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Ia presente invenciln se refiere a un procedimien
to para producir enzimdticamente ciclodextrina a partir
de almidén.

Ias ciclodextrinas, conocidas tembién como dex-
trinas de Schardinger, comprenden 6 o mas restos de anhi-
dro-alfa-D-glucosa unidos entre si por enlaces 1,4-, for-
mendo compuestos ciclicos, Ias ciclodextrinas pueden ser
clasificadas mis especificamente por el mimero de unidades
de glucosa presentes. El anillo de 6 miembros se denomina
alfa-ciclodextrina o ciclohexa-amilosa, el anillo de 7
miembros se denomina beta-ciclodextrina o ciclohepta-ami-
losa, ete.

Como resultado de su inigualada estructura cicli-
ca, las ciclodextrinas tienen un potencial considerable
como agentes formadores de complejos, debido a que forman
compuestos de inclusidn con moléculas gue residen en la
cavidad de la molécula ciclica. Son numerosas las aplica-
ciones potenciales en los campos de alimentacidn, tabaco
¥y medicina, asi como en otros muchos campos.

Iag ciclodextrinas se producen a pertir del al-
middén por accidén de una enzima conocida corrientemente co-
mo trensglicosilasa de ciclodextrina (B. macerans amylase).
Ia fuente de la enzima es usualmente un cultivo de Bacillus
macerans., Ia capacidad para producir la enzima que sinte-
tiza a las ciclodextrinas es frecuentemente un criterio

gque sirve para distinguir a cepas de Bacillus macerans de

otros microorganismos muy relacionados. Fara producir la
enzima sintetizadora de ciclodextrina se cultiva Bacillus
macerans bajo condiciones adecuadas, en medios apropiados

que contengan fuentes adecuadas de nitrdgeno, carbono, fac
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tores de crecimiento, y minerales. En la literatura se
describen diversos medios apropiados para producir trans-
glicosilasa de ciclodextrina (D. French, en "Methods in
Enzymology", “Metodos de enzimologia®", S.P. Colowick y
N.O. kaplan, editores, Academic Press, New York, N.Y.,
vol. V, 1962, pags. 148-155).

Ia cantidad de actividad de transglicosilasa de
ciclodextrina presente en preparaciones de Bacillug
macerans se mide convenientemente por el método de Tilden~-
Hudson (®.B. Tilden y C.35. Hudson, J. Bacteriol., 43,
527-544 (1942)). Este método de determinacidn es aplicable
a licores de cultivo crudos o a preparaciones de enzima
gue han sido purificadas o concentradas por evaporacidn,
adsorcidén sobre adsorbentes adecuados y subsiguientes elu
cién desde estos, precipitacidén con disolventes o sal, o
fraccionamiento, u otros medios conocidos por los exper-
tos en la técnica. Se halla generalmente ogue los licores
de cultivo crudos contienen de 3 a 6 unidades Tilden-Hud-
son por mililitro.

Segin los métodos usuales del pasado para produ-
cir ciclodextrina, se atiade transglicogilasa de ciclodex-
trina a una solucidn diluida de un almiddn gelatinizado
apropiado, y se permite gue transcurra la enziﬁolisis ba-~
Jjo condiciones gue conduzcan a una acciln continuada de
las enzimas durante el tiempo suficiente pars permitir la
conversidn del almidén a ciclodextrina.

Hasta ahora se ha venido prefiriendq el uso de
almidén de patata, debido 2 su reducida tendencia a la re-
trogradacién a las tempereturas de conversidn empleadas,

Ademds, no se ha considerado factible el uso de almiddn
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de patata a concentraciones mayores del 5% de sdlidos, de-
bido a la imposibilidad de manipular mayores concentracio-
nes de almidén a causa de la gran viscosidad, asi como a
la retrogradacidn del almiddn. 5i el almiddn se retrogra-
da durante la enzimolisis, el resultado es la presencia

de mucho almiddn sin convertir en los licores de conver-
sidn, lo que aumenta la dificultad de recuperacidén de la
ciclodextrinae presente. Andlogamente, los almidones modi-
ficados no han sido usados generalmente como substrato
debido a que el rendimiento de ciclddextrina obtenido con
ellos ha sido sustancialmente menor gque el obtenido con

almiddn sin modificar. Para una descripeidn de los proce-

dimientos de la técnica anterior, véase D. French y otros,

Die Stédrke, 15, 280-284 (1963).

A pesar de haber sido conocidas entes de ahora,
no se ha podido disponer de estas dextrinas ciclicas en
grandes cantidades., No han existido con anterioridad me—
dios econdmicos para producirlas, Hay muchos factores que
contribuyen al elevado coste de produccidn de ciclodextrie
na por los procedimientos de la téenica anterior.

Una desventaja principal de los procedimientos
de la técnica anterior para producir ciclodextrina es el
hecho de que la conversibn solo es factible a baja concen-
tracién de sustancia seca. El coste de manipulacidn de
grandes volumenes de liguido, incluyendo el calentamiento
hagta temperaturas muy altas y reducidas subsiguiente de
la temperatura, asi como la retencidn durante largos pe-
riodos de conversidn, para producir ciclodextrina en can-
tidades sustanciales, hizo que los procedimientos

de pro-

. 7 - - .
duccion de la téenica enterior no fueran
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atractivos.

Ia situacidén econdmica se agrava més por el hecho
de que para recuperar la ciclodextrina de licores de con-
versidn diluldos se afiade un precipitante adecuado, nor
ejemplo tricloroetileno, para hacer sustancialmente inso-
Iuble a la ciclodextrina, las solubilidades de los comple-
jos de ciclodextrina en estos licores dluldos son tales
gue no se puede recuperar toda la ciclodextrina presente
en los licores. Por ejemplo, por este procedimiento, la
solubilidéd de la ciclodextrina en presencia de tricloroe-
tileno es tal que el 20% del total de ciclodextrina pre-
sente permanece en solucidén, lo que produce una pérdida
sustancial debido a no poder recuperar toda la ciclodex-—
trina presente.

Un objeto de la presente invencidn es proporcio-
nar un procedimiento para convertir almidén en ciclodex—
trina, donde el substrato almidonoso estd presente en so-
lucidén de gran contenido de sélidos, y la ciclodextrina
se produce en concentraciones mayores gue las usadas has-
ta ahora.

Otro objeto de la presente invencidn es propor-
cionar un procedimiento para producir ciclodextrina a par-
tir de almiddn, donde la ciclodextrina o su complejos son
facilmente crigtalizables, y pueden cristalizar durante
la conversidn.

Otro objeto de la presente invencibn es permitir
el usc econdmico, para conversiones a ciclodextrina, de
almidones que antériormente no habrian sido adecuados, de-—

bido a sus inherenteménte malas propiedades de pasta, o a

sus tendencias a la retrogradacidn. 3 6 3 @ 8
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Otro objeto de la presente invencidén es propor-
cionar un procedimiento practico para obitener grandes ren-
dimientos de ciclodextrina a partir de almiddn.

Otros objetos de la presente invencidn serdn evi-
dentes en lo gue sigue, por la descripcidn siguiente y por
lo expuesto en las reivindicaciones adjuntas.

Ia presente invencidn proporciona un procedimien~
to para preparar ciclodextrina a partir de un hidrolizado
de almiddn que tiene un ED (equivalente de dextrosa) no
mayor que aproximadamente 20, gue comprende someter dicho
hidrolizado de almiddn n conversidén con transglicosilasa
de ciclodextrina, en medio acuoso, para obtener un produc-
to de conversidn que contiene ciclodextrina.

Ia presente invencidn proporciona tembién un pro-
cedimiento para preparar ciclodextrina a partir de almiddn
que comprende hidrolizar parcizlmente almiddn hasta un ED
no mayor de aproximadamente 20, y someter subsiguientemen-—
te el almiddén parcialmente hidrolizado a conversidn con
transglicosilasa de ciclodextrina, en medio acuoso, para
obtener un producto de conversidn gue contiene ciclodex—
trina,

Se ha descubierto gque cuando un hidrolizado de
almiddn que tiene un valor ED no mayor de aproximadamente
20 es sometido a la accidn de transglicosilasa de ciclodex
trina, se obtiene excelentes rendimientos de ciclodextri-
na, la conversién a ciclodextrina se puede efectuar ficil-
mente a grandes concentraciones de almniddén, se evitan las
dificultades de retrogradacidn del almiddn ¥y contaminacidn
del producto con almiddnm, Yy se simplifican el aislamiento

y la purificacidén de la ciclodextrina. Para ilustrar las

27.10.67 -6 - 34 6 3 @ 8
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deficiencias de la técnica anterior,los procedimientos
antiguamente recomendados mpara nreparar ciclodextrina a
partir de una suspensidn de almiddén al 5%, reguerian el
tratamiento de 4900 litros de agua vpor 100 kg de ciclo-
dextrina producida. In el método de la presente invencidn,
en el que una solucidn de almiddn parcialmente hidroliza-
do con 34% en peso de contenido de sbélidos puede ser con-
vertida con un rendimiento del 50% de ciclodextrina, solo
se necegitan tratar 480 litros de'agua por 100 kg de ci-
clodextrina producida. Aungue el presente procedimiento
se puede usar con menor contenido de sbélidos, una de las
importantes ventajas pricticas del procedimiento es que
se puede producir ciclodextrina en un medo que contenga
una cantidad minima de agua. El contenido de sélidos de
la mezela de reaccidn inicial serd usualmente mayor del
10% emnpeso, y preferiblemente puede estar comprendido
entre aproximadamente 207% y aproximadamente 50% en peso.
las ciclodextrinas producidas segin la invencidn
son Utiles para 1los mismos fines que las ciclodextrinas
producidas por los procedimientos de la técnica anterioxr.
Por ejemplo, los produectos producidos segdn la invencidn
son Utiles como agentes de desprendimiento de aroma pars
el humo de tabaco, y se pueden disponer en una base fil-
trante de soporte, para la manufactura de filtros de ta-
baco. Tambien son Gtiles, como es bien sabido, como agen-
tes de inclusidn, y por esta razdn encuentran aplicacidn

en cromatografia,

29.10.67 -7 -
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Para producir un hidrolizado de almiddn se pue-
de usar cualguier tipo de almiddén o fraccién de almiddnm,
incluyendo almidones de cereales y tubérculos, almidones
céreos o de gran contenido de amilosa ¥ sus fracciones de
amilosa o amilopectina. También se pueden usar fuentes
de almiddn crudas, tales como cereales molidos, tubdrcu-
los macerados, o sus almidones parcialmente purificados—
Cuando se usan fuentes de almiddn crudas, la cilcodextri-
na se puede recuperar por calentamiento del producto de
conversidén para solubilizar la ciclodextrina, filtracidn
para eliminar los insolubles, y recuperacidn de la ciclo-
dextrina del filtrado, por cristalizacidn o precipitacién

Ia hidrélisis parcial del almidén se puede efec-
tuar por medios usuales. Entre los catalizadores adecua-
dos para la hidrdlisis parcial, se incluyen dcidos, sa-
les de deidos, resinas dcidas intercambiadores de iones,
¥ enzimas apropiadas. El hidrolizado de almidén se produ-
ce sometiendo almiddn gelatinizado a tratamiento con deci-
do, con enzima, o con ambos.

El término "hidrolizado de almidén" se define
como el producto derivado de la hidrdlisis enzimatica o
dcida de almiddn, efectudndose dicha hidrélisis sobre al-
midén gelatinizado.

Cuando se emplea hidrdlisis dcida, la acidez du-
rante la accidn hidrolitica puede disminuir a medida que
aumentan ta temperatura y el tiempo de hidrélisis, hasta
un punto en que se puede obtener suficiente accién hidro-

’ . .
litica en una solucidn neutra, cuando la temperatura es
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tan alta como 205°C.

Un método particularmente adecuado para hidroli-
zar parcialmente el almiddn consiste en usar alfa-amilasa
bacteriana, Ia enzima se puede obtener en foxma de alfa-
amilasas resistentes al calor, disponibles comercialmen-—

te, producidas por ciertas cepas de Bacillus subtilus o

Bacillus mesentericus.

Aungue las preparaciones de alfa-amilasa bacte-
riana estables al calor son particularmente adecuadas pa-
ra producir el hidrolizado de almiddn también se pueden
usar otrag preparaciones de alfa-amilasa. Por ejemplo,
las derivadas de bacterias, hongos, cereales o animales.
Cuando las preparacionss tienmen gran contenido de activi-
dad de enzima sacardgena, se dcben usar bajo condiciones
de pH, temperatura y tiempo de conversidn tales que se
refuerce la actividad licuvadors de la encima, y se mini-
mice la cantidad de actividad sacardgena de la enzima.

Cuando se usa una enzima para efectuar la hidrd-
lisis parcial, la temperatura durante la hidrdlisis debe
ser menor que la temperatura de desactivacidn de la enzi-
ma. El catalizador de hidrllisis se puede afiadir al almi-
dén antes, durante o después de la gelatinizacidn del al-
midén. Se efectia una hidrélisis parcial para reducir la
viscosidad de la pasta de almiddén en tal medida que el
almidén pueda ser manipulado facilmente a gran concentra-
cién de sélidos. También se solubiliza el almidén de tal
manera que estd facilmente disponible para la enzimoligis
causada por la enzima usada para producir ciclodextrina.

Ademds, la hidrélisis parciaml hace minima la retrofrada-—

. « ! . ’ . . ’ . . ’
cion del almiddn, y permite gue la enzimolisis se efectie
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cilmente., Se prefiere efectusr la hidrdlisis parcial has-

ta un ED comprendido entre aproximadamente 0,5 y aproxi-
madamente 6. ED es la abreviatura de equivalente de dex-
trosa, oue es la cantidad de azicares reductores presen—
tes, calculada como dextrosa y expresada como tanto por
ciento tomando como base el producto seco.

. Aunque el método preferido para la prictica de
la presente invencidén es oue el a2lmiddn se hidrolice has—
ta un ED de aproximadamente 0,5 a aproximedamente 6, an-
tes de la enzimolisis, para obtener la ciclodextrina, el
almidén se puede hidrolizar hasta un grado mayor o menor.
Si el hidrolizado de a2lmiddén tiene un ED sustancialmente
menor de 0,5, los anteriores problemas inherentes al uso
de almidones no hidrolizados aparecen gradualmente al dis-
minuir los valores del ED. Entre estos problemas se in-
cluye una viscosidad gque impide la manipulacidn, y una
retrogradacidén del almidén. Si la hidrélisis parcial se
efectia hasta sustancialmente mds alld ge ED igual a 6,

se reduce el rendimiento de ciclodextrinas.

Operacidn de conversidn.- Produceidn de ciclodextrina

Después de la hidrélisis parcial, el hidrolizado
de almiddn estd dispuesto para ser convertido en cidlodex—
trina, por accidn de transglicosilasa de cilodextrina. Rs—
te enzima tiene una activided Sptima a temperaturas com-
prendidas entre aproximadamente 40°C Yy aproximadamente
6000, y a valores del pH comprendidos preferiblemente en—

tre aproximadamente 5,5 y aproximsdamente 7,5. Para obte-

25.10.6 w- 946308
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ner el méximo rendimiento de ciclodextrina, es deseable
mantener al sustrato de almidén dentro de estos limites,
aunque se pueden usar valores de pH ¥y temperatura 2lgo
mayores O menores.

la cantidad de transglicosilasa de ciclodextri-
na empleada devende de la rapidez deseada para efectuar
la enzimoligis, asi como de las otras condiciones de con-
versidén utilizadas. Por ejemplo, si se mantienen constan-
tes la temperatura y las condeiones de pH, lacentidad de
enzime empleada es inversamente proporcional a la canti-
dad de tiempo requerido para obtener la cantidad deseada
de ciclodextrina. Bl tiempo, temperatura, cantidad de en-
zima y pH se pueden & justar para obiener las cantidades
midximas de producto de conversidn, en la cantidad minima
de tiempo.

En general, los rendimientos maximos de ciclodex~
trina se pueden obtener dentro de aproximadamente 2 a 7
dfas a 50°C, a un pH aproximadamente igual a 7, cuando la
dosis de enzima estd comprendida entre aproximadamente
100 y aproximadamente 1000 unidades Tilden-Hudson por 100

g de almiddn.

Recuperacidn de ciclodextrina

Ia ciclodextrina presente en el licor de conver-
sibén se puede recuperar y purificar fécilmente por las
téenicas de precipiacidn y cristalizacidn de la técnica
anterior,

Ia inigualada capacidad de las ciclodextrinas

para formar compuestos de inclusifém con muchos compuestos

29.10.67 - 11 - 34 @ 3 G @
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frinas presentes en el licor de conversién, después de la
enzimolisis. Asi, la adiciln de un precipitante adecuado
tal como tricloroetileno, tetracloroetano, bromobenceno
y similares, causa la precipitacidn de la ciclodextrina,
debido 2 la menor solubilidad del complejo de ciclodex-
trina, Aprovechendo las diferentes solubilidades de las
diferentes ciclodexbtrinas en presencia de los diversos
precipitantés, se puede obtener una uw otra de las ciclo-
dextrinas, tal como alfa- o beta-ciclodextrina, en forma
purificada. También se puede controlar la acumulacidn de
las respectivas ciclodextrinas durante la conversibn, en
alguns medida. Los complejos insolubles de ciclodextrina
pueden ser purificados también por técnicas de recrista-
lizacidén y similares, si se desea.

Como alternativa, se puede obtener facilmente
ciclodextrina s6lida, por cristalizacidén directa de los
licores de conversidn, por medios de cristalizacidn cono-
cidos. El licor de conversidn, con la ciclodextrina for-
mada contenida en él, yuede ser evaporado o secado, des-
pués de un refino adecuado, produciendo un jarabe o un
sblido que contiene ciclodextrina.

A continuacidn se describird mds en detalle la

. 4 > . . . 3
invencion, mediante varios cjemplos ilustrativos de la

misma.
Ejemplo 1

A una suspengidn al 30% en peso de almiddn de

4

patata, & pH igual 2 7,2, se a 24did una prepaxaci§§ de

29.10.67 - 12 - 346 3 @
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alfa—amilasa bactericna HT 1000 (marca registrada de una
preparacién de slfa-amilasa bacteriana producida y vendi-
da por Miles Chenical Taboratories), a concentracidn igual
2 0,025% en peso basado en la preparacién de enzima, to-
mando como base los sélidos de almiddén. Ia suspensidén fue
afindida gradualmente, durante un periodo de 30 min, a un
recipiente mantenido a una temperaturs de 90 a 92°¢. 1Ia
agitacién fue continua, y la temperatura fue mantenida
durante 25 min adicionales, hasta que el almiddén fue hi-
drolizado parcialmente hasta ED igual a 2,6. E1l almidén
hidrolizado fue ajustado inmediatamente a un PH igual a
5,8, calentado hasta 121°C, y mantenido durante 15 min,
para destrulr la actividad residual de alfe-amilasa.

Bl hidrolizado de almiddn asi obtenido fue enfria
do luego hasta 45°C, y el pH fue ajustado a 6,0. El hidro-
lizado fue convertido luego, en presencia de 5 ml de to-
lueno por cada 100 ml de licor de conversifn, con una can-
tidad de transglicosilase de ciclodextrina equivalente a
200 unidades Tilden-Hudson por cada 100 g de sdlidos del
hidrolizado de almiddn. Al cabo de 5 dias de enzmimolisis
a 45°C, el licor de conversién fue calentado a ebullicién
durante 15 min, para desactivar la enzima y expulsar el
tolueno y soiubilizar la ciclodextrina, Imego se £iltrd
el producto de conversidn, mientras estaba caliente.

Bl licor de conversidn filtrado fue dividido en
tres porciones, A, By G, y tratado como sigue:

Ia porcidn A fue enalizada por precipitacidn di-
recta con tricloroetileno, para determinar la cantidad de
ciclodextrinas presentes. Para cada andlisis de ciclodex-

trina, en todos los ejemplos, se usd el siguiente método

30.10.67 - 13 - 346308
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analitico: el contenido de ciclodextrina fue determinado
afladiendo un exceso de triclorocetilenc al licor de conver-
sidn (25 ml por cada 100 ml de licor de conversidn), agi-
tando la mezcla durante de 3 a 7 dias, a de 25 a 30°C, fil
trando bajo vacio a través de papel de filtro Whatman nd-
mero 1, lavando la torta de filtracidm con una cantidad

de agua a 5°C equivalente al 10% del volumen del licor de
conversidn, recuperando cuantitativamsnte la torta de fil-
tracién, y secdndola a 80°C bajo un vacio de aproximada-—
mente 715 mm Hg, durante aproximadamente 24 horas.

El rendimiento de ciclodextrinas crudas fue cal-
culado a partir del peso de la torta de filtracidn de ci-
clodextrina, mediante la siguiente férmula:

% de rendimiento de ciclodextrina=
peso en seco de la torta de filtracidn
100 x por volumen de licor

peso de los s0lidos de almidon por
volumen de licor

Ia poreién B fue mantenida a 80°C, a pH igual a
6, durante 24 horas, en presencia de 0,02% de wma DrEepa-
racién de alfa-amilasa bacteriana (HT 1000), y luego fue
celentada a 121°C durante 15 min, para desactivar la enzi-
m2, la cantidad de ciclodextrina presente fue determinada
luego igual que antes.

Ia porcidn ¢ fue tratada con alfa-amilasa bacte—
riena como se ha descrito antes, fue calentada hasta una
temperatura de 121°C, y Iuego enfrinda hasta 75°C. Después,
la teuwperatura del licor fue reducida gradualmente hasta
aproximadamente 30°C durante las 151 horas siguientes,
nientras se agitaba el licor para promover la cristaliza-

s 7 . . .
cion de la ciclodextrina presente, Los cristales que se
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acumularon fueron recogidos por filtracidn bajo vacio, la-
vados, secados y pesados. Estos cristales son designados
como porcidén C-1. Ias aguas madres y el agua de lavado
combinados fueron refinadas por tratamiento con carbon
orgénico activado, y filtradas para eliminar el carhono.
Ias aguas madres refinadas fueron evaporadas después, para

. . . I
producir una composicidn siruposa designada como porcion

0-20
Tabla 1
Sustancia se Rendimien-
ca total to de ciclo
Porcidn Descrivecidén BD (g/100 ml) dextrina,®
A iicor de conversidén 4,3 41,1 39
original
B Licor tratado con 13,1 39,2 £y
alfa-emilasa
-1 Ciclodextrina 27
cristalina
C-2  Aguas madres concen 16,8 58,0 10
tradas

Este ejemplo demuestra la produccidn de ciclodex—
trina en rendimientos sustanciales, por el procedimiento
de la presente invencién. Dedo que el rendimiento de ciclo-
dextrina de las porciones A y B es esencialmente idéntico,
los resultados muestran que el complejo de ciclodextrina
¥y precipitante obtenido por este procedimiento estd sus-
tancialmente exento de almidén sin reaccionar. Ademés, se

demuestra que las enzimas adecuadas,énal como a2§- milasa
30.10.67 - 15 - é?
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bacteriana, se pueden emplear para hidrolirzar a los gluca-
nos.no ciclicos gque cuedan en el licor de conversidm, sin
hidrélisis simulténea apreciable de la ciclodextrina pre-
sente, y sin la correspondiente reduccidn del remdimiento.
Tos resultados ilustran también la posibilidad de recupe-
rar ciclodextrina en cantidades apreciablgs, por téenicas
deccristalizacidén directa, y pone en evidencia la prepara-

cién de un producto siruposo gue contiene ciclodextrina.

Bjemplo 2

En este ejemplo se comparan el tratamiento de un
hidrolizado de almiddén con una enzima, para producir ci-
clodextrina, con el tratamiento de almiddn sin hidrolizar
para producir ciclodextrina.

Una suspensién al 30% en peso de almiddn de pata-
ta fue tratada con alfa-smilasa bacteriana, como en el
ejemplo 1, produciendo un hidrolirzade de almiddn que te-
nia un ED igual a 2,0, y que contenia 34 g de sélidos por
cada 100 ml. Este hidrolizado de almiddén fue diluido con
agua, hasta log niveles de sustancia seca especificados
més adelente en la tabla 2. Los hidrolizados Ffueron conver
tidos luego, a 50°G ¥y pH igual a 7,2, en presencia de to-
lueno, con una dosis de transglicosilasa de ciclodexirina
igual a 200 unidades Tilden-Hudson por cada 100 & de sus-
tancia de almiddén seco. Al cabo de 7 dias de conversidnm,
la enzima residual fue desactivada por calentamiento a
100%¢ aurante 10 min, y la ciclodextrina presente fue de—

terninada por el método de precipitacidén con tricloroeti-

oky

leno. éé@fé@@



Tas suspensiones de almiddén sin hidrolizar fue-
ron preparadas a diferentes niveles de sustancia seca, ge-
latinizedas de igual manera, y tratadas directamente con
trensglicosilasa de ciclodextrine. Los resultados obteni-

5 doe se muestran en la Tabla 2,

31.10.67 - 17 -
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Substrato

Tabla 2

Giclodextrina producida Car;ctériS'

Almidén gelatinizado

Almidén parcialmente
hidrolizado (ED igual
a 2,0)

21 1N g7

Concentracidn

del substrato . o .%.en peso
2/100 mi 2/100 ml de almiddn

3,2 0,4 13

5,4 1,5 28

8,1 2,5 31

10,8 4,3 40

16,1 - -

21,5 - -

3,4 0,9 26

5,7 2,1 3

8,5 3,4 40

11,3 4,7 42

17,0 T,9 46

22,7 11,0 48

28,3 13,2 47

34,0 17,6 52

12

- 1R _

Fluidez
Fluido
Fluido
Fluido
Fluido
No fluid
No fluid

Fluido
Fluido
Fluido
Fluido
Fluido
Fluido
Fluido
Fluido



la Caracteristicas del licor de conversidn

3:;' Fluidez Filtracidn
Fluido ' Maleg
Fluido Nalg
Fluido Mala
Fluido Mala
No fluido No filtrable
No fluido No filtrable

| Fluido Buena
Fluido Buena
Fluido Buene
Fluido Buensg
Fluido Buena
Fluido Buena
Fluido Buena
Fluido Buena

346393



10

15

20

25

Este Ejemplo demuestra la capacidéd del presen-
te procedimiento para producir ciclodextrina con grandes
rendimientos, a altos niveles de sustancia seca. Los pro-
cedimientos de la técnice anterior carecen de esta capaci-
dad.,

Los resultados demuestran, ademds, que ain es
vdlido lo que se crefa antes, es decir, que las conversio-
nes con gran contenido de s6lidos no son prdcticas cuando
el sustrato consiste en almiddén gelatinizado sin hidroli-

28X
Ejeﬁgid 3

El efecto que ejerce la magnitud de la hidrdli-
sis sobre el rendimiento de ciclodextrina que se puede 0Ob-
tener a partir de hidrolizados de almiddn, se pone en ab-
solute evidencie usando dispersiones al 30% en peso de al-
nidén de milo (especie de sorgo) céreo diluido con enzima,

El procedimiento de dilucidn de este Ejemplo
fué similar al descrito en el Ejemplo 1, salvo en que se
usé una cantidad apropiada de alfae-amilesa bacteriana, de
menera que Se podfan obtener valores ED variables. Las dis-
persiones al 30% en peso de &lmiddén de milo céreo fueron
hidrolizadas a una temperatura de 90 a 92°C dufante el pe-
riodo de tiempo que fué requerido para obtener los diferen-
tes valores ED.

Unas muestras independsntes del almiddén parcial-

mente hidrolizado, con 34 g de sustencia seca por 100 ml,
fueron celentadas a 121°C para destruir la aétividad resi-
duel de la alfa-amilasa. Las muestras fueron convertidas

luego a 50°C y pH igual a 7,2, en presencia de tolueno,

110,67 . 346308



con une dosis de transglicosilasa de ciclodexirina igual a
400 unidades Tilden-Hudson por cada 100 g de sélidos de
g1middén. La ciclodextrina presente fué determinada al cabo
de T y cuatro dias desde la conversidn, por el método de

5 precipitacidn con cloroetileno antes descrito. ILa siguien-
te Tabla 3, muesbtra que se obtienen rendimientos mayores
de 40% de ciclodextrina, cuando el slmiddén es hidrolizado
entes de la convg;sidn, hasta un ED comprendido entre 0,4
y 6, ¥ que se obtienen rendimientos de ciclodextrina mayo-

10 res que 3 g por 100 ml a un ED tan alto como 20,

et
ey
& i

Sl 1
o

31.10,67 - 20 -
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Tabla 3

ED del hidroli Rendimiento de ciclodex- Rendimiento de ciclodextrina
zado parcial trina, g/100 ml -5
4 dise 7 dias 4 dlas 7 dias
0,4 16,5 18,4 49 54
1,0 15,3 17,4 45 21
1,9 14,3 18,0 42 33
3,5 12,2 15,3 36 15
6,0 10,5 14,0 31 41
8,8 8,2 10,9 24 32
12,0 5,8 7,5 17 22
15,5 4,4 6,1 13 18
17,1 3,1 5,1 9 15
15,6 2,7 3,7 8 11
22,9 1,7 2,4 5 7
25,5 0,7 0,7 2 2
21

<t
<n
X
<
o



3 ciclodgextrina

7 dias
54
h1
53
L5
41
32
22
18
15
11
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Ejemplo 4

Este Ejemplo ilustra que, para obiener la mdxima
eficacla, es degeable efectuar las conversiones de ciclo-
dextrina en presencia de una cantidad adecuada de un preci-
pitante apropiado. Se supone que la misidn del precipitan-

te es formar comple jos insolubles con las ciclodextrinas,
a medida que se producen, lo que tisne como efecto elimi-
nar las ciclodextrines de la mezcla de reaccidn, despla-
zando asi el equilibrio de la reaccidén a favor de uns pro-
duccidén mds extensa de ciclodextrina. En la siguiente Table
4 se muestran Ejemplos de precipitaciones adecuados.

En este Ejemplo, una suspensién al 30% en peso
de almiddén de patata fué diluido hasta ED igusl a 1,9 y
calentada siguiendo el método descrito en el Ejemplo 1.

El almidén diluido fué dividido en varias porciones y con-

vertido a 50°C, a pH igual a 7,0 y con una dosis de trans-

glicosilasa de ciclodextrina igual a 499 unidades Tilden-
Hudson por 100 g de substrato, basado en la substancia se-
ca. Cinco horas después de la iniciacidn de la conversidn
el agente de precipitacidn de la ciclodextrina fué disper-
sedo en el licor de conversidn, en cantidad equivalente a
aproximadamente 20 g por 100 g de sélidos del sustrato.

Al cabo de 3 dfas, la conversién para un conjun-
‘to de porciones, y al cabo de 4 dias de conversidn para
un segundo gfuyo de porciones, la enzima fué desactivada
por ebullicidén. Para evitar la posibilidad de que el almi-
dén sin reaccionar interfiriese con la determinacidn de la
‘eiclodextrina, se hizo reaccionar luego cads licor con 0,01

% de slfa-amilasa bacteriana (HT 1000) durante 24 horas,

31,10, .. 946308
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a 60°C y a pH igual a 7,0. Después delmberse desactivado
la alfa-amilasa bacteriana por ebullicidn, la cantided

de ciclodextrine formada fué determinada por precipitacidn
con tricloroetileno. El refuerzo del rendimiento efectua-

do por los precipitantes se muestra también en la Tabla

4e

31.10.67 -23-
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Pabla 4

Precipitante Concentracidén Ciclodextrina producida Rendimiento ¢
de almiddn £/100 ml ~ 5
g/100 ml 3 dias 4 dlas T 3 dias

p-cimeno 33,3 14,8 16,8 "
Tetracloroetano 33,3 14,9 15,7 45
Benceno 33,3 13,2 15,7 40
Disulfuro de carbono 3333 13,1 15,4 39
Tolueno 33,3 13,0 15,5 39
Naftaleno (en éter) 33,9 13,3 15,3 39
Sricloroetileno 33,3 12,6 14,4 33
Ciclohexano 3353 15,5 13,8 47
Hexano 33,3 10,2 11,7 31
Cloroformo 33,5 10,4 11,6 31
Bromobenceno 3355 93 11,5 28
tetracloruro de 33,5 10,4 10,8 31
carbono

Antraceno (en éter) 3399 10,9 10,3 32

Pimol 33,3 6,3 7,6 19
finguno (control) 33,3 3,7 3,2 11

2.4
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Ejemplo 5

En este Ejemplo se ilustra la produccidén de ci-
clodextrina con rendimientos sustanciales, a partir de
grandes concentraciones de sustancia seca de almiddén de
maiz, por el procedimiento de la presente:invencidn.

El almidén de maiz es representativo de los al-
midones que, por gelatinizacién, poseen grandes viscosi-
dades en pasta, y presentan una pronunciada tendencia a
la retrogradacidén. Estas propiedades de pasta han impedi-
do el uso de los almidones de maiz y similares, en la pro-
duccidén eficaz de ciclodextrina por los procedimientos
antiguos.

Una suspensidn al 30% en peso de almiddn de maiz
fué parcilamente hidrolizada hasta ED igual a 2,2 y calen-
tada siguiendo en esta ocasibén el método descrito en el
Bjemplo 1. Este hidrolizado de almiddén fué dividido en

varias porciones que fueron convertidas Iluego a pH igual

: ) . . .
a 7,2 y 50°C, en presencia de toluano, con transglicosi-

laga de ciclodextrina, durante las veces y bajo las con-
diciones indicadas en la Tabla 5. Ia actividad de la trans-
glicoéilasa de ciclodextrina fué destruida después de la
conversidén, por calentamiento a 100°C qurante 10 minutos.
Para evitar la posibilidad de que un almiddén sin reaccio-
nar interfiriese con la determinacibén de ciclodextrina,

los licores de conversién fueron expuestos a la accidn

de la alfs-amilasa bacteriana, como se ha descrito antes.
Después de hervir para desactivar la alfa-amilasa bacteria-
na, la ciclodextrina presente fué determinada por preci-

pitacién con triclorcetileno., Ios resultados obtenidos se

miestran en la Tabla 5. 346 = @ 8
31.100 67 "’25"' J
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Tabla V

Temperatura de  Dosis de enzima Sustancia seca  Ciclodextrina,
conversidn, °C (unidades/100 g total (g/100 ml g/100 ml
de sustancia secs 4 dias T dias
25 200 38,1 15,3 20,3
400 38,1 20, 8 22,0
60 200 33,1 15,8 17,7
400 38,1 18,9 21,3
26
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iclodextrina,
/100 ml

Rendimiento de ciclo-

dextrina, %

dias 7 dias 4 dias [ dlas
15,3 20,3 40 53
20,8 22,0 55 58
15,8 17,7 42 47
5,9 21,3 50 56
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Ejemplo 6

En este Ejemplo se ilustra la produccidn eficaz
de ciclodextrina con grandes concentraciones de sdélidos,
a partir de almiddn gue ha sido parcialmente hidrolizado
por hidrdlisis dcida usual.

Se afiadidé dcido clorhidrico a una suspensidén al
18% en pesgo de almiddén de milo céreo, para obtener una
normalidad igual a 0,032. Ié temperatura de esta mezcla
fué aumentada hasta de 97 a 99°C, para efectuar la gela-
tinizacidén e hidrélisis parcial. Después de haber hidroli-
zado el almiddn hasta un ED igual a 3,4, se afiadid hidro-
xido gbdico para alcanzar un pH igual a 5,6, terminando
asl la hidrélisis dcida. El hidrolizado de almiddén resul-
tante fué filtrado subsiguientemente, concentrado por eva-
poracién hasta 30% de sustancia seca, y convertido con
transglicosilasa seca de ciclodextrina, a 55°¢ ¥y pH igual
a 7,0, en presencia de tolueno.

Después de 5 y 7 dias de conversién de porcio-
nes separadas del hidrolizado, la ciclodextrine formada
fué determinada por precipitacidén con tricloroetano. Ios
resultados se presentan a continumcibn en la Tabla 6. En
la Tabla 6 se incluyen también dos ensayos en los que el
almidén fué hidrolizado por hidrolisis dcidae hasta un ED
igual a 8,1, antes de ser usado como substrato para con-

versiones a ciclodextrina. También se indican estas con-

346308

versiones,
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Tabla 6

ED del hidroli- Concentracidén de Dosis de Rendimiento de ci- .

zado parcial su?;?rllg éam?jca enzima Zlg?:::sc'brina,.?%dias
3,4 18,5 200 29 38
3,4 18,5 400 39 48
3,4 32,5 200 28 35
3,4 32,5 400 . 37 47
8,1 34,5 34,5 200 15 19
8,1 34,5 400 19 23

Son muchas las ventajas de la presente invencidn.
Una importante ventaja es que el procedimiento permite que
la conversidén a ciclodextrina se efectie eficazmente con
gran concentracidn de séligos. Otra venitaja es gue se pue-
den efectuar conversiones a ciclodextrina con una seleccidn
més amplia de almidones substrato, tal como almidén de maiz
que antes de ahora era esencialmente inadecuado. Otra carac—
teristica importante de la invencidn es gue conduce a una
economia de procedimiento perfeccionada, particularmente
debido & gue se requieren menores inversiones para produ-
cir una cantidad dada de ciclodextrina, debido & que la
invencidn conduce a una recuperacidn perfeccionada del
producto, y debido a que se pueden usar niveles de subs—
trato mayores que de 3 a 5% de concentracidn de sélidos.
Como resultado de la invencidn, no sblo es posible efectuar
las conversiones a niveles de substrato de 20 a 30%, sino
que es deseable hacerlo, debido a gue se consiguen las ven-

tajas antes relacionadas, esencialmente sin disminucidn de

la eficacia de la conversidn.
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tigts golicitud que corresponde a la presentada
en Estados Unidos de América el 24 de Octubre de 1966,
con el nimero 588.755, se acoge a los beneficios del arti-

culo 51 del vigentie ZHrtetuto sobre Propiedad Industrial.

-NOTA -

Ios puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa-
tente de Invencidn en Espafia, por VEINIE afios, son los
gsiguientes:

1.- Procedimiento para preparar ciclodextrina
caracterizado por someter un hidrolizado de almiddén que
tiene un ED no mayor de aproximadamente 20, a conversidn
con transgliéosilasa de c¢iclodextrina, en un medio acuoso,
para obtener un producto de conversidén que contiene ciclo-
dextrina.

2,- Procedimiento segin la reivindicacidn 1,
caracterizado por hidrolizar parcialmente almiddén hasta
un ED no mayor de aproximadamente 20 y someter subsiguien—
temente el almidén parcialmente hidrolizado z la conver-
sibén con transglicosilasa de ciclodextrina.

3.- Procedimiento segin la reivindicacidén 1 o 2,
caracterizado porque el hidrolizado de almidén es produci-

do tratando almiddn gelatinizado con un acido, una enzima

o una combinacidn de ellos. 3 4 6 5 @ 8

31.10.67 - 29 -
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o 3, caracterizado porque la conversidn se efectia en pre-
seﬁcia de un agente formador de complejos con ciclodextri-
na.

5.- Procedimiento segin cualquiera de las reivin-
diciones 1 a 4, caracterizado porgue el hidrolizado de
almidén es un hidrolizado 4cido.

6+- Procedimiento segin cualouiera de las reivin-
dicaciones 1 a 4, caracterizado porgue el hidrolizado de
almidén es un hidrolizado de enzima.

T.= Procedimiento segin cualquiera de las rei-
vindicaciones 1 a 6, caracterizado porgue el hidrolizado
de almiddén tieme un ED no mayor de aproximadamente 6.

8.~ Procedimiento segin cualguiera de las rei-
vindicaciones 1 a 7, caracterizado porgue el hidrolizado
de 2lmidén tiene un contenido de sélidos al renos igual
a aproximadamente 10% en peso.

9.- Procedimiento segun cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 8, caracterizado porque el hidrolizado de
2lmiddn tiene un contenido de s6lidos de aproximadamente
10% a aproximademente 40y en peso.

10.-Procedimiento segin cvalquiera de las rei-
vindicaciones 1 a 9, caracterizado porque la ‘temperatura
de conversidn es aproximadamente 40°¢ = aproximadamente
60%.

11.- Procedimiento segin la reivindicacién 10,
caracterizado porque la temperatura de conversidn es de
aproximadamente 45°C a aproximagamente 55°¢.

12.- Procedimiento segin cualguiera de las rei-

vindicaciones 1 a 1l, caracterizado porque el pH de con-
i

A A kY
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versidn es de aproximadamente 5,5 a aproximadamente T,5.

13.- Procedimiento segin la reivindicacidn 12,
caracterizado porque el pH de conversifn es de aproximada-
mente 6,0 a aproximadamente 7,5.

14,~ Procedimiento segin cualquiera de las rei~-
vindicaciones 1 a 13, caracterizado porque el periodo
de conversidn es de aproximadamente 2 dlas a aproximada-
mente 7 dias.

15.- Procedimiento segin cualquiera de Is rei-
vindicaciones 1 a 14, caracterizado porgue se obtiene un
producto de conversidn acuoso que contiene al menos apro-
ximadamente 3 g de ciclodextrina por 100 ml de producto
de conversién.

16.~ Procedimiento segin cualquiera de las rei-
vindicaciones 1 a 15, caracterizado porque el producto
de conversidn que contiene ciclodextrina obtenido es con~-
centrado, para producir un jarabe que tiene un contenido
de sblidos mayor del 50%.

17.- Procedimiento segun la reivindicacidén 16,

caracterizado poroue el producto de conversidn oue contie

ne ciclodextring ovtenido es concentrado lo suficiente
para proporcionar un producto gue contiene ciclodextrina

sustancialmente sdlido.

18.~ Procedimiento parz preparar ciclodextrina.
Tal y como se ha descrito en la biemoria que an-

tecede,y con los fines que se han especificado.

346308
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