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Диборнол (4-метил-2,6-диизоборнилфе
нол) – новый полусинтетический антиоксидант 
из группы пространственно-затрудненных 
фенолов, обладающий антирадикальной, ге-
мореологической, антитромбоцитарной и 
антитромбогенной активностью [1, 2].

В связи с наличием вышеперечисленных 
свойств диборнол проявил высокую фармако-
логическую активность на моделях таких со-
циально значимых заболеваний, как наруше-
ние мозгового кровообращения и сосудистые 
заболевания глаз [3, 4].

За последние годы значительно изме-
нилась приоритетность в отношении кри-
териев, предъявляемых к потенциальным 
лекарственным средствам (ЛС). Внимание 

исследователей все больше направлено на 
поиск безопасных ЛС, обладающих низ-
ким порогом токсичности и высокой без-
вредностью. Результаты экспериментов по 
изучению острой токсичности диборнола 
свидетельствуют о его принадлежности к 
четвертому классу опасности  – «малоопас-
ные вещества» [5]. 

Таким образом, диборнол является но-
вым перспективным антиоксидантом с низ-
кой токсичностью, который обладает вы-
раженным влиянием на реологию крови, 
сосудисто-тромбоцитарный гемостаз.

Для завершения этапа доклинических ис-
следований и дальнейшего внедрения дибор-
нола в медицинскую практику необходимо 
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разработать методики контроля безопасности 
диборнола, а именно контроль посторонних 
примесей в субстанции.

Целью настоящей работы стала разра-
ботка и валидация методики определения по-
сторонних примесей в субстанции диборнола 
методом ВЭЖХ.

Синтез диборнола осуществляют путем 
алкилирования пара-крезола (1) камфеном (2) 
в присутствии катализатора пара-крезолята 
алюминия при температуре 180 °С в течение 
6 ч. Контроль за ходом реакции проходит ме-
тодом ГЖХ. Для разложения катализатора 
используется хлороводородная кислота. Не-
прореагировавшие крезол и камфен отгоняют 
при пониженном давлении. После перекри-
сталлизации из этанола выделяют целевой 
продукт 4-метил-2,6-диизоборнилфенол (3). 
В качестве побочного продукта реакции воз-
можно образование моноалкилированного 
пара-крезола (4) [6].

4-метил-6-изоборнилфенола, рабочий стан-
дартный образец диборнола, синтезирован-
ные в Институте химии Коми НЦ УрО РАН под 
руководством член-корр. РАН А.В. Кучина. 

Результаты и их обсуждение 

В качестве посторонних примесей в 
субстанции диборнола могут содержаться 
п-крезол и камфен  – исходные вещества в 
синтезе диборнола и побочный продукт син-
теза – 4-метил-2-изоборнилфенол. Камфен от-
носится к IV классу токсичности, п-крезол и 
4-метил-2-изоборнилфенол – к III классу ток-
сичности [7-9]. Исходя из этого целесообраз-
но проводить контроль п-крезола (примесь I) 
и 4-метил-2-изоборнилфенола (примесь II). 
При разработке методики необходимо было 
подобрать оптимальные условия для эффек-
тивного разделения веществ за минимальное 
время анализа, для этого варьировали состав 
подвижной фазы и скорость потока. Наиболее 

Материалы и методы

Определение посторонних примесей про-
водили методом обращенно-фазной ВЭЖХ, 
при этом использовали следующее оборудо-
вание: высокоэффективный жидкостной хро-
матограф Agilent Technologies 1200 (США), 
снабженный диодно-матричным детектором, 
колонка Zorbax Eclipse XDB С-18, 5  мкм, 
размер 4,6×150  мм. Подвижная фаза  – вода-
ацетонитрил. Реактивы, используемые в ра-
боте, были ВЭЖХ чистоты фирмы Pancreac.

В работе использовали образцы при-
месей п-крезола фирмы Fluka (Германия) и 

приемлемое разделение исследуемых веществ 
достигалось при следующих условиях: под-
вижная фаза вода:ацетонитрил в соотношении 
60:40 в режиме градиентного элюирования до 
соотношения 5:95 в течение 4 мин, скорость 
потока 1,2 мл/мин, затем вода:ацетонитрил в 
соотношении 5:95 в режиме изократического 
элюирования, скорость потока 1,5 мл/мин, 
длина волны детектирования 282 нм, объем 
пробы 20 мкл, температура термостата колон-
ки 40 °С, время анализа 15 мин. 

Валидацию аналитической методи-
ки проводили по следующим параметрам: 
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специфичность, критерии пригодности хро-
матографической системы, линейность, 
правильность, воспроизводимость, предел 
обнаружения и предел количественного обна-
ружения [10, 11].

Специфичность (селективность) мето-
дики обеспечивает возможность достоверно 
определять количественное содержание каж-
дой примеси в присутствии действующего 
вещества.

Для подтверждения специфичности ис-
пользовали модельную смесь субстанции 
диборнола (1,0  мг/мл) и примесей (0,005  мг/
мл) в ацетонитриле (рис. 1). Идентификация 
примеси I, II и диборнола подтверждалась 
совпадением времени удерживания анали-
зируемых компонентов и стандартных об-
разцов. На хроматограмме растворителя от-
сутствовали пики, мешающие определению 
анализируемых соединений. Пики примес-
ных соединений хорошо разделяются между 
собой и с пиком диборнола. Они имеют сле-
дующие времена удерживания: примесь I  – 
2,40 ± 0,02 мин; примесь II – 5,45 ± 0,02 мин; 
диборнол – 11,40 ± 0,03 мин.

Для проверки пригодности хромато-
графической системы использовали раствор 

примеси I (0,005 мг/мл) и примеси II (0,005 мг/
мл) в ацетонитриле. Расчет параметров хро-
матографической системы проводили для пи-
ков п-крезола и 4-метил-2-изоборнилфенола 
на пяти хроматограммах, полученных в усло-
виях анализа.

Подобранная хроматографическая систе-
ма характеризуется высокой эффективностью, 
хорошей разрешающей способностью и вос-
производимостью. Для определения содержа-
ния примесей, когда пики очень отличаются 
по высоте, коэффициент разделения между 
пиками должен быть больше 2. Степень раз-
деления системного пика, пиков примесей I и 
II, а также пика диборнола на хроматограм-
ме больше 2. Коэффициент асимметрии пика 
примеси I составил 0,9, а примеси II – 1,5. От-
носительное стандартное отклонение площа-
ди пиков для примесей I и II равно 1 % .

Линейность методики отражает про-
порциональность увеличения (уменьшения) 
площади пика на хроматограмме при возрас-
тании (снижении) количества анализируемо-
го вещества  – посторонних примесей в ис-
пытуемых образцах субстанции диборнола. 
Определение линейности проводили на шести 
уровнях концентраций примеси I и примеси II 

Рис. 1. Хроматограмма модельной смеси диборнола (1 мг/мл) и примесей I, II (0,005 мг/мл) в ацетонитриле: 
системный пик – 1; примесь I – 2; примесь II – 3; диборнол – 4
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в ацетонитриле (0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,5 и 1 %). 
Регламентированное содержание посторон-
них примесей в проекте ФСП на субстанцию 
диборнола составляет не более 0,2 %. В связи 
с этим охваченный нами диапазон концентра-
ций примесей в растворах для проверки ли-
нейности считаем приемлемым. Каждый из 
шести полученных растворов примесей (I) и 
(II) хроматографировали не менее 3 раз. Рас-
считывали среднее значение площадей пиков 
и строили кривую зависимости площади пика 
от концентрации вещества в растворе (рис. 2, 
3). Коэффициент корреляции, который явля-
ется критерием линейной зависимости между 
концентрацией и площадью пика, в обоих 
случаях составил 0,999, что говорит о со-

блюдении линейности в анализируемом диа-
пазоне концентраций. Этот интервал можно 
определить как аналитическую область мето-
дики.

Правильность (точность) методики ха-
рактеризует близость результатов испытаний, 
полученных в данных условиях, к истинному 
значению. Правильность данной методики 
установлена по результатам анализа трех па-
раллельных определений модельных раство-
ров на четырех уровнях концентраций приме-
сей I и II. Согласно представленным данным 
(табл. 1, 2), методика обладает удовлетвори-
тельной точностью. 

Воспроизводимость аналитической ме-
тодики характеризует надежность анализа 

Рис. 2. Зависимость площади пика от содержания п-крезола в модельных смесях

Рис. 3. Зависимость площади пика от содержания 4-метил-2-изоборнилфенола в модельных смесях
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по степени совпадения результатов индиви-
дуальных определений при многократном ис-
пользовании. В работе представлена внутри-
лабораторная воспроизводимость методики, 
которую оценивали при использовании мо-
дельного раствора с содержанием примесей I 
и II на уровне 0,5 % (0,005 мг/мл). Раствор по-
следовательно 10 раз вводили в жидкостный 
хроматограф. На хроматограмме измеряли 
площади пиков примесей I и II. На основании 
полученных результатов (табл. 3) можно сде-
лать заключение о хорошей воспроизводимо-
сти данной методики. Относительная ошибка 

среднего результата определения примесей I 
и II составляет 0,83 и 1,33 % соответственно. 

Предел обнаружения – минимальное со-
держание анализируемого вещества в образ-
це, которое можно обнаружить с помощью 
данной методики. В наших исследованиях 
это минимальная концентрация, при которой 
посторонние примеси могут быть достоверно 
обнаружены. Этот параметр определен ис-
ходя из соотношения аналитического сигнала 
к фоновому шуму (3:1). При данном соотно-
шении предел обнаружения для примеси I и II 
составил 0,1 мкг/мл (0,01 %).

Таблица 1. Оценка правильности методики для анализа примеси I

Содержание примеси I  
в растворе, мкг/мл

Отклонение  
(погрешность 

определения), %
Среднее отклонение, %

теоретическое найденное

0,50
0,48
0,46
0,46

4,0
8,0
8,0

6,7

1,00
1,07
0,98
1,05

7,0
2,0
5,0

4,7

2,00
2,13
2,12
2,12

6,5
6,0
6,0

6,2

5,00
5,38
4,50
4,71

7,6
10,0
5,8

7,8

Таблица 2. Оценка правильности методики для анализа примеси II

Содержание примеси II в растворе, мкг/мл Отклонение 
(погрешность 

определения), %
Среднее отклонение, %

теоретическое найденное

0,50
0,59
0,43
0,40

18,0
14,0
20,0

17,3

1,00
1,02
1,09
1,14

2,0
9,0
14,0

8,3

2,00
2,10
2,12
2,12

5,0
6,0
6,0

5,7

5,00
5,13
4,96
5,20

2,6
0,8
4,0

2,5
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Предел количественного обнаружения  – 
концентрация, при которой посторонние при-
меси могут быть обнаружены с приемлемой 
точностью и воспроизводимостью. Соот-
ношение аналитического сигнала к фоново-
му шуму для данного уровня концентрации 
должно составлять не менее 10:1. Предел ко-
личественного обнаружения для примеси I и 
II равен 0,5 мкг/мл (0,05 %).

Таким образом, методика количествен-
ного определения по валидационным харак-
теристикам является специфичной для опре-
деления посторонних примесей в субстанции 
диборнола. Она характеризуется корректной 
точностью и воспроизводимостью результа-

тов, линейной зависимостью в аналитической 
области от 0,01 до 1,0 % от основного веще-
ства, принятого за 100 %. 

Выводы

1.	 Разработана методика определения 
посторонних примесей в субстанции дибор-
нола с помощью ВЭЖХ, валидация которой 
показала, что данная методика является спец-
ифичной, линейной, точной и воспроизводи-
мой.

2.	 ВЭЖХ-методика определения посто-
ронних примесей может быть использована в 
проекте фармакопейной статьи предприятия 
на субстанцию диборнола.

Таблица 3. Оценка воспроизводимости методики

№ опыта Площадь пика примеси I Площадь пика примеси II

1 62,8 44,8
2 63,1 45,5
3 63,2 47,1
4 62,0 47,4
5 62,2 46,3
6 62,2 45,3
7 63,0 46,6
8 62,9 47,1 
9 63,6 46,1 
10 64,4 46,5
Хср 62,9 46,3
S 0,723 0,856

∆Хср 0,52 0,61
Хср ± ∆Хср 62,9±0,52 46,3±0,61

εср, % 0,83 1,33
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The results of elaboration of procedure and suitability evaluation (validation) for the determination of 
impurities in dibornol (4-methyl-2,6-diisobornylphenol) substance have been presented. The validation 
was carried out at the stage of monographs of dibornol preparation.
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