herstellung
von Arzneimitteln, die auf unterschiedliche Weise im menschlichen oder tierischen
Organismus ihre Wirkung entfalten. Es ist daher wichtig, Wechselwirkungen, die in
Gegenwart von Wasser bzw. wissrigen Medien auftreten, zu untersuchen. Sowohl die Raman-
Spektroskopie als auch die atmosphirischen Rasterelektronenmikroskopie ermdéglichen
Experimente mit Wasser bzw. in wissriger Umgebung.

Die Raman-Spektroskopie hat sich in Bezug auf pharmazeutische Hilfsstoffe als geeignete
Methode zur Charakterisierung molekularer Figenschaften auch polarer Verbindungen
erwiesen. Sowohl die Differenzierung verschiedener Materialien, Zustinde wie Pulver, Gele
oder Filme als auch Wassereinfliisse konnten gezeigt werden.

Fir morphologische Untersuchungen stand die ESEM-Technik zur Verfigung, welche
Untersuchungen pharmazeutischer Materialien in wissriger Umgebung sowie von
wasserhaltigen Proben ermdglichte. Eine bessere Auflésung und Tiefenschirfe sind
entscheidende Vorteile gegentiber der Lichtmikroskopie. Die fiir die konventionelle REM
notwendige  Probenpriparation  entfiel = und  zeitnahe  Untersuchungen  zu
Herstellungsprozessen, Experimente an originalbelassenen Proben sowie 7 situ-Experimente
konnten durchgefithrt werden.

Vielfiltige Informationen tber das Verhalten pharmazeutischer Hilfsstoffe werden durch
Untersuchungen molekularer und morphologischer Eigenschaften erhalten. Der Kopplung
von Raman-Spektroskopie und atmosphirischer Rasterelektronenmikroskopie sollte im
Hinblick auf die simultane Untersuchung morphologischer und molekularer
Materialeigenschaften weiter nachgegangen und zukinftig auch fir pharmazeutische
Forschungen angewendet werden. Gerade fur die vielfaltigen Reaktionen, die bei der Wirkung
von Arzneimitteln im menschlichen Organismus mit Wasser auftreten, bieten die Raman-

Spektroskopie und die ESEM-Technik vielseitige Verwendungsmdoglichkeiten.
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