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Sposob oznaczania kwasow karboksylowych i pochodnych kwasoéw karboksylowych

Przedmiotem wynalazku jest sposob oznaczania kwasow karboksylowych i pochodnych
kwasow karboksylowych, zwlaszcza obecnych obok siebie, z wykorzystaniem metody
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Sposdb przeznaczony jest szczeg6lnie do
oznaczania chlorkow acylowych, bezwodnikow i kwasow acylowinowych.

Bezwodniki 0,0 -diacylowinowe (BDAW) stosowane sg jako substraty do syntezy
kwasow 0,0 ’-diacylowinowych (KDAW). KDAW wykorzystywane s3 do rozdziatu
mieszanin racemicznych — chiralnych amin, alkoholi czy alkaloidow. Stosowane sa gltéwnie
w przemysle farmaceutycznym przy produkcji lekow.

Kwasy i hydroksykwasy oraz ich pochodne oznaczane sa metodami chromatografii
cienkowarstwowej (TLC), wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), a takze
metoda chromatografit gazowej (GC). Analiza HLPC wykonywana jest na kolumnach z
odwrocong faza (RP), gdzie stosowane fazy ruchome sa roztworami wody (roztwory
buforowe o okreslonym pH) z réznymi rozpuszczalnikami organicznymi np. metanol,
acetonitryl (I. Mato, S. Sua’rez-Luque, J. F. Huidobro, Food Research International 38, 2005,
1175-1188, A review of the analytical methods to determine organic acids in grape juices and
wines). Jednak jezeli w oznaczanej probee oprocz kwaséw sg obecne bezwodniki fub chlorki
kwasowe, to mozna je oznaczy¢ tylko jako sume kwasow po odpowiedniej hydrolizie probki,
poniewaz bezwodniki i chiorki kwasowe w srodowisku wodnym ulegaja hydrolizie.

Problem ten pojawia si¢ w roznych procesach otrzymywania bezwodnikow i kwasow
karboksylowych, zwlaszcza acylowinowych, bez wzgledu na zastosowana metod¢ syntezy.
Najbardziej pozadane z technologicznego punktu widzenia byloby zastosowanie metody
wysokosprawnej chromatografii cieczowej, jednak, ze wzgledu na sktad fazy ruchomej dla

kolumn RP, bezwodniki, a takze chlorki kwasowe, hydrolizuja do odpowiednich kwasow, nie



mozna wiec ta metoda okreslic ich ilosci obok obecnych w mieszaninie kwasow
karboksylowych.

W literaturze nie znaleziono informacji na temat mozliwosci oznaczania obok siebie
roznych pochodnych acylowych kwasu winowego, takich jak np. bezwodniki i kwasy.

W analizie chemiczne] znany jest sposob postgpowania, zwany derywatyzacja,
polegajacy na otrzymywaniu pochodnych analizowanych zwiazkéw o korzystniejszej
charakterystyce fizykochemiczne). W przypadku kwasow 1 hydroksykwasow znane jest
wykorzystywanie reakcji estryfikacji lub sililowania kwasow w celu derywatyzacji
oznaczanych zwiazkow do odpowiednich estrow 1 pochodnych sililowych (I. Mato, S.
Sua'rez-Luque, J. F. Huidobro, Food Research International 38, 2005, 1175-1188, A review
of the analytical methods to determine organic acids in grape juices and wines).

O uzytecznosci derywatyzacji decydujg warunki jej przeprowadzania. Na przyktad
derywatyzacja przez estryfikacj¢ bezwodnikow diacylowinowych i chlorkow acylowych
alkoholami wymaga dlugiego czasu i/lub podwyzszonej temperatury reakcji. Taka procedura
przygotowania probki do analizy jest wigc zbyt ucigzliwa.

Celem wynalazku bylo zatem opracowanie metody pozwalajacej na zastosowanie
HPLC do oznaczania odpowiednich pochodnych kwasu winowego 1 kwasow
karboksylowych. W szczegolnosci celem wynalazku bylo opracowanie metody oznaczania
wszystkich reagentow obecnych obok siebie w trakcie syntezy odpowiednich pochodnych
acylowych kwasu winowego, z wykorzystaniem chromatografiit HPLC.

Cel ten zostal osiagniety dzieki zastosowaniu metody analizy posredniej, w ktorej
wlasciwa analize HPLC poprzedzono derywatyzacjg probki w celu przeprowadzenia fatwo
hydrolizowalnych zwiazkow w odpowiednio trwate amidy. Wiadomo jednak, ze amidy
kwasow diacylowinowych moga ulec deacylowaniu pod wptywem amin. Taki proces jest
znany na przyklad w przypadku reakcji odbenzoilowania N-benzyloamidu kwasu O,0 -
dibenzoilowinowego do N-benzyloamidu kwasu O-benzoilowinowego zachodzacej pod
wplywem amin (K. H. Bell Auwst. J. Chem., 40, 1723 (1987), Selective Aminolysis of
Benzoates and Acetates of a-Hydroxy Acids and Phenols with Benzylamine and Butan-1-
amine). Wiadomo roéwniez, ze w nadmiarze aminy moga powstawac¢ imidy, diamidy i/lub
amidy (Duhamel, T. Herman, P. Angibaud, Synth. Commun. 1992, 22, 735, An Easy Access
to (3R,4R)-0,0'-Diacyltartrimides).

Derywatyzacja probki musi zatem by¢ przeprowadzona w takich warunkach, ktore
eliminuja mozliwos$¢ deacylowania, gdyz mogtoby ono prowadzi¢ do mylnych wnioskow na

temat obecnosci oznaczanych zwiazkow w srodowisku reakcji.



Sposob oznaczania pochodnych kwasu winowego i/lub kwasow karboksylowych
metoda analizy chromatograficznej HPLC wedtug wynalazku charakteryzuje sie tym, ze do
probki oznaczanego zwiazku lub mieszaniny zwiazkow dodaje si¢ rozpuszczalnik i pierwszo-
lub drugorzedowa amine w ilosci od 1,5 do 3 czesci objetosciowych na 1 czes¢ masowa
oznaczanej probki, po czym, nie pdzniej niz po uptywie 60 min, probke zakwasza si¢ do pH
od 3,5 do 5,5, rozciencza faza ruchoma i poddaje analizie chromatograficznej metoda HPLC.

Korzystnie probke po pobraniu zabezpiecza si¢ przed dostgpem wilgoci.

Korzystnie jako rozpuszczalnik stosuje si¢ rozpuszczalnik polarny, najkorzystnie;
acetonitryl.

Korzystnie rozpuszczalnik stosuje sie¢ w ilosci od 25 do 40 czesci objgtosciowych na 1
czgS¢ masowga oznaczanej probki.

Korzystnie jako aming stosuje si¢ amine aromatyczna, najkorzystniej benzyloamine.

Korzystnie do zakwaszenia stosuje si¢ kwas octowy lub trifluorooctowy.

Korzystnie probke zakwasza si¢ po uptywie od 5 do 30 minut.

Korzystnie jako faz¢ ruchomg stosuje sie CH3CN/H,O/CH3;COOH w stosunku
objetosciowym (400 do 600) : (600 do 400) : (1,5 do 25)

Korzystnie pH fazy ruchome;j jest nie wigksze niz 3,5.

Korzystnie stosuje si¢ predkosc przeptywu od 0,5 do 1,5 V/min.

W sposobie wedlug wynalazku do derywatyzacji stosuje si¢ aming¢ pierwszo- lub
drugorzedowa, najkorzystniej benzyloaming. Benzyloamina reaguje szybko 1 w tagodnych
warunkach z bezwodnikami kwasowymi i chlorkami acylow, przeksztalcajac je odpowiednio
w amidosole i amidy, natomiast obecne w ukladzie kwasy tworza z nia odpowiednie sole
benzyloamoniowe. Odpowiednie rozcieficzenie probki przed dodaniem aminy i zakwaszanie
probki po czasie nie dluzszym niz 60 min, pozwolito catkowicie wyeliminowa¢ mozliwos¢
przebiegu deacylowania w czasie derywatyzacji. Po zakwaszeniu zderywatyzowane] probki,
w celu odbezpieczenia soli, otrzymuje si¢ mieszaning amidokwasow, amidow i kwasow,

nadajaca si¢ juz do analizy na RP-HPLC z detektorem UV-Vis.

W celu zweryfikowania sposobu wedtug wynalazku sporzadzono mieszaning wzorcow
symulujaca skiad derywatyzowanej probki z syntezy BDAW i wykazano na przykladzie
benzoilowych pochodnych, ze w warunkach analizy chromatograficznej (HPLC z detektorem
UV-Vis), zwiazki te doskonale dziela sie na zastosowanej kolumnie w uktadzie odwrocone)
fazy i daja na chromatogramie dobrze wyodrebnione piki. Czasy retencji oznaczanych

zwiazkow zostaly przedstawione w Tabeli 1.



Tabela 1.
Oznaczany zwigzek Czas retencji
(przed derywatyzacja) (min)
Kwas winowy (KW) 1,6
Kwas O-benzoilowinowy (KBW) 1,8
Kwas 0.0 -dibenzoilowinowy (KDBW) 26

Amid kwasu O-benzoilowinowego (ABW)

(Bezwodnik O-benzoilowinowy (BBW)) 28

Kwas benzoesowy (KB) 3.4

Amid kwasu benzoesowego (AKB) 6.2
(Chlorek benzoilu (CB)) ’

Amid kwasu 0,0 -dibenzoilowinowego (ADBW) 6.7

(Bezwodnik 0.0 -dibenzoilowinowy (BDBW)) ’

Chromatogram mieszaniny wzorcow z syntezy BDBW przedstawiono na rysunku.

Sposob wedlug wynalazku zostat blizej przedstawiony w przyktadach stosowania.
Analiz¢ HPLC probek wykonano przy uzyciu chromatografu cieczowego HP 1100 Firmy
Agilent Technologies z kolumng LiChrospher 100 RP-18 i detektorem UV-Vis przy dtugosci
fali od 200 do 280 nm. Parametry kolumny: 250 mm, ® 4 mm, grubo$¢ ziarna 5 um, nastrzyk
20 pl, predkos¢ przeptywu 1 ml/min. Faza ruchoma byt ukfad w czgsciach objetosciowych
CH;CN : H,0 : CH3;COOH = 500:500:2 0 pH= 3,2

Przyktad 1.

Benzoilowanie kwasu winowego
Probke mieszaniny reakcyjnej z syntezy bezwodnika benzoilowego na drodze benzoilowania
kwasu winowego chlorkiem benzoilu, w ktérej w roztworze toluenowym znajduje si¢ ok. 0,4
g surowcow i produktow, pobrano za pomoca ogrzanej strzykawki z metalowa igta przez
gumowe uszczelnienie i jak najszybciej przeniesiono do zwazonej 50 ml kolbki miarowej, po
czym kolbke zabezpieczono przed dostepem wilgoci. Po ostygnigciu, kolbke z probka
zwazono i dodano do niej 15 ml acetonitrylu, wymieszano i nastgpnie dodano 1,0 ml
benzyloaminy. Po uptywie 5 min dodano 16 ml 4% roztworu wodnego kwasu octowego. Po
rozpuszczeniu dopetniono do kreski faza ruchoma. Przed nastrzykiem na kolumne¢ HPLC
probke rozcienczono stukrotnie fazqg ruchoma. Zawartos¢ oznaczanych skladnikow
wyznaczono na podstawie krzywych wzorcowych przygotowanych w tych samych

warunkach analizy. Zawartosci poszczegoOlnych sktadnikéw mieszaniny wynosza KDBW



3,5%, KB 29,7%, CB 8,5%, BDBW 24,6%. Czasy retencji oznaczanych zwiazkéow
przedstawia Tabela 1.

Przykiad 2

Hydroliza bezwodnika dibenzoilowego
Probke mieszaniny reakcyjnej hydrolizy BDBW w wodzie, w ktérej w roztworze wodnym
znajduje si¢ okoto 0,4 g BDBW i KDBW, pobrano za pomoca ogrzanej strzykawki z
metalowsq igla przez gumowe uszczelnienie i szybko przeniesiono do zwazonej 50 ml kolbki
miarowej. Po ostygnieciu, kolbke z probka zwazono i dodano do niej 15 ml acetonitrylu,
wymieszano i nastgpnie dodano 1,0 ml benzyloaminy. Po uptywie okoto 5 min dodano 16 ml
4% roztworu wodnego kwasu octowego. Po rozpuszczeniu dopetniono do kreski faza
ruchoma. Przed nastrzykiem na kolumng HPLC prébke rozcienczono stukrotnie faza
ruchoma. Zawarto$¢ oznaczanych sktadnikow wyznaczono na podstawie odpowiednich
krzywych wzorcowych przygotowanych w tych samych warunkach analizy. Zawartosci
sktadnikow wynosza KDBW 25,6%, KB 0,02%, BDBW 0,04%. Czasy retencji oznaczanych
zwigzkow przedstawia Tabela 1.

Przyktad 3

Otrzymywanie N-benzyloimidu kwasu dibenzoilowinowego.
Probke mieszaniny reakcyjnej otrzymywania benzyloimidu monobenzoilowinowego (reakcja
KDBW z benzyloaming w ksylenie), w ktorej znajduje si¢ ok. 0,4 g surowcow 1 produktow,
pobrano za pomoca ogrzanej strzykawki z metalows igla przez gumowe uszczelnienie i
szybko przeniesiono do zwazonej 50 ml kolbki miarowej. Po ostygnigciu, kolbke z probka
zwazono i dodano do niej 15 ml acetonitrylu, wymieszano i nastgpnie dodano 1,0 ml
benzyloaminy. Po uptywie 5 min dodano 16 ml 4% roztworu wodnego kwasu octowego. Po
rozpuszczeniu dopelniono do kreski faza ruchoma, CH3CN/A (1:1). Przed nastrzykiem na
kolumng HPLC probke rozcienczono stukrotnie faza ruchoma. Zawarto$¢ oznaczanych
sktadnikéw wyznaczono na podstawie krzywych wzorcowych przygotowanych w tych
samych warunkach analizy. Zawarto$ci sktadnikow wynosza KDBW 3%, KB 38%, ADBW
2%, diamid 4%, imid monobenzoilowinowy 43%, imid dibenzoilowinowy 29%. Czasy

retencji oznaczanych zwigzkéw przedstawia Tabela 2.



Tabela 2
Oznaczany zwiazek Czas retencji
(przed derywatyzacja) (min)
Imid benzylowy kwasu O-benzoilowinowego 10,3
Diamid benzylowy kwasu 0,0 -dibenzoilowinowego 245
Imid benzylowy kwasu O, O -dibenzoilowinowego 52,3
Przykiad 4

Anizoilowanie kwasu winowego

Probke mieszaniny reakcyjnej z syntezy bezwodnika dianizoilowego przez anizoilowanie
kwasu winowego chlorkiem anizoilu w toluenie, w ktorej znajduje si¢ ok. 0,4 g surowcow i
produktow pobrano, przygotowano i wykonano analiz¢ HPLC jak w przyktadzie 1. Zawartos¢
oznaczanych sktadnikow wyznaczono na podstawie odpowiednich krzywych wzorcowych
przygotowanych w tych samych warunkach analizy. Zawartosci sktadnikow wynosza KA
1,5%, CA 2,2 %, BDAW 52 %. Czasy retencji anizoilowych pochodnych kwasu winowego
po derywatyzacji benzyloaming przedstawia Tabela 3.

Tabela 3.
Oznaczany zwiazek Czas retencji
(przed derywatyzacja) (mun)
Kwas winowy (KW) 1,6
Kwas 0,0 -dianizoilowinowy (KDAW) 2.8
Kwas anyzowy (KA) 35
Amid kwasu anyzowego (AKA) 6.3
(Chlorek anizoilu (CA)) ’
Amid kwasu 0.0 -dianizoilowinowego (ADAW) 79
(Bezwodnik 0,0 -dianizoilowinowy (BDAW)) )

Przyktad S

Otrzymywanie kwasu diizopropoksybenzoilowinowego
Probke mieszaniny poreakcyjnej z syntezy kwasu diizopropoksybenzoilowinowego,
zawierajaca kwas diizopropoksybenzoilowy, chlorek tionylu i kwas winowy, w

dimetoksyetanie, w ktore) znajduje sig ok. 0,4 g surowedw i produktow pobrano,



przygotowano i wykonano analize HPLC jak w przyktadzie 1. Zawartos¢ oznaczanych
sktadnikow wyznaczono na podstawie odpowiednich krzywych wzorcowych przygotowanych
w tych samych warunkach analizy. Zawartosci sktadnikow wynosza KW 5,61%, KMDIPBW
15,9%, KDIPB 1,0%. Czasy retencji diizopropoksylowych pochodnych kwasu winowego po

derywatyzacji benzyloaming przedstawia Tabela 4.

Tabela 4.
Oznaczany zwigzek Czas retencji

(nrzed dervwatvzacial (min)

Kwas winowy (KW) 1,6

Kwas O-monodiizopropoksybenzoilowinowy 31

(KDIPBW) ’
Kwas diizopropoksybenzoesowy (KDIPB) 6.3
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