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Kurzfassung

Aufgrund der geringen Selektivitdt von Extraktion oder organischen Synthese
fuhren diese Herstellungsverfahren nicht direkt zum reinen Zielprodukt. Im
Endprodukt dieser Verfahren liegt die Zielkomponente gewohnlich im Gemisch
mit einer Vielzahl ihr strukturell sehr ahnlich gebauten Nebenkomponenten vor.
Entsprechend der Qualitatsanforderung der jeweiligen finalen Anwendung an
das Zielprodukt, ist weitere Aufreinigung erforderlich.

Das Hauptziel dieser Forschungsarbeit war die Erarbeitung einer innovativen
und breit anwendbaren Strategie zur Aufreinigung pharmazeutisch relevanter
Substanzen aus natlrlichen Pflanzenextrakten oder Produktldsungen
organischer Synthesen mdglichst innerhalb einer Trennstufe. Als Beispiele
dienten dabei das semi-synthetisch hergestellte Artemisinin sowie die mittels
Phytoextraktion isolierte Rutin und Curcumin. Mit dem Ziel der Bereitstellung
dieser Komponenten in reiner und kristalliner Form im Endprodukt, stand das
thermische  Trennverfahren der geimpften Kuhlungskristallisation im
besonderen Fokus dieser Arbeit.

Um die kristallisationsbasierte Aufreinigung einer Komponente aus einem
flissigen Mehrkomponentengemisch zu erzielen, sind einerseits Kenntnisse
grundlegender Fest/flissig-Losungsgleichgewichte, sowie andererseits des
Rekristallisations- und Festphasenverhaltens der Zielkomponente allein und in
Gegenwart der Hauptverunreinigung erforderlich. Die auf dieser Grundlage
konzipierte geimpfte Kihlungskristallisation im Batch-Modus ermdglichte die
selektive Trennung der jeweiligen reinen Zielkomponente aus dem zugehdrigen
Rohgemisch innerhalb einer Stufe.

Basierend auf den vorgestellten Untersuchungsergebnissen wurde eine
allgemeine Vorgehensweise bei der Gewinnung von reinen kristallinen
Substanzen aus flissigen Mehrkomponentengemischen erarbeitet. Die
vorgeschlagene Strategie bietet eine geeignete Grundlage zur Lésung ahnlicher
Trennprobleme an.






Abstract

Due to the low selectivity of plant extraction or organic synthesis, these
processes do not lead directly to the pure target compound. The final product of
these processes usually contains near the target great variety of structurally
very similar byproducts. In dependence of the quality requirements for the final
application, further purification of the target compound is frequently required.

The main objective of this research was to develop of an innovative and widely
applicable strategy for the purification of pharmaceutically relevant substances
from plant extracts or organic syntheses mixtures, preferably within one
separation step. The examined substances were the semi-synthetically
produced artemisinin and by means of plant extraction isolated rutin and
curcumin. In order to provide these components in pure and crystalline form in
the final product, the seeded cooling crystallization as a sophisticated
separation technique was applied.

In order to achieve the crystallization-based isolation of a single compound from
a complex solution, knowledges of basic solution equilibria as well as of the
recrystallization and solid phase behavior of the pure target compound and in
the presence of impurities are required. The seeded batch cooling crystallization
designed enabled the selective separation of the target from the raw mixture
with high purity within a single crystallization step.

Based on presented results, a general approach for recovery of pure crystalline
compound from a complex solution was developed. The proposed procedure
provides a suitable basis for solving similar separation problems.
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KAPITEL 1

Einleitung, Motivation und Ziel der Arbeit

Unabhangig davon, ob ein gewunschter Naturstoff durch eine Extraktion aus
der Pflanze oder auf dem semi-synthetischen Weg erhalten wurde, fihren beide
Herstellungsverfahren nicht direkt zum reinen Zielprodukt. Vielmehr stellt das
Endprodukt solcher Prozesse oft ein komplexes organisches Mehrkomponenten-
gemisch dar, bestehend entweder aus im Loésungsmittel 16slichen Pflanzen-
metaboliten oder wahrend der chemischen Synthese gebildeten Zwischen- bzw.
Nebenprodukten, aber auch aus nicht umgesetzten Ausgangsstoffen. Diese
unerwiunschten, oft technisch unvermeidbaren Mischungsbestandteile weisen
haufig verwandte Molekulstrukturen und damit ahnliche physikalische und
chemische Eigenschaften auf. Ublicherweise zeigt nur eine Komponente der
Produktmischung die gewtinschte bzw. starkste pharmakologische Wirkung auf
den menschlichen Korper und sollte moglichst in reiner Form von den restlichen
Bestandteilen isoliert werden (Handa et al. 2008). Da die endguiltige Reinheit des
gewonnenen Wirk- bzw. Zusatzstoffs eine entscheidende Rolle fur die weitere
Anwendung in der Pharma- und Nahrungsmittelindustrie, aber auch in Kosmetik-
und Korperpflegeprodukten spielt, ist der Einsatz weiterer Aufreinigungs-
techniken unbedingt notwendig (Sattler and Feindt 1995). Um ein Produkt
bereitzustellen, das den Anforderungen der jeweiligen Anwendung entspricht,
kann eine Kombination von mehreren Trenntechniken, z. B. Kristallisation und
Chromatographie, in Betracht gezogen werden.

1.1 Motivation und Ziel der Arbeit

Das Hauptziel dieser Forschungsarbeit ist die Erarbeitung einer innovativen und
breit anwendbaren Strategie zur Aufreinigung einer Zielkomponente aus einem
organischen Mehrkomponentengemisch und deren Bereitstellung in kristalliner
Form. Damit steht das thermische Trennverfahren der Kristallisation im beson-
deren Fokus dieser Arbeit.

Als Beispiele dienen dabei drei pharmazeutisch relevante Substanzen, die
entweder Bestandteile eines Pflanzenextraktes oder einer Produktlésung der
semi-synthetischen Reaktion sind:

(a) Artemisinin, ein semi-synthetisches Analogon des Naturstoffs, vorkommend
in der in China heimischen Pflanze Artemisia annua L. (Einjahriger Beiful3),
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(b) Rutin, naturlicher Bestandteil der in Vietham wachsenden Pflanze Sophora
Japonica L. (Japanischer Schnurbaum)

sowie

(c) Curcumin, natlrlicher Bestandteil der in Vietham wachsenden Pflanze
Curcuma longa L. (Kurkuma).

Im Vordergrund der experimentellen Arbeiten steht, basierend auf den zu
ermittelnden grundlegenden Fest/flussig-Losungsgleichgewichten, die Aus-
legung und Durchfihrung eines Kristallisationsverfahrens zur selektiven
Gewinnung der reinen kristallinen Zielkomponente aus dem flussigen Roh-
gemisch, mdglichst innerhalb einer Trennstufe.

1.2  Struktur der Arbeit

Die vorliegende Arbeit ist wie folgt gegliedert: Kapitel 1 diente zur Einflihrung in
die Problematik, der Formulierung der Motivation und des Ziels sowie zur
Vorstellung der Gliederung der Arbeit. Im Kapitel 2 wird eine allgemeine
Definition der Naturstoffe als Sekundarmetabolite der lebenden Organismen
gegeben. Mit besonderem Fokus auf Naturstoffe pflanzlichen Ursprungs wird
zunachst auf deren charakteristische strukturelle und funktionelle Merkmale
sowie auf die daraus resultierende Bedeutung der Naturstoffe fur die Menschen
eingegangen. Ein kurzer Einblick in die Schwachen und Starken bestehender
Trenntechniken zur Naturstoffisolierung leitet zum nachsten Kapitel Gber. Im
Kapitel 3 wird das Verfahren der Losungskristallisation als eine vielverspre-
chende Trenntechnik zur Reindarstellung einer Zielkomponente aus organischen
Mehrkomponentengemischen behandelt. Die grundlegenden Kenntnisse zur
Lage von Fest/flissig-Phasengleichgewichten sowie zum Kristallisations-
verhalten sind fur die Auslegung und Durchfuhrung eines kristallisationsbasierten
Trennprozesses essentiell. Besondere Aufmerksamkeit gilt dabei der
Polymorphie und Solvatbildung im kristallinen Zustand. Die darauffolgenden
Kapitel 4 bis 8 stellen den Kern der durchgeflihrten praktischen Arbeiten dar. In
Kapitel 4 und 5 werden die drei untersuchten Substanzen eingefuhrt sowie ein
Uberblick (iber die verwendeten experimentellen und instrumentellen
Analysenmethoden gegeben. In den Kapiteln 6, 7 und 8 werden die Arbeiten zur
kristallisationsbasierten Aufreinigung der jeweiligen Zielkomponente (Artemisinin
(Kapitel 6), Rutin (Kapitel 7) und Curcumin (Kapitel 8)) aus dem vorliegenden
organischen Mehrkomponentengemisch vorgestellt. Dabei werden zuerst die
Ergebnisse der Voruntersuchungen zum Loésungsmittelscreening fir jede
Substanz separat vorgestellt. Die Ergebnisse der Untersuchungen zum
Festphasenverhalten (Polymorphe und Solvatphasen) sowie zur Stabilitat der
auftretenden kristallinen Phasen werden ausfuhrlich erlautert. Nach der Wahl des

~2~
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geeigneten Prozesslosungsmittels werden die Fest/flissig-Phasendiagramme
fur das jeweilige System (Reinstoff-Losungsmittel sowie Mischung-Losungs-
mittel) erstellt. Unter Berlcksichtigung der Breite des metastabilen Bereichs und
nach der Ableitung einer geeigneten Kristallisationsstrategie werden die
Ergebnisse der durchgeflhrten Trennexperimente dargestellt und diskutiert. Im
Kapitel 9 werden die Ergebnisse der gesamten Studie vergleichend erortert.
Darauf basierend wird eine allgemeine Vorgehensweise zur Gewinnung von
reinen kristallinen Substanzen aus flussigen Mehrkomponentengemischen
erarbeitet. Im abschlieRenden werden allgemeine Schlussfolgerungen gezogen.

Literatur zum Kapitel 1

Handa SS, Khanuja SPS, Longo G, Rakesh DD (2008) Extraction Technologies for Medicinal and
Aromatic Plants. ICS-UNIDO, Trieste, Italy

Sattler K, Feindt HJ (1995) Extraction Thermal Separation Processes: Principles and Design.
VCH Verlagsgesellschaft mbH, p 393-473
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KAPITEL 2

Naturstoffe

2.1 Definition, Vorkommen und Bedeutung

Organische Verbindungen, die von lebenden Organismen, z. B. Pflanzen, Tieren,
Meeres- oder Mikroorganismen, produziert werden, bezeichnet man als
Naturstoffe. Diese Verbindungen kdénnen in drei unabhangige Gruppen eingeteilt
werden (Abb. 2-1).

Naturstoffe
N
. . hochmolekulare N .
Primarmetabolite . Sekundarmetabolite
polymere Materialien
— a-Aminoséuren — Cellulose — Terpene
— Zucker — Lignin — Alkaloide
— Fette usw. — Proteine — Phenole

Abb. 2-1: Einteilung der Naturstoffe in drei Gruppen. Die Abbildung ist erstellt nach (Hanson
2003; Haslam 1986).

Die erste Gruppe, die sogenannten Primarmetabolite, umfasst a-Aminosauren
aus Proteinen, Zucker, Fette, Purine und Pyrimidine. Diese treten in allen
lebenden Zellen auf und sind fur den Zellstoffwechsel und die Reproduktion
zwingend erforderlich. Die zweite Gruppe der Naturstoffe ist fur die Ausbildung
zellularer Strukturen verantwortlich und umfasst hochmolekulare polymere
Materialien, wie Cellulose, Lignin und Proteine. Zur letzten und gréf3ten Gruppe
von Naturstoffen werden sogenannte Sekundarmetabolite zusammengefasst.
Diese sind fur Mikroorganismen und insbesondere fir das Pflanzenreich sehr
charakteristisch (Hanson 2003; Haslam 1986).

Pflanzen dienen als autotrophe, Photosynthese betreibende Organismen der
Grundlage fur die Ernahrung von fast allen heterotrophen Organismen. Aufgrund
ihrer standortbezogenen evolutionaren Anpassung an die unterschiedlichsten
Umweltbedingungen, wie Temperatur, Sonneneinstrahlung und Wasser-
versorgung, entwickelten Pflanzen eine besondere Uberlebensstrategie: die
Produktion von chemischen Verbindungen. Diese sind fur das primare Wachstum
und die Entwicklung der Pflanze nicht essentiell und werden im Organismus
inaktiv bis zum Auftreten von Extremsituationen, wie z. B. Verwundung, Infektion
oder Angriff von Viren, Parasiten oder natirlichen Fressfeinden, gelagert. Diese
Sekundarmetabolite der Pflanzen sind artspezifisch und zeichnen sich durch
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strukturelle Diversitat und vielseitige Funktionalitat aus. Von geschatzten 500.000
auf dem Planeten vorhandenen Pflanzenarten wurden bisher etwa 100.000
pflanzliche Sekundarmetabolite in geringen Konzentrationen (0,01% - 3% des
Trockengewichts) erfasst (Rates 2001; Wink 2008; Wink 2011).

Einteilung der sekundédren Pflanzenmetabolite

Basierend auf der chemischen Struktur und biosynthetischen Herkunft werden
sekundare Pflanzenmetabolite in drei Hauptgruppen eingeteilt: Terpene, Phenole
und Alkaloide. Die Terpene, mit mehr als 25.000 isolierten chemischen
Verbindungen, stellen die reichste und weitverbreitete Klasse der Naturstoffe in
Pflanzen dar. Einige dieser Verbindungen sind toxisch fur zahlreiche Insekten
oder Parasiten der Pflanzenfresser. Sie werden haufig angereichert in der Rinde,
den Zweigen, dem Stamm, den Frichten oder Blattern von Koniferen oder
Laubpflanzen gefunden. Andere flichtige Terpenoide haben insekten-
abweisende Eigenschaften und befinden sich demzufolge in den Drusenhaaren
auf der Pflanzenoberflache.

Weitere 8.000 pflanzliche Naturstoffe werden aufgrund der in die Molekulstruktur
eingebauten Phenylgruppe zu Phenolen zusammengefasst. Die einfachen
Phenole, wie die Zimt-, Cumarin- oder Koffeinsaure, schiitzen die Pflanze vor
Insektenfressern und Pilzen. Die Flavonoide, zu denen ein Grofdteil der
Blutenfarbstoffe gehort, reprasentieren die zahlreichste Untergruppe von
Pflanzenphenolen. Diese Farbstoffe sind haufig in pflanzlichen Spezies
enthalten, die standig starken Sonneneinstrahlungen ausgesetzt sind. Sie
schitzen die Pflanzen einerseits durch die Absorption der UV-B-Strahlen vor
ubermafiger Strahlung, andererseits sind sie fur die Anlockung von Insekten und
Tieren zur Blutenbestaubung verantwortlich (Taiz and Zeiger 2002).

Die letzte Gruppe pflanzlicher Naturstoffe wird, aufgrund des im Kohlenstoffring
als Heteroatom eingebautem Stickstoffatoms, zu Alkaloiden zusammengefasst.
In 20 % der Gefalpflanzen wurden insgesamt 21.000 stickstoffhaltige Naturstoffe
gefunden. Alkaloide dienen der Pflanze hauptsachlich zur Stickstoffspeicherung.
Aufgrund des bitteren Geschmacks und der allgemeinen Toxizitat von Alkaloiden
haben sie aullerdem eine schutzende Funktion der Pflanzen vor Schadlingen
und naturlichen Fressfeinden (Wink 2008).

Bedeutung der Naturstoffe fiir die Menschen

Bereits in der Antike profitierten Menschen vom Reichtum der Pflanzenwelt und
nutzten lokal verfigbare Pflanzen fur ihre Ernahrung, Kleidung, als Farb- und
Aromastoffe und vor allem zur Behandlung von Krankheiten oder zur
Unterstitzung der Gesundheit. Jedoch erst im spaten 18. Jhd., mit der
EinfGhrung der modernen Chemie begannen Chemiker die einzelnen pflanzli-
chen Bestandteile aus Extrakten gezielt zu isolieren, um ihre Wirkung auf den
menschlichen Korper genau zu untersuchen (Houghton 2001). Ende der
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neunziger Jahre waren bereits 60 % der auf dem Markt befindlichen Antitumor-
und Antiinfektionsmittel pflanzlichen Ursprungs (Rates 2001). Bis heute wurden
rund 70.000 Sekundarmetabolite pflanzlichen Ursprungs auf eine pharmako-
logische Wirkung hin untersucht und bei mehr als 10.000 wurde bereits
nachgewiesen, dass sie eine medizinische Verwendung haben. Mehr als 90 %
der zurzeit im Handel erhaltlichen Medikamente enthalten naturstoffbasierte
Wirkstoffe (McChesney 2007; Veeresham 2012).

Im Gegensatz zu den hohen wirtschaftlichen und technologischen Standards der
westlichen Welt leben mehr als 80 % der Weltbevolkerung in den armsten
Regionen der Entwicklungslander. Dabei stellen Zubereitungen aus lokal
verfugbaren Pflanzen haufig die einzige und am einfachsten zugangliche Quelle
zur allgemeinen gesundheitlichen Versorgung der Bevolkerung dar (Kamboj
2000). Das stetige Bevolkerungswachstum, insbesondere Afrika und Asien, hat
mangelnde Ernahrung, eingeschrankten Zugang zu frischem Trinkwasser und
unhygienische Lebensbedingungen zur Folge (UNO 2015). Die daraus
resultierende zunehmende Verbreitung von ubertragbaren Krankheiten hat eine
steigende Nachfrage nach bezahlbaren Arzneimitteln zur Konsequenz
(Ariyawardana et al. 2009; UNO 2004). Im Vergleich zur konventionellen
kostenaufwendigen Herstellung synthetischer Wirkstoffe bietet die Nutzung von
wild wachsenden bzw. zweckmallig angebauten Heilpflanzen einen alternativen
Weg zur Bereitstellung von pharmazeutisch relevanten Substanzen in
ausreichender Menge und zu einem zuganglichen Preis (Rates 2001). Mit diesem
Hintergrund sind es die tropischen Lander, insbesondere Indien, China und
Vietnam, mit ihren altbewahrten traditionellen pflanzlichen Heilmitteln, die zur
Gesundheitsforderung in der modernen Welt beitragen konnen (Wahlberg 2006).
Allerdings sind dazu eine globale Standardisierung der Prozesse zur
Naturstoffisolierung und -aufreinigung sowie Implementierung sicherer, effektiver
und kostengunstiger Herstellungswege erforderlich (WHO 2013).

2.2 Moglichkeiten zur Isolierung der Naturstoffe

Es bestehen zwei Moglichkeiten Naturstoffe aus der Ursprungspflanze zu
isolieren und dabei die oft komplizierte und kostenaufwendige Totalsynthese des
pharmazeutischen Wirkstoffs umzugehen (Bart 2011):

1) Isolierung des Naturstoffs aus der Ursprungspflanze mittels Extraktion
oder

2) Isolierung der pflanzlichen Vorstufe des Wirkstoffs mittels Extraktion als
Ausgangsmaterial fur die anschlieRende Herstellung des sog. semi-synthe-
tischen Analogon des Naturstoffs.
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In beiden Varianten spielt das bereits in der Antike zur Herstellung pflanzlicher
Wirkstoffe, Parfume, Farbstoffe und Wachse angewendete Verfahren der
Fest/flissig-Extraktion eine entscheidende Rolle (Levey 1959).

Das Extraktionsprinzip wurde erstmals 1879 vom deutschen Agrochemiker Franz
von Soxhlet zum Quantifizieren des Fettgehalts in getrockneten Lebensmitteln
erfunden. Das nach ihm genannte Verfahren ,Soxhlet-Extraktion® fand eine breite
Anwendung in der I6sungsmittelbasierten Fest/flussig-Trennung von Naturstoffen
aus Pflanzen, insbesondere als Modellprozess zum Vergleich und zur Bewertung
moderner Extraktionsmethoden (Azmir et al. 2013). Dabei werden mit Hilfe von
Ldsungsmitteln die I6slichen Bestandteile aus der pflanzlichen Quelle in die
flissige Phase durch selektive Aufldsung Uberfihrt. Die gewonnene flissige
Phase, das sog. Extrakt, enthalt zusammen mit der gewunschten Verbindung
andere leicht I6sliche Pflanzenbestandteile. Das unldsliche Pflanzengewebe
verbleibt im festen Rickstand, dem sog. Raffinat (Sattler and Feindt 1995).

Obwonhl in den letzten 50 Jahren eine bemerkenswerte Weiterentwicklung der
klassischen Soxhlet-Extraktion zur Naturstoffisolierung in Bezug auf die
Reproduzierbarkeit des Prozesses, Erhdohung der Selektivitat und des
Durchsatzes von behandeltem Pflanzenmaterial stattgefunden hat, gewinnt der
semi-synthetische Weg zur Bereitstellung der Praparate mit einer einzelnen
pharmakologischen Wirkung immer mehr an Bedeutung. Heutzutage sind Uber
25 % der weltweit in Arzneimitteln eingesetzten pharmazeutischen Substanzen
von pflanzlichen Naturstoffen abgeleitet (Azmir et al. 2013; Handa et al. 2008).
Beispiele der zurzeit am haufigsten in Arzneimitteln verwendeten semi-
synthetisch hergestellter Naturstoffe sind das Antikrebsmittel Paclitaxel,
gewonnen aus der Rinde der pazifischen Eibe, das krampflosende Mittel Atropin,
ein natlrlicher Bestandteil der Schwarzen Tollkirsche sowie das Schmerzmittel
Morphin, isoliert aus dem Milchsaft des Schlafmohns (Lubbe and Verpoorte
2011).

Beide Varianten der Naturstoffisolierung fuhren nicht direkt zum reinen Wirkstoff.
Vielmehr stellt das Endprodukt dieser oft eine verdinnte Losung komplexer
Komponentenzusammensetzung dar, aus welcher die Zielsubstanz in
nachgeschalteten Trennprozessen in die fur die jeweilige pharmazeutische
Anwendung geeignete Form Uberfihrt werden muss.
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KAPITEL 3

Kristallisation als thermisches Trennverfahren

Um die Trennung eines beliebigen homogenen Mehrkomponenten-
gemisches (Dampf, Flissigkeit oder Feststoff) zu erzielen, ist die Schaffung einer
zweiten, mit der Ausgangsmischung nicht mischbaren Phase im System eine
gangige und weit verbreitete industrielle Praxis (Seader and Henley 2006). Wird
dabei ein kristalliner Feststoff als neue Phase gebildet, wird der Trennvorgang
als Kiristallisation bezeichnet. Ist die Ausgangsphase der Kristallisation eine
Flussigkeit, so unterscheidet man zwischen der Schmelz- und der
Ldsungskristallisation (Mersmann et al. 2011). Nach (Ulrich and Ozoguz 1988)
darf der Begriff der Losungskristallisation nur bei einem Kristallisationsvorgang
verwendet werden, wenn der Warmetransport gegentber dem Stofftransport
vernachlassigbar klein ist.

In dieser Arbeit wurde das Trennverfahren der Losungskristallisation zur
Aufreinigung von pharmazeutisch aktiven Substanzen aus organischen flissigen
Mehrkomponentengemischen  (Pflanzenextrakte = oder  Synthesel6sung)
verwendet.

In diesem Kapitel werden theoretische Grundlagen dargelegt, die zum
Verstandnis der Losungskristallisation als thermischem Trennverfahren hilfreich
sind. Unter anderem wird auf folgende thermodynamische und kinetische
Aspekte der Kiristallisation eingegangen: Gibbs‘sche Phasenregel und
Fest/fliissig-Phasengleichgewichte, Ldslichkeit und Uberséattigung als Triebkraft
der Kiristallisation, Bedingungen flur die Ausbildung und Stabilitat von kristallinen
Phasen (Polymorphe bzw. Solvate).

3.1 Gibbs‘sche Phasenregel

Wahrend eines Kristallisationsvorgangs innerhalb eines Systems erzeugt man
aus einer homogenen gasférmigen, fllissigen oder amorphen Phase eine zweite
in sich homogene kristalline Phase, welche zur Ausgangsphase verschiedene
physikalische Eigenschaften aufweist. Nun ist das System heterogen und besteht
aus zwei homogenen voneinander raumlich abgegrenzten Phasen. Die sog.
Gibbs'schen Phasenregel beschreibt die zum Bestehen des Phasengleich-
gewichts im System notwendige Voraussetzungen (Korber 1926).
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Die 1875 von Gibbs abgeleitete und 1887 von Roozeboom verallgemeinerte
Phasenregel (Gl. 3.1.1) besagt, wie viele unabhangige Zustandsvariablen
(Druck, Temperatur und Konzentration/Zusammensetzung) zur Einstellung des
thermodynamischen Gleichgewichts im System fuhren. Dabei soll das System
aus N unabhangigen Komponenten und P koexistierenden Phasen aufgebaut
sein (Findlay 1911):

F=N+2-P 3.1.1

F beschreibt den Freiheitsgrad des Systems, d. h. die Anzahl der intensiven
Zustandsvariablen (Druck, Temperatur und Zusammensetzung), die variiert
werden konnen, ohne dass sich die Anzahl der Phasen andert.

Die graphische Darstellung der Gleichgewichtszustande erfolgt durch die
Auftragung der Gleichgewichtsdricke, -temperaturen und -konzentrationen im
sog. Phasendiagramm. Betrachtet man das thermodynamische Gleichgewicht
zwischen einer festen und flissigen Phase in Abhangigkeit von allen drei
Variablen, so musste das Phasendiagramm in einem dreidimensionalen p-T-c-
Raum dargestellt werden, wobei den drei zueinander im rechten Winkel
stehenden Achsen drei variable ZustandsgroRen zugeordnet werden.

Wahrend Kiristallisationsvorgangen aus einer LOsung/Schmelze bei
Umgebungsdricken sind die auftretenden Druckanderungen im System
vernachlassigbar klein (Lorenz 2013). Entsprechend der Annahme 4p = 0, verliert
das System einen Freiheitsgrad. In diesem Fall reduziert sich die Phasenregel
auf die Gl. 3.1.2 und das Fest/flissig-Phasendiagramm kann zweidimensional in
einem T-c-Graph aufgetragen werden:

F=N+1-P 3.1.2

Unter Betrachtung eines binaren Stoffsystems bestehend aus N=2
Komponenten reduziert sich die Phasenregel auf die GI. 3.1.3 (Lorenz 2013):

F=3-P 3.1.3

Zur Vereinfachung der Kristallisationsprozessauslegung wurden die im Laufe
dieser Arbeit untersuchten Stoffsysteme als pseudobinar, bestehend aus der
Zielkomponente in der jeweiligen komplexen Losung, betrachtet.

3.2 Binare Schmelz-Phasendiagramme - Anwendung der Phasenregel

Die Anwendung der reduzierten Phasenregel (Gl 3.1.3) wird im Folgenden mit
Hilfe des in der Abb. 3-1 dargestellten Fest/flissig-Gleichgewichtsdiagramms
eines binaren, einfach eutektischen Gemisches erlautert. Unter der Annahme
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konstanten Druckes kann das Phasendiagramm als Temperatur-Zusammen-
setzungs-Graph skizziert werden.

TfA

Temperatur
—_—

T
Te
XA=1 XA|XB XE XB=1
X5=0 — X=0

Zusammensetzung Xg

Charakteristische Gebiete im Phasendiagramm

() 1-Phasengebiet Losung (A+B),
(1) 2-Phasengebiet Losung (A+B)_ und kristallines Ag
(1) 2-Phasengebiet kristalline Ag und Bg

E (Eutektikum) 3-Phasen Koexistenz Losung Xg und kristalline Ag und Bg

Abb. 3-1: Phasendiagramm eines bindren Gemisches, dargestellt auf dem Temperatur-
Zusammensetzungs-Plot bei konstantem Druck. Die zwei Komponenten A und B
bilden ein Eutektikum mit vollstandiger Mischbarkeit in der flissigen und vollstédndigen
Unmischbarkeit in der festen Phase. Indizes: Xi Molenbruch der Komponente i, Ts;
Schmelztemperatur der reinen Komponente i, E das Eutektikum bei der eutektischen
Zusammensetzung Xe und Temperatur Te = Te', L=liquid, S=solid. Die Abbildung ist
abgeleitet von (Findlay 1911).

Die Ecken des Diagramms stellen die reinen Komponenten A und B mit
zugehorigen Schmelztemperaturen Tra und Tig dar. Bei einer eutektischen
Temperatur Te = Te’ und einer binaren Zusammensetzung Xe (bestehend aus
Xa, X8 = 1 - Xa) weist das System ein einfaches Eutektikum im Punkt E auf. Die
Komponenten zeigen eine unbegrenzte Mischbarkeit in der flussigen Phase und
vollstandige Unmischbarkeit in der festen Phase (keine Mischkristallbildung). Die
charakteristischen Linien im Phasendiagramm stellen zwei Liquiduslinien (Tra E),
und (Tts E), auch Schmelzkurven genannt, sowie die horizontale Soliduslinie
(Te Te'), dar. Oberhalb der beiden Liquiduslinien an jedem beliebigen Punkt des
Phasendiagramms liegt nur eine flissige Phase, d. h. homogene
Schmelze/Lésung der jeweiligen Zusammensetzung, vor. Unterhalb der
Soliduslinie stellt das System ein Gemenge aus den reinen festen Phasen As und
Bs dar. Am Eutektikum E im Phasendiagramm liegen drei Phasen im
Gleichgewicht vor, zwei feste Phasen As und Bs sowie eine flissige Phase der
eutektischen Zusammensetzung Xe.
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Mit Hilfe der Gibbs‘schen Phasenregel (Gl. 3.1.3) kann veranschaulicht werden,
ob und wie sich die Phasenzusammensetzung im System andert, wenn man sich
von einem beliebigen Punkt auf eine andere Position des Diagramms bewegt. So
z. B. ist das System im Punkt 1 bei der Temperatur T1 und Zusammensetzung
Xa,Xs einphasig flussig. Hier betragt die Anzahl der im System existierenden
Phasen P = 1. Somit hat das System F = 2 Freiheitsgrade und ist bivariant. Das
bedeutet, dass innerhalb dieses Phasengebietes sowohl die Temperatur als auch
die Zusammensetzung des Systems verandert werden konnen, ohne dass eine
zusatzliche Phase im System auftritt oder eine verschwindet.

KlUhlt man das System der Zusammensetzung 1 ab, so bewegt man sich im
Phasendiagramm auf derselben Isoplethe (senkrechte gestrichelte Linie) in
Richtung abnehmender Temperatur. Beim Uberqueren der Léslichkeitslinie der
Komponente A im Punkt 1° geht das System aus dem 1- in das 2-Phasengebiet
Uber und hat einen Freiheitsgrad von F = 1. Es ist also monovariant. Das heil3t,
zum Aufrechterhalten des Systemgleichgewichts erzwingt jede Anderung, z. B.
der Temperatur, auch eine Anderung der Zusammensetzung und umgekehrt. So
fuhrt eine Temperaturerniedrigung von T1 auf T2 zur Anderung der
Zusammensetzung der flissigen Phase von 1° auf 2°, wobei sich festes As aus
der Schmelze/Lésung abscheidet. Im Punkt 2 steht eine an Komponente A
verarmte flissige Phase der Zusammensetzung 2° mit festem As im
thermodynamischen Gleichgewicht. Bei der eutektischen Temperatur Te stehen
im System drei Phasen im Gleichgewicht. Demnach ist das System an diesem
Punkt mit F = 0 Freiheitsgraden invariant. Weiteres Abkuhlen Uber die Te hinaus
fuhrt zum Erstarren des Systems als Ganzes. Das System wird wieder
zweiphasig, wobei festes As neben dem festen Bs mit der Zusammensetzung
(Xa,Xs) vorliegt.

Neben den binaren Systemen mit Unmischbarkeit in der festen Phase, kann
begrenzte oder vollstandige Mischkristallbildung im festen Zustand auftreten
(Rittner and Steiner 1985). Nach (Matsuoka 1991) gehoéren ca. 14% der
organischen Systeme zur Gruppe mischkristallbildender Systeme. In der Abb. 3-
2 sind Fest/flissig-Phasendiagramme zwei binarer Systeme mit vollstandiger
Mischbarkeit in der flissigen Phase und partieller (Abb. 3-2, links) oder
vollstandigen (Abb. 3-2, rechts) Mischbarkeit im festen Zustand dargestelit.
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A+B) + MK(AB
Tra Liquidustinie "~ O 10 (ABy)s
(A+B)|_ Tf,A | (A+B)L
2 2”
2!
+B), + B- :
(A+B).+ B-MK s Solidusfinjg Teg
Te
a-MK ¥ - - 1 B-
Soliduslinie B
= .o | MK MK(A,By)s
2 15 \ Ei
o} ' S \ e
g- ! 3> a-MK + B-MK | 2
2 12 ,5
0 X, Xe X, 1 0 XaXe 1
Zusammensetzung Xg Zusammensetzung Xg

Abb. 3-2: Phasendiagramme binarer Gemische, dargestellt auf dem Temperatur-Zusammen-
setzungs-Plot bei konstantem Druck. Links: die Komponenten A und B bilden ein
Eutektikum mit vollstandiger Mischbarkeit in der fliissigen und beschrankter Misch-
barkeit in der festen Phase. Rechts: die Komponenten A und B zeigen vollstidndige
Mischbarkeit in flissiger und fester Phase. Indizes: Xi Molenbruch der Komponente i,
Tsi Schmelztemperatur der reinen Komponente i, E das Eutektikum mit eutektischer
Zusammensetzung Xe und Temperatur Te. Abkirzungen: L=liquid, S=solid,
MK=Mischkristall. Die Abbildung ist abgeleitet von (Findlay 1911).

Oberhalb der jeweiligen Liquiduslinie sind beide Systeme einphasig, hier liegt
eine homogene Schmelze (A+B)L vor. Der Bereich zwischen der Liquidus- und
Soliduslinie ist jeweils zweiphasig, bestehend aus festen Mischkristallen der
jeweiligen Komponentenzusammensetzung in Gleichgewicht mit der flissigen
Schmelze.

FUr das System in Abb. 3-2 rechts ist in dem Bereich unter der Soliduslinie die
lickenlose Mischkristallbildung MK(AxBy)s der Komponenten A und B im festen
Zustand charakteristisch. Kihlt man die im Punkt 1 des Phasendiagramms
vorliegende Schmelze der Zusammensetzung Xa,Xs Uber die Liquiduslinie
hinaus ab, so spaltet sich das System entsprechend des Hebelgesetzes in eine
flissige Phase der Zusammensetzung 2“ und eine feste Phase, bestehend aus
Mischkristallen (AxBy)s der Zusammensetzung 2° auf. Diese Phasen konnen
voneinander getrennt und einzeln weiter aufgearbeitet werden (fraktionierte
Kristallisation).

Im Phasendiagramm des Systems mit partieller Mischkristallbildung (Abb. 3-2
links) bei Temperaturen unter Tti und Molenbrichen nahe der reinen
Komponenten ist das System einphasig fest und bildet zwei Arten von Misch-
kristallen, o—MK und B-MK, aus. Abhangig von der Seite im Phasendiagramm ist
im Kristallgitter der jeweiligen Hauptkomponente (A oder B) eine begrenzte
Menge der Nebenkomponente (B oder A) geldst. Im gezeigten Beispiel nimmt mit
sinkender Temperatur der Anteil der jeweiligen gelésten Nebenkomponente im
Kristallgitter der Hauptkomponente entlang der sog. Solvuslinie ab. Bei solchen
Systemen findet die Mischkristallbildung nicht bei jeder beliebigen
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Komponentenzusammensetzung statt. Wie in der Abb. 3-2 links zwischen X1 und
X2 dargestellt, existiert hier eine Mischungslicke, innerhalb welcher ein
Kristallgemisch aus Mischkristallen a—MK und B-MK vorliegt. Am Eutektikum
koexistieren drei Phasen im Gleichgewicht, eine flissige (A+B)L und zwei feste
Phasen, gesattigte a—MK und 3-MK.

3.3 Thermodynamische Betrachtung des Fest/fliissig-Phaseniibergangs

Eine Zustandsanderung in jedem beliebigen System verlauft von Natur aus nach
dem thermodynamischen Prinzip stets in Richtung des Gleichgewichts, welches
das Niveau des Energieminimums fur das System darstellt. Das Mal fur die
Triebkraft des Systems eine Zustandsanderung zu vollziehen, beschreibt die
Zustandsfunktion G, die freie Gibbs-Enthalpie, bzw. ihre negative Anderung
AG < 0.

Die allgemeine Definitionsgleichung der freien Gibbs-Enthalpie lautet wie folgt
(Atkins and de Paula 2006; Stephan 1999):

G=U-TS+pV 3.3.1

Nach dem Differenzieren dieser Gleichung und dem Einsetzen der Gibbs’schen
Fundamentalgleichung flr die innere Energie dU kann das Differential der freien
Gibbs-Enthalpie auch folgendermal3en geschrieben werden:

dG = —SdT + Vdp + Xy wedny, 3.3.2

In einem System bei gegebenen konstantem Druck (dp =0) und Temperatur
(dT = 0) hangt die Anderung der freien Gibbs-Enthalpie nur von der stofflichen
Zusammensetzung des Systems ab:

dG = Zk,ukdnk 3.3.3

Dabei ist ux das chemische Potential der k Komponenten im System. Das
chemische Potential beschreibt ein Mal} flr den gerichteten Stoffmengenstrom
nk im System wahrend eines Stoffaustausches, welches z. B. zu einer
Zustandsanderung im System fuhrt. Die Richtung des Stoffaustausches erfolgt
dabei immer vom hdheren zum niedrigeren chemischen Potential.

Wahrend des Kristallisationsvorgangs der Komponente A geht ein Stoff-
mengenanteil 4na der Komponente A aus dem geldsten in den kristallinen
Zustand Uber. Dabei nimmt die freie Gibbs-Enthalpie der fliissigen Phase um den
Betrag (-usi4na) ab und die der festen Phase um (uas4na) zu. Somit entspricht
die gesamte Anderung der freien Gibbs-Enthalpie im System folgendem
Ausdruck:
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AG = (pas — Ha1)Any 3.34

Damit die Kristallisation freiwillig ablauft, muss dieser Fest/flissig-Phasen-
Ubergang mit einer Abnahme der Gesamtenergie im System AG < 0 begleitet
werden. Das qilt fur (uas - pai) <0 bzw. uas< pai, wenn das chemische Potential
der Komponente A in der Losung pu,; hoher als dem im kristallinen Zustand pu, s
ist. Befindet sich das System bezlglich der Komponente A im Fest/flissig-
Phasengleichgewicht, ist das chemische Potential der Komponente im fllssigen
Zustand gleich dem im kristallinen pas = pas. In diesem Fall ist die Anderung der
freien Gibbs-Enthalpie des Systems gleich null 4G = 0.

3.4 Loslichkeitsgleichgewicht eines binaren Stoffsystems

FUr ein binares Stoffsystem, bestehend aus einer Feststoffkomponente A im
Ldsungsmittel B, entspricht die im vorherigen Kapitel eingefihrte Liquiduslinie
der Komponente A (Abb. 3-1) der Loéslichkeitskurve des Feststoffs A im
Losungsmittel B (Abb. 3-3). Die Léslichkeitskurve stellt eine Phasengrenze
zwischen dem Ein- und Zweiphasengebiet des Systems im thermodynamischen
Gleichgewicht dar und gibt die Sattigungskonzentration der Feststoffkomponente
A in der Loésung fur die jeweilige zugehorige Gleichgewichtstemperatur bei
konstantem Druck an.

m Temperatur

v

Temperatur
—

Yy Bunzjasuswwesnz

A ) B
Zusammensetzung A

g

Abb. 3-3: Zusammenhang zwischen der Liquiduslinie der Komponenten A im binaren Stoff-
system und der Léslichkeitskurve des Feststoffs A im Lésungsmittel B bei konstantem
Druck. Abklrzungen: L=liquid, S=solid. Die Abbildung ist angepasst aus (Lorenz
2013).

Unter der Annahme von Idealitat in der flissigen Phase, darf der Aktivitats-
koeffizient der Lésung y gleich 1 gesetzt werden und der Verlauf der
Ldslichkeitskurve mit der vereinfachten Version der Schrdder-van-Laar
Gleichung (Gl. 3.4.1b) beschrieben werden:

~17 ~



Kapitel 3: Kristallisation als thermisches Trennverfahren

_Mpe1 1
In(@) =2~ =9 3.4.1a
mit a =yx und y =1 ergibt sich

_Mpe1 1
In(x) =% G = 3.4.1b

mit x der Zusammensetzung der Komponente in der flussigen Phase, R der
idealen Gaskonstanten, AHrder Schmelzenthalpie und Trder Schmelztemperatur
der reinen Komponente. Eine detaillierte Herleitung dieser Gleichung ist bei
(Lorenz 2013; Lorenz and Seidel-Morgenstern 2002) ausfuhrlich beschrieben.
Mithilfe der vereinfachten Version der Schroder-van-Laar Gleichung (Gl. 3.4.1b),
unter Verwendung der analytisch (aus DSC-Messungen) oder aus der Literatur
zuganglichen Schmelzdaten der reinen Komponente kann der Verlauf der
Liquiduslinie als erste Naherung vorhergesagt werden. Stehen Schmelzdaten
beider Systemkomponenten zur Verflgung, kann die eutektische Zusammen-
setzung des Systems im Phasendiagramm aus dem Schnittpunkt der zuge-
hdrigen Liquiduslinien abgeleitet werden.

Aus der Schroder-van-Laar-Gleichung fur ein reales System (Gl. 3.4.1a) folgt,
dass das Loslichkeitsverhalten kristalliner Stoffe einerseits von Reinstoffeigen-
schaften, wie Schmelzenthalpie und -temperatur, andererseits von der
Zusammensetzung/Aktivitat der flissigen Phase abhangig ist. Die Aktivitats-
koeffizienten charakterisieren reales Verhalten der fllissigen Phase und spiegeln
sich in der Loslichkeit wieder.

3.4.1 Loslichkeitsdiagramm eines bindren Stoffsystems

In der nachfolgenden Abb. 3-4 ist eine typische Loslichkeitskurve der
Feststoffkomponente im Losungsmittel in einem Konzentrations-Temperatur-
Diagramm flr einen gegebenen konstanten Druck eingezeichnet. Die Lage und
der Verlauf der Léslichkeitskurve sind stoffspezifisch und charakteristisch flr das
jeweilige Stoffsystem.
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Uberléslichkeitskurve
/ primére, homogene Keimbildung
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Abb. 3-4: Schematische Darstellung der Stabilitatsbereiche einer binaren Lésung in einem c-T-
Phasendiagramm. Kennzeichnung der Breite des metastabilen Bereichs inklusive der
Keimbildungsarten. Die Abbildung ist abgeleitet von (Stephan 1999)

Wie in Abb. 3-4 gezeigt, teilt die Loslichkeitskurve (4G =0) das Fest/flussig-
Phasendiagramm hinsichtlich der Losungskonzentration in zwei charakte-
ristische Bereiche ein: einen untersattigten, stabilen Bereich (4G > 0) sowie einen
Ubersattigten Bereich (4G < 0).

In einer untersattigten Losung findet weder Keimbildung noch Kristallwachstum
statt, sie bleibt stabil einphasig sowohl bei einer Temperatur- als auch
Zusammensetzungsanderung. Eine Feststoffzugabe zu dieser Losung bei
gegebener konstanter Temperatur flhrt lediglich zum Auflésen der Kristalle bis
zur Sattigung.

Der Uberséttigte Bereich lasst sich mit der sog. Uberloslichkeitskurve in ein
metastabiles und ein labiles Gebiet aufteilten. Nach (McCabe and Hsl 1934) geht
die Einteilung des Ubersattigten Bereichs sowie die Existenz einer Uber-
l6slichkeitskurve fiir jede Lésung auf Ostwald zurlick. Die Uberldslichkeitskurve,
auch Uberséattigungsgrenze genannt, kennzeichnet die Instabilitdtsgrenze einer
bis zur Temperatur T unterkuhlten Ldsung, bei welcher spontan Kristalle
ausfallen (Stephan 1999).

Der Bereich im Phasendiagramm zwischen der Ldslichkeits- und Uber-
|6slichkeitskurve wird nach (Ostwald 1897) als metastabil bzw. als metastabiler
Bereich bezeichnet. Innerhalb dieses Bereichs ist eine spontane Ausbildung
wachstumsfahiger Primarkeime des geldsten Stoffs sehr unwahrscheinlich. Nach
(Ostwald 1897) verursacht ausschlieRlich die Beruhrung mit der kristallinen
Phase eine Flussig/fest-Phasenumwandlung in einer metastabilen Losung.
Demzufolge muss der Kristallisationsvorgang des gelosten Stoffs in einer
metastabilen Lésung z. B. Uber die Impfkristallzugabe initiiert werden.
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Wie in Abb. 3-4 gezeigt, kann die Breite des metastabilen Bereiches im
Loslichkeitsdiagramm entweder als maximale UnterkUhlung ATmax bei konstanter
Konzentration oder als maximale Uberséattigung Acmax bei konstanter Temperatur
dargestellt werden. In dieser Arbeit wurde die Breite des metastabilen Bereichs
als die maximale Unterkihlung einer Losung bei vorgelegter
Feststoffkonzentration bestimmt.

3.4.2 Ubersittigung als Triebkraft fiir Kristallkeimbildung und -wachstum

Das Stattfinden eines Kristallisationsprozesses beruht auf dem Zusammenspiel
von zwei aufeinanderfolgenden kinetisch angetriebenen Vorgangen: die
Ausbildung eines stabilen Primarkristallkeims und das anschlieRende
Heranwachsen zum eigentlichen Kristall. Die Ausbildung eines stabilen primaren
Kristallkeims in einer homogenen Losung (sog. Primarkeimbildung) bedarf einer
gerichteten Diffusion der gelésten Molekle der zu kristallisierenden Komponente
in der Lésung. Allein die Ubersattigung bzw. der Ubersattigungsgrad der Lésung
entscheidet, ob die Primarkeimbildung stattfindet (Ostwald 1897).

Eine Ubersattigung einer Lésung liegt vor, wenn das chemische Potential des
Keimes kleiner ist, als das des geldsten Stoffs, pas < pai. Das chemische Potential
eines geldsten Stoffs in einer realen Losung ist definiert als (Mullin 2001):

u=p’+RT-Ina 3.4.2.1

Wobei u? das chemische Standardpotential des Stoffs in der flissigen Phase, R
die ideale Gaskonstante und a die Aktivitat der flissigen Phase sind. Im
Allgemeinen stellt die Ubersattigung einer Losung eine Differenz der chemischen
Potentiale zwischen der Ubersattigten u und der gesattigten p* flissigen Phasen
dar:

Apu=p—pu* =pu°+RT -Ina—u®—RT-Ina* 3.4.2.2
bzw.

Ap = RT -In(%/;+) 3.4.2.3
oder

%’; =1n(%/,.) =InS 3.4.2.4

Mit a*, der Aktivitat der geséttigten Losung und S, der Uberséttigung.
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Unter der Annahme einer idealen verdinnten Ldosung mit a =x, hangt die
Ubersattigung S dieser Losung nur von ihrer Zusammensetzung x bzw.
Konzentration c ab:

S= x/x* = C/C* , * steht fir gesattigte Losung 3425

Alternativ kann auch die relative Uberséttigung o der Lésung nach folgender
Gleichung:

_(c-c") _ AC
- C* - C*

6=5S-1=¢/.—1 3.4.2.6

ermittelt werden.

3.4.3 Méglichkeiten zur Erzeugung der Ubersittigung

Wie oben dargelegt, ist die Ubersattigung die Triebkraft der Kristallisation.
Jedoch muss die flr die Kristallisation in der Arbeitsldsung notwendige
Ubersattigung zundchst erzeugt werden.

In der Abb. 3-5 sind Mdglichkeiten der Ubersattigungserzeugung mit den Zahlen
1 bis 5 im Phasendiagramm gekennzeichnet.

metastabiler Bereich

Konzentration

Temperatur

Abb. 3-5: Schematische Darstellung der Méglichkeiten zur Erzeugung von Ubersattigung. Die
Abbildung ist abgeleitet von (Hofmann 2004).

Die Kristallisationsverfahren werden nach der angewendeten Art der Uber-
sattigungserzeugung unterschieden (Hofmann 2004).

[1-2] Abkiihlen unterséttigter Lésung lber die Séttigungstemperatur hinaus.
Kuhlungskristallisation wird angewendet, wenn die LOslichkeit der zu
kristallisierenden Substanz eine starke Temperaturabhangigkeit zeigt.
Sie wird im grofRtechnischen Mal3stab z. B. zur Kristallisation von Kalium-
bzw. Ammoniumnitrat aus wassrigen Ldésungen eingesetzt (Mersmann
2001).

~21 ~



Kapitel 3: Kristallisation als thermisches Trennverfahren

[1-3]

[1-4]

[1-3]

[6]

Entziehen des Ldbsungsmittels mittels Verdampfung. Verdampfungs-
kristallisation wird eingesetzt, wenn die Lo6slichkeit mit zunehmender
Temperatur nur geringfigig ansteigt, nahezu konstant bleibt oder sogar
abnimmt. Beispiel: Kristallisation von Natriumchlorid aus wassriger
Lésung (Mullin 2001).

Simultane Verdampfung und Kiihlung der Losung durch das Anlegen von
Vakuum. Es wird zwischen Vakuumkuhlungs- und Vakuumver-
dampfungskristallisation unterschieden. Die Vakuumkuhlungskristalli-
sation wird z. B. zur Gewinnung von Eisensulfat eingesetzt (Hofmann
2004).

Zugabe eines Ibslichkeitssenkenden Additivs. Die dabei erzeugte
Loslichkeitserniedrigung der zu kristallisierenden Komponente ist im
Phasendiagramm mit der Loslichkeitskurve |l dargestellt. Die Reduktion
der Loslichkeit kann auf verschiedenen Wegen erreicht werden:

a) Anderung der Ldsungsmittelzusammensetzung; Zugabe eines
zweiten LOsungsmittels (sog. Antisolvents), in welchem der unter-
suchte Feststoff entweder wenig oder gar nicht I6slich und welches
mit der Ausgangslosung mischbar ist. Mit zunehmendem
Antisolvent-Anteil nimmt die Ldslichkeit im System ab, wobei die
Konzentration ansteigt. Ublicherweise wird Antisolvent der Ldsung
entweder zu Beginn einer isothermen Kristallisation oder am Ende
einer Kuhlungskristallisation zur Erhdhung der Produktasubeute
hinzugefugt (Wieckhusen 2013).

b) Anderung der Lésungszusammensetzung; Zugabe eines in der
Lésung loslichen Additivs, welches zur Erniedrigung der Loslichkeit
der zu kristallisierenden Komponente und dadurch zur Fallung fuhrt.
Der Vorgang nennt sich ,Aussalzen“ und findet insbesondere bei der
Gewinnung anorganischer schwerléslicher Salze aus wassrigen
Lésungen Anwendung (Mullin 2001).

c) Anderung des pH-Werts der Lésung durch Zugabe einer Saure bzw.
Base zur Losung.

Reaktivkristallisation ist ein komplexer Mehrphasenprozess, welcher die
chemische Reaktion mit der kristallisationsbasierten Stofftrennung vereint.
Beispiel: Reaktivkristallisation von Salizylsaure in wassriger Lésung (Caro
et al. 2014).

Ausgehend vom Léslichkeitsverhalten der hier untersuchten Stoffsysteme, wurde
die Uberséattigung des Systems einerseits durch Abkiihlen der Lésung sowie
andererseits durch Zugabe eines geeigneten Antisolvents erzeugt.
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3.4.4 Kristallisation aus metastabiler Losung

Es gibt grundsatzlich zwei Moglichkeiten den Kristallisationsvorgang in einer
metastabilen Losung zu initiieren: entweder das Erzwingen der Primarkeim-
bildung durch Erzeugung sehr hoher Ubersattigungen oder, bei geringen
Ubersattigungen, mittels Sekundarkeimbildung auf der dem System
angebotenen Oberflache, z. B. der der Impfkristalle der zu kristallisierenden
Komponente.

Da im Laufe dieser Arbeit die Losungskristallisation zur Stoffaufreinigung
eingesetzt wird, nimmt der Prozess der Sekundarkeimbildung zur Kristallisation
der Zielkomponente in der metastabilen Losung eine tUbergeordnete Stellung ein.
Insbesondere durch Animpfen mit Impfkristallen der aufzureinigenden
Komponente soll die spontane Keimbildung der Verunreinigungen in der
ubersattigten Losung verhindert und der selektive Einbau der Molekule der
Zielkomponente in das vorgelegte Kristallgitter begunstigt werden. Damit steht
der Vorgang der Sekundarkeimbildung im Vordergrund der theoretischen
Betrachtung.

Die Sekundarkeimbildung findet in einer metastabilen Lésung an wachstums-
fahigen Kristallkeimen statt. Diese kdnnen entweder als Folge mechanischer
Beanspruchung groRRerer Aggregate zu Bruchstlicken zerfallen oder durch
bewusste Zugabe der Impfkristalle des zu kristallisierenden Stoffs zu einer
metastabilen Ubersattigten klaren Losung entstehen.

Die Anwendung des sog. Animpfens zum Initiieren des Kristallisationsvorgangs
ist eine gangige Methode bei Batch-Prozessen, weil bereits bei geringer
Uberséattigung der Lésung und niedrigem Unterkiihlungsgrad des Systems eine
robuste und kosteneffiziente Prozessfuhrung moglich ist. Auf der molekularen
Ebene stellen die Impfkristalle eine kristalline Strukturvorlage flr den Aufbau
weiterer Kristallebenen dar und legen somit die Feststoffeigenschaften des
resultierenden kristallinen Produkts fest. Aus diesem Grund reprasentiert das
Animpfen oft die einzige zuverlassige Mdglichkeit zur Herstellung gewunschter
Polymorphe oder Solvatphasen des kristallinen Produkts. AuRerdem kdnnen die
Morphologie und die KristallgroRenverteilung des gewonnenen Kristallisats
mithilfe der aufleren Form und Grole der vorgelegten Impfkristalle gezielt
beeinflusst werden (Beckmann et al. 1998; Hofmann 2004; Mersmann 2001).
Der Vorgang der Primarkeimbildung wurde im Laufe dieser Arbeit zur
Bestimmung des Verlaufs der Uberloslichkeitskurve, welche zur Ermittlung der
metastabilen Breite sowie Auswahl der geeigneten Impfstrategie flr das jeweilige
Trennprozess notwendig ist, verwendet. Die Theorie der Primarkeimbildung ist in
verschiedenen Werken (Davey 2000; Gnielinski et al. 1993; Mullin 2001; Roth
2006; Volmer 1939) in ausfuhrlicher Form erlautert und wird in dieser Arbeit nicht
naher behandelt.
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3.5 Grundlagen von Polymorphie und Solvatbildung

1818 hat Berzelius, nach dem er drei verschiedene feste Formen des Elements
Kohlenstoff auf ihre physikalischen Eigenschaften untersuchte, den Begriff der
Allotropie eingefuhrt (Weinlig 1844). Als 1819 E. Mitscherlich ein ahnliches
Phanomen bei Arsenit- und Phosphatsalzen beobachtete, flihrte er 1821 den
Begriff der Polymorphie (von griechischen Vielgestaltigkeit) fur chemische
anorganische Verbindungen ein (von Meyer 1905). Zehn Jahre spater, nach dem
Isolieren von zwei verschiedenen kristallinen Formen des Benzamids aus
wassriger Losung, wurde die Eigenschaft der Polymorphie letztendlich auch den
organischen Verbindungen zugesprochen (Roth 2006).

3.5.1 Bedeutung und Begriffserklarung

Theoretisch koénnte ein Molekdl im festen kristallinen Zustand eine Vielzahl
verschiedener Formen ausbilden. Einerseits konnen Molekule derselben Art
durch diverse raumliche Anordnungen der Bausteine verschiedene polymorphe
Phasen im kristallinen Zustand ausbilden. Andererseits kdnnen Molekile einer
Art kristalline Aggregate mit Molekulen bzw. lonen anderer Art bilden. In
Abhangigkeit vom Additiv kbnnen dabei verschiedene Solvatphasen, Co-Kristalle
bzw. Salze entstehen (Grepioni 2008; Hilfiker 2006). In der Abb. 3-6 sind nur
wenige ausgewahlte von einer Vielzahl theoretisch maoglicher kristalliner Phasen
eines Molekuls schematisch dargestelit.

Das Bewusstsein, dass unterschiedliche kristalline Formen einer chemischen
Substanz sich wie verschiedene Materialien verhalten kdnnen, hat wichtige
Auswirkungen auf alle Bereiche der Chemie (Arzneimittel, Agrochemikalien,
Lebensmittelzusatzstoffe, kosmetische Produkte, Pigmente, Sprengstoffe usw.),
die mit der Herstellung und Vermarktung von festen kristallinen Stoffen
verbunden sind (Bernstein 2002). So kdénnen z. B. verschiedene feste Phasen
einer pharmazeutisch relevanten Substanz aufgrund des unterschiedlichen
Loslichkeits- und Aufldsungsverhaltens direkte Auswirkungen auf die
resultierende pharmakologische Wirkung haben.

Polymorphie ist die am haufigsten anzutreffende Eigenschaft kristalliner
organischer aber auch anorganischen Substanzen. Untersuchungen von
pharmazeutisch relevanten niedermolekularen organischen Verbindungen
(Molgewicht < 1000 g/mol) haben gezeigt, dass rund 90% davon in der Lage
sind, polymorphe Strukturen auszubilden. Berlcksichtigt man Solvate als
zusatzliche mogliche kristalline Form dieser Substanzen, so sind von rund 87%
aller Verbindungen mindestens zwei feste Formen bekannt.
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Abb. 3-6: Schematische Darstellung der theoretisch moglichen kristallinen Formen eines
beliebigen Molekiils. Die Abbildung ist abgeleitet von (Grepioni 2008; Hilfiker 2006).

Neben polymorphen Phasen und Solvatphasen spielt auch die Salzbildung eine
entscheidende Rolle. Diese wird zur Erhdhung der Wasserloslichkeit des aktiven
Bestandteils des Medikaments in der festen Darreichungsform und somit der
Bioverfugbarkeit ausgenutzt (Hilfiker 2006).

Studiert man Werke, welche sich ausfuhrlich mit Begriffsinhalten und Bedeutung
der Polymorph- und Solvatbildung befassen, lassen sich im Wesentlichen
folgende Aussagen zusammenfassen (Bernstein 2002; Bernstein 2011; Brittain
1999; Burger and Ramberger 1979a; Burger and Ramberger 1979b; Griesser
2006; Haleblian and McCrone 1969; Henck et al. 1997; Hilfiker 2006; Korber
1926; Threlfall 1995): Existieren von einer gegebenen chemischen Verbindung
mindestens zwei kristalline Formen, welche verschiedene Raumgitteran-
ordnungen desselben Molekils aufweisen, so sind diese zwei Polymorphe (=
Dimorphe) einer chemischen Verbindung. Aufgrund der verschiedenen
raumlichen Anordnung der Molekule im Kristall, unterscheiden sich die einzelnen
Modifikationen in ihren physikalischen Eigenschaften, u.a. in Dichten,
Loslichkeiten, Schmelztemperaturen, Schwingungsspektren, Rdéntgendiffrakto-
grammen. Im Gegensatz zu Polymorphen, handelt es sich bei kristallinen
Solvaten um eine regelmallige Anordnung des Ldsungsmittelmolekils (engl.
,solvent®) in das Hauptkristallgitter des Wirtsmolekuls. Dabei ist das Kristallgitter
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des Solvats durch van-der-Waals Wechselwirkungen, Wasserstoffbrucken-
bindungen bzw. Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zwischen dem Ldsungsmittel-
und dem Wirtsmolekl stabilisiert (Reichardt and Welton 2001).

Existieren von einem pharmazeutischen Wirkstoff unter dem Umgebungsdruck
mindestens zwei kristalline Modifikationen, ist es fir die grof3technische
Verarbeitung der Substanz zum festen Arzneimittel wichtig, dass ausschliel3lich
die unter den Umgebungsbedingungen thermodynamisch stabile Form aus-
gewahlt wird. Die Bedeutung der frihen Erkennung thermodynamischer
Beziehungen zwischen polymorphen Phasenpaaren pharmazeutischer
Substanzen soll am Beispiel von Ritonavir, einem Arzneistoff zur Behandlung von
HIV-Infektionen, deutlich gemacht werden.

Der Wirkstoff wurde 1992 von Abbott Laboratories entdeckt und bereits 1996 als
konzentrierte Ethanol-Lésung in Kapseln formuliert auf den Markt gebracht. In
dieser Zeit war nur eine kristalline Form von Ritonavir bekannt und alle Versuche,
andere Modifikationen zu identifizieren, waren erfolglos. Als 1998 der grolite
Feststoffanteil in der kapselformulierten Losung ausfiel und die kristalline
Substanz den Aufldsungstest nicht bestanden hatte, musste der Verkauf von
Ritonavir eingestellt werden. Der Kapselniederschlag wurde als neue, thermo-
dynamisch stabile kristalline Form Il von Ritonavir identifiziert. Da in den Kapseln
eine bzgl. metastabilen Form | nahezu gesattigte Ritonavir/Ethanol-Losung
formuliert war und die Form Il eine ca. 5-fach geringere Ethanol-Léslichkeit im
Vergleich zur Form | zeigte, war die L6sung deutlich Gbersattigt bzgl. der Form II,
welche anschlieRend in den Kapseln auskristallisierte. Nachdem die kontrollierte
Produktion beider Ritonavirformen sichergestellt war, wurde das Arzneimittel neu
vermarktet (Chemburkar et al. 2000; Saurabh and Kaushal 2011).

3.5.2 Ostwald‘sche Stufenregel

Die Gewinnung metastabiler polymorpher Phasen, wie es bei der Ritonavir-
herstellung der Fall war, lasst sich mit der Ostwald’schen Stufenregel erlautern.
1897 hatte Ostwald beim Auskristallisieren von Hydraten des Natriumsulfats
sowie Polymorphen des Quecksilberjodids aus Ubersattigten Losungen folgende
Gesetzmaligkeit beobachtet: Beim Verlassen irgendeines Zustandes gehen
Systeme in einen stabileren Zustand, aber nicht in den unter den vorhandenen
Bedingungen stabilsten, sondern in den am nachsten liegenden Zustand, uber.
Nach (Ostwald 1897) liegt dies daran, dass alle Systeme bei einer
Zustandsanderung immer bestrebt sind, ,moéglichst geringe Verluste an freier
Energie“ zu ,erleiden“ und somit beim Ubergang vom Ubersattigten in den
Gleichgewichtszustand immer zuerst den Zustand der nachstgrofdten freien
Energie annehmen. Dieses Kiristallisationsverhalten polymorpher Phasen wird
als Ostwald’sche Stufenregel bezeichnet.
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Zur Beurteilung der relativen Stabilitat polymorpher Phasenpaare hatte
Tammann um 1926 die vergleichende Betrachtung des thermodynamischen
Potentials G der jeweiligen kristallinen Phase in Abhangigkeit von der Tempera-
tur bei konstantem Druck herangezogen. Als Schlussfolgerung hatte Tammann
zusammengefasst, dass die kristalline Phase mit dem niedrigsten G-Wert die
hdchste Stabilitat aufweist. Existiert bei einer bestimmten Temperatur Tt, welche
kleiner der Schmelztemperatur des jeweiligen Polymorphs ist, ein Schnittpunkt
der G-Kurven, so findet ein Stabilitatswechsel zwischen den polymorphen
Phasen statt und die Temperatur Tt entspricht der Temperatur der polymorphen
Phasenumwandlung. Tritt bei polymorphen Phasenpaaren solche ,partielle
Stabilitat auf, so verhalten sie sich zueinander enantiotrop. Ist nur eine Phase
gegenuber der anderen im gesamten Temperaturbereich stabil, so liegt die sog.
,Lotale Stabilitat® vor und die Polymorphe verhalten sich zueinander monotrop
(Korber 1926).

Die Gultigkeit der Ostwald‘schen Stufenregel ist in der Abb. 3-7 anhand der
vergleichenden Betrachtung der qualitativen Kurvenverlaufe der freien Gibbs-
Enthalpie von zwei polymorphen Phasen A und B einer beliebigen Verbindung
veranschaulicht. Wie im Beispiel gezeigt, ist die Form B mit der niedrigeren freien
Gibbs-Enthalpie die thermodynamisch stabile im Vergleich zu A. Die Form A ist
somit metastabil im Vergleich zu B.

N

---- metastabile Form A
—— stabile Form B AGKty

J / \ : AGkrltA
d \
-

Uberséttigung S
AGL=RT InS,

Séattigungsgrenze von A
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<>l

— .
—— ———

AGg=RT InSg

v

Séattigungsgrenze von B

Freie Gibbs-Enthalpie AG

untersattigte Losung

>,
rd
r

Mkrit,B Tkrit, A Keimradius

Abb. 3-7: Qualitative Darstellung der freien Gibbs-Enthalpie zweier polymorpher Formen einer
chemischen Verbindung: thermodynamisch metastabile Form A und stabile Form B.
Die Abbildung ist abgeleitet von (Bernstein 2002; Roth 2006).

Wahrend des Kristallisationsvorgangs aus einer Ubersattigten Losung wird zur
Ausbildung eines stabilen Keimes der GrolRe r>rwic der thermodynamisch
stabilen Form B ein hoherer Betrag der Keimbildungsenthalpie AGkitg benotigt als
zur Ausbildung der metastabilen Form A (Bernstein 2002; Roth 2006). Fur das
System ist es gunstiger, zunachst die kleinere Energiebarriere von AGkits zu

~27 ~



Kapitel 3: Kristallisation als thermisches Trennverfahren

uberwinden, indem die Primarkeime der metastabilen Form A aus der
ubersattigten Losung gebildet werden. Unter geringerem Energieaufwand von
AGa- = AGKritg - AGKrity erfolgt anschlieRend eine Fest/fest-Phasenumwandlung
von A zur thermodynamisch stabilen Form B, wodurch das System den Zustand
mit der niedrigsten freien Gibbs-Enthalpie annimmt.

Die hohere thermodynamische Stabilitdt der Form B gegeniuber A bedeutet eine
niedrigere Loslichkeit des Feststoffs (Hilfiker 2006).

Betrachtet man rein hypothetisch eine Substanz, welche die n-fe Anzahl
kristalliner Formen, wie in Abb. 3-8 gezeigt, ausbilden kann, so mussten die
primare Kristallkeimbildung und die Umwandlungen polymorpher Phasenpaare
nach der Ostwald‘schen Stufenregel folgendermalien ablaufen:

A AG kritn 4\

Form Il
Form n-1
Form n

-

Freie Gibbs-Enthalpie AG
g
3

Keimradius r

Abb. 3-8: lllustration des Kristallisationsvorgangs einer beliebigen Substanz, welche eine n-te
Anzahl kristalliner Formen aufweist. Anwendung der Ostwald‘schen Stufenregel
anhand der qualitativen Kurvenverlaufe der freien Gibbs-Enthalpie einzelner poly-
morpher Formen. Ausgehend von der Form | mit der geringsten thermodynamischen
Stabilitat stufenweise Fest/fest-Phasenumwandlung zu Form n mit der héchsten
Stabilitat und niedrigsten freien Gibbs-Enthalpie.

Ausgehend von der Ausbildung von Primarkristallkeimen der Form | mit der
geringsten thermodynamischen Stabilitat Uber die stufenweise Fest/fest-
Phasenumwandlung zur thermodynamisch stabilsten Form n erreicht das System
letztendlich den Zustand der niedrigsten Energie.

Aufgrund des energetisch bedingten stufenartigen Kristallisationsverhaltens
polymorpher Formen lassen sich auch metastabile Formen monotroper
Polymorphe trotz derer offensichtlichen thermodynamischen Instabilitat in der
Praxis isolieren (Davey 2000).
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3.5.3 Thermodynamische Beziehungen zwischen polymorphen Phasen-
paaren

Wie im Kap. 3.3 erlautert, ist der Flussig/fest-Phasenlbergang eines beliebigen
Stoffs von geléstem zum energetisch gunstigeren kristallinen Zustand immer mit
der Abnahme der freien Gibbs-Enthalpie verbunden. Kann der zu kristallisierende
Stoff mehrere kristalline Formen ausbilden, so wird nach der Ostwald‘schen
Stufenregel die thermodynamisch stabilste Form, welche dem Zustand der
niedrigsten freien Gibbs-Enthalpie im System entspricht, letztendlich
angenommen.

Die Anderung der freien Gibbs-Enthalpie G beim Fest/fest-Phaseniibergang
eines dimorphen Systems bestehend aus den Formen A und B bei konstantem
Druck und Temperatur kann mithilfe der Gibbs-Helmholz-Gleichung (GI. 3.5.3.1)
ausgedruckt werden (Hilfiker 2006):

AGAB = AHAB - TASAB 3531

Diese setzt sich aus der Enthalpiednderung 4H (Gl. 3.5.3.2) sowie dem Produkt
aus der Temperatur und der Entropieanderung 4S (Gl. 3.5.3.3) des Systems
zusammen (Hilfiker 2006):

AHup = [) CpmdT + H° 3.5.3.2
ASpp = f, E2dT + 5° mit  SO(T=0K)=0 3.5.3.3

Dabei sind Cp,, die molare Warmekapazitat des Feststoffs bei p=konst., H° und
SO die Enthalpie und Entropie des kristallinen Stoffs am absoluten Nullpunkt
(T=0K).

Ausgehend von den obigen Gleichungen und unter der Annahme der
Druckkonstanz lassen sich zwei typische Energie-Temperatur-Diagramme
kristalliner Phasen fir das dimorphe monotrope sowie enantiotrope System
schematisch darstellten (Abb. 3-9, links und rechts). Aus den dargestellten
Kurvenverlaufen der freien Gibbs-Enthalpie lassen sich Aussagen Uber die
relative Stabilitdt der polymorphen Phasenpaare ableiten sowie Rickschlisse
zum monotropen bzw. enantiotropen Fest/fest-Phasenverhalten ziehen. Weist
eine der Formen A und B in dem gesamten Temperaturbereich unterhalb der
zugehdrigen Schmelztemperaturen immer die niedrigere freie Gibbs-Enthalpie
auf, wie die Form A in Abb. 3-9 links, so ist A im Gegensatz zu B thermo-
dynamisch stabil. Dieses dimorphe Verhalten bezeichnet man als monotrop.
Somit ist Form B innerhalb des gesamten Temperaturbereichs metastabil.
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a) dimorphes monotropes System b) dimorphes enantiotropes System

Energie

A stabil T A stabil - Bstabil | \\ Ce
' H H ] ' Gliq

0 Tige  Tia 0 Toas Tia Tis
Temperatur Temperatur

Abb. 3-9: Schematische Darstellung von zwei typischen Energie-Temperatur-Diagrammen mit
der Kennzeichnung der Stabilitatsbereiche der kristallinen Phasen A und B eines
dimorphen a) monotropen sowie b) enantiotropen Systems. Indizes: Tr;i die Schmelz-
temperatur der Form i; T-as die Temperatur der polymorphen Fest/fest-Phasenum-
wandlung; AH-ag die Enthalpie der polymorphen Fest/fest-Phasenumwandlung; AHs,
die Schmelzenthalpie der Form i; H und G die Enthalpie und freie Gibbs-Energie.
Abkurzungen: lig=liquid=flissig. Die Abbildung ist abgeleitet von (Hilfiker 2006).

Schneiden sich die Kurven der freien Gibbs-Enthalpie beider Polymorphe
unterhalb der zugehorigen Schmelzpunkte bei einer bestimmten Temperatur
T 4, wie in Abb. 3-9 rechts gezeigt, so qilt flr alle T < T as die Ungleichung
Ga < Gg wobei die Form A die stabile und Form B die metastabile Modifikation in
dem Temperaturbereich darstellt. FUr den Temperaturbereich T a5 < T < T¢p gilt
Ga > G, sodass Form B die stabile Modifikation und A dementsprechend die
metastabile Form ist. Dieses dimorphe Phasenverhalten wird als enantiotrop
bezeichnet. Die Temperatur T s entspricht der Temperatur der Fest/fest-
Phasenumwandlung von A zu B und umgekehrt. Die Besonderheit des enantio-
tropen Verhaltens liegt in der Reversibilitdt des polymorphen Festphasen-
ubergangs. Dieser Zusammenhang ist in Abb. 3-10 schematisch dargestellt.
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dimorphes enantiotropes System
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Abb. 3-10: Schematische Darstellung der Richtung der Enthalpiednderung AH-as beim Aufheiz-
bzw. Abkihlvorgang wahrend des reversiblen dimorphen enantiotropen Fest/fest-
Phasenibergangs.

Beim Aufheizvorgang der niedertemperaturstabilen Ausgangsform A Uber die
Temperatur T = T4 hinaus findet ein endothermer Fest/fest-Phasenubergang
zur hochtemperaturstabilen Form B statt. Wird die so gebildete Form B auf die
Temperatur unter die Umwandlungstemperatur T:4z abgekihlt, so lauft der
Vorgang ruckwarts ab und die polymorphe Fest/fest-Phasenumwandlung zur
niedertemperaturstabilen Form A lauft Gber Warmefreisetzung ab.

Die physikalischen Eigenschaften sowie die relative Stabilitdt polymorpher
Phasenpaare, wie Schmelzpunkt und -enthalpie, Temperatur der enantiotropen
Fest/fest-Phasenumwandlung, lassen sich mittels thermischer Festphasen-
analytik charakterisieren.

3.5.4 Ableitung physikalischer Eigenschaften polymorpher Phasenpaare
aus thermodynamischen Beziehungen

1979 haben Burger und Ramberger (Burger and Ramberger 1979a; Burger and
Ramberger 1979b) nach Untersuchung von Uber 30 kristallinen chemischen
Verbindungen auf die Festphasenstabilitit allgemeingultige Regeln zur
Unterscheidung verschiedener kristalliner Formen einer und derselben
chemischen Verbindung zusammengefasst (Threlfall 1995). Diese wurden als
klassische Burger-Ramberger-Regeln bezeichnet. Insbesondere zwei davon,
das ,heat of transition rule” und das ,heat of fusion rule®, lassen sich direkt aus
Ergebnissen der thermischen Festphasenanalytik ableiten (Hilfiker 2013a).

Auch andere physikalische Eigenschaften, wie Dichte, Harte und Ld&slichkeit,
lassen sich aus der relativen Stabilitat kristallinen Phasenpaaren ableiten (Hilfiker
2006). Sind zwei kristalline Formen A und B einer chemischen Verbindung
gegeben, wobei die Form A die stabilere bei einer beliebigen Temperatur T ist,
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d. h. Ga(T) <Gs(T), so qilt aus der GI. 3.3.3 fur das chemische Potential der
chemischen Verbindung im kristallinen Zustand ua(T) < us(T).

Befindet sich die jeweilige kristalline Phase mit der an ihr gesattigten Losung im
thermodynamischen Gleichgewicht, ist das chemische Potential der Molekdile im
kristallinen Zustand gleich dem im gelosten, d. h. pa(T)=pua*(T) sowie
us(T) = us*(T). Unter Berucksichtigung der Gleichgewichtsloslichkeit xi* fur den
jeweiligen Feststoff gilt flr das chemischen Potential folgender Ausdruck (Davey
2000):

wi(T) = u;(T) = u°® + RT Inx; miti=A, B 3.5.4.1

Demzufolge qilt fr die Sattigungskonzentrationen der beiden kristallinen Phasen
die Ungleichung xa*(T) <xs*(T). Folglich weist die kristalline Form mit der
niedrigsten freien Gibbs-Energie und héchsten thermodynamischen Stabilitat die
niedrigste Aktivitat und Léslichkeit auf (Davey 2000; Hilfiker 2006; Hilfiker 2013b).
In den folgenden Abb. 3-11 und Abb. 3-12 sind diese Zusammenhange
graphisch veranschaulicht.

Tia m
Tf,B
.>E_ From B//
. 5
= A stabil = )
g £ -
[} % —
3 @ From A
= i
Xi=1 «— Y=1 e
Zusammensetzung X;in Y Temperatur

Abb. 3-11: Links: Fragment eines bindren Schmelzdiagramms einer beliebigen Komponente X
mit einer beliebigen Komponente Y. Die Komponente X stellt im kristallinen Zustand
ein dimorphes monotropes System dar, wobei die Modifikation A im gesamten
Temperaturbereich stabil ist. Rechts: Skizze des Loslichkeitsdiagramms der
Dimorphe A und B der Komponente X in Y. Die Abbildung ist abgeleitet von (Davey
2000; Lorenz 2013)

Den einfacheren Fall stellt das monotrope polymorphe Phasenpaar in der Abb. 3-
11 dar. Hier hat die im gesamten Temperaturbereich thermodynamisch stabile
Form A stets die niedrigere LoOslichkeit. Dementsprechend verhalten sich die
zugehorigen Loslichkeitskurven im gesamten Temperaturbereich zueinander
konstant, unabhangig von dem untersuchten Losungsmittel.
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Abb. 3-12: Links: Fragment eines bindren Schmelzdiagramms einer beliebigen Komponente X
mit einer beliebigen Komponente Y. Die Komponente X stellt im kristallinen Zustand
ein dimorphes enantiotropes System dar, wobei Modifikation A die
niedertemperaturstabile Form ist. Rechts: Skizze des Loslichkeitsdiagramms der
Dimorphe A und B der Komponente X in Y. Die Abbildung ist abgeleitet von (Davey
2000; Lorenz 2013).

Bei einem dimorphen enantiotropen System (Abb 3-12) andert sich auch das
relative Ldslichkeitsverhalten entsprechend der vorliegenden thermodyna-
mischen Stabilitatsbereiche der kristallinen Formen. Unter Berlcksichtigung der
Temperatur des Fest/fest-Phasenumwandlung weist die stabilere Form immer
eine geringere Ldslichkeit, wie am Beispiel von Ritonavir diskutiert, auf.

Berechnung von T-as aus Messdaten thermischer Festphasenanalytik

Aus dem skizzierten Schmelzdiagramm eines dimorphen enantiotropen
Phasenpaares (Abb. 3-12, links) ist ersichtlich, dass die Temperatur des poly-
morphen Fest/fest-Phasenlbergangs T4z aus dem Schnittpunkt der Liquidus-
kurven der einzelnen kristallinen Phasen naherungsweise berechnet werden
kann.

Zur mathematischen Beschreibung der Liquiduskurvenverlaufe flir die jeweilige
kristalline Form (A oder B) kann die vereinfachte Version der Schroeder-van-
Laar-Gleichung (Gl. 3.4.1b) unter der Annahme von lIdealitat in der fllissigen
Phase verwendet werden. Damit gilt am Schnittpunkt der Liquiduskurven fur
xa=xpund T = Tras:

AHJ[L_ 1]=AH£[L_ 1] 3542

R |Tra TraB R |Tfp TraB

Nach der Umstellung der obigen Gleichung nach T:ap ergibt sich fur die
Temperatur der dimorphen enantiotropen Fest/fest-Phasenumwandlung
folgender Ausdruck:

. Tf,A'Tf,B'(AHf,A_AHf,B)

T;ap = 3.5.4.3

AHf,A'Tf,B_AHf,B'Tf,A

~33~



Kapitel 3: Kristallisation als thermisches Trennverfahren

Daraus folgt, dass die mittels thermischer Festphasenanalytik gemessenen
Schmelzdaten (Temperatur, Enthalpie) der reinen kristallinen Phasen zur
Berechnung der Temperatur des polymorphen Fest/fest-Phasenibergangs als
erste Naherung ausreichend sind.

3.5.5 Besonderheiten der Solvatbildung

Im Allgemeinen liegt ein Solvat vor, wenn Losungsmittelmolekil L ein fester
Bestandteil des Kristallgitters des Wirtsmolekuls X ist. Aus dem Arrangement
resultiert eine neue kristalline Verbindung der Summenformel (X-nL), mit n der
Anzahl der Losungsmittelmolekule pro Wirtsmolekll X. Das Ansolvat stellt die
nicht solvatisierte I6sungsmittelfeie Form vom Solvat dar.

Ublicherweise besetzen die kleinen Lésungsmittelmolekiile Zwischengitterplatze
der deutlich gréReren Wirtsmolekile. Unter bestimmten Bedingungen
(Temperatur, Druck) kdnnte theoretisch jedes denkbare L&sungsmittelmolekiil
kristalline Solvate mit jedem beliebigen Wirtsmolekul ausbilden. Dabei ist die
Solvatbildung bei niedrigeren Temperaturen mehr begunstigt. Nach (Sheth 2004)
steigt die Wahrscheinlichkeit einer moglichen Solvatbildung mit der zu-
nehmenden GroRe des Wirtsmolekils an. Dennoch stellt von 300 untersuchten
Lésungsmitteln das Wasser, aufgrund der kleinsten MolekUlgréfie, mit mehr als
11.000 Fallen das am haufigsten in Form von Solvaten vorkommende Losungs-
mittel dar (Griesser 2006). Von insgesamt 6.000 erfassten pharmazeutisch
aktiven Substanzen, geht der Trend jedoch in Richtung der Monohydratbildung,
d. h. Solvate mit einem Wassermolekul pro Wirtsmolekul (Brittain 1999).

Die thermodynamische Stabilitat der Wirkstoffsolvate spielt bei der Wirkstoff-
entwicklung und Herstellung fester Darreichungsformen eine entscheidende
Rolle. Die relative Stabilitat von Solvat/Ansolvat-Phasenpaaren bzw. Solvaten mit
unterschiedlicher Anzahl der Ldsungsmittelmolekile pro Wirtsmolekll ist
abhangig von der Temperatur und, bei der Stabilisierung in Lésungsmittel-
gemischen, auch vom Partialdruck der einzelnen Losungsmittel. Werden
kristalline Solvate in eigenem Losungsmittel betrachtet, so ist deren Stabilitat nur
von der Temperatur abhangig. Fur die Ausbildung und Stabilitat von
Hydratphasen spielt neben der Temperatur auch die Luftfeuchtigkeit eine
entscheidende Rolle.

Das Solvat als eine komplett neue chemische kristalline Verbindung zeigt von der
korrespondierenden nicht solvatisierten festen Phase abweichende
Feststoffeigenschaften, wie Schmelzpunkt und Léslichkeit. Zu den entscheiden-
den Eigenschaften einer pharmazeutischen Substanz gehdren die Bioverflg-
barkeit und die Permeabilitat (Florence and Attwood 2006). Diese stehen im
direkten Zusammenhang mit der Loslichkeit der Substanz im wassrigen und
lipophilen Medium (Kutz and Wolff 2007).
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Uber die gezielte Herstellung eines Wirkstoffhydrats, Spezialform des Solvats,
kann z. B. die Loslichkeit und damit die Bioverfugbarkeit einer pharmazeutischen
Substanz erhdht werden. Im Gegensatz dazu kann die Ausbildung der
Wirkstoffsolvate mit toxischen organischen Ldsungsmitteln die pharmakolo-
gische Wirkung beeintrachtigen. Als metastabile Solvatphasen kénnen sich diese
unter Lagerungsbedingungen an der Luft zum Ansolvat bzw. Hydrat umwandeln
(Grunenberg 1997). Der Restlosungsmittelgehalt in pharmazeutischen
Zubereitungen darf einen nach ICH (engl. International Conference on
Harmonisation) festgelegten Grenzwert nicht Uberschreiten und das Lésungs-
mittel muss aus dem kristallinen Produkt entfernt werden. Die Herstellung eines
|I6sungsmittelfreien Kristallisats im Downstream-Prozess kann zudem sehr
schwierig und kostenintensiv sein (Griesser 2006; Hilfiker 2006).

3.56.6 Analytische Methoden zur Untersuchung polymorpher und Solvat-
phasen

Die verfahrenstechnischen Operationen, welche bei der Isolierung der Wirk- bzw.
Hilfsstoffe aus Rohgemischen sowie bei der anschlieBenden Arznei-
mittelformulierung angewendet werden, umfassen oft neben der mechanischen
Beanspruchung dieser Substanzen auch prozessbedingte Anderungen der
Temperatur, des Drucks bzw. einen Losungsmittelaustausch. Diese Faktoren
konnen die Ausbildung unerwunschter, im ungunstigsten Fall vorher nicht
bekannter, aber kinetisch begunstigter metastabiler kristalliner polymorpher
Formen oder Solvatphasen induzieren. Thermodynamisch angetrieben konnen
sich diese in die unter normalen Umgebungsbedingungen stabile Form
umwandeln. Aufgrund der abweichenden Feststoffeigenschaften dieser
kristallinen Phasen konnte die exakte Dosierung des Wirkstoffs dramatisch
beeintrachtigt werden. Zur Vermeidung solcher Probleme sollten neben den
biopharmazeutischen und toxikologischen Eigenschaften des potenziellen
Arzneistoffs auch die Feststoffeigenschaften aller kristallinen Einsatzstoffe
moglichst genau charakterisiert werden (Giron et al. 2004).

Zu Eigenschaften, welche standardmaRig zur Charakterisierung von potentiellen
festen Pharmazeutika geprift werden, gehdren Kristallinitat verbunden mit der
Kristallstruktur, Temperaturstabilitdt beim konstanten Umgebungsdruck,
Léslichkeit, Hygroskopizitat sowie Neigung zur Polymorphie und Solvatbildung.
In Tabelle 3-1 ist eine Ubersicht Uber die analytischen Methoden gegeben,
welche insbesondere zur Charakterisierung und zum Nachweis verschiedener
kristalliner polymorpher bzw. Solvatphasen geeignet sind.
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Tabelle 3-1: Ausgewahlte analytische Methoden zur Untersuchung von Polymorphen und

Solvatphasen. Tabelle zusammengefasst anhand (Bernstein 2002; Brittain 1999;

Giron et al. 2004; Griesser 2006).

Anwendung

Analytische Methoden
Heiztischmikroskopie

Schmelz- und Sublimationstemperatur,
Morphologische Veranderung der
kristallinen Probe aufgrund der thermischen
Beanspruchung, Zersetzung

Dynamische Differenzkalorimetrie (engl.
Differential Scanning Calorimetry, Abk.
DSC)

Schmelz- und Rekristallisationsverhalten,
polymorphe Fest/fest-Phasenumwandlung,
Desolvatisierung, Zersetzung

Thermogravimetrische Analyse gekoppelt
mit DSC (Abk. TG-DSC)

Charakterisierung von Solvatphasen,
Stabilitdtsuntersuchung, Quantifizierung
des Solvatlosungsmittels im Kristall

Rontgenpulverdiffraktometrie (Abk. XRPD)
(T-programmiert)

Charakterisierung der Kristallstruktur,
Kristallstrukturanderung aufgrund der
polymorphen Fest/fest-Phasenumwandlung
bzw. Desolvatisierung infolge thermischer
Beanspruchung, Nachweis kristalliner
Verunreinigungen und amorpher Anteile

Raman / IR Spektroskopie

Qualifizierung und Quantifizierung
kristalliner polymorpher und Solvatphasen

Karl-Fischer Titration

Quantifizierung der kristallinen Hydrate

Mikroskopie

Feststoffmorphologie

In dieser Arbeit war das Hauptaugenmerk auf die thermodynamischen, spektro-
skopischen sowie strukturspezifischen Eigenschaften kristalliner Substanzen
gerichtet. Zur Beurteilung der relativen thermodynamischen Stabilitat kristalliner
polymorpher Phasen spielen die Untersuchungen des thermischen Festphasen-
verhaltens eine entscheidende Rolle (Giron et al. 2004; Grunenberg 1997). Eine
detaillierte Beschreibung der in dieser Arbeit verwendeten analytischen und
experimentellen Methoden sowie Gerate ist im Kapitel 5 gegeben.

3.6 Losungskristallisation als Aufreinigungsverfahren

Wird mittels Losungskristallisation kristalline Phase erzeugt, welche zur Mutter-
lauge eine abweichende Zusammensetzung hat und bezlglich einer Kompo-
nente angereichert ist, so wird von der Aufreinigung dieser Komponente
gesprochen. Dementsprechend sind die Verunreinigungen in der nach der
Fest/flissig-Phasentrennung gewonnenen Mutterlauge  zurlickgeblieben.
Ublicherweise ist der Gehalt an Verunreinigungen in der Ausgangslésung viel
geringer als der der Zielkomponente. Aber selbst in sehr geringen Konzentra-
tionen (ppm-Anteile) kdnnen die Verunreinigungen neben der Prozessfuhrung
auch die Produktqualitat beeintrachtigen, welche bei pharmazeutischen
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Substanzen im engen Zusammenhang mit der pharmakologischen Wirkung steht
(Sangwal 2007). Aus diesem Grund hat die FDA (engl. Food and Drug
Administration) die Substanzen, welche insbesondere bei der Herstellung,
Verarbeitung oder Lagerung von Nahrungserganzungsmitteln bzw. pharmazeu-
tischen Wirk- und Hilfsstoffen als potentielle Verunreinigungen eine Rolle spielen
kénnten, nach ihrer Art (organisch/anorganisch, Feststoffe/Lésungsmittel) und
zugelassener Grenzkonzentration im Endprodukt erfasst (ICH 2008; ICH 2011;
ICH 2014; ICH 2016). Die Quantifizierung des im Kristallisat vorliegenden
Restlosungsmittels ist insbesondere bei Verwendung nachgewiesener toxischer
Ldsungsmittel bzw. bei der Ausbildung von Wirkstoffsolvaten entscheidend.

3.6.1 Einbau von Verunreinigungen in das kristalline Produkt

Die Verunreinigungen koénnen auf verschiedene Art und Weise aus der
Mutterlosung in das kristalline Produkt gelangen. Der Prozess des Einbaus von
Verunreinigungen kann entweder thermodynamisch oder kinetisch kontrolliert
ablaufen (Lorenz and Beckmann 2013).

Thermodynamisch kontrollierter Einbau

Wahrend des Kristallwachstums ist die Einlagerung der Molekule der
Zielkomponente in das arteigene Kristallgitter immer mit der Abnahme der freien
Gibbs-Enthalpie verbunden und ist aus diesem Grund hochspezifisch und
selektiv. Jedoch bei strukturell sehr ahnlichen Molekulen ist auch der Einbau der
Verunreinigung in das Kiristallgitter der Hauptkomponente mit geringen
Anderungen der Wechselwirkungsenthalpie verbunden und somit thermo-
dynamisch begunstigt. Das fuhrt zur partiellen oder vollstandigen Mischkristall-
bildung der beiden Komponenten im kristallinen Zustand (Lorenz and Beckmann
2013). Im Fall von Mischkristallbildung kann unabhangig von den gewahlten
Kristallisationsbedingungen innerhalb einer Trennstufe lediglich eine Anreiche-
rung und keine vollstandige Aufreinigung der Zielkomponente im kristallinen
Produkt erzielt werden. Dabei nimmt bei der erwunschten hohen Produktreinheit
die Anzahl der erforderlichen Trennstufen zu und somit die Gesamtprodukt-
ausbeute ab. Die Hintereinanderschaltung mehrerer Aufreinigungsschritte unter
Verwendung der im vorgehenden Schritt gewonnenen kristallinen Phase als
Ausgangsphase des nachgeschalteten Schritts wird bezeichnet als fraktionierte
Kristallisation. Diese Prozesskonfiguration wird in der Regel angewendet, wenn
die Aufreinigung mehrerer Mischungskomponenten erwlnscht ist (Lin et al.
2008).
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Kinetisch kontrollierter Einbau

Im Gegensatz zu Mischkristallbildung sind die Adsorption von Verunreinigungen
auf der Kristalloberflache, der Einbau von Verunreinigungen in Form von
Mutterlaugeneinschlissen in Kristallen bzw. in den Hohlraumen agglomerierter
Kristalle von der Kristallwachstumskinetik abhangig und konnen Uber eine
kontrollierte Kristallisationsprozessfuhrung gezielt beeinflusst werden. Dabei ist
die Reinheit des kristallinen Produkts umgekehrt proportional zur Kristall-
wachstumsgeschwindigkeit, welche im direkten Zusammenhang mit der
Ubersattigung der Losung steht (Lorenz and Beckmann 2013). Somit kann eine
hohe Produktreinheit erzielt werden, wenn die Impfkristalle der zu kristallisie-
renden Komponente mit einer moderaten Geschwindigkeit aus der maRig
ubersattigten Losung wachsen.

Nach (Wieckhusen 2013) wird zur Aufreinigung einer Zielkomponente aus
komplexen organischen Gemischen die geimpfte Kuhlungskristallisation der
Antisolvent- und Verdampfungskristallisation bevorzugt. Typischerweise findet
die Kristallisation im ersten Drittel der Breite des metastabilen Bereichs bei einer
Klhlrate von 5 — 10 K/h statt. Die Antisolventkristallisation wird Ublicherweise zur
Erzeugung der Ubersattigung zu Beginn einer isotherm betriebenen
Kristallisation oder zur Erhéhung der Gesamtproduktausbeute am Ende einer
Kuhlungskristallisation eingesetzt. Bei schwacher Temperaturabhangigkeit der
Laslichkeit der zu kristallisierenden Komponente wird in seltenen Fallen auf die
Verdampfungskristallisation zurtckgegriffen.

Haben die Verunreinigungen eine Auswirkung auf die Lage des Fest/flissig-
Phasengleichgewichts der Zielkomponente im Prozesslosungsmittel, oder auf die
Kristallisationskinetik der Zielkomponente, in dem sie die Kristallkeimbildung
bzw. das Kristallwachstums verstarken, verzdogern oder gar vollstandig
unterdricken, so sollten die Lo&slichkeit und das Nukleationsverhalten der
Zielkomponente in Anwesenheit der Verunreinigungen bei der Kristallisations-
prozessfuhrung berucksichtigt werden (Ginde and Myerson 1993; Rauls et al.
2000).

Bleibt Prozesslosungsmittel nach dem Filtrationsschritt an der Kristalloberflache
oder in den Hohlraumen der agglomerierten Kristalle in Form von Mutterlaugen-
resten haften, kann dieses in einem nachgeschalteten Waschschritt bzw. durch
Zentrifugieren aus dem kristallinen Produkt entfernt werden. Kommt es wahrend
des Prozesses zur Ausbildung kristalliner Solvate, so kann das Losungsmittel
entweder durch das Resuspendieren des Kristallisats in einem von Solvat-
Lésungsmittel abweichenden Medium, oder durch das sog. Ausschwitzen des
Lésungsmittels (engl. sweating) aus dem Produkt entfernt werden (Lorenz and
Beckmann 2013).
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3.6.2 Bedeutung des Animpfens

Um die Kristallisation einer Komponente aus einer komplexen Losung gezielt
einzuleiten und die spontane Keimbildung von Verunreinigungen zu unter-
dricken, werden der Ubersattigten Losung die Impfkristalle des zu kristallisie-
renden Feststoffs hinzugefligt. Dabei ist nicht nur die Impfkristallmasse, sondern
auch der Zeitpunkt des Animpfens, d. h. die Temperatur und der Uber-
sattigungsgrad der LOsung, die Art und Weise (in Form von Pulver oder
Suspension) der Impfkristallzugabe entscheidend. Nach (Wieckhusen 2013)
stellt eine gut dispergierte Impfsuspension die optimale Form der Impfkristalle
dar. Die Temperatur der Impfkristallzugabe sollte etwa 4 -5 K unter der
Loslichkeitstemperatur liegen, sodass die Kristallisation im ersten Drittel des
metastabilen Bereichs durchgefuhrt werden kann.

Uber das Animpfen kénnen auch die Partikel- und Struktureigenschaften des
kristallinen Produktes wie Polymorphie, Kristallhabitus und -groRe beeinflusst
werden (Wieckhusen 2013).

Unter der Annahme, dass keine spontane Keimbildung auftritt, kann die fur die
Herstellung der Produktkristalle der Grof3e ds notwendige Impfkristallmasse ms
unter Verwendung der ImpfkristallgroRe dr sowie der erwarteten Masse des
kristallinen Produkts mp nach der Gl. 3.6.2.1 abgeschatzt werden (Roberts et al.
2017):

d3
ms = mp - () 3.6.2.1

In der industriellen Kristallisationspraxis ist es ublich, die Impfkristallmasse
einzusetzen, welche 0,1% - 5% der zu erwarteten Produktmasse nicht Gber-
schreitet (Beckmann et al. 1998; Wieckhusen 2013).

3.6.3 Bewertung der kristallisationsbasierten Aufreinigung

Da Ziel dieser Arbeit die Aufreinigung einer Zielkomponente aus einem flussigen
Mehrkomponentengemisch mittels Kristallisation ist, werden der Trennerfolg
anhand der erzielten Produktreinheit und der Kristallisationsprozesserfolg
anhand der Produktausbeute bewertet. Die Produktreinheit wird Ublicherweise
als Anteil der Zielkomponente im gewonnenen Kristallisat angegeben. Das
kristalline Produkt, welches frei von Verunreinigungen ist, wird dementsprechend
als 100% rein bezeichnet.

Im Laufe dieser Arbeit wurden die maximale Produktausbeute einer
Kuhlungskristallisation mit np sowie die Gesamtproduktausbeute mit n, wie in
der Abb. 3-13 schematisch dargestellt, ermittelt.
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A - L )
< Uberloslichkeitskurve
T L .
E Loslichkeitskurve
g f(Csatt, Tsat)
(@]
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Acrp~ N Ac ~n
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T - T emperatur
End Kuh|ung Start

Abb. 3-13: Ableitung der maximal erzielbaren Menge des kristallinen Produktes am Ende einer
geimpften Kuhlungskristallisation. Verwendete Indizes: Tstat und Tena die Anfangs-
und Endtemperatur des Kuhlvorgangs, Cstrt und cenda die Anfangs- und Endkon-
zentrationen der Zielkomponente in der Lésung, csatt die Sattigungskonzentration der
Zielkomponente, Actp die maximal erzielbare Konzentrationsdnderung der
Komponente in der Lésung am Ende der Kihlung, nto und n die thermodynamisch
maximal mogliche Produktausbeute und die Gesamtproduktausbeute.

Die maximale Produktausbeute einer Kuhlungskristallisation, nro, wurde aus der
zuvor ermittelten Sattigungskonzentration der zu kristallisierenden Komponente
in der Arbeitslosung bei Tend der Temperatur am Ende des Kuhlvorgangs, cs:t,
und der tatsachlich erzielten Endkonzentration dieser am Prozessende, cend,
nach der Gl. 3.6.3.1 in Prozent ermittelt (Wieckhusen 2013):

Nrp = % 100% 3.6.3.1
End

Die Gesamtproduktausbeute n wurde in dieser Arbeit als Anteil der

Zielkomponente im kristallinen Produkt bzgl. der zu Prozessbeginn in der Losung

vorliegenden Produktmenge nach der Gl. 3.6.3.4 ermittelt:

n=—24.100% 3.6.3.2
CStart
Unter Berucksichtigung der Masse der zu kristallisierenden Komponente in der
Lésung zu Prozessbeginn mswre und -ende mena kann die Gesamtprodukt-
ausbeute auch folgendermalen berechnet werden:

n=—£.100% 3.6.3.3

Mstart

Wurde am Prozessende die zu kristallisierende Komponente aus der gelosten in
die kristalline Form vollstandig Uberfuhrt, so ist die Gesamtproduktausbeute n
gleich dem maximalen Wert von 100%.
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Aus der Darstellung in Abb. 3-13 ist ersichtlich, dass die maximale Produkt-
ausbeute nrp einer Kuhlungskristallisation durch den Verlauf der Ldslichkeits-
kurve der zu kristallisierenden Komponente begrenzt ist. Eine Erhdhung dieser
kann entweder uber die Erhohung der Ausgangskonzentration der Ziel-
komponente in der Losung und/oder das Herabsetzen der Endtemperatur des
Kuhlvorgangs erzielt werden.

Zur Verbesserung der Gesamtproduktausbeute kann ein Antisolvent zur
bestehenden Losung hinzugegeben werden. Dieses setzt die Loslichkeit der zu
kristallisierenden Komponente herab, was zur Einstellung eines neuen
thermodynamischen Fest/flissig-Phasengleichgewichts im System fuhrt
(Wieckhusen 2013).
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KAPITEL 4

Untersuchte Substanzen

In diesem Kapitel werden die wahrend dieser Arbeit untersuchten
Substanzen beztglich ihrer nattrlichen Herkunft, chemischen Eigenschaften und
der daraus resultierenden pharmakologischen Anwendung charakterisiert.
Ferner werden die bisher zur Isolierung der jeweiligen aktiven Komponente aus
der zugehdrigen pflanzlichen Quelle eingesetzten Trenntechniken vorgestellt.

41 Semi-synthetischer Analogon des Naturstoffs Artemisinin

Der Naturstoff Artemisinin (Abk. ARTE) (Abb. 4-1) vom chinesischen Qinghaosu,
ist ein naturlicher Bestandteil des in China heimischen Einjahrigen BeifulRes (Lat.
Artemisia annua L.). Aufgrund der 15 Kohlenstoffatome im Grundgerist gehort
ARTE chemisch zur Gruppe der Sesquiterpene und zeichnet sich insbesondere
durch das im Molekul vorhandene Trioxanringsystem mit der Endoperoxid-
Funktion und der Lactone-Funktion aus (Abb. 4-1).

Abb. 4-1: Von links nach rechts: die Pflanze Einjahriger Beiful (Lat. Artemisia annua L.), die
Strukturformel des Pflanzeninhaltstoffs Artemisinin (Chin. Qinghaosu) (rot: das
Trioxanringsystem mit der Endoperoxid-Funktion) sowie die weilRen nadelférmigen
Artemisininkristalle.

Bereits in 200 v.Chr. wurden die pflanzlichen Zubereitungen aus Artemisia annua
L in der traditionellen chinesischen Medizin zur Behandlung von Hamorrhoiden
eingesetzt. In 330 n.Chr. hat Ge Hong, chinesischer Philosoph und Alchemist,
die Wirkung des wassrigen Auszugs aus der Pflanze bei Schittelfrost und Fieber
beschrieben. Im 16. Jhd. wurde die Abkochung aus der Artemisia annua L. zur
Behandlung von Malaria-Fieber empfohlen (Klayman 1985). Jedoch erst in den
1970er Jahren nach einer Uberpriifung von Uber 2.000 chinesischen
Krauterzubereitungen gelang es der chinesischen Medizinwissenschaftlerin
Youyou Tu, die aktive Komponente aus der Artemisia annua L., die weilden
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nadelférmigen Kristalle des Artemisinins, zu isolieren (Tu 2011). Nach der
Strukturaufklarung wurde nachgewiesen, dass die im ARTE-Molekul vorhandene
Endoperoxid-Gruppe die reaktivste Stelle darstellt und somit der Schllssel zur
Bekampfung des Einzellers der Gattung Plasmodium falciparum, den
gefahrlichsten der Malariaerreger, ist (Luo and Shen 1987; White 2008). Mit dem
Ziel, die Entstehung moglicher ARTE-Resistenzen bei den Einzellern
vorzubeugen, wurde 2005 von der WHO die Anwendung der ARTE-basierten
Kombinationspraparate (sog. ACTs) angekundigt (Mclntosh and Olliaro 2000;
Mutabingwa 2005; Tu 2011; WHO 2012). Aufgrund der niedrigen
Wasserldslichkeit und Bioverfugbarkeit von ARTE und zur Aufrechterhaltung der
wirkungsvollen Endoperoxid-Funktion im Molekul gewinnt die Herstellung semi-
synthetischer ARTE-Derivate wie Dihydroartemisinin, Artemisitene, Artemether
oder Artesunate (Abb. 4-2) zunehmend an Bedeutung (White 2008).

Dihydroartemisinin Artemisitene  Artemether Artesunate

Abb. 4-2: Strukturformel der semi-synthetischen Derivate des Artemisinins.

Neben dem vordergrundigen Einsatz von ARTE im Kampf gegen Malaria, wurde
aufgrund der nachgewiesenen entzindungshemmenden und anti-oxidativen
Wirkung des ARTE auch auf seine potentielle Rolle bei der Krebstherapie
hingewiesen (Frohlich et al. 2016; Nandakumar et al. 2006; White 2008).

Extraktion von ARTE aus der Artemisia annua L. — Stand der Technik

Der ARTE-Gehalt in den Blattern und Bliten von wildwachsenden Artemisia
annua L. Pflanzen variiert aufgrund der saisonalen und geographischen
Schwankungen betrachtlich zwischen 0,01 und 0,5% (bzgl. der Trockenmasse)
(Erdemoglu et al. 2007). Diese geringen ARTE-Ertrage treiben die
Wirkstoffkosten derart in die Hohe, dass die ARTE-Praparate fur Malaria infizierte
Patienten unbezahlbar sind (Baraldi et al. 2008; Kawamoto et al. 1999). Da die
totale chemische Synthese von ARTE zu komplex ist, um einen kommerziellen
Wert des Wirkstoffs zu erzielen (Zhou and Xu 1994), hangt die Produktion von
ARTE in erster Linie von der Kultivierung der Artemisia annua L. (Kawamoto et
al. 1999) ab. Daraufhin wurden unter Verwendung moderner molekularer
Zichtungswerkzeuge Hybridpflanzen der Artemisia annua L. gezichtet, welche
einen ARTE-Gehalt von uber 2% (bzgl. der Trockenmasse) Uber drei
Populationen aufweisen (Graham et al. 2010).
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Aus den geernteten und luftgetrockneten Blattern der Artemisia annua L. wird
ARTE mittels Fest/flissig-Extraktion gewonnen. Nach (Klayman et al. 1984)
erfolgt die ARTE-Isolierung aus der Pflanze bei niedrigen Temperaturen unter
Verwendung von Petrolether als Extraktionsmittel am selektivsten. In modernen
Extraktionsanlagen lassen sich in einem zweistufigen Prozess ausgehend von
960 kg lufttrockenen Artemisia annua L. Blattern unter Verbrauch von 4.000 |
Petrolether bei 45°C und einer Extraktionsdauer von 5 h 6,24 kg des trockenen
Rohextrakts mit einem ARTE-Gehalt von 14% gewinnen (Pilkington et al. 2014).
Alternativ zu Petrolether wurden auch Hexan, Ethanol, Dichlormethan, Aceton,
superkritisches Kohlenstoffdioxid und ionische FlUssigkeit als mdgliche
Extraktionsmittel fur ARTE im Labormalstab untersucht (Lapkin et al. 2006;
Malwade et al. 2013).

Alternative Herstellungswege von ARTE — Stand der Technik

Um unabhangiger von den geringen ARTE-Ausbeuten aus der Phytoextraktion
zu sein, ist die Entwicklung alternativer Herstellungswege zur ARTE-Gewinnung
zu gunstigeren Konditionen und in ausreichenden Mengen unbedingt
erforderlich. Innerhalb der letzten zehn Jahre wurde dazu eine Reihe von
Untersuchungen durchgefihrt und mehrere Verfahren wurden publiziert.
Dennoch spielt bei allen beschriebenen Verfahren die Pflanze Artemisia
annua L., insbesondere als Lieferant biosynthetischer ARTE-Vorstufen, wie der
Artemisininsaure (Abk. AA) und Dihydroartemisininsaure (Abk. DHAA), eine
zentrale Rolle (Larson et al. 2013).

Dihydro-
Artemisininsaure artemisininséure

Abb. 4-3: Strukturformel biosynthetischen Vorstufen von Artemisinin, Artemisininsdure und
Dihydroartemisininsaure.

Da die AA und DHAA (Abb. 4-3) zwei deutlich weniger komplexe Molekule im
Vergleich zu ARTE sind und nach der ARTE-Extraktion im Raffinat als
unbrauchbarer Ruckstand anfallen, bietet sich an, diese als Ausgangs-
verbindungen zur Gewinnung des semi-synthetischen ARTE einzusetzen
(Lévesque and Seeberger 2012).

Der Arbeitsgruppe von Professor J.D. Keasling ist es gelungen, die AA
ausgehend von Amorpha-4,11-dien pflanzenunabhangig von einer daflr
entwickelten genmodifizierte Hefe in einer dreistufigen Oxidation mit einer
Reinheit von 95% zu produzieren (Ro et al. 2006). 6 Jahre spater wurde von
derselben Arbeitsgruppe die chemische Umwandlung aus der mikrobiell
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hergestellten AA zur DHAA, des unmittelbaren Vorlaufers von ARTE, mit einer
Ausbeute von 80% demonstriert (Westfall et al. 2012).

Der Durchbruch in der semi-synthetischen Herstellung von ARTE, ausgehend
von der pflanzlichen AA bzw. DHAA, ist der Arbeitsgruppe von Professor Peter
Seeberger gelungen. Unter Verwendung eines flr diesen Zweck gefertigten
Durchflussreaktorsystems wurde in einer kontinuierlichen katalytischen Photo-
oxidation unter Verwendung von hochreaktivem Triplettsauerstoff DHAA zu
ARTE erfolgreich umgewandelt (Lévesque and Seeberger 2012). AnschlielRend
wurde gezeigt, dass insbesondere durch Einsatz von hochselektivem
Photokatalysator 9,10-Dicyanoanthracen (Abk. DCA) in reinem Toluol ARTE mit
einer Ausbeute von 69% hergestellt werden kann. Wie in Abb. 4-4 zusammen-
gefasst, bilden die restlichen Komponente die Verunreinigungen von ARTE in der
Produktldsung. Diese setzen sich aus dem Photokatalysator DCA,
nichtumgesetzten Reaktionsedukt DHAA sowie einer Reihe dem ARTE
strukturell sehr ahnlicher Nebenprodukte zusammen (Kopetzki et al. 2013).

Zielprodukt Photokatalysator Edukt Nebenprodukte
Artemisinin | 9,10-Dicyanoanthracen Dihydroartemisininsdure|  Zyklische 5-gliedrige
(ARTE) (DCA) (DHAA) Peroxide Lactone

Me

CN

CN

Me

Abb. 4-4: Molekilaufbau des Zielprodukts Artemisinin sowie seiner Verunreinigungen in der
Produktlésung der organischen Synthese: Photokatalysator 9,10-Dicyanoanthracen
(DCA), Reaktionsedukt Dihydroartemisininsdure (DHAA) sowie zyklische Neben-
produkte.

Da insbesondere der Beitrag zyklischer Nebenprodukte zum therapeutischen
Gesamteffekt aufgrund der fehlenden Reinstoffe als Referenzen nicht
ausreichend untersucht ist, muss folglich ARTE aus der Synthesel6sung in einem
nachgeschalteten Trennverfahren mit moglichst hoher Reinheit isoliert werden.
Ein Hybrid-Trennverfahren zur Isolierung von ARTE aus dem Pflanzenextrakt
wurde von einer danischen Arbeitsgruppe 2010 vorgestellt. Mittels Kopplung von
Saulenchromatographie und einer zweistufigen Antisolvent-Kristallisation konnte
kristallines ARTE mit einer Reinheit von 95% und einer Ausbeute von 30%
gewonnen werden (Qu et al. 2010). Spater wurde ebenfalls gezeigt, dass
insbesondere das Verfahren der Kristallisation ein unentbehrlicher Schritt zur
Aufreinigung von ARTE aus einer Extraktions- oder Syntheseldésung bzw. den
Fraktionen der Saulenchromatographie darstellt (Malwade et al. 2016).

Die kristallisationsbasierte Aufreinigung von ARTE aus der Syntheselésung der
katalytischen Photooxidation, bereitgestellt von der Arbeitsgruppe von Professor
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Peter Seeberger stellt die erste Trennaufgabe der hier vorliegenden Arbeit dar.
Gemal Qualitatsanforderungen von (WHO 2015) an ARTE als Ausgangs-
material zur Herstellung von Praparaten gegen Malaria wurde die Zielreinheit von
ARTE im kristallinen Produkt auf > 97% gesetzt.

4.2 Naturstoff Rutin

Der Naturstoff Rutin (Abb. 4-5), einst im Jahr 1898 aus den Blattern des
Eukalyptus als blassgelber Feststoff isoliert, wurde als ,das neue Glykosid‘ des
zu der Zeit bereits bekannten Flavonols Quercetin entdeckt und zunachst mit
dem Namen Myrticolorin gekurt (Smith 1898). Die Bezeichnung Rutin wurde dem
gelben Farbstoff wenige Jahre spater gegeben, nach dem das Disaccharid
Rutinose (Abb. 4-5) als zweites Hydrolyseprodukt neben dem Quercetin in
alkalischem Medium nachgewiesen wurde (Perkin 1902). Genauso wie
Quercetin (Abb. 4-5) gehort Rutin chemisch zu der Gruppe der Flavonoide und
ist ein naturlicher Bestandteil von mehr als 70 in China und Vietnam beheimate-
ten Pflanzen (Chua 2013).

Zielkomponente Rutin

HO Flavonol

Quercetin

OH Oo
o . .
CH, on oM Disaccharid

Rutinose
oHoH OH 4

Abb. 4-5: Der gelbe Rutinpulver und die Strukturformeln des Rutins sowie seiner zwei Hydro-
lyseprodukte Quercetin und Rutinose.

Mit mehr als 40 nachgewiesenen therapeutischen Wirkungen auf den menschli-
chen Korper, darunter neuroprotektive, analgetische, sedative, antidepressive
und blutdrucksenkende, ist Rutin ein unverzichtbarer Bestandteil von Uber 130
weltweit registrierten pharmazeutischen Praparaten (Birt et al. 2001;
Ganeshpurkar and Saluja 2017; Humphreys 1964). Zur Herstellung solcher
Praparate ist es essentiell, Rutin in reiner Form und ausreichenden Mengen zur
Verfligung zu stellen. Dabei stellt das Quercetin die Hauptverunreinigung des
Rutins im Pflanzenextrakt dar. Insbesondere aufgrund der nachgewiesenen
gentoxischen Wirkung von Quercetin sollte das Rutin moglichst kein freies
Quercetin enthalten (Dunnick and Hailey 1992).
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Pflanzliche Quellen von Rutin

Als sekundarer Pflanzenmetabolit kommt Rutin haufig niedrig konzentriert
(0,1 - 2,4 Ma%) in verschiedenen Obst- und Gemiisesorten, wie Apfel, Feigen,
Tomaten, sowie in Pflanzensamen und —blattern, wie Buchweizen, Traubenkerne
und im grinen Tee, vor (Jiang et al. 2007; Stewart et al. 2000; Veberic et al.
2008). Die vierfache Rutinmenge von 8,6 Ma% wurde in den Blattern und Blluten
von Rautenkraut gemessen (Sofic et al. 2010). Der hochste Rutingehalt von
22 Ma% wurde in den Blutenknospen des in China wachsenden Baumes
Sophora japonica Leguminosae (Abk. Sophora japonica L.), auch als
Japanischer Schnurbaum bekannt, nachgewiesen (Couch et al. 1952). Dieser flr
die Sekundarmetabolite ungewohnlich hohe Rutingehalt motiviert die Sophora
japonica L. fur die Herstellung von Rutin gezielt zu kultivieren.

Gewinnung von Rutin aus der Pflanze Sophora japonica L. — Stand der
Technik

Seit 10 Jahren wird die Pflanze Sophora japonica L. (Abb. 4-6) im Delta des
Roten Flusses, der Region Nordviethams, zunehmend zu Zwecken der
Rutinherstellung kultiviert (Linh 2009; Nguyen et al. 2009). Dabei stellen die
Bliitenknospen der Pflanze (Abb. 4-6) die Hauptquelle von Rutin dar. Uber
10.000 Jahrestonnen sonnengetrockneter Blutenknospen werden in den
nahgelegenen Extraktionsfabriken fir die Rutingewinnung gebracht.

Pflanze Sophora japonica L. , die Blitenknospen und der trockene Rohextrakt
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Abb. 4-6: Der Japanischen Schnurbaum (Lat. Sophora japonica L.) mit frisch geernteten und
getrockneten BlUitenknospen sowie der trockene Rohextrakt.

Das etablierte Extraktionsverfahren, das im Batch-Modus betrieben wird, umfasst
neben standardisierten Auf- und Nachbereitungsschritte und dem Zellaufschluss
trockener Blutenknospen mit Wasserdampf, zwei Hauptprozesse, die
Fest/flissig-Extraktion von Rutin sowie die anschlielende Rutinfallung in der
Extraktphase. Wahrend der Extraktion wird das Extraktionsgut, die mit
Wasserdampf behandelten Blutenknospen, auf die perforierten Boéden
ubereinander gepackt und mit einer wassrigen Branntkalklésung (pH = 12)
berieselt. Anschlielend wird mittels Einstellung des pH auf 3 aus der Extrakt-
l6sung das Rutin gefallt. Nach der Fest/flissig-Phasentrennung und Trocknung
wird der trockene Rohextrakt (Abb. 4-6) mit Uber 75% Rutin als Produkt
gewonnen. Alle Prozessschritte, mit der Ausnahme der Herstellung des
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Wasserdampfs fur den Zellaufschluss zu Prozessbeginn sowie der Trocknung
des gewonnenen Rohextrakts, werden unter Umgebungsbedingungen ohne
spezifische Temperaturregelung ausgefiihrt. Der im Rohextrakt erzielte
Rutingehalt von 75% ist bereits sehr hoch. Jedoch unterstreicht der in der
gesamten Gattung Sophora analysierte hohe Gehalt von toxischen Alkaloiden
die Notwendigkeit einer weiteren Rutinaufreinigung aus dem Rohextrakt (Briggs
and Ricketts 1937; Briggs and Russell 1942a; Briggs and Russell 1942b; Briggs
and Taylor 1938; Harrisson et al. 1950; Ng et al. 2013).

Aufreiniqung von Rutin aus dem Rohextrakt - Stand der Technik

Das erste publizierte und patentierte Verfahren insbesondere zur Trennung von
Rutin von Quercetin stammt aus dem Jahr 1950 (Couch et al. 1950). Mit diesem
Verfahren konnten 2,8 g des Quercetin freien Rutintrihnydrats ausgehend von
81,5% Rutin im  bindren  Rutin/Querzetin  Gemisch in  zwei
Rekristallisationschritten aus Ethanol und Wasser mit der Gesamtausbeute von
21% gewonnen werden. Bereits 2 Jahre danach wurde eine zweite umfassende
Arbeit zur Aufreinigung von Rutin von derselben Arbeitsgruppe veroffentlicht
(Krewson and Naghski 1952). Mittels Rekristallisation aus Ethanol-, 2-Propanol-
und Aceton-Lésungen wurde das Rutin von 97,3% auf 100% aufgereinigt.

Erst 40 Jahre spater wurde ein kompletter Prozess zur Reindarstellung von
kristallinem Rutin aus der Buchweizenpflanze vorgestellt (Kim et al. 2005). Das
entwickelte Verfahren umfasste die Extraktion aus der wassrigen Ethanol Lésung
bei 80°C, gefolgt von der Anreicherung des Rutins mittels Saulenchromatogra-
phie und anschliellender Umkristallisation bei 4°C in Wasser. Durch dieses
Verfahren wurden 991 mg Rutin mit einer zwar geringeren Reinheit von 95,4%
aber deutlich hdheren Gesamtausbeute von 92% erhalten.

Die kristallisationsbasierte Trennung von Rutin aus dem in Vietham gewonnenen
trockenen Pflanzenextrakt der Sophora japonica L., bereitgestellt von der
Arbeitsgruppe von Professor Nguyen Minh Tan (Hanoi University of Science and
Technology), stellt die zweite Trennaufgabe der hier vorliegenden Arbeit dar. Die
Zielreinheit von Rutin im kristallinen Produkt wurde dabei auf mind. > 99%
gesetzt.
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4.3 Naturstoff Curcumin

Das Curcumin (Abk. CUR), auch bekannt als Diferuloylmethan, ist ein intensiv
orangegelber Feststoff und ein natirlicher Bestandteil des Rhizoms der in Sid-
und Sudostasien heimischen Pflanze Curcuma Longa Linnaeus (Abk. Curcuma
Longa L.) (Abb. 4-7) aus der Familie der Ingwergewachse (Zingiberaceae).

Abb. 4-7: Pflanze Kurkuma (Lat. Curcuma Longa L.) und der Wurzelstock.

Wie Rutin gehdrt der Farbstoff CUR chemisch zur Gruppe der Flavonoide. Als
hydrophobes Polyphenol ist es nahezu unloslich in Wasser und zeigt eine gute
Laslichkeit in Ethanol, Methanol und Aceton (Péret-Almeida et al. 2005). Die im
CUR-Molekl existierende Keto-Enol-Tautomerie spielt eine entscheidende Rolle
fur die physikochemischen Eigen-schaften und anti-oxidative Aktivitat des
potentiellen Wirkstoffs (Lee et al. 2013; Priyadarsini 2013; Yanagisawa et al.
2010). Die Untersuchungen der CUR-Stabilitdt haben gezeigt, dass in saurem
Milieu die Zersetzung des Molekuls viel langsamer ablauft als bei héheren pH-
Werten. Es wurde ebenfalls beobachtet, dass, der Sonneneinstrahlung
ausgesetzt, das CUR seine typische Farbung verliert, was auf Zersetzung zu
farblosem Vanillin, Ferulasaure, Ferulamethan und Bicyclopentadion
zurtckzufihren ist (Gordon and Schneider 2012; Priyadarsini 2014).

Wie Abb. 4-8 zeigt, sind im Wurzelstock der Pflanze neben dem CUR drei
Curcumin-Derivate, das Demethoxycurcumin (Abk. DMC), Bisdemethoxy-
curcumin (Abk. BDMC), sowie das kurzlich identifizierte Cyclocurcumin, zu
finden. DMC, BDMC und CUR werden zusammen einfachheitshalber mit dem
Sammelbegriff ,Curcuminoide’ (weiter als CURD genannt) bezeichnet.
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Curcumin (CUR)

>~ =
O O Molare Masse 368,37 g/mol
HO OH &= 183 - 186°C~

OCH3 H3CO

Demethoxycurcumin (DMC)

>~ P
O O Molare Masse 338,35 g/mol
HO OH H=172 -174°C*

HsCO

Bisdemethoxycurcumin (BDMC)

>~ =
O O Molare Masse 308,33 g/mol
HO OH d=224°C*

Cyclocurcumin
Molare Masse 368,37 g/mol

Abb. 4-8: Strukturformeln, Molmassen und Schmelzpunkte des Curcumins (CUR) und der CUR-
Derivate, des Demethoxycurcumins (DMC), Bisdemethoxycurcumins (BDMC) und
Cyclocurcumins. *Schmelzwerte sind entnommen aus (Lee et al. 2013).

Je nach Herkunft und Bodenbeschaffenheit sind in der Kurkumawurzel zwischen
2% bis 9% CURD, ca. 6% Proteine, 3% Mineralstoffe, 70% Kohlenhydrate sowie
Restfeuchte enthalten. Mit ca. 70% in Bezug auf den Gesamtcurcuminoidgehalt
stellt CUR die Haupt- und die Zielkomponente der CURD dar (Abdul et al. 2016;
Bagchi 2012; Tanaka et al. 2008).

Anwendung von Curcumin

Bereits seit Tausenden von Jahren in der asiatischen Kuche und der
ayurvedischen Medizin bekannt, wurde das Curcumin erst im 14. Jhd. in die
westlichen Kulturen nach der Entdeckung der asiatischen Lander durch die
Europaer eingefiihrt. Jedoch ist es den Chemikern erst im 19. Jhd. gelungen,
Curcumin in reiner und kristalliner Form aus der Pflanze zu isolieren (Aggarwal
et al. 2007). In den letzten drei Dekaden hat sich der Naturstoff von dem beliebten
asiatischen Gewdurz und Okologischem Lebensmittelfarbstoff (EU Bezeichnung
E100), infolge des breiten Spektrums therapeutischer Anwendungen des CUR,
zum vielversprechenden Arzneimittelkandidaten entwickelt (Grynkiewicz and
Slifirski 2012; WHO 1999).

Den Untersuchungen zur Folge kann das CUR aufgrund seiner anti-oxidativen,
immunsuppressiven, wundheilenden, entzindungshemmenden und phototoxi-
schen Wirkung zur Behandlung von uber 25 Krankheiten potentiell eingesetzt
werden. Darunter wurden insbesondere genannt: neurodegenerative Erkran-
kungen, wie Alzheimer und Parkinson, Diabetes, Herzkrankheiten, bakterielle,
virale und Pilzerkrankungen, AIDS sowie Uber 20 verschiedene Krebsarten
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(Aggarwal et al. 2007; Anand et al. 2008; Lee et al. 2013; Salem et al. 2014).
Ferner wurde CUR, aufgrund der nachgewiesenen Aktivitat gegen
Malariaerreger, in Kombination mit Artemisinin zur Behandlung von Malaria
vorgeschlagen (Nandakumar et al. 2006).

Laut den Untersuchungen von (Ruby et al. 1995) hat BDMC insbesondere in
tierischen Zellen eine hdhere Bioverflugbarkeit, zytotoxische sowie Antitumor-
Aktivitat als DMC und CUR.

Trotzt der grolen therapeutischen Breite von CUR hat seine schlechte
Wasserloslichkeit und geringe Bioverfugbarkeit die Entstehung eines wirksamen
CUR-Praparats bis jetzt verhindert (Liu et al. 2015). Mit dem Ziel, diese
Eigenschaften zu verbessern, tendiert man jeher zur Entwicklung neuer CUR-
Formulierungsformen, wie supramolekularen Anordnungen von CUR mit
Cyklodextrin bzw. Cucurbyturyl, CUR-Co-Kristallen bzw. Nanopartikeln aus
CUR-Metall-Komplexen bzw. an Silicium-Nanopartikel gebundenes CUR
(Carvalho et al. 2015; Priyadarsini 2014; Sanphui et al. 2011; Wanninger et al.
2015).

Gewinnung von Curcumin aus der Pflanze

Mit Gber 850.000 Jahrestonnen ist Indien der wichtigste Exporteur des trockenen
Wurzelstockextrakts. Nach dem Ernten der Kurkumawurzel wird diese in 5-7 cm
dicke Scheiben geschnitten, im Wasser ausgekocht, der abfiltrierte Rickstand
getrocknet, pulverisiert und anschlieBend als solcher gehandelt. Da der
Wurzelstockextrakt neben 80% CURD weitere Pflanzenbestandteile, wie
Proteine, Ole, Fette enthalt, gilt es nun mittels Extraktion, das terndre CURD-
Gemisch aus dem Riickstand zu gewinnen (Grynkiewicz and Slifirski 2012).
Dabei sind die Soxhlet-, Ultraschall- und Mikrowellenextraktion die gangigsten
Extraktionsverfahren. Unter Verwendung von typischen L&sungsmitteln als
Extraktionsmittel, wie Ethanol, Methanol, Ethylacetat, Aceton oder Hexan, liegen
im Extrakt ternare Gemische mit der CURD-Zusammensetzung von 64% CUR,
21% DMC und 15% BDMC vor (Pothitirat and Gritsanapan 2005; Revathy et al.
2011). Dagegen stellt das ternare CURD-Gemisch mit ca. 77% CUR, 17% DMC
und 6% BDMC das handelsubliche Produkt dar (Aggarwal et al. 2007). Da das
CUR die starkste pharmakologische Wirkung auf den menschlichen Korper
aufweist und flr die oben beschriebenen Anwendun-gen in reiner Form vorliegen
muss, gilt es, das CUR aus dem ternaren Gemisch der CURD abzutrennen. Nach
(Nandakumar et al. 2006) ist der CUR-Gehalt von 98% im CURD-Gemisch zur
Herstellung von Artemisinin-Curcumin-Kombinationspraparaten ausreichend.

Isolierung von CUR aus dem terndren CURD-Gemisch - Stand der Technik
In der Literatur sind zwei Methoden zur CUR-Trennung aus dem ternaren CURD-
Gemisch zu finden: einerseits die Normalphasenchromatographie (Saulen- oder
Dunnschichtchromatographie), andererseits die Losungskristallisation. Es wurde
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erwahnt, dass die Sdulenchromatographie das bisher am haufigsten eingesetzte
Verfahren zur CURD-Trennung ist (Priyadarsini 2014). Beide Verfahren wurden
als zwei- bzw. dreistufige Trennverfahren beschrieben. Fur die
chromatographische CUR-Trennung wird Ublicherweise Kieselgel 60G
(unbehandelt oder mit Natriumhydrogenphosphat impragniert) als stationare
Phase sowie verschiedene Variationen binarer Losungsmittelgemische aus
Dichlormethan, Chloroform, Methanol, Essigsaure, Ethylacetat, Hexan als mobile
Phase verwendet. Am Prozessende liegen drei chromatographische Fraktionen,
angereichert mit je einem CURD, vor (Anderson et al. 2000; Péret-Almeida et al.
2005; Priyadarsini 2014; Revathy et al. 2011).

Mittels Antisolvent- oder Kuhlungskristallisation unter Verwendung von Methanol,
Ethanol oder 2-Propanol als Prozesslosungsmittel und Wasser als Antisolvent
wurden, wie Tabelle 4-1 zeigt, folgende Ergebnisse bei der Aufreinigung von
CUR erzielt:

Tabelle 4-1: Uberblick tiber die Ergebnisse der publizierten Untersuchungen zur Aufreinigung

von CUR mittels Kristallisation: Ref. 1 ist entnommen aus (Péret-Aimeida et al.
2005), Ref. 2 aus (Liu et al. 2015), Ref. 3 aus (Ukrainczyk et al. 2016).

Art der Anzahl
Roh- Lésungs- . . z Kristallisatzusam- Gesamt-
Ref. . . Kristallisa- der
gemisch mittel ) mensetzung ausbeute
tion Zyklen
CUR-Gehalt CUR DMC CUR
Antisolvent
1 56,9% Methanol nisoen 2 922%  7.8%  40%
(Wasser)
Kihlung von
2 82% Ethanol 2 96% 4% k. A.
° ano 70°C bis 5°C ° °
Kihlung von
3 78,6% 2-Propanol 3 98,9% 1,1% 48%

60°C bis 20°C

Je nach CUR-Ausgangsgehalt im Rohgemisch und verwendetem Prozess-
|I6sungsmittel wurde das kristalline CUR nach zwei bzw. drei aufeinander-
folgenden Kristallisationsschritten mit einer Reinheit von 92,2%, 96% bzw.
98,9 % gewonnen. (Ukrainczyk et al. 2016) hat ebenfalls berichtet, dass das
BDMC bereits nach dem ersten Trennzyklus aus dem Kristallisat entfernt werden
konnte. Dagegen lag das DMC immer im kristallinen Endprodukt neben dem CUR
vor.

Die kristallisationsbasierte Trennung von CUR aus CURD-Gemisch stellt die
dritte Trennaufgabe der hier vorliegenden Arbeit dar. Da fur die Untersuchungen
ca. 2ml des flussigen Rohextrakts zur Verflgung standen, wurden alle
Trennexperimente unter Verwendung der pulverformigen Substanz von Fa.
Sigma Aldrich als Ausgangsmischung durchgefiuihrt. Die Komponenten-
zusammensetzung dieser Probe kam dem Originalextrakt am nachsten.
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KAPITEL 5

Verwendete Substanzen und Analytik

In diesem Kapitel werden die im Laufe dieser Arbeit verwendeten
Substanzen (Feststoffe und Losungsmittel) sowie die eingesetzten experimen-
tellen und instrumentellen analytischen Methoden vorgestellt.

5.1 Verwendete Substanzen

Die bzgl. der jeweiligen Zielkomponente aufzureinigenden Pflanzenextrakte der
Sophora japonica L. (ca. 1 kg des Trockenextrakts, Rutin-Gehalt > 75%) sowie
Curcuma Longa L. (ca. 2ml des flissigen Rohextrakts) wurden von der
Arbeitsgruppe von Professor Nguyen Minh Tan (Hanoi University of Science
and Technology, Institute for Research and Development of Natural Products,
Vietnam) zur Verfiigung gestellt.

Fir die Untersuchungen zur Aufreinigung aus der Produktlésung der organi-
schen Synthese wurden von der Arbeitsgruppe von Professor Peter Seeberger
(Max-Planck-Institut fir Kolloid- und Grenzflachenforschung, Potsdam,
Deutschland) ca. 300 ml der Toluol-Losung mit einem Gesamtfeststoffgehalt
von ca. 12,2 Ma% und einem Artemisininanteil von 69% im Feststoff hergestellt.
Alle im Laufe dieser Arbeit fur die Untersuchungen erworbenen Feststoffe sind
in der Tabelle 5-1 bzgl. der Menge, Reinheit (laut Angabe des Herstellers) und
des Herstellers erfasst.

Tabelle 5-1: Ubersicht tiber die verwendeten kauflich erworbenen Feststoffe.

Substanz Menge Reinheit Hersteller
Artemisinin 259 >97% TCI Chemicals
9,10-Dicyanoanthracene 59 > 98% TCI Chemicals
Rutintrihydrat 50 g > 98% TCI Chemicals
Quercetindihydrat 59 > 98% Alfa Aesar
Curcumin, synthetisch 1049 > 98% TCI Chemicals
Curcumin 100 g > 78% Sigma Aldrich
Curcumin 59 > 80% Acros
Curcumin-Handelspraparat

B 60 Kapseln ohne Angabe | Curcuma L.
zur Nahrungserganzung
Bisdemethoxycurcumin 59 > 98% TCI Chemicals
Demethoxycurcumin 100 mg > 99% ChemFaces China
Demethoxycurcumin 29 > 98% Cfm Oskar Tropitzsch GmbH




Kapitel 5: Verwendete Substanzen und Analytik

Die fur diese Untersuchungen verwendeten Losungsmittel Ethanol, 2-Propanal,
Aceton, Methanol, Acetonitril, Ethylacetat sowie Toluol (alle >99,8% rein,
HiPerSolv CHRPMANORM) wurden von VWR Chemicals geliefert. Wasser war
vor jeder Verwendung uber MilliQ Advantage, Anlage von Fa. Merck Millipore,
aufbereitet.

5.2 Eingesetzte Analytik

Die im Laufe dieser Arbeit verwendeten analytischen Methoden lassen sich in
experimentelle und instrumentelle einteilen.

Die experimentelle Analytik wurde insbesondere zur Bestimmung der
Fest/flissig-Phasengleichgewichte der jeweiligen Zielkomponente (Artemisinin,
Rutin und Curcumin) in dem prozessrelevanten Losungsmittel bzw. -gemisch
eingesetzt. Zur Bestimmung der Léslichkeit sowie der Uberldslichkeit, zur
Charakterisierung der auftretenden kristallinen Phasen, zur Ermittlung der
Komponentengehalte in flissigen und festen Phasen wurde instrumentelle
Analytik verwendet.

5.2.1 Bestimmung der Ldslichkeit und Uberléslichkeit

Experimentelle Léslichkeitsbestimmung mittels klassischer isothermer Methode
Zur Bestimmung von Losungsgleichgewichten wurde die klassische isotherme
Methode nach (Lorenz 2013) eingesetzt.

Die Tabellen 5-2 und 5-3 fassen die bei verschiedenen konstanten Tempera-
turen durchgefiihrte Loslichkeitsmessungen bzgl. der untersuchten binaren
bzw. pseudobindren Systeme, bestehend aus der reinen bzw. verunreinigten
Zielkomponente in dem jeweiligen Losungsmittel bzw. -gemisch zusammen.

Tabelle 5-2: Ubersicht tber die durchgefiihrten Léslichkeitsmessungen der reinen Zielkompo-
nente (Artemisinin, Rutin und Curcumin) in dem jeweiligen Losungsmittel bzw. -
gemisch (Ma%/Ma%).

Zielkomponente, rein Artemisinin Rutin Curcumin

Temperatur in °C 5(10({20 | 30|40| 5|20| 40|10 |20 |30 |40
Ethanol X| x| x| x| x|x| x| x|]x|x|x]|x
2-Propanol X | X | x| x
Aceton X | x| x| X
Methanol X | x| x| X
Acetonitril X| X | X | X | X X | x| x| X
Ethylacetat X| X | X | X | X
Toluol X| X | x| x| X
20/80 Toluol/Ethanol X| X | x| x| X
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30/70 Toluol/Ethanol X| x| x| x| X
50/50 Toluol/Ethanol X| x| x| x| X
50/50 Aceton/Ethanol X
50/50 Aceton/2-Propanol X
50/50 Aceton/Methanol X
50/50 Aceton/Acetonitril X

Tabelle 5-3: Ubersicht (ber die durchgefiihrten Loslichkeitsmessungen der verunreinigten
Zielkomponente (Artemisinin und Curcumin) in dem jeweiligen Losungsmittel bzw.
-gemisch (Ma%/Ma%).

Zielkompo-nfante, Artemisinin Curcumin
verunreinigt

Temperatur in °C 5110|120 |30 (40| 5 |10 |20 |30 |40 |50 | 60 | 65
Aceton X | X | X | X
Acetonitril X X X X
Toluol X| X | X | X | X
20/80 Toluol/Ethanol X| x| x| x| X
50/50 Aceton/2-Propanol X | x| x| x X
50/50 Aceton/Acetonitril X X X | x X

Hierfir wurden Suspensionen aus dem zu untersuchenden Feststoff im
Uberschuss im jeweiligen Losungsmittel in 20 ml GlasgefalRen vorgelegt, mit
einem einfachen Magnetruhrer zur Gewahrleistung der kontinuierlichen
Durchmischung des suspendierten Feststoffs ausgestattet und verschlossen.
Die hergestellten Proben wurden in einem thermostatierten Bad (Thermostat,
Lauda RE104) zunachst auf 10 K Uber der jeweiligen Messtemperatur geheizt,
danach auf diese heruntergekuhlt und fir ca. 48 h unter stdndigem Ruhren bei
konstanter Messtemperatur gehalten. Zur Temperaturkontrolle bzw. -regelung
wurde ein Pt-100 Widerstandsthermometer (Auflosung 0,1°C) verwendet. Die
Vorversuche zur Einstellung des Fest/flissig-Phasengleichgewichts im
jeweiligen binaren Zielkomponente/Losungsmittel-System haben gezeigt, dass
eine Dauer von 48 h zum Equilibrieren der Suspensionen ausreichend ist.

Zur Ermittlung der Sattigungskonzentration des jeweiligen Feststoffs in der
zugehorigen Losung wurde eine Probe der gesattigten Losung Uber einen
0,45 ym PTFE-Aufsatzfilter aus der Suspension enthommen und mittels HPLC
analysiert. Um probenahmebedingte Messfehler mdglichst gering zu halten,
erfolgte die Entnahme der unter 15°C gesattigten flussigen Phasen Uber
entsprechend vorgekuhlte Aufsatzfilter. Die strukturelle Identitat der mit den
gesattigten Losungen im Gleichgewicht stehenden kristallinen Phasen wurde
mittels XRPD charakterisiert.
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Instrumentelle Léslichkeitsbestimmung mittels polythermer Methode

Nach (Lorenz 2013) beruht die polytherme Methode zur Loslichkeits-
bestimmung auf dynamischem Aufheizen der Suspension mit fixer Feststoff-
konzentration im jeweiligen Losungsmittel bis zur vollstandigen Auflésung des
vorgelegten Feststoffs.

Im Laufe dieser Arbeit wurde das Multireaktorsystem Crystal16™ von Avantium
Technologies BV Amsterdam fur die polytherme Ldslichkeitsbestimmung
eingesetzt. In Standard-HPLC-Vials wurden Suspensionen aus einer fixen
uberschussigen Menge des zu untersuchenden Feststoffs in ca. 600 mg des
jeweiligen Losungsmittels hergestellt, mit einem Magnetrihrer ausgestattet,
verschlossen und in die Crystal16™-Apparatur hineingestellt. Je nach Feststoff-
gehalt wurden die Proben von 0°C auf 60°C mit einer moderaten Heizrate von
0,1 K/min unter standigem Ruhren (700 U/min) bis zum kompletten Auflésen
des vorgelegten Feststoffs geheizt. Die Temperatur, bei welcher mittels
Tribungsmessung 100% Transmission im System detektiert wurde, galt als die
Laslichkeitstemperatur der Probe vorgelegter Konzentration in Ma%. Aufgrund
der bendtigten geringen Substanzmenge sowie dem niedrigen Zeitaufwand,
diente die polytherme Loslichkeitsmessung dem Losungsmittelscreening und
als Ausgangspunkt fir die darauffolgenden isothermen Ld&slichkeitsuntersu-
chungen.

Da der Naturstoff Rutin ausschlieBlich in Form des Trihydrats (Ru-3H20)
kauflich erworben werden kann, wurde mittels polythermer Methode die sog.
scheinbare Loslichkeit des Ru-3H20 in Ethanol, Methanol und 2-Propanol
ermittelt.

Instrumentelle Bestimmung der Uberléslichkeit mittels polythermer Methode
und Ermittlung der Breite des metastabilen Bereichs

Fir die Bestimmung der Uberléslichkeitskurve sowie zur Ermittlung der Breite
des metastabilen Bereichs wurde dasselbe Multireaktorsystem Crystal16™ fiir
das jeweilige Stoffsystem eingesetzt.

Lésungen verschiedener bekannter Konzentrationen, bestehend aus dem zu
untersuchenden Feststoff in ca. 600 mg des prozessrelevanten Losungsmittels
wurden in den Standard-HPLC-Vials hergestellt, mit einem Magnetrihrer
ausgestattet und in die Messapparatur hineingestellt. Ausgehend von einer
partikelfreien Losung bei einer hdheren Temperatur (je nach Feststoffgehalt und
Lésungsmittel zwischen 40 und 70°C) wurden Proben unter standigem Rihren
(700 U/min) mit einer Kuhlrate von 0,1 K/min auf -15°C heruntergekunhlt.

Die Temperaturen, bei welchen mittels Tribungsmessung eine steile
Transmissionsabnahme detektiert wurde, d. h. sich die ersten erfassbaren
Kristallkeime in der jeweiligen LOosung ausgebildet haben, wurden zusammen
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mit den zugehorigen Feststoffkonzentrationen in Ma% fur die Darstellung der
Uberléslichkeitskurven verwendet.

Die Breite des metastabilen Bereichs wurde flr das jeweilige Feststoff/Losungs-
mittel-System aus dem Verlauf der ermittelten Ldslichkeits- und Uberléslich-
keitskurven, wie im Kap. 3.4.1 beschrieben, als Temperaturdifferenz in Kelvin
berechnet.

Die strukturelle ldentitat der aus der jeweiligen Losung gebildeten kristallinen
Phasen wurde in Hinblick auf eine mogliche Solvat- bzw. Polymorphbildung
mittels XRPD untersucht.

5.2.2 Instrumentelle Analytik zur Charakterisierung der fliissigen Phasen

Analytische HPLC

Im Laufe dieser Arbeit wurde die analytische Hochleistungsflissigchro-
matographie (engl. High Performance Liquid Chromatography, Abk. HPLC) zur
Identifikation und Quantifizierung der in dem jeweiligen Rohgemisch (Synthese-
l6sung bzw. Pflanzenextrakt) enthaltenen Haupt- und Nebenkomponenten, als
Referenzmethode zur Inlinemessung der Konzentration mittels ATR-FTIR-
Spektroskopie sowie zur Reinheitsanalyse des gewonnenen kristallinen
Produkts eingesetzt.

Das Verfahren der Saulenchromatographie beruht auf den unterschiedlichen
(starken oder schwachen) Wechselwirkungen zwischen einer durch die Saule
bewegenden, mobilen flissigen Phase (in diesem Fall ein Lésungsmittel bzw. -
gemisch mit dem darin gel6sten Feststoff bzw. -gemisch) und der auf der
chromatographischen Saule ruhenden stationaren Phase. Bei gleich gewahlten
Betriebsparametern (stationare Phase, Art und Flussrate der mobilen Phase,
Druck, Temperatur, Injektionsvolumen) bestimmt die Adsorptionsstarke der
Substanzen auf dem Saulenmaterial die Passiergeschwindigkeit durch die
Saule. Diese spiegelt sich in der gemessenen sog. Elutions- bzw.
Retentionszeit wieder. Anhand der substanzspezifischen und charakteristischen
Retentionszeiten konnen die einzelnen Mischungskomponenten identifiziert und
anhand des Elutionsprofils, d. h. der Hohe und Flache des detektierten Signals,
quantifiziert werden (Meyer 2009).

Alle HPLC-Messungen wurden ausgefuhrt auf der analytischen Anlage der Fa.
Agilent 1200 Series, Agilent Technologies Germany GmbH. In Tabelle 5-4 ist
eine Ubersicht Uber die verwendeten chromatographischen Methoden gegeben.
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Tabelle 5-4: Verwendete chromatographische Saulen und eingestellte Messbedingungen fir
die Analyse und Kalibration im Laufe der Untersuchungen von Artemisinin, Rutin
und Curcumin. Abkirzungen: ACN = Acetonitril, MeOH = Methanol, AcOH = Essig-

saure
Parameter Artemisinin Rutin Curcumin
Chrom. Séule KINETEX, LUNA, LUNA,

Phenomenex Phenomenex Phenomenex

Saulenmale, in cm 25.0x0.46 25.0x 0.46 25.0x 0.46
Stationare Phase C18,5 um C18, 10 ym C18, 10 um
Probenl6sungsmittel ACN MeOH ACN
Mobile Phase ACN/Wasser MeOH/ACN/0,1%AcOH ACN/0,1%AcOH
(Vol%/Vol%I/Vol%) 50/50 40/15/45 50/50
Flussrate, in ml/min 0,5 1 1
Injektionsvolumen, in pl | 1 1 1
Druck, in bar 44 76 53
Temperatur, in °C 20 20 25
Wellenlange, in nm 254 254 254

Im Gegensatz zur Substanzidentifikation bedarf die Komponentenquantifizie-
rung der Erstellung einer Kalibriergeraden. Dazu wurden unter Verwendung von
Reinsubstanzen und Probeldosungsmittel (Tabelle 5-4) zwischen 5 und 8
Kalibrierproben fixer Feststoffkonzentration im prozessrelevanten Konzentra-
tionsbereich hergestellt und mit der jeweiligen analytischen Methode
vermessen. Nach der Auswertung der substanz- und komponenten-
gehaltsspezifischen Peakflachen wurden die Kalibriergeraden erstellt. Die von
den einzelnen Reinstoffen aufgenommenen Chromatogramme zusammen mit
den entsprechenden Kalibriergeraden konnen dem Anhang dieser Arbeit
entnommen werden (Anhang A).

Inline - ATR-FTIR-Spektroskopie

Im Laufe dieser Arbeit wurde das Verfahren der abgeschwachten
Totalreflektion-Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (Abk. ATR-FTIR)
zur kontinuierlichen Uberwachung der Anderung der Zusammensetzung einer
Komponente in der Losung bei gleichzeitiger Anwesenheit der kristallinen
Phase wahrend des Kristallisationsprozesses verwendet. Daflir wurde eine
Inline-ATR-FTIR-Tauchsonde (Sondendurchmesser 9,5 mm, Eintauchlange
305 mm; Diamantkristall), verbunden mit der Basiseinheit ReactiR™ 45m von
Mettler Toledo, eingesetzt.

Die Konzentrationsanderung von Rutin und Curcumin in der Arbeitslosung
wahrend des Trennprozesses wurde ausschlieBlich qualitativ anhand Héhen-
anderung ausgewahlter Peaks verfolgt. Dabei wurde Rutin anhand des
charakteristischen Peaks im Wellenzahlbereich zwischen 910 und 1000 cm™"
untersucht. Die Messung von Curcumin erfolgte auf der Basis mehrere IR-
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Banden im Wellenzahlbereich von 820 -870 cm™, 1110 - 1150 cm™ sowie
1260 -1310 cm™'  (Larkin  2011). Im Gegensatz dazu wurde der
Kristallisationsfortschritt von Artemisinin aus der Syntheselésung nach einer
umfangreichen Kalibrierung des ReactIR™ Gerates quantitativ erfasst.

In Abb. 5-1 ist der wahrend der Geratekalibrierung verwendete Versuchsaufbau
sowie das Funktionsprinzip der ATR-FTIR-Spektroskopie schematisch vor-
gestellt. Wie die Abbildung zeigt, wird bei ATR-FTIR-Spektroskopie der IR-
Strahl durch das in der Sondenspitze eingebaute interne Reflexionselement
(Abk. IRE) gefuhrt, hier ein monolithischer Diamantkristall, und an der
Grenzflache zwischen dem IRE und der Probenschnittstelle vielfach reflektiert
bzw. gebrochen. Die Probeneindringtiefe hangt dabei von der Lichtwellenlange,
dem Strahleinfallswinkel sowie den Brechzahlen von IRE und Probe ab
(Griffiths and de Haseth 2007).

ReactlR™ 45m |-

Losungsmittel
Dosierung

|R-ySpektrum
Thermostat

Lauda Proline
RP845

Reflektierter (2 B- Diamant) Einfallender

zum Detektor IRE von IR-Quelle
IR-Strahl v IR-Strahl

\/ A& Eindringtiefe
= Lo N __ |V des IR-Strahls

Probelosung in Kontakt mit ===
dem Probenfenster ~—

. _________]

Abb. 5-1:  Oben: Versuchsaufbau zur ReactlR™-Geratekalibration; unten: schematische
Darstellung der abgeschwachten Totalreflexion des IR-Strahls in dem internen
Reflexionselement (IRE). Die Abbildung ist abgeleitet von (Griffiths and de Haseth
2007).

Der in der ReactlR™ 45m Basiseinheit intergirerte und mit Fllssigstickstoff
gekuhlte MCT-Detektor (Mercury Cadmium Telluride) sorgte fir die Aufnahme
des reflektierten Strahls. Um kristallisationsbedingte Konzentrationsanderungen
der Zielkomponente in der Arbeitslosung moglichst genau zu verfolgen, wurden
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die Spektren im sog. Fingerprintbereich fur die Wellenzahlen zwischen 650 und
1500 cm™ mit einer Auflésung von 4 cm™ in einem Zeitintervall von 15 s
aufgenommen und auf 30 Scans gemittelt. Vor jedem Experiment wurde ein
Hintergrundspektrum mit 256 Scans in Luft aufgenommen und vom Proben-
spektrum abgezogen.

FUr die quantitative Inline-Analyse des gelosten Artemisinins wahrend des
Kristallisationsprozesses wurde ein multivariates Kalibrationsmodell im Vorfeld
offline erstellt. Um vertrauenswuirdige Kalibrierdaten aufzunehmen, erfolgte
wahrend der Kalibrierprozedur eine schrittweise Losungsmitteldosierung zu
einer bzgl. Artemisinin untersattigten Ausgangslosung bekannter Komponenten-
zusammensetzung. Bei jeder vorgenommenen Anderung der System-
zusammensetzung sowie -temperatur wurde ein IR-Spektrum aufgezeichnet.
Auf dieser Basis wurde unter Auswertung der Hohe des flr die Peroxid-Gruppe
im Artemisinin charakteristischen Peaks im Wellenzahlenbereich zwischen
800 und 1100 cm™' (Oxley et al. 2008) ein multivariates Kalibrierungsmodell
erstellt und mit der iC IRMT Quant Modeling Software validiert.

5.2.3 Instrumentelle Analytik zur Charakterisierung der festen Phasen

Inline - Focused Beam Reflectance Measurement (FBRM)

Im Laufe dieser Arbeit wurde die FBRM® S400A Tauchsonde von Mettler
Toledo zur Inline-Verfolgung des Kristallisationsfortschritts der Zielkomponente
aus der Losung. Dabei konnte einerseits der Zeitpunkt der Impfkristallzugabe
erfasst und andererseits das Impfkristallwachstum sowie die Primarkeimbildung
einer unerwunschten Komponente in der Arbeitslosung wahrend des Prozesses
detektiert werden.

In Abb. 5-2 ist das Funktionsprinzip der FBRM®-Inlinesonde skizziert. Wie
Abbildung zeigt, wird wahrend der Messung ein gebundelter Laserstrahl durch
das Saphir-Fenster der Sonde in das zu analysierende Medium fokussiert,
wobei sich der Strahl auf einer Kreisbahn entlang des Fensterumfangs bewegt.
Passieren die Partikel das Sondenfenster, Uberstreicht der Laserstrahl ihre
Rander und wird an diesen zurlckgestreut.
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Abb. 5-2:  Funktionsprinzip der FBRM® - Inlinesonde und Ausgabe des Messergebnisses in
Form der zeitlichen Anderung der Partikel verschiedener Sehnenlénge. Die
Abbildung ist erstellt aus: Sherman, J. W., O’Grady, D., Mettler Toledo PowerPoint
Prasentation vorgestellt auf IFPAC® 2014 in Cortona, Italien.

Die FBRM-Optik fangt die Rulckstreuung auf und Uberfihrt diese in ein
elektronisches Signal. Aus der zeitlich erfassten Anderung der Partikel-
sehnenlangen sowie -verteilung ergibt sich die zeitliche Anderung der
Partikelgréfie und -anzahl.

Réntgenpulverdiffraktometrie (XRPD)

Im Laufe dieser Arbeit wurde die Roéntgenpulverdiffraktometrie (engl. X-Ray
powder diffraction, Abk. XRPD) zur Charakterisierung von kauflich erworbenen
Referenzfeststoffen, zur Phasenzuordnung der bei Loslichkeits- und Rekristalli-
sationsversuchen erhaltenen Feststoffe, zur Untersuchung der Kristallstruktur-
anderung aufgrund der polymorphen Fest/fest-Phasenumwandlung bzw.
Desolvatisierung infolge thermischer Beanspruchung sowie zum Nachweis
kristalliner Verunreinigungen und amorpher Anteile in gewonnenen kristallinen
Produkten und Mischproben eingesetzt.

XRPD ist eine analytische Methode zur Charakterisierung, Identifizierung und
Strukturaufklarung kristalliner organischer/anorganischer Verbindungen. Wie
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Abb. 5-3 zeigt, beruht das Messprinzip der XRPD auf die Reflexion (bzw.
Beugung) des monochromatischen Rdntgenstrahls der Wellenlange A an den
Atomen der einzelnen Gitterebenen der untersuchten kristallinen Verbindung.

Kristallgitterebenenabstand,
Wellenlange des Réntgenstrahls,

Reflexionsordnung (ganze Zahl),
Einfallswinkel,

Beugungswinkel (Winkel zw. ein-
und ausfallendem Strahl)

Abb. 5.3:  Messprinzip auf der Grundlage der Bragg'schen Gleichung: konstruktive
Interferenz, wenn die Wegdifferenz von Rontgenstrahlen gleich A bzw. einem
Vielfachen davon ist. Die Abbildung ist abgeleitet von (Hilfiker 2013).

Da die verschiedenen kristallinen Verbindungen unterschiedliche Gitterebenen-
abstande d in ihren Kristallgittern aufweisen, erzeugen sie charakteristische
Rontgenbeugungsmuster, anhand welcher die Verbindungen auch innerhalb
eines Feststoffgemisches einzeln identifiziert werden kdnnen (Hilfiker 2013).

Im Laufe dieser Arbeit wurden alle XRPD-Messungen auf dem X'Pert Pro
Diffraktometer der Firma PANalytical GmbH ausgefuhrt, wobei die Rontgen-
beugungsmuster mit der Cu-Ka-Strahlung erzeugt wurden.

FiUr eine Standardmessung wurden die zu untersuchenden trockenen Feststoffe
fein gemdrsert und auf einem Si-Einkristall-Probentrager in dem 2Theta-
Intervall von 4 bis 30° mit einer Schrittweite von 0,017° und 50 s Scandauer pro
Schritt bei Umgebungstemperatur durchgescannt.

Zur Phasenzuordnung und Stabilitatsuntersuchung der Solvatphasen wurden
feuchte Feststoffproben auf demselben Probentrager prapariert und mit einer
vergrofderten Schrittweite von 0,033° sowie einer verkurzten Scandauer von
22 s pro Schritt in einem begrenzten 2Theta-Intervall von 4 bis 11° ebenfalls bei
Umgebungstemperatur analysiert.

Zur Untersuchung des Temperaturverhaltens ausgewahlter kristalliner Phasen
wurde eine sog. temperaturaufgeloste XRPD-Messung durchgefiihrt. Der
trockene fein gemorserte Feststoff wurde auf einen plattenférmigen Proben-
halter aus chrombeschichtetem Kupfer mit einer Probentiefe von 0,2 mm
appliziert. Die Aufheizung der Probe erfolgte direkt Uber den Boden des
Probenhalters, welcher zur optimalen Warmeulbertragung mit einer
Warmeleitpaste benetzt war. Die Probe wurde dabei folgendem Temperatur-
programm unterzogen: Wahrend des schrittweisen Aufheizvorgangs von 30°C

~70 ~



Kapitel 5: Verwendete Substanzen und Analytik

auf 200°C mit einer Heizrate von 1 K/min wurde die Probe bei bestimmten
Temperaturen fur eine Dauer von 15 min isotherm gehalten und mit dem
Standradprogramm (wie oben flr Standardmessung beschrieben) analysiert.
Nach dem Beenden des Aufheizvorgangs wurde die Probe auf die Ausgangs-
temperatur von 30°C mit 10 K/min zurtickgekhlt und mit demselben Programm
analysiert.

Dynamische Differenzkalorimetrie (DSC)

Im Laufe dieser Arbeit wurde Dynamische Differenzkalorimetrie (engl.
Differential Scanning Calorimetry, Abk. DSC) verwendet, um die Reinstoff-
referenzen anhand des Schmelz- und Rekristallisationsverhaltens zu
charakterisieren, polymorphe Phasenlibergange zu charakterisieren und
Umwandlungstemperaturen und —warmen zu analysieren, Desolvatisierung
kristalliner Solvate zu untersuchen sowie die strukturelle und chemische
Reinheit gewonnener kristalliner Produkte anhand der Schmelzpunkte der
zugehdrigen Reinstoffe zu Uberprufen.

Dazu wurde das Gerat DSC131 von Setaram Instrumentation eingesetzt. Zur
DSC-Analyse wurde eine abgewogene Menge (gewohnlich 10 — 12 mg) des
fein gemorserten Feststoffs in einen Al-Tiegel Uberfuhrt, versiegelt und in der
Apparatur mit konstanter Heizrate (2 K/min) von 30°C auf 200°C unter Helium-
atmosphare (ca. 35 ml/min) geheizt bzw. mit 10 K/min auf die 30°C zurlck-
gekunhlt.

Das Verfahren der DSC beruht auf dem Warmeumsatz der zu analysierenden
Substanz infolge einer physikalischen Umwandlung wahrend des Aufheiz- bzw.
Abkunhlschritts. Dabei wird die Warmestromdifferenz AH zwischen dem Proben-
tiegel und dem leeren Referenztiegel in Abhangigkeit von der Temperatur
gemessen (Hemminger and Cammenga 1989).

Thermogravimetrischen Analyse gekoppelt mit DSC (TG-DSC)

Bei der TG-DSC Analyse handelt es sich um eine Kombination aus der oben
beschriebenen DSC-Analyse und der thermogravimetrischen Analyse (TG) der
Probe.

Im Laufe dieser Arbeit wurde das TG-DSC-Gerat Sensys Evo von Setaram
Instrumentation zur Charakterisierung kristalliner Molekulsolvate, zur Unter-
suchung deren Stabilitdt und Quantifizierung des Solvatlésungsmittels
eingesetzt. Dazu wurden zwischen 15 — 20 mg des zu untersuchenden Fests-
toffs in einen 100 uyl Aluminium-Tiegel eingewogen. Im offenen Tiegel unter
Heliumatmosphare (ca. 35 ml/min) wurden die Probe und die Referenz
zunachst von 20°C auf 200°C mit einer konstanten Rate von 2 K/min aufgeheizt
und anschlieRend mit 10 K/min auf 20°C gekuhlt. Wahrend der Messung wurde
in Abhangigkeit von der Temperatur simultan zum DSC-Signal der Massen-
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verlust der Probe, welcher mit der Freisetzung des Solvatlosungsmittels
korreliert, erfasst.

Mikroskopie
Mikroskopische Bilder von kristallinem Rutin wurden mit einem digitalen

Mikroskop (VHX-2000, Keyence, Deutschland) in 150-facher Vergrolierung
aufgenommen.
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KAPITEL 6

Aufreinigung von Artemisinin aus der Produktlosung
organischen Synthese ausgehend von DHAA

In diesem Kapitel werden experimentelle Untersuchungen zur kristallisa-
tionsbasierten Aufreinigung der Zielkomponente ARTE aus der Produktldsung
organischen Synthese dargestellt. Die Synthesemischung stellte eine klare
leuchtendgelbe Toluol-Losung mit einem Gesamtfeststoffgehalt von 12,2 Ma%
und einem Artemisininanteil von 69% im Feststoff. Die Farbgebung der Mischung
beruhte auf dem in Toluol nach der Reaktion verbliebenen Photokatalysator,
gelben Farbstoff 9,10-Dicyanoanthracen.

Mit dem Ziel, das geeignete Prozesslésungsmittel fir die Kristallisation zu finden,
wird zunachst das Loslichkeits- und Keimbildungsverhalten des reinen ARTE in
vier reinen Lésungsmitteln (Toluol, Acetonitril, Ethylacetat und Ethanol) sowie in
ausgewahlten binaren Toluol/Ethanol-Losungsmittelgemischen vorgestellt. Zur
Beurteilung des mdglichen Einflusses der in der Syntheselésung vorhandenen
Nebenkomponenten auf die Aufreinigung von ARTE, wurden Ldslichkeits- und
Rekristallisationsversuche von ARTE in Gegenwart von Verunreinigungen
durchgefuhrt. Erganzend dazu werden die auftretenden kristallinen Phasen des
ARTE bzgl. ihrer strukturellen Identitat untersucht. Das auf der Basis der
Voruntersuchungen abgeleitete und ausgefiihrte Trennverfahren wird detailliert
beschrieben, die erzielten Produktreinheiten sowie Prozessausbeuten
ausgewertet und anschlielRend diskutiert.

Ein Teil der hier vorgestellten Ergebnisse wurde bereits in (Horosanskaia et al.
2014; Horvath et al. 2015) publiziert. Grundlegende Resultate zur Polymorphie
von Artemisinin sind in (Horosanskaia et al. 2014) veroffentlicht.

6.1  Charakterisierung der Synthesemischung und Ableitung der Trenn-
aufgabe

Um ARTE aus dem vorliegenden Rohgemisch in kristalliner Form mit moglichst
hoher Reinheit und Ausbeute zu gewinnen, wurde die Originalsyntheselésung
(Abb. 6-1, links oben) bzgl. der Zusammensetzung und des Gehalts der
Komponenten mittels analytischer HPLC charakterisiert. In Abb. 6-1 ist das
zugehdrige Chromatogramm dargestellt, zusammen mit denen der zur
Verfigung stehenden Referenzproben der reinen Zielkomponente ARTE, des
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Photokatalysators 9,10-Dicyanoanthracen (Abk. DCA) sowie des Reaktions-
edukts Dihydroartemisininsaure (Abk. DHAA).

1
|‘To|uol ﬂ DCA
{1/ /
\ \
ARTE, Ref.
= DHAA '
g \ “ \ DHAA, Ref.
E ,/,_,\/\ Y, E— k“;_‘_) i
[ DCA, Ref.

Syntheseldsung
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Abb. 6-1:  Analytische HPLC-Chromatogramme der Syntheseldésung (rot) sowie der
vorhandenen Referenzen der Zielkomponente ARTE (griin), des Photokatalysators
DCA (gelb), des Reaktionsedukts DHAA (blau). Links oben: Fotographische
Aufnahme der Originalsyntheseldsung.

In dem von der Syntheseldésung aufgenommenen HPLC Chromatogramm kann
das Zielprodukt ARTE anhand seines charakteristischen Peaks bei 7,2 min
eindeutig identifiziert und seine LOsungskonzentration anhand der zuvor
erstellten Kalibriergerade zu ca. 8,6 Ma% ermittelt werden. Da Toluol das
Reaktionsmedium fiur die ARTE-Synthese darstellt und hier zur Herstellung der
chromatographischen Referenzproben verwendet wurde, kann der groite Peak
im Chromatogramm, gemessen dicht nach ARTE bei 7,6 min, ohne Zweifel dem
Toluol zugeordnet werden.

Dementsprechend stellen die restlichen im Chromatogramm der Syntheseldsung
auftretenden Peaks die Gesamtheit der Verunreinigungen des ARTE dar. Aus
der Gesamtfeststoffkonzentration der Syntheselosung von 12,2 Ma% (Kopetzki
et al. 2013) und dem gemessenen ARTE-Gehalt von 8,6 Ma% kann die
Konzentration aller gelésten Verunreinigungen zu 3,6 Ma% berechnet werden.
Darunter kénnen zwei Verunreinigungen anhand der Chromatogramme der
Reinstoffe ebenfalls identifiziert und quantifiziert werden: das Reaktionsedukt
DHAA, mit einem Feststoffgehalt von unter 0,08 Ma% sowie der Photokatalysator
DCA, mit einem Gehalt von 0,049 Ma% in der Syntheseldsung. Bei Betrachtung
des charakteristischen DCA-Peaks bei 10,4 min im Chromatogramm der
Syntheseldsung fallt auf, dass dieser trotz des sehr geringen DCA-Gehalts
ungewohnlich gro3 ausgefallen ist. Dieser Sachverhalt ist mit der starken
Lichtabsorption von DCA, eines intensiv gelben Farbstoffs, bei 420 nm zu
erklaren. Wie die fotographische Aufnahme der Originalsyntheseldésung in
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Abb. 6-1 zeigt, verleiht das DCA der Losung seine charakteristische leuchtend
gelbe Farbe.

6.2 Wahl des Prozesslosungsmittels

Mit dem Ziel, Artemisinin moglichst rein und kristallin im unmittelbaren Anschluss
an die kontinuierlich betriebene Reaktion aus der Syntheseldésung zu gewinnen,
wurde zunachst nach einem geeigneten Losungsmittel flr die Kristallisation
gesucht. Da der Einsatz von Toluol als Losungsmittel der Klasse 2 nach (ICH
2016) in Pharmazeutika begrenzt werden soll, galt es zuerst, das Toluol aus der
Originalsyntheseldsung zu entfernen. Nach dem Eindampfen des Losungsmittels
lag eine dlige viskose Masse vor. Laut HPLC Analyse beinhaltete diese immer
noch mind. 2% Toluol, sodass es praktisch unmdglich war, das Rohgemisch
Toluolfrei zu bekommen. Aus diesem Grund wurde Toluol als ,unvermeidliche*
Komponente des Prozesslésungsmittels flr die Kristallisation festgelegt. Sodann
galt es, ein zweites Losungsmittel festzulegen, welches ein starkes Antisolvent
des ARTE in Toluol darstellt und im Gegensatz zu Toluol als gering toxisch
eigestuft ist.

Basierend darauf und ausgehend von den in der Literatur bereits beschriebenen
Loslichkeitstrends von ARTE wurden Acetonitril, Ethylacetat und Ethanol als
mdgliche Prozessantisolvents untersucht (Liu et al. 2009; Nti-Gyabaah et al.
2010).

Das gemessene isotherme Loslichkeitsverhalten von ARTE in Toluol, Acetonitril,
Ethylacetat und Ethanol ist in Abb. 6-2 in einem Konzentrations-Temperatur-
Diagramm dargestellt. Aufgrund des qualitativen Anstiegs der ARTE-L0slichkeit
mit zunehmender Temperatur wurde eine Kuhlungskristallisation zur ARTE-
Gewinnung in Betracht gezogen. Im Gegensatz zu anderen Ldsungsmitteln,
eignet sich Acetonitril fir die Kiihlungskristallisation nicht.
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Abb. 6-2:  Léslichkeitsverhalten von ARTE in Acetonitril (blau), Toluol (violett), Ethylacetat (rot)
und Ethanol (griin) in Abhangigkeit von der Temperatur.
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Quantitativ zeigt ARTE die hochste Loslichkeit in Toluol, in welchem bereits bei
5°C 12 Ma% und bei 40°C 26 Ma% Feststoff gelost werden konnen. Dagegen ist
die Loslichkeit von ARTE in Ethanol mit einer Sattigungskonzentration von
1,9 Ma% bei 5°C und 7,3 Ma% bei 40°C von den untersuchten Lésungsmitteln
am geringsten. Die in Ethylacetat ermittelte Loslichkeitskurve von ARTE verlauft
zwischen denen in Toluol und Ethanol, wobei die Ldslichkeit von 7,8 Ma% bei
5°C auf 17,9 Ma% bei 40°C zunimmt. Die geringste LoOslichkeitsanderung von
3,4 Ma% ARTE wurde bei einem Temperaturanstieg von 35 K in Acetonitril
gemessen.

Hieraus kann abgeleitet werden, dass sich Ethanol in seiner Rolle als Antisolvent
von ARTE fur den geplanten Trennprozess besonders gut eignet. Im Vergleich
zu Ethylacetat kann durch die Ethanol-Zugabe =zur Toluolhaltigen
Syntheseldsung eine deutlich hdhere Produktausbeute erzielt werden.

Um das optimale Toluol/Ethanol-Losungsmittelverhaltnis fur die ARTE-Auf-
reinigung zu finden, wurde darauffolgend die Loslichkeit von ARTE in verschie-
denen binaren Toluol/Ethanol-Losungsmittelgemischen gemessen.

Léslichkeit von ARTE in ausgewéhlten Toluol/Ethanol-Lésungsmittelgemischen

Die Anderung der ARTE-L&slichkeit in Abhangigkeit vom Ethanol-Gehalt in
Toluol sowie von der Temperatur ist in Abb. 6-3 in einem 3D-Plot dargestellt. Die
bereits in der Abb. 6-2 aufgefihrten Loslichkeitswerte von ARTE in reinem Toluol
(Abb. 6-3, violette Kurve) und Ethanol (Abb. 6-3, griine Kurve) sind im Diagramm
zur besseren Veranschaulichung der Ergebnisse erganzend aufgetragen.

Die schwarzen Kreise im Diagramm sind die Loslichkeitswerte von ARTE in dem
jeweiligen Toluol/Ethanol-Losungsmittelgemisch, welche aus den isothermen
Messungen stammen. Die Verbindung der einzelnen Werte entlang einer
Toluol/Ethanol-Lésungsmittelzusammensetzung (farbige durchgezogene
Kurven) gibt die temperaturabhangige Anderung der ARTE-Ldslichkeit in dem
jeweiligen Losungsmittelgemisch wieder.

Wie bereits in reinen Losungsmitteln beobachtet, ist auch in 20/80, 30/70 und
50/50 Toluol/Ethanol-Lésungsmittelgemischen eine Zunahme der ARTE-
Ldslichkeit mit der steigenden Temperatur zu verzeichnen.
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Abb. 6-3:  Anderung der ARTE-Lé&slichkeit in Abhangigkeit von der Temperatur und dem
Ethanol-Gehalt in Toluol. Volle Kreise sind Messwerte aus isothermen Loslichkeits-
untersuchungen; durchgezogene Kurven entsprechen verschiedenen Toluol
/Ethanol-Lésungsmittelgemischen (Ma%/Ma%): 100/0 (violett), 50/50 (orange),
30/70 (rot), 20/80 (blau) und 0/100 (grin).

Die Wirkung des Ethanols als Antisolvent auf das ARTE/Toluol-System ist in
Abb. 6-3 durch die Verbindung der Loslichkeitswerte entlang konstanter
Temperaturen (schwarze gestrichelte Linien) veranschaulicht. So kdénnen z. B.
bei 20°C in dem 50/50 Toluol/Ethanol-Lésungsmittelgemisch 18,4 Ma% ARTE
gelést werden. Weitere Ethanol-Zugabe zum Losungsmittelgemisch bei
derselben Temperatur bewirkt einen stetigen Abfall der ARTE-L6slichkeit bis hin
zu 7,7 Ma% in der Lé6sung mit dem 20/80 Toluol/Ethanol-Lésungsmittelverhaltnis.
Bei Betrachtung der Messwerte entlang der Isothermen fallt auf, dass diese,
ausgehend von reinem Ethanol in Richtung 50/50 Toluol/Ethanol-
Lésungsmittelgemisch, zunachst ansteigen und danach zum reinen Toluol
wieder fallen. Das weist auf ein mogliches Ldslichkeitsmaximum von ARTE im
Bereich zwischen 50 und 100% Toluol im Lésungsmittelgemisch hin.

Ein ahnliches Loslichkeitsverhalten wurde von (Kaemmerer 2012) flr den
chiralen Wirkstoff Bicalutamid in Toluol/Methanol-Lésungsmittelgemischen
beobachtet. Er beschrieb das Loslichkeitsmaximum flr das R-Enantiomer des
Wirkstoffs bei einem Toluol-Gehalt von 25% im L&ésungsmittelgemisch. Die
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Ermittlung der Lage des Loslichkeitsmaximums von ARTE in dem hier
untersuchten Losungsmittelsystem ist fur die Auslegung einer Antisolvent-
kristallisation nicht ausschlaggebend und wurde aus diesem Grund nicht
durchgefuhrt.

Da der ARTE-Gehalt von 8,6 Ma% in der Originalsynthesel6sung der bei 23°C
ermittelten Sattigungskonzentration von ARTE in dem 20/80 Toluol/Ethanol-
Ldsungsmittelgemisch entspricht, ist das Losungsmittel fur die Kristallisation von
ARTE unmittelbar aus der Syntheseldésung besonders gut geeignet. Nach (ICH
2016) darf die Restlosungsmittelmenge in pharmazeutischen Produkten einen
Grenzwert von 410 ppm Toluol bzw. 5000 ppm Ethanol nicht Uberschreiten.
Dementsprechend wurde der Einsatz eines Prozesslosungsmittels mit moglichst
hohem Ethanolanteil die Einhaltung dieser Grenzwerte unterstitzen. Jedoch
zeigten die Voruntersuchungen, dass ab einem Ethanol-Gehalt von 90% in der
Toluol-Loésung, die in der Synthesemischung bis dahin in geléster Form
vorliegenden Verunreinigungen spontan ausfallen und somit die Aufreinigung
von ARTE gefahrden. Daraus folgend wurde das 20/80 Toluol/Ethanol-
Lésungsmittelgemisch far die Durchfuhrung der geimpften
Klhlungskristallisation von ARTE gewahlt. Um den mdglichen Einfluss der in der
Synthesel6sung vorliegenden Verunreinigungen auf die Kristallisation von ARTE
zu bewerten, wurde zusatzlich das Ldslichkeits- und Nukleationsverhalten von
ARTE in Gegenwart dieser untersucht. Auf der Basis der ermittelten der
Loslichkeits- und Uberléslichkeitskurvenverlaufe wird die Auslegung und
Durchfuhrung des Trennprozesses im Kap. 6.3 detailliert vorgestellt.

Identifizierung der auftretenden kristallinen Phasen von Artemisinin mittels
XRPD

Da Artemisinin, genauso wie rund ein Drittel weiterer organischer Verbindungen,
in der Lage ist, mehrere kristalline Formen, auszubilden (Chan et al. 1997;
Klayman et al. 1984; Leban et al. 1988), ist es zur Gewahrleistung einer effektiven
Wirkstoffdosierung erforderlich, die thermodynamisch stabile Form im kristallinen
Produkt zu gewinnen. In den vorlaufigen Untersuchungen wurde gezeigt, dass
Aufgrund des enantiotropen Phasenverhaltens der beiden ARTE-Formen die
orthorhombische Form die unter Umgebungsbedingungen stabile Modifikation
von ARTE gegentiber der triklinen ist (Horosanskaia et al. 2014).

Basierend auf diesen Untersuchungsergebnissen, wurden die wahrend der
isothermen Ldslichkeitsmessungen im thermodynamischen Gleichgewicht
stehenden festen Phasen des ARTE bzgl. ihrer kristallinen Identitat mittels XRPD
analysiert. Die zugehdrigen Rontgenpulverdiffraktogramme, zusammen mit dem
des Ausgangsfeststoffs (Fa. Sigma Aldrich), sind in Abb. 6-4 den Strukturen der
orthorhombischen und triklinen Modifikation gegenubergestellt.
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Abb. 6-4:  Rontgenpulverdiffraktogramme der im  thermodynamischen Gleichgewicht
stehenden festen Phase von ARTE in Toluol/Ethanol-Lésungsmittelgemischen
(Ma%/Ma%): 100/0 (violett), 50/50 (orange), 30/70 (rot), 20/80 (blau) und 0/100
(grin). Die zwei unteren Diffraktogramme entsprechen jeweils der orthorhom-
bischen (CSD Strukturcode QNGHSU10) und triklinen (CSD Strukturcode
QNGHSUO01) Modifikation des ARTE, entnommen aus der internationalen
kristallographischen Datenbank (Cambridge Structural Database, CSD).

Die Diffraktogramme der kristallinen Phasen des ARTE, welche mit der jeweiligen
gesattigten Losung im thermodynamischen Gleichgewicht stehen, sind
untereinander gleich und mit der tieftemperaturstabilen orthorhombischen
Modifikation identisch. Dieses Analyseergebnis entspricht den Beobachtungen
aus den Untersuchungen zum polymorphen Phasenverhalten von ARTE
(Horosanskaia et al. 2014) und stellt die Gewinnung der stabilen Form von ARTE
in dem jeweiligen Prozesslosungsmittel sicher.

6.3 Aufreinigungsprozess: Auslegung, Durchfiihrung und Ergebnisse

Wie bereits im Kap. 6.2 erlautert, wurde das Losungsmittel mit der Zusammen-
setzung 20/80 Toluol/Ethanol fur die kristallisationsbasierte Aufreinigung von
ARTE aus der Syntheseldésung ausgewahlt. Die Abb. 6-5 zeigt den Ablauf der
geplanten geimpften Kuhlungskristallisation auf der Grundlage der Loslichkeits-
und Nukleationskurve des verunreinigten ARTE im 20/80 Toluol/Ethanol-
Losungsmittelgemisch.

Der Trennprozess wurde in zwei aufeinanderfolgenden Schritten geplant. Der
erste Schritt diente der Bereitstellung einer klaren bzgl. ARTE untersattigten
Arbeitsldsung mit der ARTE-Konzentration von 8,6 Ma%, welche etwa der in der
Originalsyntheseldésung entspricht. Dabei wurde zum eingedampften
Synthesegemisch entsprechende Masse des 20/80 Toluol/Ethanol-Lésungs-
mittelgemischs (Ma%/Ma%) hinzugefligt. Nach dem Uberfilhren dieser Ldsung
in den Kiristallisationsbehalter wurde der zweite Prozessschritt, welcher die
Kristallisation darstellte, durchgefihrt.
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Wie in Abb. 6-5 illustriert, wurde die im 20/80 Toluol/Ethanol-Losungsmittel-
gemisch vorliegende untersattigte und klare Ausgangslosung von 40°C auf 5°C
mit einer konstanten Rate von 6 K/h abgekuhlt. Um die selektive Kristallisation
von ARTE aus dem Rohgemisch zu initiieren, wurden, nach dem Uberschreiten
der Sattigungstemperatur von ca. 27°C, der Ubersattigten klaren Losung ca.
50 mg Impfkristalle des reinen ARTE bei der Temperatur von 21°C hinzugeftigt.
Die Impftemperatur wurde dabei so gewahlt, dass sie mind. 5°C unter der
Sattigungstemperatur und moglichst im ersten Drittel des metastabilen Bereichs
liegt.

Prozesslésungsmittel: 20/80 Toluol/Ethano Tewt Kihlung Beginn
Léslichkeitskurve, ARTE rein Tene  Kuhlung Ende
—a— Loslichkeitskurve, ARTE verunreinigt Timpfen Temperatur der Impfkristallzugabe
- o - Uberldslichkeitskurve, ARTE verunreinigt|| Ac Abreicherung von ARTE
20 TllEnd Tlmpfen TS‘:tart
l b
® I !
© 15- ! ¢ I
= | ’
= | !
5] T < |
Q ! ——T T . | ]AC
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Abb. 6-5:  Design des Kristallisationsprozesses von ARTE auf der Basis der Léslichkeitskurve
(durchgezogene Linien) und der Uberldslichkeitskurve (gestrichelte Linien) des
verunreinigten ARTE in Abhangigkeit von der Temperatur im 20/80 Toluol/Ethanol-
Lésungsmittelgemisch. Die schwarzen Pfeile illustrieren die Richtung der ARTE-
Konzentrationsanderung in der Losung.

Wahrend der weiteren Kuhlung fand das Wachstum der Impfkristalle statt. Nach
dem Erreichen der Endtemperatur von 5°C wurde die gewonnene Produkt-
suspension fur ca. 30 min bei derselben Temperatur nachgeruhrt. Um das
restliche Toluol sowie die anhaftende Mutterlauge zu entfernen, wurde das nach
der Fest/flissig-Phasentrennung (Uber Nutsche, Filterpapierporengrofie mit
0,6 um) gewonnene Kristallisat mit 250 ml kalten (< 5°C) Ethanol gewaschen, bei
40°C fir ca. 1 h getrocknet und anschlielend bzgl. der chemischen und
strukturellen Reinheit mittels HPLC und XRPD analysiert.

In Tabelle 6-1 sind die gewahlten kristallisationsspezifischen Betriebsparameter
zusammengefasst.

Tabelle 6-1: Kristallisationsspezifische Betriebsparameter fur die ARTE-Aufreinigung in 20/80
Toluol/Ethanol-Losungsmittelgemisch. Verwendete Indizes: Tstat und Tend die
Anfangs- und Endtemperatur des Kiihlvorgangs, Timpfen die Temperatur der
Impfkristallzugabe, Tsat die Sattigungstemperatur von ARTE in der LOsung, Cstart und
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cend die Anfangs- und Endkonzentrationen von ARTE, csat die Sattigungs-
konzentration von ARTE bei 5°C, Actp ist die thermodynamisch maximal mdgliche
Anderung der ARTE-Konzentration in der Lésung am Ende der Kiihlung.

CEnd = Csitt

N Cstart Tsatt N Acmp
Lésungsmittel Tstart Timpten Tena Kilhlrate (T =5°C)
ARTE ARTE ARTE
( ) ( ) (ARTE) ( )
Ma% °C °C °C °C K/h Ma% Ma%
20/80
8,9 40 27 21 5 6 5,0 3,9

Toluol/Ethanol

Wie in Abb. 6-5 skizziert, wirden bei der vorgestellten Prozessfihrung nach der
thermodynamisch maximal erzielbaren ARTE-Abreicherung von Actp von
3,9 Ma% ca. 5 Ma% ARTE am Prozessende in der Mutterlauge geldst bleiben.
Diese Abreicherung entspricht nach Gl. 3.6.3.4 einer Gesamtproduktausbeute n
von 43,8%. Mdglichkeiten zur Erhéhung der Gesamtproduktausbeute von ARTE
werden im Anschluss an die Kuhlungskristallisation diskutiert.

Durchfiihrung der geimpften Kiihlungskristallisation im 20/80 Toluol/
Ethanol-L6ésungsmittelgemisch

Im ersten Prozessschritt wurde eine untersattigte klare Ausgangslosung aus
9,74 g Syntheseprodukt (Feststoff) und 70 g des 20/80 Toluol/Ethanol-Lésungs-
mittelgemischs hergestellt. AnschlieBend wurde die Arbeitslosung, wie der
Versuchsaufbau in Abb. 6-6 zeigt, in den vorgesehenen Kristallisationsbehalter
uberfuhrt und auf die geplante Starttemperatur von 40°C erwarmt. Zur genauen
Bestimmung der Anfangskonzentration von ARTE wurde eine Probe der
Arbeitslosung mit der Spritze Uber einen PTFE-Aufsatzfilter (Porengrofle
0,45 um) entnommen wund mittels HPLC analysiert. Die gemessene
Startkonzentration von ARTE betrug 8,87 Ma%.
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Abb. 6-6:  Fotographische Aufnahme (links) und schematischer Aufbau (rechts) der Batch-
Kristallisationsapparatur: 100ml Glasgefal mit einem Kihimantel ausgestatten mit
einem Propellerrihrer.

Wie die fotographische Aufnahme und das Schema des Versuchsaufbaus in
Abb. 6-6 zeigen, wurde der Kristallisationsprozess in einem 100 ml Glasbehalter
mit einem Kihlmantel durchgeflihrt. Ein Stativrihrwerk (Propellerriihrer) wurde
fur die Durchmischung der Arbeitslésung verwendet. Die Temperatur der
Arbeitsldsung wurde Uber ein Pt-100 Widerstandsthermometer (0,1°C
Auflésung), verbunden mit einem Thermostat (Lauda Proline RP845), geregelt.
Zur kontinuierlichen Verfolgung des Kristallisationsfortschritts von ARTE wurde
der Kristallisationsbehélter mit einer ATR-FTIR-Inlinesonde zur Uberwachung
der ARTE-Konzentration in der flissigen Phase sowie einer FBRM-Inlinesonde
zur Beobachtung der Keimbildung und des Kristallwachstums ausgestattet.
Offline-HPLC diente als unabhangige Referenzmethode zur Bestimmung des
ARTE-Gehalts in der Losung.

Auf dem Diagramm in Abb. 6-7 sind die wahrend des Trennprozesses
aufgezeichneten Signale der ATR-FTIR- (grine Linie) sowie FBRM-Sonde
(schwarze Linien) zusammen mit den HPLC-Messergebnissen (griine Kreise)
und Systemtemperatur (rote Linie) graphisch dargestellt.
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—— Temperatur der Arbeitslosung
® ARTE-Gehalt in Arbeitslésung, Offline-Messung mittels HPLC
— Konzentrationsverlauf von ARTE, Inline-Aufzeichnung mittels ATR-FTIR-Sonde
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Abb. 6-7:  Kontinuierliche Verfolgung des Kristallisationsprozesses von ARTE wahrend des
Abkuhlvorgangs der angeimpften Arbeitslésung.

Zu Prozessbeginn bei 40°C wurden mittels FBRM-Sonde keine Teilchen
detektiert und mittels Infrarotsonde ein konstantes Signal fir den ARTE-Gehalt
in der Losung gemessen. Dieser ARTE-Gehalt zeigte mit kleinen Abweichungen
eine gute Ubereinstimmung zu den HPLC-Messwerten. Wahrend der Abkihlung
der Losung auf 21°C, kurz vor der Impfkristallzugabe, wurden mittels beider
Analysemethoden, Offline-HPLC und Inline-ATR-FTIR-Spektroskopie nahezu
unveranderte Werte der ARTE-Konzentration in der flissigen Phase gemessen.
Dennoch wurde bei einer Temperatur von 32°C, 5°C uber der zuvor ermittelten
Sattigungstemperatur von ARTE (27°C), ein Kristallschauer beobachtet. Parallel
dazu wurde mittels FBRM-Sonde ein stetiger Anstieg der Teilchenanzahl der
Grolle 50-150 um aufgezeichnet (Abb. 6-7). Die leuchtend gelbe Farbung der
Syntheselosung erschwerte die visuelle Identifizierung der gebildeten Kristalle
als weil3e Nadeln des ARTE.

Unter der Berucksichtigung der zuvor ermittelten Loslichkeitskurve von ARTE
(Abb. 6-5, blaue Linie) sowie des mittels ATR-FTIR-Sonde erfassten
Konzentrationsverlaufs von ARTE in der flissigen Phase konnte eine primare
Keimbildung von ARTE bei dieser Temperatur in der vorliegenden Ldsung
ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund wurden trotz der bereits
vorliegenden Suspension die Impfkristalle des reinen ARTE (Partikelgrofie 60 -
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90 um) bei 21°C dem System hinzugefugt. Innerhalb weniger Sekunden erfasste
die FBRM-Sonde einen sprunghaften Anstieg in der Teilchenanzahl der Grolde
50 -150 uym. Im weiteren zeitlichen und Kuhlungsverlauf nahm die Anzahl der
Teilchen dieser und der GroRe 150 — 300 um zu, was auf das Wachstum der
ARTE-Impfkristalle hinwies. Die mittels Infrarotsonde aufgezeichnete stetige
Abnahme der ARTE-Konzentration in der Lésung sowie die HPLC-Ergebnisse
bestatigten den Ubergang von ARTE wahrend des Kristallisationsversuchs aus
der geldsten in die kristalline Form.

Am Ende des Trennprozesses lagen ca. 5 Ma% (HPLC) ARTE in der abfiltrierten
Mutterlauge vor. Dieser Wert entspricht der zuvor ermittelten
Sattigungskonzentration von ARTE im 20/80 Toluol/Ethanol-Lésungsmittel-
gemisch bei 5°C und weist darauf hin, dass die thermodynamisch maximal
mogliche ARTE-Abreicherung in der Losung erzielt wurde.

Bewertung des kristallinen Produkts

In den nachfolgenden Abbildungen (Abb. 6-8 und 6-10) sind fotographische und
mikroskopische Aufnahmen sowie die Ergebnisse der strukturellen und
chemischen Reinheitsanalyse des gewonnenen Kristallisats vorgestellt.

Photokatalysator DCA, Ref.

ARTE orthornombische ModJ,l Ref.

5 !'15""20""25
2Thetain °

rel. Intensitat

ﬂtj J ‘\ kristallines Produkt h

Abb. 6-8:  Fotographische und mikroskopische Aufnahme des Kristallisats (oben) sowie
Roéntgenpulverdiffraktogramme des kristallinen Produkts, der Referenzprobe des
reinen ARTE (orthorhombische Modifikation) und des Photokatalysators DCA
(unten).

Die fotographische Aufnahme des Filterkuchens und Filtrats (Abb. 6-8 (oben))
zeigt, dass beide Phasen gleichmaRig gelb gefarbt sind. In der mikroskopischen
Aufnahme des Kristallisats kdnnen die weil3en Nadeln des kristallinen ARTE von
den gelben Nadeln des Photokatalysators DCA deutlich unterschieden werden.
In dem von dem Kristallisat aufgenommenen Rontgenpulverdiffraktogramm
(Abb. 6-8, unten, violette Linie) sind einerseits die Reflexe der bei
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Umgebungstemperatur stabilen orthorhombischen Modifikation von ARTE,
andererseits zwei Reflexe sehr geringer Intensitat bei 2Theta 10,3° und 11,1° zu
erkennen. Letztere konnen anhand der Referenzprobe zweifelsfrei dem
Photokatalysator DCA zugeordnet werden. Wie aus der mikroskopischen
Aufnahme ersichtlich war, bestatigte die Rontgenanalyse, dass das DCA nicht in
Form von Mutterlaugenresten am Kristallisat anhaftet, sondern als
Kristallgemisch mit ARTE im Produkt vorliegt. Der wahrend des
Kristallisationsprozesses bei 32°C beobachtete Kristallschauer liel3 somit auf die
Primarkeimbildung von DCA schlieBen. Der daraufhin ermittelte
Laslichkeitskurvenverlauf von DCA im Prozessldsungsmittel (Abb. 6-9) hat diese
Annahme bestatigt.

20
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Abb. 6-9:  Konzentrationsverlauf der gelésten Komponente (ARTE (oben) und DCA (unten)) in
der Arbeitsldsung wahrend des Trennprozesses auf der Basis der Loéslichkeits-
kurven. Punkte: Messwerte; durchgezogene Linien: skizzierte Trajektorien:
gestrichelte senkrechte Linien kennzeichnen: Tstrt die Anfangstemperatur des
Kihlvorgangs, Timpten die Temperatur der Impfkristallzugabe sowie die Temperatur
der spontanen Keimbildung von DCA.

Wie Abb.6-9 zeigt, befand sich das DCA, aufgrund der hohen
Anfangskonzentration von 0,049 Ma% in der Arbeitslosung, bereits nach etwa
2 K Abkuhlung im Ubersattigen Bereich. Die weitere Temperatursenkung Ioste
die Nukleation von DCA bei 32°C, 5 K uber dem geplanten ARTE-Impfvorgang,
aus.

Wie das vom Produktfeststoff aufgenommene HPLC-Chromatogramm in Abb. 6-
10 zeigt, wirkte sich die spontane Keimbildung von DCA negativ auf die ARTE-
Reinheit aus. Neben dem ARTE-Peak bei 7,2 min, ist auch das DCA anhand
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seines Hauptpeaks bei 10,3 min in dem Chromatogramm des kristallinen
Produkts zu erkennen.

ARTE ‘ DCA

— \‘ kristalliner Produkt
Hy)
‘n
s ARTE, Ref.
2 _ i i
— DCA, Ref.
g

Syntheselésung

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Retentionszeit in min

Abb. 6-10: HPLC-Chromatogramme des Produkts (violett), des reinen ARTE (griin), des
Photokatalysators DCA (gelb) sowie der Synthesel6sung (rot).

Um neben anderen Bestandteilen auch das Toluol in dem kristallinen Produkt zu
quantifizieren, wurde fur die Herstellung der HPLC-Probe reines Acetonitril als
Laufmittel der HPLC verwendet. Aus dem Chromatogramm geht hervor, dass das
gewonnene Kiristallisat frei von Toluol und anderen in der Synthesel6sung
anfanglich vorliegenden Verunreinigungen ist.

In Tabelle 6-2 sind die quantitativen Ergebnisse des durchgefihrten Trenn-
prozesses zusammengefasst.

Tabelle 6-2: Ergebnisse der Kiihlungskristallisation von ARTE aus der Syntheseldsung in einem
20/80 Toluol/Ethanol-Lésungsmittelgemisch.

Prozessstart Prozessende
Parameter Menge Menge
Syntheselésung 79,74 g
20/80 Toluol/Ethanol Lésungsmittelgemisch 70g
Synthesegemisch 9,74 g
Gesamtfeststoffgehalt 12,21 Ma%
ARTE-Gehalt 7,08 g/ 8,87 Ma%
DCA-Gehalt 0,049 Ma%
Kristallisat 3,109
ARTE-Reinheit (HPLC-Messwert) 98,8 % /3,069
DCA-Gehalt (HPLC-Messwert) 1,2 %
ARTE-Ausbeute 43,2 %* (98 %)*

# Gesamtproduktausbeute n: m(ARTE im Produkt) / m(ARTE im Synthesegemisch) * 100%
* Anteil der thermodynamisch maximal mdglichen Ausbeute nto

Der vorgestellte Trennprozess ermdglichte die Aufreinigung von ARTE von
anfanglichen 69% in der Syntheseldsung auf 98,8% im kristallinen Produkt mit
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einer Gesamtproduktausbeute von 43,2%. Alle Verunreinigung des ARTE
wurden, bis auf 1,2% von DCA, in einem Trennschritt entfernt. Unabhangig davon
entsprechen die erzielte Produktqualitat und -quantitat nicht dem optimalen
Ergebnis. In diesem Zusammengang wurde nach Moglichkeiten gesucht, die
Reinheit und die Gesamtproduktausbeute von ARTE zu erhéhen. Die Ergebnisse
der durchgeflhrten Untersuchungen werden im Folgenden vorgestellt.

Untersuchungen zur Erhé6hung der ARTE-Ausbeute

Mit der beschriebenen Kuhlprozedur (von 40°C auf 5°C) konnten 43,2% des in
der Synthesel6sung zu Prozessbeginn vorliegenden ARTE gewonnen werden.
Da dieser Wert annahernd der thermodynamisch maximal moglichen Ausbeute
entspricht, wurde flr die Ausbeuteerhéhung bei gleichen Startbedingungen in der
1. Option die Endtemperatur des Kihlvorgangs auf -10°C herabgesetzt und in
der 2. Option Ethanol als Antisolvent dem System am Ende der Kihlung bei 5°C
entsprechend der Endzusammensetzung des Ldsungsmittels von 10/90
Toluol/Ethanol hinzugefugt. Die hiermit erzielten Ergebnisse sind in Tabelle 6-3
der nach dem ersten Trennprozess erreichten Produktausbeute und Reinheit
gegenubergestellt.

Tabelle 6-3: Ergebnisse der Untersuchungen zur Erhéhung der Gesamtproduktausbeute von

ARTE.
Vorgehensweise ARTE ARTE DCA
Ausbeute Reinheit Gehalt
in % in % in %
Kiihlung von 40°C bis 5°C 43,2 98,8 1,2
1. Kiihlung von 40°C bis -10°C 62,8 98,7 1,2
2. Antisolventzugabe 10/90 Toluol/Ethanol 73,8 93,2 6,8

Wie die Tabelle 6-3 zeigt, brachte die Unterkihlung der Arbeitsldsung um weitere
15 K bei gleichgebliebener ARTE-Reinheit von 98,7% eine Erhohung der
Gesamtproduktausbeute auf 62,8%. Die Veranderung der Zusammensetzung
des Prozesslosungsmittels auf 10/90 Toluol/Ethanol zum hdéheren
Antisolventanteil ermoglichte zwar eine deutliche Steigerung der Ausbeute (auf
ca. 74%), fuhrte aber zur Verschlechterung der ARTE-Reinheit, wobei der DCA-
Gehalt im Kristallisat um etwa das 6-fache angestiegen ist. Die Ethanol-Zugabe
fuhrte offensichtlich zur Herabsetzung der Loslichkeit von DCA und zum Anstieg
seines Gehalts im Produktfeststoff.

Untersuchungen zur weiteren Erh6hung der ARTE-Reinheit

Wie in Tabelle 6-3 zusammengefasst, verbleibt bei jeder der vorgestellten
Prozessfluhrungsstrategie das DCA als einzige Verunreinigung im Produkt-
feststoff und beeintrachtigt die Reinheit von ARTE.

~ 87 ~



Kapitel 6: Aufreinigung von Artemisinin aus der Produktlésung der organischen Synthese

Hinsichtlich der Qualitatsanforderungen an ARTE als Ausgangsmaterial zur
Herstellung von Praparaten gegen Malaria (> 97%, (WHO 2015)) wirde die
erzielte Reinheit von 98,8% bereits ausreichen. Nach derselben Richtlinie darf
jedoch der Gehalt der Einzelverunreinigung die 0,5% - Marke nicht Uber-
schreiten. Dementsprechend und aufgrund der hohen Toxizitat von DCA wurden
folgende drei Verfahrensoptimierungen untersucht, um die Reinheit von ARTE
auf mind. 99,5% anzuheben:

I.  Weitere Aufreinigung des nach der Kuhlungskristallisation gewonnenen
Rohprodukts in einem nachgeschalteten Downstream-Prozess.

II. Entfernung von DCA in einem vorgeschalteten Trennprozess aus der
Originalsyntheselésung und anschlieRende Kihlungskristallisation von
ARTE aus dem DCA-freien Synthesegemisch.

lll. Auslegung einer neuen Kuhlungskristallisation fir ARTE unter Verwendung
eines anderen Prozesslosungsmittels, in dem DCA gut l6slich ist und
wahrend des gesamten Trennprozesses moglichst untersattigt bleibt.

Im Folgenden wird auf die Durchfihrung und Ergebnisse der jeweiligen Strategie
im Einzelnen eingegangen.

I. Aufreinigung von Produktfeststoff im Downstream-Prozess

Da die 3,1 g des gewonnenen Produktfeststoffs lediglich 1,2% DCA beinhalten,
wurde nach einem Ldésungsmittel fir den Downstream-Prozess gesucht, in
welchem ARTE sehr gute und das DCA dagegen sehr schlechte L&slichkeit
aufweist. Hiermit wirde ARTE in der flissigen und das DCA in der festen Phase
angereichert werden.

Aus Ergebnissen der Loslichkeitsuntersuchungen von ARTE (Abb. 6-2) folgte,
dass Acetonitril, in welchem bereits bei 5°C uber 15 Ma% ARTE I6slich sind, ein
geeigneter Losungsmittelkandidat fir den Downstream-Prozess ist. Die ermittel-
ten Loslichkeitswerte von DCA in Acetonitril haben die Wahl bekraftigt. Wie
Abb. 6-11 (unten) zeigt, kdnnen lediglich 0,015 Ma% bei 5°C und 0,028 Ma% bei
30°C von DCA in Acetonitril gelost werden.
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Abb. 6-11: Skizze des Downstream-Prozesses auf der Basis der Loslichkeitskurven von ARTE
(oben) und DCA (unten) in Acetonitril. Punkte: Messwerte; durchgezogene / gestri-
chelte Linien: skizzierte Trajektorien.

Unter Berlcksichtigung der ermittelten L&slichkeitskurven wurde folgender
Prozess durchgefuhrt: Zu 3,1 g Produktfeststoff wurden bei konstanten 20°C 20 g
Acetonitril im Glasgefald unter RUhren hinzugefigt. Die dafir bendtigte
Losungsmittelmenge ist so gewahlt, dass ARTE mit der Konzentration von
13,2 Ma% untersattigt und DCA mit 0,17 Ma% in derselben Lésung deutlich
Ubersattigt vorliegt (siehe Abb. 6-11). Diese Losung wurde anschlieRend fur
weitere 30 min. bei konstanten 20°C nachgeruthrt und tber eine Nutsche filtriert.
In der fotographischen Aufnahme in Abb. 6-12 (links) sind gelbe nadelférmige
DCA-Kristalle auf dem weilden Filterpapier zu sehen. Somit kdnnte das aus der
Lésung zuriuckgewonnene DCA z. B. fur die nachste photokatalytische ARTE-
Synthese direkt eingesetzt werden.

Abb. 6-12: Fotographische  Aufnahmen links- gelbe nadelférmige Kristalle des
zuriickgewonnenen reinen DCA auf dem weilen Filterpapier; rechts- das kristalline
Produkt: weilRe Bereiche - reines ARTE, gelbe Bereiche - ARTE mit DCA verunrei-
nigt. Beide Feststoffe erhalten im Downstream-Prozess.

~89 ~



Kapitel 6: Aufreinigung von Artemisinin aus der Produktlésung der organischen Synthese

Nach dem Eindampfen von Acetonitril aus dem mit ARTE angereicherten Filtrat
wurde 99,95% reines ARTE in kristalliner Form zurickzugewonnen.

Der erzielte Reinheitsgrad von ARTE spricht zunachst flr den Erfolg des vor-
gestellten Downstream-Prozesses. Jedoch zeigt die fotographische Aufnahme
des Produktfeststoffs in Abb. 6-12 (rechts), dass neben weiRem ARTE-Pulver
auch gelbe DCA-haltige Bereiche zu erkennen sind. Das DCA ist sogar bei dem
geringen Gehalt von 0,05% im Kristallisat mit bloRem Auge erkennbar. Die
beobachtete Farbstoffintensitdt von DCA unterstreicht den hartnackigen
Charakter dieser Verunreinigung und die Notwendigkeit eines vorgeschalteten
Trennprozesses fur DCA.

Il. Entfernung von DCA aus der Originalsynthesel6sung im vorgeschalteten
Prozess und anschlieBender Kiihlungskristallisation von ARTE

Da ARTE in einem kontinuierlichen Durchflussreaktor hergestellt wird (Kopetzki
et al. 2013), ware ein ebenfalls kontinuierlich betriebenes Trennverfahren zur
Entfernung von DCA aus der Produktlosung im direkten Anschluss an die
Synthese von Vorteil.

Zur Isolierung eines Zielmolekuls aus einer ahnlichen Syntheselésung wurde das
Verfahren der Kkontinuierlichen Gegenstrom-Flissigchromatographie (sog.
Simulated Moving Bed (Abk. SMB) Chromatographie) in einer Direktkopplung an
die kontinuierliche Synthese erfolgreich eingesetzt (O'Brien et al. 2012). In einer
weiteren Arbeit wurde demonstriert, dass mittels Kombination von
kontinuierlichen SMB-Chromatographie und selektiver Kristallisation die
Enantiomere des racemischen Bicalutamids sehr produktiv getrennt werden
konnen (Kaemmerer et al. 2011). Da beide Forschungsarbeiten aus eigener
Arbeitsgruppe entstanden sind, bot sich die Untersuchung zur Aufreinigung von
ARTE mittels Verfahrenskopplung von SMB-Chromatographie und Kristallisation
in einem Kooperationsprojekt innerhalb der Arbeitsgruppe an.

Auf der Grundlage des gemessenen chromatographischen Elutionsprofils der
ARTE-haltigen Synthesemischung auf einer praparativen Saule (Abb. 6-13)
wurde von (Horvath 2017) die sog. ,,Center-Cut‘-Methode unter Verwendung von
vier hintereinandergeschalteten chromatographischen Saulen umgesetzt. Daflr
wurde die mobile Phase (96/4 Toluol/Ethylacetat (Vol.%/Vol.%)) so gewahlt, dass
die Syntheseldsung in Toluol aus dem Reaktorausgang kommend, lediglich nach
der Einstellung der erforderlichen Feststoffkonzentration in die SMB-Anlage zur
DCA-Trennung kontinuierlich eingespeist werden konnte.
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Dreizonen-SMB mit offenem Kreislauf Regenerations- und Equilibrierungszone
Stationédre Phase: Kieselgel Stationére Phase: Kieselgel
Mobile Phase: 96/4 Toluol/Ethylacetat Mobile Phase: reines Ethanol
|
Fraktion 1. Fraktion 2. g Fraktion 3.
10-15% des Feeds 68-70 % des Feeds 5 15-20% des Feeds
@
schwach ARTE E stark gebundene
gebundene 2 Verunreinigungen,
Verunreinigungen, £ u.a DHAA
u.a DCA 2y :
c |
= |
) (|
He) f |
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) \/ |
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Abb. 6-13: Prinzip einer Dreizonen-SMB mit offenem Kreislauf und einer Regenerations- bzw.
Equilibrierungszone anhand des chromatographischen Elutionsprofils der
Syntheselésung (Horvath 2017).

Wie Abb. 6-13 zeigt, wurden die ersten drei Saulen in Form einer Dreizonen-SMB
mit offenem Kreislauf eingesetzt. Dabei wurde das Gemisch in zwei Fraktionen,
die erste mit DCA und die zweite mit ARTE angereichert, getrennt. Die mit den
restlichen Verunreinigungen (u. a. DHAA) beladene Saule wurde in der
Regenerationszone mit Ethanol freigespllt. Nach der anschlieRenden
Equilibrierung der Saule mit der mobilen Phase wurde die Saule fur die nachste
Beladung mit der Syntheseldsung in die Dreizonen-SMB geschaltet. Das Produkt
der kontinuierlich betriebenen Saulenchromatographie war die nach mehreren
Durchlaufen aufgesammelte flliissige Fraktion 2 (Abb. 6-13), eine ca. 1 Ma%-ige
Ldsung mit 92% ARTE im 96/4 Toluol/Ethylacetat-Losungsmittelgemisch gelost.
Das zugehdrige HPLC-Chromatogramm ist in Abb. 6-14 gezeigt.

ARTE ||| Toluol

\‘ L/ DCA

\ Produktldsung aus SMB

f\ ARTE, Ref.

DCA, Ref.

rel. Intensitat

Syntheseldsung

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Retentionszeit in min

Abb. 6-14: HPLC-Chromatogramme der Produktlésung aus der SMB (violett), des reinen ARTE
(griin), des Photokatalysators DCA (gelb) sowie der Syntheselésung (rot).
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Bei Betrachtung des DCA-Hauptpeaks bei 10,3 min und nach quantitativer
Auswertung ist ersichtlich, dass der DCA-Gehalt von anfanglichen 0,049% auf
0,0008 Ma% deutlich reduziert werden konnte.

Aus dieser SMB-vorgereinigten Losung erfolgte dann die Kihlungskristallisation
zur Gewinnung von ARTE. Zum Einstellen der daflir notwendigen Ausgangs-
konzentration von ARTE (ca. 11,88 Ma%, etwas hdher als im ersten Kristallisa-
tionsprozess) wurde das uberschussige Losungsmittel eingedampft und nach
Zugabe von Ethanol das Lodsungsmittelverhaltnis von 20% (96/4 Toluol/
Ethylacetat) und 80% Ethanol (wie im ersten Kristallisationsprozess) eingestellt.
Die Anwesenheit von ca. 0,008% Ethylacetat im Prozesslosungsmittel zeigte
keine Auswirkungen auf die Sattigungskonzentration von ARTE. Aufgrund seiner
geringen Konzentration von 0,0008 Ma% in der Arbeitslosung ist DCA wahrend
des gesamten Prozesses deutlich untersattigt und sollte in der Losung
verbleiben.

Die Ergebnisse der Aufreinigung von ARTE aus der Kopplung von SMB-
Chromatographie und Kristallisation sind in Tabelle 6-4 zusammengefasst.

Tabelle 6-4: Ergebnisse der Aufreinigung von ARTE nach der Kopplung von zwei Trennverfahren
SMB-Chromatographie und Kristallisation.

Trennverfahren ARTE ARTE
Reinheit in % Ausbeute in %
1. Prozessschritt SMB Chromatographie 92,0 99,0
2. Prozessschritt Kristallisation 99,9 62,1
Gesamtausbeute Uber beide Prozesse 61,5

Unter Einsatz von SMB-Chromatographie wurde die Konzentration von DCA, der
Hauptverunreinigung von ARTE in der Syntheseldsung, optimal reduziert, was
die Gewinnung von 99,9% reinem ARTE (weil3e nadelférmige Kristalle) in der
darauffolgenden Kristallisation ermdglichte. Die im zweiten Prozessschritt mittels
Klhlungskristallisation erzielte hohere Ausbeute von 62,1% als mittels erster
Kuhlungskristallisation (43,2%) hangt mit der hoheren ARTE-Ausgangs-
konzentration zusammen.

lll. Durchfiihrung der geimpften Kiihlungskristallisation in Toluol

Die Durchfuhrung der Kuhlungskristallisation in reinem Toluol als Prozess-
|I6sungsmittel ermoglicht die Aufreinigung von ARTE im unmittelbaren Anschluss
an die kontinuierliche Synthese.

Im Vorfeld der Prozessplanung wurde der Ldslichkeits- und Nukleations-
kurvenverlauf von ARTE in Toluol in Anwesenheit von Verunreinigungen
ermittelt. Um sicher zu gehen, dass das in der Syntheselésung vorliegende DCA
die Kristallisation von ARTE nicht beeintrachtigt, wurde die Loslichkeit von DCA
in Toluol ebenfalls gemessen (Abb.6-15). Auf der Grundlage dieser
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Messergebnisse wurde die geimpfte Kihlungskristallisation von ARTE in reinem
Toluol nach analogem Prozessablauf wie im 20/80 Toluol/Ethanol-Losungs-
mittelgemisch in zwei Schritten durchgefthrt.

Da die Léslichkeit von ARTE in reinem Toluol deutlich hdher ist als im 20/80
Toluol/Ethanol-Lésungsmittelgemisch (Abb. 6-15), wurde im ersten Prozess-
schritt das Uberschissige Toluol aus der Originalsyntheselésung mit einem
Gesamtfeststoffgehalt von 12,2 Ma% bzw. ARTE-Gehalt von 8,6 Ma% so weit
eingedampft, dass zu Beginn des Kiristallisationsschritts eine bzgl. ARTE
untersattigte Arbeitslosung mit ARTE-Gehalt von ca. 22,0 Ma% vorlag. Die
Durchfihrung der geimpften Kilhlungskristallisation ist in Abb. 6-15 auf der Basis
der Ldslichkeits- und Uberloslichkeitskurve von ARTE in Toluol dargestellt. Die
far den Aufreinigungsprozess von ARTE verwendeten
kristallisationsspezifischen Betriebsparameter sind in Tabelle 6-5 zusammen-
gefasst.

Tsa  Kihlung Beginn
Laslichkeitskurve, ARTE rein Teng  Kiihlung Ende
—e— Loslichkeitskurve, ARTE verunreinigt Timpren Temperatur der Impfkristalizugabe
- -0 - Uberléslichkeitskurve, ARTE verunreinigl] | Ac Abreicherung von ARTE
Teng Timgfen Tstan
30 : :
Zielkomgonente ARTE ) [
4 | - |
—%— ARTE Konzentrationsverlauf |
25 I o= Y
32 | e —
Y ] T * X
E 20 | o °gnen //, e 1
— | ,‘ O\UO“ /./ o~ I
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© o) —
= I e 1| Ac
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Abb. 6-15: Konzentrationsverlauf der gelésten Komponente ARTE (oben) und DCA (unten) in
der Arbeitsldsung wahrend des Trennprozesses auf der Basis der Ldslichkeits-
kurven. Punkte: Messwerte; durchgezogene Linien: skizzierte Trajektorien:
gestrichelte senkrechte Linien kennzeichnen: Tstt und Tens die Anfangs- und
Endtemperatur des Kihlvorgangs, Timpten die Temperatur der Impfkristallzugabe.
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Das Einengen der Originalsyntheselosung fuhrte auch zur Aufkonzentrierung
aller darin enthaltenen Verunreinigungen, u. a. der Hauptverunreinigung DCA bis
zu einer Konzentration von ca. 0,12 Ma%. Jedoch, wie in Abb. 6-15 (unten)
gezeigt, ist das DCA (analog zu ARTE) in reinem Toluol deutlich besser I6slich
als in Ethanol-haltigen Lésungsmittelgemischen und verbleibt oberhalb 8°C in der
Arbeitslésung untersattigt.

Tabelle 6-5: Kristallisationsspezifische Betriebsparameter fiir die ARTE-Aufreinigung in Toluol.
Verwendete Indizes: Tstrt und Tend die Anfangs- und Endtemperatur des Kihl-
vorgangs, Timpten die Temperatur der Impfkristallzugabe, Tsat die Sattigungs-
temperatur von ARTE in der LOsung, Cstat und cens die Anfangs- und End-
konzentrationen von ARTE, csat die Sattigungskonzentration von ARTE bei 5°C,
Actp ist die thermodynamisch maximal mégliche Anderung der ARTE-Konzentration
in der Lésung am Ende der Kihlung.

c T Cend = Csitt Ac
. Start Satt . TD
Losungsmittel Tstart Timpfen Tena Kiihlrate (T =5°C)
ARTE ARTE ARTE
( ) ( ) (ARTE) ( )
Ma% °C °C °C °C K/h Ma% Ma%
Toluol 22,0 40 34 29 5 6 10,8 11,2

Wahrend der Kihlung der Arbeitslésung von 40°C auf 5°C wurden bei 29°C der
bzgl. ARTE Ubersattigten klaren Lésung die ARTE-Impfkristalle hinzugeflgt
(Abb. 6-15). Am Ende der Kuhlung wurde die Produktsuspension flr weitere
30 min bei 5°C nachgeruhrt. Um das restliche Toluol aus dem Kristallisat zu
entfernen, wurde der Filterkuchen mit kaltem Ethanol gespult und nach dem
Trocknen bei 40°C fur ca. 1h auf die ARTE-Reinheit und Ausbeute Uberpruft.
Die Ergebnisse der qualitativen Bewertung des gewonnenen Kkristallinen
Produkts sind in Abb. 6-16 anhand des HPLC-Chromatogramms sowie der
fotografischen und mikroskopischen Aufnahme dargestellt.

ARTE
N kristallines Produkt

T
2 /\ ARTE, Ref.
E
— DCA, Ref.
) 1

//Ju Syntheseldsung

4 5 6 - 8 9 10 11 12 13 14

Retentionszeit in min

Abb. 6-16: HPLC-Chromatogramme (links) des kristallinen Produkts (violett), des reinen ARTE
(grin), des Photokatalysators DCA (gelb) sowie der Syntheseldésung (rot).
Fotographische und mikroskopische Aufnahmen des kristallinen Produkts (rechts).
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Die fotographische und mikroskopische Aufnahme des Filterkuchens bzw. der
Kristalle in Abb. 6-16 zeigen den gewulnschten weilen Produktfeststoff. Mittels
HPLC wurde die Reinheit des gewonnenen Kristallisats auf Uber 99,9% ARTE-
Gehalt bestimmt.

In Tabelle 6-6 ist eine Ubersicht Uber die quantitativen Ergebnisse des
Aufreinigungsprozesses von ARTE aus der Synthesel6sung in reinem Toluol
gegeben.

Tabelle 6-6: Ergebnisse der Kiihlungskristallisation von ARTE aus der Syntheseldsung in reinem

Toluol.
Prozessstart Prozessende
Parameter Menge Menge
Synthesel6sung 73,59
darin
Toluol 50 g
Synthesegemisch 23,59
Gesamtfeststoffgehalt 31,9 Ma%
ARTE-Gehalt 16,21 g/ 22,05 Ma%
DCA-Gehalt 0,12 Ma%
Kristallisat 8,15¢
ARTE-Reinheit (HPLC-Messwert) 999 %/8,15¢g
ARTE-Ausbeute 50,2 %* (99 %*)

# Gesamtproduktausbeute: m(ARTE im Produkt) / m(ARTE im Synthesegemisch) * 100%
* Anteil der thermodynamisch maximal méglichen Ausbeute nto

Es lasst sich ableiten, dass die Kuhlungskristallisation in reinem Toluol die
Isolierung von 99,9% reinem kristallinem ARTE in einem Trennschritt direkt aus
der Synthesel6sung ermoglicht. Aufgrund der hoheren Aufkonzentrierung der
Ausgangslosung bzgl. ARTE und der starkeren Temperaturabhangigkeit der
ARTE-Ldslichkeit konnte in reinem Toluol bei gleicher Kuhlprozedur nahezu die
dreifache Produktmasse (d. h. héhere Produktivitat) mit einer Ausbeute von Gber
50% im Vergleich zum 20/80 Toluol/Ethanol-Lésungsmittelgemisch gewonnen
werden. Auch hier ist die Verbesserung der Gesamtproduktausbeute z. B. Uber
die weitere Kuhlung der Arbeitsldsung noch mdglich. Aufgrund der in der
Mutterlauge am Prozessende enthaltenen betrachtlichen ARTE-Menge in Toluol
(etwa 8 ), konnte diese Losung in die nachste Kuhlungskristallisation
zurickgefuhrt werden. Da die Mutterlauge bzgl. der Verunreinigungen
angereichert ist, sollten dabei die mdglichen Auswirkungen der Zurtickfihrung
dieser auf die Produktreinheit Gberpruft werden.
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6.4 Diskussion der Ergebnisse

Mit dem Ziel, Artemisinin frei von Verunreinigungen in kristalliner Form
unmittelbar aus der Produktldsung der kontinuierlich betriebenen photo-
chemischen Reaktion zu gewinnen, wurde eine geimpfte Kihlungskristallisation
in dem 20/80 Toluol/Ethanol-Lésungsmittelgemisch ausgelegt und durchgefihrt.
Mit dem vorgestellten Prozess wurde ARTE mit einer Reinheit von 98,8% und
Ausbeute von 43,2% im kristallinen Produkt gewonnen. Als einzige
Verunreinigung lag der Photokatalysator DCA mit dem Gehalt 1,2% im
Endprodukt vor.

Davon ausgehend wurden Untersuchungen zur Erhéhung der Produktausbeute
uber Herabsetzung der Endtemperatur der Kuhlung bzw. Erhohung des
Antisolventanteils im Prozesslosungsmittel durchgefuhrt. Insbesondere mit
letzterem konnte eine deutliche Steigerung der ARTE-Ausbeute auf 73% erzielt
werden. Jedoch haben diese Untersuchungen bestatigt, dass der Photo-
katalysator DCA die Hauptverunreinigung im ARTE darstellt. Darauffolgend
wurden Moglichkeiten zur DCA-Eliminierung und damit zur Erhéhung der ARTE-
Reinheit im Kristallisat untersucht.

In der Option wurde das mittels Kuhlungskristallisation gewonnene 98,8% reine
ARTE-Kristallisat in einem nachgeschalteten Downstream-Prozess auf 99,95%
in Acetonitril-Lésung angereichert. Dabei blieb das Uber 99% reine DCA als
kristalliner Filterrickstand zurtick. Da 1g DCA (> 98% rein, Fa. TCI Chemicals)
ca. 51,00 EUR kostet, bietet sich zur Senkung der ARTE-Herstellkosten an, den
hiermit gewonnenen kristallinen Farbstoff und Katalysator in die ARTE-Synthese
zurtckzufuhren.

In der zweiten Option wurde die Kombination von Gegenstrom-FlUssig-
chromatographie und Kuhlungskristallisation zur Aufreinigung von ARTE aus der
Syntheselésung  untersucht. Dabei  wurde  mittels  kontinuierlicher
Chromatographie der Gehalt von DCA in der Originalsyntheselésung soweit
herabgesetzt, dass in der darauffolgenden Kristallisation ARTE mit einer Reinheit
von 99,9% hergestellt werden konnte. Die Resultate dieser Arbeiten sind in
(Horvath, Horosanskaia et al. 2015) veroffentlicht.

Der letzte Trennprozess stellte die geimpfte Kuhlungskristallisation von ARTE
aus reinem Toluol dar. Aufgrund der vergleichsweise hohen Loéslichkeit von DCA
in Toluol, blieb es wahrend der Kuhlungskristallisation von ARTE untersattigt und
verunreinigte das kristalline Produkt am Prozessende nicht. Somit konnte 99,9%
reines Artemisinin mit einer Ausbeute von Uber 50% in einem Trennschritt im
direkten Anschluss an die kontinuierliche Synthese gewonnen werden. Da die
mit der konzipierten Kuhlungskristallisation erzielte Gesamtproduktausbeute
durch den Verlauf der Artemisinin-Ldslichkeitskurve in Toluol begrenzt ist, kann
eine  Verbesserung dieser entweder Uber die Erhdhung der
Ausgangskonzentration der Zielkomponente in der Lésung und/oder das
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Herabsetzen der Endtemperatur des Kuhlvorgangs in zukulnftigen Arbeiten
untersucht werden.
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KAPITEL 7

Aufreinigung von Rutin aus dem Pflanzenextrakt der
Sophora japonica L.

Dieses Kapitel gibt eine detaillierte Ubersicht tber die durchgefiihrten
Untersuchungen zur kristallisationsbasierten Aufreinigung von Rutin aus dem
Trockenextrakt der in Vietham wachsenden Pflanze Sophora Japonica L. Wie
im Kap. 4 vorgestellt, wird die Extraktion von Rutin in einer Fabrik in Vietnam
als Batch-Verfahren unter Umgebungsbedingungen betrieben. Der Trenn-
prozess von Rutin soll so ausgelegt werden, dass dieser als sukzessiver Schritt
nach der Extraktion vor Ort in Vietham eingesetzt werden kann. Mit dem Ziel,
die Aufreinigung von Rutin aus dem Rohextrakt aus verfahrenstechnischer
Sicht mdglichst einfach, robust, aber auch kostenglinstig zu gestalten, sollte
neben der Batch-Kristallisation auch die Moglichkeit einer semikontinuierlichen
Betriebsweise mit periodischen Produktabzug und Rohlésungzufuhr untersucht
werden. Vor dem Hintergrund der Batch-Extraktion stand die Untersuchung
eines vollstandig kontinuierlichen Rutin-Aufreinigungsverfahren nicht im Fokus
dieser Arbeit.

Mit dem Ziel der Entwicklung einer kristallisationsbasierten Aufreinigung wurden
zunachst die grundlegenden Untersuchungen zum Loslichkeits- und Keim-
bildungsverhalten von Rutin in Methanol, Ethanol und 2-Propanol durchgefihrt.
Die Identifizierung und Charakterisierung der auftretenden Festphasen des
Rutins sowie die Bestimmung von Stabilitatsbereichen spielten bei der
Prozessauslegung eine entscheidende Rolle. Basierend darauf wurde ein
geeignetes Prozesslosungsmittel gewahlt und der Kristallisationsprozess
zunachst als Batch-Verfahren ausgefuhrt. Nach Optimierung der Prozess-
parameter, wie Anfangskonzentration und Uberséattigung von Rutin in der
Arbeitslosung, wurde der zunachst chargenweise durchgeflihrte Kristallisa-
tionsprozess auf die semikontinuierliche Betriebsweise erweitert sowie ein Up-
Scaling des Prozesses durchgeflhrt.

Das entwickelte Trennverfahren zur Aufreinigung von Rutin wurde patentiert
(Horosanskaia, Nguyen, Vu, Seidel-Morgenstern, Lorenz, “Method for purifying
Rutin”, VN 1-2016-01852) und der wesentliche Teil der hier vorgestellten
Ergebnisse publiziert (Horosanskaia et al. 2017).
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7.1  Charakterisierung des Trockenextrakts und Ableitung der Trenn-
aufgabe

Zur Aufreinigung von kristallinem Rutin aus dem pflanzlichen Trockenextrakt
wurde dieser zunachst bezuglich der Komponentenzusammensetzung sowie
des Rutingehalts mittels analytischer HPLC untersucht. Zur Identifizierung und
Quantifizierung kristalliner Extraktbestandteile wurde XRPD-Methode einge-
setzt.

Ergebnisse der HPLC Analyse
Ein vom Trockenextrakt aufgenommenes HPLC-Chromatogramm ist in Abb. 7-1
den Referenzproben Rutin und Quercetin gegenubergestellt.

Rutin, Ref.

Quercetin, Ref

rel. Intensitat

Rohextrakt

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Retentionszeit in min

Abb. 7-1:  Analytische HPLC-Chromatogramme des Rohextrakts, der Zielkomponente Rutin
und der Verunreinigung Quercetin.

Zwei Peaks, detektiert jeweils bei 3,4 min und 6,2 min, konnten anhand der
charakteristischen Elutionsprofile eindeutig der Zielkomponente Rutin sowie der
Verunreinigung Quercetin zugeordnet werden. Die restlichen im Chromato-
gramm des Trockenextrakts aufgezeichneten Peaks konnten aufgrund der
fehlenden Reinstoffreferenzen nicht identifiziert werden. Trotz der hohen Anzahl
dieser Peaks, d. h. weiterer Komponente, stellt das Rutin mit 81%-Anteil den
Hauptbestandteil des Rohextrakts dar.

Ergebnisse der XRPD Analyse

Seit Untersuchungen von (Perkin 1902) ist bekannt, dass das Rutintrihydrat
(Ru-3H20) die einzige unter Umgebungsbedingungen stabile kristalline Form
des Rutins darstellt und wasserfreies Rutin, aufgrund seiner extremen
Hygroskopizitat, aulerst schwer herzustellen ist. Dennoch war in der Literatur
keine Information zur Kristallstruktur des Ru-3H20 zu finden. Aus diesem Grund
wurde zunachst das Rontgenbeugungsmuster der kauflich erworbenen
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Referenzprobe des Ru-3H20-Pulvers mittels XRPD aufgenommen und
anschlieBend als Referenzdiffraktogramm flr eigene Festphasencharakteri-
sierung verwendet. Die vom Trockenextrakt sowie von Reinstoffen Rutintri-
hydrat und Quercetindihydrat aufgezeichneten Rontgenpulverdiffraktogramme
sind in Abb. 7-2 dargestellt.

Quercetindihydrat, Ref.

©
é Ru-3H,0, Ref.
= —L—L&._/L_MMW\/\__&,J\N___N
®
Rohextrakt

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
2Theta in ®

Abb. 7-2:  Rdntgenpulverdiffraktogramm des trockenen Rohextrakts (rote Linie) sowie der
Referenzprobe des Rutintrihydrats, Ru-3H20 (grine Linie) und des
Quercetindihydrats (gelbe Linie).

Wie zu sehen ist, stimmt das RoOntgenbeugungsmuster des trockenen
Rohextrakts mit dem des kristallinen Standards von Ru-3H20 nahezu
vollstandig uberein. Weitere mittels HPLC nachgewiesene Extraktbestandteile
(Abb. 7-1) konnten Uber XRPD nicht identifiziert werden. Das konnte entweder
am amorphen Zustand oder am geringen Gehalt dieser Komponenten im
Rohextrakt liegen.

Untersuchunq des Temperaturverhaltens des Ru-3H20 mittels TG-DSC
sowie temperaturaufqeléster XRPD

Zur genauen Quantifizierung des in der Referenzprobe des Ru-3H20
vorhandenen Kristallwassers wurde die TG-DSC-Analyse durchgefuhrt. In
Abb. 7-3 sind die mittels TG-DSC aufgezeichnete Warmestromanderung
(durchgezogene Linie) und der Massenverlust (gestrichelte Linie) der Probe in
Abhangigkeit von der Temperatur dargestellt. Wahrend des Probenaufheiz-
vorgangs von 20°C auf 200°C wurden zwei endotherme Peaks im Verlauf der
Warmestromkurve beobachtet. Der erste breite Peak, welcher ein
Peakmaximum bei 138°C aufwies, war begleitet mit einem kontinuierlichen
Massenverlust der analysierten Probe. Wahrend des zweiten endothermen
Peaks mit einem Peakmaximum von 180°C blieb die Probenmasse nahezu
unverandert. Hochstwahrscheinlich entspricht dieser Peak dem Schmelz-
vorgang des dehydratisierten Feststoffs. Die Masseabnahme der Probe
erfolgte, nach den eingezeichneten Tangentenanstiegen zu beurteilen, in zwei
aufeinanderfolgenden Stufen. Wahrend der ersten Stufe zwischen 21,7°C und
120°C verlor die Probe etwa 3% ihrer Ausgangsmasse. Dieser Masseverlust
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korreliert mit der Freisetzung eines im Ru-3H20 schwach gebundenen
Wassermolekuls. Die darauffolgende zweite Stufe mit steilerem anfanglichem
Tangentenanstieg endet bei etwa 178°C und entspricht dem Verlust von zwei
weiteren Wassermolekulen aus dem Ru-3H20-Gitter.

Temperaturin °C

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
0 4= \ ) A : " X X . 0.1
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=
= endo AH=9,97 kJ/mol m
E-151 L 319
£ @
= --- Masseabnahme 2
S 21  __ s L 413
= Waérmestrom 2
w
. :
:E -2.51 +-5.1 5
= =2
-3 L -6.1
3.5 F-7.1
-4 Ly S -8.1

Abb. 7-3:  Charakterisierung der Referenzprobe des Ru-3H20 mittels TG-DSC: Anderung
des Warmestroms (durchgezogene Linie) und Anderung der Probenmasse
(gestrichelte Linie) in Abhangigkeit von der steigenden Temperatur.

Insgesamt wurde ein Masseverlust von 8% gemessen. Der Wert korreliert mit
dem Verlust von drei Wassermolekulen pro Rutinmolekul, rechnerisch ermittelt
als 8,13%. Dementsprechend stellt die vorliegende Rutin-Referenzprobe
tatsachlich das kristalline Ru-3H20 mit dem in Abb. 7-2 gezeigten Rontgen-
beugungsmuster dar.

Parallel zur TG-DSC Messung wurde das Temperaturverhalten des Ru-3H20
mittels temperaturaufgeléster XRPD untersucht. In Abb. 7-4 sind die bei
verschiedener Temperatur von der Probe aufgenommenen Rontgenpulver-
diffraktogramme dargestelit.

Im Temperaturbereich zwischen 30°C auf 120°C, in welchem mittels TG-DSC
die erste Stufe der Masseabnahme gemessen wurde, wurde eine Veranderung
der Peak breiten und -hohen aller Rontgenreflexe sowie Verschmelzen (z. B.
bei 2Theta von zwischen 14° und 16°) bzw. Verschwinden kleinerer Rontgen-
reflexe (z. B. bei 2Theta von 17°) beobachtet.
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Abb. 7-4:  Charakterisierung der Referenzprobe des Ru-3H20 mittels temperaturaufgeloster
XRPD.

Weiteres Aufheizen der Probe bis auf 200°C flhrte zum vollstandigen
Schmelzen des Feststoffs. Da nach dem anschlielenden Abkuhlvorgang der
Probe von 200°C auf die Umgebungstemperatur eine optisch glasige,
plastifizierte Substanz auf dem XRPD-Probetrager vorlag, kann schlussfolgert
werden, dass die Dehydratisierung zur vollstdndigen Amorphisierung des
Feststoffs gefuhrt hat. Nach (Wieckhusen and Beckmann 2013) wurde eine
partielle oder vollstandige Amorphisierung bei einer Reihe organischer
Feststoffe als Resultat thermischer Desolvatisierung beobachtet. Demnach
entspricht der mittels TG-DSC gemessene zweite endotherme Peak bei 180°C
mit hoheren Wahrscheinlichkeit der Amorphisierung und nicht dem Schmelzen
der Probe.

Das hier beobachtete Temperaturverhalten von Ru-3H20 bestatigte das von
(Perkin 1902) publizierte Ergebnis, dass das wasserfreie Rutin in kristalliner
Form unter diesen Bedingungen nicht stabilisiert werden kann. Da im
Trockenextrakt Rutin als Trihydrat vorliegt, wurde der in ausreichender Menge
zur Verfugung stehende Ru-3H20-Reinstoff als Ausgangsfeststoff fur die
anstehenden Untersuchungen des Loslichkeits- und Keimbildungsverhaltens
von Rutin verwendet.

7.2 Wahl des Prozesslosungsmittels

Detaillierte Loslichkeitsunterdaten des wasserfreien Rutins in acht organischen
Lésungsmitteln wurden von (Zi et al. 2007) bereits publiziert. Dabei wurde die
geringste Loslichkeit von Rutin in Wasser mit 0,04 Ma% bei 40°C berichtet.
Dagegen wurden insbesondere Alkohole, darunter 2-Propanol (2,7 Ma% bei
40°C), Methanol (7,09 Ma% bei 40°C) und Ethanol (7,31 Ma% bei 40°C), als
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gute Losungsmittel fur wasserfreies Rutin bezeichnet. Basierend auf diese
Angaben und auf den nach (ICH 2016) in pharmazeutischen Produkten
zugelassenen hohen Restlosungsmittelgehalt von 3000 ppm Methanol sowie
von je 5000 ppm Ethanol und 2-Propanol, wurden drei Alkohole und Wasser flr
die Untersuchungen zur kristallisationsbasierten Aufreinigung von Rutin aus
dem Rohextrakt gewahlt.

Bestimmungq der Léslichkeit von Ru-3H>0 mittels polythermer Methode

Das Loslichkeits- und Rekristallisationsverhalten des zur Verfligung stehenden
Ru-3H20-Referenzfeststoffs in den drei Alkoholen wurde nach der im Kap. 5.1
beschriebenen polythermen Methode ermittelt. Wasser wurde ohne weitere
Untersuchungen als potentielles Antisolvent flr den zuklnftigen Trennprozess
berlcksichtigt. Die erhaltenen Messwerte sind in Abb. 7-5 im Konzentrations-
Temperatur-Diagramm aufgetragen. Da Ru-3H20 als Ausgangsphase fur die
Untersuchungen verwendet wurde, entsprechen die Loslichkeitswerte der sog.
scheinbaren Loslichkeit des Ru-3H20 im jeweiligen Losungsmittel.

12 4

10 -
] *

,/ Methanol
Ethanol
, AT, = 25K

b 4

2-Propanol

Rutin Trihydrat Gehalt in Ma%
\

o

2 0 0 10 2 30 40 50 60
Temperaturin °C

Abb. 7-5:  Kurven der scheinbaren Ldslichkeit (durchgezogene Linien) der Referenzprobe
des Ru-3H20 in Methanol (*), Ethanol (o) und 2-Propanol (A) sowie die
Uberléslichkeitskurve (gestrichelte Linie) von Rutinmethanolat in Methanol in
Abhangigkeit von der Temperatur. Kennzeichnung: ATmax in K die Breite des
metastabilen Bereichs von Rutinmethanolat in Methanol.

Wie die Abb. 7-5 zeigt, konnen bei 20°C etwa 4 Ma% Ru-3H20 in Methanol und
Ethanol (jeweils) gelost werden. Die zugehdrigen Kurven der scheinbaren
Loslichkeit weisen einen ahnlich steilen Anstieg mit zunehmender Temperatur
auf. In 2-Propanol 16st sich Ru-3H20 deutlich schlechter mit 0,3 Ma% bei 20°C
und 3 Ma% bei 55°C.

Wahrend des Abklhlvorgangs der vorliegenden klaren Rutin/Ethanol- bzw.
Rutin/2-Propanol-Lésungen bis -15°C trat keine Keimbildung auf. Folglich
wurde fur diese Stoffsysteme die Breite des metastabilen Bereichs mit grof3er
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als 40 K angenommen. In Abb. 7-5 ist ausschlieRlich die Keimbildungskurve fur
Rutin in Methanol aufgetragen, wobei die Breite des metastabilen Bereichs im
untersuchten Temperaturbereich von 40°C bis -15°C ca. 25 K betragt.

Die dabei gewonnene feste Phase des Rutins wurde mittels XRPD bzgl. ihrer
Struktur charakterisiert. Das aufgezeichnete Rontgenbeugungsmuster stimmte
weder mit dem des Ru-3H20-Referenzfeststoffs noch mit der in der Publikation
von (Jin et al. 1990) beschriebenen Rutinpentamethanolatphase (Ru-5CH3OH)
uberein. Unter Berucksichtigung der von (Krewson and Naghski 1952) und (Jin
et al. 1990) verodffentlichten Ergebnisse ist die Ausbildung eines weiteren
Rutinsolvats aus Methanol sehr wahrscheinlich. Da Methanol als Losungsmittel
der Klasse 2 (ICH 2016) im kristallinen Produkt unerwlnscht ist, wurde auch
von der genaueren Charakterisierung der gewonnenen kristallinen Rutin-Phase
aus Methanol abgesehen.

Basierend auf die ermittelte starke Temperaturabhangigkeit der scheinbaren
Loslichkeit von Ru-3H20 in Ethanol sowie dem extrem Breiten metastabilen
Bereich (> 40 K) bot sich Ethanol als Prozesslosungsmittel fur die geimpfte
Kuhlungskristallisation zur Aufreinigung von Rutin aus dem Rohextrakt an. Da
aus Methanol kein Ru-3H20 als feste Phase rekristallisiert wurde, wurde im
Laufe isothermer Loslichkeitsuntersuchungen eine Phasenidentifizierung der im
Gleichgewicht mit Ethanol stehenden festen Rutin-Phasen durchgefuhrt.

Bestimmung von Rutin-Sé&ttigungskonzentrationen in Ethanol mittels isothermer
Methode und Festphasenanalyse mittels XRPD

Aus dem vorliegenden Ru-3H20-Referenzfeststoff und Ethanol wurden Sus-
pensionen hergestellt und bei konstanten Temperaturen von jeweils 5°C, 20°C
und 40°C fur 48 h equilibriert. Nach der Einstellung des thermodynamischen
Fest/flissig-Phasengleichgewichts wurden tber PTFE-Aufsatzfilter (Porengrofie
0,45 um) Proben gesattigter klarer Rutin-in-Ethanol-Lésungen zur Rutingehalts-
analyse (mittels HPLC) entnommen.

Die in Abb. 7-6 im Konzentrations-Temperatur-Diagramm in rot dargestellte
Sattigungskurve entstand aus der Verbindung der isotherm ermittelten Rutin-
Sattigungskonzentrationen in Ethanol. Die zuvor polytherm ermittelten Werte
der scheinbaren Ldslichkeit von Ru-3H20 in Ethanol (siehe Abb. 7-5) sind in
Abb. 7-6 blau dargestellt. Dabei entspricht die Konzentrationsangabe von Rutin
in Ma% auf der y-Achse der Konzentration des wasserfreien Rutins in Ethanol.
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Abb. 7-6:  Anderung der Séttigungskonzentration (rot, isotherm bestimmt) sowie der
scheinbaren Loslichkeit (blau, polytherm bestimmt) von Rutin in Ethanol als
Funktion der Temperatur.

Die isotherm gemessenen Sattigungskonzentrationen von Rutin in Ethanol
(Abb. 7-6, rote Kurve) sind deutlich geringer als die polytherm ermittelten Werte
der scheinbaren Ldslichkeit des Ru-3H20 Ausgangsfeststoffs (Abb. 7-6, blaue
Kurve). Das vorgestellte Loslichkeitsverhalten weist auf die Ausbildung einer
von Ru-3H20 abweichenden kristallinen Phase des Rutins im thermodyna-
mischen Gleichgewicht mit gesattigter Rutin/Ethanol-Lésung hin.

Das beobachtete Loslichkeitsverhalten soll anhand der Feststoffanalyse der im
thermodynamischen Gleichgewicht mit Ethanol gebildeten kristallinen Phasen
des Rutins mittels XRPD aufgeklart werden. Das zugehorige Rontgenpulver-
diffraktogramm ist in Abb. 7-7 dem des Ru-3H20-Referenzfeststoffs gegenuber-
gestellt.
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Abb. 7-7:  Réntgenpulverdiffraktogramm der kristallinen Phase von Rutin gebildet in Ethanol
im thermodynamischen Gleichgewicht (rot) sowie das Diffraktogramm der
Ru-3H20-Referenzprobe (blau).

Aus dem direkten Vergleich der beiden RoOntgenbeugungsmuster ist die
Ausbildung einer vom Ausgangsfeststoff Ru-3H20 abweichenden kristallinen
Phase des Rutins offensichtlich. Insbesondere die Rontgenreflexe gemessen
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bei 2Theta von 5°, 5,6°, 7°, 8,5° 9° 9,5° und 10,1° sind fur die im Gleich-
gewicht in Ethanol gebildete kristalline Phase des Rutin charakteristisch.

Wie in den photographischen und mikroskopischen Aufnahmen in Abb. 7-8
ersichtlich, ist die Farbgebung und die Kristallmorphologie der vorliegenden
kristallinen Phasen des Rutins ebenfalls unterschiedlich.
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W \ Ausgangsfeststoff
"& Ru-3H,0
R ™

fﬁ _ 10,0um i

o

Suspension von Rutin in
Ethanol im
thermodynamischen
Gleichgewicht bei 20°C

kristallines Rutin gebildet in
Ethanol (feuchter Feststoff)

Abb. 7-8 Photographische sowie mikroskopische Aufnahmen des Ausgangsfeststoffs des
Ru-3H20 (oben) sowie des kristallinen Rutins, gebildet im thermodynamischen
Gleichgewicht in Ethanol bei 20°C (unten).

Die kleinen Teilchen des Ru-3H20 kénnen leicht von den langen transparenten
Nadeln der aus Ethanol erhaltenen kristallinen Rutin-Phase unterschieden
werden.

Unter Berucksichtigung des Ldslichkeits- als auch des Festphasenverhaltens
von Rutin kann zusammengefasst werden, dass Ru-3H20 (Abb. 7-7, blaue
XRPD-Reflexe) die bei Umgebungsbedingungen in Luft stabile feste Phase von
Rutin ist. Dagegen stellt die neue Rutin-Phase (Abb. 7-7, rote XRPD-Reflexe)
die thermodynamisch stabile Form des Rutins in Gegenwart von Ethanol
innerhalb des untersuchten Temperaturbereichs dar.

Da die Ausbildung verschiedener Rutin-Solvate insbesondere aus Methanol,
Aceton, Ethanol, 2-Propanol bereits 1952 von (Krewson and Naghski 1952)
beschrieben wurde, ist die Ausbildung eines Rutin-Ethanol-Solvats wahrend der
isothermen Equilibrierung von Rutin/Ethanol-Suspensionen wahrscheinlicher
als die eines Polymorphs.

Die zum Teil deutliche Abweichung der einzelnen gemessenen Loslichkeits-
werte (bis zu 5 K) von der Kurve der scheinbaren Ldéslichkeit des Ru-3H20 in
Ethanol (Abb. 7-6, blaue Kurve) hangt moglicherweise mit einer nur partiellen
Fest/fest-Phasenumwandlung des Ausgangsfeststoffs Ru-3H20 zum in Ethanol
stabilen Rutinethanolat (weiter Ru-nEtOH genannt) zusammen.
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Untersuchungen zur Stabilitdt des Ru-nEtOH

Wie bereits im Kap. 3.5 erlautert, hat die Auswahl der unter den Lagerungs-
bedingungen thermodynamisch stabilen kristallinen Form einer pharmazeu-
tischen Substanz fur die Arzneimittelformulierung hochste Prioritat. Ist dabei die
Herstellung eines Wirkstoffsolvats unumganglich, so werden Ublicherweise
stabile Wirkstoffhydrate den unter Lagerungsbedingungen metastabilen
organischen Solvaten bevorzugt (Griesser 2006).

Stabilitét des Ru-nEtOH unter Umgebungsbedingungen

Die aus der Rutin/Ethanol-Suspension isolierte feuchte kristalline Phase des
Ru-nEtOH wurde auf den XRPD-Probentrager appliziert und unter Umgebungs-
bedingungen mittels XRPD auf die Stabilitat untersucht. Mit dem Ziel, die
Fest/fest-Phasenumwandlung mdglichst vollstandig aufzunehmen, wurde der
Roéntgenscanbereich auf den reprasentativen 2Theta-Bereich von 4° bis 11°
eingeschrankt und die Dauer eines einzelnen Durchlaufs auf 1 min verkirzt.

Ru-nEtOH
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g \—~__ 2" Durchlauf, nach 2 min
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Abb. 7-9:  Zeitlich aufgeléste XRPD-Messung der Fest/fest-Phasenumwandlung von dem in
Ethanol im Gleichgewicht gebildeten Ru-nEtOH (rote Réntgenreflexe) zum unter
Umgebungsbedingungen stabilen Ru-3H20 (blaue Roéntgenreflexe). Gescannt fir
2Theta Winkeln von 4° bis 11°; Dauer eines Scandurchlaufs 1 min.

Wie die aufgenommene zeitliche Anderung der Rontgenreflexe des Ausgangs-
feststoff Ru-nEtOH in Abb. 7-9 zeigt, erfolgt die vollstandige Fest/fest-Phasen-
umwandlung des Ausgangsfeststoffs Ru-nEtOH zum Ru-3H20 innerhalb von
nur 4 min. Das nach 4 min am Ende des letzten Scandurchlaufs gebildete
Ru-3H20 lag auch 24 h spater auf dem Probetrager vor, was die Stabilitat des
Rutintrihydrats unter Umgebungsbedingungen bestatigt.

Aus den Beobachtungen folgt, dass gebildetes Ru-nEtOH ausschlief3lich in der
Ethanol-Umgebung stabil ist. Nachdem isoliertes feuchtes Ru-nEtOH der in der
Umgebungsluft vorhandenen Feuchtigkeit ausgesetzt war, fand innerhalb
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kirzester Zeit die Fest/fest-Phasenumwandlung des nun metastabilen
Ru-nEtOH zum stabilen Ru-3H20 statt. Diese Beobachtungen stimmen mit den
Untersuchungsergebnissen von (Perkin 1902) und (Krewson and Naghski
1952) Uberein. Nach einer aufwendigen Trocknung der aus Ethanol
rekristallisierten Rutin-Phase hatte (Krewson and Naghski 1952) die Ausbildung
eines Rutinpentaethanolats (Ru-5EtOH) vermutet. Aufgrund der vorgestellten
extremen kurz-zeitigen Stabilitdt des Ru-nEtOH unter Umgebungsbedingungen
konnte die Anzahl der in das Rutin-Kristallgitter eingebauten Ethanolmolekile
mittels TG-DSC im Laufe dieser Untersuchungen nicht bestimmt werden. Somit
wird das in der Ethanol-Losung gebildete Rutinethanolat auch weiterhin mit
Ru-nEtOH gekennzeichnet.

Ru-nEtOH-Stabilitét in Abhéngigkeit vom Wassergehalt in Ethanol-Lésungen
Wie bereits beschrieben, rekristallisiert Rutin aus reinem Ethanol in Form des
Ethanolsolvats. Da der Reinheitsgrad von Ethanol im direkten Zusammenhang
mit Losungsmittelkosten steht, kdnnen durch den Einsatz technischen Ethanols
die Gesamtprozesskosten deutlich verringert werden. Jedoch kann das im
technischen Ethanol bis zu 6% enthaltene Wasser die Ausbildung des
Ru-nEtOH beeintrachtigen. Die Bestimmung des maximal zulassigen
Wassergehalts im Ethanol fir die Kristallisation von Ru-nEtOH, insbesondere
im Hinblick auf einen mdglichst einfachen, robusten und preiswerten
Trennprozess zum Einsatz vor Ort in Vietnam, von grof3er Bedeutung. Aus
diesem Grund wurde dieser Zusammenhang im Vorfeld der Kristallisations-
prozessauslegung untersucht.

Dazu wurden in 20 ml GlasgefaRen Suspensionen aus dem Standardfeststoff
Ru-3H20 in verschiedenen Ethanol/Wasser-Losungsmittelgemischen prapariert
und bei konstanten 25°C bis zur Einstellung des thermodynamischen
Gleichgewichts 14 Tage geruhrt. Wahrend dessen wurde taglich eine Probe des
isolierten feuchten Feststoffs mittels XRPD auf die Identitat untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass bei 25°C bis zu einem Wasseranteil von
6 Ma% in Ethanol das Ru-nEtOH die stabile kristalline Phase darstellt.

Die Abb. 7-10 demonstriert anhand der zeitlich aufgezeichneten Réntgenpulver-
diffraktogramme die Fest/fest-Phasenumwandlung des Ausgangsfeststoffs
Ru-3H20 zum kristallinen Ru-nEtOH im 94/6 (Ma%/Ma%) Ethanol/Wasser-
Lésungsmittelgemisch bei 25°C.
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94/6 (Ma%/Ma%) Ethanol/Wasser-Losungsmittelgemisch

Ru-nEtOH

nach 6 Tagen,
Endfeststoff

. nach 5 Tagen
~ nhach 4 Tagen

. nach 2 Tagen

rel. Intensitat

A. nach 1 Tag

—L——/.\‘-“’P A\ _M/\J_M Ausgangsfeststoff
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Abb. 7-10: Rdntgenpulverdiffraktogramme des kristallinen Rutins gebildet im 94/6 (Ma%/Ma%)
Ethanol/Wasser-Lésungsmittelgemisch bei 25°C innerhalb von 6 Tagen.
Ausgangsfeststoff Ru-3H20 (blaues Referenzdiffraktogramm); Endfeststoff
Ru-nEtOH (rotes Referenzdiffraktogramm).

Die Messung zeigt, dass die vollstandige Fest/fest-Phasenumwandlung etwa 6
Tage beansprucht hat. Bereits nach den ersten 24 h wurde in den Rontgen-
reflexen des Ru-3H20 eine leichte Spaltung des Peaks bei 2Theta von 15°
aufgenommen. Im Diffraktogramm des 2 Tage alten Feststoffs hat die Intensitat
der Ru-3H20-Reflexe sichtbar abgenommen und die fir das Ru-nEtOH
charakteristischen Reflexe bei 2Theta von 7°, 8,5°, 9,5° und 10,1° sind nun
deutlich erkennbar. Somit lag bereits nach 2 Tagen ein Gemisch aus
kristallinem Ru-3H20 und Ru-nEtOH in der Suspension vor.

Im Diffraktogramm des nach 4 Tagen analysierten Feststoffs waren uber-
wiegend die Rontgenreflexe des Ru-nEtOH enthalten und nach 6 Tagen war
ausschlieBlich das Ru-nEtOH in der Suspension vorhanden. In Suspensionen
mit hdherem Wasseranteil von 7%, 8% und 10% im Ethanol/Wasser-Losungs-
mittelgemisch lag nach 14 Tagen des Equilibrierens der Ausgangsfeststoff
Ru-3H20 vor.

Aus diesen Beobachtungen wurde flr den zukinftigen Trennprozess abgeleitet,
dass technisches Ethanol, in welchen Wasser bis zu einem Anteil von etwa 6%
vorliegt, als Prozesslosungsmittel fur die Kristallisation von Ru-nEtOH ebenfalls
geeignet ist.

7.3  Aufreinigungsprozess: Auslegung, Durchfiihrung und Ergebnisse

Aufgrund der grolien absoluten Léslichkeitsunterschiede beider Rutinsolvate in
Ethanol, der starken Temperaturabhangigkeit der Loslichkeit des Ru-3H20 und
der vergleichsweise schwachen des Ru-nEtOH in demselben Ldsungsmittel
(Abb. 7-11) sowie des breiten metastabilen Bereichs von Ru-nEtOH in Ethanol
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(Uber 40 K, Abb. 7-5) wurde die geimpfte Kuhlungskristallisation aus Ethanol
zur Aufreinigung von Rutin aus dem Rohextrakt gewanhlt.

Ableitung des kristallisationsbasierten Aufreinigungsprozesses von Rutin

Wie schematisch in Abb. 7-11 gezeigt, teilen die LOslichkeitskurven beider
Solvatphasen des Rutins in Ethanol, des Ru-3H20 und Ru-nEtOH, das
Konzentrations-Temperatur-Diagramm in drei charakteristische Bereiche auf.

12
R
g ] Impfkristalle
= 101
s Ru-nEtOH
S 1 oder
® ~RuU-ar-U
=
w g P
£
= o] Impfkristalle
5 . Ru-nEtOH
QO *
£ 2
= 0.80
é . 00‘33 0:3 P
0 10 20 30 40 50 60

Temperaturin °C

Abb. 7-11: Drei charakteristische Bereiche im Konzentrations-Temperatur-Diagramm von
Rutin in Ethanol. WeilRer Bereich: Lésung bzgl. beider Formen (Ru-nEtOH und
Ru-3H20) untersattigt; roter Bereich: Lésung bzgl. Ru-nEtOH Ubersattigt und bzgl.
Ru-3H20 untersattigt; blauer Bereich: Losung bzgl. beider Formen (Ru-nEtOH und
Ru-3H20) Uberséttigt.

Der erste Bereich, in Abb. 7-11 weil} hinterlegt, gilt in dem untersuchten
Temperaturbereich fur alle Rutinkonzentrationen < 0,8 Ma% und ist durch die
Sattigungslinie des Ru-nEtOH in Ethanol nach oben begrenzt. In diesem
Bereich liegt eine bezlglich beider, Ru-3H20 und Ru-nEtOH, untersattigte
Lésung vor. Innerhalb dieses Bereichs kann Rutin weder in Form von Ru-3H20
oder Ru-nEtOH mittels Kuhlungskristallisation aus dem geldsten in den
kristallinen Zustand Uberfuhrt werden.

Der zweite, rot markierte Bereich, befindet sich Uber der Sattigungslinie des
Ru-nEtOH und unter der scheinbaren Ldslichkeitskurve des Ru-3H20 in
Ethanol. Hier kann ausschlie3lich Ru-nEtOH durch Animpfen der Ubersattigten
Losung mit Kristallen gleicher Art kristallisiert werden. Da die Loslichkeit des
Ru-nEtOH in Ethanol (Abb. 7-11, rote Kurve) nur eine geringfligige Temperatur-
abhangigkeit aufweist, wirde eine Kihlung der geimpften Arbeitslésung keine
spurbare Erhohung der Produktausbeute bewirken.

Der dritte, blau gekennzeichnete Bereich, befindet sich im Konzentrations-
Temperatur-Diagramm oberhalb beider Loéslichkeitslinien des Ru-3H20 und
Ru-nEtOH in Ethanol. Das bedeutet, dass innerhalb dieses Bereichs eine bzgl.
beider Rutinsolvate Ubersattigte Losung vorliegt. Somit kann prinzipiell kristalli-
nes Rutin unter Verwendung der jeweiligen Impfkristalle, Ru-3H20 bzw.
Ru-nEtOH, aus der Ubersattigten Rutin/Ethanol-Losung gewonnen werden.
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In reinem Ethanol ist jedoch ausschliefdlich Ru-nEtOH als feste Phase stabil.
Demnach wird angenommen, dass nach der Zugabe von Ru-3H20-
Impfkristallen zu einer entsprechenden Lésung eine sog. |6sungsmittel-
vermittelte Fest/fest-Phasenumwandlung der metastabilen Ru-3H20-Phase in
die stabile Ru-nEtOH-Phase stattfinden wird. Damit stellt das Ru-nEtOH die
einzige kristalline Phase, welche aus der ubersattigten Ethanol-Losung
gewonnen werden kann, dar.

Kristallisationsbasierte Aufreiniqung von Rutin aus dem Trockenextrakt
Die kristallisationsbasierte Aufreinigung von Rutin wurde ausgefihrt in zwei
Prozessschritten. Mit dem Ziel, eine moglichst hohe Produktmasse am Prozess-
ende zu erhalten, diente der erste Prozessschritt der Bereitstellung einer
konzentrierten Arbeitslosung aus dem aufzureinigenden Trockenextrakt in
Ethanol. Im zweiten Schritt wurde eine geimpfte Kuhlungskristallisation von
Rutin durchgefuhrt.

Herstellung der Arbeitslésung

Da der Trockenextrakt neben den pflanzlichen Verunreinigungen zu tber 85%
aus Ru-3H20 besteht, wurde die Ausgangskonzentration von Rutin in Ethanol
so gewahlt, dass zu Prozessbeginn eine bzgl. Ru-3H20 untersattigte Losung
vorliegt. Gemal Abb. 7-11 sollte dabei die Anfangskonzentration von Rutin in
der Arbeitslosung im roten Bereich des c-T-Diagramms, d. h. oberhalb der
Sattigungslinie des Ru-nEtOH und unterhalb der Kurve der scheinbaren
Léslichkeit des Ru-3H20 liegen (siehe auch Abb. 7-13).

Wie Abb. 7-12 zeigt, wurde unter Ruhren die entsprechende Menge des
Trockenextrakts in Ethanol suspendiert und bei 50°C aufgeldst. Mit dem Ziel,
eine partikelfreie Ausgangslosung fur die geimpfte Kristallisation bereitzustellen,
wurde die heiRe Ldsung Uber eine Nutsche (Filterpapierporengrofle 0,6 pm)
filtriert. Dabei wurden etwa 3,5% der in Ethanol unloslichen Extraktbestandteile
entfernt.

Nicht geléste
Trockenextrakt Ethanol T=50°C ichtg

Arbeitsldsung

mit Ru-3H,0 Verunreinigungen

Abb. 7-12:  Erster Prozessschritt: Herstellung der Arbeitslésung fiir die Kristallisation aus dem
Ru-3H20 haltigen Trockenextrakt in Ethanol.

Die so erhaltene klare, braun gefarbte Lauge (Abb. 7-12, rechts) stellte die
Arbeitsldsung fir die Kristallisation dar.
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Durchfiihrung der geimpften Kihlungskristallisation im Batch-Modus

Um die kristallisationsbasierte Aufreinigung von Rutin aus dem Rohextrakt
semikontinuierlich mit periodischem Produktabzug und Rohlésungzufuhr zu
gestalten, wurden in Batch-Vorversuchen die optimalen kristallisations-
spezifischen Betriebsparameter festgelegt. Dabei wurde insbesondere
untersucht, wie sich die Wahl der Impfkristallphase (entweder Ru-3H20-Pulver
oder in Ethanol suspendiertes Ru-nEtOH) und die verschiedenen Ausgangs-
konzentrationen von Rutin in der Arbeitslosung auf die chemische und
strukturelle Reinheit des Endprodukts sowie die Gesamtproduktausbeute
auswirken.

Zunachst wurde der Einfluss der Impfkristallphase auf die Produktqualitat
beurteilt. Dazu wurden im ersten Prozessschritt ca. 260 g der Arbeitslosung mit
einer Rutinkonzentration von 6,2 Ma% hergestellt. Die Arbeitslosung wurde
geteilt und jeweils eine Halfte in ein Glasgefald zur Durchfihrung der geimpften
Kuhlungskristallisation im zweiten Schritt Uberfuhrt. Das Kristallisationsgefaf}
wurde mit einem Magnetruhrer sowie einem Pt100-Widerstandsthermometer
zur Temperaturkontrolle und -steuerung ausgestattet.

Wie in Abb. 7-13 mit grinen Pfeilen schematisch dargestellt ist, wurde jede
dieser zwei Arbeitslosungen unter Rihren auf 25°C abgekihlt (Kihlrate
10 K/h).
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Abb. 7-13: Schematische Darstellung der Konzentrationsdnderung von Rutin in der Arbeits-
Idsung (grune Pfeile) wahrend der geimpften Kristallisation auf der Basis der
scheinbaren Loslichkeit des Ru-3H20 (blau) und der Loslichkeit des Ru-nEtOH (rot)
in Ethanol. Indizes: cstat und cend die Ausgangs- und Endkonzentration von Rutin in
Arbeitslésung; Tstart und Tena die Anfangs- und Endtemperatur des Kuhlvorgangs,
Timpten die Temperatur der Impfkristallzugabe; Ac Anderung der Rutinkonzentration
in der Arbeitsldsung am Prozessende.

Bei dieser Temperatur lag eine bzgl. beider Rutinsolvate Ubersattigte Ethanol-
Lésung vor. Daraufhin wurde die Arbeitslosung bei konstanten 25°C im
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Kristallisationsversuch Nr. 1 mit ca. 50 mg des pulverférmigen Ru-3H20-
Referenzfeststoffs und im Versuch Nr. 2 mit 1 ml der in Ethanol suspendierten
Ru-nEtOH-Kristallen angeimpft (Abb. 7-13). Die Impfsuspension wurde im Laufe
des isothermen Equilibrierens von Ru-3H20-Ausgangsfeststoff im Uberschuss
in Ethanol bei 25°C hergestellt und Uber eine Spritze dem Kristallisations-
behalter zugefihrt.

Wie Abb. 7-14 zeigt, wurde unabhangig von der verwendeten Impfkristallphase
kurze Zeit nach dem Animpfen der jeweiligen Ubersattigten Losung zunachst
ein Keimbildungsschauer und nach dem Ablauf weiterer 30 min die Ausbildung
einer gelben flockig-pastosen Masse beobachtet.

nach dem Animpfen: nach ca. 30 min.
Keimbildungsschauer flockig-pastése Masse

P
=

Abb. 7-14:  Von links nach rechts: fotographische Aufnahme des Keimbildungsschauers kurz
nach dem Animpfen der Arbeitsldsung sowie von der Produktsuspension nach ca.
30 min; mikroskopische Aufnahme der Produktkristalle.

Nach Betrachtung der Produktsuspension unter dem Mikroskop wurde deutlich,
dass diese durch das ,Ineinanderverhaken® einer grof3en Anzahl gebildeter
nadelférmiger Kristalle und durch den Einschluss der Mutterlauge in die Kristall-
zwischenraume stabilisiert wurde. Die Suspensionsdichte wurde dabei so hoch,
dass eine homogene Durchmischung des Systems nicht mehr gewahrleistet
werden konnte. Aus diesem Grund wurden die Versuche abgebrochen, die
gewonnene Produktsuspension Uber Nutsche (Filterpapierporengrof3e 0,6 um)
filtriert und das Kristallisat nach dem Trocknen bei 40°C bzgl. der Rutin-Reinheit
und -ausbeute analysiert.

Wahrend des Filtriervorgangs der Produktsuspension wurden fotographischen
Aufnahmen des Filterkuchens gemacht. In Abb. 7-15 (links) ist die Aufnahme
der Nutsche mit dem feuchten und lufttrockenen Kristallisat aus Versuch Nr. 1
beispielhaft gezeigt. Wie auf den Bildern zu sehen ist, fand wahrend der
Filtration eine Farbtonanderung des Produktfeststoffs von hell zu leuchtend gelb
statt.
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Abb. 7-15; Links: fotographische Aufnahme der Nutsche a) wahrend der Filtration mit dem
feuchten Produktfeststoff und b) nach dem Filtriervorgang. Rechts: Roéntgen-
pulverdiffraktogramme des feuchten (rot) sowie des lufttrockenen (blau) Produkt-
feststoffs.

Die parallel durchgefuhrte Rontgenstrukturanalyse des zugehdrigen feuchten
sowie lufttrockenen Produktfeststoffs (Abb. 7-15, rechts) verdeutlicht, dass die
erfasste Farbanderung des Filterkuchens mit der Fest/fest-Phasenumwandlung
von zu Beginn des Filtriervorgangs vorliegenden Ru-nEtOH (Abb. 7-15, rotes
Rontgenpulverbeugungsmuster) zu dem an der Luft stabilen Ru-3H20 (Abb. 7-
15, blaues Rontgenpulverbeugungsmuster) verbunden ist. Diese Beobachtung
stimmt mit der zuvor beschriebenen Stabilitdt der beiden Solvatphasen des
Rutins uberein.

Somit wurde unabhangig von der verwendeten Impfkristallphase ausschliellich
das in Ethanol stabile Ru-nEtOH aus der jeweiligen Ubersattigten Rutin/Ethanol-
Losung als primares Produkt gewonnen. Danach wahrend der Filtration unter
Einwirkung der Umgebungsluft wandelte sich das in Ethanol auskristallisierte
Ru-nEtOH zum nun stabilen Ru-3H20 um. Dieser Feststoff stellte das finale
kristalline Produkt beider Versuche dar.

Offensichtlich fand wahrend des Kristallisationsversuchs Nr.1 nach dem
Animpfen der Arbeitslosung mit pulverformigen Ru-3H20 eine |6sungsmittel-
vermittelte Fest/fest-Phasenumwandlung von in Ethanol metastabilem Ru-3H20
zum stabilen Ru-nEtOH statt. Die anschlieRende Prasenz des in Ethanol
nahezu unldslichen Ru-nEtOH fuhrte letztendlich zum beobachteten Keim-
bildungsschauer und der hohen Suspensionsdichte.

Die HPLC-Chromatogramme der jeweiligen Produkte in Abb. 7-16 zeigen, dass
trotz der ungunstigen Eigenschaften beider Produktsuspensionen (schlechte
Pump- und Fliel3fahigkeit, Filtrierbarkeit), das gewonnene kristalline Ru-3H20
eine Reinheit von Uber 99% aufwies.
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kristallines Produkt Nr.2

{ kristallines Produkt Nr.1

| Rutin, Ref.
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Abb. 7-16: Analytische HPLC-Chromatogramme der kristallinen Produkte aus den Versuchen
Nr. 1 und 2 im Vergleich zu dem des Rohextrakts sowie der Rutin-Referenzprobe.

In Tabelle 7-1 sind die zur Herstellung der 260 g Arbeitsldsung verwendeten
Substanzmengen sowie die quantitativen Ergebnisse der beiden Kristalli-
sationsversuche zusammengefasst.

Tabelle 7-1: Ubersicht iber die verwendeten Substanzmengen bei der Herstellung der
Ausgangslosung sowie Uber die Quantitdt und Qualitdt des gewonnenen
Kristallisats bei den Kristallisationsversuchen 1 und 2.

Parameter Menge Ausgangsstoffe
gesamt je 130 g Ausganslésung

Trockenextrakt 20,09
Ethanol 240,0 g
Gesamtfeststoffgehalt 7,7 Ma%
Ausgangsmenge Ru-3H20 (87,58%) 17,59 8,759 8,759
Rutin, Lésungsmittelfrei (81%) 16,2 g/6,2 Ma%
Nicht geldste Verunreinigungen 0,649/3,2%

Endproduktmenge

1 2
Kristallisat mit Ru-3H.O 8,38¢g 8,42¢g
Produkt Reinheit / Masse 99 % /8,29¢ 99 % / 8,33¢g
Gesamtproduktausbeute 94,7 %* 95,2 %*

# Gesamtproduktausbeute: m(Ru-3H,0 im Produkt) / m(Ausgangsmenge Ru-3H>0) * 100%

Aus den prasentierten Zahlenwerten lasst sich ableiten, dass mittels der
vorgestellten geimpften Kuhlungskristallisationen Rutin mit einer Reinheit von
uber 99% und einer Ausbeute von ca. 95% nahezu vollstandig aus dem
Pflanzenextrakt innerhalb einer Stufe abgetrennt werden konnte. Unabhangig
von der eingesetzten Impfkristallphase wurde zunachst das in Ethanol
schlechtlésliche Ru-nEtOH auskristallisiert, welches sich nach der Filtration zum
unter Umgebungsbedingungen stabilen Ru-3H20 umgewandelt hat.
Letztendlich ist das gewtinschte Ru-3H20 das kristalline Endprodukt der beiden
Prozesse.
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Bestimmung der maximal zuldssigen Uberséttigung von Ru-nEtOH in _der
Arbeitslésung

Wie bereits beschrieben, verhinderte die am Prozessende vorliegende flockig-
pastdse Produktsuspension aus Ru-nEtOH-Kristallen in Ethanol mit einer Dichte
von etwa 31% (berechnet beispielhaft fir Ru-5EtOH (Krewson and Naghski
1952) im Produktfeststoff) die weitere Prozessierbarkeit des Kristallisats.

Unter Berucksichtigung der Rutin-Ausgangskonzentration von 6,2 Ma% sowie
der Sattigungskonzentration des Ru-nEtOH in Ethanol von 0,5 Ma% bei 25°C
betragt der Wert der relativen Uberséttigung des Ru-nEtOH in der Arbeitslésung
o = 11,4 (berechnet nach GIl.3.4.2.6, Seite 19). Dieser Wert liegt deutlich Uber
dem nach (Hofmann 2004) fir ein kontrollierbares Kristallisationsprozess
definiertes o-Optimum zwischen 0,8 und 1, womit der aufgetretene Kristallisa-
tionsschauer und die gebildete dicke Produktsuspension zu erwarten waren.
Jedoch sind die Pump- und Flie3fahigkeit sowie gute Filtrierbarkeit der Produkt-
suspension eine Voraussetzung fur die Durchfuhrung einer semikontinuierlichen
Kristasllisation mit periodischen Produktabzug und Rohldsungzugabe.

Mit dem Ziel, die Primarkeimbildung und das Impfkristallwachstum wahrend des
semikontinuierlichen Kristallisationsprozesses besser zu kontrollieren und
gleichzeitig die maximale Ausbeute zu gewinnen, wurden drei weitere geimpfte
Kuhlungskristallisationen von Rutin in Ethanol nach dem Muster des Kristallisa-
tionsversuchs Nr. 2 unter Verwendung des in Ethanol suspendierten Ru-nEtOH
als Impfkristallform im Batch-Modus durchgefiihrt. Daflir wurden die Ausgangs-
konzentrationen von Rutin in der Arbeitslésung zwischen 5 Ma%, 3 Ma% und
2 Ma% variiert und damit der Wert der relativen Ubersattigung von Ru-nEtOH in
der Losung auf 9, 5 bzw. 3 reduziert.

Alle drei Versuche lieferten in Bezug auf die erzielte Produktreinheit (~ 99%)
sowie Gesamtproduktausbeute (~ 95%) vergleichbar gute Endergebnisse.
Jedoch konnte ausschlieRlich aus der Ausgangslosung mit dem geringsten
Rutingehalt von 2 Ma% sowie der zugehorigen relativen Uberséttigung des
Ru-nEtOH von 3 eine Produktsuspension mit den gewlnschten Prozess-
eigenschaften, wie leichte Durchmischbarkeit, Pumpfahigkeit und Filtrierbarkeit,
gewonnen werden. Darauf basierend wurde die Ausgangskonzentration von
Rutin in der Arbeitslosung fur die weiterfuhrende semikontinuierliche
Kristallisation auf 2 Ma% gesetzt.

Durchfiihrung der geimpften Kiihlungskristallisation im semikontinuierlichen
Betrieb in einem 200 mi-Behélter

Die Abb. 7-17 prasentiert den schematischen Aufbau der fur die semikonti-
nuierliche  Prozessfihrung verwendeten Kristallisationsapparatur.  Die
semikontinuierliche Prozessfuhrung wurde umgesetzt mittels periodischer
Entnahme der im Kristallisationsbehalter gewonnenen Produktsuspension und
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gleichzeitiger periodischer Zugabe der vorgelegten Feed-Losung. Die geimpfte
KlUhlungskristallisation wurde im temperierten 200 ml-Doppelmantelglasbehalter
durchgefuhrt.

Y
Feed — Losung
Vorlagebehalter

Kristallisationsbehalter
200 ml

200 ml

Temperier-
flussigkeit

periodischer Produktabzug

4

Produkt-

suspension

500 ml

Abb. 7-17: Aufbau des semikontinuierlichen Kristallisationsprozesses in einem temperierten
200 miI-Doppelmantelglasbehalter mit periodischer Feed-Zugabe und periodischem
Abzug der Produktsuspension.

Im ersten Prozessschritt wurde die Arbeitslosung wie in den vorhergehenden
Versuchen hergestellt: die Suspension, bestehend aus 6,1 g des trockenen
Rohextrakts und 240 g Ethanol, wurde unter Ruhren auf 50°C aufgeheizt und
der Anteil der in Ethanol unléslichen Extraktbestandteile (ca. 3,6%) wurde
abfiltriert. Anschlieend wurde die hergestellte partikelfreie Arbeitslésung
zweigeteilt.

Zum Anfahren des Kristallisationsprozesses wurde die eine Halfte der Lésung
in den Kristallisationsbehalter Uberflhrt, unter Rihren auf 25°C abgeklhlt
(10 K/h) und mit 1 ml Suspension aus Ru-nEtOH-Kristallen in Ethanol
angeimpft. Aufgrund der sehr schwachen Temperaturabhangigkeit der
Ru-nEtOH-Loslichkeit in Ethanol war keine weitere Kihlung des Systems
notwendig. Somit wurde die Kristallisation bei konstanten 25°C durchgefuhrt.
Nach Ablauf von 30 min wurde die erste Fraktion der gewonnenen Produkt-
suspension (ca. 40 ml) aus dem Kristallisationsbehalter entnommen und in den
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daflr vorgesehenen Tank Uberfuhrt. Zur selben Zeit wurde das gleiche
Volumen der frischen Ausgangslosung (ca. 40 ml) aus dem Feed-Vorlage-
behalter dem Kristallisationsbehalter zugeflhrt, sodass das anfangliche
Losungsniveau wieder erreicht war. Die im Kristallisationsbehalter verbliebenen
Ru-nEtOH-Produktkristalle dienten als Impfkristalle und initilerten den weiteren
Kristallisationsvorgang in der zugegebenen frischen Feed-Lésung ohne
zusatzliche Impfkristallzufuhr.

Die Produktentnahme und Feed-Zugabe wurde so oft wiederholt, bis die
vorgelegte Feed-Losung vollstandig aufgebraucht war. Am Ende des letzten
Kristallisationsvorgangs wurde der Behalter in den Produktsuspensionstank
entleert und die gesamte Produktsuspension filtriert.

Wahrend der Filtration wurde die Fest/fest-Phasenumwandlung von aus der
Ethanol-Losung gewonnenem Ru-nEtOH zum unter Umgebungsbedingungen
stabilen Ru-3H20 beobachtet (Abb. 7-18).

| %1 . e |

Ru-nEtOH Ru-3H,0

Abb. 7-18: Fest/fest-Phasenumwandlung von aus der Ethanol-Losung gewonnenem
Ru-nEtOH (links) zum unter Umgebungsbedingungen stabilen Ru-3H20 (rechts).

Das im Anschluss bei 40°C getrocknete Kristallisat wurde bzgl. der Rutin-
Reinheit und Gesamtproduktausbeute analysiert. Die erzielten Ergebnisse sind
in Tabelle 7-2 zusammengefasst.

Tabelle 7-2: Ubersicht Uber die verwendeten Substanzmengen bei der Herstellung der
Ausgangslosung fur die semikontinuierliche Kristallisation im 200 ml-Maf3stab
sowie Uber die Quantitat und Qualitat des gewonnenen Kristallisats.

Ausgangsstoffe Endprodukte

Parameter Menge Menge
Trockenextrakt 6,19

Ethanol 2409

Gesamtfeststoffgehalt 2,47 Ma%

Ausgangsmenge Ru-3H20 (87,58%) 534¢

Rutin, Lésungsmittelfrei (81%) 4,94 g /2,01 Ma%

Nicht gel0ste Verunreinigungen 0,22g/3,6%

Kristallisat mit Ru-3H.0 4,69 g
Produkt Reinheit / Masse 99 % /4,649
Gesamtproduktausbeute 86,8 %*

# Gesamtproduktausbeute: m(Ru-3H,0 im Produkt) / m(Ausgangsmenge Ru-3H>0) * 100%
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Mithilfe der semikontinuierlichen Kristallisationsprozessfihrung wurden 4,69 g
des Uber 99% reinen Ru-3H20 aus 6,1 g Trockenextrakt im kristallinen Produkt
gewonnen. Die so erzielte Rutinausbeute von 87% bzgl. des im Rohextrakt
zuvor vorliegenden Ru-3H20 ist etwas geringer als die im Batch-Prozess
erreichte. Die beobachteten Verluste der Rutinausbeute hangen hochst-
wahrscheinlich mit der nicht optimierten Verweilzeit der Impfkristalle bzw.
Produktsuspension in der Arbeitslosung zwischen den periodischen
Produktabzug und Feed-Zugabe zusammen.

Da die semikontinuierlicher Prozessfuhrung kristallines Ru-3H20 mit hohen
Reinheit und Ausbeute lieferte wurde anschlieBend die Maoglichkeit des
Prozess-Up-Scalings von 200 ml auf 1 I-Behaltervolumen untersucht.

Durchflihrung der geimpften Kuhlungskristallisation im semikontinuierlichen
Betrieb in einem 1 |-Behélter

Zur Untersuchung des Up-Scalings der semikontinuierlichen Kristallisation von
Rutin auf 1 I-Behaltervolumen wurden etwa 21 der 2,03 Ma% partikelfreien
Arbeitslosung hergestellt. Eine Halfte dieser LOsung wurde in den
Kristallisationsbehalter zum Anfahren des Trennprozesses uberfuhrt, die andere
im Feed-Vorlagebehalter aufgehoben. Der Prozess wurde nach demselben
Muster, wie in 200 ml-MaRstab, durchgefihrt. Nach dem Abkihlen der im
Behalter vorgelegten Arbeitslosung auf 25°C wurde diese mit 2 ml Suspension
aus Ru-nEtOH-Kristallen in Ethanol (doppelte Menge als in 200 ml-Mafstab)
angeimpft. In etwa 50 min-Abstanden wurden im Behalter ca. 250 ml der
gewonnenen Produktsuspension periodisch gegen 250 ml Feed-Losung
ausgetauscht.

Um den Kristallisationsfortschritt von Rutin aus der Losung zu erfassen wurde
der Prozess mittels der ATR-FTIR- sowie FBRM-Inline-Sonde kontinuierlich
verfolgt. Anders als bei Artemisinin, wurde hier die ATR-FTIR-Sonde ohne
vorlaufige Kalibrierung zur qualitativen Erfassung der Konzentrationsanderung
von Rutin in der flussigen Phase verwendet. Die FBRM-Sonde wurde zur
Detektion des Animpfvorgangs und zur Verfolgung des Impfkristallwachstums
eingesetzt.

Die im Laufe des semikontinuierlichen Kristallisationsprozesses mittels ATR-
FTIR- sowie FBRM-Sonde aufgezeichneten Daten sind in Abb. 7-19 dargestelit.
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Semikontinuierliche Kristallisation von Rutin in einem 1I-Behalter
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Abb. 7-19:  Kontinuierliche Verfolgung der semikontinuierlichen Kristallisation von Rutin in 1I-
Behalter. Das ART-FTIR-Signal (Peakh6he zwischen 910 und 1000 cm-'), gekenn-
zeichnet mit der griinen Linie, zeigt die qualitative Konzentrationsanderung von
Rutin in der flissigen Phase. Das FBRM-Signal, gekennzeichnet mit den hell
blauen, dunkel blauen und violetten Linien, zeigt die Anderung der Anzahl der
Teilchen der GroRe <10 pum, 10-50 um und 50-150 um. Die senkrechten
gestrichelten Linien kennzeichnen Ende des Kihlvorgangs, den Zeitpunkt des
Animpfens sowie der periodischen Produktenthahme und Feed-Zugabe.

Der gleich zu Prozessbeginn erfasste leichte Anstieg des ATR-FTIR-Signals
von etwa 0,196 a.u. auf 0,198 a.u. (Abb. 7-19, grune Linie) entspricht dem
Abkuhlvorgang der vorgelegten partikelfreien Arbeitsldsung auf 25°C. Demnach
steht der IR-Signalwert von etwa 0,198 a.u. qualitativ flr die Startkonzentration
von Rutin in der Arbeitslosung. Innerhalb der ersten 5,5 h der Inline-Prozess-
verfolgung lasst sich der Zeitpunkt des Animpfens sowie des periodischen
Austausches der gewonnenen Produktsuspension gegen Feed-L6sung anhand
der entsprechenden Signalanderung beider Sonden erkennen. Dennoch wurde
mittels FBRM-Sonde ein sehr schwacher Anstieg der Teilchenanzahl und
mittels ATR-FTIR-Sonde nur abschnittsweise eine Abnahme des Signals
erfasst. Aufgrund der fehlenden Kalibration des IR-Messgerates liel? sich in
dem Versuchsabschnitt aus der qualitativen Signaldnderung nicht eindeutig
ableiten, wieviel Rutin aus der flissigen in die kristalline Phase Ubergegangen
ist. Da auch ca. 1 h nach der letzten Feed-Zugabe keine auf die Kristallisation
hinweisende Signalédnderung aufgezeichnet wurde, wurde die bisher
aufgesammelte Produktsuspension (etwa 11) separat von dem im Behalter
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verbliebenen Inhalt filtriert und das gewonnene kristalline Produkt bzgl. der
Reinheit und Gesamtausbeute analysiert.

Wahrenddessen wurde die im Behalter verbliebene Suspension flr weitere
2,5 h kontinuierlich verfolgt. Aus der im zweiten Versuchsabschnitt aufgezeich-
neten Signalanderung beider Inline-Sonden geht eindeutig hervor, dass sich der
Kristallisationsvorgang etwa 1,5 h nach der letzten Zugabe der Feed-Ldsung
einsetzte. Daraus wurde geschlussfolgert, dass die im ersten Versuchsabschnitt
zwischen der periodischen Produktentnahme bzw. Feed-Zugabe gewahlte
Verweilzeit der Impf- bzw. Produktsuspension zu kurz war. Somit wurde eine
geringere Produktausbeute aus der ersten Halfte der Arbeitsldsung erwartet.
Am Ende des zweiten Versuchsabschnitts wurde die restliche Produktsus-
pension (ca. 11) aus dem Behalter entnommen, ebenfalls filtriert und der
gewonnene Kristallisat bezgl. der Rutin-Reinheit sowie -ausbeute analysiert.

Tabelle 7-3 enthalt eine Ubersicht Uber die fur die Herstellung von 21
Arbeitslosung bendtigten Substanzmengen sowie Uber die erzielten
Trennergebnisse. Die Ergebnisse sind dargestellt fur den ersten semi-
kontinuierlichen Versuchsabschnitt und fur den verbleibenden Behalterinhalt
bezogen auf je 1 | eingesetzter Arbeitslosung.

Tabelle 7-3: Ubersicht iiber die verwendeten Substanzmengen bei der Herstellung der
Ausgangslosung fir die semikontinuierliche Kristallisation im 1 I-Mafstab sowie
Uber die Quantitat und Qualitat des gewonnenen Kristallisats.

Parameter Menge Ausgangsstoffe
gesamt semikonti. Behalter
Trockenextrakt 41,07 g
Ethanol 1.600 g
Gesamtfeststoffgehalt 2,49 Ma%
Ausgangsmenge Ru-3H20 (87,58%) 35,96 g 17,98 g 17,98 g
Rutin, Lésungsmittelfrei (81%) 33,27 g/ 2,03 Ma%
Nicht geléste Verunreinigungen 1,319/32%
Endproduktmenge
pro 1 | Produktsuspension
Kristallisat mit Ru-3H.0 22,359 524 g 1711¢g
Produkt Reinheit / Masse 99% /2213 g 9% /529 9% /16,99
Gesamtproduktausbeute 62 %* 28,8 %* 93,9 %*

# Gesamtproduktausbeute: m (Ru-3H>0 im Produkt) / m (Ausgangsmenge Ru-3H>0) * 100%

Aus der Gegenuberstellung der Werte in Tabelle 7-3 ist ersichtlich, dass in
beiden Versuchsabschnitten Uber 99% reines kristallines Rutin gewonnen
wurde. Jedoch wurde im Laufe des ersten semikontinuierlichen Versuchs-
abschnitts lediglich 5,2 g Ru-3H20 aus anfanglichen 17,98 g im Kristallisat
erhalten. Im Gegensatz dazu wurde im letzten Versuchsabschnitt aus dem
verbleibenden Behalterinhalt 16,9 g Ru-3H20 aus derselben Ausgangsmenge
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gewonnen. Diese Abweichung der Produkimassen bestatigt die Signalauf-
zeichnung wahrend der Prozessverfolgung.

Die erzielten Trennergebnisse zeigen, dass die Herstellung von Uber 99%
reines Ru-3H20 semikontinuierlich auch im grof3eren 1 |-Behalter maoglich ist.
Wie im 200 ml-Behalter beobachtet, wurde im Laufe dieses Versuchs bestatigt,
dass sich die Produktausbeute Uber die Erhdhung der Verweilzeit der
Impfkristalle bzw. Produktsuspension in der Arbeitslosung zwischen den
periodischen Produktabzug und Feed-Zugabe erhohen lasst.

7.4 Diskussion der Ergebnisse

Das Ziel der vorgestellten Untersuchungen war es zunachst, die Ziel-
komponente Rutin mdglichst rein und in kristalliner Form aus dem in Vietnam
hergestellten Trockenextrakt Sophora Japonica L. zu isolieren.

Aufgrund des bereits hohen Rutingehalts im pflanzlichen Extrakt von tber 80%
sowie der ermittelten starken Ldslichkeitsunterschiede der zwei Solvatformen
des Rutins (Ru-3H20 und Ru-nEtOH) in Ethanol, konnte das Rutin in Form des
an der Umgebungsluft stabilen Ru-3H20 mit einer Reinheit von Gber 99% und
95% Ausbeute in einem Kristallisationsschritt erfolgreich von den restlichen
Extraktbestandteilen abgetrennt werden.

Derzeit wird die Extraktion von Rutin als Batch-Verfahren in Vietnam betrieben,
womit keine Notwendigkeit in der Entwicklung eines vollstandig kontinuierlichen
Kristallisationsverfahrens zur Rutinaufreinigung besteht. Aus diesem Grund
wurde das Batch-Verfahren anschlieBend als semikontinuierlicher Prozess
implementiert. Genauso wie der Batch-Prozess, lieferte die zunachst im 200 ml-
und anschlie®Bend im 1I-Mallstab durchgefuhrte semikontinuierliche
Kristallisation 99% reines kristallines Ru-3H20 einer geringeren Ausbeute von
87% bzw. 62%. Der letzte Versuch zeigte, dass sich der Kristallisations-
fortschritt einer Zielkomponente aus komplexer Losung mittels ATR-FTIR-
Sonde auch qualitativ verfolgen lasst.

Nur auf der Basis der Reinstoffloslichkeitswerte und unter Berlcksichtigung der
Stabilitatsbedingungen der Rutinsolvate stellt der entwickelte Kristallisations-
prozess ein vergleichsweise einfaches aber auch robustes und kostengunstiges
Verfahren zur selektiven Gewinnung von Rutin aus dem Pflanzenextrakt dar.
Die laufenden Prozesskosten kdnnen Uber den Einsatz des technischen
Ethanols als Prozesslosungsmittel und Uber die Ruckflhrung des
Lésungsmittels reduziert werden. Der vorgestellte Trennprozess ist aus
verfahrenstechnischer Sicht sehr attraktiv, da es keine strenge Kontrolle der
Prozesstemperatur sowie der Rutinkonzentration in der aufzureinigenden
Losung bedarf und als sukzessiver Schritt nach der Extraktion vor Ort in
Vietnam einsetzbar sein sollte. Jedoch bedarf das Up-Scaling des Prozesses
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einer systematischen Optimierung der Verweilzeit der Impfkristalle bzw. der
Produktsuspension.
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KAPITEL 8

Aufreinigung von Curcumin aus dem Pflanzenextrakt
der Curcuma longa L.

In diesem Kapitel werden experimentelle Untersuchungen zur kristallisa-
tionsbasierten Trennung der Zielkomponente Curcumin aus einem, dem
naturlichen Pflanzenextrakt ahnlichen Gemisch, bestehend aus Curcumin
(Abk. CUR) sowie zwei wesentlichen strukturahnlichen Verunreinigungen,
Demethoxycurcumin (Abk. DMC) und Bisdemethoxycurcumin (Abk. BDMC),
vorgestellt. Mit dem Ziel, das geeignete Prozesslosungsmittel fur die
Kristallisation zu finden sowie die Art der Ubersattigungserzeugung festzulegen,
wird zunachst das Ldslichkeits- und Keimbildungsverhalten des reinen CUR in
funf Lésungsmitteln (Aceton, Acetonitril, Methanol, Ethanol und 2-Propanol) und
ausgewahlten Losungsmittelgemischen dieser untersucht. Zur Beurteilung des
moglichen Einflusses der beiden Hauptverunreinigungen auf den erzielbaren
Reinheitsgrad des CUR werden Untersuchungen zum Fest/flussig-
Phasenverhalten des reinen CUR in dem ternaren Curcuminoid-Gemisch
(Abk. CURD) und dem jeweiligen Losungsmittel ergdnzend durchgefuhrt. Alle
dabei auftretenden kristallinen Phasen werden bezlglich ihrer Struktur
charakterisiert. Darauf basierend werden Trennexperimente geplant,
durchgefuhrt und die erzielten Produktreinheiten sowie Prozessausbeuten
analysiert und diskutiert.

Da die zur Verfugung gestellte Rohextraktmenge (ca. 2ml) fur die
Durchfuhrung der Trennexperimente nicht ausreichend war, wurde daflr die
pulverférmige Substanz von Fa. Sigma Aldrich exemplarisch verwendet.

8.1  Charakterisierung des Rohextrakts und der Referenzproben

Ermittlung von Komponentenzusammensetzung in_den vorhandenen CURD-
Mischproben mittels HPLC

Der vorliegende flissige Rohextrakt wurde bezlglich der Komponenten-
zusammensetzung und des Curcuminanteils mittels HPLC charakterisiert. Das
zugehorige Chromatogramm zusammen mit denen der Referenzproben des
CUR, DMC und BDMC, CUR-Proben der Fa. Sigma Aldrich und Acros sowie
der Probe eines CUR-Handelspraparats, sind Abb. 8-1 zu entnehmen.
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Abb. 8-1:  Analytische HPLC-Chromatogramme der vorhandenen Curcumin-Referenzen der
Fa. Sigma Aldrich (rot) und Acros (orange), der Referenzproben des CUR (Fa. TCI
Chemicals) (grin), DMC (Fa. ChemFaces China) (violett) und BDMC (Fa. TCI
Chemicals) (blau) sowie des Rohextrakts (weinrot) und Curcumin-Handels-
praparates zur Nahrungserganzung (Fa. Curcuma L.) (rosa).

Das Chromatogramm des Rohextrakts weist drei grol3e Peaks bei 11,4 min,
12,4 min und 13,4 min und einen vergleichsweise kleinen Peak bei 7,4 min auf.
Die drei Hauptpeaks konnen anhand der charakteristischen Retentionszeiten
eindeutig den Substanzen BDMC, DMC und CUR zugeordnet werden. Gemal}
der zuvor erstellen Kalibriergeraden besteht das Rohextrakt zu 45,4% aus
BDMC, zu 19,5% aus DMC und zu 35,1% aus CUR. Die vierte Komponente,
welche nach 7,5 min von der chromatographischen Saule eluiert und im
Rohextrakt sehr gering konzentriert ist, konnte noch nicht identifiziert werden.
Somit stellen die Curcuminoide BDMC und DMC die Hauptverunreinigungen
des CUR im Rohextrakt dar.

Ahnlich wie das Rohextrakt setzten sich die analysierten Proben der Fa. Sigma
Aldrich und Acros qualitativ aus den drei bereits identifizierten Komponenten
BDMC, DMC und CUR zusammen; hier stellt jedoch CUR mit Uber 70% den
Hauptbestandteil der Gemische dar. Mit mehr als 16% reprasentiert DMC die
Hauptverunreinigung in den Proben, wobei BDMC im einstelligen Konzentra-
tionsbereich vorliegt. Auch das Vorhandensein der vierten Komponente mit dem
charakteristischen Peak bei 7,5 min ist erkennbar. Da der Gehalt dieser
Komponente in analysierten Mischproben vernachlassigbar klein gegenuber
den drei CURD ist, werden diese Gemische in weiteren Untersuchungen auf
pseudo-ternare Trennprobleme reduziert. Bei Betrachtung des von der Probe
des CUR-Handelspraparats aufgezeichneten Chromatogramms fallt auf, dass
sich die Zusammensetzung mit 80,4% CUR, 16,4% DMC und 3,2% BDMC nur
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gering vom Feststoff der Fa. Acros unterscheidet. Die Zulassung des
vorgestellten CUR-Praparats mit 80% CUR-Anteil zum Handel lasst sich damit
erklaren, dass dem DMC und BDMC bis jetzt keine toxische Wirkung auf den
menschlichen Korper nachgewiesen wurde. Dennoch ist es erstrebenswert die
Reinheit des im jeweiligen Arzneimittel formulierten CUR zu erhdhen, um die
chemische Belastung des menschlichen Organismus so gering wie mdglich zu
halten (Kihn and Schmidt 2017).

Laut Untersuchungen von (Poornima et al. 2016; Ruby et al. 1995) weist BDMC
in tierischen Zellen eine starkere zytotoxische Wirkung und somit hohere
antikarzinogene Aktivitat als CUR und DMC auf. Das weist darauf hin, dass
neben CUR zuklnftig auch die Bereitstellung von BDMC in reiner Form flr die
jeweilige pharmazeutische Anwendung an Bedeutung gewinnen wird.

Charakterisierunqg der kristallinen Standard- und Mischproben des CUR
mittels DSC und XRPD

Aufgrund des in der Literatur (Gately and Triezenberg 2012; Mishra et al. 2014;
Sanphui et al. 2011; Thorat and Dalvi 2015; Tonnesen et al. 1982) beschrie-
benen komplexen Festphasenverhaltens des CUR, welches in der Lage ist,
sowohl mehrere Polymorphe als auch Solvate auszubilden, wurden die flr
diese Untersuchungen zur Verflgung stehenden Feststoffe (Reinstoffe des
CUR, DMC und BDMC, sowie Mischproben der Fa. Sigma Aldrich und Acros)
anhand ihrer Schmelzpunkte und Roéntgenpulverbeugungsmuster charakte-
risiert.

Untersuchung des Schmelzverhaltens mittels DSC

Die zugehdrigen Schmelzkurven sind in Abb. 8-2 im Temperatur-Warmestrom-
Diagramm aufgetragen. Da beim Aufheizvorgang der analysierten Proben bis
145°C keine messbaren Anderungen der Warmestrome aufgezeichnet wurden,
ist die Temperaturachse fur 9 > 145°C dargestellt.

Die Schmelzkurven der mittels HPLC als Reinstoffe charakterisierten Proben
des DMC, CUR und BDMC weisen einen scharfen endothermen Peak bei
jeweils 179°C, 184°C und 226°C auf, was eindeutig dem Schmelzvorgang des
jeweiligen Feststoffs zugeordnet werden kann. Die zugehoérigen Schmelz-
warmen betragen jeweils 43,6 kJ/mol, 51,5 kdJ/mol und 33,3 kJ/mol.
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Abb. 8-2:  Schmelzkurven der Reinstoffe des CUR (griin), DMC (violett) und BDMC (blau)
sowie der vorhandenen Referenzproben der Fa. Sigma Aldrich (rot) und Acros
(orange).

Die mit 184°C gemessene Schmelztemperatur des CUR entspricht dem
Literaturwert der unter Umgebungsbedingungen stabilen Form | (Liu et al. 2015;
Sanphui et al. 2011). Mit 226°C stellt BDMC das am hdchsten schmelzende
CURD dar. Dieser Wert zeigt ebenso eine gute Ubereinstimmung mit dem
publizierten Messergebnis (Liu et al. 2015; Naama et al. 2012; Péret-Almeida et
al. 2005). Der hier gemessene DMC Schmelzpunkt von 179°C liegt 7 K Uber
dem in der Literatur angegebenen Wert von (Naama et al. 2012; Péret-Almeida
et al. 2005) und 19K Uber dem von (Pothitirat and Gritsanapan 2005)
gemessenen. Aus der zugehorigen Publikation lasst sich herauslesen, dass der
fur die Schmelzpunktanalyse verwendeter DMC-Reinstoff mittels praparativen
Fllissigchromatographie (Péret-Almeida et al. 2005) bzw.
Dunnschichtchromatografie (Pothitirat and Gritsanapan 2005) aus dem CURD-
Gemisch gewonnen wurde. Da keine Schmelzkurven die publizierten
Messergebnisse unterstutzen, wird angenommen, dass DMC, genauso wie
CUR, in der Lage ist, verschiedene kristalline Formen auszubilden. Ferner fallt
auf, dass die Probe des CUR-Referenzfeststoffs 5 K uUber dem DMC-
Referenzfeststoff schmilzt. Diese geringe Schmelzpunktdifferenz lasst sich aus
der strukturellen Ahnlichkeit der beiden CURD ableiten. Aus der relativen
Zunahme der CURD-Schmelztemperaturen von DMC udber CUR bis hin zu
BDMC kann eine Loéslichkeitsabnahme von DMC Uber CUR zu BDMC vermutet
werden (Yalkowsky 1981).

Die von den Mischproben der Fa. Acros und Sigma Aldrich gemessenen
Schmelzkurven sind in Abb. 8-2 (rechts) der Schmelzkurve des reinen CUR
gegenubergestellt. Die Mischprobe der Fa. Acros weist einen breiten endo-
thermen Peak mit einem Maximum bei 171°C auf, welches 10 K unter dem
Schmelzpunkt des CUR liegt. Die Mischprobe der Fa. Sigma Aldrich repra-
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sentiert im Temperaturbereich zwischen 150°C und 174°C einen endothermen
Doppelpeak, mit einem Hauptpeak bei 167°C und Nebenpeak bei 163°.

Die bei beiden Mischproben beobachtete Verschiebung der Schmelzereignisse
zu niedrigen Temperaturen sowie eine Zunahme der Peakbreite korreliert mit
der zuvor mittels HPLC ermittelten geringeren Reinheit der Substanzen. Diese
nimmt vom Reinstoff CUR Uber die Mischprobe der Fa. Acros bis hin zu Fa.
Sigma Aldrich um ca. 30% zugunsten von DMC sowie geringfigig von BDMC
ab. Da der DMC-Anteil in der Mischprobe der Fa. Sigma Aldrich am hdchsten
ist, entspricht der bei 167°C gemessene Nebenpeak moglicherweise dem
Schmelzpunkt der eutektischen DMC/CUR-Zusammensetzung. Dieser l|asst
unter Verwendung der ermittelten Reinstoffschmelzdaten aus dem Schnittpunkt
der zugehorigen Liquiduslinien nach Schroéder-van-Laar-Gleichung (Gl. 3.4.1b)
zu 156°C berechnet.

Charakterisierung der Feststoffe mittels XRPD

Die Charakterisierung der kristallinen Reinstoffe des CUR, BDMC und DMC
sowie die Qualifizierung und Quantifizierung kristalliner Verunreinigungen in
den Mischproben der Fa. Acros und Sigma Aldrich wurden mithilfe der XRPD
durchgefuhrt. In Abb. 8-3 sind die aufgenommenen Roéntgenpulverdiffrakto-
gramme zusammengefasst.

Die zuvor mittels HPLC analysierten Reinstoffe des CUR (Abb. 8-3, griine
Reflexe), DMC (Abb. 8-3, violette Reflexe), und BDMC(Abb. 8-3, blaue Reflexe)
zeigen charakteristische Rontgenreflexe, durch die sie eindeutig voneinander
unterschieden werden konnen. Das gemessene Diffraktogramm des CUR-
Reinstoffs stimmt mit der kristallinen Struktur der stabilen Form | Uberein. Zu
den Kristallstrukturen von DMC und BDMC ist in der Literatur keine Information
zu finden. Aufgrund der gemessenen hohen HPLC-Reinheit der beiden CURD
wurden die hier gezeigten Diffraktogramme als Vergleichsreferenzen fir alle
darauffolgenden Festphasenanalysen genommen.

Die von den Mischproben der Fa. Acros (Abb. 8-3, orange Reflexe) und Sigma
Aldrich (Abb. 8-3, rote Reflexe) aufgezeichneten Diffraktogramme sind, unge-
achtet der kleinen Abweichungen in Reflexndhen, nahezu deckungsgleich.
Obwonhl diese Proben mittels HPLC zuvor als ternare CURD-Gemische identifi-
ziert wurden, sind in den aufgenommenen Diffraktogrammen keine dem BDMC
bzw. DMC zuzuordnenden Reflexe zu finden. Dagegen scheinen sie auf den
ersten Blick mit dem Diffraktogramm des CUR-Reinstoffs (Abb. 8-3, griine
Reflexe) komplett Ubereinzustimmen. Eine minimale Verschiebung der Reflexe
der Mischproben im Vergleich zum Diffraktogramm des CUR-Standards zu
héheren Winkeln, z. B. bei 2Theta von 9° bzw. 17,3°, ist angedeutet.
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Abb. 8-3:  Rontgenpulverdiffraktogramme der vorhandenen Curcumin Referenzproben der
Fa. Sigma Aldrich (rot) und Acros (orange) sowie der Reinstoffreferenzen des CUR
(grin), DMC (violett) und BDMC (blau). Die drei unteren Diffraktogramme
entsprechen den drei polymorphen Formen des CUR (Form | CSD Strukturcode
BINMEQOS5; Form Il CSD Strukturcode BINMEQOG; Form Ill CSD Strukturcode
BINMEQO7), publiziert in der kristallographischen Datenbank (Cambridge
Structural Database, CSD) (Sanphui et al. 2011).

Trotz der vergleichsweise hohen Anteile der Verunreinigungen in den gemesse-
nen Mischproben konnten in diesen mittels XRPD keine weiteren kristallinen
Bestandteile auler CUR nachgewiesen werden. Ein Grund hierfur konnte
einerseits der geringe BDMC-Gehalt sein, welcher sich unter der in der Literatur
beschriebenen XRPD-Nachweisgrenze von 5% befindet (Clevers et al. 2012;
Zheng et al. 2015), oder andererseits der mogliche amorphe Zustand von
BDMC in den Mischproben. Das DMC lasst sich trotz der deutlich héheren
Anteile von 16,5% bzw. 23,5% in den Mischproben mittels XRPD nicht
identifizieren. Da die Diffraktogramme der Mischproben nahezu vollstandig auf
der Basislinie liegen, ist die Prasenz eines amorphen Anteils von Uber 16% in
den Feststoffen sehr unwahrscheinlich.

Die Fahigkeit von Molekulen verschiedener chemischer Verbindungen mit sehr
ahnlichem strukturellem Aufbau Mischkristalle auszubilden ist bereits bekannt
und wurde von (Isakov et al. 2016) am Beispiel von L-Valin und L-Isoleucin
detailliert beschrieben.

Aufgrund der grofRen strukturellen Ahnlichkeit von DMC und CUR wére die
Ausbildung von CUR/DMC-Mischkristallen eine mdgliche Erklarung fur die
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Abwesenheit der DMC-Rontgenreflexe in den untersuchten Mischproben. In
diesem Fall ware eine kristallisationsbasierte Aufreinigung von CUR innerhalb
eines Trennschritts nicht realisierbar.

8.2 Wahl des Prozesslosungsmittels

Zur Auslegung eines kristallisationsbasierten Aufreinigungsprozesses von CUR
aus einer Ubersattigten Lésung galt es, auf der Basis der Untersuchungen zum
Laslichkeits- und Keimbildungsverhaltens der Zielkomponente, das geeignete
Prozesslosungsmittel zu finden.

Aus verfugbaren Publikationen konnten folgende Angaben zur Loslichkeit von
CUR vorlaufig zusammengefasst werden: in Wasser ist CUR mit ca. 1,3*10”
Ma% bei 25°C praktisch unléslich (Carvalho et al. 2015; Jagannathan et al.
2012).

Laut Angaben von (Ukrainczyk et al. 2016) kdénnen bei 20°C in Ethanol ca.
0,5 Ma%, in Acetonitril ca. 0,9 Ma% und in 2-Propanol ca. 0,11 Ma% des CUR
(Form [) gelost werden. In dieser Arbeit ist ebenfalls beschrieben, dass DMC
und BDMC eine deutlich hdhere (mindestens 2-fache) Loslichkeit in den
untersuchten Losungsmitteln im Vergleich zu CUR aufweisen.

Aus den von (Liu et al. 2015) dargestellten Loéslichkeitskurven steigt die
Léslichkeit von CUR (Form I) in Ethanol von umgerechnet 0,4 Ma% bei 10°C
auf 1,1 Ma% bei 50°C sowie in Ethylacetat von 1 Ma% bei 10°C auf 2,9 Ma%
bei 50°C. Die publizierten Loslichkeitsdaten sind zur Auslegung einer geimpften
Kristallisation nicht ausreichend und wurden durch eigene Messungen erganzt.
Wasser wurde dabei ohne weitere Untersuchungen als das starkste Antisolvent
fur den zukunftigen Prozess berucksichtigt.

Bestimmung der CUR-Sé&ttiqungskonzentrationen in Aceton, Acetonitril, Metha-
nol, Ethanol und 2-Propanol

Der reine Referenzfeststoff des CUR, welcher die stabile Form | reprasentiert,
wurde fur die Untersuchungen des Ld&slichkeits- und Keimbildungsverhaltens
nach der im Kap. 5.1 beschriebenen klassischen isothermen und polythermen
Methode verwendet. Dafur wurden Aceton, Acetonitril, Methanol, Ethanol und 2-
Propanol als gering toxisch eingestufte Losungsmittel (ICH 2016) ausgewahilt.
Die experimentell ermittelte Anderung der Sattigungskonzentration vom CUR im
jeweiligen Losungsmittel ist in Abb. 8-4 in Abhangigkeit von der Temperatur
dargestellt. Da die mittels polythermer Methode erhaltenen Ldslichkeitswerte
mit den isotherm ermittelten Sattigungskonzentrationen von CUR in den o. g.
Losungsmitteln Ubereinstimmen, sind diese auf dem Konzentrations-
Temperatur-Diagramm in Abb. 8-4 nicht zusatzlich aufgetragen.
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Abb. 8-4:  Sattigungskonzentrationen der Reinstoffreferenz von CUR (stabile Form 1) in 2-
Propanol (violett), Ethanol (griin), Methanol (rot), Acetonitril (blau) und Aceton
(orange) bei 10°C, 20°C, 30°C und 40°C.

In jedem der untersuchten Ldsungsmittel wurde, wie bei (Liu et al. 2015)
grundsatzlich eine Zunahme der CUR-Ld&slichkeit mit steigender Temperatur
beobachtet. Dennoch ist CUR in 2-Propanol, Ethanol, Methanol und Acetonitril
im Vergleich zu Aceton deutlich schlechter 16slich. Aul3er den 1,17 Ma% CUR,
die in Acetonitril bei 40°C gel6st werden kdnnen, liegen die bis 40°C ermittelten
Loslichkeitswerte unterhalb der 1 Ma% - Marke. In Ubereinstimmung mit den
Literaturangaben zeigt das CUR die niedrigste Ldslichkeit in 2-Propanol, mit
gemessenen Sattigungswerten von 0,08 Ma% bei 10°C sowie 0,17 Ma% bei
40°C. Im Gegensatz dazu koénnen in Aceton bereits bei 10°C 5,4 Ma% CUR
gelost werden. Resultierend daraus wurden 2-Propanol, Ethanol, Methanol und
Acetonitril als geeignete Antisolvents fur eine geimpfte Kihlungskristallisation in
Aceton als Prozesslosungsmittel betrachtet.

Die maximale Ubersattigung bzw. Unterkiihlung des jeweiligen CUR/L&sungs-
mittel-Systems wurde mittels polythermer Methode gemessen. Die daraus
ermittelte Breite des metastabilen Bereichs betrug im untersuchten Temperatur-
bereich im Mittel 33 K in 2-Propanol, 30 K in Aceton, 23 K in Acetonitril, sowie
23 bzw. 20K in Ethanol und Methanol. Diese Zahlenwerte wurden
anschlieBend fur die Planung der geimpften Kuhlungskristallisation von CUR
verwendet.
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Charakterisierung der wéhrend der Lslichkeitsmessungen bzw. Rekristallisa-
tionsversuchen gebildeten kristallinen Phasen des CUR mittels XRPD

Alle wahrend der isothermen Loslichkeitsuntersuchungen im thermodyna-
mischen Gleichgewicht gebildeten sowie wahrend des Abklhlvorgangs aus den
mit CUR gesattigten Losungen kristallisierten festen Phasen wurden bzgl. ihrer
Struktur mittels XRPD charakterisiert. Die zugehdrigen Roéntgenpulver-
diffraktogramme sind in Abb. 8-5 denen aus der internationalen kristallo-
graphischen Datenbank (Cambridge Structural Database, CSD) stammenden
CUR-Strukturen gegenubergestellt.

Die festen Phasen des CUR, welche im thermodynamischen Gleichgewicht mit
der jeweiligen gesattigten Losung stehen, stimmen bzgl. der Anzahl und Lage
der Rontgenreflexe mit der stabilen Form |, der eingesetzten Ausgangsform,
Uberein (Abb. 8-5, oberes Diffraktogramm).

Diffraktogramme, aufgenommen von CUR-Phasen, die wahrend der
polythermen Untersuchungen aus gesattigter Aceton- und Acetonitril-Losung
rekristallisiert wurden, sind ebenfalls mit der thermodynamisch stabilen Form |
des CUR identisch.
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Abb. 8-5:  Rontgenpulverdiffraktogramme der im thermodynamischen Gleichgewicht
gebildeten festen Phasen des CUR (oberes Diffraktogramm) sowie wahrend der
polythermen Rekristallisationsversuche gebildeten CUR-Phasen aus: Aceton
(orange), Acetonitril (blau), Methanol (rot), Ethanol (griin) und 2-Propanol (violett).
Die drei unteren Diffraktogramme entsprechen den drei polymorphen Formen des
CUR (Form | CSD Strukturcode BINMEQO5; Form |l CSD Strukturcode
BINMEQOG6; Form Ill CSD Strukturcode BINMEQO?7), publiziert in der kristallogra-
phischen Datenbank (Cambridge Structural Database, CSD) (Sanphui et al. 2011).

Diffraktogramme der festen CUR-Phasen, erhalten aus gesattigten Methanol-
und 2-Propanol-Lésungen sind untereinander identisch. Im Diffraktogramm des
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aus Ethanol rekristallisierten Feststoffs fehlt im Vergleich zu den beiden oberen
lediglich ein Reflex bei 2Theta von 6,8°. Auler der zusatzlichen Reflexe im
Bereich 2Theta zwischen 6° und 8° stimmt die Lage und Anzahl der Reflexe
dieser drei Feststoffe mit der stabilen Form | des CUR Uberein. Da an dieser
Stelle keine weiteren Untersuchungen der gebildeten festen Phasen durch-
gefuhrt wurden, kann die Ausbildung einer metastabilen, von der Form Il und I
abweichenden, Modifikation des CUR in Ethanol, Methanol und 2-Propanol
bzw. eines CUR/Ethanol-Solvats lediglich vermutet werden.

Einfluss von Antisolvents auf die Léslichkeit von CUR in Aceton bei einer
Temperatur von 30°C

Resultierend aus den ermittelten binaren Fest/flissig-Phasengleichgewichten,
wurde der mogliche Einsatz von Aceton als Prozesslosungsmittel sowie 2-
Propanol, Ethanol, Methanol und Acetonitrii als Antisolvent bei der
Kristallisation von CUR untersucht. Um den Einfluss der Antisolvents auf die
Laslichkeit von CUR in Aceton beurteilen zu kdnnen, wurden die Sattigungs-
konzentrationen von CUR in binaren 50/50 (Ma%/Ma%) Aceton/Antisolvent-
Losungsmittelgemischen bei 30°C gemessen und den bei derselben
Temperatur erhaltenen Messwerten in reinen Losungsmitteln gegenuber-
gestellt. Die Ergebnisse sind in Abb. 8-6 zusammengefasst.
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Effekt verschiedener Antisolvents auf die Loslichkeit von CUR in Aceton bei 30°C.
Untersuchte Antisolvents: 2-Propanol (violett), Ethanol (grin), Methanol (rot) und
Acetonitril (blau). Die durchgezogenen Linien geben den linearen Zusammenhang
zwischen der CUR Loslichkeit in reinem Aceton gegeniiber dem Antisolvent
wieder. Die gestrichelten Kurven stammen aus der Verbindung der Ld&slichkeits-
werte des CUR im jeweiligen Ldsungsmittelgemisch.

Abb. 8-6:

Auf den Seiten des Diagramms in Abb. 8-6 sind die zuvor ermittelten
Sattigungskonzentrationen des CUR bei 30°C in reinem 2-Propanol, Ethanol,
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Methanol und Acetonitril (links) sowie in Aceton (rechts) aufgetragen. Innerhalb
des Diagramms sind die ermittelten Loslichkeitswerte des CUR im jeweiligen
50/50 Aceton/Antisolvent-Gemisch dargestellt. Die durchgezogenen Linien
reprasentieren das ideale Verhalten der Ldslichkeit von CUR im jeweiligen
Aceton/Antisolvent-Gemisch. Die gestrichelten Kurven basieren auf den
experimentell ermittelten Loslichkeitswerten in den 50/50 Aceton/Antisolvent-
Gemischen.

Die Darstellung zeigt, dass alle untersuchten ternaren Systeme vom idealen
Verhalten abweichen. Aus der Lage der CUR-LOslichkeitswerte im 50/50
Aceton/Methanol-, Aceton/Ethanol- sowie Aceton/2-Propanol-Gemisch (Abb. 8-
6, gestrichelte Kurven), welche oberhalb der Linien des idealen Ldslichkeits-
verhalten liegen, kann abgeleitet werden, dass eine Zugabe dieser LOosungs-
mittel zur gesattigten CUR/Aceton-Lésung eine Verdlinnung und nicht die
erwartete Uberséttigung der Lésung bzgl. CUR bewirken wiirde. Dabei ist der
relative Verdunnungseffekt von Ethanol und Methanol deutlich hoher als der
von 2-Propanol, da der Abstand des Messwertes zur durchgezogenen Linie
grofer ist. Aus diesem Grund werden Ethanol und Methanol fur die Auslegung
des Trennprozesses nicht berlcksichtigt. Im Gegensatz dazu kann nach der
Zugabe von Acetonitril eine héhere CUR-Ubersattigung und somit eine hdéhere
Produktausbeute erwartet werden. Folglich werden reine Aceton und Acetonitril
sowie 50/50 (Ma%/Ma%) Aceton/Acetonitril- und Aceton/2-Propanol-Lésungs-
mittelgemische als Prozesslosungsmittel flr die Kuhlungskristallisation bertck-
sichtigt. Wasser als starkes Antisolvent wird ausschlieBlich zur Erhéhung der
Produktausbeute am Ende der Kuhlungskristallisation von CUR in Aceton
eigesetzt.

Loslichkeitsverhalten von CUR in Anwesenheit _der Hauptverunreinigungen
DMC und BDMC

Um den Einfluss von BDMC und DMC auf die Aufreinigung von CUR besser
bewerten zu kdnnen, wurde das Loslichkeitsverhalten von CUR in Anwesenheit
beiden Komponenten untersucht. Flur diese Zwecke wurde das ternare CURD-
Gemisch der Fa. Sigma Aldrich mit einer Zusammensetzung von 70,8% CUR,
23,4% DMC und 5,7% BDMC verwendet. Diese Referenzprobe war von allen
zur Verfugung stehenden Mischproben dem natlrlichen Pflanzenextrakt am
ahnlichsten und fir diese Untersuchungen in einer ausreichenden Menge
vorhanden (ca. 100 g).

Im Zusammenhang mit dem geplanten Aufreinigungsprozess wurden diese
Loslichkeitsuntersuchungen in Aceton und Acetonitrii sowie zwei 50/50
(Ma%/Ma%) Aceton/2-Propanol- bzw. Aceton/Acetonitril-Lésungsmittelgemi-
schen durchgefuhrt. Die ermittelten CUR-L0slichkeitswerte sind in Abb. 8-7 den
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jeweiligen Gleichgewichtskonzentrationen des reinen CUR (grau hinterlegt)
gegenubergestellt.

Die Loslichkeit von CUR in Anwesenheit von BDMC und DMC ist gegenlber
dem reinen CUR leicht erhdht. Die Abweichung dieser Werte zu den
Ldslichkeitsdaten des reinen CUR betragt in Aceton und dem 50/50 Aceton/2-
Propanol-Gemisch ca. 0,2 Ma% bei 10°C und steigt auf 0,5 Ma% bei 40°C. Die
Prasenz der Verunreinigungen im 50/50 Aceton/Acetonitril-Gemisch und reinem
Acetonitril hatte einen geringeren Einfluss auf die Loslichkeit von CUR. Folglich
wurden die in Abb. 8-7 dargestellten Loslichkeitskurven des verunreinigten CUR
fur die Trennprozessauslegung verwendet.

10 41— CUR im CURD-Gemisch, z. B. in Aceton
CUR rein

CUR-Gehalt in Losung in Ma%

0 1IO Zb éO 4IO 5I0 6I0 70
Temperaturin °C
Abb. 8-7:  Léslichkeitsverhalten von CUR in Anwesenheit der Hauptverunreinigungen des
Pflanzenextraktes BDMC und DMC in Aceton (orange), dem 50/50 Aceton/2-
Propanol-Gemisch (violett), dem 50/50 Aceton/Acetonitril-Gemisch (dunkelblau)
sowie in Acetonitril (blau) in Abhangigkeit von der Temperatur. Die Gleichgewichts-
konzentrationen des reinen CUR in denselben Lésungsmitteln sind mit leeren
Kreisen gekennzeichnet und grau hinterlegt.

Das dargestellte Loslichkeitsverhalten von CUR in binaren Lésungsmittel-
gemischen zeigt, dass im Vergleich zu 2-Propanol mit dem Einsatz von
Acetonitril als Antisolvent eine deutlich hohere Ubersattigung der CUR/Aceton-
Lésung und somit eine groRere Produktausbeute erzielt werden kdnnen.

8.3 Aufreinigungsprozess: Auslegung und Durchfiihrung

Unter Verwendung der in Abb. 8-7 vorgestellten Ld&slichkeitskurvenverlaufen
des verunreinigten CUR sowie unter Berlcksichtigung des beobachteten
Nukleationsverhaltens des reinen CUR wurden vier geimpfte Kihlungs-
kristallisationen von CUR aus dem ternaren CURD-Gemisch, wie in Abb. 8-8
gezeigt, ausgelegt und durchgeflihrt.
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Jeder der vier Aufreinigungsprozesse beinhaltete zwei aufeinanderfolgende
Schritte. Im ersten Schritt wurde eine klare und bezuglich CUR untersattigte
Ldosung, bestehend aus dem zu trennenden CURD-Gemisch und dem
jeweiligen Prozesslosungsmittel, hergestellt. Um am Ende des Kristallisations-
prozesses eine moglichst grole Produktmasse zu gewinnen und somit die
Produktivitat zu erhdhen, wurde im ersten Schritt eine Ausgangslosung mit
moglichst hoher CUR-Konzentration bereitgestellt.

Zur genauen Einstellung der Startkonzentration des CUR in der Ausgangs-
|I6sung wurde das zu trennende CURD-Gemisch vor Beginn mittels HPLC bzgl.
der Komponentenzusammensetzung charakterisiert. In Tabelle 8-1 sind die fur
die Herstellung der jeweiligen Arbeitslosung verwendeten Prozesslosungsmittel
und die ermittelte Zusammensetzung der ternaren CURD-Gemische vorgestellt.

Tabelle 8-1: Ubersicht (iber die verwendeten Lésungsmittel und die zu trennenden CURD-

Gemische.
Zusammensetzung CURD-Gemisch in %
Prozess Nr. Losungsmittel CUR DMC BDMC
1 Aceton 75,0 19,2 58
2 50/50 Aceton/2-Propanol 70,8 23,5 57
3 Acetonitril 67,2 25,5 7,3
4 50/50 Aceton/Acetonitril 67,2 25,5 7,3

Die in Tabelle 8-1 aufgefuhrten Rohgemische stammen aus verschiedenen
Substanzchargen erworben bei der Fa. Sigma Aldrich. Die Variation der
einzelnen CURD-Anteile in den analysierten Feststoffen liegt hdochstwahr-
scheinlich an der nattrlichen Herkunft dieser Probe, welche, nach Angabe des
Herstellers, alle Produkte der Phytoextraktion sind.

Der zweite Schritt der Aufreinigung stellte die selektive Kristallisation von CUR
aus dem CURD-Rohgemisch dar. In der nachfolgenden Abb. 8-8 ist die
Ablaufskizze jeder der vier geimpften Kuhlungskristallisation von CUR auf der
Grundlage der gezeigten L&slichkeitskurven des verunreinigten CUR (volle
Kreise verbunden mit durchgezogenen Kurven) sowie der Nukleationsgrenzen
des reinen CUR (leere Kriese verbunden mit gestrichelten Kurven) schematisch
dargestellt. Die schwarzen gestrichelten/durchgezogenen Pfeile skizzieren die
Richtung des Verlaufs der CUR-Konzentration in der Losung wahrend des
Kristallisationsprozesses in Abhangigkeit der gewahlten Start- und End-
temperaturen des Kuhlvorgangs sowie der Temperatur der Impfkristallzugabe.
Die Temperatur der Impfkristallzugabe wurde so gewahlt, dass sie mindesten
5 K unter der Sattigungstemperatur und etwa im ersten Drittel des metastabilen
Bereichs liegt. Wie in Abb. 8-8 gezeigt, ist der metastabile Bereich von CUR im
50/50 Aceton/2-Propanol-Lésungsmittelgemisch mit ca. 10 K im Vergleich zu
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den anderen Systemen deutlich schmaler. Aus diesem Grund lag hier die
Impftemperatur ungefahr bei der Halfte des metastabilen Bereichs.

Trennprozess Nr. 1 in: Aceton —e— L Gslichkeitskurve, CUR verunreinigt

2 in: 50/50 Aceton/2-Propanol —- - Uberlslichkeitskurve, CUR rein
3 in: Acetonitril
4 in: 50/50 Aceton/Acetonitril

*
Ac

Tswt Kihlung Beginn

T End

Kuahlung Ende
Temperatur der Impfkristallzugabe
Abreicherung von CUR

Teng 1,2,3,4 Tstart 1 Tstart 2, 3,4

CUR-Gehalt in der Arbeitslosung in Ma%

Abb. 8-8:

10 20 30 40 50 60 70
Temperaturin °C
Design der Kristallisationsprozesse Nr. 1 bis 4 von CUR auf der Basis der
Loslichkeitskurven (durchgezogene Linien) des verunreinigten CUR und der Uber-
I8slichkeitskurven (gestrichelte Linien) des reinen CUR in Abhangigkeit von der
Temperatur. Die schwarzen Pfeile illustrieren die Richtung der CUR-Konzentra-
tionsdnderung in der L6sung wahrend der Kristallisation.

Tabelle 8-2 enthalt die Ubersicht tber die abgeleiteten kristallisationsspezi-
fischen Betriebsparameter.

Tabelle 8-2: Kristallisationsspezifische Betriebsparameter der Trennprozesse 1 bis 4. Indizes:
cstat (CUR) Anfangskonzentration von CUR in der Lésung, Tstat und Tend die
Anfangs- und Endtemperatur des Kiihlvorgangs, Tsat die Sattigungstemperatur von
CUR, Timpfen die Temperatur der Impfkristallzugabe.
P"Lz:ss Lésungsmittel ((c:sl;";) Tstart (gf;;) Tumpten Tena  Kiihlrate

Ma% °C °C °C °C K/h

1 Aceton 8,4 45 37 30 0 10

2 50/50 Aceton/2-Propanol 6,4 60 51 46 0 10

3 Acetonitril 2,2 60 56 51 0 10

4 50/50 Aceton/Acetonitril 51 60 57 51 0 10
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Um beim Trennprozess Nr. 1 das unkontrollierte Verdampfen von Aceton aus
der CURD/Aceton-Arbeitslosung zu vermeiden, wurde 45°C als Starttempe-
ratur gewahlt. Bei den Trennprozessen Nr. 2, 3 und 4 wurde der Kuhlvorgang
bei einer hdheren Temperatur von 60°C angesetzt. Entsprechend der fest-
gelegten Starttemperaturen wurden die Anfangskonzentrationen des CUR in
der Arbeitslosung (Tabelle 8-2, cstat) SO gewahlt, dass zu Prozessbeginn eine
bzgl. CUR untersattigte Losung vorliegt. Die =zur Herstellung der vier
Ausgangslosungen verwendeten Mengen des zu trennenden CURD-
Gemisches m (CURD) sowie der Prozesslosungsmittel m (LM) sind in
Tabelle 8-3 aufgelistet.

Tabelle 8-3: Ubersicht liber die zur Herstellung der Ausgangsldésungen fiir die Trennprozesse
Nr. 1 bis 4 verwendeten Substanzen und die berechneten/abgelesenen CUR-
Konzentrationen. Abklrzungen: CURD ternares Curcuminoid-Gemisch, LM
Prozesslésungsmittel. Indizes: Acto thermodynamisch maximal mégliche Anderung
der CUR-Konzentration in der Losung am Ende der Kiihlung, mmax die
thermodynamisch maximal erzielbare Masse des CUR im kristallinen Produkt.

m CUR Mstart Cstart CEnd=Csiitt Acm Mmax
Prozess m (LM)

(CURD) Gehalt (CUR) (CUR) (CUR) (CUR) (CUR)

Nr. g % g g Ma% Ma% Ma% g

1 19,0 75,0 14,3 150 8,4 4.8 3,6 5,8

2 14,0 70,8 9,9 150 6,4 3,0 3,4 51

3 52 67,2 3,5 150 2,2 0,5 1,7 2,7

4 11,5 67,2 7,7 140 51 1,4 3,7 55

Die Werte der Anfangskonzentrationen cstart (CUR) des CUR wurden aus den
Einwaagen m (CURD), m (LM) unter Berlcksichtigung des CUR-Gehalts im
jeweiligen CURD-Gemisch errechnet.

Die Werte der Endkonzentration des CUR cend (CUR) in der Arbeitslosung
entsprechen der jeweiligen CUR-Sattigungskonzentration in der Ldsung
Cend = Csatt am Ende des Kihlvorgangs bei Tend = 0°C. Aus der Differenz dieser
Anfangs- und Endkonzentrationen ergibt sich die thermodynamisch maximal
mogliche Abreicherung des CUR in der Loésung AcTp = (Cstart — Csitt).
Demzufolge entspricht mmax (CUR) der thermodynamisch maximal erzielbaren
Masse des CUR im Kristallisat. Die Werte der mmax (CUR) wurden zur
Berechnung des am Ende der jeweiligen Kuhlungskristallisation erzielten
Anteils der thermodynamisch maéglichen CUR-Ausbeute nto (nach Gl. 3.6.3.3)
herangezogen. Die Gesamtproduktausbeute n wurde nach Gl. 3.6.3.5 aus-
gehend von der in der Ausgangslosung zu Prozessbeginn vorhandenen Masse
des CUR mstart (CUR) unter Bertcksichtigung der gewonnenen Produktmasse
errechnet.

Um sicherzustellen, dass die im ersten Prozessschritt flr die Kristallisation
hergestellte Losung partikelfrei ist, wurden diese filtriert und anschliel3end in
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den Kristallisationsbehalter (200 ml-Doppelmantelgefald) tberfuhrt. Nach dem
Einstellen der Starttemperatur (Tabelle 8-2, Tstart) im jeweiligen System, wurden
die Arbeitslésungen mit 10 K/h linear auf 0°C heruntergekihlt. Wahrend der
Klhlprozedur wurden zum Initiieren des Kristallisationsvorgangs von CUR der
Ubersattigten Arbeitslésung die Impfkristalle (ca. 50 mg) des reinen CUR
(Reinstoffreferenz, stabile Form ) bei der Temperatur Timpfen (Tabelle 8-2)
hinzugeflgt. Durch das Animpfen sollte die spontane heterogene Keimbildung
unerwunschter Mischungskomponenten (DMC, BDMC) unterdrickt und das
CUR aus der Losung selektiv kristallisiert werden.

Die kontinuierliche Verfolgung des Kristallisationsfortschritts von CUR mittels
ATR-FTIR-Sonde wird nicht vorgestellt, weil keine messbare Veranderung der
CUR-Konzentration in Gegenwart von BDMC und DMC in der Arbeitsldsung im
Laufe des Kristallisationsprozesses erfasst werden konnte.

Am Ende des Kuhlvorgangs bei 0°C wurden die gewonnenen Produkt-
suspensionen fur weitere 30 min bei derselben Temperatur nachgerihrt und
danach die Fest/flissig-Phasentrennung Uber Nutsche (Filterpapierporengrofie
0,6 ym) durchgefuhrt. Das erhaltene Kristallisat wurde mit ca. 100 g kaltem (<
0°C) Aceton bzw. mit Acetonitril (im Prozess Nr. 3) gespllt, bei 40°C getrocknet
und anschlieend bzgl. der CUR-Reinheit und -ausbeute analysiert. Aufgrund
der hohen Loslichkeit von CUR in Aceton (etwa 5 Ma% bei 0°C) wurde wahrend
des Waschvorgangs der Produktfeststoffe ein sichtbares Auflésen des
Filterkuchens beobachtet. Demzufolge wird von einer geringeren Gesamt-
produktausbeute der Trennprozesse Nr. 1, 2 und 4 ausgegangen. Im folgenden
Kap. 8.4 werden die Ergebnisse der vier Kuhlungskristallisationen vorgestellt
und diskutiert.

Untersuchungen zur Erhéhung der Gesamtausbeute mittels Antisolvent-
zugabe

Aus den bei 0°C in der jeweiligen Ldsung vorliegenden CUR-Sattigungs-
konzentrationen ist ersichtlich, dass die Gesamtproduktausbeute von CUR am
Ende der Trennprozesse Nr. 1, 2 und 4 spurbar niedriger als im Trennprozess
Nr. 3 sein wird. Mit dem Ziel, die Gesamtprozessausbeute am Ende dieser drei
Prozesse zu erhdhen, wurde bei gleichbleibender Kuhlprozedur die Anti-
solventzugabe angewendet.

Hierfir wurden zunachst drei gleiche Ausgangslésungen, bestehend aus dem
CURD-gemisch in Aceton als Prozesslésungsmittel mit 8,5 Ma% Ausgangs-
konzentration von CUR hergestellt. AnschlieRend wurde der jeweiligen Lésung
Wasser (Prozess Nr.1-1), 2-Propanol (Prozess Nr. 1-2) oder Acetonitril
(Prozess Nr. 1-4) als Antisolvent bis zu einem Aceton/Antisolvent-Losungs-
mittelverhaltnis von 25/75 (Ma%/Ma%) hinzugefugt.
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Die fur die Herstellung der jeweiligen CURD/Aceton-Ausgangslosung verwen-

deten Substanzmengen sowie die Menge des jeweiligen Antisolvents sind in

Tabelle 8-4 zusammengefasst.

Tabelle 8-4: Auflistung der verwendeten Substanzen zur Durchfihrung der Antisolvent-
Kristallisationen (Prozess Nr. 1-1, 1-2 und 1-4). Abkurzungen: CURD der ternére

Rohfeststoff, LM das Prozesslésungsmittel, AS das Antisolvent, Tas die
Temperatur der Antisolventzugabe.

m m CUR- mstart Cstart m Anteil
P LM AS T
rozess (CURD) (LM) Gehalt (CUR) (CUR) (AS) (AS) *®
Nr. g g % g Ma% g % °C

11 Aceton 4,35 30 67,2 2,9 8,51 | Wasser 90 75 26

1-2 Aceton 4,35 30 67,2 29 8,51 | 2-Propanol 90 75 0

1-4 Aceton 4,35 30 67,2 2,9 8,561 | Acetonitril 90 75 0

Vorversuche hatten gezeigt, dass die Antisolventzugabe zu einer keimfreien
metastabilen CURD/Aceton-Lésung eine unkontrollierte Fallung von DMC und
BDMC neben CUR bewirkt und somit die CUR-Reinheit im kristallinen Produkt
negativ beeinflusst. Aus diesem Grund wurde im zweiten Prozessschritt
zunachst die bereits als Trennprozess Nr. 1 (Tabellen 8-2 und 8-3) vorgestellte
geimpfte Kuhlungskristallisation von CUR in Aceton durchgefuhrt. Am Ende des
Klhlvorgangs, bei 0°C, wurde der Aceton-Produktsuspension das ca. 0°C kalte
Antisolvent 2-Propanol (Prozess Nr. 1-2) oder Acetonitril (Prozess Nr. 1-4) bis
zum geplanten Aceton/Antisolvent-Losungsmittelverhaltnis geregelt hinzu-
gefugt. Nachdem die Antisolventzugabe abgeschlossen war, wurden die
vorliegenden Suspensionen fur weitere 3 h bei konstanten 0°C nachgeruhrt.

Um wahrend des Prozesses Nr. 1-1 die Zugabe von 0°C kaltem Wasser als
Antisolvent umzugehen, erfolgte die schrittweise Wasserdosierung bereits bei
26°C, kurz nach dem Animpfen der Ubersattigten CURD/Aceton-Losung. Als die
vorgelegte Wassermenge aufgebraucht war, wurde die Suspension bis zur
geplanten Endtemperatur von 0°C heruntergekihlt und anschlieRend fir
weitere 3 h bei derselben Temperatur nachgeruhrt. Zu erwahnen ist, dass
wahrend der ersten Schritte der Wasserzugabe ortliche Kristallisationsschauer
in der Ubersattigten Losung beobachtet wurden. Da die gebildeten Primarkeime
sich innerhalb von wenigen Sekunden wieder auflosten, wurde der Prozess, wie
geplant, fortgefuhrt.

Am Ende der drei Antisolvent-Kristallisationen wurde die Fest/flissig-Phasen-
trennung durchgeflihrt, das gewonnene Kristallisat bei 40°C getrocknet und
bzgl. der CUR-Reinheit und -Ausbeute analysiert. Um das zuvor beim
Waschvorgang mit Aceton beobachtete Auflésen des Filterkuchens und die
damit verbundene Ausbeuteverluste zu vermeiden, wurde das hier gewonnene
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Kristallisat nicht gewaschen. Die erhaltenen Ergebnisse werden im folgenden
Kap. 8.4 ebenfalls prasentiert und diskutiert. Da keine Ldslichkeitsmessung von
CUR in den einzelnen 25/75-Aceton/Antisolvent-Lésungsmittelgemischen
durchgefuhrt wurde, wurde nur die am Ende der Antisolvent-Kristallisationen
erzielte Gesamtproduktausbeute n von CUR ausgewertet.

8.4 Ergebnisse und Diskussion

Die hier vorgestellten Trennprozesse wurden in erster Linie zur Aufreinigung
des CUR aus dem terndaren CURD-Gemisch und zur Bereitstellung der
Zielkomponente in der unter Umgebungsbedingungen stabilen kristallinen
Form | ausgelegt. Aus diesem Grund wurde die hochste Produktqualitat mit der
chemischen Reinheit von 99% sowie der strukturellen Reinheit bzgl. der
kristallinen Form | des CUR im Kristallisat gleichgesetzt. Die Produktquantitat
wurde anhand des Werts der Gesamtproduktausbeute n nach Gl. 3.6.3.5
beurteilt.

In den Tabellen 8-5 und 8-6 sind jeweils die Ergebnisse der durchgeflhrten
Kuhlungskristallisationen (Trennprozess Nr. 1 bis 4) sowie der Kristallisationen
mit Antisolventzugabe (Trennprozess Nr. 1-1, 1-2 und 1-4) zusammengefasst.
Zur besseren Veranschaulichung dieser Ergebnisse sind die Tabellenspalten,
die die Werte der CUR-Reinheit und Gesamtproduktausbeute n beinhalten,
farblich hervorgehoben.

Tabelle 8-5: Ubersicht der Ergebnisse der Kuhlungskristallisationen (Trennprozess Nr. 1 — 4).
Abkurzungen: nto der Anteil der thermodynamisch mdéglichen Ausbeute von CUR,
n die Gesamtproduktausbeute von CUR bezogen auf die im Rohgemisch
vorhandene CUR-Masse mstart.

Rohgemisch kristallines Produkt
° = H =
s £ g § 5 £ /% % § £
2 B S 5§ % 6 |32 § § & ® _
- S ¢ 9 6 5| &8 © 9 ¢ 3F K
S 2 5 £ 2 3 | ¢ & 2 3 : ¢°
a o £ o o m £ £ ) =) m & c
g % % % g g % % % % %
1  Aceton 143 750 192 58 58| 4,6 95,7 43 0 75 3
50/50
2 Aceton/ 99 708 235 57 51 1,3 994 0,6 0 25 13
2-Propanol
3 Acetonitril 35 672 255 73 27| 21 92,3 7,7 0 72 56
50/50
4  Aceton/ 77 672 255 73 55| 53 90,1 9,9 0 86 62
Acetonitril
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Aus der Gegenuberstellung der Ergebnisse der Kuhlungskristallisationen in
Tabelle 8-5 ist ersichtlich, dass am Ende des Trennprozesses Nr. 2, welcher im
50/50 Aceton/2-Propanol-Lésungsmittelgemisch  durchgefihrt wurde, die
héchste CUR-Reinheit von 99,4% im kristallinen Produkt erreicht wurde. Leider
wurden bei dieser Prozessfuhrung lediglich 13% der im Rohgemisch
ursprunglich vorhandenen CUR-Masse gewonnen. Die anderen Kihlungs-
kristallisationen lieferten kristallines CUR geringerer Reinheit (zw. 90 und 96%)
aber deutlich héherer Gesamtproduktausbeute (zw. 31 und 62%).

Mit den umgesetzten Kuhlungskristallisationen konnte BDMC komplett aus dem
kristallinen Produkt entfernt und der Gehalt des DMC mindestens um 2/3
reduziert werden. Der am Ende der vier Kuhlungskristallisationen erzielte Anteil
der thermodynamisch moglichen CUR-Ausbeute nto (Tabelle 8-5) liegt unter
den gewlnschten 100%. Das bedeutet, dass das Fest/flissig-Phasen-
gleichgewicht von CUR in dem jeweiligen System bei Tenda = 0°C nicht erreicht
und das CUR aus der Arbeitslésung nicht bis zur Sattigungskonzentration
abgereichert wurde. Mdoglicherweise liegt dies an der langsamen Kristalli-
sationskinetik des CUR, welche einerseits durch die vorgegebene Kuhlrate von
10 K/h, andererseits durch die Anwesenheit der beiden anderen CURD in der
Lésung beeintrachtigt wird. Da das DMC, welches dem CUR strukturell am
ahnlichsten ist, die einzige Verunreinigung des CUR im kristallinen Produkt
darstellt, kann lediglich vermutet werden, dass es mit dem CUR beim Einbau in
das CUR-Hauptkristallgitter konkurriert und dadurch das kristalline Produkt
verunreinigt. Das beobachtete Aufldsen der Filterkuchen beim Waschvorgang
der Produktfeststoffe der Kiuhlungskristallisationen Nr. 1, 2 und 4 mit kaltem
Aceton konnte ebenfalls ein Grund fur die geringe Produktausbeute sein.

Mit dem Ziel der Erhéhung der Gesamtprozessausbeuten der Trennprozesse 1,
2 und 4 wurde die Zugabe von Wasser, 2-Propanol und Acetonitril wahrend der
Antisolvent-Kristallisationen 1-1, 1-2 und 1-4 untersucht. Die erzielten
Ergebnisse sind in Tabelle 8-6 zusammengefasst.
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Tabelle 8-6: Ubersicht der Ergebnisse der Antisolvent-Kristallisationen (Trennprozess Nr. 1-1,
1-2 und 1-4). Abkirzungen: n ist die Gesamtproduktausbeute von CUR bezogen
auf die im Rohgemisch vorhandene CUR-Masse mstart.

Rohgemisch kristallines Produkt

° = =

- g § § £/ & % § £

Zz E o

n 5 8 S S 8 3 © S 8 =
2 € = Q Q o g 9 Q o £
N 2 o © = | & © = 3
S 0 ] =) = a = =) = a <2
o | € (&) (a] a1] S (&) a m (=
g % % % g % % % %
1-1 25/75 Aceton/Wasser 29 672 255 73|27 855 134 11 79
1-2 25/75 Aceton/2-Propanol 2,9 67,2 255 73| 1,1 96,2 3,7 0,1 36
1-4 25/75 Aceton/Acetonitril 29 672 255 73|23 883 108 09 70

Wie die Zahlenwerte von n zeigen, konnte die Gesamtproduktausbeute mit dem
Einsatz von Wasser (Prozess Nr. 1-1) und 2-Propanol (Prozess Nr. 1-2) als
Antisolvent mindestens verdoppelt und unter Zugabe von Acetonitril (Prozess
Nr. 1-4) um 11% gegenuber der jeweiligen Kuhlungskristallisation erhoht
werden. Leider war das mit einer Abnahme der Produktreinheit um 2 bis 10%
verbunden. Dennoch wurde unter Verwendung von 2-Propanol als Antisolvent
wieder kristallines Produkt mit der vergleichsweise héchsten CUR-Reinheit von
uber 96%, aber der geringsten Ausbeute von 36% gewonnen.

In allen drei Fallen enthielt das CUR beide Verunreinigungen DMC und BDMC
im Kristallisat. Es ist anzunehmen, dass hdchstwahrscheinlich aufgrund der
groRen strukturellen Ahnlichkeit der drei CURD Wasser, 2-Propanol und
Acetonitril auch fir DMC und BDMC als Antisolvent agierten und zur
Kontamination des Zielprodukts fihrten. Der geringe BDMC-Gehalt in den
Produktfeststoffen (max. 1,1%) lasst jedoch vermuten, dass das BDMC in Form
anhaftender Mutterlauge im Kristallisat vorliegt und demzufolge in einem
nachgeschalteten Waschschritt aus dem Kristallisat entfernt werden kdnnte.

Aufgrund des bereits im CURD-Rohgemisch vorliegenden hohen DMC-Anteils
von Uber 25% bei den Versuchen 3, 4, 1-1, 1-4, stellte es mit dem jeweiligen
Anteil von 7,7%, 9,9%, 13,4%, 10,8%, die Hauptverunreinigung des CUR in den
kristallinen Produkten dar. Vermutlich hangt auch der wahrend der Antisolvent-
Kristallisation mit Wasser ortlich beobachtete Kristallschauer mit der
Primarkeimbildung von DMC zusammen, welches mit dem Gehalt von ca.
3,2 Ma% die zweithdchstkonzentrierte Komponente nach CUR in der Arbeits-
|I6sung reprasentiert. Dennoch konnte in den Versuchen 1, 2 und 1-2 der DMC-
Anteil von anfanglichen 19,2%, 23,5% und 25,5% bis auf 4,3%, 0,6% und 3,5%
im Produktfeststoff erheblich reduziert werden.
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Basierend auf den publizierten Ergebnissen, ist es ausschlief3lich (Ukrainczyk et
al. 2016) gelungen, ausgehend von 78% CUR im CURD-Gemisch innerhalb
von drei aufeinanderfolgenden Kristallisationszyklen in 2-Propanol CUR
(Form I) mit einer Reinheit von 98,9% und einer Gesamtproduktausbeute von
48% zu gewinnen. Auch nach dem Animpfen der Ubersattigten Losung mit CUR
Form Il waren drei Kristallisationszyklen zur Herstellung von 99,8% reinem
kristallinen CUR notwendig. In der Publikation wurde ebenfalls berichtet, dass
das BDMC bereits nach dem ersten Kristallisationszyklus erfolgreich aus dem
Gemisch abgetrennt werden konnte. Dabei lag das DMC neben dem CUR auch
am Ende des dritten Rekristallisationsschritts und nach dem Waschvorgang in
den kristallinen Produkten vor.

Die im Laufe dieser Untersuchungen erzielten Trennergebnisse haben gezeigt,
dass es grundsatzlich moglich ist, innerhalb eines Kristallisationsschritts im
50/50 Aceton/2-Propanol-Losungsmittelgemisch die CUR-Reinheit von den
ursprunglichen 70,8% auf 99,4% zu erhdhen. Mit jeder der vier vorgestellten
Kuhlungskristallisationen wurde ein BDMC-freier Produktfeststoff hergestellt.
Wie in der oben genannten Publikation, waren, je nach gewahltem Prozess-
|6sungsmittel, zwischen 0,6% und 9,9% DMC in gewonnenen kristallinen
Produkten vorhanden.

Die mittels Antisolventeinsatz angestrebte Erhdéhung der Gesamtprodukt-
ausbeute wurde generell erreicht, jedoch auf Kosten der CUR-Reinheit.

Charakterisierung der gewonnenen Produktfeststoffe mittels XRPD und
DSC

Zum Nachweis von kristallinem DMC in den Produktfeststoffen der Kuhlungs-
sowie Antisolvent-Kristallisationen wurden die Feststoffproben mittels XRPD
und DSC untersucht. Die zugehoérigen Analyseergebnisse sind jeweils in der
Abb. 8-9 und 8-10 mit abnehmender CUR-Reinheit (von unten nach oben)
dargestellt und den Referenzproben des reinen CUR Form | (unten) sowie DMC
(oben) gegenubergestellt.
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Abb. 8-9: Rontgenpulverdiffraktogramme der kristallinen Produkte sowie der Referenzproben
der reinen CUR Form | (unten) und DMC (oben). Dargestellt in Abhangigkeit des
abnehmenden CUR-Gehalts (in %) von unten nach oben.

Bei Betrachtung der in Abb. 8-9 vorgestellten Réntgenpulverdiffraktogramme

wird deutlich, dass diese trotz des steigenden DMC-Gehalts von 0,6% auf

13,4% in der Anzahl der vorhandenen Reflexe mit denen der CUR-Reinstoff-

referenz (stabile Form 1) nahezu komplett Ubereinstimmen. Keiner der

Rontgenreflexe kann eindeutig dem DMC-Standard zugeordnet werden. Eine

leichte Verschiebung einzelner Rdntgenreflexe der Mischproben mit hohem

DMC-Anteil ist jedoch angedeutet.

Nach (Clevers et al. 2012) sind kristalline Verunreinigungen mit einem Gehalt
unter 5% im Produktfestoff mittels XRPD nicht nachweisbar. Jedoch ist diese
Nachweisgrenze ausschlie3lich auf die Produktfeststoffe mit dem CUR-Gehalt
von 99,4% und 95,7% zutreffend. In allen anderen kristallinen Produkten ist das
DMC deutlich héher konzentriert (zwischen 7,7% bis 13,4%) und sollte dem-
entsprechend, falls es kristallin vorliegt und eine von CUR abweichende
Roéntgenstruktur aufweist, mittels XRPD detektierbar sein. Da alle in Abb. 8-9
vorgestellten Diffraktogramme gleichmallig auf der Basislinie liegen, kann von
der Gegenwart eines amorphen Anteils in den gewonnenen Produktfeststoffen
nicht ausgegangen werden. Aufgrund der groRen strukturellen Ahnlichkeit von
CUR und DMC ware die Ausbildung von CUR/DMC-Mischkristallen ebenfalls
eine mogliche Erklarung fur die Abwesenheit der DMC-Rdntgenreflexe in den
Diffraktogrammen der Produktfeststoffe.

Die DSC-Analyse der kristallinen Produkte sollte zur Aufklarung des Sach-
verhalts beitragen. Die aufgenommenen Schmelzkurven sind in Abb. 8-10 in
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Abhangigkeit der abnehmenden CUR-Reinheit (von unten nach oben)
dargestellt und den Schmelzkurven der reinen CUR Form | (unten) sowie DMC
(oben) gegentbergestellt.

Aus der Darstellung in Abb. 8-10 ist ersichtlich, dass der sinkende CUR-Gehalt
von 99,4% zu 85,5% eine stetige Verschiebung des gemessenen Schmelz-
punkts (Jonset) zu niedrigeren Temperaturen von 183,8°C auf 174,6°C
verursacht. Ebenfalls mit abnehmender CUR-Reinheit kann eine Zunahme der
Peakbreite mit leichtem ,Peakfronting’ beobachtet werden. Nach (Cammenga
and Epple 1995) entspricht das gemessene Schmelzverhalten dem einer verun-
reinigten Substanz.

Temperaturin °C
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Abb. 8-10: Von unten nach oben: die Schmelzkurven der CUR-Produktfeststoffe mit
abnehmender CUR-Reinheit in %; Schmelzkurve des reinen des CUR Form |
(unten) bzw. des reinen DMC (oben). Die gemessenen Schmelztemperaturen sind
angegeben als Jonset in °C.

Bei Betrachtung der DSC-Messergebnisse fallt auf, dass die Schmelzkurve des
Produktfeststoffs, gewonnen im 50/50 Aceton/Acetonitril-Losungsmittelgemisch,
einen zusatzlichen breiten endothermen Peak zwischen 46°C und 80°C
aufweist. Da dieser deutlich unter der zu 156°C unter Verwendung von
Reinstoffschmelzdaten berechneten eutektischen Temperatur liegt, entspricht
dieser endotherme Effekt hochstwahrscheinlich der Freisetzung von
Restldsungsmittel aus dem Produktfeststoff. Vielmehr ist die Abwesenheit eines
zweiten scharfen endothermen Peaks im Bereich von 156°C in den Schmelz-
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kurven der Mischproben ein zusatzlicher Hinweis auf die vermutete CUR/DMC-
Mischkristallbildung.

Fest/fliissig-Phasenverhalten von DMC in ausgewahlten Lésungsmitteln

Wie in der Publikation von (Ukrainczyk et al. 2016) erwahnt und mit diesen
Untersuchungen bestatigt, stellt das dem CUR strukturell am ahnlichsten
aufgebaute DMC die Hauptverunreinigung des CUR im kristallinen Produkt dar.

Aufgrund des sehr hohen Preises von DMC (HPLC-Reinheit >99%) (ca.
5.470 EUR/g bei Fa. ChemFaces China) wurde zu Beginn dieser Untersuchun-
gen lediglich eine geringe, ausschliel3lich zu Referenzzwecken ausreichende
Feststoffmenge von 100 mg erworben. Zur Aufklarung der erzielten Kristallisa-
tionsergebnisse waren die Untersuchungen zum Fest/flissig-Phasenverhalten
des reinen DMC in Prozessldosungsmitteln notwendig. Daraufhin wurden weitere
2 g DMC bei einem anderen Anbieter (Fa. Cfm Oskar Tropitzsch GmbH) flr
einen niedrigeren Preis von 770 EUR/g etwas niedrigerer Reinheit von 98% im
Nachhinein erworben.

Unter der Annahme, dass das DMC in Aceton eine ahnlich hohe Ldslichkeit wie
CUR aufweist, wurden zunachst Acetonitril und 2-Propanol fur die Ldslichkeits-
untersuchungen berucksichtigt. Die mittels polythermer und isothermer
Methode erhaltenen Loslichkeitswerte sind in Abb. 8-11 dargestellt. Alle im
thermodynamischen Gleichgewicht mit dem jeweiligen Lésungsmittel gebildeten
kristallinen Phasen von DMC sowie aus der jeweiligen Lésung polytherm
rekristallisierten Feststoffe wurden mittels XRPD charakterisiert. Die aufge-
zeichneten RoOntgenpulverdiffraktogramme sind in Abb. 8-12 einerseits dem
kristalinen DMC-Standard (Ref. 1, erworben bei Fa. ChemFaces China) und
dem Ausgangsfeststoff dieser Untersuchungen (Ref. 2, erworben bei Fa. Cfm
Oskar Tropitzsch GmbH) sowie andererseits der Referenzprobe des reinen
CUR (Form I) gegenubergestelit.
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Abb. 8-11: Léslichkeitsverhalten des Reinstoffes DMC (erworben bei Fa. Cfm Oskar
Tropitzsch GmbH) in: 2-Propanol (violett) und Acetonitril (blau) in Abhangigkeit von
der Temperatur.

Anhand der Abb. 8-11 aufgetragenen Messwerte kann zunachst abgeleitet
werden, dass DMC eine deutlich hoéhere Ldslichkeit in den untersuchten
Lésungsmitteln im Vergleich zu CUR aufweist. Aus der graphischen Darstellung
ist ebenfalls ersichtlich, dass in den untersuchten Lésungsmitteln die
gemessenen Sattigungskonzentrationen von DMC unter den polytherm ermittel-
ten Loslichkeitswerten liegen. Dieses unterschiedliche Loslichkeitsverhalten
weist auf die Ausbildung verschiedener kristalliner Phasen von DMC hin.

Das Rontgenpulverdiffraktogramm des DMC-Ausgangsfeststoffs (Abb. 8-12,
Ref. 2) zeigt das Vorliegen einer amorphen Substanz. Aus der Gegenuber-
stellung aller aufgezeichneten Rontgenspektren in Abb. 8-12 ist ersichtlich,
dass sich die wahrend der Loslichkeitsuntersuchungen gebildeten kristallinen
Phasen von der Referenzstruktur des DMC-Reinstoffs (Ref. 1) unterscheiden.
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DMC-Phase erhalten in Acetonitrilund 2-Propanol

isotherm, im thermodynamischen Gleichgewicht
——— polytherm, rekristallisiert

DMC Ref. 1: kristalline Substanz, erworben bei Fa. ChemFaces China
DMC Ref. 2: amorphe Substanz, erworben bei Fa. Cfm Oskar Tropitzsch GmbH
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Abb. 8-12: Rontgenpulverdiffraktogramme  der polytherm rekristallisierten  sowie im
thermodynamischen Gleichgewicht in der jeweiligen Losung vorliegenden festen
Phasen von DMC. Diffraktogramme der DMC-Reinstoffreferenzen sind
gekennzeichnet mit der durchgezogenen schwarzen Linie.

Aus dem direkten Vergleich der Diffraktogramme ist deutlich zu erkennen, dass
die in 2-Propanol isotherm erhaltene DMC-Phase (violette durchgezogene
Linie) identisch dem aus Acetonitril polytherm gebildeten Feststoff (blaue
gestrichelte Linie) ist. Umgekehrt gleicht die in Acetonitril isotherm erhaltene
DMC-Phase dem in 2-Propanol polytherm gebildeten Feststoff. Da hier die
gleichen kristallinen Phasen in verschiedenen Losungsmitteln erhalten wurden,
kann eine Solvatbildung an dieser Stelle ausgeschlossen werden. Dagegen ist
die Ausbildung neuer Polymorphe von DMC sehr wahrscheinlich.

Um ausschlieBen zu koénnen, dass DMC in Form dieser Phasen die
gewonnenen CUR-Produktfeststoffe verunreinigt, wurde die Darstellung in
Abb. 8-9 um die zugehdrigen Rontgenpulverdiffraktogramme in Abb. 8-13
erweitert.
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Abb. 8-13: Gegentberstellung der Roéntgenpulverdiffraktogramme der kristallinen Produkte,
der in 2-Propanol und Acetonitrii im thermodynamischen Gleichgewicht vor-
liegenden kristallinen Phasen von DMC, der kristallinen DMC-Reinstoffreferenz
(Fa. ChemFaces China, schwarze Linie oben) sowie der CUR-Reinstoffreferenz
(stabile Form I, schwarze Linie, unten).

Anhand der senkrechten Linien in Abb. 8-13 ist ersichtlich, dass die Lage der
fur den CUR-Standard (Form 1) charakteristischen Ro&ntgenreflexe den
einzelnen Reflexen verschiedener DMC-Phasen zwar ahnelt (z. B. bei 2Theta
von 8°% 14,2°; 23,8°), jedoch konnen letztere keinem Rodntgenreflex in den
Diffraktogrammen der Produktfeststoffe eindeutig zugeordnet werden. Somit
stellen die gewonnenen Produktfeststoffe keine kristallinen Gemische der im
Laufe der Loslichkeitsuntersuchungen in 2-Propanol und Acetonitril gebildeten
DMC-Phasen mit CUR (Form 1) dar. Folglich ist die Madglichkeit einer
CUR/DMC-Mischkristallbildung sehr wahrscheinlich. Diese Hypothese konnte
jedoch aufgrund des fehlenden kristallinen DMC-Reinstoffs nicht mehr eindeutig
experimentell nachgewiesen werden. Da kein DMC-Einkristall zur Struktur-
aufklarung im Laufe dieser Untersuchungen gezichtet werden konnte und in
der Literatur keine Information zur Kristallstruktur von DMC vorliegt, soll im
Folgenden die Moglichkeit einer CUR/DMC-Mischkristallbildung aus der
raumlichen Anordnung der CUR-Molekule im Kristallgitter der (Sanphui et al.
2011) stabilen Form | (Abb. 8-14) diskutiert werden.
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Abb. 8-14: R&umliche Darstellung der intermolekularen (pink markierten) und intra-
molekularen (grin markierten) Wasserstoffbrickenbindungen im Kristallgitter der
CUR Form | (CSD Strukturcode BINMEQOS (Sanphui et al. 2011)): a) in einem
CUR-Molekdl, b) im Kristallgitter der CUR Form I. Die Abbildungen wurden mit der
Diamond Software (Version 3.2) erstelle.

Die Darstellung der raumlichen Anordnung einzelner Atome im CUR-Molekdl
(Abb. 8-14, a)) sowie mehrerer CUR-Molekile im CUR-Kristallgitter (Abb. 8-14,
b)) wurde unter Verwendung der in der kristallographischen Datenbank
vorhandenen Struktur von CUR Form | (Strukturcode BINMEQO5) in der
Diamond Software (Version 3.2) erstellt.

Aus der Kristallstrukturanalyse folgt, dass die einzelnen CUR-Molekulen im
dreidimensionalen Kiristallgitter Uber zwei Arten intermolekularer Wasserstoff-
brickenbindungen C21-H15...02-C2 und C2-02...H20-O4 (Abb. 8-14, gekenn-
zeichnet mit pinken gestrichelten Linien) zusammengehalten werden. Weiter
besteht im CUR-Molekdl eine intramolekularen Wasserstoffbriickenbindung O5-
H18...02-C2 (Abb. 8-14, gekennzeichnet mit grinen gestrichelten Linien).
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In Abb. 8-14 ist schematisch dargestellt, dass immer nur eine OCH3s-Gruppe
jedes CUR-Molekils an der intermolekularen Bindung im Kristallgitter teilnimmt.
Die zweite OCH3-Gruppe liegt frei in den durch die Molekulanordnung
erzeugten Gitterhohlrdaumen und ist am Kiristallgitteraufbau nicht beteiligt
(Abb. 8-14, gekennzeichnet mit der blauen Ellipse).

Aus dem Vergleich der Strukturformeln der drei CURD in Abb. 4.8 (Kap. 4.3) ist
ersichtlich, dass sich das DMC-Molekul lediglich durch eine fehlende OCHs-
Gruppe vom CUR-Molekul unterscheidet.

Da in der Einheitszelle des CUR nur ein CUR-Molekul vorhanden und fiur das
Aufrechterhalten des Gitters immer nur eine von zwei OCH3-Gruppen im CUR-
Molekul verantwortlich ist, kdnnten, hypothetisch, einzelne DMC-Molektile CUR-
Molekule im Kristallgitter ersetzen, ohne das Hauptkristallgitter von CUR
sichtbar zu verandern. Damit ware die Ausbildung von CUR/DMC-Substitu-
tionsmischkristallen sehr wahrscheinlich. Zum Nachweis einer partiellen oder
vollstandigen Mischkristallbildung ist jedoch die Durchfuhrung weiterer
detaillierterer Untersuchungen binarer CUR/DMC-Gemische erforderlich.

Da bei einer Mischkristallbildung der Einbau der Verunreinigung (hier DMC) in
das kristalline Produkt (hier CUR) thermodynamisch kontrolliert ist, kann die
innerhalb einer Kristallisationsstufe maximal erzielbare Produktreinheit nicht
allein Uber die Optimierung von Kristallisationsprozessbedingungen erhdht
werden.

Liegt eine partielle CUR/DMC-Mischkristallbildung vor, kann das CUR aus dem
binaren CUR/DMC-Gemisch innerhalb eines Kristallisationsschritts lediglich bis
zur Grenze der partiellen Mischbarkeit im kristallinen Produkt unter den
gegebenen Bedingungen angereichert werden. Bei einer vollstandigen
Mischbarkeit wirde jeder Kristallisationsschritt lediglich zu einer stufenweisen
Anreicherung und nicht vollstandigen Aufreinigung von CUR im kristallinen
Produkt fuhren.

Dennoch wurde in diesen Untersuchungen gezeigt, dass es mit der gewahlten
Kristallisationsprozessfuhrung im 50/50 Aceton/2-Propanol-Lésungsmittelge-
misch maoglich ist, innerhalb eines Trennschritts das BDMC komplett aus dem
kristallinen Produkt zu entfernen sowie den DMC-Anteil von 23,5% auf 0,6% zu
reduzieren und CUR mit einer Reinheit von 99,4% herzustellen.

Nach (Nandakumar, et al., 2006) ist der CUR-Anteil von 98% im CURD-
Gemisch zur Herstellung von Artemisinin-Curcumin-Kombinationspraparate zur
Malariabehandlung ausreichend. Da in der Literatur keine weiteren Angaben
der im kristallinen CUR maximal zuléassigen BDMC- bzw. DMC-Menge zu finden
sind, stellt die hier erhaltene Aufreinigung eine signifikante ,Qualitats-
verbesserung“ innerhalb eines einzigen Kristallisationsschritts dar.
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Schlussfolgerungen zu den Trennproblemen und
Ableitung einer Vorgehensweise bei der Aufreinigung
von Mehrkomponentengemischen

Zur Aufreinigung pharmazeutisch aktiver Substanzen, wie Rutin und
Curcumin, aus naturlichen Pflanzenextrakten sowie Artemisinin, aus der
Produktldsung der semi-synthetischen Reaktion, und der Bereitstellung dieser
in kristalliner Form wurde das thermische Trennverfahren der Losungs-
kristallisation untersucht. Dabei wurde das Kristallisationsverfahren so
ausgelegt, dass die Gewinnung der reinen Zielkomponente moglichst innerhalb
einer Trennstufe erfolgt.

Aus der Gegenuberstellung der in Kap. 6, 7 und 8 vorgestellten Untersu-
chungen zur kristallisationsbasierten Aufreinigung von Artemisinin, Rutin und
Curcumin konnen folgende stoffsystemubergreifende sowie -—spezifische
Eigenschaften zusammengefasst werden. Alle drei Zielsubstanzen sind:

- naturliche Bestandteile komplexer organischer Gemische strukturell sehr
ahnlicher Komponenten,

- kristalline organische Verbindungen, welche zur Polymorphie und/oder
Solvatbildung neigen,

- pharmazeutische Wirkstoffe, bei denen die chemische und strukturelle
Reinheit eine entscheidende Rolle bei der Arzneimittelformulierung spielt.

Da flur jeden Reinstoff eine stetige Zunahme der Loslichkeit mit zunehmender
Temperatur im jeweiligen Prozesslosungsmittel gemessen wurde, konnte eine
Kuhlungskristallisation mit moderater Systemkuhlung (zw. 0,1 - 0,2 K/min)
angewendet werden. Um die selektive Kristallisation der jeweiligen Komponente
in Gegenwart von Verunreinigungen einzuleiten und dabei die spontane
Keimbildung der Verunreinigungen zu unterdricken, wurden wahrend des
Kuhlvorgangs Impfkristalle des zu kristallisierenden Feststoffs der jeweiligen
metastabilen Losung hinzugeflgt.

Diese Vorgehensweise ermdglichte die Gewinnung der jeweiligen Zielkompo-
nente ausgehend von Anteilen von 69% (Artemisinin), 80% (Rutin) und 70%
(Curcumin) im zughdrigen Rohgemisch mit einer Reinheit von Uber 99% im
kristallinen Produkt innerhalb einer Trennstufe. Jedoch variierte die erzielte
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Gesamtproduktausbeute zw. 50% bei Artemisinin, tber 79% bei Curcumin und
erreichte den hochsten Wert von 95% bei der Aufreinigung von Rutin.

Um hohere Abreicherung von Curcumin und Artemisinin aus der jeweiligen
Arbeitslosung zu ermdglichen, wurde die weitere UnterkUhlung der Arbeits-
losung bzw. Zugabe des geeigneten Antisolvents zur gewonnenen Produkt-
suspension angewendet. Die damit erzielte Erhdéhung der Gesamtprodukt-
ausbeute war systematisch mit der Abnahme der Reinheit der jeweiligen
Zielkomponente im kristallinen Produkt verbunden.

Besonderheiten des jeweiligen Trennproblems

Aufreinigung von ARTE aus der Produktlésung der semi-synthetischen Reak-
tion

Die Besonderheit dieses Trennproblems bestand darin, dass nach der Durch-
fuhrung der konzipierten geimpften Kihlungskristallisation von ARTE im 20/80
Toluol/Ethanol-Lésungsmittelgemisch das DCA, welches lediglich zu 0,05 Ma%
in der Arbeitslosung zu Prozessbeginn vorlag, als einzige Verunreinigung im
kristallinen Produkt zu einem Anteil von 1,2% verblieb. Aus diesem Grund
wurden im Anschluss an die Kristallisation verschiedene Prozessoptionen
untersucht, das DCA aus dem Kiristallisat oder bereits aus der Original-
syntheselosung zu eliminieren.

In der ersten Option wurde die Abtrennung von DCA von ARTE aus dem
kristallinen Produkt untersucht. Unter Verwendung von Acetonitril, welches als
gutes Losungsmittel fir ARTE und gleichzeitig als Antisolvent fur DCA agiert,
konnte reines ARTE in geldster Form sowie reines DCA in kristalliner Form
gewonnen werden. Das somit erhaltene kristalline DCA kann fur die nachste
Synthese direkt eingesetzt werden.

In der zweiten Option unter dem Einsatz der kontinuierlichen SMB-Chromato-
graphie konnte der DCA-Gehalt in der Originalsynthesel6sung soweit herab-
gesetzt werden, dass es in der darauffolgenden Kuihlungskristallisation
untersattigt blieb und die Gewinnung des reinen kristallinen ARTE ermdglichte.
Aufgrund der stark verdinnten Produktlosung der SMB-Chromatographie stieg
die Anzahl notwendiger Prozessschritte im Up- und Downstream an.

Die Durchfuhrung der geimpften Kuhlungskristallisation von ARTE in reinem
Toluol als Prozesslosungsmittel als letzte Option ermdglichte die Gewinnung
des reinen kristallinen ARTE innerhalb eines Trennschritts im direkten An-
schluss an die organische Synthese. Da sich DCA in Toluol sehr gut I6st, blieb
es wahrend gesamten Kristallisationsprozesses untersattigt und beeintrachtigte
die ARTE-Reinheit im kristallinen Produkt nicht.
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Aufreinigung von Rutin aus dem trockenen Pflanzenextrakt

Die Besonderheit des Trennproblems besteht einerseits im extrem hohen Rutin-
Gehalt von uber 80% im trockenen Pflanzenextrakt gegenuber den restlichen
Bestandteilen, andererseits in der Fahigkeit von Rutin unter Umgebungsbedin-
gungen und im Trockenextrakt in Form des Trihydrats aufzutreten sowie in
organischen Ldsungsmitteln im thermodynamischen Gleichgewicht kristalline
Solvate auszubilden.

Zur Bestimmung des Loslichkeitsverhaltens von Rutintrinydrat in Ethanol als
Prozesslosungsmittel war insbesondere der dynamische Charakter polythermer
Ldslichkeitsmessung von groRRer Bedeutung. Dabei konnte die unerwinschte
|I6sungsmittelvermittelte Fest/fest-Phasenumwandlung zum stabilen Rutin-
ethanolat unterdruckt werden. Mittels isothermer Loslichkeitsmessungen wurde
die Gleichgewichtsloslichkeit des Rutinethanolats in Ethanol bestimmt.

Die Konzipierung des kristallisationsbasierten Aufreinigungsprozesses von
Rutin erfolgte ausschliellich unter Verwendung der Reinstoffloslichkeitswerte
und auf der Grundlage der ermittelten signifikanten Ldslichkeitsunterschiede
des in Ethanol metastabilen Rutintrihydrats gegenuber dem Rutinethanolat.

Aufreinigung von CUR aus dem Pflanzenextrakt

Im Gegensatz zu den anderen beiden Stoffsystemen war das CUR-haltige
Rohgemisch in Bezug auf die Komponentenzusammensetzung deutlich weniger
komplex und setzte sich Uberwiegend aus drei Curcuminoiden, dem Zielmolekdl
CUR (70%) sowie zwei CUR-Derivaten DMC und BDMC, zusammen. Daraufhin
wurde das aufzureinigende Feststoffgemisch auf ein pseudo-ternares CURD-
Gemisch behandelt.

Im Laufe der Untersuchungen zur CUR-Aufreinigung hat sich jedoch insbe-
sondere die Trennung des CUR von DMC als Uberaus schwer erwiesen.
Einerseits war dies dem sehr dhnlichen strukturellen Molekulaufbau der beiden
Komponenten, andererseits der ausgepragten Neigung aller Curcuminoide zur
Polymorphie und Solvatbildung geschuldet.

Zum Zeitpunkt der Untersuchungen war ausschliellich das Festphasenverhal-
ten des CUR in der Literatur detailliert beschrieben. Zum BDMC wurde Uber die
Existenz von zwei Solvatphasen in 2-Propanol und Methanol berichtet. Zum
Festphasenverhalten von DMC lagen, aulRer der Angabe von zwei 12K
auseinanderliegenden Schmelztemperaturen, keine Informationen in der
Literatur vor. Basierend auf der gro3en Abweichung der publizierten Schmelz-
werte zu dem hier gemessenen (7 K und 19 K) konnte die Komplexitat des
DMC-Festphasenverhaltens lediglich vermutet werden. Die anschlielende
Isolierung mehrerer, vom Ausgangsfeststoff abweichender, kristalliner Phasen
von DMC bestatigte die Vermutung und betonte die Notwendigkeit einer
systematischen Untersuchung des Festphasenverhaltens von DMC im Vorfeld

~ 157 ~



Kapitel 9: Zusammenfassende Diskussion der Ergebnisse

einer weiteren Optimierung des Kristallisationsprozesses, falls eine hohere als
mit dem konzipierten Trennprozess erzielte Aufreinigung des CUR erforderlich
ist.

Verallgemeinerung der Vorgehensweise

Das Hauptziel dieser Forschungsarbeit war die Erarbeitung einer innovativen
und breit anwendbaren Strategie zur Aufreinigung pharmazeutisch relevanter
Substanzen aus naturlichen Pflanzenextrakten oder Produktlosungen organi-
scher Synthesen und die Bereitstellung dieser in kristalliner Form. Da diese
Gemische gewohnlich eine groflde Vielfalt mit dem Zielmolekul strukturell sehr
ahnlicher Nebenkomponenten enthalten, stand das Verfahren der geimpften
KlUhlungskristallisation zur selektiven Stoffaufreinigung im besonderen Fokus
dieser Arbeit.

Basierend auf den vorgestellten Untersuchungsergebnissen wird folgende
Vorgehensweise zur Losung ahnlicher Trennprobleme unter Verwendung der
geimpften Kuhlungskristallisation als Trennverfahren vorgeschlagen.

Im Laufe der Auslegung einer geimpften Kuhlungskristallisation mussen
Prozessparameter, wie die Start- und Endkonzentration der zu kristallisierenden
Komponente in der Arbeitslésung, die Start- und Endtemperatur des
Klihlvorgangs, die Kihlrate, die Temperatur der Impfkristallzugabe und die
Impfkristallform, festgelegt werden. Die Auswahl dieser Parameter basiert zum
grofdten Teil auf den Untersuchungen zum Fest/flissig-Phasenverhalten der
reinen Zielkomponente in potentiellen Prozesslosungsmitteln. Aus den
Ergebnissen des ersten Trennexperiments konnen anschlielend die
Hauptverunreinigungen identifiziert, deren Einfluss auf die Produktqualitat
abgeleitet und der Trennprozess entsprechend optimiert werden.

In Abb. 9-1 ist eine modgliche Herangehensweise bei der Prozessauslegung
unter Verwendung der reinen zu kristallisierenden Komponente sowie in Abb. 9-
2 unter BerUcksichtigung dieser in Gegenwart der Hauptverunreinigungen dar-
gestellt.

Voraussetzung fur die Durchfihrung dieser Untersuchungen ist die Verfug-
barkeit der kristallinen Zielkomponente in ausreichender Reinheit und Menge
(=10 g).

Wie das Schema in Abb. 9-1 zeigt, stellt die Suche nach einem geeigneten
Prozesslosungsmittel den Ausgangspunkt jeder Losungskristallisation dar. Im
Vorfeld der Léslichkeitsuntersuchungen sollte jedoch das aufzureinigende
Gemisch bzgl. Komponentenzusammensetzung und -gehalt charakterisiert und
der ermittelte Anteil der Zielkomponente im Rohgemisch berucksichtigt werden.
Fir die Anwendung einer Kihlungskristallisation ist es notwendig, dass die
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Loslichkeit der zu kristallisierenden Komponente im Prozesslosungsmittel mit
zunehmender Temperatur mdoglichst steil ansteigt. Im Antisolvent, welches
entweder als Bestandteil des Prozesslosungsmittels oder am Ende der Kuhlung
zur Ausbeutesteigerung eingesetzt werden kann, sollte sich die Zielkomponente
wenig oder gar nicht 16sen. Beide, Antisolvent und Prozesslosungsmittel, sollten
idealerweise gering toxisch sein und, zur Herstellung eines I6sungsmittelfreien
Produktfeststoffs, einen hohen Dampfdruck aufweisen. Das gewahlte
Antisolvent sollte mit dem Prozesslosungsmittel mischbar sein.

zu kristallisierende
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Abb. 9-1: Vorgehensweise bei der Auslegung einer geimpften Kihlungskristallisation unter
Berlicksichtigung der reinen zu kristallisierenden Komponente.

Wie am Beispiel von Rutin vorgestellt, ermdglicht der dynamische Charakter
polythermer Ldslichkeitsmessungen die Ermittlung des Loslichkeitsverhaltens
der unter Umgebungsbedingungen stabilen kristallinen Phase der
Zielkomponente in verschiedenen Losungsmitteln. Mittels isothermer
Léslichkeitsmessung wird anschlieBend die Sattigungskonzentration der im
gewahlten Prozesslosungsmittel thermodynamisch stabilen Phase der Ziel-
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komponente im relevanten Temperaturbereich bestimmt. Der Verlauf der
Uberléslichkeitskurve kann ebenfalls im Laufe polythermer Messungen ermittelt
werden. Auf der Basis dieser Untersuchungsergebnisse koénnen die
kristallisationsspezifischen Betriebsparameter (Abb. 9-1) abgeleitet und die
erste geimpfte Kihlungskristallisation der Zielkomponente aus dem
Rohgemisch durchgefuhrt werden. Anhand der chemischen und strukturellen
Reinheitsanalyse des gewonnenen Kristallisats kann der Trennprozesserfolg
bewertet und die Hauptverunreinigungen der Zielkomponente konnen
identifiziert werden.

Zeigen die Verunreinigungen keinen Einfluss auf die Reinheit der Ziel-
komponente im kristallinen Produkt, so kann die auf der Basis von Reinstoff-
I6slichkeiten konzipierte Kuhlungskristallisation bzgl. der Gesamtprodukt-
ausbeute weiter optimiert bzw. bei ausreichend hoher Ausbeute der bestehende
Batch-Prozess zu einem kontinuierlichen erweitert werden.

Beeintrachtigen die Verunreinigungen die Reinheit der Zielkomponente im
kristallinen Endprodukt, sind, wie das Schema in Abb. 9-2 zeigt, weitere
Untersuchungen der Zielkomponente unter Berlcksichtigung der Verun-
reinigungen erforderlich. Dabei lasst sich insbesondere aus der Struktur-
(XRPD) und Schmelzanalyse (DSC) des gewonnenen Produktfeststoffs
ableiten, wie Verunreinigungen in das kristalline Produkt eingebaut sind.

Neigen die Zielkomponente und Verunreinigung zur partiellen oder vollstan-
digen Mischkristallbildung (Abb. 9-2, linker Ast) ist der Einbau der
Verunreinigung in das kristalline Produkt thermodynamisch kontrolliert. In
diesem Fall ist eine vollstandige Aufreinigung der Zielkomponente innerhalb
einer einzigen Kristallisationsstufe nicht allein Uber die Optimierung von
Kristallisationsprozessbedingungen moglich. Bei einer partiellen Mischkristall-
bildung erfolgt innerhalb eines Kristallisationsschritts lediglich eine Anreiche-
rung der Zielkomponente im kristallinen Produkt bis zur Grenze der partiellen
Mischbarkeit unter den gegebenen Bedingungen. Bei einer vollstandigen
Mischbarkeit wirde jeder Kristallisationsschritt lediglich zu einer stufenweisen
Anreicherung und nicht vollstandigen Aufreinigung der Zielkomponente im
kristallinen Produkt fuhren. Wenn die Aufreinigung mehrerer Mischungs-
komponenten erwinscht ist, wird die fraktionierten Kristallisation, die Hinter-
einanderschaltung mehrerer Kristallisationsschritte unter Verwendung der im
vorgehenden Schritt gewonnenen kristallinen Phase als Ausgangsphase des
nachgeschalteten Schritts, angewendet.

Liegt keine Mischkristallbildung vor, bestehen mehrere Madglichkeiten, die
Reinheit des kristallinen Produkts mittels der Kristallisationsprozessoptimierung
zu erhdhen (Abb. 9-2, rechter Ast).
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Abb. 9-2: Vorgehensweise bei der Prozessoptimierung zur Erhéhung der Produktreinheit unter
Berlicksichtigung der zu kristallisierenden Komponente in Gegenwart von
Hauptverunreinigungen.

Verbleiben die Verunreinigungen im kristallinen Produkt in Form anhaftender
Mutterlaugenreste, kdnnen diese in einem nachgeschalteten Waschschritt oder
durch das Resuspendieren des gewonnenen Kristallisats im geeigneten
Lésungsmittel aus dem kristallinen Produkt entfernt werden.

Unter Berlcksichtigung der Loslichkeit der Zielkomponente in Gegenwart von
Verunreinigungen im prozessrelevanten Losungsmittel kann der bestehende
Kristallisationsprozess uUber die Modifikation der Betriebsparameter optimiert
werden.

Weist die Verunreinigung eine gegenuber der Zielkomponente geringere
Ldslichkeit im Prozesslosungsmittel auf, so kann der Gehalt der Verunreinigung
in der Arbeitslosung in einem vorgeschalteten Trennschritt reduziert werden.
Manchmal, wie es am Beispiel von Artemisinin gezeigt werden konnte, bietet
sich an, ein neues Prozesslosungsmittel einzusetzen und dabei die
Gleichgewichtsloslichkeit der Zielkomponente und Verunreinigung so zu
beeinflussen, dass wahrend der Kristallisation der Zielkomponente die
Verunreinigung untersattigt vorliegt und in der Arbeitsldsung verbleibt. Hierfur
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sind jedoch Kenntnisse des L&slichkeits- und Rekristallisationsverhaltens der
Verunreinigung als Reinstoff in potentiellen Prozesslosungsmitteln notwendig.
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Zusammenfassung

Gegenstand dieser Forschungsarbeit war die Erarbeitung einer breiter
einsetzbaren Vorgehensweise zur Aufreinigung von pharmazeutisch relevanten
Naturstoffen und organischen Mehrkomponentengemischen. Ziel war deren
Bereitstellung in reiner kristalliner Form maoglichst innerhalb eines einzigen
Trennschritts. Als Beispiele dienten drei pharmazeutisch relevante Wirkstoffe,
das semi-synthetisch hergestellte Artemisinin, Rutin und Curcumin als
Bestandteile der Pflanzenextrakte.

Aufgrund der geringen Selektivitdt von Extraktions- und Syntheseprozessen
lassen sich die Zielkomponenten mittels dieser Verfahren ausschliefdlich im
Gemisch mit einer Vielzahl unerwiinschter strukturahnlicher Nebenkomponenten
herstellen. Um den Qualitatsanforderung der spezifischen Anwendung zu
genugen, war der Einsatz von Kiristallisationsprozessen zur vollstandigen
Aufreinigung der Zielkomponente aus dem zugehdrigen Rohgemisch
erforderlich.

Um eine selektive Kristallisation der Zielsubstanz aus dem zugehorigen flussigen
Mehrkomponentengemisch zu ermdglichen, ist die Kenntnisse grundlegender
Fest/flissig-Losungsgleichgewichte essentiell. Zur Ermittlung
thermodynamischer Funktionen und zur Entwicklung einer geeigneten
Kristallisationsstrategie wurden folgende Schwerpunkte bearbeitet:

» Das zu trennende Rohgemisch zunachst bzgl. der Komponenten- sowie
Phasenzusammensetzung charakterisiert.

» Unter Verwendung von Reinstoffreferenzen wurde das Lo&slichkeits- und
Rekristallisationsverhalten der Zielkomponente in potentiell interessanten
Prozesslosungsmitteln untersucht.

» Basierend darauf wurde das Losungsmittel festgelegt und die grundlegenden
Fest/flissig-Phasengleichgewichte der reinen Zielkomponenten wurden
mittels isothermer Methode bestimmt.

» Auf der Grundlage polythermer und isothermer Ldslichkeitsuntersuchungen
wurde eine geeignete Kristallisationsstrategie abgeleitet, welche die
Bereitstellung der unter Umgebungsbedingungen stabilen kristallinen
Formen der Zielkomponenten im Endprodukt sicherstellt.

» Um den mdglichen Einfluss der Verunreinigungen auf den Trennerfolg der
Zielkomponente zu beurteilen, wurde die Loslichkeit der Zielkomponente im



jeweiligen Rohgemisch bzw. in Gegenwart zur Verfugung stehender
Verunreinigungen fur gewahlte Prozesslosungsmittel ermittelt.

» Je nach Gulte der erzielten Trennergebnisse wurde untersucht, ob die
Produktreinheit bzw. Gesamtproduktausbeute Uber die Optimierung
kristallisationsspezifischer Betriebsparameter des bestehenden Prozesses
verbessert werden konnen oder der Einsatz anderer Prozesslosungsmittel
hierzu erforderlich ist.

Bei der Bearbeitung der drei betrachteten Trennprobleme wurde gezeigt, dass
die geimpfte Kuhlungskristallisation eine selektive Trennung der jeweiligen
Zielkomponente ausgehend von Anteilen von 69% (Artemisinin), 81% (Rutin)
sowie 70,8% (Curcumin) in dem zugehdérigen Rohgemisch mit einer Reinheit von
uber 99% im kristallinen Endprodukt innerhalb einer Trennstufe ermdglicht.

Durch gezielte Ausnutzung der Neigung des kristallinen Rutins an der
Umgebungsluft ein Trihydrat und in Ethanol ein entsprechendes Solvat
auszubilden sowie unter Verwendung der ermittelten starken L&slichkeits-
unterschiede beider Rutinsolvate in Ethanol, gelang nicht nur die Gewinnung von
uber 99% reinem kristallinem Rutin, sondern es wurde auch eine hohe
Gesamtausbeute von 95% erzielt. Die Untersuchungen zur relativen Stabilitat der
Rutinsolvate in  verschiedenen Ethanol/Wasser-Lésungsmittelgemischen
zeigten, dass auch unter Verwendung des deutlich gunstigeren Ethanols von
technischer Qualitat (Reinheit > 94%) die Herstellung des kristallinen Rutin-
trinydrats im Endprodukt mdglich war. Da bereits der erste Batch-Versuch das
erwunschte Trennergebnis lieferte, wurde eine semikontinuierliche Prozess-
fuhrung mit darauffolgendem Prozess-Up-Scaling von 200 ml- auf 1 I-Mal3stab
realisiert. Nach einmaligem Animpfen der in technischem Ethanol vorgelegten
und auf 25°C abgeklhlten Arbeitslosung konnte die semikontinuierliche
Prozessfihrung bei konstanter Temperatur (25°C) mit periodischem
Produktabzug und periodischer Rohlésungszufuhr fir beide getesteten
Behaltergrofien erfolgreich umgesetzt werden. Beide Prozesse lieferten
kristallines Rutintrihydrat mit gleich hoher Reinheit von Uber 99%. Die
kontinuierliche Verfolgung des Kristallisationsfortschritts von Rutin im Laufe der
semikontinuierlichen Kristallisation im 1 I-Mal3stab zeigte, dass die Erhéhung der
Gesamtausbeute Uber die Optimierung der Verweilzeit der Impf- bzw. Produkit-
suspension in der Arbeitslosung erzielt werden kann.

Der entwickelte Trennprozess ist zum Einsatz als sukzessiver Schritt nach der
Extraktion zur Aufreinigung von Rutin vor Ort in Viethnam sehr gut geeignet. Er ist
aus verfahrenstechnischer Sicht sehr einfach, robust, sicher und kostengunstig,
weil damit ohne strenge Kontrolle der Prozesstemperatur und der
Rutinkonzentration innerhalb eines einzigen Trennschritts das kristalline Rutin
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von hoher Qualitat aus dem Rohextrakt nahezu vollstandig gewonnen wird. Die
laufenden Prozesskosten konnen einerseits Uber den Einsatz von technischem
Ethanol als Prozesslésungsmittel sowie Uber das Recycling und die Ruckflihrung
des Losungsmittels zusatzlich reduziert werden.

Mit dem Ziel, kristallines Artemisinin mit einer Reinheit von mind. 97%
unmittelbar aus der toluolenthaltenden Syntheselésung zu gewinnen, wurde die
geimpfte Kuhlungskristallisation aus dem 20/80 Toluol/Ethanol-Losungsmittel-
gemisch durchgefuhrt. Diese ermoglichte die Aufreinigung von Artemisinin von
einem Anfangsgehalt von 69% in der Syntheselosung auf 98,8% im kristallinen
Produkt bei einer Gesamtproduktausbeute von 43,2%. Bis auf 1,2% des
Photokatalysators 9,10-Dicyanoanthracen (DCA) wurden alle Verunreinigungen
in einem Trennschritt entfernt. Die Untersuchungen zur Erhéhung der
Gesamtproduktausbeute von Artemisinin mittels weiterer Kuhlung der
Arbeitslosung bzw. Zugabe von Ethanol als Antisolvent ermdglichten eine
deutliche Steigerung der Ausbeute auf jeweils 63% bzw. 74%, flihrten jedoch
gleichzeitig zum 6-fachen Anstieg des DCA-Gehalts im Kristallisat. Aufgrund der
hohen Toxizitdt von DCA wurden weitere Moglichkeiten untersucht, die DCA-
Konzentration im kristallinen Produkt auf einen maximalen Wert von 0,5% zu
reduzieren. Dazu wurden drei Mdoglichkeiten zur Verfahrensverbesserung
untersucht.

Mit einem nachgeschalteten Downstream-Prozess konnte zunachst der DCA-
Gehalt im nach der Kihlungskristallisation gewonnenen Produkt von 1,2% auf
0,05% reduziert und die Reinheit von Artemisinin von 98,8% auf 99,5% erhoht
werden. Dabei konnte das Uber 99% reine kristalline DCA aus der Ldsung
zuruckgewonnen werden, welches sehr effizient als Katalysator fur die nachste
Synthese eingesetzt werden kdnnte.

In der zweiten Option wurde in einem Kooperationsprojekt die Kombination von
Gegenstrom-Flussigchromatographie und Kihlungskristallisation zur Aufreini-
gung von Artemisinin aus der Syntheselosung untersucht. Dabei wurde mittels
kontinuierlicher ~ Chromatographie der Gehalt von DCA in der
Originalsyntheseldosung soweit herabgesetzt (0,0008 Ma%), dass in der
darauffolgenden Kuhlungskristallisation Artemisinin mit einer Reinheit von 99,9%
und einer Ausbeute von 61,5% gewonnen werden konnte.

Als letzte Option wurde auch noch die geimpfte Kihlungskristallisation von
Artemisinin in Toluol untersucht. Aufgrund der vergleichsweise hohen Léslichkeit
von DCA in Toluol, blieb dieses wahrend der Kuihlungskristallisation von
Artemisinin  untersattigt und verunreinigte das kristalline Produkt am
Prozessende nicht. Somit konnte Uber 99,9% reines Artemisinin mit einer
Ausbeute von uber 50% innerhalb eines Trennschritts im direkten Anschluss an
die kontinuierliche Synthese gewonnen werden. Da die dabei erzielte Gesamt-
produktausbeute durch den Verlauf der Artemisinin-Loslichkeitskurve in Toluol
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begrenzt ist, sollte in kiinftigen Arbeiten eine weitere Verbesserung der Ausbeute
entweder Uber die Erhdhung der Ausgangskonzentration der Zielkomponente in
der Lésung und/oder das Herabsetzen der Endtemperatur des Kihlvorgangs in
Betracht gezogen werden.

Im Gegensatz zu den anderen beiden Stoffsystemen war das curcuminhaltige
Rohgemisch in Bezug auf die Komponentenzusammensetzung deutlich weniger
komplex. Es setzte sich Uberwiegend aus drei Curcuminoiden, dem Zielmolekdl
Curcumin (Anteil 70,8%) sowie den beiden Derivaten Demethoxycurcumin (Anteil
23,5%) und Bisdemethoxycurcumin (Anteil 5,7%), zusammen. Deshalb
entsprach das aufzureinigende Feststoffgemisch einem pseudo-ternares
Trennproblem. Unter Berticksichtigung der Léslichkeitskurvenverlaufe des reinen
CUR in Gegenwart seiner Derivate wurden vier geimpfte Kihlungs-
kristallisationen in Aceton, Acetonitrii und 50/50 Aceton/2-Propanol sowie
Aceton/Acetonitril-LOosungsmittelgemischen durchgefuhrt. Die im Laufe dieser
Untersuchungen erzielten Trennergebnisse zeigten, dass es grundsatzlich
moglich ist, innerhalb eines Kristallisationsschritts im 50/50 Aceton/2-Propanol-
Lésungsmittelgemisch die CUR-Reinheit von den urspringlichen 70,8% auf
99,4% zu erhdhen. Mit jeder der vier vorgestellten Kuhlungskristallisationen
wurde ein BDMC-freier Produktfeststoff hergestellt. Dabei waren je nach
gewahltem Prozesslésungsmittel zw. 0,6% und 9,9% DMC in den gewonnenen
kristallinen Produkten vorhanden, wodurch sich die Trennung des CUR von DMC
als besonders schwer erwies. Einerseits war dies dem sehr &ahnlichen
strukturellen Molekulaufbau der beiden Komponenten, andererseits der
ausgepragten Neigung aller Curcuminoide zur Polymorphie und Solvatbildung
geschuldet.

Da zum Zeitpunkt dieser Untersuchungen in der Literatur weder zur kristallinen
Struktur von DMC noch zu seinem Festphasenverhalten Informationen zu finden
waren, und zudem eine groRe Abweichung der publizierten DMC-Schmelzwerte
zu den hier gemessenen auftrat, konnte die Komplexitdt des DMC-
Festphasenverhaltens lediglich vermutet werden. Die anschlieende Isolierung
mehrerer von dem urspringlichen Ausgangsfeststoff abweichender kristalliner
Phasen von DMC bestatigte die Vermutung und unterstrich die Notwendigkeit
einer systematischen Untersuchung des Festphasenverhaltens von DMC im
Vorfeld einer weiteren Optimierung des Kristallisationsprozesses von CUR. Auf
der Basis von Struktur- und Schmelzanalyse der gewonnenen Produktfeststoffe
sowie aus der raumlichen Anordnung der CUR-Molekdle im Kristallgitter (stabile
Form |) konnte geschlussfolgert werden, dass die Ausbildung von CUR/DMC-
Substitutionsmischkristallen sehr wahrscheinlich ist. Zum Nachweis ist die
Durchfuhrung weiterer detaillierterer Untersuchungen binarer CUR/DMC-
Gemische erforderlich. Zum aktuellen Zeitpunkt stellt die hier berichtete und

~ 166 ~



innerhalb eines Trennschritts erhaltene Aufreinigung von Curcumin eine
signifikante Verbesserung im Vergleich zu Vorarbeiten dar.
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ANHANG

A HPLC Referenzchromatogramme

und Erstellung der

Kalibriergeraden zur Konzentrationsbestimmung

Zielkomponente Artemisinin

Referenzchromatogramme von Artemisinin und 9,10-Dicyanoanthracen (Abk.

DCA) in Toluol:

Toluol
/

ARTE, Ref.

DCA, Ref.

4 5 6 7 8 9 10 11
Retentionszeit in min

Kalibriergerade Artemisinin:

1000

12 13 14

900 1
800 1
700 -
600 - °
500 -
400 1

300 - ¢
e y = 69 457x

Peakflache in mAU
[ ]

200 - o
. R? = 0,9996
100 - o

0

0 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10
Artemisinin-Gehaltin Ma%

11

12 i3 4



Anhang

Kalibriergerade Verunreinigung 9,10-Dicyanoanthracen (Abk. DCA):

22000
20000 - .
18000 -
16000
14000 - ®
12000 - .

10000 -

| L ]
8000 . y = 195455x

6000 - R* = 0,9649
4000 - ’

2000 - ®
0

Peakflache in mAU

0 001 002 003 004 005 006 007 008 009 01 011 012
DCA-Gehalt in Ma%

Zielkomponente Rutin

Referenzchromatogramme von Rutin und Quercetin in Methanol:

Rutin, Ref.

Quercetin, Ref.

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Retentionszeit in min

Kalibriergerade Rutin:

10000
9000 -
8000 -
7000 -
6000 -
5000 -
4000 + y = 5811,3x
3000 - R? = 0,9987
2000 -
1000 -

0 — T T ——T——
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1.4 16

Gehalt Rutinanhydrat in Ma%

Peakflache in mAU

T T T
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Zielkomponente Curcumin

Referenzchromatogramme von Curcumin (Abk. CUR), Demethoxycurcumin
(Abk. DMC) und Bisdemethoxycurcumin (Abk. BDMC) in Acetonitril:

/\ BDMC, Ref.

)\ | omc, R
]\ _CUR, Ref.

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Retentionszeit in min

Kalibriergerade Zielkomponente Curcumin:

50000

40000 -

30000 -

20000 - y = 13493x

R?=0,9989

Peakflache in mAU

10000 -

0 T T T T T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Curcumin-Gehalt in Ma%

Kalibriergerade Verunreinigung Demethoxycurcumin:

60000

50000 -
40000 -

30000 H

y = 15193x

20000 - R2=0,9912

Peakflache in mAU

10000 +

0

0 05 1 15 2 25 3 3.5 4
DMC-Gehalt in Ma%
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Kalibriergerade Verunreinigung Bisdemethoxycurcumin:

60000

50000 -

40000 -

30000 -

y = 13912x
R? = 0,9946

Peakflache in mAU

20000 -

10000 +

0 T T T T T T T
0 0,5 1 1,5 2 25 3 3,5 -

BDMC-Gehalt in Ma%

B XRPD Referenzdiffraktogramme

Artemisinin und 9,10-Dicyanoanthracen (Abk. DCA):

DCA, Ref.

i j thTE, Ref.

ARTE, orthorhombische Form

A AN LN O ~
ﬂ ARTE, trikline Form
- ‘ - ‘ : - ...,: - AA«_,.T\ - IA’\.IJ\.A - - A -
5 10 15 20 25
2Theta in °

Rutintrihydrat, Quercetindihydrat und Rutinpentamethanolat.

Quercetindihydrat, Ref.

Rutintrihydrat, Ref.

Rutinpentgmeghanolat, Ref.

T T T T T

T T T T T T

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
2Thetain °
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Curcumin (Abk. CUR), Demethoxycurcumin (Abk. DMC) und Bisdemethoxy-
curcumin (Abk. BDMC).

BDMC, Refi.l

__PMC:,Ref- / . A - _

1
CUR, Ref.

CUR, F?LHJL

CUR, Form Il

CUR, Form Il

T T T T T T T T T T T T T T T T

5 10 15 20 25 30
2Thetain®

C Messdaten Loslichkeitsbestimmung (polytherm/isotherm)

Zielkomponente Artemisinin

Isotherm ermittelte Loslichkeit von Artemisinin in Acetonitril, Ethylacetat,
Ethanol und Toluol

Temperatur | Acetonitril Ethylacetat Ethanol Toluol
in °C Konzentration in Ma%
5 15,4 7,8 1,9 11,6
10 16,0 8,6 23 13,2
20 17,0 11,0 3,3 16,7
30 17,6 14,1 4,9 20,9
40 18,8 17,9 7,3 25,9

Isotherm ermittelte Léslichkeiten des reinen und verunreinigten (grau hinterlegt)
Artemisinin in verschiedenen Ethanol/Toluol-Lésungsmittelgemischen

Temperatur in °C 5 10 20 30 40
%-Anteil
Toluol | Ethanol Konzentration in Ma%
0,5 0,5 12,3 14,0 18,4 23,4 29,6
0,3 0,7 6,8 8,0 11,2 15,4 20,9
0,2 0,8 49 54 7,7 11,0 15,6
0,2 0,8 5,2 55 6,8 9,4 13,5
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Isotherm ermittelte Ldslichkeiten von 9,10-Dicyanoanthracen, der Hauptver-
unreinigung von Artemisinin, in Acetonitril, 20/80 (Ma%/Ma%) Ethanol/Toluol-

Losungsmittelgemisch und Toluol.

Temperatur | Acetonitrii  20/80 Toluol/Ethanol  Toluol
in °C Konzentration in Ma%

5 0,015 0,015 0,111
10 0,129
15 0,019 0,023
20 0,147
30 0,028 0,036 0,197
40 0,053 0,251

Zielkomponente Rutin

Polytherm ermittelte Temperaturen der ,clear point“ und ,cloud point* von
Rutintrihydrat in Methanol, Ethanol und 2-Propanol

Methanol Ethanol 2-Propanol
Konzentration Temperatur in °C | Konzentration Teni1npoecr:atur Konzentration TeTnp?éatur
in Ma% gloeii; (I;Igil:]cti in Ma% clear point in Ma% clear point
2,5 7,6 2,69 6,85 0,36 20,7
34 15 -13 3,25 11,4 1,11 34,5
4,7 24,9 -2,2 4 17,2 1,62 42,2
5,5 -0,5 4,98 26,1 2,09 455
5,6 26,7 6,27 33,7 2,44 49,4
6,8 32,1 9,26 45,6 3,24 56,2
7,0 6,9 9,73 49,2
7,7 38,7 10,46 53,2
9,0 41,3 11,14 54,7
9,1 13,3 11,83 56,8
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Zielkomponente Curcumin

Isotherm ermittelte Loslichkeiten des reinen Curcumins in Aceton, Acetonitril
(Abk. ACN), Methanol (Abk. MeOH), Ethanol (Abk. EtOH), 2-Propanol (Abk. 2-
Prop) sowie in 50/50 (Ma%/Ma%) Aceton/Acetonitril- und Aceton/2-Propanol-
Lésungsmittelgemischen.

50/50 50/50
Temperatur | Aceton ACN MeOH EtOH 2-Prop Aceton/ Aceton/
2-Prop ACN
in °C Konzentration in Ma%
10 54 0,57 0,47 0,39 0,08 3,4 1,5
20 6,4 0,61 0,45 0,41 0,12 3,6 1,8
30 6,8 0,97 0,65 0,50 0,16 4,0 2,7
40 8,6 1,17 0,87 0,60 0,17 49 3,2

Polytherm ermittelte Temperaturen der ,cloud point“ des reinen Curcumin in
verschiedenen Losungsmitteln.

50/50 Aceton/ s 50/50 Aceton/
Aceton Acetonitril .
2-Propanol Acetonitril
Konzentr. CIO.Ud Konzentr. clo_u d Konzentr. CIO.Ud Konzentr. CIO.Ud
point point point point
in Ma% in °C in Ma% in°C in Ma% in°C in Ma% in°C
9,9 21,1 6,8 45,2 3,0 49,9 7,0 52,1
9,0 17,9 5,1 24,9 1,6 30,5 5,1 30,9
7.7 51 4.4 19,1 1,3 17,4 3,3 11,2
4,0 10,2 0,98 9,5

Isotherm ermittelte  Loslichkeiten des  verunreinigten  Curcumins in
verschiedenen Losungsmitteln.

Temperatur | Aceton Acetonitril S0/50 (Ma%/Ma%)  50/50 (Ma%/Ma_%_)
Aceton/2-Propanol Aceton/Acetonitril
5 1,7
10 5,7 0,7 3,5
20 6,4 4,1 21
30 7,5 1,1 4.6
40 9,0 54 3.4
50 1,9 4.4
60 7.4
65
69 2,8 6,7
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D Inline-ATR-FTIR Spektroskopie

Zielkomponente Curcumin

rel. Intensitat

geldst in 50/50 Aceton/Acetonitril
Lésungsmittelgemisch:

Demethoxycurcumin

R
ChAAa s
HO OH

HsCO
Bisdemethoxycurcumin

0 [¢]
S
HO

0
OH|

Curcumin
0 [o]

s
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0 H

700 800 900
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H
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Zielkomponente Artemisinin

Artemisinin

(ARTE) Toluol Ethanol
g e CH, H
. H é
Halin 4 "OH
¢ M

H

Syntheseldsung mit ARTE
in 20/80 Toluol/Ethanol

ARTE
in 20/80 Toluol/Ethanol

20/80 Toluol/Ethanol

rel. Intensitat

éé

L

Toluol, rein

750 850 \_950 /1050 1150 1250 1350 1450
Wellenzahl in cm™

a) Beispiel ATR-FTIR-Aufzeichnung wahrend der Kalibration der Artemisinin-
Konzentration in dem 20/80 Toluol/Ethanol Lésungsmittelgemisch bei
T=22°C.

(" Abnahme der ARTE-
Konzentration

bei T=22°C

» Lésungsmitteldosierung

» bei c=konst
IR-Spektrum Aufnahme

1.4

Ja

Messzeit

ARTE-Konzentration

Peakintensitat

850 950 1050 1150 1250
Wellenzahl in cm”
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Kalibration der Konzentration von Artemisinin in verschiedenen Ethanol/Toluol-
Lésungsmittelgemischen in Abhangigkeit von der Temperatur.

Spektrum | c (Artemisinin) c (Ethanol) c (Toluol) Temperatur
Nr. Ma% Ma% Ma% °C
1 0,82 73,80 25,38 22
2 1,26 78,99 19,75 40
3 1,33 86,64 12,03 22
4 1,41 69,61 28,98 21
5 1,50 66,96 31,54 6,9
6 1,61 65,35 33,03 21
7 1,69 62,50 35,81 5
8 1,71 62,48 35,81 25
9 1,74 78,61 19,65 40
10 1,78 78,57 19,64 22
11 1,88 59,63 38,49 21
12 1,91 80,77 17,33 22
13 1,97 56,59 41,43 5
14 2,25 51,85 45,91 21
15 2,33 48,66 49,01 5
16 2,59 77,88 19,53 40
17 2,79 40,17 57,05 21
18 2,86 37,10 60,04 5
19 2,90 77,70 19,40 40
20 3,08 68,97 27,95 22
21 3,13 77,55 19,31 21
22 3,44 77,25 19,31 40
23 3,562 64,47 32,01 22
24 3,52 64,47 32,01 22
25 3,67 21,18 75,15 21
26 3,68 19,00 77,32
27 3,83 15,84 80,33
28 3,84 17,59 78,57 11
29 3,91 71,48 24,61 21,8
30 3,91 71,48 24,61 31,9
31 4,07 76,74 19,19 40
32 4,19 7,88 87,93 5
33 4,23 9,05 86,72 21
34 4,35 68,29 27,36 21,2
35 4,35 68,29 27,36 21,5
36 4,55 0,00 95,45 5
37 4,55 0,00 95,45 15,2
38 4,55 0,00 95,45 22
39 4,55 0,00 95,45 32
40 4,65 0,00 95,35 40
41 4,71 76,23 19,06 40
42 5,14 75,89 18,97 22
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43 5,21 81,94 12,84 21,6
44 5,21 81,94 12,84 21,7
45 5,31 75,76 18,94 40
46 6,03 79,12 14,85 11,3
47 6,03 79,12 14,85 214
48 6,03 79,12 14,85 31,5
49 6,04 7517 18,79 40
50 6,26 74,99 18,75 21
51 6,74 74,61 18,65 40
52 7,34 74,13 18,53 40
53 8,16 73,47 18,37 40
54 9,58 72,34 18,08 22

Erstellte Kalibriergerade zur Konzentrationsbestimmung von Artemisinin.

10

44 y = 0,9997x
R?= 0,099

OCross Validation 'leave-one-out’

1 4 =Model Evaluation

Artemisinin Konzentration in Ma%, vorhergesagt

Artemisinin Konzentration in Ma%, gemessen
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b) Kalibrierung der Temperaturabhangigkeit des ATR-FTIR-Signals in reinen
Toluol und Ethanol sowie in bindren Gemischen der beiden.

Beispiel ATR-FTIR-Aufzeichnung: Zunahme der Peakintensitat sowie -flache
mit abnehmender Temperatur, dargestellt fur reine Toluol und Ethanol.

1,4 \
o A\ Ethanaol, rein
» Temperaturerniedrigung \
» 50°C — 5°C ‘
12 » bei T=konst
’ s IR-Spektrum Aufnahme
=
o)
Q.
(R
© Messzeit
‘@ 0,8 -
c
2
c
£
8
o 0,6 -
04
Toluol, rein
0,2
0 -

1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070
Wellenzahl in cm™

Kalibration der Losungsmittelzusammensetzung und Temperatur.

Spektrum | ¢ (Ethanol) c (Toluol) Temperatur
Nr. Ma% Ma% °C
1 0 100 4,9
2 0 100 10
3 0 100 15
4 0 100 20
5 0 100 24.9
6 0 100 30
7 0 100 35
8 0 100 39,9
9 0 100 45
10 0 100 49,8
11 100 0 5
12 100 0 10
13 100 0 14,9
14 100 0 19,9
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15 100 0 21,3
16 100 0 25
17 100 0 30
18 100 0 35
19 100 0 40
20 100 0 45
21 100 0 49,9
22 80 20 51
23 80 20 10
24 80 20 14,9
25 80 20 20
26 80 20 22
27 80 20 25
28 80 20 30
29 80 20 35
30 80 20 40
31 80 20 45
32 80 20 50
33 100 0 21
34 89,8 10,2 21
35 81,5 18,5 21
36 74,3 25,7 21
37 67,6 32,4 22
38 57,8 42,2 22
39 49,9 50,1 22
40 43,4 56,6 22
41 80 20 21

Kalibriergerade Temperaturabhangigkeit des ATR-FTIR-Signals fur Ethanol.

50

Ethanol
45 -

40
35
30 + y = 1x

R?=0,9993
25
20

15 4 = Model evaluation

Temperatur in °C, vorhergesagt

10 A o Cross validation 'leave-one-out’

5 g T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Temperatur in °C, gemessen
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Kalibriergerade Temperaturabhangigkeit des ATR-FTIR-Signals fur Toluol.

50

Toluol
45

40

35

30 +

25

y = 0,998x
20 R?=0,9972

15 ~ - Model evaluation

Temperatur in °C, vorhergesagt

10 o Cross validation 'leave-one-out'

5 T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Temperatur in °C, gemessen
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Symbolverzeichnis

Bedeutung

Komponente; kristalline Form
Aktivitat

Komponente; kristalline Form
Konzentration

molare Warmekapazitat
Durchmesser; Kristallgitterebenenabstand
Eutektikum

Anzhal der Freiheitsgrade

freie Gibbs-Enthalpie
Schmelzenthalpie

liquid, flissige Phase

Masse

Anzhal der Komponenten
Stoffmenge; Reflexionsordnung
Anzhal der Phasen

Druck

ideale Gaskonstante

Keimradius

Entropie; Ubersattigung; solid, kristalline Phase
Zeit

Temperatur

eutektische Temperatur
Schmelztemperatur der Komponente i
innere Energie

Volumen

Komponente

eutektische Zusammensetzung
Molenbruch der Komponente i
Komponente

Griechische Buchstaben

Symbol

Q

A & O FE > © 5 < »

Bedeutung

kristalline Phase der Komponente A
kristalline Phase der Komponente B
Aktivitatskoeffizient

Ausbeute

Einfallswinkel

Wellenlange

chemisches Potential

relative Ubersattigung

Temperatur

polymorpher Fest/fest-Phasenibergang

Einheit
Ma%
J/(mol-K)
m

J/mol
J/mol

mol; -
Pa
J/(mol-K)
m
Jimol ; - ; -
s
°C; K
°C
°C
J/mol

Einheit

%

o

m
J/mol

°C



Abkiirzungen

Abkiirzung Erklarung

AA Artemisininsdure

ACN Acetonitril

AcOH Essigsaure

ARTE Artemisinin

AS Antisolvent

ATR-FTIR abgeschwachte Totalreflektion-Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie
BDMC Bisdemethoxycurcumin

CUR Curcumin

CURD Curcuminoide

DCA 9,10-Docyanoanthracen

DHAA Dihydroartemisininsaure

DMC Demethoxycurcumin

DSC Dynamische Differenzkalorimetrie

EtOH Ethanol

FBRM Focused Beam Reflectance Measurement
FDA Food and Drug Administration

HPLC Hochleistungsflissigchromatographie

ICH International Conference on Harmonisation
LM Lésungsmittel

MeOH Methanol

MK Mischkristall

Satt Sattigung

TD thermodynamisch

TG-DSC Thermogravimetrische Analyse gekoppelt mit DSC
WHO World Health Organisation

XRPD Roéntgenpulverdiffraktometrie
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3-10
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Einteilung der Naturstoffe in drei Gruppen.

Phasendiagramm eines bindren Gemisches, dargestellt auf dem Temperatur-
Zusammensetzungs-Plot bei konstantem Druck. Die zwei Komponenten A und
B bilden ein Eutektikum mit vollstandiger Mischbarkeit in der flissigen und
vollstandigen Unmischbarkeit in der festen Phase.

Phasendiagramme bindarer Gemische, dargestellt auf dem Temperatur-
Zusammensetzungs-Plot bei konstantem Druck. Links: die Komponenten A
und B bilden ein Eutektikum mit vollstdndiger Mischbarkeit in der flissigen
und beschrankter Mischbarkeit in der festen Phase. Rechts: die Komponenten
A und B zeigen vollstandige Mischbarkeit in flissiger und fester Phase.

Zusammenhang zwischen der Liquiduslinie der Komponenten A im binaren
Stoffsystem und der Léslichkeitskurve des Feststoffs A im Losungsmittel B bei
konstantem Druck.

Schematische Darstellung der Stabilitatsbereiche einer binaren Lésung in
einem c-T-Phasendiagramm. Kennzeichnung der Breite des metastabilen
Bereichs inklusive der Keimbildungsarten.

Schematische Darstellung der Méglichkeiten zur Erzeugung von Ubersétti-
gung.

Schematische Darstellung der theoretisch moglichen kristallinen Formen eines
beliebigen Molekils.

Qualitative Darstellung der freien Gibbs-Enthalpie zweier polymorpher Formen
einer chemischen Verbindung: thermodynamisch metastabile Form A und
stabile Form B.

lllustration des Kristallisationsvorgangs einer beliebigen Substanz, welche
eine n-te Anzahl kristalliner Formen aufweist. Anwendung der Ostwald‘schen
Stufenregel anhand der qualitativen Kurvenverlaufe der freien Gibbs-Enthalpie
einzelner polymorpher Formen. Ausgehend von der Form | mit der geringsten
thermodynamischen Stabilitdt stufenweise Fest/fest-Phasenumwandlung zu
Form n mit der héchsten Stabilitdt und niedrigsten freien Gibbs-Enthalpie.
Schematische Darstellung von zwei typischen Energie-Temperatur-Diagram-
men mit der Kennzeichnung der Stabilitatsbereiche der kristallinen Phasen A
und B eines dimorphen a) monotropen sowie b) enantiotropen Systems.

Schematische Darstellung der Richtung der Enthalpiednderung AH:as beim
Aufheiz- bzw. Abkuhlvorgang wahrend des reversiblen dimorphen
enantiotropen Fest/fest-Phasenibergangs.

Links: Fragment eines bindren Schmelzdiagramms einer beliebigen Kompo-
nente X mit einer beliebigen Komponente Y. Die Komponente X stellt im
kristallinen Zustand ein dimorphes monotropes System dar, wobei die
Modifikation A im gesamten Temperaturbereich stabil ist. Rechts: Skizze des
Loslichkeitsdiagramms der Dimorphe A und B der Komponente X in Y.

Links: Fragment eines bindren Schmelzdiagramms einer beliebigen Kompo-
nente X mit einer beliebigen Komponente Y. Die Komponente X stellt im
kristallinen Zustand ein dimorphes enantiotropes System dar, wobei
Modifikation A die niedertemperaturstabile Form ist. Rechts: Skizze des
Loslichkeitsdiagramms der Dimorphe A und B der Komponente X in Y.

Ableitung der maximal erzielbaren Menge des kristallinen Produktes am Ende
einer geimpften Kiihlungskristallisation.

Von links nach rechts: die Pflanze Einjahriger Beiful® (Lat. Artemisia annua L.),
die Strukturformel des Pflanzeninhaltstoffs Artemisinin (Chin. Qinghaosu) (rot:
das Trioxanringsystem mit der Endoperoxid-Funktion) sowie die weillen
nadelférmigen Artemisininkristalle.

Strukturformel der semi-synthetischen Derivate des Artemisinins.
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Strukturformel biosynthetischen Vorstufen von Artemisinin, Artemisininsaure
und Dihydroartemisininsaure.

Molekilaufbau des Zielprodukts Artemisinin sowie seiner Verunreinigungen in
der Produktlésung der organischen Synthese: Photokatalysator 9,10-
Dicyanoanthracen (DCA), Reaktionsedukt Dihydroartemisininsaure (DHAA)
sowie zyklische Nebenprodukte.

Der gelbe Rutinpulver und die Strukturformeln des Rutins sowie seiner zwei
Hydrolyseprodukte Quercetin und Rutinose.

Der Japanischen Schnurbaum (Lat. Sophora japonica L.) mit frisch geernteten
und getrockneten Blitenknospen sowie der trockene Rohextrakt.

Pflanze Kurkuma (Lat. Curcuma Longa L.) und der Wurzelstock.

Strukturformeln, Molmassen und Schmelzpunkte des Curcumins (CUR) und
der CUR-Derivate, des Demethoxycurcumins (DMC), Bisdemethoxycurcumins
(BDMC) und Cyclocurcumins.

Oben: Versuchsaufbau zur ReactIR™-Geratekalibration; unten: schematische
Darstellung der abgeschwachten Totalreflexion des IR-Strahls in dem internen
Reflexionselement (IRE).

Funktionsprinzip der FBRM® - Inlinesonde und Ausgabe des Mess-
ergebnisses in Form der zeitlichen Anderung der Partikel verschiedener
Sehnenlange.

Messprinzip auf der Grundlage der Bragg’'schen Gleichung: konstruktive Inter-
ferenz, wenn die Wegdifferenz von Rontgenstrahlen gleich L bzw. einem
Vielfachen davon ist.

Analytische HPLC-Chromatogramme der Syntheselésung (rot) sowie der
vorhandenen Referenzen der Zielkomponente ARTE (griin), des
Photokatalysators DCA (gelb), des Reaktionsedukts DHAA (blau). Links oben:
Fotographische Aufnahme der Originalsyntheselésung.

Loslichkeitsverhalten von ARTE in  Acetonitril (blau), Toluol (violett),
Ethylacetat (rot) und Ethanol (griin) in Abhangigkeit von der Temperatur.

Anderung der ARTE-Léslichkeit in Abhangigkeit von der Temperatur und dem
Ethanol-Gehalt in Toluol. Volle Kreise sind Messwerte aus isothermen
Ldslichkeitsuntersuchungen; durchgezogene Kurven entsprechen verschiede-
nen Toluol /Ethanol-Ldsungsmittelgemischen (Ma%/Ma%): 100/0 (violett),
50/50 (orange), 30/70 (rot), 20/80 (blau) und 0/100 (grun).
Roéntgenpulverdiffraktogramme der im thermodynamischen Gleichgewicht
stehenden festen Phase von ARTE in Toluol/Ethanol-Lésungsmittel-
gemischen (Ma%/Ma%): 100/0 (violett), 50/50 (orange), 30/70 (rot), 20/80
(blau) und 0/100 (grun). Die zwei unteren Diffraktogramme entsprechen
jeweils der orthorhombischen (CSD Strukturcode QNGHSU10) und triklinen
(CSD Strukturcode QNGHSUO1) Modifikation des ARTE, enthommen aus der
internationalen  kristallographischen Datenbank (Cambridge Structural
Database, CSD).

Design des Kiristallisationsprozesses von ARTE auf der Basis der
Loslichkeitskurve (durchgezogene Linien) und der Uberléslichkeitskurve
(gestrichelte Linien) des verunreinigten ARTE in Abh&ngigkeit von der
Temperatur im 20/80 Toluol/Ethanol- Lésungsmittelgemisch. Die schwarzen
Pfeile illustrieren die Richtung der ARTE-Konzentrationsanderung in der
Lésung.

Fotographische Aufnahme (links) und schematischer Aufbau (rechts) der
Batch-Kristallisationsapparatur: 100ml Glasgefa® mit einem Kihimantel
ausgestatten mit einem Propellerriihrer.

Kontinuierliche Verfolgung des Kristallisationsprozesses von ARTE wahrend
des Abkiihlvorgangs der angeimpften Arbeitslésung.

Fotographische und mikroskopische Aufnahme des Kristallisats (oben) sowie
Roéntgenpulverdiffraktogramme des kristallinen Produkts, der Referenzprobe
des reinen ARTE (orthorhombische Modifikation) und des Photokatalysators
DCA (unten).
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6-9

6-10

6-11

6-12

6-13

6-14

6-15

6-16

7-1

7-2

7-3

7-6

7-7

Konzentrationsverlauf der gelésten Komponente (ARTE (oben) und DCA
(unten)) in der Arbeitslésung wahrend des Trennprozesses auf der Basis der
Loslichkeitskurven. Punkte: Messwerte; durchgezogene Linien: skizzierte
Trajektorien: gestrichelte senkrechte Linien kennzeichnen: Tstrt die
Anfangstemperatur des Kihlvorgangs, Timpten die Temperatur der
Impfkristallzugabe sowie die Temperatur der spontanen Keimbildung von
DCA.

HPLC-Chromatogramme des Produkts (violett), des reinen ARTE (griin), des
Photokatalysators DCA (gelb) sowie der Syntheseldsung (rot).

Skizze des Downstream-Prozesses auf der Basis der Loéslichkeitskurven von
ARTE (oben) und DCA (unten) in Acetonitril. Punkte: Messwerte;
durchgezogene / gestrichelte Linien: skizzierte Trajektorien.

Fotographische Aufnahmen links- gelbe nadelférmige Kristalle des
zurickgewonnenen reinen DCA auf dem weilden Filterpapier; rechts- das
kristalline Produkt: weilRe Bereiche - reines ARTE, gelbe Bereiche - ARTE mit
DCA verunreinigt. Beide Feststoffe erhalten im Downstream-Prozess.

Prinzip einer Dreizonen-SMB mit offenem Kreislauf und einer Regenerations-
bzw. Equilibrierungszone anhand des chromatographischen Elutionsprofils
der Syntheseldsung.

HPLC-Chromatogramme der Produktldsung aus der SMB (violett), des reinen
ARTE (griin), des Photokatalysators DCA (gelb) sowie der Syntheselésung
(rot).

Konzentrationsverlauf der gelésten Komponente ARTE (oben) und DCA
(unten) in der Arbeitsldsung wahrend des Trennprozesses auf der Basis der
Léslichkeits-kurven. Punkte: Messwerte; durchgezogene Linien: skizzierte
Trajektorien: gestrichelte senkrechte Linien kennzeichnen: Tstart und Teng die
Anfangs- und Endtemperatur des Kihlvorgangs, Timpfen die Temperatur der
Impfkristallzugabe.

HPLC-Chromatogramme (links) des kristallinen Produkts (violett), des reinen
ARTE (griin), des Photokatalysators DCA (gelb) sowie der Syntheseldsung
(rot). Fotographische und mikroskopische Aufnahmen des kristallinen
Produkts (rechts).

Analytische HPLC-Chromatogramme des Rohextrakts, der Zielkomponente
Rutin und der Verunreinigung Quercetin.

Roéntgenpulverdiffraktogramm des trockenen Rohextrakts (rote Linie) sowie
der Referenzprobe des Rutintrihydrats, Ru-3H20 (grine Linie) und des
Quercetindihydrats (gelbe Linie).

Charakterisierung der Referenzprobe des Ru-3H20 mittels TG-DSC:
Anderung des Warmestroms (durchgezogene Linie) und Anderung der
Probenmasse (gestrichelte Linie) in Abhangigkeit von der steigenden
Temperatur.

Charakterisierung der Referenzprobe des Ru-3H20 mittels tempera-
turaufgeldster XRPD.

Kurven der scheinbaren Léslichkeit (durchgezogene Linien) der Referenz-
probe des Ru-3H20 in Methanol (*), Ethanol (o) und 2-Propanol (A) sowie die
Uberléslichkeitskurve (gestrichelte Linie) von Rutinmethanolat in Methanol in
Abhangigkeit von der Temperatur. Kennzeichnung: ATmax in K die Breite des
metastabilen Bereichs von Rutinmethanolat in Methanol.

Anderung der Sattigungskonzentration (rot, isotherm bestimmt) sowie der
scheinbaren Loslichkeit (blau, polytherm bestimmt) von Rutin in Ethanol als
Funktion der Temperatur.

Roéntgenpulverdiffraktogramm der kristallinen Phase von Rutin gebildet in
Ethanol im thermodynamischen Gleichgewicht (rot) sowie das Diffraktogramm
der Ru-3H20-Referenzprobe (blau).

Photographische sowie mikroskopische Aufnahmen des Ausgangsfeststoffs
des Ru-3H20 (oben) sowie des kristallinen Rutins, gebildet im thermo-
dynamischen Gleichgewicht in Ethanol bei 20°C (unten).
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7-9

7-10

7-14

7-15

7-19

Zeitlich aufgeldéste XRPD-Messung der Fest/fest-Phasenumwandlung von
dem in Ethanol im Gleichgewicht gebildeten Ru-nEtOH (rote Rontgenreflexe)
zum unter Umgebungsbedingungen stabilen Ru-3H20 (blaue Réntgenreflexe).
Gescannt fur 2Theta Winkeln von 4° bis 11°; Dauer eines Scandurchlaufs
1 min.

Rontgenpulverdiffraktogramme des kristallinen Rutins gebildet im 94/6
(Ma%/Ma%) Ethanol/Wasser-Lésungsmittelgemisch bei 25°C innerhalb von 6
Tagen. Ausgangsfeststoff Ru-3H20 (blaues Referenzdiffraktogramm); End-
feststoff Ru-nEtOH (rotes Referenzdiffraktogramm).

Drei charakteristische Bereiche im Konzentrations-Temperatur-Diagramm von
Rutin in Ethanol. Weiler Bereich: Losung bzgl. beider Formen (Ru-nEtOH und
Ru-3H20) untersattigt; roter Bereich: Losung bzgl. Ru-nEtOH Ubersattigt und
bzgl. Ru-3H20 untersattigt; blauer Bereich: Lésung bzgl. beider Formen
(Ru-nEtOH und Ru-3H:0) Ubersattigt.

Erster Prozessschritt: Herstellung der Arbeitslésung fir die Kristallisation aus
dem Ru-3H:0 haltigen Trockenextrakt in Ethanol.

Schematische Darstellung der Konzentrationsdnderung von Rutin in der
Arbeitslosung (griine Pfeile) wahrend der geimpften Kristallisation auf der
Basis der scheinbaren Loslichkeit des Ru-3H20 (blau) und der Léslichkeit des
Ru-nEtOH (rot) in Ethanol.

Von links nach rechts: fotographische Aufnahme des Keimbildungsschauers
kurz nach dem Animpfen der Arbeitslésung sowie von der Produktsuspension
nach ca. 30 min; mikroskopische Aufnahme der Produktkristalle.

Links: fotographische Aufnahme der Nutsche a) wahrend der Filtration mit
dem feuchten Produktfeststoff und b) nach dem Filtriervorgang. Rechts:
Roéntgenpulverdiffraktogramme des feuchten (rot) sowie des lufttrockenen
(blau) Produktfeststoffs.

Analytische HPLC-Chromatogramme der kristallinen Produkte aus den
Versuchen Nr. 1 und 2 im Vergleich zu dem des Rohextrakts sowie der Rutin-
Referenzprobe.

Aufbau des semikontinuierlichen Kristallisationsprozesses in einem temperier-
ten 200 ml-Doppelmantelglasbehalter mit periodischer Feed-Zugabe und
periodischem Abzug der Produktsuspension.

Fest/fest-Phasenumwandlung von aus der Ethanol-L6sung gewonnenem
Ru-nEtOH (links) zum unter Umgebungsbedingungen stabilen Ru-3H20
(rechts).

Kontinuierliche Verfolgung der semikontinuierlichen Kristallisation von Rutin in
11-Behalter. Das ART-FTIR-Signal (Peakhdhe zwischen 910 und 1000 cm-),
gekennzeichnet mit der grinen Linie, zeigt die qualitative Konzentra-
tionsdnderung von Rutin in der flissigen Phase. Das FBRM-Signal,
gekennzeichnet mit der hell blauen, dunkel blauen und violetten Linien, zeigt
die Anderung der Anzahl der Teilchen der GréBe < 10 ym, 10-50 um und 50-
150 um. Die senkrechten gestrichelten Linien kennzeichnen Ende des
Kuhlvorgangs, den Zeitpunkt des Animpfens sowie der periodischen Produkt-
entnahme und Feed-Zugabe.

Analytische HPLC-Chromatogramme der vorhandenen Curcumin-Referenzen
der Fa. Sigma Aldrich (rot) und Acros (orange), der Referenzproben des CUR
(Fa. TCI Chemicals) (grtin), DMC (Fa. ChemFaces China) (violett) und BDMC
(Fa. TCI Chemicals) (blau) sowie des Rohextrakts (weinrot) und Curcumin-
Handelspraparates zur Nahrungserganzung (Fa. Curcuma L.) (rosa).

Schmelzkurven der Reinstoffe des CUR (griin), DMC (violett) und BDMC
(blau) sowie der vorhandenen Referenzproben der Fa. Sigma Aldrich (rot) und
Acros (orange).
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8-3

8-4

8-5

8-7

8-8

8-9

8-10

8-11

8-12

Roéntgenpulverdiffraktogramme der vorhandenen Curcumin Referenzproben
der Fa. Sigma Aldrich (rot) und Acros (orange) sowie der Reinstoffreferenzen
des CUR (grin), DMC (violett) und BDMC (blau). Die drei unteren
Diffraktogramme entsprechen den drei polymorphen Formen des CUR (Form |
CSD Strukturcode BINMEQOS5; Form Il CSD Strukturcode BINMEQO6; Form
Il CSD Strukturcode BINMEQO7), publiziert in der kristallographischen
Datenbank (Cambridge Structural Database, CSD).

Sattigungskonzentrationen der Reinstoffreferenz von CUR (stabile Form [) in
2-Propanol (violett), Ethanol (griin), Methanol (rot), Acetonitril (blau) und
Aceton (orange) bei 10°C, 20°C, 30°C und 40°C.
Rontgenpulverdiffraktogramme der im thermodynamischen Gleichgewicht
gebildeten festen Phasen des CUR (oberes Diffraktogramm) sowie wahrend
der polythermen Rekristallisationsversuche gebildeten CUR-Phasen aus:
Aceton (orange), Acetonitril (blau), Methanol (rot), Ethanol (grin) und 2-
Propanol (violett). Die drei unteren Diffraktogramme entsprechen den drei
polymorphen Formen des CUR (Form | CSD Strukturcode BINMEQOS; Form II
CSD Strukturcode BINMEQO6; Form Il CSD Strukturcode BINMEQO7),
publiziert in der kristallogra-phischen Datenbank (Cambridge Structural
Database, CSD)

Effekt verschiedener Antisolvents auf die Ldslichkeit von CUR in Aceton bei
30°C. Untersuchte Antisolvents: 2-Propanol (violett), Ethanol (griin), Methanol
(rot) und Acetonitril (blau). Die durchgezogenen Linien geben den linearen
Zusammenhang zwischen der CUR Léslichkeit in reinem Aceton gegeniiber
dem Antisolvent wieder. Die gestrichelten Kurven stammen aus der
Verbindung der Loslichkeitswerte des CUR im jeweiligen Loésungsmittel-
gemisch.

Loslichkeitsverhalten von CUR in Anwesenheit der Hauptverunreinigungen
des Pflanzenextraktes BDMC und DMC in Aceton (orange), dem 50/50
Aceton/2-Propanol-Gemisch (violett), dem 50/50 Aceton/Acetonitril-Gemisch
(dunkelblau) sowie in Acetonitril (blau) in Abhangigkeit von der Temperatur.
Die Gleichgewichtskonzentrationen des reinen CUR in denselben
Lésungsmitteln sind mit leeren Kreisen gekennzeichnet und grau hinterlegt.

Design der Kristallisationsprozesse Nr. 1 bis 4 von CUR auf der Basis der
Léslichkeitskurven (durchgezogene Linien) des verunreinigten CUR und der
Uberldslichkeitskurven (gestrichelte Linien) des reinen CUR in Abhangigkeit
von der Temperatur. Die schwarzen Pfeile illustrieren die Richtung der CUR-
Konzentrationsanderung in der Lésung wahrend der Kristallisation.

Roéntgenpulverdiffraktogramme  der  kristallinen  Produkte sowie der
Referenzproben der reinen CUR Form | (unten) und DMC (oben). Dargestellt
in Abhangigkeit des abnehmenden CUR-Gehalts (in %) von unten nach oben.

Von unten nach oben: die Schmelzkurven der CUR-Produktfeststoffe mit
abnehmender CUR-Reinheit in %; Schmelzkurve des reinen des CUR Form |
(unten) bzw. des reinen DMC (oben). Die gemessenen Schmelztemperaturen
sind angegeben als donset in °C.

Loslichkeitsverhalten des Reinstoffes DMC (erworben bei Fa. Cfm Oskar
Tropitzsch GmbH) in: 2-Propanol (violett) und Acetonitril (blau) in Abhangigkeit
von der Temperatur.

Roéntgenpulverdiffraktogramme der polytherm rekristallisierten sowie im
thermodynamischen Gleichgewicht in der jeweiligen Ldsung vorliegenden
festen Phasen von DMC. Diffraktogramme der DMC-Reinstoffreferenzen sind
gekennzeichnet mit der durchgezogenen schwarzen Linie.

Gegenuberstellung der Roéntgenpulverdiffraktogramme  der  kristallinen
Produkte, der in 2-Propanol und Acetonitril im thermodynamischen Gleich-
gewicht vorliegenden kristallinen Phasen von DMC, der kristallinen DMC-
Reinstoffreferenz (Fa. ChemFaces China, schwarze Linie oben) sowie der
CUR-Reinstoffreferenz (stabile Form |, schwarze Linie, unten).
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8-14

9-1

9-2

Raumliche Darstellung der intermolekularen (pink markierten) und intra-
molekularen (grin markierten) Wasserstoffbrickenbindungen im Kristallgitter
der CUR Form | (CSD Strukturcode BINMEQO5) a) in einem CUR-Molekadll, b)
im Kristallgitter der CUR Form |.

Vorgehensweise bei der Auslegung einer geimpften Kihlungskristallisation
unter Bertcksichtigung der reinen zu kristallisierenden Komponente.
Vorgehensweise bei der Prozessoptimierung zur Erhéhung der Produkt-
reinheit unter Berlcksichtigung der zu kristallisierenden Komponente in
Gegenwart von Hauptverunreinigungen.
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