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Sposob- otrzymywania insuliny

R
W znanych sposobach otrzymywania insuliny
jedng z podstawowych faz procesu jest destylacja
prézniowa (zageszczanie) alkoholowych ekstrak-
té6w z trzustki. Proces ten wplywa jednak szkod-
liwie na trwalo§¢é hormonu, dlatego tez starano sie
wydziela¢ insuline w inny sposéb. Wedlug niekt6-
rych danych z literatury (T. Schibata, Huk, Acta
Med. 43. 278, 1952 — ref. C. A. 47. 2433, 1953) jak
réwniez nielicznych patentéw proponowano wy-
tracaé insuline z alkoholowego ekstraktu trzustki
za pomoca soli cynkowych (np. indyjski opis pa-
tentowy nr 43 403 i japoniski opis patentowy nr 5448).
W pierwszym z cytowanych opis6w patento-
wych dla wytracenia ifiguliny z ekstraktu etano-
lowego zastosowano chlorek cynkowy i wodorotle-
nek amonu. Po diugim i zlozonym procesie tech-
nologicznym, a mianowicie: strgceniu w mocnym
etanolu, dializie, strgceniu kwasem tré6jchlorooc-
towym i przeprowadzeniu przez punkty izoelek-
tryczne, uzyskiwano preparat insuliny o mocy fiz-
jologicznej zaledwie okolo 8—10 jednostek w 1 mg.
W drugim opisie patentowym zastosowano eks-
trakcje metanolowg trzustki wielorybiej, a na-
stepnie uzyto siarczan cynkowy wobec wodoro-
tlenku amonu jako czynnika stracajgcego insuli-
ne z tego ukladu. Uzyskiwano w koncu w miare
oczyszczong insuline o mocy 19 jednostek w 1 mg
przy stosunkowo niskiej wydajnoS$ci okolo 730 jed-
nostek z 1 kg trzustki.
Stwierdzono, zZe mozna uzyskaé¢ insuline z wy-
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wysoka wydajnoScig przy zastosowaniu wytrgca-
nia insuliny solami cynku z ekstraktu alkoholo-
wego, nastepnego rozpuszczania, wysalania i eks-
trakcji acetoniem. Cel ten osigga sie zgodnie z wy-
nalazkiem w ten sposéb, Ze insuline ekstrahuje sie
z trzustki zwierzecej stabym roztworem zakwa-
szonego metanolu, a nastepnie wytrgca sie jg so-
lami cynku zwlaszcza octanem cynku w §$rodo-
wisku stabo alkalicznym w obecnoS$ci buforu octa-
nowego. W dalszych fazach procesu technologicz-
nego osad rozpuszcza sie w kwasie solnym a na-
stepnie wysala chlorkiem sodu.

Wysolone réwnocze$nie z insuling substancje ba-
lastowe (barwniki i lipoidy) wymywa sie aceto-
nem i dalszy proces prowadzi znanymi sposobami
(otrzymywanie bezpostaciowej insuliny cynkowej
i krystalizacja). Wiadomym jest, ze insulina jako
hormon, w sklad ktérego wchodzi jon cynkowy,
ma powinowactwo do tego metalu.

Jednak wobec zlozonej i nietrwalej budowy cza-
steczki insuliny, wszelkie procesy chemicznego
wigzania jej z cynkiem powinny byé prowadzone
w mozliwie najlagodniejszych warunkach, o ile ma
pozostaé¢ nienaruszona struktura wewnetrzna hor-
monu. Stwierdzono, Ze cel ten osigga sie, jezeli
insuline wytragca z ekstraktu metanolowego sola-
mi cynku w Srodowisku stabo alkalicznym w obec-
noSci octanéw. Jednakze, jak wiadomo, czastecz-
ka insuliny jest stosunkowo nietrwala w $rodowi-
sku alkalicznym. Proces rozkladu jest za§ szcze-
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gblnie szybki w obecnoci pankreatycznych enzy-

moéw trawiennych dzialajagcych optymalnie w S$ro-

dowisku alkalicznym.

Stwierdzono, ze przy wytracaniu insuliny jo-
nami cynku w Srodowisku slabo alkalicznym wo-
bec octanowego ukitadu buforujgcego — nie tylko
unika sie rozkladu w czasteczce insuliny, ale réw-
niez zostaja zahamowane enzymatyczne procesy
trawienne. Spos6b wedlug wynalazku opiera sie
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dzono, ze aceton umozliwia jednocze$nie' wymyecie
balastowych ttuszczéw i barwnikéw. Po’ wymyciu
substancji balastowych proces prowadzi sie dalej
znanym sposobem do uzyskania insuliny w po-

_staci krystalicznej.

Przyklad. 3 kg mieszanej trzustki wieprzo-
wo-wolowej ekstrahuje sie 4—7 litrami metanolu
zakwaszonego 40—50 ml kwasu siarkowego. Po
odsgczeniu do przesgczu dodaje sie niewielkg ilo§é

na teorii wytwarzania wewnetrznych soli kom- ;9 kwasu octowego i okolo 30 g octanu cynku w roz-
pleksowych aminokwaséw, z ktérych zbudowana tworze a nastepnie wodorotlenku sodu do osigg-
jest czgsteczka insuliny. Np. reakcja miedzy cyn- niecia wartoSci pH = 7,3—1,5. Wypada klaczkowaty
kiem i kwasem alfa-aminooctowym przebiega jak osad. Po zlewarowaniu roztworu osad od-
podano na rysunku, na ktérym X oznacza anion. sgcza sie i rozpuszcza sie w 200—300 ml. 1—2%-

W procesie tym powstaje wewnetrzna sél kom- ;5 owego kwasu solnego az do uzyskania w roztwo-
pleksowa, w ktérej cynk swoimi wartoSciowoScia- rze wartoSci pH = koto 2,5. Do otrzymanej met-
mi gléwnymi wigze sie z grupami karboksylowy- nej cieczy dodaje sie chlorku sodowego do pel-
mi, a wartoSciowo§ciami pobocznymi z grupami nego nasycenia. Wysolony osad oddziela sie od
aminowymi oraz uwalnia sie kwas. cieczy i zawiesza w 10-krotnej ilo§ci acetonu. Za-
* Przy zastosowaniu soli cynkowych w techno- ,, wiesine dobrze sie miesza i odsacza. Do roztworu
logii wytrgcania insuliny zachodzi proces wigza- " przechodza barwniki i tluszcze a w osadzie po-
nia jonéw cynku prawdopodobnie w postaci kom- zostaje insulina (obok innych substancji). Dalsze
pleksowych polgczen. Uzycie w sposobie wediug fazy procesu (stragcenie bezpostaciowej insuliny
wynalazku octanu cynku ulatwia proces komplek- cynkowej i krystalizacja), prowadzi si¢ znanym
sowania sie, wla$nie dzieki stabej dysocjacji wy- 95 SPosobem. Uzyskuje si¢ okolo 120—170 mg krysta-
twarzajgcego sie kwasu octowego. Przesuniecie licznej insuliny o mocy 21—24 j/mg i normalnej
calego ukladu do S$rodowiska stabo alkalicznego zawarto$ci cynku. -
(pH = 17,3—17,5) powoduje nasilenie procesu wigza- ’
nia jonéw cynku oraz procesu asocjacji i agre- Zastrzezenie patentowe
gacji czastek insuliny. ' 30

W sposobie wedlug wynalazku przy zastosowa- Spos6b otrzymywania insuliny przez ekstrakcje
niu nadmiaru jonéw cynku w §rodowisku stabo alka- z trzustki za pomoca alkoholu zwlaszcza metanolu,
licznym nastepuje wydzielanie sie koloidalnego osa- wydzielenie jej z ekstraktu na drodze wytracenia,
du wodorotlenku cynku, ktéry okluduje kompleksy znamienny tym, ze ekstrakt insuliny traktuje sie
insulinowo-cynkowe i zlozone zwigzki cynkowe - octanem cynku w $§rodowisku buforowanym octa-
(z barwnikami, lipoidami i peptydami) i powo- nami i doprowadza warto§é pH S$rodowiska do
duje ich calkowite wytrgcenie z roztworu alkoho- okolo 7,3—17,5, przy czym insulina wytrgca si¢
lowego. Zawarto§¢ insuliny w osadzie jest stosun- catkowicie z roztworu w postaci kompleksu z cyn-
kowo niewielka (ulamek procentu). W dalszej fazie kiem, a otrzymany osad rozpuszcza sie w rozcien-
sposobu wedlug wynalazku odsaczony osad roz- 4 Czonym kwasie solnym, po czym wysala z roz-
puszcza sie w 1—2% roztworze kwasu solnego tworu osad, ktory traktuje sie acetonem w celu
przy wartoSci pH okolo 2,5 i wysala chlorkiem usuniecia substancji balastowych, przede wszyst-
sodu. Osad oddziela sie od cieczy i zawiesza sie kim barwnikéw i tluszczéw, po czym dalsze oczy-
w 10-krotnej iloSci acetonu, miesza i sgczy. Stwier- szczanie insuliny prowadzi sie .w. znany sposéb.
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