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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Kristallisation und Charakterisierung von Po-
lymorphen kleiner organischer Molekile mit populdren Anwendungen. Untersucht wur-
den dabei die Molekule Natriumbenzoat (NaBz), Luminol und das Natriumsalz des Lu-
minols. NaBz wird in grolem Umfang als Konservierungsmittel in der Lebensmittelin-
dustrie verwendet. Luminol mit seiner ausgeprégten, durch Schwermetalle katalysierten
Chemilumineszenz-Reaktion, ist fur seine Anwendung in der Kriminalistik zum Nach-
weis geringster Mengen von Blut bekannt. Das Natriumsalz des Luminols (Na-Lumi-
nolat) findet durch seine immunomodulatorischen Eigenschaften VVerwendung als phar-
mazeutischer Wirkstoff (englisch: Active Pharmaceutical Ingredient (API)) zur Regulie-
rung der UberschieBenden Immunantwort im Rahmen entzindlicher und infektiéser Pro-

Z€sse.

Im System NaBz konnte eine mehrstufige Umwandlung vom teilkristallinen kommerzi-
ellen Produkt zur bereits bekannten Struktur (Form 1) dokumentiert werden. Ein aus die-
ser Rekristallisation resultierendes, bisher unbekanntes Polymorph des NaBz konnte un-
ter Einsatz von Elektronendiffraktometrie und Rontgenpulverdiffraktometrie strukturell
charakterisiert werden. Beide Formen des NaBz zeichnen sich durch eine Art Mikropha-
sensegregation aus. Dieses Phanomen, welches Ublicherweise eher von Tensiden oder
Blockcopolymeren bekannt ist, konnte bereits an der bekannten Struktur der NaBz Form
| fur dieses System beschrieben werden. Zugrunde liegt dieser Erscheinung der amphi-
phile Charakter des Benzoat-Molekiils und ein ,,Koordinations-Dilemma“, welches bei
vielen Salzen mit kleinem Kation und vergleichsweise groRem Gegenion mit entspre-
chendem sterischen Anspruch beobachtet werden kann. Auch bei zweizéhniger Verbriik-
kung ist die tbliche sechsfache Koordination von Natrium nur durch eine hochgradige
Ecken- und/oder Kantenverkniipfung von Koordinationspolyedern erreichbar und somit
schwer zu realisieren. Beide NaBz-Formen bilden nahezu hexagonale Packungen von
micellartigen B&ndern aus. Form Il unterscheidet sich von Form | durch die Anzahl von
NaBz-Einheiten, welche entlang der langeren Hauptachse dieser elliptischen, micellaren

Strukturen angeordnet sind. Die exotherme Umwandlung von NaBz Form Il zu Form |
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im DSC-Experiment und Ergebnisse aus DFT-D Rechnungen zur Energieoptimierung le-
gen eine enantiotrope Phasenbeziehung und eine héhere thermodynamische Stabilitat von

NaBz Form Il gegenuber Form I bei 0 K nahe.

Im System Luminol konnte mit der strukturellen Charakterisierung einer weiteren Form
eine ,,unbemerkte* Polymorphie aufgeklart werden. Eine bereits bekannte Struktur des
Luminols konnte nicht in Ubereinstimmung mit dem kommerziell erhéltlichen Produkt
gebracht werden. Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem vermarkteten Produkt
um ein Polymorph von Luminol handelt. Durch die Optimierung der Kristallwachstums-
bedingungen konnte hier letztendlich eine VVerbesserung der Kristallinitat dieser Form 11
erreicht und die Strukturlésung ermdglicht werden. Da beide Formen sich lediglich in der
Stapelung von, aus Trimeren des Amid-Hydroyimin-Tautomers von Luminol aufgebau-
ten Schichten unterscheiden, stellen sie ein seltenes Beispiel fiir Polytypie in einer rein
organischen Verbindung dar. Untersuchungen zur thermodynamischen Beziehung zeig-
ten eine l6sungsvermittelte Umwandlung von Form Il (metastabil bei Raumtemperatur)

zu Form | (thermodynamisch stabil bei Raumtemperatur).

Im System Na-Luminolat zeigte sich die Wichtigkeit einer genauen, iiber den ,,Finger-
print-Abgleich* hinausgehenden Untersuchung im Bereich des Polymorph Screening.
Na-Luminolat Form Il und Form Il zeichnen sich durch einen massiven Uberlapp in
ihren Rontgenpulverdiffraktogrammen aus. Durch die Optimierung der Kristallisations-
bedingungen konnten beide Formen phasenrein hergestellt und strukturell charakterisiert
werden. Im Fall des Na-Luminolats fuhren fast identische Strukturen zu nahezu dek-
kungsgleichen Ergebnissen in verschiedenen Analysemethoden. Die Tendenz des ther-
modynamischen Rankings der beiden Formen aus DFT-D Rechnungen zur Energieopti-
mierung konnte anhand experimenteller Befunde zur I6sungsvermittelten Umwandlung
untermauert werden. Es konnte gezeigt werden, dass Form 111 thermodynamisch stabiler
als Form Il ist.

Diese Arbeit ist eine kumulative Dissertation. Die detaillierten Ergebnisse werden in den
angefligten Publikationen naher beschrieben.
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Summary

The present thesis deals with polymorphs of small organic molecules with widely known
application, their crystallization and characterization. The main focus was set on the mol-
ecules sodium benzoate (NaBz), luminol and the sodium salt of luminol (Na-luminolate).
NaBz is used as a preservative in food industry on a large scale. Luminol, being known
for its intense chemiluminescence reaction catalyzed by heavy metal cations is popular
for its application in forensic science to detect even small traces of blood. Due to its im-
munomodulatory effects the luminol sodium salt is applied as active pharmaceutical in-
gredient (API) to regulate an overshooting immune response caused by inflammatory and

infective processes.

In the NaBz system a multilevel transition of the semicrystalline commercial product to
the already known structure (Form 1) could be observed. Resulting from this recrystalli-
zation a hitherto unknown polymorph of NaBz could be structurally characterized apply-
ing electron diffraction and powder X-ray diffraction experiments. Both forms of NaBz
feature a kind of microphase separation. Usually being renowned for surfactants or block
copolymers this phenomenon could already be described for this system based on the
structure of the already known NaBz Form |. The amphiphilic character of benzoate and
a “coordination dilemma” observed for many salts with small cations and comparatively
large counterions with steric demands underlie this aspect. The common 6-fold coordina-
tion for sodium can only be reached by a high-grade sharing of corners and/or edges and
is consequently difficult to achieve even for bidentate ligands. Both forms of NaBz ex-
hibit a virtually hexagonal packing of micellar rods. Form Il differs from Form | by the
amount of NaBz moieties incorporated in the longer principal axis of these elliptical, mi-
cellar rods. The exothermic transformation of NaBz Form Il to Form I in the DSC exper-
iment as well as the results of DFT-D calculations for geometry optimization suggest an
enantiotropic phase relation and an elevated thermodynamic stability of NaBz Form 11 as

compared to Form 1 at 0 K.

In the luminol system an “unnoticed” polymorphism could be addressed by the structure

elucidation of an additional form. Commercial available luminol could be shown not to
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be in agreement with the already known structure. By optimizing the crystal growth con-
ditions the crystallinity of Form Il underlying the commercial product could be enhanced
to allow for a crystal structure solution. Both forms of luminol represent a rare example
of polytypism in purely organic compounds since the only difference between both forms
is the stacking of layers which are in other respects identical built up by amide-hydroxy-
imin-tautomer trimers of luminol. A solution mediated transition of Form Il (metastable
at room temperature) to Form | (thermodynamically stable at room temperature) could be
observed when investigating the thermodynamical relationship of both forms.

In the Na-luminolate system the importance of scrutiny going beyond a fingerprint com-
parison could be depicted as far as polymorph screening is concerned. By optimizing the
crystal growth conditions Forms Il and I11 of Na-luminolate could be crystallized phase-
pure and both crystal structures could be solved. Both forms exhibit a massive overlap of
the corresponding powder X-ray diffraction patterns. Furthermore, Form 11 and 111 of Na-
luminolate exhibit nearly identical results for different analytical methods due to shared
structural motifs. A tendency for the thermodynamic ranking of both forms derived from
DFT-D calculations for geometry optimization could be confirmed by experiments show-
ing a solution mediated transition. Therefore, Form Ill is thermodynamically more stable

than Form IlI.

This work is a cumulative dissertation describing the results explicitly in the attached

publications.
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1 Einleitung

Der Begriff ,,Festkorper bezeichnet Materie im festen Aggregatzustand. Wéhrend bei
den klassischen Aggregatzustianden ,,fliissig™ und ,,gasformig* Teilchen aufgrund gerin-
gerer Wechselwirkungen eine hohere Mobilitat aufweisen und somit nicht mehr ortsfest
sind, definiert sich ein Festkorper Gber Teilchen, welche nur wenig in Bewegung und
somit ortsfest sind. Es kdnnen verschiedene Wechselwirkungen zwischen den kleinsten
Teilchen bestehen. Die Art und Starke der Wechselwirkungen wird dabei durch den ato-
maren Aufbau bestimmt. Durch die, im Vergleich zu Flussigkeiten und Gasen, starke
Anziehung nehmen die Teilchen somit eng benachbarte Positionen ein.

Ist die Teilchenanordnung ahnlich ungeordnet wie in einer Flussigkeit, die Materie jedoch
formstabil, spricht man von einem ,,amorphen‘! Festkorper. Ein perfekt amorpher fester
Reinstoff ist somit isotrop?, besitzt statistische Homogenitat® und keinerlei dreidimensio-
nale Periodizitat.l! Der atomare Aufbau des Materials bildet keine geordnete Struktur,
sondern lediglich ein unregelméBiges Muster. Es kann innerhalb des Materials zu einer
Nahordnung kommen, jedoch nicht zu einer Fernordnung. Als Beispiele flir amorphe Ma-
terialien sind in erster Linie Silikat- sowie metallische Glaser, amorphe Thermoplaste
oder amorphes Silicium zu nennen.?! Im Gegensatz dazu bezeichnet man einen Reinstoff,
welcher anisotrop ist und translatorische Homogenitat, sowie dreidimensionale Periodi-
zitit aufweist, als , kristallin“.[l Zeichnet sich ein Festkdrper durch das Auftreten sowohl
kristalliner als auch amorpher Doménen aus wird er als ,.teilkristallin“ bezeichnet.[*%] Der
Ubergang zwischen kristallinem und teilkristallinem Zustand ist flieRend. Auf der Seite
des kristallinen Zustands fiihrt der Verlust der dreidimensionalen Periodizitt durch
Bruch der Translationssymmetrie, beispielsweise durch die Zunahme ausgedehnter De-
fekte in einem Realkristall hin zu einem teilkristallinen Material.[®!

Der Begriff ,,Polymorphie** ist aus unterschiedlichen Fachrichtungen wie Sprachwissen-

schaft, Informatik, Biologie, Genetik und Kristallographie bekannt. Eine bedeutende

L& (griech.) = un-; poper morphé (griech.) = Gestalt, Form; also etwa ,,ohne Gestalt*

2{c0c isos (griech.) = gleich; tpomog tropos (griech.) = Drehung, Richtung

% 6u6g homos (griech.) = gleich; yéveoig genesis (griech.) = Erzeugung, Geburt; also etwa: von gleicher
Beschaffenheit

4 oMb poly (griech.) = viel; poper; morphé (griech.) = Gestalt, Form; also etwa ,,Vielgestaltigkeit*
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Rolle spielt Polymorphie innerhalb der letzten beiden genannten Bereiche in der Life Sci-
ence Industrie. Einerseits kommt der Polymorphie von DNA-Sequenzen im Teilbereich
der Genetik ein groRes Interesse zu.[”°1 Andererseits kénnen viele organische und anor-
ganische Festkorper bei gleicher chemischer Zusammensetzung in verschiedenen Kri-
stallstrukturen mit einer unterschiedlichen Anordnung der allgemeinen Struktureinheiten
(Atome, lonen, Molekiile, ...) vorliegen.’® Neben dem Auftreten bei Pigmenten**131,
Pflanzenschutzmitteln™* %! und nicht linear-optischen Materialien 26181 ist Polymorphie
ein weitverbreitetes Phanomen bei pharmazeutischen Wirkstoffen[*!, welche hauptséch-
lich (ca. 90%) auf kleinen organische Molekilen mit einem Molekulargewicht unter 600
g mol™ basieren.[?®! Aus der Literatur sind Schatzwerte von 32-51% zur allgemeinen Ver-
breitung von Polymorphie bei kleinen organischen Molekiilen bekannt.[2°2% Fir Wirk-
stoffe liegt das Auftreten von Polymorphie sogar bei 80%.221 Die Anzahl polymorpher
Systeme welche uber eine Kristallstruktur belegt sind, ist in einschlagigen Datenbanken

wie der Cambridge Structural Database (CSD) jedoch deutlich geringer.

Die Polymorphie pharmazeutischer Wirkstoffe hat weitreichende Einflusse und somit zu
einer rapiden Zunahme des Interesses an der Disziplin des ,,Polymorph Screening® in der
Life Science Industrie gefihrt. [:°23-271 Zum einen konnen sich unterschiedliche physiko-
chemische Eigenschaften polymorpher Formen eines APIs in einer verénderten Stabilitat,
Verarbeitbarkeit und/oder Bioverfiigbarkeit auf3ern. Aus medizinischer Sicht kann das
Auftreten von Polymorphie somit fatale Konsequenzen nach sich ziehen. 28-2% zuym an-
deren bezieht sich die Erteilung eines Patentschutzes in der Regel auf eine bestimmte
Kristallstruktur. Somit ist das Wissen tber alle mdglichen metastabilen Polymorphe und
das thermodynamisch stabile Polymorph sowie deren thermodynamische Beziehung un-
tereinander vor der Einreichung eines Patentes essentiell. Somit liegt das Hauptaugen-
merk zudem auf der Entwicklung von Kristallisationsmethoden, die eine phasenreine
Herstellung einzelner Polymorphe erlauben, um im nachsten Schritt eine strukturelle und

analytische Charakterisierung zu ermoglichen.

Die Aufgabenstellung dieser Arbeit umfasste die Untersuchung der Kristallisation und
das Polymorph Screening einfacher organischer Substanzen (Natriumbenzoat, Luminol,

Na-Luminolat) mit etablierten Anwendungen.



Einleitung

1.1 Polymorphie molekularer Festkorper

Ergénzend zu der Einteilung von Festkorpern in kristalline, teilkristalline und amorphe
Phasen kann die kristalline Phase gemal der jeweiligen Zusammensetzung weiter in ver-
schiedene Varianten unterteilt werden (Abb. 1.1). Sowohl in diesen Varianten als auch in
amorphen Phasen kann es zur Bildung von Polymorphen kommen. Die Griinde fir das
Auftreten von Polymorphie, sowie dessen Konsequenzen, sollen im Folgenden betrachtet

werden.

Festkorper

langreichweitige Ordnung I kurzreichweitige Ordnung

kristalline Phase teilkristalline Phase amorphe Phase

ein mehrere
Bestandteil Bestandteile
ionisch nicht ionisch

Polymorph | |
Salz +  molekulare Addukte

|
| |

Solvate / Hydrate Co-Kristalle

Abb. 1.1 Uberblick uiber Festkdrpervarianten, eingeteilt nach moglichen Phasen und Zusammensetzungen.

1.1.1 Begriffe

Polymorphie. Im Rahmen der Festkdrperchemie fand der Begriff der Polymorphie erst-
mals 1822 Anwendung. 1832 wurde das Auftreten von Polymorphie erstmals bei ei-
nem organischen molekularen Festkdrper beobachtet.*2] Das Phanomen der Polymorphie
in der Festkdrperchemie beschreibt das Auftreten von mindestens zwei kristallinen Pha-
sen einer Verbindung. Wie bereits erwéhnt, &ndert sich bei gleicher chemischer Zusam-
mensetzung lediglich die Anordnung der jeweiligen Struktureinheiten.!® Werden ele-
mentare Festkorper betrachtet, spricht man beim Auftreten verschiedener Zustandsfor-
men von Allotropie®.®¥l Fiir molekulare Festkorper und deren Varianten zeigt Abb. 1.2
eine schematische Darstellung zweier Anordnungsmaglichkeiten von Struktureinheiten

auf zweidimensionaler Ebene. Eine besondere Form von Polymorphie, bei der sich

5 6\hwg allos (griech.) = anders; tpomoc tropos (griech.) = Art, Weise
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Polymorphe Salze Solvate Co-Kristalle Amorphe Phasen

Polymorph |
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4] 4| <
3131
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3131
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-~

Polymorph Il

VIR AR AU

L)
® ¢ ¢ seeee

*
¥ ¢ ¢ o600

molekularer Festkérper ‘@ Salzform des Festkorpers 4. Solvensmolekil W Co-Kristall-Bildner

Abb. 1.2 Schematische Darstellung von Polymorphen in jeweiligen Festkdrpervarianten.

Formen einer Verbindung lediglich in der Abfolge und Orientierung schichtartiger Struk-
tureinheiten, nicht jedoch in deren Aufbau und Zusammensetzung unterscheiden, wird
als Polytypie® bezeichnet.*4 Hauptséchlich anorganische Verbindungen, wie SiC, ZnS
und Cdl, sind fiir das Auftreten polytyper Formen bekannt.31 Bei réntgenographisch
amorphen Phasen bezeichnet man das Auftreten von Polymorphie als Polyamorphie. 3!
Hierbei kommt es aufgrund von unterschiedlichen lokalen Strukturen (Abb. 1.2) zur Aus-
bildung amorpher Phasen mit unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften, wie bei-

spielsweise unterschiedlicher Dichte.["-3]

Salz. Definitionsgemal ist ein Salz eine chemische Verbindung aus Kationen und Anio-
nen.*! Die Darstellung eines anorganischen oder organischen molekularen Salzes setzt
das Vorhandensein einer entsprechenden protonierbaren bzw. deprotonierbaren funktio-
nellen Gruppe in einem Molekiil voraus. Unter Verwendung der entsprechenden S&ure
bzw. Base kann sodann die Umsetzung zum Salz erfolgen. Da Salze meist polarer sind
als die urspringlichen ungeladenen Stoffe und dementsprechend eine hohere Wasserlos-
lichkeit und Bioverfiigbarkeit aufweisen, sind sie eine populdre Wahl fiir pharmazeuti-
sche Wirkstoffe. Rund die Hélfte aller APIs werden als Salz vermarktet.[]

Solvat / Hydrat. Als Solvat (gelegentlich auch Pseudopolymorphl*>-#4) werden Verbin-
dungen bezeichnet, in denen Solvensmolekiile im stdchiometrischen oder nicht-stdchio-

metrischen Verhaltnis in das Kristallgitter eingebaut sind.[*5-41 Handelt es sich bei dem

® polys (griech.) = viel; typos (griech.) = Schlag, Geprage
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eingebundenen Losungsmittelmolekil um Wasser, wird die Verbindung als Hydrat be-

zeichnet.

Co-Kristall. Die exakte Definition des Begriffs ,,Co-Kristall“ ist weiterhin umstritten.[*®
511 Allgemein anerkannt ist die Beschreibung als einphasiger kristalliner Feststoff, wel-
cher aus zwei oder mehr unterschiedlichen molekularen und/oder ionischen Komponen-
ten in stochiometrischem Verhaltnis zusammengesetzt ist und kein Solvat oder einfaches
Salz darstellt.’? Im Gegensatz zu einem Solvensmolekiil bei Solvaten wird bei Co-Kri-
stallen also eine nicht fliichtige, neutrale Komponente eingebunden. Co-Kristalle finden
ebenfalls Anwendung als Arzneistoffe, da die Veranderung der Struktur und Zusammen-
setzung eines API die Bioverfiigbarkeit stark beeinflussen kann.%®1 Der Grundgedanke ist
es, die Bioverfuigbarkeit zu steigern und im Idealfall ein komplementares Wirkungs-
spektrum aufgrund der spezifischen Eigenschaften jeder einzelnen Komponente eines

Co-Kristalls zu erreichen.

1.1.2 Ursachen fur Polymorphie

Das Auftreten von Polymorphie einer Verbindung kann sowohl auf interne wie auch auf

externe Einflusse zurlickgefiihrt werden.

Innerhalb eines kristallinen molekularen Festkorpers herrschen sowohl intra- (kovalent,
ionisch) als auch intermolekulare Wechselwirkungskrafte (ionisch, Wasserstoffbriicken,
Dipol-Dipol). Ein einzelnes Molekil kann je nach auftretenden Freiheitsgraden unter-
schiedliche Konformationen annehmen, welche mehr oder weniger energetisch guinstig
sein kénnen. Tritt Polymorphie aufgrund der Existenz verschiedener Konformere eines
Molekiils auf, so spricht man von ,,conformational polymorphism®.>* Andererseits wird
das Zustandekommen von Polymorphen aufgrund der Anordnung von Molekilen im Kri-
stall in verschiedenen energetisch dhnlichen Packungsmotiven als ,,packing polymor-

phism* bezeichnet.[5>%

Neben den internen, molekularen Wechselwirkungen spielen auch duf3ere Einflusse eine
Rolle bei der Bildung von Polymorphen. Abgesehen von der klassischen Keimbildungs-
theorie, auf welche im Verlauf des néchsten Kapitels noch genauer eingegangen wird,
haben verschiedenste Bedingungen wéahrend der Kristallisation einen strukturdirigieren-

den Effekt. So kann beispielsweise die Polaritat des Losungsmittels, aus dem kristallisiert
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wird, die Kristallpackung beeinflussen.[”-5% Entsprechende Verunreinigungen oder Ad-
ditive kénnen die Ausbildung eines gewissen Strukturmotivs hemmen und das Kristall-
wachstum einer metastabilen Form begiinstigen!®61 Selbst vergleichsweise einfache
Veranderungen der Kristallisationsbedingungen, wie die Anderung der Reaktionstempe-
ratur oder der Ruhrgeschwindigkeit eines experimentellen Ansatzes konnen zur Keimbil-

dung und Kiristallisation einer polymorphen Form fiihren.

1.1.3 Konsequenzen von Polymorphie

Wahrend polymorphe Formen einer Verbindung mit Analysemethoden, welche aus-
schlieflich eine Sensitivitat fur die chemische Zusammensetzung aufweisen (z.B. Ele-
mentaranalyse) nicht greifbar sind, unterscheiden sie sich doch aufgrund der vorliegenden
inter- und intramolekularen Wechselwirkungen in ihrer thermodynamischen Stabilitat
und ihren physikochemischen Eigenschaften (chemische Stabilitat, Hygroskopie, Los-
lichkeit, Schmelzpunkt, Dichte, rheologische Eigenschaften, etc.). Der Unterschied dieser
genannten Eigenschaften spielt vor allem bei der Entwicklung und Patentierung eines
pharmazeutischen Wirkstoffs eine bedeutende und kritische Rolle.[?82% Die Haltbarkeits-
dauer eines API ist von zentraler Bedeutung fir seine Zulassung, da die Stabilitat tber
den gesamten angegebenen Zeitraum der Haltbarkeit gegeben sein muss. Ferner muss die
Stabilitat gegen Umwelteinflisse wie Licht, Temperatur, Druck, Luftfeuchte, etc. ge-
wahrleistet sein. Auch die Verarbeitbarkeit des API bei der Produktion hangt grundlegend
von den genannten Parametern ab. Das Aufmahlen eines festen Wirkstoffs zur Homoge-
nisierung der PartikelgréRenverteilung ist nur maglich, sofern dieser tribochemisch stabil
ist. Die Konstanz der Rieselfahigkeit, Schitt- und Stampfdichte ist nur gegeben, sofern
die Morphologie, Partikelgrofle und Oberflachenbeschaffenheit unverandert bleiben.
Nicht zuletzt spielt die Bioverfugbarkeit, welche vor allem durch die Lésungsgeschwin-
digkeit, Loslichkeit, Partikelform und —gréRenverteilung bestimmt wird, eine zentrale
Rolle bei der Entwicklung eines API. Aus patentrechtlicher Sicht lassen sich Polymorphe
gemaR der drei Kriterien Neuheit, Nutzen und erfinderische Tiefel'*%2] patentieren, sofern
sie einen signifikanten Vorteil haben. Sowohl mit dem thermodynamisch stabilen, als
auch moglichen metastabilen Polymorphen eines Wirkstoffs, kann im Hinblick auf Neu-
heit und Nutzen argumentiert werden. Ein thermodynamisch stabiles Polymorph ist un-

empfindlich gegen Umwandlungserscheinungen und bietet damit in puncto Stabilitat
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Vorteile. Bei einer moglichen geringeren Loslichkeit der thermodynamisch stabilen Form
kann im Hinblick auf eine Verzdgerung oder langer anhaltenden Freisetzung des Wirk-
stoffes mit einem Vorteil argumentiert werden. Metastabile Polymorphe zeigen zumeist
eine hohere Loslichkeit und damit eine grofiere und schnellere Bioverfligbarkeit. Proble-
matisch ist fur gewdhnlich der Punkt der erfinderischen Tiefe, wobei hier auf die gezielte
Kristallisation eines jeweiligen Polymorphs verwiesen werden kann und dass diese (bis-

her) alles andere als trivial ist.
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1.2 Thermodynamik der Polymorphie

In diesem Abschnitt sollen thermodynamische Aspekte der Polymorphie genauer betrach-
tet werden. Zuné&chst wird anhand der klassischen Keimbildungstheorie in einer Ubersét-
tigten Losung auf die Theorie der Kristallisation eingegangen. Im zweiten Teil werden

die relative Stabilitat und die thermodynamische Beziehung von Polymorphen behandelt.

1.2.1 Keimbildung und Kristallwachstum

Der Prozess der Kristallisation kann in Keimbildung und Kristallwachstum eingeteilt

werden.

Klassische Keimbildungstheorie. Der Prozess der Keimbildung (Nukleation) ist sehr
komplex und daher noch nicht vollstandig verstanden. Er stellt den ersten Schritt der Kri-
stallisation eines Festkorpers dar, bei dem sich entscheidet, welches Polymorph gebildet
wird.[8264 Erste Keime, welche sich in einer iiberséttigten Lésung bilden, kdnnen weiter-
hin als Kerne fiir eine weitere Kristallisation dienen. Man unterscheidet somit zwischen
Primar- und Sekundérnukleation, wobei sich bei der primédren Keimbildung im Gegensatz
zur sekundaren bei Kristallisationsbeginn keinerlei Kristalle eines anderen Polymorphs
in der Losung befinden. Zusétzlich kann die primére Keimbildung in homogene und he-
terogene Keimbildung unterteilt werden. Eine homogene Nukleation erfolgt spontan aus
Losung. Da eine heterogene Nukleation an Oberflachen oder an Fremdpartikeln stattfin-
det, welche in der Losung enthalten sind, ist auch eine sekunddre Keimbildung immer

heterogen.

Betrachtet man die homogene Keimbildung in einer Losung, so muss zunéchst die Keim-
bildungsbarriere Uberwunden werden (beispielsweise in einer entsprechend Uberséttigten
Losung). Verantwortlich fiir die Kristallisation aus Losung ist die Enthalpiedifferenz AG

zwischen Gbersattigter und gesattigter Lésung. 6%

AG = Ggeséittigt - Giiberséttigt = —RT Ino = —RT lnw (1.1)

Cgesittigt

Das Verhaltnis der Konzentration von tbersattigter und gesattigter Losung wird als Uber-
sattigungsfaktor o bezeichnet. Dieser ist ausschlaggebend fir die Nukleation. Einerseits
wird hier ein Energiebetrag aufgrund der Differenz zwischen VVolumenenergie des Kri-

stalls und der Losung frei. Andererseits jedoch nimmt aufgrund der Bildung einer neuen
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Oberflache die freie Enthalpie zu. Unter Annahme des Kristallkeims als Kugel ergibt sich

die Gesamtanderung der freien Enthalpie bei der Nukleation mit der neugebildeten Ober-

flache eines Keims 0, = 4mr? und der freigesetzten Volumenenergie ;’—".[19]
m

kaTan_I_ Oy = _47tr3RTlno+4n_r2y (1.2)
Vim 3Vm

AGkeim = —

mit vk = Volumen des Keims; Vi = Molvolumen im Keim; y = Oberflachenspannung; r =

GrofRle des Kristallkeims.

Bei der Betrachtung des Verlaufs der freien Enthalpie der Keimbildung zweier Polymor-
phe fallt die jeweilige Analogie zu einer chemischen Reaktion auf (Abb. 1.3). Entspre-
chend ist der Keimbildungsprozess vergleichbar mit einer Art Aktivierungsenergie. Die
kritische Keimgrolie re, welche sich fur das jeweilige Polymorph aus der Lage des Maxi-
mums der Kurve ermitteln lasst, markiert den Ubergangszustand bei dessen Uberschrei-
tung die Kristallisation freiwillig ablauft.

= 2Vm (1.3)

‘r' =
¢ RTIno

Somit liegt das Maximum fur metastabile Phasen bei groReren kritischen Keimen.

Keimbildungsarbeit oder Keimbildungsbarriere bezeichnet den Betrag der freien Enthal-

pie des kritischen Keims.

AGkeim
Thermodynamische Kontrolle § Kinetische Kontrolle
AGkeim, 1 A
AGiemn
re < P r.
Fe1 e
Form Il
metastabil
Form |
thermodynamisch
stabil

Abb. 1.3 Verlauf der freien Enthalpie bei der Nukleation eines thermodynamisch stabilen (griin) und eines
metastabilen Polymorphs (blau)
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AG;eim = adl = @ (1-4)

Te 2

Es zeigt sich somit, dass fir die stabilere Modifikation eine hohere Keimbildungsbarriere

Uberwunden werden muss.

Ostwaldsche Stufenregel .[®®! Die Ostwaldsche Stufenregel wurde 1897 durch Wilhelm
Ostwald aufgestellt und besagt:

,,,,,, dass beim Verlassen irgend eines Zustandes und dem Ubergang in einen stabileren
nicht der unter den vorhandenen Verhaltnissen stabilste aufgesucht wird, sondern der

ndchstliegende. “

Sie steht damit in direktem Zusammenhang mit der klassischen Keimbildungstheorie. Ein
chemisches System welches in mehreren Energiezustanden vorkommt, wiirde stufen-
weise in energiedrmere Zustande Ubergehen. Da bei der Nukleation der jeweilig thermo-
dynamisch stabileren Form eine immer héhere Keimbildungsbarriere tberwunden wer-
den muss, wirde in einem System bei Abkiihlung die metastabilste Phase zuerst nukleie-
ren, dann nacheinander die jeweils thermodynamisch stabileren Phasen.

Eine universelle Anwendbarkeit der Regel ist nicht gegeben. Es zeigt sich, dass in der
Regel solche Zwischenstufen gebildet werden, welche auch strukturell naheliegend sind.
Unter Umstanden werden Zwischenstufen auch vollstandig Gbersprungen und es bildet
sich die stabilste Form.[1 Ein Faktor, welcher Einfluss auf die Bildung von energetischen
Zwischenstufen hat, ist vor allem die Kristallwachstumsgeschwindigkeit der entsprechen-

den Form.

Kristallwachstum. Der zweite Schritt in der Kristallisation ist das Kristallwachstum
nach der Keimbildung. Hierbei vergroRert der Kristallkeim seine Dimension durch Anla-
gerung weiterer Struktureinheiten in aufeinanderfolgenden Schichten.!®! Dabei nimmt mit
fortschreitendem Wachstum die GroRe von langsam wachsenden Flachen immer weiter
zu und die GroRe schnell wachsender Flachen immer weiter ab.[%! Zudem weisen Keime
mit anisotroper Form in der Regel auch unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeiten
auf, wodurch sich die Ausbildung einer individuellen Morphologie begriindet. Die

Wachstumsgeschwindigkeit wird durch zahlreiche physische Faktoren wie Temperatur,
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Druck, Oberflachenspannung der Losung, relative Geschwindigkeit des Kristalls in der

Lésung usw. bestimmt. [

1.2.2 Stabilitat und Umwandlung

Die Stabilitat einzelner Polymorphe, sowie mdgliche auftretende Umwandlungsprozesse
und die Phasenbeziehung zwischen Polymorphen stellen aus experimenteller Sicht wich-

tige Kenngrolen dar.

Relative Stabilitat. Bei bestimmten experimentellen Bedingungen (Temperatur, Druck)
besitzt ein Polymorph eine gewisse relative Stabilitat. Diese hangt von der Gibbs‘schen
freien Enthalpie G des Polymorphs ab. Das thermodynamisch stabile Polymorph bei den
gegebenen Bedingungen weist die niedrigste freie Enthalpie auf.'*?%1 Ebenso sind die
unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften jeweiliger Polymorphe auf ihre un-

terschiedlichen freien Enthalpien zurtickzufthren.

Phasenbeziehung: Enantiotrop und Monotrop

Jegliche zwei Polymorphe konnen entweder monotrop (einseitig umwandelbar) oder
enantiotrop (wechselseitig ineinander umwandelbar) zueinander sein. Abb. 1.4 zeigt den
Verlauf der freien Enthalpien G, Gii zweier Polymorphe und deren Schmelze G in Ab-
hangigkeit der Temperatur bei konstantem Druck. Eine monotrope Phasenbeziehung ent-

steht, wenn eine der beiden Formen (Form 1) tiber den gesamten Temperaturbereich bis

LY 2 A

% Monotropie % Enantiotropie
c =

w fm

—

G G
G\l GII
Gn Gm

> >

Tt T T:. Temperatur [K] T. T Twmu Temperatur [K]

Form | Schmelze Form | Form Il Schmelze
stabil stabil stabil stabil stabil

(=]
o

Abb. 1.4 Energie-Temperatur-Diagramm eines monotropen und eines enantiotropen Systems.
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zum Schmelzpunkt stabil ist. In einem enantiotropen System liegt die Ubergangstempe-
ratur Ty, an welcher die freie Enthalpie beider Polymorphe gleich ist unterhalb der
Schmelztemperatur (Tm,1, Tmn) beider Formen. Folglich ist in einem enantiotropen Sy-
stem eine Form (I) unterhalb dieses Ubergangspunktes stabil, die andere (Form I1) ober-
halb. Somit kann hier die bei Raumtemperatur metastabile Form Il durch das Aufheizen
der stabilen Form | Giber T; erhalten werden. In einem monotropen System kann die bei
Raumtemperatur stabile Form | durch das Tempern der metastabilen Form Il bei jeglicher
Temperatur erhalten werden. Ausgehend von der stabilen Form | ist es jedoch unmdglich
die metastabile Form Il durch thermische Aktivierung zu erhalten. Zu beachten ist jedoch,

dass sich die jeweilige Phasenbeziehung auf einen bestimmten Druck bezieht.

Eine Abschatzung der relativen Stabilitdt und thermodynamischen Beziehung eines
dimorphen Systems lassen die ,,thermodynamischen Regeln“ zu, welche auf Burger und
Ramberger zurtickzufiihren sind. An dieser Stelle sei auf die entsprechende Literatur ver-

wiesen.[273]

16



Einleitung

1.3 Polymorph Screening

Das Wissen um polymorphe Formen eines Stoffes und deren thermodynamische Zusam-
menhange ist, wie bereits beschrieben, essentiell. Gerade in der pharmazeutischen Indu-
strie wird im Hinblick auf die Patentierung eines APIs eine mdglichst vollstandige Cha-
rakterisierung des jeweiligen Systems angestrebt. Bei der Durchflihrung eines Polymorph

Screenings sind daher mehrere Fragen von zentraler Bedeutung:

¢ Warum kommt es zur Bildung von polymorphen Formen eines Feststoffs?

¢+ Wie kann man polymorphe Formen verlésslich und reproduzierbar kristallisieren?
¢+ Wie kénnen polymorphe Formen charakterisiert werden?

« Wie kann die relative thermodynamische Stabilitat zwischen Polymorphen be-

stimmt werden?

Die erste und letzte Frage sind wiederum eng mit der Thermodynamik der Polymorphie
verbunden und wurden somit bereits im vorangegangen Kapitel beleuchtet. Zur Behand-
lung der Gibrigen beiden Fragestellungen soll im Folgenden auf die praktischen Methoden

zur Kristallisation und Charakterisierung von Polymorphen eingegangen werden.

1.3.1 Kiristallisationsmethoden

Die erfolgreiche Darstellung einer polymorphen Form hangt im Wesentlichen von der
erfolgreichen Kontrolle und Einstellung der Kristallisationsbedingungen ab. Dem Gedan-
ken eines eingehenden Polymorph Screenings zur méglichst vollstandigen Charakterisie-
rung der auftretenden Formen in einem System steht zumeist der Zeit- und Geldaufwand
entgegen, gerade wéhrend der friihen Entwicklungsphasen eines moglichen pharmazeu-
tischen Wirkstoffs. Nichtsdestoweniger sind zur erfolgreichen Kontrolle des Kristallisa-
tionsprozesses in Richtung eines gewiinschten Polymorphs inzwischen eine Vielzahl an
Kristallisationsmethoden bekannt, welche nachfolgend mit entsprechenden Verweisen

genannt werden sollen.[#!

< Kiristallisation aus einer/m Lésung(sgemisch) / High Throughput Screening(’™7®!
% Kristallisation aus der Schmelzel’""®!
% Kristallisation aus einer tberkritischen Flussigkeitl’>]

« Seeding / Pseudoseeding!®-83!

17



Einleitung

% Thermische Aktivierung eines festen Substrats[®4

% Mechanische Aktivierung eines festen Substrats(®>l

% Losungsvermittelte Umwandlung von Polymorphen (slurry conversion)®”
< Festphasenumwandlung von Polymorphen (solid-state conversion)#°%0

< Bedampfung bei niedrigen oder hohen Luftfeuchten®*%!

< Bedampfung mit organischen Komponenten®?!

« Desolvatisierung/Dehydratisierung eines Solvats/Hydrats[®%%4

% Kristallisation in eingeengten (nano-confined) Strukturen(®>%!

< Gezielte Kristallisation auf molekularen Substraten(®’-%°l

< Kristallisation unter Einsatz maRgeschneiderter Additivel8%100-103]

% Laserinduzierte Kristallisation!10410]

Jede der aufgefuhrten Methoden fir sich hat gewisse Vorteile im Hinblick auf das ge-

wiinschte Ziel der Kristallisation. Herausgestellt seien an dieser Stelle drei Beispiele.

Die Kristallisation aus Ldsung(sgemischen) stellt einen vergleichsweise wenig aufwen-
digen Standard fur ein Polymorph Screening dar, indem ein Feststoff durch Abkuhlung,
Verdunstung/Verdampfung einer Lésung oder der Zugabe von Antisolvent zu einer Lo-
sung kristallisiert wird. In Verbindung mit einem High Throughput Screening kénnen
tausende von Kristallisationsexperimenten durchgefiihrt werden, mit einer jeweiligen Va-

riation fur Parameter, welche die Kristallisation beeinflussen.

Seeding (,,Impfung*) wiederum erleichtert die Kristallisation durch heterogene oder se-
kundére Keimbildung. Zum Einsatz kommen hier einerseits Impfkristalle der gewiinsch-
ten Form oder Pseudo-Impfkristalle (pseudo-seeds) welche isostrukturell zur gewiinsch-
ten Form sind. Letztere werden verwendet, sofern die eigentlich gewiinschte Form nicht
verfiigbar ist.1% Kristallisation durch Impfung mit der gewiinschten Form wird aufgrund
der Reproduzierbarkeit allgemein in der industriellen Kristallisation zur Kontrolle der

Polymorphie eines Feststoffs eingesetzt.

Die lésungsvermittelte Umwandlung von Polymorphen (slurry conversion) ebenso wie
die Festphasenumwandlung von Polymorphen oder thermische Aktivierung fester Sub-
strate sind in vielerlei Hinsicht interessante Methoden. Einerseits bieten sie eine préapara-

tiv wenig aufwendige Moglichkeit des Zugangs zu einem entsprechenden Polymorph.
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Bei der slurry conversion fallt im Normalfall schnell und verlésslich das jeweilig stabile
Polymorph tber einen Auflésungs- und Rekristallisationsprozess an. Somit dient diese
Methode andererseits ebenfalls zur Einschatzung der relativen Stabilitaten jeweiliger Po-
lymorphe. Die thermische Aktivierung fester Substrate wiederrum baut auf der monotro-
pen oder enantiotropen Phasenbeziehung von Polymorphen auf, welche bereits im voran-

gegangen Kapitel behandelt wurde.

1.3.2 Charakterisierungsmethoden

Neben der Kontrolle der Polymorphie durch den entsprechenden Umgang mit experimen-
tellen Parametern gewahren Analysemethoden fiir Festkorper Einblicke in den Reakti-
onsverlauf (On-line Monitoring), die Mikro- und Makrostruktur der Kkristallinen

Feststoffe, sowie deren thermodynamische Beziehung.

In erster Linie muss die Rontgenpulverdiffraktometrie als Technologie zur Analyse von
Polymorphen genannt werden. Die Anwendung dieser Methode reicht von der schnellen
Charakterisierung bei einem High Throuphput Screening bis zur quantitativen Analyse
von Gemischen jeweiliger Polymorphe. Der letzte Punkt setzt die Kenntnis tber die Kri-
stallstruktur der einzelnen enthaltenen Formen oder zumindest das VVorhandensein von
Diffraktogrammen der Reinformen voraus. Hier stellt die Rontgeneinkristalldiffraktome-
trie eine verlassliche und geradlinige Methode zur Bestimmung der Kristallstruktur eines
Stoffes dar.*%] Aus der so bestimmten Struktur kann wieder das entsprechende Pulver-
diffraktogramm berechnet werden. Leider ist es meist sehr schwierig ausreichend grof3e
Kristalle fur eine Rdntgeneinkristallanalyse zu generieren, wodurch die Pulverdiffrakto-
metrie zur Kristallstrukturanalyse wiederum in den Vordergrund tritt. Durch die Weiter-
entwicklung technischen Equipments, wie entsprechender Detektoren, konnte die Daten-
qualitat in den letzten Jahren enorm gesteigert werden. Auch die Zunahme der Rechen-
leistung von Computern spielt eine entscheidende Rolle, da je nach Komplexitat der be-
trachteten Struktur die einzelnen Schritte einer Kristallstrukturanalyse rechenintensiv
ausfallen kénnen. Dies gewahrleistet heutzutage die Strukturaufkldrung in ,,nicht trivia-
len* Féllen auch an Labordiffraktometern, wie ebenfalls in dieser Arbeit gezeigt werden
konnte. Auf den genauen Vorgang der Strukturlésung mittels Pulverdaten von der Indi-

zierung bis zur Strukturverfeinerung mittels der Rietveld-Methode soll an dieser Stelle
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nicht genauer eingegangen werden. Es sei jedoch auf die einschldgige Literatur verwie-
sen [108-112]

Die Festkorper-Kernspinresonanzspektroskopie (Festkdrper-NMR) ldsst Aussagen zur
Struktur und Dynamik von Molekulen durch die Untersuchung der elektronischen Um-
gebung einzelner Atome und deren Wechselwirkungen mit benachbarten Atomen zu.
Festkorper-NMR und Rontgendiffraktometrie stellen somit komplementére Methoden
zur Strukturanalyse polykristalliner Pulver dar. Anders als bei der Rontgendiffraktome-
trie sind mittels Festkdrper-NMR allerdings auch Informationen tber Festkorper mit feh-

lender langreichweitiger Ordnung (amorphe Stoffe, Glaser) zuganglich.

Die Molekularspektroskopie (FTIR und FT-Raman) findet sowohl Anwendung beim On-
line Monitoring zur Verfolgung des Konzentrationsverlaufs einzelner Substanzen wah-
rend der Reaktion, wie auch zur Charakterisierung molekularer Wechselwirkungen in den

Reaktionsprodukten.

Die Thermoanalyse lasst Gber dynamische Differenzkalorimetrie (DSC) Aussagen ber
mogliche Umwandlungserscheinungen und zur entsprechenden thermodynamischen Be-
ziehung von Polymorphen eines Feststoffes zu. Die Thermogravimetrie (TG) lasst Riick-
schlusse auf die Existenz und die thermische Stabilitat méglicher Solvate/Hydrate, sowie
die Starke der Wechselwirkung innerhalb der Struktur zu. Die Quantifizierung des Mas-
senverlusts bei Austritt des eingebauten Solvens aus der Struktur kann zudem zur Bestim-

mung der Stochiometrie genutzt werden.
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1.4 Untersuchte Systeme

In dieser Arbeit wurde die Polymorphie dreier molekularer Verbindungen mit einer brei-
ten Offentlichen Anwendung bzw. von steigendem Interesse aufgrund pharmazeutischer
Anwendbarkeit untersucht. Natriumbenzoat (NaBz) ist neben pharmazeutischen Anwen-
dungen vor allem als Konservierungsmittel E211 aus der Lebensmittelindustrie be-
kannt.’'3] Luminol ist durch das Phdnomen seiner Chemilumineszenz, der Emission von
elektromagnetischer Strahlung im Bereich des ultravioletten und sichtbaren Lichts, her-
vorgerufen durch eine chemische Reaktion, bekannt.[**4 Das Natriumsalz des Luminols
gewinnt aufgrund seiner immunomodulatorischen, entzindungshemmenden Eigenschaf-

ten zunehmend Interesse als API.

1.4.1 Natriumbenzoat

Trotz einer Produktionskapazitit von 100 kT pro Jahr[''® plieb die Kristallstruktur von
NaBz lange unaufgeklart. Technisch hergestelltes NaBz (aus Losung kristallisiert) zeich-
net sich in Rontgenpulverdiffraktogrammen durch wenige, sehr breite Reflexe aus. Dies
legt nahe, dass es sich hierbei um eine teilkristalline Struktur handelt, welche ein nieder-
dimensionales Strukturmotiv mit einer Nahordnung in Kombination mit einer Fernord-
nung in nur einer Dimension aufweist. Eine ndhere Charakterisierung dieser Struktur
blieb bisher aufgrund dieser niederdimensionalen Baueinheiten, welche untereinander
fehlgeordnet gepackt zu sein scheinen, erfolglos. 2005 konnten von van Deun et al. in
einem DSC Thermogramm fiir NaBz unter Heliumstrom endotherme Phasentibergange
beobachtet werden.[**®! Diese wurden dem Ubergang von einer kristallinen in eine smek-
tisch A fliissigkristalline Phase (bei 431 °C) und dem Ubergang zur Schmelze (bei
451 °C) zugeordnet. Von Butterhof et al. konnte gezeigt werden, dass sich in dem fehl-
geordneten Material durch Temperaturerh6hung eine Kristallisation induzieren
lasst.*171181 | angzeitiges Tempern bei 420 °C (unterhalb der Zersetzungstemperatur an
Luft) flhrte zur Ausbildung von Einkristallen anhand derer die Kristallstruktur bestimmt
werden konnte. Die erhaltene Struktur bietet eine Erklarung fur das Auftreten des teilkri-
stallinen Zustands im technischen Produkt von NaBz. Wie bei vielen pharmazeutischen
Wirkstoffen kommt es auch bei NaBz zu einem koordinativen Dilemma. Wéhrend bei
Co-Kiristallen der Alkali-Metallsalze der Benzoesaure (Li-, Na-, KBz) durch die Einbin-

dung des neutralen Co-Liganden Benzoesdure die Mdglichkeit entsteht, den sterischen
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Anspruch des an die Carboxylgruppe gebundenen organischen Rests durch eine Erho-
hung der Stochiometrie auszugleichen, kann unter Beriicksichtigung der 1:1 Stéchiome-
trie das koordinative Bedirfnis des Kations im Fall des reinen NaBz nur durch eine Art
Mikrophasensegregation geldst werden.[8121 Der amphiphile Charakter des Benzoat
Molekiils tragt hier zu einer Separation der hydrophilen und hydrophoben Teilstrukturen
bei. Die beobachtete Packung besteht aus stark verzerrt hexagonal angeordneten, ellipti-
schen, micellartigen Béndern. Diese weisen einen Kern aus Natrium-lonen auf, welche

uber die Sauerstoffatome der Carboxylgruppe finf- und sechsfach koordiniert sind.

1.4.2 Luminol

Die ausgepragte Chemilumineszenz des Molekils 5-Amino-2,3-dihydrophthalazin-1,4-
dion (auch 3-Aminophthalhydrazid) brachte ihm den Trivialnamen ,,Luminol* ein. Wah-
rend die erste dokumentierte Synthese von Schmitz 1902 durchgefuhrt wurde, fand der
Begriff ,,Luminol* zum ersten Mal 1934 durch Huntress et al. Verwendung.[?2124l Dije
Chemiluminszenz-Reaktion des Luminols, bei welcher Schwermetalle als Katalysator zur
Oxidation des Luminols mit einem entsprechenden Oxidationsmittel (zumeist Wasser-
stoffperoxide oder Hydroxylionen) verwendet werden, findet Anwendung in der bioche-
mischen und medizinischen Analytik.[?%1 Populdr geworden ist Luminol fiir seinen Ein-
satz in der Kriminalistik zum Nachweis selbst geringster Mengen von Blut anhand der
vom Eisen im Hidmoglobin ausgeldsten Chemilumineszenz.[*?®! Trotz der regen Anwen-
dung wurde eine Kiristallstruktur erst 1992 durch Paradies anhand von Rontgeneinkri-

stalldiffraktometrie beschrieben.[1?]

1.4.3 Natriumluminolat

Durch die Umsetzung zum Natriumsalz wird das in wéssrigen Medien schlecht 16sliche
Luminol fiir pharmazeutische Zwecke als API nutzbar. Na-Luminolat findet Anwendung
als Immunomodulator, welcher in der Lage ist, die im Rahmen entzindlicher oder infek-
tioser Prozesse auftretende UberschieBende Immunantwort auf ein physiologisches Mal3
zu reduzieren. Somit werden Entziindungen, Infektionen und Wundheilungsprozesse po-
sitiv beeinflusst. Na-Luminolat steht unter dem Begriff ,,monosodium luminol in Ver-
bindung mit dem anti-inflammatorisch wirkenden Arzneimittel GVT® und den in der

Russischen Foderation seit 1997 registrierten Arzneimitteln Galavit® und Tamerit®.[*28-
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132 Der auRerst zweifelhafte Einsatz von Galavit® in der Behandlung von Krebserkran-
kungen erregte zudem zu Beginn der 2000er mediales Aufsehen.*311331 Neben dem phar-
mazeutischen Einsatz ist Na-Luminolat auch im Hinblick auf die im System auftretende
Polymorphie interessant. 2014 wurden von Rybakov et al. Strukturen fur ein Dihydrat
des Na-Luminolats (welches dem Arzneimittel Tamerit® zugrunde liegt) und zwei Poly-
morphe (Form | und I1) des Na-Luminolat Anhydrats (Strukturlésung und quantitative
Verfeinerung anhand von Réntgenpulverdiffraktometrie an Galavit®) bestimmt.[**4l Die
Struktur eines Hexahydrats des Na-Luminolats wurde neben anderen hydratisierten und
nicht hydratisierten Formen von Alkalisalzen des Luminols von Guzei et al. 2013 be-

schrieben. 3]
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2 Synopsis

Trotz der potentiellen Auswirkungen der Polymorphie in Festkorpern, zeigt sich an ver-
schiedenen Beispielen von Verbindungen, fiir welche erst weit nach ihrer Entdeckung
oder der ersten Beschreibung einer Kristallstruktur noch weitere Formen gefunden wur-
den, dass das Phanomen ,,Polymorphie“ noch immer nicht gut verstanden ist.!*36-13l
Grinde hierflr sind zum Teil, dass das Zusammenspiel molekularer Wechselwirkungen
und duBerer Einflusse, welche zur Bildung oder im schlimmeren Fall zum Verschwinden
einer polymorphen Form fihrtl21%1 wie bereits dargestellt wurde, entsprechend kom-
plex ist. Andererseits finden sich ebenso tibersehene oder sehr leicht zu Gibersehende Po-

lymorphe in relativ populéren Verbindungen.

2.1 Motivation

Alkalimetallsalze organischer Verbindungen, deren Kation einem entsprechend grofen
molekularen Anion gegenliber stehen, weisen oft eine schlechte Kristallinitat oder einen
hohen Grad an Fehlordnungen in der Kristallstruktur auf. NaBz als Vertreter der Ben-
zoatsalze ist in seiner kommerziell erhdltlichen Form ebenfalls teilkristallin. Die Struk-
turaufklarung der kristallinen Form, welche durch langzeitiges Tempern erhalten wurde,
gewihrte einen Einblick, wie in diesem System das beschriebene ,,koordinative Di-
lemma“ umgangen wird.[**7118 Bei weiterfiinrenden Untersuchungen zum Rekristallisa-
tionsprozess zwischen der bei Raumtemperatur teilkristallinen Form und der bereits be-
kannten Form kam es zur Entdeckung einer weiteren Phase. Diese kristallisiert bei nied-
rigerer Temperatur, konnte phasenrein isoliert und strukturell charakterisiert werden.

Bei der Durchfiihrung des Polymorph Screening an Na-Luminolat konnten 2014 im Rah-
men dieser Arbeit fur den européischen und amerikanischen Markt Substanzpatente mit
dem Kooperationspartner MetrioPharm AG erwirkt werden.[24%-142 Bej weiterfithrenden
Experimenten zur Kristallisation der bereits charakterisierten Phasen wurde anhand der
genauen Prifung einzelner geringfligiger Unstimmigkeiten in Réntgenpulverdiffrakto-

grammen die Existenz eines weiteren Polymorphs offensichtlich. Mittels genauer Einstel-
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lung der Kristallisationsbedingungen gelang es, die sich in ihren Rontgenpulverdiffrak-
togrammen nahezu vollstandig Uberlagernden Formen phasenrein darzustellen, struktu-

rell zu charakterisieren und die Phasenbeziehung zu bestimmen.

Ebenso zeigte sich, dass Luminol in seiner kommerziell erhéltlichen Form nicht mit einer
bereits bekannten Kristallstruktur Ubereinstimmte. Es kann dartber spekuliert werden, ob
es sich in diesem Fall um eine ,,iibersehene‘ Polymorphie handelt. Das kommerziell er-
haltliche Produkt weist allerdings eine schlechte Kristallinitat auf, welche ebenso der
Grund dafiir gewesen sein dirfte, dass eventuelle Indizierungsversuche bisher erfolglos
blieben. Die Wahl geeigneter Kristallisationsbedingungen fiihrte auch in diesem Fall zu
einer Verbesserung der Kristallinitdt und gewéhrleistete eine phasenreine Herstellung
beider polymorpher Formen. Eine erfolgreiche strukturelle Charakterisierung der unbe-
kannten Form, sowie die Bestimmung der Phasenbeziehung konnte ebenso durchgefihrt

werden.
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2.2 Polymorphie des Natriumbenzoats

Im Modellsystem NaBz konnte bei der Untersuchung des Rekristallisationprozesses des
kommerziell erhéltlichen, teilkristallinen Produktes zur bereits bekannten Form (Form I)
ein weiteres Polymorph (Form Il) identifiziert und charakterisiert werden.

Im Gegensatz zu Form |, fur welche Kristalle ausreichender Qualitat fir eine Strukturbe-
stimmung aus Rontgeneinkristalldiffraktometrie durch langzeitiges Tempern (420 °C, 5
Monate) erhalten werden konnten, kristallisiert Form Il wahrend einwdchigem Tempern

bei 350 °C zu einem phasenreinen polykristallinen Pulver.

Eine Indizierung des entsprechenden Rontgenpulverdiffraktogramms der neuen Form Il
blieb jedoch aufgrund der massiven Uberlagerung von Reflexen ohne Erfolg. Durch Elek-
tronendiffraktometrie mittels ADT konnten Zellparameter ermittelt werden, anhand derer
das Diffraktogramm erfolgreich indiziert werden konnte. Die Struktur von Form Il konnte
anschlieBend anhand eines, der Form | entlehnten Strukturmotivs gel6st und mittels der
Rietveld-Methode verfeinert werden (Abb. 2.1).

Der amphiphile Charakter des Benzoat Molekiils fuhrt in beiden Formen zu einer Mikro-

phasensegregation, einem Phanomen, welches eher aus dem Bereich der Tenside oder
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Abb. 2.1 Rietveld-Verfeinerung der Kristallstruktur von NaBz Form Il. Die Verfeinerung zeigt eine gute
Ubereinstimmung zwischen gemessenem und berechnetem Diffraktogramm.

—: gemessenes Profil; --: Profil des Rietveld-Fits; | . Position der Bragg-Reflexe der Elementar-
zelle; A :  Differenz zwischen gemessenem und errechnetem Profil.
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Abb. 2.2 Packungsmuster von NaBz Form | (a) und Form Il (b). Anndhernd hexagonale Packung ellipti-
scher, micellartiger Bédnder entlang b-Achse beider Formen mit unterschiedlicher NaBz Anzahl entlang der
Hauptachse der Ellipse.

Blockcopolymere bekannt ist. NaBz bildet sowohl in Form | als auch in Form Il eine
pseudo-hexagonale Packung elliptischer, micellartiger Bander mit einer hydrophoben
Oberflache (Phenylgruppen des Benzoats) und einem hydrophilen Kern (Na* koordiniert
von den Carboxylgruppen der Benzoats). Den Unterschied zwischen beiden Formen stellt
die Anzahl NaBz Einheiten (Form I: 10; Form IlI: 12) dar, welche entlang der langeren

Hauptachse der Ellipse angeordnet sind (Abb. 2.2).

Eine Abschatzung zur thermodynamischen Beziehung beider Polymorphe konnte anhand
von DFT-D Rechnungen durchgefihrt werden. Form Il liegt nach der Optimierung bei
0 K energetisch gunstiger als Form | (+2,30 kJ/mol). Dieser energetische Unterschied
lasst keine schlussendliche Aussage zur Phasenbeziehung beider Formen bei Raumtem-
peratur zu, steht allerdings im Einklang mit der Beobachtung einer endothermen Um-
wandlung von Form Il zu Form | im DSC-Experiment. Beides weist auf eine enantiotrope

Beziehung beider Formen hin.
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2.3 Polymorphie des Luminols

Rontgenpulverdiffraktogramme kommerziell erhéltlicher Formen von Luminol zeigten
keine Ubereinstimmung mit der bereits bekannten Kristallstruktur von Luminol (Form I).
Eine erfolgreiche Indizierung und Strukturlésung des kommerziell erhaltlichen Produktes
wurde durch schlechte Kristallinitat verhindert, die sich in den aufgenommenen Réntgen-

pulverdiffraktogrammen durch ein teils stark verbreitertes Reflexprofil dulerte.
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Abb. 2.3 Rietveld-Verfeinerung der Kristallstruktur von Luminol Form | (a) und quantitative Rietveld-
Verfeinerung der Kristallstruktur von Luminol Form 11 und einem Fremdphasenanteil NaCl (b). Die Ver-
feinerungen zeigen eine gute Ubereinstimmung zwischen gemessenem und berechnetem Diffraktogramm.
Im Einsatz oben links in (b) wird die Dekonvolution der berechneten Profile fir Luminol Form 11 und NaCl
gezeigt.

— gemessenes Profil; --: Profil des Rietveld-Fits; | . Position der Bragg-Reflexe der Elementar-
zelle; A : Differenz zwischen gemessenem und errechnetem Profil.

29



Synopsis

Abb. 2.4 Uberblick iiber das Packungsmuster von Luminol Form | (oben) und Form Il (unten).
(a, ) Schichtaufbau beider Formen. (b, d) Verschobene Stapelung der Luminol-Trimere in benachbarten
Schichten; griine Luminol-Molekiile liegen auf einer, die Inversionszentren (®) verbindende Achse.

Form | konnte phasenrein aus einer EtOH-Wasser-Losung (3:1, vol%:vol%; 80 °C) von
Luminol durch langsames Abkuhlen auf Raumtemperatur erhalten werden. Die bereits
bekannte Kristallstruktur von Form | wurde zu Vergleichszwecken anhand des Réntgen-
pulverdiffraktogramms mittels Rietveld-Methode erneut verfeinert (Abb. 2.3a). Opti-
mierte Kristallisationsbedingungen fiihrten zur Verbesserung der Kristallinitat der bis-
lang nicht charakterisierten Form (Form Il) von Luminol. Die Neutralisation einer wass-
rigen Na-Luminolat-Lésung mit HCI erlaubte die Kristallisation von Form Il. Die Kri-
stallstruktur von Form Il konnte erfolgreich geldst und gegen einen geringen Anteil von

NaCl im Kristallisationsprodukt (w = 1.8 %) quantitativ verfeinert werden (Abb. 2.3b).

Beide Formen zeichnen sich durch einen Schichtaufbau aus (Abb. 2.4a, ¢). Innerhalb der
Schichten bildet das Amid-Hydroyimin-Tautomer des Luminols wasserstoffverbriickte
Trimere, welche wiederum eine Ecken-Kanten-Verkniipfung zu benachbarten Trimeren
uber Wasserstoffbriicken eingehen. Der Unterschied zwischen beiden Formen des Lumi-
nols liegt lediglich in der Stapelung der beschriebenen Schichten (Abb. 2.4b, d). Daher
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kdnnen die Formen 1 und Il auch als Polytypen bezeichnet werden und stellen ein seltenes

Beispiel fur das Auftreten dieses Phanomens in rein organischen Verbindungen dar.

Die thermodynamische Beziehung zwischen beiden Polymorphen konnte anhand von
Slurry-Experimenten bestimmt werden. Es zeigte sich bei Raumtemperatur eine I6sungs-
vermittelte Umwandlung von Form Il in Form I. Form 1 ist demnach thermodynamisch

stabiler als Form II.
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2.4 Polymorphie des Natriumluminolats

Wahrend Luminol als freie Sdure des Na-Luminolats differenzierbare Rontgenpulverdif-
fraktogramme bei sich gleichenden Strukturmotiven beider identifizierter Formen zeigt,
stellt Na-Luminolat ein Extrembeispiel fur Uberlapp von Réntgenpulverdiffraktogram-

men zweier Polymorphe (Form Il und Form 11) dar.

Eine Optimierung der Kristallisationsbedingungen fiihrte zu einer phasenreinen Kristal-
lisation dieser beiden Formen. Form Il konnte durch die Entwasserung der Dihydrat-Form

des Na-Luminolats erhalten werden. Form 111 wurde aus einer gesattigten DMSO-L6sung
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Abb. 2.5 Rietveld-Verfeinerung der Kristallstrukturen von Na-Luminolat Form Il (a) und Form 111 (b). Die
Verfeinerungen zeigen jeweils eine gute Ubereinstimmung zwischen gemessenem und berechnetem Dif-
fraktogramm. Jeweils oben rechts: VergroRerung des Rietveld-Fits flir Bereich mit singulédren Reflexen der
jeweiligen Form

—: gemessenes Profil; - - :  Profil des Rietveld-Fits; | . Position der Bragg-Reflexe der Elementarzelle;
A : Differenz zwischen gemessenem und errechnetem Profil.
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des Na-Luminolats durch langsame Verdampfung (90 °C) kristallisiert. Die bereits be-
kannte Struktur von Form Il konnte anhand des phasenreinen Produkts mittel Rietveld-
Verfeinerung des Pulverdiffraktogramms verifiziert werden (Abb. 2.5a). Die wenigen
singularen Reflexe im Rontgenpulverdiffraktogramm der bislang nicht charakterisierten
Form 111 erlaubten dennoch eine erfolgreiche Indizierung und Strukturbestimmung mit-
tels Rietveld-Verfeinerung (Abb. 2.5b).

Beide Formen zeichnen sich durch einen Schichtaufbau aus (Abb. 2.6a, ). Innerhalb die-
ser Schichten verlaufen um + 25° gegen die Schichtflache geneigte Luminolat-Dimer-

Strange. Im Gegensatz zur alternierenden Neigungsrichtung benachbarter Dimer-Strange

Abb. 2.6 Packungsmuster von Na-Luminolat Form I1 (oben) und Form I11 (unten). (a, ¢) Schichtaufbau der
Strukturen. (b, d) Ansicht auf jeweils eine Schicht mit alternierend geneigten Luminolat Dimer-Strangen
in Form Il (b) und gleich geneigten Luminolat Dimer Strangen in Form 111 (c).
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innerhalb einer Schicht bei Form 11 (Abb. 2.6b) bleibt die Neigungsrichtung der Dimer-
Strange in Form 11 innerhalb einer Schicht gleich (Abb. 2.6d) und &ndert sich zwischen

benachbarten Schichten.

Die Ubereinstimmung der Strukturmotive beider Formen 11 und 111 mit Ausnahme der
Neigungsrichtung der Dimer-Strange fuhrt zusitzlich zur Ahnlichkeit der jeweiligen
Rontgenpulverdiffraktogramme auch zu sehr dhnlichen FT-IR und Raman Spektren. Die
Unterschiede in den jeweiligen Spektren fur beide Formen Il und 111 beschranken sich auf
den Phononenbereich und unterstreichen die Einordnung von Form Il und Form 11l als

zwei unterschiedliche Polymorphe des Na-Luminolats.

Die thermodynamische Beziehung zwischen beiden Polymorphen konnte anhand von
DFT-D Rechnungen nicht aussagekréftig geklart werden. Form Il liegt nach der Opti-
mierung bei 0 K energetisch gtinstiger als Form 11 (+1,708 kJ/mol). Slurry-Experimente
zeigten eine l6sungsvermittelte Umwandlung von Form Il in Form I11 bei Raumtempera-
tur. In Ubereinstimmung mit den DFT-D-Rechnungen ist Form I11 demnach stabiler als

Form I1.
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3 Publikationen und Manuskripte

Folgende Publikationen und Manuskripte sind Bestandteile dieser Dissertation:

= Anhang A.l

Microphase Separation upon Crystallization of Small Amphiphilic Molecules:

‘Low’ Temperature Form Il of Sodium Benzoate (E 211)

Reproduced from T. Martin, T. Gorelik, D. Greim, C. Butterhof, U. Kolb, J. Senker, und
J. Breu, CrystEngComm, 2016, 18, 5811-5817 with permission from The Royal Society
of Chemistry.

Darstellung des Eigenanteils:

Das Konzept der Publikation wurde von Prof. Dr. Josef Breu, Dr. Butterhof und mir er-
arbeitet. Elektronendiffraktionsmessungen und die damit verbundenen Auswertungen
wurden von Dr. Tatiana Gorelik und Dr. Ute Kolb durchgefuhrt. DFT-D Rechnungen zur
Geometrieoptimierung der beschriebenen Phasen wurden von M.Sc. Dominik Greim und
Prof. Dr. Jirgen Senker durchgefuhrt. Alle praktischen Arbeiten und tibrigen Messungen,
sowie damit verbundene Auswertungen und Interpretationen wurden von mir durchge-
fuhrt.

Die Publikation wurde von Prof. Josef Breu und mir verfasst.

Der Eigenanteil belauft sich auf etwa 70%.
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= Anhang A.2

Behind Crime Scenes: The Crystal Structure of Commercial Luminol

Reprinted with permission from T. Martin, J. Fleissner, W. Milius, und J. Breu, Cryst.
Growth Des., 2016, 16 (5), 3014-3018. Copyright 2016 American Chemical Society.

Darstellung des Eigenanteils:

Das Konzept der Publikation wurde von Prof. Dr. Josef Breu, Dr. Wolfgang Milius und
mir erarbeitet. Praktische Arbeiten wurden von B.Sc. Juliane Fleissner durchgefihrt. Alle
Messungen, sowie damit verbundene Auswertungen und Interpretationen wurden von mir

durchgefihrt.
Die Publikation wurde von Prof. Josef Breu und mir verfasst.

Der Eigenanteil belduft sich auf etwa 80%.
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= Anhang A.3

The Same at a First Glance: The Diffractogram of a New Polymorph of Anhydrous
Sodium Luminolate Almost Perfectly Resembles the Diffraction Trace of An Al-
ready Known Polymorph

Copyright 2016 Wiley. Used with permission from T. Martin, D. Greim, W. Milius, M.
Niedermaier, B. Ludescher, J. von Wegerer, W. Brysch, K. Barwinkel, J. Senker und J.
Breu, Z. Anorg. Allg. Chem., 2015, 641 (2), 332-338.

Darstellung des Eigenanteils:

Das Konzept der Publikation wurde von Prof. Dr. Josef Breu, Dr. Wolfgang Milius, Dr.
Michael Niedermaier, Dr. Beate Ludescher, Dr. J6rg von Wegerer, Dr. Wolfgang Brysch
und mir erarbeitet. Alle praktischen Arbeiten, Messungen und damit verbundene Aus-
wertungen und Interpretationen wurden von mir durchgefiihrt. DFT-D Rechnungen zur
Geometrieoptimierung der beschriebenen Phasen wurden von M.Sc. Dominik Greim,

M.Sc. Kilian Barwinkel und Prof. Dr. Jirgen Senker durchgefiihrt.
Die Publikation wurde von Prof. Josef Breu und mir verfasst.

Der Eigenanteil belduft sich auf etwa 85%.
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4 \Weitere Publikationen

Im Rahmen dieser Arbeit entstanden folgende weitere Verdffentlichungen, welche nicht

Inhalt dieser kumulativen Dissertation sind:

C. Butterhof, T. Martin, P. Ectors, D. Zahn, P. Niemietz, J. Senker, C. Nather, J.
Breu, Cryst. Growth Des., 2012, 12 (11), 5365-5372.

= M. Schieder, T. Lunkenbein, T. Martin, W. Milius, G. Auffermann, J. Breu, J. Mater.
Chem. A, 2013, 1 (2), 381-387.

= C. Butterhof, T. Martin, W. Milius, J. Breu, Z. Anorg. Allg. Chem., 2013, 639 (15),
2816-2821

= J. Hausner, C. Butterhof, T. Martin, W. Milius, J. Breu, Z. Anorg. Allg. Chem., 2014,
640 (14), 2871-2875

= S. Rosenfeldt, M. Stoter, M. Schlenk, T. Martin, R. Q. Albuquerque, S. Forster, J.
Breu, Langmuir, 2016, DOI: 10.1021/acs.langmuir.6b02206
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Vortrage und Posterbeitrage

Polymorphie von Benzamid-Molekulkristallen — Synthese (Poster)
C. Butterhof, T. Martin und J. Breu, 1. Berichtskolloquium des SPP 1415, Boppard,
Oktober 2011

Polymorphie von Benzamid-Molekulkristallen — Synthese (Poster)
C. Butterhof, T. Martin und J. Breu, in-situ-Analysemethoden Workshop des SPP
1415, Wismar, Mérz 2012

Neue polymorphe Form des Benzamids (Poster)

C. Butterhof, T. Martin, I. Andrusenko, U. Kolb und J. Breu, 16. Vortragstagung der
GDCh Fachgruppe Festkdrperchemie und Materialforschung, Darmstadt, September
2012

Polymorphe Formen des Natrium-Luminolats (Poster)
T. Martin, W. Milius und J. Breu, 16. Vortragstagung der GDCh Fachgruppe Fest-

kdrperchemie und Materialforschung, Darmstadt, September 2012

Polymorphie von Benzamid-Molekulkristallen — Synthese (Poster)
C. Butterhof, T. Martin und J. Breu, Vernetzungstreffen des SPP 1415, Eisenach,
April 2013

Polymorphie von Benzamid-Molekulkristallen — Synthese (Poster & Vortrag)
T. Martin und J. Breu, Berichtskolloquium fiir 2. Periode des SPP 1415, Bad Sooden
Allendorf, Mai 2015
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Anhang A.1

Microphase Separation upon Crystallization of Small Amphiphilic Molecules:

‘Low’ Temperature Form II of Sodium Benzoate (E 211)

Reproduced from T. Martin, T. Gorelik, D. Greim, C. Butterhof, U. Kolb, J. Senker, und
J. Breu, CrystEngComm, 2016, 18, 5811-5817 with permission from The Royal Society
of Chemistry.
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A so far unknown low temperature polymorph (form Il crystallized at 350 °C) of the common food preser-
vative sodium benzoate (NaBz; E 211) could be crystallized by annealing (7 days) of the poorly crystalline
technical material. Its crystal structure was solved by indexing a tiny single crystal by electren diffraction
followed by structure solution and refinement applying powder X-ray diffraction (PXRD). The new poly-
morph shows many structural similarities to form | (crystallized at 420 °C). Both form | and Il are the result
of a microphase separation: the structures consist of pseudo-hexagonal packings of rod-shaped micelles
where the core consists of sodium cations being coordinated by the carboxylic groups, while the phenyl
moieties of benzoate point outwards rendering the micelle surface hydrophobic. The structures differ by
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the degree of elliptical distortion of the rods which is more pronounced for the new form Il due to incor-
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Introduction

Besides pharmaceutical applications’ ® NaBz is widely used
as preservative E 211 in the food industry." With an estimated
worldwide production capacity of 100 kt per year,” sodium
benzoate is a technically wide-spread compound. Only re-
cently structural information of NaBz became available be-
cause structure solution was impeded by massive disorder
present in solution-grown materials.® While the free acid of
NaBz, benzoic acid, crystallizes well and its crystal structure
could be determined as early as 1955, the PXRD pattern of
commercial NaBz is characterized by broad peaks with line
shapes typical for low-dimensional motifs being packed with
frequently encountered defects (Fig. 1). The poor crystallinity
most likely is related to a coordination dilemma.® A molecular
anion coordinating a much smaller inorganic cation (Na) will
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poration of an additional Na-benzoate moiety into the circumference of the rods.

necessarily have trouble to satisfy the coordination needs of
the cation. Arranging enough ligands in 1:1 stoichiometry re-
quires highly condensed coordination polyhedra. Sharing
edges or even faces is, however, not easy given the steric de-
mands of the molecular anion.” Another interesting and un-
usual phenomenon for a small molecule is the formation of a
liquid crystal phase of NaBz upon heating above 430 °C.*°
Fortunately, NaBz is thermally remarkably stable. Previ-
ously, it was shown that long term annealing at 420 °C allows
for sufficient mobility to overcome the coordination dilemma
by a kind of microphase separation. Annealing over 5 months

as purchased

NaBz form |

rel. int. [%]
coa b b Lol bbbl

B B e B L e e e
5 10 15 20 25 30 35
20 []

Fig. 1 PXRD patterns of NaBz. The upper pattern corresponds to the
compound as purchased, the lower to the recrystallized material
(form I).
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even made single crystals of form T available that allowed for
solution of a rather complex structure.® As benzoate repre-
sents an amphiphilic molecule with a polar carboxylic head
group and a non-polar phenyl moiety, a pseudo-hexagonal
close packing of elliptical rods is realized with the phenyl
moieties pointing outwards and the sodium cations being co-
ordinated by the carboxylic groups in the core (Fig. 2). Conse-
quently, an exceptionally high number of symmetry indepen-
dent molecules (Z' = 5) is needed in the asymmetric unit.?
Upon annealing solution-grown, disordered, technical
NaBz more and sharper reflections appear (Fig. 1). At the
same time for some 26 ranges the patterns show similar fea-
tures suggesting that similar substructures may already be
present in the poorly crystalline compound. Surprisingly,
when examining the recrystallization process of NaBz by
PXRD in an XRK chamber we observed an intermediate pat-
tern that turned out to be a distinct polymorphic form (sub-
sequently called form II). Combining electron diffraction to
determine the unit cell dimensions and Laue symmetry'"'*
and powder X-ray diffraction for solution and refinement
vielded the crystal structure of this new polymorph of NaBz.

Experimental
Materials

NaBz (purity >99.0%) was purchased from Fluka and used
without further purification.

Crystallization

A microcrystalline powder of NaBz form II was obtained by
annealing. NaBz (ca. 0.5 g) was heated in a furnace with an
accurate temperature control (accuracy 0.5 °C) [Carbolite
LHT 6/30 with two temperature control units (unit 1:
Eurotherm E3216P1 (PID (Proportional Integral Derivative)
regulator); unit 2: Eurotherm E2132] for 1 week at 350 °C.

Fig. 2 Molecular packing of NaBz form 18 Approximately hexagonal
packing of lamellas running along the b axis.

5812 | CrystEngComrm, 2016, 18, 5811-5817

View Article Online

CrystEngComm

Electron diffraction experiments

Measurements were performed with a TECNAI F30 TEM
equipped with field emission gun operated at 300 kV. 3D
electron diffraction data were collected using an automated
electron diffraction tomography (ADT) module described
elsewhere."" The data was collected at ambient temperature
using an electron beam diameter of 100 nm, electron dose
rate of 0.1 e A s, and the exposure time of 4 seconds per
frame. The electron beam was stepwise shifted during the ac-
quisition, so that electron patterns were always collected
from fresh unexposed areas. Three tilt series were collected
within the tilt ranges of 50°, 40°, and 50°, respectively. The
data was processed and reconstructed using the ADT3D soft-
ware (Nanomegas, Belgium).

PXRD

PXRD patterns of NaBz form II were obtained at —100 °C
using a STOE STADI P (Cu-Ka, radiation, transmission geom-
etry) diffractometer equipped with a curved Ge (111) primary
monochromator, a fast, high resolution silicon strip detector
(DECTRIS Mythen1K) and an Oxford Cryostream 700 Series
temperature control unit.

Thermally induced recrystallization was followed with a
PANalytical X'Pert Pro (Cu-Ko, radiation, reflection geometry)
diffractometer equipped with a realtime multi strip
X'Celerator detector and an XRK 900 Reactor Chamber. PXRD
patterns at every temperature step were recorded after
allowing the sample to equilibrate for 1 h.

TG-DSC

Measurements were performed using technical NaBz with a
Netzsch STA 499 C and synthetic air as purging gas. The
heating rate was 10 °C min™" in a range from RT to 700 °C.

Crystal structure determination

TOPAS Academic™ was used for structure solution, applying
the unit cell data and Laue group as determined by electron
diffraction, and for Rietveld refinement. The Pawley fit in-
cluded 1102 reflections in the range of 1.5-59.97° 26.

Structure solution was accomplished by a simulated
annealing method in TOPAS Academic™ applying a substruc-
ture of form I as supramolecular rigid body that contained
six sodium atoms and six benzoate rigid bodies in a configu-
ration as found in NaBz form 1.* The geometry of benzoate
molecules of this supramolecular rigid body were, however,
optimized by DFT (DMol3, generalised-gradient approxima-
tion with the Perdew-Burke-Ernzerhof (PBE) functional* as
implemented in the Materials Studio software'®). Three posi-
tional and three angular parameters of the rigid body were
globally optimized in the simulated annealing run. For suc-
cessful structure solution, intermolecular distances as well as
torsions in the benzoate molecules were restrained allowing
for moderate relaxation of the supramolecular rigid body (for
further details, please see ESIT).

This journal is ® The Royal Society of Chemistry 2016
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For Rietveld refinement the fundamental parameters ap-
proach'® was applied. Positional and angular parameters
were refined for each sodium atom and each benzoate rigid
body, respectively. To avoid unrealistic interatomic distances
(Na-Na, Na-carboxylic  group, phenyl-phenyl) the
AI_Anti_Bump macro as implemented in TOPAS Academic'®
was applied. One common isotropic displacement factor
was applied for all sodium atoms. Similarly, a common dis-
placement factor was applied for all heavy atoms (C, O) of
each symmetry independent benzoate moiety. Displacement
factors for hydrogens were fixed to Uy, = 3.8 A’. The
PO_Spherical_Harmonics macro’” of 4th order as
implemented in TOPAS Academic'? was used to account for
slight preferred orientation. The LeBailJouanneaux macro as
implemented in TOPAS Academic'? was used to account for
anisotropic line broadening.

Diamond'® was used for the graphical representation of
the results. PLATON'® was used to calculate geometrical
information.

Lattice energy calculations

The DFT-D calculations were carried out using the CASTEP
code.”® The GGA with the PBE functional was used.’ A
plane-wave basis set with an energy cutoff of 800 eV was ap-
plied and the core electrons were represented by ultra-soft
pseudopotentials. K-points were distributed using a
Monkhorst-Pack-grid®' with a spacing of 0.03 A", The semi-
empirical dispersion correction was introduced using the
scheme of Grimme.** For the geometry optimization the con-
vergence tolerances of energy, maximum force, and maxi-
mum displacement were 2.0 x 107° eV per atom, 5.0 x 107 eV
A and 1.0 x 1073 A™, respectively. The allowed stress toler-
ance was 0.1 GPa.

Results and discussion
Thermal induced recrystallization

While all attempts to crystallize NaBz from various solvents
vielded only poorly crystalline material comparable to the
technical grades, annealing provides enough mobility to the
benzoate moieties to remedy disorder and promote crystalli-
zation®® by rearranging into a 3-dimensionally ordered
structure.

Investigation of the crystallization process with in situ
PXRD in an XRK chamber revealed a more complex crystalli-
zation process pointing towards NaBz being a polymorphic
system (Fig. 3).

Up to 300 °C, PXRD patterns of technical, solution-grown
NaBz showed only few and broad reflections (Fig. 3, black
diffraction traces). At 320 °C the number and shape of reflec-
tions improves significantly suggesting that a disorder-order
transition yielded a crystalline phase, which is distinct of the
unknown new form 1II, which is the stable phase at 340-360
°C (Fig. 3, blue diffraction traces). The previously published
pure form I (Fig. 3, green diffraction trace) is observed at

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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Fig. 3 PXRD traces of the XRK experiment. Black traces: technical,
poorly crystalline material. Blue traces: new NaBz form Il. Green trace:

known NaBz form I°. Yellow trace: smectic A mesophase.® Red
diffraction traces indicate mixed phases due to incomplete transitions.
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420 °C and is molten into the already known smectic A meso-
phase'® above 440 °C (Fig. 3, yellow diffraction trace). Red
diffraction traces indicate mixed phases due to incomplete
transitions.

Both, the disorder-order transition of the technical prod-
uct to form II and the transformation of form 1I into form 1
vield endothermic signals in TG-DSC at 380 °C and 439 °C,
The weak signal at 380 °C was apparently overlooked in previ-
ous investigations.'” The exothermie signal at 459 °C is re-
lated to the partial melting into the mesophase and is
followed by thermal degradation as indicated by a rapid mass
loss (Fig. 4).

Crystal structure solution of sodium benzoate form II

Polycrystalline samples of NaBz form II can be quenched.
Powders of sufficient quality for structure determination
could be obtained by annealing at 350 °C for one week. Even
excessive extension of annealing times did, however, not pro-
duce crystals large enough for single crystal structure solu-
tion. Moreover, due to massive peak overlap, attempts to in-
dex PXRD patterns failed. Unit cell parameters were finally
obtained by electron diffraction measurements using
ADT.II,IZ

Electron diffraction. Form II crystallized in needles with a
width of 100-1000 nm and a length of a few microns (Fig.
S17). The crystals are sufficiently thin along the electron
beam direction. From three different electron diffraction tilt
series, the same unit cell metric could be derived: @ = 6.26 A,
h=19.35 A, c = 15.02 A, « = 93.8°, f = 98.8°, y = 92.5°. Unit
cell parameters as determined from electron diffraction data

CrystEngComm, 2016, 18, 5811-5817 | 5813
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Fig. 4 TG-DSC measurement of NaBz.

suffer from relatively high errors. Nevertheless, « and j devi-
ated significantly from 90° clearly indicating a triclinic unit
cell. Evaluation of the Laue symmetry of the data confirmed
a low symmetry triclinic structure (Fig. 5).

Electron diffraction patterns showed sharp reflections in-
dicating good long-range order. Additionally, large diffuse
features were observed in the diffraction data associated with
a lack of short-range order (Fig. S21). No satisfying model for
the diffuse scattering observed was elaborated so far.

PXRD. On the basis of the triclinic cell metric, indexing of
the PXRD pattern of NaBz form 1l was feasible. A Pawley-Fit
gave R values of R, = 0.0125 and Ry, = 0.0189 (R, = 0.0078)
in space group P1 with cell parameters a = 15.3066(5) A, b =
6.4364(4) A, ¢ = 19.5134(5) A, a = 87.281(4)°, § = 95.578(3)°, 7
= 98.729(6)° and a volume of 1890.1(1) A*. This non-standard
setting was chosen to aid a comparison of the structure of
form II to the previously published form L%

The symmetry and the cell volume suggest six symmetry
independent NaBz moieties in the unit cell (Z’ = 6). Needless

Fig. 5 Projections of the reconstructed reciprocal volume along the
main crystallographic directions (1 0 0) (a) and (0 1 0) (b).
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to say, solving such a complex low-symmetry structure ahb
initio with PXRD data is very challenging. Not surprisingly, at-
tempts to solve the structure by simulating annealing apply-
ing six independent NaBz moieties failed. An admittedly
fresh and purely intuitive hypothesis finally paved the way to
a successful structure solution: the metric along @ and b of
form II were similar, while the ¢ axis was roughly halved as
compared to form 1. The value of ¢/2 of form I was, however,
2.3 A shorter than ¢ of form IL® The rod-shaped micelles in
form I run along b. The small principle axis of the elliptical
rods corresponds to the a axis. In summary, rod-shaped mi-
celles were assumed similar to the ones found in form I. The
longer principal axis, however, would have to be extended,
for instance by incorporating additional NaBz moieties. In
form 1 ten NaBz make up the circumference of the rods
(Fig. 1). Consequently, we applied six NaBz moieties in a con-
figuration as found in form I as supramolecular rigid body in
the simulating annealing (please see ESIT) which yielded a
solution with promising figures of merit. The subsequent
Rietveld refinement (Fig. 6), however, no longer applied the
supramolecular rigid bodies but rather Na™ and Bz~ as rigid
moieties. For Bz~ the torsion of the carboxylate group was
allowed to vary. Table 1 shows the crystallographic data for
NaBz form II in comparison to NaBz form L.? Fig. 7 shows the
asymmetric unit of the crystal structure of NaBz form II as
ORTEP plot. The molecular packing is shown in Fig. 8.
Similar to NaBz form I the structure of form II is repre-
sented by a pseudo-hexagonal packing of elliptical rods run-
ning along the b axis (Fig. 8a) resembling the hexagonal
microphase of surfactants or block-copolymers. The surface
of the rods is hydrophobic due to phenyl moieties of the ben-
zoate ligands pointing away from the core. (Fig. 8a and b).
Hence, van-der-Waals forces and n-rn-interactions are the
main forces governing the stacking of the rods along the a
axis [5.80(9) A between adjacent phenyl rings C(3x) and
C(4x)]. The hydrophilic parts of NaBz, carboxylate groups and
Na” ions, segregate to the core of the rods (Fig. 8b). Na™ at
the end of the longer principal axis are coordinated in a
distorted quadratic prism (Na[5]) whereas the coordination
spheres of the inner sodium cations are octahedral (Na[6])
(Fig. 8c). Along the longer principal axis adjacent Na-centred
polyhedra are aligned in rows (Na[5], Na[6], Na[6], Na[6],
Na[6], Na[5]) which are connected by shared edges and are
tilted by ca. 33° and 9° with respect to the b and a axis, re-
spectively. Adjacent rows at different heights are connected
by shared edges as well (Fig. 8c). Please see Table S1t for
Na-O distances. Neighbouring phenyl groups within the rows
exhibit a shifted n-n-stacking [interaction distance between
adjacent phenyl groups of C(1x) and C(2x) is 3.94(5) A, C(2x)
and C(3x) is 3.89(5) A, C(3x) and C(4x) is 3.88(5) A, C(4x) and
C(5x) is 3.95(5) A, C(5x) and C(6x) is 3.94(5) A, respectively].
Therefore, form I and II of NaBz share similar building
motifs with respect to the coordination of Na™ as well as the
structure and the orientation of the tapes. The main differ-
ence between both forms is the number of Na™ and Bz in
the circumvent of the rods. In form I it is 10 while in form II

This journal is @ The Royal Society of Chemistry 2016
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Fig. 6 Rietveld refinement of the crystal structure of NaBz form Il. The refinement shows a good agreement between observed and calculated
pattern. (-) marks the observed pattern, (- -) marks the profile of the Rietveld-fit. The position of Bragg reflections of the unit cell are indicated by
ticks {|). A marks the difference between observed and calculated pattern.

the number is increased to 12 extending the longer principal
axis of the elliptical rods.

Thermodynamic stability

The crystal structures of NaBz as determined from single
crystal data (form I) and by Rietveld refinement (form II)
were relaxed by geometry optimization including the symme-
try constraints of the respective space groups and the varia-
tion of unit cell parameters by applying density functional

Table 1 Crystal data and details of PXRD measurements and refinement
for NaBz form II; form I® is reported for comparison

Form 11 (LT) 2
Formula C,H;0,Na C,H;0,Na
M, 144.10 144.10
Crystal system Triclinic Monoclinic
Space group Pi P2,/n
a[A] 15.3053(2) 15.113(3)
b[A] 6.43668(9) 6.4048(13)
c[A] 19.5164(3) 34.476(7)
a[?] 87.279(1) 90

B9 95.598(2) 100.18(3)
7] 98.725(2) 90
Volume [A’] 1890.31(5) 3284.5(11)
Ziz' 12/6 20/5

p (g em™) 1.51905(4) 1.457
F(000) 888 1480

T[K] 173(2) 295(2)
Data range [°24)] 1.5-59.97

Rflns used 1102

Refined param. 129

R, 0.0181

R 0.0266

Ress 0.0092

Ruragy 0.0060

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016

theory with a semi-empirical dispersion correction (DF1-D) in
order to compare thermodynamic stability of both forms at
0 K. The calculations clearly prove that both structures repre-
sent local minima and optimized parameters differ little from
experimental ones (Table 2). As expected for experimental
structures, optimization shrinks the volume, by approxi-
mately 9% and 6% for form I and form II, respectively. The
relative energies suggest that at 0 K form I is metastable by

Fig. 7 ORTEP plot and crystallographic numbering scheme of the
asymmetric unit of NaBz form Il. Coordinate bonds are drawn as
dashed lines. Displacement ellipsoids are drawn at 50% probability
level.

CrystEngComm, 2016, 18, 5811-5817 | 5815
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c) ®Na6™

Fig. 8 Molecular packing of NaBz form Il. a) Pseudo-hexagonal pack-
ing of rod-shaped micelles running along the b axis. b) Side view on a
single rods. ¢) Coordination of the cations. The coordination polyhedra
are interconnected by shared edges. The coordination number for the
given atoms is noted in square brackets.

as little as 2.30 k] mol™ per molecule. Since entropy effects
are neglected, the ranking of the two forms at more realistic,
elevated temperature, can therefore not be determined reli-
ably by the calculations. The ranking is, however, in line
with the lower observed density for form I indicating its
lower thermodynamic stability as compared to form II and
the endothermic transformation of the form II to form I in
the DSC experiment (Fig. 4) indicating that form I is the

5816 | CrystEngComm, 2016, 18, 5811-5817
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Table 2 Results of the CASTEP?? geometry optimization. The deviations

(A) of the optimized cell parameters (0 K) as compared to the experimen-
tally determined parameters are given in the third and fifth row

Lattice parameters Form II DFT+D2 A[%] Form I DFT+D2 A [%)]

a[A] 15.15 ~1.320 14.87 ~1.61
b [A] 6.46 0.43  6.44 0.62
c[A] 18.73 -5.42  31.87 -8.19
al?] 86.96 -0.60 90 —
A9 96.50 1,35 100.61 0.43
r[°] 98.88 0,18 90 -
Volume [A] 1778.80 -6.54  2999.67 -9.5
AE [KJ] mol™'] 0 +2.30

high temperature and form II the low temperature form of
NaBz.

Conclusions

NaBz, a commercially relevant food preservative (E211)
turned out to be a polymorph system. Phase pure crystalline
forms of NaBz can be addressed by a temperature controlled
recrystallization process. Both forms of NaBz consist of very
similar structural motifs that resemble hexagonal micro-
phases of surfactants or block-copolymers. In both forms a
pseudo-hexagonal packing of elliptical rods is realized. The
extension of the rods along the longer principal axis turns
out to be the main difference between both structures. In
form II 12 NaBz moieties are incorporated in the circumvent
while in form I it is only 10. The new NaBz form II crystal-
lizes at a lower temperature (350 °C) as compared to the al-
ready known form I (420 °C). Thermal analysis suggests that
the two forms can De enantiotropically converted into each
other.
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Supporting information

Figures

Fig. S1 STEM image of a NaBz form Il crystal. All crystals had well-defined faceted form. Unit cell vectors determined
from the electron diffraction data allowed to correlate the crystallographic directions and the crystal facets: the
rod-like micelles are running along the long direction of the crystals.
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Fig. S2 a) experimental electron diffraction pattern of NaBz form Il viewed along the [4 4 48] crystallographic
direction, the contrast is enhanced in order to express the diffuse scattering features; b) simulated electron
diffraction pattern (eMap, Analitex, Stockholm) of the obtained structure model viewed along the [4 4 49] direction.



Tables

Table S1. Na-O distances in the polyhedra. Corresponding symmetry operations other than (x, y, z) are given in

brackets.
Nal Naz2 Na3 Nad Nab Nab
Coordination 5 5 6 6 6 5
number
011 [A] 2.50(3) 2.59(3) 2.21(3)
(x, 1+y, z)
012 [A] 2.42(3) 2.17(2)
(x, 1+y, z) (x, 1+y, z)
021 [13‘] 2.34(3) 2.34(3) 2.47(3)
022 [A] 2.73(3) 2.39(3) 2.33(3) (x, -
1+y, z)
031 [A] 2.58(3); 2.35(3)
2.43(3)
(1-x, 1-y, 1-z)
032 [A] 2.57(3) 2.35(3) 2.42(3)
(x, 1+y, )
041 [A] 2.37(3) 2.46(3);
(x, -1+y, z) 2.45(3)
(1-x, 2-y, 1-2)
042 [A] 2.51(3) 2.19(3) 2.42(3)
051 [A] 2.28(3) 2.40(3) 2.68(3)
Q52 [i—\] 2.30(3) 2.31(3) 2.48(3)
(x, 1+y, z) (x, 1+y, z)
061 [A] 2.38(2) 2.54(3) 2.74(3)
062 [A] 2.37(2) 2.47(2)
(x, 1+y, z)
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Anhang A.2

Behind Crime Scenes: The Crystal Structure of Commercial Luminol

Reprinted with permission from T. Martin, J. Fleissner, W. Milius, und J. Breu, Cryst.
Growth Des., 2016, 16 (5), 3014-3018. Copyright 2016 American Chemical Society.
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Behind Crime Scenes: The Crystal Structure of Commercial Luminol
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ABSTRACT: The structure of the commercial polymorph (form II) of S-amino-2,3-
dihydro-1,4-phthalazinedione (luminol) used for ages by crime scene investigators to
secure blood evidence was determined by powder X-ray diffraction and Rietveld
refinement. The “new” form II is a polytype] of form L The two polymorphs only differ
in distinct z-stacking motifs. Slurry experiments prove that the commercial material is

indeed the metastable polymorph.

B INTRODUCTION

To this very day, crime scene investigators have applied 5-
amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione (luminol) to detect
traces of blood, even if someone has tried hard to clean or
remove it.”" The intense luminescence upon oxidation
catalyzed by the iron in hemoglobin renders luminol a sensitive
sensor. Aside from its forensic use, numerous other applications
ranging from environmental to medical have been established
since the first report on the synthesis of luminol appeared.” For
instance, luminol is used for heavy metal detection or
biosensing in bioanalytical chemistry.”'" Crystal structures of
five alkaline salts of luminol exhibiting a different structure each
have been characterized only recently'' since the sodium salt of
luminol has regained interest for its pharmaceutical activity. Na-
luminolate shows great potential in immunomodulating
treatment of inflammatory and autoimmune diseases,'”
Moreover, Na-luminolate shows a rich polymorphism with
three crystal structures characterized so far.'>'®

Despite its long history, the first crystal structure of neutral
luminol was reported as late as in 1992 by Paradies.” Suitable
crystals for single crystal X-ray diffraction at low temperature
(173 K; LT) could be obtained by controlled sublimation and
were grown at 180 °C and at 5 Torr vacuum pressure in a
closed environment on a cooling finger kept at 20 °C.> The
crystal structure revealed that luminol in the bulk structare is
present not as the commonly reported amide—amide form
(Figure la), but as amide—hydroxyimine tautomeric form
(Figure 1b).

Interestingly the simulated powder X-ray diffraction (PXRD)
pattern of the published crystal structure does not match the
experimental patterns recorded for commercial luminol as
supplied by Merck and AppliChem, clearly indicating an
overlooked polymorphism. Moreover, commercial luminol
powders suffer from mediocre crystallinity as indicated by

7 ACS Publications = © 2016 American Chemical Society
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Figure 1. Amide—amide (a) and amide—hydroxyimine (b) tautomeric
forms of luminol.

ranges with rather broad and heavily overlapping reflections
(Figure S1). The limited resolution might have been the reason
the structure of this commercial polymorph has not been
solved.

By neutralization of Na-luminolate we now succeeded in
improving the quality of the diffraction pattern to the limit that
allowed for successful structure solution of the hitherto
unknown form (subsequently called form II) from PXRD
data. Moreover, to serve comparison the structure of the
already published form (subsequently called form I) was
redetermined from room temperature (RT) PXRD. Finally, the
thermodynamic relationship between both forms was estab-
lished.

B EXPERIMENTAL SECTION

Luminol was purchased from AppliChem and Merk KGaA. Anhydrous
sodium luminolate was supplied by MetrioPharm Deutschland GmbH
and was used without further purification.

Crystallization of Form I. To obtain a phase-pure powder of form
I luminol (1 g) was dissolved in 80 mL of a refluxing (80 °C) ethanol—
water mixture (3:1, vol %:vol %). After complete dissolution the
mixture was allowed to cool slowly to RT within a period of 2 h. The
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microcrystalline powder was recovered by suction filtering and was
allowed to dry at room atmosphere for 12 h.

Crystallization of Form II. A powder of good crystallinity could
be obtained by neutralization of Na-luminolate. Slow addition of § mL
hydrochloric acid (17%) to a stirred solution of 2 g Na-luminolate in
500 mL demineralized water yielded a microcrystalline powder. The
precipitate was filtered and then washed three times with
demineralized water before allowing it to dry at room temperature
for 12 h.

Slurry Experiments. Slurry experiments were carried out by
suspending 50 mg of a 1:1 mixture of forms I and IT in 5 mL of ethanol
or water. The mixture was stirred in closed vessels at RT for 2 days.

PXRD. Measurements were performed in transmission geometry
using a STOE STADI P diffractometer with Cu K,1 radiation
equipped with a fast, high resolution silicon strip detector (DECTRIS
Mythen1K). The samples were prepared in glass capillaries (diameter
0.5 mm). Instrumental parameters for Rietveld refinements were
determined applying a Si standard.

Crystal Structure Determination. TOPAS Academic'” was used
for indexing, determination of the Laue group, structure solution, and
Rietveld refinement.

Structure solution was accomplished by a simulated annealing
method in TOPAS Academic'” applying a rigid body model of a
luminel molecule of the amide—hydroxyimine tautomeric form. The
molecular structure of the rigid body was obtained by DFT geometry
optimization with the DMol3 module applying the generalized-
gradient approximation (GGA) with the Perdew—Burke—Ernzerhof
(PBE) functional'® as implemented in the Materials Studio software."”

For structure solution six parameters were globally optimized in the
simulated annealing run: three positional and three angular parameters
for the luminol.

Rietveld refinements of the resulting structure models were
perfnrmed using a fundamental parameters apprnac]lm‘ll for
describing the peak profiles. A conjoint isotropic temperature factor
for all heteroatoms was refined. Temperature factors for hydrogens
were fixed to U, = 3.80 A” and 5.07 A? for form I and form I,
respectively.

Form I. The Pawley fit in space group PT in the range of 3—
59.970°28 including 653 reflections gave R values of R, = 00114 and
R, =0.0136 (R,,, = 0.0062) with cell parameters a = 12.7816(2) A, b
14.0693(3) A, ¢ = 7.16777(6) A, a = 103.7155(9)°, f =
95.4339(7)°, ¥ = 114.1345(8)°, and a volume of 1115.74(4) A%

Form Il. The Pawley fit in space group Pl in the range of 3—
59.970°28 including 653 reflections gave R values of R, = 0.0187 and
R,, =0.0317 (Re = 0.0045) with cell parameters a = 9. 3929(6) Ab=
10.1273(6) A, ¢ = 12.426(1) A, a = 103.524(4)°, f = 101.531(4)°, y =
92.283(3)°, and a volume of 1121.4(2) A’. Sodium chloride was
applied as distinct phase and the scaling factor and parameters for
crystallite size and strain were refined. Sodium chloride was included
as a second phase in the Rietveld refinement and the scaling factor and
parameters for crystallite size and strain were refined. The calculated
phase amount of sodium chloride was 1.17(4) wt %. The Bragg R
value for sodium chloride was RBmgg = (0.0052.

Diamond®” was used for the graphical representation of the results.
PLATON™ was used to calculate hydrogen-bond distances.

TGA-DSC. Measurements were performed using a Netzsch STA
499 C applying synthetic air as purging gas. The heating rate was 10
K/min in a range from RT to 400 °C.

B RESULTS AND DISCUSSION

A phase pure crystalline powder of luminol form I could be
obtained by slow cooling of an ethanol—water solution of
luminol (3:1, vol %:vol %) from 80 °C to RT. As already
mentioned, Paradies was able to solve and refine the single
crystal structure of form I determined at LT.” Starting with his
coordinates, the crystal structure was refined with RT PXRD
data to assist comparison of crystal structures of form I and IL
For this purpose the RT PXRD data was reindexed giving cell

3015

parameters that were in line with the published data. To be
consistent with the structure solution of form II described
below, the atomic positions were refined by treating luminol as
rigid body in the Rietveld refinement. The molecular structure
of the rigid body was optimized by first principles. Phase purity
is confirmed by the high quality of the Rietveld fit shown in
Figure 2. Details of the structure refinement of the RT PXRD
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Figure 2. Rietveld refinements (applying TOPAS Academic'”) of the
crystal structures of form 1 (a) and form II (b) of luminol. Both
refinements show good agreement between observed and calculated
patterns. (O) marks the observed pattern, (—) marks the proﬁle of the
Rietveld-fit. The position of Bragg reflections of the unit cells are
indicated by ticks (). A marks the difference between observed and
calculated patterns. The inset in {b) shows the deconvolution with the
calculated patterns for form II of luminol and NaCl.

data are compared with values published by Paradies in Table 1.
While the cell axes of the RT structure deviate little from the
ones of the LT structure, the cell angles show deviations of up
to 2.5° (a-angle). The unit cell volume of the RT structure
increases by about 18 A® with respect to the volume of LT cell.
Figure 3 shows the asymmetric unit of form I as ORTEP plot
including the numbering scheme. Paradies assigned the amide—
hydroxyimine tautomer based on the favorable hydrogen
bonding motif available within the trimer which is only feasible
for this tautomer. The molecular packing is shown in Figure
4a—c and is compared to form II in detail in the next section.

Rapid crystallization by quenching hot solutions of luminol
in ethanol—water mixtures (3:1, vol %:vol %) yielded powders
that give X-ray patterns of comparable quality to the as
purchased commercial products (Figure S$2a). The rather
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Table 1. Crystal Data and Details of Measurements and
Refinements for Polymorph forms I and II of Luminol;
Paradies” is Reported for Comparison

form Paradies” 1 I

formula CsH,N;0, CsH,N;0, CgH,N,;0,
M, 177.16 177.16 177.16
crystal system triclinic triclinic triclinic
space group P1 Pl Pl
a [A) 12.714(2) 12.7818(2) 9.3932(3)
b [A) 14.132(3) 14.0693(2) 10.1291(4)
¢ [A] 7.1027(9) 7.16752(5) 12.4300(5)
a ] 101.24(2) 103.7212(9) 103.534(2)
p %] 94.84(1) 95.4372(6) 101.530(3)
¥ [°] 116.60(1) 114.1324(7) 92.2919(16)
V [AY] 1097.2(4) 1115.67(2) 1121.92(8)
zZ/7 6/3 6/3 6/3
p g em™) 1.607 1.58208(3) 1.5733(1)
F(000) 552 552 552
T [K] 173(1) 295(2) 295(2)
data range [*26] 3-59.970 3-59.970
rflns used 653 648
refined param. 48 87
R, 0.0199 00252"
R,, 0.0289 0.0382"
Rep 0.0067 0.0049"
Rpyoge 0.0144 0.0082"

“Ref 2. "Values obtained for two-phase (+ NaCl impurity) Rietveld

refinement.

poorly resolved ranges at 12—14°26 and 24.5—28°2¢ hampered
successful indexing.

By precipitation of a sodium Iuminolate solution with
hydrochloric acid a significantly better crystalline powder was
obtained (Figure S2b), showing significantly narrower
reflections for which indexing was straightforward.

A good Pawley fit of this pattern in TOPAS Academic'’
yielded cell parameters in accordance with a triclinic metric.
The obtained volume of 1122 A’ indicates six luminol
molecules in the unit cell. In PT three independent luminol
molecules reside in the unit cell. Four unindexed reflections at

higher 26 angles could be traced back to a very small amount of
sodium chloride produced by the neutralization of the Na-
luminolate with HCL The impurity could also be confirmed by
energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX). With this residual
amount of sodium chloride as a distinct phase taken into
account, the crystal structure solution and Rietveld refinement
in TOPAS Academic'” turned out to be straightforward. The
high quality of the Rietveld fit shown in Figure 2 confirms the
successful structure solution of luminol form IT and indicates a
residual content of sodium chloride of about 1 wt%. As for the
refinement of form I, luminol was applied again as rigid body in
its amide—hydroxyimine” tautomeric form during structure
solution and refinement. This tautomer is assumed as for the
same reasons claimed by Paradies. As discussed in detail below,
form 1T contains the same trimer unit which can only realize a
favorable hydrogen bonding pattern in this tautomeric form.
Moreover, infrared spectra of form 1 and form II are in
agreement indicating the same tautomer (Figure $3). Crystallo-
graphic data and details of the structure refinement are given in
Table 1. Figure 3 shows the asymmetric unit of form II as
ORTEP plot including the numbering scheme. The molecular
packing is shown in Figure 4d—f.

Both form I and form II share similar building motifs. The
structures are represented by lamellar phases with layers
stacked parallel to the (1 0 T) and (1 1 1) lattice plane for form
I and form II, respectively (Figure 4a and d). For both forms
these layers are made up by the same trimers discussed above
(Figure 4b and e). Strong hydrogen bonds (H-bonds) within
this trimeric unit are the dominating intermolecular interactions
(H-bonds labeled a—f in Figure 4b and e). While the
deprotonated nitrogen of the hydrazide moiety of one luminol
molecule serves as acceptor to a neighboring proton bearing
nitrogen in the hydrazide moiety, a protonated carbonyl group
acts as H-donor to a neighboring unprotonated carbonyl
group.” Weaker H-bonds between adjacent luminol trimers [ead
to an ‘“edge-to-side” interconnectedness between triangles
formed by the luminol trimer within the layers (H-bonds
labeled g—o in Figure 4b and e). Within the “edge-to-side”
connectivities, amino groups act as H-donors to amino groups
of adjacent molecules (H-bonds labeled g—i in Figure 4b and
e). The aromatic rings serve as H-donors to unprotonated

a

Figure 3. ORTEP plots and crystallographic numbering schemes of the asymmetric units of forms I {a) and II (b) of luminol. Displacements

ellipsoids are drawn at 50% probability level.
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Figure 4. Molecular packing of luminol form I (left column) and form II (right column). Hydrogen bonds are dashed in black. Layer stacking (a,d).
Top view onto one layer perpendicular to (1 0 T) and (1 T 1) lattice plane for form I and form II, respectively, showing packing of H-bonded luminol
trimers (gray triangles), alphabetic labels of H-bonds refer to values in Table S1 (be). Shifted stacking of trimers in adjacent layers, molecules lying
on the axis linking inversion centers (marked by @) are shown in green (c/f).

carbonyl groups (H-bonds labeled j—I in Figure 4b and e) as
well as for protonated carbonyl groups of adjacent molecules
(H-bonds labeled m—o in Figure 4b and e). Details about the
hydrogen bonding geometry are summarized in Table S1.

Since both forms share the same layer motif they may
therefore be regarded as a rare example of polytypism' in pure
organic compounds.”**® The stacking of the layers (with an
interlayer distances of 3.27 and 3.26 A for form I and form IJ,
respectively) is governed by distinct shifted 7-stacks between
adjacent layers. In form I the stacking vector of the shifted 7-
stack is inclined by 70° to the layers and adjacent rings have a
center shift of 1.3 A and are connected by the inversion centers
displayed by nodes on the stacking vector (Figure 4c). The
trimer units in adjacent layers are rotated by 180°.

In form II the stacking vector of the shifted z-stack is inclined
by 68° to the layers and adjacent rings have a center shift of
round about 1.4 A. Here only in between every third layer is an
inversion center located, displayed by nodes on the stacking
vector (Figure 4f). The trimer units in adjacent layers are
rotated by about 60°.

According to the Ostwald-Vollmer rule form I should be
more stable (1.58 and 1.57 g/crn3 for form I and form II,
respectively, at 295 K). The density difference of 0.01 g/cm® is

3017

a first indicator to assert that form I is the thermodynamically
more stable polymorph. However, in light of the many
exceptions to this rule known the difference appears
insignificant.”” Thermal analysis also failed to establish the
thermodynamic ranking since both compounds decomposed
(onset at 328 + 1 °C and 320 + 1 °C for form I and form I,
respectively) without any signs of a signal related to a
transformation (Figure S4). A reliable thermodynamic ranking
of the two forms was finally and unequivocally established by
solution mediated transformation experiments. Slurries of a 1:1
mixture of the two forms in ethanol or water were formed at
RT. PXRD patterns (Figure S) recorded after 2 days showed
that in both solvents equilibration leads to a significant
reduction of peaks related to form II.

The complete conversion takes typically 2 weeks. This
suggests that form I is the thermodynamically more stable
polymorph at RT. A spontaneous or tribochemically induced
conversion between the forms was never observed during our
experiments. Most likely, the conversion in suspension occurs
due to a dissolution/reprecipitation mechanism.

DOI: 10.1021/acs.cgd.6b00425
Cryst. Growth Des. 2016, 16, 3014—3018
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Figure 5. PXRD patterns of suspensions of 1:1 mixtures of forms T and
II in EtOH and water after 2 days equilibration period. For
comparison, a pattern of the initial 1:1 mixture is included. The
significant decrease of characteristic intensities related to form II
(marked by *) indicates a slow solution mediated transformation of
form II into form L

B CONCLUSION

Luminol is marketed in the metastable form II. The structure of
this newly characterized form II shares primary (amide—
hydroxyimine tautomer), secondary (hydrogen bonded
trimers), and tertiary (layers) building motifs with the already
known form I of luminol. The two forms differ only in the
stacking of the layers and may therefore be regarded as

polytypes.
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Figure S1. PXRD patterns of commercial forms of luminol in comparison to the simulated

diffraction pattern from the published single crystal structure.



1

i

[b

A\

relative intensities [%]
1

r~rrrrrr1r1rrrrrrrvrrrrrrrTi
6 8 101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32
2theta [°]

Figure S2. PXRD patterns of crystallization products from rapid cooling of a hot solution of

luminol (a) and precipitation from a solution of sodium luminolate with hydrochloric acid (b).
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Figure S3. IR spectra of forms I and I1 of luminol.
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Tables

Table S1. Intermolecular H-bond geometry for polymorph forms I and II of luminol.

Label® | D H A Form |DH H A DA D H-A Z?Rme“y code
I 0976(6) | 1.857(7) | 2716(7) | 145.2(3)
a O11—H11---043
II 0975(17) | 1.73(2) 2.65(2) 157.0(12) | x-1+y.z
I 0975(4) | 1.731(7) | 26687 | 159.8(5)
b 012—H12---041
II 0975(17) | 1.75(2) 2.643(19) | 150.1(13) | 2x.-v.1-z
I 0.975(6 1.761(7 2.694(7 159.2(5
c 013 H13---042 © @ @) ©)
II 0.975(13) | 1.901(19) | 2.809(18) | 153.7(13) | 2=x.1-y,1-z
I 1.016(6) | 1.861(5) | 2.869(5) | 170.8(5)
d N31-T31--N22
1] 1.01(2) 1.89(2) 2.861(17) | 159.5(15) | 2-x.-y,1-z
I 1.016(6) | 1.881(6) | 2.888(5) | 170.8(5)
e N32—32-- N23
1] 1.016(17) | 1.955(14) | 2.948(14) | 164.7(16) | 2-x,1-y,1-z
I 1.016(7) | 1.918(6) | 2.914(6) | 165.7(5)
f N33—H33--N21
1] 1.01(2) 1.83(2) 2.839(19) | 174.5(14) | x1+y.z
. NS I 1.009(11) | 2.428(10) | 3.356(10) | 152.7(7) | x-l+y.z
H51B---N52 11 1.01(3) 2.47(3) 3.46(3) 167(3) 11,1z
A NS5 I 1.010(6) | 2.431(7) | 3.408(7) | 162.4(6) | l+x,1+y,1+z
H52B---N53 11 1.01(3) 2.27(3) 3.24(2) 159.1(19) | 1x.1-v,z
i N53_ I 1.010(8) | 2.559(8) | 3.489(8) | 153.1(6) |-l+xy-l+z
H53B---N51 11 1.011(18) | 2.48(2) 3.40(2) 151.1(19) | y.y.-1+z
I 1.092(10) | 2.523(10) | 3.536(9) | 154.0(7) | x-lty.z
] C61—H61---042
II 1.09(3) 2.50(3) 3.57(3) 165(2) 1-x1y,1-z
I 1.092(5 2.564(7 3.611(6 160.2(6) | 14x,14y,14z
k C62—T62---043 ©) @ © ©) Y
1] 1.09(2) 2.46(3) 3.49(2) 156.4(16) | 1-x,1-y,-z
I 1.091(8 2.549(8 3.567(7 154.9(7) | -l+xy-ltz
1 C63—T63---041 ® ®) @) ) Y
1] 1.092(16) | 2.565(17) | 3.572(15) | 152.9(17) | xy.-1+z
I 1.091(9 2.382(7 3.307(7 141.6(6) | x-1+y.z
m C71—H71---013 ©) S @ ©) Y
1] 1.09(3) 2.51(3) 3.40(2) 138.2(18) | -14xy.7
I 1.091(9) 14x, 14y, 14z
n C72—H72--011
II 1.09(2) 2571(19) | 3.379(18) | 130.717) | 1-x-y.z
I 1.091(9) | 2437(7) | 3.318(6) | 136.8(6) | -l+xy-l+z
o C73—H73--012
II 1.09(3) 2337(17) | 32717 | 142.3(16) | 2-x-y.z

[a] refers to labels in Figure 3b and e
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Anhang A.3

The Same at a First Glance: The Diffractogram of a New Polymorph of Anhydrous
Sodium Luminolate Almost Perfectly Resembles the Diffraction Trace of An Al-

ready Known Polymorph
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Abstract. A so far unknown third polymorph (form IIT) of 5-amino-
2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione (luminolate) monosodium salt could
be isolated phase pure and its structure was determined by powder
X-ray diffraction and Rietveld refinement [cell parameters: @ =
8.03642) A, b = 3.69765(5) A, ¢ = 264246(T) A, ff = 96.346(2)°,
V = 780.42(3) A%, space group P2,/c]. The new structure shows many
similarities to the structure of the known form IT and the consequently
slim differences in the diffraction traces could have easily been over-

looked. Slurry experiments prove the new form to be more stable than
form II. Both form II and form III crystallize in a lamellar structure.
The layers are in turn built by shifted m-stacked strands of hydrogen
bonded luminolate dimers. The strands are canted by *25° in respect
to the layers. While in form II the tilt direction alternates from strand
to strand within a single layer, in form III all strands within a layer
are tilted in the same direction and the orientation rather alternates
between adjacent layers.

Introduction

Over the last years phase purity and the knowledge about
thermodynamic stability of polymorphs of APIs (active phar-
maceutical ingredients) have become increasingly relevant is-
sues in patent litigation. Many popular examples like Abbott’s
HIV protease inhibitor Norvir (Ritonavir)l!! or the patent liti-
gation between Glaxo Smithkline (GSK) and Novapharm Ltd
over GSKs popular heartburn medication Zantac®[?! illustrate
the need for in depth polymorph screening for pharmaceutical
products. Although numerous compounds of industrial and
pharmaceutical relevance are marketed in crystalline forms
their crystal structures often remain unknown.*] Most fre-
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16761 Hennigsdorf, Germany
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8002 Zurich, Switzerland

quently polymorphs in patents are documented by a list of d
values of the most intense reflections. At best powder X-ray
diffractograms are presented to assist identification by “finger-
print”. As we will show herein, this state of the art approach
of documentation bears the risk that polymorphs with similar
diffractograms remain unnoticed with all kinds of legal impli-
cations. Probably due to the fact that primary building units
are the same and that many times even secondary building
motifs are similar, diffractograms of polymorphs of molecular
crystals frequently show only very few unique features.[]
The first report of the synthesis of 5-amino-2,3-dihydro-1,4-
pthalazinedione (*“1-amido-2,3-phthalhydrazid”, commonly
“luminol™) dates back to 1902.1°! Since that time, numerous
applications of this compound have been developed ranging
from environmental to medical or to forensic. Probably most
widely known luminol produces an intense chemiluminescence
upon its oxidation catalyzed by heavy metal cations!® As a
consequence luminol may be used for heavy metal detection
or biosensing in bicanalytical chemistry.”! Its most popular
application certainly is the use as sensor for detecting traces
of blood due to the iron in hemoglobin in forensic medicine.®!
Additionally, the sodium salt of luminol is known to be phar-
maceutically active. In the Russian Federation, the sodinm lu-
minolate dihydrate has been used for immunomodulating treat-
ment of inflammatory and autoimmune diseases of several or-
gans as well as for reducing or preventing infections after sur-
gery!®! Recently, phase-pure forms of the anhydrous sodium
luminolate have been patented as immunomodulating drugs.[*%]

7. Anorg. Allg. Chem. 2015, 641, (2), 332338
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Figure 1. Rietveld refinements (applying TOPAS Academic!™!) of the crystal structures of form II (a) and form II (b) of anhydrous Na-
luminolate. Both refinements show good fits between the observed and calculated patterns. (O) marks the observed pattern, (=) marks the profile
of the best Rietveld-fit. The positions of Bragg reflections of the unit cells are indicated with (I). A marks the difference between observed and

calculated patterns.

Despite its long history, the crystal structure of luminol was
reported as late as in 1992.1"1 The structures of various hy-
drated and non-hydrated alkali (Li*, Na*, K*, Rb*, and Cs*)
luminolates, have only been published recently in 2013.1'* In
2014 Rybakov et al. published the crystal structures of two
polymorphs of non-hydrated Na-luminolate [B1°Y, CCDC no.
CCDC-931683 in the Cambridge structural database (CSD),!'
herein referred to as form II, and B2, CCDC no. CCDC-
931684 in the CSD,U'3 herein referred to as form I]. They
failed to identify a transition temperature in differential scan-
ning calorimetry (DSC) and consequently it could not be deter-
mined which form would be the thermodynamic more stable
one. According to the Ostwald- Vollmer rule, the authors specu-
lated that the slightly denser form I might be more stable.

Herein we report synthesis conditions for anhydrous sodium
luminolate that allow to avoid concomitant crystallization!!!
of any other form and yield “phase-pure” products of form II.
With these samples of form II becoming available, a scruti-
nized check of the diffractogram revealed the presence of a
yet unknown third polymorph, subsequently called form III.
Further optimization of the crystallization finally allowed the
synthesis of phase pure samples of both form Il and form III
and the crystal structure solution of the new polymorph, form
II1.

Results and Discussion

Crystal Structure of Form Il

Dehydration of luminol sodium salt dihydrate™® at a moder-
ate temperature of 80 °C vields a phase pure powder of form
II. Whereas Rybakov et al. were already able (o solve and re-
fine the crystal structure of form II from a two-phase material,
we here cross-checked the crystal structure refinement with
PXRD data of a phase pure sample. Following a Pawley fit
applying published cell parameters, the crystal structure solu-
tion and Rietveld refinement in TOPAS Academic!™ were
straightforward. To be consistent with the structure solution of

form III, during structure solution and refinement luminolate
was applied as rigid body. The molecular structure of this rigid
body in turn was determined by a first principles optimization.
The high quality of the Rietveld fit confirms phase purity. The
Rietveld plot is shown in Figure la. Figure 2a shows the
ORTEP plot of the asymmetric unit of form IT including the
numbering scheme. The molecular packing is shown in Fig-
ure 3a—¢ and is compared in detail to the packing of form ITT
in the next section. In Table 1 details of the repeated structure
refinement are compared with values published by Rybakov et
al. While the unit cell parameters are the same within experi-
mental errors, the residual values obtained for single phase
refinement were significantly smaller. Amongst others the
Na-O and Na-N distances (Table 2), however, deviate signifi-
cantly.

Figure 2. ORTEP plots and the crystallographic numbering schemes
of the asymmetric units for form II (a) and form III (b) of anhydrous
Na-luminolate. Displacement ellipsoids are drawn at 50% probability
level.

Crystal Structure of Form II1

A crystalline powder of form III was obtained by slow
evaporation of a hot dimethyl sulfoxide (DMSO) solution of
Na-luminolate.

On a first glance the diffraction traces of form II and form
III (Figure 1) look very similar and the slim differences might
easily escape attention in a fingerprint comparison. Also the d
values of most of the intense reflections agree within experi-

Z. Anorg. Allg. Chem. 2015, 332-338
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Figure 3. Molecular packing of the anhydrous Na-luminolate of form
II (left column) and form IIT (right column). Intermolecular hydrogen
bonds are dashed in grey. Dative bonds are dashed in black. Layer
stacking (a. f). Interface between neighboring strands (b, g). Top view
onto the layers showing the strands of dimers (¢, h). Hydrogen bonded
dimers (d, 1). Coordination environment of Na* (e, j).

mental errors. Scrutiny reveals differences in the range be-
tween 24 and 32°2@ (inset in Figure 1) which, however, might
still be attributed to preferred orientation. Thorough structural
characterization nevertheless unequivocally proves the distinct
form I1I.

Following indexing, a Pawley fit of the diffraction trace,
crystal structure solution and Rietveld refinement in TOPAS
Academic!"®! turned out to be straightforward. The high quality
of the Rietveld fit (Figure 1b) confirms phase purity. As for
form II, during structure solution and refinement luminolate
was applied as rigid body with a molecular structure deter-
mined by a first principles optimization. Crystallographic data
and details of the structure refinement are shown in Table 1.
Figure 2b shows the asymmetric unit of form III as ORTEP
plot including the numbering scheme.

The packing motifs are shown in Figure 3f—j. Both, form II
and form III represent lamellar phases with layers stacked

along the a* and c* axes, respectively (Figure 3a, ¢ and f, h).
The striking similarity of the lamellar motif certainly contrib-
utes to the similarity of the diffraction traces.

In both, form II and form III, aminophenyl moieties of the
luminol ligands point towards the surface of the lavers while
the azindione moieties provide the coordination environment
of sodium residing at the center of the layers. The stacking of
the layers is promoted by weak van der Waals interactions as
well as a weak hydrogen bond (Figure 3b and g) between the
amino groups [N(5)-H(5b)+N(5)] of two opposing luminol
anions in adjacent layers [2.6073(1)A, 153.3(6)° and
2.811(6) A, 152.4(4)° for form II and form III, respectively].

Top views of the layers (Figure 3¢ and h), however, reveal
significant differences in the motit of the two-dimensional sub-
structures of form II and form IIL. The layers in both forms
are comprised of strands of luminolate dimers in a parallel-
displaced m-stack arrangement with interaction distances be-
tween adjacent aminophenyl moieties of 3.615(9) A [C(8)-
C(8A)] and 3.393(7) A [C(5)-(4A)] for form IT and 3.63(1) A
[C(8)-C(8A)] and 3.396(7) A [C(5)-C(4A)] for form IIL The
dimers (Figure 3d and i) are hold together by hydrogen bond-
ing between N(3)-H(3) and N(2) [2.1217 A, 147.5(5)° and
2.154(6) A, 147.1(4)° for form II and form III, respectively].
The strands differ in the orientation of these dimers with re-
spect to the layers. The planes of the dimers are canted by
approximately = 25° with respect to the layer. In form III the
direction of canting within each layer is the same (Figure 3h)
and it alternates from layer to layer. Contrary to this, in form
II neighboring strands of dimers within a single layer have
alternating orientations (Figure 3c¢).

Within a given layer neighboring strands of dimers are con-
nected by the coordination to the Na* sandwiched between the
strands. Interestingly, despite the different orientations of the
strands the coordination environment for Na‘* is again similar
in both forms (Figure 3 e and j). The sodium cations reside at
slightly different heights in the layers filling the gaps between
the dimer stacks. In both forms the coordination number of
Na* is 5 (1 XN and 4 X0O) in an irregular polyhedron. The
coordination polyhedra are interconnected by two shared edges
and two shared vertices. The Na—O and Na-N distances are
summarized in Table 2.

Vibrational Spectroscopy

FT-IR and Raman spectra of both polymorph forms are com-
pared in Figure 4 (IR) and Figure 5 (Raman). Since the pri-
mary (luminolate), the secondary (hydrogen bonded dimers),
the tertiary (shifted m-stacked strands of dimers) and the qua-
ternary building (layers) motifs and even the Na environments
are very similar, little difference is expected in the spectra.
Indeed the differences observed are slim and are restricted to
the phonon region. The two polymorphs exhibit differences in
the IR spectra below 470 em™! and in the Raman spectra below
250 cm ™', An assignment of the absorptions/resonances is not
straightforward but these differences in the phonon regime can
be regarded as another evidence for the presence of two dif-
ferent polymorphic forms of luminolate.
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Table 1. Crystal data and details of measurements and refinements for polymorph forms II and III of anhydrous Na-luminolate; B1%9! is

reported for comparison,

B1¥ 11 11

Formula CgH(,'N;;NaOZ CgHﬁNgNaOQ CgHﬁNgNaOQ
M, 199.15 199.15 199.15
Crystal system monoclinic monoclinic monoclinic
Space group P2/c P2i/c P2/c
alA 14.7157(18) 14.7172(7) 8.0364(2)
b !A 3.7029(19) 3.7003(1) 3.69765(5)
c /A 16.0233(15) 16.0055(8) 26.4246(7)
g 116.682(13) 116.715(3) 96.346(2)
V /A3 780.2(4) 778.59(6) 780.42(3)
YANA 471 471 4/1
plgrem™ 1.695 1.6989(1) 1.69491(7)
F(000) 408 408 408
Measured temperature /°C 295(2) 295(2) 295(2)
Data range /°26 3.360-34.919 3-80.085 3-80.085
Reflections used 338 479 480
Refined parameters 102% 63 66
R, 0.0435" 0.0155 0.0214
Ryp 0.0614" 0.0212 0.0296

exp 0.0352% 0.0099 0.0104

Bragg 0.0120 0.0148

a) Ref. [9d]. b) Number for two-phase Rietveld refinement.

Table 2. Coordination bonding Na--X [X = N, O] distances for polymorph forms II and III of anhydrous Na-luminolate; B11®¥ is reported for

ARTICLE

comparison.
Coordination B1v Form II Form III .
bond 5]
- - 7 =z

Symmetry code Na--X /A Symmetry code Na--X /A Symmetry code Na--X /A =
Na--O(1) XV Z 2.379(9) B 2.304(9) —1+x, v, 2z 2.326(8) _C'_‘
Na--O(1) x, =14y z 2.275(9) x, =14y z 2.262(9) =l+x, =14y 2 2.277(8) o
Na-—-O(1) 1—=x, —0.54v, z 2.442(7) 1=x, 0.5+v, 2 2.50(1) I=x, 1 -y, -2 2.571(7) E
Na--N(2) 1=x, 0.5+, z 2.726(7) 1-x, 0.5+y, z 2.648(6) l-x, 1 -y z 2.605(6) :.:-'
Na--O(4) x, 0.5-y, 0.54z 2.385(9) x, 0.5-y, 0.5+ 2.422(9) XV Z 2.295(5) 51
a) Ref. [9d]. R
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Figure 4. FT-IR spectra of form II (black) and form IIT (grey) of

I Figure 5. Raman spectra of form II (black)) and form III (grey) of
anhydrous Na-luminolate.

anhydrous Na-luminolate. Significant differences occur within the lat-
tice phonon region below 250 cm™! (see inset).

Thermodynamic Relation

Additional experiments and theoretical calculations were
performed to clarify the thermodynamic relation between the
two polymorphic forms. According to Ostwald-Vollmer rule

form Il should be more stable (p = 1.699 grem™
and 1.694 g-cm™ for form I and form III, respectively, at
295 K). The density difference is, however, too small
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(0.004 g=cm3) and too many exceptions to the rule are known
as to indicate reliably the thermodynamic order of the two
forms.*! Rather lattice energy calculations and solution medi-
ated transformation experiments were consulted.

DFT Calculations

The crystal structures as determined by Rietveld refinement
at room temperature were relaxed by geomelry oplimization
including the symmelry constraints of the respective space
groups and the variation of unit cell parameters by applying
density functional theory with a semi-empirical dispersion cor-
rection (DFT-D) in order to determine the thermodynamically
more stable form at 0 K. The calculations clearly prove that
both structures represent local minima and optimized param-
eters differ little from experimental ones (Table 3). As ex-
pected for experimental structures refined at room temperature,
optimization shrinks the volume, however, by as little as ap-
proximately 3% for both forms. The relative energies suggest
that form II is metastable at O K by as little as 1.708 kJ-mol ™.
Since entropy effects are neglected, the ranking of the two
forms can therefore not be determined reliably by the calcula-
tions.

Table 3. Results of the CASTEP!'®! geometry optimization. The devia-
tions of the optimized cell parameters (0 K) as compared to the experi-
mentally determined parameters (room temp.) are given in the third
row.

Form Lattice parameter Deviation /%  AE fkJ-mol™
11 alA 14.602 -0.79 +1.708
b /A 3.620 —2.22
c /A 15.992 ~0.08
pr 116.478 -0.20
V IA3 756.69 -2.90
111 a /A 8.034 —0.03 0
b /A 3.623 —2.06
c 1A 26,195 -0.88
B 96.585 0.25
V IA3 757.43 -3.04

Solution Mediated Transformation

To determine the relative stability of form II and form IIT
unequivocally, slurries of a 1:1 mixture of the two forms in
2-propanol, methanol, and ethanol were equilibrated at room
temperature. PXRD patterns (Figure 6) recorded after 24 h
showed that in all three solvents equilibration leads to a signifi-
cant reduction of reflections related to form II. This suggests
that form IIT is the thermodynamically more stable polymorph
at room temperature. The thermodynamic ranking retrieved by
the slurry experiments, therefore, is in line with the relative
energies retrieved in the DFT-D calculations. In neither of the
equilibration experiments a conversion to form I was observed
as reported by Rybakov et al.”! A spontaneous or tribochemi-
cal induced conversion between forms II and IIT was never
observed during our experiments. Most likely, the conversion
in suspension occurred via a dissolution/reprecipitation mecha-
nism.

www.zaac.wiley-vch.de

MeOH
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Figure 6. PXRD patterns of suspensions of 1:1 mixtures of forms IT
and III in 2-propanol. ethanol, and methanol after a 24 h equilibration
period. For comparison a pattern of the initial 1:1-mixture is included.
The significant increase of the intensity of the most prominent reflec-
tions being singular to form III (marked by arrows) indicate a slow
solution mediated transformation of form II into form IIL

Conclusions

Primary (luminolate), secondary (hydrogen bonded dimers),
tertiary (shifted m stacked strands of dimers) and the quartary
building (layers) motifs are very similar in the crystal structure
of both, the newly detected form III and the known form IT
of anhydrous Na-luminolate. As a consequence, diffraction
patterns appear very similar and vibrational spectra also show
little differences. Form III of this promising API therefore
could have easily escaped discovery without scrutiny.

Experimental Section

General: Anhydrous sodium luminolate was supplied by MetrioPharm
Deutschland GmbH and was used without further purification.

To obtain a phase-pure powder of form II first the Na-luminolate (1 g)
was dissolved in water (10 mL). Crystallization was induced by slowly
adding 50 mL of the anti-solvent 2-propanol over a period of 3 h to
obtain the known dihydrate form.”d Slow dehydration over a period
of 8 h at 80 °C in a drying furnace yields a microcrystalline powder
of fine needles (typically 500 nm in diameter, 20 pm in length) of form
|18

Form III was obtained by slow evaporation of a saturated solution of
anhydrous Na-luminolate in DMSO at 90 °C. The material was ob-
tained as yellowish microcrystalline powder of fine needles (typically
100 nm in diameter, 5 pm in length). Crystallization can be speeded
up by applying a vacuum of § X 10~ mbar.

Slurry experiments were carried out by suspending S0 mg of a 1:1
mixture of forms IT and IIT in 5 mL of 2-popanel, methanol, or eth-
anol. The mixture was stirred in a closed vessel at room temperature
for 24 h.

PXRD: Measurements were performed in transmission geometry with
a STOE STADI P diffractometer with Cu-K,,; radiation equipped with
a fast, high resolution silicon strip detector (DECTRIS Mythen1K).
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The samples were prepared in glass capillaries (diameter 0.5 mm). In-
strument parameters for Rietveld refinements were determined apply-
ing Si.

Crystal Structure Determination: TOPAS Academic™! was used for
indexing, determination of the Lauve group, structure solution, and Riet-
veld refinement.

Strocture solution was accomplished by a simulated annealing method
in TOPAS Academicl™™] applying a rigid body model of a luminolate
molecule. The molecular structure of the rigid body was obtained by
DFT geometry optimization with the DMol3 module applying the gen-
eralized-gradient approximation (GGA) with the Perdew-Burke-
Ernzerhof (PBE) functional'”) as implemented in the Materials Studio
software 2],

For structure solution nine parameters were globally optimized in the
simulated annealing run: three positional and three angular parameters
for the luminolate and three positional parameters for the sodiuvm cat-
ion.

Rietveld refinements of the resulting structure models were performed
using a fundamental parameters approach(!?! for describing the peak
profiles. The profoundly needle-shape of the crystals of both poly-
morphs triggers a good degree of preferred orientation even with capil-
lary samples. Although refinement is stable also without taking the
preferred orientation into account, the K-value turned out to be signifi-
cantly smaller when applying the PO_Spherical Harmonics macro?”],
Displacement parameters were refined atom-type-wise with the B-fac-
tors for hydrogen atoms being fixed to By, = 5 A%

Form III: The Pawley fit in space group P2,/c in the range of
3-80.085°24 including 480 reflections gave R values of R, = 0.0158
and R, = 0.0213 (R, = 0.0100) with cell parametiers a =
8.036202) A, b =3.69703(6) A, ¢ = 26.4224(8) A, F=96.346(2)°, and
a volume of 780.20¢3) A% For Rietveld refinement preferred orienta-
tion was described with a spherical harmonics function of 4th order.

Form II: Starting cell parameters and symmetry (P2,/c) were taken
from data deposited as CCDC no. CCDC-9316834, The Pawley fit
of our data in space group P2,/c over a range of 3-80.085°28 including
479 reflections gave R values of R, = 0.0121 and Ry, = 0.0166 (R,
= 0.0095) with cell parameters @ = 14.718(1) A b=370420) A, c=
16.0057(10) A, § = 116.721(3)°, and a volume of 779.38(10) A%, The
structure of form II was solved and refined against the diffraction data
obtained for the phase pure sample. For Rietveld refinement preferred
orientation wag described with a spherical harmonics function of 2nd
order.

Diamond?!] was used for the graphical representation of the results,
PLATOND?! was used to calculate hydrogen bond lengths.

Crystallographic data (excluding structure factors) for the structures in
this paper have been deposited with the Cambridge Crystallo-
graphic Data Centre, CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB21EZ,
UK. Copies of the data can be obtained free of charge on quoting the
depository numbers CCDC-1040228 and CCDC-1040229 for
form II and form III, respectively (Fax: +44-1223-336-033; E-Mail:
deposit@cede.cam.ac.uk, http:/www.ccde.cam.ac.uk).

Vibrational Spectroscopy: IR spectra were recorded with a JASCO
FT/AR 6100 FT-IR spectrometer equipped with a DLATGS detector.
Raman spectra were recorded on a LabRam spectrometer {(with a reso-
lotion of 2 cm™1), with a He-Ne laser (632.8 nm) (power of 15 mW for

excitation), and a 100 > objective. Due to high background fluores-
cence the spectra were background corrected.

Lattice Energy Calculations: The DFI-D calculations were carried
out using the CASTEP code.l"] The GGA with the PBE functional
was used.['”] A plane-wave basis set with an energy cutoff of 800 eV
was applied and the core electrons were represented by ultra-soft pseu-
dopotentials. K-points were distributed uvsing a Monkhorst-Pack-
grid(?®] with a size of 2x 6x 2 for form II and 46 | for form
IT1. The semi-empirical dispersion correction was introduced using the
Scheme of Tkatchenko and Scheffler.>*) For the geometry optimiza-
tion the convergence tolerances of energy, maximum force, and maxi-
mum displacement were 2.0} 1077 eV per atom, 5.0 1072 eV A~
and 1.0<10°% A1, respectively. The allowed stress tolerance was
0.1 GPa.
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