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ВАЛІДАЦІЯ ТА ОЦІНКА ПРОФІЛЮ ВЕРХ – 
МЕТОДИКИ КІЛЬКІСНОГО ВИЗНАЧЕННЯ АФІ НАТРІЙ 
2-((4-АМІНО-5-ТІОФЕН-2-ІЛМЕТИЛ)-4H-1,2,4-ТРІАЗОЛ-3-ІЛ)ТІО)АЦЕТАТУ

Вступ. Похідні 1,2,4-тріазолу посідають важливе місце серед сучасних біологічно активних сполук 
завдяки широкому спектру фармакологічних властивостей. Особливий інтерес становить натрій 
2-((4-аміно-5-(тіофен-2-ілметил)-4H-1,2,4-тріазол-3-іл)тіо)ацетат, перспективний активний фарма-
цевтичний інгредієнт з доведеною акто- та стреспротекторною дією, упровадження якого у фарма-
цевтичну практику потребує надійних аналітичних методів контролю якості.

Мета дослідження – валідація швидкої, точної і екологічно обґрунтованої ВЕРХ-методики кіль-
кісного визначення натрію 2-((4-аміно-5-(тіофен-2-ілметил)-4H-1,2,4-тріазол-3-іл)тіо)ацетату 
в субстанції.

Методи дослідження. Дослідження проводили методом високоефективної рідинної хроматографії 
з діодно-матричним детектором (ВЕРХ-ДМД) з використанням системи «Agilent 1260 Infinity». Аналіз 
здійснювали в ізократичному режимі на колонці «Zorbax SB-C18» з використанням рухомої фази вода – 
ацетонітрил з додаванням 0,1 % мурашиної кислоти. Валідацію методики виконували відповідно до 
вимог ICH Q2(R1), Державної фармакопеї України та Європейської фармакопеї з оцінюванням чутливо-
сті, лінійності, прецизійності, правильності й екологічного профілю (AGREE, GAPI).

Результати й обговорення. Встановлено нижню межу кількісного визначення на рівні 10 мкг/мл за 
співвідношення сигнал/шум 12,6. Методика продемонструвала високу лінійність у діапазоні 80–120 % від 
номінальної концентрації (R² = 0,9981), прецизійність (RSD ≤ 2 %) та правильність (середній відсоток 
вилучення 100,26 %). Оцінювання за концепцією «зеленої» аналітичної хімії показало прийнятний еколо-
гічний профіль розробленої методики (AGREE = 0,74).

Висновки. Розроблена та валідована ВЕРХ-методика є швидкою, чутливою, точною, відтворю-
ваною та екологічно обґрунтованою. Вона може бути рекомендована для контролю якості субстан-
ції натрію 2-((4-аміно-5-(тіофен-2-ілметил)-4H-1,2,4-тріазол-3-іл)тіо)ацетату та використання на 
етапах фармацевтичного розроблення і стандартизації перспективних лікарських засобів на основі 
даного АФІ.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: 1,2,4-тріазол; АФІ; ВЕРХ; валідація; кількісне визначення; субстанція; зелена 
аналітична хімія.

ВСТУП. Сучасний розвиток фармацевтич-
ної науки та медичної практики супроводжу-
ється активним пошуком нових ефективних 
і безпечних активних фармацевтичних інгре-
дієнтів. У цьому контексті похідні 1,2,4-трі-
азолу посідають особливе місце, оскільки 
характеризуються широким спектром біоло-
гічної активності та залишаються об’єктом 
інтенсивних досліджень упродовж останніх 
років [1–9]. Встановлено, що сполуки даного 
класу проявляють протигрибкові, протипух-
линні, антиоксидантні, гепатопротекторні та 
противірусні властивості, а також демонстру-
ють значний протираковий потенціал [1–9]. 
Практичну цінність похідних 1,2,4-тріазолу 

підтверджує успішне застосування в медич-
ній і ветеринарній практиці таких препаратів, 
як Тіотріазолін, Трифузол, Авесстим і Тіоме-
трізол.

Особливий науковий інтерес становить 
натрій 2-((4-аміно-5-(тіофен-2-ілметил)-4H- 
1,2,4-тріазол-3-іл)тіо)ацетат – новий актив-
ний фармацевтичний інгредієнт із доведе-
ною акто- та стреспротекторною дією [10]. 
Його фармакологічний ефект пов’язаний зі 
стабілізацією клітинних мембран, знижен-
ням рівня оксидативного стресу та підви-
щенням стійкості організму до гіпоксичних 
і токсичних чинників. З огляду на потенціал 
даного активного фармацевтичного інгреді-
єнта (далі – АФІ), його впровадження у фар-
мацевтичну практику потребує комплексного 
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дослідження та розроблення надійних аналі-
тичних методик контролю якості.

Відповідно до вимог Державної фармако-
пеї України [11–16] та Європейської фарма-
копеї [17] активний фармацевтичний інгреді-
єнт має контролюватися за вмістом основної 
речовини та домішок, аналітичні методики 
мають бути валідовані.

Мета роботи – валідація раніше розробле-
ної методики кількісного визначення натрію 
2-((4-аміно-5-(тіофен-2-ілметил)-4H-1,2,4- 
тріазол-3-іл)тіо)ацетату в субстанції із засто-
суванням методу високоефективної рідинної 
хроматографії (далі – ВЕРХ) [18].

МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ. У дослідженні 
використано субстанцію АФІ натрій 2-((4-амі-
но-5-тіофен-2-ілметил)-4H-1,2,4-тріазол-3-іл)
тіо)ацетату, а також стандартний робочий 
зразок (СРЗ) відповідного АФІ. Якісні та кіль-
кісні показники щодо вмісту основної речо-
вини та супутніх домішок закладені в основу 
проєкту методів контролю якості (далі – МКЯ) 
субстанції натрію 2-((4-аміно-5-тіофен-2-іл-
метил)-4H-1,2,4-тріазол-3-іл)тіо)ацетату, роз-
робленого з урахуванням перспектив ство-
рення парентеральних лікарських форм [10]. 
Будову й індивідуальність СРЗ підтверджено 
методом 1Н ЯМР-спектроскопії, а кількісний 
вміст основної речовини підтверджено мето-
дом неводного потенціометричного титру-
вання [10].

Як розчинники та реагенти використо-
вували ацетонітрил для ВЕРХ-класифі-
кації Super Gradient (Avantor Performance 
Materials Poland S. A. (Польща)), мурашину 
кислоту класифікації «For analysis» (98  %) 
(AppliChem GmbH (Німеччина)) та воду висо-
кої очистки (Q3, 18 МΩ, 25 °C).

Хроматографічні дослідження проводили 
з використанням системи ВЕРХ з діодно-ма-
тричним детектором «Agilent 1260 Infinity», 
оснащеної дегазатором, бінарним насо-
сом, автосамплером, термостатом колонки. 
Управління процесом аналізу й обробку 
отриманих даних здійснювали за допомо-
гою ліцензійного програмного забезпечення 
«Agilent OpenLAB CDS».

Аналіз проводили в ізократичному режимі 
з використанням рухомої фази А – вода 
з додаванням 0,1 % мурашиної кислоти, рухо-
мої фази Б – ацетонітрил із 0,1 % мураши-
ної кислоти у співвідношенні 75:25 (об./об.). 
Для хроматографічного розділення застосо-
вували колонку «Zorbax SB-C18» (30 ⋅ 4,6 мм, 
розмір часток 1,8 мкм). Температуру колонки 
підтримували на рівні 40 °C, швидкість 

потоку елюента становила 0,4 мл/хв, об’єм 
інжекції – 2 мкл. Детектування проводили за 
довжини хвилі 232 нм. Загальна тривалість 
одного аналізу – 3 хвилини.

Рухому фазу А готували шляхом вне-
сення 1 мл мурашиної кислоти до мір-
ної колби об’ємом 1 000 мл, розчинення 
у 100 мл води високої очистки з подальшим 
доведенням об’єму до мітки та ретельним 
перемішуванням. Аналогічно рухому фазу 
Б готували з використанням ацетонітрилу як 
розчинника.

Розчин стандартного робочого зразка 
з концентрацією 100 мкг/мл готували шляхом 
розчинення 0,01 г СРЗ у воді високої очистки 
з доведенням об’єму до 100 мл у мірній колбі 
класу «А» та ретельним перемішуванням.

Для оцінювання лінійності аналітич-
ної методики було приготовлено дев’ять 
модельних розчинів субстанції в діапазоні 
концентрацій 80–120 % щодо номінального 
вмісту.

РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ. Валіда-
ційні характеристики розробленої ВЕРХ-ме-
тодики визначення натрію 2-((4-аміно-5-(ті-
офен-2-ілметил)-4H-1,2,4-тріазол-3-іл)тіо)
ацетату оцінювали відповідно до фармако-
пейних і настанов ICH, з акцентом на чутли-
вість, прецизійність, лінійність, правильність 
і екологічний профіль методу.

Нижню межу кількісного визначення 
(LLOQ) встановлювали на основі співвідно-
шення сигнал/шум, яке для кількісного визна-
чення повинно становити ≥5. Аналіз модель-
ного розчину з концентрацією 10 мкг/мл 
(рис. 1, 2) показав значення S/N = 12,6, що 
суттєво перевищує мінімально допустимий 
рівень. Відхилення визначеної концентра-
ції від номінальної не перевищувало 20  %, 
а показники прецизійності відповідали 
встановленим критеріям, що свідчить про 
достатню чутливість методики та можливість 
її застосування для кількісного визначення 
АФІ в низьких концентраціях.

Прецизійність методу оцінювали за показ-
никами повторюваності та внутрішньола-
бораторної прецизійності. Повторюваність 
визначали шляхом багаторазового інжекту-
вання того самого розчину субстанції в іден-
тичних умовах із подальшим розрахунком 
RSD для площі піку АФІ. Отримані значення 
RSD не перевищували 2 % (табл. 1), що 
відповідає вимогам Державної фармакопеї 
України [11–16] та Європейської фармакопеї 
[17] і підтверджує високу відтворюваність 
результатів.
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Таблиця 1 – Результати вивчення 
відтворюваності результатів ВЕРХ-методики 
визначення АФІ натрію 2-((4-аміно-5-(тіофен-
2-ілметил)-4Н-1,2,4-тріазол-3-іл)тіо)ацетату 

в субстанції

№
Час 

утримання
Площа піку

1,25 9 464,73
1,24 9 579,11
1,24 9 462,12
1,25 9 685,87
1,26 9 667,47
1,25 9 581,98

Відповідність 
вимогам ДФУ та ЄФ 
(RSD

max
 < 2 %)

 
= = =

95,7048
1 %

9573,5467

s
RSD

x

Таблиця 2 – Результати вивчення 
внутрішньолабораторної прецизійності ВЕРХ-
методики визначення АФІ натрію 2-((4-аміно-
5-(тіофен-2-ілметил)-4Н-1,2,4-тріазол-3-іл)тіо)

ацетату в субстанції

№
Час 
утримання

Площа піку

. 1,26 9 491,17
2 1,25 9 682,97
. 1,24 9 497,27
. 1,25 9 670,39
. 1,25 9 455,08
. 1,25 9 632,42

Відповідність 
вимогам ДФУ та 
ЄФ (RSD

max
 ≤ 2 %)

 
= = =

101,4206
1,06 %

9571,55

s
RSD

x

Внутрішньолабораторну прецизійність 
(табл. 2) перевіряли шляхом повторення екс-
перименту за тиждень, також було отримано 
значення RSD у межах допустимих нормати-
вів, що свідчить про стабільність методики 
в часі.

Лінійність методу досліджували в діапа-
зоні концентрацій 8–12 мкг/мл, що відпові-
дає 80–120 % від номінального вмісту АФІ. 
Калібрувальний графік (рис. 3), побудований 
за методом зовнішнього стандарту, харак-
теризувався чіткою лінійною залежністю 
сигналу діодно-матричного детектора від 
концентрації аналіту. Отримане рівняння 
регресії y = 9538,4x + 62,471 з коефіцієнтом 
детермінації R² = 0,9981 підтверджує від-
мінну лінійність методу для кількісного ана-
лізу в заданому діапазоні.

Правильність методики оцінювали мето-
дом аналізу модельних розчинів на трьох 
рівнях концентрації – 80, 100 і 120 % від 
номінального значення (табл. 3). Середній 
відсоток вилучення за всіма серіями стано-
вив 100,26 %, що свідчить про високу точ-
ність визначення та відсутність систематич-
ної похибки. Значення RSD (0,85 %) було 
суттєво нижчим за гранично допустиме, що 
підтверджує надійність і коректність розро-
бленої методики.

Окрім класичних валідаційних параме-
трів, методику було оцінено з позицій «зеле-
ної» аналітичної хімії. Застосування індексів 

Рис. 1. Хроматограма (ДМД), бланк зразка

Рис. 2. Хроматограма (ДМД) стандартного робочого розчину АФІ натрію 2-((4-аміно-5-(тіофен-2-іл-
метил)-4Н-1,2,4-тріазол-3-іл)тіо)ацетату за 232 нм на нижній межі кількісного визначення
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AGREE та GAPI дозволило комплексно сха-
рактеризувати екологічний профіль методу 
(рис. 4). За шкалою AGREE отримано інте-
гральний бал 0,74, що свідчить про досить 
високий рівень екологічної безпеки. Аналіз за 
методом GAPI продемонстрував переважно 
«зелені» сектори, що вказує на мінімальний 
негативний вплив більшості етапів аналітич-
ної процедури. Потенційно менш сприятливі 
показники пов’язані з використанням ацето-
нітрилу як органічного модифікатора й енер-
гозатратністю ВЕРХ-системи, однак їхній 
вплив є обмеженим і виправданим з огляду 
на досягнуті аналітичні характеристики.

ВИСНОВКИ. У результаті проведених 
досліджень валідовано сучасну ВЕРХ-мето-
дику кількісного визначення натрію 2-((4-амі-
но-5-(т іофен-2- ілметил)-4H -1,2,4-тріа -
зол-3-іл)тіо)ацетату, перспективного АФІ 

з доведеними акто- та стреспротектор-
ними властивостями. Методика базується 
на застосуванні хроматографічної колонки 
«Zorbax SB-C18» (1,8 мкм), що забезпечує 
ефективне хроматографічне розділення, 
високу чутливість і малу тривалість аналізу 
(3 хв).

Валідація методики проведена відпо-
відно до вимог Державної фармакопеї Укра-
їні та Європейської фармакопеї, підтвер-
дила її відповідність основним аналітичним 
критеріям. Методика характеризується 
достатньою чутливістю, що підтверджу-
ється встановленням нижньої межі кіль-
кісного визначення на рівні 10 мкг/мл за 
співвідношення сигнал/шум 12,6. Методика 
є прецизійною та відтворюваною, оскільки 
значення відносного стандартного відхи-
лення під час оцінювання повторюваності 
та внутрішньолабораторної прецизійності 

Рис. 3. Калібрувальна крива залежності площі піку сигналу ДМД від вмісту АФІ натрію 
2-((4-аміно-5-(тіофен-2-ілметил)-4Н-1,2,4-тріазол-3-іл)тіо)ацетату в субстанції

Таблиця 3 – Результати вивчення правильності ВЕРХ-методики визначення АФІ натрію 
2-((4-аміно-5-(тіофен-2-ілметил)-4Н-1,2,4-тріазол-3-іл)тіо)ацетату в субстанції

Серія Розчин
Уведено в модельну 
суміш (щодо концентрації 
в розчині порівняння), %

Знайдено в модельній суміші 
(на основі результатів піків 
щодо концентрації в розчині 
порівняння), %

Концентрація АФІ 
щодо введеної 
кількості, %

RSD, %

1 1 80 81,05 101,31 0,86
2 80 79,68 99,60
3 80 80,52 100,65

2 1 100 99,16 99,16 0,91
2 100 99,96 99,96
3 100 100,98 100,98

3 1 120 121,27 101,06 0,77
2 120 120,05 100,04
3 120 119,45 99,54

Середнє значення (між усіма концентраціями) 100,26 0,85
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не перевищували 2 %. Встановлено високу 
лінійність у робочому діапазоні 80–120 % 
від номінального вмісту АФІ (R² = 0,9981), 
а також правильність визначення, що під-
тверджується середнім відсотком вилучення 
100,26 % за RSD 0,85 %.

Комплексне оцінювання екологічного про-
філю розробленої методики з позицій «зеле-
ної» аналітичної хімії за індексами AGREE 

та GAPI показало, що метод характеризу-
ється помірним і прийнятним екологічним 
навантаженням (AGREE = 0,74), а основні 
потенційно несприятливі чинники обмежу-
ються використанням ацетонітрилу й енер-
госпоживанням ВЕРХ-системи.
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ІНФОРМАЦІЯ ЩОДО КОНФЛІКТУ ІНТЕ-
РЕСІВ: конфлікт інтересів відсутній.

Рис. 4. Індикатори «зеленості» валідованої 
методики за методами Analytical GREEnness 
Metric (AGREE) та Green Analytical Procedure 
Index (GAPI)
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D. L. Usenko, A. H. Kaplaushenko

ZAPORIZHZHIA STATE MEDICAL AND PHARMACEUTICAL UNIVERSITY

VALIDATION AND ASSESSMENT OF THE HPLC METHOD PROFILE 
FOR THE QUANTITATIVE DETERMINATION OF THE API SODIUM 
2-((4-AMINO-5-(THIOPHEN-2-YLMETHYL)-4H-1,2,4-TRIAZOL-3-YL)THIO)ACETATE

Summary
Introduction. Derivatives of 1,2,4-triazole occupy an important place among modern biologically active 

compounds due to their broad spectrum of pharmacological properties. Of particular interest is sodium 2-((4-amino-
5-(thiophen-2-ylmethyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)acetate, a promising active pharmaceutical ingredient with 
proven actoprotective and stress-protective effects. Its implementation into pharmaceutical practice requires 
reliable analytical methods for quality control.

The Aim of the Study. To validate a rapid, accurate, and environmentally justified HPLC method for 
the quantitative determination of sodium 2-((4-amino-5-(thiophen-2-ylmethyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)acetate in 
the substance.

Research Methods. The study was performed using high-performance liquid chromatography with diode-array 
detection (HPLC–DAD) on an Agilent 1260 Infinity system. Analysis was carried out under isocratic conditions on 
a Zorbax SB-C18 column using a water–acetonitrile mobile phase with the addition of 0,1 % formic acid. Method 
validation was conducted in accordance with ICH Q2(R1), the State Pharmacopoeia of Ukraine, and the European 
Pharmacopoeia, including evaluation of sensitivity, linearity, precision, accuracy, and environmental profile 
(AGREE, GAPI).

Results and Discussion. The lower limit of quantification was established at 10 µg/mL with a signal-to-noise 
ratio of 12,6. The method demonstrated high linearity in the range of 80–120 % of the nominal concentration 
(R² = 0,9981), satisfactory precision (RSD ≤ 2 %), and accuracy (mean recovery 100,26 %). Assessment based 
on the principles of green analytical chemistry indicated an acceptable environmental profile of the developed 
method (AGREE = 0,74).

Conclusions. The developed and validated HPLC method is rapid, sensitive, accurate, reproducible, 
and environmentally justified. It can be recommended for quality control of the substance sodium 2-((4-amino-
5-(thiophen-2-ylmethyl)-4H-1,2,4-triazol-3-yl)thio)acetate and for use during pharmaceutical development 
and standardization of promising medicinal products based on this API.

KEY WORDS: 1,2,4-triazole; API; HPLC; validation; quantitative determination; substance; green 
analytical chemistry.

Стаття надійшла до редакції 16.11.2025
Стаття прийнята 09.12.2025

Статтю опубліковано 31.12.2025


