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Резюме
Введение. Цифровая цветометрия – один из доступных и простых методов, которые можно применять для экспрессного выявления 
недоброкачественных лекарственных средств. Главным ограничением метода является его недостаточная селективность. Для повышения 
селективности предложено использование молекулярных сенсоров – веществ, изменяющих окраску при физико-химическом взаимодействии 
с аналитом. Цифровой цветометрический анализ с использованием набора сенсоров, позволяет получить большой объём информации об 
образце, однако такое значительное число данных довольно сложно интерпретировать и использовать для экспрессной оценки состава 
препарата. Кроме того, применение большого набора сенсоров существенно увеличивает уровень информационного шума. Для уменьшения 
влияния шумовой составляющей, а также для сокращения размерности данных целесообразно применение хемометрических алгоритмов, в 
частности, метода главных компонент (principal component analysis, PCA). Показано, что использование PCA позволит заменить 24 значения 
светлот цветных каналов 2-3 численными величинами главных компонентов без потери аналитической информации.
Цель. Цель исследования – разработка нового способа идентификации нестероидных противовоспалительных средств методом 
мультисенсорной цифровой цветометрии с использованием способа главных компонент.
Материалы и методы. Анализ проводили в прозрачных 96-луночных планшетах из полипропилена с плоским дном (Thermo Fischer Scientific, 
США, кат. № 430341). В лунки планшета последовательно вносили по 100 мкл соответствующего сенсора и по 100 мкл спиртовых растворов 
субстанций нестероидного противовоспалительного средства. В отдельный ряд лунок для сравнения вносили растворы сенсоров без 
добавления растворов субстанции (интактные лунки). После добавления растворов субстанции планшет заклеивали пленкой, встряхивали 
на планшетном шейкере PST-100HL (BioSan, Латвия) в течение 5 минут и оставляли на 20 минут для завершения протекания реакций. Для 
получения растровых изображений применяли офисный планшетный сканер Epson Perfection 1670 (CCD-матрица) со съемной крышкой. 
В качестве аналитического сигнала использовали разность светлот цветовых каналов между лункой с аналитом и интактной лункой. 
Полученные цифровые изображения ячеек обрабатывали в программе ImageJ с использованием цветовой модели RGB 24 bit (8 бит на канал).
Результаты и обсуждение. Показано, что использование хемометрических алгоритмов для обработки результатов мультисенсорного 
цветометрического анализа позволяет задействовать в получении аналитической информации весь массив данных, а не только 
значения светлот отдельных каналов некоторых сенсоров. Метод главных компонент позволяет одновременно избавиться от шумовой 
составляющей цветометрического сигнала и выделить наиболее чувствительные для данного образца сенсоры. Адекватность 
предложенного комбинированного подхода подтверждена при идентификации действующих веществ в 5 препаратах группы нестероидных 
противовоспалительных средств.
Заключение. Предложенный в настоящей работе подход можно с успехом применять в качестве экспрессного и доступного способа оценки 
подлинности препаратов группы нестероидных противовоспалительных средств.
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Abstract
Introduction. Digital colorimetry is one of the available and simple methods that can be used for the rapid detection of low-quality drugs. The 
main limitation of the method is its lack of selectivity. To increase the selectivity, the use of molecular sensors is proposed. Molecular sensors are 
substances that change color during physicochemical interaction with the analyte. Digital colorimetric analysis using a set of sensors allows one to 
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obtain a large amount of information about the sample, however, such a significant amount of data is rather difficult to interpret and use for rapid 
assessment of the composition of the drug. In addition, the use of a large set of sensors significantly increases the level of information noise. To reduce 
the influence of the noise component, as well as to reduce the dimensionality of the data, it is advisable to use chemometric algorithms, in particular, 
the method of principal components (principal component analysis, PCA). It is shown that the using of PCA will make it possible to replace 24 values 
of the luminosity of color channels with 2-3 numerical values of the main components without loss of analytical information.
Aim. Aim of our investigation is the development of a new approach to identifying non-steroidal anti-inflammatory drugs using multisensory digital 
colorimetry by the principal component method.
Materials and methods. The analysis was performed in 96-well transparent polypropylene plates with flat bottom (Thermo Fischer Scientific, USA, 
№ 430341). 100 μl of the correspond-ing sensor and 100 μl of alcohol solutions of non-steroidal anti-inflammatory substance sub-stances were 
consistently added to the wells of the plate. Sensor solutions were added to a separate row of wells for comparison without adding substance 
solutions (intact wells). After adding solutions of the substance, the plate was sealed with a film, shaken on a PST-100HL plate shaker (BioSan, Latvia) 
for 5 minutes and left for 20 minutes to complete the reaction. To obtain raster images an Epson Perfection 1670 office flatbed scanner (CCD matrix) 
with a removable cover was used. The difference in the lightness of the color channels between the analyte well and the intact well was used as an 
analytical signal. The obtained digital images of the cells were processed in the ImageJ program using the RGB 24 bit color model (8 bits per channel).
Results and discussion. It is shown that the use of chemometric algorithms for processing the results of multisensor colorimetric analysis allows to 
use the entire data array in obtaining an-alytical information, and not just the lightness values of individual channels of some sensors. The method 
of principal components allows you to simultaneously get rid of the noise com-ponent of the colorimetric signal and highlight the most sensitive 
sensors for this sample. The adequacy of the proposed combined approach is confirmed by the identification of active sub-stances in 5 drugs of the 
group of non-steroidal anti-inflammatory drugs.
Conclusion. The approach proposed in this work can be successfully applied as an express and available way to assess the authenticity of medications 
of the group of non-steroidal anti-inflammatory drugs.
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ВВЕДЕНИЕ
Химическая цветометрия – один из доступных 

и простых методов, который можно применять для 
экспрессного выявления недоброкачественных ле-
карственных средств [1]. В фармацевтическом анали-
зе этот метод также широко применяют для определе-
ния биологически активных веществ и лекарственных 
средств как по их собственной окраске, так и по 
окраске продуктов цветных реакций, используемых в 
фармакопейных тестах [2], для определения белизны 
порошков и таблеток [2], при анализе лекарственного 
растительного сырья [3, 4] и т. п.

Появление и широкое распространение в послед-
ние 20 лет доступных цифровых гаджетов (планшет-
ных сканеров, цифровых фотокамер и др.) привело к 
появлению нового направления, сочетающего пре- 
имущества инструментальной цветометрии (высокую 
чувствительность и точность) с предельно низкой сто-
имостью и технической простотой визуальной цвето-
метрии. Речь идёт о методе цифровой цветометрии 
на основе доступной бытовой и офисной техники. 
Эти устройства не относятся к специализированным 
средствам измерения, они доступны, имеют невысо-
кую стоимость [5, 6]. К достоинствам указанного ме-
тода также следует отнести простоту, экспрессность, 
достаточно высокую чувствительность и точность, 
возможность проведения не только полуколичествен-
ного, но и количественного анализа [5, 6].

Несмотря на очевидные преимущества, цвето-
метрический метод имеет некоторые ограничения, к 
главным из которых следует отнести низкую селектив-
ность [7]. Для повышения селективности метода пред-
ложено использование молекулярных сенсоров [8, 9]. 
В качестве сенсоров целесообразно применять ячей-
ку из нескольких хромогенных агентов, в которой од-
новременно можно провести серию аналитических 
реакций. Метод мультисенсорной цветометрии [10] 
основан на получении окрашенных продуктов вза- 
имодействия аналита с молекулярными сенсорами, 
извлечении информации об их цветовых характерис- 
тиках и последующем преобразовании в дискретный 
«штрих-код» вещества, который можно использовать 
для фармацевтического анализа [11]. 

Цифровой цветометрический анализ с использо-
ванием набора сенсоров, позволяет получить боль-
шой объём информации об образце, однако такое 
значительное число данных довольно сложно ин-
терпретировать и использовать для экспрессной 
оценки состава препарата. Ранее нами был предло-
жен вариант сокращения массива данных до бинарно-
го «штрих-кода», каждый бит которого соответствует 
определённому цветовому каналу (R, G или B) одного 
из восьми сенсоров [11]. Способ обработки информа-
ции подобран таким образом, чтобы обеспечить наи-
лучшую воспроизводимость и уникальность кода. 

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods



57РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 1
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 1

Однако при его формировании не учитывается, что 
данные, полученные от различных сенсоров, несут 
не одинаковую информационную нагрузку, кроме то-
го, порог «0/1» выбран искусственно для данного конк- 
ретного набора лекарств и при анализе других препа-
ратов его применение может быть некорректным. 

Данные, полученные при анализе образцов мето-
дом мультисенсорной цифровой цветометрии, можно 
представить в виде своеобразного «цветометричес- 
кого спектра» – зависимости разности светлот от но-
меров соответствующих цветовых каналов и молеку-
лярных сенсоров (рисунок 1).

Установление качественного состава и, в целом, 
подлинности лекарственного средства можно про-
вести при сравнении формы и положения максимумов 
«спектра». Недостатком этого подхода является слож-
ность формализации критериев подлинности пре-
парата, поскольку сходство формы спектра являет-
ся субъективным показателем, особенно учитывая 
значительную шумовую составляющую спектра (свя-
занную с методологическими ограничениями спосо-
ба). Для уменьшения влияния уровня шума, а также 
для сокращения размерности данных целесообразно 
применение хемометрических алгоритмов, в частнос- 
ти, метода главных компонент (principal component 
analysis, PCA). Использование PCA позволит заменить 
24 значения светлот цветных каналов 2-3 численными 
величинами главных компонент без потери аналити-
ческой информации.

Целью настоящего исследования является раз-
работка нового способа идентификации нестероид-
ных противовоспалительных средств методом мульти-
сенсорной цифровой цветометрии с использованием 
способа главных компонент. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для реализации предложенного подхода исполь-

зовали фармацевтические субстанции салициловой 
кислоты (АО «Усолье-Сибирский химфармзавод», Рос-
сия, серия 10317, срок годности до 04.2022), ацетил-
салициловой кислоты («Shandong Xinhua Pharma- 
ceutical», Китай, серия 61209005, срок годности 07.2020), 

парацетамола («Farmson Pharmaceuticals Guj. Pvt. Ltd.», 
Индия, серия FP-171677, срок годности 07.2022), ибупро-
фена («BASF Corporation», США, серия IB1Z0839, срок 
годности 07.2021) и ацеклофенака («Amoli Organics», 
Индия, серия АСЕ/1708/0060А, срок годности 07.2022).

В качестве молекулярных сенсоров применяли: 
С1 – 96 % (v/v) водный раствор этанола х.ч. (ООО «Ев-
ротрейд», Россия); С2 – 1 мМ спиртовой раствор ант- 
рахинонового зеленого ч.д.а. (Supelco, Тайвань, 
кат. № 88996); С3 – 0,2 % водный раствор 3-метилбензо-
тиазолинонгидразона (MBTH) ч.д.а. (Merck, Германия, 
кат. № L499765); С4 – 0,2 % водный раствор метилоран-
жа ч.д.а. (Supelco, Тайвань, кат. № 1013220025); С5 – 1 мМ 
спиртовой раствор сульфородамина B х.ч. (Sigma-
Aldrich, США, кат. № S9012); С6 – 1 мМ спиртовой раст- 
вор 1-гидроксипирена ч.д.а. (Sigma-Aldrich, США, 
кат.  №  361518); С7 – 1 мМ спиртовой раствор крас-
ного очаровательного AC ч.д.а. (Supelco, Тайвань, 
кат.  №  38213); С8 – 1  мМ водный раствор FeCl3 х.ч. 
(АО «Ленреактив», Россия, кат. № 373266). 

Анализ проводили в прозрачных планшетах из по-
липропилена с плоским дном, объем лунки – 350 мкл 
(Thermo Fischer Scientific, США, кат. №  430341). В лунки 
планшета последовательно вносили по 100  мкл соот-
ветствующего сенсора и по 100 мкл спиртовых раст- 
воров субстанций салициловой кислоты, ацетилса-
лициловой кислоты, парацетамола, ибупрофена и 
ацеклофенака. В отдельный ряд лунок для сравнения 
вносили растворы сенсоров без добавления раство-
ров субстанции (интактные лунки). После добавле-
ния растворов субстанции планшет заклеивали плен-
кой, встряхивали на планшетном шейкере PST-100HL 
(BioSan, Латвия) в течение 5 минут и оставляли на 
20 минут для завершения протекания реакций.

Для получения растровых изображений приме-
няли офисный планшетный сканер Epson Perfection 
1670 (CCD-матрица) со съемной крышкой. Сканиро-
вание планшета с образцами проводили c примене-
нием программы Epson Scan в режиме «Professional 
mode», разрешение 600 dpi, глубина цвета 24 bit. Па-
раметры «Color restoration», «Unsharp mask filter» и 
«Descreening filter» – отключены. Для выполнения циф-
рового цветометрического анализа с использовани-
ем 96-луночного планшета (Thermo Fischer Scientific, 
США, кат.  №  1256604) была изготовлена тефлоновая 
рамка-вкладыш размером 210 × 297 × 17 мм с цент- 
ральным прямоугольным вырезом 128 × 86 мм, поме-
щаемая под крышкой офисного планшетного сканера 
формата А4.

В качестве аналитического сигнала использовали 
разность светлот цветовых каналов между лункой с 
аналитом и интактной лункой. Полученные цифровые 
изображения ячеек обрабатывали в программе ImageJ 
с использованием цветовой модели RGB 24 bit (8 бит на 
канал), в каждой лунке выделяли центральную область 
и получали 3 усредненных значения светлоты – по 
одному для каждого цветового RGB-канала. Выбор 
цветовых каналов осуществляли эмпирически.

Рисунок 1. «Цветометрический спектр» парацетамола

Figure 1. «Colorimetric spectrum» of paracetamol
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для демонстрации преимуществ предложенного 

подхода были выбрано 5 препаратов группы нестеро-
идных противовоспалительных средств (НПВС) – сали-
циловая кислота, ацетилсалициловая кислота, параце-
тамол, ибупрофен и ацеклофенак. Согласно описанной 
нами ранее методике [11], методом мультисенсорной 
цифровой цветометрии проанализировано 12 образ-
цов различных серий каждого из препаратов – итого 
60 образцов. Полученные цветометрические данные 
были обработаны методом PCA (алгоритм NIPALS  – 
Nonlinear Iterative Partial Least Squares), получены мат- 
рицы счетов и нагрузок.

Значения PC1 и PC2 были рассчитаны по следую-
щим формулам:

PC1 = 0,06 · DR1 – 0,27 · DG1 – 0,13 · DB1 + 

+ 0,06 · DR2 + 0,19 · DG2 + 0,19 · DB2 – 0,13 · DR3 + 

+ 0,01 · DG3 – 0,22 · DB3 – 0,06 · DR4 + 0,28 · DG4 + 

+ 0,28 · DB4 – 0,28 · DR5 – 0,13 · DG5 + 0,28 · DB5 – 

– 0,25 · DR6 – 0,19 · DG6 – 0,26 · DB6 + 0,24 · DR7 + 

+0,2 · DG7 + 0,08 · DB7 + 0,21 · DR8 – 0,24 · DG8 + 0,24 · DB8.

PC2 = 0,12 · DR1 – 0,04 · DG1 + 0,13 · DB1 – 0,37 · DR2 + 

+ 0,28 · DG2 + 0,27 · DB2 + 0,24 · DR3 + 0,37 · DG3 + 

+ 0,23 · DB3 – 0,10 · DR4 – 0,07 · DG4 – 0,02 · DB4 + 

+ 0,05 · DR5 – 0,33 · DG5 + 0,01 · DB5 + 0,14 · DR6 – 

– 0,25 · DG6 + 0,14 · DB6 + 0,04 · DR7 + 0,26 · DG7 – 

– 0,11 · DB7 + 0,23 · DR8 – 0,17 · DG8 – 0,20 · DB8.

На рисунке 2 в виде точечной диаграммы пред-
ставлены значения PC1 и PC2 для всех образцов.

Можно заметить, что точки, соответствующие об-
разцам одного и того же препарата, формируют груп-
пы, в которых внутригрупповое расстояние в тысячи 
раз меньше межгруппового. Для идентификации ле-
карственных средств представленные данные могут 
быть кластеризованы с помощью плоских (неиерар-
хических) и четких (непересекающихся) алгорит-
мов, например, алгоритма k-средних (число класте-
ров задают по числу анализируемых лекарственных 
препаратов). 

Однако для использования в химическом анали-
зе цифровой цветометрии в комбинации с PCA NIPALS 
необходимо обозначить критерий отнесения анали-
зируемого образца к конкретному лекарственному 
препарату. Рассмотрим возможный подход к реше-
нию данной задачи на примере обучающей выбор-
ки образцов ацетилсалициловой кислоты (рисунок 3). 
На первом этапе определяют геометрический центр 
обучающей выборки (обозначена на рисунке 3 ром-

бами), затем  – доверительный интервал (P = 0,95) для 
величин PC1 и PC2. Таким образом, точки испытуемых 
образцов, попавшие в область доверительного ин-
тервала (обозначен на рисунке 3 серым кругом), с ве-
роятностью 95 % соответствуют препарату ацетилса-
лициловой кислоты.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Использование хемометрических алгоритмов для 

обработки результатов мультисенсорного цветомет- 
рического анализа позволяет задействовать в полу-
чении аналитической информации весь массив дан-

Рисунок 2. Результаты обработки цветометрических данных 
для образцов НПВС методом PCA NIPALS. Круглые символы 
соответствуют данным для стандартных образцов, треуголь-
ные  – для 12 анализируемых лекарственных препаратов

Figure 2. Results of processing colorimetric data for NSAID 
samples by PCA NIPALS. Round symbols correspond to the data for 
standard samples, triangular symbols correspond to 12 analyzed 
drugs

Рисунок 3. Оценка подлинности образцов препарата 
«Аспирин»
Figure 3. Evaluation of the authenticity of samples of the drug 
«Aspirin»
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ных, а не только значения светлот отдельных кана-
лов некоторых сенсоров. Метод главных компонент 
позволяет одновременно избавиться от шумовой со-
ставляющей цветометрического сигнала и выделить 
наиболее чувствительные для данного образца сен-
соры. Предложенный в настоящей работе подход 
можно с успехом применять в качестве экспрессно-
го и доступного способа оценки подлинности препа-
ратов группы нестероидных противовоспалительных 
средств при проведении выборочного контроля ка-
чества лекарств.
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