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Este invento se refiere a un procedimiento de pre­
paración de un producto hormonal extraído del duodeno de 
animales, por ejemplo cerdos. El producto, convenientemen­
te purificado, es especialmente interesante en aplicacio­
nes terapéuticas.

La preparación de este producto hormonal se reali­
za de acuerdo con el invento por un procedimiento que pue­
de ser descompuesto en varias etapas que comprenden princi­
palmente la extracción propiamente dicha que conduce a la 
hormona bruta, a continuación la obtención de una hormona 
semi-purificada y finalmente operaciones de purificación 
sucesivas.

En la primera etapa, se ponen en contacto los duo­
denos de los animales recién extraídos con ácido clorhídri­
co diluido con objeto de extraer la hormona bruta.

El ácido clorhídrico diluido en el que se disuelve 
la hormona bruta tiene preferiblemente una concentración 
prácticamente igual a 0,5 %.

Después de la filtración, sobre filtros cada vez 
más finos de acuerdo con las necesidades, el producto con­
tiene la hormona bruta con una cierta cantidad de impure­
zas proteicas y de Vasouilatine que es una sustancia de 
tipo histamínico normalmente contenida en las cédulas in­
testinales.

En la segunda etapa, se precipita, la hormona semi- 
purificada acompañada de pequeñas cantidades de sustancias 
proteicas y de Vasodilatine, añadiendo a este efecto a.lá 
solución de hormona filtrada bruta una sal neutra fuerte­
mente concentrada capaz de realizar un relargado.

En efecto, se sabe que el relargado es, en particu
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1 lar., la precipitación de proteidos en solución acuosa, re­
sultante de la adición de ciertas sales neutras a grandes 
concentraciones. Esta precipitación depende de la naturale­
za del proteido, de la sal neutra y de su concentración, del

5 valor del pH y de la temperatura.
En el caso presente, para efectuar el relargado, 

se utiliza cloruro sódico puro y seco.
Después de disolver la hormona semi-purificada, 

en la tercera etapa del procedimiento se realizan varios re-
10 largados para eliminar las impurezas, acompañados de una coy 

centración de las soluciones sucesivas y se precipita de 
forma iso-eléctrica. la Vasodilatine. yl<s proteínas inacti­
vas alrededor de un pH 5,2, 4 y 7,5, con lo que se obtiene 
una solución de hormona purificada.

13 En la cuarta etapa del procedimiento, se obtie­
ne la hormona purificada precipitándola con ácido tricloro- 
acético, lavando el precipitado con disolventes orgánicos 
adecuados y después secándole a vacío en ausencia de hume­
dad.

20 Según uno de los aspectos especialmente ventajo­
sos, el invento tiene igualmente por objeto la preparación 
de dos hormonas duodenatos purificadas, la Secretine y la 
Pancreozymine, a partir de un producto hormonal de duodeno 
obtenido parcial o totalmente mediante el procedimiento an-

23 terior.
Estas dos hormonas son especialmente interesantes 

en el aspecto terapéutico y principalmente para la explora­
ción de la función pancreática externa. Pueden ser presenta­
das cada una de ellas en un frasco especial cerrado en c ondr

30 ciones estériles y en atmósfera de nitrógeno y acondicionados
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en un embalaje común.
El principio de la preparación de la Secretine y 

de la Pancreozymine se basa en la diferencia de solubilidad 
a ciertos pH de estas dos hormonas y de otras hormonas duo- 
denatos en ciertos disolventes orgánicos.

De acuerdo con el invento, se trata con etanol un 
extracto hormonal purificado de duodeno, con lo que se ob­
tiene una solución etanólica en la que se regula sucesiva­
mente el pH a 5,2 aproximadamente para precipitar la Vaso- 
¿ilatine que se elimina y a 7,5 aproximadamente para preci­
pitar las proteínas que se eliminan y después se trata con 
acetona y éter anhidro la solución etanólica resultante, cu­
yo pH se ha llevado a 3 aproximadamente, para precipitar 
un extracto que puede ser eventualmente secado hasta el es­
tado de un polvo blanco y que contiene la Secretine y la 
Pancreozymine.

A partir de este extracto, se separa por una parte 
la Pancreozymine y por otra la Secretine. Para ello se tra­
ta el extracto con netanol, obteniéndose una fracción inso­
luble y una solución metanólica.

La fracción insoluble convenientemente lavada y se­
cada da un polvo blanco que contiene la Pancreozymine.

La solución metanólica es purificada por ajustes 
sucesivos del p3 a 5,2 y 7,5 aproximadamente. Los precipi­
tados obtenidos durante cada ajuste son eliminados y la so­
lución resultante, después de ajustar el pH a 6 aproximada­
mente , se trata con éter para obtener un precipitado que, 
una vez lavado y seco, se presenta en forma de un polvo blan 
co que contiene la Secretine.

El extracto hormonal purificado de duodeno que sir-
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ve de material de partida en las operaciones aquí descritas 
puede ser el polvo purificado obtenido mediante el trata­
miento completo del proceso en 4 etapas antes descrito.

También se puede partir del extracto hormonal puri­
ficado en solución obtenido después de la tercera etapa del 
procedimiento. En este caso, en lugar de precipitar el ex­
tracto con una solución de ácido tricloroacético, se preci­
pita con una solución saturada de cloruro sódico y el preci­
pitado se lava con acetona y éter anhidros antes de secarlo 
en forma de un polvo blanco que contiene todavía elementos 
minerales.

Los dos polvos obtenidos, aplicando el procedimien­
to del invento al extracto hormonal en forma de polvo blan­
co antes citado, pueden ser sometidos a purificaciones su­
plementarias por diálisis y tratamiento con acetona y éter 
anhidros, seguido de secado, lo que da unos polvos ligeros 
de gran pureza que contienen Bancreozymine y Secretine, res­
pectivamente.

Para ilustrar el invento, damos a continuación al­
gunos ejemplos detallados de la puesta en práctica del pro­
cedimiento del invento, bajo sus diversos aspectos.

EJEMPLO 1
La extracción se realiza a partir de duodenos de 

cerdos recién extraídos, lavados con agua corriente fría.
Se liga un extremo de un duodeno y, por la parte 

abierta, se introduce una cantidad suficiente de ácido clor­
hídrico al 0,5 es decir alrededor de 400 a 500 cnp. Se 
cierra con una pinza y se deja en contacto alrededor de 
1 hora.

La hormona bruta se disuelve en la solución acida
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cuya acción es comparable en un ser vivo a la acción del 
quimo ácido gástrico que, cuando pasa al duodeno, libera 
dicha hormona.

La solución es recogida y filtrada sobre un cedazo. 
Contiene la hormona bruta con una cierta cantidad de impu­
rezas proteicas y de Vasodilatine. Una segunda filtración 
se efectúa sobre una gasa, y después una tercera sobre pa­
pel de filtro.

La solución así filtrada se introduce en una cuba 
de acero inoxidable. Se añade 28 % de cloruro sódico puro 
y seco, se disuelve completamente y se deja depositar du­
rante 12 a 18 horas en cámara fría, a una temperatura com­
prendida entre 2 y 4°C. La hormona precipita completamente 
semi-puriíicada, es decir contiene todavía pequeñas canti­
dades de Vasodilatine y de sustancias proteicas.

Después de este primer relárgado, se filtra sobre 
papel, con lo que se obtiene un precipitado que se conserve 
y un filtrado salino que se desprecia. El precipitado semi- 
purificado se suspende en 6 litros de una solución de áci­
do sulfúrico puro diluido al 5 . Después de agitar lenta-
mente a la temperatura ambiente, se deja depositar y se fii 
tra án cámara fría hasta que se obtiene una solución per­
fectamente transparente, quedando las impurezas sobre el 
filtro.
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La solución de hormona así obtenida se ajusta me­
diante adición de sosa cáustica a pH 5,2-5,4, que corres­
ponde al punto íso-eléctrico de la Vasodilatine. Después 
de agitar, evitando la formación de espuma, se deja en re­
poso 1 hora en cámara fría; se produce un ligero precipita-
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do floculando de Vasodilatine.
Por filtración se recoge la solución de hormona pu­

rificada que debe estar perfectamente transparente. Se rea­
liza un segundo relargado con cloruro sódico.

Esta solución se ajusta a pH 4 con sosa cáustica. 
Después de agitar lentamente, se deja en reposo durante 12 
horas en cámara fría. Se produce un ligero precipitado de 
sustancias proteicas.

Por filtración se recoge una solución de hormona pu 
rificada que debe estar perfectamente transparente y lige­
ramente opalescente. Se realiza un tercer relargado con cío 
ruro sódico.

El precipitado de hormona purificada así obtenido 
se seca al aire y después se disuelve en ácido sulfúrico 
diluido al 1 % formando una solución tan concentrada como 
sea posible. Después de agitar lentamente se deja en repo­
so y se filtra en cámara fría.

La solución de hormona así obtenida debe ser trans­
parente y ligeramente opalescente. Entonces se ajusta el pH 
a 7,5 con soca cáustica. Se produce un precipitado floculen 
to de proteínas inactivas, que se deja en reposo durante 
1 hora en cámara fría.

Se filtra y se recoge la solución de hormona que 
debe ser transparente, teniendo lugar esta operación en la 
cámara fría a una temperatura comprendida entre 2 y 3°C.
Se ajusta muy rápidamente esta solución a pH 3 con ácido 
acético puro. A esta solución se añade 12,5 /S de una solu­
ción de ácido tricloroacético al 50 %. Se agita y se deja 
en contacto 1 hora en ampollas de decantación. La hormona 
purificada precipita en forma de copos blancos.
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El precipitado, recogido por centrifugación, se la­
va con acetona a razón de cuatro volúmenes de acetona por 
cada volumen de hormona. Esta operación, realizada tres ve­
ces, tiene por objeto desecar la hormona y eliminar las 
sustancias lípido-proteicas eventualmente arrastradas en 
las precipitaciones, así como las trazas de ácido triclcro- 
acético.
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Se efectúa un nuevo lavado con éter etílico anhidro 
a razón de tres volúmenes de éter por cada volumen de hor­
mona. Esta operación repetida tres veces elimina completa­
mente las trazas de agua.

Finalmente se seca la hormona a vacío en presencia 
de anhídrido fosfórico y se obtiene una hormona purificada 
de duodeno.

EJEMPLO 2
Este ejemplo se refiere a la preparación de Secre­

tine y de Pancreozymine a partir.de un polvo purificado de 
extractos hormonales de duodeno, obtenido mediante el tra­
tamiento completo descrito de forma detallada en el Ejem­
plo 1.

Se tratan 100 g de dicho extracto hormonal de duo­
deno con 500 cm3 de etanol al 90 %, enfriado a una tempera­
tura de unos +4-0(2. Se agita durante 5 a 6 horas en cámara 
fría y se repite esta operación dos veces. Las soluciones 
alcohólicas obtenidas se combinan y se filtran.

Se ajusta el pH de la solución alcohólica resultan­
te a 5,2 aproximadamente mediante solución alcohólica de 
hidróxido sódico, lo que provoca la formación de un preci­
pitado de Vasodilatine que se deja en reposo durante 12 ho-
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ras en cáaara fría. A continuación este precipitado se eli­
mina por centrifugación en frío.

Se ajusta el pH de la solución alcohólica que so­
brenada a 7,5 aproximadamente, lo que provoca la formación 
de un precipitado de proteínas que se deja en reposo duran­
te 12 horas en cámara fría. Después este precipitado se elij- 
mina por centrifugación en frío.

Se ajusta el pH de la solución que sobrenada a 3 
aproximadamente mediante ácido clorhídrico y se precipitan 
las hormonas duodenales con cinco volúmenes de acetona/éter 
anhidro. Se deja en reposo durante 12 horas en cáaara fría 
y el precipitado de hormonas se recoge por centrifugación.

Este precipitado se trata con tres volúmenes de 
acetona anhidra y después con dos volúmenes de éter anhidro 
Se deseca a vacío en presencia de ^  obtiene un pcl-
vo blanco que contiene Secretine y Pancreo^rmine, así como 
impurezas proteicas y elementos minerales tales como cloru­
ro sódico.

Se procede a una purificación suplementaria y a la 
separación de las hormonas duodenales, operando de la forma 
siguiente:

Se tratan 10 g del polvo anterior con 500 mi de me 
tanol enfriado. Después de haber agitado rápida ..-mute Jurant 
4 horas a míos -5°C, se recoge por centrifugación en frío 
una fracción insoluble que se trata de nuevo con un volumen 
de netarol frío.

En definitiva, se dispone entonces, por una parte,
de un residuo blanco ene contiene la Bancreosymine y, por 
otra parte, de solrciones setanólicas que se combinan y

30
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conservan en cámara fría y que contienen la Secretine.
El residuo blanco se lava con acetona y éter anhi­

dro enfriado- y después se seca a vacío en presencia de PgO^ ̂ 
obteniéndose un polvo blanco, la Fancreozymine.

Se toman las soluciones cietanólicas conservadas en 
cámara fría y se ajusta su pH a 5,2 aproximadamente median­
te una solución alcohólica de sosa cáustica. Se deja en re­
poso durante 12 horas en cámara fría, formándose un preci­
pitado que se separa por centrifugación en frío y se despre-
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cia.
Se ajusta el pH de la solución metanólica a 7,5 

aproximadamente y se deja en reposo durante 12 horas en cá­
mara fría, con lo que se forma un ligero precipitado que se 
separa por centrifugación en frío y se desprecia.

Se ajusta el.pE de la solución metanólica restante

20

23

a 6 aproximadamente y se precipita la Secretine añadiendo 
tres volúmenes de éter anhidro, agitando y dejando en repo­
so después en cámara fría. El precipitado se recoge por 
centrifugación en frío y se deseca a vacío en presencia de 
PgOtj, formándose un polvo blanco de Secretine.

EJEMPLO 1
Este ejemplo ilustra la preparación de la Secretine, 

por una parte y de la Panoreozymine, por otra, a partir de 
un extracto hormonal purificado en solución, obtenido des­
pués de la tercera'etapa del procedimiento descrito en el 
Ejemplo 1. En este caso, en lugar de precipitar el extracto 
con una solución de ácido tricloroaoético, se precipita,el 
extracto con cloruro sódico saturado.

Después de haber secado al aire el precipitado ob-
30 tenido se añaden siete volúmenes de acetona anhidra enfria-
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1 da y se agita lentamente durante 12 horas en cámara fría.
Se separa el residuo insoluble que se forma y se 

trata de nuevo con siete volúmenes de acetona anhidra en­
friada durante algunas horas.

5 Se separa el precipitado insoluble en acetona que 
se forma y se lava con tres volúmenes de éter anhidro. Se 
separa la solución etérea,- se escurre y se deseca el produc­
to así obtenido, a vacío, en presencia de PgO^.

Se obtiene un polvo blanco intenso que contiene to-

10 davía elementos minerales.
Se toman 100 g de este polvo y se someten a un tra­

tamiento como el descrito en el Ejemplo 1, obteniéndose dos 
polvos, uno de ellos conteniendo Pancreozymine y el otro 
Secretine.

18 Estos productos así obtenidos pueden ser sometidos 
a purificaciones suplementarias. Para cada uno de ellos pue­
de operarse de la forma siguiente:

Se disuelve el producto en agua destilada ajustada 
a pll 4. A continuación se introduce la solución en la célu-

20 la de un dializador provisto de membranas de Cellophane 300. 
Se dialisa frente a agua helada en cámara fría durante 10 a

28

12 horas.
Al dializado obtenido se anaden cinco volúmenes de 

acetona anhidra y después tres veces el volumen inicial de 
éter anhidro. De esta forma se obtiene un precipitado blanco 
ligero que se recoge por centrifugación. Se trata tres veces 
con un volumen igual de éter anhidro y se deseca a vacío en 
presencia de PgO^.

De esta forma se obtiene la Secretine y la Bancreo-

30 zymine en forma de polvos blancos ligeros.
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=REIVINDICACIONES=
1. Procedimiento de preparación de Pancreozymine 

y Secretine, caracterizado por las operaciones que consisten 
en poner en contacto los duodenos de animales recién extraí­
dos con ácido clorhídrico diluido con objeto de obtener una 
solución de hormona bruta, efectuar un relargado sobre la 
solución de hormona bruta en ácido clorhídrico, con ayuda de 
cloruro sódico que precipite los péptidos, para obtener una 
solución de hormona semi-purificada, efectuar sobre esta úl­
tima solución varios relargados mediante cloruro sódico que 
¡permiten la eliminación de las impurezas, ía concentración 
de las soluciones y la precipitación y ino-eléctrica de la 
Vasodilatine y de las proteínas inactivas a unos valores de 
pH de 5)2, 4 y 7,5 aproximadamente, para obtener una solu= 
ción de hormona purificada., precipitar la hormona de esta 
última solución mediante ácido tricloroacético, lavándo el 
precipitado con disolventes orgánicos adecuados y secando 
después a vacio protegido de la humedad para obtener un ex­
tracto hormonal purificado, tratar con etanol el extracto 
hormonal de duodeno, lo que forma una solución etanólica cu­
yo pH se regula sucesivamente a 5,2 aproximadamente para 
precipitar la Vasodilatine que se elimina y a 7,5 aproximada 
mente para precipitar las proteínas que se eliminan y des­
pués tratar con acetona y éter anhidro la solución etanólica 
resultante cuyo pH se ha llevado a 3 aproximadamente para 
precipitar el extracto buscado que eventualmente puede ser 
desecado hasta el estado de un polvo blanco y separar la
Pancreozymine y Secretine.

2. Procedimiento según la Reivindicación 1, cara¿
terizado porque el ácido clorhídrico tiene una concentración

*
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prácticamente igual a 0,5
3. Procedimiento según la Reivindicación 1 o 2, 

caracterizado porque para obtener la Pancreozymine, se tra­
ta el extracto hormonal con metánol, formándose una frac- 
cion insoluble y una solución metanolica y lavar y desecar 
dicha fracción insoluble para obtener un polvo blanco que 
contiene la Pancreozymine.

4. Procedimiento según la Reivindicación 1 o 2, 
caracterizado porque para obtener la Secretine, se trata
el extracto hormonal con metanol, lo que forma una fracción 
insoluble y una solución metanolica, purificar dicha solu­
ción metanolica por ajustes sucesivos del pH a 5*2 y a 
7,5 aproximadamente para formar precipitados que se eliminan 
y, después de ajustar el pH de la solución resultante a 6
aproximadamente, tratar a esta con éter para obtener un 
precipitado que, una vez lavado y secado, se presenta en 
forma de un polvo blanco que contiene la Secretine.

5. Procedimiento según la Reivindicación 3 o 4, 
caracterizado porque los polvos obtenidos son sometidos a 
purificacioDES suplementarias por diálisis y tratamiento con 
acetona y éter anhidro, seguido de un secado que da unos

* polvos ligeros altamente purificados.
6. Se reivindica por último como objeto sobre el 

que ha de recaer la Patente de Invención que se solicita: 
"PROCEDIMIENTO .DE PREPARACION DE PANCREOZYMINE Y SECRETINE"

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la 
presente Memoria Descriptiva que consta de cuatorze páginas 
mecanografiadas.

30
Madrid, 11 de Diciembre de 1968 

BERNARDO UNGHIA 
. P-P-
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