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Helmut Egg
Uber den Nachweis von Benzodiazepinen mit der Farbreaktion nach

Sawicki und Johnson

Aus dem Institut fir Organische und Pharmazeutische Chemie der Universitit Innsbruck
(Eingegangen am 28. Mai 1975).

Die Untersuchung der Farbreaktion von 1,4-Benzodiazepinonen 2 mit 2,5-Dimethoxytetrahy-
drofuran (1) und 4-Dimethylaminobenzaldehyd ergab, daBl als Primirprodukte 2-(1-Pyrrolyk
acetylamino)-benzophenone gebildet werden. Es wird gezeigt, dal die Empfindlichkeit der
Reaktion, die vor allem zum Nachweis von 2 auf DC-Platten geeignet ist, in gesetzmiBiger Weise
von den Substituenten abhingig ist.

Detection of Benzodiazepines with the Colour Reaction by Sawicki and Johnson

The investigation of the colour reaction of 1,4-benzodiazepinones 2 with 2,5-dimethoxytetra-
hydrofurane (1) and 4-dimethylaminobenzaldehyde has shown that the primary products
formed are 2-(1-pyrrolyl-acetylamino)-benzophenones. The sensitivity of this reaction, which
is useful for the detection of 2 on thin-layer plates, depends on the substituents of 2.

In einer 1970 von Haefelfinger') publizierten Arbeit iiber den Nachweis primirer
Amine auf Diinnschichtplatten mittels der Farbreaktion von Sawicki und Johnson?
(Schema 1) wird erwihnt, dal auch einige Benzodiazepine trotz des Fehlens einer
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1 P. Haefelfinger, J. Chromatogr. (Amsterdam) 48, 184 (1970).
2 F. Sawicki und H. Johnson, Chemist-Analyst 55, 101 (1966).
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primdren Aminogruppe positiv reagieren. Die Benzodiazepine wurden auf Silicagel-
schichten mit Hilfe der iiblichen mobilen Phasen chromatographiert. Nach dem Ent-
wickeln wurden die DC-Platten mit einer 1 proz. Losung von 2,5-Dimethoxytetra-
hydrofuran (1) in Eisessig bespriiht und 5—10 min auf 100° erwirmt. Bei Diazepam
und Nitrazepam fiihrte anschlieBendes Besprithen mit einer 2 proz. Losung von 4-Di-
methylaminobenzaldehyd in Eisessig/konz. HCI zur Ausbildung rotvioletter Flecke.
Als Erkldrung fir dieses Verhalten fithrt der Autor an, da es sich hier um Verbin-
dungen handelt, welche ,,durch Spaltung oder Umwandlung in primire' Amine iiber-
gefiihrt werden konnen.* Exakte Untersuchungen tiber die bei dieser Reaktion ent-
stehenden Produkte, die fiir das Auftreten der Farbe verantwortlich sind, liegen aller-
dings nicht vor. Diese Liicke wurde mit der vorliegenden Studie geschlossen, deren
Ziel es war, die beim Umsatz von Benzodiazepinen mit 1 gebildeten Reaktionspro-
dukte zu isolieren und ihre Struktur zu ermitteln.

Orientierende Vorversuche mit rund 30 Benzodiazepinen der in Abb. 1 dargestell-
ten Strukturen ergaben, daf} ausschlieflich 2,3-Dihydro-1H-benzo-f-1,4-diazepin-2-
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one 2 eine positive Reaktion mit 1 und 4-Dimethylaminobenzaldehyd zeigen. Dieser
Befund steht in Einklang mit den von Haefelfinger mitgeteilten Resultaten.

Als Grundlage fiir eine Prognose iiber den Reaktionsablauf diente das Schema 2,
welches die bekannten Abbau- und Umlagerungsreaktionen von 2 wiedergibt. Danach
sind drei Abbau- bzw. Umlagerungsprodukte mit primirer Aminogruppe (3, 4 und
§) moglich, die beim Umsatz mit 1 zur Bildung von 6, 7 oder 8 fithren kdnnten
(Abb. 2).

Da 6 und 8 gezielt aus 3¥ und 5 synthetisiert werden konnen, sollte es moglich
sein, bereits durch einfache dc Vergleiche wichtige Informationen iiber die Reak-
tion zu erhalten. Die in Tab. 1 angefiihrten 2, die entsprechenden Chinolone § und

3 J. Gloede, K. Poduska, H. Gross und J. Rudinger, Coliect. czecchoslov. chem. Commun. 33,
1307 (1968).
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Tab. 1: Umgesetzte Diazepine

R’ R® R’
2a Nitrazepam H Phenyl NO,
2b Bromazepam H 2-Pyridyl Br
2c Clonazepam H o-Chlorphenyl NO,
2d Diazepam CH, Phenyl C1
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Glycin (3) wurden mit iiberschiissigem 1 in Eisessig am siedenden Wasserbad umge-
setzt und anschliefend auf Silicagel chromatographiert. Dabei ergab sich eindeutig,
daB 6 und 8 als mogliche Reaktionsprodukte ausscheiden. Die in durchweg sehr
schlechten Ausbeuten aus 2 gebildeten Pyrrole, deren Reindarstellung mittels prip.
DC erfolgte, wurden auf spektroskopischem Wege als 2-(1-Pyrrolyl-acetylamino)-
benzophenone 7 identifiziert.

Die H-NMR-Spektren der Pyrrole 7a-c zeigen in Einklang mit der angenommenen Struktur ein
Singulett bei § = 4,7-4,8 ppm fiir -CO-CH;- und 2 Tripletts bei § = 6,3 und 6,7 ppm (J = 2,2 Hz)
fir den Pyrrolrest. Ein davon abweichendes Aussehen hat das Spektrum des von Diazepam abge-
leiteten Pyrrols 7d, das iiberraschenderweise fiir die -CO-CH,-Gruppierung ein AB-System bei
8=4,42und 4,56 ppm mit J , g = 15 Hz aufweist.

Das Massenspektrum von 7d zeigt neben dem Molekiil-ion mit m/e = 352 folgende wichtige
Fragmente: 245 (2-Methylamino-5-chlorbenzophenon),

+ + =
105 @—c=o und 80 CH2—1\©

Die IR-Spektren zeigen im Carbonylbereich fiir 7a-c drei Banden bei 1690, 1650 und 1570
ecm ! (Benzophenon, Amid T und Amid I1), fiir 7d eine einzige, sehr starke Bande bei 1670 cm™ '

Die Pyrrole 7 wurden durch Kupplung mit p-Dimethylaminobenzaldehyd in Eisessig/HCl konz.
in spontaner Reaktion in rotviolette Farbstoffe umgewandelt, welchen die nicht niher untersuch-
te Struktur 9 zugeschrieben wird:
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Die Absorptionsmaxima liegen, abgesehen von einzelnen geringen Abweichungen, bei 560 nm,
die molaren Extinktionskoeffizienten zeigen eine deutliche Abhingigkeit vom Substituenten R'.
Bei R! = H liegen die €-Werte zwischen 5000 und 10000, bei R! = CH3 zwischen 20000 und
25000.

Reaktionsmechanismus

Vermutlich wird die Bildung von 7 durch den elektrophilen Angriff eines Carbonyl-
C-Atoms des intermedidr aus 1 gebildeten Succindialdehydes am N-4 des Diazepin-
ringes eingeleitet, gefolgt von der Offnung der Azomethinbindung und Ausbildung
des Pyrrolringes durch Abspaltung von 2 Molen Wasser. Weniger plausibel erscheint
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eine primir eintretende hydrolytische Spaltung der Azomethinbindung durch die
Einwirkung des heiflen Eisessigs und anschlieRende Reaktion der dabei gebildeten
primdren Aminogruppe mit Succindialdehyd. Benzodiazepinone 2 sind ndmlich im
allgemeinen stabil gegeniiber Eisessig und bleiben auch bei mehrstdg. Erwirmen in
Eisessig unverindert.

Die Reaktivitat von 2 gegeniiber 1 ist in gesetzmifiger Weise von den Substitu-
enten R' und R® abhingig. Diese Gesetzmiigkeiten wurden einerseits von den pho-
tometrisch bestimmten Produktausbeuten, andererseits den Nachweisgrenzen auf
Diinnschichtplatten abgeleitet.

Bei R® handelt es sich in der Hauptsache um Phenyl oder o-substituiertes Phenyl.
Es zeigte sich, daf® mit zunehmender Grofe des o-Substituenten die Reaktivitat von
2 sehr stark absinkt. Bei dieser Reaktivitidtsminderung spielen sicherlich neben meso-
meren und induktiven Effekten auch sterische Faktoren eine wichtige Rolle. Durch
o-Substituenten wird der 5-Phenylring mehr oder weniger aus der Molekiilebene
herausgedreht und dadurch nicht nur die Molekiilgeometrie, sondern auch die 7-Elek-
tronenverteilung verindert. Der Zusammenhang zwischen der Reaktivitit und den
von Seiler™ im Rahmen von Struktur-Aktivitits-Untersuchungen aus UV-Daten er-
rechneten Verdrillungswinkeln  ist aus Tab. 2 ersichtlich.

Tab. 2: Abhdngigkeit der Ausbeuten bzw. dc Nachweisgrenzen von den Substituenten R und
R® der Benzodiazepine 2 beim Umsatz mit \ und 4-Dimethylaminobenzaldehyd

R! R® R’ '] Ausbeute (%) Nachweisgrenzen (ug)
H Phenyl Cl 28° 3 0,05
H o-Fluorphenyl Cl 32° 1 0,1
H o-Chlorphenyl Cl 48° 0,1 1

H o-Bromphenyl Cl 55° 1

H p-Chlorphenyl Cl 28° 0,1
CHj Phenyl Cli 28° 0,8 0,1
CHj4 o-Fluorphenyl Ci 32° 0,3 0,5
CH; o-Chlorphenyl Cl 48° 0,02 10
CHj o-Tolyl Cl §3° 10
H Pheny! NO, 3 0,05
H o-Fluorphenyl NO, 0,1
H o-Chlorphenyl NO, 1
CH;3 Phenyl NO, 0,8 0,1
CHj o-Fluorphenyl NO, 0,5
H Phenyl H 0,05

4 R.IL Fryer und L.H. Sternbach, J. org. Chemistry 30, 524 (1965).
5 P. Seiler, interne Mitteilung
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So wird z. B. durch o-Fluor (¥ = 32°) die Reaktionsgeschwindigkeit auf etwa die
Hilfte des bei unsubstituiertem Phenyl (= 28°) beobachteten Wertes, bei o-Chlor
(¥=48") auf ca. ein Zwanzigstel erniedrigt. p-Chlor, das keinen Einfluf auf den Ver-
drillungswinkel hat (¥= 28°), beeinflufit auch nicht die Reaktionsgeschwindigkeit.

R! kann bei den hier untersuchten 2 H oder CH; vorstellen. Eine stabilisierende
Wirkung von Substituenten in 1-Stellung wird in der Literatur® erwihnt und ist auch
bei dieser Reaktion feststellbar, Bei R' = CH, sinkt die Reaktionsgeschwindigkeit auf
ein Viertel der an unsubstituierten 2 (R' = H) ermittelten Werte.

Von R7 wurde kein nennenswerter Einflu8 auf die Reaktion festgestellt.

Die experimentellen Arbeiten wurden in der Kontrollabteilung der Firma F. Hoffmann — La
Roche & Cic., Basel durchgefiihrt, der auch an dieser Stelle fiir die Moglichkeit zur Ausfithrung
dieser Arbeit verbindlichst gedankt wird.

Mein besonderer Dank gilt Herrn Dr. Arnold und Herrn Dr. Vetter fir die Aufnahme und
Interpretation der NMR- und Massenspektren.

Beschreibung der Versuche

Allgemeine Vorschrift zur Herstellung von 7

10 mg 2 werden in 1 ml Eisessig gelost und nach Zugabe von 0,01 ml 1 10 min am siedenden
Wasserbad erwirmt.

a) Fiir dc Untersuchungen wird die Reaktionslosung mit Essigester auf 10,0 ml verdiinnt.
Schicht: Kieselgel GF 354 Merck, 0,25 mm. Mobile Phasen: Ather-Dichlormethan-Methanol
(45 + 30 + 1) oder Essigester-Heptan (1 + 1). Sichtbarmachung: Bespriihen mit einer 2 proz.
Losung von 4-Dimethylaminobenzaldehyd in Eisessig/HCl konz. (85 + 15).

b) Zur Ausbeutebestimmung wird die Reaktionslosung mit 1 ml der 2 proz. 4-Dimethylamino-
benzaldehydlosung versetzt, mit Eisessig auf 20,0 ml verdiinnt und photometriert.

Reindarstellung von 7a mittels prip. DC

35 mg 2a wurden in 0,5 ml Eisessig mit 0,04 ml 1 30 min am siedenden Wasserbad erwirmt.
Der Ansatz wurde auf Eis gegossen und mit Essigester extrahiert. Nach Verdampfen des Essig-
esters verblieben 45 mg eines braunen Ols, das groftenteils aus nichtumgesetztem 2a, wenig
7a und verschiedenen Zersetzungsprodukten bestand und mittels prap. DC aufgetrennt wurde:
Schicht: Kieselgel Merck, 2 mm. Mobile Phase: Ather-Dichlormethan-Methanol (45 + 30 + 1).
Strichformige Auftragung der Losung obigen Rohproduktes in 5 ml Dichlormethan.

Zur Gewinnung von spektroskopisch reinem 7a muflte die dc Reinigung zweimal wieder-
holt werden: 0,9 mg (2 % d. Th.)

In gleicher Weise wurden 7b-d hergestellt und gereinigt.

6 J.T. Carstensen, K.S.E.SU, P, Maddrell, J.B. Johnson und H.N. Newmark, Bull. of the
Parenteral Drug Assoziation 25, 193 (1971).

Anschrift: Dr. H. Egg, A-6020 Innsbruck, Innrain 52a. [Ph 591]



