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Щорічно у світі на туберкульоз хворіють 10 млн осіб, 
3 млн помирають, із них 8 тис. хворих помирають 

щодня. За даними Всесвітньої організації охорони здоров’я, 
у 1/3 населення Землі туберкульозна паличка вже знахо-
диться в організмі [9,10]. В Україні епідемія туберкульозу 
зареєстрована з 1995 р. [7], і вона прогресує, набуває широ-
ких масштабів. За статистикою, у країні щодня реєструють 
82 нових хворих на туберкульоз, 30 із них помирають [7]. 
Лікування туберкульозу є складним завданням, що потребує 
тривалого і комплексного підходу [4]. 
У зв’язку з високою токсичністю протитуберкульозних 

препаратів для зниження токсичності та зменшення побіч-
них реакцій різних груп препаратів активно застосовують 
антиоксиданти. Результати багатьох експериментальних 
і клінічних досліджень показали: препарат тіотріазолін 
(морфоліній-3-метил-1,2,4-триазолін-5-тіоацетат) має висо-
ку антиоксидантну і мембраностабілізуючу активність [3]. У 
результаті досліджень встановили ефективність створення 

комбінованого лікарського препарату, який містить ізоніазид 
(препарат І ряду для лікування туберкульозу) і тіотріазолін 
(антиоксидант).
Мета роботи  
Розробка методики спільного визначення вмісту ізоніази-

ду та тіотріазоліну у штучній суміші методом високоефек-
тивної рідинної хроматографії (ВЕРХ) [1,2,5,6,8], зокрема 
підбір рухомої і нерухомої фази. 
Це складне завдання, оскільки компоненти мають різну 

кислотно-основну природу: тіотріазолін – кислотний харак-
тер, ізоніазид – доволі сильна основа.
Матеріали і методи дослідження  
Для нового комбінованого лікарського засобу, що містить 

ізоніазид і тіотріазолін, необхідно розробити оптимальні 
методи стандартизації. Для цього ми виготовили штучну 
суміш, яка містить ізоніазид і тіотріазолін у співвідношенні 
4:1. Вивчили можливість поєднаного визначення діючих 
речовин у різних рухомих і нерухомих фазах.
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Результати та їх обговорення 
Дослідження виконали на модельній суміші ізоніазиду та 

тіотріазоліну у співвідношенні 4:1, котра близька за складом 
до суміші з оптимальним терапевтичним ефектом. За основу 
взяли відому методику аналізу тіотріазоліну на зворотній 
фазі з використанням кислого фосфатного буфера (РН3) 
при довжині хвилі 220 нм. У цих умовах тіотріазолін існує 
у вигляді вільної кислоти (час утримання – майже 8 хв) (рис. 
1), а ізоніазид – у вигляді солі і виходить майже у мертвого 
об’єму колонки, що не дозволяє коректно виконувати його 
кількісний аналіз (рис. 2).

Рис. 1. 0,4 мг/мл тіотріазоліну у воді. Елюент: 10% метанолу – 
90% фосфатного буфера. Фаза – С18.

Рис. 2. 0,4 мг/мл ізоніазиду у воді. Елюент: 10% метанолу – 90% 
фосфатного буфера. Фаза – С18.

Рис. 3. 0,4 мг/мл тіотріазоліну і 0,4 мг/мл ізоніазиду в воді. 
Елюент: 5% метанолу – 95% 0,1% розчину НСООН. Фаза – С18.

Рис. 4. 0,4 мг/мл тіотріазоліну і 0,4 мг/мл ізоніазиду в елюен-
ті. Елюент: 10% метанолу – 90% форміатного буфера (рН~3.4). 
Фаза – С18.
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Надалі пошук умов здійснення аналізу виконали при 
варіюванні рН і заміні фосфатного сольового буфера на 
органічні кислоти (оцтову і мурашину) і буферні суміші на 
їхній основі. Однак буфери на основі органічних кислот ма-
ють занадто високе індивідуальне поглинання при довжині 
хвилі 220 нм, що знижує чутливість аналізу і  не відповідає 
нашим вимогам (рис. 3). 
Далі як рухому фазу використовували 0,1% водний роз-

чин кислоти мурашиної, що дало можливість (у порівнянні 
з фосфатним буфером) незначно подовжити час утримання 
ізоніазиду і дуже сильно – тіотріазоліну, при цьому значно 
подовжується час аналізу. При подальшому збільшенні рН 
(із використанням елюентів на базі форміатного буфера) 
подовжується час утримання ізоніазиду і зменшується час 
утримання тіотріазоліну, але при цьому значно погіршу-
ється форма піків за рахунок співіснування протонованих 
і вільних форм аналітів (рис. 4).

Необхідне для поєднаного визначення ізоніазиду та ті-
отріазоліну збільшення часу утримання ізоніазиду можна 
досягти при додаванні іон-парного реагенту (наприклад, 
додецілсульфоната натрію) в елюент, що містить 10% ме-
танолу і 90% фосфатного буфера. На жаль, використання 
цього елюента необоротно модифікує зворотну фазу і ро-
бить її непридатною для роботи з іншими елюентами, тому 
такий аналіз потребує виділення окремої колонки, а отже 
пов’язаний з певним витратами і є економічно невигідним.
Альтернативним варіантом є використання полярної 

ціанованої нерухомої фази і кислих буферних розчинів. У 
цих умовах для водних розчинів мурашиної або оцтової 
кислот при достатньо низьких рН (<3,5) спостерігають 
поліпшення форми піків, зменшення їхньої ширини. У по-
рівнянні з попередніми аналізами незначно збільшується 
час утримання ізоніазиду (але досить для відділення від 
піка інжекції на мертвому об’ємі) й істотно зменшується 
час утримання тіотріазоліну, що значно скорочує загальний 
час аналізу (рис. 5).
Отже, вважаємо перспективним для поєднаного визна-

чення ізоніазиду та тіотріазоліну використання ціанованої 
нерухомої і кислої (рН<3) рухомої фази. Для подальшого 
збільшення чутливості аналізу (головним чином, для збіль-
шення часу виходу ізоніазиду) доцільно вивчити можливос-
ті використання трифторотцової кислоти як рН регулятора.
Надалі зменшували рН<3 шляхом додавання кислоти 

трифторотцової, що призвело до задовільного розділення 

Вопросы фармации / Problems of pharmacy



120 ISSN 2306-4145   №2 (83) 2014     

Рис. 5. 0,4 мг/мл тіотріазолінуі 0,4 мг/мл ізоніазиду в елюенті. 
Елюент: 1% розчин АсОН у воді. CN-фаза.

Рис. 6. 0,02 мг/мл тіотрІазоліну і 0,08 мг/мл ізоніазиду в елюенті. 
Елюент: 0,05% розчин СF3COOH у воді. CN-фаза, 220 нм.
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ізоніазиду і тіотріазоліну та одночасного зменшення пів-
ширини піків у порівнянні з рухливими фазами з вищим рН.
Після цього дібрали оптимальні умови виконання аналізу: 

колонка, елюент, швидкість рухомої фази й аналітична до-
вжина хвилі детектора, об’єм введеної проби.
Умови здійснення аналізу:
- Колонка: Prontosil 120-5-CN, 250 × 4,0 mm, діаметр 

часток – 5 мкм;
- Елюент: 0,05% розчин трифторотцової кислоти у воді;
- Швидкість рухомої фази – 1 мл/хв.;
- Аналітична довжина хвилі детектора – 220 нм;
- Об’єм проби – 20 мкл.
Зразок хроматограми наведено на рис. 6.

Висновки
Під час досліджень із розробки методики аналізу ізо-

ніазиду та тіотріазоліну в суміші методом ВЕРХ вирішили 
складне завдання із добору рухомої і нерухомої фази для 
діючих речовин, котрі мають різну кислотно-основну при-
роду: тіотріазолін – кислотний характер, ізоніазід – доволі 
сильна основа.
Крім того, визначили оптимальні умови для здійснення 

аналізу: колонка, елюент, швидкість рухомої фази та ана-
літична довжина хвилі детектора, об’єм введеної проби. 
Отримані хроматограми відповідають усім вимогам нор-
мативної документації.
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