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(54) Verfahren zur Herstellung von Heparinsalzen

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von reinen Heparinaten, das dadurch gekennzeiéhnet ist, daf}

man

a) eine wilrige Losung eines quaternaren Ammoniumhalogenids, das mit dem Heparin einen quaternéren
Ammonium-Komplex bildet, zu einer wéBrigen Losung eines gegebenenfalls Schwermetallsalz und unwirksame
Heparinoid-Fraktionen enthaltenden Heparinates gibt;

b) den ausgeschiedenen Komplex von Heparin mit dem quaternaren Amin abtrennt und mit ionen- und
pyrogenfreiem Wasser reinigt;

c) den gereinigten Komnplex von Heparin mit dem quaternaren Amin beispielsweise in der wéBrigen Lésung des
Salzes, das dem Kation des herzustellenden Heparinates entspricht, 18st; oder in einem mit Wasser mischbaren,
organischen Lésungsmittel auflst, und dann eine wéRrige Losung eines Salzes, welches dem Kation des
herzustellenden Heparinates entspricht, dieser Losung zugibt.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung von den medizinischen Vorschriften entsprechenden Heparinaten, vor allem von
Calciumheparinat, dadurch gekennzeichnet, da3 man
a) eine waldrige Losung eines quaterndren Ammoniumhalogenids, das mit dem Heparin einen quarternaren Ammonium-
Komplex bildet, zu einer wéfrigen Losung eines den medizinischen Vorschriften entsprechenden oder pyrogenfreien,
gegebenenfalls Schwermetallsalz und unwirksamen Heparinoid-Fraktion enthaltenden Heparinates gibt:
b) den ausgeschiedenen Komplex von Heparin und quaternarem Amin abgetrennt und mitionen- und pyrogenfreiem
Wasser reinigt;
¢} den gereinigten Komplex des Heparins mit dem quaternaren Amin
i) inderwdBrigen Losung des Salzes, das dem Kation des herzustellenden Heparinates entspricht, |8st, oder
ii) ineinem mit Wasser mischbaren, organischen Ldsungsmittel auflést und dann eine wiRrige Lésung eines Salzes,
das dem Kation des herzustellenden Heparinats entspricht, dieser Losung zugibt; oder
ili) ineinem mit Wasser unmischbaren oder nur begrenzt mischbaren, organischen Lésungsmittel 6st, und dann eine
wiBrige Losung eines Salzes, das dem Kation des herzustellenden Heparinates entspricht, dieser Lésung zugibt,
beide Phasen sich voneinander trennen 18Rt und dann endglltig trennt; und gewinschtenfalls eine wéRkrige Losung
eines weiteren Salzes, das dem Kation des herzustellenden Heparinats entspricht, zu der im Schrittiii) erhaltenen
organischen Phase gibt, beide Phasen sich voneinander trennen 13Rt, dann endgultig trennt, und die wéRrigen
Phasen vereinigt, gewdinschtenfalls die Losung reinigt und das entstandene Heparinat durch Zugabe eines mit
Wasser mischbaren Lésungsmittels ausfélit und zuletzt das ausgefalite Heparinat in bekannter Weise gewinnt.
2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da® man
a) eine 1 bis 20Gew./Vol.%ige, vorzugsweise 5 bis 15 Gew./Vol.%ige wal&ruge Lésung eines quaternaren
Ammoniumbhalogenids, das den Komplex aus Heparin und quaternarem Amin bildet, in einer Menge von 1,5 bis 3,5 g/10°
IE von Heparin zu einer wé3rigen Ldsung, eines eine Konzentration von 500 bis 100001E/ml, bevorzugt von 100 bis
5000!E/ml aufweisenden den medizinischen Vorschriften entsprechenden oder pyrogenfreien, gegebenenfalls
Schwermetallsalz und unwirksame Heparinoid-Fraktionen enthaltenden Heparinates gibt;
b) denausgeschiedenen Komplex von Heparin und quaternadrem Amin abtrennt und mitionen- und pyrogenfrelem Wasser
reinigt;
¢} den gereinigten, zentrifugennassen Komplex von Heparin und quaterndrem Amin :
i) ineinerwé&Rrigen Losung einesin Konzentration von 1,5 bis 2,5 Mol aufwelsenden Salzes, das dem Kation des
herzustellenden Heparinats entspricht, 16st;
~ oder
it) ineiner4-bis1 Ofachen Menge, vorzugsweise in einer 6- bis 8-fachen Mengen eines mit Wasser mischbaren
organischen Losungsmittels auflost, und dann eine waldrige Lésung von 0,3 bis 1,0 Mol eines Salzes, das dem Kation
des herzustellenden Heparinats entspricht, dieser Lésung zugibt; oder
iii) ineiner4-bis 10fachen Menge, vorzugsweise in einer 6- bis 8fachen Menge eines mit Wasser unmischbaren oder
begrenzt mischbaren organischen Lésungsmittel auflost und dann eine wéBrige, eine Konzentration von 0,3 bis 1,0
Mol aufweisende Lésung eines Salzes, das dem Kation des herzustellenden Heparinats entspricht, dieser Lésung
zugibt, beide Phasen sich voneinandertrennen |d8t und dann endgfiltig trennt;
und gewlinschtenfalls
eine walirige eine Konzentration von 0,3 bis 1,0 Mol aufweisende Losung eines weiteren Salzes, das dem Kation
des herzustellenden Heparinats entspricht, zu der im Schritt iii) erhaltenen organischen Phase gibt, beide Phasen
sich voneinander trennen &3t und dann endgliltig trennt und abschlieend die wéRrigen Phasen vereinigt,
gewinschtenfalls die Losung reinigt und das entstandene Heparinat durch Zugabe eines mit Wasser mischbaren
Losungsmittels ausféllt und zuletzt das ausgefallte Heparinat in bekannter Weise gewinnt.
3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da3 man eine Verbindung der allgemeinen Formel (1) oder (I}, worin
R flir eine geradkettige oder verzweigte Cg-15 Alkylgruppe, eine Phenyl- oder eine Phenyl-(C,_sAlkyl)-Gruppe steht;
Ry, R, und R gleich oder verschieden sind und eine geradkettige oder verzweigte C_s Alkylgruppe bedeuten;

oder
R, fir Wasserstoff oder eine Gruppe steht, dessen Bedeutung die gleiche wie die von Rist;
A eine Gruppierung der Formel
~0=C~ oder ~C=0~ bedeutet;
n . n
0 C
B und D gleich oder verschieden sind und fiir eine Valenzbindung oder fir eine Gruppierung, deren Bedeutung mit

der von Aidentisch ist, stehen;
N®  einquaternares Stickstoffatom bedeutet;
x® flr ein einwertiges anorganisches Anion steht;
m 1,2,30der 4 bedeutet;
n 0,1,2,30der4 bedeutet;
k 1,2 oder 3 bedeutet;
als quaterndres Ammoniumhalogenid verwendet.
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4, Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dal man als quaterndres Ammoniumha
Carbotetradecyl-oxymethyl-trimethyl-ammoniumchlorid in einer dem Infelxionspunkt der potentiometrischen
Titrierungskurve entsprechenden Menge, in einer Menge von 1,0 bis 2,0 g/10% IE von Heparin verwendet.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafl man Benzyl-dimethyl-{2-[2-(p-1,1,3.3
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tetramethyl-butyl-phenoxy)-ethoxyl-ethyl}-ammonium-chlorid (Hyamin® 1622) in einer dem Inflexionspunkt de -

potentiometrischen Titrierungskurve entsprechenden Menge, in einer Menge von 1,0 bis 2,0g/10% |IE von Hepar
quaterndres Ammoniumhalogenid verwendet.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, da3 man Cetyl-pyridinium- -chlorid oder
trimethyl-ammonium-bromid in einer dem Inflexionspunkt der potentiometrischen Titrierungskurve entsprech
Menge, in einer Menge von 1,0 bis 2,0 g/10% IE von Heparin als quaterndres Ammoniumhalogenid verwendet.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daf der gereinigte zentrifugennasse Ko
Heparin und quaterndrem Amin in 20 bis 50 ml einer wélrigen Calcnumchlorld -Losung mit einer Konzentration
2,5 Mol, berechnet fiir 10° |E von Heparin, geldst wird.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daR der gereinigte, zentrifugennasse K
Heparins mit dem quaternéren Amin in einer 4- bis 10fachen, vorzugsweise in einer 6- bis 8fachen Menge eines
begrenzt mischbaren organischen Lésungsmittels, zweckméRig in Isopropanol oder n-Butanol geldst wird.

9. Vérfahrenl nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daf der gereinigte, zentrifugennasse K
Heparin und quaternarem Amin in einer 4- bis 10fachen, vorzugsweise in einer 6- bis 8fachen Menge eines mit’
unmischbaren organischen Lésungsmittels, vorzugsweise in Chloroform, geldst wird.

"10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da der gereinigte, zentrifugennasse K.
Heparin und quaternirem Amin in einer 4- bis 10fachen, vorzugsweise in einer 6- bis 8fachen Menge von n-But
wird, woraufhin fir die Lésung berechnetin 20 bis 50, vorzugsweise in 30 bis 40 Ma.-%, waBriger Calciumchlorid
einer Konzentration von 0,3 bis 0,5 Mol geldst wird.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daf} das entstandene Heparinsalz aus
mittels eines mit Wasser unbegrenzt mischbaren organischen Lésungsmittels, vorzugsweise mittels eines Alke
Alkanons, ausgeféllt wird.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daf das entstandene Heparinsalz durch
Methanol, Ethanol oder Aceton ausgeféalit wird. '

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da3 die Menge des zur Bildung des Kor

. Heparin und quaterndrem Amin erforderlichen quaterndren Ammoniumhalogenids durch potentiometrische T
bestimmt wird.

Hierzu 1 Formelblatt u. 1 Seite Zeichnung

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur Herstellung von Heparinsalzen, die den medizinischen Vorschriften ent
In dieser Patentanmetdung sind unter dem Ausdruck ,den medizinischen Vorschriften entsprechenden Heparinsal:
Heparinsalze mit einer solchen Reinheit zu verstehen, die den Qualitdtsvorschriften der USP XX! (The United States
Pharmacopoea XXI) entsprechen. :

.Heparinsalze” (,,Heparinate”) bedeuten die therapeutisch verwendbaren Salze, z. B. das Magnesium-, Kalium-, Lit!
Ammoniumsalz, insbesondere aber das Calciumsalz (-Heparinat). In der Beschreibung sind also ,,Heparinsalz” und
synonyme Ausdriicke (Heparin-Natriumsalz ist also mit Natriumheparinat identisch).

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Die Verwendung des im Jahr 1913 entdeckten Heparins ist in der klinischen Therapie und Prophylaxe weit verbreite
Jahrzehnten in industriellem MaRstab hergestelite, therapeutisch reine Heparin wurde fast ausschlielich in der Fo
Natriumsalzes verwendet. Bis zu den letzten Jahren befaBten sich die medizinischen Vorschriften nur mit den Quali
des Natriumheparinates. Die jahrzehntelangen Erfahrungen, die bei der Verwendung von Natriumheparinat gewonr.
sowie die Ergebnisse der in den letzten Jahren durchgeflihrten klinischen Untersuchungen sprechen aber dafiir, da
Heparinsalze, die ein von dem Natriumkation abweichendes Kation enthalten, auf einigen-Anwendungsgebieten (it
vorteilhaftere Eigenschaften verfligen. Calciumheparinat hat z. B. eine langere Wirkungsdauer als Natriumheparina
ein Beibehalten der therapeutischen Dosis bei Patienten, die mit Heparin behandelt werden bei weniger haufigen
Verabreichungen der Dosis mdglich ist, wobei die bei dem Natriumheparinat auftretenden Suffusionen durch die Ver
des Heparins in der Form seines Calciumsalzes vermieden werden kénnen (Kakkar, V.V.: Clinical Usage of Heparin.
Future Trends, Edit, M. Verstraete, S.J.Machin; Munsgaard, Kopenhagen 1980, Seite 158; Kakkar V. V. Heparin Che:
Chemical Ussage, Academic Press 1976).

Far klinische und diagnostische Zwecke beschéftigt sich deshalb die Herstellermdustrle zunehmend mit der Herstel
Heparinaten, die anstelle des Natriumkations ein anderes Kation enthalten. (Solche Heparinate sind z.B. das Calciur
Magnesium-, Lithium-, Kalium- oder Ammoniumheparinat.)

Beiden bisher bekannten Verfahren wurde das Problem des Austausches des Natriumkations des Heparins dadurch ¢
die wilrige Lésung des Natriumheparinats mit einem wasserldslichen Salzdes zum Einsatzkommenden anderen M
unmittelbar in Ber(ihrung gebracht wurde (nachfolgend wird dieses Verfahren als ,reversibel” bezeichnet), oder da
das Heparin durch den Einsatz eines sauren lonenaustauschharzes in Form der freien Sdure isoliert wurde, worauth
gewlinschte Salz gebildet wurde (nachfolgend wird dieses Verfahren als , irreversibel” bezeichnet).
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Bei dem ,reversiblen” Verfahren kann der Austausch des Natriumkations bis zur Erreichung eines Natriumkationen-Gehaltes
von 1Ma.-% in einem Schritt auch dann nicht ermdéglicht werden, wenn das Salz des zum Einsatz kommenden anderen Kations
" in einem groRen UberschuR vorhanden ist, da das Gleichgewicht des reversiblen Prozesses durch eine Steigerung der
Konzentration des neuen Kations in Richtung der Bildung des neuen Heparinsalzes nur geringfligig verschoben werden kann.
Zur weiteren Verschiebung des Gleichgewichts sind eine Isolierung durch Ausfallung mit einem Losungsmittei des noch
Natriumkationen enthaltenden ,gemischten” Heparinsalzes und eine mehrmalige Wiederholung dieses Prozesses erforderlich.
Esist klar, daR diese mehrstufige Umwandlung einen erheblichen Aufwand an Zeit, Arbeitskraft und Losungsmittel erfordert,
wobei die Ausbeute infolge der groRen Anzahl der Verfahrensschritte stark verringert wird.

Beidem ,irreversiblen” Verfahren wird der Kationenaustausch mittels eines sauren Kationenaustauschers durchgefiihrt. Im
ersten Schritt dieses Verfahrens wird das Heparin in Form der instabilen freien Séure gebildet, wodurch die Wirksamkeit des
antikoagulanten Stoffes um etwa 20 bis 30% vermindert wird.

Man hat bereits versucht, die Nachteile des ,reversiblen” Verfahrens zu beseitigen (DE-PS 2417859). Hierbei sollte der
Kationenaustausch ohne den Einsatz eines ionaustauschenden Harzes durch eine Abwandlung des ,reversiblen” Verfahrens
ermdglicht werden, indem die Verschiebung des Gleichgewichtes nicht nur durch die Isolierung des gebildeten gemischten
Heparinsalzes, sondern zusétzlich noch durch die Entfernung des Kations des Ausgangs-Natriumheparinates durch Dialyse
verbéssert, also erhéht wurde. Dieses Verfahren wird z.B. zur Herstellung von Calciumheparinat aus einem Natriumheparinat
mit in medizinischer Hinsicht einwandfreier Qualitat wie folgt durchgefiihrt:

Einer waRrigen L&sung von Natriumheparinat fligt man Calciumchlorid in kieinen Portionen zu, dann riihrt man das Gemisch
16 Stunden lang, woraufhin die Losung 6 Stunden lang in einer kleinen Menge {300 m!) gegen ionen- und pyrogenfreies Wasser
dialysiert wird, um die in dem Reaktionsgemisch anwesenden Natriumionen zu entfernen. Aus der dialysierten, etwa um das
Doppelte verdiinnten Losung fallt man das ,gemischte” Heparinsalz, also das Gemisch aus Calcium- und Natriumheparinat,
mittels eines organischen Losungsmittels aus. Die so isolierte Substanz wird in destiiliertem Wasser geldst, und dann wird die
gesamte Operation wiederholt. Der Gehalt des isolierten Calciumheparinats an Natriumionen liegt unter 0,1Vol.-%, seine
spezifische Aktivitat ist mit dem Ausgangsstoff nahezu identisch.

Ein zweifelloser Vorteil dieses Verfahrens besteht darin, dal der mehrstufige Kationenaustausch durch die Anwendung der
Dialyse in einer nur zweistufigen Operation durchgeflihrt werden kann. Die Dialyse bringt jedoch zahlreiche Nachteile mit sich:
Die Dauer der Verfahrensschritte wird erheblich verldngert, die Gefahr der Pyrogenitét und der Infektion werden gesteigert; die
Vorbereitung der Dialysierhtilsen und die in kleinen Volumina ausgefiihrten Dialysenoperationen sind arbeitsintensiv, wodurch
die Anzahl der Verlustquellen gesteigert wird. Durch die Anwendung dieses Verfahrens kann die Reinigung von Heparin,
beziehungsweise die Erhéhung seiner spezifischen Wirksamkeit nicht erreicht werden, da ja bereits der Ausgangsstoff ein
Natriumheparinat hoher Reinheit sein muR. . ‘

Mit den bekannten Verfahren wird daher der Austausch des Heparinat-Kations durch die Verwendung eines
kationenaustauschenden Harzes in einem ,irreversiblen” Verfahren oder durch mehrere aufeinander folgende
Gleichgewichtsschritte erreicht, wobei im zweiten Fall das Gleichgewicht der einzelnen Schritte durch Abscheidung des
»gemischten” Heparinsalzes fixiert wird und der Gleichgewichtszustand, ausgehend von diesem Zustand, mittels’eines neuen
reversiblen Prozesses in dem gewlnschten Ausmal verschoben wird.

Ziel der Erfindung

Mit der Erfindung sollen die Méngel des Standes der Technik beseitigt werden.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zu entwickeln, mit dem der Austausch des Heparinkations ohne Bildung

der zersetzlichen Heparinsdure durch Herstellung eines wasserunidslichen Zwischenproduktes , irreversibel” gemacht wird und

der Kationenaustausch aus dem gebildeten Zwischenprodukt in einem Schritt quantitativ ausgefiihrt werden kann. Hierdurch

soll der Kationenaustausch nicht nur aus einem Heparinat von medizinisch einwandfreier Qualitat, sondern auch aus irgendeiner

wiéRrigen Losung die dem pyrogenbefreienden Schritt der Heparinproduktion folgt, erméglicht werden. Auch soll das Verfahren

die Méglichkeit bieten, das Heparin weiter zu reinigen und seine spezifische Wirksamkeit zu erhdhen.

Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis, dal? die quaternaren Ammoniumkationen der quaterndren Ammoniumhalogenide, die

bei der Heparinproduktion fiir andere Zwecke verwendet werden, unter entsprechenden Bedingungen zum Austausch der

Heparinat-Kationen geeignet sind, und dal der ProzeR wegen des wasseruntdslichen Charakters des Komplexes des Heparins

mit dem quaterndren Amin irreversibel ist, wodurch der Kationenaustausch quantitativ gemacht werden kann. Aus dem

gebildeten Komplex von Heparin mit dem quaterndren Amin kann man das gew(inschte Kationensalz des Heparins durch einen

irreversiblen Kationenaustausch unter Bedingungen, die spéter beschrieben werden, derart herstellen, dal das so gewonnene

Heparinat praktisch nur das gewtinschte Kation enthalt.

Bei dem erfindungsgemaélen Verfahren wird demzufolge der Kationenaustausch in zwei aufeinanderfolgenden irreversiblen

Schritten erreicht. :

Gegenstand der Erfindung ist daher ein neues Verfahren zur Herstellung von den medizinischen Vorschriften entsprechenden

Heparinaten, vor allem von Calciumheparinat, das dadurch gekennzeichnet ist, da man

a) eine walrige Losung eines quaterndren Ammoniumhalogenids, das mit dem Heparin einen quaternaren Ammonium-
Komplex bildet zu einer wéRrigen Lésung eines den medizinischen Vorschriften entsprechenden oder pyrogenfreien,
gegebenenfalls Schwermetallsalz und unwirksame Heparinoid-Fraktionen enthaltenden Heparinates ergibt;

b) den ausgeschiedenen Komplex von Heparin und quaterndrem Amin abtrennt und mit ionen- und pyrogenfreiem Wasser
reinigt; ’

c} den gereinigten Komplex des Heparins mit dem quaterniren Amin
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i) inderwaBrigen Ldsung des Salzes, das dem Kation des herzustelienden Heparinates entspricht, 16st; oder
iii) ineinem mit Wasser mischbaren organischen Lésungsmittel aufldst und dann eine wéRrige Losung eines Salzes, das dem
Kation des herzustellenden Heparinats entspricht, dieser Ldsung zugibt; oder
1) in einem mit Wasser unmischbaren oder nur begrenzt mischbaren, organischen Losungsmittel 18st, und dann eine wélrige
Lésung eines Salzes, das dem Kation des herzustellenden Heparinats entspricht, dieser Loésung zugibt, beide Phasen sich
voneinandertrennen laRt und dann endgliltig trennt;
und gewiinschtenfalls eine waBrige Losung eines weiteren Salzes, welches dem Kation des herzustellenden Heparinats
entspricht, zu der im Schrittiii) erhaltenen organischen Phase gibt, beiden Phasen sich trennen 1&8t, dann endgaltig trennt,
und die wélrigen Phasen vereinigt,
gewtinschtenfalls die Losung reinigt und das entstandene Heparmatdurch Zugabe eines mit Wasser mischbaren
Lésungsmittels ausfallt und zuletzt das ausgefallte Heparinat in bekannter Weise gewinnt.
Im ersten Schritt des Verfahrens wird eine wérige Losung eines quaternéren Ammoniumhalogenids, das in dem waRrigen
Medium gut dissoziiert und dessen quaterndres Ammonium- Kation mit dem Heparinat-Anion einen wasserunldslichen Komplex
bildet, der pyrogenfreien waRrigen Losung des Heparinats zugegeben, die in Abh&ngigkeit von den vorherigen technologischen
Schritten normalerweise Natrium-Kationen, aber auch andere Kationen und Anionen aulRerhalb des Heparinat-Anions enthalten
kann.
Der oben geschilderte Proze kann durch die folgende, vereinfachte Reaktionsgleichung beschrieben werden:

[Hep™ ] + n[K3] + n(K3] + n[A™] Hep(Ka), + n[K7] + n[A7].
In dieser Gleichung bedeuten:

[Hep"]: dasHeparinat-Anion;

(K31 das urspriingliche Kation des Heparins (gewdhnlich Natriumion);
K31 ein guaterndres Amin-Kation, das mit dem Heparinat-Anion ein wasserunldsliches Salz bildet;
[A7]: ein Halogenidion (normalerweise ein Chlorid- oder Bromidion); -
und
n: die Anzahl der negativen Ladungen des Heparinat-Anions.

Da der Komplex von Heparin und quaternarem Amin wasseruniéslich ist, |auft die Reaktion in Pfeilrichtung quantitativab. Diein
dem Medium eventuell anwesenden anderen Kationen und Anionen beeinflussen den Ablauf des Prozesses nicht. Der
ausgeschiedene Komplex aus Heparin und quaterndrem Amin wird abgetrennt und mit ionen- und pyrogenfreiem Wasser
gereinigt.

’ “Im Gegensatz zu den langsamen Gleichgewichtsprozessen lauft der oben geschilderte lonenaustausch sehr kurzfristig ab. Die

Entfernung der anderen Kationen kann anstelle der langwierigen und schwierigen Dialyse durch einfache Trenn- und
Waschprozesse erfolgen.

Von den mit dem Heparinat einen wasserunidstichen Komplex bildenden Salzen wurden solche quaterndre Ammonium-
halogenide als besonders geeignet befunden, die wahrend der Heparinproduktion auch fiir andere Zwecke (zur Abscheidung
von Heparin aus verdiinnten, wéiRrigen, heparinhaltigen Losungen der tierischen Organe und Gewebe sowie zur Isolierung des
rohen Heparins} geeignet sind. Soiche quaternéare A_mmoniumhaloge'nide sind z.B.Cetyl-piridinium-chlorid, Cetyl-trimethyl-
ammonium-bromid, Hyamin® 1622 (chemisch: Benzyl-dimethyl-{2-[2-(p-1,1,3,3-tetramethyl-butyl-phenoxy)-ethoxyl-ethy! -

" ammonium-chlorid) und deren Derivate {US-PS 2989438, 3058884, 3160563 und 3342683 sowie die in den HU-PS 188537
beschriebenen weiteren quaternaren Ammoniumhalogenide, z. B. das Carbotetradecyloxymethyi-trimethyl-ammonium-chlorid
und verwandte Verbindungen.

Vorzugsweise wird ein quaternires Ammoniumhalogenid der allgemeinen Formel {I) oder (Il) verwendet, worin

R flir eine geradkettige oder verzweigte Cg_13 Alkylgruppe, eine Phenyl- oder Phenyl-(C,_3-Alkyl)-Gruppe steht;

Rs, R, und R; gleich oder verschieden sind und eine geradkettige oder verzweigte Ci_4 Alkylgruppe bedeuten; oder
R, und R, zusammen eine Pentamethylen-Gruppe bedeuten, wobei R; fir Wasserstoff steht;
R, fiir Wasserstoff oder eine Gruppe steht, deren Bedeutung mit der von R Gbereinstimmt;
A eine Gruppierung der Formel .
~0=C- oder -C~0- bedeutet;

" ]

0 -0
B und D gleich oder verschieden sind und fiir eine Valenzbindung oder fiir eine Gruppierung, dessen Bedeutung mitdervon

Aidentischist, stehen;
N@® einquaternéres Stickstoffatom bedeutet;
X©  flreineinwertiges anorganisches Anion steht;
m 1,2,3 oder 4 bedeutet;
n 0,1,2,3 oder 4 bedeutet;
k 1,2 oder 3bedeutet.
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Ein weiterer Vorteil der Verwendung von quaterndren Ammoniumhalogeniden besteht darin, da die meisten auch eine
bakterizide Wirkung aufweisen, wodurch —im Vergleich mit anderen Herstellungstechnologien von Calmumheparmat— die
Gefahr der Rlckinfektion und die hieraus resultierende Pyrogenitat auf ein Minimum verringert werden.

Weiter wurde erkannt, dal3 die Abscheidung des Heparin-Komplexes mit dem quaterniren Amin leicht automatisch
kontrollierbar ist, wodurch es méglich wird, die spezifische Wirksamkeit des Heparins beim lonenaustausch zu steigern. Durch
Messen des Elektrodenpotentials der waRrigen Heparin-Ldsung mit einer beliebigen kombinierten Glaselektrode kann der
ProzeR der Ausféllung potentiometrisch verfolgt und die Menge der wéirigen Lésung des quaterndren Ammoniumhalogenids
optimal eingestellt werden. Es scheiden sich ndmlich die Fraktionen mit einer hohen antikoagulanten Wirksamkeit bei Beginn
und die unwirksamen Fraktionen am Ende der Zugabe der wéRrigen Lésung des quaterndren Ammoniumhalogenids aus einem
zahlreiche Fraktionen enthaltenden Heparingemisch ab. Durch Verfolgung der potentiometrischen Kurve kannn das optimale
Verhéltnis festgesetzt werden, bei dem die unwirksamen Fraktionen nach dem Abstellen des Prozesses nichtin den Niederschlag
gelangen. Dadurch kann eine Steigerung der Wirksamkeit um 10 bis 15% erreicht werden, wenn man von Natriumheparinat mit
einwandfreier Qualitat ausgeht.

Aus den Komplexen des Heparins mit einem quaterndren Amin Kann ein beliebiges Salz des Heparins durch einen weiteren
irreversiblen Kationenaustausch in einfacher Weise hergestellt werden. Es ist ndmlich bekannt, da die Komplexe des Heparins
mit einem quaterndren Amin mit waRrigen Salzldsungen, z. B. mit einer Natriumchlorid-Lésung, deren Konzentration héher als
2Mist, in LOsung gebracht werden kdnnen, und da das Natriumheparinat aus dieser Losung durch Ausfallen mit einem
Lésungsmittel isoliert werden kann, da sich die quaterndren Ammoniumhalogenide in den zur Ausfallung verwendeten
organischen Lésungsmitteln I16sen. Infolge der Ausscheidung der Heparinate verlduft auch der lonenaustausch irreversibel.
Bisher wurde dieses Verfahren ausschlieRlich zur Isolierung eines rohen Natriumheparinats aus Natriumheparinat enthaltenden
Lésungen angewendet. Nunmehr wurde erkannt, daR dieses Verfahren nicht nur zur Herstellung von rohen Heparin und nicht
nurim Fall des Natrium-Kations, sondern auch zur Herstellung eines Heparinsalzes, das den medizinischen Vorschriften
entspricht, und mit einem beliebigen Kation anwendbar ist, wodurch der lonenaustausch mit einem giinstigen Wirkungsgrad
durchgefiihrt werden kann. Bei den Versuchen wurde festgestellt, daR diese Methode tatséchlich so variiert werden kann, daf3 sie
zur Herstellung von Heparinsalzen der obigen Qualitit geeignet ist, wobei jedoch jene Nachteile beseitigt werden, die keine
Probleme bei der Herstellung eines rohen Natriumheparinates darstellen, da die Qualitatsanforderungen verschieden sind. So
istes z. B. erforderlich, das abgeschiedene Heparinsalz wegen der hohen Salzkonzentrationen im Wasser wieder zu I6sen und mit
einem Ldsungsmittel auszuféallen, um den gewlinschten Aschengehalt zu erreichen. Ferner mu® ein griindliches Waschen mit
einem Ldsungsmittel erfolgen, um die quaterndre Ammoniumverbindung véllig zu entfernen.

Wegen der obigen Nachteile wurde eine giinstigere Ausfiihrungsform gesucht und es wurde gefunden, daR wenn der Komplex
des Heparins mitdem quaterndren Aminin erstem Schritt nicht in einer wéRrigen Lésung mit hoher Salzkonzentration, sondern
in einem organischen Lésungsmittel durchgefiihrt wird, wie dies bei der Ausfallung des Heparins normalerweise erfolgt (z.B.
Methanol, Ethanol, Aceton), der lonenaustausch des in Lésung gebrachten Komplexes des Heparins mit dem quaternaren Amin
durch Zugabe einer waBrigen Losung von bedeutend geringeren Konzentrationen durchgefiihrt werden kann, wobei das
gewiinschte Heparinsalz durch Einstellen des Lésungsmittelverhéltnisses mit einem geeigneten Aschengehalt praktisch frei von
anorganischen Salzen abgeschieden werden kann. Es ist aber auch hier erforderlich, mit einem Lésungsmittel griindlich zu
waschen, um das quaterndre Ammoniumhalogenid zu entfernen.

Als glinstigste Ausfiihrungsform des erfindungsgemé&Ren Verfahrens hat es sich herausgestellt, den Komplex des Heparins mit
dem quaternéren Ammoniumhalogenid im ersten Schritt in einem mit Wasser unmischbaren oder nur begrenzt mischbaren
organischen Lésungsmittel (z.B. in Isopropanol, n-Butanol, Chloroform) zu I6sen, dann den lonenaustausch durch die
portionsweise Zugabe der warigen Lésung des das gewlinschte Kation enthaltenden Salzes durchzufihren und zuletzt das Salz
. des Heparins nach Trennung der Phasen aus der wéaRrigen Phase durch die portionsweise Zugabe eines organischen
Lésungsmittels (z.B. Aceton, Ethanol, Methanol) abzuscheiden. Hierbei wird die Irreversibilitat des lonenaustausches durch die
Anwesenheit der unmischbaren Fliissigkeitsphasen gesichert. Es bleibt némlich das quaternidre Ammoniumhalogenid in der
organischen Phase, wéhrend das Heparin in die wéBrige Phase in Form seines mit dem neuen Kation gebildeten Salzes gelangt.
Ein weiterer Vorteil dieser Ausflinrungsform besteht darin, daB die Entfernung der quaterndren Ammoniumverbindung in dieser
Weise wihrend der Trennung der Phasen erfoigt.

Zur wérigen Losung eines Natriumheparinats von einer den medizinischen Vorschriften entsprechenden Qualitat oder emes
von Pyrogenen befreiten Natriumheparinates, das gegebenenfalls Schwermetallsalz und unwirksame Heparinoid-Fraktionen
enthilt dessen Heparinkonzentration 500 bis 10000 IE/ml, zweckm#RBig 1000 bis 5000 {E/m| betrdgtund dessen pH-Wert 2 bis 10, -
zweckma&g 4 bis 8 betrégt, wird eine wafrige Losung einer quaternaren Ammoniumverbindung, zweckmaRig von

Hyamin® 1622 oder Carbotetradecyl-oxymethyl-trimethyl-ammonium-chlorid von 1 bis 20 Ges./Vol.-%, zweckméaBig von 5 bis
15Gew./Vol.-%, portionsweise unter Rlihren zugegeben. Die Menge des zugegebenen quaterndren Ammoniumsalzes betrégt
1,5 bis 3,5g/10°IE von Heparin. Wenn auch eine Steigerung der spezifischen Wirksamkeit angestrebt wird, fihrt man die
Bestimmung des optimalen Verhaltnisses zweckmaBig wie folgt durch:

- Ein genau abgewogenes Aliquot dér auszufallenden waRrigen Natriumheparinat-Lésung wird entnommen, und unter Rithren
und Messen des Elektrodenpotentials mittels einer kombinierten Gaselektrode wird eine wéafirige Lésung von 10 Gew./Vol.-%
des ausgewéhlten quaterndren Ammoniumsalzes portionsweise zugegeben. Der in mV gemessene Elektrodenpotentialwert
wird in Abhéngigkeit von der zugegebenen Menge graphisch dargestellt, und aufgrund der aufgenommenen
potentiometrischen Kurve wird die Menge des zur Abscheidung der wirksamen Heparinfraktion bendtigten quaterniren
Ammoniumsalzes berechnet. Zur Feststellung des optimalen Verhiltnisses ist es deshalb nicht erforderlich, die
Heparinkonzentration der wéRrigen Heparinldsung zu kennen, da das Verhéltnis der Reagenzien durch das Verhaltnis ,Menge in
ml der bei der Titrierung verbrauchten quaterndren Ammoniuml8sung/ml der Heparinldsung” ausgedriickt werden kann.
Nach Abscheidung des quaterndren Ammoniumsalzes des Heparins wird die Mutterlauge durch Zentrifugieren entfernt. Der
zentrifugierte Niederschiag wird in einem ionen- und pyrogenfreien Wasser suspendiert und erneut zentrifugiert.

Der so gewonnene Niederschlag wird in einem 4- bis 10fachen, zweckmaRig in einem 6- bis 8fachen Volumen eines organischen
Lésungsmittels, zweckméRig eines mit Wasser unmischbaren oder nur begrenzt mischbaren Lésungsmittels — z.B. in
Chioroform, Isopropanol, Ethylacetat, am vorteilhaftesten in n-Butanol — geldst. Nach der Auflésung wird eine Lésung von 1 bis
10Gew./Vol.-%, vorzugsweise von 2 bis 5 Gew./Vol.-% eines das gew{inschte Kation enthaltenden, wasserl6slichen Salzes,
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zweckmaRig eines chloridhaltigen Salzes, bevorzugt zur butanolischen Lésung des quaterndren Ammoniumsalzes des Heparins
in einer Menge von 20 bis 50Vol.-%, zweckmaRig von 30 bis 40 Vol./Vol.-%, zugegeben. Das Gemisch wird 5 bis 15, zweckmalig
15 Minuten lang geriihrt, dann werden die Phasen getrennt. Die wiRrige Phase wird durch eine Seitz-Filterscheibe oder eine
Membran filtriert und unter Rithren durch Zugabe eines niedrigen aliphatischen Alkanols (z. B. Methanol, Ethanol) oder Alkanons
(z.B. Aceton) ausgeféllt. :
Das ausgefilite Heparinat wird in bekannter Weise isoliert und getrocknet. Der Natnumlonen Gehalt des so gewonnenen
Produktes liegt unter 0,1 Gew./Gew.-% und entspricht den Qualitatsanforderungen der USP XXI.

Ausfiihrungsbeispiele

Das erfindungsgemafie Verfahren wird im folgenden an Hand von Beispielen néher erldutert, ist jedoch nicht auf diese
beschrénkt.

In den Beispielen bedeuten:
Gew./Vol.-%gemischtes Prozent;
Vol./Vol.-%: Volumenprozent;

Ma.-%: Masseprozent;
M: molare Losung;
IE: internationale Einheit.

Beispiel 1

Aus Natriumheparinat von einwandfreier Qualitat, dessen spezifische Wirksamkeit 1651E/mg betrégt, stellt man eine Lésung
von 4 Gew./Vol.-% mit pyrogenfreiem destilliertem Wasser her. Zu 100 m! dieser Lsung gibt man portionsweise 165 ml wéRrige
Cetyl-pyridinium-chlorid-Lésung von 10 Gew./Vol.-%. Nach der Zugabe trennt man den abgeschiedenen Niederschlag (den
Komplex aus Heparin und quaternarem Amin) durch Zentrifugieren ab. Die Masse des zentrifugierten nassen Niederschlages
betrigt 16,59. Dieser wird in 40m! pyrogenfreiem destillierten Wasser suspendiert, und die Suspension wird wiederholt
zentrifugiert. ' ’

Das nach dem zweiten Zentrifugieren erhaltene nasse Cetyl-pyridinium-heparinat wird unter Rithren in 200mi 2M
Calciumchlorid-Losung geldst. Die Lésung wird durch Filtrieren gereinigt, und aus dem Filtrat wird das entstandene
Calciumheparinat durch Zugabe von 150Vol./Vol.-% Ethanol ausgefalit. Der durch Zentrifugieren abgesonderte
Calciumheparinat-Niederschlag wird in Ethanol suspendiert, filtriert und in 200 m| pyrogenfreiem destilliertem Wasser gelést. Zu
dieser Lésung gibt man portionsweise Ethanol in einer Menge von 100Vol./Vol.-%. Das abgeschiedene Calciumheparinat wird
zentrifugiert, mit Ethanol und dann mit Aceton gewaschen und zuletzt getrocknet.

Die spezifische Wirksamkeit des so erhaltenen Calciumheparinates betrégt 1621E/mg, sein Natriumgehalt liegt unter 0,1 Ma.-%
und entspricht den Vorschriften der USP XXI. '

Beispiel 2

Zu100midergemaR Beispiel 1 hergestellten Natriumheparinat-Losung werden 160 ml einer wéRrigen Lésungvon 10 Gew./Vol.-%
Cetyl-trimethyl-ammonium-bromid gegeben. Der abgeschiedene Niederschlag (Komplex aus Heparin und quaternérem Amin)
wird durch Zentrifugieren abgetrennt, in 40ml pyrogenfreiem destilliertem Wasser suspendiert und erneut zentrifugiert. Die
Masse des so gewonnenen Niederschlages betrdgt 15,89. Dieser wird in 100 ml Ethanol geldst, dann portionsweise unter Rihren -
zu 200mi 0,5M waRriger Calciumchlorid-Lésung gegeben. Die so erhaltene Calciumheparinat-Lésung wird durch Filtrieren
gereinigt, dann werden dem Filtrat unter Rilhren 120ml Ethanol zugegeben. Der abgeschiedene Calciumheparinat-Niederschlag
wird in Ethanol zweimal suspendiert, filtriert, mit Aceton gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Die spezifische Wirksamkeit des so erhaltenen Calciumheparinates betragt 1671E/mg, sein Natriumgehalt liegt unter 0,1 Ma.-%
und entspricht den Vorschriften der USP XXI.

Beispiel 3

Man geht wie im Beispiel 2 vor, mit dem Unterschied, da® anstelle von Methanol Ethano! zur Lésung des Komplexes aus Heparin
und quaterndrem Amin verwendet wird.

Die spezifische Wirksamkeit des so erhaltenen Calcnumheparmates betragt 1651E/mg, sein Natriumgehalt liegt unter 0,1 Ma.-%
und entspricht den Vorschriften der USP XXI.

Beispiel 4 ’ .

Man geht wie im Beispiel 2 vor, mit der Anderung, daR zur Lésung des Komplexes aus Heparin und quaternarem Amin Aceton
verwendet wird.

Die spezifische Wirksamkeit des so erhaltenen Calciumheparinates betragt 1611E/mg, sein Natriumgehalt liegt unter 0,1 Ma.-%
und entspricht den Vorschriften der USP XXI.

Beispiel 5

130ml 10 Gew./Vol.-%ige wakrige Hyamin® 1622 Lésung werden portionsweise zu 100 ml einer wéBrigen Losung des gemaf
Beispiel 1 hergestellten Natriumheparinates gegeben. Der abgeschiedene Komplex aus Heparin und quaterndrem Amin wird
zentrifugiert, dann in 45mi Wasser suspendiert und wiederholt zentrifugiert.

Der nasse Niederschlag wird in 110ml Isopropanol gelést, und dieser Losung werden 40ml 10 Gew./Vol-%ige wéaRrige
Calciumchlorid-Lésung zugegeben. Nach kraftigem Rithren von 5 Minuten Dauer 1aBt man das Gemisch eine halbe Stunde lang
stehen. Nach Trennung der Phasen wird die waBrige Losung durch ein Membranfilter filtriert, dann wird das Calciumheparinat
aus der Lésung durch Zugabe von 100Vol./Vol.-% Ethanol ausgefalit.

Der abgeschiedene Calciumheparinat-Niederschlag wird zentrlfuglert dann zuerst mit Ethanol und dann mit Aceton gewaschen
nnd 7uletzt netrncknat.



Die spezifische Wirksamkeit des so erhaltenen Calciumheparinates betrigt 163,5 IE/mg, sein Natriumgehalt liegt unter 0,1 Ma.-%
und entspricht den Vorschriften der USP XXI.

Beispiel 6

Man gehtwie im Beispiel 5 vor, mit der’Anderung, dafd der Komplex aus Heparin und quaterndrem Amin in n-Butanol und nicht
in Isopropanol gel6st wird.

Die spezifische Wirksamkeit des so erhaltenen Produktes betrdgt 167,51E/mg, sein Natriumgehalt liegt unter 0,1 Ma.-% und
entspricht den Vorschriften der USP XXI.

Beispiel 7

Man geht wie im Beispiel 5 vor, mit der Anderung, daB der Komplex aus Heparin und quaternarem Amin in Chioroform, und
nicht in Isopropanol gelost wird.

Die spezifische Wirksamkeit des so erhaltenen Produktes betrégt 165,61E/mg, sein Natriumgehalt liegt unter 0,1 Ma.-% und
entspricht den Vorschriften der USP XXI.

Beispiel 8

Man geht wie im Beispiel 5 vor, mit der Abwandlung, dal3 zur Bildung des Niederschlages Carbotetradecyl-oxymethyl-tri-methyl-
ammonium-chlorid anstelle von Hyamin® 1622 und zur Lésung Isopropanol anstelle von n-Butanol verwendet werden. )

" Die spezifische Wirksamkeit des so erhaltenen Produktés betrégt 169,31E/mg, sein Natriumgehalt liegt unter 0,1Ma.-% und

entspricht den Vorschriften der USP XXI.

Beispiel 9

Es wird 1Gew./Vol.-%ige Lésung von Natriumheparinat (das den medizinischen Vorschriften entspricht}, dessen spezifische
Wirksamkeit 1581E/mg betragt, in pyrogenfreiem destilliertem Wasser hergestellt.

50ml dieser Losung titriert man mittels eines Radiometer-Titrators (Typ TTT 2) und einer kombinierten Glaselektrode gegen eine
10Gew./Vol.-%ige wiRrige Lésung von Hyamin® 1622, Das Gerit registriert das in mV ausgedriickte Elektrodenpotential als
Funktion des zugegebenen Reagens {Fig.1).

Aufgrund der aufgenommenen Kurve entspricht der zum Inflexionspunkt der ersten Titrierungsstufe gehdrende Wert 11,45 ml
10Gew./Vol.-%iger waRriger Lésung von Hyamin® 1622. )

Aufgrund der Titrierung fligt man unter Rithren portionsweise 229ml 10 Gew./Vol.-%ige wéRrige Hyamin® 1622 Losung zu
1000 m!f Natriumheparinat-Ldsung zu. Der abgeschiedene Niederschiag wird zentrifugiert, dann in 100 ml pyrogenfreiem
destilliertem Wasser suspendiert und wiederholt zentrifugiert.

Der nasse Niederschlag wird in 2560 ml n-Butanol geldst, dann werden 95 mi 0,3 M wiRrige Calciumchlorid-Lésung portionsweise
zugegeben. Nach kréftigem Rihren von 5 Minuten Dauer 188t man das Gemisch stehen. Nach Trennung der Phasen wird das
Calciumheparinat aus der walrigen Phase durch Zugabe von 100Vol./Vol.-% Ethanol ausgefalit. Der Niederschlag wird
zentrifugiert, zuerst mit Ethanol und dann mit Aceton gewaschen und getrocknet.

Die spezifische Wirksamkeit des so erhaltenen Produktes betragt 1771E/mg, sein Natriumgehalt liegt unter 0,1 Ma.-% und
entspricht den Vorschriften der USP XXI.

Die Ausbeute betrégt 98,9%.

Beispiel 10

Man geht wie im Beispie! 9 vor, mit der Abanderung, daR eine dquivalente Menge einer Ltthlumchlorld Losung anstelle der
Calciumchlorid-Losung verwendet wird. ]

Die spezifische Wirksamkeit des so erhaltenen Produktes betragt 1811E/mg, sein Natriumgehalt liegt unter 0,1 Ma.-%.

Die Ausbeute betragt 97,8%.

Beispiel 11

Man gehtwie im Beispiel 9 vor, mit dem Unterschied, da eine dquivalente Menge einer Magnesiumchlorid-Lésung anstelle der
Calciumchlorid-Lésung verwendet wird.

Die spezifische Wirksamkeit des so erhaltenen Produktes betrigt 1731E/mg, sein Natriumgehalt liegt unter 0,5Ma.-%.

Die Ausbeute betrégt 99,2 %.

Beispiel 12

Man geht wie im Beispiel 9 vor, mit dem Unterschied, daR anstelle von Calcmmchlorld Ammoniumchlorid verwendet wird.
Die spezifische Wirksamkeit des so erhaltenen Produktes betrdgt 1831E/mg und sein Natriumgehalt liegt unter 0,1 Ma.-%.
Die Ausbeute betrégt 97,0%.

Beispiel 13

Man geht wie im Beispiel 9 vor, mit der Abdnderung, dal Kaliumchlorid anstelle von Calciumchlorid verwendet wird.

Die spezifische Wirksamkeit des so erhaltenen Produktes betrdgt 1741E/mg und sein Natriumgehalt liegt unter 0,1 Ma.-%.
Die Ausbeute betrégt 96,8 %.

Beispiel 14

Aus einem 150y/g Schwermetallion enthaltenden rohen Natriumheparinat (ein elwethreles Rohprodukt mit einer spezifischen
Wirksamkeit von 130 IE/mg) stellt man nach der Befreiung von Pyrogen 2001 einer wéRrigen Losung mit einer Konzentration von
32501E Heparin/ml her. Zu dieser Losung gibt man portionsweise 1041 10 Gew./Vol.-%ige wiRrige Lésung von Hyamin® 1622.
{Die Menge der Lésung von Hyamin® 1622 wurde nach der im Beispiel 9 beschriebenen potentiometrischen Titrierung
bestimmt.)

Der abgeschiedene Niederschlag wird in einer Absetzzentrifuge zentrifugiert, dann in 301 pyrogenfreiem destilliertem Wasser
suspendiert und wiederholt zentrifugiert.



Der nasse Niederschlag wird in 90| n-Butanol geldst, woraufhin 301 4Gew./Vol.-%ige wéaRrige Calciumchlorid-Lésung
zugegeben werden. Man riihrt das Gemisch 5 Minuten lang und fiillt es dann in eine Glasbirne von 1501 Inhalt, die mit einem
RUhrer und einem unteren Ablaufhahn versehen ist. Nach Trennung der Phasen trennt man die untere wal3rige Phase ab, dann
werden 101 4Gew./Vol.-%ige wélrige Calciumchlorid-Lésung portionsweise zur butanolischen Phase gegeben. Nach einem
Rihren von 5 Minuten Dauer und nach Trennung der Phasen sondert man die waRrige Phase ab, woraufhin beide waBrlgan
Phasen vereinigt werden.

Die vereinigte waBrige Phase wird filtriert, und dann wird das geldste Calciumheparinat durch Zugabe von 100Vol./Vol.-%
Ethanol ausgefalit. Derabgeschiedene Nlederschlag wird zuerst mit Ethanol und dann mit Aceton gewaschen und abschlieRend
im Vakuum getrocknet.

Die Masse des so erhaltenen CaIcnumheparmates betrdgt 3760 g mit einer spezifischen Wirksamkeit von 1701E/mg und mit
einem Natriumgehalt unter 0,1 Masse. Die Reinheit entspricht den Anforderungen der USP XXI.

Falls die Herstellung eines ein von Calcium abweichendes Kation enthaltenden Heparinates angestrebt wird, kdnnen sinngemaf
andere Salzlésungen der gleichen Molaritét anstelle von der Calciumchlorid-Lésung verwendet werden.
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