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2.2.29
Fliussig-
chromatographie

Das Arzneibuch beschreibt in diesem Allgemeinen
Text die analytische Hochleistungsfliissigchroma-
tographie (HPLC, high performance liquid chro-
matography). Die IUPAC definiert Chromatogra-
phie als ein physikalisches Verfahren, bei dem die
Komponenten von Substanzgemischen aufgrund
der Verteilung zwischen einer stationdren und ei-
ner mobilen Phase, die sich in eine definierte Rich-
tung bewegt, aufgetrennt werden. In der Fliissig-
chromatographie ist die stationédre Phase fest und
die mobile Phase eine Fliissigkeit. Aufgrund der
geringen PartikelgroBe der stationdren Phase (in
der Regel 3 bis 10 um) ist ein hoher Druck erfor-
derlich, um die mobile Phase durch die Sdule zu
bewegen. Die Bezeichnung ,,Hochleistungsfliis-
sigchromatographie” resultiert aus der hohen
Trennleistung des Verfahrens, wofiir u.a. die ge-
ringe Partikelgrofle verantwortlich ist.

Nachdem in der Ph. Eur. 8.3 die Anpassung auf
die Anforderungen der Ultrahochleistungsfliissig-
chromatographie (UHPLC, ultra high-performance
liquid chromatography) sowie auf neue Sdulenma-
terialien wie Monolithe oder oberfldchlich porose
Partikel (sog. Core-shell- und Fused-core-Materia-
lien) erfolgte, wurde der Text in der Ph. Eur. 9.6
sprachlich erneut angepasst und neue Detektoren
aufgenommen.

Die allgemeinen chromatographischen Parameter
werden im Arzneibuch in dem separaten Allge-
meinen Text 2.2.46 beschrieben (siche den zuge-
horigen Kommentar).

Die USP beschreibt alle chromatographischen Ver-
fahren, d.h. GC, DC, HPLC, UHPLC sowie die
allgemeinen chromatographischen Parameter in
einem Text (<621> Chromatography), die JAP
fiihrt getrennte Texte fiir die einzelnen Verfahren
und beschreibt die chromatographischen Parame-
ter im Text zur Flissigchromatographie.

Fir weiterfilhrende Literatur zu HPLC und
UHPLC einschlieflich deren Anwendung in der
pharmazeutischen Analytik siehe z.B. Lit.!-".
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Apparatur

Eine HPLC-Anlage besteht aus mindestens fiinf
Komponenten: Eine oder mehrere Pumpen zur
Forderung der mobilen Phase, eine Injektionsein-
heit, die Sdule zur Trennung der Analysensubstan-
zen, ein Detektor zu deren Registrierung sowie ein
Rechner zur Steuerung der Anlage und Auswer-
tung der Chromatogramme. Der schematische
Aufbau einer Anlage zur Gradientenelution ist in
Abb. 1 dargestellt.

Als Gradient bezeichnet man die Verdnderung der
Zusammensetzung der mobilen Phase wihrend der
Analyse. Dieser kann kontinuierlich (linearer Gra-
dient) oder sprunghaft (Stufengradient) variiert
werden. Die Pumpen (2) fordern aus den Vorrats-
gefidflen (1) die Losungsmittel, die in einer Kam-
mer (3) vermischt werden. Die mobile Phase ge-
langt anschlieBend iiber das Injektionsventil (4)
zur Saule (5). Soll bei definierter Temperatur gear-
beitet werden, kann die S#ule in einem Sé#ulen-
thermostat temperiert werden. Die getrennten Ana-
lyte werden im Detektor (6) registriert, bevor das
Eluat im Abfallgefdl (7) gesammelt wird. Steue-
rung des Systems und Datenauswertung erfolgen
iiber einen Computer (8). Erfolgt die Mischung der
Komponenten der mobilen Phase nach den Pum-
pen unter Hochdruck (wie in Abb. 1 skizziert),
spricht man auch von einem ,Hochdruck-
Gradienten®. Alternativ kann die Mischung vor der
Pumpe beim ,Niederdruck-Gradienten“ drucklos
erfolgen. In diesem Fall ist eine Pumpe ausrei-
chend. Ebenso geniigt eine Pumpe fiir die isokrati-
sche Elution, d.h. mit unveridnderter mobiler Phase
wihrend des analytischen Laufs.

Pumpensysteme

In der HPLC miissen die Pumpen einen Druck von
bis zu 40 MPa erzeugen konnen, in der UHPLC
iiber 100 MPa. Die HPLC-Pumpe muss mit hoher
Prizision FlieBgeschwindigkeiten von 0,1 bis
10 ml/min ermoglichen, in der UHPLC sind Fluss-
raten von 0,01 bis 1,0 ml/min iiblich. Der Fluss
muss dariiber hinaus pulsationsfrei sein, um eine
stabile Basislinie zu erhalten. Weiterhin miissen
die Pumpen korrosionsbestindig gegen eine Viel-
zahl von Losungsmitteln einschlieBlich saurer und
basischer Pufferlosungen sein.
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Abb. 1: Schematischer Aufbau eines HPLC-Systems; (1) Losungsmittelreservoir, (2) Pumpe, (3) Mischkammer,
(4) Injektionsventil, (5) HPLC-Séule, (6) Detektor, (7) Abfallgefdl, (8) Computer zur Steuerung der Anlage

und Datenauswertung

Moderne kommerzielle HPLC- und UHPLC-Ge-
rite besitzen Doppelkolbenpumpen. Kolbenpum-
pen bestehen im Prinzip aus einer zylindrischen
Kammer, in welche die mobile Phase durch Vor-
und Zuriickbewegen des Kolbens gepumpt wird.
Abwechselnd 6ffnende und schliefende Kugelven-
tile steuern den Losungsmittelfluss in und aus der
Kammer. Bei Doppelkolbenpumpen werden zwei
Kolbenpumpen phasenversetzt Mikroprozessor-
gesteuert, sodass die eine ansaugt, wihrend die
andere fordert. Dadurch wird eine Minimierung
der Pulsation erreicht. Vorteile von Kolbenpumpen
sind das geringe innere Volumen (z.B. nur ca.
10 ul bei UHPLC-Pumpen), hoher Ausgangsdruck,
gute Eignung zur Gradientenelution sowie kon-
stante Flussraten weitgehend unabhingig vom
Sdulengegendruck und der Viskositit der mobilen
Phase.

Einspritzvorrichtung

Der Probeneinlass erfolgt kurz vor der Siule.
Hierzu dienen Schleifendosierventile, in der Regel
Sechswegeventile. Die Probenschleifen sind aus-
tauschbar, fiir analytische Zwecke werden in der
Regel Probenschleifen mit einem Volumen von
1 bis 20 ul verwendet. Die Probenschleife wird mit
Hilfe einer Mikroliterspritze gefiillt. Anschlieend
wird das Ventil umgeschaltet, sodass die Probelo-
sung durch die mobile Phase auf die Séule gespiilt
wird. Erfolgt die Injektion manuell, sollte die Pro-
benschleife vollstindig gefiillt werden, da bei un-
vollstindiger Fiillung der Schleife eine geringe
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Prizision des injizierten Probevolumens und damit
auch der Analyse resultiert. Autoinjektoren (Auto-
sampler) erlauben die automatisierte Injektion vie-
ler Proben, die ggf. bei langen Standzeiten im Ge-
rit auch temperiert werden konnen. Die meisten
modernen Gerite sind mit einem Autosampler
ausgeriistet.

Stationidre Phasen

In der HPLC werden in Abhingigkeit von den zu
trennenden Analyten vielfiltige Materialien als
stationédre Phasen eingesetzt. Meistens basieren sie
auf Kieselgel, doch werden auch Polymere, poro-
ser Graphit oder Metalloxide wie Aluminiumoxid,
Titandioxid oder Zirkoniumdioxid verwendet. Die
Materialien befinden sich mit wenigen Ausnahmen
in einer Edelstahlsdule. In der Mehrzahl analyti-
scher Sdulen werden sphérische Partikel aus Kie-
selgel eingesetzt, irreguldre Partikel spielen nur
noch eine untergeordnete Rolle. Kieselgel besitzt
hohe mechanische Stabilitit, ist kostengiinstig und
mit eng verteilter Korn- und Porengrofe sowie
spezifischer Oberfldche herzustellen und erlaubt
vielfiltige Moglichkeiten der Oberflichenmodifi-
zierung. Klassische HPLC-Phasen bestehen aus
vollstindig pordsen Kieselgelpartikeln, wodurch
eine Oberfldche von mehreren hundert Quadratme-
tern pro Gramm resultiert. In den Poren im Inne-
ren dieser Partikel stromt die mobile Phase nicht,
die Analyte bewegen sich nur durch Diffusion. Je
grofer ein Partikel, umso langsamer muss chroma-
tographiert werden, um die Einstellung des
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Gleichgewichts fiir einen Analyten zwischen mo-
biler und stationdrer Phase zu gewdhrleisten. Die
Verkleinerung der Partikelgroe der stationdren
Phase erlaubt schnelle Trennungen bei hoher
Trenneffizienz, da die Trennstufenzahl als Maf} der
chromatographischen Effizienz direkt proportional
zum Verhiltnis der Sdulenldnge und des Partikel-
durchmessers (1/d) ist. Es resultieren kurze Analy-
senzeiten auf Kosten des Sédulengegendrucks, der
umgekehrt proportional zum Quadrat des Durch-
messers der Partikel ansteigt. Die Verkleinerung
der Séaulenmaterialien fiihrte zur Entwicklung der
UHPLC, bei der 1,7 bis 1,9 um grofle Partikel ein-
gesetzt werden im Vergleich zur Partikelgrofie von
3 bis 5 um in der klassischen HPLC. 10-um-Par-
tikel finden sich in analytischen HPLC-Séulen nur
noch in Ausnahmefillen.

Die Core-shell-Materialien (auch Solid-core- oder
Fused-core-Partikel oder oberfldchlich porose Ma-
terialien genannt) besitzen einen nichtpordsen
Kern mit einem Durchmesser von 1,7 bis 1,9 um,
der mit einer 0,35 bis 0,5 um dicken Schicht aus
pordsem Kieselgel iiberzogen ist. Der gegeniiber
dem klassischen Material deutlich geringere Diffu-
sionsweg ermoglicht einen raschen Stoffaustausch
der Analyte zwischen stationdrer und mobiler Pha-
se. Es resultiert eine geringe theoretische Boden-
hohe auch bei hohen Flussraten mit der Folge effi-
zienter Trennungen bei kurzen Analysenzeiten.
Der Druck steigt weniger stark als bei Sub-2-um-
Material an, sodass diese Sidulen mit herkommli-
chen HPLC-Pumpen betrieben werden kénnen und
meist bessere Auflosungen bei kiirzeren Analysen-
zeiten als mit vollstindig pordsen 3-um-Phasen
erreicht werden. Sub-2 pm-Core-shell-Materialien
mit Korngroen von 1,3 bis 1,7 um fiir die
UHPLC sind kommerziell ebenfalls verfiigbar. Fiir
den Methodentransfer von HPLC auf UHPLC sind
Saulendimensionen, Injektionsvolumen der Probe,

die Flussrate der mobilen Phase sowie der Gra-
dient der mobilen Phase in Falle einer Gradienten-
elution auf das neue Format anzupassen®: 9.

Parallel zur Entwicklung partikulidrer Materialien
wurden Ende der 1990er Jahre monolithische
Trennsdulen entwickelt, die aus einem durchge-
henden Netzwerk mit bimodalem Porensystem be-
stehen'?. Makroporen verleihen dem Material eine
hohe Permeabilitidt und sind fiir einen geringen
Gegendruck verantwortlich, sodass hohe Flussra-
ten erreicht werden konnen. Kleine Mesoporen im
Skelett garantieren eine grof3e spezifische Oberfla-
che, sodass eine dhnlich hohe Trenneffizienz resul-
tiert wie beim 3-um-Material. Limitiert sind die
Monolithe vor allem durch die relativ geringe
Druckstabilitit von ca. 20 MPa der Silicastibe, die
nur eine PEEK-Ummantelung besitzen und nicht
in Stahlsdulen gepackt sind. Tab. 1 fasst gingige
Sdulendimensionen in der HPLC und UHPLC zu-
sammen. Microbore- und Nano-LC-Siulen sind
mit dem gleichen Material wie die ,.klassischen‘
HPLC-Sé4ulen gepackt, die Namen resultieren aus
den geringeren Sdulendurchmessern.

Die Trenneffizienz einer chromatographischen
Sdule, ausgedriickt als Trennstufenzahl, hingt
nicht nur von den Saulen- und Partikeldimensio-
nen, sondern auch von der Flussrate der mobilen
Phase ab. Liegt beispielsweise das Optimum einer
Sédule mit der Dimension 100 x 4,6 mm, die mit
vollstindig porosem 5-um-Material gepackt ist,
bei isokratischer Elution bei 1 ml/min, so betragt
sie fiir 3-um-Material bei gleichen Sdulendimensi-
onen etwa 1,5 ml/min und fiir Core-shell-Partikel
2 ml/min. Reduziert man den Saulendurchmesser in
Falle des Core-shell-Materials auf 2,1 mm, so liegen
optimale Flussraten bei 0,4 bis 0,8 ml/min. In der
UHPLC sind bei isokratischer Elution Flussraten
von 0,2 bis 0,6 ml/min iiblich. Bei einer Gradien-

Tab. 1: Bereiche typischer Dimensionen kommerzieller analytischer Siulen

Séulentyp Partikelgrofie Linge Durchmesser
[um] [mm] [mm]
Analytische HPLC 5-3 250-150 4,6-3,0
Microbore HPLC 3,5-3 150-50 2,1-1,0
Kapillar-LC 3,5-3 250-50 1,0-0,1
Core shell 2,7-2,6 150-50 4,6-2,1
Monolith - 100-50 4,6-2,0
UHPLC 1,9-1,7 150-30 2,1-2,0
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tenelution héngt die optimale Flussrate der mobi-
len Phase auch von der Steilheit des Gradienten
(Anderung der Zusammensetzung pro Zeiteinheit)
ab.

Zur Herstellung von Kieselgel wird Tetraethoxy-
silan (TEOS) sauer hydrolysiert und kondensiert.
Das resultierende viskose Poly(ethoxy)siloxan
(PES) wird durch Riihren unter alkalischen Bedin-
gungen in Kieselhydrogelpartikel umgewandelt.
Sowohl die Viskositit des PES als auch die Riihr-
geschwindigkeit beeinflussen Grofle und GroBen-
verteilung der Partikel. An Wasch- und Sedimenta-
tionsschritte schliet sich zur Hirtung und Ver-
dichtung des Siloxangeriists im Hydrogel zum
Xerogel ein ,,Alterungsprozess bei erhohten
Temperaturen an. Oberhalb von 400°C erfolgt die
Kalzinierung des Materials, es folgt die Fraktio-
nierung der Partikel, um ein einheitliches Material
mit enger KorngroBenverteilung zu erhalten. Durch
Behandlung mit Salzsédure werden freie Silanol-
gruppen generiert und Verunreinigungen von Me-
tall-Ionen reduziert. Aus der Steuerung des Her-
stellungsverfahrens resultieren sphirische Partikel
mit der gewiinschten Porenstruktur und enger
KorngroBenverteilung!'™.

Kieselgel lésst sich durch eine Vielzahl chemischer
Reaktionen modifizieren. Abb. 2 listet schematisch
wichtige chemisch modifizierte Kieselgele. Die
Substituenten sind als Silylether gebunden, wobei
die Formel die Bindung lediglich prinzipiell dar-
stellen soll, da weitere Bindungstypen existieren.
Kieselgel ist nur bis etwa pH 8 stabil, sodass auf
diesem Material basierende Phasen nicht mit stér-
ker alkalischen mobilen Phasen betrieben werden

diirfen. Durch Vernetzung, z.B. iiber Ethylenbrii-
cken, werden bis pH 12 stabile Kieselgele erhal-
ten, welche als Grundlage fiir die Herstellung der
Sdulen mit erhohter pH-Stabilitdt dienen. Alkyl-
substituierte Phasen werden aufgrund ihrer Verwen-
dung im Umkehrphasenmodus auch als Umkehr-
phasen (RP-Phasen, reversed phase) bezeichnet. Bei
den nachsilanisierten Phasen (,,endcapped*‘) werden
nach der initialen Derivatisierung mit ldngerketti-
gen Chlorsilanderivaten die verbleibenden freien
Silanolgruppen mit kurzkettigen Silanen (z.B.
Trimethylchlorsilan) umgesetzt. Kieselgel besitzt
ca. 9 ymol/m? Silanolgruppen auf der Oberfléche.
Bei der Umsetzung mit Cig-Chlorsilanen gelingt
aus sterischen Griinden keine vollstdndige Umset-
zung (nur ca. 3 pmol/m? der Silanolgruppen wer-
den typischerweise derivatisiert). Die verbleiben-
den freien Silanole lassen verstirkt Wechselwir-
kungen besonders mit polaren Analyten zu, was zu
ausgeprigtem Peaktailing besonders bei basischen
Substanzen fiihrt. Um diese Wechselwirkungen zu
reduzieren, fiihrt man die Nachsilanisierung durch.
Viele weitere chemisch modifizierte Materialien
sind kommerziell erhéltlich, beispielsweise Partikel
mit Jonenaustauschergruppen oder zwitterioni-
schen Substituenten. So genannte Mixed-mode-
Séulen enthalten neben Cg- oder C,g-Resten ioni-
sierbare funktionelle Gruppen; bei den polar selek-
tiven Umkehrphasen (polar-embedded reversed
phase) werden polare Gruppen (Amid, Carbamat,
Harnstoff u.a.) in die Alkylketten ,eingefiigt®.
Chirale Séulen zur Stereoisomerenanalytik erhilt
man durch Coaten der Kieselgelpartikel mit den
chiralen Selektoren oder durch kovalente Bindung
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Abb. 2: Beispiele chemisch modifizierter stationéirer Phasen
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der Selektoren an die Kieselgelmatrix. Selektoren
umfassen Polysaccharide (in erster Linie Amylose-
und Cellulosederivate), Cyclodextrine, Aminosiu-
renderivate, Proteine, Kronenether, makrozyklische
Antibiotika,  poly(Triphenylmethyl)methacrylate
und viele weitere.

Eine kaum iiberschaubare Vielzahl chromatogra-
phischer stationdrer Phasen ist kommerziell ver-
fiigbar, beispielsweise existieren einige hundert
RP-Phasen. Die Eigenschaften der Phasen hingen
wesentlich von ihren physikochemischen und
chemischen Eigenschaften ab. Wichtige Kenngro-
Ben sind Partikeldurchmesser, Porengrofie, Ober-
fliche, Art der funktionellen Gruppen auf der
Oberfliche und die Dichte der Oberflichenbele-
gung. Die Eigenschaften, welche die Selektivitit
der RP-Phasen wesentlich beeinflussen, sind Hyd-
rophobie, hydrophobe Selektivitit, silanophile Ak-
tivitdt, molekulare Formerkennung (sterische Se-
lektivitdt, shape selectivity), polare Selektivitit und
Metallgehalt. Die Hydrophobie gibt an, wie stark
eine bevorzugt {iber hydrophobe Wechselwirkun-
gen mit der stationdren Phase interagierende Sub-
stanz retiniert wird: Je hoher die Retentionskraft,
umso hoher ist die Hydrophobie. Ein typischer
Marker fiir diese Eigenschaft ist Toluen. RP-18-
Phasen besitzen die hochste Hydrophobie. Steigt
die Kettenlinge, so wird aus sterischen Griinden nur
eine geringere Belegungsdichte erreicht. Bei kurzen
Ketten existieren weniger hydrophobe Interaktions-
stellen fiir den Analyten. Die Hydrophobie eines
Materials wird durch die Oberfldche des Trigers,
den Kohlenstoffgehalt und die Belegungsdichte des
Trigermaterials bestimmt. Die spezifische Oberfla-
che des Triagermaterials bestimmt die Zahl der ge-
bundenen funktionellen Gruppen. Je grofer die
Oberfldche, umso hoher der Kohlenstoffgehalt und
damit auch die Hydrophobie. Bei Verwendung von
Phasen mit gleicher Hydrophobie konnen aber teils
sehr unterschiedliche Trennungen selbst fiir homo-
loge Reihen von Substanzen resultieren. Daher ist
die hydrophobe Selektivitit, auch Methylengrup-
penselektivitit genannt, bedeutender fiir eine Tren-
nung als die Hydrophobie selbst. Dieser Parameter
beschreibt die Selektivitit zweier durch hydropho-
be Wechselwirkungen retinierter Substanzen, die
sich durch eine Methylengruppe unterscheiden,
wie beispielsweise Toluen und Ethylbenzen.

Die silanophile Aktivitit charakterisiert die nach
Derivatisierung verbleibenden Silanolgruppen, die
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einen grofen Einfluss auf die Selektivitit einer
Phase haben. Silanolgruppen sind oberhalb von pH
2 bis 3 deprotoniert und interagieren besonders mit
basischen Analyten iiber ionische Wechselwirkun-
gen. Diese sind energetisch deutlich stidrker als
hydrophobe Wechselwirkungen, sodass ein in der
Regel sehr ausgeprigtes Peaktailing fiir Basen re-
sultiert. Durch effektives Nachsilanisieren kann
die Silanolaktivitit reduziert werden. Auch kann
die Zahl der Silanolgruppen iiber den Herstel-
lungsprozess des Kieselgels gesteuert werden.
Moderne Kieselgel-basierte Phasen weisen heute
meist nur geringe silanophile Aktivitit auf. Aller-
dings ist Silanolaktivitit nicht immer unerwiinscht,
da einige Trennungen gerade auf den polaren
Wechselwirkungen mit Silanolgruppen beruhen.
Ein Beispiel ist die Wasserstoftbriickenwechsel-
wirkung zwischen Silanol- und Carboxygruppen,
die zu effektiven Trennungen fithren kann. Test-
substanzen der silanophilen Aktivitit sind allge-
mein basische Verbindungen, in Testgemischen
findet man Anilin, Ethylanilin oder auch Arznei-
stoffe wie Propranolol oder Amitryptilin.

Die molekulare Formerkennung (sterische Selekti-
vitdt) bezieht sich auf die Fihigkeit stationérer
Phasen, zwischen planaren und nichtplanaren Mo-
lekiilen unterscheiden zu konnen. Letztere besitzen
einen hoheren Platzbedarf, sodass sie mit weniger
Adsorptionsstellen der stationdren Phase interagie-
ren als planare Molekiile. Dadurch werden nicht-
planare Molekiile auf stationdren Phasen mit aus-
geprigter Formerkennung weniger stark retiniert.
Fiir die molekulare Formerkennung sind besonders
folgende Parameter verantwortlich: Belegungs-
dichte, Kettenlinge, PorengroBle des Kieselgels
sowie zusitzliche polare Wechselwirkungen. Je
hoher die Belegungsdichte, umso hoher ist die mo-
lekulare Formerkennung. Ebenso steigt diese mit
der Linge der Alkylkette. Besonders ausgeprigte
sterische Selektivitit findet man daher bei hoch be-
legten C-18- und C-30-Phasen. Weiterhin gilt: Je
grofler die Poren oder je hoher die Zahl zusitzli-
cher polarer Wechselwirkungen, umso hoher die
molekulare Formerkennung. Die Abhidngigkeit von
der Porengrof3e basiert auf der Tatsache, dass mehr
als 99% der chromatographischen Oberfldche der
pordsen Kieselgelmaterialien innerhalb der Parti-
kel liegen. Bei zu geringer Porengrofle kann die
fiir die sterische Selektivitdt erforderliche Bele-
gungsdichte in der Regel nicht erreicht werden.
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Zur Priifung der molekularen Formerkennung eig-
net sich eine Mischung polyzyklischer Kohlen-
wasserstoffe.

Die polare Selektivitdt charakterisiert die Eigen-
schaft der Phase polare Wechselwirkungen einge-
hen zu konnen. Moderne Alkylphasen zeigen auf-
grund der effektiven Herstellungsverfahren nur
noch sehr geringe Wechselwirkungen mit polaren
Molekiilen. Durch den ,,Einbau* polarer Gruppen
wie z.B. Amid-, Carbamat- oder Harnstoffguppen
in die Alkylkette werden die polar selektiven Um-
kehrphasen erhalten, die polare Wechselwirkungen
ermoglichen. An diesen Materialien werden im
Vergleich zu den klassischen Umkehrphasen saure
Analyte stirker und Basen geringfiigig schwécher
retiniert als an einer ,,normalen C-18-Phase. Da-
her sind die polar selektiven Umkehrphasen eine
gute Alternative, wenn keine ausreichende Selekti-
vitdt mit den herkommlichen RP-Sédulen erreicht
wird. Zur Charakterisierung der polaren Selektivi-
tit findet man Substanzen wie Butyl-4-hydroxy-
benzoat (Butylparaben), Dipropylphthalat, 4-
Butylbenzoesdure oder Phenol.

Der Metallgehalt einer Phase resultiert aus der
Herstellung des Kieselgels und beeinflusst dessen
Aciditit sowie die silanophile Aktivitit. Auferdem
bereitet die Chromatographie von Substanzen, die
mit Metallen Komplexe bilden konnen, Probleme
wie z.B. breite, tailende Peaks. Kieselgele der ers-
ten Generation, die aus Wasserglas hergestellt
wurden, wiesen einen relativ hohen, oft auch
schwankenden Metallgehalt (besonders Eisen und
Aluminium) auf. Da die Aciditit der Silanolgrup-
pen auch die Reaktivitit bei der Derivatisierung
beeinflusst, ist die Reproduzierbarkeit der Produk-
tion chemisch modifizierter Phasen bei Verwen-
dung von Kieselgelen mit schwankenden Metall-
gehalten gering. Moderne Kieselgele besitzen nur
noch einen geringen Metallgehalt (<10 ppm).
Testsubstanzen fiir diesen Parameter sind Bipyri-
dine wie 2,2”-Bipyridin oder 4,4”-Bipyridin.

Zur Charakterisierung der genannten Eigenschaf-
ten stationdrer Phasen und als Kriterien zum Ver-
gleich von Siulen sind zahlreiche Mischungen von
Testsubstanzen in der Literatur beschrieben'>2"
und werden auch von Siulenherstellern oder dem
National Institute of Standards and Technology
(NIST) vertrieben.

Aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften, der
Bindungschemie und des Ausmales der Belegung
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entsprechen sich nominell gleiche Sédulen unter-
schiedlicher Hersteller keineswegs immer, weshalb
in der Praxis unterschiedliche Trennselektivititen
mit ihnen erhalten werden konnen. Die bei der Er-
stellung einer Monographie verwendete Sidule ist
online in der Knowledge Database des EDQM hin-
terlegt, sodass ggf. auf diese Séule zuriickgegriffen
werden muss, falls die Priifung auf Systemeignung
auch nach Variation der chromatographischen Be-
dingungen im erlaubten Umfang negativ ausfillt. Zu
allgemeinen Auswahlschemata einer chromatogra-
phischen Phase in Abhingigkeit von den Eigen-
schaften der zu analysierenden Substanzen siehe
beispielsweise Lit.!""» sowie das Informationsmate-
rial oder die Internetseiten von Séulenherstellern.

¢

Die Begriffe ,,Normalphasen-“ und ,,Umkehrpha-
senchromatographie* beziehen sich auf die Polari-
titsunterschiede zwischen stationédrer und mobiler
Phase. Die IUPAC definiert die Normalphasen-
chromatographie als ein fliissigchromatographi-
sches Verfahren, bei dem die stationédre Phase signi-
fikant polarer ist als die mobile Phase. Bei der
Umkehrphasenchromatographie ~ (RP-Chromato-
graphie) ist die mobile Phase signifikant polarer als
die stationédre Phase. Daher konnen beispielsweise
Cyanopropyl-, Aminopropyl- oder Diolphasen in
Abhingigkeit von der Zusammensetzung des
FlieBmittels sowohl im Umkehrphasen- als auch im
Normalphasenmodus betrieben werden. Polare sta-
tiondre Phasen konnen auch mit polaren organi-
schen FlieBmitteln genutzt werden, der polar orga-
nic mode (POM), oder mit polaren organischen
Losungsmitteln wie Methanol oder Acetonitril un-
ter Zusatz eines Anteils Wasser oder wissriger
Pufferlosungen in der hydrophilen Interaktions-
chromatographie (HILIC, hydrophilic interaction
chromatography).

Mobile Phasen

In der HPLC verwendete Losungsmittel und Puf-
fersalze miissen einen hohen Reinheitsgrad besit-
zen. Stabilisatoren sollten speziell bei Verwendung
von UV-Detektoren in Losungsmitteln nicht ent-
halten sein. Im Handel werden daher spezielle
Qualititen — ,,HPLC-Qualitdt oder ,,HPLC gra-
de®“, von einigen Herstellern auch ,,UHPLC-
Qualitdt* — angeboten. Zur Entfernung kleiner Par-
tikel sollte die mobile Phase vor Gebrauch durch
0,45-um-Filter, bei Verwendung von Sub-2-um-
Sdulenmaterial oder bei Lichtstreudetektion durch
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2.2.29 Flussigchromatographie

0,2-um-Filter filtriert werden, um besonders die
Verstopfung der Sdulenfritten durch kleine Partikel
zu vermeiden. Weiterhin kann das Ansaugen der
Losungsmittel durch einen Filter erfolgen.

Die Losungsmittel der mobilen Phase miissen vor
der Verwendung entgast werden, da geloste Gase
zur Bildung von Gasblasen vor allem nach Durch-
gang durch die Sdule aufgrund der Entspannung
(Druckminderung) fiihren konnen, wodurch ,,Geis-
terpeaks® oder erhohtes Grundrauschen des Detek-
tors resultieren. Ebenso ist Gasblasenbildung beim
Ansaugen der Losungen moglich, wodurch die
gleichmifige Forderung der mobilen Phase gestort
wird. Die Entgasung kann erfolgen durch 1. Er-
wirmen des Eluenten unter Vakuum, 2. Ultra-
schallbehandlung unter Vakuums, 3. Verdringen
der gelosten Gase durch das Einleiten des gering
l1oslichen Inertgases Helium ins Vorratsgefdl oder
4. durch On-line-Entgasung mit einem Vakuum-
Membran-Entgaser, der zwischen Vorratsgefil3
und Pumpe eingebaut wird.

Der Wassergehalt der in der Normalphasenchro-
matographie eingesetzten organischen Losungs-
mittel muss streng kontrolliert werden um repro-
duzierbare Ergebnisse zu erhalten. Werden Lo-
sungsmittelgemische eingesetzt, so miissen die
Volumina getrennt abgemessen und anschlieend
gemischt werden, um einen Fehler beispielsweise
durch Volumenkontraktion zu vermeiden. Beinhal-
tet ein Gemisch wissrige Pufferlosungen so ist der
pH grundsitzlich in der wissrigen Phase vor dem
Mischen einzustellen. Der pH in organisch-wiss-
rigen Losungen kann aufgrund des Diffusions-
potentials nicht mehr korrekt gemessen werden.
Bei der Verwendung von Puffern, Salzen, Ionen-
paarreagenzien, chiralen Selektoren u.a.m. in der
mobilen Phase muss die Pumpe nach der Analyse
sorgfiltig gespiilt werden, da auskristallisierende
Substanzen zur Zerstérung der Pumpendichtungen
und der Pumpenkolben sowie Verstopfung der
Séule fiihren kénnen.

Bei Gradientenelution wird das Mischungsverhiilt-
nis von zwei oder mehr Komponenten der mobilen
Phase im Verlauf der Analyse verdndert. Dabei ist zu
beachten, dass die Anderung der Zusammensetzung,
die in der Mischkammer erstellt wird, mit einer zeit-
lichen Verzégerung am Séulenanfang auftritt. Das
Volumen zwischen Mischer und Sidulenanfang wird
als ,,dwell volume* bezeichnet. Es ist bei einem
Hochdruckgradienten mit Mischung ,,nach® den
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Pumpen deutlich geringer als beim Niederdruckgra-
dienten mit Mischung ,,vor* der Pumpe. Aus diesem
Grund kann die Verwendung von Hochdruck- und
Niederdruckgradienten zu unterschiedlichen Chro-
matogrammen der gleichen Probe fiihren. Die zeit-
liche Verzogerungskonstante (dwell time) kann bei
bekannten Fluss aus dem Volumen des Systems zwi-
schen Mischkammer und Sdulenanfang berechnet
oder experimentell bestimmt werden.

Detektoren

Standarddetektor in der HPLC ist heute der Dio-
den-Array-Detektor; ~ UV-Vis-Festwellenldngen-
detektoren unter Verwendung von Filtern werden
heute praktisch nicht mehr hergestellt. Ein Vorteil
des Dioden-Array-Detektors besteht in der Mog-
lichkeit, wihrend der Analyse UV-Spektren aufzu-
nehmen. Dadurch werden fiir chromatographische
Peaks spektrale Daten erhalten, die neben der
Quantifizierung von Substanzen auch zu deren
Identifizierung oder zur Bestimmung der Peak-
reinheit herangezogen werden konnen.

Fluoreszierende Substanzen konnen spezifisch
auch in komplexen Stoffgemischen mittels Fluo-
reszenzdetektoren analysiert werden. Die Ph. Eur.
nutzt diesen Detektor u. a. bei der Bestimmung von
Aflatoxin B1 oder Ochratoxin A in pflanzlichen
Drogen. Fiir Substanzen ohne Chromophor sind
Leitfahigkeits-, Brechungsindex- (Differentialre-
fraktometer), ELSD (evaporative light scattering
detector),  Multiwinkel-Streulicht ~ Detektoren
(MALS, multi angle light scattering detector) der
CAD (charged aerosol detector) oder MS-
Detektoren geeignet. Massenspektrometer sind
universelle Detektoren fiir (fast) alle Substanzen
und erlauben auch die Identifizierung der Analyte
anhand der Massenspektren.

Brechungsindexdetektoren werden im Arzneibuch
z.B. bei der HPLC-Analytik von Betadex, Lactu-
lose, Glycerolmonostearat, Sorbitol oder Sucral-
fat eingesetzt. Beim Verdampfungs-Lichtstreu-
detektor (ELSD) wird das Eluat in einem Stick-
stoffstrom  zerstiubt und die resultierenden
Tropfchen an einer Heizwendel verdampft. Es ent-
stehen winzige Feststoffpartikel, die Laserlicht
streuen, welches von einem Fotodetektor registriert
wird. Dadurch trifft nur Licht auf den Detektor,
wenn Analytpartikel im Stickstoffstrom vorliegen.
HPLC-Methoden unter Verwendung von ELSD-
Detektion finden sich bei Hydroxypropylbetadex,
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Sucrosestearat oder Hydroxyethylstirke (alle
Ph. Eur.). Beim CAD wird das Eluat ebenfalls im
Stickstoffstrom vernebelt und das Losungsmittel
verdampft, sodass Partikel resultieren. Diese kolli-
dieren mit einem zweiten Strom von positiv gela-
denen Gaspartikeln, die beim Passieren eines
hochspannungsfiihrenden Platin-Coronadrahts ent-
stehen. Die Ladung wird auf die Analytparti-
kel iibertragen, welche in einen Kollektor geleitet
werden, wo diese von einem hochempfindlichen
Elektrometer gemessen werden. Das resultieren-
de Signal ist direkt proportional zur Analytmen-
ge.

Redoxaktive Substanzen konnen mittels elektro-
chemischer Detektoren bestimmt werden. Bei-
spielsweise ist die gepulste amperomtrische Detek-
tion bei HPLC-Verfahren der Aminoglykosid-
Antibiotika Gentamicinsulfat, Neomicinsulfat
und Tobramicin (alle Ph. Eur.) vorgeschrieben.
Zur Analytik von Radiopharmaka werden Radio-
aktivitdtsdetektoren verwendet. Kommerziell ver-
fligbar sind weiterhin FTIR-Detektoren sowie po-
larimetrische Detektoren zur Bestimmung chiraler
Substanzen.

Ausfiihrung

Vor der Durchfiihrung einer Analyse muss die Sdu-
le dquilibriert werden, d.h. mit der mobilen Phase
bei der vorgeschriebenen Temperatur durchgespiilt
werden, um eine stabile Basislinie des Detektor-
signals zu erhalten. Hierzu wird mindestens ein
etwa 10 Sédulenvolumina entsprechendes Volumen
der mobilen Phase empfohlen. Das Séulenvolumen
kann nach

V=(05-103) -1

abgeschitzt werden, wobei [/ die Linge der Séule
in mm und d der Sidulendurchmesser in mm ist.

Fiir die Auswertung der Chromatogramme ver-
weist die Ph. Eur. auf den Allgemeinen Text
2.2.46. In diesem Text sind auch die zuldssigen
Anderungen der Parameter des chromatographi-
schen Systems sowie deren zuldssiges Ausmall
aufgefiihrt, sollten die in einer Monographie ge-
nannten Kriterien der Systemeignung mit dem
vorhandenen System nicht erfiillt werden (siehe
den Kommentar zu 2.2.46, Ph. Eur.).

G. Scriba
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Croscarmellose-Natrium

Carmellosum natricum conexum

Allgemeine Angaben

Die Monographie wurde im Zuge der internationa-
len Harmonisierung mit der USP und JAP harmoni-
siert. Abschnitte, die nicht Teil des harmonisierten
Textes sind, sind speziell gekennzeichnet. Die Fas-
sung der Ph. Eur. ist weiter gefasst: Sie enthilt zu-
sitzlich die Reinheitspriifungen ,,Sulfatasche®, und
,Partikelgroienvertreilung® sowie die Bestimmung
des Hausner-Faktors (im Abschnitt ,,Funktionali-
titsbezogene Eigenschaften®). In der Ph.Eur. 9.0
wurde die Reinheitspriifung auf Schwermetalle ge-
strichen.

Carmellose ist die internationale Bezeichnung fiir
Carboxymethylcellulose. Die in der vorliegenden
Monographie beschriebene Substanz ist eine mo-
difizierte Natriumcarboxymethylcellulose, bei der
die Polymerketten vernetzt sind. Die Vernetzung
wird durch Veresterung von Oxymethylcarboxy-
gruppen einer Kette mit Hydroxygruppen der Glu-
cose einer anderen Kette herbeigefiihrt. Genauere
Untersuchungen hieriiber liegen in der Literatur
offensichtlich nicht vor. Im Gegensatz zum eben-
falls in der Ph. Eur. aufgefiihrten nicht vernetzten
Carmellose-Natrium (Carboxymethylcellulose-
Natrium, CMC-Na) ist Croscarmellose-Natrium —
die quervernetzte (crosslinked) Form (NaCMC-
CL) — in Wasser praktisch unloslich. Nihere An-
gaben zu CMC-Na, siehe den Kommentar zu
Carmellose-Natrium (Ph. Eur.) und Lit.D.

In NaCMC-CL ist von den drei reaktionsfihigen
Hydroxygruppen einer Glucose-Einheit nur ein
Teil umgesetzt; der durchschnittliche Substitu-
tionsgrad (DS) betrigt etwa 0,7 (siehe unter ,,Prii-
fung auf Reinheit“)?.

Darstellung: Siehe auch den Kommentar zu Car-
mellose-Natrium (Ph. Eur.). Nach Firmenanga-
ben? erfolgt die Herstellung des quervernetzten
Cellulosederivates nicht durch Zugabe von vernet-
zenden Agenzien, sondern durch Steuerung der Re-
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aktion von Alkalicellulose mit Natriummonochlor-
acetat unter sorgfiltig kontrollierten Bedingungen.
NaCMC-CL unterscheidet sich von wasserlos-
lichem Carmellose-Natrium (Ph. Eur.) dadurch,
dass durch die Quervernetzung eine weitgehende
Unloslichkeit in Wasser erreicht wird. Ausgangs-
produkt fiir die Gewinnung von NaCMC-CL ist
nicht mehr ausschlieBlich pulverférmiges, hoch
aufsaugendes Baumwolllinters, sondern auch Holz.
Der Grund dafiir liegt darin, dass immer mehr
Baumwolle gentechnisch modifiziert ist. In weiten
Teilen der Nahrungsergidnzungsmittelindustrie
wird jedoch eine GMO-IP — Kennzeichnung (ge-
netically modified organisms — identity preserved)
gefordert. Dadurch muss der Produktionsweg bis
zur Pflanze Gentechnik-frei sein®. Die Quer-
vernetzung wird durch Absenken des pH-Wertes
wihrend der Herstellung erreicht. Die freie Sdure
bildet anschlieBend unter stindigem Erhitzen
Quervernetzungen durch Ether- und Esterbindun-
gen.

Besondere Hinweise: Croscarmellose wird nicht
resorbiert. Im Tierversuch ist die Toxizitdt der
Substanz gepriift worden.

Akute orale Toxizitdt: Eine Dosierung von mehr als
2 g/kg Korpergewicht ergab bei Albinoratten eine
Uberlebensrate von 100% ohne klinische Zeichen
einer Toxizitit. Bei der Autopsie wurden keine pa-
thologischen Verdnderungen beobachtet. Die akute
orale LDsy an Ratten wird mit mehr als 2 g/kg
Korpergewicht angegeben?.

Subakute orale Toxizitdt: Entsprechende Untersu-
chungen wurden ebenfalls an Ratten durchgefiihrt.
In einer 14-tigigen Fiitterungsstudie mit tiglicher
Gabe von 6,7 g pro kg Korpergewicht zeigten sich
keine physiologischen oder pathologischen Aus-
wirkungen. Dem Standardfutter waren 5% des
Hilfsstoffs zugesetzt worden. Eine Einarbeitung
hoherer Dosierungen war ebenfalls moglich.
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Humane Hautirritationen: Bei einem Léppchen-
test an 50 Probanden wurden weder Hautreizungen
noch Sensibilisierungen festgestellt. Die Auflage-
fliche des NaCMC-CL wurde besonders pri-
pariert, um eine grofe Oberfliche auf der Haut
zu entwickeln. Die Probanden trugen zunéchst
9 ,Lippchen* iiber 24 h, es folgte eine Pause von
12 Tagen, bevor die Proben fiir 24 h aufgebracht
wurden. Alle Proben wurden vor duflerer Einwir-
kung abgedeckt.

Hautirritationen am Kaninchen: Fiir diesen Test
wurde ein baumwollhaltiges Gewebe vorbereitet.
Dieses bestand aus einer Mischung aus 80% ge-
bleichter Baumwolle und 20% NaCMC-CL. So-
wohl die intakte als auch die abgeschiirfte Haut-
oberfliche weiler Kaninchen wurden der Probe
ausgesetzt. Die Probe wurde abgedeckt und konnte
24 h einwirken. Der Versuch lief iiber 7 Tage; die
Probe wurde tdglich gewechselt. Es zeigten sich
keinerlei hautschiadigenden Effekte.

Inhalative Toxizitdt: Eine 10-malige subakute
Staubinhalation zur Ermittlung der Toxizitdt an
ménnlichen Albinoratten ergab keine unerwarteten
Effekte. Die mittlere Staubkonzentration von Na-
CMC-CL iiber die 2-wochige Untersuchungsperio-
de betrug 0,308 mg/l Luft. Es konnte kein Hinweis
auf eine zelluldre Reaktion beobachtet werden.

Implantation am Kaninchenmuskel: Baumwollge-
webe aus 80% gebleichter Baumwolle und 20 %
NaCMC-CL wurde 7 Tage lang in den Kaninchen-
muskel implantiert. AnschlieBend wurden Muskel
und Implantat sowohl visuell als auch mikrosko-
pisch untersucht. Es ergaben sich keine signifikan-
ten negativen Effekte aufler Fremdkorperreaktio-
nen, die auch die Kontrollgruppe zeigte.

Blutgerinnungstest: Bei einem Blutgerinnungstest
mit menschlichem Blutplasma in vitro lie
NaCMC-CL keinen messbaren Einfluss auf Pro-
thrombin oder Thromboplastin erkennen?.

Biologische Abbaubarkeit: NaCMC-CL wird teil-
weise durch Mikroorganismen der menschlichen
Haut und des weiblichen Genitaltraktes abgebaut.
Innerhalb von 24 h werden ca. 15 bis 20% der
Substanz mikrobiologisch abgebaut. Fortgesetzte
Inkubation bis zu 7 Tagen zeigte keinen weiteren
Abbau.
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Verwendung* »: Croscarmellose dient als Hilfs-
stoff in der Nahrungsmittelindustrie und bei der
Herstellung von Medikamenten. Hier wird sie
vorwiegend als Zerfallsforderer (Sprengmittel) bei
Tabletten, Kapseln und Granulaten eingesetzt.
Durch ihr hohes Wasserabsorptionsvermogen wird
der Zerfall von Tabletten, die durch Granulat- oder
Pulververpressung gewonnen werden, bereits bei
Zusatz von nur 1 bis 5% (in der Regel 3 %) deut-
lich gesteigert. Der Hilfsstoff kann bei granulat-
verpressten Komprimaten der Granulatmatrix oder
als ,,duBlere Phase* dem Granulat zugesetzt werden.
Croscarmellose wirkt im Unterschied zu anderen
Sprengmitteln wie Crospovidon und Carboxy-
methylstirke-Natrium (Typ A) (beide Ph. Eur.)
starker iiber die Quellkraft als iiber das Quellvo-
lumen, was bei hohen Tablettenhédrten bemerkbar
istY. NaCMC-CL kann ebenfalls in der inneren
Phase feuchtgranuliert werden. Dies soll fiir eine
rasche Auflosung sorgen, weil die Dochtwirkung
zur Geltung kommt und Wasser in die Granulat-
korner gezogen wird> 9. Dies bewirkt, dass unter
0,5 % fast kein Effekt, dann bis 2,5% ein starker
Effekt auftritt, der sich ab 5% asymptotisch ab-
schwicht.

Die Substanz dient weiterhin als Stabilisator von
Suspensionen und Emulsionen. Auch eine Begiins-
tigung des Auflosungsverhaltens von Wirkstoffen
ist beschrieben worden”. Uber den Einsatz von
NaCMC-CL in Fiillungen von Hartkapseln wurde
berichtet; danach kann in bestimmten Fillen, z.B.
bei Granulatfiillungen, die Auflosungsgeschwin-
digkeit von Arzneistoffen verbessert werden® 9.

AuBlerdem wird NaCMC-CL topischen Zube-
reitungen zugesetzt, die dem Schutz der bean-
spruchten Haut und Schleimhaut dienen, u.a. zur
Stomapflege, zum Mundschutz und bei Ulzera im
Mund. Bis zu 1%ige Losungen dienen als kiinst-
licher Speichel oder als kiinstliche Trianenfliissig-
keit. Aufgrund des groflen Wasseraufnahmever-
mogens wird die Substanz gelegentlich als Ab-
filhrmittel oder als Magenfiiller und somit als
Appetitziigler verwendet. Der Effekt ist jedoch
sehr gering.

Seit 2008 ist Croscarmellose in Lebensmitteln und
Nahrungserginzungsmitteln als E 468 zugelas-
sen'®. Anwendungen sind Mineralstoff- und Vit-
amintabletten, niedriger als Arzneimittel dosierte
Phytopharmaka und Siistofftabletten.

Kommentar zur Ph. Eur. 9.0



3/4

Croscarmellose-Natrium

Synonyme: Kreuz- und quervernetzte Natrium-
carboxymethylcellulose, E 468 (E-Nummer),
Cross-Linked Sodium Carboxymethylcellulose,
Carmellosum natricum conexum, Carboxymethyl-
cellulosum natricum conexum, NaCMC-CL

Sodium

Arzneibuchnamen:  Croscarmellose

(Usp)tb

Eigenschaften

Das weille bis grauweie, hygroskopische Pulver
ist frei flieBend. Es 16st sich weder in Wasser noch
in organischen Losungsmitteln wie Ethanol, Ace-
ton und Diethylether. NaCMC-CL saugt innerhalb
kurzer Zeit unter starker Quellung gro3e Mengen
Wasser auf. Nach Lit.” wurde das Quellungs-
verhalten von direkt verpressten NaCMC-CL-
Tabletten (12 mm Durchmesser, flach) in Wasser
untersucht. Danach betrug nach 5 min die Quel-
lung 150% und nach 10 min ca. 200% des Aus-
gangswertes.

Priifung auf Identitat

A. NaCMC-CL besitzt ein starkes Adsorptions-
vermogen, das mit einer Losung des kationi-
schen Phenothiazin-Farbstoffes Methylenblau
nachgewiesen wird. Das Adsorbat setzt sich als
blau geférbte Gallerte ab (USP).

B. Diese Priifung ist ebenso wie der Methylen-
blau-Test mit den Vorschriften der USP iden-
tisch. Der Grund der entstehenden purpurroten
Farbung an der Grenze zwischen der 1-Naph-
thol-Losung und der 96 %igen Schwefelsdure
ist u. W. bisher nicht bekannt.

C. Es wird eine Losung aus dem Riickstand der
Reinheitspriifung ,,Sulfatasche” hergestellt.
Die Priifung auf Natrium erfolgt nach 2.3.1
(Ph. Eur.).

Priifung auf Reinheit

pH-Wert: Zur Bestimmung wird 1 g Substanz mit
100 ml kohlendioxidfreiem Wasser geschiittelt und
die Messung nach 5 min durchgefiihrt. Die USP
schreibt vor, dass die Messung erst nach 1 h ausge-
fiihrt werden soll. Der zuldssige pH-Bereich zwi-
schen 5,0 und 7,0 wird von Handelspriparaten
1. Allg. gehalten.
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Natriumchlorid, Natriumglycolat: Die Substan-
zen fallen als Nebenprodukte bei der Herstellung
an.

Natriumchlorid: Bestimmt wird der Gehalt an Nat-
riumchlorid nach Behandlung mit Wasserstoftper-
oxid der Untersuchungsprobe (Aufschluss) durch
Titration mit 0,05 M-Silbernitrat-Losung. Diese
Reinheitspriifung entspricht der USP. Der prozen-
tuale Gehalt an Natriumchlorid wird nach folgen-
der Formel berechnet:

% (NaCl) = 584,4 V - N/[(100-b) - W]

Vv Volumen der Silbernitrat-Losung in ml
N Normalitét der Silbernitrat-Losung

b prozentualer Trocknungsverlust

w Gewicht in g

5844 Aquivalenzfaktor fiir Natriumchlorid

Natriumglycolat: Verunreinigungen durch Natri-
umglycolat werden extrahiert und durch Vergleich
mit der Reinsubstanz kolorimetrisch bestimmt. Die
Farbreaktion beruht darauf, dass durch oxidative
Decarboxylierung mit Schwefelsdure aus Glycol-
sdure zuerst Formaldehyd abgespalten wird, der
anschlieBend mit 2,7-Dihydroxynaphthalin zu
farblosem2,2’,7,7'-Tetrahydroxydinaphthylmethan
kondensiert” (Reaktionsverlauf, sieche im Kom-
mentar zu Carmellose-Natrium, Ph. Eur.). Die
zundchst entstehende gelbe Losung firbt sich
durch Einwirkung von Oxidationsmitteln (hier
konzentrierte Schwefelsdure) allmahlich tiefrot bis
rotviolett (4. 530 bis 550 nm). Die Struktur des
entstehenden Farbstoffes ist u.W. noch unbe-
kannt'?. Die Ph. Eur. ldsst die Absorption von Un-
tersuchungs- und Kompensationsfliissigkeit bei
540 nm messen und den Gehalt an Natrium-
glycolat nach der im Arzneibuch angegebenen
Formel errechnen.

In der vorliegenden Monographie wird ebenso wie
in der USP die Summe an Natriumchlorid und
Natriumglycolat auf hochstens 0,5%, berechnet
auf die getrocknete Substanz, begrenzt.

Wasserlosliche Substanzen: Um die Konzentra-
tion an wasserloslichen Substanzen mit hinrei-
chender Genauigkeit erfassen zu konnen, wird von
10,00 g Substanz ausgegangen, die mit 800,0 ml
Wasser versetzt werden; fiir die Bestimmung des
Trockenriickstands der filtrierten Losung wird ein
Volumen von 150,0 ml vorgeschrieben.
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Trocknungsverlust: Der angegebene Hochstwert
von 10,0% stimmt mit dem der USP iiberein; er
wird von Handelspriparaten i. Allg. nicht iiber-
schritten.

Sulfatasche: Der Bereich von 14,0 bis 28,0%
wird von Handelspriparaten i. Allg. gehalten.

Andere Reinheitspriifungen: Die USP verlangt
eine Priifung auf fliichtige, organische Verunreini-
gungen. In Lit.!» sind weitere Informationen unter
dem Stichwort ,,Ac-Di-Sol®“ enthalten.

Funktionalitiatsbezogene
Eigenschaften

Die in diesem Abschnitt aufgefiihrten Priifungen
des Arzneibuchs miissen nicht zwingend durchge-
fiihrt werden, sind aber empfehlenswert; siehe da-
zu unter 1.4 Monographien (Ph. Eur.) und den
zugehorigen Kommentar.

Sedimentationsvolumen: Diese Priifung ist mit
jener der USP identisch.

Substitutionsgrad: Die Bestimmung entspricht
der USP. Unter dem Substitutionsgrad ist die Zahl
der Carboxymethylgruppen, bezogen auf die reak-
tionsfahigen Hydroxygruppen der Grundeinheit
der Cellulose (Glucose-Einheit), zu verstehen. Zur
Bestimmung wird zuniichst ein Uberschuss an
0,1 M-Natronlauge zugefiigt, offensichtlich zur
Verseifung der die Quervernetzung bewirkenden
Esterbindungen (siche unter ,,Darstellung®). Dann
wird mit 0,1 M-Salzsdure gegen m-Cresolpurpur
neutralisiert (gelb; pH 7,4). Alle Carbonséduregrup-
pen liegen nun in der Sdureform vor und werden
mit 0,1 M-Natronlauge nach Violett (pH 9,0)
titriert. Unter Einbezug des Ergebnisses der Be-
stimmung der Sulfatasche (C), die dem Natrium-
gehalt entspricht, berechnet man den Sdurecarb-
oxymethyl-Substitutionsgrad (A, freie und vorher
veresterte Carboxymethylgruppen) und den Natri-
umcarboxymethyl-Substitutionsgrad (S), d.h. die-
jenigen Carboxymethylgruppen, die als Natrium-
salz vorliegen. Beide werden addiert, die Summe
muss zwischen 0,60 und 0,85 liegen, davon liegen
ca. 70 % als Natriumsalz vor?.

C. Siewert/Lth
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Glycerol

Glycerolum

Allgemeine Angaben

Glycerol (8; auch bekannt als Glycerin) ist ein in-
tegraler Bestandteil von Triglyceriden (z.B. in
pflanzlichen fetten Olen) und somit ein Bestandteil
der Nahrung. Als Reinsubstanz findet es pharma-
zeutische Anwendung v.a. als rektal applizierbares
Laxans, es wird aber auch als pharmazeutischer
Hilfsstoff fiir unterschiedliche Zwecke eingesetzt.

Die Substanz ist auch in der USP und JAP be-
schrieben. Die USP fordert eine abweichende Ge-
haltsgrenze von 99,0 bis 100,0%. Sie beschreibt
zudem als Zubereitungen ,,Glycerin ophthalmic
solution®, ,,Glycerin oral solution* und ,,Glycerin
suppositories”. Ferner finden sich Monographien
in dlteren Arzneibiichern wie dem OAB 9 und
DAB 10.

Im Nachtrag 9.6 wurde die 2. Identifizierungsreihe
grundlegend iiberarbeitet und dabei die bisherigen
Farbreaktionen gestrichen. Die Identifzierung in

dieser Reihe erfolgt nun durch Bestimmung ein-
facher, aber aussagekriftiger physikalisch-chemi-
scher Parameter (Brechungsindex, relative Dichte).
Schon in der Ausgabe 9.0 war entsprechend der
neuen Politik des EDQM die Reinheitspriifung auf
Schwermetalle gestrichen worden.

CAS-Nr.:  56-81-5

PubChem-Nr.: 753
DrugBank-Nr.: DB(09462

Darstellung: Bis Mitte des vergangenen Jahrhun-
derts wurde Glycerol (8) ausschlieBlich aus natiir-
lichen Fetten (Triglyceriden) gewonnen; seither
hat die Synthese aus Propen (2) zunehmend an
Bedeutung gewonnen!). Heute stammt der groBte
Teil der Weltproduktion aus synthetischen Prozes-
sen.

ct o H
H,C=CH—CH,Cl <e—— H,C=CH—CH; ——= H,C=CH—C=0
1 3
lHOCl l(CH3)2CHOH
Katal.
HC—CH—CH, HiC—CH—CH, H,C=CH—CH,0H
|
HO Cl Cl 6
4
lc«:(omz ‘ H202
HiC— CH—CH, teon HC—OH =2 HyCCH—CH;OH
| |
0 HC—OH 0
7 H,C—OH 9
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Die Fettspaltung wird entweder durch Verseifen mit
wissrigem Alkalihydroxid oder Alkalicarbonat bei
Normaldruck durchgefiihrt oder mit reinem Wasser
bei Temperaturen von 250 bis 260°C und einem
Druck von 5 bis 6 MPa. Die dabei anfallenden 12-
bis 18 %igen Glycerolwisser werden entsprechend
dem angewandten Verfahren gereinigt, im Vakuum
konzentriert und fiir pharmazeutische Zwecke unter
vermindertem Druck durch Wasserdampfdestilla-
tion oder Diinnschichtverdampfung rektifiziert.
Man kann auch mit Hilfe von Ionenaustauschern
Verunreinigungen der Glycerolwiésser entfernen
und auch so ein Produkt erhalten, das den Reinheits-
forderungen der Pharmakopoen entspricht. Ferner
ist Glycerol aus natiirlichen Fetten durch Umeste-
rung mit Methanol erhiltlich, wobei neben freiem
Glycerol die Fettsduremethylester entstehen.

Die chemische Synthese geht in der Regel von
Propen (2) aus, das in unterschiedlichen Verfahren
mit hohen Ausbeuten in Glycerol (8) iberfiihrt
werden kann?. So liefert z. B. die Hochdruckchlo-
rierung von Propen Allylchlorid (1), das sich durch
Hypochlorierung zum Dichlorhydrin (4) umsetzen
lasst. Letzteres liefert mit Kalkmilch (Ca(OH),)
Epichlorhydrin (7), das direkt weiter mit Natrium-
hydroxid oder Natriumcarbonat bei 100 bis 200 °C
zu Glycerol (8) hydrolysiert wird. Propen kann
auch mit Sauerstoff zu Acrolein (3) oxidiert und
mit 2-Propanol/Aluminiumisopropylat nach Meer-
wein-Ponndorf-Verley zu Allylalkohol (6) redu-
ziert werden. Letzterer ldsst sich mit Wasserstoff-
peroxid oder Peressigsdure zu Glycidol (9) epoxi-
dieren und anschlieBend mit Wasser zu Glycerol
(8) hydrolysieren. Es ist auch moglich, das Propen
im ersten Schritt zundchst mit Sauerstoff in Pro-
penoxid (5) umzuwandeln und dieses nach dem
Progil-Verfahren in Allylalkohol (6) umzulagern.

Stabilitit/Lagerung: Glycerol (8) ist relativ stabil
gegen Sauerstoff.

Wissrige Losungen werden leicht von Mikroorga-
nismen befallen. Bei Zusatz von starken Oxida-
tionsmitteln wie Kaliumpermanganat, Kaliumper-
chlorat oder Chrom(VI)-oxid kann es zu Explosio-
nen kommen.

Die Sterilisation von Glycerol ist problematisch,
da bei der iiblichen Temperatur von 120°C Erd-
sporen nicht abgetotet werden. Fiir die Heiluftste-
rilisation bei 180°C kommt nur wasserfreies Gly-
cerol in Frage. Wasserhaltiges Glycerol (84 bis
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88 %) siedet ndmlich schon bei 130 bis 135°C
und kann bei hoherem Erhitzen Explosionen ver-
ursachen?. Mit basischem Bismutnitrat und Zink-
oxid tritt bei Lichtexposition Schwarzfirbung
auf¥. Glycerol kann Penicilline inaktivieren.

Besondere Hinweise: Diethylenglycol (Verunrei-
nigung A) wird zwar nicht bei der Herstellung ge-
bildet, kann aber als Verschnitt dem Glycerol zu-
gesetzt sein. Die Aufnahme von 67 bis 78 g kann
zu schweren Vergiftungen mit Todesfolge fiihren;
eine tigliche Aufnahme von 30 bis 60 mg gilt als
unbedenklich?.

Arzneibuchnamen: Glycerin (USP), Glycerol
(INTERN); in der JAP wird Glycerol als ,,Con-
centrated Glycerin“ bezeichnet, der Name ,,Glyce-
rin“ steht dort fiir Glycerol 85% (siehe den Kom-
mentar zu Glycerol 85 %, Ph. Eur.).

Synonyme: Glycerin, E 422, Propantriol, Olsiif

Eigenschaften

Wasserfreies Glycerol (8) ist eine viskose, siruparti-
ge Fliissigkeit, deren Siile etwa 60 % der des Rohr-
zuckers erreicht. Der Geruch wird als eigenartig,
aber kaum wahrnehmbar beschrieben (OAB 9), die
Substanz fiihlt sich fettig an. Glycerol ist bis 180°C
thermisch stabil, dann beginnt langsame Dehydrati-
sierung (Wasserabspaltung) zu Di- und Polyglycer-
olethern, bei hoheren Temperaturen zu Acrolein (3).
Glycerol siedet bei 290 °C unter Zersetzung, zu Sie-
depunkten bei verschiedenen Driicken siehe Tab. 1.
Bei lidngerem Abkiihlen unter 0°C ertarrt Glycerol
zu farblosen, rhombischen Kristallen vom Schmelz-
punkt 17,9 °C. Der Flammpunkt wird mit 177 °C und
der Brennpunkt mit 204 °C angegeben®. Die Sub-
stanz ist mit Wasserdampf fliichtig. Gegen Sauer-
stoff ist sie recht stabil. Beim Stehenlassen an der
Luft vermag Glycerol bis zu 50 % seines Gewichts
an Wasser aufzunehmen. Die Substanz absorbiert
auch Schwefelwasserstoff, Schwefeldioxid und
Blausiure®). Glycerol ist in jedem Mengenverhéltnis
mischbar mit Wasser, Ethanol und Propylenglycol.

1 Teil Substanz 16st sich in 11 Teilen Ethylacetat
und in ca. 500 Teilen Diethylether. Sie ist wenig
16slich in Aceton und unldslich in Chloroform, Te-
trachlorkohlenstoff, Benzol, Benzin, fetten Olen,
Kohlenstoffdisulfid und Petrolither®.

Kommentar zur Ph. Eur. 9.6
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Tab. 1: Siedepunkte von Glycerol bei verschiedenen Driicken”

Sdp. [°C] 263,0 240,0 220,1 208,0 182,2 167,2 153,8 125,5
Druck [kPa] 53 26,6 13,3 8 2,6 1,3 0,7 0,13

Priifung auf Identitat

A. Der Brechungsindex (und auch die relative

Dichte, siehe Identititspriifung C) nehmen mit
steigendem Wassergehalt anndhernd linear ab.
Beide sind daher wichtige Reinheitskriterien,
die eine sehr genaue Bestimmung des Glyce-
rolgehalts von Glycerol-Wasser-Gemischen
ermoglichen. Der Brechungsindex (gefordert:
1,470 bis 1,475) erlaubt auch eine sichere Un-
terscheidung von Glycerol 85% (Ph. Eur.,
dort gefordert: 1,449 bis 1,445; siehe auch den
zugehorigen Kommentar). Siehe hierzu auch
Tab. 2.

. IR-Spektroskopie: Wegen der starken Hygro-
skopizitit des Glycerols hat die Ph.-Eur.-
Kommission darauf verzichtet, eine Referenz-
substanz vorritig zu halten. Sie fordert hinge-
gen den Vergleich mit einem Referenzspekt-

C.

rum. Als Referenzsubstanz dient Glycerol
85 %; daher wird das zu priifende wasserfreie
Glycerol vor der Aufnahme des IR-Spektrums
mit einer definierten Menge Wasser verdiinnt.
Vgl. Abb. 1.

Die Bestimmung der relativen Dichte wurde
neu in die Ph. Eur. 9.6 aufgenommen und er-
setzt die beiden fritheren Farbreaktionen. Auch
hiermit (gefordert: 1,258 bis 1,268) lisst sich
Glycerol gut von Glycerol 85 % (Ph. Eur.; dort
gefordert: 1,221 bis 1,232) unterscheiden.

Die in Tab.2 angegebenen Werte sind den
DGPF-Einheitsmethoden [E-III 1 (55) bzw. E-
III2 (55)] entnommen. Zur Umrechnung der
hier aufgefiihrten absoluten Dichte p3) in die
relative Dichte d siehe 2.2.5 (Ph. Eur.) und ent-
sprechenden Kommentar.

Tab. 2: Dichte und Berechnungsindex von Glycerol-Wasser-Gemischen

20

20

% Glycerol P20 n % Glycerol P20 ny
100 1,26108 1,47399 80 1,20850 1,44290
99 1,25850 1,47234 79 1,20575 1,44135
98 1,25590 1,47071 78 1,20305 1,43982
97 1,25335 1,46909 77 1,20030 1,43832
96 1,25080 1,46752 76 1,19760 1,43683
95 1,24825 1,46597 75 1,19485 1,43534
94 1,24560 1,46443 74 1,19215 1,43385
93 1,24300 1,46290 73 1,18940 1,43236
92 1,24035 1,46139 72 1,18670 1,43087
91 1,23770 1,45989 71 1,18395 1,42938
90 1,23510 1,45839 70 1,18125 1,42789
39 1,23245 1,45689 69 1,17850 1,42640
38 1,22975 1,45539 63 1,17575 1,42491
87 1,22710 1,45389 67 1,17300 1,42342
86 1,22445 1,45237 66 1,17025 1,42193
85 1,22180 1,45085 65 1,16750 1,42044
84 1,21915 1,44930 64 1,16475 1,41895
33 1,21650 1,44770 63 1,16205 1,41746
82 1,21380 1,44612 62 1,15930 1,41597
81 1,21115 1,44450 61 1,15655 1,41448

Kommentar zur Ph. Eur. 9.6
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Abb. 1: IR-Spektrum von Glycerol 85 % (Film)

Andere Identititspriifungen: Die Ph. Eur. 9.0
sah in der 2. Identifizierungsreihe noch zwei Farb-
reaktionen vor: In einer wenig spezifischen Farb-
reaktion auf primére und sekundire Alkohole® mit
Kaliumdichromat in salpetersaurer Losung wird
Glycerol unter gleichzeitiger Reduktion von
Chrom(VI) zu Chrom(III) oxidiert; Chrom(III) ist
mit seinen Absorptionsbanden bei 587 und 416 nm
fiir die beobachtete Blaufirbung® verantwortlich.
Diese Farbreaktion fillt auch bei zahlreichen ande-
ren oxidierbaren organischen Verbindungen positiv
aus. Sie war in erster Linie zur Unterscheidung
von Glycerol und Propylenglycol (Verunreini-
gung C) gedacht, denn bei Letzterem greift die
Blaufidrbung innerhalb von etwa 2 min auf die un-
tere Schicht iiber. Eine weitere Priifung beruhte
auf der Dehydratisierung zu Acrolein (3) beim tro-
ckenen FErgitzen mit Kaliumhydogensulfat. Das
gebildete Acrolein firbt mit Neflers Reagenz ge-
trinktes Filterpapier.

Das 2. AB/DDR liefl entweichendes Acrolein mit
Natriumpentacyanonitrosylferrat(I)-Losung  auf
Filtrierpapier reagieren. Nach anschlieBendem Be-
tupfen mit Piperidin muss Blaufirbung auftreten
(Simon-Awe Reaktion, Legal Probe).

Glycerol bildet in der Borax-Perle eine griine
Flammenfarbung (BP 1958) und im alkalischen
Milieu mit Kupfer(Il)-Ionen einen blauen Kom-
plex (OAB 9).

Priifung auf Reinheit

Aussehen der Losung: In Schichtdicken von etwa
20 cm weist auch sehr reines Glycerol eine
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schwach gelbliche Farbung auf. Unter den hier ge-
gebenen Bedingungen erscheint die Priiflosung je-
doch farblos.

Sauer oder alkalisch reagierende Substanzen:
Wissrige Losungen von reinem Glycerol reagieren
neutral gegen Phenolphthalein. Der pK,-Wert be-
triagt 14,710,

Brechungsindex: Siehe die Identitdtspriifung A
und Tab. 2.

Aldehyde: Diese Reinheitspriifung dient dem
Nachweis typischer Zersetzungsprodukte des Gly-
cerols mit reaktiven Carbonylgruppen wie Acro-
lein (3), Formaldehyd, Acetaldehyd, Propionalde-
hyd, Glycerolaldehyd, 1,3-Dihydroxyaceton und
Glyoxal. Als Vergleich dient ein gleich behandelter
Formaldehyd-Standard, als Reagenz wird anstelle
von Schiffs Reagenz (mit Fuchsin) das verwandte,
aber chemisch reinere Pararosanilin-Reagenz ein-
gesetzt, von dessen Qualitit die Empfindlichkeit
der Reaktion entscheidend abhingt (siche den
Kommentar unter 4.1.1, Ph. Eur., zu ,,Schiffs Re-
agenz R“). Statt eines visuellen Vergleichs von
Probe und Standard schreibt die Ph. Eur. eine UV-
Messung bei der 552 nm vor. Diese Probe spricht
besonders gut auf Formaldehyd und Acetaldehyd
an, weniger auf Acrolein, 1,3-Dihydroxyaceton
und Propionaldehyd.

Die JAP lésst zur Priifung auf vergleichbare Verun-
reinigungen (,,Acrolein, glucose, and other redu-
cing substances‘) mit ammoniakalischer Silbernit-
rat-Losung auf 60°C erwidrmen. Dabei darf keine

Kommentar zur Ph. Eur. 9.6
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Triibung auftreten (Tollens-Probe). Diese Grenz-
priifung kann auch quantitativ durch eine Messung
bei 400 nm ausgewertet werden'D.

Ester: Zur Verseifung eventuell vorhandener Fett-
sdureester wird mit {iberschiissiger 0,1 M-Na-
triumhydroxid-Losung auf dem Wasserbad er-
wirmt und der Alkaliverbrauch durch Riicktitra-
tion ermittelt. Diese Probe wird héufig nicht gehal-
ten. Die USP und JAP fiihren eine dhnliche Prii-
fung unter dem Titel ,Fatty acids and esters*
durch. Dieser Titel ist sinnvoll, da bei der Bestim-
mung auch freie Fettsduren (z.B. aus der Triglyce-
ridhydrolyse) mit erfasst werden.

Verunreinigung A, verwandte Substanzen: Die-
se GC-Analyse begrenzt vor allem Verschnitte mit
Diethylenglycol (A), aber auch verwandte Sub-
stanzen wie Ethylenglycol (B) und Propylenglycol
(C) (siehe auch unter ,,Besondere Hinweise®).

Die Bestimmung der zwei Gruppen weiterer Ver-
unreinigungen erfolgt durch Vergleich mit dem
Diethylenglycol-Peak in Referenzlosung c. Die
USP schreibt eine dhnliche Reinheitspriifung vor.
Es wurde auch vorgeschlagen, diese gaschromato-
graphische Priifung durch eine HPLC-Methode zu
ersetzen'?.

Halogenverbindungen: Hier kommen vornehm-
lich organische Chlorverbindungen wie Allylchlo-
rid (1), Dichlorhydrin (4) oder Epichlorhydrin (7)
in Frage, die bei der Synthese als Zwischenpro-
dukte auftreten. Schon in der Probe vorhandenes
freies Chlorid (siehe die Reinheitspriifung ,,Chlo-
rid“) wird hier natiirlich mit erfasst. Der Grenz-
wert von 35 ppm ist somit die Summe aus freiem
und organisch gebundenem Chlorid.

Die C-Cl-Bindung wird beim Erwédrmen in alkali-
schem Medium mit halogenfreiem Raney-Nickel
hydrierend gespalten und das gebildete Chlorid
mit Silbernitrat als schwer 16sliches Silberchlorid
gefillt. Die Opaleszenz der Priiflosung wird mit
der einer mittels einer Chlorid-Standardlosung
hergestellten Referenzlosung verglichen.

Die Abspaltung des organisch gebundenen Chlors
kann auch durch Kochen einer Probe mit Morpho-
lin (USP) erfolgen.

Zucker: Zunichst werden vorhandene Di- und
Oligosaccharide in saurem Medium zu Monosac-
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chariden hydrolysiert, die man in alkalischer Lo-
sung durch ihre bekannte Reduktionswirkung auf
Kupfer(Il)-Ionen unter Bildung von schwer 16sli-
chem Kupfer(I)-oxid (Fehling-Reaktion) nach-
weist. Durch Gebrauch carbonatfreier Natrium-
hydroxid-Losung soll die Bildung von Kupfercar-
bonat verhindert werden, das auch zu triiben
Losungen fiihren konnte.

Fiir eine HPTLC-Auftrennung und Identifizierung
von Zuckern und Polyalkoholen siehe Lit.!?.

Chlorid: Wie USP priift die Ph. Eur. auf 16sliche
Chlorid-Ionen (max. 10 ppm). Siehe auch die
Reinheitspriifung ,,Halogenverbindungen®, die v.a.
auf organisch gebundenes Chlor abzielt.

Wasser: Die Ph. Eur. (wie auch die JAP und
INTERN) stellt mit einem Grenzwert von 2,0%
schirfere Anforderungen als die USP mit 5 %.

Sulfatasche: Raffiniertes, technisches Glycerol hat
Sulfatasche-Werte von etwa 0,3 bis 0,5 %.

Andere Reinheitspriifungen: Die USP und die
JAP begrenzen Sulfat auf 0,002%, die JAP priift
zusatzlich auf Ammonium, Calcium und Arsen
(2 ppm). Die USP priift zusitzlich auf Sulfat (max.
20 ppm). Altere Arzneibiicher wie das BP 1958
und OAB 9 fiihrten noch Reinheitspriifungen auf
Fettsduren, reduzierende Substanzen, Ammonium,
Eisen, Kupfer und Arsen an.

Gehaltsbestimmung

Glycerol (8) wird von iiberschiissiger Natriumper-
iodat-Losung in 2 Mol Formaldehyd und 1 Mol
Ameisensdure gespalten (Malaprade-Spaltung).
Der Uberschuss an Natriumperiodat wird durch
Zusatz von Ethylenglycol verbraucht, das dabei
weiteren Formaldehyd bildet. Bei potentiometri-
scher Indikation kann der Zusatz von Ethylengly-
col prinzipiell entfallen'¥. Die bei der Reaktion
entstandene Ameisensdure kann anschlieend
alkalimetrisch bestimmt werden. Da der Verlauf
der Periodatspaltung pH-abhidngig ist, ldsst die
Ph. Eur. zusitzlich eine kleine Menge Schwefel-
sdure zusetzen, um ein saures Reaktionsmedium
zu gewihrleisten. Die zugesetzte Schwefelsdure
wird bei der Titration mit der Natronlauge mit er-
fasst. Dieser Mehrverbrauch an Maflosung wird
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aber bei der Differenzbildung mit dem Verbrauch
beim Blindversuch kompensiert.

Anstelle der Titration der Ameisensiure kann prin-
zipiell auch der Verbrauch an Natriumperiodat io-
dometrisch ermittelt werden. Fiir eine nihere Dis-
kussion siche den Kommentar zu 4.1.1 (Ph. Eur.)
bei ,,Natriumperiodat R und Lit.'>. Von allen be-
kannten Titrationsmethoden zur Glycerolbestim-
mung ist die Reaktion mit Natriumperiodat am
spezifischsten, da nur Stoffe mit wenigstens 3 be-
nachbarten OH-Gruppen storen, z.B. Zucker, Zu-
ckeralkohole, die aber von den Reinheitspriifungen
erfasst werden. Die Periodat-Methode wird auch
von der USP vorgeschrieben, allerdings wird dort
nicht gegen Phenolphthalein titriert, sondern der
Endpunkt potentiometrisch bestimmt. Die Probe
wird bis pH 8,1 + 0,1 titriert, der Blindversuch bis
pH 6,5 + 0,1. Die USP ldsst den pH-Wert der Pro-
be vor der Bestimmung gegen Bromthymolblau
einstellen. Die INTERN verzichtet auf den Zusatz
von Ethylenglycol.

Es hat sich als zweckmifig erwiesen, nach Zugabe
des Ethylenglycols weitere 15 bis 20 min zu war-
ten, bis der Periodat-Uberschuss verbraucht ist. Au-
Berdem sollte die Malaprade-Spaltung wie alle Re-
doxreaktionen mit Iodverbindungen unter Aus-
schluss direkter Lichteinwirkung erfolgen.

Infolge der starken Hygroskopizitit von wasser-
freiem Glycerol ldsst sich die Einwaage zur Ge-
haltsbestimmung leichter als Differenzwigung
durchfiihren.

Andere Bestimmungsmethoden: Die USP 20
lieB die Malaprade-Spaltung als Redoxtitration
durch Titration mit Natriumarsenit-MafBlosung

auswerten. Die JAP lésst den Gehalt iiber die Mes-
sung der spezifischen Dichte (siehe Tab.?2) be-
stimmen und fordert mindestens 98,0%. Weitere
Verfahren werden in den DGF-Einheitsmethoden
beschrieben: die Dichromat-Methode [Oxidation
des Glycerols zu CO, und H,O mit Kaliumdi-
chromat; siehe E-III 3e (55)] und die Acetin-
Methode [Bestimmung der bei der Acetylierung
gebundenen Essigsdure; siehe E-III 3d (55)]. Von
den zahlreichen kolorimetrischen Verfahren'® be-
ruhen die meisten auf einer Bestimmung des durch
Periodat-Oxidation gebildeten Formaldehyds. Die-
ser wird quantitativ mit Chromotropsdure!'> 17,
Acetylaceton (Nash-Reaktion)!® oder Phenyl-
hydrazin/K;[Fe(CN)¢] (sieche den Kommentar zu
Formaldehyd-Losung 35 %, Ph. Eur.)!®) erfasst.
Glycerol kann neben seinen organischen Verunrei-
nigungen oder in biologischem Material auch gas-
chromatographisch bestimmt werden??. Eine en-
zymatisch-fluorimetrische Analyse von Glycerol
in Plasma und anderem biologischem Material be-
schreibt Lit.2D.

Metabolisierung

Glycerol (8) wird in der Leber metabolisiert und in
die Glykolyse eingespeist. Eine cytosolische Gly-
cerinkinase phosphoryliert Glycerol unter ATP-
Verbrauch zu Glycerol-3-phosphat, welches dann
zu Dihydroxyacetonphosphat oxidiert wird. Ent-
weder wird dies von einer cytosolischen Glycerol-
3-phosphat-Dehydrogenase (cGDH) oder einem
membranstindigen Isoenzym im Mitochondrium
(mGDH) katalysiert.

J. Krauf}/Br

Pharmakologische
Eigenschaften

Pharmakodynamik®: Das osmotisch, dehydrati-
sierend und hygroskopisch wirkende Glycerol
fiihrt nach peroraler oder intravendser Applikation
zu einer Erhohung der Plasmaosmolaritit. Bei er-
hohtem intrakraniellem Druck kommt es zu einer
Umverteilung von Fliissigkeit in das Plasma sowie
den gesamten Extrazelluldrraum und somit zu ei-
ner Druckminderung. Bei rektaler Gabe von Gly-
cerol wirkt die Substanz als Gleitmittel und weicht
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die Fizes von aufien her auf. Durch den osmoti-
schen Effekt kommt es zu einer Anregung der
Darmmotilitit sowie zur Steigerung des Defika-
tionsreizes. Auch nach peroraler Applikation wirkt
Glycerol schwach laxierend.

Bei lokaler Anwendung an Schleimhéduten oder
entziindlich verinderter Haut retiniert Glycerol
Wasser. In Konzentrationen von mindestens 20 %
kommt es zur Dehydratation von Bakterien und
damit zu einem schwach desinfizierenden Effekt.
Ferner erleichtert Glycerol die Auflosung von Ze-
rumen.

Kommentar zur Ph. Eur. 9.6
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Die topische Anwendung von Glycerol zur Sen-
kung des erhohten intraokularen Drucks ist wegen
der nur kurzen Wirkdauer nicht mehr tiblich.

Pharmakokinetik: Nach peroraler Gabe wird
Glycerol gut resorbiert und relativ rasch zu Gluco-
se und Glykogen bzw. zu Kohlendioxid und Was-
ser verstoffwechselt oder mit freien Fettsduren
verestert. Die Wirkung tritt 30 Minuten nach Ein-
nahme ein und hilt etwa 5 Stunden an. Glycerol
verteilt sich in den gesamten Extrazelluldrraum,
der 50 bis 65% des Korpergewichtes entspricht.
Die Eliminationshalbwertszeit betrdgt 30 bis
45 min. Die Exkretion erfolgt hauptséchlich renal.
Rektal appliziertes Glycerol wird kaum resorbiert.

Indikationen: Darmtrigheit, Verstopfung, erhoh-
ter intrakranieller Druck, zur Diagnose von
M. Meniere, Trigeminus-Neuralgie, Husten, vor
und nach Operationen am Auge zur Reduktion des
intraokularen Drucks, topische Anwendung bei
Hornhautédemen und trockenem Auge

Pharmazeutisch-technische Verwendung: Bestand-
teil von Salben, Suppositorien, Ohrentropfen, fliis-
sigen Seifen und Gelen; Glycerol wirkt als Lo-
sungsmittel, Weichmacher, Gefrierschutzmittel
u.a.m.

Dosierung: Als Laxans erhalten Erwachsene Sup-
positorien oder Mikroklysmen mit bis zu 3 g einer
85 %igen Glycerol-Losung, Kinder entsprechend 1
bis 1,5 g. Das Medikament sollte 15 min am Wir-
kort verbleiben.

Bei erhohtem intrakraniellem Druck werden bei
Erwachsenen 25 bis 50 g Glycerol peroral oder 0,5
bis 1 g/kg Korpergewicht intravends verabreicht.
Die tédgliche Maximaldosis wird mit 120 g ange-
geben.

Intoxikation: Lokale Uberdosierungen am Auge
sind ohne klinische Relevanz. Auch bei versehent-
licher oraler Einnahme von Glycerol-Zubereitun-
gen sind keine MaBnahmen erforderlich.

Nebenwirkungen: Diese beruhen primir auf der

dehydratisierenden Wirkung von Glycerol. Bei to-
pischer Anwendung auf empfindlicher oder bereits
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vorgeschédigter Schleimhaut kann es zu Irritatio-
nen kommen. Dies betrifft auch Diabetiker mit
durchblutungsbedingten trophischen Storungen.

Nach okulédrer Gabe sind verschwommenes Sehen
sowie Uberempfindlichkeits- und Unvertriglich-
keitsreaktionen wie Lidodeme, Fremdkorpergefiihl
im Auge, Rotungen, Juckreiz, Schwellungen und
Brennen moglich.

Nach peroraler und insbesondere nach intraveno-
ser Applikation kommt es gelegentlich zu Kopt-
weh, Ubelkeit, Himolyse und Hyperglykimie,
aber auch zu Arrhythmien. Plotzliche Umvertei-
lung von Fliissigkeit in das Blut kann zu Lungen-
6demen und Herzinsuffizienz fithren. Bei Patien-
ten mit Hypervoldmie ist daher Vorsicht geboten.

Kontraindikationen: Fiir die perorale und intra-
venose Anwendung sind es Anurie, schwere De-
hydratation, akutes Lungenddem, schwere kardiale
Dekompensation. Vorsicht bei Diabetes mellitus,
da solche Patienten auf Grund der Metabolisierung
von Glycerol Hyperglykdmie und Glucosurie ent-
wickeln konnen. Es kann zu einem hyperosmola-
ren Koma kommen. Bei Ileus und Verdacht auf
Appendizitis sollte keine rektale Applikation er-
folgen.

Interaktionen: Andere, ebenfalls rektal angewen-
dete Medikamente konnen wegen der beschleunig-
ten Ausscheidung nur kurz am Wirk- oder Resorp-
tionsort verbleiben.

Schwangerschaft und Stillzeit: Berichte iiber
schiddliche Wirkungen wihrend der Schwanger-
schaft und der Stillzeit sind nicht bekannt.

Besondere Hinweise: Durch Zusatz von Frucht-
siften kann die Trinkbarkeit der Glycerol-Zube-
reitungen verbessert werden. Die Daueranwen-
dung als Laxans ist nicht empfehlenswert, da die
Ursache der Verstopfung hierdurch nicht beseitigt
werden kann.

Die topische Anwendung von Glycerol zur Sen-
kung des erhohten intraokularen Drucks ist wegen
der nur kurzen Wirkdauer nicht mehr tiblich.

M. Neubeck/Mu
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Hartfett
Adeps solidus

Allgemeine Angaben

Hartfett ist ein Gemisch aus Mono-, Di- und Tri-
glyceriden gesittigter Fettsduren (Ci,- bis Cjg-
Fettsduren, hauptsédchlich Laurinsédure; siehe unter
,Bigenschaften), wobei Triglyceride klar domi-
nieren und Monoglyceride nur einen geringen An-
teil habenD. Im Vergleich zu friiheren Ausgaben
weist die aktuelle Monographie darauf hin, dass
Hartfett auf Basis hydrierter Fettsduren pflanzli-
chen Ursprungs oder aus hydrierten pflanzlichen
Olen erhalten wird (siehe unter ,Darstellung). Es
gibt verschiedene Typen an Hartfett (s.u.), die sich
in ihrem Schmelzverhalten sowie ihren Hydroxyl-
und Verseifungszahlen unterscheiden.

Die ungiinstigen Eigenschaften der Kakaobutter,
wie z.B. ihr unregelméBiges Erstarrungs- und
Kristallisationsverhalten infolge Bildung instabiler
Modifikationen'®, die Schwankungen ihrer che-
mischen und physikalischen Kennzahlen und ihr
relativ hoher Gehalt an ungesittigten Fettsduren,
sind beim Hartfett deutlich weniger ausgeprégt.
Da Hartfett partialsynthetisch hergestellt wird
(siehe unter ,,Darstellung®), lassen sich erwiinschte
Eigenschaften gezielter einstellen.

Von den Herstellern werden in der Regel drei
Handelsqualititen (Typen 1 bis 3) produziert (vgl.
Tab. 1):

Typ 1: Universal-Suppositorienmassen fiir die
Verarbeitung in der Apotheke und fiir die
industrielle Grof3fabrikation

Typ 2: Produkte fiir die industrielle Grof3fabrika-
tion und die Verarbeitung in der Apotheke;
besonders fiir extreme Kiihlbedingungen
geeignet, mit guten elastischen Eigen-
schaften

Typ 3: Spezielle Massen fiir die Aufnahme
schmelztemperaturerniedrigender Pharma-
ka, auch zur Schmelzpunktkorrektur

Fir den Typ 3 werden zudem Qualititen mit
Schmelztemperaturen, die deutlich iiber die in
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Tab. 1 angegebenen hinausgehen (bis zu 44 bis
45°C, siehe unter ,,Priifung auf Reinheit, Schmelz-
temperatur*) angeboten. Die Substanz ist ebenfalls
in der USP sowie im 2. AB/DDR beschrieben, die
HELV sowie BP hingegen verweisen auf die Mo-
nographie der Ph. Eur.

Schon in der Ph. Eur. 8.8 war die Monographie
wesentlich iiberarbeitet worden. Seither sind die
Identititspriifungen B und C (DC-Methoden zum
Nachweis auf die Abwesenheit von Sojalecithin,
Macrogolcetylstearylether, Polysorbat 65 sowie
Bienenwachs) neu aufgenommen. Diese Bestim-
mungen dienen zur Unterscheidung von Hartfett
mit Zusatzstoffen, welches in der Ausgabe 8.8 neu
als Monographie aufgenommen wurde (siche den
Kommentar zu Hartfett mit Zusatzstoffen,
Ph. Eur.). Aulerdem wurde die Reinheitspriifung
,Unverseifbare Anteile” gestrichen und die Prii-
fungen auf Schwermetalle sowie Asche durch die
auf Nickel bzw. Sulfatasche ersetzt. Als weitere,
wesentliche Ergidnzung nimmt die aktuelle Mono-
graphie am Ende Bezug auf funktionalititsbezo-
gene Eigenschaften. Fiir Hartfett werden in diesem
Zusammenhang die Schmelztemperatur, die Hy-
droxylzahl sowie die Verseifungszahl angefiihrt
und auf deren jeweilige Priifung auf Reinheit ver-
wiesen.

In der Ph. Eur. 9.0 sind nur marginale Anderungen
vorgenommen worden.

Darstellung: Hartfett kann auf zwei Arten erhal-
ten werden, zum einen durch Veresterung von hy-
drierten Fettsduren oder durch Umesterung hyd-
rierter Pflanzendle. Als Ausgangsprodukt dienen in
beiden Fillen Palmkern- oder Kokosfett, die einen
relativ hohen Gehalt an gesittigten Fettsduren mit
niedriger relativer Molekiilmasse aufweisen, z.B.
37 bis 51 % Laurinsdure (C,). Bei der Herstellung
durch Veresterung wird zunéchst das Naturprodukt
verseift und das anfallende Fettsdurengemisch zur
Entfernung der in geringeren Mengen (< 20%)
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Tab. 1: Kennzahlen von Hartfetten der Typen 1 bis 3

2 3
Schmelztemperatur [°C] (Steigschmelzpunkt) 33,5-35,5 33,5-35,5 36-39
Erstarrungstemperatur [°C] (Shihoff-Methode) 32,0-34,5 27,0-31,0 32-36
Séurezahl <0,3 <0,3 <13
Hydroxylzahl <15 35,0-45,0 <15
Todzahl <3 <3 <3
Verseifungszahl 225-240 225-240 225-235
Unverseifbare Anteile [%] <0,3 <03 <3

vorliegenden ungesittigten, oxidationsempfindli-
chen Fettsiuren (z.B. Olsiure) hydriert. Anschlie-
Bend wird im Vakuum fraktioniert destilliert, um
die niedermolekularen Fettsduren wie Capron-
(Ce), Capryl- (Cg) und Caprinsédure (Cyy) weitge-
hend abzutrennen. Dabei geht ein Restanteil von
ca. 2% Caprinsidure zusammen mit der Laurinsiu-
re tiber. Das so gewonnene Fettsdurengemisch
wird mit einer berechneten Menge Glycerol unter
Einsatz bestimmter Katalysatoren verestert, um die
erwiinschte Zusammensetzung von Mono-, Di-
und Triglyceriden zu erhalten. Dabei bestimmen
das Fettsdurenspektrum, die Stochiometrie des Re-
aktionsgemisches sowie die Reaktionszeiten und
-temperaturen die Eigenschaften des Produkts, wie
Schmelzbereich, Solid-Fat-Index, Hérte, Mono-,
Di-, Triglyceridgehalt (Emulgierbarkeit/Disper-
gierbarkeit) und Viskositit. Bei der Umesterung
werden Fettsduren sowohl intra- als auch intermo-
lekular ausgetauscht (Acylwanderung). Daneben
werden bei Hartfetten mit hoheren Partialglycerid-
anteilen durch Alkoholyse Triglyceride in ein Ge-
misch aus Mono- und Diglyceride iiberfiihrt. Fiir
die Herstellung von Suppositorienmassen wird in
der Regel die sog. Einphasen-Umesterung durch-
gefiihrt, wodurch die Zahl der Glyceridarten er-
hoht und die Verteilung der Fettsduren verbreitert
wird, sodass die Einstellung eines weiten
Schmelzbereichs moglich wird®.

Das Schmelz- und Erstarrungsverhalten wird durch
Auswahl der Fettsdurenkomponenten (je lidnger-
kettiger die Fettsdure, desto hoher die Schmelz-
temperatur), durch Mischung mit hoher schmel-
zenden Fetten (Glyceriden) und durch Anderung
der Hydroxylzahl gesteuert. Die Hydroxylzahl
kann ihrerseits variiert werden durch Anderung
des Verhiltnisses von Fettsduren und Glyceriden,
durch Mischen von zwei Qualititen mit unter-
schiedlichen Hydroxylzahlen oder durch Zugabe
von Mono- oder Diestern zum Triglycerid. Des-
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halb konnen bei gleichen Fettsduren und gleichen
Hydroxylzahlen Produkte mit unterschiedlichen
Eigenschaften entstehen, die fiir spezielle Wirk-
stoffe und Herstellungsverfahren maf3geschneidert
sind.

Verwendung: Hartfett wird vorwiegend als
Grundmasse fiir rektale und vaginale Arzneizube-
reitungen verwendet. Insbesondere im pidiatri-
schen Bereich stellen Suppositorien zur rektalen
Applikation weiterhin eine wichtige Arzneiform
dar?. Hartfett wird grundsitzlich als nicht toxisch
und gut vertrdglich angesehen. Einzelne Studien
deuten fiir Suppositorienmassen, insbesondere sol-
che mit hohen Hydroxylzahlen, einen irritierenden
Effekt auf die Rektalschleimhaut an®. Die Freiga-
be von Wirkstoffen aus der Grundlage nach dem
Schmelzen ist in der Regel einwandfrei. Allerdings
muss auf eine gleichmifige Verteilung der Wirk-
stoffe und eine geeignete Partikelgrofle geachtet
werden. Zur Erzielung einer optimalen Stabilitit
und guten Wirksamkeit miissen mitunter mehrere
Suppositoriengrundlagen mit unterschiedlichem
Schmelzverhalten und verschiedenen Hydroxyl-
zahlen zum Einsatz kommen. Zum Schutz gegen
Sedimentationsvorgénge von dispergierten Stoffen
wihrend des AusgieBens kann ein Zusatz von
hochdisperser Kieselsdure, beispielsweise Aero-
sil®, zweckmiBig sein (siche den Kommentar zu
Zubereitungen zur rektalen Anwendung,
Ph. Eur.).

Suppositorien lassen sich grundsitzlich auch durch
Verpressen von Wirkstoffen mit Fettprodukten und
verzweigten Fettalkoholen auf normalen Tablet-
tenmaschinen oder durch Extrusion gewinnen. Die
technische GroBproduktion erfolgt heute allerdings
fast ausschlieBlich mittels GieBverfahren. Im Ge-
gensatz zur industriellen Fertigung wird bei der
Herstellung von Suppositorien in der Apotheke das
Cremeschmelzverfahren angewendet, um die als
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Kristallisationskeim wirkende hoher schmelzende,
stabile B-Modifikation (siche unter ,,Eigenschaf-
ten®) nicht zu entfernen. Durch die Cremeschmel-
ze wird ferner eine Umwandlung der zunichst
auch entstehenden metastabilen (') in die stabile
Modifikation beschleunigt?. Schmelzzeitverinde-
rungen von Suppositorien (Nachhirtung) sind auf
einen Modifikationswechsel zuriickzufiihren'® und
bei der Entwicklung und Stabilitdtspriifung von
Suppositorien ggf. zu beriicksichtigen.

Uber den Einfluss von Hilfsstoffen auf die In-
vitro-Wirkstofffreisetzung aus Suppositorien wird
u.a. in Lit.!D berichtet. Als Hilfsstoffe fiir Hartfett-
Grundlagen wurden Tenside mit unterschiedlichen
HLB-Werten sowie mittelkettige Triglyceride in
verschiedenen Konzentrationen eingesetzt. Hartfett
mit Zusatzstoffen (Lecithin, oberflichenaktiven
Substanzen, Bienenwachs oder einer Mischung
derselben) wurde schon in der Ph. Eur. 8.8 neu als
Monographie aufgenommen (siche den Kommen-
tar zu Hartfett mit Zusatzstoffen, Ph. Eur.).

Hartfett kann auch in vielen anderen Fillen, in
denen natiirliche Fette zum Einsatz kommen, ver-
wendet werden, so fiir die Salben- und Cremeher-
stellung oder zur Behandlung von Oberfldchen,
wie z.B. von Filmtabletten, ferner auch als Hilfs-
stoff fiir Retardzubereitungen'?. Dariiber hinaus
wurde Hartfett als Grundlage von Schmelzgranula-
ten, Extrudaten oder Lipidnanopartikeln'3 4 be-
schrieben. Des Weiteren wird Hartfett als Fiillstoff
in der Rezeptur von Dronabinol-Hartkapseln'
verwendet.

Die Substanz findet auch im Kosmetik- und Le-
bensmittelbereich Verwendung.

Synonyme: Adeps neutralis, Neutralfett

Arzneibuchnamen: Massa suppositorium 15
(2. AB/DDR)
Eigenschaften

Hartfett, eine weille bis fast weille, sprode Masse
von wachsartiger Konsistenz, ist in Wasser prak-
tisch unloslich und schwer 16slich in Ethanol so-
wie Dichlormethan, dagegen 16st es sich gut in li-
pophilen Losungsmitteln. Die Loslichkeitseigen-
schaften der Substanz sind typenabhéngig; so zeigt
die in der Apotheke hauptsichlich verwendete
Qualitit eine sehr gute Loslichkeit in 1,5 bis 2 Tei-
len Diethylether. Typen fiir Spezialrezepturen mit
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Schmelztemperaturen iiber 37 °C konnen eine ge-
ringere Loslichkeit von etwa 1:25 aufweisen.
Aufgrund des Anteils an Partialglyceriden lésst
sich im geschmolzenen Zustand warmes Wasser
etwa 1:1 einarbeiten, sodass eine Emulsion ent-
steht!©.

Hartfett enthdlt etwa 37 bis 51% Laurinsidure
(Cyp). Der Anteil an Caprinsdure (Cjp) muss mog-
lichst klein sein, da die zugehorigen Glyceride
Kristallisationsverzégerungen bedingen und damit
zu leicht schmierigen und weniger lagerungsbe-
standigen Zépfchen fiihren. In Abhingigkeit von
der thermischen Vorbehandlung tritt Hartfett in un-
terschiedlichen Modifikationen (Polymorphie) auf
(o fliissigkristallin-instabil; B’: orthorhombisch-
metastabil und B: triklin-stabil)®- 10 1721,

Priifung auf Identitat

Die Priifung erfolgt mittels DC-Methode und eines
charakteristischen Rg-Werts von etwa 0,7 fiir die
Triglyceride. In Abhingigkeit des Anteils von Di-
und Monoglyceriden kénnen Flecke bei charakte-
ristischen Ry-Werten auftreten. Bei Hartfetten mit
niedriger Hydroxylzahl kénnen Mono- und Digly-
ceride keine oder nur schwache Flecke zeigen, so-
dass in diesen Fillen zur Bestidtigung der Identitit
zusétzlich die Reinheitspriifung ,.Hydroxylzahl*
durchzufiihren ist.

Das beschriebene Verfahren eignet sich grundsitz-
lich zur Trennung von Mono-, Di- und Triglyceri-
den vom freien Glycerin. Die Bedingungen geben
keine ausreichende Trennung der Glyceride ent-
sprechend der Kettenlidnge ihrer Fettsduren. Eben-
so sind semiquantitative Schétzungen des Partial-
glyceridgehalts und der Hydroxylzahl schwierig.
Die verschiedenen Hartfettbasen lassen sich mit-
tels GC hinsichtlich ihrer Fettsdure- und Glycerid-
verteilung unterscheiden®.

Zur Unterscheidung von modifizierten Hartfett-
grundlagen wird mit den Identititspriifungen B
und C (ebenfalls DC-Methoden) auf die Abwesen-
heit von Sojalecithin, Macrogolcetylstearylether,
Polysorbat 65 sowie Bienenwachs gepriift.

Die USP schreibt keine Identitétspriifung vor.

Priifung auf Reinheit

Alkalisch reagierende Substanzen: Diese Sub-
stanzen stammen aus dem Raffinationsprozess, der
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zur Abtrennung der freien Fettsduren notwendig
ist. Hierzu behandelt man mit Alkali-Laugen und
steuert den Prozess zweckmiBigerweise so, dass
die Seifen hochstens bis zu einem unteren Titra-
tionsgrenzwert von 0,75 ml 0,01 M-Salzsdure pro
10 g Fett entfernt werden. Im Vergleich zu friiher
wurde die Einwaage an Fett erhoht, um eine gro-
Bere Genauigkeit der Bestimmung zu erreichen.
Die USP lésst die Priifung unter dhnlichen Bedin-
gungen, allerdings mit 2,0 g Fett durchfiihren und
nennt &dquivalente Akzeptanzkriterien (0,15 ml
0,01 N HCI).

Schmelztemperatur: Der zuldssige Bereich liegt
bei 30 bis 45°C. Vom Nominalwert darf die
Schmelztemperatur hochstens um 2 °C abweichen.
Die entsprechenden Grenzwerte liegen in der USP
bei 27 und 44 °C (siehe unter ,,Beschriftung*), wo-
bei der Schmelzpunkt ebenfalls nicht um mehr als
2 °C vom Nominalwert abweichen darf. Dieser
breite Bereich an Schmelztemperaturen ist not-
wendig, um Schmelzpunktdepressionen oder -er-
hohungen, die durch den Zusatz von Arznei- und
Hilfsstoffen auftreten, auszugleichen und fiir die
finale Formulierung einen Schmelzpunkt oberhalb
einer iiblichen Lagertemperatur und unterhalb der
Korpertemperatur zu gewihrleisten. Durch Kom-
bination verschiedener Hartfettqualititen ist jeder
gewiinschte Schmelzpunkt innerhalb des o.a. Be-
reichs einstellbar.

Die Geschwindigkeit, mit der geschmolzene Hart-
fette erstarren, hdngt von der chemischen Zusam-
mensetzung und der thermischen Vorbehandlung
ab. Hierzu wurden nach Lit.?? rheologische Mes-
sungen bei verschiedenen Temperaturen mit Hilfe
des Oszillationsverfahrens durchgefiihrt, wéahrend
die Substanzen definierten Temperierungszyklen
unterworfen wurden. Die Maximaltemperatur die-
ser thermischen Behandlung beeinflusst den Be-
ginn und die Geschwindigkeit des Erstarrens in
starkem MaBe. Das unterschiedliche Verhalten
verschiedener Hartfetttypen kann zum Gehalt an
Tri-, Di- und Monoglyceriden sowie zur Fettsidu-
renzusammensetzung in Beziehung gesetzt wer-
den.

Zur physikalisch-chemischen Charakterisierung
von Glyceriden kann die Bestimmung des Solid-
Fat-Index (SFI) dienen. Das Rekristallisationsver-
mogen zu thermostabilen, hoher schmelzenden
Modifikationen sowie die Entstehung von Spro-
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digkeit hingt mit dem Fliissigfettanteil in der
Grundlage zusammen. Der SFI von Fetten gibt das
prozentuale Verhiltnis von festen zu fliissigen
Glyceriden in Abhingigkeit von der Temperatur
an. Der SFI ldsst daher einen Aufschluss dariiber
zu, ob Fette bereits bei normalen Lagertemperatu-
ren fliissige Anteile enthalten oder auch bei hohe-
ren Temperaturen noch ausreichend hart sind®.
Die Abhingigkeit des SFI von Hydroxylzahl,
Schmelzbereich, Glyceridtyp sowie vom Zusatz
von Arznei- und Hilfsstoffen wird in Lit.?» disku-
tiert.

Sidurezahl: Im Hartfett konnen mittelkettige Fett-
sdauren als Glycerinester vorliegen. Freie Laurin-
sdure und auch Caprinsdure sind als potentiell
schleimhautreizend bekannt, sodass ihr Anteil zu
begrenzen ist. Der Maximalwert liegt unveridndert
bei 0,5, allerdings werden bei der Durchfiihrung
der Bestimmung die 5,0 g Fett nunmehr in 20 ml
der vorgeschriebenen Losungsmittelmischung ge-
16st. Die USP begrenzt auf maximal 1,0.

Hydroxylzahl: Das Arzneibuch lédsst einen Wert
von hochstens 50 mit einer Abweichung von ma-
ximal 5 vom Nominalwert zu. Ist der Nominalwert
kleiner als 5 darf die bestimmte Hydroxylzahl
hochstens 5 betragen. Die USP legt einen Grenz-
wert von 70 fest.

Bei Produkten mit einem niedrigen Gehalt an Par-
tialglyceriden und einer Hydroxylzahl von 10 tre-
ten naturgemifl hohere Bestimmungsfehler auf,
sodass hohere Einwaagen bis zu 12 g empfeh-
lenswert sind.

Die Hydroxylzahl ist ein MaB fiir die freien Hy-
droxygruppen in der Hartfettmasse und somit fiir
den Anteil an Partialglyceriden. Mono- und Digly-
ceride konnen die Eigenschaften sowohl der Hart-
fettmasse als auch der wirkstoffhaltigen Supposi-
torien wesentlich beeinflussen. Hartfette mit hoher
Hydroxylzahl beeinflussen die Kristallisation der
Triglyceride und erhohen die Elastizitit. Sie sind
bei Schockkiihlung in der Regel weniger sprode,
neigen aber zu einer stirkeren Nachhirtung und
weisen somit eine Tendenz zur Erhohung des
Schmelzpunktes aufs. Dariiber hinaus resultieren
hohere Hydroxylzahlen in einer erhohten Viskosi-
tit der geschmolzenen Fette.

Die Stabilitdt von Wirkstoffen, insbesondere von
hydrolyseempfindlichen, wird mitunter durch
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Handelsqualititen mit hoheren Hydroxylzahlen
ungiinstig beeinflusst, sodass Produkte mit niedri-
gen Hydroxylzahlen zur Erhthung der chemischen
Stabilitdt eingesetzt werden miissen.

Partialglyceride weisen Tensideigenschaften auf.
Dies kann zu einer besseren Auflosung, Benetzung
oder Dispersion von Wirkstoffen fiihren. Bei der
Priifung auf Emulgierfiahigkeit von Hartfett kann
nur dann eine einwandfreie und weille Emulsion
entstehen, wenn in ausreichendem Mafle Mono-
und Diglyceride anwesend sind, deren Anteil
durch die Hydroxylzahl charakterisiert wird. Man
beobachtet bei Handelsqualititen mit Hydroxyl-
zahlen unter 15, dass dieser Emulgiertest negativ
ausfillt. Da fiir die Hydroxylzahl keine untere
Grenze gegeben ist, sind offensichtlich auch diese
Typen zugelassen.

Iodzahl: Fiir eine gute Haltbarkeit von Hartfett
hinsichtlich der Anfilligkeit fiir einen oxidativen
Verderb ist eine geringe lodzahl wichtig. Der
Grenzwert von 3 entspricht den Handelsqualitéten.

Die USP legt einen Grenzwert von 7,0 fest.

Peroxidzahl: Diese Priifung bestimmt den Oxida-
tionsgrad von Hartfett und dient somit als Maf fiir
die Verdorbenheit. Die Ph. Eur. fordert einem Ma-
ximalwert von 3. Die USP ldsst die Peroxidzahl
nicht bestimmen.

Verseifungszahl: Der Toleranzbereich ist mit 210
bis 260 etwas weiter gefasst als in der USP, die
Werte zwischen 215 und 255 verlangt. Die
Ph. Eur. ldsst Abweichungen von hochstens 5%
vom Nominalwert zu.

Die Verseifungszahl ist eine fiir Fette charakteristi-
sche GroBe und steht mit ihrem Molekulargewicht
in direkter Beziehung. Aus der Verseifungszahl
kann man allerdings auf keine bestimmte Fettsdu-
renzusammensetzung im Hartfett schlielen, da sie
sich aus der Summe der verschiedenen Fettsduren-
anteile ergibt. Aulerdem ist das Verhiltnis von
Mono-, Di- und Triglyceriden nicht festgelegt.

Nickel: Diese Bestimmung ersetzt die frithere Prii-
fung auf Schwermetalle. Der Grenzwert liegt bei
1 ppm. Die USP ldsst nicht auf Nickel oder
Schwermetalle priifen.

Sulfatasche: Auch diese Priifung war schon mit
der Ausgabe 8.8 neu aufgenommen worden, sie

Kommentar zur Ph. Eur. 9.0

ersetzt die Priifung ,,Asche®. Die Ph. Eur. 8.8 lie
noch einen Grenzwert von 0,4% zu, wohingegen
die Ausgabe 9.0 hochstens 0,2 % fordert.

Die USP begrenzt den Gliihriickstand auf 0,05 %.

Andere Reinheitspriifungen: Die in der Ph. Eur.
8.0 noch vorhandene Priifung ,,Unverseifbare An-
teile® beinhaltete einen Grenzwert von 0,6 %. Die
USP enthilt diese Priifung noch und ldsst maximal
3,0% zu. Bei der Bestimmung des Wassergehalts
durch Karl-Fischer-Titration ermittelt man Werte
von 0,02 bis 0,05 %; in jedem Fall liegen sie unter
0,1 %.

Lagerung

Lichtschutz ist in der Regel durch die Verpackung
gewihrleistet. Eine Lagerung im Kiihlschrank ist
nicht erforderlich, jedoch hat die Lagerung min-
destens 5°C unterhalb der nominalen Schmelz-
temperatur zu erfolgen. Die USP schreibt die La-
gerung dicht verschlossen, bei einer Temperatur
von 5°C (oder tiefer) unterhalb des auf der Be-
schriftung angegebenen Schmelzbereichs vor.

Beschriftung

Anzugeben sind die nominale Schmelztemperatur,
die nominale Hydroxylzahl sowie die nominale
Verseifungszahl. Die Schmelztemperatur darf nur
um 2°C vom angegebenen Wert abweichen,
Hydroxylzahl um 5 Einheiten und die Verseifungs-
zahl um 5 %. Diese Deklaration ist zur Kennzeich-
nung der jeweiligen Typen notwendig. Die USP
schreibt lediglich die Angabe der nominalen
Schmelztemperatur vor, welche im Bereich von 27
bis 44 °C liegen muss.

Funktionalitidtsbezogene
Eigenschaften

Als Eigenschaften, die die Funktionalitét von Hart-
fett und daraus hergestellten festen Darreichungs-
formen malgeblich beeinflussen, wurden die
Schmelztemperatur, die Hydroxylzahl sowie die
Verseifungszahl definiert. Zur Erzielung einer ge-
eigneten Funktionalitdt sind deshalb Grenzberei-
che fiir diese Eigenschaften definiert worden, de-
ren Einhaltung in den jeweiligen Reinheitspriifun-
gen iiberpriift wird.

S. Reichl
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