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Para la producción de preparados de insulina 
con efecto de liberación retardada se seguían hasta ahora 
dos caminos; o bien se agregaban a la insulina, además de 
iones zinc, compuestos con liberación retardada tales como 
clorhidrato de bis-(4-amino-quinaldin-6-)-N,N'-urea, globi- 

na o protamina, o bien se utilizaban suspensiones de insu­
lina cristalina o amorfa.

El efecto de la insulina de las suspensiones cris­

talinas se inicia lentamente y con frecuencia dura demasiado 
tiempo. Por el contrario, el efecto de una suspensión de 
insulina amorfa se inicia rápidamente, pero termina demasia­
do pronto.

Por lo tanto se ha combinado también insulina 
cristalizada e insulina amorfa, con el fin de obtener un 
perfil más favorable de la curva de tiempo-efecto. No obs­
tante, tal combinación no siempre constituye un principio 
eficaz de liberación retardada ya que según las costumbres 
gastronómicas en los diversos países, frecuentemente, la 
actividad inicial de la insulina se inicia con demasiada 
lentitud y la duración del efecto se mantiene durante dema­
siado tiempo. Con el fin de solucionar este problema, se ha 
utilizado entonces también la combinación de insulina cris­
talizada con insulina disuelta, obteniéndose un éxito.

No obstante, en tales combinaciones debe asegurar­
se que en el transcurso del almacenamiento no se produzca
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ninguna transformación de insulina disuelta en insulina 
cristalina. Esto se impedía hasta ahora utilizando insulinas 
de diferentes especies, por ejemplo insulina de vacuno cris­

talina e insulina de porcino disuelta.
$ Sin embargo, tal combinación posee la desventaja

de que provoca también la formación de anticuerpos contra 
ambas especies. Desde hace algunos años se ha comenzado a 
utilizar insulinas de una sola especie, ya que entonces, 

al aparecer una resistencia a la insulina debida a causas 
10 inmunológicas, se puede pasar a utilizar otra insulina que

hasta entonces no había sido utilizada todavía, por ejemplo 
puede pasarse de insulina do vacuno a insulina de porcino. 

Esta posibilidad se suprime en el caso de utilizarse combi­
naciones de insulinas de diferentes especies.

15 Se ha encontrado ahora que puede mezclarse des-
fenilalanin -insulina disuelta con cristales de insulina 
completa de la misma especie para formar una combinación 
estable, sin que se produzca una transformación de des- 
fenilalanin^-insulina (Des-Phe^-insulina) en estado di- 

20 suelto a estado cristalino.
*31Ya que la des-fenilalanin -insulina, excepto la 

fenilalanina ausente, posee las mismas agrupaciones inmunó- 
genas que la correspondiente insulina completa, ambas insu­
linas constituyen un sistema estable de dos fases (cristalina/ 

25 disuelta) con las propiedades inmunológicas de una insulina
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de una sola especie.
Para la estabilidad de I03 preparados tiene impor­

tancia decisiva el contenido total de zinc en solución y 

en suspensión de cristales. Este contenido debe encontrarse 

5 entre 25 y 80 mcg/lOO U.I. de insulina.

Por consiguiente! son objeto del invento prepara­
dos de insulina a base de insulina cristalina en suspensión 

acuosa! que están caracterizados porque contienen des-Bl- 

fenilalanin-insulina disuelta de la misma especie y en total 
10 25-80 mcg iones zinc por 100 U.I. de insulina.

La proporción de insulina cristalizada a Des-Phe- 

insulina disuelta determina el perfil de la curva de tiempo- 
efecto. Puede encontrarse entre 60:40 y 90:10 y preferible­

mente es de 80:20 hasta 90:10. El contenido total de insu- 
15 lina del preparado es convenientemente de 40-10C U.I./mi.

La suspensión es ajustada a un valor de pH de 6!8-7!2! pre­
feriblemente pH o!8-7!0! y contiene 25-80 mcg de iones zinc 
por 100 U.I.

Objeto del invento es además un procedimiento para 
20 la producción del mencionado preparado! que está caracteri­

zado porque se combina una suspensión de cristales de insu­
lina con una solución de Des-Phc-insulina de la misma espe­

cie. Este procedimiento se realiza por ejemplo del siguien­

te modo:

' 25 l) Para la -preparación de la suspensión de crista­

les de insulina.

(Componente cristalino del preparado terminado) se cristaliza en
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primer término insulina a partir de un tampón que contie­
ne iones zinc. De este modo se obtienen cristales de insuli­
na de tamaño uniforme de 15-35 que poseen un contenido 

de zinc de 0,3 - 1,0%.
Los cristales, después de separación de las aguas 

madres, son suspendidos en una solución tampón, cuyo volu­
men está dosificado de modo tal que la suspensión es ajusta­
da a un contenido definido de insulina dentro del margen 

de 40-100 U.I./ml. La solución tampón contiene una cantidad 
tal de iones zinc, por ejemplo en forma de cloruro de zinc, 

que el contenido total de zinc de la suspensión de cristales 
ajustada a 40-100 U.I./ml asciende a 30-80 mcg/100 U.I. La 
solución tampón contiene, además de ello, también sales, 
tales como acetato de sodio, convenientemente en una concen­
tración de 0,1 - 0,2%, cloruro de sodio, convenientemente 
en una concentración de 0,5 - 1%, así como agentes de con­
servación, tales como éster metílico de ácido 4-hidroxiben- 
zoico, convenientemente en una concentración de aproximada­
mente 0,1%, y es ajustada con lejía de sosa a un valor de 
pH dentro del margen de pH 6,8-7,2 preferiblemente de pH 
6,8 - 7,0.

2) Para la preparación de la solución de Des-Phe 
insulina de la misma especie (componente disuelto del pre­
parado terminado) se disuelve en un líquido de solución una 
cantidad de Des-Phe-insulina seca cristalizada que tiene un



contenido de zinc de 0,3 ** 0,7% tal que la solución posee 
un contenido definido de Des-Phe-insulina dentro del margen 
de 40-100 U.I./ml. El líquido de solución contiene una can­

tidad de iones zinc, por ejemplo en forma de cloruro de zinc, 
3 tal que todo el contenido de zinc de la solución es de 25-

40 mcg/100 U.I. El líquido de solución contiene además de 
ello cloruro de sodio y áster metílico de ácido 4-hidroxi- 
benzoico, así como cantidades de ácido acético y de ácido 
clorhídrico suficientes para disolver la Des-Phe-insulina.

10 Después de filtración estéril, la solución de Des-Phe-insu- 
lins es ajustada con lejía de sosa a un valor de pH dentro 
del margen de pH 6,8 - 7,2, preferiblemente de pH 6,8 - 7,0. 
Después de ello la solución tiene los mismos contenidos de 
cloruro de sodio, acetato de sodio y éster metílico de áci- 

15 do 4-hidroxibenzoico que la solución tampón descrita en el

apartado 1).
3). Para la producción de preparados de insulina 

de liberación retardada dispuestos para el envasado se mez­
clan el componente cristalino descrito en el apartado 1)

20 y el componente disuelto descrito en el apartado 2), uti­
lizándose cristales de insulina y Des-Phe-insulina disuelta 
de la misma especie. La proporción en volumen de componente 
cristalino: componente disuelto es de 60:40 hasta 90:10, 
preferiblemente de 80:20 hasta 90:10. El contenido total 

25 de insulina es de 40-100 U.I./ml. El contenido de zinc del
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preparado terminado depende de la proporción de mezcla de 
los dos componentes, y asciende a 25-80 mcg/100 U.I.; el 
valor del pH se encuentra dentro del margen de pH 6,8 - 7,2, 
preferiblemente de 6,8 - 7,0.

El preparado según el invento posee un efecto de 
liberación retardada de insulina de mayor duración y equili­
brado. Está inalterado en lo que se refiere a su estado fí­
sico y al efecto biológico incluso después de almacenamien­

to durante un año a 4-8SC y a 25&C.
El preparado encuentra utilización como insulina 

de liberación retardada en el tratamiento de la Diabetes 
mellitus. Es especialmente indicado para reacondicionar pa­
cientes cuando debe impedirse que se formen anticuerpos 
contra varias especies de insulina.

Los siguientes ejemplos explican la producción 
de los preparados según el invento.

Ejemplo 1.

A. Preparación de la suspensión de cristales de insulina 
de vacuno.

16 g de insulina cristalina pura de vacuno con una 
actividad mínima de 25 U.I./mg calculado sobre sustancia 
seca son disueltos en 750 mi de ácido clorhídrico 0,02 N, 

que contienen 0,013? de iones zinc en forma de cloruro de 
zinc. A esta solución de insulina se agregan 250 mi de una
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solución, que contiene 0,95% de ácido acético glacial y 
2,8% de cloruro de sodio. Luego, la mezcla transparente es 
dejada libre de bacterias (esterilizada) por filtración de 

modo estéril mediante una capa de membrana. A la solución 
5 filtrada de modo estéril se agrega una cantidad de una lejía

de sosa 4 N estéril tal que se alcanza un valor de pH entre 
5,4 y 5,8. La suspensión de insulina amorfa obtenida es agi­
tada durante corto tiempo en condiciones estériles a la tem­
peratura ambiente y después de ello es ajustada en la neve- 

10 ra a 4 4hasta4-7ac para la cristalización.
Después de 36 a 40 horas como máximo se han for­

mado cristales romboédricos estructurados de un modo unifor­
me con un tamaño homogéneo entre 15 y 35 ̂i* Los cristales 
son separados por centrifugación en vasos estériles con bajo 

15 número de vueltas, siendo separadas las pequeñas porciones
amorfas eventualmente existentes todavía. Luego el producto 
cristalizado separado por centrifugación es suspendido de 
nuevo en 7 litros de una solución de dilución de insulina 
neutra, tamponada y estéril(para su composición véase la 

20 Tabla 1) (suspensión de base).

Tabla 1 .
Composición de la solución de dilución de insulina:

En 10 litros de solución están contenidos:
25 10 g de áster metílico de ácido 4-hidroxibenzoico = 0,1%
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14 g de acetato de sodio . 3HgO
75 g de cloruro de sodio

105 mg de cloruro de zinc (ZnClg)

- 0,14%

= 0,75%
= 5)0 mcg de

10

15

20

25
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Lejía de sosa hasta pH 6,9

La solución es filtrada de modo estéril. 
Determinación del contenido de cristales de insuli­

na en la suspensión de base.

de insulina en la suspensión de base se toma la suspensión 
de cristales, después de un mezclado intenso con ayuda de 
un agitador magnético, 4 veces cada vez en cantidad de 10 mi 
(pipeta llena) y el contenido de insulina se determina se­
gún los siguientes métodos:
1) Por gravimetría después da secado con acetona y éter y 

pesada.
2) Después de disolver los cristales, por espectrofotometría 

en U.V. a 280 nm

3) Por determinación del contenido de N.
Preparación del componente de liberación retardada que con­
tiene 40 U.I./ml.

De acuerdo con el contenido determinado de insuli­
na en la suspensión de base, ésta es ajustada luego, por 
adición de más cantidad de solución de dilución estéril, al 
deseado contenido de insulina de 40 U.I./ml. Rendimiento má-

Para la determinación del contenido de cristales



ximo 10 litros.

B. Preparación del componente disuelto de Des-Phe-insulina 
de vacuno.

6,304 g de Des-Phe-insulina de vacuno cristaliza­
da se disuelven en 3,5 litros de un líquido de solución con 
la composición indicada en la Tabla 2.

Tabla 2.
Composición del líquido de solución de Des-Phe-insulina 
En 3 litros de solución están contenidos:
5 g. de áster metílico de ácido 4-hidroxibenzoico = 0,1%
2,8$ mi de ácido acético (proporciona 0,14% de acetato 
de sodio. 3^0)

37,5 g de cloruro de sodio = 0,75%
21 mg de cloruro de zinc (anhidro) = 20mcg

Zn^/ml

5 mi de ácido clorhídrico 4 N.
La solución transparente de la Des-Phe-insulina 

es luego liberada de bacterias (esterilizada) mediante un 
filtro de membrana y, por adición de 400 mi de líquido de 
solución que había sido hecho pasar después de la filtra­
ción de insulina a través del mismo filtro estéril, es lle­
vada hasta un volumen de 3,9 litros. Por adición de lejía 
de sosa estéril 4 N se ajusta un valor de pH de 6,9 (con­
sumó aproximadamente 13 mi). Añadiendo 34 mi más de una solu-



ción de dilución de insulina, neutra y esterillara su com­
posición véase la Tabla 1) se ajusta un volumen final de 
3,947 litros y un contenido de insulina de 40 U.I./ml, es­
tableciéndose como base una actividad de la Des-Phe-insulina 
de 25 U.I./mg.

C. Producción del preparado dispuesto para el en­

vasado.
Mezclando el componente de liberación retardada 

preparado de acuerdo con A, que contiene cristales de insu­
lina de vacuno, con el componente preparado de acuerdo con B, 

que contiene Des-Phe-insulina de vacuno disuelta, en la pro­
porción en volumen 80:20, se obtiene un preparado que contie­

ne 32 U.I./ml de insulina cristalina y 8 U.I./ml de Des-Phe- 
insulina disuelta, es decir en total 40 U.I./ml de insulina. 
La suspensión es envasada de modo estéril en frasquitos ca­
da uno de 10 mi.

Ejemplo 2.
A. Preparación de la suspensión de cristales de insulina de 

porcino
Una suspensión estéril con 16 g de cristales de 

insulina de porcino con un tamaño de 15-35/u, que habían si­
do cristalizados a pH 5,4 - 5,3 a partir de un tampón apro­
piado, .de un modo análogo al Ejemplo 1, es centrifugada. 
Después de decantación de la porción sobrenadante, los cris-



tales son suspendidos de nuevo en 7 litros de solución de di­

lución de insulina neutra, tamponada y estéril (suspensión 
de base) (para su composición véase la Tabla 3).
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Tabla 3*
Composición de la solución de dilución de insulina.

En 10 litros de solución están contenidos:
10 g de áster metílico de ácido 4-hidroxibenzoico = 0,1%
14 g de acetato de sodio . 3^ 0  = 0,14%
75 g de cloruro de sodio = 0,75%
210 mg de cloruro de zinc (ZnCl^) = 10 mcg <3e

Zn /mi
Lejía de sosa h3sta pH 6,9.

La solución es filtrada de modo estéril.
Determinación del contenido de cristales de insu­

lina en la suspensión de base.
Para la determinación del contenido de cristales 

de insulina en la suspensión de base, la suspensión de cris­
tales es tomada, después de mezclado intenso con ayuda de un 
agitador magnético, 4 veces cada vez en cantidad de 10 mi 
(pipeta llena) y el contenido de insulina es determinado de 
acuerdo coA los siguientes métodos:
1. Por gravimetría después de secado con acetona y éter, y 

pesada.
2. Después de disolución de los cristales, por espectrofoto-
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metría en U.V. a 280 nm.
3. Por determinación del contenido de N.
Preparación del componente de liberación retardada que con­

tiene 40 U.I./ml.
5 De acuerdo con el contenido determinado de insu­

lina en la suspensión de base, ésta es ajustada luego, aña­

diendo más cantidad de la solución de dilución estéril, has­
ta el deseado contenido de insulina de 40 U.I./ml. Rendi­

miento: máximo 10 litros.
10 B. Preparación del componente disuelto de 3es-Phe-insulina

de porcino.
6,304 g de Des-Phe-insulina cristalizada de porcino 

se disuelven en 3,5 litros de un líquido de solución con la 
composición reproducida en lo labia 2.

15
Tabla 2. Composición del lí .uido de solución de Des-Phe-insu- 

lina.
En 5 litros de solución ost'n contenidos:
5 g de áster metílico de ácido 4-hidroxibenzoico = 0,1%

20 2,83 mi de ácido acético (proporciona 0,14% de acetato de
sodio .3H2O)

37,5 g de cloruro de sodio = 0,75%
42 mg de cloruro de zinc (anhidro) - 4,0 mcg de
5 mi de ácido clorhídrico 4 N Zn^/ml

25 La solución transparente de la Des-Phe-insulina es

28 - 1-75 - 13-
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luego liberada de bacterias (esterilizada) mediante un filtro 
de membrana, y mediante adición de 400 mi de líquido de so­
lución, que había sido hecho pasar después de la filtración 
de insulina, a través del mismo filtro estéril, es llevada 
a un volumen de 3)9 litros. Por adición de lejía de sosa es­
téril 4 N se ajusta a un valor de pH 6,9 (consumo aproxima­
damente 13 mi). Añadiendo 34 mi más de una solución de dilu­
ción de insulina neutra estéril (para su composición véase 

la Tabla 1) se ajusta a un volumen final de 3)947 litros y 
un contenido de insulina de 40. U.I./ml, estableciéndose 
como base una actividad de la Des-Phe-insulina de 25 U.I./mg. 
C. Producción del preparado dispuesto para el envasado.
Por mezcla del componente de liberación retardada preparado 
según A, que contiene cristales de insulina de porcino, con 
el componente preparado de acuerdo con B, que contiene Des- 
Phe-insulina de porcino disuelta, en la proporción en vo­
lumen 80:20, se obtiene un preparado que contiene 32 U.I./ml 
de insulina cristalina y 8 U.I./ml de Des-Phe-insulina di­
suelta, es decir en conjunto 40 U.I./ml de insulina. La sus­
pensión es envasada de modo estéril en frasquitos de 10 mi 
cada uno.

Ejemplo 3 .
Se mezclan 75 partes del componente de liberación retardada 

25 preparado de acuerdo con A, que contiene cristales de insu-
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lina, con 2$ partes del componente preparado según B, que 

contiene Des-Phe-insulina disuelta de la misma especie, 
y se obtiene un preparado que contiene 30 U.I./ml de insu­
lina cristalina y 10 U.I./ml de Des-Phe-insulina disuelta,

5 es decir en total 40 U.I./ml de insulina. La suspensión es
envasada de modo estéril en frasquitos de 10 mi cada uno.

Ejemplo 4
Se mezclan 70 partes del componente de liberación retardada 

10 preparado de acuerdo con A, que contiene cristales de insu­
lina, con 30 partes del componente preparado de acuerdo con 
B, que contiene Des-Phe-insulina disuelta de la misma espe­
cie, y se obtiene un preparado que contiene 28 U.I./ml de 
insulina cristalina y 12 U.I./ml de Des-Phe-insulina disuel- 

1$ ta, es decir en total 40 U.I./ml de insulina. La solución
es envasada de modo estéril en frasquitos de 10 mi cada uno.

Ejemplo 5
Se mezclan 90 partes del componente de liberación retardada 

20 preparado de acuerdo con A, que contiene cristales de insu­
lina, con 10 partes del componente preparado de acuerdo con 
B, que contiene Des-Phe-insulina disuelta de la misma espe­
cie, y se obtiene un preparado que contiene 36 U.I./ml de 
insulina cristalina y 4 U.I./ml de Des-Phe-insulina disuel- 

2p ta, es decir en total 40 U.I./ml de insulina. La suspensión

28 - 1-75 - 15-



es envasada de modo estéril en frasquitos de 10 mi cada uno

- REIVINDICACIONES -

Los puntos de invención propia y nueva que se pre­
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de 
Invención en España, por VEINTE años, son los que se reoogen 
en las reivindicaciones siguientes;

13.- Procedimiento para la producción de un prepara­
do de insulina a base de insulina cristalizada y des-fenila- 
lanin^-insulina disuelta de la misma especie, caracteriza­
do porque se ajusta oon lejía de sosa a pH 6,8-7,2 uña sus­
pensión acuosa estéril de cristales de insulina de tamaño 
uniforme de 15-35 mieras, que contiene, además de un agen­
te de conservación, tampón de acetato de sodio, sal comán 
hasta isotonia y 30-8! meg de zinc'*' **, y se retine la. sus­
pensión de oristales resultante, que contiene 40-100 U.I,
de insulina por mi, con una solución acuosa estéril de des- 

*R1-fenilalanin -insulina de la misma especie, que contiene
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4O-1OO U.I./ml y que contiene, además de un agente de con­
servación, tampón de acetato de sodio, sal comán hasta 

isotonía y 10-40 mcg de zinĉ * *̂, y que se había ajusta­
do previamente a pH 6,8-7,2, encontrándose la proporción 

5 de insulina cristalina a des-fenilalanin -insulina disuel­
ta entre 60:40 y 90:10, ascendiendo el contenido de zinc a 
2$-80 mcg/lOO U.I. y reajustándose eventualmente el pH a 

6,8-7,2.
2&.- Procedimiento para la producción de un pre- 

10 parado de insulina.
Tal y como se ha descrito en la Memoria que an­

tecede y con los fines que se han especificado.
Esta Memoria consta de diecisiete hojas escri­

tas a máquina por una sola cara.

Madrid, '".t.j/.
P.A.

Fernando le Bizcburv
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