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5 HPLC-Methodenentwicklung zur Isomerentrennung

Die bei der N-Substitution des Benzimidazolgrundgeriistes entstehenden Isomere
machen eine nachfolgende Trennung erforderlich. Diese erfolgte aufgrund der
besseren Auftrennung der 5-(6)-OH-Benzimidazole gegenuber den analogen
5-(6)-Methoxy-Isomeren gréf3tenteils nach der Umsetzung der Methoxy- zu ihren
Hydroxyverbindungen. Herkémmliche s&ulenchromatographische Verfahren an
polaren stationaren Phasen wie Kieselgel oder Aluminiumoxid fuhrten aufgrund der
hohen Lipophilie der Verbindungen nicht zum Ziel. Erschwerend kam hinzu, dass es
sich bei den Isomeren um Stellungsisomere handelt, die sich lediglich in der Position
der Methoxy- bzw. Hydroxygruppe am Benzimidazol unterscheiden (5- oder
6-Position) (Abb. 40).

5-Hydroxy- bzw. 5-Methoxy-Isomer 6-Hydroxy- bzw. 6-Methoxy-lsomer

Abb. 40: Allgemeine Strukturformeln der Benzimidazol-lsomere (R; = OH, OCHy).

Aus diesem Grund wurde die MPLC an unpolaren stationaren Phasen als Trenn-
methode gewahlt. Zunéchst stand die Entwicklung einer geeigneten Methode im
analytischen Maf3stab im Vordergrund (HPLC), die dann auf eine praparative Saule
(MPLC) ubertragen werden sollte. Die Bedingungen muissen so gewahlt werden,
dass es zu einer guten Auftrennung der Isomeren kommt, wéhrend die

Retentionszeiten maglichst kurz sein sollten.

Eine chromatographische Stofftrennung wird im Wesentlichen durch die stationare
Phase, die mobile Phase, die Flie3geschwindigkeit und durch das zu trennende

Stoffgemisch bestimmit.
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5.1 Umkehrphasen-Chromatographie

Im Gegensatz zur klassischen Chromatographie, die mit polaren stationaren Phasen,
wie Aluminiumoxid oder Kieselgel und weniger polaren FlieBmitteln arbeitet, kommen
bei der Umkehrphasen-Chromatographie (reversed-phase-chromatography) un-
polare stationdre Phasen und polare FlieBmittel zum Einsatz. Hierbei werden
unpolare Substanzen stark zurlickgehalten, wahrend polare Stoffe leichter eluiert

werden 291,

5.2 Stationare Phase

Durch eine nachtragliche Oberflachenbehandlung des Kieselgels mit Organo-
chlorsilanen oder Alkoxychlorsilanen kann die Polaritdt umgekehrt werden und man
erhalt stationdre Phasen mit lipophilem Charakter. Zur Auftrennung der
synthetisierten Verbindungen wurde Eurospher 100 verwendet. Hierbei handelt es
sich um ein apolares Saulenmaterial, das sich durch hohe chemische und
mechanische Stabilitdt auszeichnet. Die Kieselgeloberflache ist mit Octadecylsilyl-
gruppen (RP-18) belegt.

5.3 Mobile Phase

Die Verwendung eines Puffers war zwingend notwendig um symmetrische Peaks
und eine ausreichende Auflosung zu erreichen. Eine mobile Phase aus den 3
Komponenten Acetonitril, Methanol und Acetatpuffer (pH 5.5) erwies sich als
geeignet. Die prozentuale Zusammensetzung des Laufmittels wurde an die jeweilige

Verbindung angepasst.
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54 Detektion

Die Detektion der zu trennenden Verbindungen erfolgte durch UV-Messung bei
300 nm. Alle Verbindungen wiesen aufgrund des Benzimidazolrings bei dieser

Wellenldnge eine ausreichende Absorption auf (Kap. 7).

5.5 Methodenentwicklung zur Isomerentrennung (MPLC)

Durch Variation der FlieBmittelkomponenten und der prozentualen Zusammen-
setzung wurde das Laufmittel optimiert. Ohne Pufferzusatz konnte keine Trennung
erreicht werden. Die Zusammensetzung der 3 Komponenten Acetatpuffer (pH 5.5),
Acetonitril und Methanol im Verhaltnis 60:20:20 erwies sich als optimal fur das
Trennungsproblem der 5- und 6-Hydroxy-lsomere. Abbildung 41 zeigt die Ver-

bindungen, die mittels MPLC in ihre Isomere aufgetrennt werden sollten.
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Abb. 41: Mittels MPLC zu trennende Isomerenpaare.
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Abbildung 42a zeigt exemplarisch fir das Benzimidazol 57b die Auswirkung der
unterschiedlichen prozentualen Zusammensetzung der mobilen Phase aus
Methanol (M), Acetonitril (A) und Acetatpuffer pH 5.5 (P). Durch Erhdéhung des
Pufferanteils kam es bei leichter Peakverbreiterung zur Erhéhung der Retentionszeit

und einer verbesserten Isomerentrennung.

n nv

a N N
350 ) HO@ \>—©fDH 350~ b) H3CD@ \>—©*OCH3
P:M:A &N \ a \
57b L@\O/\/ 3001 . \\Q\ o~

w1 40:30:30 .

250 P:M:A 250
50:25:25

200+ 200~

0 P:M:A 150- P:M:A
60:20:20 25:37.5:37.5
7 100 P:M:A

40:30:30 P:M:A
so- so- K 50:25:25
e |
lﬂl‘O 15'.0 20‘.0 0 5!0 1[)‘A0 15‘.0 20‘.0

T
0.1 5.0 25.0 30.0 35.0

25.0 28.8 1.

Abb. 42: Uberlagerung der HPLC-Chromatogramme der Isomerenpaare bei unterschiedlicher
prozentualer FlieBmittelzusammensetzung.
a) 57b
b) 54b

Ahnliche Beobachtungen lieRen sich fir Verbindung 54b machen (Abb. 42b). Der
Versuch, die Isomeren der analogen Methoxyverbindung zu isolieren, erwies sich
jedoch als deutlich komplizierter und wurde deshalb in der Reihe der Methoxy-
Isomeren nur an Verbindung 54b durchgefinhrt.

Wie bereits in Kapitel 4.8 beschrieben, erfolgte die Trennung der Stellungsisomere
der Ubrigen Verbindungen erst nach der Etherspaltung in Form der Hydroxy-
Verbindungen 57b, 57c, 57d und 57e. Wie aus Tabelle 10 ersichtlich kam es mit zu-
nehmender Lipophilie der Verbindungen zu einer Erhéhung der Retentionszeit. Die

Trihydroxyverbindung 57c¢ konnte nicht in ihre Isomeren getrennt werden.
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57b 60 20 20 14.36 17.67
57c - - - - -

57d 60 20 20 22.20 28.31
57e 60 20 20 21.43 27.56
54b 50 25 25 28.45 30.44

Tab. 10: FlieBmittelzusammensetzung und Retentionszeiten ty fiir die Isomerentrennung der
Verbindungen 57b, 57c, 57d, 57e und 54b. Il entspricht dem 6-Hydroxy- bzw.

6-Methoxy-Isomer, | entspricht dem 5-Hydroxy- bzw. 5-Methoxy-Isomer.

Tabelle 11 macht deutlich, dass die Bildung des Isomers mit der Hydroxygruppe in
6-Position bei der N-Substitution bevorzugt ist.

57b 60 40
57d 78 22
57e 76 24

Tab. 11: Isomerenverhéltnisse der Verbindungen 57b, 57d und 57e. Isomer | entspricht dem

5-Hydroxy-lsomer, Isomer Il dem 6-Hydroxy-Isomer.

5.6 Praparative Isomerentrennung

Ein Laufmittelgemisch aus Acetatpuffer, Methanol und Acetonitril im Verhaltnis
60:20:20 erwies sich bei der analytischen HPLC als optimal fur die Trennung der
Hydroxyverbindungen und wurde ebenfalls flr praparative Zwecke angewendet. Bei
der Trennung von Methoxyverbindung 54b musste der Pufferanteil auf 50%
herabgesetzt werden, da es sonst zu einer sehr starken Peakverbreiterung und
langer Retentionszeit kommt. Aufgrund der nur geringfligigen strukturellen
Unterschiede war die praparative Trennung nur in sehr kleinem Mal3stab moglich. Es
konnten maximal 3-4 mg Substanz aufgetragen werden, so dass fur eine Verbindung
bereits mehrere Durchlaufe erforderlich waren.
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Die gesammelten Fraktionen wurden vereinigt und zur Freisetzung aus ihren Salzen
mit einer 5%-igen NaHCOg3-LOsung versetzt und 10 Minuten gerthrt. Im Anschluss
konnte das Produkt mit Dichlormethan aus der wassrigen Phase extrahiert werden.
Nach dem Trocknen der organischen Phase Uber Na,SO, und Abziehen des

Lésungsmittels wurden die jeweiligen Isomere analysenrein erhalten.



