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Натриевая соль 3-нитро-4-гидрокси-7-метилтио-4H-[1,2,4]триазоло[5,1-c][1,2,4]триазинид 
моногидрата (соединение (1))  – одно из  перспективных соединений, показавших потенциаль-
ную противовирусную активность по отношению к вирусу Коксаки В3. Методом циклической 
вольтамперометрии установлено, что электрохимическая активность соединения 1 на  стеклоу-
глеродном электроде в  буферном растворе Бриттона–Роббинсона (ББР) обусловлена электро-
восстановлением нитрогруппы. Разработан способ определения соединения 1 методом прямой 
катодной квадратно-волновой вольтамперометрии. Область линейности градуировочного графи-
ка с использованием разработанного метода в растворе ББР (рН 2.0 ± 0.1) составляет 10–300 мг/л 
(R2 = 0.999) с пределами обнаружения и определения 1.27 и 4.11 мг/л соответственно.

Ключевые слова: количественный анализ вещества, квадратно-волновая вольтамперометрия, азо-
лоазины, нитрогруппа, стеклоуглеродный электрод, противовирусное средство, Коксаки В3.
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Распространение вирусных заболеваний 
человека наносит существенный социальный 
и  экономический урон обществу. Несмотря 
на  растущее многообразие противовирусных 
препаратов, на  сегодняшний день остают-
ся штаммы вирусов, на  которые не  одобрено 
ни одной эффективной терапии. Одним из та-
ких возбудителей является вирус Коксаки B3, 
главным осложнением после которого являет-
ся острая сердечная недостаточность [1], поэ-
тому поиск и  создание нового, оригинального 
лекарственного средства, эффективного в  от-
ношении данного вируса являются актуальной 
задачей.

Среди структур, обладающих широким спек-
тром биологической активности, перспектив-

ными являются нитросодержащие азолоазиние-
вые соединения, разработанные в УрФУ и ИОС 
УрО РАН [2–4]. Первый зарегистрированный 
на  территории РФ противовирусный препарат, 
созданный на  базе этого класса соединений,  – 
Триазавирин® (натриевая соль 3-нитро-4-ок-
со-7-метилтио-1,2,4-триазоло[5,1-c][1,2,4]триа
зин дигидрата). В  ряду структурных аналогов 
Триазавирина® представляет интерес соеди-
нение 1 (натриевая соль 3-нитро-4-гидрок-
си-7-метилтио-4H-[1,2,4]триазоло[5,1-c][1,2,4]
триазинид моногидрата). Методом молекуляр-
ного моделирования in silico продемонстрирова-
но высокое сродство данного соединения к  его 
потенциальной вирусной биологической ми-
шени  – белкам, регулирующим ключевые про-
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цессы в  жизненном цикле энтеровирусов [5]. 
Соединение 1 имеет огромный потенциал для 
выхода на фармацевтический рынок в качестве 
эффективного лекарственного средства в отно-
шении вируса Коксаки В3.

Одним из ключевых этапов коммерциализа-
ции препарата является создание методики его 
определения для контроля качества продукции 
на  производстве. Более того, наличие готовой 
методики определения позволяет ускорить про-
цесс создания нового, оригинального лекар-
ственного средства и его появление в аптечной 
сети.

К инструментальным методам количествен-
ного анализа, которые обычно используются 
в  лабораториях фармацевтического контро-
ля, относятся титриметрия, хроматография, 
спектрофотометрия и  электрохимические ме-
тоды. Титриметрические методы являются ве-
дущими для оценки содержания действующего 
вещества, но  они недостаточно селективны, 
что постепенно снижает их востребованность 
в  рутинном фарманализе. Широко использу-
емый метод ВЭЖХ характеризуется высокой 
стоимостью оборудования и технического сер-
виса, необходимостью привлечения высоко-
квалифицированного персонала, а  также ис-
пользованием большого количества токсичных 
растворителей, требующих грамотной утилиза-
ции. Современные электрохимические методы 
анализа набирают популярность в области ко-
личественного анализа лекарственных средств 
на  содержание основного вещества и  могут 
стать альтернативой методам титриметрии, 
спектрофотометрии и ВЭЖХ, поскольку явля-
ются простыми, недорогими и  лишены недо-
статков, присущих ВЭЖХ. В некоторых случа-
ях электрохимические методы являются более 
чувствительными и  характеризуются весьма 
низкими пределами обнаружения и  широким 
диапазоном определяемых концентраций (от 
10–12 до  0.1 M). Наиболее широкое примене-
ние в фарманализе нашла вольтамперометрия, 
которая прекрасно показала себя при опреде-
лении лекарственных веществ как в  фарма-
цевтических препаратах, так и  в различных 
биологических матрицах [6–9]. Применение 
вольтамперометрии в  анализе лекарственных 
средств продемонстрировано в  работах [10–
13]. Способы определения соединения 1 ранее 
не описаны. Наличие электроактивной нитро-
группы в соединении 1 позволяет использовать 
электрохимические методы анализа для созда-
ния методик его определения. 

Цель данной работы  – разработка мето-
дики вольтамперометрического определения 
натриевой соли 3-нитро-4-гидрокси-7-метил-
тио-4H-[1,2,4]триазоло[5,1-c][1,2,4]триазинид 
моногидрата (соединения 1).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы и  образцы. Натриевая соль 3-ни-
тро-4-гидрокси-7-метилтио-4H-1,2,4-триазо-
ло[5,1-c][1,2,4]триазинида моногидрата (1); 3-ни-
тро-4-гидрокси-1,4-дигидро-7-этилтио-[1,2,4]
триазоло[5,1-c][1,2,4]триазинид (2); 3-ни-
тро-4-гидрокси-1,4-дигидро-7-пропрагил-
тио-[1,2,4]триазоло[5,1-c][1,2,4]триазинид (3); 
3-бромо-4-оксо-1,2,4-триазоло[1,2,4]триа-
зин  (4); 3-этоксикарбонил-4-гидрокси-1,4-ди-
гидро-1,2,4-триазоло[5,1-c][1,2,4]триазин (5) 
синтезированы на кафедре органической и био-
молекулярной химии Уральского федерального 
университета (схема 1) [3], [14].

Для исследования процессов электро-
превращения веществ использовали водные 
буферные растворы Бриттона–Роббинсона 
(ББР), которые готовили согласно рекоменда-
циям [15]. Использовали кислоты и соли марки 
х. ч. (Химреактивснаб, Россия) без дополни-
тельной очистки. Для приготовления раство-
ров использовали деионизованную воду, по-
лученную на  установке ДВС-М/1НА(18)-N 
(Медиана фильтр, Россия). Рабочий раствор 
соединения 1 (чистота 99.8%) с  концентраци-
ей 5 г/л готовили растворением навески 0.005 г 
в 1 мл ББР (рН 2.0 ± 0.1) в пробирке Эппендор-
фа и хранили в темноте при комнатной темпе-
ратуре.

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Схема 1. Структурные формулы соединений 1–5.
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Получение 3-нитро-4-гидрокси-7-метилтио- 
-4H-[1,2,4]триазоло[5,1-c][1,2,4]триазинид на-
трия моногидрата. 

2.3 г 3-нитро-4-гидрокси-7-метилтио- 
-4H-[1,2,4]триазоло[5,1-c][1,2,4]триазина, полу-
ченного в  соответствии с  методикой [14], рас-
творяли в 10%-ном растворе гидроксида натрия 
(схема 2). Получившийся раствор упаривали 
на ротационном испарителе, осадок фильтрова-
ли и далее очищали путем перекристаллизации 
из  80%-ного этанола. Получили осадок чисто-
той 99.8% ярко-оранжевого цвета, выход 2.25 г 
(81.5%), который затем сушили на воздухе. Т пл. 
полученного кристаллогидрата 223–225°С c раз-
ложением. Вычислено, %: C  – 22.23, H  – 2.61, 
N  – 31.10; C5H7N6NaO4S (270.20). Найдено, %: 
С  – 21.94, H  – 2.34,; N  – 31.29. В  ИК-спектре 
имеются следующие полосы поглощения, ν/см–

1: 750 (C–S), 1290 (NO2), 1451 (NO2), 3329 (H2O). 
1H ЯМР (400 МГц, D2O), δ (м.д): 6.96 (c, 1Н), 2.5 
(c., CН3). Спектр 13C ЯМР (101 МГц, ДМСО) δ, 
м.д.: 159.89, 155.45, 140.99, 71.80, 13.47.

Электрохимические приборы. Для регистра-
ции циклических вольтамперограмм (ЦВА) 
и  вольтамперограмм (ВА) использовали по-
тенциостат / гальваностат μAutolab Type III 
(Metrohm, Швейцария). Рабочим электро-
дом служил стеклоуглеродный диск (Metrohm, 
Швейцария), S = 0.07 см2. Для полировки по-
верхности стеклоуглеродного электрода (СУЭ) 
применяли набор kit 6.2802.010 (Metrohm, 
Швейцария), включающий оксид алюминия 
с  дисперсностью частиц 0.3 мкм и  тканевую 
подложку. В  качестве вспомогательного элек-
трода использовали стержень из  стеклоуглеро-
да (Metrohm, Швейцария). Хлоридсеребряный 
электрод Ag/AgCl/KClнас (Metrohm, Швейцария) 
служил электродом сравнения.

Методика эксперимента. Перед анализом 
поверхность индикаторного СУЭ полировали 
с  помощью суспензии оксида алюминия. Для 
удаления следов абразива поверхность СУЭ про-
мывали 0.1 М азотной кислотой и ополаскивали 
деионизованной водой.

Для удаления растворенного кислорода, вол-
на восстановления которого на  СУЭ регистри-

руется в  области катодного тока соединения 1, 
раствор активно (5–6 пузырьков в секунду) про-
дували в течение 10 мин аргоном. Затем умень-
шали скорость продувки газом до  1 пузырька 
в секунду, опускали электроды в раствор, сопло 
направляли таким образом, чтобы выходящие 
пузырьки газа не  попадали на  электроды, вы-
ключали мешалку, выжидали 5 с для успокоения 
раствора и  регистрировали вольтамперограм-
му. После регистрации каждой вольтамперо-
граммы СУЭ выдерживали в течение 3 мин при 
потенциале 0.0 В.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Электрохимическое поведение соединений 1–5 
в  водных растворах. Для установления приро-
ды электрохимического отклика регистрирова-
ли ЦВА соединений 1–5 (рис. 1), содержащих 
и  не содержащих нитрогруппу, в  растворе ББР 
при рН  2. Соединения 1–3, содержащие в  сво-
ей структуре нитрогруппу, восстанавливаются 
необратимо в  одну ступень в  диапазоне потен-
циалов от  –0.27 до  –0.31 В, что сопоставимо 
с потенциалами восстановления содержащих ни-

Схема 2. Получение 3-нитро-4-гидрокси-7-метилтио-4H-[1,2,4]триазоло[5,1-c] [1,2,4]триазинид натрия моногидрата.

Рис. 1. Циклические вольтамперограммы, зарегис
трированные на  стеклоуглеродном электроде при 
скорости сканирования 0.1 В/с в буферном раство-
ре Бриттона–Робинсона с рН 2.0 после добавления 
5 мМ растворов соединений 1–5.
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трогруппу гетероциклических нитросоединений 
[16–21]. На анодных ветвях вольтамперограмм 
после изменения направления развертки потен-
циала регистрируются необратимые пики окис-
ления продуктов электровосстановления сое-
динений 1–3 в  диапазоне потенциалов от  +0.3 
до  +0.4 В. Близость значений потенциалов 
окисления указывает на  образование близких 
по структуре продуктов электровосстановления 
соединений 1–3 [16, 18]. Электропревращения 
нитросоединений 1–3 являются необратимыми, 
протекают в одну ступень, и это единственный 
процесс до потенциала разряда фона. Соедине-
ния 4 и 5, содержащие в своей структуре вместо 
нитрогруппы бром или этоксикарбонильный 
фрагмент, восстанавливаются необратимо, но, 
в отличие от нитросоединений, при более отри-
цательных потенциалах (–0.9 и –0.99 В соответ-
ственно). Таким образом, можно предположить, 
что редокс превращения исследуемого соедине-
ния 1 соответствуют элекровосстановлению ни-
трогруппы. 

Влияние кислотности раствора на электрохи-
мическое восстановление соединения 1. Влияние 
рН раствора на электрохимическое восстановле-
ние соединения 1 показано на рис. 2. Из рис. 2а 
следует, что увеличение pH раствора в  рассма-
триваемом диапазоне оказывает несуществен-
ное влияние на величину тока. При этом значе-
ния потенциалов сдвигаются в катодную область 
(рис. 2б). 

Можно предположить, что с увеличением рН 
раствора электровосстановление соединения  1 
затруднено из-за нехватки протонов. Посколь-
ку величина катодного тока не  зависит от  рН, 
а зависимость потенциала пика от рН линейна, 
вероятно, электровосстановление соединения 1 
в области рН 2–11 происходит по одному меха-
низму. Дальнейшие исследования проводили 
при рН 2.0, так как потенциал тока восстанов-
ления максимально сдвинут в  анодную область 
и  нет наложения линии разряда фона (рис.  2а, 
вставка).

Оптимизация параметров квадратно-волновой 
(КвВ) развертки потенциала. Величина анали-

тического сигнала (АС) в  режиме КвВ зависит 
от  инструментальных параметров: частоты ам-
плитуды, шага импульса и амплитуды импульса. 
Зависимость величины тока восстановления со-
единения 1 от частоты импульса (рис. 3а) при ам-
плитуде импульса 0.05 В и шаге импульса 0.01 В 
линейна в области от 10 до 50 Гц. После увеличе-
ния частоты до 20 Гц величина тока не возраста-
ет. При сравнении базовых линий остаточного 
тока при 20 и 50 Гц не наблюдается существен-
ного увеличения тока при 50 Гц. В связи с этим 
для аналитических целей выбрали частоту 20 Гц. 

Величина тока восстановления соединения 1 
при частоте импульса 20 Гц, шаге развертки 
0.01 В и скорости сканирования 0.10 В/c линей-
но растет при увеличении амплитуды импульса 
от 0.02 до 0.05 В (рис. 3б). Дальнейшее увеличе-
ние амплитуды импульса приводит к  уменьше-
нию АС соединения 1. 

Как видно из рис. 3в, величина тока восста-
новления соединения 1 возрастает в  интервале 
скоростей развертки от  0.01 до  0.15 В/с, после 
чего рост замедляется. Для аналитических целей 
выбрали амплитуду импульса 0.05 В, скорость 
развертки 0.10 В/c, частоту импульса 20 Гц. При 
этом форма пиков остается симметричной при 
скорости сканирования 0.10 В/с.

Аналогичным образом подбирали рабо-
чие параметры регистрации вольтамперограмм 
для линейного (ЛР) и  дифференциально-им-
пульсного (ДИП) режимов. Так, при амплиту-
де модуляции 0.06 В  и скорости сканирования 
0.01 В/c величина тока соединения 1 в ДИП-ре-
жиме имеет максимальное значение. Поскольку 
изменяемым параметром в ЛР является скорость 
сканирования, то  при ее увеличении в  диапа-
зоне от  0.05 до  1 В/c ток возрастает линейно 
(R2 = 0.98). Однако форма пиков остается сим-
метричной в  более узком диапазоне (0.05–0.1 
В/с), поэтому для аналитических целей выбрали 
скорость сканирования 0.1 В/с.

На рис. 4 приведены ВА соединения 1, зарегис
трированные на СУЭ в ЛР-, ДИП- и КвВ-режи-
мах при выбранных рабочих условиях. Сравнение 
различных вольтамперометрических режимов 

Рис. 2. Зависимости (а) величины тока и (б) значений потенциала восстановления для 5 мМ раствора соединения 
1 от рН раствора.
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позволяет заключить, что КвВ-режим является 
предпочтительным для регистрации токов восста-
новления соединения 1 в ББР при pH 2.0. В случае 
КвВ-режима получили более симметричный пик 
по сравнению с ЛР, который может быть измерен 
с высокой точностью. Величина АС в КвВ-режи-
ме в 4.3 раза выше, чем в режиме ДИП и в 1.6 раза 
выше, чем в ЛР. Таким образом, дальнейшие ис-
следования проводили в режиме КвВ.

Характеристики градуировочного графика 
для определения соединения 1 на  стеклоуглерод-
ном электроде. При оптимальных условиях ре-
гистрации АС соединения 1 площадь пика его 
восстановления линейно увеличивается в  ин-
тервале концентраций 10–300 мг/л (рис.  5а), 
на  что указывает коэффициент детерминации 
(R2 = 0.999). Уравнение регрессии (n = 5, P = 0.95) 
S = (0.0213 ± 0.001)с (мг/л) + (0.0148 ± 0.013).

Рис. 4. Катодные вольтамперограммы, зарегистри-
рованные в  различных режимах на  стеклоуглерод-
ном электроде в  буферном растворе Бриттона–
Робинсона с  pH 2.0 с  добавлением соединения 1 
в концентрации 50 мг/л : ЛР: ν = 0.1 В/с; ДИП: ν = 
0.01 В/c, амплитуда 0.06 В; КвВ: ν = 0.1 В/с, ампли-
туда импульса 0.07 В, частота 20 Гц.
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Рис. 5. Квадратно-волновые вольтамперограммы 0, 
10, 20, 30, 50, 100, 200, 300 мг/л соединения 1 в бу-
ферном растворе Бриттона–Робинсона с  pH 2.0, 
зарегистрированные на стеклоуглеродном электро-
де при скорости развертки потенциала ν = 0.1 В/с, 
амплитуде импульса 50 мВ и частоте 20 Гц.
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Рис. 3. (а) Вольтамперограммы, зарегистриро-
ванные при разных частотах для соединения  1 
в  концентрации 50 мг/л; зависимости аналити-
ческого сигнала для для соединения 1 в  концен-
трацией 50 мг/л (б) от  амплитуды импульса, 
(в)  от  скорости сканирования потенциала, полу-
ченные в буферном растворе Бриттона–Робинсо-
на с рН 2.0 после физического удаления кислорода.  
Условия регистрации вольтамперограмм в  квад
ратно-волновом режиме: шаг развертки 0.005 В, 
амплитуда импульса 0.05 В, скорость сканирова-
ния 0.10 В/c .
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Оценка правильности разработанной методи-
ки определения соединения 1 в стандартном об-
разце. Показатель правильности рассчитывали 
для уровней концентраций 50, 100, 200 мг/л 
по  методу введено–найдено. Каждое опреде-
ление повторяли три раза (табл. 1). Показатель 
правильности (R, %) для различных уровней 
концентраций близок к  100% со  средним зна-
чением 100.8 ± 2.9%. Доверительный интервал 
среднего для R включает значение 100 %. Зна-
чение стандартного отклонения составило 3.89, 
а  относительного стандартного отклонения  – 
3.8%. 

Пределы обнаружения и  определения рас-
считывали из  градуировочной зависимости 
в диапазонах концентрации соединения 1 от 10 
до  50 мг/л. Полученные данные представлены 
в табл. 2.

* * *

Разработан способ определения соединения 
из  ряда нитроазолоазинов, являющегося потен-
циальным противовирусным лекарственным 
средством в  отношении вируса Коксаки В3. Ре-
зультаты исследования электропревращений 
3-нитро-4-гидрокси-1,4-дигидро-7-X-1,2,4-триа
золо[5,1-c][1.2.4]триазинов показали, что соеди-
нения подвергаются на СУЭ в водных растворах 
необратимому одноволновому восстановлению 
в  диапазоне потенциалов от  –0.27 до  –0.31 В. 
Сравнение различных вариантов вольтампе-
рометрии (линейной, дифференциально-им-
пульсной и  квадратно-волновой) позволило 

выбрать оптимальный режим регистрации вольт
амперограмм  – квадратно-волновой со  следу-
ющими параметрами: частота импульса 20 Гц, 
скорость развертки 0.1 В/с, амплитуда импуль-
са 0.05 В, шаг импульса 0.004 В. Область линей-
ности градуировочного графика в  растворе ББР 
(рН 2.0 ± 0.1) с  использованием разработанно-
го метода составляет 10–300 мг/л соединения 1: 
S = (0.0213 ± 0.001)c (мг/л)  + + (0.0148 ± 0.013), 
коэффициент линейной регрессии 0.999. Пре-
дел обнаружения, рассчитанный по  градуиро-
вочной кривой в  диапазоне концентрации от  10 
до 50 мг/л, составляет 1.27 мг/л, а предел опреде-
ления – 4.11 мг/л. Разработанная методика, веро-
ятно, будет интегрирована в один из финальных 
этапов создания лекарственного средства против 
вируса Коксаки В3, что поможет сократить время 
выхода фармпродукции на рынок.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ
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Таблица 2. Характеристики градуировочного 
графика соединения 1

Характеристика Значение

Коэффициент корреляции 0.995

Коэффициент чувствительности, 
мкКл/мг/л 0.022

Стандартное отклонение 
аналитического сигнала 0.0003

Предел обнаружения, мг/л 1.27

Предел определения, мг/л 4.11

 Таблица 1. Результаты определения соединения 1 
методом введено–найдено.

Введено, 
мг/л S Найдено, 

мг/л R, %

50

1.13 52.4 104.7

1.04 48.1 96.3

1.01 46.3 92.5

100

2.21 103.1 103.1

2.18 101.7 101.7

2.17 101.2 101.2

200

4.43 207.3 103.6

4.39 205.4 102.7

4.35 203.5 101.8
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Abstract. The sodium salt of 3-nitro-4-hydroxy-7-methylthio-4H-[1,2,4]triazolo[5,1-c][1,2,4]triazinide 
monohydrate (compound (1)) is one of the promising compounds that showed potential antiviral activity 
against Coxsackie B3 virus. It was established by cyclic voltammetry that the electrochemical activity of 
compound 1 on a glass-carbon electrode in Britton-Robbinson buffer solution (BBR) is due to the elect-
roreduction of the nitro group. A method for the determination of compound 1 by direct cathodic square-
wave voltammetry was developed. The linearity area of the graduation plot using the developed method in 
BBR solution (pH 2.0 ± 0.1) is 10-300 mg/L (R2 = 0.999) with detection and determination limits of 1.27 
and 4.11 mg/L, respectively.

Keywords: quantitative substance analysis, square-wave voltammetry, azoloazines, nitro group, glass-
carbon electrode, antiviral agent, Coxsackie B3.
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