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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПРИМЕСИ ГЕКСАМЕТИЛЕНДИАМИНА  
В ПОЛИГЕКСАМЕТИЛЕНГУАНИДИН ГИДРОХЛОРИДЕ МЕТОДОМ ВЭЖХ

Аннотация. Объектом исследования являлся полимерный биоцидный материал – полигексаметиленгуанидин 
гидрохлорид (ПГМГ ГХ). Цель настоящей работы – разработка методики количественного определения ГМДА в целе-
вом продукте синтеза – ПГМГ ГХ на основе метода высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Ана-
литические данные, полученные в ходе проведения оценки прецизионности системы, специфичности, прецизионно-
сти, правильности и линейности методики, соответствовали установленным критериям приемлемости. Предложен-
ная аналитическая методика на основе метода ВЭЖХ валидирована относительно указанных показателей и может 
быть использована для определения содержания ГМДА в полимерном ПГМГ ГХ при его содержании в диапазоне 
0,75–0,025 %. Норма спецификации для содержания ГМДА установлена на уровне 0,5 % (м/м).
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DETERMINATION OF THE HEXAMETHYLENDIAMINE IMPURITY IN POLYGEXAMETHYLENЕ 
GUANIDINE HYDROCHLORIDE BY HPLC METHOD

Abstract. The object of the study was a polymeric biocidal material – polyhexamethyleneguanidine hydrochloride 
(PGMG GC). The purpose of this work was to develop a method for the quantitative determination of HMDA in the target 
synthesis product – PGMG GC by high-performance liquid chromatography (HPLC). Analytical data obtained during the 
assessment of the system’s precision, specificity, precision, accuracy and linearity of the method corresponded to the 
established acceptance criteria. The proposed analytical method of HMDA determination in polymeric PGMG GC is validated 
with respect to the indicated parameters and can be used to determine the HMDA content in the range 0,75–0,025 %.
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Поли- и олигоалкиленгуанидины представляют собой интенсивно развивающийся класс 
ценных химических соединений, которые могут применяться в качестве антисептиков, катион-
ных полиэлектролитов, ПАВ, комплексообразователей и др. Однако в настоящее время наиболее 
широкое применение в качестве биоцидов различного действия получили полигексаметиленгуа-
нидины (ПГМГ). Основными преимуществами этих соединений по сравнению с другими дезин-
фектантами являются их низкая токсичность (IV класс опасности), широкий спектр действия, 
высокая степень растворимости в водных средах, сохранение свойств при длительном хранении, 
отсутствие коррозионной активности и относительная простота химического синтеза [1–9].

ПГМГ ГХ эффективно подавляет рост и развитие различных видов микроорганизмов: грам-
положительные и грамотрицательные бактерии (включая микобактерии туберкулеза), вирусы  
(в том числе вирусы энтеральных и парентеральных гепатитов, ВИЧ, полиомиелита, гриппа, гер-
песа и др.), дрожжевые и плесневые грибы.
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Традиционный процесс производства ПГМГ ГХ включает реакцию конденсации ГМДА  
и гуанидин гидрохлорида (ГГХ), проводимую при постепенном повышении температуры вплоть 
до 200 °C [9]. Медицинское применение ПГМГ ГХ предполагает строгий контроль качества дан-
ного вещества и, в частности, контроль содержания примесей, которые могут присутствовать  
в готовом продукте. Наиболее токсичной примесью ПГМГ ГХ является ГМДА. Поэтому важной 
и актуальной задачей является разработка надежных методик контроля качества получаемого 
ПГМГ ГХ. Одной из приведенных в литературе методик определения остаточных количеств 
ГМДА в ПГМГ ГХ – это метод на основе тонкослойной хроматографии (ТСХ) [10]. Однако дан-
ный метод является полуколичественным, низкочувствительным, низкоточным и имеет плохую 
воспроизводимость [11].

Известен метод определения ГМДА, основанный на его взаимодействии с пентафторпропио-
новым ангидридом [12]. Продукт реакции анализируют методом высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (ВЭЖХ) с масс-спектрометрическим детектированием. Однако в этом мето-
де используется дорогое и не всегда доступное оборудование, поэтому реализовать его в произ-
водственных лабораториях контроля качества сложно, а порой и невозможно. Существует также 
методика определения ГМДА в водных вытяжках из полимерных материалов, применяемых  
в пищевой промышленности на основе метода газовой хроматографии [13].

Следует отметить, что описанные в литературе способы производства ПГМГ ГХ не приводят 
достоверных данных по содержанию остаточных количеств ГМДА в готовом продукте. Задача 
заключалась в разработке высокоточной, воспроизводимой методики количественного опреде-
ления примеси ГМДА в ПГМГ ГХ на основе ВЭЖХ, пригодной для применения в аналитиче-
ской лаборатории. 

Отсутствие у ГМДА хромофорных групп делает затруднительным его обнаружение при по-
мощи наиболее распространенных УФ-ВИД- и диодно-матричных детекторов. Одним из прие-
мов, позволяющим проводить непосредственное обнаружение аминов в сложных смесях, явля-
ется использование дериватизирующих агентов. Широкое распространение в качестве деривати-
зирующих агентов, используемых при проведении анализа аминокислот и аминов, получили 
9-флуоренилметилхлорформиат (FMOC) [14] и о-фталевый альдегид [15]. Нами в ходе предвари-
тельных экспериментов, которые включали дериватизацию ГМДА указанными агентами, была 
установлена недостаточная стабильность комплекса ГМДА – о-фталевый альдегид в условиях 
проведения хроматографического анализа. Комплекс ГМДА–FMOC стабилен в течение 10–15 
мин после приготовления и позволяет проводить количественное определение ГМДА с исполь-
зованием диодно-матричного детектора.

В качестве основного объекта исследования выступал образец коммерческой серии ПГМГ 
ГХ, используемый компанией «БелАсептика» (Беларусь) для производства биоцидных композиций. 
Разработку методики хроматографического определения ГМДА в ПГМГ ГХ проводили с ис-
пользованием высокоэффективного жидкостного хроматографа UltiMate 3000 («Thermo Scientific 
Dionex», США), снабженного колонкой OTU TriKala C18, размером 4,6 × 150 мм, заполненной сор-
бентом с размером частиц 5 мкм и УФ-детектированием. В качестве стандартного образца ис-
пользовали ГМДА (х.ч.), очищенный перегонкой при пониженном давлении, в качестве подвиж-
ной фазы A – очищенную воду, а в качестве подвижной фазы B – ацетонитрил для градиентной 
хроматографии.

В качестве холостого раствора использовали смесь ацетонитрила и боратного буферного рас-
твора (pH 9,18) в соотношении 50:50 (об./об.). Для проведения экспериментов готовили раствор 
для идентификации пиков, холостой раствор, стандартный раствор и испытуемый раствор.

1. Раствор для идентификации пика FMOC–ГМДА.
В чистую и сухую мерную колбу вместимостью 100 мл вносили навеску стандартного образ-

ца гексаметилендиамина массой 1,10 мг. Растворяли и доводили до метки растворителем. Полу-
ченный раствор 5 мл переносили в мерную колбу вместимостью 10 мл и доводили до метки рас-
творителем. Затем 1,0 мл полученного раствора переносили в виалу для ВЭЖХ вместимостью  
2 мл, добавляли 0,1 мл раствора 9-флуоренилметилхлорформиата (1 мг/мл) и тщательно переме-
шивали. Регистрировали хроматограмму через 9 мин после приготовления раствора.
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2. Стандартный раствор (концентрация ПГМГ и ГМДА 1 мкг/мл).
В чистую и сухую мерную колбу вместимостью 50 мл вносили навеску стандартного образца 

гексаметилендиамина массой 5 мг и навеску стандартного образца ПГМГ массой 5 мг. Растворя-
ли и доводили до метки растворителем. Затем 1,0 мл полученного раствора переносили в мер-
ную колбу вместимостью 100 мл и доводили до метки растворителем. Полученный раствор 1,0 мл 
переносили в виалу для ВЭЖХ вместимостью 2 мл добавляли 0,1 мл раствора 9-флуоренилме-
тилхлорформиата (1 мг/мл) и тщательно перемешивали.

3. Испытуемый раствор.
В чистую и сухую мерную колбу вместимостью 50 мл вносили 0,05 г испытуемого образца, 

растворяли и доводили до метки растворителем. Полученный раствор 2,0 мл переносили в мер-
ную колбу вместимостью 10 мл и доводили до метки растворителем. Аналогичным образом го-
товили три испытуемых раствора. По 1,0 мл каждого раствора переносили в виалу для ВЭЖХ 
вместимостью 2 мл, добавляли 0,1 мл раствора 9-флуоренилметилхлорформиата (1 мг/мл)  
и тщательно перемешивали. Регистрировали хроматограммы через 9 мин после приготовления 
растворов.

Готовили раствор дериватизирующего агента в ацетонитриле с концентрацией 1 мг/мл и ка-
либровочные растворы ГМДА с концентрациями 1,5, 1,0, 0,7, 0,5, 0,3, 0,1, 0,05, 0,02 мкг/мл. Дери-
ватизировали 1 мл раствора анализируемого образца, добавляя 0,1 мл раствора FMOC. Измере-
ния проводили при 30 ºС в градиентном режиме; объем вводимой пробы составлял 50,0 мкл, 
время анализа – 25 мин. Программа градиента приведена в табл. 1.

Т а б л и ц а  1. Программа градиента

T a b l e  1. Gradient program 

Время, мин Подвижная фаза A, % Подвижная фаза B, % 

0,0 40 60 
1,0 40 60 
10,0 90 10 
16,0 90 10 
17,0 40 60 
25,0 40 60 

Для валидации разработанной методики контроля примеси ГМДА оценивали такие показа-
тели, как специфичность, прецизионность системы, прецизионность и правильность методики, 
предел обнаружения (ПО), предел количественного определения (ПКО) и линейность.

На рис. 1 и 2 представлены хроматограммы раствора для идентификации пиков FMOC–OH, 
FMOC–Cl, FMOC–ГМДА и испытуемого раствора ПГМГ ГХ. Видно, что на хроматограмме рас-
твора для идентификации пика присутствует четкий пик комплекса FMOC–ГМДА с временем 
удерживания 13,35–13,40 мин, который не перекрывается с другими пиками. Разрешение между 
пиком комплекса FMOC–ГМДА и соседними пиками составляет более 1,5. Специфичность ме-
тодики в отношении комплекса FMOC–HMDA установлена, а пики FMOC–OH, FMOC–Cl, 
FMOC–ГМДА идентифицированы.

Для определения примеси ГМДА с использованием стандартных растворов строили линию 
регрессии, которая описывается уравнением y = 14,829х + 0,0534 с коэффициентом корреляции 
0,998. На рис. 3 представлен график линейности.

Пределы обнаружения методики (ПО) и пределы количественного определения методики 
(ПКО) определяли на основании отношения сигнал/шум для пика FMOC–ГМДА. За ПО методи-
ки принимали концентрацию ГМДА при которой отношение сигнал/шум для пика FMOC–
ГМДА было 3:1. За ПКО методики принимали концентрацию ГМДА при которой отношение 
сигнал/шум для пика FMOC–ГМДА было 10:1. Исходя из результатов испытаний и аналити-
ческих данных установлено: ПО методики на уровне 0,01 % на основании результатов анализа  
5 %-ного испытуемого раствора, относительное стандартное отклонение которых составило 6,18 %, 
и ПКО методики для примеси ГМДА, которые представлены в табл. 2.
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Расчет содержания (%) ГМДА в твердом образце проводили по формуле:

Содержание идентифицированной смеси, % = At Wstd 1 250 ,
As 50 100 Wspl

P× × × ×

где At = средняя площадь пика комплекса FMOC–ГМДА на хроматограмме испытуемого рас-
твора; As = средняя площадь пика комплекса FMOC–ГМДА на хроматограмме стандартного 
раствора; Wstd = масса навески стандартного образца ГМДА, использованной для приготовления 
стандартного раствора (мг); Wspl = масса навески испытуемого образца ПГМГ·ГХ, использован-
ной для приготовления испытуемого раствора (мг); P = чистота (%) стандартного образца ГМДА 
(неподготовленный образец).

Результаты определения степени извлечения (%) представлены в табл. 3 и соответствуют 
критерию приемлемости.
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1 - Unidentified peak - 7,267

2 - FMOC-OH - 7,557

3 - FMOC-Cl - 11,777
4 - Unidentified peak - 12,227

5 - FMOC-HMDA - 13,383

Peak identification #3 [manipulated, 4 peaks manually assigned] UV_VIS_4 WVL:264 nm

Рис. 1. Хроматограмма раствора для идентификации пиков FMOC-OH, FMOC-Cl, FMOC-ГМДА
Fig. 1. Solution chromatogram for peak identification for FMOC-OH, FMOC-Cl, FMOC-HMDA
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Precision (method) #3 [manipulated, 5 peaks manually assigned] UV_VIS_4 WVL:264 nm

Рис. 2. Типичная хроматограмма испытуемого раствора ПГМГ ГХ
Fig. 2. Typical chromatogram of PHMG HCl sample solution
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Т а б л и ц а  2. ПО и ПКО методики для примеси ГМДА

T a b l e  2. DL and QL for HMDA impurity 

Название примеси ПО ПКО 

Гексаметилендиамин, % 0,01 0,025 

Т а б л и ц а 3. Результаты определения степени извлечения

T a b l e 3. The results of extraction degree determination

Идентификационный номер раствора 
Степень извлечения, % 

Примесь ГМДА 

80 %, испытуемый раствор для оценки прецизионности 112,25–116,64  
100 %, испытуемый раствор для оценки прецизионности 110,07–113,34 
120 %, испытуемый раствор для оценки прецизионности 105,52–107,47 

Относительное стандартное отклонение (%) результатов определения степени извлечения 
(%) примеси ГМДА для растворов с концентрациями, соответствующими 80, 100, 120 % нормы 
спецификации, составляет 2,09, 1,54, 0,94 % соответственно и отвечает критерию приемлемости 
(не более 10,0 %).

Таким образом установлена правильность и прецизионность методики для идентифициро-
ванной примеси ГМДА в диапазоне концентраций, соответствующих 80–120 % целевой концен-
трации.

Аналитические данные, полученные в ходе проведения оценки прецизионности системы, 
специфичности, правильности и линейности методики соответствуют установленным критериям 
приемлемости. Предел количественного определения методики установлен на уровне 0,025 %,  
а предел обнаружения методики на уровне 0,01 %. Таким образом, можно сделать вывод, что 
предложенная аналитическая методика на основе метода ВЭЖХ валидирована относительно 
указанных показателей и может быть использована для определения содержания гексаметилен-
диамина в полигексаметиленгуанидин гидрохлориде при его содержании в диапазоне 0,75 – 
0,025 % (м/м).

y = 14,829x + 0,0534 
R² = 0,998
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Fig. 3. Linearity graph
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