
510 JOURNAL Ol? CRROMATOGRAPHY 

DIE QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON d”-r7P-HYDROSYijSTREN- 

DERIVATEN UND DEREN ANWENDUNG ZUR 

STABILITATSPRUFUNG VON TABLETTEN-ZUBEREITUNGEN 

HERBERT G. GiiNSHIRT UND J. POLDERMAN 

Pharmazeutische Forscl~zcngslaboratoy~e~~, N.V. Organon, 
Oss (Die Niedevlande) 

(Eingegangen den 23. April 1964) 

In jtingster Zeit haben d*-x+Hydrosyiistren-Derivate in Form von Arzneimitteln 
grosse Beachtung gefunden. Uber die StabilitZtspriifung verschiedener t)strenol- 
Tablettenzubereitungen liegt bereits eine qualitative Untersuchung von FOXKENS 

UND POLDERMAN~ vor. Mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie stellten die Autoren 
fest, dass die ostrenole und ihre Arzneiformen in Abhangigkeit von der r7c+Substi- 
tution unterschiedliche Stabilitat aufweisen. Durch Zufiigen entsprechender Stabili- 
satoren konnte, so weit aus den qualitativen Untersuchungen zu schliessen war, die 
Haltbarkeit wesentlich verbessert werden. 

Es erschien uns nun interessant, diese qualitativen Befunde mit einer geeigneten 
quantitativen Methode eingehend zu prtifen. Da bei der Umsetzung der t)strenole 
zahlreiche Sekundarprodukte auftreten, war es naheliegend eine Methode zu suchen, 
womit das noch vorhandene unveranderte ostrenol bestimmt werden konnte. Wir 
benutzten dazu das von den genannten Autoren verwendete diinnschichtchromato- 
graphische Verfahren zum Abtrennen des noch vorhandenen 0strenols von seinen 
Umsetzungsprodukten und arbeiteten eine Methode zur quantitativen Bestimmung 
der &trenolflecke aus. 

Verschiedene Moglichkeiten wurden in Betracht gezogen, zum Beispiel die Aus- 
wertung der Fleckenflache wie es von PURI)Y UND TRUTER~-4, sowie von anderen 
Autoren5 angegeben wurde und die kolorimetrische Bestimmung der t)strenole mit 
einem geeigneten Reagenz nach Lokalisieren auf dem Chromatogramm und Estraktion 
in Anlehnung an einc Methode wie sie z.B. friiher fur die Analyse von GallensZure 
beschrieben wurdeee7. 

EXPERIMENTELLERTEXL 

Verwendete Geriite . 

(I) Perk&Elmer 4000 A, Spectracord, Spektrophotometer. 
(2) Ultraviolett-Strahlungsquelle zum Nachweis der Flecke : Ultra-Violett 

Equipment, C-3, Black Light Eastern Corp., Bayside, N.Y. 
(3) Schablone zur Herstellung der Sorptionsschichten : Unoplan@-Leveller 

No. 2810, Shandon Scientific Company Ltd., 65 Pound Lane, London N.W. IO. 
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(4) Streichger~t zur H&stellung der Sorptionsschichten: Selbsthergestelltes 
G&it fiir 250 p Schichtdicke. 

(5) Glastrennkammern der Fa. Desaga, Hauptstr. Go, Heidelberg. * 

(6) &Pipetten. / 

Reagentien 

Kieselgel, G, Kieselgel H und Kieselgel HI? (Merck, Darmstadt), 
Heptan, normal (Merck, Darmstadt, No. 4365). 
Aceton, p.a. (Merck, Darmstadt). 
Methylenchlorid, frisch destilliert. (Mit diesem Methylenchlorid hergestellter 

Blindwert darf sich nicht anfgrben) ., 
Schwefels&ure 95-97 Y-, p.a. (Merck, Darmstadt). 
Verdiinnte Schwefelsgure: SchwefelsGure ‘/3 = Schwefelstiure-Wasser (70 : 30, 

V/V). 
Verdiinnte Schwefels&ure : Schwefelsgure B/Z = SchwefelsZure-Wasser (So : 20, 

V/V)’ 
SchwefelsZure in Athanol : Schwefelsgure-Athanol (I : 99, V/V). 
EssigsZure g6,%, p.a. (Merck, Darmstadt, No. 90061). 
Vanillin-Reagenz : 400 mg Vanillin in IO ml Eisessig aufltisen. 

(a> Aztswertz~~g der FZeckeutfCichen nach Beqbriihen nzit Schwtsfehiiure 

Urn miiglichst homogene Sorptionsschichten herstellen zu kijnnen, *wurde die Uno- 
plan@-Schablonc, die einen ebenen ubergang der TrZgerglasplatten such bei unter- 
schiedlicher Dicke gewzhrleistet, verwendet. Als Sorptions.material diente ohne 
Gipszusatz hergestelltes Kieselgel H bzw. HF, dessen Suspension die Konsistenz 
beim Stehen nicht vergndert. Das Mengenverhgltnis Kieselgel-Wasser wurde wie 
allgemein iiblich* gewZhlt . Das Sorptionsmaterial wurde mit einem “Waring-Blender” 
vollkommen homogen suspendiert und mit einem Streichgergt so gleichmgssig wie 
miiglich mit einer Schichtdicke von 250 ,u ausgestrichen. Das von der Lieferfirma 
der Unoplan Schablone bezogene StreichgerZt befriedigte nicht, Es ist der Schablone 
nicht genau angepasst und ermijglicht keine sichere Fiihrung. Daher wurde ein 
selbst hergestelltes, die Vorteile der Schablone ausnutzendes Streichger%t verwendet. 
Das Desaga* Streichgerst konnte auf Grund seiner Abmessungen nicht in Verbindung 
mit der Unoplan-Schlabone eingesetzt werden. Beim Auftragen der Standardld- 
sungen wurden die Hinweise von PURDY UND TRUTER 39 d befolgt. Es wurden Standard- 
lijsungen verschiedener Konzentration hergestellt und immer dasselbe Volume (IO ,ul) , 
in -Form eines Tropfens, mit einer geeichten &Pipette, 1.5 cm vom unteren Platten- 
rand entfernt, aufgebracht . 

Nach Einwirken des Fliessmittels - Heptan-Aceton (60 : 30) - iiber eine Trenn- 
strecke von IO cm und Abdarnpfen des Liisungsmittelgemisches an der Luft, wurde 
mit Schwefelsgure in tithanolischer Ltisung mijglichst gleichm&sig bespriiht und 
IO Min. auf roo” erhitzt. Unter U.V.-Licht (366 rnp) wurden die gelb fluoreszierencjen 
Mecke sorgfgltig mit einer Nadel aufgezeichnet und der Fleckenumriss mit Hilfe von 

* Fa. Desaga, Heidelberg, D.B.R., Hauptstr. 60. 
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Transparentpapier auf gutes Schreibpapier kopiert, ausgeschnitten und die Papier- 
flgche gewogen. Die Daten einer solchen Untersuchung mit Athyliistrenol sind in 
Tabelle I wiedergegeben. 

TABELLE I 

,... 
.4ufgebrachte Menge XJ (,uug) 
log w 
Papiergcwicht cler lcopierten Fleclie (mg) 
Fleclcenfl%che f (mm") 
d? 
.Srcl, y0 (bei 4 Bestimmungen) 

5 IO 20 40 80 
0.7 ES z, 1.6 I.9 
4.72 9.40 IO.97 

7= 94 126 I45 I69 
S.5 9.7 II.2 12.0 13.0 
7.5 7.5 4.8 5 .2 3.6 

* Die angegebcnen Werte sincl Wttelwerte von 4 Bestimmungen. IO mm Flcclcenfl~che cnt- 
sprachen 0.65 mg F’apiergewicht. 

(b) Dzwchf$ihrwa~ der kolorimetrisclten Bestimmztng nach Chromatogra$hie, Lokalisierung 
wit Joddanqbf zmd anschliessender Extraktion der &trenoZflecke 

Chvowzatographzie. Die Herstellung der Kieselgel-Sorptionsschicht ist bier nicht kri- 
tisch. Sowohl Kieselgel G, wie such H kdnnen verwendet werden. Die in Tabelle III 
angegebene Menge Standard und die in Tabellc V angeftihrte Menge Tabletten- 
estrakt wird 1.5 cm vom unteren Plattenrand entfernt mit Hilfe von &Pipetten 
aufgetragen. Fliessmittel, Heptan-Aceton (Go :30) iiber eine Trennstrecke von IO cm 
einwirken lassen. Nach Abdampfen des Fliessmittels an der Luft, Platte in Jod- 
atmosphZre stellen. Die nach 15-30 Sek. erscheinenden Steroidflecke mit einer Nadel 
anzeichnen. Anschliessend die Platte solange im Dunkeln bei Zinunertemperatur 
aufbewahren, bis die braune Anfgrbung der Flecke nicht mehr zu sehen ist. Dann die 
angezeichneten Flecke abkratzen und in 5 ml. Zentrifugengl5ser mit eingeschliffenen 
Glasstopfen iiberfiihren. In derselben Weise einen leeren Kieselgelfleck als Blindwert I 
von der Platte abkratzen und verarbeiten. 

Kolorimetrische Bestimmung. In alle Zentrifugenglaser, die in Tabelle III ange- 
ftihrte Menge Methylenchlorid pipettieren, 3 Min. krgftig schtitteln und zentrifugieren. 
Von der klaren iiberstehenden L&sung I ml in Reagenzglgser pipettieren. In ein 
weiteres Reagenzglas 1 ml Methylenchlorid abmessen (Blindwert II). Lijsungsmittel 
auf dem Wasserbad unter Verwendung von Wasserstrahl-Vakuum abdampfen. 
Da die t)strenole lichtempfindlich sind, schnell weiter arbeiten. Wird die Vanillin- 
SchwefelsCiure-Reaktion benutzt, so gibt man zum Riickstand 0.5 ml Vanillin- 
Reagenz und vorsichtig, so dass zun&hst keine Mischung stattfindet 3.5 ml Schwefel- 
sgure 7/3. Anschliessend wird gut umgeschiittelt. Wird die Schwefel&iurereaktion 
verwendet, so gibt man zum Riickstand 0.5 ml Eisessig und vorsichtig, so dass 
zunachst keine Mischung stattfindet 3.5 ml SchwefelsZure s/2. Anschliessend wird 
wieder gut umgeschiittelt. Nach Aufbewahren der Reaktionsgemische unter den in 
Tabelle III angefiihrten Bedingungen misst man in I cm-Kiivetten bei den angegebe- 
nen Wellenl5ngen unter Verwendung des Methylenchloridblindwertes (Blindwert II). 
Der Kieselgelblindwert (Blindwert I) darf gegen den Methylenchloridblindwert 
gemessen, keine Extinktion aufweisen. 

Um bei Stabilit2itsuntcrsuchungen den Analysenfehler mijglichst nieder zu 
halten (vgl. Tabelle IV) ist es zweckm2ssig pro Bestimmung jeweils 3 Standard- 
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und 3 Tablettenextraktfleclce auf eine Platte aufzubringen. Die erhaltenen Extink- 
tionswerte fiir Standard und Tablettenextrakt werden dann gemittelt und daraus der 
G,ehalt pro Tablette berechnet. 

DISKUSSTON DER RRGEBNISSE 

Bei dem Versuch die Fleckeni%ichen chromatographierter Standardmengen der 
Ustrenole quantitativ auszuwerten, fanden wir such im vorliegenden Fall die von 
PURDY UND TRUTER~ angegebene lineare Abhangigkeit zwischen der Quadratwurzel 
der Fleckenfl&zhe und dem Logarithmus der aufgebrachten Men&. Die Reprodu- 
zierbarlceit des Verfahrens war jedoch wie aus dem in Tabelle I wiedergegebenen 
Beispiel zu ersehen ist, such bei Verwendung moglichst homogener Sorptions- 
schichten und Aufbringen der Steroidlbsungen unter standardisierten Bedingungen 
nicht bcfriedigend. Da aus den pharmazeutischen Zubereitungsformen teilweise noch 
Hilfsstoffe mit extrahiert werden, welche die Fleclcenform im Chromatogramm ver- 
andern, lconnte diese Methode trotz ihres geringen Arbeitsaufwandes nicht ftir unsere 
quantitativen Stabilitktspriifungen verwendet werden. Die Bestimmung der an die 
t)strenolflecke in Jodatmosph$re addierbaren beziehungsweise adsorbierten Jod- 
menge durch Kolorimetrie oder Milcrotitration schien eine weitere analytische 
Mdglichkeit zu sein. Eine entsprechende Methode fur die Papierchromatographie 
wurde lciirzlich von DITTRICH~ beschrieben. ‘itrber unsere Ergebnisse bei der Aus- 
wertung von Diinnschichtchromatogrammen sol1 nach Abschluss der Untersuchungen 
an anderer Stelle berichtet werden. 

Giinstige Resultate erhielten wir mit der drittcn inErwagung gezogenen Methode. 
Die t)strenolflecke wurden mit Joddampf lokalisiert, extrahiert und anschliessend mit 
Schwefelsaure bzw. mit Vanillin-SchwefelsWre kolorimetrisch bestimmt. Der Vorteil 
dieser Methode ist nicht allein die gute Reproduzierbarkeit, sondern such die relativ 
spezifische Anfarbung in .4bhangigkeit von der C-r7oc-Substitution. Aus Tabelle II 

TABELLE II 
lE.~‘~INICTfONShfASIhtA DER 6STRENOLl’: BEInt ANFjiRBEN MIT SCNWEFELSjiURE UND VANILLIN- 

SCHWEFELSbiURE UNTER GLEICHEN DEDINGUNGEN 

oslrcnol 
Scllwefclsdllrr V,,,i&litr-Schwefelsi/rrre 

rr i/t E” n I)& E”” 

I7-Xthyl 420 o.oqG 470 0.835 
I7--4llyl I 422 0.321 450 0.310 

II 540 0.260 
f 7-Athinyl 1 375 I.699 520 0. x49 

II 5x5 0.27G 
G-Methyl-r 7Githinyl . I 375 1.523 520 0. IS0 

II 50s 0.403 
I 7-Propargyl 3so 0.125 540 0.125 

* 100 pg, 20 Rlin ., ,%immertcmperatur. 
** 50 &ug, I St., .j.o”. 

gelit hervor, dass 17-Allyl-, z7-Athinyl- und 6-Methyl-x7-gthinyl-tistrenol mit 
Schwefelsaure Anfarbungen ergeben, die im sichtbaren Bereich des Spektrums ein 
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ZUSARlMENFASSUNG 

Fiir die Stabilit%tspriifung von da-x7,6-Hydroxyiistren-Derivaten in Tabletten wurde 
eine quantitative Methode ausgearbeitet. Die &trenole werden mit Hilfe der Diinn- 
schichtchromatographie von Umsetzungsprodukten und Begleitstoffen abgetrennt. 
Nach Lokalisation mit Joddampf werden die Steroidflecke aus der Sorptionsschicht 
estrahiert, das Liisungsmittel abgedampft und anschliessend mit Schwefelsaure oder 
Vanillin-Schwefelsaure spektrophotometrisch bestimmt. Mit dieser Methode wurden 
Tabletten gepriift, welche I7cc-Ethyl-, 17ct-Allyl- oder r7cc-lithinyltistrenol enthielten. 
Am Beispiel der .&thylostrenol-Tabletten ist zu sehen, dass in Abhangigkeit von 
Tablettenhilfsstoffen und zugesetzten Stabilisatoren grosse I-3[altbarl~eitsunterschiede 
auftreten. Jedoch zeigten die verschiedenen Ostrenole in den gepriiften im Handel 
befindlichen Praparaten durch die darin befindlichen Stabilisatoren gute Haltbarkeit. 

SUMMARY 

-4 method for the quantitative determination of d*-r7@-hydroxyestrene derivatives 
has been worked out. The estrenols are first separated by thin-layer chromatography 
and after localisation with iodine vapour, the steroid spots are extracted. The residue 
from the evaporated extract is then determined by a calorimetric method, using 
sulphuric acid or vanillin-sulphuric acid as reagent. With this method the stability 
of tablets containing 17c+ethyl-, 17ct-allyl- or x7x-ethinylestrenol has been tested. 
As has been shown with ethylestrenol tablets, there are large differences in stability 
depending on the excipients and the chosen stabiliser. However, the stability of the 
estrenol tablets tested, which were stabilised with different suitable additives, was 
found to be quite good. 
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