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Щодо стандартизації L-аргініну та тіотріазоліну в модельній 
суміші методом високоефективної рідинної хроматографії
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Однією з головних причин інвалідизації та смертності населення всього світу є захворювання серцево-судинної та центральної 
нервової систем. Тому розробка нових високоефективних препаратів для їх лікування – актуальне завдання сучасної медицини 
та фармації. Перспективним у цьому напрямі є створення нового лікарського препарату, в складі якого поєднуються активний 
донатор NO – нейротрансмітерна амінокислота L-аргінін, а також відомий вітчизняний антиоксидант – тіотріазолін. Для створення 
нового комбінованого лікарського препарату обрана раціональна лікарська форма – таблетки. Тому актуальним і своєчасним 
завданням є розробка методів стандартизації діючих речовин у модельній суміші, які надалі можуть стати підґрунтям для аналізу 
готових лікарських форм нового препарату.

Мета роботи – розробка методики стандартизації модельної суміші L-аргініну та тіотріазоліну у співвідношенні 4:1 методом ВЕРХ.

Матеріали та методи. Під час досліджень використовували сертифіковані субстанції L-аргініну (виробник «Sigma-Aldrich», США) 
та тіотріазоліну (виробник ДП «Завод хімічних реактивів» Науково-технологічного комплексу «Інститут монокристалів» НАН 
України). Дослідження виконали, використовуючи хроматограф моделі LC-20 Prominence Shimadzu.

Результати. У лабораторних умовах виготовили 6 серій модельної суміші L-аргініну та тіотріазоліну в оптимальному співвідно-
шенні 4:1. Почергово хроматографували випробуваний розчин і розчин робочого стандартного зразка, отримуючи не менше ніж 
3 хроматограми для кожного розчину.

Встановлено, що вміст L-аргініну в модельній суміші знаходиться в межах від 198,38 мг до 200,66 мг, а тіотріазоліну – від 50,82 мг 
до 51,61 мг. Тобто за вмістом діючих речовин досліджувані серії модельної суміші L-аргініну та тіотріазоліну у співвідношенні 4:1 
відповідають вимогам ДФУ.

Висновки. Розробили методику стандартизації діючих речовин модельної суміші L-аргініну та тіотріазоліну у співвідношенні 4:1 
методом ВЕРХ, яка є відтворюваною, точною та надалі може бути застосована під час контролю якості створеної таблетованої 
лікарської форми.

Стандартизация L-аргинина и тиотриазолина в модельной смеси методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии
Л. И. Кучеренко, О. В. Хромылева, Д. Ю. Скорина, Г. И. Ткаченко

Одна из главных причин инвалидизации и смертности населения всего мира – заболевания сердечно-сосудистой и центральной 
нервной систем. Поэтому разработка новых высокоэффективных препаратов для их лечения становится актуальной задачей 
современной медицины и фармации. Перспективным в этом направлении является создание нового лекарственного препара-
та, в составе которого сочетаются активный донатор NO – нейротрансмиттерная аминокислота L-аргинин, а также известный 
отечественный антиоксидант – тиотриазолин. Для создания нового комбинированного лекарственного препарата выбрана 
рациональная лекарственная форма – таблетки. Поэтому актуальной и своевременной задачей является разработка методов 
стандартизации действующих веществ в модельной смеси, которые в дальнейшем могут стать основой для анализа готовых 
лекарственных форм нового препарата.

Цель работы – разработка методики стандартизации модельной смеси L-аргинина и тиотриазолина в соотношении 4:1 методом 
ВЭЖХ.

Материалы и методы. В ходе исследований использовали сертифицированные субстанции L-аргинина (производитель «Sigma-
Aldrich», США) и тиотриазолина (производитель ГП «Завод химических реактивов» Научно-технологического комплекса «Институт 
монокристаллов» НАН Украины). Исследования проведены с использованием хроматографа модели LC-20 Prominence Shimadzu.

Результаты. В лабораторных условиях изготовили 6 серий модельной смеси L-аргинина и тиотриазолина в оптимальном со-
отношении 4:1. Поочередно хроматографировали исследуемый раствор и раствор рабочего стандартного образца, получая не 
менее 3 хроматограмм для каждого раствора.
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Установлено, что содержание L-аргинина в модельной смеси находится в пределах от 198,38 мг до 200,66 мг, а тиотриазолина – 
от 50,82 мг до 51,61 мг. Следовательно, по содержанию действующих веществ исследуемые серии модельной смеси L-аргинина 
и тиотриазолина в соотношении 4:1 соответствуют требованиям ГФУ.

Вывод. Разработана методика стандартизации действующих веществ модельной смеси L-аргинина и тиотриазолина в соотноше-
нии 4:1 методом ВЭЖХ, которая является воспроизводимой, точной и в дальнейшем может применяться при контроле качества 
созданной таблетированной лекарственной формы.

Ключевые слова: L-аргинин, тиотриазолин, ВЭЖХ, сердечно-сосудистые заболевания, ишемия.
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Regarding the standardization of L-arginine and thiotriazoline in the model mixture by high-performance liquid 
chromatography
L. I. Kucherenko, O. V. Khromylova, D. Yu. Skoryna, H. I. Tkachenko

Today, one of the main causes of disability and mortality in the world’s population is the disease of the cardiovascular and central nervous 
systems. Therefore, the development of new highly effective drugs for their treatment becomes an urgent task of modern medicine and 
pharmacy. Promising in this direction is the creation of a new medicinal product, which combines the active donor NO – neurotransmitter 
amino acid L-arginine, as well as the famous domestic antioxidant – thiotriazoline. A rational dosage form – pills was chosen to create 
a new combined drug. Therefore, the actual and timely task is to develop methods for standardizing the active substances in the model 
mixture, which in future can become the basis for the analysis of the finished dosage forms of the new drug.

The purpose of the work is to develop a method for standardizing the model mixture of L-arginine and thiotriazoline in the ratio of 4:1 
by HPLC method.

Materials and methods. During the research, certified substances L-arginine (manufacturer: Sigma-Aldrich, USA) and thiotriazolin 
(manufacturer State Enterprise “Chemical Reagents Plant” of the Scientific-Technological Complex “Institute of Single Crystals” of 
the National Academy of Sciences of Ukraine) were used. The research was carried out using LC-20 Prominence Shimadzu Chromatograph.

Results. First, in the laboratory, six series of model mixture of L-arginine and thiotriazoline were produced in an optimum ratio of 
4:1. Continuously, the test solution and the solution of the working standard sample, were chromatographed obtaining at least three 
chromatograms for each solution.

It is established that the content of L-arginine in the model mixture ranges from 198.38 mg to 200.66 mg, and thiotriazoline is from 50.82 
mg to 51.61 mg. According to the content of the active substances, the studied series of model mixture of L-arginine and thiotriazoline 
in a ratio of 4:1 correspond to the requirements of the SPF.

Conclusions. In the course of the conducted researches the method of standardization of active substances of the model mixture of 
L-arginine and thiotriazoline in a ratio of 4:1 by the HPLC method, which is reproducible, accurate and can be used later in the quality 
control of the established tablet formulation, has been developed.

Key words: L-arginine, thiotriazoline, HPLC, cardiovascular diseases, ischemia.

Current issues in pharmacy and medicine: science and practice 2019; 12 (1), 47–52

Однією з головних причин інвалідизації та смертності 
населення всього світу є захворювання серцево-судинної 
та центральної нервової систем. Тому розроблення нових 
високоефективних препаратів для їх лікування – актуаль-
не завдання сучасної медицини та фармації [1].

Перспективним у цьому напрямі є створення нового 
лікарського препарату, в складі якого поєднуються ак-
тивний донатор NO – нейротрансмітерна амінокислота 
L-аргінін, а також відомий вітчизняний антиоксидант – 
тіотріазолін. Протягом попередніх досліджень вста-
новили, що комбінування з тіотріазоліном зумовлює 
посилення фармакологічної дії L-аргініну, підвищення 
його біодоступності та поліпшення енергозабезпечення 
ішемізованого міокарда [2–4]. Для створення нового 
комбінованого лікарського препарату обрали раціональ-
ну лікарську форму – таблетки. Тому актуальним і сво-
єчасним завданням є розробка методів стандартизації 
діючих речовин у модельній суміші, які надалі можуть 
стати підґрунтям для аналізу готових лікарських форм 
нового препарату.

В Україні та країнах ЄС під час стандартизації лікар-
ських засобів усе частіше використовується метод висо-
коефективної рідинної хроматографії (ВЕРХ), який дає 
змогу одночасно здійснювати ідентифікацію та кількісне 
визначення діючих речовин у складі багатокомпонентних 
препаратів [5–8]. Тому обрали цей метод для аналізу 
модельної суміші L-аргініну та тіотріазоліну.

Мета роботи
Розробка методики стандартизації модельної суміші 
L-аргініну та тіотріазоліну у співвідношенні 4:1 методом 
ВЕРХ.

Матеріали і методи дослідження
Під час досліджень використовували сертифіковані 
субстанції L-аргініну, стандартизований робочий стан-
дартний зразок із вмістом L-аргініну 99,95 % (виробник 
«Sigma-Aldrich», США) та тіотріазоліну, стандартизова-
ний робочий стандартний зразок із вмістом тіотріазоліну 
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Щодо стандартизації L-аргініну та тіотріазоліну в модельній суміші методом високоефективної рідинної хроматографії

100 % (виробник ДП «Завод хімічних реактивів» Науко-
во-технологічного комплексу «Інститут монокристалів» 
НАН України). Як елюент використали водний розчин 
3,4 г/л Bu4NHSO4 та 0,05 % трифтороцтової кислоти 
(Україна). Дослідження виконали, використовуючи 
сертифіковане обладнання: лабораторні електронні ваги 
OHAUS PA 214C (ФРН), хроматограф моделі LC-20 
Prominence Shimadzu (ФРН) в комплектації два насоси 
LC-20AD, автосамплер SIL-20A, детектор SPD-20AV, 
термостат CTO-20A, системний контролер CBM-20 
ALITE, а також застосовуючи термометр і необхідний 
мірний посуд.

Результати та їх обговорення
У лабораторних умовах виготовили 6 серій модельної 
суміші L-аргініну та тіотріазоліну в оптимальному спів-
відношенні 4:1.

Ґрунтуючись на матеріалах попередніх досліджень 
[8–10], запропонували проводити одночасне визначення 
вмісту L-аргініну та тіотріазоліну шляхом іон-парного 
хроматографування з використанням кислого буфера – 
0,05 % розчину трифтороцтової кислоти.

Хроматографування виконали за таких умов:
– Хроматограф моделі LC-20 Prominence Shimadzu в 

комплектації два насоси LC-20AD, автосамплер SIL-20A, 

детектор SPD-20AV, термостат CTO-20A, системний 
контролер CBM-20 ALITE.

– Колонка Hypersil ODS-C18-5u, 4,6 × 250 мм, діаметр 
часток 5 мкм.

– Елюент – водний розчин 3,4 г/л Bu4NHSO4 та 0,05 % 
трифтороцтової кислоти.

– Швидкість рухомої фази – 1 мл/хв.
– Аналітична довжина хвилі детектора – 220 нм.
– Об’єм проби – 20 мкл.
Почергово хроматографували випробуваний розчин 

і розчин робочого стандартного зразка, отримуючи не 
менше ніж 3 хроматограми для кожного розчину.

Готували розчини згідно з методиками, що наведені 
нижче.

Випробуваний розчин. Майже 250 мг (точна наважка) 
модельної суміші розчиняють у 10 мл води в мірній колбі 
на 25,0 мл і доводять водою до мітки. 5,0 мл отриманого 
розчину поміщають у мірну колбу на 50,0 мл і доводять 
водою до мітки.

Розчин робочого стандартного зразка
Робочий розчин 1. 200 мг (точна наважка) L-аргініну 

розчиняють у 10 мл води в мірній колбі на 25,0 мл та 
доводять водою до мітки.

Робочий розчин 2. 50 мг (точна наважка) тіотріазоліну 
розчиняють у 10 мл води в мірній колбі на 25,0 мл і до-
водять водою до мітки. 

Рис. 1. Хроматограма випробуваного розчину.
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Досліджуваний розчин. 5,0 мл робочого розчину 1 та 
5,0 мл робочого розчину 2 поміщають у мірну колбу на 
50,0 мл і доводять водою до мітки.

Зразки хроматограм, що одержали, наведені на рис. 1, 2.
Як видно з наведеної хроматограми, утримуваний 

об’єм L-аргініну за цих умов становить 2,61 мл, тіо-
тріазоліну – майже 8,8 мл. Симетрія піків задовільна 
(коефіцієнт симетрії піку L-аргініну дорівнює 1,1; тіотрі-
азоліну – 1,0). Коефіцієнт розділення піків дорівнює 2,2.

Вміст L-аргініну та тіотріазоліну (Х) у модельній сумі-
ші (в міліграмах) розраховували за формулою:

Х=
S1 × m0 × 25 × 50 × b ×P

=
S1 × m0 × b ×P

,
S0 × m1 × 5 × 25 ×50 × P S0 × m1 × 100

S1 – середнє значення площі піків L-аргініну (тіотріазо-
ліну), розраховане з хроматограм досліджуваного розчину;

S0 – середнє значення площі піків L-аргініну (тіотрі-
азоліну), розраховане з хроматограм розчину робочого 
стандартного зразка;

m1 – маса наважки модельної суміші, у міліграмах;
m0 – маса наважки СЗ L-аргініну (тіотріазоліну), в 

міліграмах;
P – вміст основної речовини СЗ L-аргініну (тіотріа-

золіну), у відсотках (відсотковий вміст L-аргініну в СЗ 
99,95 %, а тіотріазоліну – 100 %);

b – середня маса діючих речовин у перерахунку на 1 
таблетку (250 мг).

Результати кількісного визначення вмісту L-аргініну 
та тіотріазоліну в модельній суміші (серія 1) наведені в 
таблиці 1.

Встановили, що вміст L-аргініну в модельній суміші 
знаходиться в межах від 198,38 мг до 200,66 мг, а тіотріа-
золіну – від 50,82 мг до 51,61 мг. Тобто за вмістом діючих 
речовин досліджувана серія модельної суміші L-аргініну 
та тіотріазоліну у співвідношенні 4:1 відповідає вимогам 
ДФУ. 

Надалі проаналізували інші 5 серій модельної суміші, 
котрі також відповідали фармакопейним вимогам за вміс-
том діючих речовин.

Рис. 2. Хроматограма розчину робочого стандартного зразка.
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Щодо стандартизації L-аргініну та тіотріазоліну в модельній суміші методом високоефективної рідинної хроматографії

Висновки
Розроблено методику стандартизації діючих речовин 
модельної суміші L-аргініну та тіотріазоліну в співвідно-
шенні 4:1 методом ВЕРХ, яка є відтворюваною, точною 
та надалі може бути застосована під час контролю якості 
створеної таблетованої лікарської форми.
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Таблиця 1. Кількісне визначення вмісту компонентів модельної суміші L-аргініну та тіотріазоліну (у співвідношенні 4:1)  
методом ВЕРХ

№ Аргінін Статистика Тіотріазолін Статистика

Площа 
піка

Середня  
площа піку

Знайдено, мг Площа 
піка

Середня  
площа піка

Знайдено, мг

1. 294849 294915 198,38 x = 199,86
Sx = 0,79
t(0,95) = 2,02
∆х = 1,59
∆x = 0,65
x ± ∆x = 199,86 ± 0,65
ex = 0,33 %

3491688 3493274 50,85 x = 51,14
Sx = 0,34
t(0,95) = 2,02
∆х = 0,69
∆x = 0,28
x ± ∆x = 51,14 ± 0,28
ex = 0,55%

294916 3491784

294979 3496350

2. 296733 296833 199,67 3547587 3545729 51,61

296955 3542901

296811 3546700

3. 297521 297516 200,12 3489826 3491332 50,82

297752 3492826

297276 3491344

4. 298128 297689 200,24 3497982 3500951 50,95

297391 3502821

297548 3502051

5. 298647 298321 200,66 3503209 3511225 51,11

297976 3512342

298341 3518125

6. 297516 297454 200,08 3544840 3539154 51,52

297427 3534882

297420 3537740

СЗ 297689 297329 3442211 3437747

296892 3432868

297406 3438164
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