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Vynalez se tyka zplsobu izolace inzulinu
a dalSich blologicky afinnych peptidickych
latek z extraktli pankreatu adsorpci na syn-
tetickych nerozpustnych makromolekulér-
nich pryskyficich.

PF¥i veSkerych dosavadnich zpiisobech izo-
lace inzulinu se postupuie tak, Ze se rozem-
lety hovézi nebo veplovy pankreas extrahu-
je okyselenym 50—7C %nim ethanolem. V
uvedeném extrakénim €inidle je inzulin nej-
1épe rozpustny, priCemZ je téZ GCinné chré-
nén pred proteolytickym Sté€penim enzymy,
pfitomnymi v pankreatu. V dalSich fézich se
extrakt vyfisti filtraci nebo odstfedénim,
zpravidla po Gpravé do slab& alkalickeé ob-
lasti pH a po opétovném okyseleni se vakuo-
vou destilaci odeZene ethanol. ZahuStuje se
na 1/10 aZ 1/15 plvodniho objemu, pFifemZ
se ze zbyvajiciho vodného roztoku vyloudi
vrstva lipoidd. Odstranéni této vrstvy £&ini
obvykle zna&né potiZe, nehledé k soufasnym
ztrdtdm inzulinu. Z d&irého filtrdtu se po-
tom inzulin vysoli a podrobuje dal$imu ¢is-
téni, které je ukonéeno krystalizaci.

Snahy o zjednoduSeni dosud abvyklé tech-
nologie (nahrada zahuSlovdni velkych ob-
jemil ethanolického extraktu ve vakuu, od-
straifiovdni lipidf@), vedly k vypracovéni
novych metod, pouZivajicich iontomé&nich.
Nap¥iklad Jorpes se sp. izoluje inzulin z ex-
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traktu adsorpci na prirozeném ménici iontd,
alginové kyseliné (zdpadon&mecky pat. spis
¢. 1043 384). Pfi tomto zplisobu se vychazi
z kyselého extraktu, ktery se po alkalické
apraveé opét upravi do kyselé oblasti na pH
3,0—4,7 a uvede do styku s pfirozenym meé-
ni¢em iontd, alginovou &i pektinovou kyseli-
nou, popiipadé oxycelulosou, na ktery se in-
zulin obsaZeny v extraktu adsorbuje. Po od-
déleni ménife se inzulin eluuje vodnou 0,3
N kyselinou chlorovodikovou.

V pat. spise vytéZky uvedeny nejsou, v sou-
b&Zné publikaci (Acta chem. scand. 14, 1777,
1960) uvddsné v{¢téZky jsou znalné nizké,
pribliZnd 800— 1000 m.j. inzulinu z 1 kg ho-
véziho pankreatu a 4000 m.j. z 1 kg teleciho
pankreatu, coZ nedosahuje ani polovinu
mnoZstvi inzulinu obsaZeného ve Zlaze. Z pro-
vozniho hlediska je tato metoda znaéné ne-
ekonomicka.

Predmétem vynéalezu je dalSi zdokonaleni

- a zjednoduSeni technologie izolace inzulinu,

a to i metody pouZivajici m&niét iontd.

Podstata tohoto zpfisobu, ktery je vhodny
téZ k izolaci dalSich biologicky aktivnich
peptidickych latek z extraktd pankreatu, spo-
Civa v tom, Ze se isolace provadi ze surové-
ho vyfefeného exiraktu s hodnotou pH 6—8,
s vyhodou 6,5—7,0, adsorpci na iontoméni-
¢ich, obsahujicich skupiny —COOH,
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—CH3COOH nebo —CHOH.COOH, na béazi
ester®t kyseliny akrylové nebo methakrylové
s dioly, kopolymerovanych s 0,5 — 5 % sito-
vadla, jako je divinylbenzen nebo dimetha-
krylat, a s neutrdlnim monomerem, jako
jsou estery Kkyseliny akrylové, methakrylové
nebo maleingvé, popiipadé styren, nateZ se
naadscrbovany inzulin a dalsi hiologicky ak-
tivni peptidické latky z iontom&nige eluuji.

Eluce z iontoméni¢e se provadi nejlépe
vadnym alkanolem s 1 aZ 3 atomy uhliku, s
vihodou ethanolem, obsahujicim ,3—3,6 %
s vjhodou 1,0 %, kyseliny chlorovodikové,
sirové nebo fosfore€né.

Optimdlniho efektu adsorpce se dosdhne
p¥i pouZiti iontomé&niéd s makroperézni hou-
bovitou strukturou.

Pii provedeni zplsobu podle vynélezu do-
chézi k adsorpci inzulinu a dalSich biologic-
ky aktivnich peptidickych latek na iontomsé-
nifich uvedeného sloZeni a vlastnosti pouze
7z neutrdiniho prostfedi, s optimem p#i pH
6,5 aZ 7,0, které je ne’Setrnéisi.

V prostfedi kyselém, jake je tomu p¥i po-
uZiti kyseliny alginové, adsorpce nenastdva.
Eluce se provadi 30—70%nim ethanolem,
okyselenim kyselinou na piislusné pH, opti-
maln& probihd s 50—60%nim ethanolem, ob-
sahujicim 1 % HCIl. Na rozdil od kyseliny al-
ginové a jinych pfirozenych iontomé&niti ne-
dochézi k eluci ze syntetického iontoménide
pouhicu vodnou ziedénou kyselinou, pfitom-
nost alkoholu v elu¢nim &inidle je nutnA.

Ze ziskaného eludtu se ve vakuu odpaii
ethanol a z odparku se potom jiZ b&Znym
zplisobem vysoli prfidavkem NaCl inzulin,
ktery se dale Cisti a nakonec krystaluje.

Je samozFejmé, Ze v3echny typy karboxy-
lovych katex(t nejsou stejné vhodné pro i-
zolaci inzulinu ze surovych extraktd. Zale-
Z1 pfedeviim na tom, jak rychle se ustavu-
‘je rovnoviha. PPedpokladem tsp&3né ad-
sorpce a eluce vysokomolekuldrnich latek,
je moZnost jejich proniknutl do €4stic prys-
kyfic nebo vhodnym zpfischem zv&t§eny po-
vrch Castic a pritomnost pouze takovych
funkénich skupin, které nepoutaji adsorbo-
vanou latku priliS pevné.

Jmenovanym poZadavktm vyhovuji nejlé-
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pe slab& zesitované karboxylové katexy, ob-
sahujici 0,5 — 5,0 % sitovadla, jejichZ vlast-
nosti, napfiklad bobtnavost, 1ze podle potfe-
by medifikovat valbou vhodnych sloZek. Ka-
pacitu iontomé&nidd lze déle zvy3it jejich -
pravou do formy makroporézni houbovité
struktury. U takovych pryskyfic se pfi za-
chovani makroskopicky pravidelného tvaru
éastic siln& zvét$i aktivni povrch a neni pak

zapotfebi, aby peptidickd makromolekuldrni

latka musela pronikat dovnitf pryskyFice.
Dals{ vyhodou uvedeného typu syntetickych
pryskyfic je to, Ze spojuji v sobé& vlastnosti
pro isolaci polypetidfl, ¢j. vlastnosti ionto-
ménné s vlastnestmi gelového filtru.

Adsorpce inzulinu neni v podstaté zavis-
14 na titradni kapacité iontoménice, rozho-
dujici je mnoZstvi sitovadla, velikosti cCas-
tic, houbovitost struktury, doba adsorpce,
mnoZstvi mé&nice a koncentrace vodikovych
iontd.

Priklad provedeni

10 kg zmraZeného hovéziho nebo veplo-
vého pankreatu se rozemele pfimo do 21,5
litru 96%niho ethanolu, okyseleného 225
mililitry kyseliny fosforeéné. Michéa se 2 ho-
diny pFi teplot& mistnosti, potom se drt od-
déli a opét extrahuje 2 hodiny 20 litry 60
a¥ 65%niho ethanolu, okyseleného 90 ml
kyseliny fosforetné. Filtraty se spoji a vyéi-
Fi na odstFedivce. Potom se pH upravi na
6,5—7,0 (roztokem hydroxidu sodného, a-
moniakem apod.} a vznikla sraZenina se
oddéli. K ¢&irému filtratu se pridd 400 g
karboxylového katexu v H-cyklu a mirné& se
michd 2—16 hodin. Po ukonfeném michini
klesne katex ke dnu. Katex se odd&li od
kapalného podilu a eluuje za michédni 500
mililitri 60%niho  ethanolu, okyseleného
15 ml koncentrované kyseliny chlorovodi-
kové. Po 15—30 minutdch michéni se ka-
tex odfiltruje a eluuje obdobné je5t€ jed-
nou. Eludty se-spoji, ethanol sz oddestilu-
je ve vakuu a z vodného média se inzulin
vysoli pfidavkem NaCl do koncentrace 25
a7 28 % a dale zpracovdva nékterou z ob-
vyklych metod.
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PREDMET VYNALEZU

1. Zpfisob izolace inzulinu a dalSich bio-
logicky aktivnich peptidickych latek z ex-
traktti pankreatu adsorpci na syntetickych
nerozpustnych makromolekuldrnich prysky-
¥icich, obsahujicich karboxylové skupiny,
vyznadujici se tim, Ze se izolace provadi ze
surového vyc¢iFeného extraktu s hodnotou
pH 6—8, s vyhodou 6,5—7,0, adsorpci na
iontomé&nitich, obsahujicich skupiny
—COOH, —CH2C00H nebo —CHOH . COOH,
na béazi estertt kyseliny akrylové nebo me-
thakrylové s dioly, kopolymerovanych s 0,5
a? 5,0% sitovadla, jako je divinylbenzen
nebo dimethakryldt, a s neutrdlnim monome-

rem, jako jsou estery kyseliny akrylové,
methakrylové nebo maleinové, popfipadé
styren, nate? se naadsorbovany inzulin a
daldi biologicky aktivni peptidické latky z
iontomé&nice eluujl.

2. Zpasob podle bodu 1, vyznalujici se
tim, Ze se eluce z iontomé&nice provadi vod-
nym alkanolem s 1—3 atomy uhliku, s vy{-
hodou ethanolem, obsahujicim 0,3—3,0 %,
s vyhodou 1,0% kyseliny chlorovodikove,
sirové nebo fosforecné.

3. Zptsob podle bodu 1, vyznalujici se
tim, Ze se pouZivd iontoméni¢l s makropo-
rézni houbovitou strukturou.
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