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Sposób wytwarzania sulfoglikopeptydów

Przedmiotem wynalazku jest sposób wytwarzania
sulfoglikopepltydów z glikopeptydów ekstrahowanych
z mleka lub kazeiny. Otrzymane sposobem według
wynalazku sole amoniowe i metali sulfoglikopepty-
dów stosuje się do celów terapeutycznych podczas
leczenia zmian w stawach i 'wrzodów żołądka jako
środki do gojenia blizn i fibrynolityczne.

Ekstrakcja glikopeptydów z mleka różnych ssa¬
ków lub z otrzymanej z mleka kazeiny jest znana
i przedstawiona w literaturze. Znany jest również
sposób wytwarzania sulfoglikopeptydów z glikopep¬
tydów dkistrahowanych z organów zwierzęcych
zwłaszcza ze śluzówki żołądka lub dwunastnicy
świń.

Stwierdzono, że sposób wytwarzania znanych sul¬
foglikopeptydów nie jest efektywny podczas stoso¬
wania go do sulfonowania glikoprotein ekstrahowa¬
nych z mleka lub kazeiny. Nie można przystosować
warunków stosowanych do efektywnego sulfonowa¬
nia glikoprotein ekstrahowanych z organów zwierzę¬
cych, zwłaszcza śluzówki żołądka czy dwunastnicy
świń do procesu sulfonowania glikoprotein ekstra¬
howanych z mleka lub kazeiny ze względu na róż¬
ny skład chemiczny tych dwóch rodzajów glikopro¬
tein. Skład chemiczny glikoprotein otrzymanych
z mleka lub kazeiny w stosunku do glikoprotein
otrzymanych z organów zwierzęcych charakteryzu¬
je się wyższym stosunkiem aminokwasu do węglo¬
wodorów oraz wyższą zawartością aminokwasów za¬

wierających grupę fosforytową i kwasu neurami-
nowego.

Celem wynalazku jest opracowanie sposobu wy¬
twarzania glikopeptydów ekstrahowanych z mleka

5 luib kazeiny uwzględniającego szczególnie charakte¬
rystyczne właściwości tych glikopeptydów.

Sposób sulfonowania glikopeptydów ekstrahowa¬
nych z białka lub kazeiny według wynalazku pole¬
ga na tym, że glikopeptydy ekstrahowane z mleka

10 lub kazeiny rozpuszcza się w aprotycznym, nie aro-
miatyciznym rozpuszczalniku mieszającym się z wo
dą, dodaje trzeciorzędową aminę o temperaturze
wrzenia 100—250°C i wytworzony produkt poddaje
się sulfonowaniu przez skontaktowanie go ze środ-

15 kiem sulfonującym, takim jak kwas siarkowy, ole-
um, kwas chlorosulfonowy addukt bezwodnika siar¬
kowego i związku organicznego, przy czym utrzy¬
muje się temperaturę od —20°C do +20°C, a na¬
stępnie ogrzewa do temperatury 60—90°C i wy-

20 dzielą otrzymany sulfogiikopeptyd. Ewentualnie gli-
kopeptyd dodaje się po dodaniu trzeciorzędowej
aminy lub środka sulfonującego.

Stwierdzono, że optimum warunków sulfonowania
glikopeptydów ekstrahowanych z organów zwierzę-

25 cych otrzymuje się po wytworzeniu zawiesiny w
środowisku reakcyjnym zawierającym trzeciorzędową
zasadę heterocykliczną w taki sposób, że sulfono¬
wanie ma miejsce w fazie heterogenicznej.

W przypadku glikopeptydów ekstrahowanych
30 z mleka luib kazeiny optimum sulfonowania ma
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miejsce po rozpuszczeniu glikopeptydów w fazie
rozpuszczalnika zawierającej aprotyczny, nie aro¬
matyczny związek mieszający się z wodą i trzecio¬
rzędową zasadę, korzystnie zasadę aromatyczną
o temperafturze wrzenia 100—250°C.

Roztwór glikopeptydu wyekstrahowanego z mleka
lub kazeiny w warunkach najbanrtTziej odpowiednich
do przeprowadzania procesu stanowi mieszaninę
z trzeciorzędową zasadą, korzystnie trzeciorzędową
zasadą heterocykliczną, taką jak pirydyna, metylo-
pirydyna, dwusmietylapirydyna i chinolina oraz apro-
tycznym, injeŁaromatycznym rozpuszczalnikiem nie
miefiźśj^cttn "się z jrodą, takim jak dwunoetyllofor-
mamid, dwumetyi<fculflotlenek, szesciometyiofosfo-
ramid, dwumeCyloacetamid itp.

Poszczególne etapy przeprowadzania sposobu we¬
dług wynalazku opisano szczegółowo poniżej.

GMkopeptyd wyekstrahowany z mleka lub" kazeiny
najpierw suszy się, a następnie rozpuszcza w apro-
tycznym nie aromatycznym rozpuszczalniku miesza,
jącym się z wodą takim jak dwumetylafoamaimid,
dwumetylosulfotleneit, sześciometylofosforamid, dwu-
metyloacetamid itp. l>o otrzymanego w ten sposób
roztworu dodaje się trzeciorzędową zasadę, korzy¬
stnie zasadę aromatyczną o temperaturze wrzenia
100—250*0. Szczególnie korzystnie stosuje się bez¬
wodną pirydynę.

Jako odpowiedni środek sulfonujący stosuje się
kwas siarkowy, oleum, kwas chlorosuftonowy i ad-
dukty bezwodnika siarkowego ze związkami orga¬
nicznymi, takimi jak pirydyna, dioksan i trzeciorzę¬
dowe aminy, np. trójetyloamina. Jeżeli stosuje się
oleum lub kwas chlorosulfonowy można dodawać
osobno środek sulfonujący z zasadą heterocyfiTiczną
i stosować otrzymany addukt w sulfonowanej mie¬
szaninie reakcyjnej.

Reakcję sulfonowania przeprowadza się przez
kontaktowanie mieszaniny rozpuszczalnika zawie¬
rającego glikopeptyd ze środkiem sulfonującym w
tempera/turze —20°C do -fS0°C, i następnie podwyż¬
szenie temperatury eto 60—00°C, korzystnie 80°C w
ciągu 4—8 godzin, korzystnie 5 godzin.

Po zakończeniu sulfonowania sulfonowany pro¬
dukt zbiera się przez sączenie i oczyszcza wydzie¬
lony z fazy rozpuszczalnika produkt przez dializę
lub obróbkę żywicą jonowymienną.

Otrzymane sole gilkopeptydów przeprowadza się
następnie w sól sodową z wodorotlenkiem sodu i sól
sodową wytrąca się przez rozcieńczenie jej wodnego
roztworu odpowiednimi rozpuszczalnikami, takimi
jak aceton lub metanol.

Taka sama procedura może być stosowana do
przeprowadzania sulfoglikopeptydu w sole z innymi
.metalami alkalicznymi metalami ziem alkalicznych
i metalami ciężkimi lub sól amonową.

Sole te można otrzymać z sulfoglikopeptydu po.
chodzącego z sulfonowanej mieszaniny reakcyjnej
przez zobojętnienie wodorotlenkiem metalu alka¬
licznego, metalu ziem alkalicznych lub amonu jak
również z soli' sodowej przez podwójną wymianę
z solą metalu ziem alkalicznych lub solą metalu
ciężkiego. Sole, otrzymane przez zobojętnienie sul¬
foglikopeptydu wodorotlenkiem metalu, wyosabnla
się przez obróbkę wodnych roztworów tych soli

substancją wytrącającą, taką jak aceton lub meta¬
nol.

Stwierdzono, że szczególnie korzystne rezultaty
otrzymuje się wówczas, gdy przed wytrąceniem do.
da się małą ilość (to jest 3—7% wagowych w sto¬
sunku do wodorotlenku) octanu lub halogenku tego
samego metalu, którego wodorotlenek był użyty do
zobojętnienia mieszaniny reakcyjnej. W tym celu
najbardziej korzystne są kationy potasu, litu, wap¬
nia, baru, strontu i amonu.

Reakcję podwójnej wymiany pomiędzy solą, so¬
dową sulfoglikopeptydu a solami innych metali
przeprowadza się w roztworze wodnym. Anion tej
soli korzystnie stanowi anion octanu lub halogen¬
ku. Reakcję podwójnej wymiany przeprowadza się
przez wstępne perkolowanie wodnego roztworu soli
sodowej sulfoglikopeptydu przez kolumnę wypeł¬
nioną żywicą silnie kationowymienną, którą uprzed.
nio wysala się kationem metalu, którego sól gliko¬
peptydu chce się otrzymać.

Perkolowany roztwór poddaje się działaniu sub¬
stancji wytrącającej, takiej jak aceton lub meta¬
nol, korzystnie po dodaniu małej ilości octanu lub
halogenku tego samego metalu, który chce się
otrzymać. Szczególnie korzystne są sole sulfogliko-
peptydów z następującymi metalami a mianowicie
cynku, wapnia, baru, strontu, miedzi, niklu, kobal¬
tu, magnezu, bizmutu, złota i glinu.

W tablicy 1 podano analityczne wartości charak¬
teryzujące sulfoglikopeptyd i sól sodową otrzymaną
z niego (najniższe i najwyższe wartości).

Tablica 1

s

N

P

Heksozaminy
Heksozy
Proteiny
Kwas N-acetyloneurąminowy
Lepkość
Wartość pH

5—11%
5—9%

0,2-0,5%
6-9%
9—12%

45—50%
5—8%

1,15—1,30 cP
5£~7 |

Sulfonowane glikopeptydy ekstrahowane z kazei¬
ny wykazują nowe właściwości przeciwwrzodowe,
przeciwtrawienne i antysekretyczne.

Badania farmakologiczne potwierdziły, że sole sul¬
foglikopeptydu otrzymane sposobem według wyna¬
lazku były nietoksyczne w dawkach 400 mg/kg do-
jelitowe i 1 g/kg doustnie. Przy stosowaniu doust¬
nym sulfoglikopeptyd w dawkach 40, 64, 102,4
i 163,8 mg/kg powoduje hamowanie stopnia owrzo¬
dzenia odpowiednio w 15% (NJS), 46% (PO, 01),
70% i 76%.

Działanie antytrawSenne badano in vivo i in vi_
tro. Stosowane stężenie (od 0,5—4 mg/ml) i poda¬
wane w dawkach od 40—160 mg/kg były porówny¬
wane z innymi sulfonowanymi makrocząsteczkami
(Lietti i współpracownicy, Boli. Soc. IŁ Biol. Sper.
47, 493, 1971).

Działanie antysekretyczne było zauważone przy
wydzielaniu kwasu stymulowanym przez histaminę
i pentagastrynę,,
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Poniższe przykłady ilustrują przedmiot wynalaz¬
ku, nie ograniczając jego zakresu.

Przykład I. Mieszaninę 170 ml dwumetylo-
formamidu (DMP) i 230 ml pirydyny chłodzi się do
temperatury —20°C. Do otrzymanego roztworu do¬
daje się 60 ml kwasu chlorosulfonowego i utrzy¬
muje w temperaturze nie przekraczającej —15°C.
W tych warunkach wytwarza się addukt pirydy¬
na—'kwas chlorosulfonowy. Do fazy zawierającej
addukt dodaje się 20 g uprzednio osuszonego i zmie¬
lonego glikopeptydu ekstrahowanego z mleka, pod¬
czas mieszania w temperaturze 20°C. Po dodaniu,
temperaturę podwyższa się do 80°C i mieszaninę
reakcyjną utrzymuje się w tej temperaturze w cią¬
gu 3 godz. Po czym mieszaninę pozostawia się do
odstania w temperaturze pokojowej w ciągu 2 go¬
dzin. Żelowatą masę wyosabnfa się przez dekanta-
cję.

Z wydzielonej masy przez dodanie 156 ml meta¬
nolu wytrąca się proszek koloru żółtego, który zbie¬
ra się przez sączenie i rozpuszcza w 250 ml wody.
Roztwór wodny traktuje się 2ti0 ml żywicy katio-
nowowymiennej (ArfrfberrtteR JR-120). Po 10 mi¬
nutach żywicę oddziela się przez sączenie a przesącz
traktuje się 200 ml żywicy wymieniacza anionowe¬
go (AmberliteR IR-4I0). Żywicę tę po 10 minu¬
tach oddziela się również przez sączenie i wartość
pH przesączu dorpowadza się do 12 za pomocą roz¬
tworu wodorotlenku sodu, a następnie do pH 6.5
za pomocą kwasu octowego. Roztwór odparowuje się
pod zmniejszonym ciśnieniem do objętości 200 ml,
następnie traktuje 4 g jodku sodu i rozcieńcza 1,2
objętościami acetonu, przy czym wytrąca się osad.
Wytrącony osad przemywa się etanolem aż do znik¬
nięcia jonów jodu, a następnie eterem etylowym
i na zakończenie osusza.

Otrzymuje się 19 g proszku koloru kości słonio¬
wej o następującym składzie:

Wilgotność = 4,9%
S = 8,35%
N = 7,05%
P = 0,3%
Heksozoaminy = 7,71%
Heksozy = 11,6%
Proteiiny = 46,44%
Kwas N-acetyloneuraminowy = 5,9%
Lepkość = 1,237 cP
Wartość pH = 5,8 (1% w 0,5% NaOl)
Na = 6%

Przykład Ii. Mieszaninę 180 ml DMF w 180
ml bezwodnej pirydyny chłodzi się do temperatury
—20°C, a następnie dodaje mieszaninę 18 ml dy¬
miącego kwasu siarkowego (65% SOj) i 16 ml stę¬
żonego kwasu siarkowego, przy czyim utrzymuje się
temperaturę nie przekraczającą —15°C. Do otrzy¬
manej zawiesiny dodaje się 15 g glikopeptydu
otrzymanego z kazeiny mleka krowiego, suszy i roz.
drabnia w młynie kulowym podczas mieszania w
temperaturze 20°C. Następnie temperaturę miesza¬
niny podwyższa się do 75aĆ i utrzymuje ją w ciągu
2,5 godz. Po czym mieszanie przerywa się i mie¬
szaninę utrzymuje się w temperaturze 7ff*fc w cią¬
gu 90 minut.

6

Oleistą masę odłożoną na dnie naczynia reak¬
cyjnego oddziela się od fazy górnej przez dekanta-
cję. Dodanie 120 ml alkoholu metylowego powoduje
wytrącenie kleistego osadu, który przemywa się naj-

5 pierw metanolem, a następnie eterem etylowym,
otrzymując 23 g proszku koloru jasnobrązowego.
Surowy produkt rozpuszcza się w 250 ml wody de¬
stylowanej i oczyszcza w sposób analogiczny do opi¬
sanego w poprzednim przykładzie.

io Otrzymuje się 16 g proszku Koloru kości słonio¬
wej o następującym składzie:

Wilgotność = 5,45%
S = 8,48%

15 N = 6,96%
P = 0,24%
Heksozoaminy = 7,32%
Heksozy = Tl,53%
Proteiny = 47,15%

20 Kwas N-acetyloneuraiminowy = 6,1%
Lepkość = 1,195 cP
Wartość pH -« 6 (1% w 0,5% NaCl)
Na = 6,1%

25 Przykład III. Mieszaninę 200 g bezwodnej pi¬
rydyny i 300 g metylosulfotlenku chłodzi się do
temperatury —20°C. Do mieszaniny wkrapla się 50
ml kwasu chlorosuifonowego, przy czyim utrzymuje
się temperaturę nie przekraczającą 20°C. Po doda-

30 niu kwasu chlorosuifonowego mieszaninę utrzymuje
się w temperaturze 20°C. Następnie do mieszaniny
dodaje się 15 g glikopeptydu wyekstrahowanego
z mleka, który uprzednio osuszono i dokładnie roz¬
drobniono w młynie kulowym.

35 Po dodaniu glikopeptydu mieszaninę ogrzewa się
do temperatury 85°C i utrzymuje się ją w ciągu
4 godz. Następnie mieszaninę pozostawia się do od¬
stania w temperaturze pokojowej w ciągu 3 godz.
Na dnie reaktora odkłada się żelatynowa przezro-

40 czysta masa, którą oddziela się od górnej fazy przez
dekantację. Dodanie 120 ml metanolu powoduje, że
z żelatynowej masy wytwarza się produkt koloru
kości słoniowej, który rozpuszcza się w 200 ml wo¬
dy destylowanej i poddaje oczyszczaniu w sposób

*:> analogiczny do opisanego w poprzednich przykła¬
dach.

Ostatecznie otrzymuje się 18 g proszku koloru bia¬
łego o następującym składzie (w odniesieniu do su¬
chego produktu):

so S = 9,1%
N « 6,7%

. P = 0,2%
Heksozaminy = 7,6%
Heksozy = 11,2%

55 Kwas N-acetyloneuraminowy = 5,8%
Lepkość = 1,2 cP
Wartość pH = 6
Na = 6,3%

60 Przykład IV. 100 g soli sodowej glikopeptydu
wyekstrahowanego z mleka krowiego i sulfonowa¬
nej w sposób analogiczny do opisanego w przykła¬
dzie I rozpuszcza się w 1000 ml wódy i wlewa do
1000 ml 0,3 M roztworu azotanu bizmutu w lodo-

65 watym kwasie octowym.
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Jeżeli do otrzymanego roztworu doda się 2000 ml
metanolu wytrąci aię osad. Osad zbiera sir? pi^.e^
odwirowanie i przemywa 3-krotnie za pomocą mie¬
szaniny metanol—kwas octowy 3:1, a następnie
3-ferotnie acetonem, otrzymując 110 g proszku. Pro¬
szek suszy się pod zmniejszonym ciśnieniem i roz¬
puszcza się w 15 objętościaeh destylowanej wody.
Do roztworu dodaje się 1 N roztwór wodorotlenku
sodu, aż do wartości pH 6,5. Po rozcieńczeniu 1,5
objętościami acetonu wytrąca się osad. Osad zbiera
się przez odwirowanie, przemywa 3-krotnie miesza-
nLną ao£'-on : woda 2 :1 i 3-kro^nie acetonem. Koń¬
cowy produkt po osuszeniu pod zmniejszonym ciś¬
nieniem daje 105 g produktu zawierającego 7,8% S
i 17,1% Bi.

Przykład V. Postępując w sposób analogicz¬
ny do opisanego w przykładzie IV otrzymuje się
następujące sole sulfonowanego glikopeptydu:

a) sól magnezową sulfonowanego glikopeptydu.
Analiza: Mg = 5,3 S = 9,l

b) sól wapniową sulfonowanego glikopeptydu.
Analiza: Na = 5,6 S = 8,9

c) sól glinową suflonowanego glikopeptydu.
Analiza: Al = 8,6 S = 8,6

Z a s t r z eżenia patentowe

1. Sposób wytwarzania sulfoglikopeptydów z gli-
kopeptydów ekstrahowanych z mleka lub kazeiny,
znamienny tym, że wytwarza się mieszaninę gliko-
peptydów wyekstrahowanych z mleka lub kazeiny,
aprotycznego, niearomatycznego rozpuszczalnika
mieszającego się z wodą, trzeciorzędowej zasady
o temperaturze wrzenia około 100—250°C, sulfonu-

8

jącego środka, takiego jak kwas siarkowy, oleum,
kwas chlorosulfonowy lub addunkt bezwodnika siar¬
kowego i związku organicznego, utrzymuje począt¬
kową temperaturę kontaktowania wymienionego

5 glikopeptydu i wymienionego środka sulfonujące¬
go od —20°C do +20°C, ogrzewa mieszaninę do
temperatury 60,—90°C i wydziela otrzymany sulfo¬
glikopeptyd.

2. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
io jako aprotyczny rozpuszczalnik stosuje się dwume-

tyiofoiTnamid, dwumetylosulfotlenek, czesciometylo-
fosforamid lub dwumetyloacetarrtid.

3. Sposób według zastrz. 2, znamienny tym, że
jako trzeciorzędową zasadę stosuje się zasadę hete-

15 rocykliczną, taką jak pirydyna", metylopirydyna,
dwumetylopirydyna i chinolina.

4. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
wytworzoną mieszaninę kontaktuje się ze środkiem
sulfonującym w czasie 4—8 godzin.

20 5. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
sulfoglikopeptyd poddaje isię reakcji z wodorotlen.
!:'.sm, takim jak wodorotlenek metalu alkalicznego,
metalu ziem alkalicznych lub amonu, przy czym
przeprowadza się sulfoglikopeptyd w sól metalu al-

2> kalicznego, metalu ziem alkalicznych lub amonową,
którą wytrąca się acetonem.

6. Sposób według zastrz. 5, znamienny tym, że
jako wodorotlenek stosuje się wodorotlenek sodu,
a jako sól sulfoglicylopeptydową wytwarza się sól

30 sodową.
7. Sposób według zastrz. 5, znamienny tym, że

wodny roztwór soli sodowej perkoluje się przez ży-
wiicc katic&iowymienną zawierającą jako kation
metal, taki jak cynk, wapń, bar, stront, miedź, ni-

35 kieł, kobalt, magnez, bizmut, złoto i glin.

PZG Bydg., zam. 2334/77, nakł. 110+20

Cena 10 zł
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