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Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von Polymorphie und Kristallisation verschiede-
ner organischer Molekiile. Als Techniken standen sowohl computerchemische Methoden als
auch ein modernes automatisches Laborreaktorsystem zur Verfiigung, welches iiber ver-
schiedene Online-Sensoren und eine akurate Temperatursteuerung verfiigte. Mittels einer
FBRM-Sonde, welche eine zeitnahe Detektion der Keimbildung erlaubt, und einer ATR
FT-IR Sonde, iiber die zu jedem Zeitpunkt der Kristallisation der Konzentrations- und
somit auch der Uberssittigungsverlauf gemessen werden konnte, war eine genaue Steue-
rung der Kristallisationsprozesse moglich.

Unter Verwendung des beschriebenen Laborreaktorsystems gelang es, das 175 Jahre al-
te Ritsel iiber die Polymorphie des einfachen organischen Molekiils Benzamid zu 16sen.
Bereits im Jahre 1832 wurde zum ersten Mal das Phéanomen der Polymorphie an organi-
schen Molekiilkristallen von den Grofiviitern der modernen anorganischen und organischen
Chemie, Friedrich Wohler und Justus von Liebig am Beispiel des Benzamids entdeckt
und verdffentlicht. Die Strukturlésung dieser von Wohler und Liebig beschriebenen na-
delférmigen Modifikation von Benzamid gelang allerdings erst im Rahmen dieser Arbeit
im Jahr 2007. Von Benzamid ist eine weitere metastabile Phase II bekannt, welche bislang
falschlicherweise fiir die Wohler und Liebig Phase gehalten wurde, da sie ebenfalls, wie
auch die echte Wohler Phase, in einer nadelférmigen Morphologie auskristallisiert. Diese
Phase wurde 2005 von David et al. aus Rontgenpulverdaten gelst. Allerdings wichen die
verwendeten Kristallisationsbedingungen stark von den von Wohler und Liebig beschriebe-
nen Kiihlraten ab. Durch eine schnelle, Losungsmittel getriebene Umwandlung entzog sich
diese Phase bislang jedoch weiteren Untersuchungen. Erst im Rahmen dieser Dissertation
ist es gelungen, die Umwandlung dieser metastabilen Phase II soweit zu verlangsamen,
dass sowohl réontgenographische Methoden, als auch Festkorper-NMR-, Raman- und IR-
Spektroskopie méglich war.

Durch die Einfachheit des Molekiils, nur einem Torsionsfreiheitsgrad, sowie der bekannten
Polymorphie bietet sich Benzamid als Testsystem fiir Computersimulationen an. Benza-
mid wurde so als ,,benchmark“-System fiir Kristallstrukturvorhersagen unter der Verwen-
dung zweier kommerziell erhiltlicher Programmpakete (MS Modeling 4.0 und Cerius?)

ausgewdahlt. Mit beiden Programmpaketen ist es gelungen sowohl die thermodynamisch
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stabile Phase I als auch die Wohler und Liebig Phase richtig ,, vorherzusagen“. Bei der me-
tastabilen Phase II konnte die experimentelle Struktur leider nicht in den Vorhersagen ge-
funden werden. Die aus experimentellen Daten geloste Kristallstruktur stellte im Hinblick
auf das bei den Simulationen verwendete Kraftfeld einen Sattelpunkt auf der Energiehy-
perfliche dar, so dass selbst einfache Energieoptimierungen dieser Phase bereits scheiter-
ten und zu einer deutlichen Verdnderung in den Gitterparametern fiithrte. Ein weiteres
interessantes Ergebnis war die Vorhersage eines energetisch giinstigen Packungsmusters,
welches bislang schon von einigen kurzkettigen Carbonséduren bekannt ist, dem sogenann-
ten Katamer-Synthon. Dieses bildet sich aus langen tiber Wasserstoftbriicken gebundenen
Ketten, in denen keine Dimere enthalten sind. Dieses vorhergesagte Packungsmotif be-
darf noch einer experimentellen Bestétigung. Hierfiir ist es allerdings notwendig geeignete
Kristallisationsbedingungen zu schaffen, welche es erlauben die Bildung von Benzamid-
Dimeren in Lésung zu verhindern.

Parallel zum Modelsystem Benzamid wurde die Polymorphie des Wirkstoffes Montelukast
und seiner Salze ndher untersucht. Im Rahmen dieser Dissertation gelang es, die Kristall-
struktur der freien Sdure von Montelukast aus Rontgeneinkristalldiffraktometriedaten zu
l6sen. Die durchgefiithrten Kristallisationsexperimente zusammen mit der gelosten Kri-
stallstruktur und computerchemischen Simulationen halfen, die Probleme bei der Kristal-
lisation des Natrium-Salzes zu erklédren. So scheint es notwendig, dass als strukturdirigie-
rendes Agenz bei der Kristallisation dringend Wasserstoffbriicken notwendig sind. Expe-
rimentell bestétigt sich dies darin, dass neben der freien Séure auch ein mikrokristallines
Ammonium-Salz bekannt ist, jedoch entgegen aller in den Patenten enthaltenen Behaup-
tungen, kein kristallines Natrium-Salz. Dieser Befund ldsst sich noch dadurch unterstiitzen,
dass sich auch in den Originalmedikamenten keine kristalline Natrium-Verbindung finden
l&sst.

Die Kombination aller hier vorgestellter Methoden erlaubt es, eine genaue Kenntniss iiber
die Polymorphie von verschiedenen Systemen zu erlangen und bei der Loésung von Pro-
blemen in der experimentellen Kristallisation neue Lésungswege zu finden. Ungewdhnlich
ist, dass alle verwendeten Techniken, sowohl Theorie als auch Experiment, an einem Ort,

von einer Person durchgefiithrt wurden.



Summary

The polymorphism and crystallization of different organic molecules was investigated using
computational chemistry as well as a modern automatic lab reactor system. This automa-
tic lab reactor was equipped with a FBRM probe, which allowed detection of nucleation
almost in real time, and an ATR FT-IR probe for an accurate measurement of concentrati-
on and therefore supersaturation. In addition with the very precise temperature control of
the lab reactor system crystallization procedures could be performed in a very controlled
manner.

Using the described automatic lab reactor system the 175 year old riddle about polymor-
phism of the very simple compound benzamide could be solved. Back in 1832 the german
grandfathers of modern inorganic and organic chemistry, Friedrich Wohler and Justus von
Liebig, described the phenomenon of polymorphism for the first time for an organic mole-
cular crystal, for benzamide. However, the crystal structure of this described metastable
phase III with a needlelike morphology was solved in 2007 as a part of this PhD-thesis. A
second metastable phase of benzamide is also known, which was misleadingly dedicated
to be the Wohler and Liebig phase first due to a similar needlelike morphology. Indeed,
the necessary crystallization conditions needed to yield this metastable phase II differ dra-
matically from the originally by Wohler and Liebig reported cooling rates. Due to a fast
solution mediated transformation into a thermodynamically more stable phase, phase II
eluded further characterizations. Within this PhD-thesis it was possible to slow down the
transformation of this metastable phase II so that PXRD pattern, as well as solid-state
NMR-, Raman- and IR-spectra could be recorded.

The simplicity of the benzamide molecule, which exhibits only one torsional degree of
freedom, as well as the known polymorphism made benzamide an appropriate system for
computer simulations. Benzamide was chosen as a benchmark system for crystal structure
prediction (CSP), which had been performed using two commercial suites of programs (MS
Modeling 4.0 and Cerius?). The thermodynamically stable phase I and the Wahler and
Liebig phase III could be ,,predicted“ within both suites of programs. Unfortunately, the
metastable phase II could not been found in either of these predictions. It turned out that
phase II represents a saddle point on the energy hyper surface in respect to the force field

used. Even a simple energy optimization of the experimentally known crystal structure
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yielded in a massive deformation of the crystal lattice. However, another very interesting
low energy packing motif could be predicted which is already known as a catamer synthon
from carbonic acids. In a catamer synthon no hydrogen bonded dimers can be found, only
hydrogen bonded chains are formed. So far there is no experimental confirmation for this
predicted packing motif. Therfore it is necessary to establish an environment which is
capable of breaking the dimer bond.

In addition to the model system benzamide, the polymorphism of the active pharmaceu-
tical ingredient (API) montelukast was investigated. Within this PhD-thesis the crystal
structure of the free acid of montelukast could be solved from single-crystal X-ray dif-
fraction data. The performed crystallization experiments together with the solved crystal
structure and computer simulations helped to explain the difficulties with the crystalli-
zation of sodium-montelukast. It seems as if hydrogen bonds are needed as some kind
of structure directing agent during the nucleation. This result can be confirmed experi-
mentally by the known crystalline montelukast phases. Only the free acid as well as an
ammonium-salt can be found to be crystalline. Moreover, even in the merchandised drug,
no crystalline sodium-montelukast can be identified although several patents claim tech-
niques to obtain at least one crystalline sodium-montelukast phase.

Summing up, the combination of all these methods helped to get a good knowledge about
the polymorphism of different systems and to find new ways to solve existing problems
during crystallization. It is unique, that all techniques, simulation and experiment, had

been performed at one place, from one person.



Kapitel 1
Einleitung

1.1 Polymorphie molekularer Kristalle

1.1.1 Allgemeines

Der Begriff Polymorphie leitet sich von den griechischen Worten ,viel“ (poly) und
,Form“ (morph) ab. Polymorphie wird sowohl in den Sprachwissenschaften, der Biologie,
der Genetik und nicht zuletzt in den Computerwissenschaften verwendet. In der Kristal-
lographie findet der Begriff Polymorphie bereits seit Beginn des 19. Jahrhunderts Ver-
wendung [1]. Die heute gebréuchlichste Definition hingegen stammt aus dem Jahre 1965
und wurde von McCrone eingefiihrt [2]. Darin beschreibt McCrone die Polymorphie als
die Moglichkeit eines Stoffes, mindestens zwei verschiedene Anordnungen der Molekiile
dieses Stoffes zueinander realisieren zu konnen. Eine Ausnahme hierzu stellen Solvate dar,
bei welchen zusétzlich noch Losungsmittelmolekiile in das Kristallgitter eingebaut sind.
Solvate, bzw. als Sonderfall Hydrate, werden nach neusten Meinungen als so genannte
,,Pseudopolymorphe* definiert.

Das Interesse an Polymorphie-Untersuchungen hat in den letzten Jahren in der pharmazeu-
tischen Industrie stark zugenommen, da sowohl die physikalischen als auch die chemischen
Eigenschaften von verschiedenen Polymorphen stark voneinander abweichen kénnen [3].
Eine spontane Umwandlung von Polymorphen eines pharmazeutischen Wirkstoffes kann
so zu einer deutlich schlechteren Loslichkeit, bzw. Bioverfiigbarkeit fithren, was fiir das Un-
ternehmen starke finanzielle Einbufien bedeuten kann. Der prominenteste Fall, der durch
Phasenumwandlung von Polymorphen entstanden ist, behandelt den Wirkstoff Ritonavir
und ist in der Literatur oft zitiert und diskutiert [4].

Nicht immer ist die thermodynamisch stabilste Phase auch das gewiinschte Endprodukt

und auch metastabile Phasen kénnen iiber mehrere Jahre hinweg problemlos stabil vorlie-



1.1 Polymorphie molekularer Kristalle 9

gen. Eine gezielte Synthese dieser metastabilen Modifikationen ist bislang allerdings nur in
den seltensten Fillen einfach und wiederholbar zu realisieren. Ein Blick in die ,,Cambridge
Structural Database* (CSD) zeigt, dass von nur ca. 2000 Strukturen aus {iber 200000 Da-
tensétzen Polymorphe bekannt sind [5]. Davon sind nur von etwa 300 Kristallstrukturen
mehr als 2 Polymorphe bekannt. Im Gegensatz hierzu zeigen Kristallstrukturvorhersa-
gen eindeutig, dass fiir die meisten Strukturen eine Vielzahl an kristallchemisch sinnvollen
Strukturen mit niedriger Energie vorliegen, welche auch experimentell greifbar sein sollten.
Diese Diskrepanz zwischen Theorie und Praxis ist bis heute nicht gelost. Ist die Theorie zu
ungenau oder sind die experimentellen Methoden bislang noch ungeeignet um die nétigen
Kristallisationsbedingungen einzustellen? Diese Fragestellung kann nur im Zusammenspiel

beider Gruppen, den Theoretikern und den Experimentalisten gelingen.

1.1.2 Kiristallisationtechniken und -ansatze zur Synthese metastabiler Poly-
morphe

Ziel aller Experimente muss es sein, die dufleren Bedingungen so anzupassen, dass das
metastabile Polymorph kristallisiert und isolierbar ist. Nach der Ostwald’schen Stufen-
regel kristallisiert zunichst i.d.R. immer das metastabilste Polymorph, welches sich an-
schlieBend, evtl. {iber weitere metastabile Phasen hinweg, in das thermodynamisch stabile
Polymorph umwandelt. Nach Ostwald wiire es sinnvoll, méglichst hohe Uberséttigungen
bei niedrigen Temperaturen zu erzielen, und so bei moglichst niedrigen Temperaturen
die Kristallisation zu starten (siehe Abb. 1.1). Nicht immer ist es allerdings mdoglich
das gewiinschte Polymorph anschliefend phasenrein zu isolieren. Falls beide Keime eine
dhnliche Keimbildungsbarriere aufweisen kann es vorkommen, dass eine sekundére Keim-
bildung der thermodynamisch stabileren Phase nicht unterdriickt werden kann. Gezielte
Kristallisationexperimente einzelner metastabiler Polymorphe werden derzeit meist durch
Impfung mit dem gewiinschten Polymorph innerhalb der metastabilen Zone erzeugt. Es
ist iiblich bis zu 5% an Impfkristallen zuzugeben. Die metastabile Zone beschreibt einen
Bereich einer iibersittigten Losung, in der es noch nicht zu einer spontanen Keimbildung
kommt. Dies kann dadurch erreicht werden, dass eine gerade geséttigte Losung leicht ab-
gekiihlt wird.

In der Literatur sind zahlreiche Ansétze zu finden, die genutzt werden um (metastabile)
Polymorphe zu erzeugen. Im Bereich der pharmazeutischen Wirkstoffe gibt es gerade eine
starke Tendenz hin zur Cokristallisation [6-10]. Dies bedeutet, dass das eigentliche Zielmo-
lekiil mit einem anderen geeigneten Molekiil zusammengebracht wird. Zusammen bilden
sich dann im Idealfall Cokristalle aus. Uber eine Eignung von Molekiilen zur Verwendung
in Cokristallen entscheidet zum Einen die Toxizitét, zum Anderen auch moégliche Wechsel-

wirkungszentren des Molekiils. Molekiile, welche Wasserstoffbriickenbindungen bzw. iiber
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Phenylringe w7 Wechselwirkungen aufbauen kénnen eignen sich in der Regel sehr gut.
Mittels dieser Technik ist es auch moglich, bestimmte physikalische und chemische Eigen-
schaften wie Dampfdruck, Bioverfiigharkeit durch geschickte Auswahl des Cokristallisats
auf die gewiinschten Werte einzustellen. Als Beispiel soll hier nur die Oxalsédure erwéhnt
werden. Die Dicarbonséure verfiigt tiber viele funktionelle Gruppen und eignet sich so
hervorragend fiir Cokristallisationsexperimente.

Eine Abwandlung ist das sogenannte ,Solvent drop grinding“ [10, 11]. Hier werden die
Edukte mit einem Tropfen an Ldsungsmittel versetzt und anschliefend gemorsert. Ob-
wohl mit diesem Ansatz eigentlich das Ziel verfolgt wird Cokristalle herzustellen, kann es
auch passieren, dass stattdessen eines der Edukte in ein anderes Polymorph umgewandelt
wird.

Die in der pharmazeutischen Industrie jedoch am Weitesten verbreitete Technik ist das
»,High-Throughput Screening®“. Hierbei wird in sehr kleinen Reaktionsgefdfien im ul Be-
reich auf Mikrotiterplatten gearbeitet. Pro Versuchsreihe kénnen so aus verschiedenen
Losungsmitteln, bzw. Losungsmittelgemischen, bei verschiedensten Konzentrationen und
ph-Werten, Kristallisationen durchgefiihrt werden. AnschlieBend kénnen iiber Raman-
Spektroskopie die Mikrotiterplatten vollautomatisch auf die Kristallinitdt der Produkte
in den einzelnen Reaktoren hin iiberpriift werden. Durch den hohen Probendurchsatz ge-
lingt es mit dieser Methode meist ein fiir die Industrie ausreichendes Polymorph-Screening
durchzufiihren [12,13].

Vor etwa fiinf Jahren gelangte eine weitere Technik in den Fokus der Wissenschaft. Dabei
handelt es sich um eine heterogene Keimbildung unter Verwendung strukturdirigierender
Agenzien. Zur Auswahl stehen dabei sowohl organische Kristalle, anorganische Materialien
oder auch Polymere. Die Beschaffenheit der Oberfléche, die dort zur Verfiigung stehenden
funktionellen Gruppen und auch die elektrostatischen Wechselwirkungen haben dabei die

grofiten Einfliisse auf den entstehenden Kristall. Durch geschickte Auswahl an geeigneten

AG
AG* (A) A
AG.* (B)
Tp Iy
e —— : P
/ ¥ rp* \
,'" % Polymorph B
Polymorph A / Losung 6 AAG

Abbildung 1.1: Schematische Auftragung der Energie gegen die Clustergrofe fiir das thermodynamisch
stabile Polymorph A und das metastabile Polymorph B.
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Oberfldchen sollte es also moglich sein gezielt das erwiinschte Polymorph auskristallisieren
zu konnen.

Kristallisation kann aber auch aus einem ganz anderen Winkel betrachtet werden. G.R.
Desiraju und Jack D. Dunitz, deren Wurzeln eher in der Kristallographie liegen, bezeichnen
Kristalle im Allgemeinen als ,,Supermolekiile* bzw. auch als ,,supramolekulare Einheit* [8].
Nach der Definition von Lehn [14] verhélt sich ein Supermolekiil zu einem Molekiil wie in-
termolekulare Wechselwirkungen zu kovalenten Bindungen. Die Kristallisation kann somit
mit einer organischen Synthese verglichen werden, wobei im Falle der Kristallisation nun
die intermolekularen Wechselwirkungen verstanden und kontrolliert werden miissen. Diese
Betrachtungsweise ist Grundlage fiir das sogenannte ,,Crystal Engineering® bei welchem
versucht wird, Kristalle mit bestimmten Eigenschaften gezielt herzustellen. Auch wenn
die Realitdt davon noch weit entfernt ist, kann die Gruppe um G.R. Desiraju doch einige
hochwertige Publikationen auf dem Gebiet der Polymorphie vorweisen [15-17].

FEin weiterer Ansatz beruht auf dem Verstédndnis von Kristallisation und Keimbildung. So
hat die Gruppe um Roger J. Davey sich intensiv mit der fliissigen Phase kurz vor der
Kristallisation beschéftigt. Mit Hilfe von spektroskopischen Methoden wie IR und NMR
gelang es ihnen, einen Zusammenhang zwischen den in Losung enthaltenen Clustern und
dem entstehenden Polymorph zu finden (siehe Abb. 1.2) [18,19]. Analog dazu wurde durch
neue Ansétze im Bereich der Diffraktion versucht auch mit in-situ Untersuchungen die

Struktur der ersten fiir die Diffraktion sichtbaren Keime aufzuldsen [20, 21].

1.2 Computersimulationen im Bereich Kristallisation

Prinzipiell kénnen Computersimulationen in der Chemie/Physik in zwei Bereiche unterteilt
werden. Diese Unterteilung beruht auf den zugrundeliegenden Methoden zur Berechnung
der Energie. Um moglichst exakte Ergebnisse zu erzielen sollte auf die quantenmechani-
schen Simulationen zuriickgegriffen werden. Fiir groe Systeme (mehrere hundert Atome)

werden diese Methoden allerdings sehr schnell sehr kostspielig, und aus diesem Grund
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gibt es die Moglichkeit die Kraftfeldmethoden anzuwenden, welche auf der klassischen
Mechanik beruhen. In der molekularen Mechanik kénnen allerdings keine elektronischen
Ubergiinge betrachtet werden. Ausschlaggebend fiir die Auswahl ist also einerseits die
gewiinschte Zielsetzung und andererseits die Realisierbarkeit aufgrund der zu simulieren-

den Systemgrofe.

1.2.1 Kraftfeldmethoden

Aufgrund der Komplexitidt von Keimbildungsprozessen aus Losung, bzw. auch
Polymorphie-Screening Untersuchungen in-silico wird meist auf die Kraftfeldmethoden
zuriickgegriffen. Bei der Berechnung der potentiellen Energie betrachtet man hierbei die

bindenden und nicht bindenden Anteile seperat:

Err = Ebindend + Enicht bindend (1.1)
Ebindend = EDehnung + EBiegung + ETorsion (12)
Enz'cht bindend = ECoulomb + EvdW (13)

Fiir Gleichung 1.2 wird im Folgenden noch beispielhaft die Ahnlichkeit zur klassischen
Mechanik aufgezeigt. So ist der Dehnungsanteil an der bindenden Energie vergleichbar zur
Berechnung der Federkraft. Eine Auslenkung aus der Gleichgewichtslage by bendtigt eine
gewisse Kraft K, welche der Federkraft entgegenwirkt.

Epehnung = Y, Ku(b—bo) (1.4)

Paare
Analog hierzu werden auch die weiteren bindenden Anteile berechnet. Der nicht bindende
Anteil kann nach Gleichung 1.3 in elektrostatische und van-der-Waals Wechselwirkungen
geteilt werden. Letztere konnen durch verschiedene Potentiale (Morse, Lennard-Jones)
sehr gut angenihert werden. So wird in vielen Fillen das Lennard-Jones Potential 12-6

verwendet (siehe Gleichung 1.5):

b= [(0) ()]

Zur Berechnung der elektrostatischen Wechselwirkung ist lediglich das Wissen iiber die
Lage von Ladungen im Raum nétig. Alle Parameter, die notwendig sind um diese Glei-
chungen zu 16sen, stehen im sogenannten Kraftfeld. Um moglichst genaue Ergebnisse zu
erzielen gibt es fiir verschiedene Systeme unterschiedlich parametrisierte Kraftfelder. Das
DREIDING2.21 Kraftfeld [22] wurde beispielsweise fiir kleine organische Molekiile an ex-

perimentellen Werten optimiert.
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1.2.2 Kristallstrukturvorhersage

Im Bereich der Kristallisation finden Kraftfeldmethoden in verschieden Gebieten ihre
Anwendung. MD-Simulationen bieten die Moglichkeit Keimbildung und Kristallwachs-
tum ndher zu untersuchen. Dirk Zahn et al. haben auf diesem Gebiet eine Reihe von
Veroffentlichungen, die sich mit der Keimbildung aus der Schmelze und sogar aus Losung
beschiftigen [23-25]. Andere Gruppen haben sich auf die Vorhersage von Kristallstruk-
turen spezialisiert [26]. Bei der Kristallstrukturvorhersage werden mit einem ,,Simula-
ted Annealing“ Monte Carlo Algorithmus viele tausende von mdoglichen Packungsmu-
stern erzeugt, welche durch anschliefende Energieminimierung mit geeigneten Kraftfel-
dern auf einige wenige Packungsmuster mit niedriger Energie heruntergebrochen wer-
den (siehe Abb. 1.3). Mit dieser Methode sollte es moglich sein, alle bereits bekann-
ten Kristallstrukturen einer Substanz zu finden und auch weitere interessante Packungs-
muster mit niedriger Energie zu identifizieren. Regelméflige ,,blind tests“ zeigen, dass
auf diesem Gebiet in den letzten acht Jahren groBe Fortschritte erzielt wurden [27-29].
Die Erfahrung aus den letzten veroffentlichten Tests zeigt auch, dass eine Vorhersage
fiir kleine, starre Molekiile mit der derzeitigen Software kein Problem mehr darstellt.
Bei der Vorhersage groflerer, flexibler Molekiile gibt es allerdings noch grofie Unter-
schiede. Gerade dies wére aber im Hinblick auf pharmazeutische Wirkstoffe nétig. Im
letzten, bislang noch nicht verdffentlichten Test, ist es allerdings der Gruppe um Neu-
mann et al. gelungen, alle vier, u.a. auch flexible Molekiile, richtig vorherzusagen [30].

Alle Gruppen auf diesem Gebiet nutzen zunéchst

MC-Algorithmus mit

Metropolis Akzeptanz Kriterium

Monte Carlo Methoden um die Packungsmuster zu Packungserzeugung:
erzeugen. Erst bei der Energieminimierung werden

die Unterschiede in den Herangehensweisen deutlich. JL
Wihrend einige Gruppen mit quantenmechanisch Clustering:
ahnliche Strukturen zusammenfassen

berechneten Monopolladungen rechnen, verwenden

&

andere Gruppen Multipolladungsmodelle, um eine

. . Energieminimierung
genauere elektrostatische Wechselwirkung zu erlan- 2.B. mit Newton-Raphson
gen. Mit beiden Ansétzen gelingt es, fiir bestimmte JL
Systeme die bekannten Polymorphe vorherzusagen. [ Clustering }
So konnten Price et al. in den letzten Jahren immer JL

wieder erfolgreich die Vorhersage von Polymorphen [Vergleich mit bekannten Strukturen }

unter Verwendung des Multipolladungsmodells zei-

gen [31-34]. Aber auch mit Monopolladungsmodel- Abbildung 1.3: Schematiksche

len konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, Darstellung des Ablaufs einer

Kristallstrukt h .
dass erfolgreiche Vorhersagen moglich sind [35, 36]. HstalStIE I vOTHersage

Day et al. nutzten eine Mischung aus beiden Ansétzen, so fithrten sie zunéchst eine Vor-
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hersage und Energieminimierung unter Verwendung von Monopolladung durch, um an-
schlieflend einen Bereich energetisch giinstiger Molekiile mit Multipolladungen noch néher
zu verfeinern [37-39]. Die letzthin scheinbar so erfolgreiche Methode von Neumann et al.
beruht auf der Mafischneiderung des verwendeten Kraftfeldes. Mit quantenmechanischen
Methoden passt Neumann et al. sein Kraftfeld in einer Art Kreislauf dem zu untersu-
chenden System an [30,40]. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Entwicklung
im Bereich der Computersimulation sehr positiv verlauft und in den néchsten Jahren,
mit wachsender Rechenleistung, sicher noch mit besseren Ergebnissen, gerade fiir grofie

pharmazeutisch interessante Molekiile, zu rechnen ist.



Kapitel 2
Synopsis

2.1 Motivation

Ziel dieser Arbeit war es, durch den Aufbau eines konzertierten Ansatzes (siehe Abb. 2.1)
Fragestellungen zur Polymorphie besser verstehen zu lernen. Durch Kombination modern-
ster experimenteller Techniken mit der Verwendung von Computersimulationen sollte die
Kristallisation, bzw. Polymorphie zweier Stoffsysteme genauer untersucht und verstanden
werden. Zum Einen wurde das Modellsystem Benzamid ausgewéhlt, welches sich durch sei-
ne Einfachheit, seine schon bekannte Polymorphie und seine guten Losungseigenschaften
zur Validierung verschiedener Methoden gut eignet. In Kooperation mit Heumann PCS,
jetzt Excella-Pharma-Source, wurde parallel an einem industriell relevanten Wirkstoff ge-
forscht. Insbesondere die Kristallisation metastabiler Polymorphe sollte bei beiden Sy-

stemen genauer untersucht werden. Bei Kristallisationen aus Losung ist dabei die Ost-

Synthese

Ostwald’sche Stufenregel
Topotaktische Umwandlungen
Diinne Filme

Simulationen Analysemethoden
Kristallstrukturvorhersage 4 ’ FBRM (Partikelmesstechnik)
Molekulardynamik Simulationen ATR FT-IR
Quantenmechanische Rechnungen DSC
Rontgendiffraktometrie
Festkdrper NMR

Abbildung 2.1: Schema des konzertierten Ansatzes zur genauen Untersuchung der Polymorphie

ausgewidhlter Systeme.

15
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wald’sche Stufenregel zu beachten (siehe Abb. 2.2). Nach Ostwald besitzen metastabile
Polymorphe eine niedrigere Keimbildungsbarriere und einen grofleren kritischen Keim.
Bei der gezielten Kristallisation metastabiler Polymorphe sollte aus diesem Grund dar-
auf geachtet werden, moglichst hohe Ubersittigungen zu erzielen. Je niedriger dabei die
Kristallisationtemperatur liegt, desto grofler ist die Wahrscheinlichkeit, eine sekundire
Keimbildung der thermodynamisch stabileren Phase zu unterbinden. Zur Kontrolle dieser
Experimente stand ein automatisches Laborreaktorsystem der Firma Mettler Toledo zur
Verfiigung. Dieser Reaktor war einerseits mit einer FBRM-Sonde (Lasentech) andererseits
mit einer ATR FT-IR Sonde (ReactIR, Mettler Toledo) ausgestattet und verfiigte iiber
eine sehr genaue Temperatursteuerung. Mittels der FBRM-Sonde war es moglich, den Zeit-
punkt der Keimbildung sehr zeitnah online festzustellen. Zugleich konnte die Messgrofie
als Regelparameter im Laborreaktorsystem verwendet werden, welches nach der Detektion
kleiner Partikel einen sofortigen Abbruch des Kristallisationsexperimentes einleitete. Die
ATR FT-IR Sonde gab unterdessen Aufschluss iiber die Konzentrationen und somit iiber
die vorliegenden Uberséttigungen. Durch diese neuen Technologien sollte es somit moglich
sein, zu jedem Zeitpunkt des Kristallisationsprozesses alle wichtigen Parameter, wie Parti-
kelanzahl, Konzentration, Reaktortemperatur aufzuzeichnen. Mittels all dieser Daten und
der Computersteuerung der einzelnen Komponenten des Laborreaktorsystems ist es au-

Berdem moglich, alle Experimente unter gleichen Bedingungen beliebig oft zu wiederholen.

AG,

INEN

AG*(
AG =RT Ino,
2G,=RT Ino ||*
AG=RTIno, ||

rCA rCB r(‘(’

Rl

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Energie gegen die Clustergrofe fiir die drei bekannten
Phasen des Benzamid (a) Phase I, (b) Phase III, (c) Phase II.
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Auch die exakte Steuerung der Temperatur ist ein entscheidender Vorteil fiir die Kristalli-
sationsexperimente. Die maximal erreichbaren Kiihlraten héngen dabei zum Einen von der
Leistung des externen Kryostaten ab, welcher das innere Kiihlsystem des Laborreaktors
kiithlt, zum Anderen von dem verwendeten Reaktormaterial. Fiir Glasreaktoren ist eine
maximale Abweichung von 2 bis 3 K zwischen Mantel- und Reaktortemperatur zulissig.
Dieses System ist somit geeignet Kristallisationen mit kleinen bis mittleren Abkiihlraten
zu fahren.

Fiir die finale Auswertung und fiir ein besseres Verstédndnis der verschiedenen Kréfte,
welche in einem Kristall vorliegen, wurden computerchemische Methoden verwendet.
Hierfiir wurde das kommerziell erhéltliche Programmpaket MS Modeling 4.0 und des-
sen Vorgingerversion Cerius? 4.9 verwendet. Fiir einige zusitzliche quantenmechanische
Rechnungen wurde am Leibniz-Rechenzentrum in Garching mit dem Programm Gaussi-
an03 [41] gearbeitet.

Zusammen mit den zur Verfiigung stehenden Analysemethoden (u.A. PXRD, SXRD,IR,
RAMAN) war es so moglich alle Bereiche des konzertierten Ansatzes abzudecken. Die
Kombination all dieser Methoden an einem Ort und in einem Arbeitskreis ist auf dem
Arbeitsgebiet der Kristallisation ungewdhnlich, zumindest in der wissenschaftlichen Land-

schaft Europas.
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2.2 Modellsystem Benzamid

Fiir eingehende Untersuchungen wurde das Modellsystem
Benzamid ausgewéhlt. Durch die Einfachheit des Molekiils
(siehe Abb. 2.3), mit nur einem Torsionsfreiheitsgrad, war es
auflerdem ein fiir Computersimulationen sehr gut geeignetes
Stoffsystem. Die Polymorphie von Benzamid ist seit nun mehr
176 Jahren bekannt, denn bereits im Jahre 1832 konnten
die deutschen Grofiviter der modernen anorganischen und
organischen Chemie, Friedrich Wohler und Justus von Liebig,
ein zweites Polymorph von Benzamid beobachten [42]. Beim
langsamen Abkiihlen einer heiflen wéssrigen Benzamidlosung
bildete sich nach einiger Zeit eine seidenartige Masse aus
weiBen Nadeln (siehe Abb. 2.4). Diese Nadeln wandelten sich
im Laufe von Stunden, bzw. Tagen in Pldttchen um. Dies
war die erste Erwdhnung von Polymorphie eines organischen
Molekiilkristalls. Erst im Jahr 2005 wurde von Blagden et al. die

H
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Abbildung 2.3:
Benzamid mit
hervorgehobenem

Torsionswinkel .

Aufklarung einer zweiten nadelférmigen Phase veroffentlicht, wobei deren experimentelle

Bedingungen deutlich von den original verwendeten Bedingungen abwichen [43, 44].

So kristallisierten sie ihre Phase direkt auf dem Goniometerkopf eines Diffraktometers

in einer Kapillare aus, indem sie diese zunéchst auf 2 °C abkiihlten und anschlieflend

mit einem in fliissigen Stickstoff getauchten Wattebausch schlagartig weiter abkiihlten,

um so hohe Ubersiittigungen zu erzielen. Aus diesem Pulverdiffraktogramm konnte

die Struktur der Phase II gelost werden, welche nur in einem Verhéltnis von 17:83 in

einem Gemisch mit der thermodynamisch stabilen Phase I vorlag. Unter Verwendung

kﬁiﬁ&i
-

19 min i 25 min

26 min

Abbildung 2.4: Zeitliche Abfolge der Kristallisation aus einer heiflen, wissrigen Benzamidlosung.
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mittlerer Abkiihlraten von 2-3 K min~!, welche vergleichbar sind zu jenen von Wahler
und Liebig, gelang es im Rahmen dieser Dissertation eine dritte, ebenfalls nadelférmige
Phase in einem 1:1 Verhéltnis mit der thermodynamisch stabilen Phase I aus einer heiflen
wéssrigen Losung zu kristallisieren. Diese Phase I11 konnte durch die verwendete Analytik
und anhand der Durchfithrung der Experimente zweifelsfrei dem von Wohler und Liebig
beschriebenen Polymorph zugeordnet werden. Die Strukturlésung dieser Phase erfolgte
unter Verwendung des Reflex Moduls im Programmpaket MS Modeling 4.0 [45] und dem
Programm Topas [46]. Mit Letzterem wurde auch die abschlieBende Rietveldverfeinerung
beider Phasen im 1:1 Gemisch durchgefiihrt, wobei die Benzamidmolekiile als starre
Korper mit Ausnahme der Torsion ¢ behandelt wurden.

Ein Blick auf die erwdhnten verschiedenen Kristallisationsbedingungen zeigt, dass die
Verwendung von hohen Ubersiittigungen zur Kristallisation der metastabilsten Phase II
fithrte, wihrend mit mittleren Abkiihlraten, analog zur Ostwald’schen Stufenregel, die
nichste thermodynamisch stabilere Phase III auskristallisiert werden konnte. Aufgrund
der hohen Umwandlungsrate in wissrigen Losungen war es jedoch nicht mdéglich, Phase 11
nach der Kristallisation zu isolieren und weiter zu untersuchen. Aus diesem Grund wurde
ein neuer Kristallisationsansatz entwickelt, welcher es erlaubt, bei hohen Uberséttigungen
auszukristallisieren und anschlieBend das Losungsmittel rasch zu entfernen, um eine
Losungsmittel getriebene Phasenumwandlung zu unterdriicken. Eine heifle Losung von
Benzamid in Benzol wurde dabei auf eine heifle Oberfliche getropft und durch das rasche
Verdampfen des Losungsmittels auskristallisiert. Das so entstandene Produkt konnte
anschliefend in der Glovebox unter Argon in eine Parr XRK-Kammer eingeschleust und
verschlossen werden. Auf diese Weise war es moglich Stabilitidtstest auch an dieser an-
geblich hoch instabilen Phase durchzufiihren (vergleiche Blagden et al. [44]). Im Rahmen
dieser Arbeit konnte so gezeigt werden, dass Phase II deutlich stabiler ist, als bisher von
Blagden et al. vermutet wurde. Jene sahen eine Umwandlung in die thermodynamisch
stabile Phase innerhalb kurzer Zeit. Nach unserer Durchfithrung konnte zwar ebenfalls ei-
ne langsame Umwandlung beobachtet werden, aber auch nach iiber zwei Wochen konnten
im Rontgenpulverdiffraktogramm immernoch Reflexpositionen fiir Phase II nachgewiesen
werden (siehe Abb. 2.5). Eine schnelle Umwandlung, wie von Blagden et al. publiziert,
kann somit ausgeschlossen werden. Im Rahmen dieser Versuchsreihen konnte allerdings
auch beobachtet werden, dass sich Phase II tribologisch leicht in die thermodynamisch
stabile Phase I umwandeln ldsst. Diese Tatsache liefl eine genauere Untersuchung des
Umwandlungsmechanismus nicht zu, da es nicht mdoglich war, die kristallisierte Phase
IT in eine Kappilare zu iiberfithren, ohne dass es zu einer tribologischen Umwandlung
kam. Aus den bisher gewonnenen Ergebnissen ldsst sich allerdings vermuten, dass es sich

tatsdchlich um eine Fest-Fest-Phasen Umwandlung handeln kénnte. Bei Untersuchungen
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unter Normalbedingungen hingegen wird durch die Kondensation von Luftfeuchtigkeit
auf dem Kristall ein diinner Wasserfilm erzeugt, welcher zusétzlich eine Losungsmittel
getriebene Umwandlung in die thermodynamisch stabile Phase I bewirkt. Nur unter
Ausschluss von Luftfeuchtigkeit kann dieser Umwandlungsmechanismus vollstdndig
ausgeschlossen werden.

Interessant ist auch, dass sich die Gitterparameter der thermodynamisch stabilen Phase
I und der so genannten Wohler Phase III sehr #hnlich sind (siehe Tabelle 2.1). Die
Ahnlichkeit der Gitterparameter mag neben der dhnlichen Morphologie von Phase II und

( (210) (320)
] 1264 h
B . . 240 h
§ P 120 h
= N...48 1
5 AN._6nh
1 I I 1 Phasel
4 1 I I I I I 1 Phasell
I 1 1 I Phase III
8§ 10 12 14 16 18 20

2 Theta /°

Abbildung 2.5: Zeitabhingige Rontgenpulverdiffraktogramme mit den fiir Phase II signinfikanten
Reflexen.

Tabelle 2.1: Gitterparameter der Phasen I, II und III

Parameter Phase | Phase I1 Phase III

a[A] 5.6094(1) 17.4317(2) 5.0551(1)
b [A] 5.0399(1) 14.1944(3) 5.5141(1)
c [A] 22.1171(8) 4.977(1) 22.9565(9)
6 1°] 90.641(2) - 101.292(2)
Volumen 625.23(3) 1231.4(3) 627.50(3)

Raumgruppe P2y/c Pba2 P2y/c




2.2 Modellsystem Benzamid 21

cr { N

st gy

Abbildung 2.6: Darstellung des Wasserstoffbriickenbindungsmotifs von (a) Phase I, (b) Phase II, (c)
Phase III.
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Abbildung 2.7: Darstellung des 7-7 Packungsmusters entlang der kurzen Achse in der Einheitszelle von
(a) Phase I, (b) Phase II, (c) Phase III.

Phase III ein weiterer Grund fiir die lange Geschichte bis zur Strukturlésung der Wohler
Phase sein. Mit Hilfe modernster online Sensoren gelang es erstmals durch sofortigen
Entzug des Losungsmittels kurz nach der Keimbildung, den Anteil von Phase III soweit
anzuheben, dass hochauflésende Rontgendetektoren in der Lage waren, die, aufgrund der
dhnlichen Gitterparameter starken Uberlappungen in den Reflexpositionen aufzuspalten.
Die anschlieBende Analyse der Packungsmuster zeigte noch weitere Uberraschungen,
da das Wasserstoffbriickenbindungsmotif in allen drei Phasen nahezu identisch ist.
Es finden sich Dimere, welche iiber weitere Wasserstoffbriicken zu langen Béndern
entlang der kurzen Achse der Einheitszellen verkniipft sind (siche Abb. 2.6). Beim Blick
auf die m-m-Wechselwirkungen zeigen sich jedoch deutliche Unterschiede (siehe Abb.
2.7). In einer kiirzlich erschienenen Verdffentlichung wurden iiber quantenmechanische
Rechungen fiir Benzolkristalle zwei energetisch giinstige Packungsmuster identifiziert:
Motif 1 ist mit einer Mauerwerksstruktur vergleichbar wobei die Benzolmolekiile leicht
verschoben iibereinander liegen, wiahrend Motif 2 ein Fischgriatmuster ausbildet indem
ein Benzolmolekiil senkrecht auf dem anderen steht [47]. Diese Packungsmuster kénnen
auch bei Benzamid gefunden werden. So besteht Phase I aus verschobenen Stapeln,
wahrend in Phase III ein Fischgratmuster realisiert wurde. In Phase II jedoch liegen

Paare von Dimerbéndern vor und bilden insgesamt ebenfalls eine Art Fischgritmuster aus.
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Details und weitere Diskussion:

e Thun, J.; Seyfarth, L.; Senker, J.; Dinnebier, R.E.; Breu, J. Angew.Chem.Int.Ed.,
2007, 46, 6729-6731.

e Thun, J.; Butterhof, C.; Seyfarth, L.; Senker, J.; Dinnebier, R.E.; Breu, J.
Cryst. GrowthéDes., 2008, Eingereicht.

2.3 Kristallstrukturvorhersage von Benzamid

Die relativ kleinen Unterschiede in den Packungsmustern machen Benzamid zu einem sehr
guten Testmodell fiir Kristallstrukturvorhersagen. Besonders interessant ist hierbei die
Tatsache, dass die Unterschiede fast ausschliellich auf elektrostatische Wechselwirkungen
zuriickzufithren sind. Interessanter Weise gibt es gerade bei der Berechnung der elektro-
statischen Wechselwirkungen die gréfiten Unterschiede zwischen den verschiedenen auf
diesem Gebiet arbeitenden Arbeitsgruppen, wie der letzte ,,blind test“ zeigte. Besonders
die Gruppe Price et al. [29] setzt dabei auf die deutlich kostenintensivere Methode unter
Verwendung von Multipolmomenten. Das Hauptproblem bei allen Ansétzen, welche auf
quantenmechanisch berechneten Ladungsmodellen beruhen, ist, dass die Berechnung
der Ladungen stark von der Geometrie des untersuchten Molekiils abhéngt. So miisste
nach jedem Geometrieoptimierungsschritt eine neue quantenmechanische Berechung
zur Ladungsbestimmung erfolgen. Dieser enorme Rechenaufwand wird jedoch meistens
unterlassen. Stattdessen versucht man die Kristallstrukturvorhersage mit verschiedensten
Startgeometrien durchzufithren, so dass eventuell nur kleine Abweichungen in der
Geometrie auftreten. Aus diesen Griinden wurde fiir diese Arbeit mit Monopolladungen
gearbeitet. Die letzten ,blind tests“ zeigten, dass auch mit diesem, scheinbar einfachen
aber deutlich kostengiinstigeren Ladungsmodell sehr gute FErgebnisse erzielt werden
konnen [29]. Die Punktladungen wurden iiber Dichtefunktionalmethoden mittels der
Programme DMol® [48, 49] und Gaussian03 [41] an das MEP gefittet (sieche Abb.
2.3). Die Validierung des Kraftfeldes DREIDING2.21 [22], welches einen expliziten
Wasserstoftbriickenbindungsterm enthélt, ergab sehr geringe Abweichungen, welche auch
durch Karamertzanis et al. unter Verwendung eines Multipolladungsmodells nicht besser
erreicht wurden [50]. Die anschlieBende Kristallstrukturvorhersage lieferte interessanter
Weise fiir die zwei verwendeten Programme unterschiedliche Ergebnisse. Dies ist insoweit
erstaunlich, da MS Modeling laut Herstellerangabe nur die Windows Version des unter

2 sein sollte. Alle Rechnungen wurden mit

IRIX laufenden Programmpaketes Cerius
gleichen Einstellungen in Bezug auf Genauigkeiten und Anzahl der zu rechnenden

Schritte durchgefiihrt. Ein Blick auf die entstandenen Energie-Dichte Diagramme zeigt
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Abbildung 2.8: Energie-Dichte Auftragung der Kristallstrukturvorhersagen in der Raumgruppe P2;/c in
(a) Cerius? und (b) MS Modeling. Die Kreise markieren die experimentell bekannten Phase I und III.

aber deutlich die groflen Unterschiede im Ergebnis (sieche Abb. 2.8). Zwar konnten mit
beiden Programmen die thermodynamisch stabile Phase I und die metastabile Phase
I1I richtig vorhergesagt werden (sieche Tabellen 2.2 und 2.3), jedoch gab es einen grofien
Energieunterschied zwischen den Strukturen beider Programme von etwa 1 kcal/mol. Da
in beiden Programmen Kraftfeld, Ladungsmodell sowie alle weiteren Parameter identisch
waren, sind diese Unterschiede nicht hinnehmbar. Die vertffentlichten Daten deuten auf
einen unterschiedlichen Abgleich zwischen intra- und intermolekularen Wechselwirkungen
in beiden Programmpaketen hin. Aufgrund der Unzugénglichkeit der Quellcodes war eine
endgiiltige Bestétigung jedoch leider nicht moglich.

Zusétzlich zu den experimentell bekannten Strukturen konnten mit MS Modeling
noch weitere Packungsmuster in der Raumgruppe P2;/c identifiziert werden, welche
energetisch noch etwas giinstiger waren. Dies ldsst vermuten, dass der in MS Mode-
ling implementierte Optimierungsalgorithmus eine deutlich feinere Abrasterung der
Energichyperfliche zuldsst. Das vorhergesagte Packungsmotif ist vergleichbar einem
Katamersynthon, welches bei manchen kurzkettigen Carbonsduren bereits bekannt ist

(siehe Abb. 2.9). Experimentell konnte dieser Strukturvorschlag bislang jedoch noch nicht

Tabelle 2.2: Vergleich der experimentellen und vorhergesagten Gitterparameter fiir Phase I.

Parameter Exp. Cerius? A[%] MSModel. A [%]
a[A] 5.607 5.318 -5.2 5.322 -5.1
b[A] 5.046 4.905 -2.8 4.905 -2.8
c [A] 22.053 23.315 5.7 23.316 5.7
G 1°] 90.66 91.71 1.2 91.66 1.1
Dichte [g/cm?] 1.287 1.323 2.8 1.301 1.1
w [°] 33.20 30.54 -8.0 30.72 -7.5

Energie [kcal/mol] -65.132 -64.065
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Tabelle 2.3: Vergleich der experimentellen und vorhergesagten Gitterparameter fiir Phase III.

Parameter Exp. Cerius? A[%] MSModel. A [%]
a[A] 5.055 4.902 -3.0 4,904 -3.0
b[A] 5.514 5.232 -5.1 5.232 -5.1
c [A] 22.957 23.778 3.6 23.776 3.6
B1°] 101.29 95.75 -5.5 95.83 -5.4
Dichte [g/cm?] 1.282 1.326 3.4 1.326 3.4
v [°] 28.84 30.18 4.6 30.17 4.6
Energie [kcal/mol] -65.055 -64.052

bestétigt werden. Dies lédsst vermuten, dass das Kapitel iiber Polymorphie von Benzamid

noch nicht zu Ende geschrieben ist.

Abbildung 2.9: Vorhergesagtes Packungsmotif mit niedrigster Energie in der Raumgruppe P2/c.

Die Vorhersage von Phase I hingegen gestaltete sich in beiden Programmen als unméglich.
Es ist nicht gelungen, das experimentell bekannte Packungsmuster richtig vorherzusagen.
Auch bei einer einfachen Geometrieoptimierung der experimentell bekannten Struktur
von Phase II kam es zu groflen Abweichungen, da dieser experimentelle Strukturvorschlag
einen Sattelpunkt auf der Energiehyperfliche des verwendeten Kraftfeldes darstellt. Durch
eine schrittweise Relaxation der Gitterparameter nach einem kiinstlichen , Aufbldhen*
der bekannten Einheitszelle, gelang es unter Beibehaltung des Packungsmotifs in der
Verfeinerung sinnvollere intramolekulare Absténde zu realisieren (siehe Abb. 2.10). Selbst
fiir ein so kleines Molekiil wie Benzamid, mit nur einem Torsionsfreiheitsgrad ist eine
Vorhersage aller bisher bekannten Polymorphe mit den verwendeten Programmen nicht
moglich. Nichtsdestotrotz kann mit den aktuell zur Verfiigung stehenden Methoden der
Computerchemie ein gutes Verstindnis iiber mogliche, energetisch sinnvolle Packungsmu-

ster und damit ein detailierter Einblick in den Kristall erméglicht werden.
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Abbildung 2.10: Vergleich der experimentellen (griin) mit der optimierten (rot) Struktur von Phase II. (a)
Blick auf die Einheitszelle und (b) Blick entlang der Diagonalen.

Details und weitere Diskussion:

e Thun, J.; Schoffel, M.; Breu, J. Mol.Sim., 2008, 34, 1359-1370.

2.4 Kristallisation eines pharmazeutischen Wirkstoffes

Parallel zum Modelsystem Benzamid wurde an

einem aktiven pharmazeutischen Wirkstoff (API) /\g coon
gearbeitet. Ziel dieser Untersuchungen war es, O A S

ein neues, bislang unbekanntes Polymorph des © N O - O
Natrium-Montelukast zu finden. Montelukast (siehe He b,

Abb. 2.11) wird als Leukotriene Inhibitor eingesetzt

und hilft astmathische Beschwerden zu lindern. Abbildung 2.11: Freie Siure von
In der Literatur finden sich zu dem genannten Montelukast.

Wirkstoff zahllose Patentschriften, welche {iber

verschiedenste Polymorphe, bzw. Solvate berichten. Leider war es nicht moglich, auch
nur eine Vorschrift mit dem gewiinschten Ergebnis nachzustellen. Weder mir, noch den
Mitarbeitern bei Heumann PCS ist es gelungen, eine kristalline Phase von Natrium-
Montelukast herzustellen. Aufgrund der Systemgrofle und der vielen vorhandenen
Torsionsfreiheitsgrade war des Weiteren eine Kristallstrukturvorhersage nur wenig
aussichtsreich (siehe Abb. 2.11). Das experimentell durchgefiihrte Polymorph-Screening
deckte nahezu alle in der Einleitung erw#hnten Techniken ab. Weder topotaktische
Festphasenumwandlungen ausgehend von der kristallin vorliegenden freien Siure, noch
Templat gesteuerte Kristallisationsmethoden fiihrten zum gewiinschten Ziel. Auch das
schon beschriebene Cokristall-Screening wurde hierbei verwendet. Die Verwendung von
Oxalsédure als zweites Molekiil fithrte bei langsamer Verdunstung des Losungsmittels zur

Bildung schoner Einkristalle. Eine Rontgeneinkristallstrukturanalyse zeigte jedoch, dass
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es sich um einen Kristall der freien Siure handelte. Trotz der Tatsache, dass es sich
bei Montelukast um einen weitverbeiteten und viel untersuchten Wirkstoff handelt, war
bislang noch keine Kristallstruktur dieser Verbindung bekannt. Montelukast kristallisiert
in der Raumgruppe P2; mit zwei unabhingigen Molekiilen in der Einheitszelle welche
iiber jeweils eine Wasserstoffbriicke miteinander zu langen Béndern verkniipft sind.
Mit dem Wissen {iber die Kristallstruktur wenigstens einer Montelukastverbindung war
es moglich, eingehendere Untersuchungen des Packungsmusters und der im Kristall
vorhandenen Wechselwirkungen unter Verwendung computerchemischer Methoden in
MS Modeling durchzufithren. Eine Analyse des molekularen elektrostatischen Potentials
ergab einen enormen Gradienten in der Elektronendichte innerhalb eines Molekiils.
Kraftfeldrechnungen mit den zuvor an das MEP gefitteten Punktladungen zeigten einen
sehr hohen Anteil der Multipol-Multipol-Wechselwirkungen zur Gesamtenergie (ca. -60
kcal mol~! pro 100 A®). Der Wasserstoffbriickenanteil betrigt etwa 2.5 kcal mol™" pro
Wasserstoftbriicke. Trotz dieses niedrigen Anteils zur Gesamtenergie scheinen experimen-
telle Befunde die Notwendigkeit einer Wasserstoffbriicke als strukturdirigierendes Agenz
zu fordern. Vernachldssigt man die in den Patenten beschriebenen, aber leider nicht expe-
rimentell zu bestitigenden Polymorphe, so lisst sich neben der kristallinen freien Sdure
nur noch eine mikrokristalline Ammonium-Verbindung finden, deren Struktur bis dato
noch nicht gelost werden konnte. Beiden Verbindungen gemein ist jedoch die Moglichkeit
Wasserstoffbriickenbindungen aufzubauen. Daraus lassen sich eventuell Riickschliisse
auf die experimentellen Probleme bei der Kristallisation der Natrium-Salz Verbindung
herstellen. Dies erkliart auch, wieso sich bei dem aktuell auf dem Markt befindlichen
Medikament keine Spuren eines kristallinen Wirkstoffes feststellen lielen. Dieses Beispiel
zeigt, dass auch bei komplexen Wirkstoffmolekiilen der konzertierte Ansatz zur Losung
von Fragestellungen helfen kann. Nur in der Kombination aller Techniken (Kristallisation,
Analyse und ,Molecular Modeling®) ist es moglich, alle notwendigen Parameter zum

Verstidndnis der Kristallisation und Polymorphie eines Systems zu erhalten.

Details und weitere Diskussion:

e Thun, J.; Milius, W.; Wedel, M.; Ridder, A.; Morsdorf, P.; Breu, J.
Cryst. Eng. Comm., 2008, Eingereicht.
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Polymorphie von Benzamid — die Losung eines 175 Jahre alten Riitsels

Jiirgen Thun, Lena Seyfarth, Jiirgen Senker, Robert E. Dinnebier und Josef Breu*

Vor 175 Jahren beschrieben Friedrich Wohler und Justus von
Liebig erstmals das Auftreten von Polymorphie bei einem
Molekiilkristall./! Bis heute jedoch ist die Kontrolle der
thermodynamischen und kinetischen Faktoren, die das Auf-
treten von Polymorphie steuern, eine der grofSten Heraus-
forderungen in der Festkorperforschung. Trotz des ausge-
pragten Einflusses der Kristallstrukturen auf die chemischen
und physikalischen FEigenschaften (z.B. Loslichkeit, Lang-
zeitstabilitit)® und der daraus folgenden patentrechtlichen
und wirtschaftlichen Konsequenzen (siche den Fall Ritona-
vir)4 ist die gezielte und reproduzierbare Synthese meta-
stabiler Polymorphe aus Losung nach wie vor alles andere als
trivial. Diese Aufgabe ist deshalb so schwierig, weil nicht nur
die Keimbildung des gewiinschten Polymorphs gezielt indu-
ziert werden muss, sondern es auBerdem erforderlich ist, die
Keimbildung konkurrierender Polymorphe vollstindig zu
unterdriicken. Kann eine sekundédre Keimbildung nicht ver-
hindert werden, wandelt sich die instabilere Modifikation
durch Auflosung und erneute Abscheidung in die thermody-
namisch stabilere Phase um. Die Triebkraft fiir diese Um-
wandlung ist die Differenz in den Gitterenergien und die
daraus resultierenden Loslichkeitsunterschiede. Grofie Git-
terenergiedifferenzen machen die Umwandlung schnell, und
die betroffenen metastabilen Modifikationen sind sehr kurz-
lebig und damit schwer fassbar.”!

Zufilligerweise scheint das erste bekannte molekulare
Dimorph — Benzamid - ebenfalls zu diesen metastabilen
Modifikationen zu gehoren. Wohler und Liebig beschrieben,
dass aus einer ,kochend heiflen“, wéssrigen Losung von
Benzamid beim langsamen Erkalten zunichst ,eine weille
Masse, die aus sehr feinen, seidenartigen, dem Caffein &hn-
lichen Krystallnadeln besteht®, ausféllt. In Losung wurde
dann aber nach einigen Stunden oder Tagen eine Umwand-
lung der Nadeln in gut ausgebildete rhombische Kristalle
beobachtet. Diese stabile monokline Form (Form I) wurde
eingehend untersucht, und die Kristallstruktur konnte 1959
durch Einkristallstrukturanalyse gelost werden.!® Die meta-
stabile Phase geriet in den 150 Jahren seit ihrer Ersterwih-
nung in Vergessenheit und fand nur an wenigen Stellen bei-
ldufige Erwiahnung.”! Die Kristallstruktur der metastabilen
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Modifikation lief3 sich nicht bestimmen, was fiir ein so kleines
Molekiil mit nur wenigen Torsionsfreiheitsgraden eher un-
gewohnlich ist. 2005 gelang David et al. die Kristallstruktur-
bestimmung einer neuen metastabilen Phase (Form II)"® aus
Rontgenpulverdaten, die in kurzer Zeit (< 60 min) an einer
intensiven Synchrotronquelle aufgenommen wurden. Die
Herstellung dieser Form II erfolgte in situ auf dem Diffrak-
tometer durch Kiihlung einer wissrigen Losung von Benz-
amid (0.173 M) in einer abgeschmolzenen Kapillare (1.5 mm).
Hierzu wurde die Losung zunichst auf 2°C abgekiihlt und
anschlieBend ,,durch einen kurzen Kontakt mit einem in
fliissigem Stickstoff getrdnkten Wattebausch® blitzartig ab-
geschreckt. Auf diese Weise konnte zwar der Anteil an der
Form II auf 17.3% erhoht werden, es fiel aber immer eine
Mischung mit der bekannten Form I an. Die von David et al.
verwendeten Kristallisationsbedingungen weichen stark von
dem urspriinglich von Wohler und Liebig beschriebenen
Experiment ab. In einer nachfolgenden Studie zeigten Blag-
den et al. ferner, dass die Festphasenumwandlung der Form II
in die Form I innerhalb von nur drei Stunden abgeschlossen
ist) was der ausgeprigten Instabilitit der Form II zuge-
schrieben wurde.

Wir wiederholten nun das von Wohler und Liebig be-
schriebene Experiment in einem automatisierten Labor-
reaktor (LabMax, Mettler Toledo), der mit zwei Online-
Sensoren — einer FBRM-Sonde (focused beam reflectance
measurement, Lasentech) zur zeitnahen Detektion der
Keimbildung und einer ATR-FT-IR-Sonde (ReactIR, Mettler
Toledo) zur Bestimmung der Konzentration — ausgeriistet ist,
die eine wesentlich bessere Kontrolle der Kristallisationsbe-
dingungen ermoglichen. Eine heile konzentrierte wissrige
Losung von Benzamid (0.347 M) wurde im Laborreaktor mit
unterschiedlichen Abkiihlgeschwindigkeit von 0.1 bis
5 Kmin ' abgekiihlt. Unmittelbar nach der Detektion erster
Kristalle mit der FBRM-Sonde und/oder einem Abfall in der
Ubersittigung wurde die Suspension abfiltriert und das Filtrat
bei 75°C getrocknet. Bei sehr langsamem Abkiihlen wurde
nur Form I gefunden, und es gab keine Anzeichen weiterer
Phasen. Bei Abkiihlgeschwindigkeiten von etwa 3 Kmin™!
zeigten sich dagegen zusitzliche Reflexe im Diffraktogramm,
die weder Form I noch Form II zugeordnet werden konnten.
Durch Sublimation konnte ebenfalls eine Mischung dieser
neuen Phase und Form I hergestellt werden, Form II wurde
jedoch in keinem dieser Experimente nachgewiesen.

Die Rontgenpulverdiffraktogramme wurden mit Cug,,-
Strahlung und einem hoch auflésenden Detektor aufgenom-
men.'”) 13 Reflexe wurden eindeutig der neuen Modifikation
(Form III) zugeordnet und mit dem Programm DICVOL91!
indiziert, wobei sich eine monokline Elementarzelle (a=
22.5010, b =5.5159, ¢ =5.0569 A, £ =91.36°) mit einem guten
de-Wolff-Giitefaktor (FOM =29.4) ergab. Uberraschen-
derweise zeigt die Form I eine sehr dhnliche Metrik (a=
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5.5657(9), b=>5.0353(9), ¢=21.698(4) A, f=90.388(3)°),l”
sodass es zu vielen Reflexiiberlappungen kommt (Abbil-
dung 1). Zudem sind die Intensitdten der fiir Form III singu-
laren Reflexe relativ schwach. In Diffraktogrammen mit
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Abbildung 1. a) Gemessenes Diffraktogramm (o) mit angepasstem
Profil einer Rietveld-Verfeinerung fiir zwei Phasen (—). b) Differenz-
kurve zwischen gemessenem und berechnetem Diffraktogramm. Die
Intensititen bei groRen Winkeln sind mit dem Faktor 5 skaliert. Der
Einschub verdeutlicht die erheblichen Uberlappungen von Reflexen der
Formen | und lll. Die oberen Markierungen kennzeichnen die Positio-
nen der Bragg-Reflexe der Form | und die unteren die der Form IlI.

| =absolute Intensitit, I, = relative Intensitat.

niedriger Auflosung und schlechtem Reflex-Untergrund-
Verhiltnis konnen diese Reflexe der Form III daher leicht
iibersehen werden. Das Volumen der Elementarzelle betréigt
626.68 A%, d.h. etwas mehr als fiir Form I (608.1(2) A%). Als
mogliche Raumgruppen wurden nach einer Pawley-Verfei-
nerung!"® Pc oder P2,/c identifiziert. Fiir die Strukturldsung
wurde die wahrscheinlichere zentrosymmetrische Raum-
gruppe P2,/c gewihlt. Unter Verwendung des Moduls
PowderSolve!"! wurde eine globale Optimierung im Real-
raum durchgefiihrt (simuliertes Tempern mit dem Metropo-
lis-Algorithmus), wobei die Molekiilgeometrie des Benz-
amids (inklusive aller Torsionen) aus der bekannten mono-
klinen Kristallstruktur tibernommen wurde. In mehreren
Léufen wurde immer das gleiche globale Minimum gefunden.

In PowderSolve konnen keine Fremdphasen einbezogen
werden. Die ausgepréigten Reflexiiberlappungen beider
Phasen, wie sie in Abbildung 1 zu sehen sind, konnen daher
wihrend der Strukturlosung nicht berticksichtigt werden, was
gezwungenermaBen zu einem schlechten R,,,-Wert von 23 %
fuhrt. Die abschlieBende Rietveld-Verfeinerung mit dem
Programm Topas'™®! wurde an einem hoch aufgelosten Ront-
genpulverdiffraktogramm ausgefiihrt, das in Transmission
unter Probenrotation zur Verbesserung der Statistik bei
Raumtemperatur mit einem Labordiffraktometer aufge-
nommen wurde.'"® Beide Phasen wurden nebeneinander
verfeinert, wobei alle unabhéngigen Molekiile einzeln iiber
eine Z-Matrix beschrieben wurden. Auch alle Torsionen
wurden freigegeben und separate isotrope Temperaturfakto-
ren fiir jede Phase eingefiihrt, um eine adiquate Struktur-
verfeinerung zu erreichen. Die Details dieser Verfeinerung
sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tabelle 1: Details der Rietveld-Verfeinerung eines bei Raumtemperatur
mit einem Labordiffraktometer gemessenen Réntgenpulverdiffrakto-
gramms.

Verfeinerung fiir zwei Phasen

Form | Form Il
a Al 5.6094(1) 5.0551(1)
bA] 5.0399(1) 5.5141(1)
cA] 22.1171(8) 22.9565(9)
BI°] 90.641(2) 101.292(2)
VAT 625.23(3) 627.50(3)
Raumgruppe P2,/c P2,/c
Z 4 4
z 1 1
Phasenanteil 51.6(4) 48.4(4)
Messbereich 20 [°] 5-75
Rorage 5.33 5.32
Rup 6.95
Nullpunktsverschiebung —0.0116

Das Ergebnis der Verfeinerung ist in Abbildung 1 gezeigt.
Durch Modellierung einer Unordnung der Amidgruppe lasst
sich keine weitere signifikante Verbesserung erzielen. Der
noch bestehende Unterschied zwischen gemessenem und
berechnetem Diffraktogramm ist vermutlich auf eine Sta-
pelfehlordnung oder eine andere Art der Fehlordnung in der
neuen Form III zuriickzufiihren. Der niedrige R,,-Wert un-
terstreicht die gute Anpassung (siehe Tabelle 1). In der un-
tersuchten Probe lag eine 1:1-Mischung der Formen I und III
vor.

Zusidtzlich zu den Rontgenpulverdiffraktogrammen
wurde ein C-CP-MAS-Festkorper-NMR-Spektrum  bei
Raumtemperatur aufgenommen (Avance 11300, Bruker). Die
Daten wurden unter Breitband-Protonenentkopplung mit
einer SPINAL-64-Sequenz erfasst.'”! Die Entfaltung der
Resonanz bei etwa d =173 ppm belegt eindeutig zwei unab-
hingige Carbonyl-Signale (Abbildung2), in Ubereinstim-
mung mit der Kristallstrukturlosung. Beide Phasen, Form I
und Form III, enthalten je ein Molekiil in der asymmetrischen
Einheit. Folglich werden zwei unabhéngige Carbonyl-Signale
im "“C-Festkorper-NMR-Spektrum fiir dieses Zweiphasen-
gemisch erwartet.

Bemerkenswerterweise ist die Form III in getrocknetem
Zustand sehr bestdndig. Sowohl die Rontgenpulverdiffrak-
tometrie als auch die Festkorper-NMR-Spektroskopie
wurden mehrere Wochen nach der Kristallisation durchge-
fiihrt, und auch bei spiteren Priifungen durch Pulverdiffrak-
tometrie wurden keine Anzeichen auf eine fortschreitende
Festphasenumwandlung von Form III zu Form I festgestellt.

Die wichtigste intermolekulare Wechselwirkung beim
Benzamid ist die Wasserstoffbriickenbindung. Es ist daher
nicht iiberraschend, dass das Wasserstoffbriickenmotiv in
allen drei Polymorphen sehr dhnlich ist. Es gibt zwar kleine
Unterschiede in den Torsionswinkeln, aber alle Phasen
weisen tiber Wasserstoffbriicken verkniipfte Dimere auf, die
entlang der kurzen Achse der Elementarzelle iiber weitere
Wasserstoffbriicken zu langen Bindern aufgereiht sind. Die
signifikanten Unterschiede in den Packungsmotiven beruhen
vielmehr auf den zweitwichtigsten intermolekularen Wech-
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Abbildung 2. C-CP-MAS-Spektrum (v,,=5 kHz) eines Gemischs der
Formen | und Ill. Die Rotationsseitenbanden sind mit einem Stern
markiert. Der Einschub zeigt die Carbonyl-Signale (Kreise) mit der da-
zugehdrigen Anpassung (graue Linie) und den entfalteten Resonanzen
(schwarze Linien). Es sind eindeutig zwei unabhingige Resonanzen er-
kennbar, die zwei unterschiedlichen Phasen von Benzamid zuzuordnen
sind.

selwirkungen, den m-rt-Wechselwirkungen des Benzylrestes.
Die energetisch bevorzugten n-m-Motive sind zum einen
versetzt parallele m-m-Stapel und zum anderen T-formige
Anordnungen der Benzylreste; in der Kombination ergeben
sich hieraus Fischgratenmuster. Tatsdchlich werden in den
unterschiedlichen Benzamidphasen deutlich unterschiedliche
ni-n-Motive gefunden (Abbildung 3). Wéhrend in Form I nur
versetzt parallele m-mt-Stapel auftreten, sind in beiden meta-
stabilen Phasen Fischgratenmuster zu erkennen. In Form II
bilden wasserstoffverbriickte Doppelbander eine T-formige
Anordnung, in Form III besteht das Fischgritenmuster da-
gegen aus einzelnen Béndern.

Der Hauptunterschied zwischen den drei Kristallformen
besteht somit in den m-m-Wechselwirkungen. Gitterenergie-
berechnungen unter Verwendung klassischer intermolekula-
rer Potentiale (Dreiding-Kraftfeld in Kombination mit Par-
tialladungen, angepasst an das molekulare elektrostatische
Potential (MEP))"¥l bestitigen die experimentell beobachte-
ten, relativen Stabilitdten der Phasen. Die Gitterenergien der
minimierten Strukturen sind in Tabelle 2 angegeben. Das

” AN
A
T

o e
-y

Angewandte

Tabelle 2: Mit MS Modeling 4.0%2 unter Verwendung des Dreiding-
Kraftfelds berechnete Gitterenergien.

U [keal mol™] Form | Form Il Form 111
gesamtl” —28.06 —-22.75 —25.47
van der Waals® —11.06 —9.05 —11.19
Coulomb® —10.25 —-10.12 —11.00
Wasserstoffbriicken® —6.75 —3.58 —3.28

[a] Gitterenergie pro Molekiil. [b] Ohne intramolekulare Wechselwirkun-
gen.

energetisch giinstigste Wasserstoffbriickenmotiv® liegt in
der thermodynamisch stabilen Form I vor, die giinstigste rt-7t-
Wechselwirkung findet man dagegen in Form III. Die relativ
groflen Unterschiede in den Gitterenergien erkldren, warum
sich Form II sehr schnell in Form I umwandelt, wiahrend
Form III vergleichsweise stabil zu sein scheint.

175 Jahre nach der ersten Erwdhnung von Polymorphie
bei Benzamid konnte nun eine zweite metastabile Phase
charakterisiert werden. Da diese neue Phase unter experi-
mentellen Bedingungen erhalten wurde, die sich nahe an das
Originalexperiment anlehnen (wenn auch unter besser kon-
trollierten Bedingungen), handelt es sich mit hoher Wahr-
scheinlichkeit um die von Wohler und Liebig beschriebenen,
seidenartigen Nadeln. In getrocknetem Zustand ist diese
metastabile Form III {iber lingere Zeit bestdndig. Sie kann
einfach und reproduzierbar in jedem Kristallisationsansatz
hergestellt werden, wenn die von Wohler und Liebig ver-
wendeten Abkiihlgeschwindigkeiten eingehalten werden.
Wihrend es sich bei Form II um eine kurzlebige metastabile
Modifikation handelt, die sich durch eine sehr schnelle Um-
wandlung lange Zeit einer Charakterisierung entzogen hat,
konnte sich Form III wegen der sehr dhnlichen Metrik der
Elementarzelle viele Jahre hinter der bekannten, thermody-
namisch stabilen Form I ,verstecken“. Mit Kristallisations-
techniken, die sich neuer, moderner Online-Sensoren wie der
FBRM-Sonde und der ATR-FT-IR-Technik bedienen, ist es
nun jedoch gelungen, den relativen Anteil der Form III iiber
die Nachweisgrenze anzuheben. Bis jetzt konnte die ther-
modynamisch stabile Form I aber noch nicht vollstidndig eli-
miniert werden.

Die Gitterenergierechnungen sind in Einklang mit der
Ostwaldschen Stufenregel. David et al. erzielten durch ein
blitzartiges Abkiihlen die hochste Ubersittigung, was zum

i

Abbildung 3. Projektionen der Kristallstrukturen entlang der Binderachsen zeigen die unterschiedlichen st-t-Wechselwirkungen in den jeweiligen
Benzamid-Formen. a) Form |, entlang [010]; b) Form Il, entlang [001]; c) Form Ill, entlang [100].
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instabilsten Polymorph fiithrt. Die mit den von Wohler und
Liebig verwendeten Abkiihlgeschwindigkeiten erzeugte,
mittlere Ubersittigung liefert Form III, die nur wenig insta-
biler ist als die thermodynamisch stabilste Form I.
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ABSTRACT: In 1832, Friedrich Wohler and Justus von Liebig described the existence of polymorphism in molecular crystals for
the first time in the case of benzamide. 175 years later, the crystal structure of this historical polymorph could be finally solved.
Surprising similarities regarding the packing motifs between all three known forms can be found. According to Ostwald’s rule, high
supersaturations are needed to crystallize the most unstable Form II from solution. Herein we present a way in which all three
known forms for benzamide can be concomitantly crystallized out of solution. With this trimorphic mixture at hand, a more detailed
stability test could be performed and further characterization applying solid-state NMR-, Raman, and IR-spectroscopy was possible.

Introduction

Polymorphism' still represents one of the major challenges
in current day crystallization processes of active pharmaceutical
ingredients.>'* The deliberate and reproducible synthesis of
metastable polymorphs from solution remains difficult and is
still far from trivial. The differences in physical and chemical
properties as well as the legal and economic implications'* are
additional important driving forces for research on polymor-
phism. Consequently, the last years have seen the development
of many different experimental techniques that are set to make
polymorph screening more efficient. Different solvents,>'> drop
grinding,'®'” and cocrystallizations'®'®~2° delivered new poly-
morphs for all kinds of materials.'”” The phenomenon of
polymorphism, however, is not limited to complex pharmaceuti-
cal compounds.

Indeed, it was a rather simple molecule, benzamide, that was
the very first compound for which polymorphs were reported
as early as in 1832 in a paper written by the grandfathers of
modern inorganic and organic chemistry, Wohler and Liebig.*'
They described very accurately the consecutive occurrence of
two polymorphs upon crystallization of benzamide by cooling
a hot aqueous solution. Although the experiment and these
observations can be most easily repeated by everyone, it took
175 years to solve the structure of the metastable polymorph
described by Wohler and Liebig, as can be seen later on.>” The
existence of a second polymorph was confirmed several times
in between. In 1898 Bogojawlensky mentioned two different
types of nuclei during melt crystallization.”® The same experi-
ments had been performed by Miiller in 1914.>* Ernst Mohr
was the first after Wohler and Liebig who made further
investigations, which he published in 1904.?° Mohr performed
additional crystallization experiments from melts and for the

" Dedicated to Prof. Reinhard Nesper on the occasion of his 60th birthday.

*To whom correspondence should be addressed. E-mail: josef.breu@
uni-bayreuth.de.

§ University of Bayreuth.

#Max Planck Institute for Solid State Research.
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first time applied optical microscopy to confirm two polymorphs.
In 1959 the crystal structure of the thermodynamically stable
Form I was solved from single crystal X-ray diffraction data
by Penfold and White.?® Another 40 years later, Bernstein et
al.?’” provided the first photographic evidence of two benzamide
polymorphs which interconvert rapidly via a solution mediated
process. In 2005 the structure of a second polymorph of
benzamide was solved from powder X-ray diffraction (PXRD)
data collected rapidly on a synchrotron source. David et al.*®
loaded a more dilute aqueous solution of benzamide (0.137 M)
in a capillary, which was first cooled directly on the diffracto-
meter to 2 °C. Then, this solution was highly supersaturated by
flash cooling through a brief contact with a cotton bud soaked
in liquid nitrogen. This experiment yielded a mixture of Form
I and Form II in a ratio of 83 to 17. Nevertheless, a structure
solution proved possible despite the low volume fraction of
Form II and a quite prominent background caused by the water.
In a full paper following the initial communication, Blagden et
al.* described a very fast solid—solid interconversion of the
metastable polymorph into Form I. Summing up the literature
reports, it would appear that the characterization of the
metastable form is troublesome in particular because it rapidly
interconverts both via solution-mediated transformation and
solid—solid phase transition into the thermodynamically stable
Form I.

While the crystallization described above differs quite
significantly from the original procedure described by Wohler
and Liebig, we repeated the experiments sticking more closely
to their recipe, with respect to both concentration and cooling
rates. However, we used modern in situ probes to collect as
much information as possible for both phases involved in the
crystallization, solution and solid. In particular, the monitoring
of supersaturation and the immediate detection of the onset of
nucleation were essential issues that eventually paved the way
to the solution of the metastable Form III that has actually been
observed and described by Wohler and Liebig.?!

© 2009 American Chemical Society
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While the latest contribution of Blagden et al.*® covering
polymorphism of this simple compound benzamide claimed to
complete the story, we will show here that indeed it needs to
be further extended.

Experimental Procedures

Benzamide was purchased from Merck. Optical microscope studies
had been carried out using a Leica SSAPO. Infrared spectra were
recorded using a Bruker IFS 66v spectrometer and Raman spectra were
recorded on a Jobin Yvon LabRam. Solid-state NMR CP-MAS
measurements were performed on a conventional impulse spectrometer
Avance II 300 (Bruker) using a 7 mm double resonance MAS probe
(Bruker) for the measurements at a field of 7.0 T and on a conventional
impulse spectrometer DSX Avance 400 (Bruker) using a 4 mm double
resonance MAS probe (Bruker) for the measurements at a field of 9.4
T. The spinning frequency was set to 5 kHz at 7.0 T and to 9 kHz at
9.4 T. The recycle delay was adjusted to 400 s and 144 repetitions
were made. '*C-signals are referenced with respect to TMS. The
simulation of the quadrupole-coupled resonance was performed with
the simulation program WSolids1.*°

Diffraction experiments were performed using a PANalytical dif-
fractometer with a X’Celerator RTMS detector in reflection mode and
a Bruker D-8 with a Véantag-1 position sensitive detector in transmission
mode. Copper radiation was used in all X-ray diffraction experiments.
Stability tests had been performed on the PANalytical diffractometer
using a Parr XRK equipment.

Bulk crystallizations from hot aqueous solutions were performed in
an automated laboratory reactor (LabMax) from Mettler Toledo that
was equipped with a FBRM probe (focused beam reflectance measure-
ment, Lasentech), an ATR FT-IR probe (ReactIR, Mettler Toledo), and
a very sensitive and accurate temperature control.

Results and Discussion

According to Ostwald’s rule,*! the deliberate and reproducible
synthesis of a particular metastable polymorph from solution
or melt requires parameters to be identified that foster initial
nucleation of the desired form while suppressing subsequent
secondary nucleation(s) of any thermodynamically more stable
competing congeners. If secondary nucleation cannot be pre-
vented, the initially precipitated metastable form will be
transformed by dissolution and reprecipitation into the more
stable form. The difference in lattice energy and hence solubility
is the driving force for this solution-mediated transformation.
Large differences will render metastable forms transient and
difficult to capture.

Moreover, even if the desired nonequilibrium form could be
recovered as a dry powder, for instance, by crystallization from
melt, its fate with respect to long-term stability will be
determined by “quality of its metastability”, meaning by the
height of the activation barrier for the solid—solid interconversion.

For compounds that are well soluble in water, as is the case
with benzamide, these two transformation pathways may be
difficult to distinguish. When handling the sample at ambient
relative humidity, the condensation of a thin hydrous film on
the crystal surface may easily lead to a kind of solution-mediated
transformation.

In any case, whenever mixtures of different forms are
obtained in crystallization experiments of polymorphic com-
pounds, this indicates that the thermodynamic equilibrium may
not been achieved at the moment when the solid was character-
ized. It is very unlikely that the crystallization parameters have
been chosen by chance to meet equilibrium parameters.

Wohler and Liebig’s Experiment. The originally reported
experiment was repeated using an automated laboratory reactor
equipped with online probes as mentioned in the experimental
section. Nucleation could be detected almost in real time by
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Figure 1. Temperature—time plot of a crystallization induced by cooling
showing the reactor temperature (blue), the FBRM signal for the particle
range from 5—10 um (green), and the IR signal (red).

the FBRM probe, while the saturation level could be monitored
using the IR probe. Applying different cooling rates ranging
from 0.1 K min~! up to 5 K min~!, a hot aqueous solution of
benzamide (0.347 M) was cooled until the FBRM probe
indicated nucleation and/or a drop in the supersaturation could
be monitored (Figure 1). Both FBRM and IR signal of the C=0
stretch at 1656 cm™! may be used to interrupt crystallization at
the earliest detectable stages by immediate fast filtration. This
in turn will minimize the time available for solution-mediated
transformation and thus will maximize the volume fraction of
any metastable phase formed initially. After filtration of the
suspension, the crystals have been dried overnight at 75 °C.

Using low cooling rates (<2 K min~!), only Form I could be
found. However, applying intermediate cooling rates of 3—4 K
min~! additional unique weak peaks appeared in the PXRD
pattern, which did not belong to either Form I or Form II. This
new Form III could also be obtained by sublimation. The known
Form II has never been observed in either of these experiments.
After identification of 13 unique diffraction peak positions that
are attributable to this new Form III, these peaks could be
indexed applying DICVOL91°? to give a monoclinic unit cell
(a =22.5010, b = 5.5159, c = 5.0569 A, = 91.36 °) with a
good de Wolff figure of merit (FOM = 29.4). Please note
that the metric of the unit cell is very similar to the one of
Form I (a = 5.5657(9), b = 5.0353(9), ¢ = 21.698(4) A,
= 90.388(3) °)** and consequently peak overlap is severe
(Figure 2).

Most likely, it was this severe peak overlap in combination
with the low intensity of unique reflections that allowed Form
III to “hide” behind the stable Form I for such a long time. The
unit cell volume was 626.68 A3, which is slightly more than
that of Form I (608.1(2) A%). Following a Pawley refinement,>*
the centrosymmetric space group P2,/c was chosen as the most
likely candidate for the crystal structure. The structure solution
proved possible in real space by global optimization methods
(simulated annealing with metropolis algorithm) applying Pow-
derSolve.* Details of the structure solution and refinement were
reported in a previous communicaton.?

Apparently, despite the meticulous control of the crystalliza-
tion parameters, we failed to inhibit secondary nucleation of
Form I. The sample was found to be a mixture of 1:1 ratio of
the monoclinic Form I and Form III. Therefore, it was essential
to limit the time available for solution-mediated transformation.
Only then could the ratio of Form III be increased to a level
where the very weak unique reflections (Figure 2) can be clearly
observed on a modern diffractometer equipped with a sensitive
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Figure 2. Scattered X-ray intensities as a function of diffraction angle
showing the good fit between the observed and calculated data based
upon a two-phase refinement. The selected 26-range contains the most
intense unique reflections; see ref 22 for a full range Rietveld plot.
This close-up also underlines the severe overlap of Form I and Form
IIT peaks. Shown are (a) the observed pattern (triangles), the best
Rietveld-fit profile (line), and (b) the difference curve between observed
and calculated profiles. The upper and the lower tick marks indicate
the positions of the Bragg reflections of Form III and Form I,
respectively.
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Figure 3. Long-term PXRD measurements of a mixture of Form I and
Form III.

detector system like the used X’Celerator RTMS detector. Since
we closely followed the crystallization parameters of Wohler
and Liebig, it seems almost sure that Form III is indeed the
polymorph observed back in 1832.

Stability of Form III. A long-term stability test of Form III
had been performed under ambient conditions on a laboratory
X-ray diffractometer. Even after more than six months only a
minor conversion of approximately 5% into the thermodynami-
cally stable Form I could be observed (Figure 3).

“Form II” Experiment. David et al.?® described the use of
a much higher cooling rate as compared to the original
experiment of Wohler and Liebig. Consequently, a higher
supersaturation must have been generated by the applied flash
cooling and the crystallization was performed directly on the
goniometer at a synchrotron source. Because of this experimental
setup it was possible for David et al.*® to record a PXRD pattern
of a mixture of Form I and Form II and to solve the crystal
structure for Form II. However, due to the large difference in
lattices energies the solution-mediated transformation of Form
II was too fast to allow isolation or other investigations of Form
II. According to Ostwald, the most unstable form should be
nucleating first and therefore high supersaturations are needed.
With the much lower cooling rates feasible with the now used
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Figure 4. Microscopy of a mixture containing all three forms (Form I:
rhombs, Form II: needles, Form III: needles) which was proven by
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Figure 5. PXRD measurements of a mixture of Forms I, II, and III at
different time steps. Reflex positions unique to Form II are marked
and the tick marks of all forms are shown.

Table 1. Crystallographic Details for All Three Forms of Benzamide

Form I Form III Form II
a [A] 5.6094(1) 5.0551(1) 17.4317(2)
b [A] 5.0399(1) 5.5141(1) 14.1944(3)
c [A] 22.1171(8) 22.9565(9) 4.977(1)
B [°] 90.641(2) 101.292(2)
v [A3] 625.23(3) 627.50(3) 1231.4(3)
space group P2/c P2/c Pba2
Z 4 4 8
7 1 1 2

automatic laboratory reactor system, only intermediate super-
saturation levels can be realized which are insufficient to trigger
the nucleation of Form II. This could explain why we never
observed Form II.

Mohr’s Experiment. It was this transient character of Form
II that “forced” Blagden et al.?® to look for alternative routes
for the synthesis of this most metastable polymorph known.
They resorted to crystallization from melt (mp 128 °C), for
which in 1904 Mohr already reported crystals with a needle-
like morphology, very similar to the needles observed for Form
IIT and also solution-synthesized Form II (see “Form II”
experiment). Blagden et al.> repeated Mohr’s experiments in
a slightly modified way. In this experiment, the high surface
area provided by a KBr matrix together with the small particle
size of the benzamide ensured the formation of rather thin films
of molten benzamide which subsequently could be rapidly
quenched. This in turn provided the high supersaturation levels
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Figure 6. Hydrogen bonded ribbons of (a) Form I, (b) Form II, and (c) Form III. The —u interaction motifs are shown for (d) Form I along the

b-axis, (e) Form II along the c-axis, and (f) Form III along a-axis.

needed to trigger nucleation of Form II. Unfortunately, the very
poor resolution and the limited 20 range of PXRD patterns
obtained for such a melt-synthesized sample ruled out a detailed
comparison with the expected pattern for Form II as obtained
by flash cooling a dilute solution. However, microscopy clearly
showed two different morphologies (needles and rhombs) and
vibrational spectroscopy also indicated that by this kind of melt
crystallization a mixture of Form II and Form I was produced
by Blagden et al.>* Additionally, a very fast transformation could
be followed by spectroscopy underlining the transient and highly
metastable character of Form II. However, the crystal structures
of Form II and Form I are distinctly different (see below) and
no facile (e.g., topotactic) transformation pathway becomes
obvious. For that reason, the basis of this fast transition observed
by Blagden et al. is puzzling.®® It is not clear whether the nature
of the transformation is a true solid—solid phase transition.

Solution Crystallization of Form II. For further analysis
of Form II, crystallization methods needed to be developed that
yield samples that are better suitable for PXRD. Hence, we were
seeking pathways to obtain Form II in crystallization from
solution. Fortunately, benzamide is soluble in a range of
solvents. In particular, the solubility in benzene is significantly
lower than in water and its temperature dependence is more
pronounced. The first slows down the kinetics of solution-
mediated transformations. The latter allows realizing high
supersaturation levels needed to nucleate Form II. Moreover,
when quenching solutions of benzamide in benzene at higher
temperatures the solvent can concomitantly be evaporated and
hence solution-mediated transformation will be hampered. After
complete dissolution of benzamide in hot benzene (0.02 M), a
few drops were spread on a preheated plate (75 °C). Immediately
the solvent evaporates and long needles can be seen on the
surface (Figure 4). Additionally, larger rhombs are observed in
the microscope indicating a mixture of polymorphs.

Surprisingly, PXRD analysis proved that indeed the sample
obtained was not bi- but triphasic. Most likely, the needles are

typical for both, Form II and Form III, and the two can not be
distinguished based only on their morphology.

Regrettably, one has to struggle with a massive peak overlap
of the three concomitantly crystallized polymorphs. Moreover,
Form II turned out to rapidly interconvert to Form I tribologi-
cally. Any kind of mechanical stress will readily convert Form
II into Form I. Consequently, it proved impossible to recover
the sample by scratching it off a substrate. Grinding or even
loading a glass capillary will also induce complete conversion
of Form II. Therefore, diffraction traces could only be collected
using samples directly crystallized by casting hot solutions on
a zero background plate. Needless to mention, this preparation
method will create severely textured samples. Unfortunately,
this texture together with the massive peak overlap rendered a
proper Rietveld analysis impossible. Nevertheless, a rough
quantitative estimate of the phase composition of the trimorphic
sample could be obtained applying X’Pert Highscore Plus.*®
Typically, the solution-cast samples contain 20% Form I, 50%
Form II, and 30% Form III.

Stability of Form II. Next, with this sample at hand, stability
tests of Form II had been performed using PXRD. As mentioned
earlier, these experiments need to be performed in an absolutely
dry environment to prevent solution-mediated transformations
via hydrous surface films. When refraining from this precaution
the transformation of Form II into Form I was completed within
4 h. Therefore, to exclude humidity, the sample was transferred
into a drybox immediately after crystallization. The sample was
then loaded into a Parr XRK-chamber which was sealed under
argon in the drybox. PXRD patterns were measured in regular
time intervals between 5 and 22 °26 at 25 °C. The sample was
spun during measurement. Please note that due to this elaborate
sample preparation, the first measurement could be taken after
a time lag of 6 h.

Under dry argon the transformation of Form II into Form I
was very slow. The intensities of the two reflections unique to
Form II (270 and 320) decrease steadily. Please note that these
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Figure 7. Vibrational spectroscopy of Forms I, II, and III. (a) Raman
spectra of the pure Form I (solid line), a mixture of Form I and III
(dashed line) and a mixture of all three Forms (dotted line). (b, ¢) FTIR
spectra of pure Form I (solid line) and a mixture of Form I and III
(dashed line).

Table 2. Details of IR-Frequencies for Form I and a Mixture of
Form I and Form III

Form 1 Form I + III
»(C—N) [cm™'] 1405 1403
O(NH,) [cm™] 1625 1625
»(C=0) [cm™!] 1656 1657
v{(NHp) [cm '] 3177 3178
v(NHp) [cm™'] 3371 3370

unique reflections are not the most intense. Their intensities as
calculated from the published structure are 30% and 80%,
respectively. Please note that the /30 reflex which overlaps with
320 reflex has only negligible intensity (<1%).

In contrast to what has been reported by Blagden et a
even after more than two weeks Form 1II is still visible in the
PXRD (Figure 5). Within 264 h the content of Form II is
reduced from 50% to approximately 20%. Unfortunately, due

1.2
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to texture and peak overlap quantitative analysis is not reliable
enough to allow a detailed study of the kinetics.

The observed transformation behavior is indeed in line with
the proposed solid—solid interconversion of Form II into Form
I. A definite proof would require the investigation of the
temperature dependence of the phase transformation. Unfortu-
nately, this experiment is hampered by the relatively high vapor
pressure of benzamide (5.6 mPa at 20 °C). When recording
PXRD at 50 °C the solution-cast films on the zero background
plate rapidly evaporate within 2 h. Please remember that PXRD
in sealed capillaries is impossible due to the facile tribological
conversion of Form II.

Discussion of the Crystal Structures. All three structures
are built up by the same primary building unit, a dimer of
benzamide. These dimers are connected by further hydrogen
bonds to form long ribbons along the short axis of the unit cells
which all are around 5.0 A (Table 1). These ribbons are then,
however, packed in three distinct patterns. These significant
differences in the observed packing motifs are triggered by the
second-ranking intermolecular interactions, the 77— interactions
of the benzyl moieties. The favored 77— interaction motifs are
shifted m-stack and T-shaped interactions resulting in her-
ringbone-type motifs.*” Both of these energetically favored 7—z
stacking motifs, though in varying fractions and characteristics,
are observed within the three forms of benzamide (Figure 6).

Form I is dominated by shifted st stacks while in Form II
and Form III a herringbone pattern like arrangement is observed.
Recently published computational results showed that the lattice
energies of Form I and Form III lie in close quarters (—65.132
kcal mol™! per molecule, —65.055 kcal mol™! per molecule,
respectively), while Form II is clearly less stable (64.355 kcal
mol ™! per molecule).*® This is in line with the observed relative
stabilities.

Vibrational Spectroscopy. Applying the different crystal-
lization experiments we were now able to obtain pure Form I,
a biphasic mixture of Form I and Form III, and a triphasic
mixture of Form I, Form II, and Form III. Both mixtures proved
to be stable over longer periods of time as indicated by the
PXRD experiments, which allowed further characterization. For
these samples both Raman and IR-spectra were recorded.
Recalling the very similar primary and secondary building units,
as discussed above, the most pronounced differences are
expected in the range of soft phonon modes. In line with these
expectations, the low wavenumber region of the Raman spectra
of a triphasic mixture, a biphasic mixture and that of a pure
Form I showed pronounced differences (Figure 7). For Form I
a significant band was observed at 106 cm~!, while in the
biphasic mixture at least one other band could be identified at
around 95 cm™!. In the triphasic mixture yet another band was
obvious at 115 cm™!, which was previously assigned to Form
1T by Blagden et al.>® Consequently, the band at 95 cm ™! should
be attributed to Form III.

The IR spectra were recorded by incorporating finely divided
benzamide into a KBr disk (Figure 7b,c). Grinding and pressing
leads to a tribological transformation of Form II. Therefore, only
pure Form I and the biphasic mixture of Form I and Form II
could be measured. While Blagden et al.?® found small shifts
and some differences in intensities when comparing IR spectra
of selected areas rich in Form I or Form II, respectively, the
IR-spectra observed for Form I and the biphasic mixture are
very similar in the long wavenumber region. Only very minor
shifts in some vibration modes can be identified (Table 2).

Solid-State NMR Spectroscopy. For further characterization
13C CP-MAS spectra of benzamide were recorded. Recently,
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Figure 8. '3C CP-MAS spectra of a mixture of Forms I and III at a field of 7.0 T (top) and of 9.4 T (bottom) as well as a '3C CP-MAS spectrum
of Form I at a field of 7.0 T (middle): (a) complete spectrum. Asterisks denote spinning sidebands; (b) experimental carbonyl resonance (black) and

the corresponding simulated spectra (gray).

we presented the spectrum of a mixture of Forms I and III
measured at a field of 7.0 T.>> This spectrum revealed
resonances between 125 and 136 ppm which were assigned to
the phenyl carbon atoms and a further resonance at 173 ppm
representing the carbonyl group (see top of Figure 8a). The
carbonyl signal turned out to be asymmetric which was
interpreted as two individual resonances according to the two
different forms of benzamide (see top of Figure 8b).

In order to gain a better resolution of these two signals we
now additionally measured a spectrum of the mixture of Form
I and Form III at a higher field of 9.4 T. However, contrary to
our expectation the carbonyl signal proved to be narrowed and
more symmetric at this field (see bottom of Figure 8b). Thus,
the asymmetry of the signal cannot arise from a splitting due
to the existence of two individual resonances. This finding is
supported by the fact that the spectrum of pure Form I at a
field of 7.0 T also reveals the asymmetry for the carbonyl signal
although there is only one unique molecule in the asymmetric
unit which should give rise to a single symmetric and more
narrow signal (see middle of Figure 8a,b).

A possible explanation for that effect can be found in the
dipolar coupling of the carbonyl atom with the adjacent '*N-
quadrupolar amide nitrogen atom. In fact we could reproduce
very well the asymmetry of this resonance when taking into
account a quadrupole moment of —2.6 MHz (a0 = 90°, f =
90°) for N and a *C—!N dipole coupling of 924 Hz which
reflects the crystallographical C—N distance of 1.33 A. The
corresponding simulations for both fields (7.0 and of 9.4 T) are
shown in Figure 8b (middle and bottom). The values for the
quadrupole moment are consistent with results found for other
amides.™

Surprisingly, the carbonyl groups of the two forms of
benzamide exhibit nearly identical isotropic chemical shifts
although the chemical shift interaction is usually very sensitive
to the local electronic environment. These findings could be
corroborated by chemical shift calculations of Form I and Form
IIT which were carried out under periodic boundary conditions
based on the experimentally determined structures (data not
shown). They show that the chemical shifts of the two forms
coincide within the accuracy of the calculations. Thus, in
agreement with the IR data, the NMR spectra demonstrate a

high local similarity of Form I and Form III of benzamide.
Unfortunately, the tribological lability of Form II inhibited the
measurement of the NMR spectrum of the triphasic mixture.

Conclusion

176 years after the first observation of polymorphism in
benzamide, the riddle of the metastable form reported by Wdhler
and Liebig could be finally lifted and the crystal structure of
this historical metastable form could be solved. This brings the
total number of experimentally verified polymorphs of this most
simple molecule benzamide up to three. Interestingly, all three
crystal structures contain very similar primary (dimers) and
secondary (ribbons) packing motifs realized through hydrogen
bonding. The main difference is found in different 7—m
interaction motifs of the ribbons which vary from a shifted
m-stack to a herringbone pattern motif.

Crystallization from hot benzene solutions ensured super-
saturation levels which proved to be sufficient to induce
nucleation of even the most metastable Form II. By this sample
preparation method a triphasic mixture could be obtained that
allowed the study of the long-term stability of Form IT by PXRD
analysis. Contrary to what has been reported by Blagden et al.,*
Form 1II is surprisingly stable when ensuring an absolutely dry
inert atmosphere. Although it could be confirmed that Form II
slowly undergoes a solid—solid interconversion, exclusion of
humidity expanded the “lifetime” of this most metastable form
to more than 2 weeks. Similar needle-like morphologies are
observed for both metastable Forms II and III. This calls for
caution when assigning polymorphs of benzamide on the basis
of morphology. So far, none of the metastable forms could be
prepared as a pure phase. Avoiding secondary nucleation,
followed by solution-mediated transformation and/or solid—solid
interconversion asks for further tuning of the experimental
conditions. Ideally this should go along and be guided by further
time-resolved in situ measurements using synchrotron.

Moreover, the story of polymorphism in benzamide might
even be extended beyond the currently known three forms.
Recently published calculations identified the well-known
catamer synthon as a packing motif with similar lattice energies
as the experimentally known crystal structures.’” However, due
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to the high stability of benzamide dimers in solution, new
methods will have to be applied to find a pathway for
crystallizing this polymorph. High supersaturations and an
environment which is capable of breaking the dimer bond are
therefore needed. All these findings allow us to suggest that
the story about polymorphism in benzamide still continues and
also this very simple molecule seems to be a very complex
system.
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Benzamide was the first molecular material for which polymorphism was reported, as long as 176 years ago. Unfortunately,
due to very similar cell metrics leading to massive peak overlap, the metastable form reported by Liebig escaped structural
characterisation by XRD until recently. With the help of crystal structure prediction this old riddle of ‘Liebig’s’ polymorph
of benzamide could have been solved many years earlier. Performing state of the art crystal structure prediction runs
applying a commercial suite of programs (Cerius® and the MS Modeling) identified both the metastable and the
thermodynamically stable phase reported by Liebig as low energy packings.

Keywords: crystal structure prediction; density functional theory; point charges; benzamide, polymorphism

1. Introduction

Polymorphism is a widespread phenomenon occurring
with many known crystalline materials. Polymorphism
describes the ability of crystalline material to crystallise in
more than one crystal structure [1]. The physical and
chemical properties like melting point, solubility and
bioavailability may differ. The latter feature is of course of
great interest in pharmaceutical research. As a conse-
quence of these differing properties the crystal structure is
relevant for patent licensing as well. The most famous and
often cited example in this respect is the case of Ritonavir
[2,3]. In most cases, an active pharmaceutical ingredient
(API) is protected by a patent covering both, molecular
and crystal structure(s). If additional crystal structures/
metastable phases of this API can be obtained, this patent
protection can be circumvented. Even a separate patent
covering this new crystal structure can be applied for. In
the dye industry the situation is comparable [4,5]. For
these reasons a good knowledge about possible poly-
morphs is essential. Crystal structure prediction (CSP)
represents a fast and cheap method of acquiring a general
idea of local energy minima on the lattice energy hyper
surface. Several different techniques can be found in the
literature and the success of these methods is checked
regularly [6,7,8]. Rigid body calculations allow a very
accurate description of the intermolecular potentials using
distributed multipole analysis [9,10,11]. But these
techniques are more costly and at the same time a view
on the results presented here would suggest that the
precision of the force field cannot be improved
significantly. Things become even more complicated
when flexible bodies are used during the minimisation

procedure. The use of quantum mechanically derived
monopole charges is much less demanding and yields
comparable accuracies in respect to lattice parameters, as
will be shown later on. The energy ranking will be more
exact using distributed multipoles [12] but for a first
overview of possible polymorphs and their packing motifs
monopole charges are adequate. Nevertheless, CSP still is
a challenging and tricky task to perform, especially for the
API molecules the pharmaceutical industry is interested in.
But even small molecules may still pose challenges.
Benzamide appears to be a very good benchmark for CSP
because it is a small molecule with only one torsional
degree of freedom (see Figure 1). In total, by now three
polymorphs of this small molecule have been identified
experimentally [13]. The lattice energies of two phases
reported by Liebig (phase I and phase III) lie at close
quarters and the plate like crystals of phase I have been
regarded as to be the global minimum structure. Phase II
reported by Davey et al. [16] appears to be a highly
metastable or even transient packing. The task was to
reproduce these known polymorphs by CSP. A state of the
art approach was taken using different force fields (point
charge models) in combinations with the commercial
Cerius” [14] and MS Modeling suite of programs [15] for
global optimisation. Of course, all predictions had been
performed without implementing any knowledge about the
different packing motifs found experimentally for these
three polymorphs.

2. Brief summary of crystallographic details

All three polymorphs (see Table 1) show a similar hydrogen
bonding motif [16,17,13]. Two benzamide molecules form
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Figure 1. A benzamide molecule showing the torsion angle ¢
and the Gaussian03 calculated partial charges in brackets.

hydrogen-bonded dimers and are connected by further
hydrogen bonds to form long ribbons along the short axis of
the unit cell (see Figure 2). Interestingly, despite the similar
hydrogen bonding motifs, the m— interactions are quite
different. In phase I a so-called shifted m stack is realised,
while phase II and phase III show a herringbone pattern like
arrangement (see Figure 3). So you can find all low energy
w— interaction motifs realised within the different crystal
structures of the same molecule. One major difference lies in
the number of symmetry independent molecules. While
phase I and phase III contain only one independent molecule
in the asymmetric unit cell, phase II contains two
independent molecules. CSP runs with more than one
independent molecule still represent a challenge for the
established algorithms [6].

3. Computational methods

3.1 Method of generating the molecular structure
and charge

3.1.1 Geometry

During the global optimisation applying a Monte-Carlo
(MC) algorithm as implemented in the Cerius® [14] and

Table 1. Crystallographic details of phase I [17], phase II [17]
and phase I1I [13].

Phase 1 Phase 11 Phase III
a//:% 5.607 17.4317(2) 5.0551(1)
bIA 5.046 14.1944(3) 5.5141(1)
c/A 22.053 4.977(1) 22.9565(9)
B . 90.66 - 101.292(2)
Volume/A® 624.25 1231.4(3) 627.50(3)
Space group P2,/c Pba? P2,/c
7 1 2 1
z 4 8 4

MS Modeling suite of programs [15], all molecules are
held rigid. Therefore, in CSP runs for molecules that
possess internal degrees of freedom, several different
starting conformers should be used to get a reliable
sampling over the whole potential energy surface. Since
benzamide has only one torsional degree of freedom, low
energy starting conformers could easily be identified by a
grid search technique. The torsion angle ¢ (see Figure 1)
was modified from 0° up to 90° and a geometry
optimisation of the gas phase molecules was performed
with the Forcite module within the Material Studio™
software [15] using Gasteiger charges [18] and the
Dreiding 2.21 force field [19]. Unsurprisingly, only one
minimum structure could be found at 0° torsion. As a
second starting conformer, the saddle point on the gas
phase energy hyper surface was chosen which has 90°
torsion. Please note, that these molecular structures used in
the MC runs differ significantly in respect to the torsion
angles from the experimentally found ones (about 30°). No
bias regarding the molecular structure found experimen-
tally was allowed in the CSP runs.

3.1.2  Choice of force field

Different density functional theory (DFT) methods had
been used to derive several sets of partial charges that best
represent the molecular electrostatic potential of benza-
mide. In Material Studio DMol® [20,21] was used with a
DNP basis set and the GGA-PBE functional and also the
GGA-PWO1 functional. The atomic charges were then
fitted so as to reproduce the electrostatic potential (ESP)

Figure 2. Hydrogen bonded networks. View along the short axis of the unit cells. (a) phase I; (b) phase II and (c) phase III. Dashed blue

lines show the hydrogen bonds.
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Figure 3. A projection along the ribbon axes shows the m—m
interactions in the different forms. (a) phase I, view along [010];
(b) phase II, view along [001] and (c) phase III, view along [100].

[22,23]. Additionally, ESP derived partial charges have
been obtained in the same manner by using Gaussian03
[24] with a 6-3114+4G(d,p) basis set and the
PBEI1PBE[25] or the B3LYP hybrid functional [26,27],
respectively. Both Gaussian03 calculations produced the
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same set of partial charges. Next, a quality check of the
calculated sets of point charges in combination with
different force fields had been performed using the crystal
structure of the accurately known phase I as a benchmark.
The molecules had been treated as flexible bodies during
the geometry optimisation within the Forcite module and
no further constraints had been introduced. The best results
as judged by the deviation in cell constants could be
obtained by using the Dreiding 2.21 force field in
combination with the Gaussian03 point charges. Using the
COMPASS force field or partial charges based on DMol?
calculations lead to larger deviations. The details can be
seen in Table 2. When comparing the experimental lattice
parameters with the parameters obtained after lattice
energy minimisations deviations of less than 5% were
regarded acceptable. The good agreement achieved using
the Gaussian03 set of partial charges in combination with
the Dreiding 2.21 force is reassuring and thus this force
field was used for all subsequent calculations. Special
caution has been taken to assure that the cost function in
both program suites applied in global optimisation was
indeed identical. For instance, as Ewald summation was
used throughout all geometry optimisations and lattice
energy calculations for both Coulomb and dispersion
forces, it was assured that the same set of accuracies
(0.000001 kcal/mol) was applied.

3.2 Generating trial crystal structures
3.2.1 Cerius®

A Monte-Carlo simulated annealing algorithm
[28,29,30,31] as implemented in the Cerius® software
suite was used. The nine most commonly observed space
groups (P2,/c, P1, P2,2,2,, P2,, C2/c, Pbca, Pnma, Pna2,
and Pbcn) were searched with one molecule in the
asymmetric unit. The space groups P1, P2,, P2/,
P2,2,2, and Pna2, were also searched with Z' = 2. The
space group Pba2, the space group experimentally
observed for phase II, is not available for CSP in the
used Cerius” suite of programs. Therefore, additionally a
search in Pna2, was performed. Pna2, is a subgroup of Pba2
and can be represented by a unit cell doubled along the
c-axis. Consequently, this further search in Pna2, had to be
performed with Z' = 4. Rigid bodies were used throughout
the simulated annealing procedure. Two different confor-
mations with a 0° or 90° torsion angle ¢, respectively, were
used as rigid bodies. Because the balance between intra- and
intermolecular energies was neglected during the MC runs,
initially rather loosely packed trial crystal structures are
generated. At least three independent repeats had been
performed with each of the two different starting conformers
until a convergence in low energy structures could be found.
Each run consists of 7000 MC steps and yielded a acceptance
ratio of about 60%.
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Table 2. Relative energies and unit cell parameters® of the observed and energy minimised crystal structures of phase I using
Gaussian03 PBE1PBE ESP-charges (Gaus) and DMol® PBE ESP-charges (DMol) in combination with the Dreiding 2.21 (drei) and

COMPASS (com) force field within MS Modeling.

alA blIA clA Br plg cm™? Energy®/kcal mol ™
Obs. 5.607 5.046 22.053 90.66 1.287
Gausgye; —22 - 23 4.4 0.7 1.293 —63.859
DMolyyei 6.6 1.8 - 2.1 1.7 1.285 —48.388
Gauscom — 8.6 14.7 —1.2 —11.3 1.261 —80.207
DMol.om — 3.8 2.1 0.0 —-53 1.223 —33.048

“Experimental lattice parameters and, in italics, lattice parameters for minimised structures given as a percentage difference from the experimental values.

Energy per molecule.

3.2.2 MS Modeling

All above mentioned space groups had been searched as
well with the Monte-Carlo algorithm as implemented in the
MS Modeling suite of programs. Additionally, the space
group Pba2 had been examined by using Z' = 2. In all space
groups at least three independent repeats had been
performed with each of the two different starting conformers
until a convergence in low energy structures was assured. As
in the Cerius’ calculations, 7000 MC steps had been
performed and also yielded about 60% of acceptance.

3.2.3 Geometry optimisation

For both, the Cerius? and the MS Modeling MC algorithms, a
clustering algorithm limits the number of accepted crystal
structures to 500 after each simulated annealing run. The
geometry optimisation of 500 structures can be handled with
ordinary cpu-power within a few hours or days depending on
the degrees of freedom in the explored space group. The
clustering of the structures is based on the similarity of their
radial distribution functions. The molecular flexibility was
introduced directly after the clustering and all accepted
crystal structures were energy minimised with the force field
described before. At this stage, all structural parameters like
lattice parameters, molecular positions, orientations and
conformations were relaxed. After geometry optimisation,
the density of all crystal structures reaches 1.1-1.4g cm ™"
compared to 0.3—0.8 g cm ™' before the minimisation.

3.2.4 Ranking of structures

After a final clustering, the calculated crystal structures
were ranked on the one hand according to their total
energy and on the other hand according to their density. At
least 20 structures with low energy and 20 structures with
high density were also compared ‘by eye’ attempting to
identify the packing motifs of the experimentally known
polymorphs. The unit cells of interesting predicted crystal
structures were transformed into the standard settings
applying LePage as implemented in Platon [32].

4. Results and discussion
4.1 Prediction for Z' = 1
4.1.1 Cerius® results

The predicted structures with the lowest lattice energies
were found in the space group P2;/c and two structures
clearly break away in the energy density plot (see Figure 4)
with very similar energy and density. These two predicted
structures are the most densely packed crystal structures
and have the lowest achieved energy that have been found
in all runs and they can be assigned to phase I and phase
II1, respectively (see Table 3). The details of the predicted
and the experimentally observed packing motifs, a shifted
r stack for phase I and a herringbone pattern for phase III,
are in close agreement (see Figure 5). The maximum error
of the predicted lattice parameters amounts to 5.7% and
also the experimentally observed torsion angles ¢ were
predicted very well within errors of about 8 and 5% for
phase I and III, respectively. Please note that the starting
conformers used during MC exhibited either a 0° or 90°
torsion angle ¢ and the point charges had been calculated
and fitted to the electrostatic potential of the gas phase
minimum. Taking this into account, the agreement of
predicted and experimental torsion angles is astonishing. It
is expected that a more accurate description of the
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Figure 4. Energy-density plot in the space group P2,/c (Cerius®
runs). Packings corresponding to phase I and phase III are circled.
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Table 3. Comparison of the predicted and observed structural parameters and total energies for phase I and phase III (Cerius®

calculation).
Phase 1 Phase III

Parameter Cerius® Exp. A% Cerius® Exp. A%
a//§ 5.318 5.607 —-52 4.902 5.055 -3.0
bIA 4.905 5.046 —-238 5.232 5.514 —5.1
c/A 23.315 22.053 5.7 23.778 22.957 3.6
B° 91.71 90.66 1.2 95.75 101.29 -55
plg cm? 1.323 1.287 2.8 1.326 1.282 3.4
& 30.54 33.20 —8.0 30.18 28.84 4.6
Energy*/kcal mol ' —65.132 —65.055

“Energy per molecule.

(a) (b)
S Y= S b,
Jhew =3 3$T 3%

Figure 5. Overlay of the Cerius® predicted (red) and observed
(green) dimers of (a) phase I and (b) phase III.

electrostatic interactions could be achieved using dis-
tributed multipole moments. However, results recently
published by Karamertzanis et al. show only slightly
smaller deviations [33]. Even with our very simple charge
model, the density and even torsions could be reproduced
within nearly the same error limits. For a small molecule
like benzamide, there seems to be no need for a more
accurate description of the electrostatics, which of course
would be much more time consuming. Even the energy
ranking of both predicted structures is in agreement with
experiment (see Table 3). The lowest energies of predicted
structures in the other searched space groups had been
around — 62 kcal mol ' per molecule and the density was

less than 1.28 g cm >,

4.1.2  MS Modeling results

The experimentally observed polymorphs, phase I and
phase III, could be identified as low energy/high density
structures with the MS Modeling suite of programmes as
well (see Figure 6). The predicted crystal structures
compare very well with the experimentally observed ones
(see Table 4 and Figure 7) and structural differences
between the Cerius® predicted structures and the MS
Modeling predicted ones are very small (compare Tables 3
and 4).

Also, a final single point energy calculation applying
Cerius® on phase I and phase III as predicted in MS
Modeling yielded within calculational errors the same
lattice energies as the Cerius® predicted ones (compare
Table 3 and Table 5) and the gradients were negligible.
However, the absolute values between Cerius®> and MS
Modeling differ by roughly 1 kcal/mol as can be seen in
Table 5. The difference occurs within the intramolecular
part of the total energy. Although we intended to apply
the very same force field parameters and precision in
calculations, surprisingly the intramolecular fraction of
the total energy is more positive within MS Modeling.

energy per molecule [keal/mol]

energy per molecule [kcal/mol]
1
(4]
@

1 1.05 1.1 1.15

1.2 1.25 1.3 1.35 1.4

density [g/cm?]

Figure 6. Energy-density plot in the space group P2,/c. (MS Modeling runs). The inset shows a close up of the high density and low
energy region. Packings corresponding to phase I and phase III are circled.
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Figure 7. Overlay of the MS Modeling predicted (red) and
observed (green) dimers of (a) phase I and (b) phase III.

highest density structure
11.787
5914
12.777
137.37
1.334
21.27
—59.858

Unfortunately, in the Version 4.0 of MS Modeling there
is no force field editor for the Dreiding force field, which
rendered a final analysis, of the origin of this divergence,
impossible. This difference in lattice energies comes
down to a different balance/weighting of inter- and
intramolecular energies in Cerius®> and MS Modeling.
This in turn might explain, why the global optimisation
runs identified different local minima (see below).
There is also a quite pronounced difference in the
energy ranking of the generated crystal structures. While
in the Cerius” prediction phase I and III could be found
on position one and two, respectively, the energy
ranking position after the MS Modeling prediction has
been 3 and 12, respectively. The insert of Figure 6
shows that many structures with a similar energy had
been predicted, but the arrangement of the molecules is
quite different. A density ranking placed both predicted
phase I and phase III on position 30 for phase I and 13
for phase III, respectively. This result is not influenced
by the molecular structure used in the prediction. The
starting conformer with a 90° torsion angle ¢ yielded
similar results. Taking a closer look on the predicted
lowest energy structure pronounced differences in the
packing motif as compared with the known phases are
obvious, especially in respect to the hydrogen bonding
pattern (see Figure 8(a)). This structure contains no
dimers, the benzamide molecules only form hydrogen-
bonded chains along the short axis of the unit cell. This
catamer synthon is frequently found for carbonic acids
[34]. The contribution of the hydrogen bonding to the
electrostatic energy is less attractive than in the above
mentioned crystal structures of phase I and III, but the
van der Waals interaction is slightly more favourable
leading to a lower total energy. This suggests that the
odds to crystallise this polymorph should increase in
strongly hydrogen bonding solvents that are capable to
break up the benzamide dimers in solution.
Interestingly, the most densely packed structure also
contains chains of hydrogen-bonded molecules along the
short axis of the unit cell, but in this case some kind of a
zig-zag orientation was realised (see Figure 8(b)). The
hydrogen bonding part of the non-bonding energy again is
less attractive as compared to the energies of the
experimentally known phase I and phase III, because the
strong hydrogen bonds within the benzamide dimers are not
realised. Looking on the m—1r interactions, a shifted  stack
had been realised for the lowest energy structure, while the

7.795
18.912

145.06
1.302

lowest energy structure
3.477
13.49
—65.070

A%
-3.0
—5.1
3.6
—54
34
4.6

Phase II1
Exp.
5.055
5.514
22.957
101.29
1.282
28.84

4.904

5.232
23.776
95.83

1.326

30.17
—64.052

MS Mod.

5.7
1.1

A%
—5.1
-2.8

1.1
-75

Phase 1
Exp.
5.607
5.046

22.053

90.66
1.287

33.20

5.322
4.905
23.316
91.66
1.301
30.72
—64.065

MS Mod.

Table 4. Comparison of the predicted and observed structural parameters and total energies for phase I and phase III (MS Modeling 4.0 calculation).

Parameter
plg cm™?
Energy“/kcal mol ™"
“Energy per molecule

a/éx
bIA
c/A
Pr°

B
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Table 5. Single point intra- and intermolecular energies of phase I and phase III as predicted in MS Modeling.
Phase 1 Phase III

Energy® kcal mol ™! MS Mod Cerius® MS Mod. Cerius?
Intramoleculare 8.478 7.411 8.451 7.448
Bond 1.974 1.776 1.982 1.753
Angle 2.948 2.547 2.945 2.565
Torsion 3.428 2.958 3.389 2.993
Inversion 0.128 0.130 0.135 0.137
Intermoleculare —72.543 —72.543 —72.503 —172.503
Hydrogen bond —6.744 —6.744 —6.735 —6.735
Van der Waals 2.855 2.855 2.821 2.821
Electrostatic —68.654 —68.654 —68.589 —68.589
Total —64.065 —65.132 —64.052 —65.055

“Energy per molecule.

highest density structure shows a tilted herringbone pattern
arrangement. One C—H bond is pointing to the middle of a
neighbouring benzene ring. Nevertheless, the total energy of
this structure is about Skcal mol ' per molecule higher
compared to the lowest energy structure.

4.1.3 Discussion

Although the methods should be nearly identical, the
results of the calculations with the two programs appear
quite diverse and might lead to different conclusions on
either the choice of method or more generally on the
usefulness of crystal structure prediction. On a first glance,
Cerius” appears to give a much clearer picture: The known
phase I and phase III are found as the lowest energy crystal
structures — a result that would be very useful if it was
general and reproducible also for other molecules. The
same set of calculations performed within the MS

(a) (b)
\ \ D

Figure 8. Hydrogen bonding pattern in the predicted structures
with (a) the lowest energy and (b) the highest density.

Modeling suite of programs also finds phase I and III,
but quite far up the list of structures — a less useful result?
Apparently, the global optimisation of MS Modeling is
more thorough and is capable of identifying additional low
energy/high density packings. As mentioned above, a
possible reason for the better performance of the global
search might be the differing balance/weighting of intra-
and intermolecular contributions to the total energy.

A final single point energy calculation of the MS
Modeling predicted lowest energy structure within the
Cerius” suite shows clearly, that the global optimisation
within Cerius® seems to be incomplete. This structure is
assigned the lowest energy also within Cerius®
(—66.053kcal mol ! per molecule) and hence Cerius?
failed to identify this valid global minimum.

In summary, two alternative conclusions may be drawn:

On one hand, the experimental screening may not be
exhausted. This would be the more expedient result for
experimentalists and might possibly lead to the
identification of another polymorph. This result would
pass the ball back to the experimentalists and ask for
further polymorph screening experiments.

On the other hand, if the experimental screening has
indeed been exhausted, it would suggest that the cost
function applied is not sufficiently precise and therefore
the ranking of phase I and III is wrong. This would pass
the ball into the field of the prediction community and
asks for further improvements of force fields.

Nevertheless, could this excellent agreement of the
predicted and the experimentally observed crystal
structures have helped to earlier identify the metastable
polymorph reported by Liebig? This phase III managed to
‘hide’ behind the stable phase I for such a long time
because the metric of the unit cell is very similar to the one
of phase I and peak overlap is severe [13]. Since phase III
can only be obtained as a 50:50 mixture with phase I, it
was therefore simply overlooked.
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Obviously, even such small deviations in cell axes and
relative coordinates as observed in this CSP greatly affects
both, the positions and the intensities of the diffraction
peaks. The differences between the calculated and
experimentally observed X-ray powder diffraction pattern
(PXRD) are immense (Figure 9). It is hard to imagine that
any person or algorithm would have been able to identify
phase III in the overlapping experimental PXRD trace of
the mixture accessible in the experiment with the help of
the PXRD calculated using the predicted structure. The
lattice energy as calculated using classical force fields is
inappropriate to be used as the only cost function for
structure solution in real space. However, it is obvious
from the calculated diffraction patterns that the very first
low angle peaks (around 5° 20) of the two predicted phases
are overlapping while in the experimental trace a shoulder
is visible. Consequently, with some trust in the CSP results
it could have appeared that the experimental trace might
not be pure phase I as has been assumed for such a long
time but a mixture of the two low energy structures.

4.2 Prediction for 7' > 1
4.2.1 Cerius® results

The experimentally observed crystal structure of phase II
could not been found in either of the prediction runs in
Pna2; with Z' = 4 using starting conformers with 0° or 90°
torsion angle. Therefore, starting conformers with torsions
as observed in the known packing motif of phase II had
been included as a bias in the MC runs, again without
success. Additionally, benzamide dimers and pairs of
dimers as observed in the crystal structure of phase II had

100.0

80.0

Relative Intensity (%)

20.0

_f\ 9,

also been applied as rigid units during the Monte-Carlo
algorithm. The ESP-derived partial charges had been
calculated for these oligomeric units with Gaussian03 and
the afore-mentioned basis set and functionals. Despite all
these additional efforts that have been severely biased by
knowledge from the experimentally determined structure,
phase II could not been obtained by CSP.

A search in the space group P1 with Z' =2 found
phase I and phase III. The predicted crystal structures fit
quite well with experimental structures, but the prediction
of phase III showed bigger deviations as compared to the
runs in space group P2,/c and the energies were higher
(see Table 6). These calculations showed, that a crystal
structure prediction with more than one molecule within
the asymmetric unit is in principle possible for benzamide.

4.2.2 MS Modeling results

Although in MS Modeling, prediction runs in space group
Pba2 and Z' = 2 were accessible, phase II could not be
identified either. The same biased rigid units as described
in the preceding paragraph had been used, again without
any mentionable results.

However, as with Cerius, phase I and phase III can also
be identified in a search in the space group P1 and two
independent molecules within the asymmetric unit (see
Table 7). This suggests that the problems encountered in
predicting phase II are not necessarily related with the fact
that one has to deal with Z’ = 2. Preliminary results
on quenched MD simulation runs starting with the
experimentally known structure did not yield additional
insights.

M

8.0 12.0 16.0

: 8 A
20.0 24.0 28.0 2Theta

Figure 9. Experimental powder diffraction pattern (blue) combined with the calculated diffraction data of the predicted phase I (red) and

phase III (green).
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Table 6. Comparison of the predicted and observed structural parameters and total energies for phase I and phase III in PT (Cerius’

calculation).
Phase 1 Phase III

Parameter Cerius® Exp. A% Cerius® Exp. A%
alA 5.559 5.607 -0.0 4.921 5.055 -2.7
bIA 4.923 5.046 —24 5.207 5.514 -5.6
c/A 23.132 22.053 4.9 25.044 22.957 9.1
B° 91.64 90.66 1.0 93.98 101.29 -7.1
plg cm? 1.272 1.287 —-12 1.257 1.282 -2.0
dF° 30.76 33.20 -73 29.91 28.84 3.7
Energy*/kcal mol ' —64.223 —63.348

“Energy per molecule.

4.2.3 A closer look at phase Il

To shed some light into the difficulties encountered with
the prediction of phase II a simple static energy
optimisation of the known phase II had been performed.
The crystal structure of phase II had to be determined with
a diffraction trace that suffered from two major draw
backs: A large and broad background caused by the
solvent and peak overlap with the majority phase I (82.7%
[17]). Therefore, it may be anticipated that the details of
the crystal structure are less reliable. And indeed, the
experimental crystal structure represents a saddle point in
respect to the lattice energy as defined by the force field.
Especially the van der Waals energy is highly positive
(+66.75kcal mol ' per molecule). Apparently there are
some non-bonding contacts that are too short leading to
highly repulsive forces that direct the static minimisation
into a wrong secondary minimum. To avoid this, a
stepwise approach was used to relax the experimentally
known crystal structure of phase II. In the first step, all
C—H bonds had been shortened to 0.9 A and additionally
the lattice parameters of the a- and b-axes had been
inflated by about 10%. In the following two rigid body
optimisations, no internal energies had been considered.
During the first geometry optimisation only the orientation

of the rigid bodies had been allowed to relax within a fixed
unit cell and during the second geometry optimisation
additionally the lattice parameters had been optimised.
A third optimisation run relaxed the molecules within the
fixed unit cell and finally all parameters had been
optimised. The final energy minimised crystal structure is
close to the experimental structure. However, the deviation
in the b axis still amounts to 10.5%. This suggests that the
dimers cannot be accurately represented by standard force
fields and this may contribute to the difficulties
encountered in CSP of phase II. Apparently, phase II is
very sensitive to small changes in the molecular geometry
and therefore CSP is more severely hampered by
inaccuracies in the force field and the negligence of
balance of the inter-/intramolecular interactions during the
MC runs. The calculated energy of phase II is very similar
to the energies of phase I and phase III (see Table 8) and
also the energy ranking is in good agreement with
experimental results. Please note, that the energies
published recently had been calculated without taking the
internal energies into account (compare Thun et al. [13]).
An overlay of the optimised and the experimental crystal
structure shows the good agreement after the minimisation.
In the relaxed structure, the hydrogen bonding within

Table 7. Comparison of the predicted and observed structural parameters and total energies for phase I and phase III in PT (MS

Modeling calculation).

Phase 1 Phase 111

Parameter MS Mod Exp. A% MS Mod Exp. A%
a/1§ 5.329 5.607 -5.0 4.922 5.055 -2.6
bIA 4.907 5.046 —28 5.451 5514 —1.1
c/A 23.256 22.053 5.5 23.730 22.957 34
BI° 91.74 90.66 1.2 91.72 101.29 -94
p/g cm™? 1.324 1.287 29 1313 1.282 24
& 33.15 33.20 0.0 32.98 28.84 14.4
Energy“/kcal mol " —64.052 —63.335

“Energy per molecule.
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Table 8. Cell parameters of the observed and energy minimised
crystal structure of phase II using Gaussian03 PBE1PBE ESP-
charges, the Dreiding 2.21 force field and a stepwise approach.

Parameter Cerius® Exp. A%
alA 17.095 17.432 -19
bIA 15.684 14.194 10.5
c/A 5.151 4977 3.5
plg cm? 1.165 1.307 -10.9
&/ 24.68 38.77 36.3
bl 27.58 13.72 101.0
Energy*/kcal mol ' —64.355 116.677°

*Energy per molecule. ®Single point energy calculation in Cerius® prior
to lattice energy minimisation.

a benzamide dimer is more distinct as compared to the
experimental structures due to a more favourable
orientation of the two-amide groups (see Figure 10 and
compare the change in the torsion angles ¢; and ¢ of both
independent molecules in Table 8). In Figure 11 the
herringbone motif is shown before and after refinement.
After minimisation, the m-systems of two dimers lie
perfectly above each other and a C—H group of one
benzene ring points to the centre of a neighbouring
benzene system. Nevertheless, also this relaxed structure
could not been found in either of the performed
simulations. Since the agreement in lattice constants of
experimental and optimised phase II is mediocre,
expectedly a comparison of the simulated and experimen-
tal powder pattern also shows pronounced differences (see
Figure 12).

But clearly, phase II is a valid local minimum in the
energy landscape of benzamide packings. Inrespect to energy

Figure 10. Overlay of the optimised (red) and experimental
(green) unit cell of phase II.

Figure 11. View perpendicular onto a pair of dimers of
benzamide as found in the crystal structure of phase II before
(green) and after (red) energy minimisation.

it is close enough to phase I and phase III in order to be
identified in the CSP runs. At the moment it is hard to say
whether the problems with CSP of this known polymorph are
related to the uncertainties in the force field or the difficulties
encountered in global optimisation with Z’ = 2.

5. Conclusion

This paper presents the successful prediction of two
benzamide polymorphs. Using crystal structure prediction,

100 4
80 4
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40 -
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0 10 20 30 40 50
2theta/®

Figure 12.  Simulated powder pattern of the minimised structure
and ticks (red) of the experimentally known phase II.



the metastable polymorph described by Wohler and Liebig
176 years ago could have been solved many years earlier.
Within one day of calculation the structure of this metastable
phase III would have been predicted within the Cerius? suite
of programs. Applying the Material Studio Modeling suite
of programs, phase I and phase III could be identified as
well. However, many more packings with comparable
energy and/or density are predicted rendering the identifi-
cation of the experimentally known structures tricky. The
lowest energy structure found with MS Modeling is not
yet known for benzamide but represents a well known
structure motif for carbonic acids. Additional experimental
polymorph screenings will be performed to further
investigate the experimentally accessible phase space.

Lattice energy minimisations suggest that phase II is
very sensitive to small changes in the molecular geometry.
At the moment it is hard to say whether the inability to
identify phase II with CSP is related to the uncertainties in
the force field or the difficulties encountered in global
optimisations with Z/ = 2.

During all presented simulations, ESP-derived atom
centred partial charges had been used and the chosen
representation of the electrostatic potential seemed to
work well for all performed rigid and flexible body
minimisations. Even the experimentally observed torsion
angles ¢ could be reproduced quite accurate. Due to the
fact, that three different 7w—1r interactions can be found
within the crystal structures of one molecule, benzamide is
a good benchmark system for further investigations on the
influence of different force fields and charge distributions.
Finally it can be said, a good choice of monopole charges
together with different starting conformers provides a fast
and efficient way to get an overview over possible crystal
structures.
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A.4 The crystal structure of the APl Montelukast.
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The  sodium salt  of the title compound  (1-{[(R)-m-(E)-2-(7-chloroquinol-2-yl)vinyl)]-a-[2-(1-hydroxy-1-
methylethyl)phenylethyl]-benzylthio}-methyl)cyclopropane acetic acid (1), known as Montelukast (a free acid), is a potent and
selective leukotriene D-4 receptor antagonist. With an annual turnover of over 3 billion US dollars.it still attracts considerable
interest in current pharmaceutical research, however, up till now no structural information has been available. The unit cell
contains two symmetry independent molecules, which are connected to long ribbons along the c-axis via hydrogen bonds.
Lattice energy minimizations reveal that the main part of the lattice energy may be attributed to multipole-multipole interactions
between highly polarized Montelukast moieties. However, it seems that the comparable small contributions of the above
mentioned hydrogen bonds are essential structure directing ingredients for crystallization.

instance, good crystals were obtained by dissolving a 1:2
Introduction mixture of oxalic acid (I mmol, 0.126g) and Montelukast
sodium (2 mmol, 1.216g) in acetonitrile (5 ml). After slow
solvent evaporation in air, small hedgehogs of yellow crystals
were obtained and were dried after filtration at 75 °C
overnight. Using succinic acid also yielded in small
hedgehogs. Single crystal X-ray diffraction experiments had
been performed on a STOE IPDS II diffractometer, equipped
so with Mo/Ka radiation at 133 K. Simple evaporation or
suspension equilibration experiments did not yield in suitable
single crystals.

There was an increase in production of Montelukast (see
scheme 1) of over 30 % between 2004 and 2006, up to over 16
tons per annum worldwide and about 14 tons in Europe and
the US alone. This corresponds to an annual turnover of over
3 billion US dollars. In several patents of Sodium-
Montelukast X-ray powder diffraction patterns of the title
compound (free acid) can be found, but a successcull structure
solution can not be found in literature until now.'? Relatively

4

o

s broad reflections and massive peak overlap makes indexing of

these powder patterns a very tricky task. However, applying

: iy Structural details
appropriate conditions, we now have been able to grow

suitable single crystals of enantiomerically pure Montelukast The crystal structure was solved and refined using the SHELX
and solve the structure. Montelukast acts as a leukotriene ss suite of programs.’ The title compound crystallizes in the
inhibitor and is of considerable interest in recent research.* monoclinic space group P2; with 2 independent molecules in
Leukotrienes can provoke asthma symptoms by swelling the the assymmetric unit cell. Some crystallographic details can
lungs. Montelukast can also be used to relieve sneezing be found in Table 1.
caused by allergies. Table 1 Crystallographic details of the structure solution for Montelukast
60 at 133 K.
COOH
alA 7.8746(16)
blA 21.825(4)
A 3 /A 17.830(4)
B 99.62(3)
o volume/A® 3021.3(11)
Cl N space group P2,
Z 4
HO z 2
measured reflections 40346
H.C independent reflections 11445
(I) 37 CH, R./% (all reflections) 9.83
WR,/% (all reflections) 12.39
Scheme 1 Flack parameter 0.02(7)
crystal size (mm) 0.35x0.15x0.12
Experimental The geometry of a single Monteluka.st enantiomer can be
described as T-shaped. Two symmetry independent molecules
Suitable single crystals of Montelukast were obtained in are connected via strong hydrogen bonds to form ribbons
several experiments. The Montelukast sodium salt was used along the c-axis of the unit cell (see Figure 1). Within the
hereby as a starting material together with a second ¢ ribbons each molecule is connected by one O-H:-N hydrogen
component. This second component must have a lower pK,- bond to neighbouring molecules on each direction while the
value than Montelukast itself (which is around 5.8). For adjacent ribbons are not connected by further hydrogen bonds

This journal is © The Royal Society of Chemistry [year] Journal Name, [year], [vol], 00-00 | 1



(see Table 2).

Figure 1 Hydrogen bonded chain along the c-axis.

Table 2 Hydrogen-bond geometry (A, °).

D—H-4  D-—H HA DA D—H-4
OlA—H1--N1B' 0.84 1.80 2.633°(5) 170
01B—H27--N1A" 0.84 1.94 2.789 (5) 160

s Symmetry codes: (i) —x+2, y+1/2, —z+2; (i) —x+2, y—1/2, —z+1

and -136.60°, respectively. Not surprisingly, a molecule
similarity measurement in the MS Modeling 4.0 suite of
programs® gave a similarity fit of only 69 % between molecule
A and B.

45

Figure 2 A view of (I), showing the atom-numbering scheme.
Displacement ellipsoids are drawn at the 50% probability level and H
atoms are shown as small spheres of arbitrary radii.

so Table 3 Differences in the symmetry independent molecules (°).

Both symmetry independant carboxylic groups involved in
hydrogen bonding (C2A and C2B in Figure 2) are not
coplanar with the corresponding interacting quinoline systems
(N1A and N1B). The ternary OH-group (O3A) is involved in
wonly a very weak hydrogen bonding between symmetry
related (O3A—H2---CI1A) with a quite big distance D-4 of
3.306(4) A while the ternary OH-group (O3B) is not involved
in any hydrogen bond. The two independent neighbouring
quinoline rings are arranged in a shifted n-stack (Figure 2).
1s The best planes of the nitrogen containing benzene ring
structures (C27A, C28A, C29A, C30A, C35A, NI1A and
C27B, C28B, C29B, C30B, C35B, N1B) are almost parallel
(angle = 85 °) and the perpedicular distance amounts to 3.4 A,
which compares well with distances in typical n-n stacking
2 motifs (for instance, those of benzamide (3.3-3.9 A)%).
However, the center of these rings are slightly shifted and the
distance between the centeroids of these rings is about 3.5 A.
Interestingly, on a first glance the two independent molecules
appear to be arranged in a pseudo-centrosymmetric way as
25 shown in Figure 2.
Clearly, since the material is enantiomerically pure, the
crystal contains only R-enantiomers. The degree of pseudo-
symmetry is even high enough for Platon’ to report a missed
symmetry. However, as stated, because of the defined
30 stereochemistry P2, is the only possible space group. Also,
intra- and intermolecular geometries of both independent
molecules differ significantly. The two independent hydrogen
bonds have different distances (see Table 2). Additionally,
nearly all interesting intramolecular angles and torsions are
35 quite different (see Table 3 and Figure 3). For instance,
between the two m-systems connected by C26A-C27A and
C26B-C27B, respectively, a difference in the torsions of more
than 21° is observed (Table 3). Pronounced differences can
also be observed in the torsion of the OH-group against the
4 benzene system. Molecule A and B shows torsions of -1.73°

Molecule A Molecule B
Angle C6-S1-C7 97.59 102.24
Torsion C18-C10-C9-C8 67.68 73.84
Torsion 03-C12-C11-C15 -1.73 -136.60
Torsion C28-C27-C26-C25 11.86 -9.81

Figure 3 The two independent Montelukast molecules overlayed by
applying a similarity fit in Platon. Each molecule is shown in only one
ss  colour, black or red. The hydrogen atoms have been omitted for clarity.

Molecular modeling

Static lattice energy minimization was applied to gain further
insights into the importance of the different intermolecular
interactions and their relative contribution to the total lattice
o energy. The minimizations were done applying the
Dreiding2.21 force field’ in the MS Modeling suite of

2 | Journal Name, [year], [vol], 00—00
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programs® and the electrostatic  interactions  were

approximated using atom-centered partial charges.

Table 4 Intra- and intermolecular energies in [kcal/mol per 100 A%]

Lattice energy -34.7
Intramoleculare energy +22.4
Intermoleculare energy -57.1
vdW +3.3
multipole-multipole -60.1
hydrogen bond -0.3

s Somewhat surprisingly for such a large molecule, the
dispersion/repulsion contribution (about +3.3 kcal mol” per
100 A* ) is comparatively small (Table 4). The nonbonding
energy is dominated by the multipole-multipole-contribution
(about -60 kcal mol™ per 100 A*), which may be explained by

10 the pronounced polarization of (1). Figure 4 shows the
molecular electrostatic potential mapped as an isosurface on
the electron density. The electrostatic potential was calculated
using DMol® within the MS Modeling suite of programs.'®
The DNP basis set was used together with the GGA PBE

15 functional. A vast gradient in the electrostatic potential within
one molecule becomes obvious.

- 1.160e-1

-2 364e-2

T0Me-2

Figure 4 The quantum mechanically derived molecular electrostatic
potential is mapped on the electron density. The legend shows
impressively the quite strong variation of the electrostatic potential within
20 one molecule.

The hydrogen bonding energy, which is estimated separately

within the Dreiding 2.21 force field, is only about -2.5 kcal

mol™ per hydrogen bond. The contribution to the total lattice

energy is small. Nevertheless, the hydrogen bonds seem to be
»s important as a structure directing motive. So far, crystalline
salts of (1) have been obtained only with cations capable of
hydrogen bonding, such as NH4"; while crystallization
experiments with Na' have been unsuccessful. This indeed
might indicate that the hydrogen bondings are essential for
crystallization.

w
S

Conclusion

The crystal structure of Montelukast, a widely available and
very active pharmaceutical agent, has been determined. The
packing motif indicates the importance of hydrogen bonds,

sseven if their contribution to the total lattice energy is
relatively small.
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