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Automatische Karl-Fischer-Wasserbestimmung
in Arzneistoffen

Regina Schlink

Claudia Dengler

Die European Pharmacopoeia lasst den Wassergehalt vieler Arzneistoffe durch Ermittlung

des Trocknungsverlustes im Trockenschrank oder Exsikkator bestimmen. In der Regel handelt

es sich hierbei um Substanzen, die mittels direkter Karl-Fischer-Titration nicht analysiert

werden kénnen. Wir haben fiir die Wasserbestimmung anstelle der Trockenschrank-Methode

ein automatisiertes Karl-Fischer-Ofensystem — bestehend aus dem Oven Sample Processor

774 und einem KF-Coulometer — eingesetzt. Die mit diesem System erhaltenen Werte liegen

durchweg innerhalb der im Arzneibuch spezifizierten Intervalle und zeichnen sich durch

hervorragende Wiederholbarkeit aus.

Viele pharmazeutische Wirk-
und Hilfsstoffe  enthalten
Wasser in adsorbierter Form
(Oberflichenwasser) oder als
Hydrat gebunden (Kristall-
wasser). Da der Wassergehalt
die Qualitit, Haltbarkeit, Sta-
bilitdt und Wirkstoff-Freiset-
zung von Medikamenten we-
sentlich beeinflusst, kommt
der Wasserbestimmung in
der pharmazeutischen Analy-
tik grosse Bedeutung zu.

In der European Pharma-
copoeia, 4" Edition (2002),
werden verschiedene Verfah-
ren zur Bestimmung des
Wassergehalts von Arznei-
stoffen beschrieben. Die mit
Abstand wichtigste Methode
ist die Karl-Fischer-Titration.
In der Regel wird eine volu-
metrische KF-Titration (Halb-
mikrobestimmung) durchge-
fiilhrt, bei Substanzen mit
sehr geringem Wassergehalt

KF-Ofenmethode fiir
schwierige Proben

Viele Substanzen geben ihr
Wasser nur sehr langsam oder
erst bei hohen Temperaturen
ab. Sie sind daher fiir die di-
rekte  Karl-Fischer-Titration
nicht geeignet. Ein weiteres
Problem ist die geringe Los-
lichkeit gewisser Proben in
Alkoholen. Traditionelle Me-
thoden empfehlen hier die Ver-
wendung  gesundheitsschéd-
licher Losungsvermittler oder
eine aufwindige Probenvorbe-
reitung.. Andere Substanzen

reagieren mit den KF-Reagen-
zien unter Wasserfreisetzung
oder Todverbrauch, wodurch
das Ergebnis verfdlscht wird.
Fiir derartige Arzneistoffe
schreibt die European Phar-
macopoeia anstelle der Karl-
Fischer-Titration die Ermitt-
lung des Trocknungsverlustes
im Trockenschrank oder Ex-
sikkator (gegebenenfalls unter
Vakuum) vor. Mit dieser Me-
thode werden jedoch alle bei
der betreffenden Temperatur
fliichtigen Verbindungen (z.B.
Verunreinigungen) erfasst und
nicht spezifisch der Wasserge-
halt der Substanz.

Die genannten Probleme
kénnen durch Anwendung

Abb. 1: Das fiir die Untersuchungen ein-

gesetzte automatisierte Analysensystem,

\ bestehend aus Oven Sample Processor
774 und KF-Coulometer 756.

erfolgt die Titration coulome-
trisch (Mikrobestimmung).
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der KF-Ofenmethode umgan-
gen werden. Dabei wird die
zu untersuchende Substanz
in einem vorgeschalteten
Ofen erhitzt, das freigesetzte
Wasser mittels eines Tréiger-
gases in die Titrierzelle iiber-
fiihrt und dort durch Karl-Fi-
scher-Titration bhestimmt. Da
nur das Wasser in die Vorlage
gelangt, die Probe selbst da-
gegen nicht mit dem KF-Rea-
genz in Kontakt kommt, sind
unerwiinschte Nebenreaktio-
nen und Matrixeffekte ausge-
schlossen.

Automatisierung bringt
klare Vorteile

Der Oven Sample Processor
774 ist die Weiterentwicklung
des konventionellen Karl-Fi-
scher-Trockenofens. Er gestat-
tet die Automatisierung der
KF-Ofenmethode. Die Proben
werden nicht mehr mittels Wé-
geschiffchen in den Ofen einge-
bracht, sondern es kommt die
Vial-Technik zum Einsatz. Die
zu untersuchenden Substanzen
werden direkt in Probenvials
eingewogen, diese dicht ver-
schlossen und auf dem Rack
des Oven Sample Processors
platziert. Bei der Analyse wird
das Probengefiiss vom Drehtel-
ler oberhalb des Ofens positio-
niert und dann automatisch in
den Heizblock abgesenkt. Da-
bei durchsticht eine Doppel-
hohlnadel das Septum des Ge-
fisses. Uber die Einlassnadel
wird ein trockener Trégergas-
strom (Luft oder Inertgas)
durch die erhitzte Probe ge-
leitet. Das mit der ausgetriebe-
nen Feuchtigkeit beladene
Trigergas stromt dann durch
die Abluftnadel weiter iiber
einen  beheizten  Transfer-
schlauch direkt in die Titrier-
zelle, in der die Karl-Fischer-
Wasserbestimmung erfolgt.
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CiHieNNaO,S x H,0

Diese kann je nach Wasserge-

halt der Probe volumetrisch

oder, im Spurenbereich, coulo-
metrisch durchgefiihrt werden.
Die Automatisierung der

Karl-Fischer-Wasserbestim-

mung mit dem Oven Sample

Processor 774 bringt ent-

scheidende Vorteile:

e Identische, reproduzier-
bare Analysenbedingun-
gen fiir alle Proben, was
sich in einer deutlich ver-
besserten Wiederholbar-
keit der Resultate nieder-
schlagt.

e Deutlich erhéhter Proben-
durchsatz und damit ver-
besserte  Wirtschaftlich-
keit.

e Reduktion der manuellen
Probenvorbereitung  auf
ein Minimum.

e Betrichtliche
nis.

e Keine Kontamination von
Ofen und Titrierzelle, folg-
lich auch keine Verschlep-

Zeiterspar-

pungs- und Memory-Ef-
fekte.
e Viel geringerer Reagen-

zienverbrauch, da die Ti-
triervorlage nur noch sel-
ten ausgetauscht werden
muss.

e Verbesserte Wasserfreiset-
zung aus der Probe, weil
das Tridgergas nicht iiber
die Probe, sondern direkt
durch diese hindurchgelei-
tet wird.

Der Oven Sample Processor
bietet dariiber hinaus die
Maoglichkeit, Temperaturgra-
dienten zu fahren. Anhand
der registrierten Wasserfrei-
setzungskurve kann die fiir
die jeweilige Probe optimale
Ausheiztemperatur bestimmt
werden. Die Kurve erlaubt
zudem Aussagen iiber die Ki-
netik der Wasserfreisetzung
in Abhéngigkeit von der Tem-
peratur.

X Hzo

Abb. 2: Strukturformel

und Summenformel von
Metamizol-Natrium, das
als Monohydrat vorliegt.

Beschreibung der durch-
gefiihrten Untersuchungen

Unter Anwendung der KF-
Ofenmethode wurden rund 40
Arzneistoffe aus der Euro-
pean Pharmacopoeia analy-
siert. Zum Einsatz kam dabei
der Oven Sample Processor
774 in Kombination mit einem
KF-Coulometer 756. Bei den
untersuchten  Arzneistoffen
handelt es sich um Substan-
zen mit definiertem Wasser-
gehalt, die mit den KF-Rea-
genzien zum Teil stérende
Nebenreaktionen  eingehen
und daher mittels direkter
Karl-Fischer-Titration nicht
analysiert werden konnen.
Geméss Arzneibuch ist ihr
Wassergehalt durch Ermitt-
lung des Trocknungsverlustes
im Trockenschrank oder Ex-
sikkator (gegebenenfalls un-
ter Vakuum) zu bestimmen.

Verwendete Gerate und
Zubehor

e (Oven Sample Processor 774

e KF-Coulometer 756, inklu-
sive diaphragmaloser KF-
Zelle

e Magnetrithrer 728

e Zusatzausriistung
6.5617.000 fiir den auto-
matischen Reagenzwechsel

e Dosino 700

e PC mit Metrodata-Software
Vesuv 3.0 fiir die Datenauf-
nahme, -sicherung und
-nachbearbeitung

Verwendete Reagenzien

e Hydranal Coulomat AG Oven,
Riedel-de Haén Nr. 34739

e Hydranal Water Standard
KF Oven (Kaliumcitrat-
Monohydrat), Riedel-de
Haén Nr. 34748

o Stickstoff als inertes Tri-
gergas

Analysenablauf

Jeweils 15 bis 30 mg der zu
untersuchenden Arzneistoffe
werden in die Probenvials
eingewogen und diese mittels
PTFE-beschichteten Septen
hermetisch verschlossen. Pro
Substanz wird mindestens
eine Dreifachbestimmung
durchgefiihrt.

Vor Beginn jeder Bestim-
mung wird das Gesamtsystem
konditioniert, bis eine kon-
stante niedrige Drift (ca. 10
ng/min) erreicht ist. Dabei be-
findet sich die Nadel in einem
speziellen Konditioniergefiss
auf dem Rack des Oven Sam-
ple Processors.

Um korrekte Ergebnisse
zu erzielen, ist es erforder-
lich, den Blindwert der Pro-
benvials - d.h. die an Geféss-
wandung, Verschlusskappe
und  Septum  anhaftende
Feuchtigkeit — zu bestimmen
und bei der Berechnung des
Wassergehalts der Proben
entsprechend zu beriicksich-
tigen. Hierfiir werden drei
leere Vials bei der fiir die
jeweilige Probe bendtigten
Ofentemperatur analysiert.

Zur  Uberpriifung  des
Gesamtsystems wird in regel-
méssigen Abstinden ein zer-
tifizierter KF-Standard (Hy-
dranal Water Standard KF
Oven) analysiert.

Ermittlung der
Ausheiztemperaturen

Bei der Wahl der Ausheiztem-
peratur muss einerseits die
Thermostabilitit  (Labilitét)
des jeweiligen Arzneistoffs
beachtet werden, anderer-
seits ist zu beriicksichtigen,
dass Wasser nur bei Tempe-
raturen um oder iiber 100 °C
ausreichend schnell freige-
setzt wird. Die Ofentempera-
tur sollte also so hoch wie
moglich gewdhlt werden, um
kurze Bestimmungszeiten zu
gewihrleisen, aber noch 20
bis 30°C unterhalb der Zer-
setzungstemperatur liegen.
Die Festlegung der Aus-
heiztemperaturen erfolgt an-
hand der Wasserfreiset-
zungskurven, die fiir alle
untersuchten Arzneistoffe im
Temperaturbereich 50
250°C aufgenommen wur-
den. Abb. 3 zeigt eine solche
Wasserfreisetzungskurve fiir
Metamizol-Natrium. Zusétz-
lich wurden sédmtliche Arz-
neistoffe  mittels  Kofler-
Mikroskop untersucht und
ihre  Schmelzpunkte er-
mittelt. Das Gerédt gestattet
ein genaues Beobachten der
Substanz wihrend der Auf-



Tab. 1: Resultate der Karl-Fischer-Wasserbestimmung in ausgewdahlten Arzneistoffen der European Pharmacopoeia, berechnete Wassergehalte sowie
Arzneibuchangaben zum Trocknungsverlust.

Substanz Summenformel Molmasse Schmelz- Berechneter  European Pharmacopoeia Karl-Fischer-Wasserbestimmung
[g/mol] punkt [°C]  Wassergehalt Trocknungs- Probenein- Wasser- Relative Temperatur
[%] verlust [%] waage [g], gehalt [%] Standardab- Ofen 774
Temperatur weichung [°C]
[°Cl [%]
Bupivacain-  CygHy,CIN,0 X H,0 342,91 241..244 525 45..60 1,000, 5,30 0,82 200
hydrochlorid 100 ... 105
Carbidopa CoHiaN0, x H,0 244,25 203..205 7,37 69..7,9 1,000, 717 0,35 150
100 ... 105
Chinidinsulfat  CyoHsN,0;5X2H,0 782,96 205..208 4,60 30..50 1,000, 4,68 1,92 180
(Zers.) 130
Chininhydro-  GgHpCIN,0,x2H,0 396,91 144 ..155 9,07 6,0..10,0 1,000, 8,78 1,35 135
chlorid 100 ... 105
Chininsulfat ~ C,oHsgN,0;5X2H,0 782,96 225..229 4,60 30..50 1,000, 4,63 0,33 130
(Zers.) 100 ... 105
Cyproheptadin- C,,H,,CINX 1,5H,0 350,89 252..253 7,69 70..90 1,000, 7,65 1,02 150
hydrochlorid (Zers.) Vac. max. 0,7
kPa,
100 ... 105
Cysteinhydro-  C;HgCINO,S x H,0 175,64 >170 10,25 8,0..12,0 1,000, 10,33 0,30 150
chlorid- (Zers.) 24 h Vac.
Monohydrat max. 0,7 kPa
Dihydralazin-  CgH,,N,0,SXx25H,0 333,31 >160 13,51 13,0..150 1,000, 14,47 033 120
sulfat, (Zers.) 5 h Vac. max.
wasserhaltig 0,7 kPa, 50
Ethacridinlactat- C,gH,,N;0, x H,0 361,40 >180 4,98 45..55 1,000, 5,05 0,59 180
Monohydrat (Zers.) Vac.,
100 ... 105
Histidinhydro-  C¢H,,CIN;0, X H,0 209,63 >240 8,59 7,0..100 1,000, 8,68 0,59 200
chlorid- (Zers.) 145 ...150
Monohydrat
Levothyroxin-  CysHyol,NNaO, xxH,0 798,86 - = 60..120 0,100, 9,68 1,30 150
Natrium (wasserfreie 100 ... 105
Substanz)
Metamizol-  Cj3HyeN;NaO,SxH,0 351,36 220..221 512 49..53 1,000, 5,14 0,30 150
Natrium (Zers.) 100 ... 105
Metixenhydro-  C,oH,,CINS X H,0 363,95 215..217 4,9 40..60 0,500, 4,00 2,01 180
chlorid 138...142
Morphinhydro- C,;H,,CINO; x3H,0 375,85 >200 14,37 12,0..150 0,500, 13,83 0,44 180
chlorid (Zers.) 130
Niclosamid-  C,3HeCL,N,0, xH,0 345,13 225..230 5,07 45..60 1,000, 5,22 1,27 130
Monohydrat 4h 100 ...105

Zers. = Schmelzen unter Zersetzung
Vac. = im Vakuum

heiz- und Schmelzphase,
etwaige Farbédnderungen,
Sublimation oder Zerset-

zungsreaktionen lassen sich
leicht erkennen.

Metamizol-Natrium, dessen
Struktur- und Summenformel
in Abb. 2 dargestellt sind,
schmilzt bei 220 bis
221°C unter Zersetzung. Eine
Wasserbestimmung mittels di-
rekter volumetrischer oder
coulometrischer KF-Titration
ist nicht moglich, da die Sub-
stanz ganz oder teilweise
durch Iod oxidiert wird.

Die Aufnahme der Wasser-
freisetzungskurve in Abb. 3 er-
folgte bei einer Heizrate von
2°C/min, d.h. Metamizol-Na-
trium wurde in 100 min (=
6000 s) von 50 auf 250°C er-
hitzt. Die rote Kurve entspricht
der absoluten Wassermenge,
die blaue Kurve kennzeichnet
die zugehorige Drift. Die Ober-
flachenfeuchtigkeit sowie das
Kristallwasser der Substanz
entweichen im Bereich 0 ...
1600 s (50 ... 103 °C), was sich
am stetigen Anstieg der roten
Kurve in diesem Bereich wie

auch am Auftreten des ,Drift-
Peaks® zeigt. Anschliessend
sinkt die Drift auf ihren Aus-
gangswert von ca. 10 pg/min
und ist dann wéhrend 3800 s
nahezu konstant. Ab 5400 s
(230°C) erfolgt ein steiler An-
stieg beider Kurven, offensicht-
lich wird ab dieser Temperatur
Wasser durch Zersetzung frei.
Als Ofentemperatur fiir die
Wasserbestimmung in Metami-
zol-Natrium wurde eine Tem-
peratur aus dem mittleren Be-
reich des Plateaus der roten
Kurve gewdihlt (150 °C). Damit

ist gewihrleistet, dass das
Wasser rasch und vollstindig
freigesetzt wird, aber noch
keine Zersetzung stattfindet.

Resultate

In Tab. 1 sind fiir die 15 wich-
tigsten der rund 40 untersuch-
ten Arzneistoffe die Resultate
der  Karl-Fischer-Wasserbe-
stimmung mit dem Oven Sam-
ple Processor 774 und KF-Cou-
lometer 756 zusammengefasst
(die angegebenen Wasserge-
halte sind Mittelwerte von
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Abb. 3: Wasserfreisetzungskurve fiir Metamizol-Natrium im Temperatur-
bereich 50 ... 250 °C. Dargestellt sind die absolute Wassermenge sowie
die Drift als Funktion der Zeit bzw. Ofentemperatur.

Dreifachbestimmungen).  Zu
Vergleichszwecken enthélt
Tab. 1 auch die theoretischen
(berechneten) Wassergehalte
der einzelnen Arzneistoffe so-
wie die Angaben der European
Pharmacopoeia zum Trock-
nungsverlust.

Abb. 4 zeigt exemplarisch
die Titrationskurve fiir Mor-
phinhydrochlorid bei einer
Ofentemperatur von 180 °C.
Die rote Kurve entspricht
wiederum der absoluten
Wassermenge und die blaue
Kurve der zugehorigen Drift.
Die drei ,Drift-Peaks” zeigen
sehr deutlich, dass Morphin-
hydrochlorid als Trihydrat
vorliegt. Des Weiteren ist am
Verlauf beider Kurven er-
kennbar, dass die Wasserfrei-
setzung aus der Substanz
nach rund 180 s beendet ist.
Der nachfolgende leichte An-
stieg der roten Kurve ist auf
die geringfiigige Drift (Leer-
verbrauch) zuriickzufiihren.
Allgemein wird empfohlen,
mit bestimmten (fest einpro-
grammierbaren) Extraktions-
zeiten zu arbeiten (z.B. 5 bis
10 min), um sicherzustellen,
dass die Bestimmung nicht zu
friih abgebrochen wird. Dies
gilt inshesondere fiir Proben,

die ihr Kristallwasser nur z6-
gerlich abgeben.

Diskussion und Ausblick

Die mit dem Oven Sample
Processor 774 und KF-Coulo-
meter 756 bestimmten Was-
sergehalte liegen durchweg
innerhalb der in der European
Pharmacopoeia spezifizierten
Intervalle. Das Arzneibuch
gibt fiir den Trocknungsver-
lust meist einen sehr breiten
Wiederfindungsbereich an. Im
Falle von Chininhydrochlorid
liegt dieser — bezogen auf den
theoretischen  (berechneten)
Wassergehalt — z.B. zwischen
66,2 und 110,3 %. Demgegen-
iiber liefert das Ofensystem
fiir diese Substanz eine sehr
gute Wiederfindungsrate von
96,8 %. Betrachtet man alle
untersuchten Arzneistoffe, so
ergibt sich bei Anwendung der
KF-Ofenmethode stets eine
Wiederfindungsrate zwischen
90 und 110 %.

Auch die Wiederholbarkeit
der mit dem Ofensystem gefun-
denen Werte ist hervorragend.
Dies zeigt sich an den relativen
Standardabweichungen, die
durchweg zwischen 0,30 und
maximal 2,0 % liegen.
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Abb. 4: Titrationskurve fiir Morphinhydrochlorid bei einer Ofentemperatur
von 180 °C. Dargestellt sind die absolute Wassermenge sowie die Drift als

Funktion der Zeit.

Gegeniiber der Trocken-
schrank-Methode bietet die
Karl-Fischer-Wasserbestim-
mung mit dem Oven Sample
Processor 774 und KF-Coulo-
meter 756 aber noch weitere
klare Vorteile:

So lassen sich Bestimmun-
gen, die normalerweise meh-
rere Stunden dauern, auf 10
bis 12 min verkiirzen. Der
Analysenablauf ist zudem
vollstdndig automatisiert.

Ein weiterer Pluspunkt ist
die Spezifitidt der beschriebe-
nen Methode. Es wird aus-
schliesslich das aus der Sub-
stanz  freigesetzte = Wasser
bestimmt wird und nicht alle
bei der betreffenden Tempera-
tur fliichtigen Komponenten.

Schliesslich ist auch der ge-
ringe Substanzeinsatz als Vor-
teil zu nennen, dies insbheson-
dere bei der Untersuchung
sehr teurer Arzneistoffe. Wih-
rend zur Ermittlung des
Trocknungsverlustes in der
Regel eine Einwaage von 1 g
erforderlich ist, kommt die
KF-Ofenmethode in Verbin-
dung mit dem KF-Coulometer
mit 15 bis 30 mg aus. Da die
Substanz bei der Wasserbe-
stimmung nicht zerstort wird,
kann sie auch noch fiir wei-

tere Untersuchungen einge-
setzt werden.
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