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Дослідження термодинамічних параметрів утримання дає можливість оптимізувати процес розділення у хроматографії, а також 
з’ясувати характер взаємодії аналітів зі стаціонарною фазою.

Мета роботи – встановлення залежності коефіцієнта ємності від температури для 5-(піридиніл)-2,4-дигідро-3H-1,2,4-тріазол-3-
тіону, морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату та розрахунок ентальпії перенесення цих речовин із рухомої 
фази у стаціонарну.

Матеріали та методи. Високоефективна рідинно-хроматографічна система Agilent 1260 Infinity. Субстанції 5-(піридиніл)-2,4-ди-
гідро-3H-1,2,4-тріазол-3-тіону, морфоліній 2-(5-(піридиніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату. Колонка Zorbax SB-C18; 30 мм × 4,6 мм; 
1,8 мкм. Температура колонки – 40 °С. Рухома фаза складалася з води (0,1 % HCOOH) та ацетонітрилу (0,1 % HCOOH) (95:5).

Результати. Визначили значення часу утримання для речовин при температурах від 30 °С до 70 °С і використовували для розра-
хунку коефіцієнтів ємності k. За методом найменших квадратів розрахували рівняння лінійної залежності lnk від 1/T. За рівнянням 
Вант–Гоффа розрахували ентальпії перенесення речовин.

Висновки. Встановили стандартні ентальпії перенесення аналітів із рухомої фази у стаціонарну для 5-(піридініл)-2,4-дигідро-
3H-1,2,4-тріазол-3-тіону, морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату. Виявили: що сполуки, що дослідили, мають 
негативне значення ентальпії перенесення. Це показує переважний перехід речовин із мобільної фази в нерухому.

Ключові слова: ентальпія, високоефективна рідинна хроматографія, активні фармацевтичні інгредієнти.
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Determination of thermodynamic parameters of morpholinium 2-(5-(pyridinyl)-1,2,4-triazole-3-ylthio)acetate  
and its impurities in conditions of reverse phase chromatography
B. O. Varynskyi

The study of thermodynamic retention parameters helps to optimize the separation process in chromatography, and it is also possible to 
detrmine the nature of the interaction of analyts with the stationary phase.

The aim of the work – study the dependence of the capacity factor on temperature for 5-(pyridinyl)-2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazole-3-
thione, morpholinium 2-(5-(pyridin-4-yl)-1,2,4-triazole-3-ylthio)acetate and calculation of enthalpy of transfer of substances from mobile 
to stationary phase.

Materials and methods. High performance liquid chromatographic system Agilent 1260 Infinity. Substances 5-(pyridinyl)-2,4-dihydro-3H-
1,2,4-triazole-3-thione, morpholinium 2-(5-(pyridinyl)-1,2,4-triazole-3-ylthio)acetate. Zorbax SB-C18 column; 30 mm × 4.6 mm; 1.8 μm. 
The column temperature was 40 °C. The mobile phase consisted of water (0.1% HCOOH) and acetonitrile (0.1% HCOOH) (95:5).

Results. The retention time values for substances at temperatures from 30 °C to 70 °C were determined and used to calculate the 
capacity factors k. The least squares method was used to calculate the equation of the linear dependence of lnk on 1/T. The enthalpies 
of transfer of substances were calculated according to the Vant-Goff equation.

Conclusions. Standard enthalpies of transfer of analytes from mobile phase to stationary phase for 5-(pyridinyl)-2,4-dihydro-3H-1,2,4-
triazole-3-thione, morpholinium 2-(5-(pyridin-4-yl))-1,2,4-triazole-3-ylthio)acetate. We observe that the test compounds have a negative 
value of the enthalpy of transfer. This shows the predominant transition of substances from the mobile phase to the stationary one.
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Определение термодинамических величин морфолиний 2-(5-(пиридин-4-ил)-1,2,4-триазол-3-илтио)ацетата  
и его примесей в условиях обращеннофазовой хроматографии
Б. А. Варинский

Исследование термодинамических параметров удерживания помогает оптимизировать процесс разделения в хроматографии, 
а также оценить характер взаимодействия аналитов со стационарной фазой.

Цель работы – установление зависимости коэффициента емкости от температуры для 5-(пиридинил)-2,4-дигидро-3H-1,2,4-три-
азол-3-тион, морфолиний 2-(5-(пиридин-4-ил)-1,2,4-триазол-3-илтио)ацетата и расчет энтальпии переноса указанных веществ 
из подвижной фазы в стационарную.

Материалы и методы. Высокоэффективная жидкостно-хроматографическая система Agilent 1260 Infinity. Субстанции 5-(пи-
ридинил)-2,4-дигидро-3H-1,2,4-триазол-3-тион, морфолиний 2-(5-(пиридинил)-1,2,4-триазол-3-илтио)ацетата. Колонка Zorbax  
SB-C18; 30 мм × 4,6 мм; 1,8 мкм. Температура колонки – 40 °С. Подвижная фаза состояла из воды (0,1 % HCOOH) и ацетони-
трила (0,1 % HCOOH) (95: 5).

Результаты. Определили значение времени удержания для веществ при температурах от 30 °С до 70 °С и использовали для 
расчета коэффициентов емкости k. По методу наименьших квадратов рассчитали уравнение линейной зависимости lnk от 1/T. 
По уравнению Вант–Гоффа рассчитаны энтальпии переноса веществ.

Выводы. Установлены стандартные энтальпии переноса аналитов из подвижной фазы в стационарную для 5-(пиридинил)-2,4-ди-
гидро-3H-1,2,4-триазол-3-тиона, морфолиний 2-(5-(пиридинил)-1,2,4-триазол-3-илтио)ацетата. Отмечено, что исследуемые 
соединения имеют отрицательные значения энтальпии переноса. Это показывает преимущественный переход веществ из 
мобильной фазы в неподвижную.

Ключевые слова: энтальпия, высокоэффективная жидкостная хроматография, активные фармацевтические ингредиенты.
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Похідні 3-тіо-1,2,4-тріазолу викликають чимале заці-
кавлення дослідників, які займаються пошуком нових 
біологічно активних речовин, що характеризуються 
різними видами біологічної активності. Наш інтерес 
стосується активного фармацевтичного інгредієнта (АФІ) 
нового ветеринарного лікарського засобу Авесстим [1], 
що має протизапальну, антиоксидантну, детоксикаційну, 
імуномоделювальну і гепатопротекторну дії.

Розроблення методик визначення АФІ має велике 
значення, адже вони необхідні для підтвердження яко-
сті готових лікарських засобів і субстанції, виявлення 
фальсифікованих препаратів і продукції, яка зберігалася 
в неналежних умовах. Методики використовують для 
дослідження адсорбції, метаболізму та екскреції, а також 
для визначення залишкових кількостей АФІ в сільсько-
господарській продукції.

Передовими методами аналізу, що використовуються 
для цього, є хроматографічні та хромато-мас-спектроме-
тричні методи, як-от високоефективна рідинна хромато-
графія з діодно-матричною та мас-спектрометричною 
детекцією. Раніше запропонували високоефективну 
рідинно-хроматографічну методику для визначення 
залишкових кількостей названого активного фармаце-
втичного інгредієнта в яйцях птиці [2].

Для оптимізації хроматографічних умов досліджують 
вплив різних факторів на утримання речовин. Темпе-
ратура – один з інструментів керування хроматогра-
фічними процесами. Вона впливає на селективність 
хроматографічної системи, а також надає багато інших  
переваг [3].

Дослідження термодинамічних параметрів утримання 
допомагає оптимізувати процес розділення у хроматогра-
фії, а також дає змогу з’ясувати характер взаємодії аналі-
тів зі стаціонарною фазою. Такі розрахунки допомагають 
характеризувати та порівнювати колонки. Позитивна ад-
сорбція зазвичай характеризується зменшенням енталь-
пії, тому підвищення температури зменшує утримання 
аналітів на сорбентах [4,5].

Мета роботи
Встановлення залежності коефіцієнта ємності від 
температури для піридин-4-гідразиду, 5-(піриди-
ніл)-2,4-дигідро-3H-1,2,4-тріазол-3-тіону, морфоліній 
2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату і роз-
рахунок ентальпії перенесення цих речовин із рухомої 
фази у стаціонарну.

Матеріали і методи дослідження
Хроматографічне обладнання. Високоефективна рідин-
но-хроматографічна система Agilent 1260 Infinity, що 
складалася з дегазатора (Agilent Technologies, Japan), 
бінарного насоса (Agilent Technologies, Germany), авто-
самплера (Agilent Technologies, Germany), термостата 
колонки (Agilent Technologies, Germany), діодно-матрич-
ного детектора (Agilent Technologies, Germany). Програм-
не забезпечення – OpenLAB CDS.

Хроматографічні умови. Колонка Zorbax SB-C18; 
30 мм × 4,6 мм; 1,8 мкм. Температура колонки – 40 °С. 
Рухома фаза складалася з води (0,1 % HCOOH) та аце-
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тонітрилу (0,1 % HCOOH) (95:5). Швидкість потоку –  
0,4 мкл/мл. Довжина хвилі діодно-матричного детекто-
ра – 244 нм. Об’єм, що інжектовано, – 5 мкл.

Реактиви. 5-(піридиніл)-2,4-дигідро-3H-1,2,4-тріа-
зол-3-тіон, морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріа-
зол-3-ілтіо)ацетат синтезували на кафедрі природничих 
дисциплін для іноземних студентів та токсикологічної 
хімії ЗДМУ, структура підтверджена під керівництвом 
доктора фармацевтичних наук, професора О. І. Пана-
сенка [1].

Піридин-4-гідразид кваліфікації «хч» придбали в ком-
панії «Укроргсинтез».

Пристрій Direct Q 3UV (Millipore, Molsheim, France) 
використовували для виготовлення води високої чистоти 
(18 MΩ, 25 °C). Ацетонітрил кваліфікації HPLC Super 
Gradient (Avantor Performance Materials Poland S.A., 
Poland), метанова кислота кваліфікації «For analysis» 
(98 %) (AppliChem GmbH, Germany).

Виготовлення розчинів. Виготовили розчини морфо-
ліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату з 
концентрацією 0,1 % у воді. Розчин 5-(піридиніл)-2,4-ди-
гідро-3H-1,2,4-тріазол-3-тіону готували з концентрацією 
0,1 % в диметилсульфоксиді.

Визначення залежності утримання від температури. 
Хроматографували розчини кожної речовини при різних 
температурах від 30 °С до 70 °С із кроком у 5 °С.

Результати
Раніше дослідили залежність хроматографічного утри-
мання від вмісту ацетонітрилу для піридин-4-гідразиду, 
5-(піридиніл)-2,4-дигідро-3H-1,2,4-тріазол-3-тіону, мор-
фоліній 2-(5-(піридиніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетату при 
40 °С [6–8]. Побудували графіки залежності коефіцієнта 
ємності від відсоткового вмісту ацетонітрилу із викорис-
танням цих даних (рис. 1).

Максимальне розділення між речовинами при най-
більшому утриманні спостерігали при 5 % ацетонітрилу 
(рис. 2).

Для визначення термодинамічних параметрів перене-
сення аналітів із рухомої фази у стаціонарну спочатку 
необхідно визначити коефіцієнт ємності:

k =
(tr – t0) =

νS , (1)
t0 νm

де tr – час утримання, to – «мертвий» час утримання (час 
виходу компонента, що не утримується на колонці, або 
час перебування несорбованої речовини у хроматографі), 
νS/νm – відношення кількості речовини (моль) аналіту у 
стаціонарній фазі до кількості речовини (моль) аналіту 
в мобільній фазі.

Відношення об’ємів рухомої фази до стаціонарної фази 
позначили як β:

β = 
VM , (2)
VS

Рівняння константи рівноваги перенесення речовини 
з мобільної фази в нерухому:

K =
[A]S =

νS ×
VM = k × β, (3)

[A]M νm VS

Рівняння Вант–Гоффа відоме із фахової літератури [3]:

lnK = –
∆H0

+
∆S0

, (4)
RT R

ln (k × β) = –
∆H0

+
∆S0

, (5)
RT R

0
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254 нм піридін-4-гідразід 

5-(піридиніл)-2,4-дигідро-3H-1,2,4-тріазол-3-тіон 

морфоліній 2-(5-(піридиніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо)ацетат 

Рис. 1. Графіки залежності коефі-
цієнтів ємності сполук від вмісту 
ацетонітрилу в елюенті.
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Виходячи із рівняння (5), отримали рівняння (6):

lnk = –
∆H0

+
∆S0

– lnβ, (6)
RT R

Це рівняння привели до лінійної форми:

y = mx + b, (7) 

де y = lnk, x = 1/T, m = –∆H0/R, b = ∆S0/R – lnβ.
Далі дослідили залежність коефіцієнта ємності від тем-

ператури для кожної речовини. На підставі цього визначили 
ентальпію перенесення речовин із рухомої фази в нерухому.

Вплив температури на хроматографічне утриман-
ня морфоліній 2-((4-(2-метоксифеніл)-5-(піриди-
ніл)-4H-1,2,4-тріазол-3-іл)тіо)ацетату наведено на рис. 3а 
і 3б. При взаємодії з метановою кислотою елюента сіль 
утворює кислотну форму активного фармацевтичного 
інгредієнта, тому фактично хроматограми, що наведені 
на рис. 3а і 3б, відповідають кислоті.

Значення «мертвого» часу утримання визначали за ча-
сом утримання компонента KNO3, який не утримується. 
Його значення дорівнювало 0,6 хв.

Середні значення часу утримання для речовин при 
температурах від 30 °С до 70 °С використовували для 
розрахунку коефіцієнтів ємності k. 

За методом найменших квадратів у програмі Microsoft 
Excel розрахували рівняння лінійної залежності lnk від 
1/T (табл. 1).

Для розрахунку стандартної ентальпії переносу аналіту 
з рухомої фази у стаціонарну використали кутовий кое-
фіцієнт m рівняння лінійної залежності (табл. 2):

∆H0 = –m × R, (7)

Обчислення для 5-(піридиніл)-2,4-дигідро-3H-1,2,4-трі-
азол-3-тіону:

∆H = -1379,1 × 8,31 = -11,46 кДж/моль

Для морфоліній 2-(5-(піридиніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) 
ацетату:

∆H = -1942,1 × 8,31 = -16,14 кДж/моль

Для піридин-4-гідразиду:

∆H = -725,71 × 8,31= -6,031 кДж/моль
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Рис. 2. Хроматограми піридин-4-гідразиду (1), 5-(піридиніл)-2,4-дигідро-3H-1,2,4-тріазол-3-тіону (2), морфоліній 2-(5-(піридиніл)-1,2,4-тріа-
зол-3-ілтіо)ацетату (3).
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Рис. 3а. Хроматограми морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату при різних значеннях температури (30–50 °C).
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Рис. 3б. Хроматограми морфоліній 2-(5-(піридин-4-іл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату при різних значеннях температури (55–70 °C).

Таблиця 1. Рівняння лінійної залежності lnk від 1/T, де y = 1/T, x = lnk 

№ з/п Речовина Рівняння R2 Стандартна похибка регресії, S

1 5-(піридиніл)-2,4-дигідро-3H-1,2,4-тріазол-3-тіон y = 1379,11x-3,94 0,9971 0,01035

2 морфоліній 2-(5-(піридиніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетат y = 1942,0x-5,370 0,9997 0,004834

3 піридин-4-гідразид y = 725,71x-3,162 0,9935 0,008249

Таблиця 2. Стандартні ентальпії перенесення аналітів із рухомої фази у стаціонарну

№ з/п Речовина ∆H0, кДж/моль

1 5-(піридиніл)-2,4-дигідро-3H-1,2,4-тріазол-3-тіон -11,46

2 морфоліній 2-(5-(піридиніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетат -16,14

3 піридин-4-гідразид -6,031
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Обговорення
Виявили, що ентальпії перенесення для всіх речовин 
(табл. 2) є негативними, що означає вивільнення теплоти 
під час адсорбції на оберненофазовому сорбенті при та-
кому складі елюента. Отже, переважає перехід із рухомої 
фази у стаціонарну. Це відповідає тому, що ці речовини 
добре утримуються на оберненофазовому сорбенті.

Висновки
1. Встановили стандартні ентальпії перенесення аналі-

тів із рухомої фази у стаціонарну для піридин-4-гідразиду, 
5-(піридиніл)-2,4-дигідро-3H-1,2,4-тріазол-3-тіону, мор-
фоліній 2-(5-(піридиніл)-1,2,4-тріазол-3-ілтіо) ацетату на 
колонці Zorbax SB-C18; 30 мм × 4,6 мм; 1,8 мкм при 5 % 
вмісту ацетонітрилу в рухомій фазі.

2. Сполуки, що дослідили, мають негативне значення 
ентальпії перенесення. Це показує переважний перехід 
речовин із мобільної фази в нерухому.
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