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Kratak sadrzaj

U radu je dat prikaz ispitivanja uticaja temperature i svetlosti na stabilnost montelukasta u
rastvorima (standardne supstance, tabletama za zvakanje i filmom oblozenih tableta) koji se
pripremaju u rutinskoj analizi u toku postupka ispitivanja prisustva srodnih supstanci. Sadrzaj
montelukasta i1 nastalih degradacionih proizvoda prac¢en je primenom RP-HPLC metode u
definisanim vremenskim intervalima (0, 24 i 48h kada je u pitanju temperatura, odnosno 0 i 12h
kada je u pitanju svetlost). Rezultati ispitivanja uticaja temperature, kao spoljasnjeg faktora
nestabilnosti, ukazuju da su analizirani rastvori standarda montelukasta, tableta za Zzvakanje i
filmom oblozenih tableta stabilni u prihvatljivim granicama. Sadrzaj montelukasta se kre¢e od
98 % — 100 % s$to zadovoljava farmakopejske zahteve, kao i zahteve specifikacije proizvoda.
Pojedinacne i ukupne necistoe su u dozvoljenim granicama. Prisustvo fotoreaktivnih
funkcionalnih grupa u strukturi montelukasta uslovilo je nastanak fotodegradacionih proizvoda
u koli¢inama koje su izvan granica definisanih u monografiji montelukasta, kao i granica
definisanih u specifikaciji gotovog proizvoda. Do fotodegradacije dolazi ve¢ u toku prvih 12 h.
Porast sadrzaja MOK-3 sulfoksida i necisto¢e sa relativnim retencionim vremenom oko 0,76
zabelezen je u sva tri ispitivana uzorka. U vremenskom intervalu od 12 h uocen je porast
sadrzaja navedenih necisto¢a 8-40 puta u poredenju sa vrednostima u pocetnom vremenu
ispitivanja.

Kljucéne re¢i: Montelukast, studija stabilnosti, ne¢istoce,
reverzno—fazna tecna hromatografija
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Uvod

Procesi sinteze, izolovanja i preciS¢avanja jedinjenja su od velikog znacaja u
postupku dobijanja supstanci za farmaceutsku upotrebu. Postoji opSte pravilo da
hemijska cisto¢a aktivnih farmaceutskih supstanci (eng. Active Pharmaceutical
Ingredient — API) predstavlja kritican parametar za njihovu dalju upotrebu. Americka
Agencija za lekove 1 hranu (eng. Food and Drug Administration — FDA), Evropska
regulatorna tela kao i ICH (eng. International Conference on Harmonization — ICH)
smernice definiSu granice iznad kojih sve prisutne necistoce (ukljucujuéi 1 degradacione
proizvode) u supstancama za farmaceutsku upotrebu, kao i u gotovim lekovima, moraju
da budu izolovane i okarakterisane. Da bi se dobile informacije o stabilnosti aktivne
farmaceutske supstance i opisali procesi degradacije izvode se ,,stres* studije. U okviru
ovih studija API se izlaze kriticnim uslovima pri ¢emu izbor parametara zavisi od
hemijske strukture jedinjenja. NajceSCe se ispituje uticaj temperature, vlage, svetlosti,
kiseonika, kao 1 stabilnost u Sirokom opsegu pH vrednosti[1].

Stabilnost lekova je sposobnost farmaceutsko-tehnoloske formulacije da u
odredenom kontejneru (pakovanju) =zadrzi hemijske, fizicke, mikrobioloske,
toksikoloske 1 terapijske osobine tokom vremena cuvanja i1 upotrebe leka, pod
definisanim uslovima ¢uvanja. Mera stabilnosti leka je brzina promena koje nastaju u
doziranom obliku a koje mogu biti fizicke, hemijske 1 mikrobioloSke.

Fizicka stabilnost lekova predstavlja sposobnost leka da zadrzi nepromenjene
fizicke karakteristike, odnosno, predstavlja odsustvo svih promena u pogledu izgleda
formulacije, organolepti¢kih osobina doziranog oblika, ¢vrstoce, veli€ine Cestica, boje,
itd.

Mikrobioloska stabilnost je sposobnost lekovite supstance/leka da proizvodi
ostanu u definisanim granicama kvaliteta.

Hemijska stabilnost lekovitih supstanci je sposobnost supstance da zadrzi
nepromenjenu molekulsku strukturu (svoj hemijski identitet). Supstance koje ulaze u
sastav leka, a koje su hemijski nestabilne podlozne su reakcijama degradacije tokom
kojih se deSavaju hemijske reakcije koje mogu da uticu kako na koli¢inu aktivne
supstance tako 1 na pojavu necistoca, ukratko, na bezbednost i1 efikasnost primenjenog
leka. FDA, EMA (eng. European Medicines Agency), kao i ICH smernice zahtevaju
obavezno izvodenje testova stabilnosti kako bi se pratila i razumela promena kvaliteta
supstanci za farmaceutsku upotrebu i leka, kao krajnjeg proizvoda, tokom vremena i
pod uticajem razlicitih faktora okoline. Poznavanje hemijske stabilnosti jedinjenja, bilo
da je u pitanju lek, konzervans ili ekscipijens, omoguéava izbor odgovarajuce
formulacije, pakovanje, opredeljuje na¢in ¢uvanja leka 1 ukazuje na moguce interakcije
sa ekscipijensom.
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Hemijska degradacija lekova

Poznato je da veliki broj farmaceutski aktivnih supstanci podleze reakcijama
degradacije ukoliko su izlozene faktorima okoline ili se cuvaju u neadekvatnim
uslovima. Hemijska stabilnost leka zavisi od strukturnih karakteristika jedinjenja koja
ulaze u sastav leka, tj. od prisustva karakteristicnih funkcionalnih grupa. Poznavanjem
hemijske strukture supstanci ¢esto se mogu predvideti vrste degradacionih reakcija [1].

Najces¢e hemijske reakcije koje utiCu na degradaciju jedinjenja su hidroliza
(solvoliza), oksidacija, dehidratacija, izomerizacija 1 racemizacija, fotodegradacija,
dekarboksilacija, lek-ekscipijens 1 lek-lek interakcija, polimerizacija. Navedene
hemijske reakcije se deSavaju pod uticajem razli€itih faktora kao $to su promene pH,
temperature, prisustvo vlage, svetlost...

Solvoliza je proces degradacije jedinjenja koji nastaje pod uticajem rastvaraca. U
ovom slucaju rastvara¢ je nukleofil koji ,,napada” elektropozitivne centre u molekuli,
¢esto ona jedinjenja koja sadrze ,,labilne” karbonilne funkcionalne grupe - estre, laktone
1 laktame. Najces¢i rastvara¢ je voda (hidroliza). Proces hidrolize moZe biti usporen
dodatkom korastvaraca (etanol, polietilen glikol) [1].

Oksidacija nastaje kao posledica reakcije sa atmosferskim kiseonikom. Reakcije
oksidacije mogu biti katalizovane jonima teSkih metala i1 prisustvom svetlosti a krajnji
proizvod degradacije moze biti stvaranje slobodnih radikala. Funkcionalne grupe koje
podlezu reakciji oksidacije su alkoholi, fenoli, aldehidi, nezasi¢ene masne kiseline [2].

Dehidratacija je proces eliminacije vode iz jedinjenja koji ¢esto dovodi do
promene kristalne strukture jedinjenja. Poznato je da neka anhidrovana jedinjenja imaju
razli¢itu brzinu rastvaranja u poredenju sa hidratisanim oblikom S§to moze da uti¢e na
brzinu rastvaranja doziranog oblika. Reakciji dehidratacije podleZzu npr. prostaglandini
El i E2, eritromicin, Seceri, kao Sto su glukoza i laktoza (nastaje 5-hidroksimetil
furfural).

Izomerizacija je proces prelaska jednog optickog ili geometrijskog izomera u
drugi. Racemizacija se deSava kada se opticki aktivan oblik jedinjenja konvertuje u svoj
enantiomer. Promena opticke aktivnosti moZe da rezultira promenom bioloske
aktivnosti: enantiomer koji nastaje moze da ima manji terapijski efekat, nema delovanje
ili da ispoljava toksicne efekte (talidomid). Epimerizacija je promena konfiguracije na
jednom hiralnom C atomu. Reakciji epimerizacije podlezu pilokarpin,tetraciklini,
etopozid, itd [1].

Fotodegradacija je reakcija degradacije koja se deSava pod uticajem svetlosti,
naro¢ito UV zracenja koje ima manju talasnu duzinu i vecu energiju u odnosu na
dnevnu svetlost. Svetlosna energija koju jedinjenja apsorbuju moze dostici tzv. energiju
aktivacije nakon Cega zapocinju procesi degradacije ili se apsorbovana energija moze
preneti na druge molekule koje su dalje podlozne reakcijama oksidacije, polimerizacije,
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itd. Primeri fotodegradacije su dehidrogenacija nifedipina, fotodegradacija hlorohinina,
primahina. Fotodegradacija se moze kontrolisati upotrebom neprovidne ili obojene
ambalaze.

Porast temperature najcesce ubrzava reakcije oksidacije, redukcije 1 hidrolize.
Sagledavaju¢i uticaj pH vrednosti sredine na stabilnost jedinjenja treba uzeti u obzir
¢injenicu da vecina supstanci za farmaceutsku upotrebu, u pogledu kiselo-baznih
osobina, pripada grupi slabih kiselina ili slabih baza koje su stabilne u opsegu pH
vrednosti od 4,0 do 8,0. Promenom pH vrednosti rastvora menja se stepen jonizacije
jedinjenja 1 rastvorljivost §to moze da vodi ka nestabilnosti jedinjenja. Da bi se sprecila
degradacija izazvana velikim promenama pH vrednosti sredine Cesto se koriste puferi:
acetatni, citratni, fosfatni. Prisustvo vlage ubrzava hemijske reakcije oksidacije,
redukcije, hidrolize i podsti¢e mikrobiolosku kontaminaciju [1].

Kako bi se povecala hemijska stabilnost lekova primenjuju se razliciti pristupi kao
Sto su modifikacija molekulske strukture jedinjenja, gradenje kompleksa lek-
ekscipijens, gradenje inkluzionih kompleksa sa ciklodekstrinima, inkorporiranje leka u
liposome, micele, emulzije, dodatak stabilizatora (npr. antioksidansi), pakovanje u
odgovaraju¢u ambalazu...

Stabilnost montelukasta

Montelukast je selektivni, oralni antagonista leukotrienskih receptora koji
specificno inhibira cisteinil leukotrien CysLT1 receptor (Slika 1). U obliku natrijumove
soli koristi se u terapiji hroni¢ne astme, bronhospazma, alergijskog rinitisa i urtikarija.
Hemijski, montelukast je (R,E)-2-(1-((1-(3-(2-(7-hlorohinolin-2-il)vinil)fenil)-3-(2-(2-
hidroksipropan-2-il) fenil) propiltio) metil)ciklopropil) siréetna kiselina.
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Slika 1. Hemijska struktura montelukasta

Figure 1. Chemical structure of Montelucast

Montelukast je slabo rastvorljivo, lipofilno, amfoterno jedinjenje (log P 8,79
(ADMET predictor) i pKa 2,7 1 5,8 [3]). U strukturi montelukasta nalaze se brojne
funkcionalne grupe koje uticu na hemijsku stabilnost ovog jedinjenja. Poznato je da
montelukast podleze reakcijama degradacije koje se prema vrsti hemijskih
transformacija mogu podeliti u tri grupe [4]:

1. Oksidacija merkapto grupe do sulfoksida (Slika 2):

U]

Slika 2. Oksidacija tioetra do sulfoksida

Figure 2. Oxidation of thioether to sulfoxide
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Sulfoksid je neaktivna necisto¢a koja smanjuje efikasnost unetog leka. Stabilan
farmaceutsko—tehnoloSki oblik je onaj koji ne sadrzi viSe specificirane koli¢ine
sulfoksida kada se ¢uva pod deklarisanim uslovima.

2. Izomerizacija dvostruke veze (Slika 3):

Slika 3. Izomerizacija dvostruke veze

Figure 3. Isomerisation of double bond

3. Dehidratacija tercijarnog alkohola (Slika 4):

Slika 4. Dehidratacija tercijarnog alkohola

Figure 4. Dehydratation of tertiary alcohols

Zbog hemijske nestabilnosti montelukasta u pripremi formulacija posebna paznja
je posvecena izboru pomocnih supstanci (ekscipijensa): sredstva za dopunjavanje,
vezivanje, za raspadljivost, za klizanje, kao 1 lubrikansi [5-6]. Formulacije koje sadrze
mikrokristalnu celulozu povecavaju koli¢inu sulfoksida zbog moguceg prisustva
vodonik-peroksida [7]. Slican efekat izaziva prisustvo aspartama u formulaciji zbog
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cega je njegova koli¢ina u tabletama za Zvakanje ograni¢ena na 1 mg/tab. Montelukast
se u prometu nalazi u obliku filmom obloZenih tableta, tableta za Zvakanje 1 granula.

U literaturi su opisane stability indicating metode [8—10], metode ispitivanje
uticaja svetlosti 1 temperature na stabilnost montelukasta u rastvoru i ¢vrstom stanju
[10], kao 1 mehanizam kinetike fotodegradacije [13, 14]. Odredivanje montelukasta u
doziranim oblicima moze se vrSiti primenom metode voltametrije [15],
spektrofotometrije [16], HPLC metode [17]. Opisane su 1 metode istovremenog
odredivanja montelukasta i desloratadina [18] i levocetirizina [19] u doziranim oblicima
kao 1 odredivanje montelukasta u bioloSkom materijalu [20-22].

Stres studije stabilnosti se 1izvode u ranoj fazi razvoja proizvoda, a koji obuhvata 1
razvoj 1 optimizaciju analiticke metode. Ova faza podrazumeva, pored definisanja
optimalnih hromatografskih uslova 1 ispitivanje stabilnosti standardnih i analiziranih
rastvora, Sto ima za cilj definisanje eksperimentalnih procedura i uslova pod kojima ¢e
se izvoditi priprema rastvora za analizu. Stabilnost rastvora se definiSe kao vremenski
interval u okviru koga su rastvori koji se koriste za analizu stabilni. Eksperimentalno se
utvrduje tako Sto se primenom validirane metode izvrs$i analiza propisanih ispitivanih 1
standardnih rastvora unapred utvrdenom dinamikom u odnosu na sveZe pripremljeni
standardni rastvor.

Cilj ovog rada bio je da se ispita uticaj temperature 1 svetlosti na stabilnost
montelukasta u rastvorima montelukast tableta za Zvakanje, montelukast filmom
obloZenih tableta i1 rastvoru standarda montelukast natrijuma koji se pripremaju u
postupku ispitivanja prisustva i odredivanja srodnih supstanci.

Eksperimentalni deo

Oprema: hromatograf Agilent Technologies HP 1200 sa DAD detektorom,
Dionex UltiMate 3000 UHPLC sa DAD detektorom.

Reagensi: Za pripremu mobilne faze i rastvora koriS¢eni su reagensi HPLC
Cistoce: acetonitril (Sigma, Aldrich, Nemacka), ortofosforna kiselina (Sigma, Aldrich,
Nemacka), natrijum-dihidrogenfosfat, dihidrat (Sigma, Aldrich, Nemacka), metanol
(Sigma, Aldrich, Nemacka), voda HPLC kvaliteta dobijena sistemom TKA (USA).

Standardne supstance: Montelukast natrijum, radni standard, MOK-3 sulfoksid
(2-(1-((1R)-1-(3-[(E)-2-(7-hloro-2-hinolil)-1-etenil [fenil)-3-[ 2-(1-hidroksi-1-metil
etil)fenil] propil sulfinil metil)ciklopropil] siréetna kiselina) (Slika 3), Stiren necistoéa
(1-[[[(1R)-1-[3-[(1E)-2-(7-hloro-2-hinolil)etil|fenil]-3-[2-[ 1-(1-metil) etil)]fenil] propil]
tio] metil] ciklopropil) siréetna kiselina) (Slika 4).

Dozirani farmaceutski oblici: Montelukast tablete za zvakanje i Montelukast
filmom obloZene tablete.
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Priprema rastvora

Pufer pH 3,7: 4,4 g natrijum-dihidrogenfosfata, dihidrata, prenese se u odmerni
sud od 1000 mL, rastvori u 800 mL vode 1 dopuni vodom do oznake. pH vrednost
rastvora se podesi na 3,7 fosfornom kiselinom.

Osnovni standardni rastvor montelukasta, u koncentraciji 1,0 mg mL’
pripremi se u metanolu, dok su osnovni standardni rastvori necistoca (MOK-3
sulfoksida i stiren necistoce) u koncentraciji 0,1 mg mL"' pripremljeni u acetonu. Posle
duzeg stajanja stiren necisto¢e u metanolnom rastvoru moze do¢i do interakcije
alkohola sa dvostrukom vezom pa je aceton, zbog dobre rastvorljivosti i stabilnosti,
izabran kao rastvarac za necistoce.

Rastvori koriSéeni za procenu pogodnosti sistema u koncentraciji: montelukast
0,001 mg mL'l, MOK-3 sulfoksid 0,001 mg mL'i stiren necistoca 0,001 mg mL"
!pripreme se u smesi metanol voda (9:1 V/V).

Analizirani rastvor standarda montelukasta, kao i analizirani rastvori Montelukast
tableta za Zvakanje i1 filmom obloZenih tableta pripremljene su u koncentraciji od 0,5 mg
mL'u sme§i metanol/voda (9:1 V/V).

Hromatografski uslovi: kolona—zadovoljavaju¢e razdvajanje montelukasta 1
degradacionih proizvoda postignuto je na koloni BDS HYPERSIL C18, 100 mm x 4,6
mm, 3um veli¢ine Cestica uz gradijentno eluiranje mobilnom fazom A koju ¢ini smeSa —
pufer pH 3,7: ACN u odnosu 80:20 i mobilnom fazom B — smeSa pufer pH 3,7: ACN u
odnosu 20:80 (V/V). Protok mobilne faze bio je 1 mL min.”, temperatura kolone 27 °C,
talasna duzina detekcije 225 nm i volumen injektovanja 20 pL. Program gradientnog
eluiranja: 0-30min A: 50 %—20 %, 30-35 min A: 20 %—5 %, 35-45 min A: 5 %,
45-50 min A: 5—50 %, 50-60 min A: 50 %.

Rezultati i diskusija

U radu su prikazani rezultati ispitivanja stabilnosti montelukasta u rastvorima koji
se koriste u postupku ispitivanja srodnih supstanci u toku rutinske kontrole
farmaceutskih doziranih oblika montelukasta (filmom obloZene tablete i tablete za
zvakanje). Ispitivanje stabilnosti je vrSeno RP-HPLC metodom koja omogucava
razdvajanje aktivne supstance od degradacionih proizvoda, koji mogu nastati u toku
pripreme, analize i1 ¢uvanja rastvora. Predlozena metoda je validirana, 1 utvrdeno je da je
metoda dovoljno osetljiva, selektivna i1 reproduktivna. Pre izvodenja bilo kog
eksperimenta za validaciju metode potrebno je dokazati da je HPLC sistem pogodan, a
da definisana procedura obezbeduje pouzdane, tane i reproduktivne rezultate. Procena
pogodnosti sistema je izvrSena pracenjem faktora rezolucije, asimetrije pika kao 1 broja
teorijskih platoa. Podaci su prikazani u Tabeli I i na Slici 5.
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Tabela I Parametri pogodnosti sistema

Table I System suitability parameters

Pik Jedinjenje Retenciono Faktor Asimetrija | Broj teorijskih
vreme rezolucije (Rs) pika (T) platoa (N)
(min.) 2) (<2) (>2000)
1 MOK-3 8,082 33,34 1,16 13556
sulfoksid
montelukast 19,924 36,34 1,25 33628
stiren 34,743 15,84 1,20 131579
necistoca

45.0- system suitability solution 225nm

400

300
g 200
3 1, -8082 ST
E 10.0 | -19.524

0.04}4 I 1L._,_,_..-—<

-10.0
-15.0! . . — . !
00 10.0 200 300 400 55.0
Time [min]
Slika 5. Hromatogram rastvora za proveru pogodnosti sistema

Figure 5. Chromatogram showing system suitability

U izvedenoj

studiji stabilnosti montelukasta u rastvoru pracen je uticaj dva

spoljaSnja faktora koji mogu uticati na hemijski integritet jedinjenja: temperatura i
svetlost. Poznato je da temperatura, kao i svetlost katalizuju mnoge degradacione

procese kao $to su oksidacija, hidroliza, izomerizacija i sl.
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Uticaj temperature na stabilnost montelukasta u rastvoru

Prilikom procene stabilnosti montelukasta u standardnom i ispitivanim rastvorima
tableta pracen je sadrzaj montelukasta, poznatih i nepoznatih necistoa u trenutku
pripreme rastvora, nakon 24h i 48h, u rastvorima koji su ¢uvani na sobnoj temperaturi i
u frizideru (4°C). Rastvori za analizu su pripremani i cuvani u odmernim sudovima od
tamnog stakla. Rezultati ispitivanja prikazani su u Tabelama II, IIT 1 IV.

Tabela II Rezultati stabilnosti montelukasta u rastvoru montelukast radnog standarda

Table I  Results of stability study of montelukast in the standard solution of Montelukust

Sobna temperatura

Vreme Povrsina

L. . w0
o Jedinjenje e RSD Razlika u povrsini (%)
0 1225,96 1,25 -
24 montelukast 1220,01 0,60 -0,46
48 1205,70 1,39 -1,65
0 1,83 0,41 -
MOK-3
i sulfoksid 1,83 0,42 -
48 1,84 0,14 +0,55
0 ) 2,85 0,33 -
Stiren
24 L 2,86 0,19 +0,35
necistoca
48 2,88 0,66 +1,05

Temperatura frizidera (4-8 °C)

Vreme PovrSina

.. . w0
o Jedinjenje e RSD Razlika u povrsini (%)
0 1225,96 0,73 -
24 montelukast 1222,11 0,94 -0,31
48 1217,22 0,81 -0,71
0 1,83 0,09 -
MOK-3
24 sulfoksid 1,83 0,35 -
48 1,83 0,24 ;
0 _ 2,85 0,12 -
Stiren
24 o 2,85 0,44 -
necistoca
48 2,86 0,26 +0,35
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Tabela III Rezultati stabilnosti montelukasta u rastvoru Montelukast tableta za zvakanje

Table III Results of stability study of montelukast in the solution of Montelukust chewing tablets

154

Sobna temperatura

. V‘r.eme. Jedinjenje Sadrzaj RSD Razlika u sadrzaju (%)
1spitivanja
0 99,57 0,26 -
24 montelukast 99,61 0,25 +0,04
48 98,04 0,25 -1,53
0 0,14 1,26 -
MOK-3
24 sulfoksid 0,14 2,38 -
48 0,15 1,51 +0,01
0 . 0,06 0,26 -
Stiren
24 L 0,05 0,30 -0,01
necistoca
48 0,06 0,05 -
0 Nepoznata 0,06 2,29 -
24 necistoca 0,06 2,37 -
48 (RRT~0,75) 0,08 2,83 +0,02
Temperatura frizidera (4-8 °C)
Sadrzaj
. V.r_eme. Jedinjenje S RSD Razlika u sadrzaju (%)
ispitivanja (%)
0 99,57 0,26 -
24 montelukast 99,69 0,25 +0,12
48 99,05 0,26 -0,52
0 0,11 1,26 -
MOK-3
24 sulfoksid 0,07 3,29 -0,04
48 0,12 1,35 +0,10
0 , 0,06 0,26 -
Stiren
24 L 0,07 2,09 +0,01
necistoca
48 0,06 2,11 -
0 Nepoznata 0,06 2,29 -
24 necistoca 0,05 3,22 +0,01
48 (RRT~0,75) 0,03 1,52 -0,03




Tabela IV Rezultati stabilnosti montelukasta u rastvoru Montelukast film tableta
Table IV Results of stability study of montelukast in the solution of Montelukust film coated tablets

Sobna temperatura

Razlika u sadrzaju

Vremeispitivanja Jedinjenje Sadrzaj RSD %)
0
0 99,58 0,09 -
24 montelukast 99,63 0,08 +0,05
48 99,02 0,09 -0,56
0 0,08 2,90 -
24 MOK-3 sulfoksid 0,08 2,38 -
48 0,08 1,51 -
0 . 0,02 0,77 ;
Stiren
24 o, 0,03 0,44 +0,01
necistoca
48 0,02 0,07 -
0 o 0,01 2,90 -
Nepoznatanecistoca
24 0,02 2,37 +0,01
(RRT~0,75)
48 0,02 2,83 -
Temperatura frizidera (4-8 °C)
e . .. Razlika u sadrzaju
Vremeispitivanja Jedinjenje Sadrzaj RSD %)
0
0 99,58 0,09 -
24 montelukast 99,52 0,05 -0,06
48 99,02 0,10 -0,56
0 0,08 2,38 -
24 MOK-3 sulfoksid 0,06 2,22 -0,02
48 0,08 1,38 -
0 . 0,02 0,77 ;
Stiren
24 o, 0,01 0,55 -0,01
necistoca
48 0,01 1,00 -
0 o 0,01 2,90 -
Nepoznatanecistoca
24 0,02 1,85 +0,01
(RRT~0,75)
48 0,02 1,85 -
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Na osnovu dobijenih vrednosti relativnih standardnih devijacija (RSD <5 %) [8,
9] moze se izvesti zakljuCak da je montelukast stabilan u svim ispitivanim rastvorima
kako na temperaturi od 4°C tako i na sobnoj temperaturi.

Sadrzaj montelukasta u standardnom rastvoru je u opsegu 98-102 %, a
pojedinacne 1 ukupne necistoce u dozvoljenim granicama [7] ¢ime je potvrdeno da su
ispitivani rastvori stabilni 48h. Sadrzaj montelukasta u rastvorima tableta za Zvakanje,
kao 1 filmom obloZenih tableta je u opsegu 95 % — 105 %, a pojedinacne i1 ukupne
necistoce u dozvoljenim granicama koje su definisane specifikacijom proizvoda (MOK-
3 <0,5 %, stiren < 0,5 %, nepoznate necistoc¢e < 0,2 % 1 ukupne necistoce < 1,5 %).

U svim ispitivanim uzorcima rastvora tableta montelukasta detektovane su i
nepoznate necisto¢e pri ¢emu je pracena necistoca Cije je prisustvo potvrdeno i u
rastvoru standarda montelukasta (RRT 0,75). Ostale nepoznate necistoce u rastvoru
standarda detektovane su u koli¢ini manjoj od 0,01 % 1 tokom ispitivanja nisu
pokazivale zna¢ajnu tendenciju porasta (njihov sadrzaj nije prelazio 0,01 %).

Uticaj svetlosti na stabilnost montelukasta u rastvoru

U strukturi montelukasta nalaze se fotoreaktivne funkcionalne grupe, toetarska i
alkenska grupa. Svetlost moze katalizovati inicijalnu reakciju oksidacije montelukasta te
je stoga pracen porast sadrzaja sulfoksida koji nastaje oksidacijom tio etra (Slika 3).
Svetlost katalizuje reakcije izomerizacije dvostruke veze u strukturi montelukasta pri
¢emu nastaje Z izomer (Slika 4). Specifikacijom proizvoda Z izomer nije definisan kao
poznata necistoca te se u ispitivanju vodi kao nepoznata necistoca 1 granice za njegov
sadrzaj su strozije (0,2 %) u poredenju sa MOK-3 sulfoksidom i stiren ne¢isto¢om
(0,5 %).

Studije fotodegradacije montelukasta izvedene pod uticajem dnevne svetlosti,
pokazale su da svetlost kao ispitivani faktor ima vec¢i uticaj na integritet strukture
montelukasta u poredenju sa temperaturom. Ispitivani rastvori 1 rastvori standarda
pripremani su i ¢uvani u odmernim sudovima od bezbojnog stakla, na sobnoj
temperaturi. Inicijalna koncentracija montelukasta poredena je sa koncentracijom
montelukasta u istim rastvorima nakon 24 h. Dobijeni rezultati su ukazivali na
degradaciju aktivne supstapstance vise od 10 % tako da je izvedena nova studija u kojoj
je degradacija prac¢ena u toku 12 h. (Tabela V, Slika 6).
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Tabela V Rezultati fotodegradacije montelukasta u ispitivanim uzorcima

Table V  Results of photodegradation studies of montelukast in the investigated solutions

Standardni rastvor montelukast natrijuma

Vreme . Sadrzaj | Razlika u sadrzaju

C e Jedinjenje

ispitivanja (%) (%)
102 montelukast gzzgg - 2: a1
0 MOK-3 0,07 -
12 sulfoksid 0,95 +0,88
0 Stiren 0,02 -
12 necistoca 0,08 +0,06
0 Nepoznata 0,05 -

necistoca

12 (RRT~0.75) 0,61 +0,56

Rastvor Montelu

kast tablata za zvakanje

Vreme Jedinienie Sadrzaj | Razlika u sadrZaju
ispitivanja Jeny (%) (%)
0 99,36
B montelukast 96.83 2.53
0 MOK-3 0,086
12 sulfoksid 1,01 +0,924
0 Stiren 0,04
12 necistoca 0,06 +0,04
0 Nepoznata 0,02
necistoca
12 (RRT~0.75) 0,81 +0,61

Rastvor Montelukast filmom oblozenih tableta

Vreme Testifeae Sadrzaj | Razlika u sadrzaju
ispitivanja (%) (%)
102 montelukast g?:gg 2.0
0 MOK-3 0,14
12 sulfoksid 1,12 +1,14
0 Stiren 0,01
12 necistoca 0,02 +0,01
0 Nepoznata 0,09
necistoca
12 (RRT~0,75) 0,67 +0,58
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Uticaj svetlosti dovodi do smanjenja sadrzaja montelukasta i do porasta sadrzaja
MOK-3 sulfoksida i1 necisto¢e €ije je RRT oko 0,76. Sadrzaj neCisto¢a ve¢ nakon 2 h
prelazi granice koje su definisane farmakopejom (MOK-3 sulfoksid < 0,2 %, nepoznate
necisto¢e pojedinacno < 0,1 %) [9]. Stiren necistoa nije pokazivala znacajniju
tendenciju porasta pod dejstvom svetlosti i njen sadrzaj je bio u granicama
farmakopejskih zahteva (<0,3 %) [9].

U svim uzorcima tableta montelukasta koje su bile izlozene dejstvu svetlosti
detektovane su necisto¢e koje se pojavljuju na retencionim vremenima poznatih
necisto¢a (MOK-3 1 stiren necistoce), ali 1 nepoznate od kojih je pracena necistoca Cije
je prisustvo potvrdeno i u rastvoru standarda montelukasta (RRT oko 0,76). Pod
dejstvom svetlosti koli¢ina aktivne supstance je opadala ali je 1 dalje ostajala u
granicama definisanim specifikacijom gotovog proizvoda (95 % — 105 %). S druge
strane, sadrZaj necistoca u ispitivanim rastvorima je u toku 12 h porastao od 8 do 40
puta u poredenju sa inicijalnom koncentracijom tako da je prelazio granice definisane
specifikacijom (0,5 % za poznate tj. 0,2 % za nepoznate necistoce).

Tablete koje sadrze farmaceutski aktivne supstance osetljive na fotohemijsku
degradaciju oblazu se polimernim filmom sa UV apsorberom koji generalno eliminise
efekat svetlosti na aktivnu supstancu tokom cuvanja 1 upotrebe proizvoda. U ovoj studiji
ispitivana je i fotostabilnost rastvora filmom obloZenih tableta Montelukasta. Rezultati
prikazani u Tabeli VI 1 na Slici 6 ukazuju da je stepen fotodegradacije gotovo identican
u sva tri ispitivana uzorka iz jednostavnog razloga Sto se ispitivanje stabilnosti izvodi u
rastvoru, a ne sa ¢vrstim uzorcima, pa prisustvo fotoprotektivnog filma nema znacajnu
ulogu u stabilnosti pripremljenih rastvora. Rastvori ovih tableta pripremaju se 1 cuvaju
pod istim uslovima kao 1 rastvori standarda i tableta za zvakanje.
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Slika 6. Hromatogrami praéenja stabilnosti analiziranih rastvora: A. Hromatogrami
rastvora standarda u Oh i 12h, B. Hromatogrami rastvora Montelukast tableta
za Zvakanje u Oh i 12h i C. Hromatogrami rastvora Montelukast filmom
obloZenih tableta u Oh i 12h

Figure 6. Chromatograms showing stability of tested solutionsA. standard solution after Oh
and 12h; B. Solution of Montelukast chewing tablets after Oh and 12h;
C.Solution of Montelukast film coated tablets after Oh and 12h

Zakljucak

U radu je prikazan uticaj temperature i svetlosti na stabilnost standardnog rastvora
montelukasta kao i rastvora koji se pripremaju pri analizi necistoca i srodnih supstanci u
doziranim oblicima montelukasta: tabletama za Zzvakanje i filmom obloZenih tableta.
ZakljuCeno je da dnevna svetlost u vecoj meri katalizuje hemijsku degradaciju
montelukasta u poredenju sa temperaturom.

U cilju dobijanja pouzdanih rezultata analize u postupku ispitivanja i odredivanja
sadrzaja srodnih supstanci u rastvorima montelukast tableta za zvakanje 1 filmom
oblozenih tableta potrebno je vrsiti pripremu rastvora u odmernim sudovima od tamnog
stakla i pripremljene ratvore analizirati u toku 48 h na sobnoj temperaturi.
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Summary

In this paper, influence of temperature and light on stability of montelukast in solutions
(standard substance, chewable tablets and film coated tablets) which were prepared during
routine analysis of related substances was investigated. The content of montelukast and
degradation products was determined by HPLC method at defined time intervals (influence of
temperature was tested at the beginning, after 24 hours, and after 48 hours, and influence of
light was tested at the beginning of the experiment and after 12 hours). Stability of montelukast
in tested solutions under influence of temperature was acceptable. The content of montelukast
ranged from 98 % to100 %, which meets the pharmacopoeia requirements and specifications.
Individual and total impurities were within acceptable limits. Presence of photosensitive
functional groups in structure of montelukast led to significant photodegradation. Individual and
total impurities in samples which were under influence of light were above acceptable limits.
Photodegradation occured during first 12 hours. Content of MOK-3 sulphoxide and unknown
impurity on RRT 0.76 was above limits in all examined samples. Over a period of 12 h the
content of those impurities grew 8-40 fold compared to time zero values.

Key words: montelukast, stability testing, impurities,
reverse-phase liquid chromatography
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