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Резюме. Подробно рассмотрены основные задачи стрессовых экспериментов и соответствующие им ис-
пытания, а также стрессовые эксперименты для приготовления растворов для проверки пригодности 
хроматографических систем. Предложен подход для систематизации и анализа результатов стрессовых 
экспериментов (стресс-исследований). Этот подход основан на использовании относительных времен вы-
хода пиков и специальной таблицы, которая дает возможность надежно выявлять перекрывающиеся пики 
на хроматограммах до и после стрессовых экспериментов; это особенно важно для разработки и валида-
ции аналитических методик. Таблица также дает возможность соотнести пики примесей с определенными 
типами негативных химических реакций разложения/превращения лекарственных веществ. Даны реко-
мендации по проведению стрессовых экспериментов, которые, несомненно, будут полезны на практике.
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ABOUT STRESS EXPERIMENTS BY DEVELOPING / IMPROVING ANALYTICAL METHODS AND TECHNOLOGY 
OF DRUG SUBSTANCES AND MEDICINES

N.A. Epshtein1*

Abstract. The main objectives of stress experiments and tests corresponding to them, and also stress experiments for 
preparation of solutions for check of system suitability of chromatographic systems are in detail considered. Approach 
for systematization and the analysis of results of stress experiments (stress testing) is offered. This approach is based on 
use of relative times of peaks of substances and on the special table, which allows resolving overlapping peaks before 
and after stress tests with high confidence; it is especially important for development and validation of the analytical 
methods. The table also gives the possibility to correlate peaks of impurity to certain types of negative chemical 
reactions of decomposition/transformation of drug substances.Recommendations are presented for conducting stress 
tests, which would be without doubts a great help in practice.

Keywords: stress testing, stress experiments, drug substances, drugs, medicines, stability, methods, validation.

Аналитические методики и методы контроля

ВВЕДЕНИЕ
Под стрессовыми экспериментами 

(стресс-исследованиями, stress testing) по-
нимают такие эксперименты, которые про-
водятся при более сильном, чем обычно, 
воздействии факторов, способных влиять 
на свойства объекта исследования. В от-
ношении лекарственных веществ и смесей 
основными факторами стрессового воз-
действия являются: температура, действие 
воды или ее паров, кислая или щелочная 
среда, окислители (обычно кислород воз-
духа), углекислый газ, реакционноспособ-
ные примеси из вспомогательных веществ, 
действие света, а также механохимичес- 
кое воздействие и действие ультразву-
ка  [1]. Известно, что стрессовые экспери-

менты играют важную роль при решении 
ряда задач в фармации: при разработке и 
валидации аналитических методик; при ис-
следовании возможности взаимодействия 
(совместимости) лекарственных и вспомо-
гательных веществ; при экспрессной, пред-
варительной оценке стабильности лекарст- 
венных субстанций и препаратов; при под-
боре подходящей упаковки и т.д. Этому по-
священо много публикаций. К сожалению, 
как правило, в публикациях при обсужде-
нии результатов стрессовых эксперимен-
тов используют визуальное сравнение хро-
матограмм и/или таблицу времени выхода 
пиков (RT) на хроматограммах, что недоста-
точно1. То же самое наблюдалось автором 
статьи и в ходе многочисленных эксперт-
ных оценок валидационной документации 

____________
1 Перекрывание пиков примесей на хроматограммах до и после стрессовых экспериментов 

неоднократно наблюдалось нами в ходе разработки аналитических методик при использовании 
подхода, предлагаемого в данной статье. Однако когда для тех же хроматограмм составляли еди-
ную таблицу «RT примеси – ее содержание в %», то часто не видели перекрывание пиков (получали 
большее количество пиков, причем некоторым, близким RT в таблице, как оказалось, соответство-
вала одна и та же примесь).
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отечественных и иностранных фирм. Однако сравне-
ние хроматограмм до и после стрессовых эксперимен-
тов с использованием времени выхода пиков связа-
но с риском неправильных выводов. Дело в том, что 
значения RT на хроматограммах могут существенно 
изменяться (сдвигаться в ту или иную сторону) в хо-
де стрессовых экспериментов даже при небольшом, 
практически неизбежном, варьировании характерис- 
тик подвижной фазы (соотношения компонентов, pH, 
ионной силы и т.д.). Поэтому высока вероятность того, 
что даже при сравнении RT пиков до и после стрессо-
вых экспериментов в одной таблице, не говоря уже о 
визуальном сравнении хроматограмм, не будет уста-
новлено перекрывание близко расположенных пиков. 
Это может привести к неправильной идентификации 
пиков примесей, что особенно критично при исполь-
зовании поправочных коэффициентов, наличии боль-
шого количества пиков на хроматограммах после 
стрессовых экспериментов, а также при отнесении пи-
ков примесей к соответствующим лекарственным ве-
ществам в многокомпонентных препаратах.

Цель статьи: а) рассмотреть основные стрессо-
вые эксперименты1 и дать по ним рекомендации; 
б) предложить подход для оценки результатов стрес-
совых экспериментов, сводящий к минимуму упо-
мянутый выше риск (этот подход показал высокую 
эффективность на практике); в) предложить специ-
альную таблицу, дающую возможность связать обра-
зование пиков примесей – продуктов разложения/
превращения лекарственных веществ с определен-
ными негативными химическими реакциями; г) рас-
смотреть наиболее полезную, на взгляд автора, лите-
ратуру по стрессовым экспериментам и связанным с 
ними вопросам. 

ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР  
ПО ПРОВЕДЕНИЮ  
СТРЕССОВЫХ ЭКСПЕРЕМЕНТОВ

Прежде всего, подчеркнем, что в основных ру-
ководствах ICH, EMEA и национальных регуляторных 
органов приводятся очень краткие и сравнительно 
малоинформативные рекомендации по проведению 
стрессовых экспериментов (за исключением фотоста-
бильности) [2–5]. Это, по-видимому, связано как с тем, 
что такие руководства дают только рекомендации об-
щего типа, так и с многообразием условий стрессовых 
экспериментов, сильно зависящих от свойств молекул 
исследуемых веществ и смесей, а также от поставлен-
ных задач. 

В настоящее время наиболее полное рассмотре-
ние стрессовых экспериментов представлено в кни-
ге [1], главы которой написаны ведущими специалиста-

ми в различных областях фармации. В [1] рассмотрены 
следующие основные вопросы: стрессовые экспери-
менты как инструмент прогноза [глава (2)]; химические 
реакции разложения лекарственных веществ (3); осо-
бенности проведения стрессовых экспериментов – 
условия испытаний и подготовка образцов (4); иссле-
дование восприимчивости веществ к окислению (6), 
тестирование фотостабильности (7, 8); совместимость 
лекарственных и вспомогательных веществ (11). При 
этом в большинстве глав обсуждаются также стрессо-
вые эксперименты в связи со стабильностью лекарст- 
венных веществ и препаратов. Очевидно, что в [1] 
представлены взгляды авторов соответствующих раз-
делов, которые не являются всеобъемлющими. Поэто-
му можно порекомендовать также ряд обзоров и пуб- 
ликаций по стрессовым экспериментам и связанным 
с ними вопросам (компьютерный прогноз потенци-
ально возможных примесей – продуктов разложения/
превращения лекарственных веществ, идентификация 
примесей, механизмы реакций в твердой фазе и т.д.). 

В русскоязычной литературе можно выделить об-
зор [6], в котором рассмотрены стресс-исследования в 
основном с регуляторной точки зрения и более под-
робно – исследование фотостабильности. При этом 
исследование фотостабильности рассматривает-
ся отдельно от стресс-исследований. По-видимому, 
это вызвано тем, что фотостабильности посвяще-
но специальное руководство ICH [4], хотя по смыс-
лу тестирование фотостабильности является частью 
стресс-исследований. В [7] рассмотрены необходимые 
стрессовые эксперименты для разработки так назы-
ваемых Stability-Indicating Methods, то есть методик, 
предназначенных для исследования и контроля ста-
бильности лекарственных субстанций и препаратов. 
В [8] рассмотрены особенности организации стрессо-
вых экспериментов при действии окислителей и ин-
терпретации получаемых результатов. 

Следует отметить презентацию [9], в которой об-
суждаются специальные подходы и компьютерные 
программы для прогноза возможных продуктов раз-
ложения/превращения лекарственных веществ. Ком-
пьютерная программа Pharma D3 (CambridgeSoft 
Pharmaceutical Drug Degradation Database) [10] имеет 
online-версию. Она дает возможность прогнозировать 
образование определенных примесей и связанных с 
ними вероятных механизмов деградации лекарствен-
ных веществ на основании базы данных для несколь-
ких сотен молекул лекарственных веществ («базо-
вых» молекул). Ее достоинством является то, что она 
основывается на фактических данных по определе-
нию примесей при хранении лекарственных веществ 
и препаратов, а недостатком – то, что она может ис-

____________
1 В статье не рассматриваются дополнительные стрессовые эксперименты, которые могут потребоваться для мягких 

лекарственных форм, например охлаждение/замораживание.

Контроль качества химико-фармацевтических препаратов
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пользоваться только для молекул, химическая струк-
тура которых может быть получена добавлением или 
удалением небольших химических фрагментов отно-
сительно структуры «базовых» молекул. Компьютер-
ная программа Zeneth Chemical Degradation Prediction 
Software [11] лишена этого недостатка: она позволяет 
вводить любые химические структуры, прогнозиро-
вать потенциальные примеси не только для процес-
сов деструкции, но и для бимолекулярных реакций 
взаимодействия молекул, а также для фотохимичес- 
ких реакций. Однако эта программа не ориентиро-
вана на лекарственные вещества и препараты. В свя-
зи с этим для лекарственных веществ при прогнозе 
с помощью программы Zeneth Chemical Degradation 
Prediction Software можно ожидать получения всех 
теоретически возможных продуктов деструкции/
превращения, а не только наиболее реальных, как в 
случае программы Pharma D3. Тем не менее обе упо-
мянутые выше компьютерные программы оказались 
полезными при идентификации пиков примесей на 
хроматограммах по массам фрагментов с помощью 
масс-спектрометрических детекторов [9]. 

В связи с идентификацией примесей – продук-
тов стрессовых экспериментов представляет интерес 
книга [12]. В ней рассмотрены практически все методы 
определения примесей в лекарственных веществах и 
препаратах. Можно выделить также обзор [13], в ко-
тором обсуждены методики определения продуктов 
деструкции 197 лекарственных веществ и приведена 
обобщающая таблица с указанием хроматографичес- 
ких колонок и состава подвижных фаз, используемых 
при идентификации примесей. Следует обратить вни-
мание на то, что требования ICH к идентификации при-
месей в лекарственных веществах и в препаратах су-
щественно различаются. Это необходимо учитывать 
как при обосновании нормирования содержания при-
месей, так и при обсуждении результатов стрессовых 
экспериментов в связи с прогнозом стабильности ле-
карственных веществ и препаратов. Согласно ICH для 
лекарственных веществ должны быть идентифициро-
ваны все примеси, содержание которых превышает 
0,1% при суточной дозе препарата ≤2 г или превыша-
ет 0,05% при суточной дозе препарата >2 г [14]. Для ле-
карственных препаратов эти требования менее жест-
кие [15] (таблица 1).

Важным при планировании, проведении и интер-
претации стрессовых экспериментов является пони-
мание механизмов химических процессов. Для жид-
ких фаз, как правило, достаточно знаний, полученных 
при высшем химическом образовании. Однако для 
понимания реакций, протекающих в твердых фазах, 
особенно в связи с задачами прогнозирования ста-
бильности и взаимодействия лекарственных и вспо-
могательных веществ, необходимы дополнительные 
знания по механизмам твердофазных реакций. Пока-

зателен случай, имевший место при обсуждении проб- 
лемы стабильности препарата на одной из произ-
водственных площадок. Было высказано предположе-
ние, что на стабильность препарата оказывает влияние 
гидролиз молекул лекарственного вещества в присут-
ствии стеарата магния. Однако это предположение 
не устроило технологов и химиков производствен-
ной площадки: они возразили, что стеарат магния яв-
ляется твердым веществом и поэтому не может вызы-
вать гидролиз лекарственного вещества при хранении 
препарата. Впоследствии наше предположение было 
подтверждено результатами стрессовых эксперимен-
тов, а также сравнительным исследованием стабиль-
ности исходного препарата и аналогичного опытно-
промышленного образца, в котором стеарат магния 
был заменен на другой лубрикант. При планировании 
стрессовых экспериментов и обсуждении их результа-
тов надо иметь в виду, что твердофазные реакции мо-
гут резко ускоряться в присутствии даже небольшого 
количества воды. Более того, в твердой фазе в микро-
окружении катионов магния и щелочных металлов и 
анионов сильных кислот в присутствии молекул воды 
могут существовать микрообласти соответствен-
но со щелочным и с кислым pH – «microenvironmental 
pH», способные вызывать гидролиз лекарственных ве-
ществ в твердой фазе [16]. Для понимания возмож-
ных механизмов реакций лекарственных веществ в 
твердой фазе можно порекомендовать книгу [1] и об-
зор [17], а для реакций взаимодействия лекарственных 
и вспомогательных веществ – обзор [18].

Таблица 1.

Требования ICH к идентификации примесей в зависимости  
от максимальной дневной дозы (TDI)  

лекарственного препарата [15]

Максимальная дневная 
доза

(Maximum Daily Dose)

Предел содержания примеси, 
выше которого она должна 

быть идентифицирована 
(Threshold)

<1 мг
1,0% или 5 мкг TDI – то, что 

меньше

1–10 мг
0,5% или 20 мкг TDI – то, что 

меньше

>10 мг – 2 г
0,2% или 2 мг TDI – то, что 

меньше

>2 г 0,1%

Имеется много публикаций по использованию 
термических методов анализа, таких как ДСК, ТГА, изо-
термическая калориметрия, термомикроскопия, для 
прогнозирования взаимодействия и совместимости 
лекарственных и вспомогательных веществ, в том чис-
ле в русскоязычной литературе [19]. Эти методы явля-

Аналитические методики и методы контроля
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ются универсальными, экспрессными и легко приме-
нимы ко всем веществам и смесям. К сожалению, они 
в большинстве случаев недостаточны для надежного 
прогноза совместимости лекарственных и вспомога-
тельных веществ. Тем не менее методы термического 
анализа полезны при объяснении результатов стрес-
совых экспериментов. Они дают возможность уста-
навливать процессы, влияющие на совместимость ле-
карственных и вспомогательных веществ, которые 
не обнаруживаются традиционными аналитически-
ми методами. К таким процессам относятся плавле-
ние отдельных компонентов смесей, кристаллизация, 
полиморфные переходы, образование эвтектических 
смесей и т.д. [20].

ПРАВИЛА ПРОВДЕНИЯ  
СТРЕССОВЫХ ЭКСПЕРИМЕНТОВ

При проведении стрессовых экспериментов сле-
дует придерживаться следующих основных правил:

1. Стрессовые эксперименты должны прово-
диться таким образом, чтобы свести к ми-
нимуму образование примесей вследствие 
вторичных реакций. Основание: во-первых, та-
кие реакции маловероятны как при хранении ле-
карственных субстанций, препаратов и их полу-
продуктов, так и при технологических процессах; 
во-вторых, пики продуктов вторичных реакций 
могут перекрываться с пиками основных веществ 
и пиками примесей, которые реально могут об-
разовываться при получении и хранении лекарст- 
венных веществ и препаратов. Из-за этого могут 
возникнуть более жесткие, часто невыполнимые 
требования к разделяющей способности мето-
дики определения примесей. Для сведения к ми-
нимуму вторичных реакций, протекание которых 
маловероятно при получении и хранении ле-
карственных веществ и препаратов, рекоменду-
ем, чтобы разложение (превращение) основного 
вещества не превышало 5% при стрессовых экс-
периментах с окислением и 20% – в остальных 
случаях. Более низкий допускаемый предел раз-
ложения при стрессовых экспериментах с окисле-
нием связан с тем, что при окислении протекают 
многочисленные радикальные реакции, а так как 
они имеют низкую энергию активации, увеличи-
вается риск вторичных реакций.

2. Надо стремиться к тому, чтобы растворы 
до и после стрессовых экспериментов име-
ли близкие концентрации основного вещест- 
ва; при этом логично ориентироваться на номи-
нальную концентрацию основного вещества в ис-

пытуемом растворе по методике определения 
примесей. 

3. На хроматограммах растворов после стрес-
совых экспериментов следует контролиро-
вать (определять) спектральную чистоту 
пиков основных веществ и пиков примесей, 
для которых требуется использовать по-
правочные коэффициенты. Это важно прежде 
всего для доказательства специфичности ана-
литических методик. Оценку спектральной чис- 
тоты пиков можно легко проводить с помощью 
диодно-матричных детекторов и специальных 
программ, входящих в пакеты обработки хро-
матографических данных современных хрома-
тографов. Например, в случае хроматографов 
Waters можно использовать графики Peak Purity1 
и/или проверять выполнение соотношения Purity 
Angle  < Purity Threshold. Если окажется, что пик 
основного вещества или пик какой-то из приме-
сей, для которой требуется использовать попра-
вочные коэффициенты, не является спектрально 
чистым, то это сигнал о необходимости доработки 
методики определения примесей: надо улучшить 
разделяющую способность хроматографической 
системы. В качестве исключения из этого прави-
ла можно рассматривать пики примесей, которые, 
во-первых, расположены вблизи базовой линии 
основного пика (на нисходящей или восходящей 
ветви), во-вторых, не требуют использования по-
правочных коэффициентов и, в-третьих, при нор-
мируемом содержании могут быть однозначно 
(воспроизводимо) отделены от пика основного 
вещества, то есть p/ν – не менее 1,5 [21]. В поль-
зу этого говорит возможность использования 
коэффициента p/ν (peak-to-valley ratio) для час- 
тично перекрывающихся (то есть не спектраль-
но чистых) пиков в Европейской Фармакопее [22]. 
В таких случаях, как правило, достаточно прово-
дить оценку спектральной чистоты пика основно-
го вещества без учета пика примеси на переднем 
или заднем «хвосте», проводя базовую линию под 
пиком основного вещества до точки valley (низ-
шей точки впадины) между пиком основного ве-
щества и пиком примеси.

Факторы, воздействие которых тестируется в 
стрессовых экспериментах, и связанные с ними хими-
ческие и физические процессы систематизированы в 
таблице 2. В этой же таблице приведены характерные 
химические и физические процессы, вызываемые упо-
мянутыми выше факторами. 

____________
1 Графики типа Peak Purity имеют преимущество, так как они дают возможность надежнее определять наличие пика при-

меси под пиком рассматриваемого вещества, а также локализацию пика примеси.

Контроль качества химико-фармацевтических препаратов
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ПРОВЕДЕНИЕ  
СТРЕССОВЫХ ЭКСПЕРИМЕНТОВ

В таблице 3 рассмотрены основные задачи стрес-
совых экспериментов и соответствующие испытания. 
Рассмотрим эти испытания более подробно.

Кислотный гидролиз

Применяется для оценки устойчивости веществ 
и смесей к действию кислой среды, а также для опре-
деления пиков потенциальных продуктов кислотно-
го гидролиза лекарственных веществ. С химической 
точки зрения гидролиз представляет собой реакцию 
взаимодействия молекул вещества с молекулами во-
ды, приводящую чаще всего к замещению функци-
ональных групп на OH-группы, а иногда, например 
в случае эфиров, – к отщеплению фрагментов моле-
кул. Обычно скорость гидролиза невелика, особенно 
в нейтральной среде – при pH, близком к 7. Для того 
чтобы ускорить гидролиз, в стрессовых эксперимен-
тах используют нагревание веществ и смесей в при-
сутствии небольших количеств воды (моделирование 
действия остаточной влаги) или паров воды, реже 
применяют нагревание растворов. Используют также 
более сильное стрессовое воздействие – ускорение 
реакций гидролиза в кислой или в щелочной среде за 
счет катализа ионами H+ (H3O+) или OH-. 

Для проведения кислотного гидролиза при стрес-
совых экспериментах применяют, как правило, раство-
ры HCl подходящей концентрации – обычно 1M HCl. 
При этом в зависимости от устойчивости молекул ве-
ществ к гидролизу можно использовать нагревание, 
комнатную температуру или охлаждение, меньшую 
концентрацию кислоты, меньшее время воздействия 
с целью замедлить скорость гидролиза и выполнить 
требования правила 1, приведенного выше. Раство-
ры, получаемые при кислотном гидролизе, рекомен-
дуется доводить до нейтральной среды добавлением 
небольшого объема раствора щелочи с целью пре-
дотвращения преждевременного снижения эффек-
тивности хроматографической колонки из-за инжек-
ций сильнокислого раствора.

Пример для трудногидролизуюемой субстанции. 
Около 25 мг (точная навеска) субстанции <наименова-
ние> помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл, 
приливают 1,0 мл 1 M раствора кислоты хлористово-
дородной и выдерживают в течение 2 ч при темпера-
туре 80 °С, затем доводят объем раствора метанолом 
до метки и перемешивают. Нейтрализуют полученный 
раствор с помощью 1 М раствора гидроксида натрия 
до pH, близкого к 7.

Щелочной гидролиз

О щелочном гидролизе можно написать то же са-
мое, что отмечено выше для кислотного гидролиза, но 
только в отношении щелочной среды и с учетом заме-
ны HCl на NaOH.

Окисление

Основная задача стрессовых экспериментов 
окисления – определить хроматографические пики 
примесей, которые потенциально могут образовы-
ваться из-за окисления лекарственных веществ в хо-
де технологических процессов или при хранении ле-
карственных веществ и препаратов; задачей таких 
экспериментов может быть также установление свя-
зи между изменением окраски веществ и их окислени-
ем. Очевидно, что основным окислителем, влияющим 
на образование примесей в лекарственных веществах 
и препаратах, является кислород воздуха. Тем не ме-
нее в стрессовых экспериментах окисления кислород 
обычно не используют в связи с высокой взрывопожа-
роопасностью при нагревании веществ в атмосфере 
кислорода. Применяют, как правило, перекись водо-
рода и ее водные растворы. Такой выбор объясняется 
тем, что перекись водорода легко разлагается и не вы-
зывает в отличие от других окислителей дополнитель-
ных трудностей очистки растворов перед хроматогра-
фическим анализом. В качестве исходного окислителя 
рекомендуется использовать 3% раствор перекиси во-
дорода. Однако из-за того, что молекулы веществ мо-
гут сильно различаться по способности к окислению, 
на практике приходится экспериментально подбирать 
концентрацию перекиси водорода, способ приготов-
ления раствора для стрессовых экспериментов и усло-
вия их проведения. 

Механизм процессов окисления – это радикаль-
ные реакции; они имеют, как правило, очень низкие 
энергии активации. Поэтому при стрессовом окисле-
нии веществ могут образовываться многочисленные 
продукты вторичных реакций, которые невозможны 
в технологических условиях и при хранении лекарст- 
венных веществ и препаратов. Очевидно, что такие 
вторичные реакции надо свести к минимуму. Возника-
ет вопрос: как это сделать? Теоретически обоснован-
ного ответа в настоящее время не существует. Одна-
ко можно основываться на практических результатах 
исследований. Установлено, что вторичные реакции 
проявляются в большом количестве пиков продуктов 
окисления на хроматограммах растворов после стрес-
совых испытаний. Следовательно, необходимо свести 
к минимуму количество таких пиков. Для этого по на-
шему опыту при стрессовых экспериментах окисления 
необходимо обеспечить такие условия (концентрация 
окислителя, температура и продолжительность воз-
действия), чтобы разложение лекарственного вещест- 
ва не превышало 5%, причем в большинстве случаев 
достаточно провести разложение вещества на 2–3%. 
Степень разложения лекарственных веществ можно 
легко контролировать по хроматограммам методом 
нормализации площадей пиков.

Для веществ, способных к легкому окислению, ре-
комендуется использовать концентрацию перекиси 
водорода <3%, например 0,3% [23], окисление прово-
дить при комнатной температуре или даже охлаждать 

Аналитические методики и методы контроля
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раствор. Для замедления окисления веществ целесо-
образно готовить испытуемый образец следующим 
образом. К точной навеске вещества добавлять опре-
деленный объем раствора перекиси водорода, а по 
окончании стрессовых экспериментов проводить не-
обходимые разведения. 

Нагревание резко ускоряет разложение перекиси 
водорода и протекание вторичных реакций. Поэтому 
в стрессовых экспериментах окисления, направлен-
ных на определение потенциально возможных приме-
сей – продуктов разложения лекарственного вещест- 
ва, редко используют нагревание выше 50 °C [24, 25]. 
Исключение составляют трудно окисляющиеся ве-
щества. Отметим, что имеются некоторые ограниче-
ния использования перекиси водорода для стрессо-
вых экспериментов окисления [24]; среди них можно 
выделить образование гидроперекиси при окислении 
ацетонитрила в щелочной среде с последующими ре-
акциями гидроксилирования, не свойственными пере-
киси водорода. Хотя эти ограничения редко встреча-
ются на практике, о них лучше знать заранее.

Пример. Около 25 мг (точная навеска) субстанции 
<наименование> помещают в мерную колбу вмести-
мостью 50 мл, приливают 1,0 мл 3% раствора переки-
си водорода и выдерживают в течение 1 ч при 50 °С, 
затем доводят объем раствора метанолом до метки и 
перемешивают. 

Приготовление растворов для проверки  
пригодности хроматографической системы 
(ППХС)

При использовании стрессовых экспериментов 
для приготовления растворов ППХС лучше всего при-
менять гидролиз лекарственных веществ в кислой или 
щелочной среде. В этом случае образуется сравни-
тельно небольшое количество примесей, как правило, 
достаточно хорошо разделенных, высота и площадь 
пиков которых хорошо воспроизводится. Однако при 
гидролизе сравнительно редко удается получить пик 
примеси, расположенный «достаточно близко» к пи-
ку основного вещества: в общем случае рекомендует-
ся, чтобы разрешение Rs между пиком лекарственного 
вещества и пиком, используемым для оценки пригод-
ности хроматографической системы, было бы ≤5 [21, 
26]. Напротив, при окислении раствора лекарственно-
го вещества перекисью водорода часто удается среди 
многих пиков продуктов окисления выделить пик, ко-
торый расположен достаточно близко к пику основно-
го вещества. Поэтому окисление перекисью водорода 
является наиболее часто используемым стрессовым 
экспериментом для получения растворов ППХС. Его 
недостатком является варьирование высот пиков про-
дуктов окисления от опыта к опыту. В связи с этим при 
выборе пика для проверки пригодности хроматогра-
фической системы надо тщательно проверять, что этот 
пик хорошо воспроизводится, а его высота достаточно 

большая для надежной идентификации и определения 
значения Rs. 

Следует подчеркнуть, что рекомендация исполь-
зовать значения Rs≤5 в требованиях к пригоднос- 
ти хроматографической системы была справедли-
ва раньше как с теоретической, так и с практической 
точки зрения, поскольку свойства сорбентов, как 
правило, варьировались от партии к партии и не для 
всех методик при валидации проводились стрессо-
вые эксперименты. В настоящее время сорбенты ве-
дущих производителей практически не отличаются 
по свойствам от партии к партии, стрессовые экспери-
менты, как правило, стали проводить при валидации. 
В связи с этим приемлемым стало использование зна-
чений Rs > 5, если выполнены определенные условия. 
Во-первых, если в аналитической методике указана 
конкретная хроматографическая колонка (например, 
Symmetry C18 150×3,9 мм, 5 мкм, фирмы Waters), даю-
щая однозначное указание на сорбент, и только такая 
колонка должна применяться при контроле качества. 
Во-вторых, в валидационной документации должно 
быть доказано, что примесь, для пика которой норми-
руется разрешение Rs с пиком основного вещества, 
является наиболее близкой к нему из учитываемых 
примесей (обычно более 0,05%); этот вывод должен 
быть подтвержден результатами, полученными в ходе 
исследования стабильности субстанций/препаратов и 
стрессовых экспериментов. 

Характерно, что при использовании перекиси во-
дорода для приготовления раствора ППХС мы столк- 
нулись с проблемой, которая оказалась неожидан-
ной, но очень важной с практической точки зрения. Во 
время трансфера методики контроля качества препа-
рата нам сообщили, что на хроматограммах раствора 
ППХС, полученных в лаборатории ОКК, наблюдается 
слишком маленький пик примеси, предназначенный 
для оценки Rs, причем эти результаты подтверждают-
ся по процедуре Out of Specification. В ходе расследо-
вания оказалось, что причиной было частичное раз-
ложение концентрированной перекиси водорода во 
время хранения (срок годности перекиси водорода 
в производственной таре не превышает 6 мес. с даты 
производства). Поэтому при разработке и применении 
растворов ППХС, основанных на использовании пере-
киси водорода, настоятельно рекомендуется: a) про-
верять пригодность растворов ППХС, получаемых при 
использовании перекиси водорода с остаточным сро-
ком годности менее 1 мес.; б) брать для приготовления 
раствора ППХС только перекись водорода из заводс- 
кой упаковки.

Пример для трудно окисляющегося лекарственно-
го вещества. Около 25 мг (точная навеска) субстанции 
<наименование> помещают в мерную колбу вмести-
мостью 50 мл, приливают 1 мл 3% раствора перекиси 
водорода, выдерживают в течение 30 мин при 60 °С, 
охлаждают до комнатной температуры, растворяют в 
метаноле, доводят объем раствора метанолом до мет-
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ки и перемешивают (раствор ППХС). Хроматограмма 
этого раствора приведена на рисунке 1. В результате 
стрессового эксперимента окисления образуется пик 
примеси с RRT≈1,15 , который расположен достаточно 
близко к пику основного вещества (Rs=5,3) и достаточ-
но высок для обнаружения. Следовательно, этот пик 
может быть использован для нормирования Rs (раз-
деляющей способности) в требованиях к пригодности 
хроматографической системы1.

Нагревание веществ и смесей  
при повышенной температуре  
в присутствии небольшого количества воды  
(гидролиз водой) и без воды

Для исследования гидролиза водой рекоменду-
ем следующий прием. Точную навеску субстанции 
лекарственного вещества, эквивалентную его содер-

жанию в навеске порошка для приготовления испыту-
емого раствора по методике определения примесей, 
помещают в мерную колбу, добавляют из пипетки не-
большое количество воды (обычно 1 мл), нагревают в 
сушильном шкафу при контролируемой температуре 
в течение определенного времени, колбу с вещест- 
вом охлаждают до комнатной температуры, затем про-
водят разведения до концентрации испытуемого рас-
твора по методике определения примесей и анализи-
руют хроматографическим методом. Результаты таких 
стрессовых экспериментов используют чаще всего 
при разработке и валидации аналитических методик, 
а также для оценки совместимости лекарственных и 
вспомогательных веществ. Иногда такие стрессовые 
эксперименты применяют для оценки возможности 
гидролиза и/или окисления лекарственного вещества 
кислородом воздуха при повышенной температуре в 
ходе технологического процесса.

Рисунок 1. Хроматограмма раствора субстанции лекарственного вещества после нагревания в течение 30 мин при 60 °С в при-
сутствии 3% перекиси водорода

Name
Retention 
Time (RT)

RRT Area
% 

Area
Height Resolution

USP 
Tailing

USP Plate 
Count

Purity1 
Angle

Purity1 
Threshold

1 Impurity 1 5,748 0,34 18194 0,07 2481 0,96 12637 26,232 74,079

2 Peak 2 10,358 0,61 17800 0,07 2377 23,85 1,01 44615 22,479 56,784

3 Peak 3 13,595 0,80 12781 0,05 1742 16,54 1,14 76443 26,601 81,363

4 Drug 16,921 1,00 25465326 99,59 1047172 7,70 4,26 8131 0,258 0,379

5 Peak 5 19,476 1,15 35980 0,14 4471 5,32 1,02 134295 10,898 21,443

6 Peak 6 28,001 1,65 21085 0,08 2910 42,47 0,93 334481 20,941 38,690

Примечание. Impurity 1 – идентифицированная примесь. Retention Time – время удерживания, RRT – относительное вре-
мя удерживания, Area – площадь пика, %Area – процентное содержание (по методу внутренней нормализации площадей пи-
ков), Height – высота пика, Resolution – разрешение с предыдущим пиком, USP Tailing (T0,05) – фактор асимметрии пика, USP Plate 
Count – количество теоретических тарелок. Пики лекарственного вещества, примеси сравнения (RRT=1,15) и идентифицируемой 
примеси (RRT=0,34) спектрально чистые, так как Purity1 Angle < Purity1 Threshol

____________
1 Для приготовления растворов ППХС иногда используют химическую модификацию лекарственных веществ путем вза-

имодействия с реагентами, такими как бром, иод, формальдегид и т.д. При этом получают вещества, очень близкие по хими-
ческой структуре и по значениям RT к лекарственному веществу.
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Пример 1. Около 25 мг (точная навеска) субстан-
ции <наименование> помещают в мерную колбу 
вместимостью 50 мл, приливают 1,0 мл воды и вы-
держивают в течение 24 ч при температуре 80 °С, за-
тем доводят объем раствора метанолом до метки и 
перемешивают. 

Пример 2. То же самое, но без добавления воды.

Исследование веществ и смесей  
в климатической камере при повышенной 
температуре и влажности

Эти стрессовые эксперименты имеют несом- 
ненные преимущества перед другими стрессовыми 
экспериментами при прогнозе стабильности лекарст- 
венных препаратов и субстанций. Испытания твер-
дых лекарственных форм рекомендуется проводить 
при температуре 60 °С и относительной влажности 
W=75%. Увеличение температуры на 20 °С по сравне-
нию с регламентированной температурой ускорен-
ного хранения (40  °С) дает возможность быстрее (тео-
ретически в 6 раз) установить негативные эффекты, 
которые могут протекать при хранении лекарствен-
ных веществ и препаратов (такие как увеличение со-
держания примесей – продуктов разложения основ-
ного вещества, уменьшение содержания основного 
вещества, изменение окраски и т.д.). Более высокую 
температуру используют редко, поскольку с повыше-
нием температуры значительно возрастает риск не-
корректного прогноза из-за того, что при высокой 
температуре скоростьопределяющими процессами 
могут стать процессы с высокой энергией активации, 

которые не проявляют себя при обычной температу-
ре хранения. 

Подчеркнем, что для прогноза стабильности ле-
карственных препаратов и субстанций стрессовые 
эксперименты в климатической камере не могут быть 
заменены никакими другими стрессовыми экспери-
ментами (см. ниже обсуждение результатов таблицы 
5). Продолжительность таких стрессовых эксперимен-
тов в климатической камере можно легко определить 
в зависимости от температуры (tST) по таблице экви-
валентных температур, приведенной в ГФ XIII (раздел 
«Сроки годности лекарственных средств», таблица 
3), или рассчитать в соответствии с уравнением Вант-
Гоффа по формуле: 

t tST =
0
2 5/ , ,

∆T
10

где 2,5 – усредненное значение температурного ко-
эффициента скорости реакции, ΔT – разность темпе-
ратур стрессового эксперимента и долгосрочного ис-
пытания. Например, если стрессовые эксперименты 
проводят при 60 °C в климатической камере, а долго-
срочные испытания – при 25 °C, то ΔT=60–25=35. Тог-
да условному сроку хранения t0=24 мес. соответству-
ет: tST=24/2,53,5=24/24,7=0,95 мес. = 0,95 · 30=29,1  ≈ 
29 дней; а значению t0=12 мес. – 14,6 ≈ 15 дней. 

В качестве важного примера кратковременных 
стрессовых испытаний в климатической камере в таб- 
лице 4 представлены экспериментально полученные 
сравнительные результаты анализа содержания ос-
новных примесей в таблетках препарата «БФ» трех 

Таблица 4.

Результаты краткосрочных стрессовых экспериментов с таблетками «БФ» разной дозировки в климатической камере  
при 60 °С и относительной влажности 75%

Нормы

Таблетки, покрытые  
пленочной оболочкой, 2,5 мг

Таблетки, покрытые  
пленочной оболочкой, 5 мг*

Таблетки, покрытые  
пленочной оболочкой, 10 мг*

Без  
стресса

2 
суток 

3 
суток 

Без  
стресса

2 
суток 

3 
суток 

Без  
стресса

2 
суток 

3 
суток 

Примесь А – не более 0,5% 0,01% 0,02% 0,03% – – 0,02% – – 0,02%

Примесь B – не более 0,5% – 0,10% 0,17% – – 0,07% – – 0,03%

Примесь E – не более 0,5% – – – – – – – – –

Любая единичная 
неидентифицированная 
примесь – не более 0,5%

0,06% 0,15% 0,23% 0,03% 0,10% 0,17% 0,02% 0,04% 0,08%

Сумма примесей – не более 
2,0%

0,26% 0,86% 1,30% 0,12% 0,55% 1,02% 0,05% 0,21% 0,53%

Примечание: *Таблетки с дозировкой 5 и 10 мг получены из одной и той же таблеточной массы.
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дозировок: исходных и подвергнутых стрессовому 
воздействию при температуре 60 °С и относитель-
ной влажности 75% в течение двух и трех суток. В хо-
де экспериментов было установлено, что скорость 
образования примесей зависит от соотношения «по-
верхность таблетки» / «объем таблетки», при этом 
она обратно пропорциональна дозировке препарата. 
Отметим, что это соотношение выполнялось практи-
чески абсолютно точно для таблеток дозировкой 5 и 
10  мг, наработанных из одной и той же таблеточной 
массы. Полученные результаты указали на определя-
ющую роль диффузионных процессов при действии 
паров воды и кислорода воздуха на скорость обра-
зовании примесей при хранении таблеток «БФ». Этот 
вывод был также подтвержден результатами долго-
срочных испытаний таблеток «БФ». Характерно, что 
аналогичная, обратно пропорциональная зависи-
мость скорости образования (накопления) примесей 
от отношения поверхности к объему таблеток наблю-
далась и для других препаратов, имеющих разные 
дозировки. 

Исследование фотостабильности

Условия стрессовых экспериментов по оценке фо-
тостабильности достаточно подробно рассмотрены 
в руководстве ICH [4] и обзоре [6]. Кроме того, в кни-
гах  [1, 27] подробно обсуждены детали стрессовых 
экспериментов по определению фотостабильности 
и механизмы фотохимических процессов превраще-
ния лекарственных веществ. Имеющаяся в них инфор-
мация достаточна не только с теоретической, но и с 
практической точки зрения. Отметим только наиболее 
важные требования [4, 6]: 1) образцы подвергают воз-
действию света, обеспечивающего освещение не ме-
нее 1,2 млн люкс/ч и суммарную энергию ультрафиоле-
та ближнего спектра не менее 200 Вт·ч/м2; 2) твердые 
фармацевтические субстанции распределяют по кон-
тейнеру таким образом, чтобы толщина слоя не пре-
вышала 3 мм, а жидкие помещают в химически инерт-
ные прозрачные контейнеры. 

Исследование возможности взаимодействия 
лекарственных веществ  
с реакционноспособными примесями  
из вспомогательных веществ

В [28] рассмотрены основные реакционноспособ-
ные примеси (РСП) из вспомогательных веществ, кото-
рые потенциально могут влиять на стабильность ле-
карственных препаратов. К ним относятся пероксиды; 
сахара, обладающие восстановительными свойствами; 
муравьиную кислоту, формальдегид и т.д. Обычно со-
держание РСП пренебрежимо мало по сравнению с ле-
карственным веществом. Поэтому исследование воз-
можности взаимодействия лекарственных веществ с 
РСП целесообразно проводить, только если все другие 

стрессовые эксперименты не могут объяснить появ-
ление дополнительных пиков на хроматограммах ис-
пытуемых растворов при определении примесей в ле-
карственных препаратах. 

Обработка ультразвуком

Этот вид стрессовых экспериментов применяют 
для того, чтобы убедиться, что обработка ультразву-
ком испытуемого, а иногда и стандартного растворов 
не ведет к деструкции основного вещества и образо-
ванию примесей. Для этого обычно готовят раствор 
стандартного образца с концентрацией, равной номи-
нальной концентрации основного вещества в испыту-
емом растворе, и/или испытуемый раствор. Затем от-
бирают часть стандартного/испытуемого раствора и 
подвергают его обработке ультразвуком, так как это 
делается по соответствующей аналитической методи-
ке; хроматографируют растворы до и после обработ-
ки ультразвуком и сравнивают средние значения ана-
литических сигналов (площадей пиков или оптических 
плотностей). В случае установления различия в сред-
них значениях аналитических сигналов до и после 
обработки ультразвуком принимают решение об ис-
ключении обработки ультразвуком из аналитической 
методики и замене обработки ультразвуком, напри-
мер, на встряхивание на шейкере, перемешивание в 
миксере и т.д. 

Механохимическое воздействие

Стрессовые эксперименты, моделирующие ме-
ханохимическое воздействие, проводят при подо-
зрении на то, что уменьшение содержания основно-
го вещества и/или увеличение содержания примесей 
может происходить из-за механохимических реакций 
в ходе технологического процесса или при подго-
товке образцов для анализов с использованием рас-
тирания или размола. Обычно возможность механо-
химических реакций проверяют путем растирания 
веществ и смесей в фарфоровой ступке или в мель-
нице. После стрессового воздействия полученные 
образцы анализируют обычным образом. О возмож-
ности протекания механохимических реакций дела-
ют вывод на основании сравнения пиков на хрома-
тограммах до и после стрессовых экспериментов: по 
появлению дополнительных пиков, уменьшению пло-
щади пика основного вещества, потере спектральной 
чистоты пика основного вещества и т.д.

ОЦЕНКА РЕЗУЛЬТАТОВ  
СТРЕССОВЫХ ЭКСПЕРИМЕНТОВ

Заключительным, важным этапом стрессовых экс-
периментов является оценка их результатов и состав-
ление выводов с обоснованиями и рекомендациями. 
В связи с этим предлагаем специальный подход, по-
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Таблица 5.

Типичные результаты стрессовых экспериментов для определения потенциально возможных примесей –  
продуктов разложения для разработки методики контроля качества одной из субстанций  

по показателю «Посторонние примеси»
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RRT % Area RRT
% 

Area
RRT

% 
Area

RRT
% 

Area
RRT

% 
Area

RRT
% 

Area
RRT

% 
Area

Peak RRT 0,15 
(blank)

Peak RRT 0,19 
(blank)

Peak RRT 0,35 0,35 0,04

Peak RRT 0,39 0,39 0,07

Peak RRТ 0,56 0,56 0,02

Peak RRT 0,64 0,64 0,02

Peak RRT 0,67 0,67 0,03

Peak RRT 0,72 0,72 0,01 0,72 0,02 0,72 0,02 0,72 0,03 0,72 0,01 0,72 0,01 0,72 0,01

Peak RRT 0,79 0,79 0,06

Peak RRT 0,83 0,83 0,01 0,82 0,01 0,82 0,01 0,83 0,03 0,83 0,01

Peak RRT 0,86 0,86 0,02

Drug RRT 1,00 1,00 99,81 1,00 99,79 1,00 98,25 1,00 99,21 1,00 98,30 1,00 98,37 1,00 99,80

Peak RRT 1,20 1,20 0,10

Peak RRT 1,84 1,84 0,02 1,85 0,02 1,85 0,02 1,84 0,04 1,85 0,02 1,84 0,02 1,84 0,02

Peak RRT 2,02 2,02 0,07 2,02 0,08 2,02 0,07 2,01 0,07 2,02 0,06 2,01 0,08 2,02 0,07

Peak RRT 2,14 2,14 0,04 2,15 0,03 2,15 0,05 2,14 0,03 2,15 0,03 2,14 0,04 2,14 0,04

Peak RRT 3,56 3,56 0,03 3,54 0,02 3,54 0,03 3,57 0,11 3,54 0,03 3,55 0,03 3,56 0,02

Peak RRT 3,75 3,75 0,12

Peak RRT 5,22 5,22 0,02

Peak RRT 5,76 5,76 5,77 0,02 5,74 0,78 5,78 0,00 5,76 0,13 5,76 0,19 5,76

Peak RRT 5,94 5,94 0,42

Peak RRT 6,16 6,16 0,01 6,12 0,01 6,19 0,66 6,16 0,07 6,16 1,42 6,16 0,84 6,16 0,01

Примечание: RRT – относительное время выхода пиков (относительное время удерживания); 
% Area – процентное содержание вещества, вычисленное методом внутренней нормализации площадей пиков без поправочных 

коэффициентов.
* Образцы подвергали воздействию света, обеспечивающего освещение 1,2 млн люкс/ч и суммарную энергию ультрафиолета ближ-

него спектра 200 Вт·ч/м2.
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казавший высокую эффективность на практике. Из-
вестно, что при сопоставлении экспериментальных 
результатов, независимо от их природы, наибольшую 
информацию получают при использовании норма-
лизованных показателей. Дело в том, что нормализо-
ванные показатели в отличие от абсолютных (к ним 
относится время выхода пика RT) дают возможность 
абстрагироваться от несущественных явлений и воз-
действий, более четко видеть тенденции развития 
процессов. В случае стрессовых экспериментов в ка-
честве нормализованных показателей целесообразно 
использовать относительные времена выхода пиков 
(относительные времена удерживания)  – RRT. Значе-
ния RRT дают возможность корректно сопоставлять 
пики на хроматограммах, поскольку RRT пиков (в отли-
чие от абсолютного показателя RT) мало изменяются 
при практически неизбежном варьировании характе-
ристик подвижной фазы в ходе стрессовых экспери-
ментов. Это важно прежде всего для правильного от-
несения («идентификации») пиков. В связи с этим в 
результатах обсчета хроматограмм в таблицах под 
рисунками хроматограмм следует обязательно при-
водить значения RRT наряду с временами выхода пи-
ков. Могут спросить, а как быть в случае хромато-
грамм blank и плацебо, поскольку на них отсутствуют 
пики основных веществ и примесей, относительно ко-
торых можно вычислять значения RRT. Ответ простой: 
значения RRT системных пиков (blank) и пиков плаце-
бо можно определять относительно времени выхода 
пика основного вещества на хроматограмме раство-
ра сравнения или лучше, если нет «перегрузки» ко-
лонки, – относительно времени выхода пика основно-
го вещества на хроматограмме испытуемого раствора 
(так как пики примесей определяют и обсчитывают по 
этой хроматограмме). 

Для установления негативных химических про-
цессов, ответственных за образование примесей 
в лекарственных препаратах и субстанциях, а так-
же для проверки возможности неправильного от-
несения (идентификации) пиков примесей большую 
эффективность показала систематизация резуль-
татов стрессовых экспериментов в форме специаль-
ных таблиц со значениями RRT, полученными при всех 
стрессовых экспериментах. В качестве примера мож-
но привести один из наиболее простых вариантов 
систематизации результатов стрессовых эксперимен-
тов, представленный в таблице 5. В ней приводятся 
данные для всех пиков на хроматограммах растворов 
лекарственного вещества до и после стрессовых экс-
периментов. В каждой строке указывается наимено-
вание пика, его значение RRT, а также содержание в 
%1, рассчитанное методом нормализации площадей/
высот пиков. Столбцы представляют собой результа-

ты обсчета хроматограмм, а именно значения RRT и 
Area (в %) для выяснения, площади каких пиков уве-
личились и на сколько процентов после стрессово-
го воздействия. На основании такой таблицы можно 
надежно установить возможность перекрывания пи-
ков примесей, что чрезвычайно важно для разработ-
ки и валидации аналитических методик (особенно в 
случае наличия примесей, для которых необходи-
мо определять поправочные коэффициенты, а так-
же лекарственных форм, содержащих два и более 
лекарственных вещества). Кроме того, с помощью по-
добной таблицы можно соотнести образование опре-
деленных примесей с химическими процессами; со-
общить технологам о вспомогательных веществах, 
от которых лучше отказаться; дать предложения о 
предпочтительной упаковке и т.д. Заметим, что иног- 
да, в случае очень близко расположенных пиков, для 
их правильного отнесения можно, помимо значений 
RRT, использовать сравнение спектров с помощью 
диодно-матричного детектора и указывать это в нор-
мативной документации. 

Перейдем к более подробному рассмотрению 
таблицы 5, систематизирующей результаты стрессо-
вых экспериментов. Эти эксперименты проводили 
в связи с разработкой методики ВЭЖХ для контроля 
содержания примесей в субстанции лекарственно-
го вещества. Из таблицы видно, что пики основного 
вещества, примесей и blank не перекрываются. Суб-
станция фотостабильна (нечувствительна к воздейст- 
вию света). Основные примеси в субстанции могут 
образовываться из-за щелочного гидролиза: пики 
с RRT=5,76 (0,78%), 6,16 (0,66%) и 3,75 (0,12%); окисле-
ния: пики с RRT≈1,20 (0,10%) и 3,56 (0,11%); термическо-
го разложения в присутствии воды: пики с RRT=5,76 
(0,13%) и 6,16 (1,72%). Кроме того, при стрессовом экс-
перименте в климатической камере установлено, 
что при длительном воздействии паров воды (60 ºС, 
W=75%, 3 дня) дополнительно появляется пик приме-
си с RRT=5,94, который, как оказалась, является про-
дуктом разложения примеси с RRT=6,16. Важно отме-
тить, что эта примесь не была обнаружена в других 
стрессовых экспериментах, но оказалась одной из 
основных при исследовании стабильности испытуе-
мой субстанции в условиях естественного хранения 
по ICH: 25 °C, W=60%, 2 года. Это указывает на важ-
ность проведения стрессовых экспериментов в кли-
матической камере при повышенных температуре 
и влажности не только для экспрессной оценки ста-
бильности лекарственных веществ и препаратов, но 
и при разработке аналитических методик, а также 
при исследовании совместимости лекарственных и 
вспомогательных веществ. 

____________
1 Для пиков blank и плацебо (в случае препаратов) не указывается содержание в %.

Аналитические методики и методы контроля
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Представлен обзор публикаций по стрессовым 

экспериментам, представляющих наибольший инте-
рес с практической точки зрения. Обсуждены основ-
ные компьютерные программы, дающие возможность 
прогнозировать механизмы превращения лекарствен-
ных веществ и образования примесей, а также облег-
чающие идентификацию примесей методами масс-
спектрометрии и ЯМР. 

Подробно рассмотрены основные задачи стрес-
совых экспериментов и соответствующие им испыта-
ния, в том числе стрессовые эксперименты для при-
готовления растворов для проверки пригодности 
хроматографических систем. 

Приведены основные правила, выполнение кото-
рых обязательно для корректной оценки результатов 
стрессовых экспериментов. 1) Стрессовые эксперимен-
ты должны проводиться таким образом, чтобы свести к 
минимуму образование примесей вследствие вторич-
ных реакций. Для этого разложение (превращение) ос-
новного вещества не должно превышать 5% при стрес-
совых экспериментах с окислением и 20% – в остальных 
случаях. 2) Надо стремиться к тому, чтобы растворы до 
и после стрессовых экспериментов имели близкие кон-
центрации основного вещества. 3) На хроматограммах 
растворов после стрессовых экспериментов следует 
обязательно контролировать (определять) спектраль-
ную чистоту пиков основных веществ, а также пиков 
примесей, для которых требуется использовать попра-
вочные коэффициенты.

Предложен подход для систематизации и ана-
лиза результатов стрессовых экспериментов, ос-
нованный на использовании относительных вре-
мен выхода пиков веществ и специальной таблицы. 
Он дает возможность надежно устанавливать пере-
крывание пиков веществ и тем самым оценивать ва-
лидность аналитических методик и необходимость 
их доработки. Этот подход будет полезен не только 
при разработке и валидации аналитических мето-
дик, но и при экспертной оценке соответствующих 
разделов документации на лекарственные вещества 
и препараты. В качестве примера использования 
предлагаемого подхода рассмотрена специальная 
таблица сравнения результатов до и после стрессо-
вых экспериментов, которая дает возможность на-
дежно выявлять перекрывающиеся пики веществ на 
хроматограммах. Кроме того, она дает возможность 
соотнести пики примесей с определенными нега-
тивными химическими реакциями разложения/пре-
вращения лекарственных веществ (кислотный или 
щелочной гидролиз, окисление, термическое разло-
жение в присутствии небольших количеств воды или 
под действием паров воды, термоокислительная де-
струкция и т.д.). Зная возможные негативные хими-

ческие реакции, можно корректировать состав ле- 
карственных форм, условия технологических процес-
сов, упаковку и т.д. 

Показано, что стрессовые эксперименты в кли-
матической камере являются наиболее точными при 
прогнозе стабильности: их нельзя заменить другими 
стрессовыми экспериментами без риска пропустить 
примеси, которые могут накапливаться в ходе долго-
срочного хранения препаратов, их полупродуктов и 
субстанций. 

Наглядно объяснено, с использованием резуль-
татов таблицы 4, почему при хранении разных до-
зировок одного и того же препарата в одинаковых 
условиях часто наблюдается значительно большее со-
держание примесей в меньшей дозировке. 

Даны рекомендации по проведению стрессовых 
экспериментов, которые, несомненно, будут полезны 
на практике.
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