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Vynélez se tykd zplisobu soudasného zis-
kani insulinu vedle pankreatinu z Cerstvych
nebo z hluboce zmrazenych vepfov§ch pan-
kreat. Pankreata jatetnych zvifat jscu ja-
koZto farmaceutickd surovina dvojnésobng

zajimavé. Jednak se jich pou#ivd jakoZto je- -

diného vychoziho materidlu pro ziskanf in-
sulinu, jednak obsahuji pro terapeutické po-
uziti hodnotné enzymy. Tak jsou hovezi pan-
kreata dilieZitd pro ziskani trypsinu a chy-
motrypsinu vedle insulinu, zatimco z vep-
Fovych pankreat se mii¥e ziskat terapeutic-
Ky hodnotnd enzymova smés pankreatin s ly-
polytickym, amylolytickym a proteclytickyim
plisobenim.

Na zé&kladg této bifunkénosti nechybély
od dob, kdy se zatalo pankreatickych ob-
sahovych latek pouZivat v medicing, far-
macii a technice, pokusy ziskat oba systé-
my afinnych latek z tého¥ vychoziho mate-
ridlu. Takové dvoji zpracovani viak naréi
na potiZe, které jsou zalo¥eny na tom, Ze
je pro ziskani insulinu zapotiebf extraks-
nich pcdminek, za kterych se enzymy z nej-
V&SI Casti irreversibilng inaktivuji. Tak pro
dokonalou extrakci insulinu jsou vihodné
kyselé podminky, v&t§inou pod hodnotou pH
4, v pritomnosti organického rozpous$tédla,
vetdinou 90 aZ 80 objemovych % ethanolu.
Amylasy a lipasy pankreasu fjsou v3ak za
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téchto podminek nestdlé a ve velké mite se
denaturuji.

VE&ts] stdlost vykazuje proteolyticky sy-
stém trypsin-chymotrypsin. P¥idavhé zis-
kdni krystalického trypsinu, popFipadé smé-
si trypsinu a chymotrypsinu s extrakd-
nich zbytki vyroby insulinu, je zndmo na-
piiklad z britského patentového spisu &islo
613 030, z patentového spisu NSR 875 640,
z francouzského patentcvého spisu 999 346,
z amerického patentového spisu 2 686 148 a
2751330 a z patentového spisu NSR &islo
1013 834. .

Soufasné ziskani insulinu a pankreatinu
se naproti tomu jevi vice problematickym,
Ekcnomicky pouZitelny zpiisob se pro uve-
dené obtiZe dosud neprosadil. Tak je v né-
meckém patentovém spise & 745 284 popsén
zplisob provaddni exirakce insulinu prl al-
kalické hodnoté pH za co mo¥na nejvetsi-
ochrany enzymu. Z némeckych patentovych
spistt 874062 a 875 856 je znama fermenty
chranici kyseld extrakce- insulinu. Enzymy
jsou v3ak i pFi téchto postupech tak dale-
ce po3kozeny, e nelze ziskat Zadny, sou-
¢asnym nérokim vyhovujict produkt za e-
konomickych pedminek.

Vedle absolutnich oborfi pH, pri kterych
8¢ pracuje, je zfejm& hlavni p¥itinou pro
znacnou inaktivaci fermentu pouZiti anorga-
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nick¢ch, popfipad& organickych kyselin pro
‘nastaveni hodnoty pH. S timto poznatkem
potitd také zplisob podle némecké vyloZené
prihlasky DAS €. 2.146 275. Je v ni popsdno
ziskdni insulinu vedle pankreatinu z pankre-
atu su$enéhc vymrazovdnim. 7Z odtulné-
nych, lyofilizovanych Zl4z se extrahuje vod-
n& alkoholickym rozpoustédlem, s vyhodou
60 aZ 80 % ethanolem, po piisadd neutral-
nich soli, jako je chlorid sodny, bez primé
pfisady kyseliny insulin. Extrakce insulinu
z €erstvych nebo z hluboce zchlazenych pan-
kreat po pifsadé soli, jako je chlorid sodny
nebo chlorid amonny, je zndma z americké-
ho patentového spisu ¢&. 2779 706.

V8echny dosud popsané zplisoby maji za-
vaZné nedostatky, zaloZené jednak na tom,
Ze jsou wvytéZky insulinu nepatrné, jednak na
tom, Ze se enzymy v Siroké miPe inaktivuji,
nebo Ze zahrnuji technologicky nédkladné a
tim drahé vyrobni fdze, jako je suSenl vy-
mrazovanim.

Predmétem vynélezu je zplscb soufasné-
tho ziskdni insulinu vedle pankreatinu z €er-
stvych nebo z hluboce zmrazenych vepfo-
vych pankreat extrakei Z14z v pfitomnosti a-
cetonu, ktery je vyznalen tim, Ze se k ex-
trakci pouZiva reak¢éni smési alespoil se 40
procenty acetonu a extrahuje se p¥i hodnoté
pH 5 aZ 7, pFifemZ se pro nastaveni hodno-
ty pH pouZivd ve vod& rozpustnych soli s
kationty, které vytvafeji s kyselymi dopro-
vodnymi - ldtkami insulinu za extrak&nich
podminek nedisociované sloueniny, po ex-
trakci se popfipad®d po dalsi prisadé aceto-
nu -oddsli pevnéd latka od extraktu, extrakt
se 0 sob& zndmym zplsobem ddle zpracova-
vd . na insulin a pevné latka se pc oddé&leni
z extrakéni smési neprodlen& pufrem na-
stavi na hodnotu pH nad 5,6 a 0 sob& zné-
mym zpUsobem se zpracovédva na pankrea-
tin.

PFi tomto zplsobu se odstrani nedostatky
dosud zndmych zplscbli. S prekvapenim se
zjistilo, Ze je moZnd extrakce insulinu z &er-
stvych nebo s hlubokym chlazenim konser-
vovanych pankreat velmi Setrnym zphisobem,
jestliZe se do rozmé&ln&nych 714z, suspendo-
vanych ve smési vody a acetonu, pFida roz-
tok soli, jejiZ kationty jsou schopné reago-
vat s obsahovymi ldtkami %14z takovym zpii-
sobem, Ze se z reak&ni smési uvoliiuji vo-
dikové ionty, které posunuji hodnotu pH.
Predev8im pfichédzeji pro uvolilovani vodi-
kovych iontd v tvahu mastné kyseliny, kte-
ré vytvaleji s kovovymi ionty nedisociované
slouteniny. JakoZtoc kovové ionty pFichézeji
v tvahu takové icinty, které jsou fyziologic-
ky nezdvadné, protoZe vétSinou nelze vy-
loudit, aby zbytky t&chto soli nezlistdvaly v
pankreatinu.

Naproti tomuy pFichdzeji méné v tvahu ta-
kové kovové ionty, obzvlaSt€ takové ionty
t&Zkych kovii, které maji nepriznivy vliv na
konetné produkty se zfetelem na hormondl-
ni, popFipad& fermentovou aktivitu. S vyho-
dou se pouZivd ve vodg& rozpustnych vapena-
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tych soli, mGZe se v8ak také pouZit seli ho-
Fetnatych, -zine¢natych, hlinitych, Zelezi-
tych, soli kobaltu, niklu, cinu a manganu.
Potfebné mnoZstvi priddvanych soli se sta-
novi m&Fenim hodnoty pH. Vapenatych soli,
zvlasté chloridu vépenatého, se pouZiva s
vyhodou, jednak pro jejich dobrou rozpust-
nost, jednak pro jejich fysiologickou neza-
vadnost. Vyhodnym vedlej§im plscbenim
vdpenatych iontd je jejich znamd vlastnost
stabilizovat enzymy.

Napiiklad lze pFisadou asi 0,7 % chlori-
du vapenatého do rozméln&nych Zldz, sus-
pendovanych ve smési acetonu a vody, do-
sdhnout posunuti hodnoty pH smési na hod-
notu 5 a¥ 6, s vyhodou 5,4 aZ 5,6; to jsou
podminky, za kterych citlivé enzymy pan-
kreasu utrpi sotva znatelné poSkozeni. Ten-
to efekt lze zesilit popiipadé pFisadou vhod-
né soli, jestlize chemickd reakce této soli se
soli vapenatou ovliviiuje uvcliiovani vodiko-
vého iontu. Pro tento tcel jsou vhodné Kyse-
16 soli vicesytnych kyselin, jestliZe odpovi-
dajici vapenaté soli, které se pFitom vytvori,
za dosavadnich podminek slab& disociuji
nebo viibec nedisociuji. Napiiklad se pro
tento idel hodi natriumdihydrogenfosfat ne-
bo dinatriumhydrogenfosfat.

Prisady jinych neutrdlnich soli, jako chlo-
ridu sodného nebo chloridu amonného a ji-
nych soli, kterych se popiipadé pouZivd pro
extrakei insulinu za jinych podminek, nerusi
tyto reakce a mohou se rovnéZ pridavat.

Zptsob podle vynédlezu se miliZe napriklad
provadét takto: Cerstvd nebo hlubokym chla-
zenim konservovand vepfova pankreata se
rozmd&Ini a suspenduji se ve smési napfikiad
z 24 cbjemovych % a 76 objemovych % ace-
tonu, do které se popiipadé pridaly uvede-
né neutralni soli, jakoZ také jiZ uvedené soli
vicesytnych kyselin. Pro extrakci a nasled-
né oddéleni nerozpustédnych podila Zlaz je
vyhodné udrzovat koncentraci acetonu v ka-
palné fazi na 40 aZ 80 objemovych %, aby se
na jedné strang umoZnilo rozpousténi insu-
linu ze tkan& 7laz a na druhé strané aby se
zabrdnilo aktivaci zymogenu autolytickymi
pochody v nasadové smési.

Objem extrak&ni kapaliny je dén praktic-
kou tvahou, kterd je zaloXena na dostatel-
ném rozpuiténi Gfinné latky a na priznivé
technické manipulaci se suspenzi. Obzvlas-
t& vyhodné je provedeni zplisobu, pFi kte-
rém je obsah pevné latky v suspenzi asi 10
aZ 20 %. Do této smesi se pak s vyhodou te-
prve nyni priddavé vapenatd sil, nejlépe ve
form& vodného roztoku. Suspenze, uprave-
na na poZadovanou hodnotu pH, s vyhodou
na hodnotu mezi 5 a 7, nejvyhodnéji vSak na .
hodnotu 5,4 aZ 5,6 se michd. Pokud se pra-
cuje v b&’nych michacich nddobéch, je do-
statetnou extrak&ni deobou 0,5 aZ% 1,5 ho-
din. Pak se pevné latky oddé&li, s vyhodou
odstteddnim. Pevnd latka se miiZe zplisobem
podle vynédlezu n&kolikrat extrahovat, potet
extrakci se vdak md v zdjmu dobré kvality
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pankreatinu udrZovat podle moZnosti nizky.

VyCefené extrakty se poptipadd spoji a
prisadou alkalickych roztokd se hodnota pH
upravi na 7 aZ 8, s vyhadou na 7,3 a¥ 7,7.
K tomuto dcelu se s vyhodou pouZiva slabé
amoniakalni vody, sodného louhu nebo ved-
neého roztoku soli hydrolyzujici s alkalic-
kou reakci, jako je napriklad dinatriumhyd-
rogenfosfat. Pritom popiipadé vyvlotkova-
na inertni proteinova frakce se miZe odds-
lit odstFedénim. Reakce &irého extraktu se
opé&t nastavi na kyselou, ve vakuu se cdstra-
ni aceton, koncentrat se vysraZi chloridem
sodnym a ziskany solny kolad se o sob# zna-
mym zptsobem déle zpracuje na insulin.

Po oddeéleni extraktu obsahujictho insulin
predstavuje zbyld pevna latka v§chozi mate-
ridl pro pankreatin. Ke chran&ni aktivity fer-
mentu se neprodlen& prisadou roztoku puf-
roveé soli nebo smési pufrovych soli upravi
hodnota pH na 6 aZ 7 a pak se o sob& zna-
mym zplsobem déle zpracovdvd na pankre-
atin: dvakrdt opakovanou extrakci vysoko-
brocentnim acetonem se zbavi tuku, odved-
ni se a pak se usudi. Zpfisob tohoto daldiho
zpracovani je popsdn v nésledujicim pri-
kladu 1.

Priklad 1

50 kg hluboce zmrazeného vepfového pan-
kreasu se rozemele na masovém strojku a
suspenduje se pri teplotd 15 °C v predloZe-
né smési ze 130 1 acetonu a 50 1 vody. P¥Fi-
ddnim vodnéheo roztoku chloridu vapenatého
(100 g chloridu védpenatého v 150 ml vody )
se hodnota pH nastavi na 5,6. Mich4 se po
dobu 30 minut p¥ teplotd 15 °C, smichd se
se 45 | acetonu a pevnd latka se odddl{ od-
stedénim. Cird faze obsahuje insulin a pev-
na hmota se zpracuje na pankreatin.

Pevnd latka se natéstuje 40 1 vodného roz-
toku dinatriumhydrogenfosfatu, ktery obsa-
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huje tolik fosfatu, aby se nastavila hodnota
pPH na ‘6,0 a% 6,5, a vakuovou destilac{ p¥i
teploté produktu 25 °C se uvede na obsah
acetonu 15°. Husty tekuty destilatni zbytek
se nyni podle kvality 714z vdrZzuje aZ po do-
bu t¥i hodin na teplot& 25 °C, pak se rozmi-
cha s 250 1 acetonu a zahfeje se na teplotu
30 °C.

Pevna latka a ¢ira faze se odd&li odst¥e-
dénim. Pevnd latka se znovu extrahuje pri
tepioté 25 °C 150 1 acetonu, ktery obsahuje
10 1 vody, odd&li se odstFed&nim a k udre-
ni aktivity fermentu se su3i ve vakuu pri
teploté& 25 aZ 30 °C.

VytéZek je 9 kg pankreatinu s touto fer-
mentatni aktivitou:

90 amylasovych jednotek podle Willstétte-
ra,

75 lipasovych jednotek podle Willstdtte-
Ta,

160 proteasovych jednotek podle Willstét-
tera.

Insulinovy extrakt, ziskany odstFedénim,
se odpafuje ve vakuu aZ do odstran&ni ace-
tonu. PFitom vypadly tuk se cdd8li. Z vodné-
ho destilatniho zbytku se rozpustdny insulin
izcluje vysrdZenim kuchyiiskou soli a maé-
slednou krystalizaci.

VytéZek je 3 g insulinu s 25 I J./mg, to
je 75000 1. ]. insulinu.

Priklad 2

Smeés predloZena k extrakci insulinu se
sklddéd ze 120 1 acetonu a 50 ! vody, ve které
je rozpudtén 1 kg chloridu amonného a 0,5
kilogram@ prim. natriumhydrogenfosfatu.

Jinak jsou sloZeni nasady, pracovni pod-
minky a vytéZky stejné jako p¥i zpfisobu po-
psaném v pFikladu 1. ‘

PREDMET VYNALEZU

1. Zplsob soudasného ziskani insulinu ve-
dle pankreatinu z erstvjch nebo z hluboce
zmrazenych vepfovych pankreat extrakci
Zl4z v pritomnosti acetonu, vyznateny tim,
Ze se k extrakci pouZiva reakéni smési ale-
spoii se 40 % acetonu a extrahuje se pi¥i hod-
noté pH 5 aZ 7, pfiCemZ se pro nastaveni hod-
noty pH pouZivd ve vodé rozpustnych soli
s kationty, které vytvareji s kyselymi dopro-
vodnymi latkami insulinu za extrakénich
podminek nedisociovang slou€eniny, po ex-
trakci se popfipad8 po dalsi prisadé aceto-
nu oddéli pevnd latka od extraktu, extrakt
se 0 so0b€ zndmym zplsobem ddle Zpracova-
vé na insulin a pevné latka se pc oddéleni

z extrak¢ni smési neprodlens pufrem nastavi
na hodnotu pH nad 56 a o scbé Znamym
zplisobem se déle zpracovavéd na pankreatin.

2. ZpGsob podle bodu 1, vyznaceny tim,
Ze se do extrak&ni smési pridavajl rozpust-
né kyselé soli vicesytnych kyselin a k nasta-
veni hodnoty pH se pou¥ivéd ve vodé rozpust-
nych soli, jejichZ kationty vytvarejl s anion-
ty pridavanych kyselych soli za extrakénich
padminek nedisociované soli.

3. Zpisob podle bedu 1, vyznageny tim, Ze
se extrakce insulinu provadi p¥i obsahu ace-
tonu 50 aZ 60 % v extrakéni smési a oddslo-
vani pevné latky z extraktu pri obsahu ace-
tonu 60 az 70 %.
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