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ВВЕДЕНИЕ. Природный многокомпонентный антибиотик полимиксин В в виде 
сульфата применяют для лечения инфекций, вызванных полирезистентными грам- 
отрицательными микроорганизмами. Согласно фармакопейным требованиям 
в препаратах полимиксина В нормируют суммарное содержание компонентов В1, 
В2, В3 и В1-I, а также индивидуальное содержание В3 и В1-I. Токсичность отдель-
ных компонентов полимиксина В различается, поэтому разработка индивидуаль-
ных норм позволит регулировать содержание компонентов, характеризующихся 
максимальной нефротоксичностью. Подходом к решению этой задачи является 
анализ компонентного состава различных образцов полимиксина В. Результаты 
такого анализа, полученные с использованием часто применяемого метода вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) не всегда корректны из-за 
отсутствия стандартных образцов отдельных компонентов полимиксина В.
ЦЕЛЬ. Оценка возможности количественного определения компонентов В1, В2, 
В3, B1-I в препаратах полимиксина В методом ЯМР-спектроскопии.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Объекты исследования  — стандартный образец по-
лимиксина В сульфата и лекарственные препараты полимиксина В различных 
производителей. Измерения проводили на ЯМР-спектрометре Agilent DD2 NMR 
System 600. Измерения референтным методом проводили по фармакопейной 
методике, используя ВЭЖХ-хроматограф Agilent 1200.
РЕЗУЛЬТАТЫ. В спектре 13С выявлены характеристические сигналы, присущие 
каждому из полимиксинов В1, В2, В3 и B1-I. Мольную долю каждого из полимик-
синов В1, В2, В3, B1-I определяли методом внутренней нормализации интеграль-
ных интенсивностей их характеристических сигналов. Результаты измерения со-
держания нормируемых компонентов в образцах полимиксина В методами ЯМР 
и ВЭЖХ практически совпадают с учетом доверительных интервалов.
ВЫВОДЫ. Показана возможность использования метода 13С ЯМР-спектроско-
пии для идентификации основных компонентов полимиксина В и определения 
их количественного содержания в препаратах полимиксина В сульфата без ис-
пользования стандартных образцов.

Ключевые слова: полимиксин В; компоненты полимиксина В; идентификация; количественное содержание; 
ЯМР; ВЭЖХ; антибиотики; стандартизация; родственные соединения
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INTRODUCTION. Polymyxin B is a natural multicomponent antibiotic used in its sul-
fate form for the treatment of infections caused by multidrug-resistant Gram-nega-
tive bacteria. Pharmacopoeial standards for polymyxin B medicinal products include 
limits for the sum of polymyxins B1, B2, B3, and B1-I and for individual polymyxins 
B3 and B1-I. Since polymyxins B1 and B2 differ in their nephrotoxicity, it is impor-
tant to establish individual limits for their content in polymyxin B medicinal prod-
ucts. Establishing individual limits for polymyxins B1 and B2 requires determining 
the component composition of various polymyxin B samples. However, high-per-
formance liquid chromatography (HPLC) may not always provide accurate results 
because of the lack of reference standards for individual polymyxin B components.
AIM. This study aimed to investigate the possibility of quantifying polymyxins B1, 
B2, B3, and B1-I in polymyxin B medicinal products by nuclear magnetic resonance 
(NMR) spectroscopy.
MATERIALS AND METHODS. The study focused on a reference standard for 
polymyxin B sulfate, as well as polymyxin B medicinal products from different man-
ufacturers. NMR measurements were performed on an Agilent DD2 600 MHz NMR 
spectrometer. The study used high-performance liquid chromatography (HPLC) on 
an Agilent 1200 HPLC system as the reference method.
RESULTS. The 13C NMR spectrum contained signals characteristic of polymyxins B1, 
B2, B3, and B1-I. The authors determined the mole fractions of polymyxins B1, B2, 
B3, and B1-I by the internal normalisation method using the integrated intensities 
of the characteristic NMR signals. The results of NMR and HPLC quantification of 
the specified components in polymyxin B samples practically coincided (with due 
regard to the confidence intervals).
CONCLUSIONS. According to the results, the 13C NMR analytical procedure can 
identify and quantify the major active components in polymyxin B sulfate medicinal 
products without reference standards for individual polymyxins.

Keywords: polymyxin B; polymyxin B components; identification; quantitative composition; NMR; nuclear 
magnetic resonance spectroscopy; HPLC; high-performance liquid chromatography; antimicrobials; 
standardisation; related substances
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ВВЕДЕНИЕ
Полимиксин В, входящий в группу природных 
полипептидных антибиотиков, продуцируемых 
штаммами Paenibacillus polymyxa, обладает ши-
роким спектром активности против многих грам- 
отрицательных бактерий. В медицинской прак-
тике полимиксин В в виде сульфата используется 
с 60-х годов прошлого века, однако в 80-х годах 
данный антибиотик практически был выведен 

из медицинской практики из-за его высокой не-
фро- и нейротоксичности и в связи с появлением 
более безопасных и эффективных антибактери-
альных препаратов [1]. В последнее десятилетие 
врачи вновь вернулись к использованию поли-
миксина В из-за широкого распространения ин-
фекций, вызванных полирезистентными грамот-
рицательными микроорганизмами (Pseudomonas 
aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,  
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Acinetobacter baumannii и др.), устойчивыми 
не только к цефалоспоринам, аминоглико-
зидам и фторхинолонам, но и к карбапене-
мам. Данные микроорганизмы не обладают 
резистентностью к полимиксину В (возмож-
но, из-за ограничения его применения): рези-
стентность Pseudomonas aeruginosa составила 
1,3%, Acinetobacter spp.  — 2,1%, Citrobacter spp., 
Escherichia coli и Klebsiella spp. — менее 2% [2]. 
Помимо использования в качестве антибиотика 
его применяют при терапии сепсиса для сорб-
ции эндотоксинов в крови [3].

Полимиксин В  — смесь родственных соедине-
ний, из которых наиболее активными компо-
нентами являются полимиксины В1, В2, В3 и В1-I. 
По химической структуре каждый из них пред-
ставляет собой циклический гептапептид с три-
пептидным ациклическим заместителем, со-
единенным с ацильной алифатической цепью 
(рис. 1).

Согласно фармакопейным требованиям суммар-
ное содержание полимиксинов В1, В2, В3 и В1-I 
в используемых в клинической практике пре-
паратах полимиксина В сульфата должно быть 
не менее 80%, при этом содержание В3 и В1-I 
не должно превышать 6 и 15% соответственно1. 
Индивидуальное содержание В1 и В2 не нор-
мируется. Принято считать, что эти компоненты 
обладают одинаковой биоактивностью. Однако 
исследования последних лет показали, что соот-
ношение компонентов В1 и В2 в полимиксине В 

существенно влияет на его фармакокинети-
ку, фармакодинамику и токсикокинетику [4–6], 
на основании чего был сделан вывод о необ-
ходимости ужесточить стандартизацию основ-
ных компонентов полимиксиновых смесей, до-
ступных в настоящее время для клинического 
применения, или разработать более безопас-
ные однокомпонентные полимиксиновые ли-
попептидные препараты с четкой фармакоки-
нетикой [5, 7].

Стандартизация полимиксина В сульфата по ин-
дивидуальному содержанию компонентов В1, 
В2, В3, B1-I невозможна без мониторинга компо-
нентного состава различных образцов полимик-
сина В с последующим обобщением полученной 
информации. Как правило, определение компо-
нентного состава полимиксина В сульфата про-
водят методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ВЭЖХ) с УФ2 или масс-детекто-
ром [1, 8, 9]. Из-за отсутствия стандартных об-
разцов отдельных компонентов полимиксина В 
применяют метод внутренней нормализации. 
Следует отметить, что применение внутренней 
нормализации в методе ВЭЖХ не всегда кор-
ректно, так как интенсивность хроматографиче-
ского сигнала зависит не только от концентрации 
компонента, но и от его сорбционных свойств. 
Актуально при оценке компонентного соста-
ва полимиксина В сульфата использовать ме-
тод, в котором свойства соединения не влияют 
на интенсивность его сигналов. Таким методом 

1	 Monograph Polymyxin B Sulfate. United States Pharmacopeia. 44th ed. Rockville; 2023.
	 Monograph Polymyxin B Sulfate. European Pharmacopeia. 11th ed. Strasbourg: EDQM; 2022.
2	 Там же.
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Рис. 1. Структурная формула полимиксинов В1, В2, В3 и В1-I

Fig. 1. Structural formula of polymyxins B1, B2, B3, and B1-I
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3	 ОФС.1.2.1.1.0007 Спектроскопия ядерного магнитного резонанса. Государственная фармакопея Российской Федерации. 
XV изд. М.; 2023. 

4	 Monograph Polymyxin B Sulfate. United States Pharmacopeia. 44th ed. Rockville; 2023.
	 Monograph Polymyxin B Sulfate. European Pharmacopeia. 11th ed. Strasbourg: EDQM; 2022.
5	 Там же. 

является метод ЯМР-спектроскопии3 [10, 11]. 
Данный метод успешно применяется для опре-
деления состава природных многокомпонент-
ных антибиотиков [12].

Цель работы  — оценка индивидуального со-
держания нормируемых компонентов В1, В2, 
В3, B1-I в препаратах полимиксина В методом  
ЯМР-спектроскопии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследования исполь-
зовали стандартный образец полимиксина 
В сульфата для микробиологических исследо-
ваний Европейской фармакопеи (EDQM СRS, 
кат. № Y0000355) (I), лекарственные препараты 
«Полимиксин В, лиофилизат для приготовле-
ния раствора для инъекций» (Jodas Expoim, (II)), 
«Полимиксин В, порошок для приготовления 
раствора для инъекций» (ПАО «КрасФарма») 
различных серий (III и IV).

Были использованы следующие реакти-
вы: дейтерированные вода-D2 (Cambridge 
Isotope Laboratories, кат. № DLM-4-99.8-1000) 
и 3-(триметилсилил)-пропионат натрия-D4 (ТСП, 
Cambridge Isotope Laboratories, кат. № DLM-48-1), 
натрия сульфат (99,99% Merck, кат. № 1.06649-
1000), ацетонитрил для ВЭЖХ (Thermo Fisher 
Scientific, кат. № A/0627/17), фосфорная кислота 
(85%, Sigma-Aldrich, кат. № 438081).

Измерения методом ЯМР. Около 20 мг полимик-
сина В сульфата (точная навеска не обязательна) 
растворяли в 0,5 мл дейтерированной воды с до-
бавлением следовых количеств ТСП и перено-
сили в ЯМР-ампулы. Регистрацию спектров про-
водили на ЯМР-спектрометре Agilent DD2 NMR 
System 600 (США) с 5-мм мультиядерным датчи-
ком, оснащенным градиентной катушкой, исполь-
зуя программное обеспечение VNMRJ, версия 4.2. 
Параметры 1D экспериментов: температура  — 
27 °С, ширина спектра — 6009,6 Гц (1Н) и 37878,8 Гц 
(13С), угол поворота намагниченности — 45°, время 
задержки между импульсными последователь-
ностями — 5 с (1Н), 3 с (13С), количество накопле-
ний сигнала спада свободной индукции — 8 (1Н) 
и 16000 (13С), число точек аналого-цифрового 
преобразования  — 64  К, экспоненциальный ко-
эффициент аподизации по Лоренсу — 0,3 Гц (1Н) 
и 2 Гц (13С), дополнение нулями 64 К, автомати-
ческая коррекция базовой линии спектра, ручная 
настройка фазы, калибровка шкалы химических 

сдвигов (δ) под сигнал триметилсилильной груп-
пы ТСП (δ=0,00 м.д.). Цифровое разрешение 
на ядре 1Н 0,09 Гц. Регистрацию двумерных спек-
тров 1H-1Н gCOSY, 1H-1Н TOCSY, 1H-13C gHSQC, 1H-13C 
gHMBC проводили с применением стандартных 
параметров. Мольные доли полимиксинов В1, В2, 
В3, B1-I в анализируемых образцах определены 
методом нормализации интегральных интенсив-
ностей сигналов соответствующих структурных 
фрагментов их молекул. Нормализованные ин-
тегральные интенсивности измеряли в пяти по-
вторностях.

Измерения методом ВЭЖХ проводили по фар-
макопейной методике4 (методики, приведенные 
в Фармакопее США и Европейской фармако-
пее, одинаковы), используя ВЭЖХ-хроматограф 
Agilent 1200 с диодно-матричным детектором 
на колонках ACE 3 C18-HL (150×4,6 мм, размер 
частиц 3,5 мкм). Для приготовления испытуе-
мых образцов 50 мг полимиксина В растворяли 
в 100 мл деионизованной воды. Для исключе-
ния возможной разницы в поглощении разных 
компонентов полимиксина В сульфата анализ 
проводили как при длине волны детектирова-
ния 215 нм (указана в фармакопейной методи-
ке5), так и при 200, 205, 210, 220, 225 и 230 нм 
с усреднением результатов анализа для всех 
длин волн. Для каждого раствора полимикси-
на В получали не менее трех хроматограмм. 
Мольное соотношение содержания основных 
компонентов раствора полимиксина В рассчи-
тывали как долю площади каждого пика в сумме 
площадей 4 пиков, выраженную в процентах.

Статистическую обработку результатов, по-
лученных методами ЯМР и ВЭЖХ, осуществля-
ли с помощью программы Microsoft Office Excel 
2010 с установленным пакетом «Анализ данных».

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Количественное определение компонентно-
го состава сложной смеси методом ЯМР не-
возможно без предварительной структурной 
идентификации одномерных спектров (1Н, 13С) 
анализируемого образца и выбора для каждо-
го компонента характеристических сигналов, 
которые не пересекаются с другими сигнала-
ми в спектре. Нормализованные интегральные 
интенсивности характеристических сигналов 
компонентов соответствуют мольной доле каж-
дого компонента в анализируемом образце.

https://doi.org/10.31003/USPNF_M1354_01_01
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Структурное соотнесение сигналов спектров 
1Н и 13С образцов I–IV проводили на основе 
комплексного анализа результатов двумерных 
экспериментов (1H-1Н gCOSY, 1H-1Н TOCSY, 1H-13C 
gHSQC, 1H-13C gHMBC). В таблице 1 «Спектраль
ные характеристики полимиксина В1» (опубли-
кована на сайте журнала)6 представлено струк-
турное соотнесение сигналов спектров 1Н и 13С 
полимиксина В1, содержание которого в анали-
зируемых образцах максимально.

Следует отметить, что в спектре 1Н практиче-
ски все сигналы анализируемых компонентов 
полностью или частично перекрываются, также 
наблюдается наложение сигналов различных 
структурных фрагментов, входящих в состав 
индивидуальных соединений, по этой причи-
не в таблице 17 не приведены мультиплетность 
и значения констант спин-спинового взаимо-
действия сигналов протонов. Сигналы олиго-
пептидного остова компонентов В2, В3 и B1-I 
практически совпадают с таковыми в В1 за ис-
ключением изолейцинового фрагмента в B1-I 
(табл. 2 «Спектральные характеристики изолей-
цинового фрагмента в полимиксине В1-I», опубли-
кована на сайте журнала8).

Все химические сдвиги сигналов алифатиче-
ской ациламидной цепи в В1 и В1-I совпадают, 
кроме сигналов 13С метиленового фрагмента 
С(3)Н2 (28,40 и 28,32 для В1 и В1-I соответственно). 

Для В2 и В3 наблюдаются небольшие различия 
в спектральных характеристиках 6-метилгеп-
тамидного (В2) и октамидного (В3) фрагментов 
(табл. 3 «Спектральные характеристики ацил
амидного фрагмента в полимиксинах В2 и В3», 
опубликована на сайте журнала9).

В спектре 13С выявлены характеристические 
сигналы, присущие каждому из полимиксинов 
В1, В2, В3 и B1-I, которые могут служить спек-
тральными маркерами их присутствия в анали-
зируемом образце (рис. 2):
В1, δ, м.д.: 28,40 (C(3)H2);
В2, δ, м.д.: 28,90 (C(3)H2), 40,66 (C(5)H2), 29,94 
(C(6)H), 24,72 (C(7)H3 и R1);
В3, δ, м.д.: 28,09 (C(3)H2), 26,84 (C(5)H2), 33,76 
(C(6)H2), 16,22 (R1);
В1-I, δ, м.д.: 28,32 (C(3)H2), 17,68 (R4), 13,37 (С(41)Н3).

Следует отметить, что оценку мольных долей 
нормируемых компонентов полимиксина В необ-
ходимо выполнять по характеристическим сиг-
налам, принадлежащим к однотипным углево-
дородным фрагментам молекул компонентов, 
так как интенсивность сигналов 13C, получен-
ных с развязкой от протонов, зависит не толь-
ко от концентрации вещества, но и от числа во-
дородных заместителей при углеродном атоме. 
В данной работе мы ограничились нормируемы-
ми интегральными интенсивностями сигналов 
С(3): 28,40 (B1), 28,90 (В2), 28,09 (В3), 28,32 (B1-I).

6	 https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-744-table
7	 Там же.
8	 Там же. 
9	 Там же. 
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Рис. 2. Характеристические сигналы компонентов полимиксинов В1, В2, В3, В1-I в спектре 13С ЯМР

Fig. 2. Characteristic signals of polymyxins B1, B2, B3, and B1-I in the 13C NMR spectrum
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Результаты определения содержания полимик-
синов В1, B2, B3, B1-I в образцах методами ЯМР 
и ВЭЖХ представлены в таблице 4. Значения 
содержания нормируемых компонентов в об-
разцах полимиксина В, определенные методами 
ЯМР и ВЭЖХ, практически совпадают с учетом 
доверительных интервалов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты проведенных исследований по-
казали возможность использования 13С  
ЯМР-спектроскопии для идентификации 

нормируемых компонентов полимиксина  В 
и определения их количественного содер-
жания в препаратах полимиксина В сульфа-
та без использования стандартных образцов. 
Совпадение результатов определения мольных 
долей полимиксина В1, В2, В3 и В1-I методами 
ЯМР-спектроскопии и ВЭЖХ доказывает от-
сутствие различий в сорбционных свойствах 
компонентов полимиксина В и корректность 
применения метода внутренней нормализации 
при определении нестехиометрического соста-
ва полимиксина В методом ВЭЖХ.
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Table 4. Results of polymyxin B1, B2, B3, and B1-I quantification in polymyxin B samples

Образец
Sample

Метод
Method

В1, мольн. %
В1, mol%
(RSD, %)

В2, мольн. %
В2, mol%
(RSD, %)

В3, мольн. %
В3, mol%
(RSD, %)

В1-I, мольн. %
В1-I, mol%
(RSD, %)

I

13C ЯМР
13C NMR

70,04±0,52
(0,60)

14,05±0,42
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3,83±0,17
(2,84)

11,89±0,36
(2,46)
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HPLC
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(0,94)

14,45±0,05
(0,80)

3,53±0,15
(2,94)

11,96±0,0,38
(6,98)

II

13C ЯМР
13C NMR
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10,99±0,33
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4,83±0,25
(4,22)

11,75±0,55
(3,75)
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HPLC
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(0,50)
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(0,55)

4,50±0,09
(4,40)

12,26±0,17
(2,97)

III

13C ЯМР
13C NMR
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(0,35)

13,61±0,29
(1,71)

4,36±0,36
(6,66)

11,59±0,37
(2,49)

ВЭЖХ
HPLC
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ВЭЖХ
HPLC

70,12±0,22
(0,68)

13,66±0,08
(1,33)

4,63±0,07
(3,16)

11,59±0,26
(4,83)

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. ЯМР — ядерный магнитный резонанс, ВЭЖХ — высокоэффективная жидкостная хроматография.
Note. NMR, nuclear magnetic resonance spectroscopy; HPLC, high-performance liquid chromatography.
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