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Polymorphie von Benzamid - die Losung eines 175 Jahre alten Ritsels
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 groften 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 aulerdem erforderlich ist, die
Keimbildung konkurrierender Polymorphe vollstindig zu
unterdriicken. Kann eine sekundire Keimbildung nicht ver-
hindert werden, wandelt sich die instabilere Modifikation
durch Auflésung 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. Grofle 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 weifle
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 Erwidhnung.”! 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 getrankten 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 IT 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 (0.347M) 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 zusétzliche 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 Cuy,,-
Strahlung und einem hoch aufléosenden Detektor aufgenom-
men.["" 13 Reflexe wurden eindeutig der neuen Modifikation
(Form III) zugeordnet und mit dem Programm DICVOL911'
indiziert, wobei sich eine monokline Elementarzelle (a=
22.5010, b =5.5159, ¢ =5.0569 A, f = 91.36°) mit einem guten
de-Wolff-Giitefaktor (FOM =29.4) ergab. Uberraschen-
derweise zeigt die FormI eine sehr dhnliche Metrik (a=
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5.5657(9), b=>5.0353(9), c=21.698(4) A, f=90.388(3)°),"”
sodass es zu vielen Reflexiiberlappungen kommt (Abbil-
dung 1). Zudem sind die Intensitédten der fiir Form III singu-
liren 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 groflen Winkeln sind mit dem Faktor 5 skaliert. Der
Einschub verdeutlicht die erheblichen Uberlappungen von Reflexen der
Formen | und Ill. Die oberen Markierungen kennzeichnen die Positio-
nen der Bragg-Reflexe der Form | und die unteren die der Form Il1.
|=absolute Intensitit, Iz, =relative Intensitit.

niedriger Auflésung und schlechtem Reflex-Untergrund-
Verhiltnis konnen diese Reflexe der Form III daher leicht
iubersehen werden. Das Volumen der Elementarzelle betréagt
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 ausgepridgten Reflexiiberlappungen beider
Phasen, wie sie in Abbildung 1 zu sehen sind, kénnen daher
wihrend der Strukturlosung nicht beriicksichtigt werden, was
gezwungenermafen zu einem schlechten R,,-Wert von 23 %
fiihrt. 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 tiber
eine Z-Matrix beschrieben wurden. Auch alle Torsionen
wurden freigegeben und separate isotrope Temperaturfakto-
ren fiir jede Phase eingefiihrt, um eine adédquate 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)
c[A] 22.1171(8) 22.9565(9)
B 90.641(2) 101.292(2)
VA% 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 26 [°] 5-75
Rerage 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 lésst
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 zuriickzufithren. Der niedrige R,,-Wert un-
terstreicht die gute Anpassung (siche Tabelle 1). In der un-
tersuchten Probe lag eine 1:1-Mischung der Formen I und III
vor.

Zusitzlich 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-
hiingige 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-
fithrt, und auch bei spéteren Priifungen durch Pulverdiffrak-
tometrie wurden keine Anzeichen auf eine fortschreitende
Festphasenumwandlung von Form IIT 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 liber Wasserstoffbriicken verkniipfte Dimere auf, die
entlang der kurzen Achse der Elementarzelle iiber weitere
Wasserstoffbriicken zu langen Béndern 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 m-m-Motive sind zum einen
versetzt parallele m-m-Stapel und zum anderen T-formige
Anordnungen der Benzylreste; in der Kombination ergeben
sich hieraus Fischgriatenmuster. Tatsédchlich werden in den
unterschiedlichen Benzamidphasen deutlich unterschiedliche
n-i-Motive gefunden (Abbildung 3). Wihrend in Form I nur
versetzt parallele m-mt-Stapel auftreten, sind in beiden meta-
stabilen Phasen Fischgriatenmuster zu erkennen. In Form II
bilden wasserstoffverbriickte Doppelbidnder eine T-formige
Anordnung, in Form III besteht das Fischgratenmuster da-
gegen aus einzelnen Biandern.

Der Hauptunterschied zwischen den drei Kristallformen
besteht somit in den m-r-Wechselwirkungen. Gitterenergie-
berechnungen unter Verwendung klassischer intermolekula-
rer Potentiale (Dreiding-Kraftfeld in Kombination mit Par-
tialladungen, angepasst an das molekulare elektrostatische
Potential (MEP))!" bestitigen die experimentell beobachte-
ten, relativen Stabilitdten der Phasen. Die Gitterenergien der
minimierten Strukturen sind in Tabelle 2 angegeben. Das
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Tabelle 2: Mit MS Modeling 4.0°? unter Verwendung des Dreiding-
Kraftfelds berechnete Gitterenergien.

U [kecal mol ™) Form | Form Il Form Il
gesamt! —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 Molekil. [b] Ohne intramolekulare Wechselwirkun-
gen.

energetisch giinstigste Wasserstoffbriickenmotiv®® liegt in
der thermodynamisch stabilen Form I vor, die giinstigste mt-7t-
Wechselwirkung findet man dagegen in Form III. Die relativ
groBlen Unterschiede in den Gitterenergien erkldren, warum
sich Form II sehr schnell in Form I umwandelt, wihrend
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 iiber 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 tiber
die Nachweisgrenze anzuheben. Bis jetzt konnte die ther-
modynamisch stabile Form I aber noch nicht vollsténdig 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

fasiaesged

Abbildung 3. Projektionen der Kristallstrukturen entlang der Banderachsen zeigen die unterschiedlichen nt-n-Wechselwirkungen in den jeweiligen
Benzamid-Formen. a) Form |, entlang [010]; b) Form II, entlang [001]; c) Form IlI, entlang [100].
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instabilsten Polymorph fiihrt. Die mit den von Wohler und
Liebig verwendeten Abkiihlgeschwindigkeiten erzeugte,
mittlere Ubersittigung liefert Form II1, die nur wenig insta-
biler ist als die thermodynamisch stabilste Form I.
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