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Sposob wydzielania enzyméw proteolityczn);eh z pozostaloSci
‘ trzustki po wyodrebnieniu insuliny

! 1 .

Przedmiotem wynalazku jest spos6b wydziela-
nia enzyméw proteolitycznych z pozostato$ci gru-
czolu trzustkowego po wyodrebnieniu insuliny.
Otrzymane enzymy nadajg sie do stosowania w
przemyS§le, np. w garbarstwie, a wydzielone w sta-
nie wysokiej czysto$ci nadaja sie zwlaszcza do ce-
16w terapeutycznych.

Na temat wydzielania enzyméw proteolitycznych
trzustki, a zwlaszcza na temat wykorzystania do
tego celu materialu odpadowego, ktérym jest
pozostalo§é trzustki po wyodrebnieniu insuliny,
istnieje obszerna literatura patentowa. Insuline
wyodrebnia sie przez traktowanie rozdrobnionej
trzustki alkoholowymi roztworami kwaséw. Insu-
lina przechodzi do roztworu, a réwnocze$nie na-
stepuje osadzanie i zdezaktywowanie enzymoéw
proteolitycznych. W celu uzyskania tych enzyméw
o przywréconej aktywno$ci, znany jest spos6b
traktowania pozostalo§ci bardzo duzymi ilo§ciami
wody. Woda przede wszystkim usuwa kwas i al-
kohol, a nastepnie rozpuszcza pewng ilo§é¢ tych
enzymoéw. Z bardzo rozcienczonego roztworu wod-
‘nego, enzymy wysala sie chlorkiem sodowym, co
pochlania wielkie ilo§ci soli. Znane jest réwniez
zageszczenie rozcienczonego roztworu wodnego
pod obnizonym ciénieniem, a nastgpnie wysalanie
enzymoéw z mniejszej objetoSci roztworu zageszezo-
nego.

Znane sy takze i inne sposoby polegajace na
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ekstrakcji pozostaloSci trzustki rozpuszczalnikami
organicznymi mieszajacymi sie z woda i wydzie-
lanie enzyméw z tych ekstraktéw. Wydajno§é zna-
nych sposobéw jest bardzo niewielka, a postepo-
wanie klopotliwe. Nieco lepszg ;vydajnoéé uzyskuje
si¢ innym znanym sposobem polegajagcym na
wstepnym ogrzaniu pozostalo§ci po wydobyciu
insuliny przed ekstrakcjg do temperatury 100° pod
warunkiem, 2e4 czas ogrzewania jest bardzo kroétki.
Warunek ten jest trudny do realizacji w skali
przemyslowej, co praktycznie sposéb ten dyskwa-
lifikuje. .

Pr6by stosowania réznych znanych sposobéw
wykazaly, ze mozna odrzymaé z 1 kg pozostato$ci
najwyzej 5 g preparatu o aktywno$ci okoto 10.000
jednostek Fuld-Grossa, czyli mozna ogétem uzyskaé
okolo 50.000 tych jednostek.

Pozostalo§¢ po wyodrebnieniu insuliny jak réw-
niez nieekstrahowany rozdrobniony gruczol trzus-
tkowy dzieki zawartoSci enzyméw proteolitycznych
‘majg sklonno§é do autolizy. Stwierdzono, ze auto-
lizaty te mozna bez trudnoSci ekstrahowaé, za-
pewne na skutek zniszczenia pierwotnej struktury
zywej tkanki. Ponadto autoliza przywraca aktyw-
no§¢ enzymom zdezaktywowanym podczas wyod-
rebniania insuliny alkoholowym roztworem kwasu.

Przeprowadzone préby ekstrakcji autolizatu
otrzymanego z pozostaloSci po wyodrebnieniu
insuliny, w ktérych zastosowano rézne rozpuszczal-
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niki, wykazaly Ze nie jest stuszne dazZenie do
wyekstrahowania_enzymoéw proteolitycznych z auto-
lizatu, lecz raczej nalezy ekstrakcje nastawié¢ na
usunigcie- jak najwigkszej iloéci innych substancji
z pozos:cawieniem mozliwie jak najwiekszej ilo$ci
enzyméw proteolitycznych. ) __._]pz_a_}g‘l;olwiek pewna’

ilo§¢é enzymo6w nieuchronnie przejdzie do ekstraktu,'

mozna uzyskaé pozostalo§é poekstrakcyjng, stano-
wigcg koncentrat enzyméw o wielkiej aktywnoS$ci
proteolitycznej. Koncentrat ten moze byé stoso-
wany bezpoSrednio, albo moze stuzyé jako pélpro-
dukt do uzyskania zespolu enzymoéw proteolitycz-
nych w stanie wysokiej czysto$ci.

Wedlug wynalazku material wyjSciowy t.j. po-
zostalo§¢ po wyodrebnieniu insuliny z rozdrob-
nionej trzustki nalezy uwolnié od alkoholu i co-
najmniej wiekszej czeSci
jak najmniejszym wyekstrahowaniu z tego ma-
terialu enzyméw proteolitycznych. W tym celu
przemywa sie ten material niewielka ilo§cia wody
lub rozpuszczalnika organicznego mieszajgcego sie
z woda, jak octan etylu, octan metylu, aceton,
a pozostale kwasy neutralizuje, zwlaszcza amonia-
kiem. Tak wstepnie przygotowany material po-
zostawia sie w temperaturze pokojowej, lub zbli-
zonej do niej, na przeciag kilku dni w celu prze-
prowadzenia autolizy. Poniewaz jak sie okazalo,
autoliza tego materiatlu ma charakter procesu
autokatalitycznego tj. szybko§é jej wzrasta w mia-
re postepu procesu, korzystne jest, aczkolwiek
niekonieczne, dodawanie do substancji przezna-
czonej do autolizy autolizatu trzustki. Tg droga
pobudza sie autolize i przyspiesza jej przebieg
np. do 2 dni.

Autolizat poddaje sie nastepnie ekstrakcji roz-
puszczalnikami mieszajgcymi sie z wodag jak al-
kohole rozpuszczalne w wodzie, estry kwasow
organicznych lub ketony. Rozpuszczalniki te usu-
wajg z autolizatu tluszcze, wode i znaczng czesé
stosunkowo
niewielkg ilo§é enzyméw proteolitycznych.” Po
ekstrakcji pozostaje preparat biatkowy, ktoéry po
wysuszeniu wykazuje wysoka aktywno§é "proteo-
lityczna wynoszaca 15.000-30.000 jednostek Fuld-
-Grossa w 1 g preparatu wysuszonego. Wobec tego
preparat ten stanowi koncentrat enzyméw pro-
teolitycznych. g ,

Wydajno§é procesu wydzielania enzyméw prote-
olitycznych z pozostalo§ci po wyodrebnieniu insu-
liny wyrazona w jednostkach Fuld-Grossa jest
rzedu wielkoéci 107 z 1 kg, a wiec rzedu znacznie
wyzszego niz wydajno§é osiaggana sposobami zna-

nymi.

Droga dalszej ekstrakcji tego produktu mozna
Z niego wydzielié zesp6! enzyméw proteolitycznych
o bardzo wielkiej czystoSci i aktywnoS$ci. Ekstrak-
cje te prowadzi sie wedlug wynalazku wodnymi
roztworami organicznymi rozpuszczalnikéw mie-
szajacych sie z wodg a zwlaszcza wodnym roztwo-
rem octanu etylu. Z ekstraktu przéz dodanie orga-
nicznego rozpuszczalnika, np. octanu etylu lub przez
wysolenie, wytraca sie substancja bialkowa sta-
nowigca zesp6t enzymo6w proteolitycznych o aktyw-
no$ci 90-120.000 jednostek Fuld-Grossa w 1 g. Tak
wyodrebniony i oczyszczony zesp6ét enzyméw pro-,

kwasu przy mozliwie
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~wody, .dodanio 25 procentowy roztwér

.dodano 100 ml acetonu, odsgczono,
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teolitycznych nadaje sie zwlaszcza do
tarapeutycznych. ’

celéw

Przyktad I 50 g wolnej od insuliny pozosta-
tosci gruczotu trzustkowego, zawierajacej 35% su-
chej substanciji, przemyto trzykrotnie 100 ml wody.
Po odwirowaniu ostatniej porcji wody zebrano wil-
gotng pozostalo§é i dodano do niej 25 procentowy
roztwér wodny amoniaku az do otrzymania pH = 7.
Nastepnie dodano 5 g trzustki- wieprzowej, ktéra
byla autolizowana w ciggu 3 dni w temperaturze
5°C. Otrzymana w ten spos6b mieszanine staran-
nie zmieszano w homogenizatorze i pozostawiono
w temperaturze 20°C przez 2 dni. Nastepnie doda-
no 100 ml octanu etylu i po starannym wymiesza-
niu dodano 100 ml etanolu. Mieszanine starannie
wymieszano i pozostawiono na 2 godziny a nastep-
nie odsaczono. Pozostalo§é przemyto 50 -ml octanu
etylu i odsgczono, a nastepnie pozostawiono do
wyschniecia w temperaturze pokojowej. Otrzyma-
ny w ten sposéb preparat -utarto w mozdziezu. Pre-
parat wazyl 7,8 g. Jego aktywnoéé proteolityczna
wynosita okolo 25.000 jednostek Fuld-Grossa w
jednym gramie preparatu. :

PrzyKtad II. 50 g wolnej od insuliny pozosta-
Yo§ci gruczotlu trzustkowego, zawierajgcej 37 g
suchej substancji, przemyto dwukrobme 100 ml
acetonu, odsaczono i wysuszono w temperaturze
pokojowej. Sucha substancje zmieszano z 50 ml
amoniaku
az do pH = 7 oraz 5 g trzustki wieprzowej, ktéra
byla autolizowana w' ciagu trzech dni w tempera-
turze 5°C i calo§é wymieszano w homogenizatorze,
a nastepnie pozostawiono na dwa dni w tempera-
turze 20°C. Po uplywie tego czasu do dutolizatu
dodano 50 ml
acetonu i 50 ml eteru, odsgczono, dodano 50 ml
eteru i odsgczono, a pozostalo§é wysuszono w tem-
peraturze pokojowej i utarto w mozdziezu. Otrzy-
many w ten spos6b preparat wazyt 11 g. Jego ak-
tywnos¢ proteolityczna wynosita ckolo 20.000 jed-
nostek Fuld-Grossa w jednym gram1e preparatu.

Przyklad III. 3 g preparatu enzymoéw prote-
olitycznych, otrzymanego wedlug przykladu I,
zmieszano z 25 ml 25 procentowego roztworu
wodnego etanolu, w te?nperaturze 20°C w ciggu
1 godzmy, a, nastapme przesgczono. Do przesaczu
dodano 75 ml etanolu i pozostawmno na dwie go-
dziny, nastepnie odwirowano wytracone bialtka,
przemyto je eterem i wysuszono w temperaturze
pokojowej, Otrzymany w ten sposéb breparat wa-
zyl 0,47 g. Jego aktywnoéé preteolityczna wyno-
sita okoto 120.000 jednostek Fuld-Grossa w jed-
nym gramie preparatu.

Przyktad 1IV. 5 g preparatu enzyméw pro-
teolitycznych, otrzymanego wedlug przykladu II,
zmieszano z 25 ml wody w ciggu 1 godziny w tem-
peraturze 20°C, a nastepnie przesgczono. Do prze-
sgczu dodano 50 ml acetopu i pozostawiono na 2
godziny, a nastepnie odsgczono wytracone biatka,
przemyto je eterem i wysuszono w temperaturze
pokojowej. Otrzymany w ten sposéb preparat
wazyl 0,53 g. Jego aktywno§¢é proteolityczna wyno-
sita okolo 90.000 jednostek Fuld-Grossa w jednym
gramie preparatu.
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Zastrzezenia patentowe

. Spos6b wydzelania enzyméw proteolitycznych
z pozostalo$ci trzustki po wyodrebnieniu insu-
liny, znamienny tym, ze pozostalo§é¢ przemywa
sie malg ilo§cig wody lub rozpuszczalnika orga-
nicznego jak octan etylu, octan metylu, aceton,
w celu usuniecia. alkoholu i wiekszej czeSci
kwasu, nastepnie zobojetnia sie zwlaszcza amo-
niakiem i poddaje autolizie przez pozostawienie
w temperaturze pokojowej. w przeciggu kilku
dni, nastepnie autolizat ekstrahuje sie rozpusz-
czalnikiem mieszajacym sie z wodg lub miesza-
ning takich rozpuszczalniké6w jak alkohole roz-
puszczalne w wodzie, estry kwaséw organicz-
nych lub ketony, a pozostalo$¢ po ekstracji, sta-

5

10

15

. Spos6b wedlug zastrz. 1,
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nowiaca koncentrat enzyméw proteolitycznych
albo suszy sig, albo poddaje dalszej ekstrakcji.

. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze

w celu zapoczatkowania i przyspieszenia auto-
lizy dodaje sie¢ do substancji poddawanej auto-
lizie autolizat trzustki. :
znamienny tym, ze
koncentrat poddaje si¢ dalszej ekstrakcji wod-
nymi roztworami organicznych rozpuszczalni-
kéw, a zwlaszcza roztworem octanu etylu,
a z otrzymanego ekstraktu wytraca sie sub-
stancje biatkowa stanowigcg zesp6l enzyméw
proteolitycznych przez dodanie do roztworu
rozpuszczalnika organicznego lub przez wyso-
lenie.
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