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Zpiisob vyroby cyklodextrinu

Oblast techniky

Predmétem tohoto vyndlezu je zpiisob vyroby cyklodextrinu z amylopektinového bramborového
Skrobu plisobenim cyklodextrin—glykosyltransferdzy (CGTaza, téZ oznalovana jako cyklodext-
rin—transglykosylaza, EC Nr 2.4.1.19).

Oblast techniky

Pod nazvem cyklodextriny se rozumi skupina latek, jejichz molekuly jsou tvofeny vétsim poétem
jednotek anhydroglukdzy s cyklicky propojenymi alfa—1,4-glukosidickymi vazbami, pfi¢emz
nejjednodussi cyklodextrin, alfa—cyklodextrin, obsahuje 6 glukdzovych jednotek. Podle podtu
anhydroglukézovych jednotek, obsaZenych ve vznikajicim kruhu, se jesté rozliSuje beta—cyklo-
dextrin a gama—cyklodextrin. Beta—cyklodextrin je termodynamicky nejvice zvyhodnény reakéni
produkt pii pfeméné Skrobu na cyklodextrin pomoci CGtazy. Pro technické pouZiti jsou vyhod-
n&j3i cyklodextriny s vétsim poctem kruhd.

V technickych postupech pro vyrobu cyklodextrinii se dosud pouZzivaly jako hlavni vychozi suro-
vina tyto Skroby:

Bramborovy Skrob: Brambory se mohou péstovat s vysokymi hektarovymi vynosy téZ v horsich
polohach. Maji nizky obsah bilkovin a lipidd a proto poskytuji velmi &isty $krob.

Skrob z kukufice a voskové kukufice: Kukufice vyZaduje teplej$i klima. Voskova kukufice ma
dlouhé Casy dozravani. Péstuje se ve vyhodnych polohéach s dostate¢nym ohrani¢enim od normal-
ni kukufice. Nizké hektarové vynosy zptsobuji dalsi zdraZeni.

U Skrobu z kukufice a voskové kukufice je nevyhodou vysoky obsah bilkovin a lipidi (je nutné
nakladné a drahé ¢isténi $krobu).

PSeni¢né Skroby: predstavuji hor$i substrat nez Skroby bramborové a kukufitné, protoZze pti
vyrobé cyklodextrinu poskytuji znaéné nizsi vytézky.

Obycejné pifrodni Skroby predstavuji smés obou forem $krobu, totiz amylopektinu a amylézy.
Amyl6za a amylopektin nejsou samy opé&t Zadnymi jednotnymi latkami, ale jsou to smési poly-
merl s riznymi molekulovymi hmotnostmi a riznymi glukézovymi vazbami. Amyléza je v pod-
staté tvofena nerozvétvenymi polysacharidy, v nichz je glukéza v alfa—1,4-vazbg. Naproti tomu
amylopektin je siln€ rozvétveny polymer glukézy, v némz jsou jednotky glukézy vedle alfa—1,4—
vazeb v mistech rozvétveni v 1,6-vazbé. Ukazalo se, Ze amylopektin poskytuje stélejsi roztoky
nez amyléza, protoze amyléza ma sklon k neZadouci retrogradaci, tj. k op&tnému spojeni jiz
pfedtim oddé&lenych fetézci.

Bézné ptirodni Skroby obsahuji 15 % az 30 % amylozy bez ohledu kukufice tak zvaného vosko-
vého typu poskytuji Skrob, ktery je téméf vyluéné tvofen amylopektinem. V ¥idkych ptipadech se
miuiZe Skrob, bohaty na amylopektin, ziskavat téZ z tak zvané voskové ryZe, nebo z voskového
jeCmene.

Amyléza a amylopektin se mohou od sebe oddélit frakcionaci. Tyto postupy jsou velmi obtizné
a drahé a sotva se provadéji jinak, neZ v laboratornim méf¥itku. Kromé toho se pii frakcionaci
piirodnich Skrobii vyvolava nekontrolovatelné odbouravani a poskozovani frakei krobu, &imZ se
vlastnosti takto ziskanych produktii nevyhodng ovliviiuji.
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Pro technické ti¢ely se proto amylopektinovy bramborovy $krob prakticky nepouZiva. Vpraxi mé
uréité pouziti v potravinaiské oblasti jen pfirozené se vyskytujici $krob z voskové kukufice, pro-
tozZe vyvolava v ustech piijemné;jsi pocit neZ oby&ejny $krob.

Vyroba cyklodextrinu ze skrobu je popsana na &etnych mistech v literatufe.

Tak patent US 3 425 910 popisuje postup vyroby cyklodextrinu z hydrolyzatu $krobu. Jako
vychozi Skrobnat4 surovina se uvadi pouziti bramborového Skrobu. V dob& vydani uvedeného
patentu US (1966) je bramborovy skrob obvyklym $krobem s obsahem amyldzy asi 20 %.

V piihlaSce WO 93/10255 se popisuje vyroba cyklodextrinu ze $krobd, obsahujicich nejméng
90 % amylopektinu, ¢imz se ma ziskavat cyklodextrin, ktery ve vodé poskytuje roztok prosty za-
kalu. Vyhodné vychozi Skroby obsahuji 95 % amylopektinu, nebo vice, zejména asi 99 %.
Konkrétné€ se uvadi jako vychozi surovina Skrob z voskové kukufice, voskové ryze a voskového
jeCmene, pfi¢emz se jako vyhodny uvadi $krob z voskové kukufice. Srovnavacimi Skroby, které
jsou uvedeny v prikladu 1 k pfedvedeni kladného vlivu pouziti $krobu z voskové kukufice, jsou
bramborovy $krob a kukufiény Skrob s obvyklym obsahem amylézy.

K podminkam postupu, uvedenym ve jmenované pfihlasce PCT, patii pouziti komplexotvorného
prostfedku pro cyklodextrin za icelem jeho lepSiho oddgleni z reakéniho prostiedi. Jako komple-
xotvorné prostiedky jsou jmenovany toluen, 1-dekanol, cyklodekanol, cyklohexan, trichlorethy-
len, tetrachlorethan, brombenzen, 2,3—cyklodenopyridin, naftalen, 1-naftol, 2-naftol a dimethyl-
fenol.

V J. Szejtli und T. Ose, Comprehensive Supramolecular Chemistry, Bd. 3, Cyklodextrins, 1966,
Pergamon, Oxford, UK, se v ¢lanku 3 na strané 41, Preparation and Industrial Production
of Cyklodextrins, G. Schmidt, Wackerchemie GmbH, Miinchen, Deutschland, podava piehled
primyslové vyroby cyklodextrind.

Popisuji se riizné podminky pfemény a jejich plisobeni na pomér alfa-cyklodextrinu, beta—cyklo-
dextrinu a gama—cyklodextrinu. Pfitom miZe pfisada zvlastniho komplexotvorného prostiedku
béhem vyrobniho postupu téz zménit pomér t¥i druhd cyklodextrinu.

Dile se uvadi, Ze alfa—1,6-glukosidické vazby v mistech rozvétveni amylopektinu blokuji pliso-
beni CGtazy. KdyZ se na amylopektin pfed piidavkem CGtazy nechaji plisobit enzymy, odstrativ-
jici rozvétveni, jako je napfiklad pullulaniza, nebo izoamylaza, zvy3uje se stupeti premény
Skrobu na cyklodextrin o nékolik procent.

V nésledujici ¢asti uvedeného literdrniho zdroje Szejtli a Ose je téZ zminéno, Ze amylopektin je
lepsim substratem pro vyroby cyklodextrinu, nez je amyléza, protoze CGtéza na n&j pisobi podi-
naje neredukujicimi konci molekuly $krobu. ProtoZe amylopektin ma zna&né& vice neredukujicich
konct, neZ amyldza, je stupeil pfemény pfi pouziti amylopektinu lep§i. Proto se doporuduje
pouZivat bramborovy Skrob misto Skrobu kukufi¢ného, protoZe bramborovy skrob ma od piirody
0 néco vyssi obsah amylopektinu neZ Skrob kukufiény (asi 79 % u brambor proti asi 72 % u ku-
kufice).

Konecné se jesté popisuje pokus vyrabét cyklodextrin pfimo v hlizach transgennich rostlin bram-
bor konstrukei chimérniho genu pomoci geni CGtézy z Klebsiella oxytoca. Pfitom se skuteéné
mohla dokazat mald mnoZstvi cyklodextrinu v hlizach brambor. Extrakce dfené hliz probihala na
sloupci C18 Sep-Pak, ktery vaze cyklodextrin, ale nikoliv Skrob.

V patentu US 4 477 568 se zmifiuje pii vyrobé cyklodextrinu, mimo jiné, pouZiti frakcionované-
ho amylopektinového Skrobu z nejrizngjsich plodin, jako je kukufice, pSenice, sorghum, brambo-
ry, tapioka, sdgo a ryze.
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ProtoZe se vSak z diive uvedenych diivodi postup frakcionace $krobu neprosadil, stile se hleda
vychozi surovina pro vyroby cyklodextrinu, jiZ by se odstranily uvedené nevyhody.

Podstata vynalezu

Podle piedloZeného vynalezu se pti zplsobu vyroby cyklodextrinu z amylopektinového brambo-
rového Skrobu piisobenim cyklodextrin—glykosyltransferazy pouzivd jako vychozi Skrobnata
surovina amylopektinovy bramborovy Skrob, ktery se ziskava z brambor, které byly péstovanim,
nebo molekuldrné-biologickym, pfipadné technicko—genetickym postupem, inhibovany se ziete-
lem na tvorbu amylozy.

V poslednich létech se Gsp&Sné rozvinula geneticko—technickd pfeména brambor za tidelem pés-
tovani brambor prakticky bez amylozy. Z takovych brambor ziskany amylopektinovy bramboro-
vy Skrob kombinuje ptednosti prakticky Cistého amylopektinu, ktery vykazuje ptivodni vlastnosti
pfirodniho produktu, s vyhodami bramborového skrobu, totiz s nizkym obsahem lipidd a bilko-
vin.

Nejlépe se amylopektinovy bramborovy skrob ziskava z brambor, inhibovanych proti tvorbé
amylézy pomoci antisense—techniky, nebo kosupresi.

Tyto dvé metody jsou dobie zndmé ze soucasného stavu techniky, takze jejich dalsi vysvétlovani
neni nezbytné.

Existuji také dalSi molekularné biologické postup k inhibovani syntézy amylézy, jako je napiik-
lad postup na bazi mutace bramborovych rostlin.

Odriidy brambor, které se pro dany piipad pouzivaji jako producenti amylopektinového Skrobu,
poskytuji amylopektinovy Skrob s obsahem amylopektinu pfes 90 %, vyhodné pies 95 %. Zv1asté
vyhodnym je pro zpiisob podle vynalezu amylopektinovy Skrob s obsahem amylopektinu pies
98 %.

Stanoveni obsahu amylozy, pfipadné amylopektinu, se provadi podle: J. H. M. Hovenkamp—
Hermelink, J. N. DeVries, F. Adamse, E. Jacobsen, W. Witholt a W. J. Feenstra, , Rapid
estimation of the amylose amylopectin ratio in small amounts of tuber and leave tissue of the
potatoe”, Potatoe Res. 31, (1988), 241-246.

Enzym cyklodextrin—glykosyltransferaza (EC NR.2.4.1.19) se vyrabi péstovanim mikroorganiz-
mi, které tento enzym produkuji, a ziskavanim enzymu z fermenta¢ni pidy. Pfikladem takového
mikroorganizmu je B.macerans.

Cyklodextriny vytvaieji v disledku dutin, které jsou v jejich vnitiku, klatraty nebo komplexy
sriznymi men$imi molekulami, nebo monomery. Je moZno ptedpokladat, Ze tato tvorba
komplexu probiha pres hydrofobni interakci apolarniho vnitiku kruhu cyklodextrini s rovnéz
apolarni vzniklou molekulou, jakoZ i pomoci van der Waalsovych sil. Chemické a fyzikalni
vlastnosti vniklé molekuly se uzavienim v cyklodextrinu zméni tak, Ze se pfitom mohou dosah-
nout cilené modifikace vniklé molekuly.
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K vyhodnému téinku tvorby komplexu s cyklodextrinem patii:
1. Stabilizace latek, citlivych na svétlo a kyslik.
2. Zména chemické reaktivity vzniklych molekul:

a) Reaktivni latky jsou vElenénim chranény a mohou se bez nebezpedi michat s jinymi
latkami;

b) MiZe se ovliviiovat selektivita reakci vélenénim funk&nich skupin;
¢) Reakce se mohou podporovat, nebo potlagovat.
3. Fixace t€kavych latek:
a) Usnadiiuje se skladovani a manipulace zejména u jedovatych latek;
b) Mize se zmensit potfebné mnozstvi tékavych latek, protoZe se sniZi ztrata vyparenim;
¢) Aromatické latky a latky fyziologicky u€inné se mohou snadngji davkovat.
4.  Zména vlastnosti v¢lenéné molekuly co do pouZiti:

a) Latky ve vod té€zko rozpustné se pridavkem cyklodextrinu lépe rozpoustéjia snadn&ji se
mohou emulgovat;

b) Praskové lyofilizované komplexy cyklodextrinu jsou jemné dispergované a snadnéji se
rozpoustéji ve vode, neZ ve vodé obtizné rozpustné nekomplexované vélen&né moleku-

ly;

c) Pigmenty se mohou maskovat, nebo se mohou ménit barevné odstiny, protoZe se obec-
né pii vélenéni méni absorpéni spektrum.

5. Mohou se potlacit nepfijemné& chutnajici latky.

ZvySené pouZzivani cyklodextrinii se v budoucnu ofekdva zejména v potravinaiském oboru, po-
kud se podafi snizit jejich vyrobni naklady.

Amylopektinovy bramborovy $krob, pouZivany podle vynalezu, miZe byt neupraveny, nebo pie-
dem upraveny mechanicky, tepeln€, chemicky, a/nebo enzymaticky. Tato piedb&zn4 iiprava slou-
Zi ke ztekuceni, pfipadné k lepsi rozpustnosti krobu.

Pfi mechanické piedbéZné Gipravé se amylopektinovy bramborovy skrob ztekucuje michanim pti
vysokych otackach.

Skrob se rovn& miize ptedem upravovat pfi teplotach az do asi 155°C.

Chemickou piedbéZznou Uipravou se zpravidla rozumi zpracovani kyselinou, vyhodné kyselinou
chlorovodikovou.

Jinak se $krob muZe téz upravit oxidaénimi ¢inidly, jako je napiiklad chlornan sodny.

Kdyz se amylopektinovy bramborovy skrob upravuje alfa~amylazou, pak pfitom dochazi k enzy-
matickému odbouravani, které ¢ini $krob snadngji rozpustnym.
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Pro vyrobu etherii Skrobu, esterti Skrobu, a/nebo zesitovanych produkti $krobu se rovnéz vyhod-
né pouziva predbézna chemicka Gprava.

V daném ptipadé se ukazalo, Ze iprava enzymem, odstrafiujicim rozvétveni, jako je pullulaniza
(EC 3.2.1.41), nebo izoamyléza, mé ptiznivy vliv na vytézek cyklodextrinu.

Pti zplisobu podle vynalezu se rovnéZ pfiznivé projevilo pouZiti komplexotvorného prostredku.

Nasledujici tabulka 1 ukazuje zvySeni vytézku pfi pouziti pullulanazy, p¥ipadné pfi soucasném
pouZiti pullulandzy a komplexotvorného prostiedku.

Suspenze Skrobu se pfedem upravila pti 100 °C, cykliza¢ni reakce pak probéhla pii 25 °C.

Tabulka 1
Pouzity substrat Vytézek CD % Vytézek pfi pouziti Vytézek p¥i pouZiti
pullulanazy % pullulanazy a komplexo-
tvorného prostiedku %
Frakcionovany 22,6 36,1 89,8
kukufi¢ny AP
Kukufi¢ny $krob 14 87,2
Skrob z voskové 18,6 90,6
kukutice
Bramborovy $krob 18,9 85,9
Bramborovy AP z 25,1 35,3 92,3
transgen. brambor
PSeniény $krob 15,8 86,9

Pro nejvy33i vytézky cyklodextrini pii pouZiti bramborového skrobu, prostého amylézy, je
mozné toto vysvétleni:

Pti pouziti izoamylazy, nebo pullulanazy, jako prostiedki pro odstranéni vétveni, vznikaji zlom-
ky s délkami fetézce o DP 60 a 18. Nasledujici tabulka 2 ukazuje rozdéleni DP riznych amylo-
pektind, které byly zbaveny rozvétveni pomoci izoamylazy.

Tabulka 2

Amylopektin DP frakce 1 DP frakce 2 Obvykly pomér F1:F2
Brambory 60 18 1:2,1
Kukufice 45 15 1:3,5

Psenice 49 13 1:4,8

Podil malych zlomkd je u bramborového Skrobu nejnizsi /M. T. Kalichevsky, P.D. Orford

a S. G. Ring, ,, The retrogradation and gelation of amylopectins from various botanical sources
Carbohyd. Res., 198 (1990) 45-55]. Nejvyssi vytézky cyklodextrini se docilily u $krobwi
s DE <2 [F. C. Armbruster und E. R. Kooi, Production of Cyclodextrin, US-Patent 3 425 910].

Vytézky cyklodextrini pii pouziti amylopektinového skrobu z transgennich brambor jsou vyssi
nez vyt€zky, které byly ziskany pii pouZiti Skrobu zvoskové kukutice [J. W. Shieh und
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A. Hedges, PCT Anmeldung WO 93/10255 (1993)]. Za vysvétleni se povaZuje vy3&i podil
dextrinu ve frakci 1 s DP 60.

Ukaézalo se, Ze nejvyhodnéji se pouzil amylopektinovy bramborovy $krob se stupném polymerace
(DP) > 50. Jak je patrné z tabulky 3, stoupa vytézek cyklodextrinu p¥i pouZiti vychoziho Skrobu
se stoupajicim DP.

Tabulka 3

Vytézek cyklodextrinu % DP
51,2 10
70,7 20
92,3 >50

Pfi izolaci cyklodextrinu z reakéni smési je vyhodna vysoka Cistota bramborového Skrobu (nizky
obsah tuku a bilkovin), ktera se naptiklad projevuje ve zlepSeni transmise. V nésledujici tabulce 4
je uveden obsah bilkovin a lipidi v komerénich $krobech:

Tabulka 4
Skrob Bilkoviny Lipidy
% v sudiné
Kukufice 0,2-04 0,5-0,9
Brambory 0,05-0,1 0,1

Piiklady provedent vynalezu

Piiklad 1

100 g bramborového 8krobu z transgennich brambor, prostého amylézy, se suspendovalo v 1 litru
vody a zahi'atim na 100 °C se béhem 30 minut pievedlo v gel. Po ochlazeni na 25 °C se pridalo
bud’ 16,5 ml suspenze pullulanézy (45 U/ml) nebo 0,5 ml suspenze izoamylazy (5330000 U/ml).

Pullandza: suspenze v roztoku siranu amonného, 1 jednotka (U) uvoliiuje 1 pmol maltotridzy
z pullanu/min, pH 5,0, 25 °C;

Izoamylaza: suspenze ve 2,0 M roztoku siranu amonného, 1 jednotka (U) zpisobuje, po 15 minu-
tach pfi teploté mistnosti, zvySeni Agio 0 0,1 v roztoku, pfipraveném nasledujicim zpisobem: po
inkubaci smési 0,5 ml 1% rozpustného ryZového skrobu, 0,1 ml 0,5 M acetatového pufru (pH
3,5) a 0,1 ml roztoku enzymu, provadéné pii teploté¢ 40 °C po dobu jedné hodiny se 0,5 ml
alikvotniho podilu smicha s 0,5 ml 0,001 M roztoku jodidu draselného a doplni vodou na objem
12,5 ml.

Vsazka se michala 3 hodiny. Pak se pfidalo 10 mg cyklodextrin—glykosyl-transferazy a cyklo-
dekanon jako komplexotvorny prostiedek. Tato reakéni smés se michala 10 dnii. Vyt&zek cyklo-
dextrint pti pouziti pullulanazy &inil 92,3 %.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpilisob vyroby cyklodextrinu z amylopektinového bramborového Skrobu plisobenim cyklo-
dextrin—glykosyltransferdzy (EC Nr. 2.4.1.19), vyznadujici se tim, Ze se jako vychozi
Skrobova surovina pouZije amylopektinovy bramborovy $krob, ktery se ziskal z brambor, inhibo-
vanych na tvorbu amylézy Slechténim, nebo genetickym, pfipadng jingm molekularné-biologic-
kym postupem.

2. Zpilsob podle ndroku 1,vyznacujici se tim, Ze se pouZije amylopektinovy bram-
borovy Skrob, ktery byl ziskédn z brambor, inhibovanych se zfetelem na tvorbu amylézy antisen-
se—technikou.

3. Zplsob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze se pouZije amylopektinovy bram-
borovy Skrob, ktery byl ziskdn z brambor, inhibovanych se zietelem na tvorbu amylézy kosupre-
si.

4. Zpisob podle n€kterého z narokii 1 az3,vyznaéujici se tim, Ze se pouZije amylo-
pektinovy bramborovy $krob s obsahem amylopektinu nejméné 95 %, vyhodné& nejméné 98 %.

5. Zpiisob podle nékterého z narokid 1 aZ4,vyznacujici se tim, Ze se pouZije amylo-
pektinovy bramborovy Skrob, pfedem upraveny mechanicky, a/nebo tepelng, a/nebo chemicky,
a/mebo enzymaticky.

6. Zplsob podle naroku 5, vyznadujici se tim, Ze se pouZije amylopektinovy bram-
borovy $krob, ktery byl ztekucen michanim p¥i vysokych otackach.

7. Zplsob podle naroku 5, vyznacujici se tim, Ze se pouzije amylopektinovy bram-
borovy Skrob, ktery byl upraven tepelné pti teploté az do 155 °C.

8. Zplsob podle naroku 5, vyznacujici se tim, Ze se pouzije amylopektinovy bram-
borovy $krob, ktery byl upraven kyselinou, vyhodné& kyselinou chlorovodikovou.

9. Zpisob podle naroku 5, vyznadujici se tim, Ze se pouzije amylopektinovy bram-
borovy $krob, ktery byl upraven oxidaénim ¢inidlem, vyhodné chlornanem sodnym.

10. Zptsob podle naroku 5, vyznacdujici se tim, Ze se pouZije amylopektinovy bram-
borovy $krob, ktery byl upraven alfa—amylazou.

11. Zpisob podle ndroku 5, vyznacujici se tim, Ze se pouZije amylopektinovy bram-
borovy skrob, ktery byl etherifikovan, esterifikovan, a/nebo zesitén.

12. Zptsob podle niroku 5, vyznacujici se tim, Ze se pouZije amylopektinovy bram-
borovy $krob, ktery byl oSetfen enzymem, odstraiiujicim rozvétveni.

13. Zptsob podle niroku 5, vyznacujici se tim, Ze se pouZije amylopektinovy bram-
borovy Skrob, ktery byl oSetien izoamylazou (EC 3.2.1.68) nebo pullulanizou (EC3.2.1.41).

14. Zpisob podle ndroku 5, vyznacujici se tim, Ze se pouZije amylopektinovy bram-
borovy $krob s DP > 50.
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15. Zpisob podle n€kterého z narokii 5 az 13, vyznadujici se tim, Ze pfeména Skrobu
se provadi pomoci CGtazy v pfitomnosti komplexotvorného prosttedku pro cyklodextrin.

16. Pouziti amylopektinového bramborového Skrobu, ziskaného z brambor, inhibovanych na
tvorbu amylézy Slechténim, nebo genetickym, piipadné jinym molekularng-biologickym postu-
pem, jako vychozi Skrobové suroviny pro vyrobu cyklodextrinu zpracovanim $krobu CGtazou
podle zpisobu, uvedeného v nékterém z naroki 1 az 15.

Konec dokumentu
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