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(54) Zpiisob izolace heparinn

Vynélez se tykd splsobu izolace heparinu
Z upraveného proteolyzdtu hovézich plic tak,
Ze se v proteolyzatu rozpusti chlorid sodny
v mnoZstvi 1 aZ 2 % hmot., nateZ se po pfi-
davku organického rozpousdtédla t8Z8iho neZ
voda, napfiklad chloroformu nebo tetra-
chlorethylenu, smés z¥edi 2- aZ 3-ndsobnym
objemem vody, vySiFi, t8Z81 faze se odd8li
a Ciry roztok se zpracuje na heparin, *

211 803



211 803

{54) Zpiisoh izolace heparinu
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Vynalez se tykd zplsobu izolace hepari-
nu z tekutych proteolyzatdi, pripravengch
enzymatickou degradaci plic, zejména ho-
vézich.

Heparin patfi mezi kyselé mukopolysa-
charidy, které se ve velmi malych mno#-
stvich vyskytuji v tké&nich rfiznych Zivo&is-
nych organf, nap¥ plic, zaludetni nebo
stfevni sliznice atd., @ které maji v orga-
nismu rizné biclogické funkce. Pro svoii
vysokou antikoagulatni a antilipemickou
ufinnost zaujimé heparin, nejzndmeéjsi z uve-
denych mukopolysacharidfi, vyznamné mis-
to v klinické praxi jako cenné légivo. Je zna-
mo, Ze pojem heparin neoznaluje latku jed-
notného sloZeni, kterou lze charakterizovat
presnymi fyzikding-chemickymi konstanta-
mi, ale nehomogenn{ smés vys§ich esterd ky-
seliny sirové, nejvySe vSak tetrasirového
esteru (vztaZeno na zdkladni strukturni
tetrasacharidovou jednotku). Vedle té&chto
vys8ich esteril jsou v heparinu p¥itomny Cés-
teénd i estery niZ8i. Smés t&chto esterli je
potom pod ndzvem heparin pouZivdna v kli-
nické praxi jako kone€nd 1ékova forma, po-
davani nejCastéji parenteralng.

Izolace heparinu v primyslovém méritku
spocfivd ve zpracovani vychozi suroviny, pfe-
vazné hovézich plic, bud enzymatickou de-
gradaci (proteolyzou) tka&n& nebo extrakci
tkdné roztoky anorganickych soli, zejména
chloridu sodného. V priibéhu zpracovdni vy-
chozi suroviny dochézi v riizném stupni k
rozpudténi a suspendovdni privodnich latek
(bilkovin a jejich degrada&nich produktd,
tukd, zbytkl apod.). Tyto balasty svym
mnoZstvim Fadové né&kolikandsobn& pie-
vySuji mno#Zstvi heparinu obsaZeného v
roztoku. Vzhledem k tomu, Ze se v pri-
myslovém méfitku pii vyrob& heparinu
zpracovavajli veliké objemy, pfedstavuje
dokonalé vylifeni jedné nésady znaény tech-
nologicky problém. Ve wé&tS§ing pripadit se
dosud postupuje tak, Ze se vychozl roztok
okysell pod pH 3, za pFitomnosti 10 % i vice
anorganickych soli, obvykle chloridu sod-
ného, ¢im% dochézi k vysrdZeni bilkovin a
jejich degradacnich produkt. Vzhledem k
pFitomnosti vétSstho mnoZstvl elektrolytu
zlistdvd heparin v roztoku. Po odstranéni
srazeniny balastli se potom heparin z &irého
roztoku izoluje zndmymi postupy, at jiZ srd-
Zenim organickymi, s vodou misitelnymi roz-
poustédly nebo organickymi aminky, nebo
novéji srdZenim vysSimi kvartérnimi amo-
niovymi solemi, s nimiZ tvofi ve vod& ne-
rozpustné komplexy (francouzsky pat. spis
¢. 1261 870, americky pat. spis & 3058 884,
¢s. pat. spis £. 118 820].

Nevyhodou popsanych zpisobd i¥eni su-
rovych heparinovych roztoki vyluovdnim
a odstrafiovdnim sraZeniny balastd v kyselé
LOoblasti pH je skutetnost, Ze dochédzi k ztré-
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tam heparinu, zejména jeho vysokotudinné
sloZky, €astefnou adsorpci na sraZeninu ba-
lastl, a toi tehdy, je-i v roztoku pf¥itomna
sl v koncentraci 10 % i vice.

Bylo zji$t8no, Ze k vydlifeni roztokd su-
rového heparinu, ziskanych proteolytickym
St&penim nebo extrakci plicni tkdné&, neni
nutna dprava pH do kyselé oblasti, ale Ze je
naopak vyhodné gifit tyto roztoky v neutral-
nim nebo slab& alkalickém prostfedl, kdy
je heparin, pfitomny v roztoku jako sodné
siil, dokonale rozpus$tén a nedochdzi k jeho
adsorpci nebo jiné vazb® na odstratiované
bilkovinné balasty. Pfidavek chloridu sod-
ného pro udrZeni déinného heparinu v roz-
toku je potom moZno podstatng sniZit, &imZ
se rovn#Z usnadiiuje dalSi zpracovani vy-
¢ifenych roztokil. Takto lze vyéiFit extrakty
nebo proteolyzdty bez nebezpedl ztrit na
heparinu a z vy€ifenych roztok lze poté
izolovat surovy heparin nékterou ze zné-
mych metod nebo novym zplsobem, pouhou
adsorpci na bilkovinny nosié, dodatedn& vy-
srdZzeny z vyCifeného roztoku dpravou pH
do kyselé oblasti.

Na zéklad& nové zjisténych poznatkl byl
vypracovan podle vynédlezu zplisob izolace
heparinu z tekutych proteolyzdtd, pfiprave-
nych enzymatickou degradaci Zivodidnych
plic, zejména hovézich, upravenych na hod-
notu pH 7,0 aZ 8,5 a teplotu 40 aZ 60 °C,
jehoZ podstata spocivd v tom, 7e se ve vy-
chozim upraveném proteolyzatu nejprve roz-
pusti chlorid sodny v mnoZstvi 1 aZz 2 %,
naleZ se po pridavku organického, s vodou
nemisitelného rozpoustédla, t&Z§tho neZ vo-
da, s vyhodou halogenovaného alifatického
uhlovodiku, jako chloroformu nebo tetra-
chlorethylenu, v mnoZstvi 1 a¥ 2% obj.,
vztaZeno na objem vychoztho proteolyzatu,
smés zfedi 2- aZ 3-ndsobnym objemem vody,
vyCiFl za soufasného odd8leni t8Z31 fdze a
Ciry roztok se dale zpracovdva nékterym
ze znamych zpisobfi, nap¥. okyselenim, na
surovy heparin. Zpravidla se &iry roztok
okyseluje na pH 2 aZ 3, s vfhodou na 2,3
aZ 2,6, popfipadé se pridava 0,1 aZ 0,2 %
vy38i kvartérni amoniové soli, potom se vy-
louCend sraZenina odd#l, rozpusti v 10 %
roztoku chloridu sodného s hodnotou pH 8,0
aZ 9,0 pfi teploté 70 aZ 80°C a pridavkem
ethanolu do koncentrace 60 % se vyloudi
ve form& sraZeniny surovy heparin, ktery
se po izolaci Cisti obecn® zndmym zptsobem.

Za uvedenych podminek, tj. pFi dpravé
PH na hodnotu 7,0 aZ 8,5 a pfi nizké kon-
centraci chloridu sodného zlistavd heparin
dokonale v roztoku a Gifeni, tj. odstrafiova-
ni balasth a dispergovanych lipoid& probiha
v pritomnosti organického rozpoudtsdla, ne-
misitelného s vodou a t&Z$tho ne¥ woda
hladce a dokonale, bez ztrat ufinné latky.
P¥i dalSim zpracovani vylifeného roztoku
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je adsorpce heparinu na prirozeny bilkovin-
ny nosi¢, vylouteny okyselenim na pH 2 aZ
3, pom&rng rychld a asi b&hem 1 hodiny
dojde k naadsorbovéni prakticky veskerého
heparinu z roztoku. V této fazi je moZno
k novému postupu pfipojit zndmy zplisob
izolace, ktery spoliva v pfidavku vy3si kvar-
térni amoniové soli k suspenzi heparinu véa-
zaného na bilkovinném nosici, ¢imZ lze z
roztoku izolovat také nizkoG&innou sloZku
heparinu v jedné pracovni operaci. Po. izo-
laci pevné féze odstFed&nim nebo filtraci
se izoluje naadsorbovany heparin jejim roz-
pusténim v alkalickém 10 04 roztoku chlo-
ridu sodného a vysréZenim ethanolem. Ziska-
n4 sraZenina se po izolaci Cistl zndmym
zplisobem, napi: oxidaci manganistanem

z

draselnym a frakcionaci ethanolem, &imZ se
ziskd ve vysokém vytsZku heparin o déin-
nosti pres 100 m. j./mg.

Zplisob podle vynélezu je objasnén déle
v prikladu provedeni:

K 1300 litrim proteolyzatu, ziskaného en-
zymatickym St&penim 800 kg hovézich plic,
se pridd 40 kg chloridu sodného a po jeho
rozpudtsni se pH roztoku upravi na hodno-
tu 7,0 aZ 8,5. Do roztoku se potom za in-
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tenzivniho michéni a p¥i teploté kolem 60 °C
prida 15 litrd tetrachlorethylenu, rozpus-
tsného v 15 litrech ethanolu. Po diikladném
promichéni se roztok z¥edi vodou na objem
4000 litr@l a vygifi se odstfed&nim. Vydifeny
roztok se okyseli kyselinou chlorovodikovou
na pH 2,0 aZz 3,0 s vyhodou 2,3 aZ 2,86 a
s vyloufenou sraZeninocu se michd 1 hodi-
nu. Poté se pridd 1 kg kvartérni amoniové
soli (napf. N—[k-arbeth(o\xy-penta‘decyl] tri-
methylamoniumbromidu) ve form& 10 %
vodného roztoku, &imZ se vysraZzi zbytek
neadsorbovanych nizkoG&inngch heparidil.
Nasledujicim cdstfed&nim se ziskd asi 20 kg
srazeniny, kterd se rozpusti ve 200 litrech
10 % roztoku chloridu sodného pri pH 8
az 9 a pFi teploté 80°C. Po dokonalém roz-
pudténi sraZeniny se 2 roztoku vysrazi su-
rovy heparin pfidavkem ethanolu do kon-
centrace 60 %. Surovy produkt se izoluje
odstreddnim a nékterym ze zndmych po-
stupll zpracuje na Cisty preparat. Ziskd se
150 a¥ 180 g surového heparinu s ddinnosti
80 az 100 m. j./mg a déle asi 2 kg nizkouZin-
nych podilt, které se zpracovavajl dodatec-
nou sulfonaci.

PREDMET VYNALEZU

Zplisob izolace heparinu z tekutych pro-
teolyzath, p¥ipravenych enzymatickou degra-
daci Zivoéisnych plic, zejména hovézich,
upravenych na hodnotu pH 7,0 aZ 8,5 a tep-
lotu 40 aZ 60°C, vyznadujici se tim, Ze se
ve vychozim upraveném proteolyzdtu nej-
prve rozpusti chlorid sodny v mnoZstvi 1
az 2 %, nateZ se po pfidavku organického,
s vodou nemisitelného rozpoust¥dla, t&ZS1-

ho neZ voda, s vyhodou halogenovaného ali-
tatického uhlovodiku, jako chloroformu ne-
bo tetrachlorethylenu, v mnoZstvi 1 aZ 2 %
obj., vztaZeno na objem vychoztho proteoly-
zatu, sm¥s zFedi 2- aZ 3-ndsobnym objemem
vody, vygifi za soutasného oddéleni t&Z81
faze, a Giry roztok se dale zpracovavd, napf.
okyselenim, na surovy heparin.
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