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Pufferkapazitaten bestimmen
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Dr. Hermann Heusler

Liebe Mitarbeiter, liebe Geschaftspartner,

der ,FuRball-Professor” Dettmar Cramer hat es einmal ziemlich robust, aber
treffsicher ausgedrickt: ,Es hangt alles irgendwo zusammen. Sie kénnen sich
am Hintern ein Haar ausreifRen, dann trant das Auge.” Wie eng tatsachlich alles
miteinander verbunden ist, haben wir in den vergangenen Wochen und Mona-
ten deutlich zu spliren bekommen —und werden dies noch auf unbestimmte Zeit
spuren. In diesen bewegten Zeiten ist es wichtig, Partner an der Seite zu haben,
auf die man sich verlassen kann. Gerne wollen wir auch weiterhin dieser Partner
sein und Sie, analytisch wie beratend, zuverldssig unterstitzen.

Mit der Frihlingsausgabe unseres HHAC-Magazins informieren wir deshalb mit
gewohnter Zuverlassigkeit Gber Neuigkeiten aus unserem Labor — Gber neue Ge-
sichter, neue Methoden und neue Gerate. Lassen Sie sich Uberraschen!

Unser Redaktionsteam hat sich fur diese Magazinausgabe einstimmig fur das
Schwerpunktthema ,Titrationen” ausgesprochen und dies mit gutem Grund: In
den vergangenen Monaten haben sich einige Kollegen aus dem Labor intensiv
mit den unterschiedlichsten Titrationsverfahren beschaftigt und freuen sich nun,
Ihnen die Ergebnisse auf wenigen Seiten zu prasentieren.

Im Allgemeinen wird es als vorteilhaft empfunden, wenn man Pufferkapazitdaten
vorweisen kann. Ob das nur fir ein sorgenfreieres Leben oder gleichermaRen
flr chemische Losungen gilt, wird in einer Story am Ende dieser Ausgabe ge-
klart werden. Lassen wir dazu eine andere Fullballlegende zu Wort kommen:

Iﬂ

,Schau’n mer ma

Nun wiinsche ich lhnen viel SpalR beim Lesen einer frihlingsfrischen Lekture.
Bleiben Sie gesund und kommen Sie gut durch diese Zeit!

Ihr
Hermann Heusler



HHAC — Unterwegs

Save the date: 16.9.2020

Neuss

Veranstalter: ECA, Concept Heidelberg
Referent: Dr. Timo Krebsbach

The URS should define clearly and precisely, what the user
wants the equipment to do in terms of performance cha-
racteristics, product quality metrics, and production yields.
It should also define any nonfunctional requirements, con-
straints, and deliverables that need to be supplied with the
system. The presentation shows the lesson learned from the
view of a customer. In the future topics like automation and
digitalization need more attention from the very beginning.

Save the date: postponed, new dates to be announced soon

Kairo

Veranstalter: informa, Pharmaconex

Referent: Dr. Timo Krebsbach

Save the date: 20. —

M Regulatory Requirements

W State of the art Sterility Testing
M Qualification of Isolators

B Microbiological Monitoring

B Comparison Isolator vs. Cleanroom

22.10.2020

Leimen

Veranstalter: Concept Heidelberg

Referentinnen: Meryam Mentgen-Wolny, Julia Eichhorn

HPLC-Analytik gehdrt langst zu den Standardverfahren in der
pharmazeutischen Industrie. Die korrekte Anwendung erfor-
dert jedoch ein hohes Mal3 an Sachkenntnis und Verstand-
nis, da zahlreiche kritische Qualitatsmerkmale dabei einen
unmittelbaren Einfluss auf die Analysenergebnisse haben.
Unsere beiden Expertinnen geben in ihren Seminarvortragen
wertvolle Informationen und Hinweise dazu.



HHAC — Aktuell

NEUER HEADSPACE-SAMPLER BEI HHAC

Seit vergangenem Jahr hat HHAC mit dem Erwerb eines
neuen Headspace-Sampler (Modell 7697A) fur eines un-
serer GC-Systeme technologisch noch einmal aufgerustet.
Die Headspace- (dt. Dampfraum)-Technik ist eine bewahr-
te und schnelle Methode der Probenvorbereitung bei gas-
chromatographischen Bestimmungen von leichtflichtigen
Analyten. Die Headspace-Gaschromatographie ist automa-
tisierbar und ermdglicht dartiber hinaus auch den Nachweis
geringer Konzentrationen von flichtigen Analyten in flUssi-
gen oder festen Proben. Deswegen wird sie in vielen Berei-
chen als analytisches Verfahren genutzt.

Die Haupteinschrankung beim Einsatz gaschromatographi-
scher Systeme besteht darin, dass sie nur Proben verarbeiten
konnen, die flichtig und bei hohen Temperaturen unzersetz-
bar sind. Wird eine Probe direkt in den Gaschromatographen
eingebracht, konnen nichtflichtige oder feste Anteile die
Messung beintrachtigen bzw. verfalschen. Daher missen die-
se vorher von den Analyten separiert werden; entsprechend
umfangreich und kostspielig kdnnen die Probenvorbereitun-
gen in solchen Fallen ausfallen. Bei der Headspace-Technik
wird die Probe dagegen in ein gasdicht verschlossenes Gefal
verbracht. Fur leichtfliichtige Analyten stellt sich zwischen
dem Probenmaterial und der dariiber befindlichen Gasphase
(dem Dampfraum) ein Gleichgewicht ein. AnschlieRend in-
jiziert der Probengeber ein Aliquot aus dem Dampfraum in
den Gaschromatographen. Aus der Konzentration des Analy-
ten in der Gasphase wird dann auf die Konzentration in der
Probe geschlossen. Stérende Anteile in der Probe (z. B. Ma-
trix) fallen bei einer solchen Bestimmung nicht ins Gewicht.

Da die Qualitdt der Messungen bei Anwendung der Head-
space-Technik von einer ganzen Reihe kritischer Parameter
(u. a. Verweildauer, Temperatur oder Druck) abhangt, mus-
sen Headspace-Probengeber soft- wie hardwareseitig hohen
Ansprichen genlgen, um zuverldssige und reproduzierbare
Ergebnisse zu liefern.

Mit dem neuen automatisierbaren Headspace-Sampler ver-
fugt HHAC nun Uber die Moglichkeit, flichtige Analyte in
schwierigen Matrizes mit hohem Durchsatz gaschromatogra-
phisch prazise zu bestimmen.

Mit dem Erwerb eines neuen Headspace-Sampler
hat HHAC technologisch aufgertistet.

DISTEK 2500 select: Erwédrmung der
Priifmedien (iber Heizmanschetten.

DISSOLUTION AM PULS DER ZEIT

Die Wirkstofffreisetzungsprifung (Dissolution) zahlt zu den
analytischen Tests, die bei HHAC sehr stark nachgefragt
werden. Hier sind wir personell schon seit Jahren bestens
aufgestellt, sodass Kurz- und Langzeitprofile zeitnah und
bewdhrt zuverldssig bestimmt werden kénnen. Unsere La-
borausstattung haben wir ebenfalls kontinuierlich erweitert
und setzen dabei auf Kundenwunsch auch unterschiedliche
Geratetypen ein.

Anders als bei unseren bisherigen Modellen mit Wasserbad
werden die Prifmedien bei unserem jlingst angeschafften
Gerat DISTEK 2500 select Uber Heizmanschetten erwarmt.
Dadurch kann die Geschwindigkeit erhéht und die eigent-
liche Prifung entsprechend friher gestartet werden. Aber
nicht nur Zeit wird eingespart, sondern auch Energie. Wah-
rend Dissolutionstester mit herkdmmlichen Wasserbadern
einen Teil der Energie als Abwdrme an die Umgebung ab-
geben, kommt bei der Anwendung unserer neuen Losung
die gesamte Warme da an, wo sie auch hingehort: im Dis-
solutionstopf.

Der Dissolutionstester kann flexibel fur Basket- oder Paddle-
Methoden (USP-Apparatur 1 und 2) eingesetzt werden. Die
Bedienung erfolgt zeitgemaR Gber ein Touchdisplay, auf dem
kontinuierlich Rihrgeschwindigkeit und Temperatur jedes
einzelnen Dissolutionstopfs abgelesen werden kénnen. Dies
ist moglich, weil die Ruhrstabe jeweils mit integrierten Tem-
peraturfiihlern ausgestattet sind.

Im Labor ist das neue Gerdt wegen der genannten VorzU-
ge aulerordentlich beliebt. Ein weiterer kommt noch hinzu:
Das zum Teil recht muhselige Putzen des Dissolutionswas-
serbads, das bei den anderen Geraten eingesetzt wird, ent-
fallt hier komplett.




Titration — Auf den Farbumschlag
kommt es an

Mittels Titration lassen sich Gehaltsbestimmungen direkt, prazise und mit einem hohen Grad an

Reproduzierbarkeit vornehmen.

Die Titration (franz. titre: Feingehalt, griech. metrein: mes-
sen), auch als ,Volumetrie” oder ,Maf3analyse” bekannt, ist
ein Verfahren der quantitativen Analyse zur Gehalts- und
Konzentrationsbestimmung. Ihr Prinzip beruht darauf, eine
geléste Substanz unbekannter Menge (Probelésung) einer
genau definierten chemischen Reaktion zu unterwerfen,
deren Endpunkt exakt zu erkennen ist. Die Reaktion muss
dabei eindeutig, vollstindig und mit einer hohen Reakti-
onsgeschwindigkeit ablaufen. Dazu gibt man tropfenweise
eine Lésung mit bekannter Konzentration (Mafslésung) zur
Probelésung mit unbekannter Konzentration. Aus dem ver-
brauchten Volumen der Maf3lésung Idsst sich der gesuchte
Gehalt der Probe berechnen.

Das Messergebnis einer Titration ist sehr genau und weist
ein hohes MaR an Reproduzierbarkeit auf. Im Unterschied
etwa zu HPLC-Methoden, bei denen die Quantifizierung
Uber einen externen Standard erfolgen muss, kann bei Titra-
tionen der Gehalt direkt bestimmt werden. Dadurch nimmt
die Streuung der Methode ab.

Far die Gehaltsbestimmungen vieler Wirkstoffe, fir die eine
enge Spezifikation z. B. von 99,0 — 101,5 Prozent gilt, sind
daher im Européischen Arzneibuch Titrationen vorgesehen.
Bei reinen Wirkstoffen ist der Anteil von Verunreinigungen
zudem so gering, dass Nebenreaktionen von bekannten
Verunreinigungen, die aufgrund ihrer dhnlichen chemischen
Struktur mittitriert werden, das Ergebnis nur unwesentlich
verfalschen. Bei Fertigarzneimitteln kénnen Titrationen zur
Gehaltsbestimmung haufig nicht eingesetzt werden, da die
Hilfsstoffe, Placebobestandteile oder die hoher spezifizierten

bekannten Verunreinigungen des Wirkstoffs die Titration
stéren. Da hier die Spezifikation fir den Gehalt Ublicher-
weise deutlich weiter gefasst ist (oft 95,0 — 105,0 Prozent),
liefern Vergleichsverfahren mit einem externen Standard
ausreichend genaue Ergebnisse.

Das Europdische Arzneibuch geht im Kapitel Ph.Eur. 4.2 Vo-
lumetrie auf MaRlosungen und Urtitersubstanzen ein. Hier
sind Urtitersubstanzen fir Malllosungen, deren Herstellung
und Einstellung bzw. die Titration zur Bestimmung des aktu-
ellen Gehalts der MaRlosungen beschrieben.

Urtiter sind Substanzen, aus denen sich durch Einwiegen
und Verdlinnen genaue MaRlésungen herstellen lassen oder
die zur Gehaltseinstellung von MaRlésungen eingesetzt wer-
den. Urtitersubstanzen sind Salze, die chemisch reinst und
nicht hygroskopisch sind, eine gute Wasserloslichkeit besit-
zen und bestandige Losungen bilden.

MaRlésungen missen einen genau definierten Gehalt be-
sitzen. Daher muss das zur Herstellung verwendete Wasser
frei von geldstem Kohlendioxid (CO:) sein, da dies sich teils
als Kohlensdure (H2COs) 16st und den pH-Wert der Lésung
senkt. Weicht die tatsachliche Konzentration der MaRklosung
von einem genau bestimmten, gewlinschten Wert ab, so
wird mit einem Korrekturfaktor, dem Titer, der tatsachliche
Gehalt der MaRlosung berechnet. MaRlésungen sind zudem
gebrauchsfertig mit bekanntem Titer im Handel erhaltlich.

Die Genauigkeit der Volumetrie hdangt wesentlich von der
eindeutigen Bestimmung des Endpunkts der Titration (Aqui-
valenzpunkt) ab. Dieser kann durch Farbumschlag eines
Indikators oder durch physikalische Methoden wie der Po-
tentiometrie (elektrochemisches Potential zwischen zwei



Elektroden bzw. pH-Differenz) und Konduktometrie (Diffe-
renz der Leitfahigkeit in der Losung) bestimmt werden. Je
nach Art der Titration unterscheidet man zwischen Neutrali-
sationstitration, komplexometrischer Titration, Redoxtitrati-
on und Fallungstitration.

Neutralisationstitration
Saure-Base-Titration

. L Redoxtitration
Fallungstitration L )
Oxidimetrie

Komplexometrie
Chelatometrie

Die verschiedenen Arten der Volumetrie

SAURE-BASE-TITRATION (NEUTRALISATIONSTITRATION,
ACIDIMETRIE, ALKALIMETRIE)

Bei Neutralisationstitrationen wird die Konzentration einer
Saure oder Base bestimmt. Die Acidimetrie bezeichnet die
Methode, bei der die Bestimmung des Sauregehalts durch
Zugabe einer Base erfolgt.

Aus der Schulzeit ist hier vermutlich die typische Titration
von Salzsdure (HCl) mit Natronlauge (NaOH) bekannt. Dazu
wird ein genaues Volumen der Saure (hier: Salzsaure) ab-
gemessen, gegebenenfalls mit Wasser verdiinnt und meist
mit einer kleinen Menge eines pH-Indikators versetzt (fur
das obige Beispiel wird oft Phenolphthalein verwendet mit
einem Farbumschlag von Farblos nach Rosa-Violett). Nun er-
folgt schrittweise die Zugabe der Base (in unserem Beispiel:
Natronlauge) aus Blretten — Glasrohren mit genauer Volu-
menskala, an denen ein leichtgangiges Ventil angebracht ist.
Dies geschieht so lange, bis die Saure vollstandig neutrali-
siert und somit die chemische Reaktion beendet ist. Dieser
Aquivalenzpunkt wird durch den Farbumschlag der Lésung
kenntlich gemacht. Nun wird das Volumen der verbrauchten
Lauge an der Birette abgelesen und der gesuchte Gehalt
berechnet. Alternativ Idsst sich der Endpunkt der Titration
auch physikalisch Gber Konduktometrie oder Potentiome-
trie bestimmen. Analog zur Acidimetrie wird eine unbe-
kannte Konzentration einer Base durch Zugabe einer Saure
bestimmt (Alkalimetrie).

Die Neutralisationstitration funktioniert auch fur die Be-
stimmung von festen Substanzen, die in wassriger Losung
als Sauren oder Basen reagieren. Nach der Methode der
Neutralisationstitration werden so auch die KenngréRen wie
Saurezahl, Verseifungszahl oder Hydroxylzahl insbesondere
von Fetten und Olen bestimmt.

INDIKATOREN

Der Endpunkt von Saure-Base-Reaktionen wird haufig mit pH-
Farbindikatoren bestimmt. Indikatoren sind selbst schwache

organische Sauren oder Basen, deren lonen eine andere Far-
be haben als die undissoziierten Verbindungen. So lautet das
Protolysegleichgewicht fir den Indikator Methylorange:

o M Hy
\

N-@N:N—@-SO,N;V +HO == @N:@w Ma* 4 HyOr
/ @ /
CHy CHy

Methylorange: saure Form (rot),
Methylorange: alkalische Form (orange)

Um einen geeigneten Indikator zu wahlen, muss dessen Pro-
tolyse und somit dessen Farbumschlag im Bereich des End-
punkts der Titration liegen.

Da der Farbumschlag der Indikatoren meist nicht scharf zu
erkennen ist, greift man in der Praxis gerne zu Mischindi-
katoren. Dazu werden mehrere Indikatoren mit anndhrend
gleichem pH-Wert-Verhalten zusammengemischt, wodurch
sich die jeweilige Gesamtfarbanderung leichter ausmachen
|dsst.

Das menschliche Auge erkennt namlich in einem Farbge-
misch die jeweilige reine Farbe erst dann, wenn diese in ei-
nem mindestens zehnfachen Uberschuss vorliegt, wodurch
sich das Umschlagsintervall auf einen Bereich von ein bis
zwei pH-Einheiten erstreckt.

Der Eigenverbrauch der Indikatoren an zu reagierenden
Teilchen ist meist vernachladssigbar, da der Indikator bei der
Titration nur in sehr geringen Mengen zugesetzt wird. In
Ausnahmen wird eine Indikatorkorrektur bericksichtigt, die
sich auf die Menge der Titrierldsung bezieht.

PHYSIKALISCHE MESSMETHODEN

Physikalische Messmethoden kommen bei Titrationen zum
Einsatz, bei denen der Endpunkt durch den Farbumschlag
eines Indikators nur schwer bestimmt werden kann. Dies ist
besonders bei stark verdinnten oder bei dunklen und farbi-
gen Losungen der Fall. Zudem bieten diese Verfahren wie die
Potentiometrie oder Konduktometrie den Vorteil, dass man
ein kontinuierliches Bild des Titrationsverlaufes in Form einer
graphischen Darstellung erhdlt. Durch die Indikatormethode
wird hingegen nur der Aquivalenzpunkt sichtlich gemacht.

Potentiometrie

Eine haufig angewandte physikalische Messmethode ist
die Potentiometrie, bei der die Messung des pH-Werts
(z. B. fur Saure-Base-Titrationen) bzw. der Spannung (z. B.
fir Fallungstitrationen oder Redoxtitrationen) erfolgt. Die
Potentialdifferenz wird Uber eine Messkette, bestehend aus
einer Bezugselektrode (Referenzelektrode) mit unverander-
lichem Potential und einer Messelektrode (Indikatorelekt-
rode) mit konzentrationsabhangigem Potential erfasst.

Je nach Titrationsart werden hier verschiedene Elektroden
eingesetzt. FUr Neutralisationstitrationen zur pH-Messung
benottigt man eine Indikatorelektrode, die auf Konzentrati-
onsanderung von Protonen anspricht, Ublicherweise eine



potentiometrische Titrationskurve
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Darstellung der potentiometrischen Titrationskurve

Glaselektrode. Redoxtitrationen lassen sich mittels Pt-Elek-
trode und argentometrische Titrationen mittels Ag-Elektro-
de durchfihren.

Wird bei einer Neutralisationstitration der Verbrauch der
Mallosung gegen den jeweiligen pH-Wert der Probelésung
aufgetragen, erhalt man eine Titrationskurve. An ihrem Wen-
depunkt, also an dem Punkt ihrer maximalen Steigung hat
sie ihren Aquivalenzpunkt. Hier ist der Endpunkt der Titration
erreicht. Zeichnerisch kann dieser Punkt durch zwei parallele
Tangenten ermittelt werden, die an den Kurvenradius gelegt
werden. Der Aquivalenzpunkt befindet sich am Schnittpunkt
der Titrationskurve und der zugehérigen Mittelparallelen der
Tangenten.

Alternativ lasst sich auch die erste Ableitung der Titrations-
kurve graphisch auftragen. Hier wird der Aquivalenzpunkt
der Titration dann durch den Hohepunkt der Kurve angezeigt.

FUr Titrationen von starken Sduren mit starken Basen kann
so ein Farbindikator gewdhlt werden, der seinen Umschlags-
bereich zwischen pH 4 und pH 10 hat, da sich in diesem
Bereich der pH-Wert bei Zugabe der Mal’losung sprunghaft
andert.

Die Potentiometrische Titration hat im Europdischen Arz-

neibuch im Kapitel Ph.Eur. 2.2.20 Potentiometrie Eingang
gefunden.

Konduktometrie

Bei der Leitfahigkeitstitration (Konduktometrie) wird die
Leitfahigkeit der Titrationslosung gemessen. Der Endpunkt
bei Neutralisations- oder Fallungstitrationen befindet sich
hierbei im Leitfahigkeitsminimum. Die lonen, die bei der
Sdure-Base-Titration im sauren (HsO*-lonen) oder auch im
alkalischen (OH-lonen) pH-Wert-Bereich vorliegen, zeigen
eine besonders hohe Leitfhigkeit. Beim Aquivalenzpunkt
liegt dagegen Wasser vor (Hz0), das eine sehr geringe Leit-
fahigkeit hat.

Ahnlich verhélt es sich bei der Féllungstitration. Wahrend im
Titrationsverlauf die lonenkonzentration der Chlorid-lonen
(Cl-lonen) durch Zugabe der MaRlosung Silbernitrat (Ag*-
lonen) kontinuierlich abnimmt und am Aquivalenzpunkt

konduktometrische Titrationskurve
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Darstellung der konduktometrischen Titrationskurve

durch das ausschlieRliche Vorhandenseins des Fallungspro-
dukts AgCl das Minimum bildet, nimmt anschlieRend die
lonenkonzentration durch weitere Zugabe von Silbernitrat-
|6sung wieder zu. Im Gegensatz zum Fallungsprodukt AgCl
haben lonen namlich eine hohe Leitfahigkeit.

REDOXTITRATIONEN (OXIDIMETRIE)

Als volumetrisches Verfahren beruht die Redoxtitration auf ei-
nem Elektronenaustausch zwischen den Reaktionspartnern:
Elektronen gehen vom Elektronendonator (Reduktionsmittel)
auf den Elektronenakzeptor (Oxidationsmittel) tber.

Falls der Endpunkt der Titration nicht visuell durch Eigenfar-
bung oder durch eine elektrochemische Methode (z. B. Po-
tentiometrie) bestimmt werden kann, wird ein Redoxindikator
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(oxidier- bzw. reduzierbarer Indikator, dessen Farbe sich durch
Elektronenaufnahme bzw.-abgabe dndert) zugesetzt.

Ob lodometrie, Manganometrie, Chromatometrie, Broma-
tometrie oder Cerimetrie: Die verschiedenen Verfahren
der Redoxtitrationen lassen sich nach Art der verwendeten
MaRldsung unterscheiden. Die lodometrie gehort dabei zu
den gangigsten Methoden und findet typische Anwendung
in der Bestimmung von elementarem Chlor oder Brom, Per-
oxiden und Methanal sowie in der Wassergehaltsbestim-
mung nach Karl Fischer. Auch die lodzahl zur Bestimmung
der Anzahl der Doppelbindungen in organischen Fettsduren
beruht auf dieser Methode. lod kann dabei sowohl als Elekt-
ronendonator als auch als Elektronenakzeptor reagieren; so
erklart sich auch die vielfaltige Anwendung der lodometrie.

Die Indikation kann potentiometrisch erfolgen, wie dies bei
der Karl-Fischer-Wasserbestimmung der Fall ist. Eine weite-
re Moglichkeit bietet Starke, die mit lod eine tiefblaue Ein-
schlussverbindung (lod-Starke-Komplex) bildet, wdhrend
lodid in Anwesenheit von Starke farblos reagiert. Redukti-
onsmittel kdnnen mit lod als MaRlosung direkt titriert wer-
den. Durch einen Uberschuss an lod férbt sich die Lésung
am Aquivalenzpunkt blau.

Soll der Gehalt eines Oxidationsmittels durch lodometrie
ermittelt werden, erfolgt eine Zugabe von Kaliumiodid-
Lésung Kl im Uberschuss. Durch die Reaktion des lodids mit
dem Oxidationsmittel entsteht freies lod, das anschlieend
mit Natriumthiosulfat (Na2S.0s) zurlcktitriert wird. Hierbei
spricht man dann von einer Ricktitration. Diese Art der
Titration wird angewandt, wenn eine direkte Titration des
gewlinschten Stoffes, z. B. wegen seiner schlechten Loslich-
keit in Wasser, nicht moglich ist. Dazu wird die Probe mit ei-
nem bekannten Uberschuss an MaRlésung versetzt, die nun
mit dem zu bestimmenden Stoff reagiert. Die verbleibende,
nicht umgesetzte MaRlosung wird nun mit einer anderen

MaRlésung titriert. Die Rucktitration kann auch bei anderen
Titrationsarten, wie der Sdure-Base-Titration oder der Kom-
plexometrie, zum Einsatz kommen.

Besonders wichtig bei Redoxtitrationen ist der Lichtschutz.
Durch Lichtstrahlung wird der Elektronentibergang begins-
tigt — dies kann das Ergebnis verfédlschen. Zudem ist die
Durchfihrung einer Blindwert-Titration fur diese Titrati-
onsart unerlasslich: Die eingesetzten Reagenzien konnen
selbst schon als Reduktions- oder Oxidationsmittel wirken
und so die Titration beeinflussen. Das verbrauchte Volumen
der MaRlosung fur die Blindwerttitration wird bei der Be-
rechnung vom verbrauchten Volumen der MaRlésung der
Probetitration abgezogen.

KOMPLEXOMETRIE (CHELATOMETRIE)

Die Komplexometrie wird vor allem genutzt, um Metall-
Kationen volumetrisch zu bestimmen. So wird diese Titrati-
onsart bei der Bestimmung der Wasserharte angewendet —
hierbei werden Ca?*- und Mg?*-lonen bestimmt. Komplexe
zeigen oft eine intensive Farbung und bestehen aus einem
Zentralteilchen (meist Metall-Kation), um das sich Liganden
(Atome oder Molekile mit mindestens einem freien Elek-
tronenpaar) anlagern.

HOOC-CH: CH2-COOH
\ /
N-CH2-CHz2-N
/ \
*Na-OOC—CHz2 CH2—-COO-Na*

EDTA-Natriumsalz



Ein besonders stabiler Komplex wird als Chelat (griech. che-
le: Krebsschere) bezeichnet. Dies ist der Fall, wenn der Li-
gand mehrfach mit dem Zentralteilchen eine Bindung einge-
gangen ist. Der am haufigsten eingesetzte Komplexbildner
ist das Salz Dinatrium-Ethylendiamintetraacetat Dihydrat
(CioH1aN2Na20s x 2 H20), abgekirzt EDTA. EDTA bindet Me-
tall-Kationen stets im Stoffmengenverhaltnis 1:1, unabhéan-
gig von deren lonenladung.

Als Indikatoren werden ebenfalls Komplexbildner eingesetzt,
die mit dem Metall-Kation einen andersfarbigen Komplex
bilden. Da sich die Komplexe nur in einem bestimmten pH-
Bereich bilden, mussen die Losungen gepuffert werden. Zu-
dem werden bei den meisten Reaktionen Protonen frei, die
den pH-Wert Gber den Titrationsverlauf zusatzlich senken.

Neben der Direkttitration oder der Rucktitration kann die
komplexometrische Bestimmung auch durch Verdrangungsti-
tration (Substitutionstitration) durchgefiihrt werden. Hierbei
wird der zu titrierenden Losung, die bereits einen Komplex
enthalt, ein weiteres Metall-Kation zugesetzt. Die Liganden
des urspriinglichen Komplexes bilden mit dem zugegebenen
Metall-Kation einen neuen, stabileren Komplex; somit wird
der urspriingliche Komplex verdrangt. Das nun frei geworde-
ne Metall-Kation kann anschlieend titriert werden.

Das Européischen Arzneibuch hat im Kapitel Ph.Eur. 2.5.11
der komplexometrischen Titration verschiedener Metall-
Kationen ein ganzes Kapitel gewidmet.

FALLUNGSTITRATION

Bei der Féllungstitration wird so lange MaRloésung zuge-
geben, bis die zu bestimmende Substanz vollstandig als
schwerloslicher Niederschlag ausgefallt ist. Da der Endpunkt
der Fallung meist sehr schwer zu erkennen ist, gibt man als

Indikator Salzlésungen zu, die mit einem Uberschuss an

MaRlésung durch Komplexbildung eine charakteristische
Farbung zeigen. Alternativ misst man den Aquivalenzpunkt
mit Hilfe physikalischer Messmethoden.

Als Fallungstitration hat sich besonders die Argentometrie
durchgesetzt. Diese beruht auf der Schwerléslichkeit von Sil-
berhalogeniden (z. B. AgCl) oder Silberthiocyanaten (AgSCN)
und wird mit SilbernitratmaRlosung (AgNOs) durchgefihrt.

Ubersicht von Kennzahlen des
Europaischen Arzneibuchs, die
durch Titration bestimmt werden

Ph.Eur. 2.5.1: Saurezahl (SZ)

W S3ure-Base-Titration

M Bestimmung des Gehalts von freien Fettsduren
in Fetten und Olen

B Kennzahl zur Qualitatsbeurteilung von Fetten
und Olen

B Menge KOH in mg/1 g Substanz

Ph.Eur. 2.5.2: Esterzahl (EZ)

W S3ure-Base-Titration

M Bestimmung des Gehalts an vorhandenen
Esterbindungen in Fetten und Olen

B Kennzahl bei der Qualitdtskontrolle von Fetten
und Olen

M Esterzahl (EZ) = Verseifungszahl (VZ) - Sdurezahl (S2)

Ph.Eur. 2.5.3: Hydroxylzahl (OHZ)

M S3ure-Base-Titration

B Bestimmung des Gehalts an Hydroxylgruppen
(OH-Gruppen) in organischen Materialien z. B.
Fetten oder Losungsmitteln

B Menge KOH in mg, die der von 1g Substanz bei der
Acetylierung gebundenen Essigsaure aquivalent ist

Ph.Eur. 2.5.4: lodzahl (12)

M Redoxtitration

B Bestimmung des Gehalts an ungesattigten
Verbindungen eines Fettes

M Kennzahl fir das Altern bzw. Erhitzen von
Fetten und Olen

B Menge Halogen (als lod berechnet)
in g/100 g Substanz

Ph.Eur. 2.5.5: Peroxidzahl (POZ)

B Redoxtitration

B Bestimmung des Gehalts an peroxidischen
funktionellen Gruppen eines Fettes oder fetten Ols

M Kennzahl zur Beurteilung des Fettverderbs

B Peroxidmenge in Millidquivalenten aktiven
Sauerstoffs pro 1000 g Substanz

Ph.Eur. 2.5.6: Verseifungszahl (VZ)

M S3ure-Base-Titration

B Summenparameter aus dem Gehalt von freien
Fettsduren und dem Gehalt der vorhandenen
Esterbindungen in Fetten und Olen

M Kennzahl bei der Qualitatskontrolle von Fetten
und Olen und zur Beurteilung deren Reinheit

W Menge KOH in mg/1 g Substanz



HHAC — Neu an Bord

Kontinuierliches Wachstum schlagt sich auch in der stetigen Erweiterung unseres Mitarbeiter-
stamms nieder. Wir freuen uns jedenfalls riesig Uber neue Krafte, Kompetenzen und Talente. Hier

unsere neuen Teammitglieder:

Jennifer Knoop

Ausbildung:

Chemielaborantin

Schwerpunkte im Labor:

Erst einmal alles, da Auszubildende zur Chemielaborantin

Leidenschaften:

Zeichnen/Malen, Backen, Musik horen, Blcher lesen

Im September 2019 hat Jennifer Knoop bei HHAC ihre Aus-

bildung begonnen und verstarkt seitdem unser Laborteam.

Der fachliche Einstieg bei uns fiel ihr sehr leicht, konnte sie
doch auf einen zweijahrigen Besuch der Berufsfachschule
Labortechnik zurlckblicken. Wir freuen uns, auch mit un-
serem ,neuen” Azubi wieder einen Glicksgriff gelandet zu
haben, denn auch zwischenmenschlich ist sie voll bei uns
angekommen.




Pufferkapazitaten bestimmen

Eine Anwendung der potentiometrischen Titration ist die Bestimmung der Pufferkapazitat. Ihr
Einsatz ist vor allem dann sinnvoll, wenn der pH-Wert eines Arzneimittels stabilisiert werden soll.

Die Pufferkapazitit umfasst die Menge an Sdure bzw. Base,
die ein Puffersystem aufnehmen kann, ohne dass sich der pH-
Wert des Systems wesentlich dndert. Als wesentliche Ande-
rung betrachtet man dabei in der Regel die Abweichung des
pH-Wertes um eine Einheit.

Die Pufferkapazitat hangt von den in der Losung vorliegenden
Konzentrationen an schwachen Sauren und Basen ab, die den
Puffer bilden. In einer Losung kénnen Oxonium-lonen (Hs0*)
nur abgepuffert werden, wenn die schwache Base noch in
ausreichender Konzentration vorliegt. Hingegen kénnen
Hydroxid-lonen (OH~) nur abgepuffert werden, wenn noch
genlgend schwache Sdure vorhanden ist. Die Pufferkapazitat
ist umso groRer, je héher die Konzentration der schwachen
Saure und Base in der Losung ist. Die Pufferkapazitat erreicht
einen maximalen Wert, wenn Saure und Base in einem Stoff-
mengenverhaltnis von eins zu eins vorliegen (dquimolarer
Puffer), siehe Abbildung 1. Die Pufferkapazitdt wird mit ,B“
gekennzeichnet und hat die Einheit mol/L.

14+ pH-Wert

27 ml NaOH

0 T T T T T 7>
5 10 15 20 25 30

Titrationskurve von 10 ml 0,1 M Phosphorsaure tit-
riert mit 0,1 M NaOH. Im pH-Bereich des Farbverlaufs
puffern die Spezies H,PO, /HPO,*

Abbildung 1: Titrationskurve von 10 m/ 0,1 M
Phosphorsdure titriert mit 0,1 M NaOH

WANN IST DIE PUFFERKAPAZITAT VON INTERESSE?

Soll der pH-Wert eines Arzneimittels, z. B. Augentropfen,
stabilisiert werden, ist eine Pufferung der Losung moglicher-
weise sinnvoll. Durch die Bestimmung der Pufferkapazitat
kann ermittelt werden, durch welches Puffersystem die ge-
eignetste Wirkung erzielt wird.

Abbildung 2 zeigt die Pufferkapazitat fur verschiedene Re-
zepturen eines flissigen Arzneimittels. Als Puffersysteme
wurden hier Citronensaure-Monohydrat, Natriumcitrat-
Dihydrat und Trometamol in unterschiedlichen Konzen-
trationen eingesetzt. Phosphatpuffer werden wegen einer
moglichen Ausféllung von Calciumphosphat in der Hornhaut
des Auges immer seltener verwendet. Jede Kurve entspricht
einer getesteten Rezeptur. Der pH-Wert wurde in Abhangig-
keit von der zugegebenen Menge NaOH (positive Werte)
bzw. der zugegebenen Menge HCl (negative Werte) aufge-
zeichnet. Flache Kurven zeigen eine gute Pufferkapazitat ge-
genlber der Zugabe von Sauren und Basen.

Pufferkapazitat

pH-Wert

umol NaOH / HCl

Abbildung 2: Pufferkapazitit verschiedener Rezepturen



HHAC — Wissen

Passive Immunisierung als Heilverfahren

Nach wie vor sind passive Immunisierungen ein wichtiges the-
rapeutisches Mittel, um Krankheitserreger abzuwehren. Még-
licherweise kénnen sie sogar im Einsatz gegen Corona helfen.

Die Bildung von Antikorpern gehort zu den grundlegenden
und effektivsten Abwehrmechanismen der Immunsysteme
hoherer Wirbeltiere. Ihre Anwesenheit im Kérper eines Men-
schen bedeutet normalerweise, dass dieser immun gegen den
entsprechenden Erreger ist. Darauf beruht auch die Wirkungs-
weise von Impfungen: Sie erzeugen effektive Antikorper gegen
den betreffenden Krankheitserreger.

Es gibt unterschiedliche Mechanismen, die Antikdrper gegen
ihre Ziele wirksam machen. Die Bindung eines Antikopers an
ein Ziel (Antigen) bewirkt eine Anderung in der Struktur des An-
tikorpers, was wiederum aktivierend auf andere Komponenten
des Immunsystems (z. B. Fresszellen, Killerzellen, Komplement-
system) wirkt. Da Antikorper zwei Antigene gleichzeitig binden
konnen, sind jene in der Lage, bestimmte Ziele zu verklumpen
(Agglutinationen) und damit zu immobilisieren, bis die Agglu-
tinationen dann vom Organismus abgebaut werden. Bei sehr
kleinen Zielstrukturen wie Viren oder Toxinen genlgt oftmals
nur die Bindung des Antikorpers an das Ziel, um dieses zu neu-
tralisieren. Eine derartige Bindung verhindert, dass das Virus
oder das Toxin seinerseits an Kérperzellen andocken kann.

Antikorper sind ein effektives Instrument des Immunsystems
gegen Krankheitserreger. Allerdings dauert es zwei bis drei
Wochen, bis das Immunsystem reagiert — zu lang in Fallen
kritischer Infektionen oder bei Vergiftungen. Am Ende des
19. Jahrhunderts wurde jedoch ein neues Heilverfahren eta-
bliert, bei dem Kranke mit hohen Dosen von Antikérpern
(Antiseren) behandelt wurden. Die erste Anwendung war ihr

Einsatz gegen Diphterie durch Emil von Behring im Jahr 1890.
Die Antikorper wurden dabei aus dem Serum von Pferden ge-
wonnen, die gegen das Diphterie-Toxin immunisiert worden
waren. Ein derartiger Ansatz wird als passive Immunisierung
bezeichnet.

Im Gegensatz zur aktiven Immunisierung (durch eine Impfung)
halt der Schutz durch eine passive Immunisierung allerdings
nur einige Monate. Durch immer bessere Verfahren der akti-
ven Immunisierung hat die passive Immunisierung im Laufe
der Zeit an Bedeutung verloren, zumal dabei haufig Antikorper
tierischen Ursprungs verwendet werden, die in menschlichen
Empfangern eine Immunreaktion gegen die als fremd erkann-
ten Stoffe auslosen kénnen.

Trotzdem ist die passive Immunisierung weiterhin ein wichti-
ges therapeutisches Instrument geblieben und wird vor allem
dann eingesetzt, wenn eine aktive Immunisierung nicht durch-
fihrbar ist. So werden Antiseren u. a. bei der Behandlung von
Vergiftungen wie Schlangenbissen oder zur Tetanus-Prophylaxe
eingesetzt. Zu Beginn dieses Jahres wurde ein Projekt einer Ar-
beitsgruppe der TU Miinchen veroffentlicht, bei der Antikdrper
aus der Milch immunisierter Kilhe gewonnen wurden; diese
sollen dann als Ersatz fur Antibiotika eingesetzt werden. Aktuell
wird darlber diskutiert, aus dem Plasma von Menschen, die
eine Infektion mit dem Corona-Virus Giberstanden haben, Anti-
seren zu gewinnen, die dann Covid-19-Patienten mit schwerem
Verlauf oder negativer Prognose injiziert werden kénnen. Ein-
schrankend wirkt dabei der bislang zu kleine Pool von Genese-
nen und ausreichenden Testverfahren, um die Effizienz der un-
terschiedlichen Antiseren nachzuweisen. Dennoch kénnte die
passive Immunisierung mit Anti-Corona-Seren ein wertvolles
Mittel bei kritischen Krankheitsverldufen darstellen, bis andere
Medikamente oder Impfstoffe verfligbar sind.

HHAC Labor Dr. Heusler GmbH

HHAC

Labor Dr. Heusler GmbH

Hindenburgstr. 33
D-76297 Stutensee

Uber Uns

Seit 28 Jahren gehort die HHAC Labor Dr. Heusler GmbH zu den renommiertesten Auf-
tragslaboren fiir chemisch-physikalische Untersuchungen von Arzneimitteln und deren

Rohstoffen auf dem europaischen Markt. DIN EN ISO/IEC 17025- sowie GMP-zertifiziert
fihren wir zusatzlich zur Freigabeanalytik Untersuchungen im Rahmen von Stabilitats- Ihr Ansprechpartner

prifungen durch. Dabei stehen uns zur Lagerung von Stabilitdtsmustern hinreichend Dr. Timo Krebsbach

Kapazitaten flr alle gangigen Temperatur- bzw. Luftfeuchtebedingungen zur Verfiigung.

Tel.: +497249/9 13 02-14
Mail: timo.krebsbach@hhac.de

Erganzt wird unser Leistungsspektrum durch die wissenschaftliche & technische Bera-
tung in Analytik-, Stabilitdts- sowie generell GMP-relevanten Fragestellungen.
Web: www.hhac.de
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