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РЕЗЮМЕ
Введение. Цефпиром – гигроскопичный, кристаллический порошок от белого до светло-желтого цвета, легко растворим в воде. 

Относится к группе цефалоспориновых антибиотиков III поколения, обладает широким спектром действия.
Цель исследования: разработка и валидация методики определения цефпирома в биологическом материале.
Материал и методы. Изолирование цефпирома производили растворителями различной химической природы из модельных сме-

сей с тканью печени. Изучали влияние на процент извлечения исследуемого соединения оптимальным изолирующим агентом продол-
жительности изолирования, его кратности и массового соотношения изолирующего агента и биологического объекта. В качестве спо-
соба очистки применяли макроколоночную обращенно-фазовую (ОФ) жидкостную хроматографию низкого давления. Идентификацию 
и количественное определение проводили методом ОФ высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Методику определе-
ния валидировали по общеизвестным параметрам.

Результаты. Наиболее приемлемым изолирующим агентом для извлечения цефпирома из материала биологического происхожде-
ния является смесь состава ацетон-вода (5:5). Необходимая кратность изолирования аналита данной смесью – 2, продолжительность 
каждого контакта изолирующей смеси с биологическим объектом – 30 мин, количественное соотношение изолирующей смеси и био-
матрицы – 2:1. Разработана методика определения цефпирома в тканях трупных органов методом ОФ ВЭЖХ, включающая предвари-
тельное изолирование аналита смесью ацетон-вода (5:5) и его очистку в макроколонке (150×10 мм) сорбента Silasorb C8 с размером 
частиц 15 мкм. Валидация разработанной методики проведена по критериям специфичности, линейности, точности и прецизионности.

Заключение. Результаты проведенных исследований позволяют представить характер изолирования цефпирома из биологическо-
го материала. Разработанная методика обеспечивает извлечение, очистку, идентификацию и количественное определение цефпирома 
в биологическом материале.

Ключевые слова: цефпиром, изолирование и очистка, идентификация и количественное определение, макроколоночная хромато-
графия низкого давления, высокоэффективная жидкостная хроматография, валидация. 
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Введение

Цефпиром – 1-[[(6R,7R)-7-[[(2Z)-(2-Амино-4-
тиазолил) (метоксиимино) ацетил]амино]-

2-карбокси-8-оксо-5-тиа-1-азабицикло[4.2.0]
окт-2-ен-3-ил]метил]-6,7-дигидро-5Н-циклопента-
[b]-пипиридиния сульфат является антибактери-
альным препаратом из класса цефалоспоринов III 
поколения, обладающим широким спектром дей-
ствия. Это кристаллический порошок, от белого 
до светло-желтого цвета, гигроскопичный. Рас-
творим в воде, практически нерастворим в этило-
вом спирте (96%), ацетоне. Молекулярная масса – 
612,66 а.е.м. Молекулярная брутто-формула – 
C22H22N6O5S2 ·H2SO4 [1]. Исследуемое лекарствен-
ное вещество оказывает токсическое воздействие 
на теплокровные организмы. LD50 для мышей 
при внутрибрюшинном введении составляет 
3850 мг/кг, при внутривенном – 2400 мг/кг, при 
пероральном – 16 200 мг/кг [2].

В настоящее время антибактериальные пре-
параты стали все более широко и бесконтрольно 
применятся для самолечения, отчего возрастает 
опасность отравлений этими веществами. Изве-
стен ряд случаев смертельного исхода от приема 
цефалоспоринов, в частности, цефтриаксона. В 
этой связи актуальной является проблема доказа-
тельства и количественной оценки присутствия 
подобных веществ, в том числе и цефпирома, в 
биологических объектах.

Такие вопросы, как поиск приемлемых усло-
вий извлечения цефпирома из тканей внутрен-
них органов, оптимальных схем очистки полу-
чаемых вытяжек для последующего возможного 
определения аналита изучены недостаточно и 
требуют дальнейшей разработки [3–5].

Целью настоящего исследование явилась раз-
работка и валидация методики определения цеф-
пирома в биологическом материале.

Материал и методы
В качестве объекта исследования был выбран 

образец цефпирома сульфата с содержанием ос-
новного вещества 95%.

Изолирование цефпирома из биоматрицы, 
которой являлась ткань печени, проводили 18 
изолирующими жидкостями (индивидуальными 
веществами или их смесями) различной химиче-
ской природы.

Модельные смеси цефпирома с мелкодисперги-
рованной печенью (содержащие 0,05 % аналита) по-
сле полуторачасового выдерживания при 18–20°С 
подвергали двукратному настаиванию с каждым 
изолирующим агентом при массовом отношении 
«изолирующая жидкость – модельная смесь» 2:1 по 
известной схеме [6]. Так же поступали с контроль-
ными образцами биоматрицы, не содержащими 
вещества. Продолжительность каждого настаива-
ния – 30 мин. Вытяжки, полученные после первого 
и второго настаивания, сливали вместе и подвер-
гали перемешиванию. По 15% объема каждой из 
полученных объединенных вытяжек испаряли до 
удаления жидкой фазы, полученный остаток рас-
творяли в 0,3–0,5 мл воды очищенной и количе-
ственно переносили этот водный раствор на старто-
вую линию пластины «Сорбфил» с УФ-индикатором 
(ПТСХ-АФ-А-УФ) размерами 100×100 мм. Далее дву-
кратно проводили процесс хроматографирования: 
первый раз, используя в качестве подвижной фазы 
ацетон, второй раз, применяя подвижную фазу 
состава ацетон-вода (6:4). Процедуру хроматогра-

SUMMARY
Introduction. Cefpirome is white to slightly yellow hygroscopic, crystalline powder, freely soluble in water. It belongs to the group of third-

generation cephalosporin antibiotics and has a broad spectrum of action.
Objective: to develop and validate procedures for determining cefpirome in biological material.
Material and methods. Cefpirome was isolated with solvents of different chemical nature of the mixture models with liver tissue. The 

duration of isolation, its multiplicity, and the mass ratio of the isolating agent to the biological object were examined for its impact on the 
percentage of extraction of the test compound with an optimal isolating agent. Low-pressure macrocolumn reversed-phase liquid chromatography 
was used as a purification procedure. Identification and quantification were done by reverse-phase HPLC. The determination methods were 
validated according to well-known parameters.

Results. An acetone-water (5:5) mixture was the most suitable isolating agent for extracting cefpirome from biological material. The 
necessary frequency of isolation of the analyte of ths mixture was 2; the duration of each contact of the isolating mixture with the biological 
object was 30 min; the isolating mixture/biomatrix ratio was 2:1. A procedure was developed to determine cefpirome in cadaveric organ tissues 
by reversed-phase HPLC, which involves preliminary isolation of the analyte with an acetone-water (5:5) mixture and its purification in a 150×10-
mm macrocolumn containing Silasorb C8 sorbent with a particle size of 15 μm. The developed procedure was validated according to the criteria 
of specificity, linearity, accuracy, and precision.

Conclusion. The results of the investigations make it possible to present the nature of isolation of cefpirome from biological material. The 
developed procedure provides extraction, purification, identification, and quantitative determination of cefpirome in biological material.

Key words: cefpirome, isolation and purification, identification and quantification, low-pressure macrocolumn chromatography, HPLC, validation.
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фирования проводили в камерах, выполненных 
из стекла, с внутренним рабочим объемом около 
600 см3 в присутствии вещества-свидетеля. По за-
вершении процесса хроматографирования пласти-
ны высушивали в вытяжном шкафу при темпера-
туре 18–25°С и проводили детектирование, облучая 
их УФ-светом (длина волны – 254 нм).

После хроматографирования методом ТСХ по 
вышеприведенной схеме участок хроматографи-
ческой пластины с пятном исследуемого веще-
ства вырезали, помещали в стеклянную пробирку 
и проводили процесс элюирования аналита сме-
сью вода-диметилсульфоксид (5:5) продолжитель-
ностью 15 мин. Поглощение полученного элюата 
исследовали на сканирующем спектрофотометре 
Shimadzu UV-1800 на фоне смеси диметилсуль-
фоксид-вода (5:5) в кюветах из кварцевого стек-
ла (l = 10 мм). По величине оптической плотности 

элюата в области 270 нм рассчитывали количе-
ственное содержание вещества, используя урав-
нение градуировочного графика [7–10].

Наиболее приемлемый (оптимальный) изо-
лирующий агент выявляли по наибольшему про-
центу извлечения цефпирома из материала био-
логической природы. Применяя указанную выше 
схему извлечения, очистки и определения про-
центного содержания исследуемого вещества, из-
учали зависимость степени извлечения анали-
та из материала биологического происхождения 
оптимальным изолирующим агентом от продол-
жительности контакта изолирующей жидкости 
с биоматериалом, кратности настаивания и со-
отношения масс изолирующего агента и объекта 
биологического происхождения.

Для очищения цефпирома от соэкстрактив-
ных веществ биоматрицы применяли обращен-

но-фазовую (ОФ) колоночную 
хроматографию. При этом исполь-
зовали колонку сорбента Silasorb 
C8, имеющую размеры 150×10 мм, 
и проводили процесс элюирова-
ния мобильной фазой ацетон-вода 
(5:5). Элюат, выходящий из колон-
ки, собирали фракциями по 2 мл. 
Исследуемое вещество обнаружи-
вали во фракциях методом ТСХ 
(пластины «Сорбфил» ПТСХ-АФ-В-
УФ; объем фракции, наносимый 
на пластину – 5-10 мкл; двукрат-
ное хроматографирование: первая 
подвижная фаза – ацетон, вторая – 
ацетон-вода (6:4)). Фракции с 3 по 
7, содержащие цефпиром, объеди-
няли, проводили процедуру испа-
рения элюента в вытяжном шкафу 
при температуре 18–25°С до объ-
ема приблизительно 3–4 мл (ис-
чезновение запаха ацетона), коли-
чественно переносили в мерную 
колбу вместимостью 5 мл и дово-
дили до метки водой.

Идентификацию и определе-
ние количественного содержания 
исследуемого соединения проводи-
ли на жидкостном лабораторном 
хроматографе «МАЭСТРО» произ-
водства ООО «Интерлаб» Россия 
(2016) с УФ-детектором, используя 
колонку Zorbax SB-C18 размером 
250×4,6 мм (размер частиц сорбен-
та – 5 мкм) производства Agilent 

Таблица 1

Результаты извлечения цефпирома из биологического 
материала различными изолирующими агентами

Table 1

Results of cefpirome extraction from biological material 
with different isolating agents

Изолирующий агент

Найдено цефпирома (n=5, P=0,95), 
%

х – S Sх – Δх – ε –

Ацетон 70,95 2,88 1,29 3,58 5,05

Метанол 75,83 3,29 1,47 4,09 5,40

Этанол 62,38 2,92 1,31 3,63 5,82

Ацетонитрил 37,14 2,76 1,23 3,43 9,22

1,4-Диоксан 63,32 2,88 1,29 3,58 5,66

Вода дистиллированная 39,30 3,35 1,50 4,16 10,59

8% раствор уксусной кислоты 35,69 2,97 1,33 3,70 10,35

Уксусная кислота 50,82 3,99 1,78 4,96 9,76

Ангидрид уксусной кислоты 65,55 6,30 2,82 7,83 11,94

0,1 н. р-р натрия гидроксида 30,24 2,16 0,97 2,69 8,88

Диметилсульфоксид 39,15 2,08 0,93 2,59 6,62

Диметилформамид 53,68 2,19 0,98 2,72 5,07

Диметилсульфоксид-вода (5:5) 61,60 3,31 1,48 4,11 6,68

Метанол-вода (5:5) 85,79 5,95 2,66 7,40 8,62

Диметилсульфоксид-вода (8:2) 78,43 3,97 1,77 4,93 6,29

Метанол-вода (8:2) 69,95 3,32 1,49 4,13 5,09

Ацетонитрил-вода (5:5) 71,35 3,26 1,46 4,05 5,67

Ацетон-вода (5:5) 69,45 1,81 0,81 2,26 3,25



Фармакология:  эксперимент и клиника

 2021, т. 70, №1 49ФармацияФармация

Technology. Температура колонки – 25°С; УФ-
детектирование в области 270 нм; объем вводи-
мой пробы – 10 мкл; скорость потока элюента – 
1 мл/мин [11–13].

Результаты и обсуждение
Данные, полученные в ходе экспериментов по 

сравнительному извлечению цефпирома из пече-
ни растворителями разной химической приро-
ды и их смесями, приведены в табл. 1. На осно-
ве представленных данных логично заключить, 
что наиболее приемлемым изолирующим аген-
том для извлечения цефпирома из ткани печени 
служит изолирующая смесь состава ацетон-вода 
(5:5). Также выявлено, что оптимальными услови-
ями извлечения цефпирома из модельных смесей 
с тканью печени оказались двукратный контакт 
биоматериала с изолирующим агентом, соотно-
шение биоматериала и изолирующего агента 1:2 
и время контакта ≥30 мин.

При определении хроматографической ак-
тивности цефпирома в макроколонке с ОФ сор-
бентом в условиях нормального давления, было 
показано, что приемлемой для элюирования мо-
бильной фазой является смесь ацетон-вода (5:5). 
В выбранных условиях достигается компактный 
выход исследуемого лекарственного средства из 
хроматографической колонки и обеспечивается 

необходимый уровень очистки извлеченного из 
печени аналита [14].

Идентификация цефпирома проводилась с при-
менением метода УФ-спектроскопии в среде диме-
тилсульфоксид-вода (5:5) по наличию максимума в 
области 270 нм. Для идентификации и определе-
ния количественного содержания исследуемого со-
единения методом ОФ ВЭЖХ предложена мобиль-
ная фаза состава: фосфатный буферный раствор 
рН 3-метанол-ацетонитрил (8:1:1 по объему).

Методика определения цефпирома в биологиче-
ском материале

Изолирование. 25 г мелкодиспергированной пе-
чени, содержащей аналит, или такое же количе-
ство контрольного образца биоматрицы двукрат-
но настаивали при 18–20°С со смесью ацетон-вода 
(5:5) при отношении массы смеси к массе биома-
териала 2:1. Временной интервал каждого наста-
ивания – 30 мин. Вытяжки, полученные после 
первого и второго настаивания, объединяли и 
подвергали тщательному перемешиванию. 

Очистка. 2 мл полученной объединенной вы-
тяжки переносили в колонку для хроматографии 
150×10 мм, предварительно наполненную сорбен-
том Silasorb C8, и проводили процесс элюирова-
ния подвижной фазой ацетон-вода (5:5). Элюат, 
выходящий из колонки, собирали фракциями 

Рис. 1. Общий вид хроматограммы растворителя, подвижная фаза – 

фосфатный буферный раствор-метанол-ацетонитрил (8:1:1), длина волны 270 нм

Fig. 1. General view of the solvent chromatogram; mobile phase – 

phosphate buffer solution-methanol-acetonitrile (8:1:1); wavelength, 270 nm
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Рис. 2. Хроматограмма проверочного образца из печени, подвижная фаза – 

фосфатный буферный раствор-метанол-ацетонитрил (8:1:1), длина волны 270 нм

Fig. 2. Chromatogram of a test liver sample, mobile phase – 

phosphate buffer solution-methanol-acetonitrile (8:1:1), wavelength 270 nm
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по 2 мл. Исследуемое вещество обнаруживали 
во фракциях методом ТСХ (пластины «Сорбфил» 
ПТСХ-АФ-В-УФ, объем фракции, наносимый на 
пластину – 5–10 мкл). Фракции с 3 по 7, содержа-
щие анализируемый аналит, объединяли, прово-
дили процедуру испарения элюента в вытяжном 
шкафу при температуре 18–25°С до объема при-
близительно 3–4 мл, количественно переносили в 
мерную колбу вместимостью 5 мл и доводили до 
метки водой (раствор А).

Идентификация методом УФ-спектрофотомет-
рии. 0,5 мл раствора А доводили до 10 мл диметил-
сульфоксидом (раствор Б) и измеряли оптическую 
плотность раствора Б на сканирующем спектро-
фотометре Shimadzu UV-1800 на фоне диметил-
сульфоксид-вода (5:5) в кварцевых кюветах с тол-
щиной рабочего слоя 10 мм.

Идентификацию исследуемого соединения 
проводили по форме спектра и положению точ-
ки максимума.

Идентификация и количественное определение ме-
тодом ВЭЖХ. 0,5 мл раствора А доводили до 5 мл 
подвижной фазой состава: фосфатный буфер-
ный раствор рН 3-метанол-ацетонитрил (8:1:1) 
(раствор В). 10 мкл раствора В вводили в хрома-
тограф. Идентификацию аналита проводили по 
совпадению времени удерживания с временем 
удерживания вещества-стандарта. Далее находи-
ли концентрацию антибиотика по уравнению 
градуировочного графика.

На следующем этапе производили валида-
цию разработанной аналитической методики по 
следующим параметрам: специфичность, линей-
ность, точность и прецизионность.

Таблица 2

Валидационные показатели методики количественного определения 
цефпирома в ткани печени с использованием нормальнофазовой ВЭЖХ

Table 2

Validation parameters of the procedure for quantitative determination 
of cefpirome in liver tissue, by using normal-phase HPLC

Уровень 
концен-
трации 
вещества, 
мкг в 1 г 
биологи-
ческого 
объекта

Определение в первый день эксперимента Определение во второй день эксперимента

значение 
площади 

пика 
на хромато-

грамме 
модельного 

раствора

найде-
но, мкг 

в 1 г 
биоло-
гиче-
ского 

объекта

относи-
тельная 
погреш-
ность, %

метрологи-
ческие 

характери-
стики

значение 
площади 

пика 
на хромато-

грамме 
модельного 

раствора

найде-
но, мкг 

в 1 г 
биоло-
гиче-
ского 

объекта

относи-
тельная 
погреш-
ность, %

метрологи-
ческие 

характери-
стики

400 31,955 366,21

-4,06

х –=383,756; 
S=23,008; 
Sх –=10,289;
Δх –=28,605; 
ε –=7,454; 

Sr=5,995 %

37,033 412,56

-5,55

х –=377,816; 
S=26,999; 
Sх –=12,074; 

Δх –=233,566;
ε –=8,884; 

Sr=7,146 %

400 31,510 362,15 35,794 401,25

400 37,837 419,90 31,147 358,84

400 34,479 389,25 31,510 362,15

400 33,605 381,27 30,648 354,28

2500 272,681 2563,38

5,29

х –=2632,320; 
S=113,799;
Sх –=50,892;

Δх –=2141,481;
ε –=5,375; 

Sr=4,323 %

272,674 2563,32

5,45

х –=2636,360; 
S=128,218;
Sх –=57,341;  

Δх –=2159,408; 
ε –=6,047; 

Sr=4,863 %

2500 278,292 2614,59 290,025 2721,68

2500 266,107 2503,38 287,508 2698,71

2500 298,464 2798,71 293,290 2751,48

2500 285,627 2681,54 259,887 2446,61

4000 458,163 4256,32

4,59

х –=4183,540; 
S=149,917; 
Sх –=67,045; 

Δх –=2186,385; 
ε –=4,455; 

Sr=3,584 %

426,276 3965,28

5,08

х –=4203,312; 
S=141,912;
Sх –=63,465;  

Δх –=2176,433; 
ε –=4,197; 

Sr=3,376 %

4000 421,485 3921,55 457,640 4251,55

4000 451,649 4196,87 467,202 4338,82

4000 461,211 4284,14 458,555 4259,90

4000 458,437 4258,82 452,103 4201,01
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Специфичность. На хроматограммах раствори-
теля и контрольного извлечения (рис. 1, 2) отсут-
ствуют пики, по времени удерживания соответ-
ствующие пикам исследуемого соединения. Это 
позволяет сделать заключение о специфичности 
аналитической методики.

Линейность. Градуировочный график, отра-
жающий линейную зависимость площади хро-
матографического пика (S, усл. ед.) от содержа-
ния анализируемого вещества в пробе (С, мкг/г), 
для определения цефпирома методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) в 
биологическом материале (ткани печени), описы-
ваются уравнением:

S = 0,109562·C-8,168037.
Значение коэффициента корреляции (r) состав-

ляло 0,9999 (критерий приемлемости – r ≥0,990).
Точность и прецизионность. Точность устанавли-

валась путем проведения 9 параллельных опреде-
лений модельных растворов на трех уровнях кон-
центрации в пределе аналитической области. Для 
цефпирома готовили смеси с 400, 2500 и 4000 мкг 
исследуемого препарата в 1 г биологического объ-
екта. Для оценки прецизионности методика вос-
производилась в каждый из двух следующих друг 
за другом дней. Каждый день выполнялось по 
шесть параллельных испытаний. Согласно полу-
ченным данным (табл. 2), методика удовлетворя-
ет критериям точности (относительная погреш-
ность <±20%) и прецизионности (относительное 
стандартное отклонение (Sr) <20%).

Заключение
Изучено изолирование цефпирома из биоло-

гического материала (ткань печени) с примене-
нием в качестве изолирующего агента смеси аце-
тон-вода (5:5). Разработана схема сорбционной 
очистки анализируемого вещества, выделенно-
го из биологической матрицы, на основе исполь-
зования макроколоночной хроматографии в ОФ 
сорбенте Silasorb C8. Обосновано использование 
ВЭЖХ для идентификации и оценки количествен-
ного содержания аналита. Разработана методика 
определения цефпирома в ткани печени и прове-
дена ее валидация по критериям специфичности, 
линейности, точности и прецизионности.
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