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Целью работы является подтверждение порядка элюирования продуктов взаимодействия 
компонентов гентамицина с ортофталиевым альдегидом (ОФА) по скорости реакции дериватизации в 
присутствии ДМСО, а также оценка влияния содержания ДМСО в смеси на скорость реакции. 

Гентамицин – антибиотик широкого спектра действия, широко используемый в медицине. 
Структурные компоненты гентамицина различаются количеством и положением метильных радика-
лов, замещающих атомы водорода одной из аминогрупп.  

Оптимизировано разделение продуктов взаимодействия компонентов гентамицина с ОФА в 
обращенно-фазовой системе с использованием смеси ацетонитрил – вода – хлорная кислота – аммиак 
в качестве подвижной фазы. При оптимизации условий разделения производных гентамицина и ОФА 
было показано, что разделение пиков улучшалось при переходе рН солевой составляющей подвижной 
фазы от 2.5 к 6.1. Кроме этого, был подобран профиль градиента, обеспечивающий минимальную 
продолжительность анализа при полном разделении компонентов. Изучено влияние содержания 
ДМСО на скорость дериватизации и стабильность продуктов реакции. Показано, что содержание ор-
ганического растворителя в диапазоне 20÷30 об.% обеспечивает максимальную стабильность обра-
зующихся продуктов. Установлено, что скорость реакции дериватизации максимальная для продукта, 
элюирующегося первым, минимальна – для последнего из них и имеет промежуточную величину для 
компонентов с промежуточными временами удерживания. Скорость реакции зависит от количества 
метильных заместителей аминогруппы и их положения, что оказывает стерическое влияние на взаи-
модействие компонентов с реагентом. Гидрофобность разделяемых продуктов также зависит от этих 
факторов, что объясняет корреляцию порядка элюирования со скоростью реакции дериватизации. 
Полученные закономерности могут быть использованы при разработке методик анализа органиче-
ских веществ и их смесей методом ВЭЖХ с предколоночной дериватизацией. 

Ключевые слова: гентамицин, компоненты лекарственного средства, ортофталевый альде-
гид, скорость реакции дериватизации, порядок элюирования. 

Введение 
Гентамицин (ГМ) – антибиотик ши-

рокого спектра действия, широко ис-
пользуемый в медицине. Методы анали-
за ГМ и его аналогов описаны в фарма-
копеях [1-3], монографии [4] и научной 
периодике [5-12]. Для количественного 
определения ГМ в Европейской фарма-
копее [1] и фармакопее США [2] преду-
смотрен микробиологический метод, а 

для определения компонентного состава 
– метод ВЭЖХ.  

ГМ – многокомпонентное лекар-
ственное средство, содержащее пять ос-
новных составляющих. Структуры ком-
понентов ГМ различаются количеством 
и положением метильных радикалов, за-
мещающих атомы водорода одной из 
аминогрупп (далее по тексту АГ)(рис. 1).  
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Эти факторы влияют на гидрофоб-
ность и форму молекул, что определяет 
их хроматографические свойства и поз-
воляет разделять в обращенно-фазовом 
режиме. Компоненты ГМ практически 
не поглощают в УФ-диапазоне спектра, 
поэтому для их детектирования необхо-
димы альтернативные методы, напри-
мер, амперометрический [1], либо дери-
ватизация с получением светопоглоща-
ющих производных. 

В качестве реагентов для дериватиза-
ции ГМ используют о-фталевый альде-
гид [2–6], флуорескамин [7], бензол-
сульфонилхлорид [8], дансил хлорид 
[9,10], тринитробензолсульфокислоту 
[11], 1-фтор-2,4-динитробензол [12]. 

Одним из наиболее широко использу-
емых дериватизирующих реагентов для 
количественного определения первич-
ных аминов является о-фталевый альде-
гид (ОФА). В присутствии меркаптоэта-
нола или других тиольных соединений 
реакция протекает по следующей схеме 
[4] (рис. 2): 

Скорость процесса достаточно велика 
уже при комнатной температуре и про-
дукт реакции образуется в течение не-
скольких минут [3, 4]. Мягкие условия 

получения производных, их стабиль-
ность, дешевизна реактивов, а также 
наличие в продаже готовых к примене-
нию смесей в удобной упаковке позво-
ляют считать ОФА одним из лучших ре-
активов для дериватизации ГМ. 

По методике Европейской Фармако-
пеи 8 издания [1] компонентный состав 
ГМ определяют при помощи ВЭЖХ без 
дериватизации с амперометрическим де-
тектированием с использованием в каче-
стве подвижной фазы (ПФ) водного рас-
твора CH3CN (1.5 об.%), CF3COOH 
(0.7 об.%) и пентафтормасляной кислоты 
(0.0250 об. %), рН которого доведен до 
2.6 добавлением раствора NaOH [1]. По-
рядок элюирования пиков компонентов 
ГМ следующий: С1а, С2, С2b, С2а, С1. 
Этот порядок определяется двумя ос-
новными факторами – гидрофобностью 
разделяемых компонентов и их про-
странственной конфигурацией, опреде-
ляющей площадь контакта молекул с по-
верхностью сорбента. Действительно, 
гидрофобность компонентов возрастает 
в последовательности С1а (отсутствуют 
метильные заместители в АГ) – С2, С2а 
и С2b (по одному метильному замести-
телю) – С1 (два заместителя) в АГ, что 

 
Рис. 1. Химическая структура гентамицина 
Fig. 1. Chemical structure of gentamicin 

 
Рис. 2. Схема реакции аминопроизводных с ортофталевым альдегидом 

Fig. 2. Scheme of the reaction of amino derivatives with ortho-phthalic aldehyde 
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соответствует порядку элюирования.  
В фармакопее США 36 издания 

(USP36 – NF31) описана методика опре-
деления компонентного состава ГМ с 
ОФА, согласно которой элюирование 
проводят в изократическом режиме с 
ПФ, содержащей 0.5% гептансульфоната 
натрия в смеси (70:25:5) метанол–вода–
ледяная уксусная кислота. Дериватиза-
цию ГМ проводят раствором ОФА, со-
держащим 5 об.% метанола, 2 об.% тио-
гликолевой кислоты в 0.4 М растворе 
борной кислоты (рН 10.4 добавлением 
8н. раствора гидроксида калия). Реакцию 
ГМ с ОФА проводят в течение 15 мин 
при 60°С в растворе, содержащем 
60 об.% изопропиловый спирт (ИПС). На 
хроматограмме регистрируют пики че-
тырех компонентов ГМ в следующей по-
следовательности: С1, С1а, С2а и С2 [1]. 
Отличие порядка элюирования пиков в 
этой методике по сравнению с методи-
кой European Pharmacopoeia (ЕР) объяс-
няется влиянием ион-парного реагента 
гептансульфоната натрия. Пентафтор-
масляная кислота, используемая в соста-
ве ПФ в методике ЕР, также является 
ион-парным реагентом по отношению к 
соединениям, содержащим аминогруп-
пы, но ее влияние слабее, чем действие 
алкилсульфонатов. 

Можно предположить, что с ПФ со-
става ацетонитрил – вода – 0.5% хлорная 
кислота (рН 6.1), используемой в данной 
работе, порядок компонентов будет та-
ким же, как в ЕР: оба варианта исполь-
зуют обращенно-фазовый режим, а ПФ 
содержит слабый ион-парный реагент – 
перхлорат или пентафторацетат. Однако, 
составы и рН ПФ в этих методиках раз-
личны. Кроме того, в настоящей работе 
разделяли не чистые компоненты ГМ, 
как в ЕР, а их производные с ОФА, по-
этому гарантировать идентичность по-
рядка элюирования компонентов ГМ в 
двух методиках без дополнительной 
экспериментальной проверки нельзя.  

Было сделано предположение, что 
скорость реакции с ОФА зависит от 
структуры компонентов ГМ, а именно – 

окружения АГ. Быстрее всего должна 
идти реакция с компонентом С1а, по-
скольку в данном случае в АГ отсут-
ствуют метильные заместители и, как 
следствие, минимальны стерические за-
труднения при сближении молекул реа-
гирующих веществ в растворе. По ана-
логичным соображениям минимальной 
должна быть скорость реакции дерива-
тизации максимально замещенного ком-
понента С1, а для реакции ОФА с ком-
понентами С1 и С2а и С2b можно пред-
полагать промежуточную по величине 
скорость. 

Цель работы – подтверждение поряд-
ка элюирования продуктов взаимодей-
ствия компонентов ГМ с ОФА по скоро-
сти реакции дериватизации в присут-
ствии ДМСО, а также оценка влияния 
содержания ДМСО в смеси на скорость 
реакции. 

Аналогично методике The United 
States Pharmacopoeia (USP), реакцию 
проводили в водно-органическом рас-
творе. Поскольку новую методику раз-
рабатывали для анализа препарата на 
основе гранул полилактид-гликолида, 
вместо ИПСа использовали более силь-
ный растворитель – ДМСО. 

Экспериментальная часть 
Работу проводили на жидкостном 

хроматографе Prominence LC-20 с авто-
матическим дозатором SIL-20AC и ди-
одно-матричным детектором SPD-M20A 
(Shimadzu), а также рН-метр Seven 
Compact S20 с комбинированным стек-
лянным электродом (Mettler Toledo). 

В работе использовали готовый реак-
тив производства Agilent Technologies – 
Sigma Aldrich в виде 1 см3 раствора в бо-
ратном буфере в ампулах, содержащий 
10 мг/см3 (ОФА), 3-меркаптопро-
пионовую кислоту в качестве стабилиза-
тора продукта реакции. Анализ проводи-
ли с использованием хроматографиче-
ской колонки 4.6×100 Cortecs C18 
2.7 мкм. (Waters). Анализ вели в гради-
ентном режиме элюирования с измене-
нием состава ПФ: от 20 до 65 об.% 
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CH3CN за 35 мин – 0.5% HClO4 (добав-
ление NH3 до рН 6.1) при скорости пото-
ка ПФ 1.0 см3/мин. Объем инжектируе-
мой пробы составлял 5 мкл, длина волны 
детектирования 330 нм, температура ко-
лонки и отделения образцов 40°С. 

Анализируемые растворы готовили в 
градуированных пробирках с притертой 
пробкой вместимостью 10 см3. В про-
бирку помещали 5.0 см3 водного раство-
ра ГМ с концентрацией около 0.2 мг/см3, 
необходимое количество ДМСО и пере-
мешивали полученный раствор. Добав-
ляли 100 мкл реактива ОФА и переме-
шивали раствор. Добавляли воду до  
10 см3, перемешивали и немедленно пе-
реносили часть раствора в виалу хрома-

тографа для анализа. Для подтверждения 
получаемых результатов каждый раствор 
готовили и анализировали трижды. 

Обсуждение результатов  
Детектирование вели при длине вол-

ны 330 нм, близкой к длинноволновому 
максимуму поглощения продукта взаи-
модействия ГМ с ОФА (рис. 3). 

Для разделения использовали ПФ, со-
держащую ацетонитрил, воду, хлорную 
кислоту и аммиак. Ранее было показано, 
что ПФ этого состава обладает высокой 
прозрачностью в УФ-диапазоне спектра 
поглощения, обеспечивает эффективное 
разделение органических веществ раз-
личной природы и способствует продле-

 
Рис. 3. Спектр поглощения продукта взаимодействия ГМ с ОФА 

Fig. 3. Absorption spectrum of the product of interaction of GM with OPA 

 
Рис. 4. Хроматограмма раствора ГМ 122 мкг/см3 в 30 об.% ДМСО с добавлением реа-

гента ОФА. Колонка 4.6×100 Cortecs C18 2.7 мкм. ПФ: от 20 до 65 об.% CH3CN за 35 мин 
– 0.5% HClO4 (добавление NH3 до рН 6.15), скорость потока ПФ 1.0 см3/мин, объем ин-

жектируемой пробы 5 мкл. Длина волны детектирования 330 нм. Температура колонки и 
отделения образцов 40оС 

Fig. 4. Chromatogram of a GM solution of 122 μg/ml in 30 vol. % DMSO with the addition 
of OPA reagent.  Column 4.6 × 100 Cortecs C18 2.7 μm. Mobile phase: 20 to 65 vol.% CH3CN 
for 35 min – 0.5% HClO4 (addition of NH3 to pH 6.15), mobile phase flow rate 1.0 sm3/min, in-
jected sample volume 5 μL. The detection wavelength is 330 nm. Column and sample separation 

temperature 40oС 
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нию срока службы хроматографического 
оборудования и колонок [13, 14]. При 
оптимизации условий разделения произ-
водных ГМ–ОФА было показано, что 
разделение пиков улучшалось при пере-
ходе рН солевой составляющей ПФ от 
2.5 к 6.1. Кроме этого, был подобран 
профиль градиента, обеспечивающий 
минимальную продолжительность ана-
лиза при полном разделении компонен-
тов (рис. 4).  

Эта методика разделения осуществля-
ется почти в два раза быстрее, чем в ЕР и 
более практична, чем в USP благодаря 
отсутствию в ПФ алкилсульфоната. 

Кинетические кривые образования 
производных трех компонентов ГМ 
с ОФА при различном содержании 
ДМСО в растворах представлены на  
рис. 5, при содержании ДМСО 30 об.% – 
в табл. 1. 

При любой концентрации ДМСО в 
реакционной смеси площадь пика про-
дукта реакции С1 на первой хромато-
грамме (t=0 мин) максимальна, С2 – ми-
нимальна, С1а и С2а – имеют промежу-
точное значение. При отсутствии орга-
нического растворителя в смеси продукт 
С2 нестабилен – через 40 мин после 
начала реакции его концентрация начи-
нает снижаться. При содержании ДМСО, 
равном 40 об.% и повышенной темпера-
туре (40°С) для продукта С1а значение 
площади пика на хроматограмме посте-
пенно возрастает в течение четырех ча-
сов протекания процесса. 

Таким образом, эти результаты под-
тверждают теоретические предположе-
ния о максимальной реакционной спо-
собности по отношению к ОФА компо-
нента С1а, минимальной – компонента 
С1 и промежуточной – С2 и С2а. Для 

          

          
 

Рис. 5. Зависимость натуральных логарифмов площадей пиков от времени реакции об-
разования продуктов взаимодействия компонентов ГМ (1 – С1а, 2 – С2; 3 – С1) с ОФА 

при различном содержании ДМСО в растворах, об. %: а – 0; б – 30; в, г – 50. Температура 
растворов 25оС (а-в), 40оС (г). 

Fig. 5. Dependence of the natural logarithms of the peak areas on the reaction time of the 
formation of the products of the interaction of GM components (1 – С1а, 2 – С2; 3 – С1) with 

OPA at different DMSO content in solutions, vol. %: a – 0; b –30; v, g – 50. The temperature of 
the solutions is 25oC (a-g), 40oC (d). 
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компонента С2b измерения не проводи-
ли в связи с относительно малой площа-
дью пика. Принципиальное влияние от-
сутствие данной информации на общие 
выводы не оказывает.  

 Оптимальная концентрация ДМСО в 
реакционной смеси, обеспечивающая 
стабильность площадей продуктов реак-
ции – 30 об.%. Нецелесообразно прово-
дить процесс при повышенной темпера-
туре – это снижает стабильность резуль-
татов во времени. 

Заключение 
Порядок удерживания продуктов вза-

имодействия компонентов ГМ с ОФА 
зависит от числа метильных заместите-
лей аминогруппы, влияющего на гидро-
фобность и пространственную структуру 

молекул. От пространственной структу-
ры молекул компонентов ГМ зависит 
доступность активных центров для реа-
гента, что определяет скорость дерива-
тизации. В результате, скорость реакции 
дериватизации связана с гидрофобно-
стью молекул компонентов ГМ и их 
пространственной структурой и, как 
следствие, коррелирует с порядком их 
элюирования в обращено-фазовой си-
стеме. Указанная закономерность может 
быть использована для определения по-
рядка удерживания компонентов при 
разработке методик анализа органиче-
ских веществ с использованием обраще-
но-фазовой ВЭЖХ. 
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The aim of this study was the confirmation of the order of elution of the products of interaction of 
the components of gentamicin with ortho-phthalic aldehyde (OPA) according to the rate of the derivatisation 
reaction in the presence of DMSO, as well as to assess the effect of the content of DMSO in the mixture on 
the reaction rate. 

Gentamicin is a broad-spectrum antibiotic widely used in medicine. The structural components of 
gentamicin differ in the number and position of methyl radicals substituting the hydrogen atoms of one of the 
amino groups. 

Chromatographic analysis was carried out on a Prominence LC-20 liquid chromatograph with an au-
tomatic dispenser and a diode-matrix detector and a pH meter with a combined glass electrode. 

The separation of the products of interaction of the components of gentamicin with OPA in a re-
versed-phase system was optimized using a mixture of acetonitrile - water - perchloric acid - ammonia as a 
mobile phase. When optimizing the conditions for the separation of derivatives of gentamicin and OPA, it 
was shown that the separation of peaks improved when the pH of the salt component of the mobile phase 
changed from 2.5 to 6.1. In addition, a gradient profile that provided the minimum analysis duration with the 
complete separation of the components was selected.  

The effect of the DMSO content on the rate of derivatisation and the stability of the reaction prod-
ucts was studied. It was shown that the content of organic solvent in the range of 20-30 vol.% provides the 
maximum stability of the resulting products. 

It was found that the rate of the derivatisation reaction is maximum for the first product eluted, min-
imum for the last product, and has an intermediate value for components with intermediate retention times. 
The reaction rate depends on the number of methyl substituents of the amino group and their position, which 
has a steric effect on the interaction of the components with the reagent. The hydrophobicity of the separated 
products also depends on these factors, which explains the correlation of the order of elution with the rate of 
the derivatisation reaction. 

The obtained patterns can be used in the development of methods for the analysis of organic sub-
stances and their mixtures by HPLC with precolumn derivatisation. 

Keywords: gentamicin, drug components, ortho-phthalic aldehyde, derivatisation reaction rate, elu-
tion order. 
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