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Натриевая соль 7-этилтио-3-нитро-1,2,4-триазоло[5,1-с]-1,2,4-триазин-4-она дигидрата (1) отно-
сится к числу перспективных противовирусных соединений, проявивших выраженную биологиче-
скую активность в отношении вируса гриппа подтипа H5N1, Западного Нила и ТОРС (тяжелый ост-
рый респираторный синдром). C помощью метода циклической вольтамперометрии показано, что
электрохимическая активность соединения 1 в буферном растворе Бриттона–Робинсона (ББР) с
рН 2.0 на стеклоуглеродном электроде обусловлена электровосстановлением нитрогруппы, сопря-
женной с гетероциклической системой. Разработан способ определения соединения 1 методом пря-
мой катодной квадратно-волновой вольтамперометрии. Область линейности градуировочного гра-
фика в растворе ББР с рН 7.0 составляет 10–300 мг/л (R2 = 0.999), предел обнаружения − 1.5 мг/л,
предел количественного определения – 4.5 мг/л. Правильность разработанной методики близка к
100%, относительное стандартное отклонение составило 3.6%.
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Пандемия коронавируса во всем мире нагляд-
но показала постоянную изменчивость вирусов и
невысокую эффективность существующих лекар-
ственных средств по отношению к ним. Суще-
ствует острая необходимость в создании новых,
оригинальных лекарственных средств, обладаю-
щих более высокой биологической активностью
по сравнению с имеющимися.

В настоящее время образовалась определенная
фармакологическая ниша препаратов на основе
нитросоединений, обладающих широким спек-
тром биологической активности, начиная от про-
тивомикробной и заканчивая противоопухоле-
вой. В частности, большое внимание привлекают
нитросоединения ароматической и гетероцикли-
ческой природы, так как они широко использу-
ются во всем мире в качестве противовирусных,
противопаразитарных и радиосенсибилизирую-
щих средств [1].

В медицинской химии растет интерес к классу
азолоазинов, поскольку показано, что соедине-
ния данного класса обладают биологической ак-
тивностью, что, вероятно, обусловлено их сход-
ством с нуклеиновыми основаниями [2].

Сотрудниками УрФУ и ИОС УрО РАН разра-
ботаны нитросодержащие азолоазиниевые со-
единения. К ним относится зарегистрированный
на территории РФ противовирусный препарат –
Триазавирин®, который успешно применяется
при лечении гриппа, ОРВИ, клещевого энцефа-
лита. Препарат оказался эффективным и по отно-
шению к возникшим новым штаммам вируса из
семейства коронавирусов [3–5]. Натриевая соль
7-этилтио-3-нитро-1,2,4-триазоло[5,1-с]-1,2,4-три-
азин-4-она дигидрата (соединение 1) является
структурным аналогом Триазавирина® и облада-
ет биологической активностью в отношении ви-
руса гриппа подтипа H5N1, Западного Нила, в от-
ношении вируса ТОРС (тяжелый острый респи-
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раторный синдром) [6]. В настоящее время
данный препарат находится на этапе доклиниче-
ских испытаний, контроль качества данного ве-
щества необходим при его производстве. Следует
отметить, что способы определения исследуемого
нового синтезированного соединения 1 не описа-
ны, поэтому разработка методики его определе-
ния является актуальной задачей.

Наличие электроактивной нитрогруппы в моле-
куле соединения 1 позволяет использовать электро-
химические методы анализа для создания методик
его определения. Один из информативных элек-
трохимических методов анализа − вольтамперо-
метрия, которая не уступает по чувствительности
и селективности методу высокоэффективной жид-
костной хроматографии в случае простых матриц, к
которым можно отнести лекарственные средства.
К преимуществам вольтамперометрии можно
также отнести использование нетоксичных рас-
творителей при определении водорастворимых
соединений, экспрессность и простоту метода [7].

Электропревращения соединений нитроаро-
матического ряда достаточно широко описаны в
литературе [8, 9]. Однако соединения нитрогете-
роциклического ряда представлены слабо, и, как
показывают многие авторы [10–12], на аналити-
ческий сигнал восстановления нитрогруппы зна-

чительное влияние оказывают не только рН сре-
ды и наличие растворенного кислорода, но и по-
ложение заместителей в молекуле вещества. В связи
с этим для каждого вещества с оригинальными мо-
лекулами требуется индивидуальный подход при
создании способа определения.

Цель данной работы − разработка методики
определения потенциального лекарственного ве-
щества – натриевой соли 7-этилтио-3-нитро-
1,2,4-триазоло[5,1-с]-1,2,4-триазин-4-она дигид-
рата – методом вольтамперометрии с использо-
ванием стеклоуглеродного электрода.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы и образцы. Натриевую соль 7-этил-
тио-3-нитро-1,2,4-триазоло[5,1-с]-1,2,4-триазин-
4-она дигидрата (1); натриевую соль 3-нитро-4-
оксо-7-метилсульфанил-1,2,4-триазоло[5,1-c][1,2,
4]триазин дигидрата (2); 3-нитро-[1,2,4]триазо-
ло[5,1-c][1,2,4]триазин-4(1H)-он (3); 3-бромо-4-
оксо-1,2,4-триазоло[1,2,4]триазин (4) синтезирова-
ли сотрудники кафедры органической и бимолеку-
лярной химии УрФУ (схема 1). Структуру соедине-
ний подтверждали методами ЯМР-, ИК- и УФ-
спектроскопии и элементного анализа [13, 14].

Схема 1. Структурные формулы соединений 1–4.

Для исследования процессов электровосста-
новления веществ использовали водные буфер-
ные растворы Бриттона–Робинсона (ББР), кото-
рые готовили согласно рекомендациям [15]. Ис-
пользовали кислоты и соли х. ч. (Химреактивснаб,
Россия) без дополнительной очистки. Для приго-
товления растворов использовали деионизованную
воду, полученную на установке ДВС-М/1НА(18)-N
(Медиана фильтр, Россия). Рабочий раствор с
концентрацией 5 г/л готовили растворением на-
вески (m = 0.005 г) в 1 мл ББР с рН 7.0 в пробирке
Эппендорфа и хранили в темноте при комнатной
температуре.

Электрохимические приборы. Для регистрации
циклических вольтамперограмм (ЦВА) и вольтам-
перограмм (ВА) использовали потенциостат/галь-
ваностат μAutolab Type III (Metrohm, Швейцария).
Рабочим электрод служил стеклоуглеродный диск

(Metrohm, Швейцария) (S = 0.07 см2 для реги-
страции ЦВА и S = 0.0314 см2 для регистрации ВА
в различных режимах). Для полировки поверхно-
сти стеклоуглеродного электрода (СУЭ) приме-
няли набор kit 62802010 (Metrohm, Швейцария),
включающий оксид алюминия с дисперсностью ча-
стиц 0.3 мкм и тканевую подложку. В качестве вспо-
могательного электрода использовали стержень из
стеклоуглерода (Metrohm, Швейцария). Хлорид-
серебряный электрод Ag/AgCl/KClsat (Metrohm,
Швейцария) служил электродом сравнения.

Методика эксперимента. Перед анализом по-
верхность индикаторного СУЭ полировали с по-
мощью суспензии оксида алюминия. Перед реги-
страцией ВА удаляли растворенный кислород
двумя способами: или физически – продуванием
инертным газом аргоном, или химически – до-
бавлением в ячейку с фоновым электролитом
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объемом 10 мл 0.4 мл 1 M раствора Na2SO3 [16, 17].
Затем опускали электроды в раствор и регистри-
ровали ВА. Параметры регистрации ВА в диффе-
ренциально-импульсном режиме (ДИП): ампли-
туда 0.04 В, скорость 0.1 В/с, шаг 0.005 В; в квад-
ратно-волновом (КвВ) режиме: частота 35 Гц,
амплитуда 0.05 В, скорость 0.1 В/с. После реги-
страции каждой ВА СУЭ выдерживали в течение
3 мин при потенциале 0.0 В.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Электрохимическое поведение соединений 1–4.

Методом циклической вольтамперометии в ББР при
рН 2 на СУЭ исследовали электрохимическое пове-
дение соединений 1–4 (рис. 1). Как видно, со-
единения 1–3, содержащие в своей структуре
нитрогруппы, дают два последовательных пика
восстановления. Первый пик находится в диа-

пазоне потенциалов от –0.2 до –0.3 В, второй − от
–1.0 до –1.1 В. При этом соединение 4, содержа-
щие в своей структуре атом брома вместо нитро-
группы, дает один пик восстановления в диапазо-
не от –0.8 до –1.2 В. Таким образом, можно предпо-
ложить, что пики восстановления исследуемого
соединения 1 обусловлены восстановлением нит-
рогруппы.

Влияние рН растворов на ток и потенциал вос-
становления соединения 1 исследовали в диапазо-
не рН от 2 до 11. С увеличением рН раствора от 2
до 8 уменьшается величина тока пика восстанов-
ления нитрогруппы соединения 1 (рис. 2а), а зна-
чения потенциалов пиков сдвигаются в катодную
область (рис. 2б). Известно [18], что реакция вос-
становления нитрогруппы сопровождается пред-
шествующей протонизацией. С ростом рН рас-
твора, вероятно, скорость процесса восстановления
замедляется и присоединение протонов и электро-
нов происходит труднее. В щелочной среде в диа-
пазоне рН от 8 до 11 кислотность среды на вели-
чину тока и потенциала не влияет – ток и потен-
циал восстановления стабилизируются.

Стоит отметить, что растворенный кислород не
влияет на величину тока восстановления соедине-
ния 1, но существенно ухудшает его повторяемость
для контрольных точек при рН 2.0 и 7.0. Так, вели-
чина тока без продувки при рН 2.0 имеет значения
(109.1 ± 6.4) мкА, а при рН 7.0 (72.7 ± 3.6) мкА. В
случае физического удаления кислорода величи-
на тока при рН 2.0 составляет (114.1 ± 1.8) мкА,
7.0 – (72.7 ± 2.0) мкА. Стандартные отклонения в
отсутствие продувки составляют при рН 2.0 5.3%,
рН 7.0 – 7.4%, а с продувкой 1.8 и 1.5% соответ-
ственно. Данные результаты показывают необхо-
димость использования процедуры удаления кис-
лорода.

Удаление кислорода не оказывает значитель-
ного влияния на значения потенциала пика вос-

Рис. 1. Циклические вольтамперогаммы 5 мМ соеди-
нений 1−4, зарегистрированные на стеклоуглерод-
ном электроде (S = 7.065 мм2) в растворе Бриттона–Ро-
бинсона с рН 2.0 при скорости сканирования 0.1 В/с.
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становления исследуемого вещества, что видно
из рис. 2б.

С целью экономии времени на производстве
при выполнении количественного контроля ле-
карственного средства предложена процедура уда-
ления кислорода посредством добавления раствора
сульфита натрия при рН 7.0. Данный способ ис-
пользовали авторы работ [16, 17] при определении
соединения из ряда нитроазолоазинов – 5-метил-6-
нитро-7-оксо-4,7-дигидро-1,2,4-триазоло[1,5-а]пи-
римидинида моногидрата L-аргинина, являюще-
гося потенциальным противовирусным препара-
том и структурным аналогом Триазавирина®.

Степень близости результатов и чувствитель-
ность аналитического сигнала (как тока восста-
новления, так и площади под пиком) при исполь-
зовании химического способа удаления кислоро-
да выше, чем в случае дорогостоящего инертного
газа, внедрение конструкции для продувания ко-
торого в электрохимическую ячейку предостав-
ляет некоторые трудности. При сравнении урав-
нений регрессии зависимости тока от концентра-
ции с использованием химического способа (I =
= –7.50c + 122.09, R2 = 0.9292) и физического (I =
= –6.25c + 113.76, R2 = 0.8025) видно, что величи-
на R2 и чувствительность метода выше при ис-
пользовании химического способа удаления рас-
творенного кислорода.

Описанные преимущества использования фо-
нового электролита при рН 7.0 с химическим уда-
лением кислорода перевешивают тот факт, что
величина тока, используемая в качестве аналити-

ческого сигнала, при рН 2.0 больше. Далее в каче-
стве рабочих условии выбрали среду ББР с рН 7.0
и химическое удаление кислорода.

Выбор режима вольтамперометрических измере-
ний. Предварительная выдержка СУЭ в переме-
шиваемом ББР с добавлением 100 мг/л соедине-
ния 1 в течение 300 с в интервале потенциалов
1.0−0.1 В, в котором соединение 1 электрохими-
чески неактивно, не приводит к увеличению ве-
личины тока/площади под пиком за счет возмож-
ной адсорбции аналита на поверхности индика-
торного электрода. Это позволяет использовать
метод прямой вольтамперометрии для определе-
ния соединения 1.

На рис. 3 приведены ВА соединения 1, зареги-
стрированные на СУЭ в ДИП- и КвВ-режимах.
Сравнение различных вольтамперометрических
режимов при одной и той же скорости сканирова-
ния позволяют заключить, что квадратно-волно-
вой режим является предпочтительным для реги-
страции токов восстановления соединения 1 в ББР
при pH 7.0. В случае КвВ пик более симметрич-
ный по сравнению с режимом ДИП и может быть
измерен с высокой точностью. Величина тока пи-
ка восстановления в КвВ-режиме в 2.3 раза выше,
чем в ДИП. Таким образом, дальнейшие исследо-
вания проводили в режиме КвВ.

Оптимизация параметров квадратно-волновой
развертки потенциала. Величина тока пика восста-
новления/площади пика в режиме КвВ зависит от
инструментальных параметров, таких как частота
амплитуды, шаг импульса и амплитуда импульса.

Зависимость величины тока восстановления
соединения 1 от частоты импульсов при амплиту-
де импульса 0.05 В и шаге импульса 0.005 В ли-
нейна в области от 5 до 50 Гц. При дальнейшем
увеличении частоты величина тока не возрастает.
При этом увеличение сигнала по абсолютной ве-
личине в диапазоне частот от 35 до 50 Гц незначи-
тельно (не превышает 4%), а отношение полез-
ный сигнал/остаточный ток снижается почти в
два раза, что усложняет регистрацию пика соеди-
нения 1 и ухудшает воспроизводимость получен-
ных результатов. В связи с этим для аналитиче-
ских целей выбрали частоту 35 Гц.

Величина тока восстановления соединения 1
при частоте импульса 35 Гц, шаге развертки 0.005 В
и скорости сканирования 0.1 В/c линейно увели-
чивается при увеличении амплитуды импульса от
0.02 до 0.05 мВ. Дальнейшее увеличение амплиту-
ды импульса приводит к уменьшению величины
тока пика восстановления соединения 1 (рис. 4а).

Как видно из рис. 4б величина тока восстанов-
ления соединения 1 возрастает в интервале ско-
ростей сканирования от 0.05 до 0.10 В/с, после чего
рост замедляется. Для повышения экспрессности
измерений выбрали скорость развeртки 0.15 В/c.

Рис. 3. Катодные вольтамперограммы соединения 1
(с = 250 мг/л), зарегистрированные на стеклоуглерод-
ном электроде (S = 3.14 мм2) в буферном растворе
Бриттона–Робинсона с рН 7.0 с химическим удале-
нием кислорода. Красная линия – дифференциаль-
но-импульсный режим (амплитуда 0.04 В, шаг 0.005 В),
синяя линия – квадратно-волновой режим (частота
35 Гц, амплитуда 0.05 В). Скорость скорости сканиро-
вания в обоих случаях 0.1 В/с.
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Таким образом, для аналитических целей вы-
брали амплитуду импульса 0.05 В, частоту им-
пульса 35 Гц, скорость сканирования 0.15 В/c.

Характеристики градуировочного графика для
определения соединения 1 на стеклоуглеродном
электроде. При оптимальных условиях регистра-
ции величина тока восстановления и площадь
пика соединения 1 линейно растут в интервале
10–300 мг/л, на что указывают коэффициенты де-
терминации уравнений I (мкА) = (0.110 ± 0.003)с +
+ (0.14 ± 0.05) и S = (0.0179 ± 0.004)с − (0.059 ± 0.009),
которые в обоих случаях равны R2 = 0.999. В каче-
стве аналитического сигнала (АС) использовали
величину тока восстановления, поскольку в этом
случае чувствительность методики выше, чем при
использовании площади под пиком (см уравне-
ния, представленные выше). На рис. 5 приведены
соответствующие КвВ-вольтамперограммы для
разных концентраций соединения 1 в растворе.
Как видно, пики с увеличением концентрации
растут симметрично, величина тока имеет высо-
кие значения, значение полуширины пика оста-
ется постоянным. Все это указывает на правиль-
ность выбора параметров для регистрации АС.
Предел обнаружения, рассчитанный по градуи-
ровочной кривой в диапазоне концентрации от 10
до 50 мг/л, составляет 1.5 мг/л, предел количе-
ственного определения 4.5 мг/л.

Для определения повторяемости разработан-
ной методики регистрировали 10 вольтамперо-
грамм соединения 1 при концентрации 100 мг/л
на одном и том же электроде и растворе. Установ-
лено, что величина тока восстановления имеет
значение (11.37 ± 0.04) мкА. Стандартное откло-
нение составило 2.5%, что предполагает хорошую
сходимость результатов.

Оценка правильности разработанной методики
определения соединения 1 в стандартном образце.
Показатель правильности рассчитывали для уров-
ней концентраций соединения 1 50 и 250 мг/л по
методу введено−найдено, каждое определение
повторяли три раза (табл. 1). Показатель правиль-
ности для различных уровней концентраций бли-
зок к 100%. Среднее значение степени открытия
(R) составило 96.8 ± 3.7. Доверительный интервал
среднего результата анализа включает значение
100%. Значение относительного стандартного от-
клонения составило 3.6%.

* * *

Разработан способ определения соединения
из ряда нитроазолоазинов, являющегося потен-
циальным противовирусным лекарственным сред-
ством. Результаты исследования превращений
3-R-4-оксо-7-X-1,2,4-триазоло[5,1-c][1,2,4]три-
азинов с использованием электрохимических ме-

Рис. 4. Зависимости аналитического сигнала для 250 мг/л соединения 1 от амплитуды импульса (а) и от скорости ска-
нирования потенциала (б), полученные в буферном растворе Бриттона–Робинсона с рН 7.0 + 0.04 M Na2SO3 с ис-
пользованием квадратно-волнового режима. Условия регистрации: шаг развертки 0.005 В, амплитуда импульса 0.05 В
и скорость сканирования 0.10 В/c.
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Таблица 1. Метрологические характеристики, полу-
ченные при оценке правильности результатов опреде-
ления соединения 1 (n = 6 )

Метрологическая характеристика Значение

Среднее значение R, % 96.8
Стандартное отклонение 3.7
Относительное стандартное отклонение 
среднего результата, %

3.6

Нижняя граница доверительного интер-
вала среднего результата (Р = 0.95)

93.1

Верхняя граница доверительного интер-
вала среднего результата (Р = 0.95)

100.6
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тодов показали, что соединения, содержащие нит-
рогруппу, подвергаются необратимому процес-
су восстановления в диапазоне потенциалов от
‒0.28 до –0.33 В (отн. Ag/AgCl) в буферном рас-
творе Бриттона–Робинсона при pH 2.0 на СУЭ.
Изучено влияние растворенного кислорода на
ток и потенциал пика восстановления исследу-
емого соединения. Для сокращения продолжи-
тельности анализа использовали раствор сульфита
натрия для связывания растворенного кислорода. В
качестве рабочего для регистрации вольтамперо-
грам выбрали квадратно-волновой режим. Область
линейности градуировочного графика с использова-
нием разработанного способа для СУЭ составляет
10–300 мг/л: I (мкА) = (0.110 ± 0.003)с + (0.14 ± 0.05)
c коэффициентом линейной регрессии 0.999.
Предел обнаружения, рассчитанный по градуиро-
вочному графику, составляет 1.5 мг/л, а предел ко-
личественного определения − 4.5 мг/л. Правиль-
ность разработанной методики близка к 100%, от-
носительное стандартное отклонение составило
3.6%.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования Российской
Федерации, Государственный контракт
№ FEUZ-2023-0021 (Н687.42Б.325/23).
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