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ReSeni se tyka izolace insulinu z pfirod-
nihc materidlu, z vodngch roztokit po od-
stranéni ethanolu a hlavntho podflu lipidi.
Podstata je v tom, Ze se vodny koncentrat
surového insulinu o minimélni koncentraci
100 w3/cm® upravi bdzi na hodnotu pH 6,9
2% 10,5, potom se zvysl mérnd vodivost roz-
toku na hodnctu 50 aZ 120 mS/cm bud solf
alkalickéhe kovu, nebo soli amounou, nebo
pFidavkem vysolenéhe surového insuliny,
nate? se pevna fdze oddéli, promyje orga-
nickym rozpougtédlem nebo smési orgaunic-
kych rozpoudtédel misitelngch s vodou. Ze
ziskané pevné faze se pfipravi farmaceutic-
ky ¢&isty insulin bud p¥imo krystalizaci v
pfitomnosti zinefnatych iontdl, anebo po
pFedchozim chromatografickém nebo elek-
trochemickém pre¢isténi. Regeni pFindsi zvy-
Seni vyroby Zadaného léku pfi soutasné Q-
spofe surovin a energie a zjednoduluje ce-
Iou izolaci insulinu.
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Vynélez se tykad zplisobu izolace insulinu
z pankreatu jate&nich zvifat. v

Vyroba insulinu spo€ivd v desintegraci
zmrazenych Zlaz, extrakci vodnym okysele-
nym ethanolem, vy&efeni extraktu a nésled-
ném odlouéeni aniontu kyseliny pf¥itomné
pFl extrakci, spolu s n&kterymi balastnimi
latkami organického pfivodu. Potom se etha-
nol oddestiluje za sniZeného tlaku a z vod-
ného odparku se vysoli surovy insulin (vy-
solenina). Do tohoto z&kladniho schématu
byvaji ¢asto vkladdany daldi operace s cilem
zlepSeni zpracovatelnosti meziproduktf, sni-
Zeni ztrat a zvy$eni kvality finalni substance
'(napk. ¢s. AO ¢&. 187 784).

Surovy vysoleny insulin se po rozpudténi
zbavi dalSich bilkovinnych p¥imé&si tipravou
pH a filtraci. Z &irého filtrdtu se srazi a-
morfni insulin obvykle v p¥itomnosti zined-
natych iontl (tzv. Zn-amorfni insulin), ¢as-
to i pomoci pFfidavku organickych s vodou
misitelnych rozpoustédel. Z roztocku amort-
nfho Zn-insulinu se postupnym sraZenim pri
rlznych hodnotdch pH (napf. podle &s. pat.
€. 131 144) odstrani dal8i privodni latky
bilkovinné povahy, nadeZ je insulin krysta-
lovan za p¥{tomnosti zine&natych iontf.

Takto pfipravend substance se pcuZivé pro
vyrobu bé&Znych insulinovych pFipravki.
Pro vyrobu piipravki o vy38i Cistotd se in-
sulin déle &isti nap¥. chromatografii na mo-
lekulovych sftech (nap¥. &s. AO &. 186 988).
P¥i chromatografickém predidtdni by m8l
mit insulin maxim4lng 10 % pravodnich ne-
tistot, ale nov&ji bylo zji§téno, Ze chroma-
tografie probihd se stejnou G&innosti i p¥i
40 % zne&idtsni insulinu, v z4vislosti na po-
vaze priivodnich negistot.

KaZdou ¢&istici operaci v3ak dochazi ke
ztrdtdm Z&daného produktu a k velké spo-
t¥eb& rozpoustédel. Nevyhodou v&t§iny zna-
mych postuplt je nutnost odstratiovdni krev-
nich barviv v né&kterych stupnich izolace

adsorpci na sorbentech s velkym aktivnim-

povrchem (viz &s. AO &. 187 784). Soudasny-
mi klasickymi postupy je insulin primyslo-
v8 vyrdbén v celosvdtovém méFitku od po-
tatku padesatych let. Na vice pracovistich
byl proto hleddn jednodu33i a racionaln&jsi
postup, avSak zatim bez prakticky pouZitel-
ného vysledku.

Vyijimku &ini zplsob izolace insulinu po-
dle USA pat. spis. & 3719 055, ktery vyuZiva
krystalizace insulinu z bazickych roztoki
za pFftomnosti iontlt alkalickych kovii mebo
iontli amonnych. Tento postup je v8ak prak-
ticky obtiZn& vyuZitelny pro ménd &isté me-
ziprodukty, jako je nap¥iklad vysoleny suro-
vy insulin (salt cake) a ve findlnich stup-
nich vyroby postrddd vyznam. Pridinou je
zna&na obtiZnost nastaveni optimélni kon-
centrace iontdi, coZ ma za nésledek $patnou
reprodukovatelnost vytéZkh i &istoty izolo-
vaného insulinu.

V Fad& p¥ipadd, kdy je jako vychozi ma-
teridl pouZivan vysoleny surovy insulin ne-
bo vodny koncentrat z odparky, vylu€uje se
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spolu s insulinem znaéné mnoZstvi nepolér-
nich l4tek, pochédzejicich z pankreatu, které
mnohdy &ini dalSi zpracovédni tém&F nemoz-
nym €i znatné ztrtovym.

Uvedené nevyhody odstrafiuje zplisob izo-
lace insulinu z vodnych roztokdl po odstra-
néni ethamolu podle vyndlezu, jehoZ pod-
stata spodivd v tom, Ze se vodny koncentrat
surovéhe insulinu © minimélni koncentraci
100 pg/cm® upravi bazi na hodnotu pH 6,9
aZ 10,5. Potom se zvy$i mérnéd vodivost roz-
toku na hodnotu 50 aZ 120 mS/cm, nade? se
pevna faze odd&li, promyje organickym roz-
poustédlem nebo smési organickych roz-
poustédel misitelnych s vodou a ze ziskané
pevné féze se pFipravi farmaceuticky &isty
insulin bud p¥imou krystalizaci w pfitommos-
ti zine&natych iontd, anebo po pfedchozim
chromatografickém nebo elektrochemickém
predisténi.

Zplisob podle vyndlezu se vyhodn& pro-
véadi tak, Ze se vodny koncentrét surového
insulinu upravi p¥idavkem hydroxidu alka-
lického kovu mebo hydroxidu amonného na
hodnotu pH 7,8 aZ 8,2.

Mé&rna vodivost roztoku se zvysi zplisobem
podle vynélezu na hodnotu 60 aZ 90 mS/cm
pfidavkem sodnych nebo amonnych soli, ze-
jména siranti, chloridd, fosfatli nebo jejich
smési, popfipadé pridavkem vysoleného su-
rového insulinu.

Zplisohem podle vynélezu se pevnd faze
promyva alkanolem s 1 aZ 3 atomy uhliku
nebo acetonem, pFipadné jejich smési.

Zplisobem podle vynédlezu se ze ziskané
pevné faze pripravi ¢isty insulin.

Zplsob podle vyndlezu se provadi tak, Ze
se vodny roztok insulinu o koncentraci v&t-
3 ne¥ 100 ug/cm® zbavi hrubd dispergova-
nych &astic, pFipadné se vyfefi zcela, a to
filtraci & centrifugaci. Potom se podrobi
Upravé pH na hodnotu 7,8 aZ 8,2 pomoci
hydroxidu alkalického kovu nebo hydroxidu
amonného. Mérna vodivost roztoku se zvysi
na hodnotu 60 a¥ 90 mS/cm p¥idavkem soli
alkalického kovu mnebo soli amonné, kde
aniontem miZe byt siran, fosfat anebo chlo-
rid.

Pro primyslové vyuZiti je vfhodné pou#i-
vat p¥i v8ech udpravdch ionty téhoZ druhu.
Pevnad f&ze obsahujici insulin se z roztoku
vylouéi zpravidla do 40 hodin. Potom se se-
paruje napfiklad tak, Ze se ponechd 8 aZ
14 hodin sedimentovat, supernatant se od-
saje a sediment se zbavi zbytki matetného
louhu vakuovou filtraci na frit& ¢. 4. Z pev-
né fadze se odstrani rezidua nepoldrnich la-
tek opakovanou extrakci acetonem a potom
se dosuli promytim etherem, Po rozpust&ni
a odfiltrovani balastnich ldtek nerozpust-
nych pri pH 2,0 aZ 2,8 je insulin krystalizo-
van v pritomnosti zinetnatych iontd bud
pFimo, anebo po piedchozim chromatogra-
fickém pre&isténi.

Zptsob podle vynalezu lze s vyhodou po-
uZit p#i ¢ist&ni surového vysoleného insulinu




(vysoleniny) ve findlni ¢asti vyroby. Postup
umoZziiuje rychbou izolaci insulinu z roztoka
obsahujicich znaéné mnoZstvi privodnich
latek, jako jsou mapriklad krevod barviva,
zbytlky ldatek lipidické povahy, eciproteiny,
bilkkoviiné pfimési o molekulové hmotveosti
VELET nel nei 20600 aped., Eim¥% pfinisi zied-
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nod i, pPripadné vynechdni nZkilerych
predfasenych i ndslednych gisticich opera-

cl.

ZpGaoh podle vyndlezu date nwoZiiaje pli-
prava insulinu o vy3Zi disteté primo bez i-
zolace krystalického Zn-insulinn pied chro-
matograill. Tim se raprodukovaielnd ziskiva
jiZ z vysoleného meziproduktu relativng vy-
soce Cisty insulin, v privayslovéin m@ritku
zpracovatelny na findlni substanci ¢ mini-
malnimi zirdtami, ceZ se projzvaje vyznam-
nym zvyienim vyteZzku Zadaného produktu
pii soudasném saiZeni ndrokd na pracnosi,
zaf{zeni a spotlfebu surovin 1 energil

Autory vymilezu bylo prokdézane, Ze po-
stupem podle vwmilezu doide X zvySeni vy-
t8%ku insulinu 0 4 az 20 %.

Nasledujici priklady provedent zplsob
podle vynélezu pouze dokladaji, ale neome-
Zuji.

Priklady provedeni
PrFiklad 1

35,9 g vysoleniay, pochizejici z 10.0 kg
veplfového pankreatu, vyselené pomoci chlo-
ridu sodného, bylo rozpuiténo v 100 cm?
destilovemé wody pifi pi 6,9 nastaveném po-
moci 5 M hydrozidu amonného. Hodnota
mérné vodivosti byla upravena pridavkem
chloridu sodného na 85 mS/cm a konednd
hodnota pH byla nastavena na 7,7. Po tfech
hodinach michéni pii teploté 16 aZ 18 °C by-
la vyloudenda pzvna fize odliltrovana, tFi-
krat rozmichana s celkem 300 cm’ ethanolu,
ktery byl vidy po péti minutich michani
odsait.

Cista sraZenina hyla rozpudténa v 10,0 cm®
destilované vody pPi pil 2,1 nastaveném po-
moci 1,5 M kyseliny chlorovodikové = roz-
tok byl podroben gelové [iliraci s sloupei
5 X 100 c¢cm polydextranového molekulového
sita p¥i eluci 0,00 M kyselinou chlorovodi-
kovou. Z eludtu hyl nejprve vysraZen amort-
ni insulin 5 % obj. pFidavkem, 10 % roztoku
octanu zinenatého a 10 % obj. acetonu pfi
pH 6,4.

Amorfni insulin bvl pe odstFedéni rozpus-
tén v roztoku 1 ; kyseliny citronnvé v 60
cm?® destilované vody. Po piidavka 1,6 cm®
5 0p roztoku chloridu zinetnatého a 12 em?
acetonu bhyla provedena krystalizace tpra-

sy

vou pH na 5,8 pomoci 5M hydroxidu amon- .

ného. Vyloudeny krystalicky insulin byl se-
parovan filtraci, odvodnén promytim aceto-
nem s etherem a dosulen v exsikédtoru nad
oxidem fosforednym. Bylo izolovano 1,1370
g/ramu insulinu © biologické aktivité 24,89
j/mg.

Priklad 2

Postupein podle pfikladu 1 bylo zpracova-
no 38,2 g vysoleniny pochdzejici z 10,0 kg
veplovéio pankreatu a mérnd vodivost roz-
toku byla nastavena na 70 mS/cm piidav-
kem 14,6 g vysoleniny pochédzejici z 3,8 kg
veplového pankreatu, p¥i€emZ byla prabéz-
né udrZzovana hodnota pH 6,7 aZ 8,1 pomoci
5 M hydroxidu amonného. Konetna hodnota
pit byla nastavena na 8,0. Pevna fdze byla
vyloutena po 30 minutich a po rozpuSténi
a filtraci b&Znym zplsobem zkrystalizovéana
v citréatovém pufru na Zn-Krystalicky insu-
lin. Bylo izolovdno 1,7981 g insulinu © bio-
logické udinnosti 23,92 j/mg.

mF

fiklad 3
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50,2 « wysoleniny pochéazejici z 10 g ho-
v8ziiv pankreatu vysolené siranem amon-
nym z hrubgé piedciSténého vodného odpar-
ku se zbytky balastnich latek bilkovinné a
lipidické povaby bylo rozpusténo v 1 000 cm®
demineralizované vody pri pH 8,0 uprave-
mém pomosi 3 M hydraxidu sodného. Po filt-
raci byla hodnota mérné vodivosti roztoku
upravena pridavkem chloridu sodného na
63 mS/cm. Po 40 hodindch michani byla vy-
loutena pevna faze ponechdna 5 hodin se-
dimentovat, mateény louh byl vakuové od-
54t, sediment se zbytky matetného louhu
byl oddélen na frité ¢. 4 a dédle zpracovan
jako v prikladd 1 s tim, Ze k extrakci ba-
lastnich latek byl misto ethanolu pouZit ve
stejném objemu aceton. Bylo izolovéno
0,9803 g insulinu ¢ biologické aktivit® 26,43
j/mg.

Priklad 4

Stejnym postupem jako v pfikladé 3 bylo
znracovdno 50,2 g vysoleniny a hodnota
mérné vodivosti roztoku 90 mS/cm byla na-
stavena pomoci siranu sodného. Bylo izolo-
vine 09956 g insulinu o biologické aktivité
25,04 ji/mg.

Piiklad b

Podle niikladu 3 bylo zpracovano 50,2 g
vysoleniny 2 hodnota m8rné vodivosti roz-
toku 100 mS/cm byla nastavena pomoci si-
rand amonného. Bylo izolovano 0,9495 g in-
sulinu o biclogické aktivitd 25,51 j/mg.

Pfiklad 6

32,1 o vyeoleniny pocliizejici ze smési
7 ke vepioveho a 3 kg hovéziho pankreatu,
vvgolené chloridem sodnym bylo rozpusté-
no 1500 cm? destilované vody p¥i pH 2,3
nastaveném pFidavky kyseliny octové. Po
filtraci byla nastavena hodncta pH 7,9 po-.
moci 5 M hydroxidu sodného a mé&rnd vodi-
vost roztoku 75 mS/cni pomoci chloridu sod-
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ného. Po 60 hod. michdni byla vyloutend
pevnd fdze ponechédna sedimentovat 5 ho-
din. Sediment byl zbaven zbytkl kapalné
fdze filtraci na frité &. 4 a preCiStén promy-
tim 3 X 150 cm® methanolu. Po dosu8eni
etherem a v exsikdtoru nad oxidem fosfo-
rednym zpracovan déle jako v prikladé 1.
Bylo izolovédno 1,1023 g insulinu o biologic-
ké aéinnosti 25,51 j/meg.

Prfiklad 7

Podle postupu v pfikladé 6 bylo zpraco-
vano 32,1 g vysoleniny a pfi jejim rozpous-
tni bylo nastaveno pH 2,2 pomoci 1 M Kky-
seliny sirové, mérnd vodivost 58 mS/cm byla
upravena piidavkem sfranu amonného a k
extrakci balastnich latek ze sedimentu bylo
pouZito 220 cm® ethanolu. Bylo izolovéno
1,0177 g insulinu o biologické ucinnosti
24,83 j/mg.

Ptiklad 8
Podle postupu v pfikladé 6 bylo zpraco-

vdno 32,1 g vysoleniny a p¥i jejim rozpus-
téni bylo nastaveno pH 2,7 pomoci 1,5 M

kyseliny chlorovedikové a hodnota mérné
vodivosti 95 mS/cm pomoci siranu sodného.
Koneéna hodnota pH 8,5 byla nastavena po-
moci hydroxidu draselného a pevna faze by-
la oddslena centrifugaci. Bylo izolovano
1,0027 g insulinu o Géinnosti 23,94 j/mg.

Priklad 9

Bylo zpracovédno 5,0 1 vodného filtrované-
ho odparku o pH 2,3 pochézejicich z 10,0
vepfového pankreatu. Pomoci 5 M hydroxidu
sodného byla upravena hodnota pH 8,1 a
hodncta mérné vodivosti 88 mS/cm byla u-
pravena pfidavkem chloridu sodného. Po
120 hodinach byla pevnd [4ze ponechdna
5 hodin sedimentovat. Asi 9/10 kapalné faze
nad sedimentem hylo odtaZeno a pevnd fa-
z¢ byla dosudena filtraci na frité, promyva-
na 5 X 200 cm® acetonem, dosuiena ethe-
rem a po rozpu$tén{ a filtraci podrobena
gelowé filtraci na sloupci polydextranového
gelu a potom byl insulin b&Znym zplhsobem
zkrystalizovan v pifitomnosti zinetnatych
iontfi. Bylo izolovano 0,8394 g insulinu v ak-
tivitg 24,01 j/mg.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpiisob izolace insulinu z vodnych roz-
tokii po odstranéni ethanolu a vét3iny vy-
lougenych lipidd, vyznacujici se tim, Ze se
vodny koncentrat surového insulinu o mini-
mélni koncentraci 100 wg/cm® upravi bdzi
na hodnotu pH 6,9 aZ 10,5, potom se zvysi
m&rnd vodivost na hodnotu 50 aZ 120 msS/
/cm, nadeZ se pevna faze oddgli, promyje
organickym rozpoudtédlem nebo smeési or-
ganickych rozpoustédel misitelnych s vedou
a ze ziskané pevné fdze se pripravi farma-
ceuticky ¢&isty insulin bud primou krystali-
zaci v pfitomnosti zinetnatych iontfi, anebo
po pfedchozim chromatografickém nebo e-
lektrochemickém pfediSténi.

2. ZpAsob podle bodu 1 vyznalujici se

Severografia, n. p. zdvod 7, Most

tim, Ze se vodny koncentrat surového insu-
linu vpravi p¥idavkem hydroxidu alkalické-
ho kovu nebo hydroxidu amonného na hod-
notu pi 6,9 az 10,5, s vyhodou na hodnotu
pH 7,8 8% 8,2.

3. Zpfsob podle bodu 1 vyznatujici se
tim, Ze mdrni vodivost se zvy3i pridavkem
sudnych, draselnych nebo amonnych soli,
zejména sirsnd, chloridd, fosfatll nebo jejich
smasi, popiipadd p¥idavkem vysoleného su-
rového insulinu na hodnoiu 50 aZ 120 mS/

/cm, s vyhedon na hodnotu 60 aZ 90 mS/cm.

4. Zpfisob .podle bodu 1 vyznalujici se
tim, Ze se pevna fdze opakovand promyva
alkanolem s 1 aZ 3 atomy uhliku nebo ace-
tonem, pF¥ipadné jejich smési.

Cena 2,40 K&s
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