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Аннотация. Получены тест-средства на основе иммобилизованного реактива Фелинга для определения цефалексина. Разработа-
ны методики визуальной, а также цветометрической оценки концентрации антибиотика с применением камеры смартфона. Подо-
браны оптимальные условия проведения индикаторной реакции при варьировании времени и температуры нагревания. Для визуаль-
ной полуколичественной оценки содержания цефалексина получена цветовая шкала. Определены метрологические характеристики 
тест-методики: диапазон определяемых содержаний – 0.5–16 мг/мл, интервал ненадежности – 0.1–0.4 мг/мл, предел обнаружения – 
0.4 мг/мл. Для цветометрической оценки концентрации цефалексина построена линейная зависимость интенсивности канала Blue от 
логарифма концентрации цефалексина (у = –96x + 144, r 2 = 0.99), а также получены линейные зависимости площади (у = –36986x +
+ 62458, r 2 = 0.96) и периметра (у = –270x + 786, r 2 = 0.93) от логарифма концентрации цефалексина. Диапазон определяемых со-
держаний составил 0.1–16 мг/мл, нижняя граница – 0.1 мг/мл. Проверку правильности разработанных тест-методик осуществляли 
способом «введено-найдено» (Sr  0.13). 
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Abstract. Test means based on immobilized Fehling’s reagent for the determination of cephalexin have been obtained. Methods for visual and 
colorimetric assessment of antibiotic concentration using a smartphone camera have been developed. The optimal conditions for the indicator 
reaction have been selected with varying heating time and temperature. For a visual semi-quantitative assessment of the content of cephalexin, 
a color scale has been obtained. The metrological characteristics of the test method have been determined: the range of the determined 
contents is 0.5–16 mg/ml, the unreliability interval is 0.1–0.4 mg/ml, and the detection limit is 0.4 mg / ml. For the colorimetric assessment of 
the concentration of cephalexin, a linear dependence of the intensity of the Blue channel on the logarithm of the concentration of cephalexin 
(у = –96x + 144, r 2 = 0.99) has been constructed, and linear dependences of the area (у = –36986x + 62458, r 2 = 0.96) and perimeter 
(у = –270x + 786, r 2 = 0.93) from the logarithm of the concentration of cephalexin have been obtained. The range of the determined contents 
was 0.1–16 mg/ml, the lower limit was 0.1 mg / ml. The verification of the correctness of the developed test methods was carried out by the 
«introduced-found» method (Sr  0.13).
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Введение

Цефалексин – полусинтетический антибио-
тик из группы цефалоспоринов, который активен 
в отношении грамположительных и некоторых 
грамотрицательных бактерий [1], входит в пере-
чень жизненно необходимых и важнейших лекар-
ственных препаратов медицинского назначения 
[2]. Цефалоспорины, подобно пенициллинам, 
ингибируют транспептидазу, участвующую в 
формировании структуры клеточной мембраны 
патогенных бактерий. В молекуле цефалоспо-
ринов β-лактамное кольцо конденсировано с 
шестичленным тиазиновым циклом. Цефалексин 
применяют для лечения инфекций мочеполовой 
системы (пиелонефрит, цистит, уретрит, проста-
тит и др.), инфекций верхних и нижних дыха-
тельных путей (бронхит, острая пневмония и др.), 
инфекций кожи и мягких тканей (фурункулез, 
абсцесс, флегмона и др.) [3, 4].

При определении цефалексина применяют 
метод высокоэффективной жидкостой хрома-
тографии [5–7], люминесцентный метод [8], 
иммуноанализ [9]. В качестве реагентов при 

спектрофотометрическом определении цефа-
лексина в лекарственных препаратах предложен 
реактив Фолина–Чокальтеу (ДОС 10–160 мкг/мл) 
[10], тринатриевая соль 1-гидрокси-3,6,8-пирене-
трисульфоновой кислоты (ДОС 0.3–1.8 мкг/мл) 
[11]. Amin и Shama предложен метод определения 
цефалексина, основанный на кислотном гидро-
лизе антибиотика и последующем окислении 
ванадофосфорной кислотой (ДОС 0.4–45 мкг/л) 
[12]. Качественными для β-лактамов являются 
реакции с нингидрином, реактивами Марки и 
Фелинга [13]. 

Цефалексин является тридентатным ли-
гандом и может связываться с ионом меди (II) 
через карбонильные группы и NH2-группы 
боковой цепи [14, 15]. Предполагаемая схема 
комплексообразования цефалексина с медью (II) 
представлена на рис. 1. Исследована реакция 
комплексообразования между различными це-
фалоспориновыми антибиотиками и ионами Cu 
(II), Cd (II), Zn (II) с применением циклической 
вольтамперометрии, определен состав комплекса 
Cu (II) : цефалексин – 1 : 1 [16].

Для испытания на подлинность цефалекси-
на фармакопеи России, Республики Беларусь, 
Европейская и Британская рекомендуют методы 
ВЭЖХ и ИК-спектроскопии. Однако такие ме-
тоды требуют использования дорогостоящего 
специализированного оборудования, токсич-
ных растворителей. Следовательно, разработка 
простых, экспрессных и недорогих методов 
определения цефалексина в различных объектах 
является актуальной задачей современной ана-
литической химии. Для этих целей положитель-
но себя зарекомендовали тест-методы анализа, 
позволяющие осуществлять экспресс-контроль 
на месте.

Целью настоящей работы является раз-
работка экспресс-методик визуального и цвето-
метрического определения цефалексина.

Материалы и методы

Цефалексин («Sigma Aldrich»); гидроксид 
натрия, сульфат меди (II), тартрат натрия-калия 
(«Реахим»). Исходный раствор цефалексина с 
концентрацией 16 мг/мл готовили растворением 
навески антибиотика в 0.05 М NaOH. Рабочие 
растворы готовили в день проведения экспери-
мента путем разбавления исходного. Реактив 
Фелинга готовили по методике [17].

Фильтры обеззоленные «Синяя лента», ТУ 
2642-001-13927158-2003, масса золы 1 фильтра 
0,00104 г. 

13-Мегапиксельная камера смартфона 
Redmi 6A. Бокс для фотографирования размером 
22 × 23 × 24 см c двумя полосками светодиодного 
освещения (5V, 1A).

Шкаф сушильный SNOL 58/350 (Литва).

Рис. 1. Предполагаемая схема реакции комплексообразования цефалексина с Cu (II)
Fig. 1. Supposed scheme of the reaction of complexation of cephalexin with Cu (II)
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Получение индикаторных бумаг: для полу-
чения индикаторных бумаг фильтр размером 
5×5 см погружали на 5 мин в свежеприготов-
ленный раствор реактива Фелинга, высушивали 
при 25°С. Бумага равномерно окрашивалась в 
голубой цвет.

Цветометрическая обработка: аналитиче-
ский сигнал регистрировали камерой смартфона 
Redmi 6A, для этого тест-средство помещали в 
бокс и фотографировали. Полученные изображе-
ния обрабатывали с помощью программы Adobe 
Photoshop®. Для этого часть изображения усред-
няли с помощью фильтра «Аverage» и определяли 
интенсивность цветовых параметров моделей 
RGB. Строили зависимости интенсивностей 
цветовых каналов от концентрации цефалексина.

Результаты и их обсуждение

Визуально-колориметрическое определение 
цефалексина

Для визуальной полуколичественной оцен-
ки применяли цветовую шкалу, для получения 
которой на индикаторную бумагу наносили ана-
лизируемый раствор антибиотика в диапазоне 
концентраций от 0.5 до 16 мг/мл. 

Определяли основные метрологические 
характеристики тест-методики – интервал нена-

дежности, диапазон определяемых содержаний, 
предел визуального обнаружения. Рассчитыва-
ли интервал ненадежности тест-реакции, т.е. 
диапазон концентраций цефалексина, в котором 
имелись положительные и отрицательные ре-
зультаты наблюдений изменения окраски инди-
каторной бумаги по сравнению с контрольным 
образцом (0 мг/мл). Для этого готовили 3 тест-
шкалы с концентрациями цефалексина от 0.1 до 
0.5 мг/мл с шагом ΔС = 0.05 мг/мл. Визуальную 
оценку давали 15 наблюдателей (n = 45). Опре-
деляли вероятность обнаружения цефалексина 
по формуле [18]:

ni
Ni

,

где P(ci) – вероятность обнаружения цефалекси-
на, ni – число положительных ответов наблюда-
телей, Ni – общее число ответов.

Для проверки гипотезы о законе распределе-
ния результатов исследования строили графики 
зависимостей функций нормального, логнор-
мального, экспоненциального распределений и 
распределения экстремального значения первого 
рода (Вейбулла) от концентрации (логарифма 
концентрации) и определяли коэффициенты кор-
реляции полученных уравнений прямых (табл. 1). 

                                                                                                                                                       Таблица 1 / Table 1 
 Функции распределения, испытанные при аппроксимации зависимости Р(с) от С

Distribution functions tested when approximating the dependence of P(с) on C

Функция распределения / Distribution function Уравнение / 
The equation

Коэффициент корреляции / 
Correlation coeffi cient

Нормальное / Normal у = 4.3х – 0.73 0.95
Логнормальное / Lognormal у = 1.1х + 1.88 0.88
Экспоненциальное / Exponential у = 1.4х – 0.05 0.99
Экстремального значения первого рода (Вейбулла) / 
Extreme value of the fi rst kind (Weibull) у = 5.4х + 0.99 0.99

Рис. 2. Зависимость вероятности обнаружения цефа-
лексина (Р(с)) от его концентрации (мг/мл) в интервале 

ненадежности
Fig. 2. Dependence of the probability of detecting cephalexin 
(P(c)) on its concentration (mg/ml) in the unreliability interval

На рис. 2 представлена зависимость часто-
ты обнаружения цефалексина от его концен-
трации в интервале ненадежности. Значения 
концентраций при Р(с) = 5% (0.1 мг/мл) и 99% 
(0.4 мг/мл) определены как нижняя и верхняя 
границы интервала ненадежности. Предел 
обнаружения определяли как правую границу 
интервала ненадежности при Р(с) = 0.99, которая 
составила 0.4 мг/мл.

Эмпирические распределения частот об-
наружения цефалексина с использованием ин-
дикаторных бумаг наиболее близки к функции 
экспоненциального распределения (r2 = 0.99) 
и функции распределения Вейбулла (r2 = 0.99), 
что подтверждает правильность выбранного 

C, мг/мл / С, mg/ml

Р(с)
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интервала ненадежности при определении ме-
трологических характеристик разработанной 
тест-методики.

Диапазон определяемых содержаний (ДОС) 
при визуально-колориметрическом определении 
цефалексина составил 0.5–16 мг/мл, интервал 
ненадежности – 0.1–0.4 мг/мл, а предел обнару-
жения – 0.4 мг/мл.

Цветометрическое определение 
Цветометрически проводили оценку влияния 

температуры нагревания и времени реакции на 
окраску тест-средств цефалексином (4 мг/мл) по 
сравнению с контрольным образцом (0 мг/мл). 
Для этого тест-средства при ~25°С либо при 
нагревании в сушильном шкафу (80±2°С) фото-
графировали через 1, 5, 10 и 15 мин. Получен-
ные изображения тест-средств обрабатывали в 
программе Adobe Photoshop CS5®, определяя 
интенсивность цветового канала Blue. На рис. 3 
представлен график зависимости изменения ин-
тенсивности канала Blue (ΔB) от температуры и 
времени нагревания тест-средств. Максимальная 
разница интенсивности канала Blue (~90) на-
блюдается через ~1 мин нагревания при 80±2°С 
и далее не изменятся. При 25°С ΔВ возрастает с 
~55 (1 мин) до ~90 (10 мин). Поэтому дальней-
шие исследования проводили либо через 1 мин 
нагревания тест-средств (80±2°С), либо через 
10 мин при 25°С. 

Рис. 3. Изменение интенсивности канала Blue (ΔB) инди-
каторных бумаг при определении цефалексина (4 мг/мл) 

при 25 и 80 °С от времени реакции, мин
Fig. 3. Change in the intensity of the Blue channel (ΔB) of 
indicator papers with cephalexin (4 mg/ml) at 25 and 80 °C 

reaction time, min

Рис. 4. Зависимости интенсивностей цветовых каналов 
Red, Green, Blue (IRGB) от концентрации (а), логарифма 

концентрации (б) цефалексина
Fig. 4. Dependences of the intensities of the color channels 
Red, Green, Blue (IRGB) on the concentration (a), the 

logarithm of the concentration (b) of cephalexin
Температура /
Temperature

Изображения тест-средств обрабатывали с 
применением программы Adobe Photoshop CS5®. 
Определяли интенсивность цветовых каналов R, 
G, B и строили зависимости интенсивностей (I) 

цветовых каналов от концентрации (рис. 4, а) и 
логарифма концентрации цефалексина (рис. 4, 
б). Линейный характер наблюдается в случае за-
висимостей интенсивностей цветовых каналов 
Green и Blue от логарифма концентрации анти-
биотика. Наилучшая по чувствительности (tgα) и 
коэффициенту регрессии получена зависимость 
для канала Blue (у = −96x + 144, r² = 0.99). 

а/а

б/b

По полученным цветовым шкалам построе-
ны профили лепестковых диаграмм в координатах 
цветовых параметров моделей RGB (Red, Green, 
Blue), HSV (Hue, Saturation, Value) и CMYK 
(Cyan, Magenta, Yellow, Key) (рис. 5, а). Рассчи-
тывали площадь (S) и периметр (Р) полученных 
профилей лепестковых диаграмм в MS Excel по 
формулам:

,

,

А. В. Тумская, И. В. Косырева. Экспресс-определение цефалексина

C, мг/мл / С, mg/ml

у = –24ln(x) + 134 
R2 = 0,98

у = –42ln(x) + 144 
R2 = 0,99

lgС

у = –56x + 134 
R2 = 0,98

у = –96x + 144 
R2 = 0,99
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где a, b – стороны треугольника; cos(ab) – косинус 
угла между сторонами а, b; sin(ab) – синус угла 
между сторонами а, b. 

Далее строили соответствующие зависимо-
сти S или Р от логарифма концентрации цефалек-
сина (рис. 5, б, в). 

Рис. 5. Профили лепестковых диаграмм в координатах цветовых каналов R, G, B, H, S, V, K для 
концентраций цефалексина от 0.1 до 16 мг/мл (а), зависимости площади (б) и периметра (в) от logC
Fig. 5. Radar profi les in coordinates of color channels R, G, B, H, S, V, K for cephalexin concentrations 

from 0.1 to 16 mg / ml (a), dependence of area (b) and perimeter (c) on logC

Получены линейные зависимости площади 
(y = −36986x + 62458, r² = 0.96) и периметра 
(y = −270x + 786, r² = 0.93) от логарифма концен-
трации цефалексина. Данные зависимости можно 
применять для оценки содержания цефалексина. 
ДОС разработанной цветометрической методики 
составил 0.1–16 мг/мл, НГОС – 0.1 мг/мл. 

Проверку правильности разработанных тест-
методик осуществляли способом «введено–най-

дено» (табл. 2). Как видно из табл. 2, значения 
относительного стандартного отклонения (RSD) 
для разработанных тест-методик находятся в 
диапазоне от 9 до 13%.

Таким образом, разработанные тест-ме-
тодики могут быть применены для визуального 
(ДОС – 0.5–16 мг/мл, НГОС – 0.5 мг/мл, ин-
тервал ненадежности – 0.1–0.4 мг/мл, предел 
обнаружения – 0.4 мг/мл) и цветометрического 

Таблица 2 / Table 2
Результаты проверки правильности способом «введено–найдено» (n = 3, Р = 0.95)

Validation results by the input–found method (n = 3, P = 0.95)

Введено, мг/мл /
Added, mg/ml

Found, mg/ml

Канал Blue / 
Blue channel RSD, %

Площадь лепестковых 
диаграмм / 

Area of radar charts
RSD, %

Периметр лепестковых 
диаграмм / 

Perimeter of radar charts
RSD, %

12 12±1 9 13±2 13 11±1 11

6 7±1 9 8±2 10 8±2 12

а/а

б/b в/c

у = –36986x + 62458 
R2 = 0,96

у = –270x + 786 
R2 = 0.93

logC logC
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(по зависимости интенсивности канала Blue 
(у = −96x + 144, r² = 0.99), площади (y = −36986x +
+ 62458, r² = 0.96) и периметра (y = −270x + 786, 
r² = 0.93), ДОС – 0.1–16 мг/мл, НГОС – 0.1 мг/мл) 
определения цефалексина. 
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