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(57) Referatas:

NetoksiSkas preparatas, turjs imunomoduliacinj aktyvuma ir stimuliuojantis citokiny (interferony, augliy nekrozes
faktoriy ir kt.) susidaryma, gautas ekstrahuojant augalus ir augaly liekanas, ir tinkgs zmoniy ir gyvuliy gydymui bei
profilaktikai. 1S ekstrakto, geriausia i$ durpiy ekstrakto, humusines medZiagas pa$alina parigstinant jj druskos
ragstimi iki pH 1.5-3.0 i nuosédas atskiriant. Ekstrakta tuomet koncentruoja garinimu, esant sumazintam slégiui,
ir/ar naudojant nanofiltravima, kai vienu metu pasalina neorganines druskas. Toliau koncentruoto tirpalo pH kelia
ki 6.0-7.1. Gautg misinj koncentruoja iki tirsto sirupo ir Sildo prie 70-80°C, kol baigsis Amadori persigrupavimo
reakcija produktuose, susidariusiuose reaguojant i§ durpiy ekstrahuotiems paprastiems cukrums, ofigo- ir polisa-
charidams su aminorfgstimis ir/ar peptidais. Tuomet reakcijg sustabdo atdaldant ir miginj i$valo nuo hidrofobiniy
medZiagy, kurios mazinty produkto imunotropinj aktyvuma, jas adsorbavus ant specialios dervos. Taip gautg
produktg pavercia sterilia kista medziaga dziovinant iSpurskimu.
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Teikiamas iSradimas susijes su iSgavimu i3 augaly 1ir
augaly liekany nenuodingy preparaty, turindiy imuno-
moduliacini aktyvumg ir skatinandiy citokiny (inter-
ferony, augliy nekrozeés faktoriy, ir t. t.) susidaryma,

kai juos paskiria Zmonéms ir gyvuliams.

Buvo padaryta daug atskleidimuy, susijusiy su ivairiy
ekstrakty, ypa¢ 135 durpiy, turinéiy imunotropini ar

prieSnavikini aktyvuma, gamyba.

Hyoshita Takuya ir kt. (Chem. Abstr. 1974, 00, 470217)
pateikia procesa, kuriame durpes keletg karty eks-
trahuoja su 8% natrio 3Sarmo tirpalu; gauta ekstraktg
parugStina, centriffiguoja kietoms daleléms atskirti,
tuomet dializuoja ir i8grynina chromatografinéje kolo-
néléje. Frakcijg, kuri turi antineoplazini aktyvumag,

daugiausia (95%) sudaro polisacharidai.

St. Tolpa ir kt. (Lenkijos patentas Nr. 124110) apraso
tg pati durpiy ekstrakta, skirdamiesi kiek tai liedia
jo tolesni apdorojimg. Po parig$tinimo ekstraktg pa-
Sarmina, po to vél parug3tina, koncentruoja iSgarinant,
neutralizuoja, veél koncentruoja, ekstrahuoja alkoholio
- vandens miSiniu, toliau vél i35 dalies koncentruoja ir
ekstrahuoja eteriu ar kitu su vandeniu nesimaiZanciu
organiniu tirpikliu. Po to vandens sluoksni atskiria ir
grynina chromatografinéje kolonéléje su filtruojandiu
geliu. Taciau nenurodyta, kurig i3 frakcijy galima bity

laikyti sudarancia pageidauting galutini produktga.

Vietoje Sarminés ekstrahuojandios terpés, jau Zinomos
18 dviejuy auk$éiau minéty dokumenty, Lenkijos patentiné
paraiska Nr. 279475 (Tarchominskie Zaklady Farmaceu-
tyczne POLFA, publikuota BUP 24/90) gina durpiy eks-
trakcijos procesa, kur ekstrahentas vyra partgdtinta

vandeniné terpe.
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Rag3ty ekstrakta neutralizuoja ir koncentruoja ultra-
filtracijos ar griZtamos osmozés bidu, panaudojant
membranas su sulaikymo riba nuo 500 iki 10000 Daltony.
Tuomet produkta atskiria filtravimu koloneéléje per gelj
ar su anijonitine derva. Talp pat gali bati gautos
frakcijos, |Dbesiskirian€ios drusky koncentracija ir
santykiu tarp polisacharidy ir glikoproteidy. Taciau
pazymi, kad visi gauti miSiniai yra nenuocdingi ir rodo

imunotropini aktyvumg.

Auk3&iau apradyti procesai turi eile bendry poZymiuy;
jau seniai mokéta i3skirti aktyvias medZiagas 18
gamtiniy Zaliavy, 1&saugant aktyvias medZiagas, ir
tokiu biGdu i8vengti $alutiniy reakcijy, galinc¢iy buti
aktyviy medZiagy skilimo ar inaktyvacijos prieZastimi.
Deja, nei vienas 1§ ankstesniy Zinomy techniniy spren-
dimy neteikia Ziniy apie tikslig strukt@rg ar chemine
prigimti Jjunginiy, dél kuriy buvimo atitinkamu budu
gautas produktas (bidamas ivairiy medZiagy miSiniu) yra
biologiskai aktyvus. Labaili maZai yra pateikta infor-
macijos apie polisacharidus ir panaudojimg atskyrimo
metody, kuriuose 3alina maZos molekulinés masés frak-
cijas (dializé ir wultrafiltravimas); tai rodo, kad
gautuose produktuose biologini aktyvumg meéginama susie-

ti su didelés molekulinés masés frakcijomis.

Siuose durpiy ekstrakty tyrimuose buvo nustatyta, kad
gauti ekstraktai netgi konservacijos sglygomis pasiZymi
palyginus maZu imunotropiniu aktyvumu ar turi sunkiai
atskiriamas balastines medZiagas, daugiausia tai neor-
ganinés druskos, kuriy buvimas riboja produkto nau-
dojimg pageidaujamuose farmaceutiniuose preparatuose;
jos taip pat padidina darbo 1ir energijos sanaudas
tolimesnése apdorojimo pakopose, ir netgi daro produkty

netinkamu naudojimui eiléje terapiniy taikymy.

Pagrindinis $io i8radimo tikslas - sukurti naujg augaly

ir juy liekany ekstrakcijos 1ir ekstrakty apdorojimo
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metods, igalinanti su didesne i%eiga gauti preparatus,
turinCius imunotropines savybes, galindius skatinti
citokiny susidarymg, ir neturindius Zinomy procesy

trikumy.

Netikétai buvo nustatyta, kad kiekvienos produkto

partijos imunotropini aktyvumg iSlaiko norimame inter—
vale, o organiniy medZiagy i3eiga galutiniame produkte
Zymiai padideéeja, kai ekstrahavimo sglygas pakeicia

pagal viena ar daugiau sekandiy poZymiy:

- kai kurios Salutinés reakcijos gali specialiai vykti
kontroliuojama kryptimi ir kontroliuojamu laipsniu, dél
ko susidaro nauji junginiai, kuriy Zinomuose, pvVZ.
durpiy ekstraktuose arba visai nebﬁtq arba jie bty tik

nedidelése koncentracijose;

- taip gauty ekstrakty apdorojimg modifikuoja tokiu
bidu, kad vertingus ir gydomuosius ekstrakto kompo-
nentus nepaSalina tuomet, kai atskiria balastines me-
dZiagas, 1r ekstrahuotas i3 natdraliy durpiy ir/ar

atsiradusias su ekstrahuojand&ia terpe.

Organinés medZiagos, susije su biologiniu ir terapiniu
aktyvumu is durpiy gauty preparaty, iskaitant TTP
(TOLPA TORF PREPARATION, prekés Zenklas, i3duotas TORF
CORPORATION, Lenkija, vardu), yra Amadori persigru-
pavimo junginiai ir produktai, gauti tokio aldoziy ir
aminorugs&iy reakcijos produkty persigrupavimo eigoje,
t. y. junginiai, kuriy bendra formulé R,-CO-CH,-NH-R,,
kur R, yra liekana l-dezoksi-2-ketocukraus, oligo- ar
polisacharido, kuriame tokia l-dezoksi-2-keto grupé yra
galine anglies atomy grandinés grupé, ir kur R, yra
aminortigsties liekana ar peptido Lliekana, kurioje
galine grupé vyra laisva, nedalyvaujanti peptidinés
jungties sudaryme, NH,-grupé. Tokiy junginiy gamybos
procesas, lygiai kaip ir Jjuy farmaciniai taikymai vyra
atskleisti PCT/EP93/00327.
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Siame i3radime yra nustatyta, kad galima gauti augaly
ir augaly liekany ekstraktus, kurie bity turtingi abiem
substraktais, reikalingais tokiy aktyviy junginiy sin-
tezei, t. y. cukrais, oligo- 1ir polisacharidais i3
vienos pusés, lygiai kaip aminorfQgs$timis ir peptidais
i% kitos pusés, ir galiausial turéty organines rugstis
ir/ar junginius su bent viena aktyvia metileno grupe,

kaip katalizatoriy auk3&iau apraSytail reakcijai.

§is procesas leidZ?ia gaminti netoksiSkus preparatus,
pvz. gautus i3 durpiy, turinc¢ius imunomoduliacini akty-
vumg 1ir skatinan&ius citokiny (interferony, augliy
nekrozés faktoriuy ir kt.) susidarymg gyvuose orga-
nizmuose, tinkan&ius terapiniam ir profilaktiniam nau-
dojimui Zmonems ir gyvinams. Neapdorotas  durpes
ekstrahuoja, humusines medZiagas atskiria nuo gauto
ekstrakto, nusodinant Jjas rugscioje terpéje; rugstina
druskos riigdtimi iki pH 1.5-3.0; nuosédas atskiria ir
ekstraktg koncentruoja garinimu prie sumaZinto slégio
ir/ar nanofiltracijos biidu, kur tuo padiu metu paSalina
neorganines druskas; koncentruoto tirpalo pH pakelia
iki 6.0-7.1; gauta midini koncentruoja iki tir3to siru-
po ir 8ildo prie 70-90°C, geriausiai prie 80°C, kol
pasibaigia Amadori persigrupavimas produkty, susida-
riusiy reaguojant 13 durpiy ekstrahuotiems paprastiems
cukrams, oligo- 1ir polisacharidams su aminorugStimis
ir/ar peptidais, kai galinéje laisvoje (nedaly-
vaujan&ioje peptidinés jungties sudaryme) NH, grupeje
vyksta pavadavimas tinkamu l-dezoksi-2-ketozes C;
radikalu; po to reakcijg sustabdo, reakcijos midinj
at8aldant; hidrofobines medZiagas, mazinanc¢ias produkto
imunotropini aktyvuma, pa$alina 15 reakcijoje gauto
miZinio, naudojant selektyvia adsorbcijg ant specifinés
adsorbuojan&ios dervos, tokios kaip AMBERLITE XAD tipo,
geriausiai XAD-2 ar XAD-4 tipo, ar bet kokios kitos

dervos, turindios panaSias savybes.
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Geriausia kai apdorojimui ima ekstrakta, kuris yra
misSinys Sarminio ir vandeninio ekstrakty, gauty eks-
trahuojant nattiralias durpes, pirmiausia vandeniniu
Sarmo tirpalu, po to vandeniu, prie3 ekstrakcija Jjas
galima praplauti r0g$¢iu tirpalu. Geriausiai tinka
natliralios Zemapelkés durpés su humifikacijos laipsniu
nuo H6 iki HI10.

Amadori  persigrupavimo reakcija geriausia vykdyti
koncentruotame vandeniniame tirpale ar koncentruotame

vandeniniame-alkoholiniame tirpale.

Geriausia, Jjei adsorbcija medZiagy, kurios turi bati
pasalintos 18 galutinio produkto, vykdo i3 neutralaus
ar silpnai rag$taus tirpalo; kolonéles plauna desti-
liuvotu vandeniu ir praskiestu vandeniniu Sarmo tirpalu.
IS galutinio tirpalo biologidkai ir terapifkai aktyvias
medZiagas iSskiria kietame pavidale dZiovinant i¥purd-
kimu. Amadori persigrupavimo reakcija gali bati kontro-
livojama pasitelkus testine reakcija, t. vy. kalio
heksacianoferato (III) redukcijos 3arminéje terpéje
persigrupavimo produktais reakcijg. Kambario tempe-
ratliroje kalio heksacianoferata (IITI) per minute
redukuoja tokie reduktoriai kaip askorbininé riagstis,
per penkias minutes Jji redukuoja gaminami persigru-
pavimo produktai, ir per 15-30 minudiy redukuojantys
cukrai. Redukcijos produktas kalio heksacianoferatas
(II) su geleZies (III) sulfatu sudaro Berlyno meli.
Tokig reakcijg galima panaudoti fotometriniam kieky-
biniam persigrupavimo reakcijos monitoringui. Nusta-
tytais laiko intervalais ima reakcijos miSinio
pavyzdZius ir atlieka testine reakcija. Persigrupavimo
reakcijg sustabdo, kai Berlyno mélio spalvos

intensyvumas redukuotame pavyzdyje daugiau nebedidéja.

Netiketai buvo aptikta, kad apdorojamy substraty miZi-
nyje, tokiame kaip durpiy ekstraktas, pageidaujamy

Amadori persigrupavimo produkty susidarymas vyksta
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lengviau, negu laboratorijoje 135 ty padiy cukry ir

aminorigidiy sumaidytoje kompozicijoje.

Toliau buvo nustatyta, kad kai kurios medZiagos, esan-
¢ios durpiy ekstrakte, didina galutiniy preparaty,
gauty pagal Siame i3radime apraSomag procesg, biologinj
efektyvumg, lyginant su analogi$kais sintetiniais pro-
duktais, tuo tarpu kai kitos medZiagos maZina tokj

efektyvumg.

Pradinis durpiy ekstraktas, naudojamas Siame i3radime
aprasSytame procese, turintis daug cukry ir junginiy su
aminogrupémis, yra gautas literatiroje aprasytu bidu.

Geriausia pradiné medZiaga yra Zemapelkés didelio
humifikacijos laipsnio durpés, ({(pavyzdZiui nuo H6 iki
H10 pagal skale Zinomg i3 knygos: Moor und Torf-Kunde,
leid. Karl-Hans Gotlich, Stutgart, 3-¢ias leidimas,

1990), ir kai anglies santykis su azotu yra nuo 15 iki 35.

Vandeniniai ekstraktai gali buti gauti bet kuriuo, i3
anks&iau aprasyty metody, geriausiai kombinuotu, t. vy.
naudojant rGg3tine, neutralia ir/ar Sarmine ekstra-
huojandia terpes. Geriausia, kali nat@ralias durpes
pradZioje trumpai (nuo 1 iki 2 val.) ekstrahuoja rags-
tineéje vandeninéje ekstrahuojanc¢ioje terpeéje, kad buty
isplautos neorganinés medZiagos, tokios kaip karbo-
natai, metaly oksidai 1ir panaSios medZiagos; po to
ilgesni laika, - nuo keliy iki daugiau nei dvideSimt
valandy, - ekstrahuoja Sarminéje vandeninéje terpeéje
(pavyzdZiui nuo 0.2% iki 0.6% natrio Sarmo tirpale)
prie 20-50°C tam, kad baty i$tirpintos humusinés ir
fulvoragstys; ir galiausiai ekstrahuoja wvandeniu,
geriausiai destiliuotu vandeniu, prie 30-60°C dar 12 ar
daugiau valandy; riOgstini ekstraktg tuomet pa3alina;
Sarmini ir neutraly ekstraktus sumaio ir toliau apdo-

roja pagal $i iSradimg.
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Yra Zinoma, kad durpes po ekstrahavimo yra sunku
atskirti nuo ekstrakto ir kad skaidriems ekstraktams su
gera 1isSeiga gauti reikia tureti brangig jranga, tokiag
kaip centrifuginius separatorius. Tokius sunkumus gali-
ma pasSalinti, naudojant specialius ekstraktorius, ku-
riuose durpiy kietoji dalis yra stacionariame guolyje,
o ekstrahuojanti terpé cirkuliuoja per ji. Ekstrahavimo

proceso detales bus pateiktos kitose apradymo vietose.

Pagal s8i iSradimg, Sarmini vandeninj ekstraktg rags3tina
iki pH 1.5-3.0, geriausia 2.3-2.5, dél ko humusinés
rigStys isSkrenta i nuosédas. Rag3tinimui tinka 6 mol/l
druskos figétis. Nuoseédy susidarymas vyksta nuo keleto
iki daugiau negu 20 valandy, susidares skaidrus eks~
traktas gali buati dekantuotas. Likusiai ekstrakto

daliai surinkti galima biity panaudoti centrifugavimag

arba filtravimg.

Po to skaidry tirpalg koncentruoja rotaciniame
garintuve iki de3imtadalio pradinio tdrio. Kitaip kon-
centravimg ir neorganiniy drusky paSalinimg galima
vykdyti, reguliuojant tirpalo pH, nanofiltravimo bidu.
Terming "nanofiltravimas" naudoja apibreézti pakeistam
griztamos osmozés procesui, kur naudojamos membranos
yra laidZios tik maZo dydZio molekuléms, tokioms kaip
paprasty neorganiniy drusky molekulés. Tokioms mem-
branoms apibidinti nesinaudoja sulaikymo trukme, bet
daug daZniau Jjas skirsto pagal laiduma natrio chlori-
dui. Buvo nustatyta, kad patenkinamus rezultatus gauna
naudojant HC50PP tipo membranas, kuriy laidumas natrio
chloridui 40-60%, ar CA865PP tipo membranas, kuriy
laidumas natrio chloridui 66-74% (Dow produktas,
Danija). Vykdant procesa su $iomis ar pana3aus tipo
membranomis, imanoma kartu su tirpalo koncentravimu
atlikti elektrolity pa%alinima praktifkai be jokio
nuostolio maZos molekulinés masés organiniy medZiagy,
kurios Siame i3radime traktuojamos kaip svarbiausias

proceso veiksnys (tuo tarpu pagal kitus Zinomus metodus



10

15

20

25

30

35

LT 3241 B

8
vertingais labiau laikomi didesnés molekulines maseés
komponentai), prisidedantis prie galiausiai gaunamo

pageidaujamo produkto galutinio aktyvumo.

Du ka tik apradyti koncentravimo biudai gali bati
panaudoti tame pacdiame procese vienas paskui kitg.
Geriausia, kal pradZioje tirpikli nugarina vakuuminiame
rotaciniame garintuve; tuomet tirpalg neutralizuoja ir
vykdo jo nanofiltravimg, kol pasiekia 8-12 g kietos
sausos liekanos 100 ml tirpalo koncentracija. Jei
kokiam ypatingam taikymui reikalingas didesnis
nudruskinimo laipsnis, t. y. turi likti maZiau neor-
ganiniy drusky, tirpala nanofiltravimo metu galima arba
periodidkai arba nuolatos atskiesti destiliuotu van-
deniu (diafiltravimas). Didesni katijonai, tokie kaip
Ca, Fe, Al, kurie per membranas migruoja daug léciau,
gali bGti pried nanofiltravimg pakeisti natrio jonais,
praleidZiant tirpala, kuri ruoSiamasi koncentruoti, per
kolonéle su silpnu katijonitu (pavyzdZiui, AMBERLITE E

IRC50) su natrio pavaduojamais jonais.

Nanofiltravimo pabaigoje seka liekandio tirpalo pH, ir
jei to reikia, nustato jo reiksmé 6.0-7.2, geriausiai
6.5-6.8. Po to tirpala perkelia i rotacini wvakuuminj
garintuva ir prie 35-40°C koncentruoja iki maZdaug
pusés pradinio tirio (kol susidaro tirStas, sirupo
pavidalo tirpalas). Dabar jau atmosferiniame slégyje,
nuolatos mai$ant, tirpalo temperatlirg kelia iki 70-
90°C, geriausia iki 80°C, ir $ildyma tesia. Testinius
pavyzdZius pradZioje ima kas 30 min., o po 1.5 wal.,
kas 15 min. Reakcijos eigos monitoringg vykdo matuojant
anksdiau apradytoje testinéje reakcijoje atsiradusios
spalvos intensyvumg. Jeigu spalvos intensyvumas, atli-
kus apradyta testine reakcijg su duotu pavyzdZiu, yra
toks pat ar maZesnis, negu pries tai imto pavyzdzZio,

reakcija nutraukia staigiai atSaldZius Sildymo vonig.
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Pagal kitg variantg reakcija galima atlikti sekan&iu
bdu: reakcijos misSini koncentruoja lygiai taip pat,
kaip tai anks¢iau aprasSyta. Po to 3ji skiedZia 50%
vandeniniu etanolio tirpalu tiek, kad jo uZtekty

produkto isStirpinimui; toliau praskiesta tirpalg $ildo

.Su  griZtamu S$aldytuvu, o reakcijos eigg seka ir

kontroliuoja kaip tai anks&iau apradyta, i&skyrus tai,
kad prie$ atliekant testine reakcija i% kiekvieno
pavyzdZio i8garina tirpikli. Kai reakcija baigiasi,
alkoholi nudestiliuoja, esant sumaZintam slégiui. Nu-
stadius sausos kietos medZiagos kieki po reakcijos
susidariusiame mi$inyje, pastaragji skiedZ?ia destiliuotu
vandeniu tiek, kad susidarytuy 10-12% tirpalas, kuri po
to letai leidZia per kolonéle, uZpildyta nejoniniu XAD
tipo adsorbentu (Rohm & Haas produktas), geriausia XAD-
2 ar XAD-4 tipo. Kontakto su 8iuo adsorbentu metu
stipriausiai adsorbuojamos hidrofobinés medZiagos, tuo
tarpu silpniausiai adsorbuojamos hidrofilinés medZia-
gos, tokios kaip cukrai. Kolonéle palikes skystis
surenkamas. Po to kolonéle plauna destiliuotu vandeniu,
o eliuatg surenka i atskiras frakcijas. Kiekvieng
frakecija chromatografiskai analizuoja ir/ar jy aktyvuma
tikrina biologiniuose bandiniuose. Tuomet pradZioje
praejusi per koloneéle skysti apjungia su eliuato
frakcijomis, pasirinktomis pagal reikiamg juy aktyvuma,
norint gauti produktg su 13 anksto apsprestu aktyvumu,
pamatuoty skirtinguose testuose ir biologiniuose
bandiniuose, santykiu. Biologiniai bandymai yra smul-
kiai apraSyti Zemiau. Véliau stipriausiai adsorbuotas
medZiagas iSplauna praskiestu S$armo tirpalu, kol
eliuatas dar yra neutralus. Veélesnes frakcijas atmeta,
nes jose yra medZiagos, stipriai stabdan&ios galutinio

preparato biologini aktyvumg.

Tirpala, gauta ankstesnéje stadijoje, sterilizuoja
filtravimu per membrang ir steriliose salygose dZiovina

purkStuvinéje dZiovykloje, esant ileidZiamo oro
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temperatfirai 180-185°C, o iSeinandio oro temperatiirai

apie 80°C.

Gauti milteliai yra smélio spalvos, ir, laikomi kam~-
bario temperatliroje nuo oro uZdarame inde ir tamsoje,

isSlieka biologiskai aktyviis ilgiau negu metus.

Auksc¢iau aprasyto galutinio produkto aktyvumg ivertina,
atliekant sekancius testus, rodanc¢ius preparato poveiki

atskiroms imunologinés sistemos reakcijoms:

1. Splenocituy, gaminanciy E-rozetes procentinio kiekio
nustatymas pagal Bach ir Dardenn (Cell. Immunol. 3, 1-
16, 1972)

2. Splenocity, gaminanc¢iy IgM tipo hemolitinius anti-
kiinius, skaic¢iaus nustatymas pagal Jerne bida, modi-
fikuota Mishell ir Dutton (J. Exp. med. 126, 423-442,
1967)

3. 198 + 7S ir 7S antikiniy hemagliutinacijos nusta-
tymas aktyvios hemagliutinacijos teste pagal Adler (J.
Immunol. 95, 26-38, 39-47, 1965)

4, Peliy timocity 20-ties wval kult@roje su hidrokor-

tizonu 13likimo testas (citotoksinis testas)
5. Interferono ir TNF indukcijos testas (PCT/EP93/00327)

Visuose auksSc¢iau isSvardintuose testuose gauto pagal 3i
idradimg produkto stimuliuojantis veikimas lyginant su
kontroliniais tus¢iais bandymais reiSkiasi esant Jo
koncentracijoms jau nuo 0.05 iki 1 mg/kg (testai nuo 1
iki 3), nuo 0.05 iki 10 pg/ml (testas 4) ir nuo 10 iki
100 pg/ml (testas 5).

Kalbant apie kitas gauto pagal iSradimg produkto sa-

vybes, reikia pabreéezZti, kad atitinkamos savybés patenka
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i ribas, apibréZtas Lenkijos Sveikatos ministerijos
leidime i8duotame TTP (Tolpa Torf Preparation), kurio

duomenys pateikti $io preparato analizés standarte.

Teikiamas bioaktyvaus produkto iZgavimo i3 durpiy
procesas duoda 10 karty didesne iSeiga, negu tradi-
ciniai metodai pagal Lenkijos patentg Nr. 124110. Tai
reiSkia, kad sunaudojama maZiau vertingy durpiy, kurios
yra pradiné Zaliava. Dar daugiau, durpes po eks-
trahavimo Sarminiu tirpalu faktiZkai i¥plauna vandeniu,
taigi po proceso Jjos yra neutralios (neuZteritos Sar-
mais ar rf@gstimis) ir aplinkai nekenksmingos; jos néra
ekologiskai pavojingos ir jas galima tiesiogiai naudoti

zemeés Ukyje.

Be to procese pagal $i iSradimg nenaudoja jokio degaus
organinio tirpiklio, tokio kaip dietilo eteris. Deél
didesnés aktyviy medZiagy, tame tarpe ir maZos mole-
kulines mases, koncentracijos preparatas yra lengviau

rezorbuojamas, naudojant oralis3kai, negu TTP gautas
tradiciniu bGdu

Si i3radimg detaliau iliustruoja sekantys pavyzdZiai:

Pavyzdys 1: 45 kg durpiy, turin&iy 64-65% drégmes,
susmulkina, sijoja per sieta su 14 mm akutémis ir
supila 1 pusiau pramoninio dydZio ekstraktoriuy, spe~-
cialiai sukonstruotg durpiy ekstrakcijai. Per durpiy
sluoksni 1§ 180 1 talpos maitinimo rezervuaro labai
letai, taip, kad skys&io lygis ekstraktoriuje kilty
apytikriai 1 cm/min, 1leidZia ekstrakcijai naudojama
0,4% natrio Sarmo tirpalg. Kada visas durpiy sluoksnis
pasineria po skys&iu, srauto greiti didina iki 500
1/min. Ekstrakto recikurliacija vykdo 27 wval, esant
40+2°C temperatiirai. Po to maitinimo siurbli, i%jungia;
padavimo voZtuvus perjungia prie 120 1 talpos indo su
destiliuotu vandeniu ir plovimo skysé&io cirkuliacija

toje pacioje temperatiroje tesia dar 16 val.
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Sarminio tirpalo ir vandenini ekstraktus sujungia;
ekstrakta dekantuoja, ko paséekoje gauna 240 1 skyscio,
kurio pH=12.1. Visa surinkta skysti po to apdoroja

atskirai, padalinus ji i dvi dalis.

Pavyzdys 2: 120 1 ekstrakto, gauto pagal pavyzdyje 1
apraSytag metodika, riag$tina iki pH reiksmes 2.1,
sunaudojant tam 1.6 1 6 mol/l druskos rugSties. Parugs-
tinta midini 24 valandoms palieka sedimentacijai. Po to
75 1 skaidraus tirpalo dekantuoja, o likusig 25 1 dalj
i8gauna filtravimu. Abu skaidrius tirpalus sujungia ir
koncentruoja prie sumaZinto slégio rotaciniame stik-
liniame garintuve (SIMAX) kol tdris sumazZes iki 19 1.
Koncentruoto tirpalo pH reikSme didina iki 6.8,
pridedant natrio Sarmo. Gautas tirpalas yra beveik
neutralus, ji destiliuotu vandeniu skiedzia iki 50 1 ir
po to vykdo jo nanofiltravimg Lab Unit M20 irangoje
(Dow Separation System, Danija, gamybos), turinéioje
HC50PP tipo membranas. Bendras tokiy membrany fil-
travimo plotas yra 0.36 n, slégis 20 atm ir tempe-

ratfira 21°C. Galutinis td@ris yra 7 litrai.

Koncentruoto ekstrakto pH reikSmeé yra 6.6, todel

nereikalauja jokio koregavimo.

Gauta auk3&iau koncentruotg ekstraktg perkelia |
vakuumini, rotacini garintuva (BUCHI, Sveicarija) ir
toliau koncentruoja prie sumaZinto slégio iki 1.3 1.
Toliau tirpala atmosferiniame slégyje 8Sildo iki 80°C;
8ildyma tesia nuolatos maisSant sukimo bGdu. Norimos
reakcijos eiga seka, nustatant pavyzdziy, paimty po
kalio heksacianoferato (III) redukcijos testo, spalvos
intensyvumg. Po 135 min spalvos intensyvumas nusistovi
ar net Siek tiek sumaZéja. Reakcijg sustabdo at$aldant
reakcijos mi3ini iki 20°C. Po reakcijos turima midini
perkelia i maZesni (laboratorini) garintuvg ir toliau,
esant sumaZintam sleégiui koncentruoja iki 800 ml (dabar

jis turi 13.25 g sausos kietos medZiagos 100 ml).
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Koncentruotg tirpalg filtruoja ir leidZia 0.8 ml/min
greic¢iu per 26 mm skersmens kolonéle, uZpildyta 270 ml
XAD-2 adsorbento. Skysti surenka ir kolonéle plauna
destiliuotu vandeniu. Surenka tris nuoseklias frakcijas
(nuo 1 1iki 3), kuriy taris atitinkamai lygus 160, 240
ir 400 ml. Toliau eliuentu naudoja 0.1% natrio Sarmo
tirpalg ir skysti renka tol, kol eliuato pH virdys 7.0;
Si ketvirta 220 ml tfirio frakcija turi pH reiksme lygig
7.0. Frakcijy sudéti nustato chromatografiskai (hori-
zontalioji skysc&io chromatografija popieriuje).
Frakcijas Nr. 1, 2, 300 ml frakcijos Nr. 3 ir 150 ml
frakcijos Nr. 4 sumaiSo, tirpalg koncentruoja iki 100
ml ir po to sumai$o su pradZioje per kolonéle praéjusio
skys€io dalimi. Galutini tirpalg sterilizuoja, fil-
truojant steriliomis salygomis per membrang su 0.22 um
poromis, po to dZiovina steriliomis sglygomis purk-
Stuvinéje dZiovykloije, esant ileidZiamo oro tem~
peratirai 185°C, i8leid?iamo oro temperatirai 81°C.

Bendra gauty milteliy iSeiga yra 96 g.

Pavyzdys 3: Kita 120 1 thGrio ekstrakto dali pardg3tina
(kaip auk3¢iau pavyzdyje 2) iki pH 2.3, humusiniy rtgs-
¢iy nuoseédas atskiria kaip tai apradyta pavyzdyje 2, ir
gauna 98 1 partgStinto skaidraus tirpalo. Tirpalg
neutralizuoja iki pH 6.7 su 4 mol/l NaOH tirpalu ir
palieka 12 valandy. Po to ji filtruoja ir vykdo nano-
filtracija tomis paciomis salygomis, kaip tai apradyta
pavyzdyje 2. Galutinis filtrato tGris yra 101. Toliau
ipila 20 1 destiliuoto vandens; gautg tirpala galutinai
sukoncentruoja iki 7 1. Tolimesni apdorojima vykdo to-
kiu pat bidu, kaip ir pavyzdyje 2, i3skyrus tai, kad
Adamori persigrupavimo produkty susidaryma tesia 110

min. Galutineé milteliy ieiga yra 84 g.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1.Preparato, turindio imunomoduliacini aktyvumg ir ska-
tinandio citokiny susidarymg gyvuose organizmuose,
tinkancio gyvuliy gydymui 1ir profilaktikai, gamybos
blidas, pagal kuri ruos$ia natGraliy augaly ir jy liekany
ekstrakta, humusines medZiagas 1§ gauto ekstrakto at-
skiria nusodinant rag3d&ioje terpéje, b e s i s k 1 -

riantis tuo, kad:

-humusines medZiagas 1% ekstrakto Salina parutgStinant
ji druskos rugd3timi iki pH 1.5-3.0 ir atskiria susi-
darandias nuosédas, toliau ekstraktg koncentruoja gari-
nimu, esant sumaZintam slegiui, ir/ar nanofiltracijos
biddu, kur kartu pasi$alina neorganinés druskos, po to

koncentruoto tirpalo pH reik3me pakelia iki 6.0-7.1,

-gautg midini koncentruoja iki tirSto sirupo ir $ildo
prie 70-90°C, geriausiai prie 80°C, kol pasibaigia
Amadori persigrupavimas produktuy, susidariusiy reaguo-

jant 18 durpiy ekstrahuotiems paprastiems cukrams,

oligo- ir ©polisacharidams su aminorigStimis ir/ar
peptidais, kai galinéje laisvoje (nedalyvaujancioje
peptidinés jungties sudaryme) -NH, grupéje vyksta

pavadavimas tinkamu l-dezoksi-2-ketozes Cl-radikalu,

-reakcijg sustabdo, reakcijos miSini at3aldant, hidro-
fobines medZiagas (kurios maZinty produkto imunotropinj
aktyvumg) pasalina selektyvios adsorbcijos buadu, nau-
dojant specifine absorbuojanc¢ig AMBERLITE XAD tipo
derva, geriausia XAD-2 ar XAD-4 tipo ar kita dervsg,

turinc¢ig pana$ias savybes.

2.Bidas pagal 1 punkta, b e s i s ki r i an t i s
tuo, kad pradinis ekstraktas yra miSinys Sarminio ir
vandeninio ekstraktuy, gauty natiralias neapdorotas,

geriausia Zemapelkes durpes, kuriy humifikacijos
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laipsnis H6-H10, ekstrahuojant Sarminiu vandeniniu
tirpalu, po to vandeniu, pries ekstrahacijg galima jas

praplauti rugsties tirpalu.

3.Budas pagal 1 arba 2 punkta, be s i s ki r ian -

t 1 s tuo, kad Amadori presigrupavimo reakcija vykdo

koncentruotame vandeniniame tirpale ar koncentruotame

vandeniniame-alkoholiniame tirpale.

4.Bldas pagal 1-3 punktg, b e s i sk iriantdis
tuo, kad medZiagas, kuriy neturi bati galutiniame pro-
dukte, 15 ragStaus ar neutralaus tirpalo adsorbuoja
kolonélése, kurias po to plauna destiliuotu vandeniu ir

praskiestais Sarmy tirpalais.

5.Bidas pagal 1-4 punkta, b e s i s kiriant is
tuo, kad galutini tirpala dZiovina i3purdkimo biadu, tuo

pac¢iu ir sterilizuoja.
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