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{64) Zpasob vyroby gistého heparinu

1
Vyndlez se tykd zplsobu vyroby heparinu ze solného roztoku, ktery vznikd solenim
zpracovdvenych zvifecich stiev.

Heparin jiZ dlouho slouZi v medicin® jako p¥irodni antikoaguladni prostfedek, ktery je
Jjeko difive nepostradatelny i v moderni médicin& a Jje stdle ve velkém rozsahu pouzivén.

V poslednich letech byla pozndéna Fada zplsobl, které viechny m&ly za cil izolovat
d¥innou létku heparin Setrnym zpdsobem ze zvifecich tkéni heparin obdshhujicich, Jjako
z plic, Jater a v nov&j3i dob& predevdim ze stievnfho slizu vep¥l, hovdziho dobytka a ovel
(britsky patent 754 885, DE patentovy spis 1 228 241, US patent 3 058 884, DE patentovy
spis 1 253 868). Tyto suroviny jsou nevyhodné tim, %e maji omezenou schopﬁost skladovéni,
jelikoZ se snadno kazi. Skladovatelnost se sice mife prodlouZit zmrezovénim, to vdak vedle
technickych ndkladd vede i ke zna¥nému vzrdstu vydaji. Pri zpracovéni jsou jak provozni
zaméstnanci, tak také okolni obyvatelstvo neztidka postaveni p¥ed neprijemné problémy zpi-
sobené zdpachem. :

V n&meckém patentovém spise 1 253 868 se popisuje ziskédvéni heparinu ndkolika shrnuty-
mi obvyklymi zpisoby. Podle toho se zvi¥eci tkdn v poddtednim stupni uvede do styku s horkym
‘'vodnym roztokem soli & heparin se vyluhuje z bun&k. Heparinovy podil v tomto prostredi je
zv14st maly.

Nyni bylo nalezeno, %e solny roztok vznikajici na jatkdch a pfi 3i¥tdni stiev od
slizu obsahuje heparin. Tento solny roztok vznikd, kdyZ se zvi¥eci st¥eva zbavend stFevni-
ho slizu prosypévajl za ulelem konzervace a odvodndni pevnou kuchynskou solf. Je proto '
s p¥ihlédnutim k DE patentovému spisu 1 253 868 mo¥no vyloZen¥ pFekvapiv®é konstatovat, Ze
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solny roztok vznikajfci{ p#i pouhém nasoleni zvitecich st¥ev obsahuje v&iZ{i mnoZstvi hepa-
rinu. Nemohlo se také olekévat, %e tento heparin je pfitomen tém&F zcela bez chemicky
p¥ibuznych vedlejd8{ch produktld, tekZe solny roztok, ktery byl dosud zném jako otiny
odpadni produkt, p¥edstavuje surovinovy zdroj heparinu.

Vzhledem ke zcela nepatrnému mnoZstvi nefistot je moZno zpracovédni na surovy heparin
provéd¥t zvl&st Setrnd a tim odpadajf ndkladné izola¥ni methody, zndmé u dosavadntho stavu
techniky (viz US patent 3 451 996 a britsky patentJ 221 783). Dosdhne se nakonec kvality
heparinu, které se zdaleka nedosahuje u heparinovych p¥ipravkdl ziskatelnych na trhu. Surovy
heparin izolovany znémymi pracovnimi postupy ze solnych roztokd po solenf stiev podle vy~
ndlezu se ziskdvd jiZ v takové ¥istot&, %e ndsledujfci 2i¥t&ni vede k heparinii s hodn¥ pies
200 jédnotek podle zkouBky piedepsané US lékopisem/mg.

Heparinové piipravky ziskatelné dosud v obchodd maji zpravidla kvalitu heparinu 150
jednotk/mg podle zkouZky predepsané US lékopisem,v n¥kolika mdlo pF{pedech i 155 jednotek/mg.
Phitom se jako jednotka/mg podle US lékopisu rozumi specifickd sktivita, kterd vyplyvé ze
zkoudky podle US lékopisu, kterou se m&#{ potladeni tvorby kl¥kd konzervovené ov&{ plazmy.

1 Jjednotke podle US lékopisu odpovidd 1,! mezinérodni Jednotky. '

Pon¥vadZ hodnoty aktivity heparinovych pF{pravki nachdzejicich se v obchodd jsou pres
podetnéd vyrobni zlepSeni stdle neuspokojujfed, pfedpisuje napfiklad US lékopis, Ze hepari—
nové p¥ipravky (ze stfevniho slizu) musi obsahovat nejménd 140 jednotek podle US lékopisu.
Pouze v laboratoPi izoloval L. W. Kenaensgh e L. B. Jaques [Arzneimittelfoschung (Drug Res.)
24, ¥ 12, 1942 (1974)] heparin opakovanou krystalizaci jeko barnatou sil s maximéln& 175
jednotkami/mg podle US lékopisu.

. PouZ?itim solného roztoku ziskaného po nasoleni st¥ev podle vyndlezu jako surovin& se
izoluje heparin v technickém mé&ritku, v takové ¥istotd, Ze je jeko témé&F bezbarvd substance.
Surovy heparin ziskdvény dodnes z jinych surovin se naproti tomu musf nejd¥ive odbarvovat
ndkladnymi a na ztréty bohatymi postupy.

Solny roztok Jje mimo to skladovatelnd surovina, téméd bez zdpachu, kterd i p#i dlou-
hém skladovédni zGstévd bez ujmy na kvalitd., Tim odpadaji chemické a jiné konzervaini meto-
dy. ;

Predm&tem vyndlezu je tedy pouZitf solného roztoku vzniklého nasolenim stfev jako
zdroje suroviny pro vyrobu heparinu, jako# i zpGsob izolace zvl43¥ &istého heparinu ze sol-
nych roztokd zvifeci tkén& zndmym zpisobem, vyznadeny tim, Ze se jako vychozi materidl
pouZivd solny roztok vznikly solenim strev.

Priklad 1

K roztoku 600 litrd solného roztoku vzniklého solenim st¥ev se v 1 500 litrové michad-
ce, pri teploté mistnosti, za michéni p¥idd béhem pdl hodiny 600 litrd methanolu. Michd
se jedtd pil hodiny, nadeZ se sm&s nechd asi hodinu siét.

Zakaleny podil se dekantuje do druhé nddoby & vypadly solny kold& se odstrani. Zigkangd
suspenze se nechd dva dny stét. Pak se znovu dekentuje a srafenina se izoluje odstreddnim.
Po usudeni ve vakuu se ziskd 1,68 kg produktu, ktery mé 11 Jednotek podle US lékopisu/mg.
Je&td 60 % tvobi kuchynskd sal.

%

Pr1klad 2
. N\
Podobn& dbritskému patentu 754 885 se 3 litry solného roztoku za michdni okyself kyseli-

nou octovou na pH 3,1 a% 3,2 (asi 50 ml). Po ndkolika hodindch se dekantuje a zbytek se
odstred{. SraZenina se odstrani a spojené roztoky se neutralizuji louhem sodnym. Nyni se
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zg michdni pomalu p¥idd stejnd objem methenolu. Po 45 minutéch se oddekantuje vypadld ku-
chynskd sdl. Tato suspenze se nechd n&kolik hodin stédt, dekentuje se a zbytek se odst¥edi.
SraZenina se su3i ve vakuu. Ziskd se_3,76 g s 23 Jednotkemi podle US 1lékopisu/mg.

Prdi{klad 3

3 litry solného roztoku se ziedi 14 litry vody. Potom se pirjidd 50 g k¥emeéliny, jakoZ
1 roztok 7 g benzethoniumchloridu (= Hyemin 1622, Rohm a Haas) ve 100 ml vody. Po n&kolika
hodindch se dekentuje & zbytek se odsaje. Po promyti vodou se je3t& vlhké srafenina tFikrdt
extrahuje vidy 200 ml 2 moldrniho roztoku kuchyﬁské soli, postupem popsanym v DE patentnim
spise 1 228 241. Spojené extrakty se vysrdZeji 2 objemovymi dfly methanolu. Izolovand a
usudend sraZenina vdZi 560 mg a m4 aktivitu 163 jednotek podle US lékopisu/mg.

Priklad 4

3 litry solného roztoku se za michdni okyself kyselinou octovou na pH 3,1 a% 3,2,
Po nékolika hodindch se dekantuje a zbytek se odst¥edi: Spojené roztoky se z¥edl vodou na
objem 15,5 litru a pridd se 40 g k¥emeliny, jako? i 7 g benzethoniumchloridu (Hyamin 1622)
ve 100 ml vody.

Po nékolika hodinéch se sraZenina izoluje, jak popsﬁno v pfikladu 3, a ddle se zpra=~
cuje.

Nakonec se obdrzl 796 mg se 105 jednotkemi podle US 1ékopisu/mg.

Priki1ad 5 .

.
R

3 litry solného roztoku se ziedi 13 1litry vody (srovn. DE patentovy spis 1 156 938).
Potom se kyselinou octovou okyseli (asi 50 ml) na pH 3\,2. Po n&kolika hodindch se usadi
sraZenina, kterd po dekentaci &irého podflu se odst¥edf. Po usudeni se ziskéd 16,6 g surové-
ho heparinu s 5,5 jednotkemi podle US lékopisu/mg.

Pr{iklad 6

10 1itrd solného roztoku se z¥edi 50 litry vody. Roztok se prosévé filtrem pies iono-
m&ni&ovy sloupec o priméru 26 mm a délce 380 mm (asi 3 1/h). PouZije se stPedné bazickd
makroporézni anionoménidovd pryskyrice v Cl-form¥ (Lewatit CA 9249). Mohou se pouzit
i Jiné enionom&nidové pryskybice, jako napiiklad Dowex X-1, popsany v DE patentovém spise
1 253 868,

Potom se prysky¥ice ze sloupce odstranf, dvakrdt se promyje 500 ml 0,9 moldrnfho rozto-
ku kuchyniské soli a p¥i 40 °C se 5 hodin eluuje 400 ml 2 moldrnfho roztoku kuchynské soli.
Tento roztok se sré¥i 1,5 objemovymi dfly methanolu. Izolovend a usudens sraZenina vaif
1,5 g a md 152 jednotek podle US 1ékopisu/mg.

Priklad 7

Alikvotni &ést surového heparinu z prikladu 1, odpovidajici 425 000 jednotek podle
US lékopisu, pop¥ipadd 38,65 g, se thikrét extrahuje vZdy 200 ml dvoumoldrniho roztoku
kuchynské soli, prifemZ se vZdy hodinu michd p#i 60 °c, Spojené extrakty se z¥edf vodou,
a% roztok obsshuje asi 0,9 M/1 chloridovych iontd. Nyni se p#idd 200 ml anionom&ni¥e (Le-
watit CA 9249) v chloridové form& a hodinu se mfchd. Potom se odsaje a promyvd se asi 200 ml
0,9 moldrnftho roztoku kuchyﬁské soli.

Tonom&ni¥ se pak p&t hodin michd s dvoumoldrnim roztokem kuchynské soli p¥i 40 °C, pak
se odsaje a znovu promyvd dvoumoldrnim roztokem kuchynské soli. Elua®ni roztok se spojf s pro-
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myvacim roztokem a sréif se 1,5ndsobnym objemem methanoclu. Srafenine se odstiedi, promyje

se nejd¥ive asi 50 ml vode-methanol (1 + 1,5 objemového dilu), potom ca 50 ml methanolu a
su3{l se.

2iskd se 1,91 g Na-heparindtu s 202 jednotkemi podle US lékopisu pro mg.
P#ixlaed 8

15 g heparindtu sodného, ziskaného podle p¥ikladu 7, s asi 200 Jednotkemi podle US
lékopisu pro mg, se rozpustl ve 200 ml dvoumolérniho roztoku kuchynské soli. Roztok se
prosaje na nuli a zbytek se promyJje nejprve 30 ml dvoumoldrniho roztoku kuchyﬁské soli
a potom asi 250 ml‘vody dpln& zbavené soli. Spojené roztoky se vodou Upln& zbavenou soli
uprevi na chioridovou molaritu 0,9. Ci¥t&nf se pak opakuje s litrem Lewatitu CA 9249 ena-
logicky p¥ikladu 7.

Spojeny elua¥nf a promyveci roztok se ddle zpracuje, jak uvedeno vySe. Po promyti e
usuSeni srafeniny se ziskd 11,1 g heparindtu sodného, ktery mé aktivitu 254 jednotek podle
US 1lékopisu pro mg.

PREEDMET VYNALEZU

Zpdsob vyroby ¥istého heparinu, vyznaleny tim, e se solné roztoky ziskené nasolenfm
sttev porafenych zvifat pevnym chloridem sodnym p#i 0 a% 30 °C z¥edi vodou v hmotnostnim
pom&ru solny roztok - voda ' ku 3 a% 1 ku 10 a pak se ze zfedé&ného, heparin obsshujiciho
roztoku heparin odd&li,

Severografia, n. p., zdvod 7. Most
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