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Note

Bestimmung von Verunreinigungen in Salicylséure durch Hochlei-
stungs-Fliissigchromatographie nach Computer gestiutzter Optimie-
rung der Trennparameter*

GUNTER EPPERT*, GERT LIEBSCHER, MANFRED IHRKE und GERD ARENDT
VEB Leuna-Werke “Walter Ulbricht”, 4220 Leuna (D.D.R.)
(Eingegangen am 17. Juni 1985; gednderte Fassung eingegangen am 30. September 1985)

Bereits frither konnten wir zeigen, dass sich die Reinheit der aus Natrium-
phenolat und Kohlendioxyd nach dem Kolbe-Schmitt-Verfahren hergestellten Sali-
cylsdure vorteilhaft planarchromatographisch charakterisieren ldsst!-2,

In der vorliegenden Arbeit wird iiber Untersuchungen technischer Salicylsdu-
ren (S) durch Hochleistungs-Fliissigchromatographie (HPLC) berichtet. Die Metho-
de eignet sich vorziiglich fiir eine schnelle und zuverlissige Reinheitskontrolle.

Grundlage der Trennung der Phenolcarbonsiuren waren die Umkehrphasen-
chromatographie und das Prinzip der Ionenunterdriickung (siche Ubersicht von
Schwarzenbach?).

Im konkreten Falle der Untersuchung der Rohsalicylsdure erwies sich eine
systematische Optimierung der Trennparameter insbesondere in Hinblick auf die spa-
tere Routinemethode als notwendig. Hierzu diente das Window-Diagramm-Verfah-
ren*.%, das sich in der HPLC bislang an Modellgemischen mit den Variablen pH-
Wert®, pH-Wert und Ionenpaarkonzentration’-¢, Ionenpaarkonzentration und Elu-
tionsmittelstirke” sowie pH-Wert, Elutionsmittel- und Ionenstirke® bewihrte.

EXPERIMENTELLER TEIL

Gerdte

Ein Fliissigchromatograph 1084 B (Hewlett-Packard) mit Detektor variabler
Wellenlinge Typ 79875A, ein Digital-pH-Meter MV 870 (VEB Pricitronic) und ein
Rechner CD 1604 A (Control Data) wurden benutzt.

Losungsmittel

Die Losungsmittel waren Methanol (M) rein (VEB Leuna-Werke) und frisch
destilliertes Wasser (W), vor der Chromatographie {iber eine G4-Fritte filtriert.
Testsubstanzen

Die Testsubstanzen waren Salicylsdure (S), 4-Hydroxybenzoesiure (4-HB),
2-Hydroxyisophthalsidure (2-HIP), 4-Hydroxyisophthalsidure (4-HIP), 3-Methylsali-

* Vorgetragen auf der 5. Merseburger Analytiktagung, 7.~9. September 1983, Merseburg, D.D.R.
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cylsaure (3-MS, o-Kresotinsiure), Phenol (P), 6-Hydroxytrimesinsdure (6-HT), 3-
Hydroxybenzoesdure (3-HB), alle aus eigenem Aufkommen.

Pufferlosungen

Der Puffer bestand aus je 0.04 M Borsiure, Phosphorsaure, Essigsidure (uni-
versalpuffer nach Lure!?). Die genaue pH-Wert-Einstellung erfolgte mit 5 M Phosp-
horsdure bzw. 4 M Natronlauge.

Proben
Die Proben waren Versuchsprodukte des VEB Leuna-Werke sowie Muster
verschiedener Firmen.

Bedingungen zur HPLC technischer Salicylsdure

Die Bedingungen waren: Trennsaule, 200 x 4,6 mm 1.D.; Kompaktphase,
LiChrosorb RP-8; Korngrosse, 10 um; Probenlosung, ca. 10 mg Probe pro ml M—-W
(3:1, v/v), Losungsmittel (Lm) A, Wasser—Pufferlésung (95:5), pH-Wert 2,4; Lo6-
sungsmittel B, Methanol; Dosiervolumen, 10 ul (=100 ug Probe); Fluss, 2 ml/min;
Lm B in A, 24%, pH-Wert der Mischung 2,7; Sdulenraumtemperatur, 313 K; Ent-
gasungstemperatur fiir A, 353 K; Entgasungstemperatur fiir B, 313 K; Messwellen-
ldngen, 214 nm, 314 nm; Signalabschwichung, 2%; Programm: 24% B, 4 min isokra-
tisch; 24 bis 55% B in 14 min; nach 5,8 min automatische Umschaltung von 214 auf
314 nm.

UNTERSUCHUNGEN UND ERGEBNISSE

Das vorliegende Trennproblem erforderte zunédchst die Ermittlung des fiir die
Trennung giinstigsten pH-Bereichs. Dazu wurden die Nettoretentionszeiten der in-
teressierenden Komponenten in wiéssriger Losung in einem bestimmten pH-Intervall
experimentell bestimmt und anschliessend die exakten Abhéngigkeiten nach bekann-
ten Gleichungen!!-'2 im gesamten pH-Bereich berechnet (Fig. 1).

In Ubereinstimmung mit entsprechenden Literaturangaben® darf man die be-
sten Trennergebnisse im pH-Bereich 2-3 erwarten, allerdings mit unakzeptablen
Trennzeiten im rein wéssrigen System.

Um den manuellen Aufwand bei der Optimierung mit dem organischen Lo-
sungsmittel (M) moglichst gering zu halten, entschlossen wir uns zur Anwendung
eines Computers und des Gradientenverfahrens von Marquardt!3. Hierfiir dienten
ausser den schon erwidhnten Gleichungen entsprechende empirische Beziehungen?®-14.
Die Ionenstirke wurde dabei vernachldssigt. Zur Berechnung des dreidimensionalen
Window-Diagramms mussten Retentionswerte bei fiinf diskreten pH-Werten im Be-
reich von pH 24 und bei jeweils fiinf verschiedenen Methanolkonzentrationen (0—
40 Vol.-%) ermittelt werden.

Der Erfolg einer Trennung hingt ausser von den Systemparametern sehr von
der quantitativen Probenzusammensetzung ab, die das Window-Verfahren nicht be-
riicksichtigt. Aus diesem Grunde wurde der Rechner nach Bedingungen abgefragt,
unter denen die Salicylsidure (Uberschusskomponente) im hinteren und Phenol (Spu-
renkomponente) im vorderen Chromatogrammteil erscheinen.

Nicht in die a-Wert-Strategie einzubeziehen sind bekanntlich auch die Trenn-
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Fig. 1. Abhingigkeit der Nettoretentionswerte tg der Phenolcarbonsiuren vom pH-Wert. Experimentell
bestimmte Messpunkte und durch Computer-Ausgleichs-Rechnung nach der Methode der kleinsten Qua-
drate berechnete Kurven (ausgezogen), Elutionsmittel Wasser, Universalpufferlésung. Bedingungen und
Bezeichnungen vgl. experimenteller Teil; Totzeit £y = 1,15 min (6-HT). Die eingezeichneten pK-Werte der
Sduren ergeben sich graphisch aus den Wendepunkten bzw. durch Rechnung. Sie stimmen gut mit an-
derweitig ermittelten Literaturwerten iiberein¢18,

zeiten. Im Anschluss an die entsprechend der rechnergestiitzten Optimierung fest-
gelegten isokratischen Bedingungen haben wir dementsprechend den nicht kritischen
hinteren Chromatogrammteil durch einen Losungsmittelgradienten verkiirzt (siche
experimenteller Teil). Ebenso vorteilhaft erwies sich die nachtrigliche Program-
mierung der Messwellenlinge, um ein peakflichenmaéssig ausgeglichenes Chroma-
togramm zu erhalten.

DISKUSSION

Nicht nur der pH-Wert, auch der M-Gehalt im Elutionsmittel beeinflusst die
Auftrennung der Salicylsdureverunreinigungen stark (Fig. 2a und b). Ein Vergleich
der beiden Figuren (pH 2,2 und 4,0) zeigt sehr iibersichtlich, dass alle Strukturen, die
im aciden Bereich einen zweiten Sechsring iiber H-Briicken bilden kénnen, bei nied-
rigerem pH-Wert (Fig. 2a) maximale Retentionswerte erreichen.

Aus dem Window-Diagramm der Optimierung liess sich ableiten, dass das in
erster Ndherung allein die Elutionsmittelstirke regulierende M insbesondere im vor-
deren Chromatogrammbereich die Selektivitdt merklich beeinflusst. Unter Beriick-
sichtigung aller Einflussgréssen optimierte Chromatogramme enthilt Fig. 3.



NOTES

ki

10 20 30 40 10 20 30
Me OH {Vol.-Teile) Me OH (Vol.-Teite)
Fig. 2. Abhingigkeit der Kapazititsfaktoren k; vom M-Gehalt bei pH 2,2 (a) und bei pH 4,0 (b) Uni-

versalpufferlésung. Bedingungen vgl. experimenteller Teil. MeOH = Methanol.
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Fig. 3. (a) Chromatogramm eines Gemisches aus Phenolcarbonsiuren und Phenol. Bedingungen siche
experimenteller Teil. (b) Chromatogramm von Salicylsiure techn. (VEB Leuna-Werke). Bedingungen siche

experimenteller Teil.
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TABELLE I

VERGLEICH SPEKTROPHOTOMETRISCH UND DURCH HPLC ERMITTELTER GEHALTE
FUR 4-HB UND P

Spektrophotometrische Methode aus Ref. 19.

Probe 4-HB (%) P (%)
Spektrophotometrie HPLC Spektrophotometrie HPLC
1 3,40 3,52 0,110 0,115
2 1,27 1,27 0,070 0,074
3 0,43 0,43 0,060 0,056
4 0,74 0,61 0,066 0,059
5 0,74 0,59 0,086 0,074
6 0,50 0,40 0,066 0,059
7 1,00 0,92 0,075 0,072
8 0,84 0,75 0,064 0,066
9 0,81 0,68 0,070 0,065
10 0,44 0,44 0,054 0,055
11 0,60 0,50 0,064 0,050
12 0,60 0,53 0,058 0,052

Ein Vergleich zwischen chromatographisch und spektrophotometrisch bestimm-
ten Gehalten an 4-HB und Phenol ergab gute Ubereinstimmung (Korrelations-
koeffizienten!s r4 yg = 0,998, rp = 0,942, Tabelle I).

Die chromatographische Untersuchung verschiedener Qualitdten roher und
gereinigter Salicylsdure (Tabelle IT) ldsst als stindige Verunreinigungen 4-HB, 4-HIP
und 3-MS erkennen, wihrend 2-HIP in der Mehrzahl der Proben nicht vorkommt.
3-MS stammt aus dem zu 0,1-0,5% im Reinphenol enthaltenen o-Kresol. Am Ta-
bellenende wurde als Vergleich die Zusammensetzung des bei der Synthese primir
anfallenden Natriumsalicylats aufgefiihrt. In keiner der Proben liess sich 6-HT nach-

TABELLE 11
HPLC UNTERSUCHUNGEN AN SALICYLSAUREPROBEN

Bedingungen siehe experimenteller Teil. £ = Total. n.n. = Nicht nachweisbar.

Proben-Provenienz  4-HB P 2-HIP 4-HIP 3-M X
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Ruménien 0,304 0,032 n.n. 0,026 0,066 0,428
Italien 1,450 0,096 0,008 0,307 0,089 1,950
Polen 0,035 n.n. n.n. 0,035 0,043 0,113
UdSSR 0,015 0,015 n.n. 0,490 0,065 0,585
DDR* 0,380 0,061 0,005 0,087 0,110 0,643
BRD 0,095 0,177 n.n. 0,279 0,058 0,609
BRD 0,018 n.n. 0,004 0,008 n.n. 0,030
Natriumsalicylat 4,496 4,88 0,116 0,441 0,043 9,976

* Salicylsdure techn., TGL 16300.
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weisen, deren Entstehung beim Kolbe-Schmitt-Verfahren durch abermalige Ein-
fithrung einer Carboxylgruppe aus den Hydroxyisophthalsduren denkbar ist. Die
Sdure fand sich aber in geringer Menge in den Sublimationsriickstinden der tech-
nischen Salicylsdurereinigung.
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