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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest kokrysztal genisteina-kofeina, charakteryzujacy sie zwiekszong
rozpuszczalnoscig w stosunku do genisteiny znajdujgcy zastosowanie w przemysle farmaceutycznym
lub kosmetycznym.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez sposéb otrzymywania kokrysztatu genisteina-kofeina me-
todg roztworowg oraz zawiesinowa.

Genisteina (4',5,7-trihydroksyizoflawon, wzér 1) jest gtéwnym izoflawonem obecnym w soi
(ok. 3 mg/g), co opisano w publikacji Dixon, R. A. & Ferreira, D. (2002). Phytochemistry 60, 205.

Ponadto, zgodnie z publikacjg Brandi, M. L. (1997). Calcif. Tissue Int. 61, S5, genisteina wyka-
zuje aktywnos¢ estrogenowa.

Z publikacji Han, R. M., Tian, Y. X., Liu, Y., Chen, C. H., Aj, X. C., Zhang, J. P. & Skibsted, L. H.
(2009). J. Agric. Food. Chem. 57, 3780; Borras, C., Gambini, J., Lopez-Grueso, R., Pallardé, F. V. &
Vina, J. (2010). Biochim. Biophys. Acta. 1802, 205; Rusin, A., Krawczyk, Z., Grynkiewicz, G., Gogler,
A., Zawisza-Puchatka, J. & Szeja, W. (2010). Acta Biochim. Pol. 57, 23; Park, C. E., Yun, H., Lee, E.,
Min, B., Bae, H., Choe, W., Kang, F, Kim, S. & Ha, J. (2010). J. Med. Food. 13, 815; Zhang, Y., Chen,
W. F., Lai, W. P. & Wong, M. S. (2008). Inflammopharmacology 16, 213 wiadomo, ze genisteina po-
siada wlasciwosci przeciwzapalne i przeciwutleniajgce.

Z publikacji Radzikowski, Cz., Wietrzyk, J., Grynkiewicz, G. & Opolski, A. (2004). Postepy Hig.
Med. Dosw. 58, 128; Nakagawa, H., Yamamoto, D., Kiyozuka, Y., Tsuta, K., Uemura, Y., Hioki, K.,
Tsutsui, Y. & Tsubura, A. (2000). J. Cancer. Res. Clin. Oncol. 126, 448; Polkowski, K. & Mazurek, A.
P. (2000). Acta Pol. Pharm. 57, 135; Setchell, K. D. & Cassidy, A. (1999). J. Nutr. 129, 758S wiadomo,
ze genisteina wykazuje potencjalne wielokierunkowe zastosowanie w leczeniu i prewencji choréb no-
wotworowych.

W publikacji Rostagno, M. A., Manchon, N., D’Arrigo, M., Guillamon, E., Yillares, A. Garcia-
Lafuente, A., et al. (2011). Anal. Chim. Acta, 685, 204 opisano, ze kofeina (1,3,7-trimetyloksantyna,
wzor 2) jest naturalnym alkaloidem roslinnym, wystepujacym m.in. w kawie, herbacie i nasionach ka-
kaowca (i produktach z nich wytwarzanych, jak czekolada). Jako zwigzek biologicznie czynny, znana
jest ze stymulacji odrodkowego uktadu nerwowego oraz przyspieszania metabolizmu. Kofeina jest
zwigzkiem farmaceutycznie akceptowalnym i moze by¢ stosowana jako skfadnik preparatéw farma-
ceutycznych i suplementow diety.

Kokrystalizacja od kilku lat jest jedng z obiecujgcych metod modyfikowania niekorzystnych pa-
rametréw fizykochemicznych substancji farmaceutycznie czynnych.

W roku 2011 opublikowano pierwszg prace dotyczgcag kokrystalizacji flawonoidéw w aspekcie
farmaceutycznym.

Otrzymany kokrysztat kwercetyny i kofeiny charakteryzuje sie 14-krotnie zwiekszong rozpusz-
czalnoscig i 10-krotnie zwiekszong biodostepnoscig w poréwnaniu z kwercetyng (Smith, A. J., Kavuru,
P., Wojtas, L., Zaworotko, M. J. & Shytle, R. D. (2011). Mol. Pharm. 8, 1867)

Termin kokrysztat nie posiada jednoznacznej definicji i jest przedmiotem rozlegtej debaty — pu-
blikacja Aitipamula, S., etal. (2012). Cryst. Growth Des. 12, 2147.

Jedna z definicji zaktada, ze kokrysztat jest strukturalnie homogenicznym ciatem statym, zawie-
rajacym dwa (lub wiecej) sktadnikow w okreslonej stechiometrii, ktére pozostajg w obojetnej elektrycz-
nie formie, a w warunkach pokojowych sg ciatami statymi.

Gtéwnym skfadnikiem kokrysztatu farmaceutycznego jest substancja farmaceutycznie czynna
(ang. API), pozostate zwane sg koformerami.

Niewystarczajgca biodostepnos$é genisteiny stoi na przeszkodzie ku opracowywaniu skutecz-
nych lekéw, preparatéw farmaceutycznych oraz suplementéw diety i jest zwigzana z niewielkg roz-
puszczalnoécig w srodowiskach wodnych, co opisano w publikacji Wu, J. G. etal. (2010). J. Chem.
Eng. Data, 55, 5287.

Préby modyfikacji rozpuszczalnosci genisteiny podejmowane byty poprzez kompleksowanie
B-cyklodekstrynami, co opisano w kolejnej publikacji Daruhazi, A. E. etal. (2008). J. Pharm. Biomed.
Anal. 48, 636.

W publikacji Smith, A. J., Kavuru, P., Wojtas, t., Zaworotko, M. J. & Shytle, R. D. (2011). Mol.
Pharm. 8, 1867 opisano kokrysztaty farmaceutyczne kwercetyny.

W publikacji Kavuru, P. (2008). MSc Thesis, University of South Florida, USA opisano kokrysz-
taty farmaceutyczne hesperytyny.
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W publikacji Sowa, M., Slepokura, K. & Matczak-Jon, E. (2012). Ada Cryst. C68, 0262 opisano
kokrysztat farmaceutyczny bajkaleiny.

Kokrysztaty flawonoidow fizetyny, genisteiny oraz luteoliny z nikotynamidem i izonikotynamidem
zostaly ujawnione w publikacjach Sowa, M., Slepokura, K. & Matczak-Jon, E. (2013). CrystEngComm
15, 7696 oraz Sowa, M., Slepokura, K. & Matczak-Jon, E. (2013). Ada Cryst. C69, 1267.

Kokrysztat flawonoidu mirycetyny i piracetamu opisano w publikacji Sowa, M., Slepokura, K. &
Matczak-Jon, E. (2014),.J. Mol. Strud. 1058, 114.

W amerykanskim zgtoszeniu patentowym nr US 2010 0 204 204 opisano kokrysztaty flawo-
noidow.

Istotg wynalazku jest kokrysztat genisteina-kofeina o wzorze 3.

Wynalazek dotyczy rowniez sposobu otrzymania kokrysztatu genisteina-kofeina o wzorze 3, kt6-
ry polega na tym, ze genisteine o wzorze 1 w ilosci 25.0 mg do 50.0 mg oraz kofeine o wzorze 2
w ilosci od 18.1 mg do 36.2 mg w stosunku stechiometrycznym 1:1 rozpuszcza sie w od 5 do 10 ml
metanolu, etanolu, izopropanolu, 2-metoksyetanolu lub 1-metoksy-2-propanolu, po czym catos¢ mie-
sza sie, przesacza, a nastepnie pozostawia sie do powolnego odparowania w temperaturze pokojo-
wej, natomiast po 4 do 24 dniach zbiera sie krysztaty.

W odmianie sposobu otrzymywania kokrysztatu genisteina-kofeina o wzorze 3, genisteine
o wzorze 1 i kofeine o wzorze 2 w ilosci stechiometrycznej 1:1 zawiesza sie w octanie etylu lub aceto-
nitrylu w ilosci 2 ml na kazde 50 mg genisteiny, cato$¢ miesza przez 24 h w temperaturze pokojowej,
po czym otrzymany materiat mikrokrystaliczny przesgcza sie i suszy w temperaturze pokojowej przez
okres 12 do 24 godzin, a nastepnie poddaje analizie na dyfraktometrze proszkowym lub spektrome-
trze FT-Raman.

Przedmiot wynalazku zostat blizej przedstawiony w przyktadach jego wykonania, na schemacie
reakcji oraz na rysunkach, gdzie:

Rys. 1 przedstawia czes¢ niezalezng komorki elementarnej kokrysztatu genisteina-kofeina, wraz
z numeracjg atoméw i wigzaniami wodorowymi (szare przerywane linie). Wigzania H-C atomoéw wodo-
ru udoktadnionych w dwoch alternatywnych pozycjach przy grupach metylowych C3A i C74 kofeiny
Zaznaczono czarnymi przerywanymi liniami.

Rys. 2 przedstawia upakowanie czgsteczek w sieci krystalicznej, ukazujgce tworzenie warstwy
molekularnej przez wigzania wodorowe (szare przerywane linie).

Rys. 3 przedstawia poréwnanie dyfraktogramu teoretycznego kokrysztatu genisteina—kofeina
(GenCaf calc) z eksperymentalnymi dyfraktogramami kokrysztatu genisteina—kofeina otrzymanego
przez powolne odparowanie roztworu metanolowego (GenCaf SE MeOH) oraz na drodze metody
zawiesinowej z zastosowaniem octanu etylu (GenCaf SLR EtOAc). Réznice w warto$ciach kata 26
wynikajg z kontrakcji krysztatu, zachodzacej podczas jego chtodzenia w trakcie pomiaru dyfrakcji pro-
mieniowania rentgenowskiego.

Rys. 4 przedstawia poréwnanie widm FT-Raman kokrysztatu genisteina-kofeina otrzymanego:

a) przez powolne odparowanie roztworu metanolowego (GenCaf SE MeOH),

b) przez powolne odparowanie roztworu etanolowego (GenCaf SE EtOH),

c) przez powolne odparowanie roztworu izopropanolowego (GenCaf SE iPrOH),

d) przez powolne odparowanie roztworu 2-metoksyetanolowego (GenCaf SE 2-OMe-EtOH),

e) przez powolne odparowanie roztworu 1-metoksy-2-propanolowego (GenCaf, SE, 1-OMe-2-
-proH),

f) wykorzystujac metode zawiesinowg z zastosowaniem acetonitrylu (GenCaf SLR MeCN),

0) wykorzystujgc metode zawiesinowg z zastosowaniem octanu etylu (GenCaf SLR EtOAc).

Rys. 5 przedstawia widmo FT-IR kokrysztatu genisteina-kofeina.

Rys. 6 przedstawia krzywg TG-DTA kokrysztatu genisteina-kofeina.

Rys. 7 przedstawia krzywe rozpuszczalnosci genisteiny oraz kokrysztatu genisteina-kofeina,
w mieszaninie etanol-woda 50:50 (v/v), w okresie pierwszych 2h (a) oraz w okresie 24h (b).

Rys. 8 przedstawia zdjecie krysztatu genisteina-kofeina widzianego pod mikroskopem stereo-
skopowym z przystawka polaryzacyjng.

Przyktad 1

Genisteine (25,0 mg, 0,093 mmol) oraz kofeine (18,1 mg, 0,093 mmol) rozpuszczono w 5 ml
metanolu za pomocg mieszania. Roztwér przesgczono do zlewki, ktérg szczelnie zaklejono parafil-
mem i wykonano kilka niewielkich otworéw umozliwiajgcych powolne parowanie roztworu. Zlewke
pozostawiono w temperaturze pokojowej, a po 4 dniach zebrano jasnozotte krysztaty na dnie zlewki.
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Sposrod otrzymanych krysztatéw wybrano monokrysztat do analizy rentgenostrukturalnej oraz dyfrak-
cji proszkowej.

Przyktad 2

Genisteine (50,0 mg, 0,186 mmol) oraz kofeine (36,2 mg, 0,18 mmol) rozpuszczono w 10 ml
2-metoksyetanolu za pomoca mieszania. Roztwér przesgczono do zlewki, ktorg szczelnie zaklejono
parafilmem i wykonano kilka niewielkich otworéw umozliwiajacych powolne parowanie roztworu. Zlew-
ke pozostawiono w temperaturze pokojowej, a po 24 dniach zebrano jasnozoite krysztaty na dnie
zlewki.

Przyktad 3

Genisteine (100,0 mg, 0,370 mmol) oraz kofeine (71,9 mg, 0,370 mmol) umieszczono w zlewce
i dodano 4 ml octanu etylu. Otrzymang zawiesine mieszano z wykorzystaniem mieszadta magnetycz-
nego, w temperaturze pokojowej, przez okres 24 godzin. Otrzymany materiat odsgczono i wysuszono
w warunkach pokojowych przez okres 12 godzin, a nastepnie poddano analizie na dyfraktometrze
proszkowym i spektrometrze Ramana. Poréwnanie otrzymanego dyfraktogramu z dyfraktogramem
kokrysztatu otrzymanego metodg roztworowg pozwala na potwierdzenie tozsamosci oraz stwierdzenie
100% konwers;ji (rys. 3). Poréwnanie widma FT-Raman uzyskanego materiatu z widmem kokrysztatu
otrzymanego metodg roztworowg réwniez pozwala na potwierdzenie struktury (rys. 4).

Przyktad 4

Analize rentgenograficzng wykonano w temperaturze -173°C, na czterokotowym dyfraktometrze
Xcalibur R o geometrii kappa, z kamerg CCD, wykorzystujgc promieniowanie Mo-ka (& = 0,71073 A).
Rejestracje, redukcje i analize danych wykonano z wykorzystaniem programéw CRYSALISCCD
i CRYSALISRED. Strukture rozwigzano metodami bezposrednimi wykorzystujac program SHELXS-
2013 i udoktadniono z wykorzystaniem programu SHELXL-2013.

Przyktad 5

Dyfraktogramy proszkowe wykonano w temperaturze pokojowej, na aparacie Bruker D8 Ad-
vance wykorzystujgc promieniowanie Cu-ka (& = 1,5418 A, generowane przy 30 kV i 40 mA) oraz
detektor VANTEC-1. Kazdg prébke analizowano pomiedzy katami 28 3° a 40°, z krokiem 0,01608°
i tgcznym czasem pomiaru 40 minut.

Przyktad 6

Widmo Ramana wykonano z wykorzystaniem fourierowskiego spektrometru ramanowskiego
(FT-Raman, Bruker Multi-Ram) ze wzbudzeniem laserem Nd:YAG (1064 nm) i detektorem germano-
wym. Probke skanowano w zakresie 50-3600 cm?, z rozdzielczoscig 2 cm™

Przyktad 7

Widmo IR wykonano z wykorzystaniem prézniowego, fourierowskiego spektrometru podczer-
wieni (FT-IR, Bruker Vertex 70v) dziatajgcego w technice ostabionego catkowitego odbicia, przy wyko-
rzystaniu jednoodbiciowej przystawki ATR z krysztatem diamentowym. Prébke skanowano w zakresie
4000-400 cm™, z rozdzielczoscig 2 cm™

Przyktad 8

Analize termograwimetryczng wykonano w atmosferze azotu, na aparacie Setaram SETSYS
16/18, z predkoscig ogrzewania 5°C/min i w zakresie 20-400°C.

Przyktad 9

Rozpuszczalno$¢ genisteiny oraz kokrysztatu genisteina—kofeina zbadano w mieszaninie eta-
nol-woda 50:50 (v/v), wykorzystujgc technike spektroskopii UV/Vis. Fazy state przesiano aby otrzymacé
frakcje o rozmiarze ziaren pomiedzy 50 a 90 ym.

Rozpuszczalno$¢ okreslono zawieszajgc ok. 500 mg fazy statej (genisteiny lub kokrysztatu ge-
nisteina-kofeina) w 50 mL mieszaniny etanol-woda, nastepnie mieszajgc zawiesing za pomocg mie-
szadta magnetycznego, w termostatowanym (27°C) naczyniu.

Prébki zawiesiny pobierane byty w okreslonych interwatach czasowych (5, 10, 15, 30, 45, 60,
90, 120, 240, 480 i 1440 min), przepuszczane przez nylonowy filtr o Srednicy poréw 0,45 ym i na-
tychmiast rozcienczane.

Stezenie genisteiny wyznaczono na podstawie uprzednio okreslonej zaleznosci absorbancji od
stezenia. Absorbancje mierzono przy dtugosci fali 324 nm warunkujgcej brak interferencji ze strony
koformera. Widma UV/Vis zarejestrowano wykorzystujgc dwuwigzkowy aparat Hitachi U-2900.

Kokrysztat genisteina—kofeina krystalizuje w grupie przestrzennej P2,/c krystalograficznego
ukfadu jednoskosnego. Wybrane dane krystalograficzne znajdujg sie w tabeli 1.
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Tabela 1l

Wybrane dane krystalograficzne kokrysztatu genisteina—kofeina
C15H100s - CgH10N402 B =108,64 (3)° R[F?> 20 (F%)] = 0,074
M, = 464,43 T=100K WR(F%) = 0,164
Uktad jednoskosny, P2,/C Z=4 GoF=S=1,11
a=8,455 (3) A V=1984,9 (12) A® | Refleksow zmierzonych = 23160
b = 18,668 (6) A Rint = 0,072 Refleksow niezaleznych = 4647
c=13,272 (4) A Refleksow obserwowanych = 3309

Czes¢ niezalezna komorki elementarnej kokrysztatu genisteina-kofeina (rys. 1) zawiera jedng
czagsteczke genisteiny oraz jedng czgsteczke kofeiny, w formach obojetnych elektrycznie. Analiza
upakowania w sieci krystalicznej pokazuje tworzenie warstw molekularnych na drodze wigzan wodo-
rowych zilustrowanych na rys. 2.

Otrzymane dyfraktogramy proszkowe oraz widma FT-Raman i FT-IR (rys. 3, 4, 5) sg charakte-
rystyczne dla kokrysztatu genisteina-kofeina i pozwalajg na jego jednoznaczng identyfikacje.

Analiza termograwimetryczna (rys. 6) wskazuje na stabilnos¢ kokrysztatu genisteina-kofeina do
temperatury ok. 247 °C, w ktérej nastepuje przemiana endotermiczna, skutkujgca jego rozktadem.
Brak utraty masy do momentu rozktadu potwierdza niesolwatowany charakter kokrysztatu oraz czy-
stos¢ probki.

Porownanie krzywych rozpuszczalnosci genisteiny (Gen) oraz kokrysztatu genisteina-kofeina
(GenCaf) (rys. 7) wskazuje na zwiekszenie maksymalnej rozpuszczalnosci genisteiny z 0,549 mg/mL
(genisteina) do 0,749 mg/mL (kokrysztat genisteina-kofeina). Ponadto, krzywe rozpuszczalnosci
wskazujg na wyréwnanie rozpuszczalnosci obu form po maksymalnym czasie eksperymentu (24 h,
1440 min), bedgc zachowaniem typowym dla kokrysztatow (tzw. efekt ,wybicia i spadochronu”), co
opisano w publikacji Babu, N. J. & Nangia, A., (2011). Cryst. Growth Des. 11, 2662.

Zastrzezenia patentowe

1. Kokrysztat genisteina-kofeina o wzorze 3.

2. Sposob otrzymania kokrysztatu genisteina-kofeina o wzorze 3, znamienny tym, ze geniste-
ine o wzorze 1 w ilosci 25,0 mg do 50,0 mg oraz kofeine o wzorze 2 w ilosci od 18,1 mg do 36,2 mg
w stosunku stechiometrycznym 1:1 rozpuszcza sie w od 5 do 10 ml metanolu, etanolu, izopropanolu,
2-metoksyetanolu lub 1-metoksy-2-propanolu, po czym cato$¢ miesza sie, przesacza, a nastepnie
pozostawia sie do powolnego odparowania w temperaturze pokojowej, natomiast po 4 do 24 dniach
zbiera sie krysztaty.

3. Sposdb otrzymywania kokrysztatu genisteina-kofeina o wzorze 3, znamienny tym, ze geni-
steine o wzorze 1 i kofeine o wzorze 2 w ilosci stechiometrycznej 1:1 zawiesza sie w octanie etylu lub
acetonitrylu w ilosci 2 ml na kazde 50 mg genisteiny, cato$¢ miesza przez 24 h w temperaturze poko-
jowej, po czym otrzymany materiat mikrokrystaliczny przesgcza sie i suszy w temperaturze pokojowej
przez okres 12 do 24 godzin, a nastepnie poddaje analizie na dyfraktometrze proszkowym lub spek-
trometrze FT-Raman.
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Rysunki
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Operacje symetrii: (i) x, y—1, z; (ii) —x, y—1/2, —z+1/2; (iii) —x+2, -y, —z+1.

Rys. 2
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