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' “UN PROOEbINIbN”O PARA PREP&RAH INbULINA"

W‘°”LL1 presente invanto sa reflere e un procedimiento
f’para 1a Preparacién de. insulina a partlr de un extracto

Hﬁ:¥pancreético alcohélico, écldo”ique contenga insulina, ob-ﬁ

*;itenldo. por eaemplo. a partir'del péncreaa de eerdo. Vaoa,;l”

o caballo.;

ST De acuerdo con el presente invento, se logra un.pro-f= k

N*fcedimlento para la preparacién de insullna a partlr de un
3 :
extracto panereétlco alcohélloo. écido. que contenga inr ;,*
‘”sullna. que comprende el contacto de dicho extracto con

20 un cambiador de ‘cation v le elucién de la’ insulina de di—” .




20

25

'cho camblador. Las ventaaas pr1nc1pales de este procedl-};fi,j %
,;mlento son que no’ hay nece31dad de concent ar el extrac-
-to alcon611co é01do por. evaporaclén y que la grasa pre-., L

'sente queda en la soluelon cuando el extracto se pone en”¢J

“{f?contacto con. el cambﬂador de catlén.,

iaamente. "-59 c y se oentrlfu a para separar la grasa
“'ﬂisolida v pTOueinaS del mlsmo antes de ponerlo en contac

%{to con,_ el cambiador de catlén. Iacilitanﬂo. con ello.‘l;"'”

<pleaﬁo es. de preferencia. uh materlal
“_ tico que contenb”‘
__ :f.'?fﬁucto ‘conoeido’ como. Amberl:.'te mc‘ﬂ_o_
-?;Hohm'& Haas”knelaware. EE.UU.
.fes una marca registraéé) o nés convenlentemsnte ox1ce-ﬁ
Qlulosa. acldo péctlco ) écldo alginlco. La extracél6n ? .“
Cse lleva a cabo preferentﬁmente exlstlenﬁo acidovpresen-. u;

"te en una cantldad tal que el valor flnal del pH ﬂel -{f_f;"“

_1extracyo sea, al menos. 3.‘;“;N‘
" biador de- ‘catidn una suspen316n acuosa de acldo a]ginleo
- en una cantidad de 40 a 60 g. de écldo alginlco por kllo-;f

~contacto con el camblaﬁor de catlén 8 temperatura amblen-

",ser un alcohol allfétvco. que conten a S a 4 étomoa de,

‘f~ ‘carbon0.'como el metanol 0 etanol. en la conoentraclon

c1tada en la blblloarafia. mw valor del pH ﬂel extracto,‘“:

f:Convenientem@nte, el extracto se enfria, aprox1ma-'”;"”

%

El cambiaﬂor de catién em~f5,-
L

1a adsorclén de la 1nsulina(i
l;tural 0. sinté-ff

wrupos carboxllo, por e;emplo.gel pro;

(fabricaﬂo por 1a

de América) ("Amberlite"

En un procedlmlento preferldo. °e emolea como cam-'~'”'
gramo del pénoreas a partlr del cual Be ha preparado el
axtracto. Ib modo conveniente. el extracto se pone en -

te durante unas 2 horas.

SO alcohol utlllzado para formar el extracto puede




fﬁfde prefereqcla es, por lo meaos. 3. o3 d901r. algo s’

*?jelevado del que ha sldo usual hasta ahora, y el extrao~!5”~¢

“ $0 puede obtmnerse asi empleaudo con el alcohol una can-'fiﬂ

jtldad de écldo menor de 1a ordlnaria aasta ahora. Nlen-f;;ff
{tras que en los procedlmlentos usuales que emplean acido>
ﬂ_clorhidrico. s6. utilizan de 35 a 60 ml -de é01do clorhi-?
fu ‘ H‘*f:-drloo 10 W por kllOﬂramo de péncrﬁas, se preflere emplear;vff'
‘ffr;i?ffiff‘f££solameqte de 12 a. 20 ml. de écido clorhidrloo 108 por ..H
L 'rkllOgramo de paucreas para preoarar el extracto utlliza-'hnﬂ
ﬁ*,;;idif;‘;do en el procedimiento presente. Se enconuré que la cen~ L

. ? trifu acion ¥ fllvraci6n del material élandular. dando
un. extracto transparente. se con51gue més fécllmente si
)el alcohol se acidula con un, &eido orgénico. como el éci—_fiv'
; do acético. 4eido citrico o. éoido oxélico, en vez de con’ ii?:

'i5 | ‘un écldo inorgénico. Cuando sa ntilize écido acétlco gla-'

| cial. se preflere una cantidad de unos 40 ml. por kilo~“

gramo de péqcreas.iﬂmpleaudo esta oanuldad.lla extra0016n
'ii de las’ vléndulas desmenuzadas. congeladas, se. 1leva a ca—é;:j
 bo convenientemente. ¥:) temoeratura ambiente durante un .

'“TQO-”“'°Peri°d° de 4 & 5 horas.‘uljfy

Antes de poner en contacto el extracto con el cam-:'w

'fjblador de” oatién carboxillco. se preflefe preCipltar 139

'sales neutras y las impurezas proteinlcas 1levando el ex=

‘tract o) hasta la neutralldad 0y aproxxmadamente. 8 un pH

'__25ﬂ,,' 8 con amoniaoo. Cuando 50 utllizan determlnados écidos
R orgénicos. una oantidad considerable del acido se elimi- :
'v*na como sal aménlca 1nsoluble en alconol al 70 -Con. ob-
':;‘ aeto de eliminar los iones amOnlo que quedan Yy evitar la
':1formaci6n ..... de sales cuando se aausta la solucién al pH ~

"J§Qlﬁéﬂfécido necesario para 1a adsorcién o concentracién de 1a ;:iﬁﬁ'
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'.'cant1dad menor de camolador de catién carbo illco.:

upor los metOQOS usuales.'fﬁffwgf,,g”

f ao1arar el 1nvento-‘

1nsu11na bruta por el camblaﬁor de catlén carboxillco;_f’

el extracto alconéllco puede ponerse en co;tacvo. ae pre-j"fj

' Feren01a en Iases. con un camoiador de catlon sulfonado.§_

de elevado eutvecruzamlento. como el materlal COﬂDCldO f}};'
como Ibwex 50 (fabrlcado por la Bow Chemical Company)“
en una cantldad tal que se ootenga un valor del pH- de‘
3 unroxlmadamenue. Hediante estos procedlmientos. se -
faclllta la adsorcién de la insulina por el cambladorli;‘
de catlén carboxilico, de manera que 86 obtenga un- ren—f’

dimlento con81derablemente me;or y pueda utlllzarse unafn*

IbsPués de pOnerlo en contacto con el exiracro.

' el cambiador de catlén carooxillco. en un DrocedimlentOf'-

tipico, se. recobe sobre un.;lltro con succibn y la 1nsu~
lina se eluye del mlsmo con:un écido mlneral ﬁlluido.
mcomo el ac1do sulf urloo 0 el éCldo clornidrlco. Bl se
utillza ac¢do al“inlco coimo’ cambiador de catlén. la i;
eluclén puede llevarJe a: cabo a temperatura amblente.
utillzanao unos 100 ml. ae é01do clorhidrlco O 3 N por
10 g de écido alginico. Ia insulina puede enuoncos pre~‘

“*c ipi arse el eluato por saturaoién con cloruro aédico Y-

GGSpués de esto, someterse a una purificacién posterlor. j,,

P

Los eaemplos sxguleutes se indlcan COn ooaeto de

i g_},_grmcc;r_gjg




ﬁldo 200 ml de agua y 12 ‘ml. 5_9 é01dohci§fhigr1co110 N;;:}’
La ex°ra0016n se lleva 8 caoo a tempsra»ura amblente dv—;fl“:

'»j}?5ﬁ ”f'j= rante 4 horas con agltaclén. Bl reQ1duo séllao oe las,:_”"

o 5landulab g0 epara por ountrlfu@aclén y el 1iqnido 86

' 5;'” fllﬁra hauta ser transparente por un Illtro con JUCCiéna

desPués de muadlrle una pequeﬁa cantidaﬂ 6@ la tlerra de-

dlabomeas, conoclda como Hyflo~supercel. (Las palabras{
"Byflo" *'"Supercel" son maxeas re*1stradas)' Bl valor

del pH de’la soluoién es de 4.8

B 10 ,-fﬁ»ﬁx-' Se lleva a cabo. 8 conﬁlnuaclén.una nueva extrac—
';;L; T cién.del residuo sélldo de. las gléndulas en 1, 5 lltros
i de qlcohol etilieo al 70p. que conuenga 4 ml.i

/010rh16r100 10 Ny &gitando durante una hora. deopués
,;g; de lo cual. la meucla se centrifuca y se flltra trans-'_tl
B :: parerte, Los~f1 trados se COmblnan. El volumen total es:m:

de 3. 300 ml. y el valor del pH es de’ 4,7. :3§ _:”;£.3“

'-1 'co_wcmr'mcror : :m ;:I, cm«r:ammn m cATIom ‘Yv mLUCION .

‘con alcohol

5~finalmen«e;



| By J
- Uh Lllo amo ﬂe Déncreas de cahallo se trlturafgnﬁm5‘

R e 1 8 litros de alcohol etilloo al 95% el que se han.ana~' ;f‘if ;
L . h ﬂ'dloo 200 ml. 66 aﬂua y 40 ml de éeido acétlco glacial. TR

B r“  ,ff;La extraccmén se. 1leva a cabo a temperauura amblente du—'”

;‘f»*«gf,“r’:fjf“frante 4 horas con agltaclén. Dl residuo sélido de 1&5

landulas se separa por centrifu&aclén o filtracién‘-“

i*idj°5fﬂaespues ée eomPrlmlnlo con 6asa. Ll_valor del pH es,"“

Tgepro imadamente. de’ 4.8

‘; ul r931duo sélldo de 1as landulas se vuelve'a

Z;'eztraﬁr durante ana hora en,l.ﬁ liuros de alconol efi;f

v;‘f':‘vllco al" 70,0. que oon'benga. 5 nl ae’ éeido_‘ acé't;ioo

glaoial.‘

7;después de lo cual la mezcla se”centrifuga ¥ se fil

;Lm"tra{,Los filtraaos se combinan. al valor del pH de los

”fgflltrados combinados es. aprox1madamente. de 4,8 El
'iﬁextracto obtenldo se enfria a -59 C. ¥y el precipltaﬂo

m.

'1;f ' f;asi formado se separa por Iiltraci6n empleando una pe—’

v }quena cartldad de’ Hyflo-supercel El volumen total as_‘;”,A

1cienﬂe a unos 3 300 ml..

s COI\ICENTRACIbﬁ N m; CA’MIBIATJOR D CA’l‘ION Y mLUCION

Ll oamblador de oatlén utllizado o8 écido algin1~ ﬂ ‘

25 ‘f co que se ha lavado con_écido clorhidrzco 0, 2N ¥ des—!éxtf,;%

Jf-f{ R 5 :;jpués,,repetidas veces, con. agua destllada Vs finalmen-.f:
B e té, secaéo con alcohol 60 g del polvo g8c0 e ponen en
.suSpen516n en agua, se aﬁaden al extracto y e agitan P

;durante 2 horas a temoeratura ambiente. El é01do algini-'

30 . co se recoge ppr succién_en;gn.fl;trg.y se eluye»qon;gnos;@t




600 ml de é.cido clorhidrico o 3 :m. az;.atsmdo durante 20
minu‘bos. S

- Ia insulina se. preoiplta saturando el eluato con .

1»; ; cloruro sédieo. ;tﬁ”@m T!',f;_«ff'ff:’“ “f“‘ba‘fﬁ}v":’

. BEE I o
3}. Exmccxon

: --emx‘x\:cmcm 'Dia 108 mmAcT’osg

Se anade a los ex ractos comblnaﬂos una cantldad"

”j de amoniaoo suflciente para dar un- valor del pH de 84 5,

-Dl preoipltado. asi producido. se separa por filtraeién.

“’}ﬂl exceso de iones amonio 88 separa por adicién. con a51—¥

”"taclén. se un vamblador de cathén:fulfonado. de alevado

“iﬂventrecruzamlento, por'eaemplo, 61 cambiador de catién -

Hconoqido como Dowex 50 en 1a iorma de hiarégeno. 81endo

'la canﬁldad utilizada tal que dé un pH final de 3. apro~fw,@
;'x1madamenta. F ‘ o
‘ oo‘vcnwmcxom‘ me iy cmmmma GA‘l‘ION Y LI-UGION

El cambiador ae caﬁién sulfonado 88 aepara y se lava




”jf;::;ﬁi.f%hff'::fcon alcohol etillco al 70». Al extraeto y al 1iqu160 de

y o
1
\

s lavsdo se 1e anaden 75 g.,de éc1do alginico humedo, que

ifée ha lavado con agua y acldo clornidrlco. Ba concentra— v”

016n en el camblador de eatién carboxillco se lleva_a ca~"

_}bo'agitando a temperdiur

-‘;écldo alginico se. deaa'sedimentar y.se separa en un em-

~'budo con_succlén.>Se reOOge" n un'filtro. se lavaAOOn

‘*f;alcohol etillco al 95 y éter. deSpués de lo cual. el

sulina se separan de las aguas madres por adsorcién en

3;una cantldad oe écldo alginlco igual a la empleada envqfif?

;Qmafj;&_df'?j7f* ila prlmera concentraclén. Los precipltados de acido al-nﬁ
L '4§;jg}*‘J;,7ﬂginico Be eluyen separaﬂamente. cada uno con un lltro
' de écldo clorhidrico 0 3 N‘agitando durante dos a tres

15 . horas a- temperatura amblente. Tos eluatos se combinan’

¥y la insulina se preclpita,saxurando,el’eluatq_QOnJclg;f ;Nu
ruro sé&ico. f,ffhﬁlfiv”ggfﬁ"f}z !~3'_ﬂf‘  : Ji i“” T'

| -Ia insulina se purifica. a continuacién, por los
. procedlmientos usuales. ' ' ’

0

-mona-
f%fﬁ” ﬁ,;fif_;t" ‘Los puntos de invanclén pr0pla, no. nueva. pero no;if;ii
’ '"* ;,Q?2$l_f=estab1901da, praotlcada ni dlvulgada ‘en ESpana, ‘que se J .
A  w presentan para que seaﬁ obaeto de esta Patente de Intro-
‘ 'ducc16n, por DImZ aﬁos,‘son los Slguyentes- ’ ;;‘~ -
, 28, - Un Pr°°°dimlent° para. preparar insulina a

: w_,vff partir de un extraoto pancre4tlco alcohélico écldo que;i

.30

Loontlene insullna. que comprende poner dlcho extraeto en

a. ambienue durante la noche. El R

 fféter se separan por a;reacién. Las ultimas trazas de in—f g




 :10 

, 3;;‘,

- material que conﬁiene grupos carboxilo.v“"'”

o 15 :

- en- una “cantidad de 40 8 60" gramos por kllogramo del. pén~

>;creas, del cual se ha preparado el extracto alcohélico.,

:;{ ne de 1a 4 atomos de carbono y acidifioado confun écldo

OOntacto con un permuuador catlénlco y elulr 1nsulina ~.f“;‘

desde dlcho permutador.~:~4‘

‘fT]zgf - Un procedlmiento segun el punto 19 en el

oual el extracto se enfria a unos 59 ¢ y se centrifuga
para Separar grasa séllca y proteinas del mismo antes

de ponerlo en coniacto con el permutador catiénlco.‘ 

:3_ = Un procedimlento segﬁn los punios 19 o 22

‘en el cual dlcho extraCuo tiene un pH de por lo menos

49. - Un prooedimlento segun cualquiera de 1os g

puntos 19 a 3%, en el cual el permuuador catlénloo o8 un

-

*‘”*, 58, - Un procedimiento segun el punxo 49 en el

cual el permutador catlénioo LIS oxlcelulosa, écldo pec-,,
tinlco o écido alginico. ;"ji L “f-:-j,g:'ﬁf1fﬂf “

o “_6'ﬁi- Un proeedimiento segﬁn el punto 42 en el cual ’
el permutador ‘catidnico o8 dcido: alginico que se emplea o

72 ';~ Un procedlmiento segun oualquiera de los punr L

tos 49 a 69 ‘en el cual el permutador ca$16nico es écido
alginico y la eluci6n se efectua con. un éeido mlneral di-
1uido.,

hidrico.-fu

99.,~.Uh nrocedimiento segun cualquiera de’ los -

puntos 19 a 89 en el cual lehD extracto se obtiene-~i;

ektrayendo péncreas oon un alcohol alifétlco, que contle~«zl




S orgénlco.

109 - Un procedlmiento segﬁn el punto 9°, en’ el

cual el éeido orgénico es écldo acétlco glacial que se

emplea en una eantldad de unos 40 ml._por kilo de pén-ézf

creas.,fwi .ﬁgf:;f‘ L ,:i*iV_$'“; - ]«_ )“

o ”H'ii~f % Un procedimiento segun cualquiera de los -i_‘}
e puntos 19 a 82, en el cual dioho extracto se obtiene ex—* :
. . _“ ”1’ trayendo péncreas con un.alcohol allfatloo que contiene
‘fff 3r*ﬁE'i_ de 1. a 4 étomos de carbono aclflcado ‘con de. 12820 ml. ;:“f;
,f';_tme “de 4eido clorhidrlco 10 N por ki o de péncreas. R }
" ““10;”;w4- ~c4129. - Un procedimiento segun cualquiera a6 los”
M~’“"\ puntos 19 a 119 on el cual, antes de que el extracto -se
- ponga en contacto con el permutador catiénlco ge. preci~

pitan las sales neutras e 1mpurezas proteinlcas haclendO'

”el extracto neutro o 1levéndolo a pH 8 aproxmmadamente =

eon wmonlaco.‘

- 139,'~ Un prooedimiento segﬁn ol punto 129 en: el

cual el extracto contlene un écldo orgénlco y "ol liquldof“

'ﬂ~que queda deSpues de 1a preclpitacidn;de 1as sales neu-'

145;:- Un procedlmiento para preparar insulina.'“‘

Tal y como se ha descrito en 1a Memoria que antece-.

,:ide y oon los Ilnes que se han eSpGGlflOBdO.’,(




' + . . - - BEsta lemoria consta de once hojas esoritas & mbqui-
o .. na por une sole de sus-caras,” - . . -
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