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La chlorhexidine est un antiseptique dont 'usage s’est largement répandu dans
les préparations pharmaceutiques. Aux méthodes colorimétriques!3, gravimé-
triques*, potentiométriques®, et polarographiques®, sont venues s’ajouter pour sa
détermination des méthodes par chromatographie en phase gazeuse” ® et plus récem-
ment des méthodes par chromatographie liquide haute performance (CLHP). Pour
ces derniéres, des systémes utilisant des phases normales® ou des phases greffées
Cs—C,5 avec ou sans paires d’ions ont été proposées!®~13. Dans cette note nous dé-
crivons une méthode CLHP par paire d’ions utilisant une phase greffée type nitrile
(uBondapak-CN) et le lauryl sulfate de sodium (LSS) comme agent tensioactif. Cette
méthode a été mise au point a Porigine pour rechercher dans le cas d’une préparation
liquide (eau dentifrice) un effet sélectif sur le facteur de capacité de la colonne (%) de
la chlorhexidine vis & vis de celui d’un autre constituant de la formule (I’'anéthol
provenant de I’aromatisant), créant une résolution suffisante pour que le dosage de
la chlorhexidine soit possible. Par la suite nous I'avons é&tendue 4 une autre prépa-
ration liquide (solution 4 la chlorhexidine) ainsi qu’une préparation solide (tablettes
contenant de la chlorhexidine et de la tétracaine). Dans ce dernier cas, & partir de la
méme solution servant a la détermination de la chlorhexidine, on peut doser la té-
tracaine par simple changement de la longueur d’onde de mesure. Pour ce dernier
produit, la méthode proposée ici vient donc en complément des méthode CLHP sur
phases apolaires type Cg—C,g préconisées par ailleurs*+ 16,

PARTIE EXPERIMENTALE

Appareillage

La méthode a été étudiée sur un appareil Waters 6000 A, couplé avec un
détecteur a longueur d’onde variable, Modéle 450 (les longueurs d’onde de mesure
seront précisées dans chaque cas), un injecteur automatique WISP 710 B et un enre-
gistreur Omniscribe. La colonne est une pBondapak-CN 10 um (Waters no.
840042, 30 cm x 3.9 mm LD.).

Réactifs
Acétonitrile pour chromatographie (Merck art. 30); lauryl sulfate de sodium
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{Prolabo no. 27926); solution tampon pH 3.5 (13.6 g d’acétate de sodium + 800 ml
d’eau, ajuster a pH 3.5 par de I'acide acétique glacial + eau quantité suffisante pour
(gsp) 1000 ml); dichlorhydrate de chlorhexidine (substance chimigue de référence de
la Pharmacopée Britanique); parachloroaniline (Hopkin et William, Essex, Gran-
de-Bretagne; chlorhydrate de tétracaine (Rhéne-Poulenc, France). Trois préparations
pharmaceutiques ont été étudiées: une forme tablettes contenant 3 mg de digluconate
de chlorhexidine et 0.2 mg de tétracaine par unité; une solution commerciale conte-
nant 100 mg de digluconate de chlorhexidine pour 100 ml; une solution dite “eau-
dentifrice” contenant 20 mg de digluconate de chlorhexidine pour 100 ml et un ardme
a base d’ancthol.

Préparation de la phase éluante

Solution tampon (pH 3.5) 700 ml, acétonitrile 300 ml contenant 0, 0.288, 0.576,
1.440, 2.880, 5.760 g de LSS par litre de phase éluante correspondant a des concen-
trations molaires de 0, 0.001, 0.002, 0.005, 0.010, 0.020. Conformément aux recom-
mandations de divers auteurs, voir entre autres)!7-18 aprés chaque addition de LSS
a la concentration souhaitée la concentration totale en ion sodium a &té ajustée a
0.13 a 'aide de chlorure de sodium.

Pour le conditionnement correspondant a chacune des concentrations 400 ml
d’éluant a la concentration désirée en LSS ont été utilisées. Entre chaque condition-
nement a une valeur en LSS déterminée, un retour a état initial a été effectué en
faisant passer 400 ml de solvant éluant 4 concentration nulle en LSS.

Mode opératoire

Toutes les solutions témoins de chlorhexidine parachloroaniline, tétracaine,
utilisées pour ’établissement de la Fig. 1 et des droites d’étalonnage ont été préparées
dans I'eau. Pour la solution commerciale une dilution aqueuse au 1/50 est effectuée,
et au 1/10 pour la préparation “eau dentifrice”. Pour les tablettes une prise d’essai
exactement pesée voisine de 0.33 g d’un broyat de plusieurs unités est completetée
avec de 'eau gsp 50 ml. La solution est agitée mécaniquement pendant 5 min a
température ambiante. Les solutions témoins et essais sont stables sur 24 h sauf la
solution correspondant au dosage de la chlorhexidine dans les tablettes qui doit étre
injectée dans les 10 min suivant sa préparation. Dans tous les cas le volume d’injection
a été de 50 ul. La détermination quantitative de la chlorhexidine et de la tétracaine
a été effectuée par standardisation externe par la mesure des hauteurs de pics. Pour
I’ensemble des manipulations un débit de 2 ml/min et une sensibilité de 0.04 unité
d’absorbance pleine échelle ont été utilisés. La longueur d’onde de mesure est fixée
4 262 nm sauf pour le dosage de la tétracaine ou on opére a 310 nm. Les calculs des
droites d’étalonnage ont été effectués a I’aide d’une calculatrice HP 41 C. Les £’ ont
été calculés suivant la formule habituelle!®, en prenant comme temps de rétention
d’un composé non retenu Ty, celui de la perturbation de solvant, ce qui n’est peut
étre pas tout a fait exact2®, mais suffisant pour notre propos.

RESULTATS ET DISCUSSION

Sur la Fig. 1 nous avons représenté la variation du k> de la chlorhexidine, de
la tétracaine, de la parachloroaniline et de I’anétol en fonction de la concentration
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Fig. 1. Influence Ade la concentration molaire en LSS sur le k* de la chlorhexidine (O), anéthol (@),
tétracaine (+) et de la parachloroaniline (H).

molaire en LSS. La parachloroaniline, produit de dégradation de la chlorhexidine est
connue pour sa toxicité?!. Dans toute mise au point analytique il importe donc de
montrer que la méthode distingue bien les deux entités.

L’examen de la Fig. 1 montre qu’on obtient pour la chlorhexidine un effet de
paires d’ions classique?2, alors que cet effet est faible sur la rétention de la tétracaine
et nul sur celle de la parachloroaniline et de I’anéthol. On dispose ainsi dans le cadre
de notre probléme, d’un moyen sélectif de séparation de la chlorhexidine. On voit
que si P'on veut disposer d’un éluant unique pour I'analyse des trois préparations,
c’est la sélectivité du couple chlorhexidine-anéthol (eau dentifrice) qui va fixer la
concentration molaire en LSS. Pour une teneur nulle en LSS les Fig. 1 et 2A mon-
trent que la chlorhexidine et ’anéthol sont confondus. Pour une concentration mo-

.| .anéthol

Absorbance
Absorbance

chlorhexidine
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Fig. 2.A, Chromatogramme de la solution eau-dentifrice pour une teneur nulle en LSS de la phase éluante.
B, Idem qu’en A mais pour [LSS] = 0.01 M.
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laire en LSS de 0.01 M, La sélectivité et la résolution obtenues (Fig. 2B) sont suffi-
santes pour autoriser un dosage quantitatif.

Les Fig. 3 et 4 représentent les chromatogrammes obtenus dans le méme sol-
vant pour le dosage de la chlorhexidine dans la solution et les tablettes.

La Fig. 5 représente le chromatogramme obtenu pour le dosage de la tétracaine
dans les tablettes (2 310 nm) & partir de la méme solution que celle utilisée Fig. 4.

Pour la chlorhexidine (4 262 nm) nous avons obtenu une réponse linéaire en
hauteur de pic (h en cm) relativement aux quantités injectées (g en ug) comprises
entre 0.6 et 1.4 ug : A = 7.35 ¢ — 0.09, coefficient de correlation = 0.9992, Pour
la tétracaine (& 310 nm), pour des quantités injectées comprises entre 0.02 ug et 0.09
ug, la relation obtenue est : & = 113.8 ¢ + 0.013, coefficient de correlation = 0.9992,
La reproductibilité de la méthode chromatographique a été é&tudiée en injectant cing
fois les solutions essais des trois préparations obtenues telles que decrites dans la
partie expérimentale. Dans le Tableau I, figurent les hauteurs de pics obtenues dans
chaque cas (pour la chlorhexidine, et la tétracaine), la valeur moyenne, I’écart type
et le coefficient de variation. Les résultats obtenus montrent la bonne reproductibilité
d’ensemble de la méthode. Nous avons par ailleurs procédé pour chaque type de
préparation a des surcharges connues en chlorhexidine et en tétracaine et mesuré le
taux de recouvrement (tableaux I et III), qui dans tous les cas est compris entre 98
et 102%.

Absorbance

chlorhexidine

Absorbance

chlorhexidine
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Fig. 3. Chromatogramme obtenu pour la solution commerciale de chlorhexidine.
Fig .4. Chromatogramme obtenu pour le dosage de la chlorhexidine (2 262 nm) dans les tablettes.
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Fig. 5. Chromatogramme obtenu pour le dosage de la tétracaine (4 310 nm) dans les tablettes.

Pour clore cette note nous évoquerons briévement le probléme de la désorption
du LSS, autrement dit de la possibilité pour la phase stationnaire de pouvoir &tre
débarrassée du tensioactif. Cette question, d’intérét pratique important, a été entre
autres traitée par Knox et al.'®, qui ont souligné le caractére irréversible de la fixation
du lauryl sulfate dans le cas d’une phase greffée type C,g, rendant impossible une
utilisation ultérieure. Dans notre cas, (utilisation d’une phase type nitrile) un lavage
par 400 ml de solvent a teneur nulle en LSS a toujours permis de retrouver des k&’
semblables pour la chlorhexidine et voisins de 1.1 (¢f. Fig. 1) suggérant le caractére
réversible de "absorption du LSS par un greffon relativement court type nitrile.

TABLEAU 1

REPRODUCTIBILITE DE LA HAUTEUR DE PIC (em) DE LA CHLORHEXIDINE ET DE LA
TETRACAINE POUR 5 INJECTIONS SUCCESSIVES DE LA MEME SOLUTION

Préparation Injection Moyenne Ecart Coeffi-
(cm) type (cm) cient de varia-
1 2 3 4 5 tion (%)
Eau dentifrice 745 7.40 730 730 750 739 0.089 1.20
Solution 616 60 60 60 595 6.02 0.075 1.25
Tablettes
Chlorhexidine 720 710 720 720 715 717 0.045 0.62

Tétracaine 855 855 855 860 860 8.57 0.027 0.32
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TABLEAU I

ETUDE DU RECOUVREMENT DE LA CHLORHEXIDINE PAR LA MESURE DE LA QUAN-
TITE RETROUVEE APRES SURCHARGE.

Quantité initiale Quantité retrouvée, Q, (ng) aprés
injectée, Q; (ug) 0, (ug) aprés sur- Sde (4 yg
charge, S, de 0.2 ug
Eau dentifrice 0.94 1.15 1.32
Recouvrement (%) 100.9 98.5
Solution 0.95 113 1.34
Recouvrement (%) 98.3 100.0
Tablettes 0.60 0.795 0.99
Recouvrement (%) 99.4 99:0
Q. x 100
Recouvrement = — %
o+ 5

S =020u04pug

TABLEAU III

ETUDE DU RECOUVREMENT DE LA TETRACAINE PAR LA MESURE DE LA QUANTITE
RETROUVEE APRES SURCHARGE

Qi (ng) Q- (ug) § O, (ug) aprés §
de 0.0132 g de 0.0264 ug
Tablettes 0.084 0.099 0.109
Recouvrement (%) 101.8 99.0
Q. x 100
Recouvrement = e -
o+ S

S = 0.0132 ug ou 0,0264 ug
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