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Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywa-
nia preparatéw aminokwasowych, zawierajgcych re-
gulowang ilo$é fenyloalaniny, ktére wytwarza sig
na drodze enzymatycznej hydrolizy surowcéw bial-
kowych. ’

Preparaty aminokwasowe z regulowang zawarto-
Scig fenyloalaniny sg stosowane w lecznictwie jako
jedyny skuteczny $rodek, przeciwdzialajagcy pow-
wstawaniu glebokich stanéw upos$ledzenia umysto-
wego u dzieci z fenyloketonurig, wrodzong wada
metaboliczng ustroju. Wada ta jest wynikiem braku
W organiZmie enzymu, przeksztalcajqcego fenyloala-
mine w tyrozyne, wskutek czego gromadzi sie w
ustroju fenyloalanina oraz produkty jej wadliwego
przeksztalcania, ktére niszczg tkanke moézgows
i prowadzg do nieodwracalnych zmian w mézgu.

Niekorzystny nadmiar fenyloalaniny jest najcze-
$ciej wprowadzany do organizmu z wysokobialko-
wym pozywieniem, w ktérym aminokwas fenylo-
alanina wystepuje w stosunkowo duzych iloSciach,
to znaczy w okolo 5%,.

Dla zdrowego organizmu wystarczajgca zawar-
to$é fenyloalaniny w dostarczanym pozZywieniu sta-
nowi ilo§é do 0,5%, a jej nadmiar w ustroju zosta-
je przy pomocy wlasciwego enzymu przeksztalcony
w tyrozyne. R

W przypadku fenyloketonurii‘ nieodzowne jest po-
dawanie preparatéw aminokwasowych o znacznie
-obnizonym poziomie fenyloalaniny, czesto az do mi-
nimalnej iloSci tego aminokwasu.
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Preparaty aminokwasowe z regulowang iloscig fe-
nyloalaniny stanowig dla chorych na fenyloketo-
nurie niskobialkowy pokarm naturalny. (

Poziom fenyloalaniny w pokarmach bialkowych
moze byé obnizony wylgcznie po ich uprzedniej
hydrolizie.

Hydrolizaty bialkowe uzyskuje sie wedlug zna-
nego sposobu, dzialajgc silnymi kwasami nieorga-
nicznymi na surowiec bialkowy. Sposéb ten jest
jednak niedogodny, gdyz w wyniku hydrolizy na-
stepuje catkowite lub cze$ciowe przeksztalcenie nie-
ktérych, niezbednych dla organizmu aminokwaséw
i wskutek tej reakcji tworzg si¢ niepozadane pro-
dukty ich racemizacji.

Wiadomo, Ze preparaty aminokwasowe sg poda-
wane pacjentom przez wiele lat, to tez produkty
niekorzystnego przeksztaleenia bialka, ktére pow-
staly w czasie prowadzonego procesu hydrolizy
i znajdujg sie¢ wskutek tego w gotowych prepara-
tach aminokwasowych, odkladajg sie nastepnie w
tkankach i narzadach organizmu pacjenta, zmniej-
szajac aktywnos¢ fizjologiczng tych narzadow.

W znanych metodach wytwarzania hydrolizatéw
bialkowych z regulowang zawartoscig fenyloalaniny
na przyklad wedlug Patentu NRD nr 70 096 otrzy-
mane aminokwasy i peptydy z hydrolizy biatka
wydziela si¢ dalej przez zageszczenie roztworu i wy-
tracanie ich alkoholem, co stanowi dodatkbwa ope-
racje w wytwarzaniu preparatéw aminokwasowych,
wydluzajgca czas trwania calego procesu.
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Inny znany sposéb hydrohzy bialka, polegajacy
na zastosowaniu enzyméw proteolitycznych jest
bard21eJ korzystny, gdyz nie powoduje przeksztalce-
“yaia. f radetnizicji aminokwaséw. Niedogodno$cig te-
go sposobu jest jego diugotrwalo$§é, wynoszgca 100
lub wiecej godzin, trwania procesu enzymatycznej
hydrolizy bialka: ) .
Nieoczekiwanie okaza‘}lo sie, Ze czas hydrolizy
bialka mozna znacznie skréci¢ przy pomocy enzy-
méw, zawartych w trzustce, nawet do 32 godzin, przy

,

.czym regulowanie czasu hydrolizy jest uzaleinione'

od zamierzonego poziomu fenyloalaniny w prepara-
tach aminokwasowych. Efekt skrdoconego czasu hy-
drolizy uzyskano przede wszystkim przez zastoso-
wanie odpowwdmo przygotowanej trzustki, ktérej
zdolno$é  odszczepiania z czasteczki
as6w aromatycznych, szczeg6lnie fe-
gldzielanej nastepnie z hydrolizatu
bialkowego przy pomocy wegla aktywnego.

Ustalajac odpowiednio czas hydrolizy, iloéé oraz

sposob dodawama wegla aktywnego i stosujac su-
szenie hydrolizatéw znang metoda, otrzymuje sie
w znacznie skréconym czasie i z wysokg wydaj-
noécig preparaty aminokwasowe o dowolnie regulo-
wanej zawartosci fenyloalaniny.

Na wydatne skréceme czasu hydrohzy ma zasad-
niczy wplyw porcjowanie dodawanej trzustki. w
okreslonych ilosciach i w odpowiednim czasie.

Jako surowiec wy]sc1owy do hydrahzy stosuje sie

kazeine lub bialko z mleka ktére bylo ‘poddawane

dzialaniu enzyméw w czas1e procesu ‘fermentacii

antybiotykéw przy udz1ale szczepu Streptococcus:

lactis. Bialko to stanowi produkt odpadkowy, uzys-
kany przy wydzielaniu nizyny z brzeczki pofermen-
tacyjnej zgodnie z polskim opisem patentowym nr
68835.

Wedlug wynalazku do zawiesiny bialka takiego,
jak kazeina lub bialko z mleka, stanowigce produkt
odpadkowy =z procesu fermentacji antybiotykéw,
zwlaszcza nizyny, w stezeniu 10—209%,, korzystnie
13—16%,, w wodzie zalkalizowanej 10%, roztworu
wodorotlenku sodowego lub potasowego 'do wartosci
pPH=17,0—17,5 z dodatkiem $rodka antyseptycznego,
zwlaszcza toluenu, dodaje sie. rozdrobniong, aktyw-
ng trzustke zwierzecag o warto$ci pH = 5,0—17,5,
korzystnie 5,5—6,5, rozmrozong od temperatury
—10°C do temperatury —2°C—-+5°C, korzystnie
. +2°C——+44°C, w trzech porcjach wagowych 1:1:0,8
z tolerancja +10%, przy czym pierwszg porcje
trzustki dodaje si¢ na poczgtku procesu hydrolizy
bialka, drugg w 1/3, a trzecig 2/5 czasu trwania pro-
cesu, prowadzonego w- ciggu 32—80 godzin, korzy-
stnie 65—72 godzin, nastepnie mieszanine po hydro-
lizie ogrzewa sie do temperatury 75°—98°C, nieroz-
puszczalne skladniki  odsgcza si¢ w podwyzszonej
temperaturze, najkorzystniej 85°C, przesgcz hydro-
lizatu ochladza sie¢ do temperatury --5°—0°C, osad
wytrgconej tyrozyny oddziela sie, przesgcz zadaje
weglem aktywnym  dwukrotnie -lub trzykrotnie: w
zaleznoéci- od zawartos$ci fenyioalaniny W przesgczu
w porcjach wagowych.1:1 lub:2 :1:1-w ciggu 3—56
godzin i w ilo$ci 65—160%, w stosunku do suchej
masy bialka, kazdorazowo wegiel oddziela od prze-
sgczu, po- czym -otrzymany . hydrolizat 'z. obnizong
zawartoscig -fenyloalariny . wzbogaca sie oczyszczong
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tyrozyng, solami mineralnymi i innymj skladmkmm
recepturowymi farmaceutycznie dopuszczalnyml oraz:
Suszy w znany sposob. R

Wspélzalezno$é zalozonej zawartosc1 fenyloalam--

ny w preparatach aminokwasowych, czasu trwania.

-enzymatycznej hydrolizy surowca kazeiny, ilodci

wegla, potrzebnej do oczyszczania hydrolizatu bial--
kowego, pozbawionego tyrozyny, i ‘wydajinosci ca-
lego procesu wytwarzania preparatéw ammokwaso-
wych ilustruje ponizsza tabela.

i

) o Ilo$¢ we-
Zalozona ilos¢ | (€% | gla akty-
fenyloalaniny tFwa11'1a wnego na Wydaj-
w mg/100 g preparatu hyd-rollz.y 1 kg su-: ﬁos'ﬁ w%
aminokwasowego w‘x:oiz%-. chejxmasy| - yook
i ach - kazelny P
R [}
ponizej 20 | 80 950 | 60
150—200 80 750 70
450—500 C 80 650 75
ponizej 20 , .60 - 1100 55
150—200 60 900 65
-450 — 500 60 750 70
pnnizej 20 40 1400 48
150—200° | 40 1100 58
450—500 40 900 65

Zastosowanie bialka z mleka, otrzymanego przy
udziale szczepu  Streptococcus lactis’ prowadzi do
skrécenia czasu hydrolizy o okoto 209,.

. Ponadto przedmiot wynalazku ilustrujg przykla-
dy:

Przyklad I. Sposéb otrzymywania preparatu
aminokwasowego z kazeiny o obnizonym poziomie
fenyloalaniny do 0,5%.

1,4 kg trzustki, zamrozonej do temperatury —10°C
rozdrobmono, jednocze$nie rozmrazajac jg do tem-
peratury pomiedzy -+ 2°C.i 4 4°C. Utrzymywano-
trzustke w tej temperaturze przez 72 godziny, regu-
lujgc pH rozmrozonej trzustki w granicach 6,0—6,5
przy pomocy 10%, roztworu kwasnego w_eglanu S0~
dowego,

Osobno przygotowano 10% zaw1es1ny kazemy,
wodzie, zalkalizowanej 10%,.roztworem wodorotlen-
ku sodowego do pH =1,5, Zawiesine sporzadzono.
z 3 kg kazeiny w trzech réwnych porcjach, doda-
wanych. do alkalizowanej wody trzykrotnie w ciggu.
2 godzin. Do -gotowej zawiesiny kazeinowej zasto-
sowano 200 ml toluenu. jako Srodka antyseptycznego.

Do tak sporzadzonej zawiesiny kazeinowej doda--
wano w trzech porcjach uprzednio przygotowang
trzustke w stosunku wagowym 1:1:0,8, w_kolej~
nych godzinach procesu enzymatycznej hydrolizy:.
w godzinie zerowej, 27 i 32. Hydroliz¢ prowadzono-
przez 80 godzin regulujac pH mieszaniny w gra--
nicach 7,0—7,5 przy.pomocy 10% roztworu wodo-
rotlenku . sodowego. .. Uzyskany hydrolizat bialka.
podgrzano do temperatury 85°C i odsgczono skla-
dniki. stale, a przesgcz ochlodzono do. temperatury-
5°C—0°C. W tej temperaturze wydziela sie w prze--
saczu osad tyrozyny, ktéry ogdsaczono, przeznaczajac-
go.do oczyszczenia. .

Po :.oddzieleniu - tyrozyny.-.zadawano  hydrolizat
bialkowy weglem aktywnym, dwukrotnje  porejami.
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w ciggu 5 godzin w ilo$ciach 0,6 kg i 0,3 kg wegla
na 1 kg suchej masy bialkowej. Po kazdym doda-
niu porcji wegla, wymieszaniu jej z hydrolizatem
i odsgczeniu, wegxel oddzielano jako produkt od-
padkowy. .

Otrzymany wodny roztwor hydrohzatu biatkowe-
g0 wysuszono po dodaniu substancji uzupelniajgcych
takich, jak oczyszczona tyrozyna, sole mineralne
i inne skladniki okres§lone recepturg. Uzyskano pre-
_parat aminokwasowy o zawartodci 0,45—0,5% - fe-
nyloaminy. Wydajnosé 75%,.

Przyklad II. ‘Sposéb otrzymywama preparatu
aminokwasowego z kazeiny o obmzonym poziomie
fenyloalaniny do 0,029,

. Przygotowano trzustke i 109/, zawiesine kazeiny
w alkalicznej wodzie oraz porcjowang trzustke, jak
w przykladzie I, lecz proces enzymatycznej hydro-
lizy - prowadzeno w ciggu 40 godzin, podczas kté-
rego druga i trzecig porcje trzustk1 dodawano w 13

ilé godzune hydrohzy s

Operacje podgrzewania hydrolizatu, odsaczama
skladnikéw stalych ochladzania hydrohzatu i od-
dzielania tyrozyny prowadzono rowmez analoglcz-
nie, jak w przykladzw L -

Hydrolizat, pozbawiony tyrozyny, zadano trzykrot-
nie. weglem aktywnym w ‘porcjach wagowych
2:1:1 o lgcznej llOSCl 1, 4 kg wegla na 1 kg. sucheJ
masy kazeiny w clagu 5 godzin i kazdorazowo we-
giel oddmelono Uzyskano wodny roztwér hydroli-
zatu blalkowego, ktéry po dodaniu tyrozyny i in-
* nych skladnikbw wedlug receptury wysuszono. Ot-
rzymano preparat ammokwasoWy, _zawierajacy
0,02%, fenyloalamny 'z wydajnoscig 48%

Przyktlad III. Sposéb otrzymywania preparatu
aminokwasowego o obniZonym poziomie fenyloala—
niny do 0,5%,.

Aktywng trzustke przygotowano analogicznie, jak
w przykladzie I, natomiast zawiesine kazeinowg
sporzgdzono w stezeniu 15%, postepujgc, jak w
przykladzie I z tym, ze doprowadzono PH zawiesiny
~ kazeinowej do wartosci 7,5 przy pomocy 10%, roz-
tworu wodorotlenku potasowego. Do tak przygoto-
wanej zawiesiny dodawano aktywng trzustke w ilo-
$ci 0,8 kg na'1 kg zawiesiny w trzech porcjach we
wzajemnym stosunku wagowym 1 :1:0,8 podczas
60 godzin procesu hydrolizy, to znaczy w godzinie
zerowej, 20 i 24. W ciggu hydrolizy utrzymyv&ano
pH w granicach 7,0—17,5.

Otrzymang mieszanine po hydrolizie podgrzano do
temperatury 87°C, nastepnie odsgczono skladniki

stale od hydrolizatu i ochlodzono go do tempera-

tury pomiedzy 5°C i 0°C.
‘Wydzielong w tej temperaturze tyrozyne odsa-
czono, przeznaczajac ja do oczyszczenia. Pozostaly

przesgcz hydrolizatu zadawano dwukrotnie weglem

aktywnym w dwu porcjach w iloSciach 0,5 kg
i 0,25 kg wegla na 1 kg kazeiny w, czasie 5 godzin.
Kazdorazowo zuzyty wegiel oddzielano.

‘Otrzymano wodny roztwér hydrolizatu, ktéry po
dodaniu tyrozyny, soli mineralnych oraz innych
substancji uzupelmaja,cych wedlug receptury — wy-
suszono.

Uzyskano suchy preparat aminokwasowy z za-
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wartodcig  0,45—0,5%, ~fenyloalaniny i z wydajno-
ﬁdﬂ 700/0.

Przyklad IV. Spos6b otrzymywania preparatu
aminokwasowego o pozmmle fenyloalamny pomzeJ
0,029%,.

Przygotowano aktywna trzustke, zawiesine kgze-
iny, prowadzono hydrolize, podgrzano mieszaning
po hydrolizie, odsgczono hydrolizat, ozigbiono prze
sgcz hydrolizatu i odsgczono tyrozyne w spos6b,
podany w przykladzie III.-

Nastepnie zadano hydrolizat trzykrotnie weglem
aktywnym wlacznej ilodci 1,1 kg wegla na 1 kg ka-
zeiny w trzech porcjach w wzajemnym stosunku
wagowym 2:1:1 podczas 5 godzin. Kazdorazowo
zuzyty wegiel oddzielano.

Wodny roztwoér hydrolizatu, wzbogacony substan-
cjami uzupelniajagcymi wedlug receptury — wysu-
szono. Otrzymano suchy preparat aminokwasowy o
zawarto$ei fenyloalaniny pomze] 20 mg z wydaj-
noscig 33%,.

Przyklad V. Sposob otrzymywama preparatu
aminokwasowego o obmzonym poziomie fenyloala-
niny do 0,5%,. .

Przygotowano aktywns, trzustke w sposéb podany

w przykladzie I. Do enzymatycznej hydrolizy zasto-
sowano 10 kg biatka z mleka, wydzielonego jako
osad z brzeczki. pofermentacyjnej przy produkcji
yizyny (opis patentowy polski nr 68 835). Poczatko-
wo -sporzgdzono 13%, zawiesing biatka z mleka w
alkalicznym roztworze wodnym o pH =1,5, ktéry
uzyskano przy pomocy 10%, roztworu wodorotlenku
sodowego. Do tak  sporzadzonej zawiesiny dodano
przygotowana uprzednio aktywng trzustke w ilosci
0,44 kg na 1 kg suchego bialka, Po uplyw1e 4 go-
dzin uzupelmono wsad bialka z mleka do stezenia
20%,, 'doprowadzajagc ponownie pH do wartosci

“7,0—17,5 przy pomocy 10% roztworu wodorotlenku

sodowego. Proces hydrolizy prowadzono w ciggu
'32 godzin, podczas ktérego jeszcze dwukrotnie do-
dawano aktywng trzustke w. ilo§ciach 0,44 kg
i 0,35 kg na 1 kg suchej masy biatka w 13 i 16 go-
dzinie hydrolizy.

Mieszanirie hydrolizatu i skladnikéw nierozpusz-'
czalnych ogrzano do temperatury 90°C i przesgczo-
no, po czym przesacz hydrolizatu oziebiono do tem-"
peratury +5°C—0°C. Z hydrolizatu wytracono ty-
rozyne i odstawiono do oczyszczenia.

Hydrolizat, pozbawiony tyrozyny, zadawano dwu-
krotnie weglem aktywnym w porcjach 0,6 kg i 0,3
kg wegla na 1 kg suchej masy bialka. Zuzyty we-
giel kazdorazowo oddzielano!

Otrzymano wodny roztwér hydrolizatu, ktéry po
dodaniu tyrozyny i innych substancji uzupelniajg-
cych wedlug receptury — WYysuszono.

Tak uzyskany preparat aminokwasowy zawiera
0,45—0,5%, - fenyloalaniny. Wydajnosé¢ 63%,.

Przyklad VI. Sposéb otrzymywania preparatu
aminokwasowego o poziomie fenyloalaniny ponizej
0,02%,.

Aktywng trzustke przygotowano w sposéb, po-
dany w przykladzie I, natomiast do enzymatycznej
hydrolizy zastosowano zawiesine bialka z mleka,
sporzadzong, jak w przykladzie V z tym, ze wode
alkalizowano 10%, roztworem wodorotlenku potaso-
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wego -do pH="1,5. Proces hydrolizy prowadzono
przez 64 godziny, podczas ktérego dodawano akty-
wng trzustke w porcjach i iloSciach, jak w przy-
kladzie V, trzykrotnie w czasie hydrolizy w godzi-
nach: 0, 241 30. ;

Uzyskang mieszaning hydrolizatu i sktadnikéw
nierozpuszczalnych podgrzano do temperatury 90°C
i sgczono w granicach temperatury 90°C—85°C, po
czym przesacz hydrolizatu oziebiono i wytracono
tyrozyne, jak w przykladzie V.

Hydrolizat, pozbawiony tyrozyny, zadawano we-
glem aktywnym w iloSci lgcznej 0,95 kg na 1 kg
suchej masy bialka z mleka w trzech porcjach w
wzajemnym stosunku wagowym 2:1:1 podczas 5
godzin. Kazdorazowo zuzyty wegiel oddzielano.

Otrzymano wodny roztwoér hydrolizatu, ktéry uzu-
pelniono tyrozyng oraz innymi substancjami zgodnie
z receptura,: po:czym hydrolizat wysuszono.

Uzyskany w ten sposéb preparat aminokwasowy
zawiera ponizej 0,02% fenyloalaniny. Wydajnoéé
60Y%/,:

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania preparatéw aminokwaso-
wych z regulowang zawarto$cig fenyloalaniny na
drodze enzymatycznej hydrolizy surowcéw bialko-
wych, oddzielenia skladnik6w nierozpuszczalnych
od hydrolizatu, jego oczyszczenia, wzbogacenia go
skladnikami recepturowymi i wysuszenia, znamien-
ny tym, ze do zawiesiny biatka takiego, jak ka-
zeina lub biatko z mleka, stanowigce produkt od-
padkowy =z procesu fermentacji antybiotykéw,
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zwlaszcza nizyny, w stezeniu 10—209),, korzystnie
13—16%,, w wodzie, zalkalizowanej 10%, roztworem
wodorotlenku sodowego lub potasowego do wartos$ci
pH = 17,0—17,5, z dodatkiem Srodka antyseptycznego,
zwlaszcza toluenu, dodaje sie rozdrobniong, aktyw-
ng trzustke zwierzecg o wartosci pH = 5,0—17,5, ko-
rzystnie 5,5—6,5, rozmrozong od temperatury —10°
do temperatury —2°—+5°C, Kkorzystnie —+2°C, w
trzech porcjach wagowych 1:1:0,8 z tolerancijg
+10%,, przy czym pierwsza porcje trzustki dodajé
sie¢ na poczatku procesu hydrolizy bialka, drugg w
1/3, a trzecia w 2/5 czasu trwania procesu, prowa-
dzonego w ciggu 32—80 godzin, korzystnie 65—72
godzin, nastepnie mieszanine po hydrolizie ogrzewa
sie do temperatury 75°—98°C, nierozpuszczalne
skladniki odsgcza si¢ w podwyzszonej temperaturze,
najkorzystniej 85°C, przesgcz hydrolizatu ochladza
do temperatury -+5—0°C, osad wytraconej tyro-
zyny oddziela sig, przesacz zadaje weglem aktyw-
nym dwukrotnie lub trzykrotnie w zalezno$ci od
zawartofci fenyloalaniny w przesgczu w porcjach
wagowych 1:1 lub 2:1:1 w ciggu 3—5 godzin i w
iloSci 65—160%, w stosunku do suchej masy bialka,
kazdorazowo wegiel “oddziela si¢ od przesgczu, po
czym otrzymany hydrolizat z obnizong zawartoscig
fenyloalaniny wzbogaca sie oczyszczong tyrozyng,
soldmi mineralnymi i innymi skladnikami receptu-
rowymi dopuszczalnymi farmaceutycznie oraz suszy
W znany sposob. !

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, zZe
stosuje sie bialka z mleka wydzielone z brzeczki
pofermentacyjnej z procesu fermentacji antybioty-
kéw przy udziale szczepu Streptococcus lactis.

WDL, zam. 3357 110.

Cena 10 zi



	PL88304B1
	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS
	DESCRIPTION


