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I por salificapién con clorurb sédico a una concentracién del

te. En este punto puede recuperarse une insulins relativama%

-2 - ’
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Egta invencién se refiere a un procedimiento péfa
la‘preparaoién.de ingulina oristelina y mds especialmente
nuestro procedimiento se reflere al uso de camﬁiadores de - .
anién aminoceluldésioces en la preparacién de productos de
insulina oristalina. 7. - ’ 1
Para garantizar un fendimiento méiimo de inauliﬁa?
¥y enzimas, el tejido pancredtico es extirpade de los anima—
les inmedistaments después de sacriflcarlos Ty oongelado haau
ta que la 1nsulina y los enzinmas pueden ser separados del-
tejidos | ]
Existen varios prooedimientos conocidos para seja—
rar la %fsulina del tegido congelado. ILe patente estadouni—'

dense 12’ 2,826,534 describe uno de estos procadlmlentos. -
En este procedi%iento, le insulina se extrae del tejido pag
eredtico macerado con etanol acuoso acldulado, el extracto

ge concentra y el alcohol se separa de la soluéiGn por &ee?

tilacién a vacio. Ia insuling es precipitads de la solucidn

30 ¢ p-.La torta salina de insuline se gepara de 1as'ﬁgﬁaé
madrea por filtracidn y se realiza una segunda pr901pitacion
salina & une concentracién de cloruro sédico del 15 % apro~
ximademente. Bsta gegunda torta salina se disualve en agus
y 1a insulina se precipite de la misma a sa punto isoeiéof

tricos Después la insulina se disuelve de nuevo‘en ague ﬁ;

un pH de 2 a 4 sproximedamente, se eleva graduéimente el

pH hasta un valor de 6,8 & 10 aproximadamente y.luegb 50 16

duce gradua;mente hasta un valor de 5,9 a 5,3 aproximadamen-

te pura para una nueva oristalizaoién.

Ahore hemos descubierto uh procedimiento mediante




- 10

15

20

.28

30

el cual éste y otros procesos de recuperacién pueden ser
gimplificados congidersblemente. Nuestro procedimiento con

siste en utilizar un cambiador de mnién aminooeluléa;cofcd-

:mo adsorbente en la recuperacién de inéulina, eluir la ihsw
llna del mismo y recuperarla del medio de elucidn.
En la puesta en préctloa de nuastra invenoion, ge '

pone en contacto una soluc16n acuosa que contiene insulina L
oon una amlnooelulosa que puede encontrarse en . el ciclg
de base libre o de enidn, & un pH de 5,5 a 8;0 aproXiﬁa—
 damente y todavia mejor a un pH de 656 a ;,5’aproximadaﬁen5
te, durante un.periodo de tiemp0tauficigﬁ$e paré adsarbéi;
la insulina sobre el cambiador de:aniSn. La-adsorciéﬁ"de‘ig
insuline sobre el cambiasdor de anidén se realiza preferible—
ménte en preaencla de aniones. Bgtos aniones pueden ser ra~k
guladores como los aniones del fosfato g6di co pqtésico y ,:
deiVacatato aménico o pueden;ser cualq&ier otro:aniéh.nﬁ-v
perJudiéial. Preferimos utilizaer fosfato potésico'sédieq cod
mo 1én adicional. .

_ Los cambiadores aminoceluldsicos utilizados en nuq?
§ tro prodedimienfd son los cahbiadores celulésicos con.radi- S
cales amina unidos quimicemente.a la celulosa. Estas unio-
nes pueden ser del tipo éter y éster. Los cambladores que 1
pueden ser utilizados en nuestra 1nvenc16n ‘Sony por ejemploJ
los productos de reaccidn de «-calulosa ¥y un compueato como
doido 2~aminoetilsulfirico, 2-cloroetilamina, 4eido 3-dim9-?_'
tilaminopropilsulfirico, 2—oloropropilamina, monohidrato de 
sulfato de 1,3~diamlno-z-sulfatopropano, 2~(2~sulfatoet11)f 
piridine, monohidrato de (disulfatoetil)amina potésioa, a;;"
hldrocloruro de sulfatoetllendlamina. Alternatlvamente, lbs

cambiadores de ién am:.noeeluléaicos pueden ger 108 produce
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"de reaccién de 2-aminocetoxicelulosa y deido 2-aminocetilsul-

" fuirico que forma un producto percialmente iminizado; Inclu~

" olén de le que estd siendo adsorbida la insuling no reaceip

404721

tos de reaccidn de celulosa,compvmmﬁdos 1oa tejldos que oonf

tienen celulosa como algodén, con epielorhidrine y un aminod’

alcohol como etenolamina. Ademds, los cambiadores Qe_i6n

pueden estar iminizados, por ejemplo pue&é ger elApfbdudto,'

biador de ién en este procedimiento.

En lo que antecede resulta evidente que an el tér-'_f 

mino "eminocelulosa" . pretendemos incluir la celulosa a;laﬁ
que seé ba unido un radical nitrogenado que comunice prople-
dades cambiadoras de ién a la celulosae

\De 1as muchas eminocelulosas cambisdoras de ién,-

preferimos utilizer los cambiadores celuldsicos sustituidos

f .
con ‘una emina terciaria, especialmente los cambiedores de.

dislquil(inferior)aminoslcoxi (inferior)celulosa. Se prefie-|-

re utilizer especialmente el cambiador conocido por dietil-|

aminoetilcelulosa. 7
Después de la adsoroién de la insulina, la aminoée;
lulosa se sepéra de las aguas madres por cualquiera dg lés_

procesos de seperacién conocidos como, por ejemplo, decan-

tacidn, filtracién o centrifugacién. ES'preferible separar

la hayor canﬁidgd de disolvente posible del éaﬁbiadof_de

anién con.objeto de que ocualquier idn contenido en 1a éolup

ne con el agente eluyente de la insulina.

Pars eluir la insulina, 1a oelulosa e -pone en con=

tacto con un dcido a un pHdelals aproximadamante ¥ de
preferencia & un pH comprendido entre 3,5 ¥ 4 a@roximada-

mente. Tambidn cabe la posibilidad de poner en contacto s

1:so'podria utilizarse la aminocelulosa cuaternizads come cam’
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- cualquier dcido que dé la concentracién de idn hidrdgeno

. ofleico, es decir una base que proporcione un idn hidroxim

"prpcedimientos conocldos. Preferimos recuperar la insuline
" pitar la insulina como insulinafo de cinc. No obstante,

i natlvamente, preferimos precipiter 1a insuline .con la sal

. utiiizar un regulador de pH- como cltrato sddico, fosfatgiqé

‘deseads como, por ejemplo, deido sulfdrico; clorhidrieo, j

insulina con la aminoceluioaa'an presencia de uns base, '

8 un pH de 8,5 & 11 aproximademente y de preferencia a un

pH de 8,5 a9 ﬁproximadamente.-El écido empleado puede_ser_ -

‘ fosférico, acético y glutémioo. las bases’ que son dtiles:_ -

como eluyentes gon amoniaco, hidréxido sédico, hidméxide

1oe ‘Preferimos utilizer emonisco oomo eliyente bésico ¥y

deido clorhidrico como eluyente &cido. Como la'insulina‘déq'

be .ser soluble en ol medio eluyente, cuslquier doldo eluyey

te en el que la: insulina'éea ingoluble debe ser dilufdo coy
un diaolvente en el que la insulina sea soluble. Entre g~

tos disolventes se prefiere el uso de 8EUG

. Una vez que la insulina he sidf eluida de la diatil'
_aminoetllcelulosa, puede ser- fécllmente cristalizada por _,"'

cristalina por'precipitacién de la misma del eluye@te dole

do mediante adicién de una sal soluble de'cino para presi~

pueden utilizarse otras seles de metales pesados golubleg

como preclpitantes, de acuerdo oon métodos conocidos.. Alte#, f

de un hidréxido de metal alealins, inoluido el ammmaso,dz un

hidrohslure, prefermblemente‘cloruro sodlcq, antes de pro~ |

cipitar finalmente le insulina como sel de cinoc. En la'reéﬁs*j3

lizacibén de la etapa final de’cristaliéacién, es ventajoso

dico potdsico o acetato aménico, Sin émbargo, no esg impres-
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la invencién pero no se pretende que ests queds limitads

‘clufdos dentro del elcance de la invencidn.

celulose ocomo agenﬁe de recuperacién de 1nsulina, g6 aﬁade

"une mezcla de etanol al 85 % y écido fosforioo el 85 % &

"tradtb.alooholico dcido QOntenlendo una actividad esﬁlmada

cindible.

Los silguientes ejemplos iluatrén'con mﬁs'détalléfn.~

a los procedimientos, reguladores, écidos, gt 0. exactos '
ntilizadog. Més bien se pretende que todos los equivalen—

tes evidentes para leos expertos en la técnlca queden in- °

EJENMPIO 1

Pare’ deterniner la eficacia de la dietiiaminoé%il

un péncreas molido y répidamente congealado, formando un l -

extracto alcohélico al 65 % con un pH de 2,8. El -tejido .
pancredtico, después de agitar considerablemeﬁte; e sepa~|
ra por centrifugacién y se extrae de nuevo cbnAefan6l y :
dcido fosforico adlcionales. Se" combinan los exﬁractos, se
ajusta a pH 8 3 con hidroxldo godico y se filtra. El fil-
trado se amcidula a pH 6 con dcido sulfirico.

Se regenera una centided de dietilaﬁiﬁoetiloelulo;
sa (0,5 miliequivalentes/g) con un exceso de hidréxido sé-
dlco 0,1 N y se lava haste pH %,O con ague destilada entes|
de su empleoe ‘ - |

Despues 86 mezclan seis porciones de 500 ml demex4A-
de 0,96 unidhdss de insulina por ml con 10,‘15, 20, 25,;30_
y 50 g de la dietllaminoetllcelulosa regenerada que ha si-
do equllibrada con regulador de fosfato sddico potésioo
0,1 N & pH 7 y secads haste el punto de agrietamiento antSq_'
de su uso. Dempués las partes alifouotas de extractos aloohq-

licos de insuline que contlenen .cantldades varisbles de .
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dietilamincetilcelulosa se agitan a fondo, se.dejan'éh iﬁpo.

80 durante algunos minutos y se filtfén. De la ectividad fo
tal de la insulina, se adsorben respectivemente sobre le
dietilaminometilcelulosa el 66 %, 75 %y 81 %y 86 % ¥ 95.%7
de las partes alicuotas del extracto alooholieo doido, a
medida que la cantided de cambiador mezclada con los 500 mlL
de parte alicuota aumsnta desde 10 hapta 50 g de dietilemi~
noetilcelulosa.
| EJEMPIO 2

Se tratan 4000 ml del extraocto aleoh6lico del Ema '

plo 1 con 144 g de dietilaminoetilceluloaa oomo en el Ejem—

la insuline de la solucién alcohdlica. Lg.dietilaminoatil-

celulosa sobre ls que se ha adéorbidb la insulina se. sece

-hasta el punto de agrietamieﬁto, ge retira del filtre y'sé

suspende en dcido clorhidrico 0,1 N para eluir la ;néulina

“de la dietilaminoetilcelulosa. La mezole se agita a fondd;

ge deja en reposo durante varios minutos y se filtra._El

plo 1, para obtener una adsorcién del alrededor del 75 % de )

camblador de 16n se lave de nuevo con acldo clorhidrloo di~ .;

luido en la medida necesaris para asegurar une. eluocidn oomp

pleta. Después de filtrar, los diversos lavados con écido

clorhidrico diluido se ajusten & pH 3,5 con hidréxido sédin-

- coe lLos eluatos turbios se clarifican por centrlfugacion a

pH 7 1. Ia dlstrlbuclon de la 1nsulina ohtenida en los 1a—
vados éc;dos.se encuentra en la alguiente<tabla:

Actividad de insuline,

Eluato Unidades/ml unidadea totalez <%”(g)?f;
T 3,78 3370 .9
I 0,11 o 100 3]

III 0,005 50 ' o
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(a) Basado sobre 3456 unidades tomadas como 100 %. Eaté Vo~
‘lor representa el ;5 % de la insuline total en el exw
tracto eloohélico doido. ' .

EJEMPIO 3 | o
Ia insulina contenide en un eluato dcido acu0so,
c_onteniehdo alrededor de 2530 unidades de insuline y pre-
perada por los proocedimientos de los Ejemples 1 y 2, se prg

cipita por adicidn gradual de cloruro sédieco al eluato pa-

. ra formar uns solucidn saline al 20 %. la torta aaliné de |

insuline precipitada se disuelve en una cantided minima de
doldo clorhidrico 0,01 N y la 1n5ulina'9s>reprecipitédé de
le solucién deida con una concentracién del 12 % de clorurq
sédieo.lLa segunda torta salina se separa de la solucidn y

se vuelve a displver en agua ¥ la insulina se precipita

ajustando el pH a 5,2. Esta insulina‘isdelSctrioamente pro-

cipitade se disuelve en una pequefia cantidad de goido olord

hidrieco dilpido v finalmente se precipita como sal de cinc

aristalina por sdicién de 16,5 ml de acetona, 4 ml de regu-

ledor citrato sédico 1,2M (pH 5,6) y 0,8 ml de cloruro de

cine (20 % en peso) por cada 100 ml de solucidn acuosa dci-,

da.de insulina. El pH de la solucién se ajusta a 5,9‘y se
deja aparte a 2°C para permitir la formacién de cristales.
Los cristales asi obtenidos se separan pdr decantacién y se
lavan dos veces con agua destilada ¥y doh vaces con aoatbﬁa'

y'se secan & vacio para dar 22 ng de cristales'con uns acti

vidad de 25 unidadeq/mg.'Eéte producto se compare favorab;g_ :

mente con el patrén de referencia de la Parmsdopes de Bste
dos Unidos que requiere 24,2 unidades/mg. '
' BJENPLO 4

En un procedimiento de cristalizecién alfernativog
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" formar una correa continua y se disponf, mediante unos ro-

" & trevés de unos rodillos digpuestos para esourrir ung .im-

‘corres y en contracorrlente con la direccidn de ls miamag;

ge afinden 4 ml de regulador citrato sddico 17M1y 0,8 ml a;:~
cloruro de cine (20 % en peso) per cada 100 ml de eluato
acuoso &cido & una porcién del eluato écido'obtenido per 81_
procedimlento de los Ejemploa 1 y 2. La golucidn se ajusts
a pH 5,9 aproximadamente y se mantiens & 2°¢ haata que la
eristalizacién es completa. Los cristales resultantes ge -
s@umpwdwmmdﬁysem&ﬁﬂaheﬂnhnﬂm@%,
re dar una insuiina cristalina con uné'actividad de 17 unim{* -
dadea/mg aproximsdamente. i

EJEMPIO 5 | N

Para poner en préctica un protedimiento contihué::ﬂ -

de recuperacién de insulina;,se hace reaccionar écidqidimg '
tilaminoetilsulfdrico con une cinta de algodén tratada con |

, L
hidréxido sédico. la cinte eminizada se cose después pera

dillos, de forma que entre y salga de un fanque de regeme—

racidn. que contiene hidréxido potésioo 0 1'N, un ‘tanque de |

’-lavado con agus desmonlzaaa, un tanque de regulador gue cqg“ '

tiene fosfato sédico potdsico O, 1 N, un tanque de. adﬁorciéqf"
que contiene la solucidn con la insulina y un tanquerde olut .

oidn que contienerééidb fosférico 0,1 N. Ia correa se pasa

portante proporclén del li{quido de la corres despuéa de que .
ésta ha atravesado cada uno de los tanques de regulador, . ”
adsoro:én y elucxon. Para conseguir una - efioaols méxima, ol

liquido en, cada uno de los tanques g0 hace fluir contra la

EL eluyente recuperadobes éristalizado contiﬂuamente.por;éi'

proocedimiento del Ejemplo 4.




10.

-15

20

28.

30

-10 _40 472 1 V ';' L \

En resumen, la Patente de Introduccién que se solici-|.

ta deberd recaer sobre las siguientes:

L
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REYVINDICACIONES
PROGEDIHIENTO PmRA LA PREPARAGION DE INSULIRA CRIS

TALINA a partir do soluciones que contienen insulina, ca~-

racterisade porque las otapas conaiston en poner en oontac-
to una solucién conteniendo insulina con una aminocelulosa,

separar 1a aminocelulosa de 1 solucién Y poner cn.cbntgb-

to la auinocelulosa con un &cido. ‘ o | f‘;;;
2. PROCEDIMIENTO PARA LA EREEARAGIOH DE INSULINl CRIS~;£?

PALINA & partir de soluciones contgniendo insulina, segln I
caracterizado porque las etapas consisten en poner-en conta

to una solucibn que contiene insulina con.una'aminoceluLOJ

parar la aminocelulosa de la solucién y poner en contacto

la auinocolulosa separada con un eluyente selecclonado entrp

cl grupo roruado pac un #cido, & un pH conprendido entre 1
Y 5 aproximadawente ¥y uma base a un pé‘conprendido entre

8 5 Yyl aproxinadauente.

3. PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE INSULINA CRIS|
TALINA, & partir de soluciones que contienen insulina scgﬁn.'

11, caracterizado porque las etapas. consisten en ponor en

coptncto una solucién conteniendo inuulina con una aminoce—

iuloaa, & un pH de 6,0 & 7,5 aproxinédamehte; separar la B

lminocoluloaa de 1a solucién y poner en contacto la amino-

celuloss con un eluyente Beleccionado entre el grupo foru

' aproxinudamente.
4. PROCEDIMIENTO PARA IA PREPARAGION DE INSULINA CRIS”
4~QALINA (1 partir de soluciones que contienen insulina," aegﬁn

1

1, caracterizado porque las etapas consisten en poner en

' sa, & un pH comprendido entre 5,5 y 8,0 aproximadamente,. se|

' uado por un &ecido, a un pH comprendido entro 5,5 y 4,5 ap:g .
xinsdamente, y una base a un pH coﬁprendidp entre 8,5'7;9t0'42
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| TALINA, a partir de soluciones que contienen 1nsulina, aogﬁg

'contacto uns solucibn conteniendo insulina con un qnnbiador

de anidn de dia}quilaminoalcoxiceluloéa, a un pH qouprenai- :

" tn écido mineral, & un pH de 3,5 a 4,5 aproxiwadamente, y .

Q)al cambiador de’ dietilaminocetilcelulosa con un eluyente se

contacto una aoluciéﬁ'contegiendé insulina con unﬂc(ﬁbiaﬁor
de anibn de dialquilaminoalcoxicelulosa, & un pH de 5,5 a
8 apro:imﬁdamente, separar el cambiador de la sbluci6n y
poner en contacto el cambiador con un eluyente solccciona- ‘
do entre sl grupo formado por una gsolucidn de un &cido wi-
neral, @ un pi de 1 & 5 aproximadamente, Y una soluc@én de |
hidréxrido seleccionado entrs el grupo formedo por hidréxi-
dos de metales alcalinos y alcalino-térreos, a ﬁn pH de
8,5 a 11 aproximadamente. ‘ |

5. PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE INSULINL CRIS

1, caracterisado porque las etapan conaisten en poner en

do entre 6 Y-7,5 aproximadamente, separar el-ﬁambiqdpr qﬁ ’
1a splucién y poner en contacto el cambiador- con in'jsluyen |

te seleccionado entre el grupo»formado.poi una:solucién'de'_-

una solucién de hidréxido seleccionado entre el frupo for-
mado por hidrbxidos de metales alcalinos & alcalino-férreoa,
a un pH de 8,5 a 9 aproximadamente, |
6. PEOCEDIMIENTO PARA TA PREEARACION DE- INSULINA CBIS
mALIN1 a partir de soluciones que contienen insulina,
qegﬁn 1, caracterizado porque las etapap consisten en pdgér
en contacto une solucién conteniendo insulina con un.cahbia _
dor de anién de dietilaminoetihalulosa, a un pH comprendi--
do entre 5,5y 8 aproximadamente, separar el cambiador de

dietilaminoetﬁcolulosa de la solucidn y poner en contacto f

1eccipnado entre el grupo formado por una solucibén de un
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.TALINA, & partir de soluciones que contienen insulina,segfn

4,5 sproximsdsmente, y una solutidn de hidréxido selecciong |

'»eionado-antred.grupo formado por una golucidn acuqshﬂde,nn,

"alcalino-térreo,

TALINA, & partir de soluciones que contienen insulina,segin

-13.

404721

éicido mineral, a un pH de 1 & 5 aproxivadamente, y una 80"

lucién de hidrbéxido seleccionado entre el grupo formado por
hidréxidos de metales alcalinos y alcalino-térreos, a un pH
de 8 S5 all Iproxinadamente.

7. PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE INBULINA CRIS

1; caracterizado porque las etapak conbiqton‘cn ponsr en-bqg_j
tacto una solucién conteniendo insuliﬁ; con un cambi&dor}de,
anién de dietilamingettlcelulosa & in pH de 6 &'7,5 aproximy
damente, separar el cambiador de diétii#hinoefilcelulqg; de
la solucién y poner en contacto élfcnnﬁ;ador de diefilamiqg-
etilcelulosa con un eluyente aeiegdiﬁnado aﬁt?eol”grnpoqu£7b

mado por una solucién de un 401&6 wineral, & un pH.de 3,5 a

do entre el grupo formado por hidroxidoa de metales alcali- |
nos v alcalino-térreos, a un pH de 8 5'¥.9 0 aproximadamentq}f

, 8. PROCEDIMIENTO PARA LA PREEARACION DE INSULINA CRIS
TALINA, a partit de soluciones que contionen insulina, aegﬁn

1, caracterizado porque las etapas conaisten en poner-en GOn."

tacto una solucidn conteniendo insulina con un caubiador"de

anibn aminocelulésico en el ciclo de basé libre o de anidn,

vsopafar el cambisdor aminocelulésico de la solucién y ponéi o

en contacto 1a aminocelulosa separada,con ﬁn eluyénﬁg “aiécﬁ.i-’
dcido mineral y una solucién bésica seleccionada entre 511511'
grupo formado por una solucién acuose de un hidrbiidojdééqg

tal qlcalino>y una solucién abuoaa de un hidréxido de metal

'9, PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE INSULINA CRIS
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¥ poner en contacto el cambiador de anion aminocelulésico

: do por una solucién fcide, & un pH de 1 a 5. aproximadnmenu.

' solucibn de un hidréxido de metal alcalino-térreo, a un pH
e 8,5 {1 11 sproximadamente.

_ megfm 1, caracterizado porque las etapgs'consiﬁfen sn‘ponér

"do por un écido, a un pH comprendido entre 3,5 y 4,5'ap:o-

xinadamente entre 5,5 y 8, separar el cambiador de 1a golue

1, caracterizado porque las etapas consisten en poner em
contacto la solucién conteniendo insulina con un cambiadqé
de anibn aminocelul6sico en el ciclo de base 1ibre o.de

anién, & un pH comprendidd aproximadamente entfo 5:5°7. 8?0 -
geparar el cambiador de anién aminoceluléaico de la noluciﬂn i

separado con un eluyente seleccionado entre el gruporformu

: te. ¥ una soluci&n ‘bésica seleccionadn entre el grupo fornt N

do por una solucién de un hidréxido de metal alcalino y “n”réi

10. PROCEDIMIENTO PARA LA FREPARACION DE INSULEKA
CRISTALJHA a partir de soluciones que contienen insulina,i

en contacto una solﬁci6n conteniendo insulina qonruna aming
gelulosa en elAciclo de base libre o de anién, a un pH com-
prendido entre 6 y 7,5 aproximadAﬁente, separa# le. aminoce-
lulosa de la solucién y poner en comtacto la aninocéluioga,

separada con un eluyente seleccionado entre el grup6 forma=

ximadamente, y una base a un pH comprendido entré‘B,S ¥ 9,0
aproximadamente. ) .
11, PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACIONIE INSULINA CRIS
TALINA a partir de soluciones acuosas que contienen insu~
line, segin 1, caracterizado porque las etapes consiaten'oh
poner en contacto una solucién contenlendo insulina coh‘un
cambiador de anién de dialquilaminoalcoxicelulosa, en el

ciclo de base libre o de anién, a un pH comprendido apro-=
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AEALINA a plrtir de soluciones que contienen inuulinu, scgﬁn ;;;

nos y'de metales alcalino-térreos, a un pH comprendido en~ 1

aproximadamente, separar el cambiador de la aolucion v ponq;7p:

cién y poner en contacto el cambiador con un éluyeﬁte éélég -
cionado entre el grupo fprdado por uﬁa sélucién‘acuosa7&e -
un icido,mineral, aunpH del a5 aproxiﬁadamepfejyruﬁﬁ'so-g};
lucién acuocsa de un hidréxido seleccionada entre elfgihbé o
formado por soluciones acuosaa de hidrbxidos de metalea alc#}“
linos y de metales ulcalinos—térreos, a un pH de 8,5 a 11 - ;; 
aproximadamente. v -

-12, PROCEDIMIENTO P&RA LA PBEPARACION DE INBUIIRA 0314

1, caracterizado porque las etapas consisten -en-poner en f{,15?
contacto una solucibn canteniendo insulina con “un canbildor éf{
de anidén de dialquilaminoalcoxicelulosa, en. el ciclo de bap i
se libre o de anién, a un pH comprondido entre 6,5 y 7,5 -
aproximadaumente, separar el cambiador de la solucién y po~
ner en contacto el cambiador con un’ eﬁgyente seleccionado q§::

tre el grupo fornado pPOT una solucién acuosa de un &cido .
mineral, a un PH de 3,5 a 4,5 aproximadamente, y una. aolu-rgr
¢ién. acuoss de nidréxido seleccionadn entre el grupo forna-'

do por soluciones acuosas de hidréxidos de metales alcali-

tre 8,5y 9,0 aproximadamenﬁe. ,

13. PROCEDIMIENTO PARA LA FREPARACION DE INSULINA
CRISTALINA a partir de soluciones que contieneh inéulina,'L
segin 1, caracterizado porque las’ etgpas consisten en poner
en contacto una solucién conteniendo insulina con un cam- "
biador de anion de dietilaminoetilcelulosa, en el ciclo de
base libre o de anién, a un pH comprendido entre 5 5y 8.

en contacto el cambiador con un aluyente seleccionado entre

el grupo formado por una solucién acuosa de écido mineral,
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a un pH de 1 a 5 aproximadamente, y una Bolucién acuosa

- de hidrbxido saleccionada entire el grupo formado por- Bolu- o

ciones acuosas de hidrbxidos de metales alcalinos y de mo-;’
talea alcalino—térreos, a un pH comprendido entro ,S_y 11
aproximadanento.

14, PBDGEDIMIENTO PARA LA PREPARACTION DE INSULIKL

" CRISTALINA, a partir de soluciones que'contienen inauli—

~ na, Begln 1, caracterizado porque las etapas consisten en

poner en contacto una solucién conteniendo insulina con un|’

caubiador de anibn de diatuaminoetucelulou; en el ciclo c
-do basa libre o de anién, a un pH comprendido nproxinndtu

l&nte entre 6,0 y 7,5, separar el cambiador de la soluciénA '

Y poner en contacto_el cambigdor con una solucién acuoss
de un fcido mineral, & un pH de 3,5 a 4,5.aproxii§damon£§;‘

" 15, PROCEDIMIENTO PARA IA PREPARACION DE INSULINA -
GRISTAilﬂl a partir de sblﬁciones que contiénen iniﬁlint;;

gseghn 1, caracterizado porque las etapas consisten en po=~

. ner en contacto una solucion conteniendo insulin& con un

cambiador de anién de dietilaminoetilcelulosa,Aen el ciclo
de bage libre o de anidn, a un pH comprendido Qproximada-
mente entre 5,5 y 8, separar el cambiedor de dietilamino—
ot;lcelulosa de la solucidn, poner en gontacto el cambia=

dor de dietilaminoetilcelulosa separado con una soluci6n-

. acuosa de un ficido mineral,.a un pH de 1a 5 aproximida-'

_ menfe; ¥ poner en contacto el eluyente que confienerinsu-“‘

lina con una sal soluble de oing, & un pH de 5,9‘aprpiiin~
damente, para procipitar insulinato de cinc. - :
16, PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE INSULINA
CRISTALINA ‘segun 15, caracterizado porque la inaulina o
absoibidd sobre el cawbiador de anién de dietilaminocetil~
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calulosa & un pH de 6,0 a 7, 5 aproxinadamente v eluida del
,cambiador & un pH de 3 5a 4,5 aproxinadamentc.

ferior que contiene insulina con un cambiador de anién de

dietilaminoetilcolulosa, en el ciclo de base libre o de

losa,"poner en contacto el cambia&or dé dietilaminootilée~
lulosa separado con un oluyante seleccionado entre el srupo

formado por ung solucién.acuosa de un &cido nineral, a nn
| te que contiene la insulina con una sal soluble de cinc, a

cinc. - L .
18. PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE INSULINA -

absorbida sobre el cambiador de aniénm de dietilaminocetilce

cambiador & un pH de 3,5 a 4,5 aproximadamente. ‘
19. PROCEDIMIENTO PARA TA 'isnmpmc:tou DE INSULINA -

ferior que contiene insulina con un cambiador de anién dn
(%;dietilaminoetilcelulosa, en el ciclo de base libre o. de ,
anidén, & un pH comprendido entre 5,5y 80 qproximadnmenta,

separar de 1a solucién el cambiador de die?ilaminoetilcelu—

17, PROCEDIMIENTO PARA IA PREPARACION DE Imﬂl-im-*-_; 2
CRISTALINA a partir de soluciones que contienen insuliﬁﬁ,, iA
segfn 1, caracterizado porque las etapas conslsten en poner"fﬁ

en contacto una solucién acuosa de un alcohol alifético. in~ a

anién, & un pH comprendido entre 'S5, 57 80 aproximadannnto, G

separar de la solucién el caubiador de diotilgminoet;lcalun_QQﬁ;

pi.de 1 a5 Aprnximndamento k4 Poner en contacto el eluyan->;:~§

up_pH de. 5,9 aproximadamente, para preéipitar insuliqatQ¢do'7

| CRISPALINA, segfn 17, caracterizado porque 1a insuline es |
lulosa & un pH de 6,0 & 7,5 aproximadamente y elufda del 3<:'_ '
CRISTALINA, a partir de soluciones que contienen inéulina, |

segﬁn 1, caracterlzado porque las etapaa consisten en poner R

en contacto una aolucién acuosa de un alcohol alif&tico in-'
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' cibn acuosa de hidréxidos de metales alcalinos: y una, - solup

sulinato de cinc y precipitar este iltimo.

1osa,’poner'en contaéto el oambiador‘de‘dieﬁilﬁﬁiﬂéétiiéé;'

_po formado por une solucién acuosa de un icido minoral,

un pH de 1 & 5 aproxiuadamente, ¥ una solucién acuosa de

‘cibn acuosa de hidrbxidos de metales alcalino~¢t6rreos,

un.pH de 8,5 a 11, 0 aproximadamente, poner en oontacto ol -

ciente de una lal de un écido mineral y un- hidréxido de ma- ;i.

tal alcalino, comprendido el amoniaco, para prqcipitar la

insuli%?, separar de la solucibn el precipitado ‘salino qne :tzf

contiene inaulina, disolver de nuevo en agua la insulina

precipitade gon sal ., precipitar otra vez la insulinq L'

con una eal de Acido mineral y un hidréxido de metal alca~
lino, inclufdo el amoniaco, sepérar el procipitadq silin@l
que cofttiene insulina, disolver la sal reprécipit&dh'@u; :
contiene inaulina en un disolvente acuoso, precipitar la )
insulina de dicho disolvente acuoso ajustando el pH de la
solucién al punto isoeléctrico de la insulina, disolver.-

la insulina isoeléctricamente precipitada en solucién acuo

sa dilufda de &cido clorhidrico, poner en- gsontacto lqhihp'

sulina' disuelta con una sal soluble de cinc para fo:mar,in-:

20, PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE INSULINA

CRISEALINA segin 19, caracterizado porque la- insulina ea

absorbida sobre el cambiador de anidn de dietilaminoetilp :

cambiador a un pH de 3,5 a 4,5 aproximadamente.

2l. Se reivindica por @ltimo como objeto sobre el .

| .'1ulosa separado con un eluyente seleccionado entre nl sru- 55:'

hidréxido aeleccionada entre el grupo formado por uns. solupf-ﬂ

'?oluyonte écido que contiene insulina con una cantidud suri-'?”i

l;caluloaa a un pH de 6,0 a 7,5 aproximadamente y eluida del -
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que ha de recaer la Patente de Introduccibn que se Bpli;‘:i
cita; "PROCEDIMIENTO PARA TA PREPARACION TE INSULINA CRIS- | -
DALINA", L
Todo conformo queda descrito “y reivindicado on la
presente Momoria descriptiva, que conata de diocinuave pi—
ginas mecanogruriadas.
Madrid., 10 de Julio de 1972. - E
BERNARDO UNGEIA .

““PeDe
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