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Rezumat 
 
Impurit ile organice sau anorganice din produsul medicinal veterinar pot proveni din materiile prime, din 
procesul de fabrica ie, dintr-o purificare incomplet , dintr-o conservare necorespunz toare. Limitele 
admise pentru impurita i în cadrul preparatelor farmaceutice se apreciaza prin comparare cu solu ii 
etalon, conform monografiilor corespunz toare. Studiile de degradare for at  definesc stabilitatea 
metodei de dozare a compu ilor activi i a intregului produs finit în conditii excesive, de degradare 
accelerata. De asemenea furnizeaz  informa ii privind c ile de degradare i selectivitatea metodelor 
analitice aplicate. Informa iile furnizate de c tre studiile de degradare aplicate asupra compusului activ i 
produsului farmaceutic final trebuie s  demonstreze specificitatea metodei analitice fa  de impurit i. 
Studiile de degradare for at  trebuie s  demonstreze ca impurit ile i produ ii de degradare rezulta i nu 
interfera cu compusul activ. Metodele curente de degradare for at  se refer  la hidroliza acid , hidroliza 
bazic , oxidarea, expunerea la temperatura i lumina produsului medicinal. Metodele HPLC reprezinta un 
instrument analitic integral în analiza stabilit ii produsului medicinal. Metoda HPLC trebuie s  poat  
separa, detecta i cuantifica diferi ii produ i specifici de degradare, care pot rezulta în urma prepar rii 
sau conserv rii produsului medicinal, precum i entit ile nou ap rute în urma sintezei. Ghidurile FDA i 
ICH recomand  introducerea în documenta ia necesar  punerii pe pia  a produsului medicinal a 
rezultatelor, inclusiv cromatogramele specifice produsului medicinal supus degradarii for ate. De 
asemenea, utilizarea metodelor HPLC în studiile de degradare for at  aplicate asupra produselor 
medicinale ofer  informa ii importante asupra condi iilor de stabilire a formulei preparatului medicinal, de 
sintez  a acestuia, a modalit ilor de ambalare i a conservabilitatii acestora.  

 
Abstract 

 
The organic or inorganic impurities in the veterinary medicinal product can derive from starting 
materials, manufacturing process, incomplete purification, inappropriate storage. The acceptable levels 
of impurities in pharmaceuticals are estimated by comparison with standard solutions, according to the 
appropriate monographs. Forced degradation studies determine the stability of the method of dosage for 
the active compounds and for the entire finished product under excessive accelerated degradation 
conditions. They also provide information on degradation pathways and selectivity of analytical methods 
applied. The information provided by the degradation studies on the active compound and finished 
pharmaceutical product should demonstrate the specificity of the analytical method regarding impurities. 
Forced degradation studies should demonstrate that the impurities and degradation products generated 
do not interfere with the active compound. The current forced degradation methods consist of acid 
hydrolysis, basic hydrolysis, oxidation, exposure of the medicinal product to temperature and light. 
HPLC methods are an integral analytical instrument for the analysis of the medicinal product. The HPLC 
method should be able to separate, detect and quantify various specific degradation products that can 
appear after manufacture or storage of the medicinal product, as well as new elements appearing after 
synthesis. FDA and ICH guidelines recommend the enclosure of the results, including the 
chromatograms specific to the forced degradation-subjected medicinal product, in the documentation for 
marketing authorization. Using HPLC methods in forced degradation studies on medicinal products 
provides relevant information on the method of determination for the formulation of the medicinal 
product, synthesis product, packaging methods and storage.  
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Introducere 
 

Cromatografia de lichide de înalt  
performan  HPLC reprezint  un instrument 
analitic important utilizat pentru studiul 
stabilit ii produselor medicinale [12, 13].  

Metodele HPLC permit separarea 
compu ilor individuali prezen i într-un 
amestec, identificarea i cuantificarea 
fiec rui component.  

Cromatografia poate fi descris  ca un 
proces de transfer de masa care implic  
adsorb ia.  

În metodele HPLC, datorit  presiunii 
inalte de lucru, proba de analizat este 
trecuta împreun  cu faza mobil  printr-o 
coloana cromatografic  umplut  cu un 
sorbent – faza sta ionar , conducând la 
separarea compu ilor din prob  [12, 13]. 

Presiunea de lucru poate atinge 400 – 
600 bari, permitând separarea compu ilor în 
timp scurt, comparativ cu metodele clasice 
cromatografice, care se bazau pe separarea 
la presiune gravitational .  

Compusul activ din coloana 
cromatografic  este un material granular 
format din particule de siliciu sau diferite 
tipuri de polimeri. 

Componen ii dintr-un amestec sunt 
separate pe baza gradelor diferite de 
interac iune cu particulele fazei stationare. 

Faza stationar  este alcatuit  dintr-un 
amestec de solvent (metanol, acetonitril, 
apa). În procesul de separare un rol 
important îl are temperatura de lucru, prin 
influen a asupra interac iunilor între 
compusul de analizat i faza sta ionar  [1].  

Aceste interac iuni sunt: fizice, de tip 
hidrofob, dipol – dipol, ionice, sau combina ii 
ale acestora. În alegerea fazei sta ionare i 
a fazei mobile se ine cont de structura 
chimic  a compusului de analizat [1, 2]. 

Schema unui cromatograf de lichide de 
înalt  presiune cuprinde: pompa, 
autosampler-ul, detectorul i compartimentul 
fazei mobile (solventilor). Cu ajutorul pompei 
proba de analizat este trecut  prin coloana 
cromatografic , ajungând la detector [12].  

Detectorul genereaz  un semnal 
propor ional cu cantitatea de proba trecut  
prin coloana, permitând astfel analiza 
cantitativ .  

Prelucrarea datelor este f cut  cu 
ajutorul unui software specific fiec rui 
producator de echipamente HPLC. 

Pompa poate lucra în gradient (în acest 
caz este posibil  modificarea fazei mobile i 
a fluxului de solvent la diferite intervale de 
timp, permitând separarea fin  a compu ilor 
unui amestec) sau liniar. 

Detectorul poate fi de tip: UV / VIS, 
diode array (PDA), detector de 
conductivitate, detector de fluorescen , 
detector de indice de refrac ie, detector 
electrochimic, spectrometru de mas .  

În func ie de structura chimic  a 
compu ilor de separat i de caracteristicile 
fazei sta ionare (coloana cromatografic ) 
metodele cromatografice se disting metode 
cromatografice cu faza normala, cu faza 
inversa, de excludere molecular , de schimb 
ionic, de bio-afinitate. 

La trecerea prin coloana cromatografic  
compu ii dintr-un amestec sunt re inuti la 
timpi diferi i – timp de reten ie - în func ie de 
afinitatea acestora pentru coloana i de 
procesele de parti ie realizate între faza 
stationar i faza mobil .  

Timpul de reten ie este influen at de 
tipul de eluent (faza mobil ), compozi ia 
fazei mobile, tipul de faza sta ionar , natura 
analitului. 

Eficien a i selectivitatea fazei 
sta ionare sunt parametri intrinseci ai 
coloanei cromatografice, i depind de tipul 
de faza sta ionar , lungimea coloanei, 
diametrul particulelor fazei stationare, viteza 
de curgere prin coloana (fluxul), 
temperatura, prezen a compu ilor ionizabili.  

Metodele HPLC utilizate în controlul 
produselor medicinale trebuie s  poat  
furniza informa ii cu privire asupra identit ii, 
purit ii i stabilit ii pe perioada de 
conservare a compusului activ [2-4]. 

Metoda analitic  trebuie s  cuantifice 
riguros compusul activ, de interes, f  s  
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interfereze cu eventualele impurit i 
prezente în materia prim  sau cele rezultate 
in urma procesului de fabrica ie i nici cu 
produsii rezulta i prin degradare for at  
aplicat  asupra produsului medicinal [1-5].  

În cazul prezen ei mai multor compu i 
activi in produsul medicinal, metoda HPLC 
trebuie dezvoltat  astfel încât sa permit  
separarea acestora – rezolu ia metodei.  

Metoda HPLC trebuie s  furnizeze 
informa ii asupra purit ii peak-ului 
compusului activ de interes, tinând cont de 
influen a fazei mobile i a solventului de 
extrac ie [12, 13]. 

 
Studiile de degradare for at  

 
Conform documentelor ICH si FDA 

validarea unei metode HPLC furnizeaza 
informatii asupra stabilitatii produsului 
medicinal analizat, procedura analitica 
avand capacitatea de a detecta modificarile 
dependente de timp ale propriet ilor 
compusilor activi. O astfel de metoda poate 
cuantifica cu acurate e compu ii activi, fara 
interferenta cu produ ii de degradare, 
impurit ile intrinseci, excipien ii sau alte 
impurit i poten iale [7-11].  

Aceste metode furnizeaz  informa ii 
asupra modului de eliberare a compusului 
activ si a produsului medicinal, 
compatibilitatea excipientilor, influen a 
modului de ambalare. Studiile de degradare 
for at  aplicate asupra unui compus activ 
sau unui produs medicinal vor furniza, de 
asemenea, informa ii asupra c ilor de 
degradare ale acestora, diferen ierea între 
produ ii de degradare datora i compusului 
activ i cei rezulta i din degradarea 
excipien ilor, elucidarea structurii produ ilor 
de degradare, determinarea stabilitatii 
intrinseci a moleculei compusului activ în 
solutie i în forma solid , mecanismele de 
degradare termica, hidrolitica, oxidativa i 
fotolitic  ale substan ei active i compusului 
medicinal [11].  

Experimentele de degradare for at  sunt 
realizate astfel încât s  se ob in  

degradarea controlata a produsului 
medicinal, respectiv compu ilor activi, pentru 
observarea modului de elu ie în metoda 
HPLC.  

Prin expunerea probelor la condi ii 
extreme de tipul temperaturii, radia iei 
luminoase, domeniului larg de pH i 
agen ilor oxidan i, se ob in compu i 
degrada i par ial care pot fi analiza i prin 
HPLC în scopul determin rii interferen elor 
dintre peak-urile datorate compu ilor activi i 
cele ale substan elor înrudite [7-11]. 

Scopul este ob inerea unei degrad ri de 
10%; orice degradare suplimentar  de pâna 
la 30% face subiectul unei degrad ri 
secundare, de aceea se recomand  
conducerea experimentelor în acest 
domeniu (10%). 

Documentele reglementarilor FDA si 
ICH furnizeaza definitii utile si cometarii 
generale asupra studiilor de degradare, îns  
informa ii pu ine cu privire la strategiile i 
pricipiile de baz  pentru realizarea studiilor 
de degradare for at  (ex. în cazul 
medicamentelor slab solubile sau 
compu ilor stabili)[3-9].  

Degradarea excesiva a unei molecule 
poate conduce la profile de degradare care 
nu sunt representative pentru condi iile de 
stocare i pentru devoltarea metodelor de 
preparare i analiz  a produsului medicinal.  

Astfel, studiile de degradare trebuie sa 
nu fie excesive. Trebuie stabilit un echilibru 
între cantitatea de agent degradant i timpul 
de degradare, deoarece anumi i factori pot 
sa nu conduc  la o degradare semnificativ   
Pentru fiecare tip de degradare se prepara 
cate o proba martor, pentru a discrimina 
intre background i proba degradat  [11].  

Experimentele de degradare for at  se 
pot aplica i asupra compusului activ / 
excipien i pentru observarea c ilor de 
degradare a substan ei de interes. 

De asemenea trebuie luate în calcul 
interac iunile care pot apare între compusul 
de interes i capsula / filmul protector.  

Condi iile de degradare se ajusteaza în 
func ie de fiecare compus activ de interes, 
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deoarece apar diferente de raspuns legate 
de solubilitate sau stabilitatea extrem  la 
anumite condi ii. Ducerea la extrem a 
condi iilor de degradare for at  poate 
conduce la rezultate inexacte, 

neconcludente pentru studiile ulterioare de 
stabilitate i conservabilitate a produsului 
dupa expunerea de durat , semnificativ  
(Tabelele 1 i 2). 
 

Tabelul 1.  
Exemple de conditii de degradare fortata aplicate compusului activ si produsului medicinal 

 

Substan a activ  Produs medicinal 

Solid Solutie / Suspensie Solid Semisolid Solu ie/ 
Suspensie 

Fotoliza 
Termoliza 

Temperaturea 
Umiditate 

Hidroliza acida/ 
bazica 

Oxidare 

Fotoliza 
Oxidare  

Temperatura/ 
Umiditate 

Fotoliza 
Oxidare 

Termoliza  
Temperatura/ 

Umiditate 

Fotoliza 
Oxidare 

Termoliza 

 

Tabelul 2.  
Condi ii generale de studii de degradare for at  

 

Tip  
de degradare 

Condi ii  
experimentale 

Condi ii  
de stocare 

Hidroliza acida HCl 0.1 N, HCl 0.5 N, HCl 1N 15, 60, 90 min. 
Hidroliza bazica NaOH 0.1 N, NaOH 0.5 N, NaOH 1 N 15, 60, 90 min. 

Oxidare  H2O2 3%, H2O2 10% 15, 60, 90 min. 
Termoliza  60°C, 80°C, 60, 90 min.; 24, 48 h 

Termoliza/ Umiditate 60°C/ 75%RH, 80°C/ 75%RH 60, 90 min.; 24, 48 h 
Fotoliza  250 w/ m2 24, 48 h 

 
Modelul experimental 

 
Studiile de degradare for at  trebuie s  

cuprinda toata gama de metode de liza 
(hidroliza oxidativ , hidroliza acid , hidroliza 
bazic , fotoliza, termoliza), pentru a avea o 
imagine de ansamblu a tuturor posibilit ilor 
de degradare a compusului de interes i a 
produsului medicinal, evaluandu-se astfel 
stabilitatea i conservabilitatea acestora. 

Prin cumularea rezultatelor ob inute în 
urma tuturor condi iilor de degradare se 
ob in informa ii asupra cailor de degradare a 
substan ei de interes, facilitând punerea la 
punct a metodei de preparare i ambalare a 
produsului medicinal. 

Condi iile ini iale se stabilesc pentru a 
se ob ine o degradare de aproximativ 10%, 
in func ie de rezultatele ob inute putând 
interveni modific ri ale concentra iei 
agentului degradant i / sau timpului de 
expunere la acesta. Prepararea probelor 
pleac  de la concentra ii ale sustan ei de 
interes cuprinse între 0.5 – 1 mg/ml. 

Parametrii cromatografici urm ri i în 
studiile de degradare for at  sunt:  

 aria,  
 înal imea,  
 asimetria peak-ului de interes,  
 rezolutia intre peak-ul compusului de 
interes si peak-ul imediat anterior (sunt 
acceptate rezolutii mai mari decat 1.0),  
 procentul de degradare,  
 aria peak-ului standardului compusului 
de interes,  
 num rul de talere teoretice i  
 factorul de capacitate a coloanei 
(parametri care indic  eficien a 
coloanei cromatografice i 
sensibilitatea metodei HPLC utilizat  
în studiu) [2, 10, 11]. 

Experimentele de degradare for at  se 
pot realiza i prin cumularea a dou  condi ii 
– de exemplu cuplarea hidrolizei acide/ 
bazice cu termoliza, însa numai dup  ce au 
fost studiate separat. În cazul degradarii 
oxidative cu H2O2 se recomand  lucrul la 
temperatura camerei, deoarece înc lzirea 
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excesiva a peroxidului de hidrogen duce la 
formarea de radicali alcoxil. Radicalii alcoxil 
sunt foarte reactivi, amplificând procesul de 
degradare. Prin ad ugarea, de exemplu, de 

metanol în mediu, efectul oxidativ este dus 
la extrem (Tabelul 3). 
 

Tabelul 3.  
Model experimental de studiu a degradarii for ate 

 

Indicator de 
degradare 

Substan a  
activa 

Reagent  
ad ugat  

Conditii  
de lucru  Dilu ia Concentra ia 

final  
Standard de 

referinta 
1 ml solutie stoc 1 
mg/ml standard - Diluare la 

concentratia finala 
9 ml diluant pentru 

metoda HPLC 0.1 mg/ml 

Solutie 
acida 

1 ml solutie stoc 1 
mg/ml standard 1 ml HCl 0.1 N 90 min. 8 ml diluant pentru 

metoda HPLC 0.1 mg/ml 

Solutie 
bazica 

1 ml solutie stoc 1 
mg/ml standard 1 ml NaOH 0.1 N 90 min.  8 ml diluant pentru 

metoda HPLC 0.1 mg/ml 

Control acid  - 1 ml HCl 0.1 N - 9 ml diluant pentru 
metoda HPLC - 

Control 
bazic - 1 ml NaOH 0.1 N - 9 ml diluant pentru 

metoda HPLC - 

Solutie 
oxidanta 

1 ml solutie stoc 1 
mg/ml standard 1 ml H2O2 3% 15 min. 8 ml diluant pentru 

metoda HPLC 0.1 mg/ml 

Control 
oxidant - 1 ml H2O2 3% - 9 ml diluant pentru 

metoda HPLC - 

Caldura 1 ml solutie stoc 1 
mg/ml standard - 2 h - 60°C 9 ml diluant pentru 

metoda HPLC 0.1 mg/ml 

Lumina  1 ml solutie stoc 1 
mg/ml standard - 60 min – 250 w/m2 9 ml diluant pentru 

metoda HPLC 0.1 mg/ml 
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Figura 1. Compus activ nedegradat 
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Figura 2. Degradare acid  
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Figura 3. Degradare bazic  



Elena Gabriela Oltean                                                                                                                       Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug 
 
                                                                                                                                                                                    Vol. 8 (1). Mai - Iunie 2014 
 

47 

Minutes

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

m
A

U

-10

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

130

140

m
A

U

-10

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

130

140

1 
   

 1
.5

5 
 9

94
54

  5
65

6 
 1

.2
  4

.1
  0

.0
2 

   
 1

.9
7 

 1
73

1 
 4

15
8 

 0
.8

  0
.1

  4
.2

3 
   

 2
.1

1 
 1

50
9 

 3
37

6 
 0

.0
  0

.1
  1

.0
4 

   
 2

.2
4 

 5
07

96
1 

 7
48

5 
 1

.1
  2

1.
0 

 1
.1

5 
   

 2
.8

4 
 5

87
  9

54
7 

 1
.3

  0
.0

  5
.4

6 
   

 3
.5

2 
 7

37
  9

40
2 

 0
.9

  0
.0

  5
.2

7 
   

 5
.8

6 
 1

12
8 

 1
65

65
  1

.0
  0

.0
  1

4.
3

8 
   

 7
.3

8 
 1

92
3 

 1
39

22
  1

.3
  0

.1
  7

.0

9 
 a

ce
pr

om
az

in
 m

al
ea

t  
9.

74
  1

80
80

27
  1

14
56

  1
.1

  7
4.

6 
 7

.7

pda plus-280nm
trankilrom + H2O2 1% 1:1

Pk #
Name
Retention Time
Area
Theoretical plates (USP)
Asymmetry
Area Percent
Resolution (USP)

 
Figura 4. Degradare oxidativ  
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Figura 5. Degradare termic  
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Figura 6. Degradare fotolitic  

 
Concluzii 

 
Testele de stabilitate reprezint  un 

instrument de analiz  important pentru 
determinarea condi iilor de stocare i 
conservabilitatea produselor medicinale. 

Pe lâng  testele de lung  durat  
efectuate pentru determinarea precis  a 
perioadei de valabilitate a produselor 
medicinale, se pot efectua studii accelerate, 
prin pastrarea produsului la temperatura si 
umidit i excesive. Studiile de degradare 
fortata reprezint  un model de astfel de 
studii accelerate de testare a stabilit ii. 
Caracterizarea unui compus activ de interes, 
din punct de vedere chimic i structural fac 
parte din testele de punere la punct a unei 
noi formule de preparat medicinal.  

Studiile de degradare for at  sunt 
conduse astfel încât s  permit  realizarea 
optim  a unui profil de degradare. 

Pentru evaluarea stabilit ii intrinseci i 
a profilului de degradare compusul chimic de 
interes este supus unor etape diferite de 
condi ii de mediu accelerate. 

Metodele HPLC reprezint  principalul 
instrument analitic pentru caracterizarea 
substan ei de interes i a impurit ilor 
specifice i nespecifice. 

În mod curent, aceea i metoda HPLC 
se poate aplica pentru studiul unei substan e 
active i a unui produs medicinal care o 
con ine, adesea, aceeasi metoda putând fi 
utilizat i pentru studiul impurit ilor.  

Totu i, determinarea cantitativ i 
puritatea pot fi realizate prin metode diferite.  

Metoda HPLC aleasa trebuie s  poate 
diferen ia cu acuratele i s  cuantifice 
compusul de interes de impurit ile specifice 
i nespecifice. 
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