) PRACA ORYGINALNA - ANALIZA FARMACEUTYCZNA

Zastosowanie chromatografii cienkowarstwowej
do identyfikacji spironolaktonu w wybranych
preparatach farmaceutycznych

Matgorzata Dotowy

Zaktad Chemii Analitycznej, Katedra Chemii Ogélnej i Analitycznej, Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny

Laboratoryjnej, Slaski Uniwersytet Medyczny

Adres do korespondencji: Matgorzata Dotowy, Zaktad Chemii Analitycznej, Katedra Chemii Ogélnej i Analitycznej, Wydziat
Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej, Slaski Uniwersytet Medyczny, ul. Jagiellonska 4, 41-200 Sosnowiec,

e-mail: mdolowy@wp.pl

Wstep

Spironolakton to syntetyczny steroid (rycina 1)
[1]z grupy diuretykéw, czyli sSrodkéw moczopednych,
ktérych dziatanie zwigzane jest ze zwiekszeniem ob-
jetosci wydalanego moczu, poprzez wptyw na pro-
cesy warunkujace jego wytwarzanie. Spironolakton
wchtaniany jest z przewodu pokarmowego, gdzie ule-
ga przeksztatceniu do czynnego metabolitu — kan-
renonu. Na skutek konkurencyjnego antagonizmu
wobec aldosteronu, w umiarkowany sposéb nasila
ilos¢ wydalanego moczu, jednoczeénie zmniejszajac
usuwanie potasu, w konsekwencji czego moze obni-
zac tetno i cisnienie tetnicze krwi [2]. Jego dziatanie
narasta powoli, po 2-4 godzinach od podania leku,
a szczyt osigga po 2-3 dobach [3]. Wydalany jest pod
postacig metabolitéw wraz z moczem i katem [2].

Spironolakton stosuje sie w przypadku pierwotne-
go i wtoérnego hiperaldosteronizmu. Wskazaniem jest
takze samoistne nadcisnienie tetnicze oraz obrzeki
w przewlektej niewydolnosci krazenia oraz marsko-
sci watroby, w przypadku braku skutecznosci innych
srodkéw [2, 3]. Ponadto zwigzek ten stosowany jest
w terapii skojarzonej, jako lek uzupetniajacy w farma-
koterapii miastenii i nadcisnienia ztosliwego [2]. MozZe
by¢ tez potgczony z innymi diuretykami, przy wspot-
istniejacym hiperaldosteronizmie powodujgcym nie-
skutecznos¢ dziatania tych lekéw [3].

Z uwagi na szerokie zastosowanie spironolaktonu
nie tylko u ludzi dorostych, ale tez i u dzieci istotne
jest opracowanie skutecznych i szybkich metod ana-
litycznych, pozwalajacych na jakosciowe i ilosciowe
oznaczanie spironolaktonu jako substancji czynnej
w preparatach farmaceutycznych oraz w prébkach

Application of thin-layer chromatography to identify spironolactone
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biologicznych. Chemiczna struktura spironolaktonu,
w ktoérej obecne sg grupy chromoforowe absorbujace
promieniowanie w zakresie UV (\__ =238 nm) [1] spra-
wia, ze jedna z metod stosowanych do identyfikacji
i ilosciowego oznaczania spironolaktonu w materia-
le biologicznym i preparatach farmaceutycznych jest
spektrofotometria UV-VIS. Ponadto metodami anali-
tycznymi stosowanymi do oznaczania spironolaktonu
s3 metody elektrochemiczne, takie jak: polarografia
i woltametria [4, 5]. Natomiast najwieksze znaczenie
w jakosciowym i ilosciowym oznaczaniu spironolak-
tonu w preparatach farmaceutycznych i materiale
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Rycina 1. Wzér strukturalny spironolaktonu [1]

biologicznym odgrywaja techniki chromatograficzne,
w tym przede wszystkim chromatografia cieczowa
(TLC i HPLC) [6-9]. Wedtug FP VI [1] chromatografia
cienkowarstwowa (TLC) z zastosowaniem mieszaniny
chloroform +aceton w stosunku objetosciowym (4:1)
— jako fazy ruchomej, zelu krzemionkowego GF,,, —
jako fazy stacjonarnej z detekcjg UV (A=254 nm), lub
przy uzyciu odczynnikéw wywotujacych, takich jak:
roztwor siarczanu ceru w kwasie siarkowym (V1) lub
mieszanina kwas siarkowy (VI) + etanol, moze po-
stuzy¢ do identyfikacji spironolaktonu jako substan-
cji czystej. Natomiast w Farmakopei VIII [10] podana
zostata procedura badania tozsamosci spironolakto-
nu technika TLC, z zastosowaniem jako fazy rucho-
mej mieszaniny: woda + cykloheksan +octan etylu
w stosunku objetosciowym 1:24:75 (v/v) oraz ptytek
pokrytych zelem krzemionkowym GF . Wizualizagji
plamek spironolaktonu dokonuje sie podobnie jak wg
FP VI w nadfiolecie, przy dtugosci fali A=254 nm. Obok
chromatografii cienkowarstwowej technika przydat-
na nie tylko do identyfikacji i ilosciowego oznaczania
spironolaktonu w preparatach farmaceutycznych, ale
takze do badania jego stabilnosci jest wysokospraw-
na chromatografia cieczowa (HPLC) [6—9]. Ponadto
literatura naukowa podaje réwniez przyktady ozna-
czania spironolaktonu i jego metabolitéw w moczu,
po uprzedniej ich derywatyzacji w lotne pochodne
(estry) na drodze metylacji technikg chromatografii
gazowej z detekcjg za pomoca spektrometru maso-
wego (GC-MS) [11]. Metoda ta jest wykorzystywana
w rutynowej kontroli dopingowej sportowcéw.
Celem powyzszej pracy byta optymalizacja warun-
kéw chromatograficznego oznaczania jakosciowego
spironolaktonu jako substancji czynnej w wybranych
preparatach handlowych, takich jak: Spironol (tabl.
powl. 100 mg) i Verospiron (kaps. 100 mg) techni-
ka TLC. Badania chromatograficzne przeprowadzono
w normalnym i odwréconym uktadzie faz z zastoso-
waniem zelu krzemionkowego 60F,,,, mieszaniny
zelu krzemionkowego 60 z ziemig okrzemkowa F
oraz fazy RP-18F

254

,54» Jako adsorbenta. Natomiast faze
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ruchoma stanowita mieszanina: chloroform + ace-
ton oraz odpowiednio chloroform + kwas octowy,
w réznych stosunkach objetosciowych. Wizualiza-
cje plamek analizowanego spironolaktonu dokony-
wano zaréwno przy uzyciu lampy UV (A=254 nm), jak
i dla poréwnania przy uzyciu 10% wodnego roztworu
H,SO,. Opracowane na podstawie przeprowadzonych
w pracy eksperymentéw optymalne warunki chroma-
tograficzne do identyfikacji spironolaktonu w jego
preparatach farmaceutycznych technikag TLC, w nor-
malnym i odwréconym uktadzie faz, moga w przy-
sztosci umozliwié szybka i efektywna kontrole jakosci
preparatéw spironolaktonu.

Materiaty i odczynniki

W pracy zastosowano spironolakton min. 97%, nu-
mer katalogowy S3378-1G (Sigma —Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Preparatami farmaceutycznymi wykorzy-
stanymi w badaniach, zawierajacymi spironolakton
jako substancje czynna w postaci, odpowiednio, kap-
sutek i tabletek byty: Verospiron, 100mg/kapsutke
(Gedeon Richter Ltd. Budapeszt, Wegry) oraz Spiro-
nol, 100 mg/tabletke (Grodziskie Zaktady Farmaceu-
tyczne Polfa Sp. z 0. o, Grodzisk Mazowiecki, Polska).
Metanol (POCh, Gliwice, Polska) uzyto do sporzadze-
nia roztworu standardowego spironolaktonu. Sktad-
nikami faz ruchomych byty: chloroform, aceton oraz
kwas octowy min. 99,5% (POCh, Gliwice, Polska).

Metodyka badan

Stosowane fazy stacjonarne

W celu ustalenia optymalnych warunkéw jako-
Sciowego oznaczania spironolaktonu, jako substancji
czynnej, w preparatach farmaceutycznych w posta-
ci tabletek i kapsutek technikg NP- TLC zastosowa-
no ptytki chromatograficzne do NP-TLC (E. Merck,
Germany) aluminiowe i szklane pokryte Zzelem krze-
mionkowym 60F,,, (Art. 1.05554 i Art. 1.05715) oraz
ptytki aluminiowe pokryte mieszaning zelu krzemion-
kowego 60 i ziemi okrzemkowej F,,, (Art. 1.05567).
Natomiast do badan technikg RP- TLC uzyto ptytki
aluminiowe RP-18F, (Art. 1.05559).

Stosowane fazy ruchome

Do analizy spironolaktonu na ptytkach aluminio-
wych do NP-TLC pokrytych zelem krzemionkowym
60F,,, (Art. 1.05554, Art. 1.05715) oraz mieszaning
zelu krzemionkowego 60 i ziemi okrzemkowej F,,, (Art.
1.05567), zastosowano faze ruchoma: chloroform +
aceton, w nastepujacych stosunkach objetosciowych:
50:0, 45:5, 40:10, 30:20, 25:25, 20:30, 10:40i 0:50.

Z kolei w analizie spironolaktonu na ptytkach do RP
-TLCtj. RP-18F,,, (Art. 1.05559) uzyto mieszanine: chlo-
roform + kwas octowy, o sktadzie objetosciowym: 50:0,
45:5, 40:10, 30:20, 25:25, 20:30, 10:40 oraz 0:50.
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Przygotowanie roztworu wzorcowego

spironolaktonu

10mgspironolaktonurozpuszczonow 10mlmetano-
lu uzyskujac roztwér standardowy o stezeniu Img/ml.

Warunki ekstrakgji spironolaktonu

z badanych preparatéw farmaceutycznych

Preparaty farmaceutyczne spironolaktonu w po-
staci tabletek i kapsutek poddawano ekstrakeji za
pomoca 20 ml metanolu na 1 tabletke preparatu lub
odpowiednio kapsutke. Ekstrakty obu preparatéow
stosowano do analizy po ich rozcienczeniu metano-
lem do stezenia 1 mg/ml.

Warunki analizy jakosciowej spironolaktonu

technika NP-TLC i RP-TLC

Wszystkie stosowane ptytki chromatograficzne
do NP- TLC o wymiarach 10 cmx10 cm (E. Merck, Art.
1.05715, Art. 1.05567, Art. 1.05554) przed uzyciem
byty aktywowane w temp. 120°C przez 30 minut. Na-
tomiast ptytki aluminiowe do RP-TLC (Art. 1.05559)
nie poddawano aktywacji. Zaréwno roztwor wzor-
cowy spironolaktonu, jak i ekstrakty metanolowe
preparatéw farmaceutycznych spironolaktonu na-
noszono na ptytki chromatograficzne w ilosci 3 ul.
Chromatogramy rozwijano na wysokos¢ 8 cm w ko-
morze chromatograficznej firmy Camag, w tempe-
raturze 18+1°C. Kazdorazowo do komory wlewano

Tabela 1. Wartosci R, metanolowego roztworu spironolaktonu oraz metanolowych ekstraktéw jego preparatéw (Spironol, Verospiron) badanych
technikg NP-TLC na ptytkach: Art. 1.05715, Art. 1.05554 oraz Art. 1.05567 przy uzyciu fazy ruchomej: chloroform + aceton w r6znych stosunkach

objetoéciowych w temperaturze 18°C

Ptytki chromatograficzne szklane pokryte zelem krzemionkowym 60F.

254

50 ml fazy ruchomej i wysycano jg parami rozpusz-
czalnika przez 30 minut. Po rozwinigciu i wysuszeniu
ptytek, potozenie plamek ustalano przy uzyciu lam-
py UV (\=254 nm) oraz dla poréwnania z zastosowa-
niem odczynnika wywotujacego, czyli 10% wodnego
roztworu H,SO,. Na podstawie otrzymanych chroma-
tograméw obliczano wspétczynnik retencji chroma-
tograficznej R, dla spironolaktonu i jego ekstraktow
wg wzoru [1]:

R =

F

SQ

a—odlegtos¢ srodka plamki od linii startu [cm]
b — odlegtos¢ czota rozpuszczalnika od linii star-
tu [cm]

Wyniki i oméwienie wynikow

W pierwszym etapie badah nad opracowaniem
optymalnych warunkéw chromatograficznych, po-
zwalajacych na identyfikacje spironolaktonu jako
substancji czynnej w jego preparatach handlowych
w postaci tabletek (Spironol) i kapsutek (Verospiron)
technika NP-TLC, postuzono sie danymi literaturo-
wymi zamieszczonymi w Farmakopei Polskiej VI. Do
analizy chromatograficznej ekstraktéw spironolak-
tonu z preparatow farmaceutycznych zastosowano
m.in. ptytki pokryte zelem krzemionkowym 60F,,,

(Art. 1.05715)

chloroform + aceton (v/v)

Nazwa preparatu 50:0 45:5 40:10 30:20 25:25 20:30 10:40 0:50
Spironolakton (standard) 0,13 0,54 0,72 0,86 0,89 091 0,95 0,97
Spironol 0,13 0,54 0,72 0,86 0,89 0,91 0,95 0,97
Verospiron 0,13 0,54 0,72 0,86 0,89 0,91 0,95 0,97
Ptytki chromatograficzne aluminiowe pokryte zelem krzemionkowym 60F,, (Art. 1.05554)
chloroform + aceton (v/v)

Nazwa preparatu

50:0 45:5 40:10 30:20 25:25 20:30 10:40 0:50
Spironolakton (standard) 0,22 0,72 0,76 0,85 0,87 0,86 0,95 0,86
Spironol 0,22 0,72 0,76 0,85 0,87 0,86 0,95 0,86
Verospiron 0,22 0,72 0,76 0,85 0,87 0,86 0,95 0,86

Ptytki chromatograficzne aluminiowe pokryte mieszaning zelu krzemionkowego 60 i ziemi okrzemkowej F,,, (Art. 1.05567)

chloroform + aceton (v/v)

Nazwa preparatu

50:0 45:5 40:10 30:20 25:25 20:30 10:40 0:50

Spironolakton (standard) 0,33 0,86 0,89 0,93 0,95 0,95 0,96 0,96

Spironol 0,33 0,86 0,89 0,93 0,95 0,95 0,96 0,96

Verospiron 0,33 0,86 0,89 0,93 0,95 0,95 0,96 0,96
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Rycina 3. Zalezno$¢ R, spironolaktonu od sktadu objetosciowego fazy ruchomej

chloroform + kwas octowy (v/v)

(Art. 1.05554, Art. 1.05715) oraz zmodyfikowane, tj.
pokryte mieszanina zelu krzemionkowego 60 i ziemi
okrzemkowej F,,, (Art. 1.05567). Natomiast miesza-
nine chloroform + aceton, w o$miu réznych stosun-
kach objetosciowych: 50:0, 45:5, 40:10, 30:20, 25:25,
20:30, 10:40 i 0:50 (v/v), uzyto jako fazy ruchome.
Srednie wartosci R, z trzech pomiaroéw, uzyskane
dla standardowego roztworu spironolaktonu oraz
metanolowych ekstraktéw jego preparatow farma-
ceutycznych (Spironol, Verospiron), analizowanych
technika NP-TLC na ptytkach szklanych i aluminio-
wych w temp. 18°C, przedstawiono w tabeli 1.

Stwierdzono, ze bez wzgledu na zastosowane wa-
runki chromatograficzne wartosci R_standardowego
roztworu spironolaktonu i ekstraktéw jego prepara-
toéw sa takie same (tabela 1). Na chromatogramach
brak jest réwniez dodatkowych plamek, oprécz plam-
ki pochodzacej od spironolaktonu, co potwierdza
fakt, ze substancje pomocnicze wchodzace w sktad
obu preparatéw handlowych nie wptywaja na jako-
Sciowa analize spironolaktonu technika NP-TLC.

W celu doboru optymalnych warunkéw chroma-
tograficznych w normalnym uktadzie faz (NP —TLC),
niezbednych do identyfikacji spironolaktonu jako sub-
stancji czynnej w ekstraktach wybranych preparatow
farmaceutycznych (Spironol i Verospiron), tj. rodzaju
ptytek chromatograficznych oraz sktadu objetoscio-
wego fazy ruchomej: chloroform+ aceton, sporzadzo-
no graficzng zaleznos¢ wartosci R, spironolaktonu,
uzyskanych na stosowanych ptytkach do NP-TLC tj.
Art. 1.05715, Art. 1.05554 oraz Art. 1.05567, od skta-
du objetosciowego fazy ruchomej chloroform +ace-
ton (rycina 2).

Z przedstawionego wykresu wynika, ze warunkami
chromatograficznymi najbardziej korzystnymi do iden-
tyfikacji spironolaktonu w preparatach farmaceutycz-
nych sg ptytki szklane pokryte zelem krzemionkowym
60F,, (Art. 1.05715) i mieszanina chloroform + aceton,
w stosunku objetosciowym 45:5 (v/v). Dla tych wa-
runkéw chromatograficznych otrzymano optymalne
wartosci R_spironolaktonu, tj. w zakresie 0,3-0,6 zale-
canym do identyfikacji zwigzkow technika TLC [1].

W celu wyznaczenia optymalnych warunkdw chro-
matograficznych, stuzacych do analizy jakoSciowej
spironolaktonu w wybranych preparatach farmaceu-
tycznych technika RP-TLC, w drugim etapie badan za-
stosowano ptytki chromatograficzne z odwrdconym
uktadem faz, czyli RP-18F,,, (Art. 1.05559) i mieszani-
ne chloroform + kwas octowy, w o$miu réznych sto-
sunkach objetosciowych: 50:0, 45:5, 40:10, 30:20,
25:25,20:30, 10:401i 0:50, jako fazy ruchome.

Otrzymane wartosci R, zestawiono w tabeli 2.
Wskazuja one, podobnie jak w przypadku badan
technika NP-TLC, na podobiefstwo w wartosciach
R, spironolaktonu i ekstraktow jego preparatow. Na
chromatogramach otrzymanych technika RP-TLC
nie obserwuje sie dodatkowych plamek, co $wiad-
czy o braku wptywu substancji pomocniczych na

Tabela 2. Wartosci R, metanolowego roztworu spironolaktonu oraz metanolowych ekstraktéw jego preparatow (Spironol, Verospiron) badanych

technika RP-TLC na ptytkach aluminiowych RP-18F

254 (

Art. 1.05559) rozwijanych przy uzyciu fazy ruchomej: chloroform + kwas octowy w réznych

stosunkach objetosciowych w temperaturze 18°C

Spironolakton (standard) 0,88 0,99 0,98 0,98 0,96 0,96 0,92 0,85
Spironol 0,88 0,99 0,98 0,98 0,96 0,96 0,92 0,85
Verospiron 0,88 0,99 0,98 0,98 0,96 0,96 0,92 0,85

316

Tom 66 - nrs5 - 2010



o

identyfikacje spironolaktonu w badanych prepara-
tach farmaceutycznych.

Graficzny obraz zaleznosci wartosci R_ spironolak-
tonu od sktadu objetosciowego fazy ruchomej chlo-
roform + kwas octowy (rycina 3) wskazuje na to, ze,
bez wzgledu na zastosowany sktad objetosciowy fazy
ruchomej chloroform + kwas octowy, nie uzyskano
w zadnym przypadku optymalnych wartosci R, tj.
w zakresie 0,3-0,6.

Stosujac tylko czysty aceton, czy kwas octowy
jako faze ruchoma, czy ich mieszanine w odpowied-
nich stosunkach objetosciowych, otrzymuje sie war-
tosci R, w zakresie 0,85-0,99, czyli znacznie wyzsze
niz zalecane przez Farmakopee Polska do oznaczen
substancji w preparatach farmaceutycznych.

Analiza podobienstwa (klasterowa) otrzymanych
wartosci R, spironolaktonu, badanego na trzech sto-
sowanych ptytkach chromatograficznych do NP-TLC
(Art. 1.05554, Art. 1.05715, Art. 1.05567) oraz ptyt-
kach RP-18F,,, (Art. 1.05559) przeznaczonych do
RP-TLC, przy uzyciu odpowiedniej fazy ruchomej chlo-
roform + aceton oraz chloroform + kwas octowy, kté-
rej rezultatem jest dendrogram na rycinie 4 wskazuje
nato, ze najwigksze podobienstwo w wartosciach R,
uzyskuje sie na ptytkach pokrytych zelem krzemion-
kowym 60F,,, do NP- TLC tj. Art. 1.05715 (szklanych)
i Art. 1.05554 (aluminiowych).

Whioski

Na podstawie przeprowadzonych badan chroma-
tograficznych spironolaktonu i ekstraktoéw jego pre-
paratéw farmaceutycznych (Spironol i Verospiron)
stwierdzono, ze:

— chromatografia cienkowarstwowa, w normalnym
uktadzie faz (NP —TLC), pozwala na identyfikacje
spironolaktonu, jako substancji czynnej, w wybra-
nych preparatach farmaceutycznych w postaci ta-
bletek i kapsutek,

— optymalnymi warunkami chromatograficznymi,
pozwalajacymi na identyfikacje spironolaktonu
technika NP-TLC w ekstraktach jego preparatéw
farmaceutycznych, sa: ptytki szklane pokryte ze-
lem krzemionkowym 60F,, (Art. 1.05715) oraz
mieszanina: chloroform + aceton w stosunku obje-
tosciowym 45:5 (v/v). Dla tych warunkéw chroma-
tograficznych otrzymuje sie optymalne wartosci R,
spironolaktonu, tj. w przedziale 0,3-0,6,

— analiza jakosciowa spironolaktonu w preparatach
farmaceutycznych technikg RP-TLC, z uzyciem
mieszaniny chloroform + kwas octowy w réznych
stosunkach objetosciowych, nie jest efektywna
w identyfikacji spironolaktonu w preparatach
farmaceutycznych. Bez wzgledu na zastosowa-
ny sktad fazy ruchomej uzyskuje sie wartosci R.
znacznie wyzsze niz zalecane przez FP, tj. w prze-
dziale 0,85-0,99,
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Rycina 4. Dendrogram podobienstwa wartosci R, spironolaktonu otrzymanych na

réznych ptytkach chromatograficznych
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substancje pomocnicze wchodzace w sktad bada-
nych preparatéw farmaceutycznych (SpironoliVero-
spiron) nie wptywaja na analize chromatograficzng
spironolaktonu w badanych preparatach farmaceu-
tycznych, zaréwno technikg NP-TLC, jak i RP-TLC.
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