Milica Peric¢

Spektrofotometrijsko
ispitivanje reverzibilnosti
hidrolize bromazepama

Ispitivan je uticaj kiselosti rastvora, temperature
i UV zracenja na reverzibilnost hidrolize se-
dmoclanog diazepinskog prstena bromazepama.
Kao proizvodi ireverzibilne hidrolize nastaju
farmakoloski neaktivni 2-amino-5-bromfenil pi-
ridin-2-il metanona i glicin, zbog cega je ispi-
taivano pod kojim uslovima bromazepam nakon
hidrolize moZe povratiti svoju farmakoloski ak-
tivnu strukturu. Bromazepam u rastvorima pH
vrednosti 1, 2, 3 i 4 hidrolizovao je na tempe-
raturama od 25, 37, 45, 551 60 °C, a snimanjem
UV/VIS spektara na svakih sat vremena tokom
4 h pracena je hidroliza. Nakon Sto je
podizanjem pH vrednosti do 6.5 inicirana
povratna reakcija, praceno je zatvaranje pr-
stena c¢ime je utvrdeno da je ono potpuno na
svim pH vrednostima, na temperaturama nizim
od 60°C. Na temperaturama visim od 60°C, deo
bromazepama nije povratio strukturu koju je
imao pre hidrolize. Zakljuceno je i da je na
sobnoj temperaturi, pri pH = 6.5, bromazepam
otporan na UV zracenje, tj. da ono samostalno
ne moZe inicirati reakciju hidrolize.

Uvod

Bromazepam, (7-brom-1,3-dihidro-5-(2-pi-
ridil)-2H-1,4-benzodiazepin-2-on), pripada klasi
1,4-benzodiazepina, farmakoloski znacajnih
psihosedativa (Ochs 1986). Bromazepam je am-
folit, tesko rastvoran u vodi. Od ostalih 1,4-
-benzodiazepina razlikuje se po tome $to se u
poloZaju 5 umesto fenil- ili 2-supstituisanog fenil
supstituenta nalazi 2 pridil sustituent i u poloZaju
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7 brom, umesto uobicajenih hlora ili nitro grupe
(slika 1). Zahvaljuju¢i prisustvu piridinskog pr-
stena pokazuje jedinstvene karakteristike u po-
redenju sa drugim 1,4-benzodiazepinima, ali kao
i ostali, u vodenim rastvorima podleZe protoli-
ti¢kim reakcijama i reakciji hidrolize.

Slika 1. Strukturna formula bromazepama

Figure 1. Structural formula of bromazepam

U molekulima benzodiazepina postoje dva
moguca mesta za nukleofilnu adiciju vode: 4,5-
-azometinska veza (reakcija la na slici 2) i 1,2-
amidna veza (reakcija 1b na slici 2). OpSti me-
hanizam hidrolize podrazumeva reverzibilno ot-
varanje prstena na jednom od dva mesta kao i,
koncentrovaniji rastvor kiseline), potpuno odva-
janje molekula glicina i 2-amino-5-bromfenil
piridin-2-il metanona. Prvi korak reakcije, ot-
varanje prstena, je povratan proces i nakon njega
moguca su dva sledeca: ponovno zatvaranje ili
potpuno raskidanje prstena. Da bi se inicirala re-
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Slika 2. Reakcija hidrolize

Firure 2. Hydrolytic reaction

akcija hidrolize kod nekih 1,4-benzodiazepina
potrebna je povisena temperatura i koncentro-
vaniji rastvor kiseline, dok se mnogi 1,4-benzo-
diazepini hidrolizuju veé na sobnoj temperaturi.
S obzirom da se desSava pri fizioloSkim pH vred-
nostima (koje u Zeludcu iznose oko 2, a u krvi 7),
hidroliza 1,4-benzodiazepina je intenzivno pro-
ucavan proces.

Spektrofotometrijskim ispitivanjem kinetike
hidrolize bromazepama, uz pretpostavku da se
raskida 4,5-azometinska veza, ustanovljeno je da
na25°Cu 0.1 M HCl ne dolazi do potpune hidro-
lize (Inui 1982). Takode, utvrdeno jeidajeu 1 M
rastvoru HCI na temperaturi veéoj od 65°C re-
akcija hidrolize potpuna uz nastajanje glicina i
odgovarajuéeg benzofenona (slika 2) (Verbié
2001).

Posto je ustanovljeno (Abounassif 1989) pod
kojim uslovima dolazi do potpune hidrolize sed-
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moclanog diazepinskog prstena bromazepama,
cilj ovog rada je da se u vecéoj rezoluciji para-
metara odredi pod kojim je uslovima (pH i tem-
peratura) proces hidrolize joS uvek potpuno
reverzibilan, odnosno pod kojim uslovima ne
dolazi do trajne promene strukture bromaze-
pama. Osim toga ispitano je i da li izloZenost UV
zracenju inicira reakciju hidrolize i da li je ona, i
pod kojim uslovima, reverzibilna ili ne.

Materijal i metode

Pripremljeni su rastvori pH vrednosti 1,2, 3 1
4 (= 0.20). Za pH 1-3 korisc¢ena je HCI razlicitih
koncentracija, a za pH = 4 acetatni pufer, ¢ =
=0.01 mol/dm3, sa konstantnom jonskom silom
(I=0.1 mol/dm® (NaCl)), na pH = 4.

Pripremljeno je 10.00 mL osnovnog rastvora
bromazepama u etanolu (¢ =2.5 x 107 mol/dm3).
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U 25.0 mL rastvora razli¢itih pH vrednosti doda-
vano je po 0.250 mL rastvora bromazepama.
Tako pripremljeni razblaZeni rastvori broma-
zepama (c = 2.5 x 10~° mol/dm®) su snimani na
sobnoj (25°C) i na telesnoj temperaturi (37°C),
kao i na temperaturama 45°C, 55°C 1 60°C
(= 3°0).

Bromazepam apsorbuje u UV oblasti (Verbic¢
2001). NaruSavanje strukture sedmoclanog pr-
stena ogleda se u promeni izgleda UV/VIS
spektara. Spektrofotometrijska merenja radena
su na UV/VIS spektrofotometru Thermo Scien-
tific Evolution 60S, u kvarcnim kivetama op-
tickog puta 1 cm. Rezolucija snimanja bila je
1 nm, a opseg talasnih duZina od 225 do 400 nm.
Rastvori su termostatirani na svakoj od nave-
denih temperatura u trajanju od 4 h, koliko je
potrebno za potpunu hidrolizu bromazepama.
Spektri su snimani na svakih sat vremena, ¢ime
je praceno otvaranje prstena koje uzrokuje opa-
danje apsorbance sa vremenom. Nakon toga,
istim rastvorima je dodat NaOH do pH vrednosti
6.5 i pradena je reakcija zatvaranja prstena, sni-
manjem spektara na svakih 5 minuta. Kao slepe
probe koris¢eni su rastvori HC1 odgovarajucih
pH vrednosti i acetatni pufer, pre dodavanja bro-
mazepama.

Da bi se ispitao uticaj UV zracenja, rastvor
bromazepama koncentracije ¢ = 2.5 X
10~ m ol/dm’, pH = 6.5, na sobnoj temperaturi
izloZen je zracenju koriSéenjem UV lampe i
spektri su snimani na svakih sat vremena, u
trajanju od 10 sati.

Rezultati i diskusija

Na sobnoj temperaturi (25°C), na svim pH
vrednostima, nakon Cetiri sata hidroliza je bila
zavrSena (slika 3, graficia, b, c,id). NapH=1,
bromazepam je najbrze hidrolizovao, ve¢ nakon
sat vremena, a na pH 3 i 4, najsporije. Ovaj
rezultat je u skladu sa oc¢ekivanjima jer je na
nizim pH vrednostima piridinski azot proto-
novaniji i kao takav lakSe podleze nukleofilnom
napadu molekula vode.

Sto se zatvaranja diazepinskog prstena tice,
oc¢ekivan je porast apsorbance kroz vreme jer
nakon povecéanja pH vrednosti do 6.5 koncen-
tracija nehidrolizovanog bromazepama raste,
usled zatvaranja sedmoclanog prstena. Zat-
varanje prstena na sobnoj temperaturi na svim
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pH vrednostima je potpuno, $to se vidi iz
preklapanja spektara bromazepama koji nije hi-
drolizovao i bromazepama nakon 60 minuta
reakcije zatvaranja prstena (slika 3, graficie, f, g,
i h, gde oznaka Bz predstavlja spektar nehi-
droliovanog, pocetnog bromazepama). Iz ovoga
se moZe zakljuciti da je reakcija hidrolize na
sobnoj temperaturi, na svim pH vrednostima,
reverzibilna.

Grafici istog tipa dobijeni su i nakon sni-
manja spektara rastvora bromazepama koji je
hidrolizovao na telesnoj temperaturi (37°C) i na
temperaturama 45°C i 55°C (graficia, b, cid na
slikama 4, 51 6). Kao i na temeperaturi 25°C,
hidroliza je najbrZa na pH = 1, dok je na ostalim
pH vrednostima priblizno ista. Reakcije za-
tvaranja diazepinskog prstena su potpune, $to
znaci da je hidroliza na ovim temperaturama
reverzibilna. Spektri bromazepama nakon 60
minuta na pH = 6.5 poklapaju se sa spektrom
nehidrolizovanog bromazepama (grafici e, f, g i
h na slikama 4, 5 1 6).

Na slici 5 ¢ su svi spektri poklopljeni. Naj-
verovatnije objaSnjenje za to je da je sa tom
kombinacijom parametara (45°C, pH = 3) eks-
perimentalna greska bila najveca.

Na temperaturi od 60°C, otvaranje diazepin-
skog prstena odigrava se kao i na niZim tempe-
raturama (slika 7, grafici a, b, c i d). Na graficima
koji predstavljaju reakciju zatvaranja prstena
(slika 7, grafici e, f, g i h) uocava se da hidroliza
na ovoj temperaturi postaje ireverzibilna. Postoji
razlika izmedu apsorpcionih maksimuma
spektara nehidrolizovanog bromazepama (Bz) i
bromazepama ¢iji je prsten zatvaran nakon 4 h
hidrolize. To pokazuje da je posle sat vremena
zatvaranja prstena na pH = 6.5 koncentracija
bromazepama niza od koncentracije broma-
zepama pre pocetka hidrolize, $to znaci da je pri
ovim uslovima hidroliza ireverzibilna. U ras-
tvoru u kome se odigravala hidroliza na pH = 1,
razlika apsorpcionih maksimuma, odnosno ra-
zlika koncentracija je najveca i smanjuje se sa
porastom pH.

Spektri bromazepama koji je bio izloZzena UV
zracenju snimljeni nakon 3, 51 7 ¢asova se po-
klapaju, iz ¢ega se moZe zakljuciti da do rekacije
hidrolize, odnosno promene u strukturi molekula
nije doslo (slika 8).
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Slika 3. Apsorpc. spektri rastvora bromazepama, t = 25°C, ¢ =2.5 x 107 mol/de, pH=1(a,b),pH=2(c, d),
pH=3(e,f) ipH =4 (g, h), pri otvaranju (a, c, e, g) i zatvaranju prstena (b, d, f, h); Bz — nehidrol. bromazep.

Figure 3. Absorption spectra of bromazepam, t = 25°C, ¢ = 2.5 x 107 mol/dm3, pH=1(a,b),pH=2(c, d),
pH=3(e,f) ipH=4 (g, h); b, d, f, h—reverse reaction of hydrolysis; Bz — non-hydrolised bromazepam.
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Slika 4. Apsorpc. spektri rastvora bromazepama, t = 37°C, ¢ =2.5 x 107 mol/de, pH=1(a,b),pH=2(c, d),
pH=3(e,f) ipH =4 (g, h), pri otvaranju (a, c, e, g) i zatvaranju prstena (b, d, f, h); Bz — nehidrol. bromazep.

Figure 4. Absorption spectra of bromazepam, t = 37°C, ¢ = 2.5 x 107 mol/dm3, pH=1(a,b),pH=2(c, d),
pH=3 (e, f) ipH=4 (g, h); b, d, f, h—reverse reaction of hydrolysis; Bz — non-hydrolised bromazepam.
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Slika 5. Apsorpc. spektri rastvora bromazepama, t = 45°C, ¢ =2.5 x 107 mol/dm3, pH=1(a,b),pH=2(c, d),
pH=3(e,f) ipH =4 (g, h), pri otvaranju (a, c, e, g) i zatvaranju prstena (b, d, f, h); Bz — nehidrol. bromazep.

Figure 5. Absorption spectra of bromazepam, t = 45°C, ¢ = 2.5 x 107 mol/dm3, pH=1(a,b),pH=2(c, d),
pH=3 (e, f) ipH=4 (g, h); b, d, f, h—reverse reaction of hydrolysis; Bz — non-hydrolised bromazepam.
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Slika 6. Apsorpc. spektri rastvora bromazepama, t = 55°C, ¢ =2.5 x 107 mol/dm3, pH=1(a,b),pH=2(c, d),
pH=3(e,f) ipH =4 (g, h), pri otvaranju (a, c, e, g) i zatvaranju prstena (b, d, f, h); Bz — nehidrol. bromazep.
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Figure 6. Absorption spectra of bromazepam, t = 55°C, ¢ = 2.5 x 107 mol/dm3, pH=1(a,b),pH=2(c, d),

pH=3 (e, f) ipH=4 (g, h); b, d, f, h—reverse reaction of hydrolysis; Bz — non-hydrolised bromazepam.

ZBORNIK RADOVA 2014

HEMIJA « 357



— 4h

0.8

0.0 —

T T T T
320 360 400
a) A (nm)

<
0.0 T T T T T T T T T 1
240 280 320 360 400
e) A (nm)
1.2
1.04 A
0.8+
< 06
0.4
024
0.0 T T T T T T T T T 1
240 280 320 360 400
9) A (nm)

—— 45min
—— 40 min
35 min
— 30 min
—— 25min
—— 20min
< —— 15min
—— 10 min
—— 5min
0 min
...... Bz
00 T T T T T T
240 280 320 360 400
b) A(nm)
1.24 .
1.047
0.8
<< 06-
0.4
0.2
0.0 T T T T T Yy 1
240 280 320 360 400
d) A (nm)
0.0 T T T T T T T L 1
240 280 320 360 400
f) A(nm)
1.24
<
0.0 T T T T T T 1
240 280 320 360 400
h) A (nm)

Slika 7. Apsorpc. spektri rastvora bromazepama, t = 60°C, ¢ = 2.5 x 107 mol/de, pH=1(a,b),pH=2(c, d),
pH=3(e,f) ipH =4 (g, h), pri otvaranju (a, c, e, g) i zatvaranju prstena (b, d, f, h); Bz — nehidrol. bromazep.

Figure 7. Absorption spectra of bromazepam, t = 60°C, ¢ = 2.5 x 107 mol/dm3, pH=1(a,b),pH=2(c, d),
pH=3(e,f) ipH=4 (g, h); b, d, f, h—reverse reaction of hydrolysis; Bz — non-hydrolised bromazepam.
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Slika 8. Apsorpcioni spektri rastvora bromazepama,
¢ =2.5x 107 mol/dm?, pH = 6.5, t=25°C, UV

Figure 8. Absorption spectra of bromazepam,
¢=2.5% 107 mol/dm’, pH = 6.5, t = 25°C, UV

Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata, dolazi se do
zakljucka da je reakcija hidrolize bromazepama
reverzibilna na pH vrednostima od 1 do 4, na
temperaturama do 55°C. Na temperaturama
iznad 55°C reakcija hidrolize postaje ireverzi-
bilna uz izdvajanje glicina i 2-amino-5-brom-
fenil piridin-2-il metanona. Takode je pokazano i
da se reakcije hidrolize odigravaju brZe na niZim
pH vrednostima, kao §to je o¢ekivano. Na tem-
peraturi od 60°C hidroliza je ireverzibilna, naj-
veéi udeo molekula bromazepama nepovratno je
razgraden na pH = 1, amanjinapH =2,314.

Pokazano je i da je bromazepam stabilan,
odnosno otporan na UV zracenje.
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Milica Peric

Spectrophotometric Evaluation of
Reverzibility of the Bromazepam
Hydrolysis

The influence of pH value, temperature and
UV irradiation on the reversibility of
bromazepam hydrolysis was evaluated in this
research. Since the products of irreversible hy-
drolysis, 2-amino-5-bromophynil pyridin-2-yl
methanone and glycine, are pharmacologically
inactive, the aim of this study was to spectropho-
tometrically determine conditions required for
regaining the structure that bromazepam had
prior to the hydrolysis. Hydrolysis was followed
by recording UV spectra of bromazepam in solu-
tions with pH values 1, 2, 3 and 4 at 25, 37, 45, 55
and 60 °C, after every hour, during 4 hours,
which is the time required for hydrolysis to be
completed. By increasing the pH value of each
solution up to 6.5, the reverse reaction of hydro-
lysis was initiated and comparison of those spec-
tra with the spectrum of unhydrolised
bromazepam suggested that the reaction was
complete at pH 1-4 at temperatures below 60°C.
At temperatures of 60°C, part of bromazepam
was permanently hydrolysed to 2-ami-
no-5-bromophynil pyridin-2-yl methanone and
glycine. It was also determinded that UV irradia-
tion had no effect on molecular structure at room

temperature combined with pH 6.5. o
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