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Аннотация. Предложен быстрый и простой способ определения антибиотиков 
пенициллинового ряда в лекарственных средствах, основанный на дисперсион-
ной жидкостно-жидкостной микроэкстракции ассоциатов пенициллинов с ме-
тиленовым синим и измерении цветометрических характеристик экстрактов с 
помощью смартфона и специализированного программного обеспечения. В ка-
честве аналитического сигнала (Ar) использовали значения цветометрических 
параметров в системе RGB. Разработаны методики определения содержания пе-
нициллина (G, V), оксациллина, ампициллина, амоксициллина и нафциллина в 
лекарственных препаратах. Пределы обнаружения и определения составили 0,2 
и 0,6–0,8 мкг/мл соответственно. Показана возможность использования хемоме-
трического анализа, позволяющего сократить время анализа и  визуализировать 
данные исследования. Обработку массива данных проводили методами главных 
компонент (principal component analysis, PCA), иерархического кластерного ана-
лиза (hierarchical clustering analysis, HCA) и метода k-means c использованием 
программного обеспечения XLSTAT. Проведена идентификация и определение 
концентрации антибиотиков пенициллинового ряда в таблетированных формах с 
использованием хемометрического анализа. Градуировочные характеристики ли-
нейны с коэффициентами достоверности аппроксимации ≥0,99. Относительное 
стандартное отклонение результатов анализа не превышает 0,05. Продолжитель-
ность анализа 15–20 мин.
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Путем модификации природного пеницил-
лина (бензилпенициллина), открытого Алек-
сандром Флемингом в 1928 г., для расширения 
спектра его действия создана группа антибио-
тиков под названием пенициллины, которые 
используют для лечения различных бактери-
альных инфекций, вызванных как грамположи-
тельными, так и грамотрицательными аэроб-
ными и анаэробными бактериями. В настоящее 
время они находят широкое применение в ме-
дицине и ветеринарии для профилактики и ле-
чения заболеваний.

Для оценки качества лекарственных препара-
тов (ЛП) на основе пенициллинов предложено 

использовать титриметрические [1–3], спектро-
фотометрические методы [4, 5], а также методы 
тонкослойной хроматографии [6], капиллярного 
электрофореза [7] и высокоэффективной жид-
костной хроматографии (ВЭЖХ) [8–10] с разны-
ми вариантами детектирования. 

В работах [1, 2] изучена кинетика и сте-
хиометрия реакций S-оксидирования полусин-
тетических пенициллинов (амоксициллина, 
ампициллина, оксациллина и тикарциллина) в 
водных растворах при рН 3–6 в присутствии ги-
дропероксомоносульфата калия методом йо-
дометрического титрования. В этом случае на 
1 моль пенициллина расходуется 1 моль КНSO5. 
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Разработана унифицированная методика и 
показана возможность оценки количественного 
содержания пенициллинов методом йодометрии 
с использованием гидропероксомоносульфата 
калия в качестве аналитического реагента. От-
носительное стандартное отклонение результа-
тов анализа не превышает 2,35 % [1].

Рассмотрена возможность использования ги-
дроксамовой реакции для анализа готовых ле-
карственных средств (ЛС) на основе антибио-
тиков пенициллинового ряда спектрофотоме-
трическим методом [4]. Ацильные соединения, 
реагируя с гидроксиламином, превращаются 
в гидроксамовые кислоты, которые с солями 
железа(III) образуют окрашенные комплексы. 
В работе оптимизированы условия получения 
окрашенных соединений из β-лактамных анти-
биотиков под действием NH2OH (температура, 
время реакции, соотношение и концентрация 
реагентов). Установлено, что результаты опре-
деления действующего вещества в лекарствен-
ных субстанциях с помощью разработанной ме-
тодики [4] укладываются в нормы допустимых 
отклонений. Они практически не отличаются от 
результатов анализа антибиотиков фармакопей-
ным методом [3].

Описано спектрофотометрическое определе-
ние амоксициллина и ампициллина в готовых 
ЛС с использованием реагента Фолина–Чокал-
теу [5]. Предложенный подход основан на полу-
чении комплексного соединения синего цвета 
за счет восстановления вольфрамат- и/или мо-
либдат-анионов в реагенте Фолина–Чокалтеу 
под действием амоксициллина и ампициллина 
в щелочной среде. 

Хромогенная реакция имеет λmax при 720 и 
740 нм с молярным коэффициентом светопогло-
щения 1,6295∙104 и 0,1085∙104 л/(моль×см) в диа-
пазоне концентраций 2–10 и 10–70 мкг/мл для 
амоксициллина и ампициллина соответственно.

Предложены методики оценки качества ле-
карственных препаратов методами капилляр-
ного электрофореза [7]. Выбраны оптималь-
ные условия разделения и определения разных 
классов антибактериальных веществ: пеницил-
линов, фторхинолонов, нитрофуранов, сульфа-
ниламидов, метронидазола и хлорамфеникола. 
В частности, для определения пенициллинов 
(амоксициллина, оксациллина, ампициллина, 
клоксациллина, пенициллина G, диклоксацил-
лина) с учетом их физико-химических свойств 
использовали метод мицеллярной электрокине-
тической хроматографии. В ходе серии экспери-

ментов выбраны оптимальные условия электро-
форетического разделения смеси шести анали-
тов: капилляр с внутренним диаметром 75 мкм, 
длина волны УФ-излучения 210 нм, температура 
водяной рубашки капилляра 20 °С, напряжение 
высоковольтного блока +25 кВ, ввод пробы при 
30 мбар в течение 10 с, ведущий электролит со-
стоит из 10 мМ фосфатного буферного раствора 
(рН 7,0) и 30 мМ додецилсульфата натрия. Диа-
пазон определяемого содержания действующих 
компонентов ЛС составляет 1–1000 мг/г для 
твердых и 0,001–0,50% для жидких препаратов. 
Относительное стандартное отклонение резуль-
татов анализа не превышает 0,04.

Наибольшее распространение для контро-
ля качества лекарственных препаратов полу-
чил метод ВЭЖХ [8–10]. В работе [8] описан 
подход для оценки качества амоксициллина 
в таблетированной форме методом обращен-
но-фазовой ВЭЖХ при детектировании в УФ-
области спектра. Подход отличает простота в 
реализации. В качестве подвижной фазы авто-
ры используют комбинацию раствора одноза-
мещенного фосфата калия (KH2PO4) с массовой 
концентрацией 6,8 г/л (рН 5,0) и метанола в со-
отношении 95:5. Хроматографическое разде-
ление полученного экстракта проводили на ко-
лонке «Hypersil» с привитыми октадецильными 
группами С18 (250 мм × 4,6 мм, диаметр зерна 
сорбента 5 мкм) при объемной скорости подачи 
подвижной фазы 1,5 мл/мин. Для детектирова-
ния аналитического сигнала использовали длину 
волны 254 нм. Диапазон линейности находился 
в интервале от 20 до 160 мкг/мл, коэффициент 
корреляции градуировочной характеристики не 
превышал 0,9998. Степень извлечения аналита 
составляет (100,6 ± 4)%.

В работе [10] с помощью метода ВЭЖХ в со-
четании с тандемным масс-спектрометрическим 
детектированием (МС/МС) представлены ус-
ловия для определения 13 антибактериаль-
ных соединений разных классов, в том числе 
амоксициллина, ампициллина и пенициллина 
G в ветеринарных препаратах. Градуировочные 
характеристики линейны в диапазоне концен-
траций 50–2000 нг/мл. Пределы обнаружения 
для всех аналитов варьировали от 55 нг/мл до 
58 мкг/мл, переделы определения – от 185 нг/мл 
до 194 мкг/мл. 

Все рассмотренные выше методики имеют 
несколько недостатков, к которым можно отне-
сти необходимость использования дорогосто-
ящего оборудования, применение токсичных 
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растворителей, привлечение к работе высоко-
квалифицированного персонала. Кроме того, 
данная группа методик не подходит в случае 
проведения экспресс-анализа лекарственных 
препаратов для оценки содержания действую-
щего вещества. Перспективным направлением в 
этой области аналитической химии фармацевти-
ческих средств, на наш взгляд, является цифро-
вая цветометрия [11, 12].

Цель настоящей работы состояла в разработ-
ке быстрого и простого способа определения 
антибиотиков пенициллинового ряда в лекар-
ственных средствах после извлечения их в виде 
ассоциатов с метиленовым синим методом дис-
персионной жидкостно-жидкостной микроэк-
стракции, последующей регистрации цветоме-
трических характеристик с помощью смартфона 
и обработки данных с использованием хемоме-
трического анализа.

Экспериментальная часть

Аппаратура и материалы. В качестве цве-
торегистрирующего устройства для измерения 
оптических и цветометрических характеристик 
подготовленных экстрактов использовали смарт-
фон «iPhone X» («Apple», США) с установлен-
ным программным обеспечением «RGBer». 

В работе применяли аналитические весы 
«Sartorius CP 124S» специального клас-
са точности с пределом взвешивания 0,1 мг 
(«Sartorius», Германия), дозаторы «Sartorius 
BIOHIT» серии «Proline» одноканальные меха-
нические переменного объема 10–100, 100–1000, 
1000–5000 мкл («Sartorius», Германия), микро-
шприцы объемом 10, 100 и 500 мкл (Hamilton 
Company, Япония), лабораторную центрифугу 
«MPW-260R» («MPW Med. Instruments», Поль-
ша), политетрафторэтиленовые мембранные 
фильтры 25 мм c диаметром пор 0,45 мкм («Pall 
Corporation», США), пробирки полипропи-
леновые емкостью 15 мл («SPL Life Sciences 
Co.», Корея), пробирки типа «Эппендорф» 
емкостью 2,0 мл («GenFollower Biotech Co.», 
Китай).

Реактивы. Использовали стандартные об-
разцы пенициллина G (бензилпенициллина), 
V (феноксиметилпенициллина), оксациллина, 
ампициллина, амоксициллина и нафциллина 
(98–100%, «Sigma-Aldrich», США). Основные 
стандартные растворы концентрацией 1 мг/мл 
готовили растворением точной навески препара-
та в ацетонитриле и деионизированной воде (не 
менее 18 МОм×см, ОСТ 11 029.003-80). Рабочие 

стандартные растворы готовили последователь-
ным разбавлением основных стандартных рас-
творов деионизированной водой.

Использовали ацетонитрил (99,9%, «Schar-
lab S.L.», Испания), метанол (PA-ACS-ISO, 
«Panreac», ЕС), метилен хлористый, хлоро-
форм, четыреххлористый углерод («х.ч.», АО 
«ЭКОС-1», Россия), этиловый спирт («х.ч.», 
«ХИММЕД», Россия), ацетон («ч.д.а.», АО 
«ХИМРЕАКТИВ», Россия), метиленовый си-
ний («ч.д.а.», ООО «Лабхим», Россия), натрия 
тетраборат декагидрат (99,5%, «Sigma-Aldrich», 
США).

Схема установки. Для измерения цвето-
метрических характеристик полученных экс-
трактов ионных ассоциатов использовали уста-
новку, представленную на рис. 1. Пробирку с 
экстрактом помещали в держатель и с помо-
щью смартфона «iPhone X» наводили фокус на 
экстракт, делали снимок и с применением про-
граммного продукта «RGBer» определяли цве-
тометрические характеристики экстракта. Все 
измерения проводили в условиях искусствен-
ного освещения.

В качестве аналитического сигнала исполь-
зовали величину Аr, которую рассчитывали по 
формуле:

    
2 2

0 0
2

0( ) ( ) ( ) ,x x xr R G GA R B B     

где R0, G0, B0, Rx, Gx, Bx – цифровые значения ин-
тенсивности красного, зеленого, синего цветов хо-
лостой и анализируемой пробы  соответственно. 

Рис. 1. Устройство для измерения цветометрических 
характеристик экстрактов: 1 – пробирка с экстрактом, 

2 – бокс (10×15×15 см), 3 – смартфон
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Построение градуировочной зависимо-
сти. В пробирку типа «Эппендорф» емкостью 
2 мл вносили 5, 10, 20, 40, 60, 80 и 100 мкл ра-
бочего раствора пенициллина (с = 0,1 мг/мл), 
1 мл деионизированной воды, 10 мкл 0,05%-го 
раствора метиленового синего, затем с помо-
щью микрошприца добавляли 200 мкл экстра-
гирующей смеси ацетонитрила и хлороформа в 
соотношении 3:1 по объему. Перемешивали и 
центрифугировали 1 мин при 15 000 об/мин. 
Измеряли цветометрические характеристики 
экстракта с помощью смартфона.

Пробоподготовка. Одну таблетку готового 
ЛП помещали в мерную колбу емкостью 100 
мл, добавляли 50 мл деионизированной воды и 
1 мл ацетонитрила. Содержимое колбы переме-
шивали до полного растворения ЛС и доводили 
объем в колбе до метки водой. Полученный рас-
твор фильтровали через мембранный фильтр с 
диаметром пор 0,45 мкм. В пробирку типа «Эп-
пендорф» емкостью 2,0 мл помещали 10–100 мкл 
приготовленного раствора, 1 мл деионизиро-
ванной воды, добавляли 10 мкл 0,05%-го рас-
твора метиленового синего. Содержимое про-
бирки перемешивали. Затем в полученный 
раствор с помощью микрошприца вносили 
200 мкл экстрагирующей смеси. Пробирку встря-
хивали и центрифугировали в течение 1 мин при 
15 000 об/мин. С помощью смартфона изме-
ряли цветометрические характеристики полу-
ченного экстракта. 

Хемометрический анализ. Для идентифи-
кации и определения концентрации антибио-
тиков пенициллинового ряда в лекарственных 
средствах применяли метод главных компонент 
(principal component analysis, PCA), иерархиче-
ский кластерный анализ (hierarchical clustering 
analysis, HCA) и метод k-среднего (k-means) 

c использованием программного обеспечения 
XLSTAT (v. 2021.3.1).

Результаты и их обсуждение

В основе предложенного нами способа 
оценки качества лекарственных средств лежит 
способность аналитов кислотного характера 
(pKa(COOH) = 2,6–2,7) образовывать ионные ас-
социаты с метиленовым синим, которые в даль-
нейшем экстрагировали органическими раство-
рителями (рис. 2).

В целях оптимизации времени единичного 
анализа, минимизации использования органиче-
ских растворителей, увеличения аналитического 
сигнала и повышения точности  применяли дис-
персионную жидкостно-жидкостную микроэк-
стракцию (ДЖЖМЭ). Выбор условий проведе-
ния микроэкстракционного концентрирования 
антибиотиков пенициллинового ряда аналоги-
чен изложенному в работе [13]. 

Оптимальные условия ДЖЖМЭ пеницилли-
нов следующие: 200 мкл экстрагирующей смеси 
ацетонитрила и хлороформа в соотношении 3:1 
по объему на 1 мл анализирумого раствора при 
рН 5–6 без дополнительного введения буфери-
рующих растворов.

В качестве примера в табл. 1, рис. 3, а и 
рис. 4 показаны расчет аналитического сигнала 
и построение градуировочной зависимости для 
пенициллина G.

Пределы обнаружения и определения. 
Предел обнаружения (смин) и предел определе-
ния (сн) рассчитывали по формулам 3 × s/k и 
10 × s/k соответственно (s – стандартное откло-
нение аналитического сигнала для холостого 
опыта, k – тангенс угла наклона градуировоч-
ной зависимости). Стандартное отклонение 
для Ar холостого опыта составило 0,5 (n = 15, 

Рис. 2. Структурные формулы пенициллина G калиевой соли (1), пенициллина V калиевой соли (2), оксацил-
лина натриевой соли (3), ампициллина (4), амоксициллина (5), нафциллина натриевой соли (6) и ассоциата 

пенициллина G c метиленовым синим (7)
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Рис. 3. Градуировочная зависимость для определения пенициллина G микро-
экстракционно-цветометрическим методом (а), в том числе полученная                            

с использованием метода k-means (б)

Рис. 4. Фотография микроэкстрактов для построения градуировочной                   
зависимости при определении пенициллина G
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P = 0,95). Пределы обнаружения и определе-
ния были равны соответственно 0,2 и 0,6–0,8 
мкг/л для всех рассматриваемых аналитов. Диа-
пазон определяемых значений содержания (ДОС) 
по градуировочной характеристике составил от 
0,6–0,8 до 10 мкг/л. Градуировочные характери-
стики линейны с коэффициентами достоверности 
аппроксимации ≥0,99 (табл. 2).

Хемометрический анализ. Использование 
метода главных компонент (PCA) позволило 

Т а б л и ц а  2

Аналитические характеристики определения антибиотиков пенициллинового ряда микроэкстракционно-
цветометрическим методом

Аналит смин,                   
мкг/мл

сн,                   
мкг/мл ДОС, мкг/мл Уравнение градуировочной 

зависимости R2

Пенициллин G 0,2 0,6 0,6–10 Ar = 7,7177 с + 0,4678
Y = 7,1496 x + 6,7558*

0,9913
0,9915*

Пенициллин V 0,2 0,8 0,8–10 Ar = 6,559 с + 1,834
Y  = –7,871 x + 45,953*

0,9914
0,9978*

Нафциллин 0,2 0,7 0,7–10 Ar = 7,149 с – 1,088
Y = -7,516 x + 38,687*

0,9981
0,9963*

Оксациллин 0,2 0,6 0,6–10 Ar = 7,8627 с – 0,2033
Y = –6,913 x + 42,236*

0,9947
0,9907*

Амоксициллин  0,2 0,8 0,8–10 Ar = 6,325 с + 0,808
Y = –7,339 x + 34,513*

0,9908
0,9923*

Ампициллин 0,2 0,6 0,6–10 Ar = 7,7107 с + 0,4926
Y  = –7,631 x + 27,518*

0,9903
0,9921*

* Уравнения градуировочных зависимостей, полученные методом k-means.

дифференцировать и идентифицировать пе-
нициллины при разных значениях концентра-
ции с высоким процентом дискриминации – 
97,11 % (рис. 5). Установлено, что решающую 
роль играют первые две главные компоненты F1 
и F2. Для построения зависимостей и создания 
матрицы данных использовали значения Ar  пе-
нициллинов для разных концентраций.

Иерархический кластерный анализ (НСА) по-
казывает, что анализируемые ЛС, содержащие 

Т а б л и ц а  1 

Цветометрические характеристики экстракта ассоциата метиленовый синий – пенициллин G 

Концентрация 
пенициллина G, 

мкг/мл

Значения цветовых каналов / c вычетом 
бланка Аналитический сигнал

Rх /R0 – Rx G х /G0 – Gx B х /B0 – Bx

     

2 2
0 0

2
0( ) ( ) ( ) ,x x xr R G GA R B B     

0 100/0 145/0 143/0 –

0,5 100/0 146/–1 144/–1 1

1 96/4 147/–2 149/–6 7

2 84/16 143/2 153/–10 19

4 71/29 152/–7 151/–8 31

6 52/48 153/–8 158/–15 51

8 41/59 151/–6 152/–9 60

10 25/75 130/15 137/6 77
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Рис. 5. График РСА для идентификации и определения антибиотиков пеницилиннового 
ряда для семи последовательных концентраций, мкг/мл: 0,5 (1), 1 (2), 2 (3), 4 (4), 6 (5),                    

8 (6), 10 (7)

Т а б л и ц а  3

Результаты определения пенициллинов в лекарственных препаратах (n = 5; Р = 0,95)

Наименование препарата 
(действующее вещество)

Заявленное 
производителем 
содержание,                                    
мг/таблетка

Найдено,                               
мг/таблетка

Относительное стандартное 
отклонение, sr

Оспамокс 
(амоксициллин) 500 495 ± 20

510 ± 20*
0,03
0,04*

Оксациллин 
(оксациллин) 250 240 ± 12 0,04

Ампициллин 
(ампициллин) 250 251 ± 16 0,05

Амоксициллин 
(амоксициллин) 500 510 ± 30

495 ± 20*
0,04
0,05*

* Найдено методом k-means.



230
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2022. Т. 63. № 3 
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2022. T. 63. № 3

Рис. 6. Дендрограмма антибиотиков пеницилиннового ряда в методе НСА

амоксициллин и соответствующие им стандарт-
ные растворы эквивалентной концентрации, 
располагаются в одном кластере с минималь-
ным расстоянием между ними (рис. 6).

Как следует из рис. 6, идентифицируемый 
амоксициллин (Таб. 1 и Таб. 2) выделен в кла-
стеры с нулевым или небольшим расстояни-
ем (linkage distance) от стандартных растворов 
амоксициллина (Амо. 1 и Амо. 4), использован-
ных для обучающей выборки. 

Количественный анализ проводили методом 
k-среднего (k-means) по расстоянию от цен-
троида (программой выбран Окс. 5) до опреде-
ленной концентрации пенициллинов. В качестве 
примера на рис. 3, б показана градуировочная зави-
симость для пенициллина G по методу k-среднего, 
а в табл. 2 представлены градуировочные характе-
ристики для остальных пенициллинов.

Анализ лекарственных препаратов. При 
выбранных параметрах микроэкстракционно-
цветометрического определения антибиоти-
ков пенициллинового ряда с использованием 
смартфона и хемометрического анализа провели 
оценку качества готовых лекарственных препа-
ратов коммерческого производства «Оспамокс», 
«Амоксициллин», «Оксациллин» и «Ампицил-
лин» (табл. 3). При заявленном содержании 
действующих веществ (амоксициллина, ок-
сациллина и ампициллина) 250 и 500 мг (в 
таблетке) по итогам цветометрического ана-
лиза установлено содержание амоксицилли-
на (495 ± 20) и (510 ± 30) мг, оксациллина 
(240 ± 12) мг, ампициллина (251 ± 16) мг (в 
таблетке) в препаратах «Оспамокс», «Амокси-
циллин», «Оксациллин» и «Ампициллин» со-
ответственно. Параллельно с этим для двух ЛП 
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оценку подлинности выполнили с помощью ме-
тода k-means, в результате которого в препаратах 
«Оспамокс» и «Амоксициллин» соответствен-
но установлено содержание активного вещества 
амоксициллина (510 ± 20) и (495 ± 20) мг (в та-
блетке). Полученные данные с использованием 
двух методов хорошо коррелируют между собой. 
Результаты, представленные в табл. 3, свидетель-
ствуют о хорошей воспроизводимости методик. 
Относительное стандартное отклонение резуль-
татов анализа не превышает 0,05.

Таким образом, в работе для определения 
антибактериальных веществ пенициллиново-

го ряда в лекарственных средствах предложено 
сочетание цифровой цветометрии с хемометри-
ческой обработкой аналитического сигнала (Ar) 
несколькими методами. Разработанный подход 
основан на микроэкстракционном извлечении 
(ДЖЖМЭ) ионных ассоциатов антибиотиков с 
метиленовым синим, применении смартфона в 
качестве цифрового цветометрического устрой-
ства и компьютерной обработке полученных 
данных посредством специализированного про-
граммного обеспечения. Апробация проведена 
на готовых лекарственных препаратах коммер-
ческого производства.
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