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SUHRN

Interkonverzia stereochemicky nestalych chiralnych lie¢iv
Cast III: Separacia konformérov diazepamu HPLC metédou pouzitim B-cyklodextrinu ako chirilnej
stacionarnej fazy v off-line spojeni s NMR experimentom

Na separéciu konformérov diazepamu sa pouzila chirdlna stacionarna faza na baze B-cyklodextrinu. Ako mobil-
né fazy sa pouzili zmesi organického rozpuistadla a tlmivého roztoku so zloZenim acetonitril/octanovy tlmivy
roztok (200 mmol/l) s roznym pH (3,3; 5,5; 6,5). Nasledne sa skimal vplyv pridavku chirdlneho selektora
(B-cyklodextrinu) do mobilnej fazy na separaciu konformérov diazepamu. Separidcia konformérov diazepamu
bola komplikovana interkonverziou diazepamu, ktord je désledkom jeho konfiguracnej nestability. Detailne sa
Studoval vplyv prietoku, teploty, pH a i6novej sily mobilnej fazy na interkonverziu a elu¢né charakteristiky
(reten¢ny faktor a selektivitny koeficient). HPLC separécia bola doplnena $tandardnym 'H a COSY NMR expe-
rimentom, ktorym sa overila Struktira diazepamu v kyslom prostredi mobilnej fazy.

KTucové slova: interkonverzia — diazepam — separacia — HPLC — NMR
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SUMMARY

Interconversion of Stereochemically Unstable Chiral Drugs
Part III: Using B-Cyclodextrin as a Chiral Stationary Phase for HPLC Separation of Diazepam
Conformers Coupled with an Off-line NMR Experiment

Chiral B-cyclodextrin was used to separate diazepam conformers. Several mobile phases of the composition
acetonitrile/acetate buffer 200 mmol/l (pH=3.3, 5.5, 6.5) were employed for this purpose. As follows, the
influence of addition of chiral B-cyclodextrin to the mobile phase on diazepam separation was studied. The
interconversion was a concurrence process of separation, resulting from stereolability of the diazepam molecule.
The influences of temperature, flow rate, pH, and ionic strength of the mobile phase on interconversion and
chromatographic parameters (retention factor and selectivity coefficient) were studied. Complementary off-line
NMR measurements were carried out with the goal to confirm the structure of diazepam in the presence of an
acid mobile phase.

Key words: interconversion and separation — diazepam — HPLC — NMR
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Uvod tioméru (epiméru, konforméru, izoméru) na druhy V.
Interkonverzia bola pozorovana aj v niektorych pripa-
Interkonverzia je proces spojeny s priestorovou reor-  doch 2® pocas chirdlnej separicie benzodiazepinov
ganizdciou molekuly, je dosledkom konfiguracnej nesta-  (BZDs).
bility molekuly, ide o vzdjomnu premenu jedného enan- BZDs mo6Zu existovat vo forme dvoch enantiomérov
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Obr. 1. M- minus a P- plus konforméry diazepamu, interkonverzia N,N-benzodiazepinového kruhu %

alebo vo forme dvoch konformacénych izomérov (diaze-
pam). Z radu BZDs bol pre Studium vybraty diazepam.
Pyramidalny (N!) dusik v Struktire diazepamu (obr. 1)
nie je konfiguracne stabilny a velmi rychlo konvertuje
cez sp? — hybridny tranzitny stav do rozli¢nych konfi-
gurécii, ktoré sa liSia v priestorovom usporiadani sub-
stituentov. Konfigura¢na nestabilita molekuly sposobu-
je, Ze diazepam moZe existovat v dvoch rozli¢nych
konfiguraciach, ktoré lahko interkonvertuji jedna na
druhd a naopak. V literatire > 9 si konforméry diaze-
pamu oznaCované ako M (minus) a P (plus), si ako
predmet a obraz v zrkadle, aj ked molekule diazepamu
chyba stereogénne centrum ©. Stalcup et al. ¥ pozoro-
vali dva piky diazepamu pocas separdcie na chirdlnej
stacionarnej faze (na baze maltooligosacharidov).
Detekcia na principe cirkularneho dichroizmu potvrdi-
la, Ze separdcia je separdciou dvoch konformérov.
Sjodin et al. 7 Studovali konfiguriciu diazepamu za
pouZzitia programu Hyperchem pre modelovanie mole-
kulovej Struktdry. Stddia ukézala odchylky od planarity
v molekule diazepamu, ¢im autori potvrdili existenciu
dvoch konformérov diazepamu. Paizs et al. © pomocou
semi empirickej ab initio Hartree—Fock metddy vypoci-
tali energeticku bariéru pre interkonverziu konformérov
diazepamu (obr. 1). Vypocitand hodnota energetickej
bariéry bola 17,6 kcal/mol, a teda na Stddium tohto
interkonverzného procesu podla kritérii uvedenych
v publikécii V je vhodnda HPLC.

Cielom préce bola separacia konformérov diazepamu
a Stidium ich spravania za réznych chromatografickych
podmienok. Na ich separéciu bola zvolena chirélna sta-
cionarna faza na baze -cyklodextrinu. Diazepam neméa
stereogénne centrum, substituovany 1, 4-benzodiazepi-
novy kruh nie je planidrny a navySe je stereo labilny.
Tieto vlastnosti ,,predpovedaju‘ interkonverziu. Nizka
hodnota energetickej bariéry vypocitana v publikacii ®
hovori, Ze interkonverzia bude konkurenénym proce-
som separdcie (tzv. dynamickd HPLC). Dosledkom
toho je typicky eluc¢ny profil — 1. chvostujtci pik, platé
a predvoj na druhom piku, ktory bol pozorovany pocas
chirdlnej separacie diazepamu. Separicia konformérov
diazepamu sa uskutocnila pri teplotach (273 K, 293 K,
313 K), pri rdznych rychlostiach prietoku mobilnej fazy
(0,2 ml/min, 0,5 ml/min, 1,0 ml/min). Mobilné fazy
pozostavali z acetonitrilu (ACN)/octanového tlmivého
roztoku 200 mmol/l, pH=3,3; 5,5; 6,5 v objemovom
pomere 10/90. Zarovenn sa skumal vplyv pridavku

B-cyklodextrinu do mobilnej fazy na interkonverziu
a separaciu jednotlivych konformérov. Kedze pocas
separacie diazepamu na B-cyklodextrine sa pouZili
mobilné fazy s kyslym pH bolo nevyhnutné overit
Struktiru diazepamu v tomto prostredi, pretoZe za
takychto okolnosti m6Zze dojst k otvaraniu 1,4-benzo-
diazepinového kruhu. Ako vhodna metdda sa vybrala
Standardnd 'H a COSY NMR.

POKUSNA CAST

HPLC

Staciondrna fdza
ChiraDex (250x4 mm 1.D., rozmer castic 5 wm, Merck,
Nemecko).

Mobilné fdzy

ACN/octanovy tlmivy roztok 200mM pH=3.,3 v.v. 10/90 (1),

ACN /octanovy tlmivy roztok 200mM pH=5,5 v.v. 10/90

an,

ACN/octanovy tlmivy roztok 200mM pH=6,5 v.v. 10/90

(T10).

Tlmivy roztok bol pripraveny z octanu sodného a kyselinou
octovou bolo pH upravené na poZadovanu hodnotu. I6nova sila
bola upravend LiCl na konstantni hodnotu. Pri separécii kon-
formérov diazepamu boli pouZité mobilné fazy pred a po tpra-
ve ionovej sily mobilnej fazy.

Do mobilnej fazy bol pridany B-cyklodextrin (Merk, Nemec-
ko), koncentracia chirdlneho additiva v mobilnej faze bola:
0,001; 0,003; 0,005 mol/l.

Separdcia na C18 kolone

Staciondrna fdza

Separon SGC C,, (Watrex 125x4 mm rozmer Castic 5 um).

18>
Mobilné fdzy
ACN/H,0 v.v. (60/40; 50/50; 40/60),
MeOH/H,0 v.v (40/60; 60/40; 80/20),
ACN/octanovy tlmivy roztok 200mM pH=3,3 v.v. (40/60;
60/40; 80/20),
ACN/octanovy tlmivy roztok 200mM pH=5,5 v.v. (40/60;
60/40; 80/20),
ACN/octanovy tlmivy roztok 200mM pH=6,5 v.v. (40/60;
60/40; 80/20).

Vsetky rozpustadld, ktoré boli pouZzité na pripravu mobil-
nych faz, pochddzali od firmy Merck, Nemecko.
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Standardny roztok diazepamu (Biotika a.s., Slovenské Lup-
¢a, SR) o koncentracii 0,1 mg/ml bol analyzovany pri teplote
273, 293, 313 K, prietoku 0,2; 0,5; 1,0 ml/min.

Pristroje

Chromatograficky systém pozostaval z kvartérnej pumpy
(Merck — Hitashi L-6000A), ddvkovacieho ventilu (Rheodyne),
DAD detektora (Agilent 1100 Series), vSetky merania boli
vykonané pri vlnovej dizke 230 nm.

NMR

Pripravila sa zmes s rovnakym zloZenim ako mobilna faza
(D), ale z deuterovanych rozpustadiel (v texte je oznacend ako
1)), v ktorej sa merali 'Ha COSY NMR spektra diazepamu. Pre
lep§iu interpretaciu 'H a COSY NMR spektier boli namerané aj
spektrd 1) bez pridavku diazepamu. VSetky merania boli vyko-
nané na pristroji Varian Inova 600 MHz.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Separdcia diazepamu na ChiraDex
(B-cyklodextrinovej) kolone

HPLC separacia konformérov diazepamu poskytla
stbor chromatografickych udajov, ktoré opisovali spra-
vanie sa diazepamu v chirdlnom prostredi za r6znych
podmienok. V celom $tudovanom intervale sa pozoroval
typicky eluény profil charakteristicky pre interkonverziu
— dva piky s tzv. platém medzi nimi, ako mozno vidiet na
obrazkoch 2a, 2c. Oba piky mali totozné UV spektra, ¢o
naznacuje, ze ide o td istd latku. Elu¢ny profil naznacu-
je, Ze okrem separacie konformérov diazepamu dochad-
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Obr. 2 a) Vplyv prietoku na elucény profil diazepamu. Teplota-3

mobilnd faza (I1I) s upravenou iénovou silou, detaily a ostatné

©)

13 K, prietok: A=0.2ml/min, B=0.5 ml/min, C=1.0ml/min,
chromatografické podmienky vid experimentdalnu ¢ast.

b) Vplyv teploty na eluény profil diazepamu. Prietok-0.2 ml/min, teplota: A=273 K, B=293 K C=313 K, mobilnd faza (III) s
upravenou iénovou silou, detaily ostatné chromatografické podmienky vid experimentdalnu ¢ast.
¢) Vplyv pH a iénovej sily mobilnej fazy na elucény profil diazepamu. Teplota-293 K, prietok-1.0 ml/min, detaily a ostatné

chromatografické podmienky vid experimentdalnu ¢ast.
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Fm=0,2 ml/min T=273 K T=293 K T=313 K
pH kl k2 a k1 k2 a kl k2 a
33 2,74 4,06 1,48 1,53 2,83 1,84 0,70 2,17 3,10
5,5 3,91 5,11 1,31 2,07 3,57 1,72 1,46 2,79 1,91
5,5 Ic=konst 4,24 6,06 1,43 291 4,46 1,53 1,49 3,12 2,10
6,5 545 7,20 1,32 3,40 491 1,45 2,01 3,55 1,76
6,5 Ic=konst 4,89 6,88 1,40 3,39 5,09 1,50 2,16 3,44 1,59
Fm=0,5 ml/min T=273 K T=293 K T=313 K
pH k1 k2 a k1 k2 o k1 k2 o
33 2,65 3,58 1,35 1,46 2,75 1,88 0,90 2,07 2,29
5,5 3,68 4,78 1,30 2,49 3,53 1,42 1,31 2,64 2,02
5,5 Ie=konst 3,40 4,36 1,28 2,34 3,72 1,59 1,63 3,18 1,95
6,5 5,23 6,48 1,24 3,80 4,87 1,28 2,22 3,67 1,65
6,5 Ic=konst 5,25 6,52 1,24 3,66 4,86 1,32 2,41 3,48 1,44
Fm = 1,0 ml/min T=273 K T=293 K T=313 K
pH k1 k2 a k1 k2 o k1 k2 o
33 2,12 3,10 1,47 1,10 2,51 2,27 0,55 2,10 3,81
5,5 3,44 4,27 1,24 2,31 3,37 1,46 1,71 2,74 1,61
5,5 Ic=konst 3,54 5,01 1,42 2,81 4,24 1,51 2,08 3,29 1,58
6,5 5,05 5,71 1,13 3,55 4,69 1,32 2,58 3,67 1,42
6,5 Ic=konst 5,03 5,82 1,16 3,27 4,55 1,39 2,31 3,41 1,47

k,£0,03, k, 0,01, 0=+0,03

s Ky =

za aj k ich interkonverzii. Ide o navzdjom konkurencné
procesy. Cielom experimentov bolo zistit vplyv jednotli-
vych chromatografickych parametrov (teploty, prietoku,
pH a i6énovej sily mobilnej fazy) na separaciu a interkon-
verziu konformérov diazepamu.

Vplyv teploty, prietoku, pH a ionovej sily mobilnej fdzy
na retencny faktor a selektivitny koeficient

V tabulke 1 je zhrnuty vplyv teploty, prietoku, pH
a i6novej sily mobilnej fizy na retencny faktor a selekti-
vitny koeficient. Reten¢né faktory (k; a k,) sa zvySovali
so zvySovanim pH, naopak hodnota retencnych faktorov
sa zniZovala zvySovanim teploty. Selektivitny koeficient
so zvySovanim teploty narastal, o naznacuje Ze teplota
pozitivne ovplyviiuje selektivitu chromatografického
systému, naopak zvySovanie pH mobilnej fazy spdsobilo
zniZenie selektivity chromatografického systému. I6nova
sila mala vplyv na hodnotu reten¢nych charakteristik. Na
obrazku 2a je znazorneny vplyv rychlosti prietoku mobil-
nej fazy na chromatograficky elu¢ny profil diazepamu.
Pri niZSom prietoku bol elu¢ny Cas diazepamu najdlhsi,
¢omu zodpovedala aj dizka plat4, zvySovanim prietoku sa
platé na casovej stupnici skracovalo, ale na druhej strane
sa zvySovala hodnota vysky platd. Teplota ovplyviiovala
elu¢ny profil diazepamu — so zvysujticou sa teplotou boli
piky uzsie a vyssie (obr. 2b). Pravdepodobne so zvySova-
nim teploty klesa tzv. zdanlivd mikroheterogenita stacio-
narnej fazy, ¢o znamena, Ze sa ,,odkryvaju“ nové inte-
rakéné miesta, ktoré boli pre analyt pri niZ$ich teplotich
nepristupné ¥. Vplyv pH mobilnej fazy na eluény profil
diazepamu je znizorneny na obrazku 2c.

Vplyv teploty, prietoku, pH a ionovej sily mobilnej fdzy
na interkonverziu

Interkonverzia je konkurenénym procesom separa-
cie, a preto Gplna separdcia konformérov diazepamu
nie je moznd. Pocas separicie diazepamu dochadza
k priestorovej reorganizacii v jeho $truktire. Molekula
diazepamu si hlada energeticky najvyhodnejsi stav
v danom chirdlnom prostredi, pricom jednotlivé kon-
forméry sucasne interaguji so staciondrnou fazou
a vytvaraju s fiou prechodné komplexy. Stabilita tych-
to komplexov je rozdielna (princip mikroskopickej
reverzibility). V stacionarnej faze si jednotlivé konfor-
méry viazané, ¢iZe je velmi mald pravdepodobnost, Ze
podliehaju interkonverzii. Interkonverzia je pravdepo-
dobnejSia v mobilej faze. Prvy konformér tvori menej
stabilné komplexy, jeho doba pobytu v mobilnej faze je
dlhsia ako druhého konforméru, a preto by mal inter-
konverzii podliehat viac ako druhy konformér, ktory je
dlhsie zadrziavany staciondrnou fazou. Ako mozZno
vidiet na obrazkoch 2a a 2c, plocha piku prislichajica
druhému konforméru (A,) je vécSia ako plocha piku
prvého konforméru (A,). MnoZstvo jednotlivych kon-
formérov diazepamu zaviselo od chromatografickych
podmienok, napr. zvySovanie prietoku mobilnej fazy
sposobilo narast A,. Naopak, so zvySovanim teploty sa
hodnota A, zniZovala, pretoZe sa zmenSoval eluCny
cas. Pri teplote 273 K, mobilna faza (I), sa hodnota A,
a A, nemenila so zvySovanim prietoku. Pravdepodobne
pri tejto teplote je interkonverzia velmi pomald, a tym
vplyv prietoku na A a A, nebol pozorovany. Vo viet-
kych ostatnych pripadoch sa A a A, menili so zvySo-
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Tab. 2. Plochy pikov pre konforméry diazepamu — A, (A,)

Mobilna faza (I)
teplota (K) 273 293 313
plocha pikov (mAU?)
prietok (ml/min) A (%) A, (%) A (%) A, (%) A, (%) A, (%)
0,2 30 70 49 51 66 34
0,5 30 70 42 58 55 45
1,0 30 70 39 61 41 59
Mobilné faza (IT)
teplota (K) 273 293 313
plocha pikov (mAU?)
prietok (ml/min) A (%) A, (%) A (%) A, (%) A (%) A, (%)
0,2 40 60 57 43 60 40
0,5 40 60 50 50 59 41
1,0 38 62 40 60 51 49
Mobilnd féza (II) s upravenou iénovou silou
teplota (K) 273 293 313
plocha pikov (mAU?)
prietok (ml/min) A, (%) A, (%) A (%) A, (%) A (%) A, (%)
0,2 40 60 45 55 60 40
0,5 37 63 45 55 50 50
1,0 33 67 40 60 45 55
Mobilna faza (III)
teplota (K) 273 293 313
plocha pikov (mAU?)
prietok (ml/min) A (%) A, (%) A (%) A, (%) A (%) A, (%)
0,2 40 60 52 48 53 47
0,5 29 71 45 55 50 50
1,0 29 71 33 67 49 51
Mobilna faza: (III) s upravenou iénovou silou
Teplota (K) 273 293 313
Plocha pikov (mAU?)
Prietok (ml/min) A (%) A, (%) A (%) A, (%) A (%) A, (%)
0,2 40 60 50 50 63 37
0,5 33 67 49 51 54 45
1,0 28 72 49 51 54 45

Dolny index ,, oznacuje konformér eluujiici ako prvy (druhy) v poradi.
Plochy pikov boli integrované tak, ako je to vyznacené na obrazku 4c.

Detaily a ostatné chromatografické podmienky si uvedené v experimentalnej Casti.

mAU
80
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Obr. 3. Chromatograficky zdznam separdcie konformérov
diazepamu, Teplota - 313 K, prietok - 0.2 ml/min, mobilnd
faza (I11) s upravenou iénovou silou, ostatné chromatografic-
ké podmienky vid experimentdlnu cast.
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vanim prietoku mobilnej fazy nasledovne: A, sazvySo-
vala za sucasné€ho poklesu A, t.j. zvySovanim rychlos-
ti prietoku mobilnej fazy prednostne vznikal prvy kon-
formér. ZvySovanim teploty sa pozoroval narast A,
(zniZovanie A)), prednostne vznikal druhy konformér.
Vplyv chromatografickych podmienok (teploty, prieto-
ku, pH, iénovej sily) na plochu pikov jednotlivych
konformérov je zhrnuty v tabulke 2. V niektorych pri-
padoch boli pozorované tri piky na chromatografickom
zazname (obr. 3).

Vplyv chirdlneho additiva v mobilnej fdze na separdciu
Po pridani -cyklodextrinu do mobilnej fazy a postup-
nym zvySovanim jeho koncentricie sa zmenSovala plo-
cha prvého piku, pri c beykdodexing = 0-005 mol/l bol na
chromatografickom zizname iba jeden konformér
(obr. 4). MozZno predpokladat, Ze B-cyklodextrin pridany
do mobilnej fazy tvori prechodné komplexy s konformé-
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Obr: 4. Vplyv pridavku B-cyclodextrinu do mobilnej fazy na separdciu
A - mobilna faza bez B, - cyclodextrinu, B - C mobilna fdaza s pridavkom f - cyclodextrinu. Koncentrdacia B-cyclodextrinu v
mobilnej faze: B - 0.001 mol/l, C - 0.003 mol/l, D - 0.005 mol/l. Prietok - 0.5 ml/min, teplota - 293 K, mobilnd fdaza (I), detaily

a ostatné chromatografické podmienky vid experimentdlnu cast.
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Obr. 5. Otvdranie kruhu cyklickych iminov v kyslom
prostredi.?

rom, ktory eluuje ako prvy v poradi (je kratSie zadrzia-
vany staciondrnou fazou); pri rozpade tohto komplexu
pravdepodobne vznika druhy konformér. Z tohto dévodu
na chromatografickom zdzname zanika konformér s niz-
$im elu¢nym ¢asom a pozoruje sa prirastok konforméru,
ktory eluoval druhy v poradi.

Separdcia na C18 kolone

Konforméry diazepamu sa na C18 koléne nepodarilo
rozseparovat. Pravdepodobne na separaciu konformérov
je potrebné stereospecifické prostredie, ktoré poskytuje
chirdlna stacionarna faza. Separaciou diazepamu na C18
koléne sa nepotvrdila pritomnost necistdt, ktoré by moh-
li eluovat spolu s konformérmi diazepamu pocas ich
separdcie na chirdlnej koldne.

NMR

Z literatury ¥ je zname, Ze v pripade cyklickych imi-
nov ako napr.: BDZS, pri kyslom pH moze nastat otva-
ranie kruhu, ako je zndzornené na obrazku 5. Stalcup et
al. ¥ experimentédlne dokézali, Ze pre kysli hydrolyzu,
ktorej produkty su pozorovatelné na chromatografickom
zdzname, je nutné zahrievanie diazepamu pocas 1 h
v 6 mol/l HCI. Cielom NMR experimentu bolo zistit, ¢i
pocas doby pobytu diazepamu v mobilnej faze (I) nedo-
chadza k otvaraniu kruhu.

Ako mozno vidiet na obrazku 1, v polohe 3C su dva
vodiky, ktoré mozu byt v axidlnej alebo ekvatoridlnej
rovine. Ak by v pritomnosti mobilnej fazy dochadzalo
k otvéraniu kruhu, tak tieto dva vodiky by sa stali ekvi-
valentnymi. V '"H NMR spektrach by sa pozoroval sing-
let. Ako v8ak mozno vidiet v '"H NMR spektrach, v inkri-
minovanej oblasti (obr. 6 — B,C) sa nachddzaju dva
dublety, konkr. & (3-H )=3, 92 ppm; 8 (3-H,)=4, 58 ppm
(J=11,4 Hz). Chemicky posun a ostatné parametre zod-
povedali tzv. ,zatvorenej forme* benzodiazepinového
kruhu. Vysledky ziskané meranim '"H NMR spektier boli
v korelacii s COSY NMR spektrami. Po¢as NMR expe-
rimentu interkonverzia nebola pozorovand, pravdepo-
dobne z NMR hladiska je tento proces pomaly.
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Obr. 6. 'H NMR spektrum diazepamu namerané v zmesi deuterovanych rozpistadiel (I,) s rovnakym zloZenim ako mobilnd
faza (1), detaily a ostatné chromatografické podmienky vid experimentdlnu éast
A oznacuje signdly aromatickych proténov; B, C st dubletové signdly 3 - H, a 3 - H,, D (singlet) je signdl 1-N-metylovej

skupiny.

ZAVER

Upln4 separacia konformérov diazepamu nebola moZ-
na kvoli interkonverzii, ktord vyplyva z jeho Struktirnej
stereolability. Interkonverzia bola pozorovana aj pri velmi
nizkej teplote (273 K). Interkonverzia a elu¢ny profil
pikov zéviseli od chromatografickych podmienok (teplo-
ty, prietoku, pH a idnovej sily mobilnej fazy). ZvySova-
nim koncentricie chirdlneho selektora v mobilnej faze
postupne vznikal iba jeden konformér, pri koncentracii B-
cyklodextrinu 0,005 mmol/l na chromatografickom zaz-
name mozno pozorovat iba jeden konformér. Tzv. ,,zatvo-
rend Struktira® diazepamu v pritomnosti mobilnej fazy (I)
bola potvrdend 'H a COSY NMR experimentom.

Autori dakuju za finanént podporu Grantovej agentire Slovenskej
republiky (VEGA 1/2460/05 a VEGA 1/1186/04) a Agentiire pre vedu
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NMR merania boli vykonané na spektrometri ziskanom v ramci
Statneho programu 2003 SP 2002 80203.
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