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(54) Zpusob stanoveni 1,6-bis/5-(4-chlorfenyl)-diguanidino/-hexanu

1,6-bis/5=(4~chlorfenyl) ~diguanidino/-
~hexan, chlorhexidin, ktery je sloZkou
rdznych farmaceutickych pfipravkl, je sta-
novovén kapalinovou chromatografif na
kolon& naplnéné sorbentem silikagelového
typu s kovalentné vazanymi kyanoethylovymi . .
skupinami mobiln{ f4zi tvofenou roztokem
octanu sodného nebo draselného ve smési
acetonitrilu a vody. V3echny vzorky byly
rozpust&ny popiipadd FeSeny mobiln{ faz{i.
2a t&chto podminek se zjistila linedrni
z4vislost velikosti piku chlorhexidinu
na koncentraci v rozsahu 0,005 a% 1,5
mol/m3.
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Vyndlez se tyk& stanoveni 1,6- bis/5-(4-chlorfenyl) -diguanidino/~ hexanu, déle jen chlor-
hexidinu, zvl&¥t& ve farmaceutickych p¥ipravcich, zejména v tekutych lékovych forméch.

stanoveni chlorhexidinu, ktery se pouffvd .zpravidla ve form& soli jako dioctan nebo
glukonan, v lékovych forméch se provdd{ rtznymi metodami. Nejb&in&js{ je titrace v kyseling
octové odm&rnym roztokem kyseliny chloristé (ICI, Standard Official Metods No. DH 129 B,
1959), kterd vSak v Z&dném p¥ipad& neni spolehlivd v pfitomnosti jinych bazickych sloZek.
Jako selektivni se jevi titrace odm&rnym roztokem tetrafenylboronanu sodného v prost¥edi
octanového Ustoje (Pinzanti 8., Porta E. La: Pharm. Acta Helv. 56, 1981, s, 155), vysledky
jsou vdak p¥fli¥ z4vislé na sloZeni pfipravki a metoda je mdlo citlivé. Velmi roz3f{¥ené
jsou riizné spektrdlni metody, které vyuzfvaji bud barevnych reakci samotného chlorhexidinu,
nebo jeho rozkladného produktu, 4~chloranilinu (Holbrook A.: J. Pharm. Pharmacol. 10,
1958, s. 370; Goodall R. R., Goldman J., Woods J.: Pharmacol. J. 200, 1968, s. 33; Cropper E.,
‘Platt P., Puttnam N. A.: J. Soc, Cosmet. Chem. 26, 1975, s. 255; Lowry J. B.: J. Pharm.
Sci. 68, 1979, s. 110; Andermann G., Bahler M. O., Erhart M.: J. Pharm. Sci. 69, 1980,
s. 215; Vaar F. J. van de, Hulshoff A., Indemans A. W.: Pharm. Weekbl., Sci. Ed. 2, 1980,
s. 179; Pinzanti S. et al.: Pharm. Acta Helv.: 57, 1982, s. 334; Arzamascev A. P. et al.:
chim. Farm. %. 17, 1983, s. 247; Sukiasjan A. N., Kopylova A. I., MalySeva L. F.: Chim.
Farm. %. 18, 1984, s. 1 271). Tato stanoveni vesmds nejsou poufitelnd na barevné roztoky
a jejich citlivost a spolehlivost je siln& zdvisld na sloZeni p¥ipravkd. Rovnd% ani pouZiti
polarografické metody (Jacobsen E., Glyseth B.: Talanta 22, 1975, s. 1 001) nebylo tsp&Zné.

vzhledem ke sloZitym lékovym formém jsou pou¥itelné pouze separani metody. Plynové
chromatografie se pou?ivd p¥i stanoveni rozkladného produktu 4-chloranilinu (Siefert K.,
Casgrande D., Silberman H.: J. Chromatogr. 109, 1975, s. 193; Matsushina H., Sakuri N.:
Nipon Koshu Eisei Zasshi 29, 1982, s. 135; Minibel L. et al.: J. Chromatogr. 268, 1983,
s. 321) respektive se samotny chlorhexidin rozlo#{ nebo silyluje. Tyto metody jsou vSak
bud velmi pracné anebo znaln& nepfesné, nebof neodli3{ produkt samovolného rozkladu. Tenko-
vrstvd chromatografie sice stanovuje chlorhexidin p¥imo (Guven K. C.: Eczaelik Bul. 12,
1970, s. 111; Dalrup T., Susanto F., Mischalke P.: Z. Anal. Chem. 308, 1981, s. 413},
ale jeji citlivost stejn& jako pF¥esnost nenf dostadujici. Nejvyhodn&i¥{ se jevi vysokotlakd
kapalinovd chromatografie, kdy se zpravidla pouzivé kolona naplnénd modifikovanym silikagelem
a jako mobilni féze se obvykle voli sm&s vody s acetonitrilem nebo methylalkoholem obsahujfci
iontopadrovaci latku (nap¥fiklad kyselinu heptansulfonovou, kyselinu pentansulfonovou, kyselinu
pentafluorooktanovou ap.) (Collins A. J., Campbell A, T., Bain R.: J. Clin. Pharmacol.
4, 1979, s. 205; Stuber B., Mueller H. K.: Pharm. Acta Helv. 55, 1980, s. 171; Bachner J.,
Heinisch G., Matous H.: J. High Resol. Chromatog. Commun. 4, 1981, s. 132; Perez R. L.:
J. Chrom. Sci. 19, 1981, s. 570; Huston C. E., et al.: J. Chromatogr. 237, 1982, s. 457;
fLake O. A. et al.: Pharm. Weekbl., Sci. Ed. 5, 1983, s. 15; Bauer M., et al.: J. Chromatogr.
259, }983, s. 360; 315, 1984, s. 457; Richard A., Elbaz M., Anderman G.: J. Chromatogr.
298, 1984, s. 356).°

Pro stanoveni chlorhexidinu v 1ékovych forméch vSak neni vhodnd 24dnd z uvedenych
metod. Neselektivni metody neumoZfiujf stanoveni samotného chlorhexidinu. Selektivni metody
nejsou pou¥itelné z divodl rusivych vlivd pomocnych latek respektive ostatnich aktivnich
slo¥ek obsaZenych ve vzorcich. P¥estofe bylo navrieno vice aplikaci pro kapalinovou chro-
matografii, %&4dn& z nich neposkytuje uspokojivé a reprodukovatelné vysledky. )

Uvedené nevyhody odstrafuje zpisob stanoveni chlorhexidinu podle vynélezu, jeho#Z podstata
spoliva ve stanoveni kapalihovou chromatografif metodou kalibra&n{ k¥ivky nebo metodou
vn&j&iho standardu na kolonZ naplnéné sorbentem silikagelového typu s kovalentnd vézanymi
kyanoethylovymi skupinami o velikosti t4stic 5 aZ 10 pm. Mobllni féze je tvofena roztokem
octanu sodného nebo draselného o koncentraci 100 aZ 200° mol/m rozpuftdného ve sm&si 40 ai
80 % obj. acetonitrilu a 20 a% 60 % obj. destilované deionizované vody. Pritok mobilnf
f4ze je v rozmez{ 0,5 a¥ 2 ml/min, pYifemZ se viechny vzorky v&etnd kalibra&nich roztokd
rozpou$ti popfipadd® ¥ed{ mobilni fézi a z{skany roztok obsahuje minimdln& 80 % obj. mobiln{
féze.
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zptsob stanoveni podle vyndlezu je vyhodny pro svoji jednoduchost, rychlost a spolehli-
vost. P¥fprava vzorku k analyze je vyhodn&, protoZe je na minimum sni{¥ena moZnost vnéSeni
systematické chyby p¥i pfipravé.

Zplisob stanoveni podle vyndlezu byl ov&fovdn kapalinovou chromatografii, kdy chromatograf
byl spojen s po&itacim integrétorem. Sklen&nd kolona byla napln&na sorbentem silikagelového
typu s kovalentnd vézanymi kyanoethylovymi skupinami o zrn&ni 5 pm. Mobilni fdze obsahovala
100 aZ 200 mol/m3 octanu sodného popfipadé draselného ve sm&si acetonitril s vodou. K detekci
byla vyuZita absorbce ultrafialového z4¥eni o vlnové délce 235 nm. Byla zji%té&na linedrni
zdvislost mezi velikosti pfku chlorhexidinu a jeho koncentrac{i v rozsahu 0,005 aZ 1,5 mol/m

s koreladnim koeficientem 0,999 98 z dvandcti mé&¥eni.

zpisob podle vyndlezu umoZfiuje stanoveni chlorhexidinu v komplikovanych lékovych forméch,
je¥ bylo dosavadnimi metodami zna&né& nespolehlivé a v neposledni ¥adé& vyznamné urychluje

a usnadiiuje stanoveni, a tak do zna&né miry pfiznivé& ovliviuje ekonomiku vyroby.
NAsledujic{ p¥iklady provedeni zpisob podle vyndlezu pouze dokléddaji, ale neomezuji.
¥{klagd 1

Chemik&lie: octan sodny p. a.
octan draselny p. a.
acetonitril pro UV
destilovand deonizovand voda

P¥istroje: kapalinovy chromatograf ve spojenf{ s politacim integrdtorem
spektrofotometricky detektor
kolona sklendnd, 150x3 mm vnit¥ni rozm&r, naplnénd silikagelem s kovalentné

vAzanymi kyanoethylovymi skupinami o zrn&ni 5 pm

Chramatografické podminky: Mobilni f4ze - 65 % obj. acetonitrilu, 35 % obj. vody, octan
draselny o koncentraci 100 mol/m3. pritok 0,5 ml/min. Reten®nf &as chlorhexidinu byl 6,2 min.
vyhodnoceni metodou kalibra¥ni k¥ivky. P¥iprava vzorku: 1 ml vzorku byl z¥edé&n na 10 ml
mobilni f&zi. Deklarovany obsah glukonanu chlorhexidinu ve vzorku byl 0,2 g/l. Stanoveny
obsah glukonanu chlorhexidinu, &inil (0,194 + 0,002)- g/1, vypotteno ze t¥{ mé&feni.

P¥{L{klad 2

Chemik4lie, p¥istroje a chromatografické podminky jako v prikladé 1. Vyhodﬁoceni metodou
vn&jifho standardu. Jako kalibra&ni roztok byl pou%it roztok pFipraveny rozpudténim 25,6 mg
dioctanu chlorhexidinu v 50 ml methanolu a zPed&nim 1:10 mobilni fézi. Takto pEipraveny
roztok obsahoval 51,2 mg/l dioctanu chlorhexidinu, coZ odpovidd 73,5 mg/1l glukonanu chlorhexi-
dinu..Pfiprava vzorkl pop¥ipad® jejich Fedéni mobilni fézf, deklarovany obsah a stanoveny

obsah glukonanu chlprhexidinu v g/1 jsou uvedeny v tabulce:

Tabulka

Cislo Red&ni N Deklarovany obsah Stanoveny obsah
1 1:10 0,50 0,485
2 1:10 , 0,50 0,501
3 1:5 0,10 0,090
4 1:5 0,10 0,092
5 1:50 2,5 2,46
6 1:50 S 2,5 2,47
7 1:10 1,0 1,01
8 1:10 1,0 0,995
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P¥{klad 3

Chemikslie a p¥fstroje jako v p¥fklad® 1. Chromatografické podminky. Mobilni féze -~ 60 %
acetonitrilu, 40 % vody, octan sodny o koncentraci 200 mol/m3. Ostatni podminky jako
v p¥iklad® 1. Retennf &as chlorhexidinu 8,0 min. Vyhodnoceni metodou vn&j&fho standardu.
Jako kalibra&nf roztok byl pou¥it roztok p¥ipraveny rozpust&nim 82,4 mg dioctanu chlorhexidi-
nu do 100 ml methylalkoholu a z¥eddnim tohoto roztoku 1:10 mobilnf fézi. Takto p¥ipraveny
roztok obsahoval 82,4 mg/l dioctanu chlorhexidinu. Vzorek tlakového balenf s deklarovangm
obsahem dioctanu chlorhexidinu 0,50 % byl nejdfive cely vyst¥fkidn do odm&rné bafky o objemu
100 ml. Hmotnost obsahu zji%t&nd diferendnim vdZenim byla 38,2 g. Po dokonalém odstran&ni
viech t&kavych sloZek byl vzorek dopln&n na 100 ml methylalkoholem. Takto p¥ipraveny roztok
byl ¥ed&n 1:25 mobilni f4zf. Stanoveny obsah dioctanu chlorhexidinu byl (0,503 + 0,004) §
vypo8teno ze t¥f m&Feni.

PREDMET VYNALEZU

Zpisob stanovenf 1,6-bis/5-(4-chlorfenyl)-diguanidino/-hexanu kapalinovou chromatografif
metodou kalibra&nf k¥ivky nebo metodou vn&j¥fho standardu na koloné naplné&né sorbentem
silikagelového typu s kovalentns vdzanymi kyanoethylovymi skupinami vyznadujici se tim,

%e se eluce provede mobilni f4z{ tvofenou roztokem octanu sodného nebo draselného o koncen-
- traci 100 a%Z 200 mol/m3 ve smdsi 40 a% 80 % obj. acetonitrilu a 20 aZ 60 % obj. destilované
deionizované vody, pfitem? se vzorky vetnd kalibra&nich roztokd rozpoust{ popfipadé fedi
mobilnf fézi, na%e¥ ziskany roztok obsahuje minim&ln& 80 % obj. mobilnf f4ze p¥ed nanesenim
na kolonu.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kés
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