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E lp re se n te  invento sa  r e f ie r e  a  un procedim iento.- 

p ara  l a  preparación  de. in su lin a  á  p a r t ir  de un extracto  . 

pancreático  a lco h ó lico , ácido , que contenga in su lin a , ob­

ten ido, por ejemplo, a  p a r t ir  del páncreas de cerdo, vaca 

o cab a llo . .:../ '7:.7'' '' '7.7 /7 .7 ;,7; ... ,.,: 77 7 /77'7 - 7̂ '

---7.;-" De acuerdo con e l  presente invento, se lo g ra  un pro­

cedimiento para l a  preparación  de in su lin a  a  p a r t i r  de uh 

ex tracto  pancreático  a lcoh ó lico , ácido , que contenga in ­

su lin a , que comprende e l  contacto de dicho extracto  con ; 

un cambiador de catió n  y l a  elución  de l a  in su lin a  de 3 i-
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cho cambiador.. Las ventajas principales, de este procedi­

miento son que no hay necesidad de concentrar e l extrac­

to alcohólico ácido por evaporación y que la  grasa pre-.

sente queda en la  solución cuando e l extracto se pone en

contacto con e l cambiador de catión. ,.
Convenientemente, e l extracto se .en fria , aproxima­

damente, a -53 C y se centrifuga para separar la .g ra sa  
só lida y proteínas del mismo antes de ponerlo en contac­

to con el* cambiador .de ..catión, fac í litando, con e llo ,."-  ; 
la  adsorción de la  insulina.' El .cambiador del catión em­

pleado es, de preferencia,.' un material natural o sin té­

tico que contenga grupos carboxilo, por ejemplo, e l pro­

ducto conocido como Amberlite DíC' 50 (fabricado por la  

Rohm &.Haas, Pelaware, 33.UU. de América) ( "Amberlite" 

es una marca registrada) ó más convenientemente o x ice -) 

lu losa, ácido póetico o ácido algin ico. La extracción 

se lleva  a cabo preferentemente existiendo ácido presen­
te en una cantidad t a l  que e l valor f in a ld e l  pH del -. 
extracto sea, a l menos, 3. .

En un procediraiento preferido, se emplea como cam­

biador de catión una suspensión acuosa de ácido alginico 

en una cantidad de 40 a 60 g. de ácido alginico por kilo 

gramo del páncreas a p artir  del cual se ha preparado e l ' 

extractó. 1  ̂ modo conveniente, e l extracto se pone en - 

contacto con e l cambiador de catión a temperatura ambien 
te durante unas 2 horas.

SI alcohol u tilizado para form ar'el extracto puede 

ser un alcohol a lií'á tico , que contenga l  a. 4 átomos de .

carbono, como el metano! 
citada .en la  b ib liografía

o etanol,
. 31 valor

en la  concentración 
del pH del extracto,



de preferencia es*., poy lo menos, 3,.-es .decir, ' algo Aáó-' 

elevado del que ha sido usual hasta aliora, y e l  extrac­

to puede obtenerse a s i empleando con el.alcohol úna can­

tidad * de ácido menor de 'la -ordinaria.hast'á.-"Shorai f.Míenr

tr a s q u e e n  lo s  procedimientos usualesque .emplean, ácido ... 

clorhídrico, se u tilizan  do 35 a  60 mi. de ácido cloriií-
drico 10 N por ici lo gramo de.páncreas,. se.^prefiere emplear 

solamente de 12 a 20 mi. de ácido clorhídrico 10 N por 

kilogramo de páncreas para preparar e l extracto u t i l iz a ­
do en e l procedimiento presente. Se encontró que la  cen­

trifugación y f iltrac ió n  del m aterial:glandular, dando.. 

un extracto transparente,.' se consigue, más fácilmente ^ i  

e l alcohol se acidula con un ácido orgánico, como e l ác i­

do acético, ácido cítrico  o ácido oxálico, en vez de con 

un ácido inorgánico. Cuando se u tiliz a  ácido acético g la­

c ia l ,  se prefiere una cantidad de unos 40 mi. por k ilor 
gramo de páncreas. Empleando e s ta  cantidad, la  extracción 

de la s  glándulas desmenuzadas, congeladas, se llev a  a ca­

bo, convenientemente, a temperatura ambiente durante un

período de 4 a 5 horas.
Antes de poner en contacto e l extracto con e l  Cam­

biador de catión carboxílico, se prefiere precipitar la s  

sa les neutras y la s  impurezas proteínicas llevando e l ex­

tracto hasta la  neutralidad o, aproximadamente, a un pH 
8 con amoníaco. Cuando, se u tilizan  determinados ácidos 

orgánicos, una cantidad considerable del ácido se elim i­

na como s a i  amónica insoluble en alcohol a l  70%. Con ob 

jeto de eliminar lo s iones amonio que quedan y evitar la  

formación de sa le s cuando se a ju sta la  solución a l  pR -

ácido necesario para la  adsorción o concentración de la
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insulina bruta por e l cambiador de catión carboxílico, 
e l  extracto alcohólico puede ponerse en contactó, de pre­

ferencia én fa se s , con un cambiador de catión sulfonado,- 

de elevado entrecruzamiento, como e l m aterial conocido 
como Dowex 50 (fabricado por la  Dow Chemical Company) 

en una cantidad t a l  que se obtenga un valor del pH de 

3, aproximadamente. Mediante estos procedimientos, se 

f a c i l i t a  l a  adsorción de l a  insulina por e l cambiador 

de catión carboxílico, de manera que se obtenga un ren- 

. dimiento considerablemente mejor y pueda u tiliz a rse  una 
cantidad menor de cambiador de catión carboxílico.

Después.de ponerlo en contacto con e l extracto,

e l cambiador de catión carboxílico, en un procedimiento 

típ ico , se recoge sobre un. f i l t r o  con succión y la  insu- 

15 lin a  se eluye del mismo con un ácido mineral diluido, :

L, como el ácido sulfdrioo o e l ácido clorhídrico. Si se

u ti liz a  ácido algínico como cambiador de catión, la  

*" - -  elución puede llevarse .a-cabo'a temperatura ambiente,.. ."

- utilizando unos 100 mi. de ácido clorliidrico 0,3 N por
20 10 g de ácido algín ico. La insulina puede entonces pre­

cip itarse  e l eluato por saturación con cloruro sódico y,

" después de esto , .someterse a-una purificación, posterior .. 

pór los* métodos"usuales." ^
Los ejemplos siguientes se indican,con objeto de 

25.'' aclarar e l  invento: j y

' ' 3JEMPL0 1 '"''Y

ATRACCION ..

30
i  Un kilogramo de páncreas de ternera se tr itu ra  en 

.. 1,8 l i t r o s  de alcohol e tílico  a l  95%, a l que se han ana-'

-  4  -



Rido 200 mi. de agua y 12 mi
*7//i

de ácido clorhì dri co- 10 N.

La extracción se lleva  a cabo a temperatura ambienta du­
rante 4 horas con agitación.. Ei residuo sólido de la s  

glándulas "se separa por''Centrifugación.: y e.l liquido-se 

f i l t r a  hasta ser transparente por un f i l t r o  con. succión,

después de añadirle una.pequeña cantidad de la  t ie r ra  de

diatomeas, conocida como ilyflo-supercel. (Las palabras . 
"Byflo" y "Supercel" son már-cas. reg istrad as). El.-.valor ' 

del pH de la  solución.es de 4,8..."-
Se lleva  a cabo, a continuación,una nueva extrac­

ción del residue sólido de la s  glándulas en 1,5 l i t r o s  

de" alcohol e t il ic o  a l  70%, que contenga 4 mi. de àcido 

clorhídrico 10 N, agitando durante una hora, después, 

de ío cual, la  mescla se centrifuga y se f i l t r a  trans­

parente . Los f i lt r a d o s  se combinan. El volumen to ta l es

de 3.300 mi. y e l valor de l pH es de 4,7. ' ., ..

'':ii.C0N0EN 0ATl6.N''E ELÚCiON.'.'.'̂

El;. cata.bíador de. - catión empleado ¡es. .ácido alginíco 

lavado primeramente Con ácido clorhídrico .0, 2,N y, '.'a." coj

tinuación, ..repetidas veces con. ngua- destilada, y seco, ¡¡C 
finalmente, con alcohol. Al extracto se le  añaden 60 g. 

del polvo seco en suspensión en agua destiladá, agitando
durante 2 horas a temperatura ambiente. El ácido alg in i-

co se recoge sobre un f i l t r o  con succión y se eíuye con

Una cantidad to ta l de 600 mi. de ácido clorhidrico 0 ,3 ,-  
N, agitando durante 20 minutos a temperatura ambiente.;

La insulina se precipita saturando e l eluato con 

cloruro sódico. *



EJ2MPL0 I I

...'. EXTRACCION

Un hi lo gramo de' páncreas. d e . caballo -se" tr itu ra  pn;L 

5' 1,8 l i t r o s  de alcohol e tílico  a l 95% a lq u e  se han. .aña­

did o 200 mi. ge agua y 40.mi. de' ácido acático g la c ia l .- .- 

La extracción se lleva a cabo a temperatura ambiente ,du-..

' j ' ..'rante '4 ̂ horas con; agitación. El residuo sólido de l a s , - 

glándulas se separa por centrifugación o filtra c ió n  - 

ÍÓ ' '. .después -de_: comprimirlo ..con gasa..-. 331*.' v l̂or..'.-del. pH es, --

15

aproximadamente, de:4 . 8.-'. '4 XP"'."' --

. 31 residuo sólido de ;las;'' glándulas. se vuelve a

extraer durante una hora e n l ,5  l i t r o s  de alcohol e t i-  . 

lic o  a l 70%, que contenga 5 mi deácido acético g lac ia l, 

después de lo cual. la . mezcla se centrifuga y se f i l -

trá . Los f iltra d o s  se combinan. Él valor del pH de lo s  

f iltra d o s  combinados es, aproximadamente, de 4*3. El 

extracto obtenido se enfría a -5R C, y e l  precipitado

a sí formado se separa por f iltrac ió n  empleando una pe-
20 quena cantidad de Hyflo-supercel. 331 volumen to ta l as- / 

ciende a unos 3.300 mi. - p̂ pí.:./.;--'.''''...'

CONCENTRACION EN EL CAMBIADOR. DE CATION Y ELUCION.

El oambiador de catión utilizado es ácido a lg ín i-  
25. co que se ha lavado conácido clorhídrico 0,2 N y des­

pués, repetidas veces, con agua destilada y, finalmen­

te, secado con alcohol. 60 g del polvo seco se ponen en 
. suspensión en agua, se añaden a l  extracto y se agitan ... 

durante 2 horas a temperatura ambiente. El ácido a lg ín l-  

30 oo se recoge por succión en un f i l t r o  y se eluye con unos



600 mi de ácido clorhídrico 0,3 N, agitando dorante 20 
"minutos.-

La insulina se precip ita  saturando e l eluato con 

cloruro sódico. ""

EJEMPLO'' III .
EXTRACCION.: 1?','

i-';: :: 5 kg. de páncreas de ternera o de vaca se trituran  

con 8 l i t r o s  de alcohol e tílic o  a l 95% a l que se ha aña­

dido un litro  de a ^ a  y 375 g. de ácido c ítrico  o 150 g. 
de ácido oxálico (HgCg0^.2Hg0) d isueltos en un li tr o  de 

agua. La mezcla se ag ita  durante 5 horas a temperatura 
ambiente, y se f i l t r a  por una te la . E l material glandu­

la r  sólido se vuelve a extraer con 7.500 mi. de alcohol 

e tílic o  a l 70% y, a cóntimación, se f i l t r a  por una te ­

la . Se combinan los dos extractos. El valor del pH de la  
solución es,'aproximadamente, de 3.4. -

 ̂ DE LOS EXTRACTOS

. Se añade a los extractos combinados una cantidad
de amoníaoo suficiente para dar un valor del pH de 8,5.

El precipitado, "a sí '.producido, se . separa'por filtra c ió n .

31 exceso de iones amonio se separa por ad ic ió n ,.con agi- - 

tación, se un vambiador de catión sulfonado, de elevado 

entrecruzamiento, por ejemplo, e l cambiador de catión 
conocido como Dowex 50 en la  forma de hidrógeno, siendo 

la  cantidad u tilizada t a l  que dá un pH fin a l de 3, apro­

ximadamente. ' .... ' '

- - - CONCENTRACION'EN ELCAMBIADOR DE CATION Y. ELUCION 
E l cambiador de catión sulfonado se separa y se lava ...



con alcohol e tílic o  a l  70%. Al extracto y a l  liquido de 
 
lavado se le  añaden 75 g. de ácido alginico humado. ana 
 
ae ha lavado con agua y ácido clorhídrico. La concentra­
   ción en e i cambiador de catión carboxílico se lleva  a ca-

bo agitando a temperatura ambiente durante l a  noche. El

horas a temperatura ambiente. Los eluatos se combinan 

y la  insulina se precipita saturando e l eluató con clo­

ruro sádico.' / ''f .:.,;
La insulina se purifica, a continuación, por lo s 

procedimientos usuales.

establecida, practicada ni divulgada en España, que se

ducoián, por DD32 años, son los siguientes:

i s .  - Un procedimiento para preparar insulina a 

p a rtir  de un extracto pancreático alcohólico ácido que 

contiene insulina, que comprende poner dicho extracto en

ácido alginico s e d e ja  sedimentar y se separa en un em­

budo con succión. Se recoce en un f i l t r o ,  se lava con 
 alcoho-L etirrco  ar y eter, aespuescte ro cual, e l 

éter se separan por aireación. Las áltimas trazas de in­
 sulina se separan de la s  aguas madres poradsorción en 

una cantidad de ácido alginico igual a í a empleada en 

la  primera concentración. Los precipitados de ácido a l­
ginico se eluyen separadamente/ cada Uño con un l i t r o  
de ácido clorhídrico 0,3 N agitando durante dos a tres

N' 0 T. A

Los puntos de invención propia,, no nueva, pero no

presentan para que sean objeto de esta  Patente de Intro



contacto con un permutador catiónico y e lu ir  insulina 

desda dicho permutador. ^

2S. - Un procedimiento según e l punto 12, en e l . 

dual e l extracto se enfría a unos $3 C y se centrifuga 

para separar grasa sólida y.proteínas del mismo antes- 

de ponerlo en contacto oon e l permutador catiónico.

33. - Un procedimiento según los puntos 13 o 23, 

en e l oual, dicho extracto tiene un pH de por lo menos

43, - Un procedimiento según cualquiera de lo s -' 

puntos 13 a 33, en e l cual e l  permutador catiónico es un 

material que contiene grupos carboxilo.'
.̂'-''.''. ' 53. - Un procedimiento, según el punto. 43, en e l 

cual e l  permutador catiónico es oxicelulosa, ácido pec- 

tín ico o ácido algin ico.

63. - Un procedimiento según e l punto 4a. en e l cual 

e l permutador catiónico es ácido alginico que se emplea 

en una cantidad de 40 a 60 gramos por kilogramo del pán­

creas, del cual se ha preparado e l  extracto alcohólico.

73. - Un procedimiento según cualquiera de lo s  pun­

tos 43 a 63, en e l cual e l permutador catiónico es ácido 

alginico y la  elución se efectúa con un ácido mineral d i­
luido.

8s. - Un procedimiento según e l punto 73, en e l 

cual e l ácido mineral es ácido sulfúrico o ácido o lo r -1

hiárico . ... '

93. -  Un procedimiento según cualquiera de los -

¡untos 13 a 83, en e l cual dicho extracto se obtiene - 

¡xtrayendo páncreas don un alcohol a l ifá t ic o , que contie- 

¡e de 1 a 4 átomos de carbono y acidificado con un ácido

9
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orgánico.

10R. -  Un procedimiento según e l punto 9^, en e l  
cual e l ácido orgánico es ácido acético g lac ia l que se 

emplea en una cantidad de unos 40 mi. por jkilo de pán­

creas.

l i s .  - Un procedimiento segán cualquiera de los - 

puntos i s  a 8s, en e l cual dicho extracto se obtiene ex­

trayendo páncreas con un alcohol a lifá t ic o  que contiene 

de 1 a 4 átomos de carbono acificado conde 12 a 20 mi. 

de ácido clorhídrico 10 N por kilo  de páncreas.
128. - Un procedimiento según cualquiera de lo s 

puntos is  a l i s ,  en el cual, antes de que e l extracto se 

ponga en contacto con e l permutador catiénico se preci­

p itan  las., sa le s  neutras e im purezasproteí nicas haciendo 

e l extracto neutro o llevándolo a pH 8 aproximadamente 
con amoniaco. /  -r r̂ r: -  r-

138. -  Un procedimiento según e l punto 128, en e l 

cual e l extracto contiene un ácido orgánico y e l liquidó 

que queda después dé la  precipitación de la s  sa le s neu­

tra s  y de la s  impurezas proteínicás se pone en contacto 

con un permutador catiénico muy retículado y sulfonado 

hasta  ̂ que su pH se reduce a 1 aproximadamente . y, después - 

ge lae lim in acién  del permutador catiénico sulfonaño, e l 

líquido es luego puesto en contacto con un permutador - 

catiénico carboxilico del cual ae eluye lúego la  in su li­

na.
143. -  Un procedimiento para preparar -insulina.

Tal y como sé ha descrito en la  Memoria que antece. 

de y con lo a  fines que se han * especificado. r J

-

-

ir
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.. . . . Esta Memoria consta de once hojas e scritas..a  máqui­
na por una sola de sus caras. . - n . .  . -

n--.'
Madrid, .

11
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