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Хлоргексидина биглюконат получил широкое распространение в составах для 

линз, кожных антисептиках и других готовых к применению дезинфицирующих сред-

ствах. Это обусловлено его малой токсичностью, а также широким спектром анти-

микробного действия. Общепринятым методом для анализа промышленно выпускаемого 

хлоргексидина биглюконата (обычно выпускается в виде 20% водного раствора) являет-

ся высокоэффективная жидкостная хроматография. В настоящей статье рассмотре-

ны основные методы анализа, использующиеся для определения хлоргексидина биглюко-

ната в дезинфицирующих средствах и кожных антисептиках. Предложена новая про-

стая методика определения хлоргексидина биглюконата в технических продуктах и 

дезинфицирующих средствах, основанная на кислотно-основном титровании в среде 

спирт-кетон. Показано, что в этой среде соляная кислота взаимодействует с двумя 

наиболее основными атомами азота молекулы хлоргексидина биглюконата. Точку конца 

титрования устанавливают по переходу синей окраски в зеленую в присутствии бром-

фенолового синего. Диапазон измеряемых концентраций от 0,1 до 2,0 масс%. Относи-

тельная погрешность методики 2,5% при доверительной вероятности Р = 0,95. Прове-

дено сравнение диодно-матричного детектора и детектора заряженных аэрозолей для 

анализа хлоргексидина биглюконата. Показано, что детектор заряженных аэрозолей 

может использоваться для анализа хлоргексидина биглюконата в тех случаях, когда 

имеются затруднения при анализе с помощью ультрафиолетового или диодно-

матричного детектора. Однако, чувствительность детектора заряженных аэрозолей 

существенно ниже, чем у диодно-матричного, а диапазон линейности меньше. Все рас-

смотренные методики были проверены на модельных образцах, а также на образцах 

дезинфицирующих средств, кожных антисептиков, мыл и салфеток с антибактериаль-

ным эффектом. 
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ных аэрозолей 
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Chlorhexidine digluconate has been widely used in lenticular compositions, skin antisep-

tics and other ready-to-use disinfectants. This is due to its low toxicity, as well as a wide range of 

antimicrobial effects. A commonly used method for the analysis of commercially available chlor-

hexidine digluconate (usually available as a 20% aqueous solution) is high-performance liquid 

chromatography. In this article, the main methods of analysis used to determine chlorhexidine 

digluconate in disinfectants and skin antiseptics are considered. A new simple technique for the 

determination of chlorhexidine digluconate in technical products and disinfectants based on acid-

base titration in alcohol-ketone is developed. It is shown that in this medium hydrochloric acid in-

teracts with two nitrogen atoms of the chlorhexidine digluconate molecule. The end point of the 

titration is established by the transition of the blue color to green in the presence of bromophenol 

blue. The range of measured concentrations is from 0.1 to 2.0 mass%. The relative error of the 

method is 2.5% with the confidence probability P = 0.95. A comparison of the diode array detector 

and the charged aerosol detector for the determination of chlorhexidine digluconate has been 

performed. It is shown that a charged aerosol detector can be used to analyze chlorhexidine di-

gluconate in cases where it is difficult to analyze with an ultraviolet or diode array detector. How-

ever, the sensitivity of the detector of charged aerosols is significantly lower than that of the diode 

matrix, and the linearity range is smaller. All methods were tested on model samples, as well as 

on samples of disinfectants, skin antiseptics, soaps and wipes with antibacterial effect. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Хлоргексидина биглюконат (1,1-гексаме-

тилен-бис[5-(4-хлорфенил)бигуанид]биглюконат) 

(рис. 1) – катионное поверхностно-активное веще-

ство, обладающее широким спектром антимик-

робной активности и наиболее распространенное 

для дезинфекции гуанидиновое производное [1,2]. 
 

Рис. 1. Хлоргексидина биглюконат 

Fig. 1. Chlorhexidine digluconate 
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Хлоргексидина биглюконат (ХГБ) исполь-
зуется в средствах бытовой химии, в дезинфек-
тантах, в ветеринарных препаратах [3]. В клини-
ческой практике его часто используют для обезза-
раживания кожи, рук и слизистых оболочек [4, 5]. 
Также его используют при подготовке пациентов 
к процедурам [6] и для борьбы с биопленками [7]. 

Высокоэффективная жидкостная хромато-
графия (ВЭЖХ) наиболее часто используется для 
определения хлоргексидина биглюконата. Этот 
метод описан, например, в 31 выпуске Фармако-
пеи США [8]. Хроматографию проводят в режиме 
градиентного элюирования. В качестве элюентов 
используют ацетонитрил и буферный раствор (со-
держащий одноосновный фосфат натрия и три-
этиламин, рН доводят до 3,0 фосфорной кисло-
той). Детектирование проводят при 239 нм. Ско-
рость потока около 1,5 мл/мин. Обращенно-
фазовая ВЭЖХ с различными условиями описана 
также в работах [9-16]. 

В работе [17] описан метод титрования 
хлоргексидина биглюконата раствором хлорной 
кислоты в среде ледяной уксусной кислоты. Дан-
ный метод имеет диапазон измеряемых концен-
траций от 0,3 до 1% при относительной погреш-
ности 7%. Этот метод хорошо зарекомендовал 
себя в практике, однако требует длительной про-
боподготовки. 

Также известен метод определения ХГБ, 
основанный на его взаимодействии с катионами 
Cu2+, с последующим комплексонометрическим 
определением непрореагировавшей меди. Данный 
метод был использован для анализа зубных паст 
[18].  

Особенность анализа дезинфицирующих 
средств заключается в сложности рецептурного 
состава и многообразии сочетаний различных ак-
тивных действующих веществ. Отсутствие у 
большинства производителей современного ана-
литического оборудования делает актуальной раз-
работку простых методик, которые можно было 
бы использовать для производственного контроля. 

В данной статье предложена новая мето-
дика определения хлоргексидина биглюконата, 
основанная на титровании соляной кислотой в 
среде спирт-кетон в присутствии индикатора 
бромфенолового синего. 

Также рассмотрена возможность исполь-
зования детектора заряженных аэрозолей, как аль-
тернатива УФ-детекторам для анализа ХГБ, и 
проведено сравнение всех трех методов при ана-
лизе различных объектов. 

Несмотря на меньшую чувствительность, 
детектор заряженных аэрозолей может быть ис-
пользован для анализа дезинфицирующих средств. 

Так, например, при анализе смесей с дидецилди-
метиламмоний хлоридом (ДДАХ) было обнару-
жено искажение результатов при определении 
ХГБ с помощью диодно-матричного детектора. С 
помощью детектора заряженных аэрозолей было 
установлено, что пики ХГБ и ДДАХ накладыва-
ются, что ранее не было замечено в виду того, что 
дидецилдиметиламмоний хлорид не поглощает в 
УФ-области спектра. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Реактивы и материалы. В работе исполь-
зовались 20% водный раствор хлоргексидина 
биглюконата, ацетат аммония для ВЭЖХ (Sigma-
Aldrich, Германия), ацетонитрил для ВЭЖХ (Merck, 
Германия), ацетон, метилэтилкетон, 2-пропанол (все 
квалификации хч, Компонент-Реактив, Россия), 
бромфеноловый синий водорастворимый (Рос-
сия), кислота соляная 0,1 н., приготовленная из 
стандарт-титров (Россия), деионизованная вода с 

сопротивлением не менее 18,2 МОмсм, вода ди-
стиллированная по ГОСТ 6709-72. Другие исполь-
зованные реактивы были квалификации чда или 
выше. Коммерческие реактивы использовались 
без дальнейшей очистки. 

Приборы. Хроматографические исследо-
вания проводились на ВЭЖХ-системе Thermo 
Ultimate 3000 (Thermo Scientific, Германия) c ди-
одно-матричным детектором (Thermo Scientific, 
Германия) и детектором заряженных аэрозолей 
(Corona® Veo RS, Thermo Scientific, США). Обра-
ботка данных осуществлялась с помощью про-
граммного обеспечения Chromeleon 6 (Thermo 
Scientific, Германия). Потенциометрические изме-
рения проводили с помощью стационарного рН-
метра Sartorius PB-11 с электродом ЭСК 10601/7. 

Условия хроматографического анализа. 
Наилучшее разделение компонентов было достиг-
нуто при использовании колонки Thermo Acclaim 
Surfactant 5 мкм (4,6×250 мм) с подвижной фазой, 
состоящей из ацетонитрила (А) и 0,1 М водного 
раствора ацетата аммония (значение рН до 5,4 до-
водили ледяной уксусной кислотой) (Б). Соотно-
шение элюентов приведено в таблице.  

Таблица 

Соотношение элюентов 

Table. Solvent gradient elution program 

Время, мин Доля элюента Б, % 

0 75 

0 75 

13,89 20 

21,00 20 
 

Температура термостата колонки 30 °С. 
Скорость потока – 1мл/мин. Объем вводимой 
пробы – 10 мкл. 
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Общая методика кислотно-основного 
титрования. В случае водных растворов хлоргек-
сидина биглюконата к навеске анализируемой 
пробы прибавляют ацетон, бромфеноловый синий 
и титруют 0,1 н. раствором соляной кислоты до 
перехода окраски раствора из синей в зеленую. В 
случае, если в анализируемой пробе присутствуют 
спирты, вместо ацетона используют метилэтилке-
тон, а к навеске также добавляют 2-пропанол. 

Метрологическая обработка. Расчет мет-
рологических характеристик представленных ме-
тодик проводили в соответствии с [19-21]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Хлоргексидина биглюконат в дезинфици-
рующих средствах применяется в различных кон-
центрациях. Так в качестве кожных антисептиков 
его используют в виде 1% водного раствора или 
0,5% водно-спиртового раствора, а для целей дез-
инфекции в виде 0,2% водного раствора, 0,1% и 
0,5% водно-спиртового раствора. 

В работе [22] предложен титриметриче-
ский метод определения хлоргексидина биглюко-
ната с потенциометрическим установлением ко-
нечной точки титрования. Метод использован для 
анализа концентрированного водного раствора 
хлоргексидина биглюконата, основан на титрова-
нии хлоргексидина биглюконата раствором соля-
ной кислоты в водно-ацетоновой среде. Показано, 
что в указанных условиях скачок значений рН ле-
жит в области 4,5-3,5, титр 0,1 н. раствора соляной 
кислоты по хлоргексидину биглюконату (М.м. = 
897,6) составляет ТХГБ = 0,04488 г/см3 (в то время, 
как титр ХГБ при титровании в ледяной уксусной 
кислоте ТХГБ = 0,02244). Объясняя механизм реак-
ции, автор делает вывод о том, что при титрова-
нии соляной кислотой в водно-ацетоновой среде 
протонируются только два наиболее основных 
атома азота. 

В развитие метода [22] нами была иссле-
дована возможность использования визуального 
титрования – в присутствии бромфенолового си-
него, характеризующегося переходом окраски в 
установленном потенциометрически интервале 
рН. Были подобраны условия проведения визу-
ального титрования водных растворов с концен-
трациями от 0,2 до 2% по ХГБ. 

Экспериментальные исследования показа-
ли, что водно-спиртовые растворы хлоргексидина 
биглюконата в среде водного ацетона оттитровать 
не удается. В связи с этим, основываясь на лите-
ратурных данных о применяемых при неводном 
титровании органических растворителях, в каче-
стве среды титрования нами был выбран метил-
этилкетон с добавлением к пробе 2-пропанола. 

Подобраны условия проведения визуаль-
ного титрования раствором соляной кислоты в 
среде метилэтилкетона водно-спиртовых раство-
ров хлоргексидина биглюконата в диапазоне кон-
центраций от 0,1 до 2,0%. Количественный анализ 
хлоргексидина биглюконата обеспечивается при 
добавлении к навеске пробы 2-пропанола. 

Для определения хлоргексидина биглюко-
ната в водных растворах до концентрации 0,2% 
пригодно титрование соляной кислотой в присут-
ствии бромфенолового синего в среде ацетона. 

Метрологическая обработка полученных 
данных показала, что относительная погрешность 
методики составляет 2,5% при доверительной ве-
роятности Р = 0,95. Диапазон измеряемых концен-
траций от 0,1 до 2,0%. 

При анализе этим методом образцов про-
мышленно выпускаемых дезинфицирующих средств 
было обнаружено, что на результат анализа влияет 
присутствие анионных ПАВ и эмульгаторов, что 
ограничивает применение данной методики для 
анализа мыл с антибактериальным эффектом. 

Для решения этой проблемы была рас-
смотрена возможность анализа хлоргексидина 
биглюконата методом ВЭЖХ. Нами также было 
проведено сравнение детектора заряженных аэро-
золей и диодно-матричного детектора. 

Критерием оптимизации условий хромато-
графического анализа стало разделение пиков 
хлоргексидина биглюконата и других веществ, 
входящих в состав дезинфицирующих средств. 
Были использованы подвижные фазы с различным 
соотношением ацетонитрила и буферными рас-
творами с разным рН. Колонки Zorbax Eclipse C18 
XDB и Thermo Acclaim RSLC 120 C18 не привели 
к хорошему разделению хлоргексидина и других 
компонентов, присутствующих в дезинфицирую-
щих средствах. Из полученных нами данных сле-
дует, что время удерживания ХГБ в диапазоне рН 
от 3,5 до 6,0 изменяется незначительно, в то время 
как значение рН оказывает существенное влияние 
на времена удерживания других веществ, таких 
как хлорид алкилдиметилбензиламмония и других 
поверхностно-активных веществ.  

В итоге наилучшее разделение было до-
стигнуто при использовании колонки Thermo Ac-
claim Surfactant 5 мкм (4,6×250 мм) с подвижной 
фазой, состоящей из ацетонитрила и 0,1 М водно-
го раствора ацетата аммония (рН 5,4). 

На рис. 2 представлен фрагмент 3D-хрома-
тограммы хлоргексидина биглюконата. 

Хлоргексидин биглюконат имеет ярко вы-
раженный максимум поглощения при длине вол-
ны 260 нм. В некоторых полученных хромато-
граммах, особенно в больших концентрациях, 
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наблюдалось раздваивание пика ХГБ, что может 
быть связано с частичной диссоциацией хлоргек-
сидина биглюконата и образованием хлоргекси-
дина диацетата. 

 

 
Рис. 2. Фрагмент 3D-хроматограммы ХГБ. Максимум погло-

щения при 260 нм, время удерживания около 6,5 мин 

Fig. 2. 3D chromatogram of chlorhexidine digluconate. UV detec-

tion wavelength is 260 nm, retention time is 6.5 min 

 

Диапазон линейности при определении 

хлоргексидина биглюконата с помощью диод-

но-матричного детектора составил от 0,012 до 

0,111%, предел обнаружения 0,0007%. Относи-

тельная погрешность 3,8% при доверительной ве-

роятности Р = 0,95. 

Детектор заряженных аэрозолей при тех же 

условиях хроматографического анализа имеет диа-

пазон линейности от 0,045 до 0,400%. Предел об-

наружения – 0,013%. Относительная погрешность 

4,7 % при доверительной вероятности Р = 0,95. 

ВЫВОДЫ 

В данной работе рассмотрены три способа 

определения хлоргексидина биглюконата в дез-

инфицирующих средствах. Впервые описан метод 

кислотно-основного титрования в среде спирт-

кетон с индикатором бромфеноловым синим. 

Предложенный метод может быть применен для 

анализа технических продуктов, а также спирто-

содержащих кожных антисептиков. Однако воз-

никают трудности при анализе продуктов, содер-

жащих анионные ПАВ и эмульгаторы. 

Показана принципиальная возможность 

использования детектора заряженных аэрозолей 

для анализа ХГБ. Несмотря на то, что чувстви-

тельность данного детектора ниже, его можно 

считать более селективным, особенно если учиты-

вать тот факт, что в паре с хлоргексидина биглю-

конатом часто используются катионные ПАВ. То 

есть данный тип детектора может быть использо-

ван при анализе арбитражных проб. 
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