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MEMORIA DESCRIPTIVA

correspondiente a la solicitud de concesién de un_.

‘PATENTE DE INVENCION,-

P
| soLICTANTE: LABORATCRIOS LEO, S.A.
| RESIDENCIA: Avda. Pio X131 MADRID-16~ . . ... ,
‘1
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\ ENUMCIADO: UN_ METODO PARA LA RECUPERACION DE IN-
v SULINA .,
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i Prioridad: Patente . Driténica 0052, 048/74y 18 Julio 1974
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EL*Estatuto'vigente sobre Propiedad Industrial, de
26 de Julio de 1929, en su texto refundido publicado el 30
de Abril de 1930, estabiece lﬁs caractercs de patentgbili~
dad|de las invenciones de tipo industrial que tienen por
objeto oﬁtener ventajas sobre 1o ya conocido, admitiendo
por |consiguiente como patentavles, las nuevas méqﬁinas, a-
parafos, instrumentos, procesos de fabricacibn, etc. La am
pli nd de conceptos previstos como patentables, ha llevadce
al legislador a aclarar (Art2, 46) que la enumeracién copn-
teni|é en dicho cuerpo legal.es‘puraménte,eﬁunciativa y'no;
limi at#va, haciéndola extensiva incluso a los Aescuﬁyimieg
tos"e éipo cienti{fico (Arte, 47),.- ._'
El Decretq_dg 26 de Diciembre de.1947t recogiendo—
la Orden de 18 de Novieuwbre .de 1935, confirma el criterio
legal de que también serfn patentables los instruhentos, ob
Jetos, o partes de los miswos, que aporteﬁ a'la funcién a
que son destinados, un beneficio o efecto nuevo, ¥y en'deﬁé_
nitiva que constituyan una m?jora sustancial sobre lo énfg
riormente conocido. ' :

Pues bien, a tenor de lo expuesto, y en base al ar |
ticulado que recoge los concéptos expresados, debe conéide-
rarse, que la invencidén & gue se refiere la presente nemo-
rla, constituye una novedad industrial, con cafécteristicés

y ventajas que la hacen merscedora del privilegio de explo-

tacidn exclusiva que por ella se solicita, premiando asi

los méritos de-quien aporta a la industria del pais una me~
j&ra efectiva y precisamente comprendida entre las enuncia-
das por la Ley codé patentables. (Arts., 46 y 47 en relacibn
con el 171, en su ;ﬁeva redaccidn afectada por la Orden de’

18 de Noviembre de 1.935).
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paracibén paulatina de la grasa, &l tiempo que sé desune el

centrifugacidén O mediante decanbtacidn seguida de filtracidn

La presenté invencién se refiere a un método para
la‘recuperacién de insulina a partir de una materia de in--
su\ina ¥ gfasa'que contiene éxtracto de péncreas.

El método convencional utilizado en la preparaciodn
de insulina comprende la- extraccidn de glérdulas congeladas
y dbsmenuzadas de péncreas por medio de etanol acidificado
acugso & de cualquier otr9 solvente organico adecuédo, la -
precipitacibn de proteiﬁas insolubles distintas de la insu-
linal mediante el ajuste del PH del exbracto a un valor apro,
xima‘o de 8, y la filtracibn y reduccidén del PH del filtre-
do a unevalor aproximado de 3. Esto d4 como resultado un -
extricto transparente consistente en un 60 a 65% de etaaol
acuoso que contiene una pequefla cantidad de égido, insuli-
na y otras proteinas, enzimas e impurezas en solucidn, al -
igual que una cantidad que oscila entre el 5y el 10% de -
materia grasa. Esta grasa, estando disuelta en el etanol,-
es un componente muy desagradable que, desde el punto de -
vista productivo, causa gran?es problemas en las distintas
fases de los procedimientos cenvencionales. E1 tratamiento

posterior usual del extracto consiste en la vacuoevapora-

v

cién a una temperatura de a5 a 30¢@ C, con el fin de efectuar

la separacidn y recuperacidén de etanol y para lograr la se-

solvente del extracto bruto. La grasa se separa después de

la vacuodestilacién y mediante, por ejemplo, filtracidn 6

El liguido acuoso restante es sometidc a un proceso poste-

rior, hasta que se convierte en insulina purificada.
Aparte de que con el método convencional no se -

logra una completa eliminacidn de la grasa, esta grasa jun-
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to con otras substancias ejerce un efecto de descomposicidn

sobre la insulina durante la vacuodestilacidn, especialmen~
te en la fase final de dicha vacuodestilacidn en que la cbn—
centracién Ge alcohol es baja. El movimiento violento qﬁe -
se produce en el liquido durante la vacuodestilacidbén tam-
bién aceieré la reaccién entre la grasa y la insulina, lo -
que da como resultado un rendimiento més bajo.

- .

Ademds de las desventajas claramente decisivas dell
wétodo convencional antes mencionado, se han de tener en -
cuenta otras desventajas econdmicas, ya que los equipos de
vacuodestilacién son costosos y su operacién y mantenimien—
to es caro.

| De acuerdo con la presente invencidn, se utiliza
un método totalmente diferente al antes descrito para eféc-'
tuar la separacidén de grasa de un extremo de pincreas, qué -
puede ser, por ejemplo, el extracto preparado de la forms -
explicada a grandes rasgos arriba 6 cualquier otro extracto
que contenga insulina y grasa. ' )

ELl método utilizadorsegﬁn la invencién consiste -
en' que la insulina y la grésa que contienen un extractq bru~
to que puede ser, por ejemplo, un exfracto alcohdlico acuo-
so, se enfria a una temperatura a la cual toda la grasa se =
congela y se desune, con lo cual el extracto se éepara de ~
la grasa mediante, por ejemplo, filtracidn, bajo refrigera-
cidén continua, El extracto bruto puede refrigerarse a, por -
ejemplo, un PH de valor 2 a 3 después de la precipitacién a
PH'B, si bien no existe nada que dificulte el que se efectue
el enfriamiento a PH 8, y, en tal caso, es preferible que -
dicho enfriamiento se realice después de la filtracidén del

precipitado obtenido a PH 8. El rendimiento obtenido median-
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te este Wltimo método serd ligeramente inferior, si bien nos
habremos ahorrado, en cambio,‘el ajuste a PH 3. '

Por medio de este método se retira la grasa de forma
fécil y completa ya desde una de las fases iniciales, y se
eliminan los efectos nocivos- de la grasa sobre la insulina
en las siguientes fases del proceso. '

El enfriamiento & refrigeracidn y la ceparacibn de la
grasa puede llevarse a cabce mediante la simple operacidbn de
colocar el extracto transparente an el frigorifico a una tem
peratura qué oscile entre, por ejemplo, -302 C y 352 C. Esto
hard que la grasa quede congelada y suspendida en el extrac-
to en forma de partfculas cristalinas sélidas. Después de ha
ber dejado el eﬁtracto, e} cual no ha sido agitado, durante
un perfodo de tiempo que puede oscilar entré las 12 a 24 ho
ras en el frigorifico, éste podrd ser filtradc 6 centrifuga-
do, depende de la teuperatura y de la cantidad de extracto.
Si se agita el extracto durante la fase de enfriamientd, el
tiempo de permanencia en el fpigorifico puede reducirse con-
siderablemente a, por ejemplo, sdlo 2 a.5 horas, El filtrado
) éentrifugado se lleva a cabo en el frigorifico apropiado,
en el cual el dispositivo filtrader & el separador centrifu-
go tienen una temperatura tan baja como la del extracto. De
esta forma, se separa toda la grasa del extracto. Si la sepa
racién se efectua fuera del frigorifico & si se lleva el digl
positivo filtrador desde el exterior al frigorifico, y dicho
dispositivo tiene temperatura acmbiente normal, parte de la -
grasa se¢ derretird y acompafiard al extracto filtrado. Cuando
se procede en la forma arriba descrita, frecuentemente se -
forman, sin embargo, cristales de tamafios bastante diferen-

tes, cuyos cristales 'a menudo poseen, ademis, una estructura

118

bastante poco uniforme e incluyen, por tanto, una cantidad r)
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lativamente grande de agua de cristalizacidn.

Es de desear que la cristalizacidn de la grasa se
i rea ice de tal forma que se oﬁtengan cristales compactos y -
uniformes con una relacidn volumen/superficic relativamente
grange.Los cristales que tienen el mismo o aproximadamente &l
mismd tamafio son mhs fhciles de separar del agua de cristali
zacidn mediante,por ejemplo,filtracibén,gue lo son log crista
les dp distintos tamafios, y la forma compacta implica el que
los cristales han de incluir sdlo una cantidad relativamente
peque 5 de agua de cristalizcidén, la cual se separa de la -
forma enéque se acaba de describir.

La forwma-de los cristales puede estar afectada,com
es bien conocido por bs expertos en la materia,por la regu~-
lacidn de las condiciones\de enfriswiento y .cristalizacidn,

Por consiguiente, en una forma preferente de reali
zacibén,las condiciones de enfriamiento y cristalizacidn con
respecto, por ejemplo, al tiempo de enfriamiento,el valor -
del PH del extracto y la veloc}dad de agitacidn,estén regula
das con vistas a la obtencidén de cristales de grasa compactos
vy uniformes que posean una relacidn volumen/superficie rela-

tivamente grande.

Los tratamientos efectuados con un extracto alcohd

1icd acuoso han demostrado que un PH de un valor éproximado-
a i3 durante la fase de enfriamiento,da como resultado la me-
jor cristalizacidén y el mejor rendimiento.

‘ Igualmeﬁte,se,ha demostrado que,por lo genersl,-
el tiempo dé enfriamiento necesario hasta alcanszar una bempe
ratura final que oscile entre,por ejemplé,}OQ Cy 359C, se~

ria de al menos 2 & 3 horas, si se agita el liquido.

Es preferible que el liquido enfriado sea agitadd

& removido de alglhn modo similar. Sin embargo, el ritmo de
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agitacidn_no debe ser muy elevado, siendo la velocidad ma-
xima de, por ejemplo, 50 r.p.m. Si se emplea una agitaciéﬁ,
violenta, los orisfales formados pueden estallar en peda-
zos. El enfriamiento del extracto y disgregacién de la gra-
sa y la separacidn del extracto de la grasa, puede llevarse
a cabo ventajosamenté de forma continua.

Se pueden utilizar aparatos cristalizadores apro-
piados para llevar a cabo';ste método. Se hace mencibn, a -
lmodo de ejewplo, de cilindros refrigeradores verticales u -
horizontales que poseen una chaqueta refrigerante y rascado-
}res o un refrigerador en forma de cuerpo .de revolucidn, pa-
Era producir la supersaturacién y causar la formacién de ni-
cleos de cristal que se hallan unidos a uno 4 mis comparti-
wentos de cristalizacidn, en los que los n@cleos de cristal
formados crecen hasta lograr el tamafio y formé deseédosa Des
de el compartimento de cristalizacién o desde el filtimo re-
cinto de cristalizacibn, el cristal que contiene liquido pa-

sa al aparato filtrador 6 a la médquina centrifuga.. ]
Se puede recuperartla insulina del extracto libre
de grasa mediante cualquier procediﬁiento apropiado.
Abajo se ofrece un ejemplo no limitativo, llevado
a cebo a nivel de laboratorio, que ilustra el nétodo que se
utiliza en la presente invencidn.
EJEMPLO
Sobre un vaso d; boca ancha de 600 ml. se colocan
100 grs. de extracto de plncreas obtenidos segin el método -
convencicnal que incluye la extraccidén de gléndulas demenu-
zadas de péncreas de cerdo me@iante ebtanol acidificado acuo-
so y 4cido clorhidrico, la précipitacién de proteinas inso~

lubles distintas de la insulina por medio del ajuste del PH

s>,
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dﬁl extracto & un valor 8 y el filtrado y reduccidn del PH

a [2°8, E1 vaso se coloca en un refrigerador y su contenido

ge| enfria durante 3 horas hasta una tewmperatura de -352 C,

mientras que se agita a una velocidad de 50 r.p.n. Mediante
estas operaciones se forman agregados cristaliros compactos
qug tienen una gran relacidn volumen/cuperficie y que se -

filtran fécilmente a part%r del agua de cristalizacidn, La

filtracidn se lleva a cabo en un embudo de filtro refrigera
do (-37¢ C, filtro de 11 cm. - Munktell No. oo) mediante -

vac§6 generado por un inyector de chorro de agua. ’

; La enorme'ventaja que se obtiene procediendo de -
" acugrdo con la pfesente invencibn,serd inmediatamente obvia

en primer lugar se separa la gfasa en una fase muy temrmna
vy por otra parte se efectua esta separacidén a una muy bajaf
temperatura que puede oscilar, por ejemplo, entre -302 C y_
~352 C, A tan baja temperatura los componentes nocivos de -
la grasa no producirén un efecto de descomposicién sobfe la
insulina, y, en el peor de lLos casos, se produciré un efec~
to de descomposicidén muy pequefio en comparacidn con el efecH
to de descomposicidén que tiene lugar durante la vacuodesti-

lacidn a una temperatura de aproximadamente 259 C { es de-

oir, existe una diferencia de temperatura de 55 a 602 C, en~
~tre el wétodo conocido y el método qﬁe se describe en esta
Einveﬁcién). Es también de indudable importancia que utilizan
_do el presente método se efectua la separacibén de grasa me-
‘diante refrigeracién sin movimientos o cou un pequefio movi-
miento del extracto, mientras gue en la vacuodestilacidn 1la
ebullicidn causa un movimiento violento que acelera la des-~

composicidén de la insulina.

Constituye una ventaja especial del wmétodo presen-
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te!el quéwgea posible, en una fase muy temprana deliprocesc
de [preparacidén de la insulina, elegir entre los distintos .
procesos recientes de purificacién de la insulina, tales co
mo,|por ejemplo, la filtracidn gelatihizada y el intercam-
bio|de iones, sin caer en el riesgo de que la grasa contami
pe 3 los productos caros que hasta chora se venfan emplean-
do. Tales procedimientos de purificacifm no pueden utilizar
gse en una fase temprana de los procedimientos convencionales
de preparacidn de insulina, y, en el mejor de los casos, se
pueden %tilizar en fase temprana con gran dificultad.

j No se considera necesario hacer més extensa esta
desé ipeidn para éue cualquier persona perita en 1& nateria
compren@a perfectamente la idea que se desea patentar, asi

como las ventajas que de su realizacidén industrial han de -

derivarse.

Por todo ello, y para evitar posibles imitaciones,
se presenta esta solicitud, pidiendo la explotacidn exclusi-
va de la idea descrita, de acuerdo con las consideracioixes
¥ puntos que se desean reivindicar, que se concretan en las

paginas siguientes:

s
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Hecha la descripcidn a que se refiere la memoria
que &ntecede, o8 preciso insistir en que los detalles de
realizacidn de la idea expuesta, pueden variar, es decir,
que Queden sufrir pequefias alteraciones, basadas siempre
en 1oz principios fundamentales de la idea, que son en esen
cia los que quedan reflejados en los phrrafos de la descrip)
cidn hecha. En efecto, el Articulo 48 del Estatuto vigente
gsobre|Propiedad Industrial, establece coio no patentables,
en su|apartado tercero, "los cambios de forwa, dimensiones,
proporéignes y materias de un objeto ya patentado" fijando
as{ el cpiterio del legislador en el sentido de que paten-
tada\ na idea qué éueda dar lugar & una realidad préctica
e in&ustrial;zabie, nadie podré apoyarse en ella para, a
pretexto de pabe; introducido ligeras modificaciones, pre-
sentarla como nueva y propia,
' Es@e pr;ncipio, en cuanto al alcance de la protec~
cibén del objeto patentado se refiere, se halla confirmado
por numerosas Sentencias del Tribunal Supremo, y entre -
ellas, como més terminantes, en las de fechas 16 de octubre
de 1954, 23 de enero de 1959, 20 de marzo de 1964 y ofras.

' Establecido el cohoepto expresado, en cuanto a la
amplitud que debe darse a la proteccién solicitada, se re-
dacta a continuacidén la Nota de Reivindicaciones, de acuer
&o con lo que se estableée en el ultimo pirrafo del apar-
tado fercero del Articulo 100 de la Ley, sintetizando asi
las novedades qﬁe se desean reivirndicar:

' NOTA DE REIVINDICACIONES

En restmen, el privilegio de explotacidn exclusi-

va que 8e solicita, recaerd sobre las reivindicaciones si;

gulentes:

Y B

BES Rati
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'seglin la reivindicacidn 4, caracterizadc porgue el tiempo -

. de enfriamiento hasta llegar a usa temperatura final gque -

_11_

-

| “ 12,. UN METODO PARA LA RECUPERACION DE INSULINA
a Lartir de una materia de insulina y grasa que contiene ég
tr\cto de péncfeas, caracterizado porque se enfria el ex-

r]cto a una temperatura tal que la érasa se congela y se -

didgrega, tras lo cual se separa el extracto de la grasa =~

t

bajo continua refrigeracién,
28,.. UN METODO,PARA LA RECUPERACION DE INSULINA

segin la reivindicacidn 1, caracterizado porgue sc aplica g
un gxtracto alcohdlico-acuoso en bruto que ha sido someti-
do a:un? precipitacidn de préteinas a un PH de valor 8 3 =~
que /posiblemente se ajusta, mds tarde, a un PH aproximado -
de\ialor 3. .

38.- UN METODO PARA LA RECUPERACION DE INSULINA

segin la reivindicaecién 2, caracterizado porgue el extracto

se enfria a una temperatura que oscila entre -302 C y ~5§QC :

42,. UN METODO PARA LA RECUPERACION DE INSULINA
segin la reivindicacidn 1, caracterizado porque las condi-
ciones de refrigeracidn y cristalizacidn con respecto al -
tiehpo de enfriamiento, el valor del PH del extracto y la ~
velocidad de agitacidén, se regulan con vistas a la obbeu-
cidén de cristales de grasa compactos y uniformes que tienen

una relacidn volumen/superficie relativamente grande,

5&,- UN METODO PARA LA RECUPERACION DE INSULINA -

oscila entre -3%302 C y =352 C es de al menos 2 a % horas.
62,- Se reivindica po» 1ltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencibén que se solicita:

UN METODO PARA LA RECUPERACION DE INSULINA.

S
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1 ~Todo conforme queda descrito y reivindicado en 1a
presente memoria descriptiva que consta de doce péginas m_g_v
canografiadas y'dibujos adjuntos,
. Madrid, 17 Julio 1.975
S BERNARDO UNGRIA
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