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Новый российский препарат Триазид® является высокоэффективным противовирусным сред-
ством. Активное вещество препарата (5-метил-6-нитро-7-оксо-4,7-дигидро-1,2,4-триазоло[1,5-
а]пиримидинид l-аргининия моногидрат, триазид) относится к соединениям азолоазинового ряда.
С помощью метода циклической вольтамперометрии установлено, что электрохимическая актив-
ность триазида (ТД) в водных буферных растворах Бриттона−Робинсона (ББР) на стеклоуглерод-
ном электроде обусловлена электровосстановлением нитрогруппы, связанной с сопряженной аро-
матической системой. Величина максимального тока восстановления триазида в интервале потен-
циалов 0.0–(–1.25) В использована в качестве аналитического сигнала. Разработан способ
количественного определения триазида методом прямой катодной квадратно-волновой вольтампе-
рометрии. Область линейности градуировочного графика с использованием разработанного метода
в растворе ББР (рН 4) составляет 10–500 мг/л (R2 = 0.9998) с пределом обнаружения ТД 1.9 мг/л.
Разработанный метод применен для анализа фармацевтической субстанции “Триазид” на содержа-
ние ТД. Полученные результаты удовлетворяют заявленным требованиям проекта фармакопейной
статьи предприятия “ТРИАЗИД субстанция” на содержание ТД, определяемого методом ВЭЖХ.

Ключевые слова: триазид, стеклоуглеродный электрод, квадратно-волновая вольтамперометрия,
фармацевтическая субстанция “Триазид”.
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Определение соединений с широким спек-
тром полезной биологической активности, явля-
ющихся основой для создания новых лекарствен-
ных препаратов, – одна из важнейших задач ана-
литической химии. За последние два десятилетия
число публикаций (база данных Scopus), посвящен-
ных вольтамперометрическому определению ле-
карственных препаратов, существенно выросло.

Основным условием для разработки электро-
химического метода определения фармацевтиче-
ского вещества является наличие электроактив-
ной группы. Анализ литературы показал, что в
случае нитросоединений наиболее полезным для
количественного определения является сигнал
электровосстановления нитрогруппы [1]. К пре-
имуществам такого сигнала можно отнести как
большое количество электричества, вырабатыва-

емое на 1 моль электроактивного соединения, так
и относительно низкую потребность в энергии
для восстановления нитрогруппы. Это позволяет
получать высокое соотношение ток/концентра-
ция при низких потенциалах восстановления.

На основе нитросодержащих азолоазиниевых
соединений Уральским федеральным универси-
тетом и Институтом органического синтеза
(Уральский филиал Российской академии наук)
разработаны лекарственные препараты с широ-
ким спектром противовирусного действия – Триа-
завирин® и Триазид®. Азолоазины, содержащие в
структуре молекулы мостиковый атом азота – 1,2,4-
триазоло[1,5-а]триазины и 1,2,4-триазоло[1,5-
а]пиримидины, занимают важное место среди
синтетических гетероциклических соединений,
обладающих противовирусным действием. Инте-
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рес к азолоазинам обусловлен прежде всего их
структурным сходством с нуклеиновыми основа-
ниями. Благодаря этой особенности, они могут
выступать в роли антиметаболитов, проявляя
противовирусное действие.

Препарат Триазавирин® является зарегистриро-
ванным лекарственным препаратом, прошедшим
все стадии клинических испытаний. Активное ве-
щество препарата (7-метилтио-3-нитро-4-оксо-1,4-
дигидро[1,2,4]триазоло[5,1-с][1,2,4]триазин-1-ид
натрия со структурой триазолотриазина, триазави-
рин) эффективно в отношении широкого спектра
вирусов гриппа. Среди ряда структурных аналогов
триазавирина – солей 5-метил-6-нитро-1,2,4-триа-
золо[1,5-a]пиримидин-7-онов – для проведения ис-
пытаний в качестве лекарственного средства был
отобран триазид [2].

Биологический скрининг триазида методами
in vitro и in vivo в НИИ гриппа (Санкт-Петербург)
показал более высокую активность против виру-
сов гриппа по сравнению с близким по химиче-
скому строению триазавирином. В то же время
острая токсичность триазида оказалась в не-
сколько раз ниже по сравнению с триазавирином.
Таким образом, при совместной оценке противо-
вирусного действия и токсичности показано, что
триазид является более эффективным по сравне-
нию с соединением-прототипом [3]. В настоящее
время ведутся клинические испытания препарата
Триазид®.

Способы определения триазида в литературе
не описаны. Имеющиеся данные по определению
основного вещества в объектах фармации пока-
зывают, что вольтамперометрия (ВА) практиче-
ски не уступает по чувствительности и селектив-
ности методу ВЭЖХ, который играет ключевую
роль в фарманализе. При этом ВА отличается
быстротой, простым, недорогим и портативным
оборудованием, не требует применения токсич-
ных органических растворителей и привлечения
квалифицированного персонала и часто может
служить альтернативой методу ВЭЖХ [4].

Цель данной работы – изучение вольтамперо-
метрического поведения ТД на стеклоуглеродном
электроде, разработка и оценка метрологических
характеристик методики количественного опре-
деления активного вещества в фармацевтической
субстанции “Триазид”.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы, образцы. Использовали водные рас-

творы стандартного образца (СО) состава субстан-
ции триазид и фармацевтической субстанции
“Триазид”, предоставленные разработчиком – Ин-
ститутом органического синтеза им. И.Я. По-
стовского УрО РАН. Около 0.5 г (точная навеска)
СО или субстанции высушивали при температуре

от 96 до 97°С не менее 5 ч в течение нескольких
дней до постоянной массы. Основной водный
раствор ТД с концентрацией 10 г/л готовили из
СО и хранили в темноте при комнатной темпера-
туре. Рабочие растворы СО ТД готовили разведе-
нием основного раствора. Использовали кислоты
и соли марки х. ч. от российских производителей
без дополнительной очистки. Для приготовления
растворов использовали деионизированную воду,
полученную на установке ДВС-М/1НА(18)-N от
(Медиана фильтр, Россия). Растворы ББР гото-
вили согласно рекомендациям [5]. В качестве
идентифицированной примеси применяли стан-
дартный образец 5-метил-7-оксо-4,7-дигидро-
1,2,4-триазоло[1,5-а]пиримидинида L-аргининия.
Для полировки поверхности стеклоуглеродного
электрода применяли набор kit 6.2802.010
(Metrohm, Швейцария), включающий оксид алю-
миния с дисперсностью частиц 0.3 мкм и ткань.

Для подготовки лекарственной формы к ана-
лизу около 0.05 г субстанции “Триазид” (точная
навеска) растворяли в воде в мерной колбе емк.
25 мл, доводили объем раствора до метки водой и
тщательно перемешивали. Величину аликвотны
испытуемого раствора пробы, помещаемую в
электрохимическую ячейку, рассчитывали в со-
ответствии с уравнением регрессии по градиро-
вочной кривой для определения ТД.

Оборудование и средства измерений. Электро-
химические исследования проводили в стандарт-
ной трехэлектродной ячейке с использованием
потенциостата/гальваностата μAutolab Type III
(Metrohm, Швейцария) в комплекте с магнитной
мешалкой. Индикаторным электродом служил
стеклоуглеродный диск, впрессованный во фто-
ропласт диаметром 0.3 см (Metrohm, Швейца-
рия). В качестве вспомогательного электрода ис-
пользовали стержень из стеклоуглерода диаметром
0.2–0.3 см (Metrohm, Швейцария). Электродом
сравнения служил одно/двухключевой хлоридсе-
ребряный электрод типа ЭСр-10101/3.5 моль/л.
Значения рН измеряли иономером Эксперт-рН
(Эконикс-эксперт, Россия). Для продувки рас-
творов использовали аргон чистотой 99.9%.

Методика эксперимента. Перед анализом по-
верхность индикаторного стеклоуглеродного
электрода (СУЭ) полировали с помощью суспен-
зии оксида алюминия. Для удаления следов абра-
зива поверхность СУЭ промывали 0.1 М HNO3 и
ополаскивали деионизированной водой.

Для удаления растворенного кислорода, волна
восстановления которого на СУЭ регистрируется
в области катодного тока ТД, через раствор ин-
тенсивно (5–6 пузырьков в секунду) в течение
10 мин продували аргон. Затем уменьшали ско-
рость продувки до 1 пузырька в секунду, опускали
электроды в раствор, сопло направляли таким об-
разом, чтобы выходящие пузырьки газа не попада-



268

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 75  № 3  2020

МАЛАХОВА и др.

ли на электроды, выключали мешалку, выжидали
5 с для успокоения раствора и регистрировали
вольтамперограмму. После регистрации каждой
вольтамперограммы СУЭ выдерживали в течение
3 мин при потенциале 0.0 В.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Электрохимическое поведение триазида на стек-

лоуглеродном электроде. На рис. 1 представлены
катодно-анодные циклические вольтамперо-
граммы (ЦВА), зарегистрированные на СУЭ в
0.1 М HNO3 без добавления и после добавления
1 мМ 5-метил-6-нитро-7-оксо-1,2,4-триазоло[1,5-

a]пиримидинид аргинина моногидрата (триазид, I,
структурную формулу см. ниже на схеме 2), 5-ме-
тил-6-нитро-7-оксо-1,2,4-триазоло[1,5-a]пирими-
динид натрия моногидрата (II, схема 1), 5-метил-7-
оксо-1,2,4-триазоло[1,5-a]пиримидинид аргини-
на моногидрата (III, схема 1) и L-аргинина (IV).
Как видно, на ЦВА соединений I и II, имеющих в
своей структуре нитрогруппу, наблюдается пик
восстановления, который отсутствует на ЦВА со-
единений, не содержащих нитрогруппу. Вероят-
но, полученный катодный сигнал обусловлен
протеканием процесса электровосстановления
нитрогруппы, связанной с сопряженной арома-
тической системой.

Схема 1. Структурные формулы 5-метил-6-нитро-7-оксо-1,2,4-триазоло[1,5-a]пиримидинид натрия 
моногидрата (II) и 5-метил-7-оксо-1,2,4-триазоло[1,5-a]пиримидинид аргинина моногидрата (III).

Число электронов, участвующих в восстанов-
лении нитрогруппы в составе ТД, рассчитывали
параллельно двумя методами: 1) путем сравнения
количества электричества, затраченного на элек-
трохимическое (ЭХ) превращение исследуемого
вещества, с количеством электричества, затра-
ченного на ЭХ-превращение модельной системы

гексацианоферрата(III) калия; 2) с применением
уравнения Коттрелла [6]. Среднее значение числа
электронов, рассчитанное обоими методами, со-
ставило 6. Ниже представлена возможная схема
процесса ЭХ-восстановления ТД, составленная
на основе имеющихся в литературе [7, 8] и полу-
ченных нами [6] данных (схема 2):

Схема 2. Возможная схема процесса электрохимического восстановления триазида.

Влияние кислотности раствора на ток восста-
новления триазида. Влияние кислотности раство-
ров ББР на ток и потенциал восстановления ТД
изучали в области рН 2–12. Ток восстановления
ТД (рис. 2а) достаточно стабилен при рН 3–5 и
достигает максимального значения при рН 4.

Снижение величины пика ТД в более кислой сре-
де может быть обусловлено экранированием по-
верхности СУЭ выделяющимся при катодной по-
ляризации водородом. В растворах с рН ≥ 5 катод-
ный ток уменьшается. С увеличением рН раствора
фонового электролита от 2 до 6 максимум пика вос-
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становления ТД смещается в сторону отрицатель-
ных значений потенциала (рис. 2б), после чего
стабилизируется в щелочных буферных растворах.
Полученные результаты могут свидетельствовать
об участии ионов водорода в процессе электровос-
становления соединения. Дальнейшие исследова-
ния проводили в растворах ББР с рН 4.

Выбор режима вольтамперометрических измере-
ний. Сравнение различных вариантов вольтампе-
рометрии (линейной, дифференциально-им-
пульсной (ДИП) и квадратно-волновой (КвВ))
показало, что оптимальным при работе с ТД с ис-

пользованием СУЭ в растворе ББР при pH 4 явля-
ется режим КвВ. В этом случае ток восстановле-
ния ТД (аналитический сигнал, АС) симметричен
и может быть измерен с высокой точностью, в от-
личие от линейного режима регистрации, а вели-
чина тока восстановления выше примерно в два
раза по сравнению с режимом ДИП. Чувстви-
тельность метода КвВ можно увеличить путем
устранения тока заряжения и измерения в основ-
ном фарадеевской составляющей тока. Главным
преимуществом КвВ является высокая скорость
развертки потенциала порядка 0.1–2 В/с. Вольтам-

Рис. 1. Катодно-анодные циклические вольтамперограммы, зарегистрированные на стеклоуглеродном электроде при
скорости сканирования 0.1 В/с в 0.1 М HNO3 после продувки аргоном без добавления и после добавления 1 мМ со-
единений I–IV.
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Рис. 2. Влияние рН буферных растворов Бриттона−Робинсона на ток и потенциал пика восстановления 180 мг/л три-
азида. Условия регистрации квадратно-волновых вольтамперограмм: шаг развертки 0.005 В, амплитуда импульса
0.05 В, скорость развертки 0.15 В/с.
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перограмма может быть зарегистрирована в течение
нескольких секунд (по сравнению с 2–3 мин в ре-
жиме ДИП). В результате продолжительность ана-
лиза в целом существенно сокращается. Перечис-
ленные преимущества нашли отражение в частом
использовании режима КвВ для анализа лекар-
ственных форм различных биологически актив-
ных соединений [9].

Величина АС в режиме КвВ существенно зави-
сит от скорости развертки потенциала и амплиту-
ды импульса (рис. 3). Как видно, величина тока
восстановления ТД резко возрастает в интервале
скоростей развертки 0.025–0.15 В/с, после чего рост
существенно замедляется (рис. 3а). При скорости
развертки 0.15 В/с и шаге развертки 0.005 В АС ТД
растет практически линейно с увеличением ам-
плитуды импульса в области 0.01–0.05 В (рис. 3б).
При дальнейшем увеличении амплитуды импуль-
са до 0.10 В величина АС возрастает нелинейно,
после чего рост прекращается. Для аналитиче-
ских целей выбрана скорость развертки 0.15 В/с
(частота импульса 30 Гц) с амплитудой импульса
0.05 В. Предварительная выдержка СУЭ в пере-
мешиваемом растворе ББР с добавлением 180
мг/л ТД в течение 1–300 с в интервале потенциа-
лов 1.0–0.1 В, в котором ТД электрохимически не
активен, не приводит к увеличению АС за счет
возможной адсорбции аналита на поверхности
индикаторного электрода. Это позволяет исполь-
зовать метод прямой КвВ ВА для определения
ТД.

Характеристики градуировочного графика триа-
зида. При оптимальных условиях регистрации
ток пика линейно растет при концентрациях ТД
в растворе в интервале 10–500 мг/л. На рис. 4а, 4б
приведены соответствующие КвВ-вольтамперо-
граммы для разных концентраций ТД в растворе.
Уравнение регрессии имеет вид: I (мкA) = (0.1176 ±
± 0.0002)c (мг/л) – (0.317 ± 0.069) с коэффициен-
том корреляции 0.9998. Предел обнаружения,

рассчитанный по градуировочной кривой, со-
ставляет 1.9 мг/л, предел определения – 5.8 мг/л.

Аналитические характеристики разработанной
методики количественного определения триазида в

Рис. 3. Зависимости аналитического сигнала 180 мг/л триазида от скорости развертки потенциала и амплитуды им-
пульса, полученные в буферном растворе Бриттона−Робинсона с рН 4 с использованием квадратно-волнового режима
регистрации вольтамперограмм. Условия: шаг развертки 0.005 В, амплитуда импульса 0.05 В (а), скорость развертки
0.15 В/с (б).
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Рис. 4. Квадратно-волновые вольтамперограммы
триазида, зарегистрированные в буферном растворе
Бриттона−Робинсона при рН 4 с добавлением 0, 10,
20, 30, 50 (а) и 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500 мг/л
триазида (б). Условия регистрации вольтамперо-
грамм см. в подписи к рис. 2.
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фармацевтической субстанции “Триазид”. Основ-
ные показатели методики оценивали в соответ-
ствии с ОФС.1.1.0012.15 “Валидация аналитиче-
ских методик” [10].

Для оценки правильности и специфичности
применяли искусственные смеси. Стандартный
образец триазида в количестве 50, 100 и 150% от
ожидаемого уровня в 100 мг/л вводили в раствор,
содержащий идентифицированную примесь в
максимально возможных концентрациях, соот-
ветствующих составу фармацевтической субстан-
ции “Триазид” (суммарное содержание примесей
не более 2%).

Показатель правильности рассчитывали для
каждого уровня концентраций ТД. Исследовали
три концентрации растворов, каждое определе-
ние повторяли три раза. Рассчитывали показатель
правильности и доверительный интервал средне-
го значения, стандартное отклонение (s), относи-
тельное стандартное отклонение (sr, %). Показа-
тель правильности для различных уровней кон-
центраций близок к 100%. Среднее значение для
процента восстановления составило 99.8 ± 0.5%.
Доверительный интервал среднего результата
анализа включает значение 100%. Значение s со-
ставило 0.61, sr – 0.6%.

Сходимость (повторяемость) методики оцени-
вали по результатам шести анализов образца с со-
держанием ТД, близким к номинальному. Каж-
дый испытуемый водный раствор СО ТД готови-
ли по точной навеске. Результат единичного
определения получали методом стандартной до-
бавки.

Внутрилабораторную прецизионность мето-
дики оценивали в условиях работы одной лабора-
тории: разные дни, разные исполнители. Получен-

ные результаты приведены в табл. 1. Разработанный
метод соответствует критериям прецизионности
для электроанализа [11], является правильным и се-
лективным, что позволяет использовать его для
анализа фармацевтической субстанции “Триазид”
на содержание основного вещества.

Результаты анализа различных партий фарма-
цевтической субстанции. Согласно проекту фар-
макопейной статьи “ТРИАЗИД субстанция” со-
держание ТД (количественное определение мето-
дом ВЭЖХ) должно составлять не менее 98.0% и
не более 102.0% в пересчете на сухое вещество.
Результаты анализа трех разных партий субстан-
ции (табл. 2) удовлетворяют заявленным требова-
ниям.

Исследование выполнено за счет гранта Россий-
ского научного фонда (проект № 17-13-01096).
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