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Suchy, amorfni koncentrdt, ktery si za-
chovéva svojl granulovanou formu, s hmot-
nostnim obsahem susiny v rozmezi od 90
do 95 %, a s velkym specifickym povrchem,
ziskanym tak, Ze se podrobi vodnd suspenze
roziezanych ZivoiSnych tkéni, obsahujicich
heparin, autolyze, priemZ po autolyze se
suspenze podrobi tepelnému zpracovani p¥i
teplot&é 75 aZ 100°C a takto ziskany vysra-
Zeny komplex se oddéli a susi na obsah 90
aZ 95 % hmotnostnich susiny, se podrobi
DIl teploté v rozmezi od 20 do 80 °C konti-
nuédlni nebo preruSované protiproudé ex-
trakci vodnym roztokem chloridu sodného
o koncenraci 1,5 a¥ 12 % hmotnostnich,
ktery se zalkalizuje hydroxidem sodnym na
hodnotu pH v rozmezi od 8 do 12,8.

Pripravi se extrakty o mimo¥fadné& vysoké
koncentraci aktivni slozky, nejméng 120 m.
j/ml, s konstantnim sloZenim a obsahuji-
cimi minimédlni mmnoZstvi Skodlivych sloZek,
prifemZ postup je méné& néro¢ny ma energu,
chemick4 ¢inidla i pracnost.
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Vynalez se tykd zplisobu pfipravy vodnych
extraktll stjlého sloZeni s nizkym obsahem
tukt a dalSich zne&iStujicich sloZek a s vy-
sokym obsahem heparinu, pfifemZ se vy-
chazi z amorfni suroviny obohacené hepa-
rinem, kterd si zachovdva svoji granulova-
nou formu, s obsahem 90 a¥ 95 % hmotnost-
nich sudiny a s wvelkym specifickym
povrchem.

V3eobecnd je zndmo, Ze zpracovavani Zi-
votisnych organfi obsahujicich heparin, je
ndakladny a sloZity postup, pfitemZ je moZ-
no tento postup realizovat jako extrak&ni
postup provadény v nékolika néslednych
stupnich s rozdilnym zamé¥enim. V praxi
neni mozno zplsob extrakce Zivofisnych or-
ganfi oddélit od pFfedb&Zného shromaZdova-
ni a konzervovani Zivo¢isnych orgént obsa-
hujicich heparin, pritemZ tyto fdze vyznam-
nd ovliviiuji provedeni extrakce v pramyslo-
vém méFitku a rovnéZ i dosaZitelny vyté&Zek.

Postupy extrakce heparinu jsou d&asové
narotné, prifemZ jejich reprodukovatelnost
je mnohdy spornd. Z vy3e uvedeného vyply-
va, pro¢ se jak technickd, tak i patentovad
literatura tak intenzivnd zabyvd extrakéni-
mi postupy z hlediska technologické i eko-
nomické ufinnosti vyroby heparinu jako
celku.

Je evidentni, Ze nejdleZit&jSim problé-
mem extrakce je najit zplsob nejiéinnéjsiho
rozpudtdni ohsahu aktivni latky (heparinu)
piitomné v rbiznych typech surovin, které
se zpracovavaji po shroméaZdéni a usklad-
ndni organt, ptitemZ by pfi tomto zphsobu
nedochézelo k poSkozeni a roz3tépeni pii-
tomné aktivni 14tky a tim i ke sniZeni jejiho
obsahu.

Dal$im problémem je izolace konefného
produktu ve farmaceuticky vyhovujici kva-
lit¢ z vodnych roztokfi, obsahujicich hepa-
rin, které byly ziskdny pii extrakci, a to ve
vyhovujicim vytéZzku, pfiemZ bylo pouZito
jen n#&kolika provoznich stupiit.

Pro tento Gfel je nutné, aby v kapalném
extraktu, obsahujicim heparin, bylo p¥itom-
no co mo¥no nejmensi mnoZstvi nedistot,
jako jsou napfiklad heparinoidové pyrogen-
ni barvici polypeptidy, které zt8Zuji €iSténi.
Co moZno nejdfive selektivni rozpousténi
heparinu je nutné z toho divodu, Ze pFitom-
nost ostatnich sloZek, obsaZenych v extraktu,
ziskanému ze Zivofinych orgénd, jako jsou
tuky, pipoidy, proteiny, peptidy a anorga-
nické soli, inhibuji izolaci heparinu, to zna-
mend, e sniZuji moZny vyt&Zek aktivni sloZ-
ky, dale zne&iStuji zarizeni a kone&ny pro-
dukt neni vZdy pln& vydistitelny ode vSech
vedlejSich sloZek.

Uvedené problémy nebyly dosud pfi zpra-
covavani zndmych druhf@t surovin extrake-
nimi postupy na zndmych zafizenich iisp&s-
né& odstranény.

Pokud se tykd dosavadniho stavu techni-
Ky, jsou znadmy t¥i nédsledujici zédkladni po-
stupy extrakce Zivo&isnych orgénfi obsahu-
jicich heparin.

4

Prvni teoreticky vypracovand metoda ex-
trakce byla publikovdna Charlesem a Scot-
tem v ]. Biol. Chem. 102, 425, 1933. Tento
extrakéni postup je charakterizovdn pouZi-
tim hydrolyza¢nich enzymf, pfitomnych v
preZivajicich tkédnich po extrakci orgént,
obsahujicich heparin, rozkrdjenych a pfe-
véZng silnd zmrazenych. Autolyza probihd
po delsi dobu a poté se za telem zkoagu-
lovani extraktu pouZije mirn& alkalického
solného roztoku a smés se vafi. Tyto po-
stupy, pii kterych se pouZivd autolyzy, jsou
popsany v patentech Spojenych statii ame-
rickych & 2571697 a 2797 184. Autolyzu je
moZno kombinovat s daldi extrakci, ¢imZ se
dosahne dalsiho zleSeni tohoto postupu, coZ
je popsdno v patentech Spojenych - stétd
americkych &. 2884358 a 3016 331.

Nevyhody extrakce pomoci autolyzy jsou
popsdny v madarském patentu & 148 776
a v patentu Spojenych statl americkych €.
2 587 924. Nevyhody zji¥téné na zaklad& ex-
perimentdlnich vyzkumd@ je moZno shrnout
do né&kolika bod:

1 kdyZ budeme p#i extrakci predpokladat
rovnovaZny stav mezi extrak&nim roztokem
a extrahovanym ZivodiSnym orgénem, pfesto
vzhledem k vysokému obsahu vlhkosti v ex-
trahovaném Zivo€iSném orgdnu je nutno po-
gitat se znadnou ztrdtou heparinu. Oddg&lent
extrahovaného orgdnu s sebou mnezbytng
nese i odstranéni vlhkosti ze systému, a tu-
diZ i roztoku heparinu. Vzhledem k rozdil-
nému stupni autolyzy média nenastavé rov-
novaZny stav mezi extrahovanym organem
a extrakéni kapalinou v kaZdém stadiu, a
v takovych fazich je ztrdta na heparinu pfi-
rozené vyssi.

Béhem skladovani org4nii pied autolyzou
0 b8hem autolyzy se rovn&Z zvySuje pocet
mikroorganismfl, které pfisobi nepfiznivym
zpisobem na heparin, coZ mé za nésledek,
Ze klesd vytdZnost, pii¢emZ bakteridlni kon-
taminace je neZddoucim jevem i z dalSich -
hledisek, jako je pyrogenita, toxicita a po-
dobné.

Jeden z hlavnych problémd metod, pfi
kterych se pouZivd autolyzy, spodiva ve
shromaZdovéani Zivo&iSnych orgédnd, z &ehoZ
vyplyvd nestejné sloZeni ziskdvaného ex-
traktu. Vzhledem k velkému zpracovivané-
mu objemu je vyznamnym rovndZ poZada-
vek na velikost, resp. uspofddéani zafizeni,
potfebného pro tuto f4zi vyroby. Provedeni
postupu z hlediska pramyslové vyroby je
moZné jen tehdy, jestliZe se zmen3i{ objem
suroviny na takovou miru, aby se mohl zis-
kdvat produkt obsahujici heparin o &istot&
alespoii 1 a¥ 10 %. Vzhledem k variabilit&
sloZeni se kvalita ziskdvaného produktu mé&-
ni a z tohoto dfivodu je obtiZné realizovat
ekonomicky vyhodnou vyrobu.

U druhého typu extrak&nich metod se
obsah aktivni latky ze Zivo&iSnych orgdni
obsahujicich heparin extrahuje pomoci che-
mickych €&inidel, pfifemZ tyto postupy za-
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hrnuji rozpou$téni heparinu nebo heparin-
-proteinového komplexu. Takové'o postupy
jsou napfiklad popsdny v madarskych pa-
tentech &. 148 776 a 149 339, v patentu Vel-
ké Britanie €. 992 201 a v patentech Spojz-
nych statd americkych €. 2 623 001, 3 058 884
a 3 262 854, Extrakce rozpoustédlem mé v3ak
nevyhcdu mimo jiné v tom, Ze obdobné& ja-
ko u autolyzy se musi ze systému oddélovat
zbytky ZivoéiSnych orgdnfi o vysokém ob-
sahu vlbkosti, coZ zplsobuje zna&né ztrity
na heparinu, dosahujici 20 a% 40 %, a to
v zivislosti 113 koncentraci susiny organické
latky v extrakénim zbytku, jak je uvedeno
v plikladu v madarském patentu &. 148 776
ve srovnani s postupem podle patentu Vel-
ké Britdnie €. 992 201. RovnéZ u této meto-
dy je nepfiznivym jevem proménlivé sloZeni
pouZitych ZivoliSnych organd, zphsobujici
obdobné& nerovnomérnost sloZeni ziskaného
extraktu a nejistou reprodukovatelnost v
dalSich fazich vyroby.

Vzhledem k t&mto potiZim se navrhuje na-
pfiklad v patentu Spojenych statli americ-
kych €. 2 623 001 dialyza ve velkém objemu,
po dlouhy d&asovy interval, provedend po
extrakci. Zplisob popsany v patentu Spoje-
nych stdth americkych €. 3 262 854 pouZiva
organického rozpou3tédla jako nutné latky
ve fdzi extrakce, pracujici s velkym obje-
mem.

KdyZ se shrnou postupy v prvnl skuping,
kde se pouZiva autolyzy a ve druhé skuping,
kde se pracuje pouze s extrakci za pomoci
chemickych ¢inidel, je moZno u téchto me-
tod zjistit spoletnou nevyhodu spoéivajici
v tom, Ze b&hem extrakce, jiZ je zpravidla
souproudy proces provadény v jednom ne-
bo ve dvou stupnich podle konzistence su-
rovin vSeobecné aZ dosud pouZivanych, zis-
kané roztoky obsahuji fadu primési a Skod-
livych nefistot. Koncentrace heparinu v
t8chio roztocich je velmi zFedénd a Cini 10
az 20 m. j./ml nebo v priméru 0,01 %. Z
toho vyplyvé, Ze k rozpusténi 1000 miliénid
m. j., to jest 6,5 kg heparinu se extrakce
provadi v objemu 50 000 aZ 100 000 litrd p¥i
minimaln& 20% ztrats na heparinu.

Ve tret! skupingé extrakénich metod se ze
tcelem sniZeni ztrdt na heparinu a vylou-
¢eni nespolehlivosti u autolyzy, Zivolisné
orgéany obsahujici heparin podrobuji bez po-
moci chemickych &inidel intenzivni a dlou-
hodobé proteolyze vedouci aZ k téméF dpl-
nému nebo Udplnému rozpuSténi za pouZiti
enzymu jako je trypsin, extrakt pankreatu,
papain, dodaného dodatetné do uvedeného
systému. Takovéto postupy jsou mapiiklad
popsdny v madarském patentu &. 147 323,
a déale jeSté v patentech Spojenych stath
americkych 2587 924, 2989438 a 3 817 924,
a rovnéZ tak i v patentech Spojenych stath
amarickych &. 2 884 358 a 3016 331, kde se
pouZivd kombinace autolyzy a enzymatické
proteolyzy. .

Pfes nesporné vyhody téinkt takovéhoto
postupu je ekonomickd téinnost této uvede-

né extrakce zavisld na nékladech, spojenych
se spotfebou proteolytického enzymu ne-
zbytného pro jednotlivad specifickd mnoZstvi
Zivot'Snych orgdnd. Napfiklad je moZno
uvést, Zze v jednom z uvedenych postupl je
nutno pfridat 1,5 aZ 3 kilogramy pankreatu
nebo pankreatickych zbytkl ke 2 kilogra-
mim Zivoéidnych orgdnlt obsahujicich he-
parin.

JestliZe se sniZi specifickd mnoZstvi pFi-
divanych enzymi, proteolyza a filtrace se
mime¥Fddné prodlouZi. Podle patentu Spoje-
nych stdt americkych €. 3 817 831 trva pep-
sinovd autolyza 24 hodin, autolyza provadé-
ni s pankreatinem trvd 15 hodin, nafeZ po-
tom se provede hrub4 filtrace a po uplynu-
ti 24 hodin se provede ultrafiltrace. Mimo-
F4ddnou nevyhodou je to, Ze u téchto Casové
dlouhych postupti vzristd riziko bakteridl-
ni kontaminace a déle vzritstad nebezpedi roz-
Stépeni heparinu Gfinkem enzymd pritom-
nych v t&chto postupech, doddvangch zvnéjs-
ku a maruSujicich glukosidové vazby hepa-
rinu nebo jinych Stépicich euzymd.

Vysledkem Gplné mebo téméF uplné pro-
teolyzy je to, Ze se rozpusti sloZky p¥itomné
v Zivo€isnych orgdnech a doprovézejici he-
parin. Jsou to napfiklad slouc¢eniny typu sli-
zovitych polysacharidi, derivaty kyseliny
nukleové, tuky, lipoidy, které vyznamné
vyznamné zhorSuji rychlost a d€innost dal-
giho postupu. Podle pirikladu 3 uvedeného
v patentu Spojenych stath americkych Cislo
3817 831 po ukonteni proteolyzy a hrubé
filtraci .¢ini obsah organické suSiny 10 aZ
35 %, to znamend Ze je t¥ikrat vyS$i pfi ob-
sahu 0,027 % heparinu v odvdd&ném rozto-
ku. Z uvedeného diivodu je vypousténi zpra-
covanych roztokl, zhavenych aktivni latky,
do vefejnych odpadnich tokt problematické
a dochézi pfi ném ke znegi$tovani vod.

Pii postupech pouZivajicich ke zpracovéa-
vani ZivodiSnych orgénd proteolyzy je pro-
duktem zfed&ny roziok o koncenfraci 6,45
m. j./ml, to jest 0,004 aZ 0,03 %. V koncen-
trovangjSich roztocich nemiiZe proteolyza
probihat vzhledem ke zvé&tSujici se substrd-
tové inhibici.

Extrakce Zivo¢idnych orgdnd, to jest roz-
pousténi heparinu v nich obsaZeného, a
ufinné a reprodukovatelné sniZeni objemu
roztokll je nejdeldi a nejsloZitéjsi fazi celé-
ho vyrobniho postupu, zaméFeného na vy-
robu tohoto farmaceuticky pouZitelného
produktu. Extrakce je d&asové nérodnéd a
vzhledem k proteolyze a/nebo vzhledem k
Fadé chemicko-fyzikdlnich postupli se
provadi v nékolika stupnich, protoZe nizkéa
koncentrace aktivni 14tky nezbytn#& s sebou
nese nutnost pouZiti za¥izeni a postupu pra-
cujictho s velkym objemem zpracovavané su-
roviny. Ekonomickd tudinnost chemické ex-
trakce je nepfiznivé ovliviiovdna pouZitymi
chemickymi l4tkami a néaklady na enzymy
pro proteolytickou extrakci. P¥i téchto po-
stupech je reprodukovatelnost nejistd, pro-
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toZe vzhledem k rozdilnému systému shro-
maZdovani a skladovacim metoddm Zivo-
¢i8nych orgdnll se obsah aktivni latky po-
hybuje v Sirokych mezich. Soudasné je dalsi
zpracovavani nepiiznivé ovliviiovdno necis-
totami obsaZenymi v nékolikandsobné wvét-
§im mnoZstvi. :

7 téchto dlvodd bé&Zné praktikované me-
tody shromaZdovani Zivo&isnych organd,
pouZivanych pro vyrobu heparinu, neumoz-
nuji ziskat koneény produkt farmaceuticky
pouZitelné jakosti beze zirdty nebo pouze
s malou ztrdtou na heparinu, vzhledem %k
b&Znému velkoohjemovému skladovani Zi-
vodiSnych orgédni. Extrakéni metody se mu-
sely pfizplsobit jakosti vichoziho materidlu.
Na druhé strand merovnomérnost v jakosti
tohoto materidlu vedla k tomu, Ze se pfi
extrakci musely zavést takové operace, kte-
- ré mely protichGdny u€inek na selektivni
extrakci heparinu a zvySily tak sloZitost
této metody.

Mimoiradné dileZitym technickych dkolem
se tak stalo navrhnout zjednoduSeny ex-
trakéni postup. pro vyrobu heparinu ze Zi-
vo&idnych orgdnd, pfi kterém by byl zkré-
cen vyrobni ¢as tohoto postupu, déle by byl
zvysen ekonomicky uadinek této vyroby a
zlepSila selektivita. Z t&chto dkold se wvy-
chéazelo pii vypracovdvani postupu podle
uvedeného vynélezu.

Podstata zphsobu pripravy vodnych ex-
trakt stdlého sloZeni a s nizkym obsahem
tukfl a dalSich znedistujicich sloZek a s vy-
s0k¥m obsahem heparinu, prinejmensim 120
m. j./ml, pfitemZ se vychdzi ze suchého,
amorfniho koncentrdtu, ktery si zachovava
svoji granulovanou formu, s hmotnostnim
obsahem suliny v rozmezi od 90 do 95 %
a s velkym specifickym povrchem, ziskanym
tak, Ze se podrobi vodnd suspenze rozieza-
nych ZivoéiSnych tkani autolyze, plifemZ
po autolyze se suspenze tepelné zpracuje pfi
teplotd® v rozmezi od 75 do 100°C a takto

ziskany vysrdZeny komplex ohsahujici he- .

parin se odd&li a odd&lena sraZenina se susi
na obsah 90 a% 95 % hmotnostnich su$iny,
podle uvedeného vyndlezu spo&ivd v tom, Ze
se tento suchy granulovany koncentrét, ob-
sahujici heparin, podrobi p¥i teploté v roz-
mez{ od 20 do 80 °C kontinudlni nebo preru-
fované protiproudé extrakci vodnym roz-
tokem chloridu sodného o koncentraci v roz-
mezi od 1,5 do 12 % hmotnostnich, ktery
se zalkalizuje hydroxidem sodnym na hod-
notu pH v rozmezi od 8 do 12,8.

Vyhodu postupu podle uvedeného vynéa-
lezu spoc€ivaji ve strufnosti v tom, Ze je
moZno timto postupem pfipravit extrakty o
mimofadné vysoké koncentraci aktivni sloZ-
ky, nejméng 120 m. j/ml, o konstantnim
sloZeni, které obsahuji minimélni mnoZstvi
Skodlivych znediStujicich sloZek, pricemZ
tato metoda je ve srovndni s dFivEjSimi me-
todami méné ndrofnd na energii, chemicka
¢inidla i na pracnost. Podrobné& bude 0 vy-
hoddch postupu podle vyndlezu ve srovnani

s dosavadnim stavem techniky pojednéno v
dalSim.

Pomdr extrahovaného materidlu a extrakc-
ni kapaliny se ¥idi b&hem protiproudé ex-
trakce podle vyndlezu tak, aby byl ziskdn
extrakt, jehoZ aktivita heparinu je alespoii
150 m. j/ml. Ve vyhodném provedeni se
udrZuje teplota, hodnota pH a koncentrace
chloridu sodného pti provdadéni extrak&nibo
postupu na konstantni drovni. PF¥i vhodném
nastaveni poméru extrakéniho roztoku chlo-
ridu sodného k mnoZstvi suchého hepari-
nového koncentratu, ktery je zpracovdvén
(a ktery v pfipadé& kontinudlni{ protiproudé
extrakce je vyhodné asi 5:1), je moZno
dosdhnout v produkovaném vodném hepa-
rinovém extraktu koncentrace heparinu v
rozmezi od 150 do 300 m. j./ml.

Protiproudy extrakéni postup podle vyné-
lezu je moZno provadét, jak jiZ bylo uvede-
no, kontinudlnim zpGsobem nebo pferusova-
nym zphsobem, pfitemZ ve vyhodném pro-
vedeni je moZno tento postup provadét ve
vibraénim U-extraktoru, rozdéleném do ko-
mor. Tuto extrakci je moZno provadét v je-
diném zafFizeni.

Fyzikalni vlastnosti dosud pouZivanych
vychozich surovin obsahujicich heparin do-
sud znemoZiiovaly pouZiti protiproudé ex-
trakce k vyrobé extraktll s vysokym obsa-
hem heparinu. Podle uvedeného postupu by-
1o zjisténo, Ze pouze pFi protiproudé ex-
trakci suchého granulovaného koncentratu
s hmotnostnim obsahem suSiny v rozmezi
od 90 do 95 % a s velkym specifickym po-
vrchem podle vyndlezu je moZno dosdhnout
velmi G¢inné extrakce, prifemZ se ziskajl
extrakty s vysokym obsahem heparinu, p¥i-
nejmendim 120 m. j./ml. MoZnost extrahovat
heparin protiproudym zphsobem nebyla do-
sud zndma z toho prostého dfivodu, Ze vy-
chozi materidl, obsahujici heparin, tzn. roz-
mélngné tkan& rizné kapalné, polopevné
nebo jiné suroviny, ktery byl pri dosavad-
nich postupech pouZivdn, nemohl byt proti-
proudym zphisobem vilbec zpracovavén.

Postup podle uvedeného vynédlezu je moZ-
no provddét v U-extraktoru, ktery je popsédn
v madarském patentu &. 159 977, ktery kro-
mé pouZiti pro extrakci 1é€ivych rostlin mi-
Ze byt rovndZ velmi Gfinné vyuZit pro po-
stup podle vyndlezu pro pripravu vodnych
extraktl s vysokym -obsahem heparinu.

P#i provadéni zpracovavani v tomto zafi-
zeni se granulovany materidl; obsahujici
heparin, ktery je uren k extrahovéni, stej-
nomérng postfikuje rozpoudtédlem mnebo
roztokem jeSt& predtim, neZ vstupuje do ex-
traktoru za téelem homogenniho zvlh&eni
tohoto materidlu a snadné&jSiho provedeni
extrakce, piitemZ potom nésleduje dalSi po-
stFikovani stejnym nebo jinych rozpousts-
dlem nebo roztokem, prfifemZ mmnoZstvi to-
hoto roztoku nebo rozpoustédla pFevy3uje
absorpéni schopnost tohoto pevného suro-
vého materidlu. Potom se tento pevny podil
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a kapalna faze vedou spoletné do extrakto-
ru, pfi€emZ se vedou ve stejném sméru, ale
rozdilnou rychlosti, pri¢emZ rychlost pevné
faze odpovida pohybu komor tohoto extrak-
toru. Roztok se odvéadi vystupem, pfFifemiZ
zbyvajici pevnd faze se vede do kontaktu
s kapalnou fazi v extraktoru, ktera se po-
hybuje opatnym smérem, a nakonec se vede
protiproudou sekci, ve které rozpouStédlo
postupuje pevnou fazi. Extraktor je vybaven
systémem komor, pfifemZ je zabrdnéno
mozZnosti zpétného miseni vodnych extrak-
td mezi komorami. Soufasn& vibradéni jed-
notky znafné usnadiiuji trvalé udrZovéni
extrakéni rovnovdhy po stanoveny urdity
¢asovy interval. Pri provddéni posiupu v
tomto zafizeni je vyhodné to, Ze jak pomér
extrakCni kapaliny k extrahovanému mate-
rilu, tak i doba extrakce, a rovnéz tak «dél-
ka extrakCni drdhy se mohou vyznamné
zkréatit, resp. zmensSit.

Pri provadéni postupu podle uvedeného
vynélezu se pouZivd heparinem obohacené
amorfni surovina, zachovdavajici si svoji gra-
nulovanou formu ze Zivo&iSnych orgéani, v
suchém stavu, s velkym specifickym povr-
chem, kterd se pFipravi postupem podle pa-
tentu Velké Britanie €. 2 045 272.

Surcvy materidl obsahujici heparin, s obo-
hacenym wobsahem aktivni slozky, o kon-
‘stantnim sioZeni, s nizkym obsahem tukd
a zarodkil mikroorganismd, ktery je sklado-
vatelny beze zmény morfologie a obsahu
ufinné slozky, ziskany ze Zivofidnych orgé-
ntl, ktery se pouZivd jako vychozi materiél
pri postupu podle uvedeného vyndlezu, se
pfipravi ze shromdZdénych ZivefiSnych or-
gant, obsahujicich heparin, které se p¥ipad-
né rozreZou, v kapalném prost¥edi zpracové-
vanim pFi teploté v rozmezi od 10 do 50 °C
po dobu v rozmezi od 0,15 do 15 hodin.
Komplex obsahujici heparin, ktery je neroz-
pustny ve vodé&, se potom oddéli od pPed-
b#Zné zpracované suspenze pri teploté v
rozmezi od 75 do 100 °C, pFicemZ tento kom-
plex se potom pfrevede na snadno filtrova-
telné agregované C¢astice dalSim tepelnym
zpracovanim. Takto wvznikld sraZenina se
0ddéli a izolovany surovy materidl obsahu-
jicl heparin se sudi pfi teploté 100 °C, pfi-
tem? se ziskd predukt s obsahem 90 aZ 95
procent sudiny, ktery ma drobivy charakter.

Vychozim surovym materiilem je ve vy-
hodném provedeni sliznice z prasat, ser6za,
plice z hovéziho dobytka, priCemZ je ale
moZno pouZit i jiné ZivoZidné orgény obsa-
hujicl heparin, jako je napriklad sliznice
tenkého stfeva z hovéziho dobytka, z ovci,
dalsi jiné vnitfnosti a jatra.

V pripadech, kdy se pouZije sliznice, po-
tom neni nutné pouZit roz¥ezdvéani a zi¥edo-
vani vodou.

Ostatni ZivofiSné orgdny se rozirezavajl
na Casti o velikosti v rozmezi od 4 do 6
milimetr(, p¥itemZ se z nich pripravi vodné
suspenze, kterd obsahuje heparin a protein
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v rdzném stupni rozpusténi a rovnéZ ve for-
mé koloidniho roztoku.

Vodnd suspenze se potom upravi na ob-
sah sudiny v rozmezi od 1,5 do 17 %. Zfe-
déni se provadi vodou, ve vyhodném prove-
deni o teploté v rozmezi od 36 do 42°C. Z
tohoto dvodu neni vnéjSi zahfivani p¥i
pfedb&Zném zpracovavani mezbytné nebo se
zahfivani pouZivd pouze v malé mire.

JestliZe se vychézi z b&Zného materidlu
obsahujiciho heparin, potom se ziskané sus-
penze predb&Zné zpracuje pri teploté asi
30 °C po dobu obvykle v rozmezi od 2 do 6
hodin.

Po pFedbéZném zpracovani se vysraZeny
heparin-proteinovy komplex uvede do styku
s pdrou nebo se tepeln& zpracuje po delsi
¢asovy interval, pFriCemZ se hlavni podil
heparinu vdZe na filtrovatelné proteiny.

Toto tepelné zpracovavani se provadi konti-
nudlnim zpisobem pii teploté 85 °C nebo pii
teploté vyS8i po dobu minimdlné 2 minuty
a v pFipadé preruSovaného provedeni toho-
to postupu po «dobu 15 minut nebo jestd dé-
le.

VysrdZenim proteinll se dosdhne vhodné
velikosti aglomerovanych C4stic, coZ je pii-
znivé pro oddélovéni filtraci, pfi¢emZ se
souasné zni¢i Skodlivé zdrodky mikroorga-
nismi. SraZenina s obsahem suSiny v roz-
mezi od 20 do 25 % se izoluje v mechanic-
kém usazovdku, ktery pracuje na principu
gravitagni sily.

Tento mechanicky separdtor méa konti-

-nudlnd se cbnovujici filtraéni povrch, p¥i-

temZ je rovné&Z moZno pouZit kontinuédlnich
nebo diskontinudlnich plochych sit, zakFive-
nych sit, odstfedivek nebo 3nekovych sepa-
rétordl.

Odvedeny filtrat mfiZe obsahovat 5 az 25
procent plivodniho obsahu suSiny a v zévis-
losti na kontrolovaném pfedb&Zném zpraco-
vdvéani je sloZen z proteindl tepein& nedena-
turovatelnych, peptidd, derivatli Xkyseliny
nukleové, tuki, lipoidft a minerdlnich soli.

Izolovany heparinovy koncentrét se susi
v suSicim zalizeni pri teploté 100°C na ob-
sah sudiny v rozmezi od 90 do 95 %, pfi-
temZ se timto zplGsobem ziskd koncentrat
s nizkym cbsahem tuk®@ o velikosti ¢astic v
rozmezi od 0,2 do 1,6 milimetru ve formé
amorfnich ¢astic o velikém povrchu, které
jsou skladovatelné po dlouhy Casovy inter-
val, prifemZ tento materidl je zvlasté vhod-
ny pro extrakci heparinu.

Vyhody postupu podle uvedeného vyné-
lezu ve srovnanis dosud pouZivanymi a zné-
mymi postupy je moZno shrnout nasleduji-
cim zpdsobem.

P¥i souproudé jedno- nebo dvoustupiiové
extrakci, béZné pouZivané pro vyrobu hepa-
rinovych extrakti, jsou nezbytné progra-
move Fizené zmeény teplot, hodnot pH a dédle
je nezbytné najit vhodna extrakéni chemic-
k4 ¢inidla. Protiproudé extrakce podle vy-
nélezu je realizovatelnd v témZe zafizeni
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jednoduchym rozpusdténim vychozi suroviny,
provedenédm v daném systému v optimdlné
vybraném vodném alkalickém médiu, beze
zmé&n provoznich podminek a bez potieby
priddvani rdznych chemickych latek.

PF¥i protiproudé extrakci vznikaji extrak-
ty stdlého sloZeni, prakticky bez obsahu tu-
kh, o pé&ti- aZ desetindsobn& vy38i koncen-
traci aktivni 1d4tky neZ u b&Zn& provadénych
extrakci. Postup podle uvedeného vynélezu
prob&hne b&hem kratkého &asového inter-
valu a s dostadujicim vytéZkem, prifemZ po-
mér heparinu k vedlejSim neZadoucim pfi-
druZenym latkdm je u tohoto postupu mno-
hem piiznivéj8i neZ u b&Zné provadénych
metod.

Protiprouda extrakce neni zavisld na che-
mickych vlastnostech pouZitfch chemickych
latek, ale provadi se pomoci nejvhodnéjsich
a nejméné drahych chemickych latek, které
jsou k dispozici.

PoZadavek ma objemovou kapacitu zafi-
zeni pro protiproudou extrakci ve srovndni
se zaFizenimi pouZivanymi pri b&Zn& zn4-
mych postupech se sniZuje na 1/4 aZ 1/10.
P¥i této protiproudé extrakci se ziskd ex-
irakt o konstantnim sloZeni, obsahujici he-
parin koncentrovany v malém objemu. Ob-
jemovou kapacitu zafizenl je moZno zmen-
§it a zvysit tak stupeil jeji vyuZitelnosti.

V pripadech, kdy je zapotfebi tpiné od-
d&lit heparin ze systému protiproudé ex-
trakce a soufasné zmen$it objem, dostalu-
je pouZiti dopravnich Serpadel a vakuovych
bubnovych filtri, Kontinualni odd&lovani he-
parinu je moZno v tomto pripadé realizovat
piiddvanim kvartérnich amonnych sloude-
nin a roztoku proteinu o zndmych vlastnos-
tech a sloZeni, p¥i¢em¥Z poté se systém oKy-
seli, naceZ se izoluje sraZenina obsahujici
oddéleny heparin.

ZmenSeni objemu znamend vyznamnou
Uspoiru energie, sniZeni pracnosti a uasporu
vydajll na chemické prost¥edky.

Shrnou-li se vyhody postupu podle uve-
deného vyndlezu, je moZno konstatovat, Ze
timto postupem podle vynélezu je moZno pki-
pravit extrakty s mimo¥adn& vysokym ob-
sahem heparinu o stdalém sloZeni kontinual-
ni protiproudou extrakci, s krdtkou provoz-
ni dobou, v malych objemech a na jednodu-
chém zaiizeni. Z t&chto extraktd je moZno
Géinnd izolovat heparin farmaceutické kva-
lity libovolnym béZnym zplisobem.

Pouzije-1i se k provadéni postupu podle
vyndlezu U-extraktor popsany v madarském
patentu €. 159977 a extrakce se provede
pomoci extrakéniho roztoku o teplot& 50 °C,
koncentraci 0,5 aZ 1,0N, a obsahujici mi-
nimang 5 % chloridu sodného, pfifem# do-
ba zdrZeni v extraktoru je 30 minut, potom
je'moZno z koncentratu Zivo¢iSnych crgini,
obsahujicich heparin, dplné vyextrahovat
tuto aktivni latku. Pomé&r suSiny koncentré-

tu ze Zivodisnych orgdnl k extrak&éni kapa-

ling je 1:5.
Koncentrat z organu o velkém specifickém
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povrchu pii kontaktu s vodou mirné nabobt-
nd, ale zachova si sviij granuldrni charak-
ter a vyborné filtra&ni vlastnosti i p¥fi vy-
soké alkalické koncentraci. Vzriist alkalic-
ké koncentrace prakticky skoro neovliviiu-
je mmoZstvi rozpudt&né neheparinové orga-
nické su$iny a mnoZstvi rozpust&nych pro-
teind a peptid@ se rovn&Z neméni. PFi€inou
toho je pravdépodobn8 podstatnd a nevrat-
nd denaturace proteindi, zasahujici hlavni
gast Zivotisného organu urdéeného k extrak-
ci, ke které dochdzi b8hem su3eni.

Postup podle uvedeného vyndlezu bude
v daldim podrobng ilustrovdn v prikladech
provedeni. N&které srovndvaci pfiklady jsou
uvedeny za Ucelem porovnédni vyhod postu-
pu podle vynélezu s dosavadnimi pouZiva-
nymi postupy.

Priklad 1

Postup podle tohoto pfikladu je postupem
srovngvacim. Suchy, granulovany, heparino-
vy koncentrat ziskany postupem podle pa-
tentu Velké Britanie &. 2045272 byl extra-
hovan bé&Znym zplsobem autolyzou v pii-
tomnosti toluenu a za pouZiti roztoku elek-
trolytu.

V tomto provedeni bylo 20 kg granulova-
ného, heparinového koncentrdtu intenzivné
michdno se 100 kg jemné& rozemletych ve-
pFovych tenkych stfev o obsahu 18 % susi-
ny, dale se 450 litry vody a 150 litry 10%
roztoku siranu amonného v duplikdtoru s
michadlem. Po promichéni byla smé&s za-
hiFdta na teplotu 38 °C. Po dosaZeni této tep-
loty byla za stdlého michdni upravena hod-
nota pH pomoci 40% hydroxidu sodného.
Za ndelem zabrén&ni neZddoucich mikrobio-
logickych procesdl byly do systému pfiddny
jest& 3 litry toluenu.

Po pfidani enzyml probshla autolyza bé-
hem 36 hodin, pii¢emZ teplota byla udrZo-
vana na 38 °C a systém se periodicky promi-
chédval. Hodnota pH byla zjiStovdna kaZdych
6 hodin a v piipad& potfeby byla stanovend
hodnota pH udrZovdna pomoci 40% hydro-
xidu sodného.

Po 36hodinové autolyze byla hodnota pH
upravena na 7,3 aZ 7,7 pomoci 18% kyseliny
chlorovodikové a smés byla zahfdata k tep-
lotd varu. Potom byla smé&s udrZovéna za
varu po dobu 10 minut, pFifemZ Cg4stice
udinkem tepla zkocagulovaly a byly odstra-
n&ny pomoci sita. Filtrat byl oddélen od tu-
ku pii teplot& 60 °C. Timto shora uvedenym
postupem bylo ziskdno 638 litrd tmavé hné-
dé zabarvené kapaliny o koncentraci hepa-
rinu 18,1 m. j./ml, odpovidajici 11,5 mili6-
ntm m. j. heparinu. Vyt&Zek srovnany s da-
le uvedenym prikladem 5 byl pouze 76 %.

P¥iklad 2

Postup podle tohoto pfikladu je postupem
srovngvacim. Podle tohoto pfikladu prove-
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deni byl suchy, granulovany, heparinovy
koncentrat uvedenych charakteristik extra-
hovéan postupem uvedenym v pFikladu 1 pa-
tentu Spojenych statd americkych 3 817 831.
Pl tomlo postupu bylo 40 kg granulované-
ho heparinového koncentritu peclivé pro-
michédno se 400 litry vody v duplikdtoru
s michad:em, pfifemZ hodnota pH byla udr-
Zovéna na 2,7 kyselinou chlorovodikovou a
smés bvia zahfdta na teplotu 38 °C. Potom
byl ylidan do uvedené smési pepsin, odpo-
vidajici 10 kg vepifové Zaludedni mukézy, a
hodnota pH byla upravena na ptivodni hod-
notu. Proteolyza probihala po dobu 20 ho-
din za stdlého michdni, priCemZ teplota hy-
la udrZovédna na hodnoté v rozmezi od 37 do
39 °C. '

Po probéhnuti proteolyzy, ktera trvala
20 hodin, byla hodnota pH upravena po-
moci 40% hydroxidu sodného a teplota byla
potom upravena na 37 °C, nafez bylo piida-
no 20 litrdt smésj aktivovaného pankreatu.
Druhd proteolyza probihala po «dobu 10 ho-
din, hodnota pH hyla zjiStovdna kaZdé dvé
hodiny a v plipadg potfeby byla upravovéna
pomoci hydroxidu sodného na hodnotu pH 8.
Teplota byla udrZovdna na 37°C. Po pro-
béhnuti druhé proteolyzy se smés zahtédla
k teplotd varu a potom byla prefiltrovana
pPes sito. Timto zpsobem bylo ziskdno 417
litrtit hnédavého filtrdtu o koncentraci he-
parinu 32,0 m. j./ml, odpovidajici 13,32 mi-
libnu m. j. heparinu. Ve srovnani s déle
uvedenym plikladem 5 €inil vyt€Zek pouze
62,7 %.

Priklad 3

Postup podle tohoto pfikladu je postupem
srovnavacim. Suchy, granulovany heparino-
vy koncentrdt byl zpracovén zplsobem uve-
denym v madarském patentu €. 148 776. Pii
tomto postupu bylo 11,2 kg granulovaného
heparinového koncentratu peélivé promi-
chéano se 195 litry vody v duplikdtoru s mi-
chadlem. Potom bylo priddno 6,5 kg hydro-
xidu sodného a hodnota pH byla upravena
na 10 pomoci 40% hydroxidu sodného. Za
pravidelného michdni byla teplota smési
zvy¥ena pomoci pary na 65°C a za této tep-
loy byla uvedena smés zpracovana peroxi-
dem. K tomuto Géelu bylo 250 mililitra 40%
peroxidu vodiku zfedéno vodou na 4,1 litru,
nadez 1 litr takto zFed&ného roztoku byl
pfimichdn do smési. Zbyvajici 3 litry byly
postupné pridavany do systému pravidelnou
rychlosii b&hem 30 minut, piicemZ byla sta-
le udrZovéna teplota 65°C. Po zpracovauni
smési peroxidem se smés michala po dobu
1 hodiny p#¥i teploté 65°C a potom se piida-
lo 600 grami chloridu amonného, prifemZ
tato smés méla hodnotu pH 8,7. Potom se
smés zahidla prostfednictvim plasié dupli-
katoru aZ k teploté varu a na této teploté
byla udrZovdana po dobu 5 minut, pfi¢em#
potom bylo zahfivdni a michdni zastaveno.
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Smés se béhem 15 minut nechala usadit a
svétle Zlutd, zcela prilisvitnd kapalina nad
zbytky extrahovanych ZivofiSnych organd,
usazenych na dné zafizeni, se dekantovala
pomoci drenédZni vypust®, umisténé na bocéni
sténé zarizeni. Po dekantaci byla smés zbyt-
k@i orgdnt a vodného extraktu, vypliiujici
asi 1/4 zaFizeni, po promichani vylita nsa
sito o velikosti ok 0,8 mm. Objem spojenych
extraktl €inil 168 litrd, koncentrace hepari-
nu byla 32,4 m. j./ml, odpovidajici vytéZku
5,44 miliénu m. j. heparinu. VytéZek ve srov-
ndni s déale uvedenym prikladem 5 byl pou-
yA% 72,4 0/0

Priklad 4

Podle tohoto pFikladu provedeni bylo 5,0
kilogram® suchého, granulovaného hepari-
nového konceutrdtu o kvalité specifikovane
v piikladu 1, rozdéleno na 10 stejnych dild,
plitemZ takto =ziskané 0,5kg podily byly
zpracovany metodou preruSované protiprou-
dé extrakce v péti extrakénich stupnich, pii-
temZ objem extrakénich roztokd byl vZdy
3,2 litru. Extrakéni stupné probihaly néasle-
dujicim zpilisobem.

Prvni podil 0,5 kg suchého, granulované-
ho heparinového koncentratu byl vloZen
do extrakéni nadoby obsahujici 3,2 litru
smési 0,25 N hydroxidu sodného obsahujici-
ho 6 % hmotnostnich chloridu sodného, o
teploté 40 °C. Smés byla michana pri teplo-
t& 40°C po dobu 20 minut. Po 20 minutdch
byl extrakt zfiltrovdn vakuovym zplsobem
na Biichnerové nalevce, pfi¢emZ jako filtrac-
niho prostfedku bylo pouZito kovového sit-
ka s velikosti ok 0,6 mm. Takto ziskany prv-
ni extrakéni filtrat byl jimén, pfiemZ byla
u ného zjiStovana aktivita heparinu.

Podél mokrych Zivoéidnych organt, zachy-
ceny na situse op&t smichal pfi teplotd 40°C
s roztokem 0,25 N hydroxidu sodného obsa-
hujiciho 6 % bhmotnostnich chioridu sodné-
ho o celkovém mnoZstvi 3,2 litru extrakéni-
ho objemu. Druhd extrakce jiZz jedonou ex-
trahovanych orgdn@ probghla jako predtim.
Druhy extrakéni filtrdt jiZ jednou extraho-
vaného podilu suché herarinové suroviny
se smichal s druhym 500gramovym podilem
suchého heparinového koncentratu a ex-
trakéni objem byl doplnén do 3,2 litru po-
moci jiZ uvedeného rozioku. DalSi stupné
byly provadény stejnym zplsobem pleru- .
Sované protiproudé extrakce. Extrakéni ob-
jem byl vidy 3,2 litru a teplota byla 40 °C.

Filtr4t z posledniho extrakéniho stupné
predchozi vsazky granulovaného koncentra-
tu se vZdy pouZije pro exirakci nésledujici
terstvé vsazky suchého granulovaného kon-
centrdtu. Takto ziskany filtrat je v kazdém
stupni odd&lovédn jako &ast konefného ex-
traktu.

Objemy a aktivita heparinu v jednotlivych
ziskanych extrakénich roztocich je uvedena




248011

15

souhrnné v nésledujici tabulce. Pouze u de-
sdtého podilu jsou uvedeny vysledky jed-
notlivych stupiii extrakce, priCemZ u ostat-

Cislo podilu Objem filtratu
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nich podild jsou uvedeny pouze souhrnné
vysledky.

Aktivita heparinu Obsah heparinu

(ml) (m. j./ml) (milién m. j.)
L. 1770 83 0,147
I 1810 118 0,214
111 1790 133 0,238
Iv. 1750 140 0,245
V. 1800 143 0,257
VI 1770 153 0,271
VII. 1800 153 0,275
VIIL 1780 152 0,271
IX. 1815 149 0,270
X./1 - 1790 153 0,274
stupeil _
X./2 1800 52,5 0,095
stupeil .
X./3 1850 16,4 0,030
stupeti
X,/4 1830 5,2 0,009
stupeii
X./5 1780 1,8 0,003
Celkem 2,599

Jak ukazuje tabulka, z 5 kg suchého, gra-
nulovaného heparinového koncentrétu o ob-
sahu 90,4 % su3iny bylo ziskdno 2,599 mi-
libn®t m. j. heparinu za pomoci pé&tistupiio-
vé preruSované protiproudé extrakce. Z hod-
not aktivit heparinu v kaZdém extrak&nim
stupni u 10. podilu je moZuo udé&lat zaver,
Ze tato extrakce prob&hla exhaustivnim zpt-
sobem. Vyt&Zek byl prakticky shodny s vy-
téZkem uvedenym v néasledujicim piikladu
5, to jest 98,3 %.

Piiklad 5

Suchy, granulovany heparinovy koncen-
trat o stejné kvalité jako v prikladu 1 byl
podle tohoto piikladu provedeni extrahovén
protiproudym zplisobem v U-extraktoru uve-
deném v madarském patentu 159 977.

PFi provadéni tohoto postupu byl suchy,
granulovany heparinovy koncentrdt nepte-
trzité privddén do extraktoru Snekovym dév-
kovafem. RozpraSovacimi hlavicemi, umis-
t&nymi nad ddvkovafem byl pfivddén roztok
0,55 N hydroxidu sodného, obsahujici 6 %
hmotnostnich chloridu sodného, o teploté
70°C a o objemu rovnajicimu se dvojnédsob-
ku mmoZstvi privdd&né suroviny. Doba pro-
dleni materidlu ve 3nekovém ddvkovali by-
la 10 minut. Objem extrakéni kapaliny k ob-
jemu nabotnalého materidlu byl 5:1. V dal-
8im postupu byl k nabotnalému materidlu
pridavan roztok 6% chloridu sodného ob-
sahujici 0,1 N hydroxid sodny, pfiemZ toto
zpracovani bylo provedeno protiproud-
né vzhledem k postupu nabotnalého mate-
ridlu vedeného do komor U-extraktoru. Bé-
hem kontinudlni protiproudé extrakce pro-

bihajici v zafizeni byla udrZovédna teplota
50 °C. K usnadné&ni dopravy materidlu bylo
pouZito vibratoru, umist&ného na dné U-ex-
traktoru, pomoci kterého byl aplikovdn na
material rdzovy posun.

Kountinudlng vznikajici objem extrakéni
kapaliny, kterd méla svétle hné&dou barvu

a byla témér prihlednd, byl méfen rotamet-

rem a koncentrace heparinu byla stanovové-
na u vzorklt odebiranych kazdych 30 minut.
Obsah heparinu v kontinudln& vznikaji-
cim extraktu v protiproudém extrakénim
systému byl separovan obvyklym zplsobem,
pouZivanym pFi kontinudlnim postupu, pfi-
temZ sraZenina oddélend na bubnovém filt-
ru byla uréena k dal$imu zpracovénl.
Uvedeny postup byl provadén na zafrizeni

5 kapacitou 10 kg vysuSené suroviny za ho-

dinu, pFiemZ doba prodleni materidlu byla
35 minut. :

Po desetihodinovém provozu mél heparin
aktivitu v primé&ru 252 m. j./ml, vychéazeji-
ce ze vzorku odebraného z 210 litrd extrak-
tu. To pPedstavuje vyt&Zek 52,9 milidnu m.
j., vztaZeno na 100 kg suroviny o obsahu
90,4 % susiny.

P¥i testovani vlhkych zbytk(l granulované-
ho heparinového koncentrétu, odvedenych z
U-extraktoru za Gfelem zjisténi aktivity he-
parinu, bylo shleddno, Ze protiproudd ex-
trakce byla realizovdna s vytéZkem asi 98
procent.

Zbytky extrahovaného granulovaného he-
parinového koncentrdtu je moZno poufZit ja-
ko vynikajiciho krmiva pro zvifata, pFifemZ
tento materidl obsahuje vysokou koncentra-
ci proteind.
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Zplsob pripravy vodnych extraktl stdlé-
ho sloZeni s nizkym obsohem tukd a dal-
Sich  znefiStujicich sloZek a s vysokym
obsahem heparinu, p¥i¢em# se vychéazi ze su-
chého, amorfniho koncentrdtu, ktery si za-
chovdvd svoji granulovanou formu, s hmot-
nostnim obsahem suSiny v rozmezi od 90
do 95 % a s velkym specifickym povrchem,
ziskanym z ZivoliSnych tkani obsahujicich
heparin tak, Ze se podrobi vodnd suspenze
rozfezanych Zivo&idnych tkani autolyze, pii-
CemZ po autolyze se suspenze tepelné zpra-

cuje pii teplotd v rozmezi od 75 do 100°C-

a takto ziskany vysraZeny komplex obsahu-
jici heparin se odd8li a oddélend sraZenina
se su$i na obsah 90 aZ 95 % hmotnostnich
sudiny, vyznatujici se tim, Ze tento suchy
granulovany koncentrat, obsahujici heparin,
se podrobi pri teplot®é v rozmezi od 20 do
80 °C kontinudlni nebo preruSované proti-
proudé extrakci vodnym roztokem chloridu
sodného o koncentraci v rozmezi od 1,5 do
12 % hmotnostnich, ktery se zalkalizuje
hydroxidem sodnym na hodnotu pH v roz-
mezi od 8 do 12,8.
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