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Sposéb oczyszczania insuliny

1

Przedmiotem wynalazku jest sposéb oczyszczania in-
suliny, pochodzacej ze zwierz¢cych gruczoléw trzustko-
wych. ‘

Znane 83 liczne metody oczyszczania insuliny, polegajace
na jedno lub wielokrotnym wysalaniu insuliny z jej roz-
tworéw, wytracaniu w punkcie izoelektrycznym, sorpcji
na zywicach jonowymiennych lub krystalizacji polaczenia
cynkowego insuliny, przy czym w procesie oczyszczania
zazwyczaj stosuje si¢ kilka z tych metod w réznej kolejnosci.

Handlowe preparaty insuliny, wytwarzane przy zasto-
-sowaniu wyzej wymienionych metod oczyszczania, zawieraja
przeci¢tnie okolo 10% -zanieczyszczeni organicznych, ktére
_wywoluja u pacjentéw niekorzystne objawy uboczne,
takie jak odczyny alergiczne i powstawanie przeciwcial.

Przedmiotem wynalazku jest sposéb oczyszczania insu-

) liny metodg ekstrakcji do rozpuszczalnika organicznego, nie

stosowana dotychczas w tej dziedzinie.

Sposéb wedlug wynalazku polega na tym, Ze zanieczysz-
czony roztwér insuliny poddaje si¢ wstepnemu oczysz-
czeniu przez ekstrakcje insuliny do alkoholu alifatycznego

-0 3 — 4 atomach wegla w cz3stoczee przy wastosci pH nie
wigkszej od 6, korzystnie przy wartosci pH = 1,5 — 3,5,
i w obecnosci rozpuszczalnej w wodzie soli nieorganicznej.
Z otrzymanego roztworu alkoholowego insuling reekstrahuje
si¢ do fazy wodnej przy warto$ci pH = 6 — 10, korzystnie
7 —09, lub wytraca za pomoca acetonu i rozpuszcza w wo-
dzie wytracony osad. Jako rozpuszczalng w wodzie sé6l
nieorganiczng korzystnie stosuje si¢ chlorek sodowy, zwlasz-
cza w iloéci 5—259%, wagowych w stosunku do ilosci wyjs-
ciowego roztworu insuliny.

103 193

10

15

29

25

2

. Jako wyjsciowy wodny roztwér insuliny stosuje si¢
zazwyczaj roztwér, otrzymany po zaggszczemiu kwasnego,
surowego ekstraktu wodnoetanolowego insuliny i oddziele-
niu substancji ttuszczowych, lecz mozna réwniez stosowaé
czeéciowo oczyszczone roztwory insuliny, na przyklad~
roztwdr, otrzymany przez rozpuszczenie w wodzie ciasta
solnego po wysoleniu insuliny lub eluat z zywic jono-
wymiennych.

Alkohol alifatyczny, na przyklad propanole lub butanole,
stosuje sie w iloéci okolo 10— 1009 objgtosciowych
w stosunku do wodnego roztworu insuliny. Proces ekstrakcji
prowadzi sie zazwyczaj w temperaturze pokojowej. W takich
warunkach do fazy alkoholowej przechodzi okolo 959%
insuliny, znajdujacej si¢ w roztworze wodnym, natomiast
wiekszo§¢ zanieczyszczen pozostaje w wyjsciowym roZ
tworze wodnym.

Reekstrakcje insuliny do fazy wodnej prowadzi si¢ korzyst-
nie w obecnosci buforu, zwlaszcza buferu fosforanowego,
zawierajacego jony sodowe i w temperaturze pokojowej lub
nieco obnizonej (okolo +5°C— +25°C).

Jesli do ekstrakcji stosuje sie alkohol alifatyczny, mie-~
szajacy si¢ z woda nieograniczenie, na przyklad propanol,
to wtedy z otrzymanego po ekstrakcji roztworu alkoholowego
wytraca si¢ insuling nadmiarem acetonu (100 — 300%
objetosciowych acetonu w stosunku do roztworu alkoholo-
wego). Otrzymany osad insuliny rozpuszcza si¢ w wodzie,
otrzymujac 0Czyszczony roztwor. '

Z otrzymanego 0Czyszczonego roztworu insuling wysala
si¢ za’ pomoca chlorku sodowego przy wartoici pH =
= 17,7— 8,3, przy czym korzystnie stosuje si¢ 3 — 12%
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wagowych chlorku sodowezo w stosunku do roztworu
inguliny.

Z wytraconego osadu o:>:yszczoaej insuliny otczymuje
sie polyczeaie cynkowe insuliny zaanymi metodami.
W  tym celu osad oddziela si¢, rozpuszcza w 29%-wym
roztworze kwasu cytrynowego i prowadzi si¢ krystalizacje
przy wartoéci pH = 5,8 — 6,8 w obecjosci kationu cyn-
kowego, stosowanego w ilo$ci 0,033 g/g insuliny, znajdujacej
sie w roztworze i w obecnoéci acetonu, stosowanego w iloéci
15% objetosciowych w stosinku do wyjsciowego roztworu
insuliny.

Preparaty insuliny, otrzymane przy uzyciu ekstrakcyjnej
metody oczyszczania, wykazuja bardzo mala zawartosé
organicznych zanieczyszczefi wielkoczgsteczkowych (2 —
—59,) i posiadaja wysoka aktywno$c biologiczng (24,5 —
— 26,5 j.m/mg).

Sposéb wedlug wynalazku jest objasniony nastgpujacymi
przykladami: )

Przyktlad I. Do 3000 ml wodnego roztworu insuliny
(PH = 2,9, sucha masa 75 mg/ml, zawartoé¢ insuliny
0,2 mg/ml), otrzymanego po oddzieleniu etanolu i thusz-
czéw z wodnoetanolomego ekstraktu” trzustki, dodaje si¢
przy energicznym mieszaniu 1500 m! n-propanolu, 10 ml
10% HCl i 600 g NaCl. Po 1 godzinie rozdziela si¢ fazy
na szybkoobrotowej wir6wce. W fazie n-propanolowej
(1440 ml) znajduje si¢ 96% insuliny, zawartej w wyjécio-
wym roztworze. Otrzymany ekstrakt n-propanolowy za-
geszcza si¢ pod zmniejszonym ci$nieniem do objetosci
800 ml i wytraca si¢ surows insuling 2 objetociami acetonu
przy pH = 6,0. Osad odsacza si¢, przemywa acetontm
i suszy. Zawiera on 859% wyj$ciowej ilosci insuliny.

Przyktlad II. Do 3000 ml wodnego roztworu insuliny
(otrzymanego, jak w przykladzie I') dodaje si¢ przy energicz-
nym mieszaniu 1000 ml n-butanolu, 20 ml 109, roztworu
HCl i'750 g NaCl. Po 30 minutach rozdziela si¢ fazy na
wiréwce, roztwér wodny ekstrahuje si¢ powtérnie 300 ml
n-butanolu i rozdziela fazy. Do polaczonych ekstraktéw
butanolowych (1320 ml) dodaje si¢ 400 ml wody destylo-
wanej i przy mieszaniu koryguje si¢ pH do wartoéci 7,85
10% NaOH, a po 45 minutach rozdziela si¢ fazy. Do
warstwy wodnej (370 ml, sucha masa 16 mg/ml, 85%, wyj$-
ciowej iloéci insuliny), nie zawierajacej alkoholu n-butylo-
wego, dodaje si¢ 48 g NaCl, po wymieszaniu pozostawia si¢
na 4 godziny, krystaliczny osad insuliny odwirowuje sig,
przemywa mieszaning aceton —woda 1:3 (v/v) i suszy.
Otrzymana substancja o aktywnoéci 22 j/mg zawiera 80%
insuliny, zawartej w wyj$ciowym roztworze.

Przyktad III. 1001 zageszczonego ekstraktu z trzus-
tki bydl¢cej, nie zawierajacego alkoholu etylov.vego i tlusz-
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czéw, 0 zawartosci insul/iny 0,25 mg/ml, ekstrahuje si¢ 20 1
alkoholu n-butylowego w obecnosci 20 kg NaCl przy
wartosci pH = 2,45.

Ekstrakcje prowadzi sig¢ w reiktorze przez 30 minut
przy szybkim mieszaniu (2880 obr./min.), a nastepnie
rozdziela si¢ fazy na ultrawiréwce (18000 obr./min.).
Faze organiczng (19,5 1) ekstrahuje si¢ 5 litrami 0,1 N bu-
foru fosforanowego przy pH = 7,8 przez 20 minut i rozdziela
si¢ fazy. Do fazy wodnej (5,25 1), nie zawierajqcej alkoholu
n-butylowego, dodaje si¢ 700 g NaCl, miesza przez 6 godzin
w temperaturze +20°C i oddziela osad insuliny na wiréwce.
Insuline rozpuszcza sie¢ w-1 1 29, roztworu kwasu cytryno-
wego, podnosi si¢ pH do wartosci 8,1, usuwa osad, a do
klarownego roztworu dodaje si¢ 11,5 ml 10% roztworu
ZnCl;, 150 ml acetonu i obniza si¢ pH roztworu 10%-owym
HCI do wartodci 6,65. Po pojawieniu si¢ krysztaléw insuliny
chlodzi si¢ roztwér do temperatury +18°C, a nast¢pnie
utrzymujac w tej temperaturze, obniza si¢ pH: 10%-wym
HCI do wartoéci 5,9 w ciagu 24 godzin. Krystaliczny roz-
twor insuliny oddziela si¢ na wirdwce przemywa acetonem,
eterem i suszy w temperaturze +35°C. Otrzymuje sie
16,75 g insuliny o aktywnodci biologicznej 25,5 j/mg
(wydajnoéé¢ 679%,). :

Zastrzezenia patentowe

1. Spes6b oczyszczania insuliny, w ktdrym zanieczysz-

_czony roztwdr insuliny poddaje si¢ wst¢pnemu oczyszcza-
" niu, a nast¢pnie insuling wysala si¢ z oczyszczonego roz-

tworu i krystalizuje z buforu cytrynianowego w obecno$ci
kationéw cynkowych, znamienny tym, Ze wst¢pne
oczyszczanie zanieczyszczonego roztworu prowadzi sig
przez ekstrakcj¢ insuliny do alkoholu alifatycznego o 3 — 4
atomach wegla w czasteczce przy warto$ci pH nie wigkszej
od 6, korzystnie przy wartosci pH = 1,5 — 3,5, i w obec-
noéci rozpuszczalnej w wodzie soli nieorganicznej, a naste-
pnie reekstrakcje z fazy alkoholowej do fazy wodnej przy
wartoéci pH = 6 — 10, korzystnie 7 —9, lub wytracenie
z fazy alkoholowej za pomoca acetonu i rozpuszczenie
w wodzie. :

2. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze jako
rozpuszczalng w wodzie 86l nieorganiczng stosuje si¢ chlorek
sodowy wilo$ci 5 — 25% wagowych w stosunku do ilodci
wyjéciowego zanieczyszczonego roztworu insuliny.

3. Spos6éb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze reékstra-
kcje insuliny z fazy alkoholowej do fazy wodnej prowadzi
sie w obecnosci buforu, korzystnie buforu fosforanowego,
zawierajagcego jony sodowe. '

4. Sposob wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze insuline,
wysala si¢ przy wartoséci pH = 7,7 — 8,3.
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