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Izvod

U savremenoj farmaceutskoj analizi neke farmaceutski aktivne supstance studije forsirane
degradacije imaju veliki znacaj jer se iz njih moZe dobiti veliki broj znacajnih posataka o
stabilnosti leka. U ovom radu, opisano je ispitivane stabilnosti olopatadin-hidrohlorida pod
utcajem stres agenasa a u cilju dobijanja podataka o njegovoj stabilnosti. Za pracenje
ponasanja olopatadin-hidrohlorida primenjena je metoda te¢ne hromatografije hidrofilnih
interakcija (eng. Hidrophilic Interaction Liquid Chromatography — HILIC). Olopatadin-hidro-
hlorid izloZzen je dejstvu kiseline, baze, povisene temperature i oksidacionog sredstva, a
stepen degradacije pracen je u definisanim vremenskim intervalima. Takode, odredena je i
kinetika degradacije u cilju sticanja boljeg uvida u stabilnost supstance i njen mehanizam
razgradnje. Definisani su red reakcije, konstanta brzine reakcije i poluvreme degradacije
nakon izlaganja dejstvu kiseline, baze i oksidacionog sredstva.
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Studije forsirane degradacije ili stres studije spro-
vode se u cilju ispitivanja osnovne hemijske stabilnosti
aktivne farmaceutske supstance i farmaceutskog dozi-
ranog oblika [1]. Ove studije izvode se pod uslovima
koji su drasticniji od uslova propisanih za ubrzane stu-
dije stabilnosti (temperatura 40 °C, relativna vlaznost
75%). Na osnovu studija forsirane degradacije dobijaju
se informacije o moguéim degradacionim putevima i
mehanizmu degradacije aktivne supstance u kratkom
vremenskom intervalu, kao i o predlozenom degrada-
cionom profilu [2]. Takode, omogucavaju identifikaciju i
karakterizaciju degradacionih proizvoda koji se spon-
tano mogu javiti tokom sinteze, proizvodnje, upotrebe i
Cuvanja leka [3]. Nastali proizvod moze biti srodna sup-
stanca aktivnoj supstanci ili ekscipijensima, ili moze
nastati kao rezultat interakcije izmedu aktivne sup-
stance ili ekscipijenasa.

Osnovni cilj studija forsirane degradacije je dobi-
janje uzoraka koji sadrze degradacione proizvode u
koncentraciji od 5 do 20% [4]. Degradacija ispod 5% ne
uzima se u razmatranje, jer se smatra da veoma male
koli¢éine degradacionih proizvoda nastalih pod stres
uslovima, ne bi nastale pod preporucenim uslovima
Cuvanja aktivne supstance ili gotovog proizvoda. S
druge strane, degradacija preko 20% ne dovodi do
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pouzdanog definisanja degradacionog profila. Takode,
korisne su i za potvrdu specificnosti metode tokom
razvoja, optimizacije i validacije analitickih metoda za
pracenje stabilnosti (eng. Stability Indicating Method)
[5-8].

Uprkos znacaju studija forsirane degradacije u svim
fazama farmaceutskog razvoja, vazece smernice koje se
odnose na ove studije veoma su uopstene. U Q1A (R2)
smernici Medunarodne konferencije za harmonizaciju
(eng. International Conference on Harmonisation —
ICH), navodi se da se studije sprovode na jednoj seriji
lekovite supstance ili gotovog proizvoda, u cvrstom
obliku, odnosno, u obliku rastvora ili suspenzije. Prepo-
ruka je da se izvode pod slede¢im uslovima: povisena
temperatura (za oko 10 °C viSa od temperature kod
ubrzanih studija stabilnosti, tj. 50 °C, odnosno 60 °C),
povecana relativna vlaznost (75% i vise), hidroliza u
Sirokom opsegu pH vrednosti, fotoliza i oksidacija [9].
Studije fotostabilnosti integralni su deo stres testova i
detaljno su opisane u ICH Q1B smernici. Fotoliza se
izvodi izlaganjem leka kombinaciji bele svetlosti, UV i
fluorescentnih lampi ili koriS¢enjem halogenih ili kse-
non lampi [10]. Medutim, pomenute smernice ne obez-
beduju dovoljno informacija o strategiji i principima
sprovodenja stres testova, odnosno, ne specificiraju
opseg pH vrednosti, kao ni temperaturni opseg i spe-
cificna oksidaciona sredstva [11].

Cilj ovog rada je izvodenje studija forsirane degra-
dacije na olopatadin-hidrohloridu i pracenje nastalih
proizvoda degradacije metodom tecne hromatografije
hidrofilnih interakcija (eng. Hidrophilic Interaction
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Liquid Chromatography — HILIC) opisanom u radu [12].
Pored toga, cilj je bio i odredivanje kinetika degradacije
kako bi se izracunale odgovarajué¢e konstante brzine i
poluvremena razgradnje u kiseloj, baznoj sredini, kao i
nakon izlaganja oksidacionom sredstvu. Tumacenje
parametara kinetike reakcije degradacije olakSava razu-
mevanje mehanizma degradacije i sticanje boljeg uvida
u stabilnost ispitivane supstance [13,14].

Olopatadin-hidrohlorid ((112)-11-(3-(dimetilamino)-
propiliden]-6,11-dihidrodibenzo[b,e]oksepin-2-il)siréet-
na kiselina-hidrohlorid je antialergijski lek sa bifaznim
dejstvom (selektivni inhibitor histaminskih H; receptora
i stabilizator mastocita), koji se koristi u terapiji alergij-
skog konjuktivitisa [15]. Struktura analiziranog jedinje-
nja prikazana je na slici 1.

HCI
CH:CH:N(CHs):

Slika 1. Hemijska struktura analizirane supstance.
Figure 1. Chemical structure of the analyzed substance.

Olopatadin-hidrohlorid je oficinalan u USP/NF far-
makopeji, koja za odredivanje aktivne farmaceutske
supstance i srodnih supstanci propisuje metodu rev-
ersno-fazne tecne hromatografije (eng. Reverse Phase
High Performance Liquid Chromatography — RP-HPLC)
[16].

Olopatadine in bulk i u kapima za ocCi odredivan je
UV-Vis spektroskopskom metodom (eng. Ultraviolet-
Visible Spectroscopy) [17] ili jon-par HPLC metodom
[18]. Dalje, derivativna spektroskopska metoda opisana
je za odredivanje supstance u farmaceutskim doziranim
oblicima [19]. U tabletama, odredivanje je vrseno izo-
kratskom RP-HPLC i HPTLC metodom (eng. High Perfor-
mance Thin Layer Chromatography) [20,21]. Kvantita-
tivna analiza aktivne supstance u formulaciji i studije
forsirane degradacije izvedene su i primenom RP-HPLC
metode za pracenje stabilnosti [22]. Identifikacija i
karakterizacija Cetiri degradaciona proizvoda ((11E)-11-
(3-(dimetilamino)propiliden)-6,11-dihidrodibenz[b,e]-
oksepin-2-il)siréetna kiselina, ((92)-9-(3-(dimetilamino)-
propiliden)-9H-fluoren-7-il)siréetna  kiselina  metil-
-((122)-11-(3-(dimetilamino)propiliden)-6,11-dihidrodi-
benz[b,e]oksepin-2-il)acetat i metil-((11E)-11-(3-(dime-
tilamino)propiliden]-6,11-dihidrodibenz[b,e]oksepin-2-
-il)acetat dobijena pod stres uslovima postignuta je LC-
-MS/TOF (eng. Liquid Chromatography-Mass Spectro-
metry/ Time-of-Flight) tehnikom [23]. N-oksid, kao
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proizvod termalne i oksidativne degradacije, identifi-
kovan je UHPLC metodom (eng. Ultra High Perfor-
mance Liguid Chromatography) nakon sterilizacije kapi
za o€i toplotom i filtracijom [24]. U humanoj plazmi
odredivanje koncentracije leka i njegovih metabolita
vrieno je LC metodom sa masenom detekcijom [25,26].

Pregled literature pokazao je da stabilnost olopa-
tadin-hidrohlorida nije jo$ uvek dovoljno proucena, kao
i da u dosadasnjoj literaturi nije opisana primena HILIC
metode za pracenje stepena degradacije ispitivanog
jedinjenja pod stres uslovima.

EKSPERIMENTALNI DEO

Hromatografski uslovi

Eksperimenti su izvedeni na hromatografskom sis-
temu Waters Breeze, koji se sastoji od Waters 1525
binarne HPLC pumpe, Waters 2487 UV/Vis DAD det-
ektora i Breeze Software Windows XP za prikupljanje i
obradu podataka. Hromatografska analiza uradena je
na Betasil Cyano (100 mmx4,6 mm, 5 um veliéine Ces-
tica) koloni, sa mobilnom fazom koja se sastoji od ace-
tonitrila i vodenog rastvora amonijum-acetata 5 mM
(¢ija je pH vrednost podesena na 4,50 glacijalnom sir-
¢etnom kiselinom), u odnosu 85:15 V/V. Pripremljena
mobilna faza je deaerizovana i profiltrirana kroz
membranski filter Alltec (Loceren, Belgium), velicine
pora 0,45 um. Temperatura kolone podesena je na 30
°C, a brzina protoka mobilne faze na 1 mL min .
Volumen injektovanja bio je 20 uL, a talasna duZina
detekcije 257 nm [12].

Reagensi

Za pripremu mobilne faze i rastvora korisc¢eni su
reagensi HPLC Cistoce:acetonitril (SIGMA, St.Louis, MO,
USA), amonijum-acetat (J.T.Baker, Holandija), glacijalna
sircetna kiselina (Zorka Pharma, Srbija) i voda HPLC
kvaliteta (Simplicity 185 sistem, Milipore, Nemacka).

Priprema rastvora za izvodenje studija forisrane
degradacije

Za hromatografsku analizu koriS¢en je radni stan-
dard olopatadin-hidrohlorida (Enaltec Labs, Indija). Os-
novni rastvor (c = 1 mg mL™) pripremljen je u mobilnoj
fazi navedenoj kod eksperimentalnih uslova. Radni ras-
tvori (c = 100 pg mL™") pripremljeni su razblazivanjem
odgovaraju¢im stres agensima. Kao stres agensi koris-
¢eni su 0,5 i 1 M natrijum-hidroksid, 0,5, 0,1 i 0,01 M
hlorovodonicna kiselina, kao i 3, 15 i 30% rastvori vodo-
nik-peroksida.

Degradacija na povisenoj temperaturi pracena je
zagrevanjem vodenog rastvora na temperaturi od 60
°C. Neposredno nakon dodatka stres agenasa, odnosno
u nultom minutu pod opisanim hromatografskim uslo-
vima radjena je analiza. Degradacija svih uzoraka pra-
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¢ena je u definisanim vremenskim intervalima a koncen-
tracija olopatadin-hidrohlorida nakon izlaganja stres
agensima odredenja je poredenjem sa rastvorom stan-
darda olopatadin-hidrohlorida koncentracije 100 pg mL™.

REZULTATI | DISKUSIJA

U ovom radu opisano je ispitivanje stabilnosti olo-
patadin-hidrohlorida nakon izlaganja rastvora aktivne
supstance stres agensima prema propisu ICH Q1 (R2)
smernice [9]. Olopatadin-hidrohlorid tretitan je razlici-
tim stres agensima, kao $to su kiselina, baza, oksida-
ciono sredstvo i poviSena temperatura. Stepen degra-
dacije pod uticajem razlicitih stres agenasa pracen je
HILIC metodom [12].

HILIC metoda predstavlja alternativni tip te¢ne hro-
matografije pod visokim pritiskom koja primenjuje po-
larne stacionarne faze (kolone od dCiste silike i hemijski
modifikovane derivatizovane silika kolone), kao i mo-
bilne faze sa visokim procentom organskom rastvaraca
(najcesée acetonitril u koncentraciji > 70%) i malim ude-
lom polarnog rastvarada (>2,5%) [27]. Vodena faza
uglavnom uklju¢uje dodatak pufera, pre svega amo-
nijum-acetata i amonijum-formijata, koji smanjuju ele-
ktrostaticku interakciju izmedu naelektrisanog analita i
deprotonovanih silanolnih grupa na povrsini stacionar-
ne faze. HILIC se smatra tehnikom izbora za analizu
nenaelektrisanih visoko polarnih hidrofilnih i amfifilnih
supstanci, kao i baznih lekova, ugljenih hidrata i brojnih
naelektrisanih i neutralnih supstanci [28]. Mehanizmi
razdvajanja u HILIC su veoma kompleksni i podrazu-
mevaju kombinaciju particije i adsorpcije analita, kao i
jonske interakcije analita sa negativno naelektrisanim
silanilnim grupama [29]. Kako je ponasanje olopatadin-
hidrohlorida u HILIC-u opisano u referenci [12], oceki-
vano je da se u posmatranom sistemu mogu pratiti
degradacioni proizvodi razli¢ite polarnosti i time dobiti
novi podaci o stabilnosti olopatadin-hidrohlorida. U
ovom istrazivanju, olopatadin-hidrohlorid najpre je tre-
tiran bazom, odnosno 0,5 i 1 M NaOH. Tokom 72 sata
tretiranje olopatadin-hidrohlorida sa 0,5 M NaOH nije
dovelo do znacajne degradacije.Dodatak jaCe baze, 1 M
NaOH, nije uticao je na povecanje degradacije. Dobijeni
rezultati pokazuju da se olopatadin-hidrohlorid u nul-
tom minutu razgradio 2,07%, nakon 24 h 2,72%, nakon
48 h 3,55% u odnosu pocetnu koncentraciju. Smatra se

da degradacija manja od 5% nije reprezentativna i da
ovi degradacioni proizvodi neée nastati u redovnim stu-
dijama stabilnosti pri preporu¢enim uslovima ¢uvanja
[4]. Moze se zakljuciti da olopatadin-hidrohlorid stabi-
lan u baznoj sredini.

U sledecoj fazi ispitan je uticaj povecanja tempera-
ture na stabilnost olopatadin-hidrohlorida. Zagreva-
njem vodenog rastvora na 60 °C pokazano je da ne do-
lazi do razgradnje pod dejstvom povisene temperature,
odnosno da je ispitivana supstanca termostabilna. U
definisanim vremenskim intervalima (0 h, 15 min, 1, 2 i
3 h), nije doslo do promene, odnosno, smanjenja kon-
centracija analita.

Hidroliza u kiseloj sredini sa 0,5 M HCI pokazala je
potpunu degradaciju u nultom minutu, pa je analiza
ponovljena sa manjim koncentracijama ove kiseline.
Tretiranje sa slabijom 0,1 M HCl dovelo je do znacajnog
smanjenja koncentracije analita, te se moZe pretpos-
taviti izrazita nestabilnost analita u kiseloj sredini. Kon-
centracija se trenutno smanjila za 34%, nakon 15 min
za 39%, 1 h za 46,6%, a nakon 2 h za 48,3%. Nakon 24 h
procenat degradacije bio je 61,3% u odnosu na inici-
jalnu koncentraciju. Tretiranje sa slabijom kiselinom,
0,01 M HClI, dovelo je do reprezentativne i manje inten-
zivne degradacije ispitivanog analita. U definisanim vre-
menskim intervalima (0 h, 15 min, 1 i 2 h) smanjenje
koncentracije olopatadin-hidrohlorida bilo je manje od
10% u odnosu na inicijalnu koncentraciju. Nakon 24 i 48
h procenat degradacije nije se znacajno povecavao.

Dodatkom oksidacionog sredstva H,0, u nizim kon-
centracijama (3 i 15%), olopatadin-hidrohlorid je ostao
relativno stabilan. Medutim, vec¢a koncentracija vodo-
nik-peroksida od 30% dovela je do intenzivnije degra-
dacije. Supstanca se u nultom minutu razgradila 0,76%,
nakon 1 h nije doslo do znacajne razgradnje, ali nakon
48 h procenat razgradnje bio je 7,55. Prikaz rezultata
studija forsirane degradacije dat je u tabeli 1.

Rezultati stres studija pokazuju da je olopatadin-
-hidrohlorid stabilan u baznoj sredini, kao i pod dejs-
tvom poviSene temperature (60 °C). S druge strane,
hidroliza u kiseloj sredini i oksidacija u prisustvu visoke
koncentracije vodonik peroksida ukazuju na relativnu
nestabilnost supstance u prisustvu pomenutih stres
agenasa. Odabrani hromatogrami olopatadin-hidrohlo-
rida dobijeni nakon izlaganja razli¢itim stres agensima
prikazani su na slici 2.

Tabela 1. Pregled rezultata studija forsirane degradacije (stepen degradacije, %)
Table 1. Summary of results of stress degradation studies (degradation degree, %)

Vreme degradacije, h

Agens

0 0,25 1 2 3 24 48
1 M NaOH 2,07 2,26 2,49 2,65 - 2,72 3,55
0,1 M HCI 34,0 39,0 46,6 48,3 - 61,3 -
0,01 M HCI 4,97 6,34 7,22 9,50 - 10,16 10,23
30% H,0, 0,76 1,39 3,08 5,07 5,41 5,52 7,55
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Slika 2. Odabrani hromatogrami olopatadin-hidrohlorida dobijeni nakon izlaganja razlicitim stres agensima; A. Hromatogram
standarda olopatadin-hidrohlorida (c = 100 ug mL™); B. Hromatogram uzorka nakon tretitanja olopatadin-hidrohlorida sa 1 M
NaOH; C. Hromatogram uzorka nakon zagrevanja vodenog rastvora olopatadin-hidrohlorida na 60 °C; D. Hromatogram uzorka
nakon tretitanja olopatadin-hidrohlorida sa 0,1 M HCl; E. Hromatogram uzorka nakon tretitanja olopatadin-hidrohlorida sa

0,01 M HCI; F. Hromatogram uzorka nakon tretitanja olopatadin-hidrohlorida sa 30% H,0,.

Figure 2. Selected chromatograms of the olopatadine HCI after exposure to a different stress agents; A. Chromatogram of olopata-
dine HCl standard (c = 100 ug mL™ ); B. Chromatogram of the sample after treatment olopatadine HCl with 1 M NaOH; C. Chromato-
gram of the sample after heating an aqueous solution olopatadine HCl at 60 °C; D. Chromatogram of the sample after treatment
olopatadine hydrochloride with 0,1 M HCI; E. Chromatogram of the sample after treatment olopatadine hydrochloride with 0,01 M
HCI; F. Chromatogram of the sample after treatment olopatadine hydrochloride with 30% H,0,.

Na osnovu prilozenih hromatograma moze se za-
kljuciti da je HILIC metoda uspesno primenjena za pra-
¢enje stabilnosti olopatadin-hidrohlorida pod uticajem
razlicitih stres agenasa. Takode, moze se zakljuciti da se
pod uticajem 0,1 M HCI (slika 2D) dobija degradacioni
proizvod (retenciono vreme = 10 min) koji ne nastaje
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pod ostalim stres uslovima. Pozicija pika na hromato-
gramu (eluiranje nakon olopatadin-hidrohlorida) uka-
zuje da je degradacioni proizvod vece polarnosti jer u
HILIC povecanje polarnosti dovodi do duzeg zadrza-
vanja analita u koloni.
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Naime, u sistemu reverznih faza kada je analit vece
polarnosti krace se zadrzava u koloni i eluira se ranije
$to u zavisnosti od prirode analita moze voditi nereten-
cionom ponasanju ¢ime se znacajno otezava identifiko-
vanje novog pika. Upravo u ovome se i ogleda prednost
primenjene HILIC metode jer zbog razlic¢itih mehani-
zama u odnosu na najc¢esée primenjivani reverzno-fazni
sistem omogucava kasnije eluiranje polarnih struktura
te se nedvosmisleno moze ukazati na postojanje novog
entiteta u hromatografskom sistemu sto je od poseb-
nog znacaja u izvodenju stres studija.

U nastavku istraZivanja odredena je kinetika reak-
cije degradacije kako bi se doneo konacan zakljucak o
ponasanju i degradacionom profilu olopatadin-hidro-
hlorida. Cilj je bio razumevanje mehanizma degradacije,
kao i predvidanje brzine reakcije degradacije i poluvre-
mena degradacije. Tok reakcija degradacije zavisi od
rastvaraca, koncentracije reaktanata, temperature i pH
vrednosti. Red reakcije opisuje zavisnost brzine reakcije
od koncentracije reaktanata. Lekovite supstance uglav-
nom se razlazu po principu reakcija nultog, prvog ili
pseudo-prvog reda. Medutim, mogu biti zastupljeni i
sloZeniji mehanizmi degradacije, odnosno reakcije viseg
reda [30]. Brzina reakcije odreduje se na osnovu brzine
smanjenja koncentracije reaktanata ili brzine porasta
koncentracije proizvoda reakcije. Za opisivanje reakcija
koristi se zakon brzine reakcije, koji moze imati dife-
rencijalni i integralni oblik Sto je opisano u literaturi
[14,30], a nacin odredivanja reda reakcije dat je u rado-
vima [31,32]. Kao konacan podatak izraCunava se kons-
tanta brzine reakcije [33—-35].

U ovom radu, kinetika degradacije olopatadin-hid-
rohlorida odredena je u kiseloj i baznoj sredini, kao i
nakon izlaganja oksidacionom sredstvu. Definisani vre-
menski intervali i dobijeni rezultati prikazani su u tabe-
lama od 2 do 5.

Tabela 2. Kinetika degradacije olopatadin-hidrohlorida nakon
izlaganja 1 M NaOH

Table 2. Degradation kinetics of the olopatadine hydrochlo-
ride degradation after exposure to a 1 M NaOH

Vreme, h c/ mM Inc 1/c

0 0,289141 -1,24084 3,458520
0,25 0,281805 -1,26654  3,548553
1 0,289836 —-1,23844  3,450227
3 0,286052 —1,25158 3,495868
24 0,281232 -1,26857 3,555783
48 0,278904 -1,27689 3,585463

Koeficijent korelacije (r) 0,763281 0,7656 0,7680

Na osnovu najvisih vrednosti koeficijenata korela-
cije, pokazano je da su kisela, bazna i oksidativna degra-
dacija reakcije drugog reda.

lako promena koncentracije sa vremenom pruza
detaljan opis brzine reakcije, pozeljno je definisati i jed-

nostavnu meru brzine reakcije, odnosno poluvreme
reakcije. Poluvreme reakcije predstavlja ono vreme za
koje se pocetna koncentracija reagujuée supstance
smanji na polovinu, i Sto je reakcija brza, poluvreme
reakcije je kraée [30]. Za reakciju prvog reda poluvreme
reakcije ne zavisi od koncentracije, dok je za reakciju
drugog reda obrnuto proporcionalno pocetnoj koncen-
traciji reaktanta.Vrednosti konstanti brzina degradacije
i poluvremena reakcija, izraCunatih na osnovu prikaza-
nih jednacina, predstavljeni su u tabeli 6.

Tabela 3. Kinetika degradacije olopatadin-hidrohlorida nakon
izlaganja 0,1 M HCI

Table 3. Degradation kinetics of the olopatadine hydrochlo-
ride degradation after exposure to a 0.1 M HCI

Vreme, h c/ mM Inc 1/c

0 0,172523 -1,75722  5,796329
0,25 0,154454 -1,86786 6,47442
1 0,139529 -1,96948 7,166969
2 0,135062 —2,00202 7,404007
24 0,101241 -2,29025 9,877421

Koeficijent korelacije (r)  0,8665 0,8228 0,9391

Tabela 4. Kinetika degradacije olopatadin-hidrohlorida nakon
izlaganja 0,01 M HCI

Table 4. Degradation kinetics of the olopatadine hydrochlo-
ride degradation after exposure to a 0.01 M HCI

Vreme, h c/ mM Inc 1/c

0 0,252369 -1,37054 3,977488
0,25 0,250506 -1,38427 3,991920
1 0,248151 -1,39372 4,029804
2 0,242071 -1,41852 4,131019
24 0,240298 -1,42587 4,161499
48 0,240097 -1,42671 4,164983

Koeficijent korelacije (r)  0,7172 0,7200 0,7228

Tabela 5. Kinetika degradacije olopatadin-hidrohlorida nakon
izlaganja 30% H,0,

Table 5. Degradation kinetics of the olopatadine hydrochlo-
ride degradation after exposure to a 30% H,0,

Vreme, h c/mM Inc 1/c

0 0,293641  -1,2254 3,405519
0,25 0,28956 -1,23939 3,453516
1 0,284596 -1,25668 3,513753
2 0,27875 -1,27744  3,587443
3 0,277757 -1,28101 3,600269
24 0,277426  —1,2822 3,604565
48 0,271469 -1,30391 3,683662

Koeficijent korelacije (r)  0,7287 0,7351 0,7415

Na osnovu dobijenih poluvremena reakcije, zaklju-
¢eno je da je degradacija u kiseloj sredini sa 0,1 M HCI
najbrza reakcija (t;, = 41,4 h), dok je degradacija u
baznoj sredini najsporija reakcija (t;/, = 1572 h). Na ovaj
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Tabela 6. Vrednosti konstanti brzina degradacije i poluvremena degradacije; [A,] — pocetna koncentracija
Table 6. The values of degradation rate constants and half-lives

Parametar 1 M NaOH 0,1 M HCI 0,01 M HCI 30% H,0,
Konstanta brzine degradacije, k/ mM™ h™ 0,0022 0,1399 0,0035 0,0039
Poluvreme degradacije t;/, = 1/k[Aq] (h) 1572 41,4 1132.1 873,2

nacin, potvrdena je velika stabilnost olopatadin-hidro-
hlorida u baznoj sredini. S druge strane, olopatadin-
-hidrohlorid najosetljiviji je na prisustvo kiseline 0,1 M
HCI. Kisela degradacija sa jacom kiselinom 0,1 M HCI
znatno je brza reakcija od kisele degradacije sa slabijom
kiselinom 0,01 M HCI. Takode, hidroliza u kiseloj sredini
sa 0,1 M HCl znacajno je brza reakcija i od reakcije oksi-
dacije u prisustvu 30% H,0,, odnosno analit je znatno
stabilniji na oksidaciju nego na prisustvo kiseline.

ZAKLJUCAK

U ovom radu opisano je pracenje degradacije olo-
patadin-hidrohlorida pod uticajem razli¢itih stres age-
nasa HILIC metodom. Na osnovu navedenih ispitivanja i
dobijenih rezultata, pokazano je da je olopatadin-hidro-
hlorid stabilan u baznoj sredini tj da tretiranje sa 1 M
natrijum-hidroksidom u trajanju od 48 h daje degrada-
ciju od svega 3,55%. Takode, studije forsirane degra-
dacije potvrdile su da je olopatadin-hidrohlorid stabilan
na temperaturi od 60 °C, kao i pod dejstvom nizZih kon-
centracija oksidacionog sredstva dok se pri visokim
(30% vodonik-peroksida) razlaZze za 7,55% ako je izloZen
48 h. Nasuprot tome, olopatadin-hidrohlorid je nestabi-
lan pod dejstvom kiseline (visSe od 60 %za 24 hsa 0,1 M
HCIl). Pokazano je da se HILIC metodom uspesno moze
pratiti degradacija olopatadin-hidrohlorida. Takode,
odredena je kinetika degradacije idobijeno je da su
kisela, bazna i oksidativna degradacija reakcije drugog
reda. Na osnovu izraunatih poluvremena degradacije
zaklju¢eno je da je kisela degradacija najbrza reakcija,
dok je bazna degradacija najsporija reakcija. Takode,
definisanje parametara kinetike reakcije pruza drago-
cene informacije o njegovom degradacionom profilu i
omogucdava predvidanje mehanizma degradacije. Ova-
kvo ponasanje olopatadin-hidrohlorida pruza moguc-
nost za dodatna i opseZnija ispitivanja njegove stabil-
nosti, kao i identifikaciju degradacionih proizvoda i
puteva degradacije.
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SUMMARY

INVESTIGATION OF OLOPATADINE HYDROCHLORIDE UNDER STRESS CONDITIONS BY HYDROPHILIC INTERACTION
LIQUID CHROMATOGRAPHY

Jelena D. Maksi¢', Anja R. Tumpaz, Igor B. Popovi¢ 3 Biljana S. Janéié-Stojanovic’2

"Military Medical Academy, Sector for Pharmacy, Department of Drug Control and Examination, Crnotravska 17,
Belgrade, Serbia

ZUniversity of Belgrade, Faculty of Pharmacy, Department of Drug Analysis, Vojvode Stepe 450, Belgrade, Serbia
*Medicines and Medical Devices Agency of Serbia, Vojvode Stepe 458, Belgrade, Serbia

(Scientific paper)

The purpose of the present research was to conduct stress degradation stu- Keywords: Olopatadine hydrochloride e
dies on the olopatadine hydrochloride, an antiallergic drug, using the hydrophilic Forced degradation studies e Degrad-
interaction liquid chromatography (HILIC). HILIC requires the utilization of polar ation kinetics e Hydrophilic interaction
and moderately polar stationary phases and aqueous-organic mobile phase usu- liquid chromatography

ally containing more than 70% of organic solvent. In this study, olopatadine hyd-
rochloride was subjected to acid and base hydrolysis, oxidation and thermolytic
degradation in order to estimate its stability under different stress conditions
recommended by ICHQ1A (R2) guideline. Degree of degradation was followed by
HILIC method. The chromatographic conditions were: column Betasil Cyano (100
mmx4.6 mm, 5 um particle size), mobile phase consisted of acetonitrile and
ammonium acetate 5 mM (pH adjusted to 4.50) in ratio 85:15 V/V, flow rate was
1 mLmin™}, column temperature was set at 30 °C and detection was performed at
257 nm. Results obtained for stress studies indicated that olopatadine hydro-
chloride underwent transformation under acidic and oxidative (30% hydrogen
peroxyde) conditions showing high degree of degradation. Furthermore, it was
found that olopatadine hydrochloride is relatively stable when exposed to ther-
mal (60 °C) and basic (1 M NaOH) conditions. Therewith, kinetics of degradation
reaction was determined with an aim to define the corresponding reaction rate
constants and half-lives. Firstly, the order of the reaction was evaluated experi-
mentally using the integral method. Based on the calculated values of the correl-
ation coefficients, it was shown that the acidic, basic and oxidative degradation
are the second-order reaction. High stability under basic conditions was achieved
on the basis of the great degradation half-life values. Also, it has been verified
that acidic degradation is the fastest reaction.
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