
Введение 

Ампициллин — полусинтетический антибио-
тик, используемый для лечения различных ин-
фекционных заболеваний дыхательных путей 
(пневмония, бронхопневмония, ангина), мочевы-
водящих путей, печени и желудочно-кишечного 
тракта. Впервые был введён в использование в 
1961 г. британской компанией Beecham. 

По механизму действия аналогичен пеницил-
лину — необратимый ингибитор транспепти-
дазы, участвующей в синтезе пептидогликана 
клеточной стенки. 

Препарат не разрушается в кислой среде же-
лудка, хорошо всасывается при приёме внутрь. 
Активен в отношении грамположительных мик-
роорганизмов, на которые действует бензилпе-

нициллин. Кроме того, он действует на ряд грам-
отрицательных микроорганизмов (сальмонеллы, 
шигеллы, протей, кишечная палочка, клебсиелла 
пневмонии (палочка Фридлендера), палочка 
Пфейффера (палочка инфлюэнцы) и поэтому рас-
сматривается как антибиотик широкого спектра 
действия и применяется при заболеваниях, вы-
званных смешанной инфекцией [1]. 

Для определения активности препаратов пе-
нициллина так же, как и других антибиотиков, 
применяют биологические, химические и фи-
зико-химические методы [2]. 

Базовым методом количественного опреде-
ления суммы пенициллинов является классиче-
ский метод йодометрии продуктов гидролиза [3]. 
Его недостатком является длительность — не ме-
нее 40 мин, а также необходимость использования 
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стандартных образцов и стандартизации условий 
определения, зависимость от температуры. 

Согласно данным литературы, для количе-
ственного определения антибиотиков приме-
няются различные хроматографические методы 
[4–10], хемилюминесцентные [11], спектрофото-
метрические [12–17], кинетические [18–20], флуо-
риметрические  [21, 22], вольтамперометриче-
ские  [23, 24], методы с использованием 
ионоселективных электродов [25], капиллярный 
электрофорез [26]. 

Нами разработаны новые унифицированные 
методики количественного определения антибио-
тика ампициллина (Амп) тремя независимыми ме-
тодами — иодометрии, кинетико-спектрофото-
метрии и вольтамперометрии с использованием 
калий гидрогенпероксомоносульфата (KHSO5) в 
качестве аналитического реагента. 

Материал и методы 
Экспериментальная часть. Для исследований использовали 

препарат ампициллина тригидрат (2S,5R,6R)-6-[(R)-2-амино-
2-фенилацетил]амино-3,3-диметил-7-оксо-4-тіа-1-азабицикло 
[3.2.0]гептан-2-карбоновую кислоту) в таблетках по 0,250 г в пере-
счёте на ампициллин, серии 214372, производства «Артериум» 
ПАО «Киевмедпрепарат», Украина (UA/2950/01/01). Как окисли-
тель использовали гидрогенпероксомоносульфат калия в виде 
тройной калиевой соли 2КНSO5×КНSO4×K2SO4 квалификации 
«extra pure» «Оксон» с содержанием активного кислорода 4,5%. Вы-
бор реагента обусловлен его доступностью, достаточно хорошей 
растворимостью и стойкостью в водных растворах, а также отно-
сительно высокой окислительной способностью [27]. 

Рабочий раствор пероксомоносульфатной кислоты, 
2×10-2 моль/л. Навеску 0,6148 г соли растворяют в 100,0 мл 
дважды дистиллированной воды при 20°С. Концентрацию рас-
твора контролировали методом йодометрического титрования. 

Как рабочий стандартный образец (РСО) ампициллина 
тригидрата (АТ) использовали субстанцию Амп производства 
Aurobindo Pharma Ltd, Індия (№ серии АНТ(В) 08110500, содер-
жание основного вещества 98,8%, w (Н2О)=14,5%) фармакопей-
ной чистоты. 

Раствор РСО ампициллина тригидрата 500 мкг/мл. На-
веску 0,05 г РЗО Амп растворяют в 100,00 мл дистиллированной 
воды при 20°С.  

Раствор тиосульфата натрия, 2×10-2 моль/л. Ампулу стан-
дарт-титра тиосульфата натрия с точной концентрацией 0,1 моль/л 
разбавляют дистиллированной водой в пять раз (1/5). 

Раствор йодида калия, 5%. Навеску 5,0 г йодида калия рас-
творяют в 50 мл дистиллированной воды и объём раствора до-
водят до метки 100 мл в мерной колбе при 20°С.  

Рабочие стандартные растворы Амп. Готовят семь рас-
творов в мерных колбах на 100 мл следующих концентраций: 
80, 85, 90, 95, 100, 110, 120% , взвесив соответствующие навески 
0,2289 г; 0,2433 г; 0,2576 г; 0,2718 г; 0,2862 г; 0,3147 г; 0,3433 г суб-
станции Амп. 

Аппаратура 
Спектрофотометрия. Спектры растворов АТ и его продук-

тов окисления регистрируют, а также измеряют светопоглощение 
растворов в кварцевой кювете на 1 см на спектрофотометре Evo-
lution 60S UV-Visible Spectrophotometer Thermo-Scientific (USA) про-
тив раствора без исследуемого Амп или дважды дистиллирован-
ной воды (компенсационный раствор). 

Вольтамперометрия. Вольтамперограммы записывают на 
осциллографическом полярографе СLA-3 (Ростов-на-Дону, Рос-
сия) с использованием ячейки при 20°C. Электрод сравнения — 

насыщенный каломельный электрод, вспомогательный элек-
трод из платины. Потенциалы пиков измеряют с помощью циф-
рового вольтметра V7-21 с точностью ±0,1 мВ. Скорость раз-
вертки поляризующего напряжения v=0,5 V/s. Потенциал 
варьируют в интервале от 0,2 до 1,4 V. Растворённый кислород 
удаляют перед измерениями, выдувая его очищенным аргоном 
более 20 мин. Значение величины pH оценивают с помощью 
стеклянного электрода «ЭСЛ 43-07», используя потенциометр 
лабораторный ИОНОМЕР «И-160» (ЗИП Гомель, Беларусь). 

Титрование. Определяют титр исследуемого Амп с помо-
щью микробюретки объёмом на 10 мл с точностью ± 0,01 мл, 
которую заполняют титрантом до нулевой отметки. 

Процедура 
Кинетико-спектрофотометрический метод. Около 0,075 г 

(точная навеска) порошка растёртых таблеток Амп переносят в 
мерную колбу ёмкостью 100 мл, растворяют в смеси 50 мл дис-
тиллированной воды и 8 мл диметилформамида при слабом на-
гревании, доводят объём раствора до метки и перемешивают. 
5,00 мл полученного раствора переносят в мерную колбу на 50 
мл, добавляют 3,0 мл 0,02 моль/л раствора KHSO5 и 3 мл NaOH c 
концентрацией 4,88×10-3 моль/л. Полученный раствор фотомет-
рируют в кварцевой кювете с толщиной 1 см при 290 нм, ис-
пользуя дистиллированную воду как компенсационный рас-
твор, на протяжении 10 мин. 

Вольтамперометрический метод. Около 0,50 г (точная на-
веска) порошка растёртых таблеток Амп растворяют в смеси 50 мл 
бидистиллированной воды и 8 мл диметилформамида при 
слабом нагревании, доводят объём раствора до метки в 100 мл 
колбе и перемешивают. К 5,5 мл полученного раствора добав-
ляют 2,0 мл 0,02 моль/л раствора KHSO5 и 5 мл NaOH c концент-
рацией 4,88×10-3 моль/л, тщательно перемешивают. Отбирают 
5,0 мл полученного раствора и переносять в 50 мл колбу, добав-
ляют 5,0 мл 0,1 моль/л КН2РО4 с рН 4,7, доводят до метки биди-
стиллированной водой, перемешивают. Потенциал измеряют в 
интервале от 0,2 до 1,4 V. 

Метод окислительно-восстановительного титрования. 
0,45 г (точная навеска) порошка растёртых таблеток Амп раство-
ряют в мерной колбе на 100 мл при слабом нагревании на водяной 
бане в смеси 8 мл диметилформамида и 75 мл воды и доводят 
объём до метки дистиллированной водой при 20°С. С помощью 
пипетки отбирают 10 мл полученного раствора Амп и переносят в 
мерную колбу на 100 мл, добавляют при перемешивании 10,0 мл 
0,02 моль/л раствора KHSO5 и доводят объём до метки дистилли-
рованной водой при 20°С. С помощью пипетки отбирают 10 мл 
реакционной смеси и переносят в колбу на 100 мл, подкисляют 
1мл 0,1 моль/л раствора H2SO4 и при интенсивном перемешивании 
добавляют 2 мл 5% раствора йодида калия. Вытесненный йод 
сразу оттитровывают стандартным 0,02 моль/л раствором тио-
сульфата натрия. Параллельно при этих же условиях проводят 
контрольный опыт (без исследуемого раствора Амп). 

Валидационный метод. Методику проводят согласно меж-
дународной конференции Harmonization. Для контроля вос-
производимости и точности во всех трёх методах выполняют по 
пять контрольных анализов за один день при одинаковых экс-
периментальных условиях. Линейность определяют для широ-
кого интервала концентраций (0–50 мкг/мл). Для построения 
градуировочного графика во всех трёх методах используют дан-
ные 7 экспериментальных пунктов. 

Результаты и обсуждение 
Кинетико-спектрофотометрический метод. 

В результате исследования установлено, что по-
рядок смешивания растворов существенно 
влияет на кинетику и выход продукта реакции: 
наибольшая скорость образования продукта 
была после предварительного смешивания ис-
следуемого раствора Амп с KHSO5 (стадия обра-
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зования сульфоксида Амп). С раствором щёлочи 
(реакция пергидролиза-щелочного гидролиза в 
присутствии избытка калий гидрогенпероксомо-
носульфата). 

На рис. 1 приведены электронные спектры 
светопоглощения продукта реакции щелочного 
гидролиза и пергидролиза Амп в ходе реакции. 
Очевидно, что максимальное поглощение ново-
образовавшегося продукта наблюдается при 
290 нм. Поэтому при данной длине волны ис-
следуют кинетику аналитической реакции. 

Оптимальные концентрации щёлочи 
4,88×10-3 моль/л и KHSO5 0,02 моль/л, при кото-
рых скорость реакции образования продукта 
пергидролиза наибольшая.  

Без KHSO5 в вышеуказанных условиях на про-
тяжении 30 мин продукт реакции не образуется. 
Необходимый избыток KHSO5 может быть объ-
яснен влиянием в процессе дальнейшего гидро-
литического расщепления S-оксида Амп в щелоч-
ной среде (нуклеофильный катализ гидролиза 
β-лактамного и тиазолидинового циклов). KHSO5 
благодаря альфа-эффекту во много раз более 
сильный нуклеофил, чем гидроксид-йон (рис. 2). 

Построение градуировочного графика. В мер-
ные колбы на 50 мл с помощью микробюретки 
последовательно отмеряют 0,50; 2,50; 3,00; 4,00; 
5,00; 7,50; 10,00 мл стандартного раствора АТ, до-

бавляют в каждую по 5 мл 2–10-2 моль/л раствора 
KHSO5 и тщательным образом взбалтывают. В 
каждую колбу последовательно приливают 5,0 мл 
4,88×10-3 моль/л раствора натрий гидроксида, до-
водят объём до метки дистиллированной водой 
и тщательным образом перемешивают. После до-
бавления к раствору щёлочи начинают отсчёт 
времени, включают секундомер. Полученные рас-
творы фотометрируют в кварцевой кювете с тол-
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Рис. 1. Электронные спектры светопоглощения 
продукта реакции Aмп (Aмп + KHSO5, время 15 мин), 
С (Aмп) = 10 мкг мл-1. 
Fig. 1. Electronic light absorption spectra of the product of Amp 
reaction (Amp + KHSO5, time 15 min), C (Amp) = 10 µg ml-1. 

Рис. 2. Схема сопряжённых реакций пероксикислого окисления и пергидролиза Амп с образованием за-
мещённой производной N-акрил-β-пенициламина сульфата (IV). 
Fig. 2. Scheme of coupled reactions of peroxic acid oxidation and perhydrolysis of Amp with the formation of a 
substituted derivative of N-acrylic-β-penicylamine sulfate (IV). 
 



щиной 1 см при 290 нм против дис-
тиллированной воды (компенса-
ционный раствор) на протяжении 
10 мин через каждую минуту при 
20°С и строят кинетические кривые 
зависимости оптической плотности 
от времени. По данным наклона ли-
нейных участков кинетических кри-
вых строят градуировочную зави-
симость tga от концентрации 
ампициллина (С, мкг/мл). 

На рис. 3 приведены кинетиче-
ские кривые окисления Амп гидро-
генпероксомоносульфатом калия. 

На рис. 4 приведён градуиро-
вочный график определения Амп, 
согласно которому в пределах от 5 
до 40 мкг/мл концентрационная за-
висимость величины tga, которая 

пропорциональна скорости реакции, имеет ли-
нейный характер. Это даёт возможность опреде-
лять количественное содержание Амп в данном 
интервале концентраций методом стандарта. 

Содержание С16Н19N3O4S (в г) в одной таб-
летке, (Хамп) рассчитывают по формуле:  

                  acт×tga×0,9880×ā  
Хамп = ———————————, 
                              a×tgacт 
где: acт — масса навески РСО ампициллина, г; 

tgacт — тангенс угла наклона кинетической кри-
вой в опыте с РСО ампициллина, мин-1; а — масса 
навески исследуемого ампициллина, г; ā — сред-
няя масса вместимого таблетки, г; tga — тангенс 
угла наклона кинетической кривой в опыте с ис-
следуемым ампициллином, мин-1; 0,9880 — мас-
совая доля основного вещества Амп в РСО в пе-
ресчёте на безводное вещество. 

Результаты анализа препарата АТ кинетико-
спектрофотометрическим методом приведены в 
табл. 1. Относительное стандартное отклонение 
не превышало 1,5 % ( = –0,08%). 
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Рис. 3. Кинетические кривые окисления ампицил-
лина KHSO5.  
Примечание. С (Amp), мкг/мл: 1 — 5; 2 — 10; 3 — 20; 4 — 30; 
5 — 40. С (KHSO5) = 0,02 моль/л; С (NaOH) = 0,012 моль/л. 
Fig. 3. Kinetic curves of ampicillin oxidation 
(KNSO5min).  
Note. C (Amp), mcg/ml: 1 — 5; 2 — 10; 3 —20; 4 — 30; 5 — 
40. C (KHSO5) = 0.02 mol/l; C (NaOH) = 0.012 mol/l. 

Рис. 4. Калибровочная кривая количественного определения Амп.  
Примечание. С (КНSO5) = 2×10-2 моль/л; С (NaOH) = 5,0×10-3 моль/л. 
Fig. 4. Calibration curve for the quantitative determination of Amp.  
Note. C (KNSO5) = 2×10-2 mol/l; C (NaOH) = 5.0×10-3 mol/l. 

Таблица 1. Результаты количественного определения ампициллина кинетико-спектрофотометрическим ме-
тодом в препарате Амп по реакции с гидрогенпероксомоносульфатом калия (р=0,95, n=7) 
Table 1. Results of quantitative determination of ampicillin using kinetic spectrophotometric method in Amp preparation 
by reaction with potassium hydrogenperoxomonosulfate (р=0.95, n=7) 

Взято ампициллина, г                                                           Обнаружено                           Метрологические характеристики 
                                                                                                       г                                          % 
0,2511*                                                                             0,2503                              99,68                                ̄ = 0,2509 (99,92%) 
                                                                                           0,2465                              98,17                                       S = ±0,00369 
                                                                                           0,2526                             100,60                                    S̄ = ±0,00139 
                                                                                           0,2477                              98,65                                     U̄ = ±0,00342 
                                                                                           0,2491                              99,20                                     RSD = ±1,47% 
                                                                                           0,2523                             100,48                                        = ±1,36% 
                                                                                           0,2575                             102,55                                        = –0,08% 
Примечание. * — cодержание Амп, указанное в сертификате качества. 
Note. * — the Amp content specified in the quality certificate. 



Вольтамперометрический ме-
тод. Электрохимическое поведение 
пенициллинов было предметом ис-
следований ряда отечественных и 
зарубежных авторов. Они устано-
вили, что пенициллины полярогра-
фически неактивны. Результаты 
дальнейших исследований пока-
зали возможность определения пе-
нициллинов непрямыми аналити-
ческими методиками, которые 
основаны на способности продук-
тов гидролиза пенициллина непо-
средственно восстанавливаться на 
РКЭ. Другие предложенные мето-
дики базировались на восстановле-
нии полярографически активных 
нитропродуктов. Осциллографиче-
ский метод удобен для исследования степени чи-
стоты препарата по характерным пикам продук-
тов гидролиза на полярограммах. Однако 
гидролитическое расщепление стойкого Амп тре-
бует особенных условий и затраты времени. 

Нами предложено количественное определе-
ние ампициллина осуществлять в виде соответ-
ствующего полярографически активного суль-
фоксида, добытого в предыдущей стадии анализа 
с помощью калий гидрогенпероксомоносульфата. 

На рис. 5 приведён химизм процесса дерива-
тизации Амп в электрохимически активный суль-
фоксид ампициллна с помощью калий гидроген-
пероксомоносульфата.  

Экспериментально было установлено, что об-
разование S-оксида ампициллина в разбавлен-
ных слабо кислых растворах происходит практи-
чески мгновенно и количественно. Типичная 
вольтамперограмма приведена на рис. 6. 

На фоне 0,1 моль/л КН2PO4 (рН 4,7) наблюда-
лась волна Еп = –1,17 В (НКЭ), которая в интервале 
концентрации деполяризатора (1,0–8,5)×10-5 моль/л 
имела диффузионный характер. 

Химизм процесса восстановле-
ния сульфоксида ампициллина на 
ртутном микроэлектроде приведён 
на рис. 7. 

Концентрационная зависимость 
высот пиков деполяризатора в ин-
тервале концентраций (1,0–8,5)×10-5 
моль/л: Іп = 9240 C + 0,058 (r = 0,998) 
приведена на рис. 8 и в табл. 2. 

        I – 0,058 
C = ————,             9240 
где: 0,058 и 9240 — соответ-

ствующие коэффициенты линии 
регрессии градуировочного гра-
фика: І кС, в моль/л. 

Результаты анализа препарата 
Амп вольтамперометрическим мето-
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Рис. 5. Химизм процесса дериватизации ампициллина в соответ-
ствующий S-оксид. 
Fig. 5. Chemistry of the process of ampicillin derivatization into the 
corresponding S-oxide. 

Рис. 6. Вольтамперограмма сульфоксида ампицил-
лина на фоне 0,1 моль/л КН2PO4.  
C (Амп) = 4,8×10-5 моль/л; рН 4,7. Еп = -1,172 В (НКЭ). 
Fig. 6. Voltammogram of ampicillin sulfoxide against a 
background of 0.1 mol/l KN2RO4.  
Note. C (Amp) = 4.8×10-5 mol/L; pH 4.7. Ep = -1.172 V (NKE). 

Рис. 7. Процесс восстановления сульфоксида ампициллина на 
PКЭ. 
Fig. 7. Ampicillin sulfoxide reduction process on RCE. 



реакции на 1 моль Амп расходуется 1 моль KHSO5, 
причём взаимодействие между ними происходит за 
1 мин. Аналитическая реакция, которая положена в 
основу определения, представлена на рис. 9. 

Содержание С16Н19N3O4S, Х, в %, рассчитывают 
по формуле: 

0,02×K×349,40×(V0–V)×100×100% 
Х = ————————————————, 
                       2×1000×тн×100–wH2O 
где: V0 — объём раствора тиосульфата натрия 

в контрольном опыте, мл; V — объём раствора 
тиосульфата натрия в рабочем опыте, мл; 349,40 — 
молярная масса ампициллина (безводного), 
г/моль; К — коэффициент поправки концентра-
ции раствора тиосульфата натрия к 0,0200 моль/л; 
mн — масса навески Амп, г. 

 Результаты анализа препарата Амп методом 
титрования приведены в табл. 4. Относительное 

дом приведены в табл. 3. Относительное стандарт-
ное отклонение не превышало 1,7% ( = +0,4%). 

Метод окислительно-восстановительного тит-
рования. Методом обратного йодометрического тит-
рования остатка KHSO5 установлено, что в искомой 
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Таблица 2. Значения зависимостей высот пиков на по-
лярограммах растворов сульфоксидов ампициллина 
от молярной концентрации 
Table 2. The values of the dependence of the peak heights 
on the polarograms of ampicillin sulfoxide solutions on the 
molar concentration 

С (Амп), моль/л                                       І, мкА 
1,2×10-5                                                          0,15 
2,4×10-5                                                          0,29 
3,6×10-5                                                          0,39 
4,8×10-5                                     0,52; 0,525 0,53 0,54; 0,52 
7,2×10-5                                                          0,71 
8,4×10-5                                                          0,79 

Рис. 8. Градуировочный график вольтамперомет-
рического определения Амп в виде N-оксида ампи-
циллина.  
Примечание. 0,1 М KH2PO4 (pH 4,7). 
Fig. 8. Calibration graph of the voltammetric determina-
tion of Amp in the form of ampicillin N-oxide.  
Note. 0.1 M KH2PO4 (pH 4.7). 

Таблица 3. Результаты количественного определения ампициллина вольтамперометрическим методом в пре-
парате Амп по реакции с гидрогенпероксомоносульфатом калия (р=0,95, n=5) 
Table 3. Results of quantitative determination of ampicillin by voltammetric method in Amp preparation by reaction with 
potassium hydrogenperoxomonosulfate (р=0.95, n=5) 

Примечание. * — cодержание Амп, указанное в сертификате качества. 
Note. * — the Amp content specified in the quality certificate. 

Рис. 9. Схема S-окисления ампициллина гидрогенпероксомоносульфатом калия. 
Fig. 9. Scheme of S-oxidation of ampicillin with potassium hydrogenperoxomonosulfate. 

Содержание ампициллина                                          Найденное содержание                         Метрологические 
в модельном растворе, моль/л                                    ампициллина, моль/л                             характеристики 
5,05×10-5                                                                                                   5,00×10-5                                                 ̄ = 5,07×10-5 
                                                                                                                     5,10×10-5                                                S = ±8,37×10-7 
                                                                                                                     5,00×10-5                                                    S̄ = ±3,7 
                                                                                                                     5,05×10-5                                              U̄ = ±1,04×10-6 
                                                                                                                     5,20×10-5                                               RSD = ±1,65% 
                                                                                                                                                                                          = ±2,05% 
                                                                                                                                                                                           = +0,4%



стандартное отклонение не превышало 0,5% 
( = –2,1%). 

С использованием кинетико-спектрофотомет-
рического метода (тангенсов), вольтамперометрии 
и окислительно-восстановительного титрования 
разработаны три независимые методики и пока-
зана возможность количественного определения 
ампициллина (Амп) в субстанции и лекарственном 

препарате с использованием в качестве аналити-
ческого реагента калий гидрогенпероксомоно-
сульфата (KHSO5). 
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Таблица 4. Результаты количественного определения ампициллина методом титрования в препарате Амп по 
реакции с гидрогенпероксомоносульфатом калия (р=0,95, n=7) 
Table 4. Results of quantitative determination of ampicillin by titration in Amp preparation by reaction with potassium 
hydrogenperoxomonosulfate (p=0.95, n=7) 

Взято ампициллина, г                                                           Обнаружено                           Метрологические характеристики 
                                                                                                       г                                          % 
0,2511*                                                                             0,2553                             101,67                              ̄ = 0,2565 (102,15%) 
                                                                                           0,2564                             102,11                                     S = ±0,00136 
                                                                                           0,2574                             102,51                                    S̄ = ±0,00051 
                                                                                           0,2584                             102,91                                   U̄ = ±0,00126 
                                                                                           0,2566                             102,19                                   RSD = ±0,53% 
                                                                                           0,2571                             102,39                                        = ±0,49% 
                                                                                           0,2543                             101,27                                          = –2,1% 
Примечание. * — cодержание АТ, указанное в сертификате качества. 
Note. * — the AT content specified in the quality certificate. 
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