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С.О. Шепилова, Е.Э. Клен, А.Ф. Идрисова, И.Л. Никитина 
РАЗРАБОТКА МЕТОДОВ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПОДЛИННОСТИ  

3-БРОМ-1-(1,1-ДИОКСОТИЕТАН-3-ИЛ)- 
4-НИТРО-N-ФЕНИЛ-1H-ПИРАЗОЛ-5-АМИНА 

ФГБОУ ВО «Башкирский государственный медицинский университет» 
Минздрава России, г. Уфа 

 
Производные пиразола нашли широкое применение как антикоагулянты, противоопухолевые, психотропные и проти-

вовоспалительные средства. Среди тиетансодержащих пиразолов найдены соединения с антидепрессивной активностью, 
перспективные для дальнейших углубленных исследований, одним из которых является 3-бром-1-(1,1-диоксотиетан-3-ил)-
4-нитро-N-фенил-1H-пиразол-5-амин (I).  

Цель работы. Исследование физических, физико-химических свойств и спектральных характеристик перспективной 
субстанции 3-бром-1-(1,1-диоксотиетан-3-ил)-4-нитро-N-фенил-1H-пиразол-5-амина для разработки методов определения 
ее подлинности. 

Материал и методы. Объектом исследования явились 3 опытные партии 3-бром-1-(1,1-диоксотиетан-3-ил)-4-нитро-N-
фенил-1H-пиразол-5-амин (I). Растворимость определена в воде и различных органических растворителях. Инфракрасные 
спектры (ИК-спектры) зарегистрированы на спектрофотометре «Инфралюм ФТ-02», УФ-спектры – на приборе «Shimadzu 
UV-1800». Для определения подлинности проводили реакцию с раствором натрия гидроксида 20%. Температура плавления 
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измерена капиллярным методом на приборе «SMP 30». Тонкослойную хроматографию проводили на пластинках «Sorbfil» 
ПТСХ-АФ-А-УФ. Хромато-масс-спектры зарегистрированы на газо-жидкостном хроматографе с квадрупольным масс-
селективным детектором Agilent MSD 5977B. 

Основные результаты. Впервые изучены методы определения подлинности перспективной биологически активной 
субстанции 3-бром-1-(1,1-диоксотиетан-3-ил)-4-нитро-N-фенил-1H-пиразол-5-амина (I). Установлено, что субстанция 
представляет красновато-коричневый кристаллический порошок, легко растворимый в ацетоне и диметилформамиде и 
практически не растворим в воде и спирте. Температура плавления субстанции I от 182,6 до 184,0ºС. Анализ субстанции I 
методом ИК-спектроскопии позволил идентифицировать полосы поглощения, принадлежащие пиразольному циклу и заме-
стителям. В УФ-спектре регистрируются два максимума при 457,17 нм и 277,50 нм и один минимум поглощения при 364,78 нм. 
Для подтверждения подлинности предложены тонкослойная хроматография и газовая хроматография с масс-спектрометрическим 
детектированием. В результате реакции с 10% раствором натрия гидроксида образуется ярко-красное окрашивание. 

Выводы. На основании результатов исследования физических, физико-химических свойств и спектральных характеристик 3-
бром-1-(1,1-диоксотиетан-3-ил)-4-нитро-N-фенил-1H-пиразол-5-амина предложены методы определения подлинности.  

Ключевые слова: пиразол, подлинность, УФ-спектрофотометрия, ИК-спектрометрия, газовая хроматография, масс-
спектрометрия. 

 
S.O. Shepilova, E.E. Klen, A.F. Idrisova, I.L. Nikitina 

DEVELOPMENT OF METHODS FOR THE IDENTIFICATION  
OF 3-BROMO-1-(1,1-DIOXOTIETHAN-3-YL)- 
4-NITRO-N-PHENYL-1H-PYRAZOL-5-AMINE 

 
Pyrazole derivatives are widely used as anticoagulants, antitumor, psychotropic and anti-inflammatory agents. Among the 

thietane-containing pyrazoles, we have found compounds promising for further in-depth studies as antidepressants, one of which is 
3-bromo-1-(1,1-dioxothiethane-3-yl)-4-nitro-N-phenyl-1H-pyrazole-5-amine (I).  

The objective of the work is to study the physical, physicochemical properties and spectral characteristics of the promising 3-bromo-1-
(1,1-dioxothiethane-3-yl)-4-nitro-N-phenyl-1H-pyrazole-5-amine substance for the development of methods for determining identification.  

Material and methods. The object of the study was 3 experimental batches of 3-bromo-1-(1,1-dioxothiethane-3-yl)-4-nitro-N-
phenyl-1H-pyrazole-5-amine (I). The solubility of the chemical compound was determined in water and various organic solvents. IR 
spectra were recorded on the Infralum FT-02 spectrophotometer, UV spectra were recorded on the Shimadzu UV-1800. To deter-
mine identification, a reaction with a 20% sodium hydroxide solution was carried out. The melting point was measured by the capil-
lary method on the "SMP 30" device. Thin-layer chromatography was performed on "Sorbfil" PTSH-AF-A-UV plates. Chromato-
mass spectra were recorded on a gas-liquid chromatograph with an Agilent MSD 5977B quadrupole mass-selective detector. 

The main results. Methods for determining the identification of a promising biologically active substance of 3-bromo-1-(1,1-
dioxothiethane-3-yl)-4-nitro-N-phenyl-1H-pyrazole-5-amine (I) have been studied for the first time. It was found that the substance 
is a reddish-brown crystalline powder, easily soluble in acetone and dimethylformamide, and practically insoluble in water and al-
cohol. The melting point of substance I is from 182.6 to 184.0 °C. The analysis of substance I by IR spectroscopy made it possible 
to identify the absorption bands belonging to the pyrazole and substituents. Two peaks at 457.17 nm and 277.50 nm and one absorption min-
imum at 364.78 nm are recorded in the UV spectrum. Thin-layer chromatography and gas chromatography with mass spectrometric detec-
tion are proposed to confirm identification. As a result of the reaction with a 10% sodium hydroxide solution, a bright red staining is formed. 

Conclusions. Based on the results of the study of the physical, physicochemical properties and spectral characteristics of 3-
bromo-1-(1,1-dioxothiethane-3-yl)-4-nitro-N-phenyl-1H-pyrazole-5-amine, methods for determining identification are proposed. 

Key words: pyrazole, identification, UV spectrophotometry, infrared spectrometry, gas chromatography, mass spectrometry. 
 
Производные пиразола нашли широкое 

применение в медицине. Согласно данным 
веб-ресурса Drug-bank [1] одобрено более 30 
производных пиразола в качестве лекарствен-
ных средств с антикоагулянтой [2], противо-
опухолевой [3], психотропной [4] и противо-
воспалительной активностью [5]. На кафедре 
фармацевтической химии с курсами аналити-
ческой и токсикологической химии БГМУ 
ведется поиск новых антидепрессантов среди 
тиетансодержащих производных 1,2,4-
триазола [6] и пиразола [7,8]. Найдены пер-
спективные для дальнейших углубленных ис-
следований соединения, одним из которых 
является 3-бром-1-(1,1-диоксотиетан-3-ил)-4-
нитро-N-фенил-1H-пиразол-5-амин (I) (рис. 
1), который в тесте принудительного плавания 
проявляет выраженный антидепрессивный эф-
фект, сравнимый с эффектом классического ан-
тидепрессанта амитриптилина [9]. В связи с 
этим возникает необходимость в исследовании 
его физических, физико-химических свойств и 
разработке методов определения подлинности с 
целью контроля качества для дальнейших фар-
макологических исследований.  

Предпочтительными методами опреде-
ления подлинности субстанций согласно Ев-
ропейской и Российской фармакопеям являет-
ся комбинация нескольких современных фи-
зико-химических методов, обеспечивающих 
надежную идентификацию фармацевтических 
субстанций и обнаружение примесей [10].  

Цель работы  
Исследование физических и физико-

химических свойств, спектральных характе-
ристик перспективной субстанции 3-бром-1-
(1,1-диоксотиетан-3-ил)-4-нитро-N-фенил-1H-
пиразол-5-амина для разработки методов 
определения подлинности.  

Материал и методы  
Объектом исследования служили 3 

опытные серии субстанции I, химическая 
структура которых, согласно IUPAC выглядит 
так: 3-бром-1-(1,1-диоксотиетан-3-ил)-4-нитро-
N-фенил-1H-пиразол-5-амин (I) (рис. 1). 

Анализ субстанции I осуществлялся на 
основании требований Государственной Фар-
макопеи РФ XIV издания [11]. Описание ис-
следуемой субстанции проводили в соответ-
ствии с ОФС.1.1.0006.15 «Фармацевтические 

https://tr-page.yandex.ru/translate?lang=en-ru&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FGas_chromatography%25E2%2580%2593mass_spectrometry#_blank
https://tr-page.yandex.ru/translate?lang=en-ru&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FGas_chromatography%25E2%2580%2593mass_spectrometry#_blank
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субстанции». Растворимость определяли в воде 
и в органических растворителях разной поляр-
ности (хлороформ, этанол, ацетон, диметил-
формамид) в соответствии с требованиями 
ОФС.1.2.1.0005.15 «Растворимость».  

 

N N

NO2

Br NH

S
O
O

 
I

 
Рис. 1. Структурная формула субстанции I 

 
Температуру плавления определяли ка-

пиллярным методом на приборе Stuart SMP 30 
в соответствии с ОФС.1.2.1.0011.18 «Темпе-
ратура плавления».  

Регистрацию ИК-спектров проводили на 
спектрометре Инфралюм ФТ-02 в таблетках с 
калия бромидом в интервале 400-4000 см-1 с 
разрешением 4 см-1 согласно 
ОФС.1.2.1.1.0002.15 «Спектрометрия в инфра-
красной области». Отнесение полос поглоще-
ния в ИК-спектре осуществлялось в соответ-
ствии с литературными данными [12, 13]. 

УФ-спектры регистрировали в соответ-
ствии с ОФС.1.2.1.1.0002.15 «Спектрофото-
метрия в ультрафиолетовой и видимой обла-
стях». Измерения проводили в растворе суб-
станции I с концентрацией 0,002% в 0,1 М 
натрия гидроксида на приборе «Shimadzu UV-
1800» в области от 220 до 780 нм.  

1. Хроматографию осуществляли 
на пластинках «Sorbfil» ПТСХ-АФ-А-УФ (ТУ 
26-11-17-89) в соответствии с 
ОФС.1.2.1.2.0003.15 «Тонкослойная хромато-
графия». В качестве подвижной фазы исполь-
зовали три системы растворителей: 1 - бензол: 
метанол: ледяная уксусная кислота (в объем-
ном соотношении 11:2:1); 2 ‒ хлороформ: ме-
танол: аммиак (в объемном соотношении 
9:1:0,1); 3 ‒ хлороформ: этанол (в объемном 
соотношении 9:1). Навески опытных серий 
исследуемой субстанции I массой 20 мг рас-
творяли в 10 мл диметилформамида, на ли-
нию старта хроматографической пластинки 
«Sorbfil» размером 3×7,5 см наносили 5 мкл 
раствора испытуемого соединения. Пластинку 
с нанесенными пробами подсушивали в су-
шильном шкафу при температуре 60°С в те-
чение 5 мин, затем помещали в хроматогра-

фическую камеру и хроматографировали вос-
ходящим способом. Для визуализации пятен 
использовали обработку хроматограмм с по-
мощью УФ-света при длине волны 254 нм.  

Хромато-масс-спектры соединения I за-
регистрированы на газо-жидкостном хромато-
графе с квадрупольным масс-селективным 
детектором Agilent MSD 5977B (США) в со-
ответствии с ОФС.1.2.1.1.0002.15 «Газовая 
хроматография» и «Масс-спектрометрия». 
Газ-носитель ‒ гелий (1,0 мл/мин). Интерфейс 
ионизации – электронный удар (70 эВ). Хро-
матографическое разделение проводили на 
кварцевой капиллярной колонке HP–5MS (30 
м × 0,25 мм × 0,25 мкм). Объем вводимой 
пробы для всех измерений составлял 1 мкл. 
Температура испарителя и интерфейса со-
ставляла 250°С, время анализа ‒ 30 мин. Диа-
пазон сканируемых масс ‒ от 40 до 500 m/z. 
Экспериментальные данные регистрировали и 
обрабатывали с помощью программного па-
кета Qualitative Analysis 10.0. 

Приготовление раствора субстанции I 
для хромато-масс-спектрометрии. К 1 мг 
субстанции I добавляли 1 мл диметилформа-
мида. Затем доводили до объема 10 мл 95 % 
этиловым спиртом.  

Реакция определения подлинности суб-
станции I с 10% раствором натрия гидрок-
сида: к 5 мг субстанции I добавляли 2 мл во-
ды, перемешивали, затем добавляли 2-3 капли 
раствора натрия гидроксида 10% и интенсив-
но перемешивали. В результате образуется 
раствор ярко-красный цвета.  

Результаты и обсуждения  
Представленные для исследования 3 

опытные серии субстанции I синтезированы 
реакцией 3,5-дибром-1-(1,1-диоксотиетан-3-
ил)-4-нитро-1H-пиразола с анилином при ки-
пячении в этанола в течение 9 ч [9]. Структу-
ра соединения подтверждена данными ЯМР-
спектроскопии. 

Внешний вид субстанция I ‒ красновато-
коричневый кристаллический порошок, без за-
паха, легко растворимый в ацетоне, диметил-
формамиде, практически не растворима в воде, 
этиловом спирте, хлороформе (табл. 1). 

Интервал значений температуры плав-
ления всех исследуемых серий субстанции I 
от182,6 до 184,0ºС (табл. 2).  

 
Таблица 1  

Растворимость субстанции I 
Растворители Растворимость субстанции I 

Вода Практически не растворим 
Этиловый спирт 95% Практически не растворим 

Хлороформ Практически не растворим 
Ацетон Легко растворим 

Диметилформамид Легко растворим 
 

https://www.chem21.info/info/8595
https://www.chem21.info/info/8595
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Таблица 2 
Температура плавления опытных серий субстанции I 

Серия 
Среднее значение темпе-

ратуры плавления 
по результатам 3-х изме-
рений каждой серии, ºС 

Интервал значений 
температуры плавления 
по результатам измере-

ний всех серий, ºС 
1 182,6 

182,6-184,0 2 184,0 
3 183,2 

 

Анализ ИК-спектров субстанции I 
позволил идентифицировать некоторые по-
лосы поглощения, принадлежащие пира-
зольному циклу и заместителям: тиетан-1,1-
диоксидному циклу, 4-нитрогруппе, брому в 
положении C3 и фрагменту амина по поло-
жению C5 (рис. 2). В ИК-спектре регистри-
руются валентные колебания: пиразольного 
цикла при 1265, 1483, 1559 см-1 (С-N, С=N, 

С=С); NO2-группы ‒ около 1339 см-1 (сим-
метричные) и 1549 см-1 (антисимметрич-
ные); связи C-Br ‒ около 1064 см-1. В обла-
сти 3307-3350 см-1 регистрируются валент-
ные колебания NH-группы фрагмента ани-
лина. Присутствие в ИК-спектрах соедине-
ния I полос поглощения колебаний связей 
SO2 группы при 1140 и 1321 см-1 подтвер-
ждает наличие тиетан-1,1-диоксидного цикла. 
Полученные результаты по 3 сериям показа-
ли, что положения и интенсивности полос по-
глощения валентных колебаний характерных 
функциональных групп субстанции I практи-
чески идентичны, что демонстрирует возмож-
ность использования ИК-спектрометрии для 
определения подлинности.  

 

 
Рис. 2. ИК-спектр субстанции I, снятый в диске с калия бромидом 

 
Изучены спектры поглощения в УФ-

спектре и видимой области одной опытной 
серии субстанции I. Установлено, что в УФ-
спектре 0,002% раствора субстанции I в 0,1 М 
растворе натрия гидроксида (рис. 3) в интер-
вале длин волн от 220 до 780 нм регистриру-
ются два максимума при 277,50±0,5 нм и 
457,17±1 нм и один минимум поглощения при 
364,78±0,5 нм. Среднее значение удельного 
показателя поглощения субстанции I в мак-
симуме поглощения при 457,17 нм составляет 
214 и при 277,50 нм – 633. 

Полученные данные позволяют реко-
мендовать спектрофотометрию в ультрафио-
летовой и видимой областях для определения 
подлинности субстанции I. 

Результаты ТСХ 3-х опытных серий 
субстанции I приведены в табл. 3. Установле-
но, что в 1-ой и 2-ой системах проявлений в 
УФ-свете регистрируется одна зона адсорб-
ции округлой формы с четкими границами, а 
в 3-й системе зона адсорбции имеет вытяну-
тую форму. Среднее значение Rf в 1-й систе-
ме составляет 0,48; во 2-й ‒ 0,72; в 3-й ‒ 0,70. 
Полученные данные подтверждают пригод-

ность 1-й и 2-й хроматографических систем 
для идентификации субстанции I. 

 

 
Рис. 3. УФ-спектр 0,002% раствора субстанции I, снятый в 

0,1М растворе натрия гидроксида 
 

В результате регистрации хромато-масс-
спектров субстанции I, установлено, что время 
удерживания субстанции I в среднем составляет 
22,53 мин (табл. 4). Помимо основного пика на 
хроматограмме наблюдаются 2 пика примесей.  

Анализ масс-спектров субстанции I по-
казал, что молекулярный ион регистрируется 
в виде 2-х пиков, различающихся на две мас-
совые единицы – 385,95 и 387,94 m/z, что 
объясняется наличием атома брома, суще-
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ствующего в виде двух стабильных изотопов 
в соотношении 79Br:81Br = 1:1 [14]. Макси-
мальным по интенсивности является ион с 
m/z 207,03 (100,0%), обусловленный отрывом 
тиетандиоксидного цикла и фенильного заме-
стителя (рис. 4).  

Для идентификации примеси, имеющей 
время удерживания 21,58 мин, проанализиро-
ван ее масс-спектр, в котором пик молекуляр-
ного иона имеет m/z 353,92 и может быть от-
несен к 3-бром-4-нитро-1-(тиетан-3-ил)-N-
фенил-1H-пиразол-5-амину. Необходимо про-
ведение дальнейших исследований с исполь-

зованием стандартных образцов субстанции I 
и примеси 3-бром-4-нитро-1-(тиетан-3-ил)-N-
фенил-1H-пиразол-5-амина.  

Наличие нитрогруппы позволяет 
предложить реакцию образования ацисоли с 
водным раствором натрия гидроксида для 
обнаружения субстанции I. Реакция суб-
станции I с 10% раствором натрия гидрок-
сида приводит к образованию раствора яр-
ко-красного цвета. Поэтому реакцию с 10% 
раствором натрия гидроксида можно реко-
мендовать для определения подлинности 
субстанции I. 

 

 
Рис. 4. Масс-спектр субстанции I 

 
Таблица 3 

Значения зон адсорбции Rf опытных серий субстанции I 

Хроматографическая система 
Значение Rf 

Опытные серии субстанции I 
1-я 2-я 3-я Среднее значение 

1-я 0,49 0,48 0,47 0,48 
2-я 0,70 0,73 0,72 0,72 
3-я 0,68 0,72 0,70 0,70 

 
Таблица 4 

Хромато-масс-спектрометрические данные субстанции I 
Серия Основное вещество Примеси 

tR [M] tR
 1 [M] tR

 2 [M] 
1-я 22,53 385,95 21,59 353,96 9,00 280,85 
2-я 22,53 385,94 21,58 353,92 7,512 281,01 
3-я 22,54 385,95 21,58 353,92 9,00 280,80 

Примечание. tR- время удерживания, мин.  
 

Заключение и выводы  
В результате анализа 3-х серий суб-

станции 3-бром-1-(1,1-диоксотиетан-3-ил)-4-
нитро-N-фенил-1H-пиразол-5-амина (I) опре-
делены следующие показатели: описание, 
растворимость и температура плавления. Для 
определения подлинности можно также реко-
мендовать спектрофотометрию в УФ и види-
мой областях спектра, спектрометрию в ин-
фракрасной области, тонкослойную хромато-
графию, а также качественную реакцию с 10% 
раствором натрия гидроксида, которые после 

проведения валидации могут быть включены 
в нормативную документацию на субстанцию 
3-бром-1-(1,1-диоксотиетан-3-ил)-4-нитро-N-
фенил-1H-пиразол-5-амина (I). 

Работа выполнена при финансовой под-
держке гранта Российского научного фонда 
(проект № 23-25-00144). Масс-спектро-
метрические исследования выполнены в лабо-
ратории, оснащенной за счет средств Про-
граммы стратегического академического ли-
дерства Башкирского государственного меди-
цинского университета (ПРИОРИТЕТ-2030). 

NO2
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