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Rastvorljivost lekova predstavlja veoma vazno svojstvo koje direktno utice na njihovu primenu. S
obzirom na cinjenicu da rastvorljivost moze delovati kao ogranicavajuci faktor u procesu apsorpcije
leka, takode moze uticati i na njegovu bioraspolozivost. Vise od 40% potencijalnih lekova su slabo
rastvorni u vodi §to ima za posledicu da vazni farmaceutski proizvodi ne ostvare komercijalnu primenu
ili ne postizu svoj potpuni potencijal. U ovom radu ispitivana je mogucnost poboljsanja rastvorljivosti
verapamil hidrohlorida (VHCI) primenom mehanohemijskog tretmana. Uticaj mehanohemijskog
procesiranja na fizickohemijska svojstva VHCI-a ispitan je primenom metoda XRPD, FTIR i Ramanske
spektroskopije, kao i FESEM analize. Osim toga, odredena je i raspodela velicina Cestica. Rastvorljivost
VHC! prahova nakon mehanohemijskog procesiranja odredena je UV-Vis spektrofotometrijom.
Konacno, rastvorljivost VHCI je korelisana sa srednjom velicinom cestica, strukturnim i morfoloskim

karakteristikama.
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1. UvOD

Poznato je da su promene u reaktivnosti supstanci
pod uticajem mehanohemijskog procesiranja (mleve-
nja) povezane ne samo sa povecanjem njihove spe-
cifiéne povrsine (Sto obi¢no €ini deo od priblizno de-
setak procenata od ukupne promene u reaktivnost su-
pstanci koja je podvrgnuta mlevenju), ve¢ i sa nasta-
nakom razlic¢itih defekata u kristalnoj resetki usled
njene plasti¢ne deformacije [1, 2].

Pojava defekata u kristalnoj strukturi mozZe da
dovede do smanjenja njenog uredenja, kao i do raza-
ranja kristalne strukture, odnosno do amorfizacije sup-
stance. Pored amorfizacije, mlevenje moze da izazove
prelazak iz jedne kristalne forme u drugu, tj. da dovede
do polimorfne transformacije [3, 4].

Svi ovi fenomeni predstavljaju razloge koji uzro-
kuju promenu fizickohemijskih svojstava ¢vrstih sup-
stanci, ukljucujuéi i ona svojstva koja su od posebnog
interesa za farmaceutsku industriju, a to su: reakti-
vnost, rastvorljivost, stabilnost tokom skladistenja i
bioloska aktivnost [5-7].
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Prelazak supstance iz kristalne u amorfnu formu
kao rezultat mehanickog tretiranja uocen je u ispi-
tivanjima sprovedenim na nekim od komercijalnih le-
kova kao $to su na primer: Cephalexine [8, 9], Ibu-
profen [10, 11] i neki oralni suplementi [12]. Amor-
fizacija kristalnih molekula podrazumeva promene u
njihovim fizickohemijskim svojstvima. Na primer,
amorfizacija Griseofulvina [4] dovodi do znaajnog
povecanja kako u procesu razgradnje kristalne stru-
kture tako i u rastvorljivosti kristala. Slican fenomen je
uocen i u slu¢aju Cefaleksina [13]. Jo§ jedna posledica
mehani¢kog procesiranja kristalnih jedinjenja koja se
primenjuju u farmaciji jeste smanjenje njihove sta-
bilnosti tokom skladiStenja. Na primer, zapaZeno je
smanjenje stabilnosti Cefaleksina [3, 8], Aspirina [14]
i Ampicilina [4]. Nazalost, jo$ uvek nije utvrden me-
hanizam koji bi u potpunosti objasnio efekte vezane za
proces amorfizacije zbog prirode amorfnog stanja u
molekularnim kristalima od kojih su izgrademi lekovi.

Fizickohemijska svojstva mnogih novih hemijskih
jedinjenja, koja se razvijaju kao potencijalni kandidati
za lekove, ogledaju se pre svega u velikoj moleku-
larnoj masi i veéoj lipofilnosti u cilju veée bioraspo-
lozivosti [6, 15, 16].

Ova fizickohemijska svojstva Cesto rezultiraju
niskim procentom rastvorljivosti u vodenoj sredini.
Rastvorljivost lekova predstavlja vazan faktor koji
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odreduje njihovu primenu, s obzirom na ¢injenicu da
rastvorljivost moZze delovati kao ograni¢avajuci faktor
u apsorpciji leka, tako moze uticati i na bioras-
polozivost leka. Zbog navedenih ¢injenica vazno je
pronaci na¢ine pod kojima se moze posti¢i poboljSanje
rastvorljivosti. Bioraspolozivost leka predstavlja fra-
kciju tj. deo ili procenat koncentracije leka koji dospe
do sistemske cirkulacije [17].

Ona zavisi od fizioloskih ¢inilaca (varijacije u
apsorpciji i razgradnji prilikom apsorpcije u zidu creva
i jetri) i farmakoloskih karakteristika leka (veli¢ina
Cestica leka, izbor rastvaraca) [16]. U farmakologiji,
bioraspolozivost se odnosi na udeo primenjene doze
leka koji u neizmenjenom obliku dospeva u sistemsku
cirkulaciju, i predstavlja jedan od osnhovnih farma-
kokineti¢kih parametara leka.

Po definiciji, bioraspolozivost leka primenjenog
intravenozno je 100%. Medutim, ukoliko se lek
primeni na drugi nacin (npr. oralno), njegova bioras-
polozivost opada, usled nepotpune apsorpcije i meta-
bolizma prve faze. Bioraspolozivost predstavlja zna-
¢ajan parametar u farmakokinetici jer ju je potrebno
uzeti u obzir prilikom izra¢unavanja doza kod nei-
ntravenoznih ruta primene leka. Cilj ovog rada bio je
da se ispita moguénost povecanja rastvorljivosti ko-
mercijalnog preparata Verapamil® (VHCI) primenom
mehanohemijskog procesiranja. Verapamil hidrohlo-
rid, hemijski poznat kao 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-5-
{[2-(3,4-dimetho  xyphenyl)ethyl]etil)amino}-2-(1-
metiltil) pentanenitrile [1], je oralni i intravenozni lek
koji se primenjuje u leCenju angine pektoris, hiper-
tenzije i supraventrikularne aritmije.

S obzirom da komercijalni preparat Verapamil®
sadrzi ekscipijente koji mogu da zamaskiraju dejstvo
mehanohemijskog procesiranja, tretman je primenjen
na aktivnu supstancu - ¢isti verapamil hidrohlorid (pV-
HCI) kako bi se ispitalo koja su to fizickohemijska
svojstva jedinjenja u korelaciji sa poboljsanjem pro-
centa rastvorljivosti.

2. EKSPERIMENTALNA PROCEDURA

Mehanohemijsko tretiranje verapamil hidrohlori-
da. Komercijalni preparat Verapamil® (VHCI) kao i
aktivna komponenta pVHCI tretirani su u planetarnom
mlinu u vremenskom intervalu od nekoliko minuta do
nekoliko desetina ¢asova. U dva odvojena eksperi-
menta u posude od aluminijum oksida dodavano je po
1 g komercijalnog praha VHCI ili aktivne komponente
pVHCI.

Odnos BPR (ball to powder ratio) u oba slu¢aja
iznosio je 50:1. Brzina okretanja posuda u mlinu je
iznosila 300 rpm. Ispitivani su vremenski intervali
mehanickog procesiranja u prvim eksperimentima od

5, 10, 15 i 30 min a potom su vremena mlevenja
produzenana 1, 2,4, 10,201 30 h.

Karakterizacija. Da bi se utvrdio fazni sastav mle-
venih uzoraka snimljena je difrakcija X-zraka na pra-
hovima (XRPD) na uredaju Philips PW-1050, CuKay »
zracenje, 40 kV, 20 mA. Podaci su sakupljani na ambi-
jetalnoj temperaturi u intervalu uglova 26 od 10 do 70°,
sa korakom 0.05° i vremenom zadrzavanja po koraku
od 5 s. Identifikacija kristalnih faza izvrSena je upore-
divanjem dobijenih podataka sa podacima objavljenim
u kristalografskoj bazi JCPDS (Joint Committee of
Powder Diffraction Standards). Ramanski spektri pra-
hova snimljeni su na ambijentalnoj temperaturi na
DXR Raman mikroskopu (Thermo Scientific). Morfo-
logija ¢estica VHCI kao i pVHCl ispitana je primenom
skanirajuce elektronske mikroskopije visoke rezolu-
cije (FESEM; SUPRA 35 VP Carl Zeiss). Pre snimanja
uzorci su dispergovani u etanolu nakon ¢ega su filtri-
ranjem naneti na zlatom naparene polikarbonatne me-
mbrane. Nakon filtriranja membrane su naparene
slojem ugljenika, da bi se obezbedila provodnost. Ras-
podela veli¢ina Cestica odredena je na principu difra-
kcije laserske svetlosti, na uredaju Mastersizer 2000
(Malvern Instruments Ltd., UK). Opticke karakte-
ristike procesiranih prahova ispitivane su primenom
UV-Vis spektrometrije (Cintra 1010, GBC Scientific
equipment).

3. REZULTATI | DISKUSIA

Komercijalni preparat Verapamil® osim aktivne
komponente sadrzi i druga hemijska jedinjenja koja se
koriste kao pomo¢ne komponente U procesu proizvo-
dnje. Tokom eksperimentalnog rada sa komercijalnim
preparatom uoceno je da se pomo¢ne komponente po-
nasaju kao necistoce i da u velikoj meri uti¢u na re-
zultate istrazivanja. Imaju¢i u vidu ove cinjenice
rezultati ispitivanja uticaja mehanohemijskog proce-
siranja na rastvorljivost Verapamil®-a izuzeti su iz
ovog rada. XRPD. Na slici 1. prikazani su difra-
ktogrami prahova pVHCL. Slika 1a) prikazuje difra-
ktogram polaznog praha pVHCI na kome se mogu
uoditi jasno definisane refleksije, relativno velikog
intenziteta koje ukazuju na uredenu kristalnu strukturu
polaznog jedinjenja. Ove refleksije karakteristiCne su
za VHCI i u skladu su sa podacima iz Medunarodnog
centra za difrakciju. Na Slikama 1 b), c¢) i d) pre-
dstavljeni su difraktogrami prahova pVHCI koji su
mehanohemijski tretirani 5, 15 i 60 min, redom.
Dobijeni rezultati potvrduju uticaj vremena mlevenja
na promenu u Kkristalnoj strukturi polaznog praha
pVHCI. Rezultati XRPD analize pokazuju da sa
produzavanjem vremena mlevenja dolazi do postepene
amorfizacije praha, tj. do narusavanja i razaranja
kristalne strukture polaznog kristalnog praha pVHCI.
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Slika 1 — Difraktogrami polaznog praha verapamil
hidrohlorida pVHCI (a) i mehanohemijski tre-
tiranog praha tokom 5 (b), 15 (c) i 60 min (d)

Ramanska spektroskopija. Metoda Ramanske spe-
ktroskopije je komplementarna XRPD metodi, pri
c¢emu je karakteriSe veca osetljivost pa se Cesto koristi
za odredivanje prisustva necisto¢a, defekata reSetke i
uredenja kristalne strukture na tzv. srednjem dometu.
Na slici 2 su predstavljeni rezultati Ramanske spektro-
skopije polaznog i procesiranih prahova ¢istog verapa-
mil hidrohlorida, pVHCI.

Kao §to se moZze uociti, na prikazanim spektrima
postoje znafajne promene u izgledu spektara
procesiranih prahova u odnosu na polazni pVHCI,
posebno u intervalu talasnih brojeva od 300 do 1600
cmL. U ovoj oblasti snimljenih spektara na talasnom
broju 267 cm™ moze se uoditi traka karakteristicne
istezuce vibracije CHs grupe [18]. Traka na 385 cm*
posledica je savijaju¢ih vibracija CH2 i CH3 grupa
vezanih atomima 016, 018, 030 i O31 [18].

Istezuce vibracije prvog prstena superponirane sa
vibracijama CH grupa koje su vezane za njega
lokalizovane su na talasnim brojevima 769, 1035 i
1519 cm! [18]. Trake sli¢nih vibracija drugog prstena
pojavljuju se na talasnom broju 1606 cm. Supepozi-
cija savijajuc¢ih vibracija grupa CHz i CH3 moZe se
uoditi se na talasnom broju 1450 cm™. Trake na 2940 i
3035 cm? su posledica simetri¢nih i asimetri¢nih
istezu¢ih vibracije nekih CHs grupa [18].
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Slika 2 - Ramanski spektri polaznog praha verapamil
hidrohlorida VHCI (a) i mehanohemijski treti-
ranog praha tokom 5 (b), 15 (c) i 60 min (d)
FTIR spektroskopija. Na slici 3. predstavljeni su
FTIR spektri pVHCI. Na slici 3a) prikazan je spektar
polaznog praha pVHCI koji nije mehanohemijski
tretiran. Slike 3 b), c) i d) prikazuju spektre prahova
pVHCI koji su mehanicki tretirani tokom 5, 15 i 60
minuta, redom. Karakteristi¢na traka koja se pojavljuje
na 769 cm-1 posledica je istezuée vibracije prvog
benzenovog prstena i deforamcija karakteristi¢nih
ravni [18]. Traka koja se uo¢ava na talasnom broju 817
cm-1 posledica je savijanja veza CH grupa iz drugog
benzenovog prstena i deformacije ravni [18]. Trake
istezu¢ih vibracija prvog prstena i superpozicije sa
deformacijama ravni u kojima su smestene CH grupe
se pojavljuju na talasnim brojevima 1028, 1261 i 1519
cm-1 [18]. Sli¢ne vibracije za drugi prsten nalaze se na
1240 i 1592 cm-1. Savijajuce vibracije CH2 i CH3
grupa uocavaju se na 1143 odnosno 1155 cm-1.
Intenzivna traka karakteristicna za vibraciju savijanja
ravni grupe C22H3 pojavljuje se na 1462 cm-1. Traka
koja se nalazi na 2838 cm-1 poti¢e od superpozicije
nekih CH istezu¢ih vibracija. Simetri¢ne i asimetri¢ne
vibracije istezanja nekih CH3 grupa pojavljuju se na
talasnim brojevima 2937 i 2957 cm-1, redom [18].
FTIR spektroskopija potvrdila je da sa povecanjem
vremena mlevenja dolazi do povecanja koli¢ine vode
adsorbovane na povrsini Cestica.
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Slika 3 - FTIR spektri polaznog praha verapamil
hidrohlorida VHCI (a) i mehanohemijski treti-
ranog praha tokom 5 (b), 15 (c) i 60 min (d)
FESEM. Na slici 4 (a) prikazana je morfologija
Cestice polaznog praha na osnovu koje se moze
zakljuciti da je pVHCI sastavljen od mikrometarskih,
cilindri¢nih Cestica sa delimi¢nom pojavom aglome-
racije Cestica manjih dimenzija. Slike 4 (b), (c) i (d)
prikazuju uticaj procesa mehanickog tretiranja, pose-
bno produZenja vremenskog intervala mlevenja na
morfologiju i aglomeraciju Cestica pVHCI. Sa prika-
zanih mikrografija moze se uociti da sa produzenim
vremenom tretiranja dolazi do smanjenja dimenzija
Cestica na skali od nekoliko desetina mikrona do ne-
koliko stotina nanometara, ali i do pojave znacajnog
grupisanja Cestica tj. do nastanka aglomerata.

Slika 4 - FESEM mikrografija polaznog praha vera-
pamil hidrohlorida VHCI (a) i mehanohemij-
ski tretiranog praha tokom 5(b), 15 (c) i 60 min
(d).

UV-Vis spektroskopija. Nakon mehanickog
procesiranja, ispitana je raspodela veli¢ina Cestica
po zapremini mlevenog praha pVHCI, slika 5a.

Uoceno je da se posle 10 h mlevenja prah pVHCI
sastoji od dve frakcije Cestica od kojih manji udeo
¢ine Cestice dimenzija od nekoliko stotina nano-
metara, dok veci udeo Cine Cestice dijametara od
priblizno 100 nm.
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Slika 5 - Kriva raspodele velicina Cestica VHCI (a);
UV-Vis spektar verapamil hidrohlorida VHCI
(b); krive rastvorljivosti VHCI nakon meha-
nickog tretiranja odredene na osnovu inten-
ziteta apsorpcije na talasnoj duzini A=229 nm
(c) i linearna zavisnost vremena mehanickog
tretiranja u kom je postignuta maksimalna
rastvorljivost praha VHCI u zavisnosti od
velicine Cestica (d)

Sa prikazane slike 5 (a) moze se uociti da sa pro-
duzavanjem vremena mlevenja na 20 i 30 h, frakcija
Cestica od nekoliko stotina nanometara U potpunosti
nestaje, dok u uzorku dominiraju Cestice dijametara
manjih od 50 nm. Komercijalni prah VHCL kao i &ist
pVHCI apsorbuju zracenje u UV ali i u vidljivoj oblasti
spektra §to je prikazano na slici 5 (b). Maksimum
apsorpcije koji se nalazi na talasnoj duzini A=229 nm
koriS¢en je u cilju kalibracije i utvrdivanje koncen-
tracije vodenog rastvora ¢istog praha pVHCI u zavis-
nosti od vremena mlevenja. Utvrdeno je da sa produ-
zavanjem vremena mlevenja do 30 h dolazi do porasta
koncentracije vodenog rastvora pVHCI slika 5 (c), sto
se moze Smatrati posledicom smanjenja dijametara
Cestica nakon mehano-hemijskog procesiranja. Na sa-
mom Kkraju, utvrdeno je da postoji linearna zavisnost
izmedu vremena dostizanja maksimalne koncentracije
vodenog rastvora i veli¢ine Cestica pVHCI, slika 5d.

et et b

4. ZAKLIUCAK

Primenom mehanohemijskog procesiranja praho-
va verapamil hidrohlorida tokom razli¢itih vremenskih
intervala dolazi do promena u morfologiji Cestica kao
i do smanjenja njihovih dimenzija od mikrometarskih
do nanometarskih. Istovremeno, smanjenje veliine
Cestica prac¢eno je procesom amorfizacije, odnosno
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promenama u njihovoj kristalnoj resetki §to je po-
tvrdeno Ramanskom spektroskopijom. Osim toga u
FTIR spektrima nije uocena pojava traka koje bi uka-
zivale na postojanje novih veza tj. nastajanja novih
jedinjenja kao posledice procesa mlevenja. Rastvo-
rljivost i kinetika rastvorljivosti verapamil hidrohlo-
rida uspe$no su ispitani primenom UV - Vis spektro-
skopije. Potvrdeno je da postoji linearna zavisnost iz-
medu veliCine Cestica verapamil hidrohlorida i vre-
mena mehanickog procesiranja nakon kog se postize
maksimalna koncentracija vodenog rastvora ovog je-
dinjenja. Smanjenje veli¢ine Cestica na nanometarski
nivo, amorfizacija kristalne strukture, kao i povecanje
stepena rastvorljivosti jasno ukazuju da se proces
mehanohemijskog procesiranja moze uspes$no prime-
niti u cilju povecanja rastvorljivosti prahova.
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SUMMARY

INVESTIGATION THE INFLUENCE OF MECHANOCHEMICAL PROCESSING ON
SOLUBILITY OF VERAPAMIL HYDROCHLORIDE

Dissolution of drugs is a very important factor that directly affects their potential application. Due to
the fact that solubility may act as a limiting factor in the process of absorption of the drug, it can also
affect its bio-availableness. More than 40 percent of potential drugs have a property of a poor solubility
in the water, resulting in potentially important pharmaceutical products not reaching patients or
reaching their full potential. This work examined the possibility of improving the solubility of verapamil
hydrochloride (VHCI) by applying mechanochemical treatment. The impact of mechanochemical
treatment on physiochemical properties was comprehended by applying XRPD, FTIR and Raman
spectroscopy, as well as FESEM analysis. Besides, particle size distribution was determined. Solubility
of verapamil hydrochloride was determined by using UV-VIS spectroscopy. Finally, the solubility of
verapamil hydrochloride was correlated with particle size distribution, structural and morphological
characteristics.

Key words: verapamil hydrochloride, mechanochemical processing, dissolution, bio acceptability
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