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(87) Popsanym zplisobem lze odstrafiovat zbytkovy cyklo-

dextrin ze soustavy, zejména potravinové. Cyklodextrin se

pfiddvid do potravinovych soustav

pro odstranéni nezddou-

cich sioZek v podobé komplexni latky, po jejim# odstranéni
viak v soustav® zbyvd maié mnozstvi cyklodextrinu. Ten se
odstrani tim, Z¢ se na soustavu plsobi pro jeho zhydrolyzo-
vani kombinac{ alespofi dvou rizaych enzymi, z nichz jed-
nim je cyklodextringlyko-syltransferdza a druhym nékierd
amyléza. PFi vyhodném provedeni se na soustavu obsahujici
zbytkovy cyklo-dextrin plisobi rovnéZ enzymem Stépicim -

rozvétvené fetézce.
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ZpGsob odstranovani zbytlovéhio cyklodextrinu Zc SOUst:

0bIast techniky

Vynalez sc tykd zpisobn odstra ovani zbytlkovilio eyklo-
dextrinu, zejména pak zplisobu adstranevéani zbhyikeviho cyklodextrinu

'3

Z¢ Soustavy.

Dosavadni stav techniky

V nedivnych Iétech sc eyklodextrin pouZival I odstrano-
vani nezddoucich létek,. jake je cholesterol, z vajcc neho masla,
Lofcinu z Caje a kavy, fenylalaninu z prolceinovyeh hydrolyzdtl, a
Cenolickjch sloudenin, pigmentd a hofk¥ch slozek z ovocnych stav,
Tento odstranovaci postup spedivd typicky ve smizeni cykldexntrinu
s potravinovou soustavou, ¢imz vznikne komplexni sleulenina neZd-
douei 14thy s cvklodextrinem, a v ndsledndém edstranini komplenni

slouCeriny 2z vetravinové constiavy.

Jeidnin 7z probidmt poi pouiiti cyklodexirinu k odstrano-

b

vini nezddoucich létek z potz*x;nov‘cL soustav jo, v sec z téchto
soustav neodstirani vedkery cvllodextrin pri odddlovini homplexni
sloutoniny ze soustavy, Je znémo, Ze lomplexotvorny nroces Jo rov-
neviaZznou reakei, pifd ndmi se do soustavy pliidéd nadbyiecl cyklodexntri-
nu, avy s¢ reakdni rovnoviaha pofuhula ve swdru tverby komplennd
slouteniny. To md nevyhnutelnd ze ndsledek, #e¢ urcité mnozstvi cyk-
Iodextrinu zGstéva po cdstrancni komplenni slouleniny ze soustavy

v nezkomplexovandm stavu,

Jinym zdrojem nezkemnlexovancho neho zbytkoviho cybklo-
dentrinu zbvlého po cdstrandéni koemplenni slouleriny je ncodstrandnd
kemplexni sloudenina, V nikterfeh petravinevich soustavich, napri-
klad kdvove, se komplexni sieucening cdstranuje v podobd sraZeniny
2z roztoku, Casto sc ze soustavy neodstrani rezpustne neho snadno

suspe dovatelnd komplexni slouieniny., V jindch plipadech, jako na-
prillad v mista, se homplexni sloudoniny odstra nuji promivinim mi-
sla vodou, V toéehto plipadech se preordvininm neodstrani cellove mnoz-

stvi kemplexnich tatek., V obou plipadech, jak pifi premyvini, tak pri

srafent, rrochézi zbythove mueistyvi bomplexn slouceniny rovnoviznou
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reakei, pii niz sc nezilouci 14tka a cyliedentrin pobvbuji mezi

zkomnlexovanyw o nezlomplexevanym stavem,

Dylo navricno, odstramoval zbytlkovy cyklodextirin z potra-
vinoveé soustavy tim, Ze se potravinovd soustava inkubuje s a-amy-
Iézeu pochizejici z mikroorganisnd ze shupiny Aspersillus niger,

—
i

dspergillus oryzae, Bacillus polymyxa, Bacillus coasulans, “lavoe-

bacterium, nebo.s g-amylézou z pankreatu vepie denfcihe, viz patent

rroblimen (“odhl3m g nektervmi ae-anylizani, kterd Lyly

pousity %k} ‘Iolﬁzo cyklodextirinu, je, Ze nehydrolyzuji veskery
cy k loue"tvin cjména bylo zjistiénoe, Ze nehydrolyzuji cyildextirin
S rozvétvenfm retézeem a nehydrolyzuji vellery a-c;klouc:trzn.

Stiva rroto notreba zpiisobu, kteryw Tze z potravinove soustavy od-
1 i 3 -
stranit vesker? zbythovy eyklodexirin,

custata vyndlezu

Nvni o bylo zjiﬁt&no; Ze Jje moZne odslranit veskery zhvt-
'Toeyklocentrin tim, Ze so na soustavu ebsabinjici zbywiliovy cyklo-
dextrin phsohi v priitomnosti vedy koembinaci alecpon dveu raznyeh
enzymi, » nichZz jednim je cyklodextringlykosyltransCoriza a druhym

i

Je nékterd amyldza, Pri vyhodném provedeni vynilezu se ne o astavu

3w -

obsalingici zbytkovy cyk lodextrin nlisob{ rovnds enzywsen odstlipujicim
rozvitvent rfetézce, aby se zbhytkovy eyllodextrin s rozvitvenymi
Fetézed tdchto zbavil, Cyklodextrin s rozvotventmi Fotdzed je odol-
nejsi viEdi hydrolyze piisobeninm kombinace ¢yhledextringlykosyltrans-
ferdzy s amylazou podle vyndlezu ne? cykldextrin s herozvetvenyn
etézeem. Enzym odstranujici rozvitvene retdzee z cykledextirinu s
rozvitivenymi fetézei ¢ini cyllodextrin nichyInf jsim k hyirelyze Lom-
binued cyhlodextringlylesyltransferizy s amylizou. Pridand enzymu
gdsiranujicilio rozvétvens fetizce viliednd predehdzi pridavek kombi-

nace cyklodextringlykosyltransferédzy s amyldzou, protoie nékterd

aryIiizy, jako napriklad glukoamyléza a houbova g-amylaza, pasobi na
viestni rozvétVGni, cimz je zredukuji na  ~lulosylovy zt bvicek, Ltery

o

Jje odolny v&ci enzymim odstranjicin rozvitveni,

™

Fri plsobeni na soustavu alespon dvima enzyny s¢ oposturujt
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tall, 7o sc k soustavi pridaji oba enzymy pri pli v rozmezi od asi

. o 1 . 0 .
4 ¢o asi 6 pii teploté od asi 40 do asi 80 "C, & souslava sc udrzuje
nti této teplotd a pH po dobu asi 1 aZ asi 48 hedin, Jeastlize sou-

stava nema uvedenou vhednou hodnotu ril 4 aZz G plced zpracovinim,

upravi se jeji pll prisluSnd ptidinim bud kyscliny nebo zisady.
Ovahou, kterd enzymy sc maji pouZit u té kterc scustavy, sc ridi
podminky zpracovéni, RovndZ teplota se vihodnd upravi tak, aby sc

L

4 e o . - . -
Udinost enzymt v soustavé optimalizovala,

Spustava se zpracovévd v obvyklém zalizeni a v pritemno-

sti vodv. Enzvm se vyhodnd niiddavi k potravinové soustave jake samo-
A 3 i It

r

statni slozbka a vmichdva sc de ni, Zpracovdnd se vyhodné prevadi

7za michéni Béinym zafizenim, Altcrnativng jec muino ale >p0ﬂ jeden

z enzymt immobilizovat a potravinovd soustava se neehd prochizet

immohilizovanym cnzymei,

Afkoliv plesny mechanismus vyvndlezu neni dekonale vysvét-
len, predpoklédd se, Ze pisobeninm cylklodextring ykolystrnnsfcrézy
se eyklodextrinovy kruh otevird a vytvolrd sc dextrin, ktery je pak
napaden a zhydrolyzovin amyldzou, Jo znimo, Ze cyklnﬁextringlyknsyl-
amylazy maji schopnost wytvalet cyklodextrin ze Shrobu a Shrohovyceh
hydro}yéétﬁ. 0 amylazdch jo zndmo, Ze hydrelyzuii vazbu a-D-(1-4)
mezi ﬁnhydroglukOvaymi monnmery kdeite o enzymech Stdpicich rozvet-
vené retdézee je znamo, e hydrolyzunji vazbu o-D-(1-C) mezi anhydro-
clukozevimi wonomery, O niliterych amyldzich, zndmyel jako glukoamy-
1ézy z Aspergillus oryzac, dspergillus niger and Fhizonus nivens,

jo znidmo, Ze katalyzuji liydrolyzu jal vazby 1-4, lak i vazby 1-0,

Vynilez je obzv1lastd vhodn? pro potravinoeveé soeustavy, jakc
- v 1 i - 7 [
jseu vajedué neboe mlécnd soustavy, kterdé byly nourcheny deeholestere
lizaci tim, vk pim bylniddin Be-cylilodextrin & vytvorend Lomplexnd

3 r I v . I
slouteniny o cholesterolenm. ¥ takovito potlravinevd soustave sc z;ﬁ—

\ 1 i
sob podie vynédlezu pouZivd Kk odstrandni zbytlovilbe cy'lilodentrinu

ro oGddleni komplexni sloudeniny cyklodestrinu s cholestecrolon,

’1-

Zptaol podle vynédlezu je moZno povZit nejen u cylkledextrinu a cyklo-
dextripu o rozvotvenym Fetizeem, ale &7 u modifilevancho cyhlodex-

{rinu s nizkim poltem substitued,

7

Zpsob podle vynidlezu byl rownd? sbhledin vritednym nro
cdstranovani zbytkového cyklodextrinu z noltodextrinn, ktery je ved-

Tejsim produlten pri tverbd cyklodextrinu,




Vhodnymi zdroji cykledextringlykosyltronsferdzy jsou
Bacillus waccrans, Bacillus megaterium, Bacillus circulans a DBacil-
lus stearothermephilus, Dobrych vysledk bylo dosaZence s Bacillus

stearnthermophilus,

Vhodné amyldzy zahrnuji a-amylizu, f-amylizu a aTukoamy -
l1dzu, Vyhodnou amylézou je gluceamyliza, Vhodnymi zdroji g-amy ldzy
jsou Bacillus licheniformis, Bacillus szublil s, aspergillus niger
a Aspergilus oryzae. Vhodné B-amyldzy se ziskaji z jedného s ladu,
sojovych hobd a psenice. Vhodné glukoamyldzy sc ziskaji z fspergil-
Tus niger, &spergillus oryzae, DRhizopus oryzae a Dhizopus nivens
Vyhodnou glukoanyldzou je glukoamyléza z 4spergillus niger a As per-

cillus oryzae.

Vhodnymi cnzymy Stépicimi rozvétvend Petdzce jsou pullu-
Iandza, iscamyliza a kterdékoliv jind endo-enzymy, kter¢ hydrolyzuji
pouze a-D-{1-8) glukosidické vazby Skrobu. Vihodnd sc jako cnzymu

stépicibo rezvétvend fetlzce pouZivi pullulandzy,

Hnozstvi jak cyklodextringlykosyltransferdzy, tak amyldzy
pridand k potravinoeveé soustavi pro edstraning zhytkoviho cyklodex-

A

trinw zivisi vpodstatl na mnoZsivi zbytlhovilo eykledextrinu pritom-
ného v osoustavié, Vihednd so pouZivd pribliZed 0,005 a¥ azi ¢,05 %
bmot, eyklodextringlylosyltransferdzy a nfibliZnd 0,005 aZ asi 0,05

herot, awyldzy, Mnofstvi enzymu Stiniciho rozvotvené retizce je vy~

2t

Fednt v rozmezi od pribliing 6,001 do asi €,05 % hmot. Tato hoelnos.
ni nrecenta predstavuji hwotnestni mnorstvi enzymu vziazené na haot-

nestni mnoZstvi zhytkového evlilodextrinug,

~

Jalk eykleodextringlykosyltranslerdza, tak i amyliza vusi

1

byt piitemna v soustavd ziroven, aby sce odstranil zhytkovy cyklo-

dextrin, Je mozno je eridat jednotlive a v riznou dobu, pokud jen

[

- e ) ’v: - + - e
jsou pritonné a uiinné v dané soustavd, Vyhednd se oba cnzyny pfi-

.

1

divajil do soustavy zaroven,

- -

cnzym stipied rozvetvend felézee se do zoustavy vndsi v

- s

hodne pied »ridénim cyhlodexteinglylosyltransleriny a amy lazy, Je

~

viaak Léz meino pridat enzyn

~

Stopicd rozvitvond fellzee zdarovon s
cvilodexirvinslykesyltranslorizeu o ooy ldzou, Cdhora Lim jo znino,

e vitiina kemerdnich zidrejd eykloderlvimm ebsshuje malé muodntvi




cyklodextrinn s rozvitvenyn retézeen,
Jestlize je to nutné, desakiivuji sc oenzyry po Zpraco-

vini bud Gpravou pl nebo zahfdtim, OBa zpiisoby desaktivace enzym

- -

so providdji obvylklym pestupem za pouiiti biZnflo zafizeni,

Vynélez je hlife objasnin v ddle wvedenyeh privladech

crevedend,

J

Filladv provedeni vyndlezu

-

riklad 1

Tento pliklad doklidd zpdeeh podre vyndlezu za pouZitd
)

rfznych amyliz a purovndvé Sej s pouditdnm jedincho cnzymu, Lysoliny

neho s pouZitim dvew cnzymi, 2 niehy vialk zh0nd reni cylloedextrin-

alylesyltransierdaza,

o stamoveni mneratvi eyklodoxtrinu ce pouZivd vysoce vy-
Lonné metlhody kanalinevé chrematografic, TFro zjistdnd pritomnosti
evitolentring je moznim mueZstvim SC ppit, Jednetlive chzymy, pou-

et
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—
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u, jakor i nedminky, za niechi byly pohusy providde-

ny, joou uvedeny v Tabulce 1. EaZdd soustava sheahuje 26 %15 Do

A

Shrebevilio hydrolvzdtu s 2 % zbytkoveho eyilodextrinu, Hodnota pH

Skrobovélo Bydrelyzdatu se uvpravi na hednotu uvedenou v Tabulece 1 a

Cf.

4

L oroziolu s¢ pfidd 06,00 % (hmet,/Emol,) cykledenirin-glylkosylirans-
ferdzy o 0,005 % (bmet./brmot.) amylézy s vyjimkou pokusd &g, 10 a
[

8. 16, kdy e pourije C,0075 % (hwot./hmot.) amylazy a 0,0025

(umgt, /beot,) enzywu Stdpfeiho rozviivend retizce. Smds sg¢ inlubugje
za neustalcho michani ofi teplotd uvedent v tabulee, Tl pokusu &,
se yolZije dostatednéhio rumozstvi kyseling L dosnazent uvedenc hodnot
pil, pii estatnieh pokuscch se hodnota pif vidy upravi obvyklym zpl-

sphoem,

Tabulka 1

- . . 0 e e
Fokus ¢, Latalyzitor il teplota "C trvint polusu
ysclina chlorovedikevd 1,7 125 2/3
2 CGTdzn 5,C 0 24

o
O
3 DA, bs 5,0 80 2.4
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Tabulka 1 - pokradovini

pokus &. katalyzd itor pH  teplota °C trvani pelust
DA, Dbl 6,0 80 24

[

3] Fad, an 1,8 50 24
G FAL, ao 4,8 50 24
7 G4, an i, 50 24
8 Gi, Ao 4,8 50 24
9 Mase C 60 24

O
-

-
12
[

00
80 2
2

Go

10 Pasce/GA, an -
11 CGTaza/BA4, bl

12 CGTaza/FAA, an 4
13 CGTdza/F&d, Ao

14 CGTéaza/GA, an

15 CGTaza/GA, ao

15 CGTaza/Pase/GA, an
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Enzymy a jejich zdroje, jak jsou ve zhratee vvedeny v Tabulee 1,

Jsou tyte:

CGTéza = c¢vitlodextringlykosyltransfordza 2 Dacillus stearg-
thermophilus
BAA, bs = hakteridlni c-amyldza z Dacillus subiilus
Ba4, LI = bakteridlni a-amyliza 2 Docillus lidenifornis
FAiZ, an = Loubovéd q-amyvidza z dspersillus nicer
H - H . R
Fad, ao = houbevi q-awyldza z ‘srnercillus orvzao
} i [ v
Ga, an = qlﬂknam*luzn z dspereillus niger
1] = H o
GA, zo = plulicamy léza z dsypergillus oryzeoe
1na = 1 t T i HEG ~ bl Vi oo Ldoa T
Mase = maltozenni g-amyléza zickand z Dacillus subtilus g

prodivand firmeou Novo Enzyre Process Division, Dénslho

")

pod oznacdenim MALTOGENASE

Fase = pullulaniza z Dacillus sp.

Fo zprecovani kaZdého ze ikrnhovfcb hydrolyzatd se stanov
rmozstvi ceyklodextrinu zbyvajiciho v reztoku vysoce vykonou inclhedo
Rapalinevd chromatorsrafice, Tdmito zloullami soe zJjistilo, Ze cyklode
trin byl po pekusech 1 aZ 10 jeitd stidle. nfftomen, Do pokusccely 5, ©
a 10 byla zjisiténa pritomnost g-dexteinu, naproiitomn po rehuseeh

11 22 10 nebyl zjistdn Zadny cyllodextrin,




g
"
[l
L
|
| g

Tento piiklad dehlédd zpizob podle vyndlezu pri pouzitd

k odatrancni zbvilovébo cvkledexirinu z sdekofeincvant Livy.

10 gramd f-cyklodextrinn so pridd ke 100 mililitrim Lid-

. . P - . - 0 . .
vovélin roztoku. Do zpracovini plfi tepleid 60 C po doebu jednd ho-
I | i T

diny se roztok nechd schilainout na teplotn mistresti a venills kom-
plexni sloudenina kofeinu s eyklodextrinem se z ruvztoku cdiiliruje,
Pak se upravi pll filtratu, coi je vroztok dekofeimovanéd kivy, na hed

notu 5 2 vysoce uéinnou methodou kapalinove chrematograle sc¢ zjisti
Je filtrat obsahuje 3,3 % hmot, Z-cylilodextrinu, IHranice stanoveni
olsahu eyklodextrinu kapalinoeveun chrematografii je 5C prm Filtrdit

v

se¢ pal zpracuje, jak popsdno v prilkladu 1, za pouzitd enZym& uvede-

nych v Tabulce 2. '
Tabuika =2

™ ~ - T 5 0 2] . -,
Pokus &. katalyvzitor ~H teplota °C trvin? rolusu, h
1 CGTaza/Bak, Dbl 5,0 50 24

2 CGTéza/TAs, an 5,0 50 24

3 CGTaza/TA4L, &ao 5,0 5 24

4 CGTAza/tnse 5,0 5 24

3] CGTéza/Pase/GA, an 5,0 3¢ 24

Po Lazdé 7 tdehte zkousel bylo Zjistéino, Ze nebhyl prito-

ny cykledextrin,

»

Tento priklad dokléadd pouciti zpisobu podle vynilezu ve

Farcaccutické soustave,

Pro mikrobidlni konverzi hydmiiortisonu v prednisolon sco

nouzije komplexni sloulehiny B—cvk}odextrinu s hydrokortisoncm pro

-

solubilizaci hydrokentisonu a pro uryehleni reakini rychlosti, Re-
3 A

i

3

nked se ziskd komple:zni sloudenina predoisolonu, Pro pripravu pro-

leliu vhodnehe k injekéni aplikaci se z kowmplemnni slouCeniny uvel-
niny a izolovany prednisolon suspenduje ve vede a na veznikleu sus-
penzi so pltsoebi smési'cyklndoxtrin—g]yknsy]transfcrﬁxy g aryvlazou

koodstranini jakiychloliv stop f-cylklodextrinu,
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Priklad

Tento priklad dokladd pouZiti zpdsobu podle vynilezu v

nremyslove soustavd, jiz je Cistici roztol,

Fro obohaceni p-xylenu pri pfi ravi specidlniho Cisticihbo
rozpoustédla by 1 pouZitf-cyllodextrin, Cy Jéxtrin nebyl nplnd
odstrancn =z Cisticillo roztoku a zbytel cyvilodextrinu zancehival

v

stopy na ¢istén

[l

soucdstee, terd byly na zdvadu pfd jejim npouii-
vini,

Para-xylenové rozpoustidlo bylo pro odstranini zbvilové-
ho mnozstvi cyklodextrinu podreobeno zpracevani michénim ve voda
ohsahujici smés cyklodentringlylosyltrans Terizy s amyldzou pro zhy-
drolyzovéni zbytku cyklodextrinu, Produkly hydrolyzy nemély vliv

na p-xylen a zistdvaly ve vodné fdézi, Enzymem zpracovany p-uylen

nezanechival z&dny 2zbytek na soucdstce pe CiSténd,

-

L4 » 1 ~ 3 A
Je umyslem vyndlezce, aby déle uvelené patenlové ndroky
chrénily vécchny zmény a obminy vihodnélho provedeni vynalezu, vy -
branchg zde pro ilustraci, které nikterak nevyboluji z povahy a

rozsabu vynilezu,

Pramyvelovd vywuzitelnest

Zpfsobenm podle vynalezu Ize odsiranit zbythovy ceylleodex-
trin z rdznch potravinovyeh a jinyeh scustav, Xk nim? se cyllodex-
trin pridivé  k odstranini riiznych neZddoucich latek, s nimiZ vy-
tvari kemplexnd slouceninu, To odstrandni téio slouleniny vial v
soustave 2bivid mald mnoisivi cyhilodentrinu, hterd lze zptiscben nod-

Te vynilezu cdstranit,




e}

DATENTOV E NALROEKY

1. Zviicoh odstiranoviani zhythovilin cyhledentrinu ze sou-
stavy, vyznadéujici sec tim, Ze se na seusiavu

obzabuiici zbyvtkovy cyklodextrin a vodi pisohi zéroven cyklodextrin-

slvlhosy ltransferdzou aamylézou pifd pil v rozmezi od asi 4 e asi 6,
. . . 4] .
ni'i tepletd v rozmexi od asi 40 do asi. 80 “C po debu od asi 1 do
asi 48 hodin pro zhydrolyzovéni zbytkového cyklodextrinu,
2, Zrisod podle niroku 1, vyznadujic i se
t £m, Zc se¢ amyldza voli z¢ skupiny zahrnujici a-amyldzu, p-any-

Tidzu 2 glukoamylazu,

1

3, Znisob rodle niroku T mebo 2, vy znacu jic 1.

s e ¢ i rm o, %e souslavou je potravinova socustava ze skupiny za-

U.’J

hrnujici vejce, mlécny produkt, maso, 14j, sédlo, ovocnou stavu,
Lédvu a Caj.
4, Zpssoh podle ndroku 1 nebe 2, vy 2 o0& cu jici

r
a ¢ t 1 m, Ze soustavou je Skrobovy Lydrolyzat ncho L,ru’cemovy

5. . Zpisob podle ndroku 1 ucbe 2, vy z nooooou jieci1
s e t 1im, Ze pled zpracovinis soustavy cykledexntringlylosyl-

trans ferdizou o amylazou sc na soustavu pisobi enzymen Stinicinm roz-

vetvene fetérzee pii pll v rezmezi od asi 4 do asi G, pri teplote od

i
. . 0 . . .
azi 40 do asi 80 UC po dobu od asi 1 do asi 48 hodin,

6. Zefech podle nireku 1 onebe 2, vy z na U] ic i
a o ¢ { m, Zc enzymem Stépicim rozvéivené Ietézce sc na soustavu

siaobi ziruven s cykledextringlykocyltransferédzou a amy lizou.
& Bt} W

i

7. ZrSsoh podle ndrolu 1 nebo 2, vy 2 n 2 w3 1cd
T i ) A

5 ¢ t im amy lazouw je b

nhteridind geomy iza, heuhovd g-aty-

Iiza nebo glukoamyliza.




8. Zptseb podle ndroku 1 nebo 2, vy znacu jici
s e t1m, Ze cnzymem Stépicim rozvitvenéd Tfetdzee sc na soustavu
piisobi zdroven s cykledextringlyliosyltranslerdzou a amyldizou, a

toutn amylizou je glukoamyliza,

e Cetr VAI}_E::SKY
Uit le B b B
advekat

%

//- //
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