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Sposéb wytwarzania nowego typu surowca zawierajqcégo heparyné
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Przedmiotemm wynalazku jest spos6b wytwarza-
nia nowego typu surowca heparyny z narzadoéw
zwierzecych, dzieki czemu uzyskuje sie¢ powazne
udoskonalenie przemyslowego wytwarzania hepa-
Tyny.

Heparyna jest waznym lekiem ze wzgledu na
swoje wilasno§ci przeciwkoagulacyjne. Syntetycz-
ny sposéb jej wytwarzania nie jest opamowany.

Surowcem do jej wytwarzania w skali przemysto-
wej 83 niezmienmie wnarzady zwierzece bogate
w heparyne, np. jelito cienkie §win, bydia, owiec,
pluca. Narzady te, nawet stosunkowo bogate w
heparyne, zawierajac ja w mnadzwyczaj malym
stezeniu, rzedu 10—2—10—3 % wagowych. Wyodreb-
nienie tak malej iloSci skladnika aktywmnego z
ogromnej masy materialu stanowigcego balast sa-
mo w sobie stanowi powaizny problem. Trudnos-
ci te wzrastaja dodatkowo na skutek zmian wila-
snosci substancji towarzyszacych heparynie, za-
chodzacych pod wptywem rozktadu w trakcie ma-
gazynowania i transportu tego suroweca.

“Aby zapewnié ekonomiczng realizacje wytwa-
rzania heparyny w skali przemystowej konieczne
jest wiec nie tylko oczywiste zachowamie calko-
witej ilo$ci heparyny w zgromadzonych narza-
dach zwierzecych do czasu ich przerobu, lecz tak-
Ze wane jest, aby fizyczne, chemiczne i morfolo-
giczne wiasnoSci substancji towarzyszacych, sta-
nowigcych giéowna cze$é tych narzadéw, nie ule-
-gaty zmianom. !
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Jakiekolwiek zmiany wlasno$ci substancji towa-
rzyszacych moga spowodowaé powazne klopoty
podczas przerobu a takie stwarzaé problemy przy
oczyszczaniu w produkcji farmaceutycznej (eks-
trakcja itd.), stawiajac pod znakiem zapytania o-
placalno$é wytwarzania gotowego produktu.

Z powyzszych wzgledow wskazane jest aby juz
na etapie przygotowywania surowca (gromadzenie
i magazynowanie) byly zapewnione odpowiednie
warunki. ’

Wazino$§é zagadnienia gromadzenia i magazyno-
wania surowcoéw zawierajacych heparyne oméwio-
na zostala w nielicznych tylko opisach patento-
wych, np. w wegierskich opisach patentowych nr.
1483776 i nr. 149329 oraz w opisie patentowym
St. Zjedn. nr 2587924, lecz i one poruszaja to za-
gadnienie mimochodem. Waznoéé odpowiedniego
traktowania tego surowca juz w etapie jego gro-
madzenia i magazynowania widoczna jest z po-
mizszych ogbélnie znanych faktéow:

Zywe narzady bedace w stanie réwnowagi fi-
zjologicznej zawieraja heparyme w réinych posta-
ciach, gléwnié w postaci zwigzanej z ré6znymi biat-
kami. Po uboju zwierzat® ré6wnowaga w ich na-
rzadach i tkankach zostaje naruszona i natych-
miast rozpoczyna sie autoliza, przede wszystkim
dzialanie enzymoéw proteolitycznych zywych tka-
nek, powodujac niekontrolowany rozpad substan-
cji towarzyszacych (stanowigcych balast), a ecza- -
sami i rozpad skladnika aktywnego.
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Z drugiej strony podczas gromadzenia i maga-
zynowania narzgdéw zwierzecych, zwykle w wa-
runkach niesterylnych, nastepuje zanieczyszczenie
drobnoustrojami, w wyniku  ktérego uwolnione zo-
stajag enzymy powodujace rozpad biatka i sktadni-
ka aktywmego. Efekt tego J\est taki sam jak w po-
przednim przypadku.

Opis patentowy St. Z\Jedm. nr 2884358 (kol. 1,
w 51 do 53) wymienia nieprzyjemny zapach po-
wstajacy w trakcie magazynowania narzadoéw
zwierzecych, zmiane barwy zachodzaca nawet W
produkcie konicowym, nastepowanie .rozkiadu ter-
micznego i obnizenie ekstrakcji.

Ogoélnie przyjely sie trzy sposoby gromadzenia i
magazynowania narzadéw zawierajacych heparyme:

1). magazynowanie narmzgdéw w stanie natural-
nym szybko i gleboko zamrozonych,

2) magazynowanie narzgdéw po denaturacji
cieplnej (gdzie denaturacje poprzedza zwykle mie-
lenie z doprowadzaniem wody), oraz

3) konserwowamnie narzadéw zmielonych i roz-
cienczonych wodg (w przypadku §luzéwki bez mie-
lenia, lecz po czeSciowym usunieciu wody z zawie-
siny otrzymamej w wyniku plukania jelit) za po-
mocg chemikalii, zwykle rézmych soli nieorganicz-
nych.

Wada sposobéw wymienionych pod (1) i (2) jest
to, ze wymagajg. one duzych .nakladéw energe-
tycznych,. inwestycyjnych i pracy. Aby szybko u-
zyskaé temperature —18°C i utrzymywaé ja pod-
czas magazynowania i transportu, dopéki nie roz-
pocznie sie przerdb, komieczne jest wlozenie wy-
sokich nakladéw energii i inwestycji (musi byé
zapewniony bezpiecznie dziatajgcy cigg chlodni-
czy). Naklady pracy wigza sie z operowaniem su-
rowcem o bardzo duzej zawartosci”wody (77—85%0),
pakowaniem, fransportem i przygotowaniem do
przerobu (mielenie w stanie zamrozonym.).

Trzeci spos6b, czyli konserwowanie chemikalia-
mi, jest niewatpliwie mniej energochlonny niz dwa
poprzedme lecz na skutek duzej zawartoSci wody
w zgromadzonym Surowcu (86—90%) wrzrasta bar-
dzo powaznie jego objetosé i zwigzane z tymn ko-
szty. Uzycie chemikalii do konserwacji powoduje
szybsza korozje przenoénika i urzadzen magazy-
nowych, a konserwacja tych urzadzen, znajduja-
cych sie stale w ujemnych temperaturach, jest
‘klopotliwa i koszbowma.

Aby obnizyé_ kdszty transportu i magazynowania
duzych objeto$ci rozcienczonych roztwordéw (np. o-
trezymanych z plukania jelit), tylko cze$é tego su-
rowca zostajg wykorzystana (zawierajaca stosun-
‘kowo duzo suchej masy). Aby to zréwnowazyé,
instaluje sie umzadzenia do gromadzenia tego su-
rowca w wielu rzeZniach.

Wada wszystkich .trzech wymienionych sposo-
béw jest fakt, ze w czasie gromadzemia i maga-
zynowania surowca mozna uzyskaé warunki tylko
.zblizone do bakteriostatycznych, w ktérych tylko
cze$ciowo albo w ogble nie zostaje wylgczone dzia-
lanie enzyméw. ‘

Jakikolwiek blad technologiczny (np. okresowa
przerwa w ciggu chlodniczym, wyasza wyjsciowa
liczba bakterii, zanieczyszczenie itp) moze spowo-
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dowaé utrate warunkéw prawie bakteriostatycz-
nych, wzmozone i niekontrolowane dzialanie en-
zyméw, prowadzace do znacznego zmniejszenia
skiadnika aktywnego i zmiany skladu sruu:owca:, a
to oznacza klopoty przerobowe i technologiczne.

Kiopoly zwigzane ze zmiang skladu (w wymiku
rozpadu) wzrastaja na skutek duzej zawartodci na-
turalnego ttuszczu w narzgdach zwierzecych.

Wady dotychezasowych sposob6w gromadzenia
surowca mozna by usungé stosujac takie rozwig-
zanie, w ktérym $wieze narzady poddawano by
przerobowi w sposob ciagly, w miejscu powsta-
wania tego surowca, do heparyny lub pétprodukiu
latwego w magazynowaniu. Roéwnie zadowalajgcym
rozwigzaniem byloby niezwloczne suszenie $wie-
zych narzadéw (odwodnienie rozpuszezalnikiem i
suszenie przez wymrazanie lub rozpylanie), maga-
zynowanie tak ofrzymanego stabilnego pélproduk-
tu w postaci proszku i poddanie go przerobowi
w dogodnym -czasie.

Jednakze takie rozwigqzania mozliwe sg tylko
w warunkach laboratoryjnych ze wzgledéw ekono-
micznych (wysoki koszt zwigzany z uzyciem roz-
puszezalnika lub wysokie koszty inwestycyjne i
eksploatacyjne, por. Methods of Biochemical Amal.
24, 244 (1977), ibid., 7, 269; Methods of Carbon.
Chem., 7, 90 (1976).

W oparciu o powyzsze mozna stwierdzié, ze pier-
wszy etap wytwarzania heparyny w skali prze-
mystowej, obejmujacy gromadzenie narzgdéw za-
wierajgcych heparyne i magazynowanie ich przed
wlasciwym przerobem, nie jest rozwigzany opty-
malnie, poniewaz sklad tego surowca i zawar-
to$é w nim skladnika aktywnego mmema]a sie w
szerokim zakresie.

Dotychczasowe znane sposoby wytwarzania he-
paryny w skali przemyslowej polegaja na stoso-
waniu takich technologii ekstrahowania skladnika
aktywnego, ktére dawaly by mozliwoéé efektyw-
nego przerobu narzadéw o najbardziej typowej,
Sredniej jako$ci. Pomiewaz jednak jako$é stosowa-
nych narzadéw jest zmienna, nie moze byé mo-
wy o optymalnym wykorzystaniu tych sposob6ow.

Celem wynalazku jest ,umozliwienie wytwarza-
nia heparyny z nowego typu surowca, w skali
przemystowej i systemem cigglym, z optymalnym
wykorzystaniem tego surowca, z wsunieciem sklad-
nikéw zbednych zawartych w organach zwierze-
cych (takich jak tiuszcz, sole nieorgamiczne, po-
lipeptydy, nukleotydy itp).

Dzieki temu uzyskuje sie surowiec o niespo-
tykanym dotychczas nagromadzeniu skladnika ak-
tywnego. Poza tym tak otrzymany surowiec po-
siada staly sklad pod wzgledem chemicznym, fi-
zycznym i morfologicznym. Przechowywany w wa-
runkach pokojowych zachowuje staly sklad przez
czas nieograniczenie diugi, bez potrzeby specjal-
nych warunkéw, w tym réwniez liczbe drobno-
ustrojow, ktéra jest bardzo mala w stosowanych
warunkach.

Z tego nowego surowca mozna wytwarzaé pro-
dukt koficowy — heparyne do celéw leczmi-
czych — ‘dowolna zmang metoda ekstrakcyijna.
Przy tym, dzieki temu, Zze uzyty do tego suro-

~.
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wiec posiada staly sklad, w tym duzg zawartosé

heparyny, malg iloéé1 substancji towarzyszacych i
niewielky ilo§¢ tlusaczu, produkcje mozna zopty-
malizowaé w znacznie wyZszym- stopniu. Nowy
surowiec heparyny jest w postaci ziarna .0 okre-
$lonej wielkoéci i znaczmej powierzchmi, jest bez-
postaciowy i odporny mawet na wilgoé; wszystko
-to stwarza nowe dodatkowe korzyéci w procesie
. wytwarzania heparyny na skale przemyslows,
zwlaszcza w etapie ekstrakeji (mozliwoéé - stoso-
wania ekstrakcji przeciwpradowej).

Wedlhug wynalazku, sposéb wytwarzania surow-
ca heparyny, wzbogaconego w ten skladnik akty-
wny, posiadajacego staly sklad, niska zawarto§é
tluszezu, maly liczbe drobnoustrojéw, nie zmienia-
jacego morfologii ani zawarto$ci skladnika aktyw-
nego podczas magazynowania, poprzez gromadze-
. nie narzadéw zwierzecych i ich obrébke, polega
na tym, ze narzady zwierzece zgwierajace hepary-
ne, w razie potrzeby po. ich rozdrobnieniu, podda-
je sie obrdbce wstgpnej polegajacej na ogrzewa-
niu w $rodowisku wodnym' w temperaturze w za-
A kresie 10—60°C przez 0,15—15 godzin, nastepnie z
tak wstepnie - obrobionej zawiesiny straca sie w
temperaturze 75—100°C nierompuszczalny w wodzie
kompleks heparyny z biakkiem, ktéry poddaje sie
agregacji przez dalsze ogrzewanie w tej tempera-
turze, oddziela klaczkowaty osad i suszy korzy-
stnie w temperaturze ponizej 100°C do uzyskania
ziarnistego produktu zawierajacego 90—95% su-

chej’ substancji.

Wyjsciowym surowcem w sposobie wedlug wy-
‘malazku jest korzystnie jelito cienkie, $§luzéwka,
btona surowicza $wini, piuca bydlece, lecz mozma
stosowaé i inne dowolne narzgdy zawierajace he-
paryme, takie jak jelito cienkie bydla lub owiec,
§ledziona ‘bydleca, inne trzewia takie jak watroba
itp. :

Gdy stosuje sie $luzéwke zbedne jest ‘rozdrab-
nianie i rozcieficzanie woda. Inne narzady zwie-
rzece tnie sie na kawalki 4—6 mm i przygotowu-
je si¢ z nich zawiesing wodna, w ktérej biatko
i heparyna wystepuja czeSciowo w postaci roz-
puszczonej i czeSciowo w postaci koloidalnej. Za-
wiesine przygotowuje sie o zawartofei '1,5—17%
suchej masy. Do rozcienczania zawiesiny stosuje
sie wode korzystnie o temperaturze 36—42°C, dzie-
ki czemu nie jest konieczne doprowadzanie ciepla
z zewngtrz lub tylko w niewdelkim stopniu, pod-
czas obrébki tej zawiesiny.

Tak otrzymana zawiesine, z typowego surowca
zawierajaoego heparyne obrabia sie wstepnie ko-
rzystnie w temperaturze 30—50°C, na ogél przez
4 do 6 godzin. Po tej wstepnej obrébce przepro-
wadza sie stracanie kompleksu heparyny z bial-
kiem przez bezpodrednie przepuszczanie pary wod-

nej lub ogrzewamie w -ciggu dluiszego czasu, gdy .

“gléwna cze§é zawartej heparyny jest w postaci
zwigzanej z bialkiem dajacym si¢ odsgczyé.

W systemie cigglym i okresowym wstepnie obro-
biong zawiesing, ogrzang do temperatury 75—
. 100°C, utrzymuje w tej temperaturze przez 12—
15 minut. Po gtraceniu biatka olrzymuje sie wiel-
ko$é ziarna korzysing ze wzgledu na oddzielenie

10

s .
przez saczemie. W tym czasie nastepuje réwmiez
zniszczenie zloliwych drobmoustrojéw. Osad, od-
dzielony w separatorze mechanicznym opartym na
dzialaniu sity ciedkosci, zawiera od okoto 25%0
suchej masy.

W separatorze takim w zamknietym ukladzie
winno sie¢ regenerowaé powierzchmie filtra w spo-
s6b ciggly. Mozna jednak stosowaé i filtry okre-
sowe plaskie, filtry lukowe, wiréwki. lub separa-
tory ogrzewane. Oddzielony przesacz odprowadza
sie do kamalu. Przesacz ten moze zawieraé 5—35%
wyideiowej suchej masy i jesli wstepna obrébka
byla wlasciwie przeprowadzona, zawiera niepod-
legajace denaturacji cieplnej bialtko, peptydy, po-
chodne kwaséw nukleinowych, tluszcze, lipidy, so-
le mineralne. Oddzielony osad stanowiacy kon-
cenfrat heparyny suszy sie, korzystnie w tempe-
raturze pomizej 100°C, do uzyskania zawartodci
90—95% suchej masy.

Tak otrzymany koncentrat pozbawiony tluszezu
posiada bezpostaciowe czastki o ziarmie, gléwnmie
w zakresie 0,2—1,6 mm, o duzej powierzchni, kt6-
re mozna przechowywaé przez diugi okres czasu.
Koncentrat ten nadaje si¢ zwlaszcza do otrzymy-
wania heparyny metoda ekstrakcji w przeciw pra-
dzie, zar6wmo okresowym jak i cigglym.

Stwierdzono, a takze do$wiadczalnie zilustrowa-
no to w przykladzie I, ze wéréd sktadnikéw bial-
kowych w $wiezych narzadach -zawierajgcych he-
paryne wystepuja w duzym nadmiarze, w sto-
sunku do heparyny obecnej w tych narzadach w
spos6b naturalny, takie bialka, kiére s3 zdolne
wigzaé rozpuszczomg heparyne i kompleksy hepa-
ryny z bialkiem w takl spos6b, e moéna je wy-
odrebni¢ z tego romtworu po typowej nieodwra-
calnej denaturacji cieplnej. Ilo§é tych bialek zdol-
nych do wigzania heparyny maleje z postepem
autolizy (rozklad), na skutek rozpadu tych bialek
ma frakcje polipeptydowe, ktére nie ulegaja de-
naturacji pod wplywem ciepla, a wiec nie nada-
ja sie do takiego wigzania heparymy.

Poza tym stwierdzono, co zostalo réwmiez zilu-
strowane 4 przykladzie II, Ze stosujac kontrolo-
wang krotka autolize, w narzadach zwierzecych
zmniejsza sie zawarbto§é zaréwno bialek zdolnych
wigzaé - heparyne jak' i innych bialek przez ich
rozpad na fragmenty nie ulegajgce denaturacji
pod dzialaniem ciepla. Dzigki temu uzyskuje gie
surowiec podstawowy bogatszy w heparyne w po-
réwnaniu z naturalnym wyjécwwym surowcem po
denaturacji cieplnej.

Wyniki przeprowadzonych do$wiadczefi okazaty
sie zadziwiajace i mieoczekiwane, zgodnie z ktéry-
mi szybkoé§é rozpadu biatek zdolnych wigzaé hepa-
ryne jest wyraZnie mniejsza niz bialek nie wy-
kazujgcych tej zdolnoSci, poza tym, Ze podczas
autolizy mozliwe jest r6wniez pozbywanie sie¢ w
przesgczu nukleotydéw, nukleozydéw itd. czyli-
sktadnikéw towarzyszacych ktbre _przeszkadza:q
w produkchl

‘W rezultacie tych stwierdzen i ich wykoa'zysta-
nia otrzymuje sie surowiec zawierajacy 20—25%
suchej masyp wzbogacony w skladnik aktywny, to
jest w heparyne, praktycaznie bez jej strat. Su-
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7.
rowiec ten w poréwmnaniu z surowcem naturalnym
zawiera o 5—35% w preeliczeniu o suchg ma-
s¢, mniej skladnikéw' towarzyszacych przeszkadza-
jacyeh w .péfniejszej ekstrakeji heparyny.

Stwierdzono réwniez, Zze nowy surowiec¢ hepary-
ny jest mmiej wra2liwy na cleplo niz sama hepa-
ryna. Pozwala to na wyeliminowanie kosztownych
i gkomplikowanych metod suszenia, takich jak
liofilizaeja, suszemie rozpylowe czy odwadnianie
przy- uzyciu rozpuszczaltikéw, gdyz zwigzanie he-
paryny z bialkiem w narzadaie zwierzecym ma ta-
kie dzlalanfe ochronme na heparyne, Ze umodliwia
utrzymywanie tego narzadu powyze] 100°C nawet
przez killkka godzin.

Korzysci ptyngce z zastosowania sposobu wediug
wynalazku mogna przedstawié w nastepujacych
punktach:

1. Otrzymuje sle¢ koncentrat heparyny o zawar-
to$ci 90—95% suchej masy, ktéry mozma przez diu-
gl czas magazynowaé w temperaturze pokojowej
bez obawy zmiany zawarbto$ci skladnika aktywmne-
go czy zmiamy skladu.

2. Z produktu tego mozliwa jest ekstrakcja he-
'paryny z optymalng wydajnoécia przy przelicza-
niu na jeden narzad.

3. Wymagane operacje podczas plmembu prze-
prowadza sie w urzadzemiach zajmujacych mala
przestrzefi, ‘o niskich nakladach energetycznych %
inwestycyjnych.

4. Koncentrat heparyny posiada maly liczbe dro-
bnoustrojéow, maly ilo§é lipidow 1 tluszczu.

5. Nowy typ surowca posiada najkorzystniejsza
postaé i wielloo$é ziarna jeéli idzie o dalszy jego
przer6b, heparyna oddzielona w wyniku dziatania
ciepla, zwigzana z rodzimym biatkiem jest mo-
bilna, to znaczy moima ja pomownié rozpuscié.

6. Staly sklad koncentratu daje moiliwoé¢ upra-
szczania i optymalizacji technologii wybtwarzania
heparyny. ]

7. Transport nowego surowca nawet do odle-
glych miejsc jest ekonomiczny.

‘8. Naklady pracy w produkejl ciaglej sa niskie.
" Korzystne wykonanie sposobu wedlug wynalazku
polega .na rozdrobmieniu narzadu zwierzecego (je-
§li. takie rozdrobmienie jest wskazane lub komiecz-
ne) w przemystowym urzadzeniu do mielenia mie-
sa_na czastki wielkodéci 4—8 mm., rozcienczeniu
wodg w ‘temp. 18—50°C do uzyskania stezenia
1,5—17%6. Tak ofrzymang zawiesine wodng prze-
pompowuje sie do urzadzenia stuzacego do prze-
prowadzania wstgpnej autolizy, w ktérym jest u-
trzymywany przez 2—8 godzin w temp. 30—50°C.
Po tej wste;me: ob:rbbce zawtiesing poddaje sie
dziataniu ciepla. f

Do tego celu stosuje sle wiryskiwacz lpa.ry wod-

'“nej. Nastepnie zawiesing przepuszcza sig systemem
ciagglym przez .sekcje izolowanych rur z malg
szybkodcia przez 2 do 6 minut, ofrzymujace osad
zawierajacy heparyne, ktéry ma postaé zlaren la-
twych do odsgczemia. Srodowisko wodne, zawie-
rajace wylaczanie skladniki zbedne, jest usuwa-
ne pod dziataniem sity ciezkoscl, np. przez sifia
I-otrzymuje surowiec zawierajacy co ®ajmniej 23%
suchej masy: Odsgczanie przeprowadza: sie w- urzg-
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dzeniu opisanym w wegxminm opisie zgloszenio-
wym nr RI-705.

W urzgdzeniu tym zachodzi ciagla regeneracja
powierzchni filtra, dzieki czemu uzyskuje sie le-
pszg efektywnoéé niz w systemie okresowym.

Oddzielony - surowiec mozna magazynowaé bez
chlodzenia i zamragania, je§li suszy sie go w spo-
s6b ciggly w urzadzeniu o wysokiej efelatywnosci
suszenia, opisamym w cytowanym wegierskim opi-
sie zgloszemiowym, z taka szybkoécia z jaka jest
dostanczany. Podczas suszenia temperature powie-
trza i pary, a takie wilgotnego powietrza opusz-
czajgcego urzgdzenie, reguluje sie w taki sposéb,
aby w clagu stosunkowo krétkiego czasu otrzy-
mywaé produkt o ziarnie 0,2—1,6 mm zawierajacy
okolo 92°/0 suchej masy, przy temperaturze powie-
trza na‘ wlocle 80—180°C a na wylocie 50—110°C.

Otrzymany koncentrat pozbawiony jest enzyméw,
posiada. staly sklad,- mala liczbe drobnoustrojéow,
nie zawiera thuszczéw, zachowuje niezmienny sklad
przez diugi okres czasu, jego mala liczba drobno-
ustrojéw sprawia, ze nie nastepuje ich nammaza-
nie, jest ekonomiczny pod wzgledem magazynowa-
nia 1 transportu. Zawarto§é heparyny w koncen- -
tracie jest rééma w zaleznosci od zawartodei hepa-
ryny w wyjsciowym narzadzie zwierzecym. Wy-
chodzac ze Sluzéwki Swif, uzyskuje sie produkt
0,15 kg/M0’NE skladnikka aktywnego o znacznie
mniejszej ilo§ci materialu balastowego w poréw-
naniu z innymi podstawowymi surowcami hépary-
ny.

Z tego koncentratu heparyne przeprowadza sie
w roztwér wodny, dowolng zmang metods ekstrak-
cyjng, w znacznie korzystniejezych warunkach niz
to ma miejsce z podstawowym surowcem  stoso-
wanym dotychcezas. Powyzszy sposéb moina tak-
Ze prowadzi¢ systemem okmesowym nie tracac
podstawowych korzysci.

Wynambe-k ilustrujg nizej plzy'coczome przykla-
dy.

Przyklad I. W przykladzie tym wykazano,
Ze zawarto$é biatek zdolnych wigzaé heparyne w
$wiezym narzgdzie zwierzecym jest wieksza od za-
warto$ci heparyny. -

1 kg $wiezej Sluzéwki z jelita cienkiego Swin,
o zawarto$ci suche] masy 16,0 wagowych, roz-
cieficzomo 1,0 litrem wody. W wodzie tej uprzed-
mio rozpuszczono Sproszkowang czysta heparyne
w takiej iloSci, aby jej stezenie wymosilo 82 NE/ml
(NE — jednostka miedzynarodowa). Zawiesine o~
grzewano do 85°C podczas mieszania a nastepnie,’
po 5 mmutawynm odstaniu, produkt zdenaturowa-
ny dziataniem ciepla odsaczono na sicie.

Z pobranej prébki z 1380 ml przesgezu wyliczo-
no, ze stezemie heparyny wymosilo 1,4 NE/m], to
znaczy, ze okolo 80000 NE z 82000 NE heparyny

~wprowadzonych do zawiesiny zwigzalo sie ze zde-

naturowanym narzadem zwierzecym.

Jed)i taka Swieta Sluzéwke z jelita cienkiego
$win (1 kg) utrzymuje sle w warunkach pokojo-
wych przez péiora dnia;, rozcieficzy 1 litrem wo-

" dy zawlierajacej 41 'NE/ml heparyny, a na koniee

przeprowadzi dematuracje cieplng w 86°C, steze-
nie heparyny w "przesaczu 1440 ml wyhosi- 2,1
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NE/m], co oznacza, %e zdolno§é zdenaturowanego
narzgdu do zwigzania heparyny na skutek autoli-
zy w clagu 15 dnia zmalala do 38000 NE.

Przyktad II. Wykazano w tym przykladzie,
ze przez usuniecie substancji balastowych z na-
rzadébw zwlierzecych ofrzymuje sig surowiec o nie-
spotykanym dotgd nagromadzemiu heparyny, bez
jej strat, pod warunkiem,  ze szybko§é rozpadu
czeéci skladowych obojetnych ze wzgledu na
wigzanie heparyny w czasie wstgpnej autolizy jest
mniejsza hiz szyhlko$é rozpadu bialek zdolnych
‘wigzaé heparyne.

Trzy préby, kazda po 2 kg swieZego jelita cien-
kiego $wifi, zawlerajgcego 17,3% wagowych su-
chej masy, rozclehczono 3 litrami wody. Tempe-
ratura obrébki wynosita 29,5°C. Pierwszg pr6be
poddano obrébce bez autolizy, drugg po sze$ciu
godzinach autolizy a trzecia po 18 godzinach au-
tolizy. Obré6bka polegala na ogrzewaniu zawiesiny
marzadu do 93°C podczas mieszania, odstawieniu
ma 5 minut i odsaczeniu. Oznaczono wage i za-
warto§é suchej masy zdenaturowanego narzadu za-
trzymanego na sicie, a takze objetosé odrzucone-
go przesaczu, zawarta w mim sucha mase i ste-
zenie heparyny.

Z 2 kg SwieZzego jelita ciemkiego §w1ﬁ nie pod-
danego autolizie otrzymano 1,37 kg zdenaturowa-
nego -narzgdu o -zawartoSci 22,8% suchej masy;
objetoéé przesaczu wymosita 3670 ml, zawartosé su-
chej masy 0,82% wag. steZenie heparyny poniZej
1,25NE/ml. )

Po 6-godzinnej autolizie waga zdenaturowanego
narzadu wynosila 1,18 kg przy zawartodci suchej
masy 23,2%; objeto$é przesgczu 3780 ml, zawart.
suchej masy 1,72%, stezenie heparyny 1,25 NE/ml.
Zé $luzéowki 2 kg Swiezego jelita cienkiego $wif,
po 18 godzinach autolizy, otrzymano 0,99 kg zde-
naturowanego narzgdu z zawarto$cig suchej masy
24,1%; objetodé przesgczu wymosita 3980 ml, za-
wartoé§é suchej masy 2,43%, stezemnie heparyny po-
nizej 1,25 NE/ml

'Poniewaz podczas obrébki nie bylo strat hepa-
ryny, jej zawartoéé w wyjsciowym narzadzie wy-
nosila 118000 NE i po kolejnych obréblkcach jej
zawarto§é odpowiednio wazrastala. Wyniki przed-
stawia tablica 1.

Przyklad III. Wykazano w tym przykladzie,
ze po dematuracji §luzéwki z jelita cienkiego $win
w systemie cigglym suszy sie ja bez strat.

Zgromadzono w stanie zhomogenizowanym 260
kg wilgotnej Sluzéwki z jelita cienkiego &win, o
zawartosci 6,4% suchej masy, pochodzacej z urzg-
dzenia do plukania jelit. Pobramo z tej iloéci 10
kg do dalszych badan (préba A), a reszte przez
krétki czas ogrzewamo do 85°C, podczas miesza-
nia, w urzgdzeniu odpowiednim do bezpoéredniego
wprowadzania pary wodnej.

Podczas zblizania sie do temp. 85°C mieszanie
zwalniano a po osiggnieciu tej temperatury przer-
wano je | pozostawiono na czas 15 minut, po kt6-
rym proces denaturacji byl zakonczony. Skoagulo-
wany produkt przeniesiono na metalowe sita o
oczkach 1,2 mm i odsgczono 2Z6itawe ziarma za-
wierajace heparyne. Produkt ten pozostawiono na
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1 godzine i sporadycaznie mieszano w celu przy-
$pieszenia suszenia. Otrzymano 62 kg skoagulowa-
nego produktu zawierajgcego stosunkowo mniej
tluszczu niz w surowcu wyjsciowym, jakkolwiek
czg$é tego tlusmczu zostala zatrzymana na duzej
powierzchni ziaren podczas saczenia. Zawartoéé
suchej masy w tym produkcie wynosila 23,4%.
W przesaczu stwierdzono zawarto$§é heparyny po-
nizej 0,9 NE/ml a suchej masy 0,88%. Pod wzgle-
dem skladu przesgcz tem zawierat tluszez, nie-
rozpuszczalne i roapuszezalne biakko, troche pep-
tydoéw i polipeptydéw, sole nieorgamiczne i inne
balastowe skladmiki.

Pobrano préby B, C, D kazda w iloéei 10 kg,
ze zdenaturowamego produktu. - ’

Prébe B sprasowano w prasie filtracyjnej do
gruboéci warstwy 1,5 cm. W wyniku . otrzymano
7,4 kg produktu zawlerajacego 30,3%s suchej ma-
sy. Przy wiekszej gruboScl warstwy efekt. sprano—
wania jest gorszy.

Prébe C podzielono na dwie réwne czeécl otrzy-
mujac préby Cy i C,. Prébe C; o grubodci war-
stwy 05 cm wysuszono w eksykatorze w 90°C w
ciaggu 1,5 dnia. Otrzymano 1,31 kg produlctu o za-
wartoéci 88%s suchej masy, ktéry nastepnie roz-
drobniono w miynie i ozmaczono jako prébe Cii.
Driga cze$¢ préby C pozostawlono bez suszema
oznaczajac ja jako préba C,.

Przeprowadzono réwmolegle doswiadczenia eks-
trakcji heparyny z préb A, Cy i Cqy. W celu mo-
zliwodel poréwnywania wynikéw uzyto do obréb-

- ki préby “w takich iloSciach, aby zawarto$¢ su-

chej masy w kazdej prébie wynosila 468 g. Tak
wiec iloSci te wynosily odpowdednio: 7,31 kg pré-
by A, 20 kg préby C, i 532 kg préby Cy.
By moéc poréwnywaé wyniki ekstrakcji, uzyto
jednakowe stetenia suchej masy i proporcje re-
agentéow. Objeto§é mieszaniny do ekstrakci ros-
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cieficzono wodg do -8,0 litréw. Do tego celu na-
lezalo uzyé wody z kranu: 690 ml w przypadku
préby A, 6000 ml w przypadku préby C, i 7470
ml w przypadku proéby Cjy;.

A oto dalsze czynnoéci zwigzane z ekstrakcja:

Do wodnej mieszdniny poddawanej ekstrakcji
dodano podczas mieszania 385 g siarczanu amo-
nowego i ogrzewano. do 60°C. Po osmgmecru. tej
. temperatury dodamo wodorotlenku sodu do uzy-
skania pH 10,0 i utrzymywano dalej w tej tempe
raturze przez 2,5 godziny do osiggniecia stanu
rownowagi ekstrakcyjnej. Po tym czasie obnizo-
no pH, podczas mieszania, do warto$ci 8,2 stosu-
jac do tego staly chlorek amonu, po czym ogrze-
wano do stanu wrzenia, ktéry utrzymywano przez
5 minut. ‘

Nastegpnie mieszanine p:cmosd;arwmno w spoﬂoom
na 10 minut po czym pozostalo§é odsgczono na
sicie metalowym o oczkach 1,0 mm od cieczy. Z
pozostaloSci tej pobrano prébke i oznaczomo za-
warto§é suchej masy w celu okre§lenia iloSci cie-
czy zatrzymamej w tej pozostatoSci. Wydajnosci,
wyliczone w oparciu o zawarto$é heparyny, znale-
zionej w prébach i wage wy:,écww»ego surowica,
byly nastepujgce:

Proba A

Zawarto$é heparyny — 126 000 NE

proporcja surowca — 58,2 kg narzadu/MNE

(MNE = milion jednostek miedzynarodowych)
Proba C,

Zawarto$é hepalrymy — 148000 NE

.proporcja surowcowa — 135 kg narzadu/MNE
Pl'éb& 011

Zawarto$é heparyny — 162000 NE

proporcja surowcowa — 3,27 kg narzgdu/MNE

Analize poréwmawcza tych wynikéw przedsta-
wiono w tablicy 2 (znajdujacej sie na koficu).

Przyktad IV. Sluzéwke z jelita cienkiego
§winh o S$redniej zawarto$ci suchej masy 6,3%,
pochodzacg (podobmie jak w przykiladzie III) z
urzgdzenia do plukania ' jelit, przepompowywano
przez sekcje izolowanych rur, gdzie pozostawalta
przez 1,5 godziny w temperaturze 41°C.

Po tej autolizie mieszanine poddano obrébce
systemem eigglym w urzadzeniu w ktérego pod-
grzewaczu mieszanina zostaje ogrzana do 90°C
przez bezposrednie doprowadzemie pary, a naste-
pnie lagodnie przeplywa przez 7,5 minuty prgez
sekcje izolowanych rur nalezgcg do tego urzadze-
nia. Skoagulowane ziarna oddzielone w filtrze beb-
nowym, zapewniajagcym filtracje ciaggla. Odsaczo-
ny produkt jest przesylany do suszarki polgczonej
z filtrami, ogrzewanej zewmetrzmie parg, a we-
wngtrz gorgcym powlietrzem, zaopatrzonej w mie-
szadlo i rolki. Gorace powietrze do tej suszarki,
w ktoérej odbywa sie suszenie ciggle, doprowadza
sie z oddzielnego zespolu, w ktérym powietrze
jest zasysane z otoczemia przez wentylator i o-
grzewane para do 142°C. Temperatura powietrza
wilgotnego opuszczajacego -suszarke . wymosi 82—
' 88°C.. .

Wyjdciowy surowiec doprowadzano z szybkoscia
600 litr6w na godzine i po 6 godzinach prowadze-
nia procesu w tym urzadzemiu otrzymamno 178 kg
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produktu prawie pozbawionego tluszczu, o zawar-
tosci 90,4% suchej masy i liczbie drobnoustro-
jow 10°—10% pc/g. Rozklad wielko§ei ziarma jest
taki, ze produkt mozna magazynowaé w stanie
nienaruszonym w warunkach pokojowych przez
czas nieograniczony: 80% tego produktu miala
ziarno w zakresie 1,6—0,2 mm.

W ‘czasie procesu pobierano prébki co p61 go-
dziny w celu oznaczenia zawartosci suchej masy,
heparyny i innych waznych skladnikéw. Srednia
zawartoéé suchej masy wymosila 1,41%, stezenie
heparyny ponizej 0,92 NE/ml, przesacz zawieral
znaczne ilosci tluszczu,” mniej miz w przykladzie
I bialek rogpuszczonych i nierozpuszczonych za to
wiecej peptydéw i polipeptydéw, a ‘takve sole nie-
organiczne i inne obojetne zamieczyszezenia.

Produkt ofrzymamny w wyniku autolizy umozli-
wia wytwarzanie podstawowego surowca wzboga-
conego w heparyne. Suchym produktem w tym
przykladzie byla préba E poddana .obr6ébce eks-
trakcyjnej w iloSciach i proporcjach jak opisano
w przykladzie III.

Skilad prob z przykiladéw III i IV oraz wyniki
doswiadczen zestawiono w tablicy 2.

Dla celéw dokladnego poréwmnania wyliczono dwa
typy zawarto$ci- heparyny i trzy typy proporeji
surowcowych. Wyliczenie dw6ch typéw zawartos-
oi heparyny jest konieczne z .tego wzgledu, ze
stosowano pojedynczy ekistrakcje okresowa, w kt-
rej pozostalodci zatrzymame na sicie w réinych
ilosciach podczas rozdzielania cieczy ekstrakcyj-
nych, przy zalozeniu réwmowagi, zawieraly ciecz
ekstrakicyjng o identycznym stezemiu jak ciecz
po przesaczeniu. Nalezy zauwazyé, ze te zawar-
to§é heparyny teoretycznie uzyskuje sie powta-
rzajac ekstrakeje.

Wartoéé "podana w kolumnie 9 jest wartosécia
aktualnie uzyskang przez wyliczenie w oparciu o
wartoé¢i przesaczonych cieczy ekstrakeyjnych,
podczas gdy tak zwama warto§é teoretyczma poda-
na w kolumnie 13 oznacza teoretyczmie osiggalng
zawarto$é heparyny wyliczong przy wzieciu pod
uwage zavw.a.rtoscx cieczy ekstrakcyjnej w poaosta-
Todei.

Zawartoéé cieczy ekstrakcyjnéj w pozostaloéci
podaje kolumma 12. W oparciu o te wartosci mo-
ima stwierdzié, ze im wieksza zawarto$é suchej
masy surowca poddawanego obrébce, tym mmiej-
sza pozostalo§é po ekstrakcji, to znaczy, ze eks-
trakcje moma przeprowadzié efektywniej stosu-
jac podstawowy surowiec o wiekszej zawarto§ci
suchej masy, nawet w przypadku ekstrakcji wie-
lokrotnych. = Warto$ci przedstawiajgce proporcje
materialowe, podane w kolummie 10, byly wyli-
czone w oparciu o aktualng wage podang w ko-
lumnie 6 i zawarto§é heparyny z kolumny 9. War-
tosci w kolummie 11 oznaczaja dane w odniesie-
niu do 100% zawarboSci suchej masy (kolumma 6).
Wartosci tak zwanej proporcji surowcowej w ko-
lumnie 11 odpowiadajag warto$ciom odniesionym
do 100°% suchej masy z kolumny 6 w oparciu o
teoretyczng zawartosé heparyny (kol. 13). W opar-
ciu ¢ dane kolumny 6 i 13 moina poréwmaé za-
wartos¢ heparyny w ‘produkcie poddawanym eks-
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Tablica 2
Poddano Ciecz ekstrakcyjna Proporcia | Teoretyczna
obrébce surowcowa | £2° |
Wste- wart. prop.
' Suro- | pna | Sucha stez. | zawart. | qla | dla |cieczy . su-
Prébal iec |auto-| ™33 | .. |sucha| ODPi. | hep.| hepa- | yyjs.| 100 ekstr- hzawar.. xl‘glw
liza e kg masa ml NE/ | zyny | wagi|narz.|W DPo- P;;:Yﬂy c:/
g /ml | NE | kg | kg/ |wost 11°{g"
E| ml
/MNE| /MN £
A | suro- —_
wa
$§lu-
zéwka 84 7,31 | 468 | 6120 | 20,6 | 126000 | 58,2 | 3,72 | 1740 | 162000 | 2,89
Cy | sucha [ — '
dena-
turo-
wana
§luz. 23,4 2,0 468 | 6000 | 225 | 148000 | 135 | 3,16 | 1340 | 179500 | 2,62
Cu1 | sucha
dena-
turo-
wana .
Sluz. 88,00 | 0532 | 468 | 7030 | 23,1 | 162500 | 3,27 2,88 | 860 | 182000 | 2,57
E | sucha
dena-
turo- - )
wana )
$luz. 90,4 0518 | 468 | 7120 | 28,6 | 204000 | 2,54| 2,29 | 900 | 229000 | 2,04

trakcji uzyskana z pmzeprowadzaniem autolizy i
bez.

Z danych zawartych w tablicy 2 wynika, zZe
wartoéé proporcji surowcowej produktu po dema-
turacji i wysuszeniu jest prawie taka sama w
produktach obrabianych bez autolizy i w poréw-
naniu ze S§luzéwka z jelita cienkiego $wini jest
okolo 10% korzystniejsza. Podczas 'denaturacji mo-
sliwe jest usuniecie w przesaczu wielu substan-
cji balastowych. W° przypadku wstepnej autolizy
zawartoéé heparyny jest znacznie wyzsza, okolo
30%, w poréwnaniu ze $wiezym narzadem.

Dane zawarte w obydwu tablicach doprowa-
dzaja do wniosku, ze zdecydowanie wyisza za-
wartoéé heparyny uzyskuje sie w produkcie po
denaturacji i wysuszeniu, je§li surowiec byl pod-
dawany autolizie. Do$wiadczenia poréwnawcze po-
twierdzaja, ze suszenie produktu nie powoduje
pogorszenia heparyny.

Z nowego typu surowca moizma wytwarzaé, np.
na drodze typowej ekstrakeji, taki produkt, z
ktérego otrzymuje sie heparyne o jako$ci farma-
kologicznej.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania nowego typu surowca
zawierajacego heparyne, poprzez gromadzenie i ob-
rébke narzadéw zwierzecych, znamienny tym, e
narzady zwierzece zawierajace heparyne, ewentu-
alnie po ich rozdrobmiemiu, poddaje sie obrébce

wstepnej polegajacej na ogrzewaniu ich w Srodo-
wisku wodnym w temperaturze w zakresie 10—
50°C przez czas 0,5—15 godzin, nastepnie z tak
wstepnie obrobionej zawiesiny straca si¢ w tem-
peraturze 75—100°C nierozpuszczalny w wodzie
kompleks heparyny z bialkiem, ktéry poddaje sie
agregacji przez dalsze ogrzewanie w tej tempera-
turze, oddziela klaczkowaty osad i suszy, korzyst-
nie w temperaturze pomizej 100°C, do uzyskania
ziarnistego trwalego produktu o zawarbtosei 90—
95% suchej masy.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
stosuje sie namzady zwierzece rozdrobnione na czg-
stki 4—6 mm.

3. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze

" stosuje si¢ zawiesing wodna narzgdow zwierzecych

o zawartosci 1,5—17/e suchej masy.

4. Sposob wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
rozdrobnione marzady zwierzece rozcienicza sie wo-
da o temperaturze 36—42°C.

5. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny {ym, Ze
obrébke wstepng prowadzi sie w temperaturze
30—50°C przez 4—6 godzin.

6. Sposob wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze

‘'w systemie cigglym i okresowym wstepnie obro-

biong zawiesine ogrzama do temperatury 75—100°C
utrzymuje "w tej samej temperaturze przez 12—
15 minut.

7. Spos6b wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze
wykonywany jest systemem okresowym.

Caon
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