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Аннотация: Статья посвящена разработке простого хроматографического метода 
одновременного определения известных антисептиков – хлоргексидина и трикло-
зана – в дезинфицирующих жидкостях нового поколения. Исследованы зависимо-
сти времени удерживания хлоргексидина и триклозана от концентрации ацетони-
трила в подвижной фазе (от 30 до 60%) и pH (в диапазоне 3–8 ед.) для сорбентов 
Luna C18, Nucleosil CN, Диасфер C4. Продемонстрировано идеальное разделение 
хлоргексидина, п-хлоранилина (наиболее токсичного продукта разложения хлор-
гексидина), дибутилфталата (как компонента косметического спирта), триклозана 
и ионола (бутилгидрокситолуола, BHT, Е321 – антиоксидантного агента) в тече-
ние 20 мин в режиме градиентного элюирования на колонке с отечественным сор-
бентом Диасфер C4. 
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Хлоргексидин (1,6-бис-[N′(4-хлорфенил)-N5-
бигуанидо]-гексан) и триклозан (2,4,4′-трихлор-
2′-гидроксидифениловый эфир) – антисептики с 
широким спектром действия. По отдельности 
они используются в концентрации 0,01–0,06% 
в качестве активных компонентов зубных паст 
и других средств по уходу за полостью рта, а 
также противомикробных препаратов благода-
ря своей эффективности в подавлении грампо-
ложительных и грамотрицательных микроор-
ганизмов, а также стрептококков. Однако му-
тационные эффекты бактерий и вирусов могут 
привести к значительному снижению антими-
кробной активности соединений. Новым спо-

собом получения эффективных антимикробных 
композиций является комбинация веществ в од-
ном продукте.

Хлоргексидин (ХГ) (рис. 1, А) был впервые 
синтезирован в 1956 г. [1]. В последующие годы 
ХГ применялся как антибактериальное и дезин-
фицирующее средство для медицинских пре-
паратов и в гигиенических целях. Биглюконат, 
ацетат, хлорид и другие соли ХГ известны под 
названиями десятков торговых марок. В связи 
с широким применением ХГ в медицине, начи-
ная с середины 1980-х годов, были разработаны 
хроматографические методики его определения 
в разных объектах (табл. 1).
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Триклозан (ТКЛ) (рис. 1, Б) широко приме-
няется в качестве антибактериального компо-
нента в медицинских, косметических и гигие-
нических композициях, и его концентрация в 
объектах должна контролироваться (табл. 2). 
По данным фармакокинетических исследований, 
ТКЛ начинает проявлять антибактериальные 
свойства при концентрации >0,6 мкг/мл [22], од-
нако в реальных медицинских антибактериаль-
ных жидкостях его концентрация значительно 
выше. ТКЛ не обладает высокой устойчиво-
стью к нагреванию, облучению и химическим 
воздействиям. Триклозан содержит гидрок-
сильную группу в ароматическом кольце и по-
этому легко подвергается хлорированию в о- и 
р-положениях, образуя хлортриклозаны. По-
следние являются предшественниками диокси-
нов, в которые они способны превращаться под 

различными видами воздействий. Хлортрикло-
заны – малотоксичные вещества, а диоксины – 
супертоксиканты.

Водные растворы хлоргексидина и трикло-
зана относительно стабильны в отсутствие 
внешних воздействий (температуры, солнечно-
го света и т.п). Однако с течением времени ток-
сичные продукты их разложения (прежде всего 
п-хлоранилин) могут накапливаться в меди-
цинских композициях. Кроме того, в антибак-
териальной жидкости, как правило, содержится 
консервант, и из пластиковой тары может посту-
пать пластификатор. Поэтому разработка методи-
ки одновременного определения хлоргексидина, 
п-хлоранилина, дибутилфталата (как компонента 
косметического спирта), триклозана и ионола 
при их одновременном присутствии является 
важной практической задачей. В литературе 

Т а б л и ц а  2

Определение триклозана методом УФ-ВЭЖХ

Неподвижная фаза
Подвижная фаза Длина волны 

детектирования, нм Литература
метанол, % ацетонитрил, % pH

Lichrosorb RP-18 – 50 3,0 283 [23]

SelectB RP-8 – 10–90 0,1 M уксусная 
кислота 230 [24]

Nova-Pak C18 – 60 «нейтральный» 280 [25]

Ultrasphere ODS 20–85 – – 280 [26]

Nucleosil 5 C18 – 45  (+15% ТГФ) – 240 [27]

Xterra RP-18 – 60 3,5 – [28]

П р и м е ч а н и е. «–» – нет данных.

Рис. 1. Структурные формулы хлоргексидина (А) и триклозана (Б)
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мы не нашли примеров одновременного хрома-
тографического определения этих веществ. 

Цель настоящей работы заключалась в раз-
работке простой методики определения анти-
септических веществ при их взаимном присут-
ствии методом ВЭЖХ-УФ.

Экспериментальная часть

Эксперименты проводили на хроматографе 
«Vanquish Flex» («Thermo Scientific», США) с 
диодноматричным детектором. Использовали 
прямое УФ-детектирование при 254–270 нм. 
Объем вводимого образца составлял 50 мкл. 
Скорость потока составляла 1 мл/мин. Для раз-
деления веществ в работе сравнивали колонки:

1. Luna C18 (Phenomenex, США) размер 
4×150 мм, размер зерен сорбента 4 мкм.

2. Диасфер С18 (Биохиммак, Россия), размер 
4×150 мм, размер зерен сорбента 5 мкм.

3. Диасфер С4 (Биохиммак, Россия), размер 
4×150 мм, размер зерен сорбента 5 мкм.

4. Nucleosil CN (Macherey-Nagel, Герма-
ния), размер 3×150 мм, размер зерен сорбента 
10 мкм.

Образцы хлоргексидина, триклозана, ионо-
ла, п-хлоранилина и косметического спирта 
(денатурированный этиловый спирт содержа-
щий дибутилфталат), экспериментальный ги-
гиенический гель были предоставлены ком-
панией ООО «Дезиндустрия» (Россия). В ра-
боте использовали дибутилфталат (с чистотой 
>98%, «TCI», Бельгия). Исходные растворы ХГ 
(500 мкг/мл), ТКЛ (300 мкг/мл), п-хлоранилина 
(100 мкг/мл), дибутилфталата (100 мкг/мл) и 
ионола (100 мкг/мл) были приготовлены путем 
растворения точных навесок веществ в смеси 
дважды дистиллированной воды и этилового 
спирта (1:1). Все использованные элюенты пе-
ред применением подвергались 10-минутному 
сонированию в ультразвуковой ванне. 

Измерение pH растворов проводили с по-
мощью pH-метра «PB11» («Sartorius AG», Гер-
мания). Идентификацию веществ проводили 
по времени удерживания. Конкретные условия 
экспериментов приведены в соответствующих 
разделах.

Результаты и их обсуждение

Хлоргексидин – сильное гуанидиновое осно-
вание. Как и любое основание, в водном рас-
творе ХГ существует в различных формах в 
зависимости от pH. Диаграмма распределения 
равновесных форм ХГ представлена на рис. 2, А 

(pK1 = 2,25, pK2 = 10,3). При pH < 4 хлоргекси-
дин существует в протонированной форме, лег-
ко растворимой в воде, но время удерживания в 
режиме ОФ-ВЭЖХ, очевидно, невелико. 

Триклозан (pKа = 9,1) начинает диссоции-
ровать при рН > 8 (рис. 2, Б). Таким образом, 
в нейтральных или слабокислых растворах он 
удерживается достаточно сильно.

Удерживание на неподвижных фазах 
C8 и C18

Первоначально в качестве стационарной 
фазы выбрана колонка Phenomenex Luna C18. 
Графики зависимости времени удерживания ХГ 
и ТКЛ от pH и концентрации ацетонитрила в 
элюенте представлены на рис. 3. Установлено, 
что оптимальными условиями для определе-
ния ХГ являются: концентрация ацетонитрила 
33–40% при pH 3,0–4,5, а для ТКЛ концентра-
ция ацетонитрила должна быть выше (50–60%). 
Использование элюента, оптимального для ХГ, 
приводит к очень длительному удерживанию 
ТКЛ. Использование элюента, оптимального 
для ТКЛ, приводит к элюированию ХГ в мерт-
вом объеме, и корректное количественное опре-
деление в таких условиях невозможно. Следует 
отметить, что удерживание триклозана прак-
тически не зависит от рН элюента, что хорошо 
согласуется со справочными данными. Удер-
живание ХГ значительно увеличивается при 
повышении рН, а разница между временем 
удерживания ХГ и ТКЛ несколько уменьшает-
ся. Однако резко возрастает асимметрия пика 
ХГ (от As = 1,3 до As = 4,2) что делает количе-
ственный анализ весьма неудобным (рис. 4).

Удерживание на CN-фазе

Была выбрана стационарная фаза со значи-
тельно меньшими гидрофобными свойствами 
(Nucleosil CN). Следует отметить значитель-
ное изменение времени удерживания ХГ и ТКЛ 
на данной неподвижной фазе по сравнению с 
Luna C18 (рис. 5). Времена удерживания ХГ и 
TRC близки при концентрации ацетонитрила 
35–45% и pH 3,5–4,5. При снижении рН время 
удерживания обоих веществ уменьшается при-
мерно одинаково. Следует отметить, что сте-
пень диссоциации остаточных силанольных 
групп на поверхности сорбента изменяется в 
зависимости от рН, сорбент становится бо-
лее полярным и хуже удерживает неполярные 
молекулы. Такая зависимость от рН ухудшает 
разделение.
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Рис. 2. Диаграмма распределения равновесных форм веществ от рН: А – хлоргексидин, 
Б – триклозан

Т а б л и ц а  3

Хроматографические параметры и аналитические характеристики способа одновременного  определения 
хлоргексидина, триклозана, п-хлоранилина, дибутилфталата и ионола (модельная смесь) при совместном 

присутствии на колонке Диасфер-С4 

Название tR, 
мин Rs

N,                   
ТТ/колонка

Асимметричность 
пика, As

Диапазон 
линейности,                    

мкг/мл

Предел 
обнаружения,                   

мкг/мл

Хлоргексидин 2,7 – 767 1,92 0,1–80 0,05

п-хлоранилин 4,4 6,6 13 500 1,20 0,05–50 0,2

Дибутилфталат 7,2 18,3 27 800 1,30 – –

Триклозан 11,0 19,4 28 600 1,06 0,5–100 0,15

Ионол 16,2 16,9 26 000 0,97 – –

П р и м е ч а н и е. «–» – нет данных.
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В отличие от ТКЛ, время удерживания ХГ 
слабо зависит от концентрации ацетонитрила, 
и изменение этого параметра может быть ис-
пользовано для улучшения разделения. Пол-
ного разрешения двух веществ достичь не 
удалось. По-видимому, этот подход мало при-
меним для анализа реальных образцов, так как 
при данных условиях наблюдается значитель-
ное перекрывание основных пиков с пиками 
примесей. Например, количественное опреде-
ление п-хлоранилина, пик которого не разделен 

Рис. 3.  Удерживание хлоргексидина и триклозана на неподвижных фазах C8 и C18 в зависимости                    
от рН и концентрации ацетонитрила в элюенте; (а, б) 

хлоргексидин, (в, г) триклозан

с пиком ХГ, невозможно. Такое незначитель-
ное различие времен удерживания различных 
классов органических соединений связано, по-
видимому, со свойствами неподвижной фазы. 
Полярность таких сорбентов зависит от pH, и 
адсорбция неполярных веществ уменьшается.

Удерживание на C4-фазе

Для успешного разделения ХГ, ТКЛ и других 
веществ была выбрана стационарная фаза Диа-
сфер C4 со средними гидрофобными свойства-

Т а б л и ц а  4

Параметры количественного определения хлоргексидина и триклозана в гигиеническом геле (n = 3, P = 0,95)

Вещество tR , 
мин

Высота 
пика, мВ

RS (между 
соседними 
пиками)

N, ТТ/колонка Асимметричность 
пика, As

Найденная 
концентрация % *

Хлоргексидин 2,7 46,4 5,6 1250 1,94 0,29±0,02

Триклозан 11,1 63,0 9,8 22 500 1,10 0,25±0,02

* В данном образце паспортное значение концентрации хлоргексидина 0,300,02.
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ми между исследованными Luna C18 и Nucleosil 
CN. Зависимости удерживания веществ от pH и 
концентрации ацетонитрила аналогичны полу-
ченным для сорбента Luna C18, однако разница 
между временами удерживания не столь вели-
ка. Остаточные силанольные группы в этом 
сорбенте успешно блокируются, и сорбент не-
значительно меняет свои свойства в зависимо-
сти от pH. Это позволяет изменять pH, варьи-
руя лишь распределение форм одного или не-
скольких разделяемых веществ. Тем не менее, 
разделение целесообразно проводить в гради-
ентном режиме, так как сохраняется большая 
разница в удерживании ХГ и ТКЛ. 

Наилучшие результаты были получены на 
колонке Диасфер C4 при скорости 1 мл/мин с 
использованием в качестве качестве подвижной 
фазы А смеси ацетонитрил : вода (1:2), а в каче-

Рис. 4. Форма пика хлоргексидина при рН 3,2 (А) и рН 5,0 (Б)

стве подвижной фазы В – смесь ацетонитрил : 
вода (3:2). Оба элюента имели рН 3,5 (доводили 
с помощью фосфорной кислоты). Полученные 
результаты представлены в табл. 3.

В качестве реального объекта использо-
вали гигиенический гель. Пробоподготовку 
осуществляли следующим образом. Образец 
геля растворяли в 20%-м этаноле, отфильтро-
вывали и определяли хлоргексидин и трикло-
зан в фильтрате. Удалось достичь разделения 
пяти веществ в реальном образце гигиениче-
ского антимикробного геля (скраба) в течение 
20 мин. Хроматограмма реального объекта 
представлена на рис. 6. Следует отметить, что 
п-хлоранилин не был обнаружен в исходном 
образце, поэтому он был добавлен в смесь в 
концентрации 1 мкг/мл только для иллюстра-
ции эффективности разделения. Результаты 
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Рис. 6. Хроматограмма антимикробного геля (скраба). Неподвижная фаза Диасфер С4, 
(Россия), размер колонки 4×150 мм, размер зерен сорбента 5 мкм. Подвижная фаза: элюент 
А – ацетонитрил–вода 1:2, рН 3,5; элюент Б – ацетонитрил–вода 3:2, рН 3,5. Программа 
градиентного элюирования: 0–7 мин от 100% А до 100% Б, 7–19 мин 100% Б, 19–20 мин от 
100% Б до 100% А, 20–25 мин 100% А. Скорость подачи подвижной фазы 1 мл/мин, детек-

тирование при нм

Рис. 5. Удерживание хлоргексидина и триклозана на CN-фазе в зависимости от рН и концентрации аце-
тонитрила в элюенте; (а, б) хлоргексидин, (в, г) триклозан
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количественного определения приведены в 
табл. 4.

Таким образом, разработан простой хрома-
тографический способ одновременного опреде-
ления известных антисептиков – хлоргексиди-

на, триклозана и сопутствующих веществ в де-
зинфицирующих жидкостях нового поколения 
в течение 20 мин в режиме градиентного элюи-
рования на колонке с отечественным сорбентом 
Диасфер C4.
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