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Esta invencién se refiere a la purificacidn de in-
sulina. Mds particularmente, esta invencidn se refiere a un
método para la precipitacidn selectiva de insulina a partir
de una solucidn acuosa que contiene insulina y proteinas no
insulfnicas. E1 método de precipitacién selectiva de esta
invencidén tiene su mayor utilidad cuando se incorpora a los
presentes procesos de purificacidn de insulina inmediatamen-
te despuds o en lugar de la precipitacidn isceléctrica usual

La mayoria de los procedimien—
tos comerciales para extraer y purificar la insulina siguen
un modelo bastante bien definido como el gque se emplea ‘para
las etapas generales. Se extrae la insulina de las gldndulas
del pancreas con etanol acuoso acidificado, se concentra el
extracto de insulina y se elimina el alcochol por destila-
cidén a presidén reducida. Se ext¥ae la insulina con cloruro
sédico. La torta de sal ¢ insulina se vuelve a tratar a una
baja concentracidén de cloruro sédico. Por ejemplo, la insu-~
lina puede ser primero extraida a una concentraciém de sal
de 30% y despuds a una concentracién de szl de 15%. Poste-
riormente se purifica la insulina por una precipitacién is0-
eléctrica a partir de una solucidén acuosa a un pH de aproxi-
madamente 5,2 (el punto isoel§ctrico normal de la insulina).
Generalmente este precipitado isoeléctrico no es suficiente-

mente puro para venderse como insulina amorfa U,S,P, o ser

directamente cristalizado para producir insulina cristalina

U,S.,P. De aqui que se necesiten posteriores pasos de purifi~|

cacidn.
Una de las etapas de purificacidn que se ha utili=mg
do supone la precipitacidén de proteinas no insulinicas a par

tir de acetona acuosa por elevacidén gradual del pH hasta
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alrededor de pH 6, Este procedimiento no va bien en la préc-
tica debido a que el prec¢iso PH requerido para el fracciona-
miento varia de carga a carge, mientras que el intervalo de
pH en el cual las proteinas no insulinicas pueden precipi-
tarse sin precipitar también la insulina es muy estrecho.
Esto da lugar a una indefinicidn considerable en el proceso
en este punto y aumenta mucho la dificultad de controlar el
proceso para asegurar tantoc los rendimientos elevados como
una buena pureza.

Por lo tanto, es un objeto de esta invencién pro-
porcionar un nuevo método para purificacidén de la insulina
después de la precipitacidn isoeléctrica, lo que resuelve
las dificultades del método anterior mencionado arriba. Es
ademds un objeto de esta invencidén proporcionar un proceso
por medio del cual pueda purificarse un precipitado isoélec-
trico de insulina en una sola etapa. lo suficientemente para
que pueda venderse como insulina amorfa U.S,P. o para utili-
zarse sin mds purificacidn para preparar insulina cristali-
na U,5,P. Adn otro objeto es proporcionEL un método que per—
mite la eliminacidén de la usual precipitzcidn isceléctrica
y otros pasos de purificacidn de manera que la torta de sal
e insulina pueda tratarse en una etapa, si se desea, para
producir insulina amorfa U.S,P, o proporcionar una insulina
amorfa que pueda ser cristalizada para producir insulina
cristalina U,5,P., Otros objetog.y venta jas se verdn en el
transcurso de la memoria.

Un método de practlicar esta invencién emplea torta
de insulina como un material de partida. la torta de sal e
insulina contiene preferiblemente insulina que tiene una pu-

reza comparable a la pureza de la inaiina en la torta de
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insulina ordinaria al 15%. Sin emba: 20 no es necesario que
la torta de sal se obtenga por precipitacidén de la insulina
a la concentracidén de 15% exactarmzntede cloruro de sodio, va
gue resulta satisfactoria una torta de sal obtenida dentro
del intervalo de concentracidén de 10 a 2¢., También se pue-
de preparar la torta de sal e insulina con obras sales que
no sean el cloruro sédico.

La torta de sal e insulina se disuelve en aguu dci-
dulada y se somete a la usual precipitacién a pH 5,2. B1 pre
cipitado a 5,2 es una insulina amorfa sustancialmente libre
de sal que contiene cantidades sustanciales de proteinas no
insulinicas. Esta insulina amorfa parcialmente purificada
es ademds purificada segin el método de esta invencidén di-
solviéndola en agua a un pH no superior a U (preferiblemente
por debajo de 3,7). El pH utilizado parus disolver la insuli-
na puede ser tan bajo como 2,0 sin serid desventaja, aunque
el pH Sptimo aparece alrededor de 3,5. Se pueden emplear di-
versos Acidos inorganicos y orgdnicos para acidular el agua
pero se prefiere el dcido acético por razomnes que a continug
cién se van a ver. La concentracidén de insulina en la solu-
cidn acuosa acidulada no es particularmente critica y puede
variar desde 25 hasta 150 unidades de insulina por milime-
tro.

Esta solucidn acuosa a un pH por debajo de 4, sus=~
tancialmente libre de sal pero conteniendo cantidades sus-
tanciales de proteinas no insulinicas, se somete entonces
2 un procedimiento de fraccionamiento, que consiste preferi-
blemente en dos etapas. El pH de la solucidn acuosa se e}eva
gradualmente por adicidn de una base inorgénica, tal como

un hidréxido mstédlico alcalino, hasia que se alcanza un pH
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de al menos 6,8, Preferiblemente el pH se eleva por encima

de 7,0. Cuando el pll de la solucidn atraviesu el punto iso-
eléctrico normal de 'a insulina, se formard un precipitado
pero este precipitado se redisolverd a un pH mds alto. De he-
cho la redisolucidén de este precipitado es uno de los princi-
pales propdsitos de ir a un pil neutro o alcalino. Se puede
tener una redisolucién del precipitado completa y rdpida por
ajuste del pH de la solucidn cuidadosament« hasta pll 7,5 y por
encima,aunque la redisolucidén es sustancia a aproximadamente
pH 6,8 y tiene lugar bastante rdpidamente a un pH por encima
de 7,0, Es preferible acompaiiar el ajuste vontroelado de pH
con agitacidén para promover la redisolucidn del precipitado,
Se puede comprender que el limite superior para el ajuste de
pH alcaliﬁo antes menclionado es el pH al cual la actividad
insulinica se destruird en las condiciones del proceso, es
decir, aproximadamente 10,

Como siguiente etapa en el procedimiento de frace-
clonamiento, se reduce el pH por adicidn de un dcido inorgd-
nico u orginico hasta que el pH de la scluuidn estéd en el in-
tervalo de pH 5,9 a 5,3. Preferiblemento se ajusta ol pll a un
intervalo de pH de 5,8 a 5,4. Esto hace que la insulina pre-
cipite en forma muy purificada, de manera que pueda separarse
fdcilmonte del sobrenadante por decantacidn, centrifugacién
y filtracidn,

E1 procedimiento de fraccionamiento acabado de des-
cribir puede emplearse para precipitar selectivamente la in~
sulina desde cualquier solucién acuvsa de insulina y protei-
nas no insulinicas, que tienen un pH por debajo del pH isoéled
trico normal dela insulina. Debe hacerse notar que el proce-

dimiento de fraccionamiento seilalado no es el equivalente de
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una precipitacién isoeldetrica ordinaria,

Esto se presenta por el hecho de que una segunda
precipitacién isoeléctrica de un precipitado isceléctrico de
insulina mno dq'por resultado una purificacidn significativa.
Por otra parte, el empleo de un precipitado isoeléctrico, co=-
mo el material de partide para aplicarle el procedimiento da
como resultado un gran incremento en la pureza de la insulina

Se alcanzan los mejores resultados cuando la solu-
cidén acuosa de insulina se acidifica con dcido acdtico. Cuan-
do se emplea Acido acético para este propdsito es preferible
utilizar hidréxido de amonio para llevar 2 cabo el ajuste
controlado de pH, Este forma el acetato de amonio in situ. Se
cree que la accidén tampén del acetato de amonio es deseable
para facilitar los ajustes de plH, y que la presencia de iones
amonio favorece la precipitacidn de insulina. Sin embargo, es
deseable que el acetato de amonio pueda afiladirse y no necesi-
te formarse en solucidén, o que puedan emplearse otros tampo-
nes, Se prefiere el 4dcido acdtico para el ajuste descendente
de pH,

Como se ha indicado antes, el praecipitado de insue
lina obtenido por el procedimiento de fracclonamiento de ¢s
ta invencién es mucho més puro que un precipltado isoeléctri-
co de insulina. Se han obtenido purezag hasta de 0,0060 mg.
N/unidad. Esto permite que el producto se vende como insuli-
na amorfa, ya que la U,S,P,especifica un mdximo de 0,0085 mg
N/uﬁidad. Tambidén la insulina amorfa puede utilizarse para
preparar insulina cristalina de pureza excepcional, Se verd
al observer que la especificacién U,S,P. para insulina cris-
talina permite un mdximo de 0,007 mg N/unidad. La insulina

amorfa obtenida segin esta invencidn tiene ya préacticamente
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la pureza necesaria para la insulina cristalina y necesita
solamente ser cristalizada segin el procedimlento usual con
zine u otro metal pesado.

Si ss desea, se pnude omitir la precipitacién iso-
ellctrica usual asf{ como otros pasos de purificacidn entre
la torta de sal e insulina y la insulina cristalina sustitu-
vendo al procedimiento de fraccionamiento descrito antes. Sin
embargo es preferible emplear el procedimiento de fracciona-
miento de esta invencidén inmediatamente después de la preci-
pitacién isoeléctrica usual. Cuando se omite la precipitacién
isoeléctrica, se puede obtener un producto de pureza algo in-
ferior, pero esto se compensa con la ganancia en tiempo ¥y cog
te por eliminacidén de unh paso extra.

La invencidén se describe ademds con los siguientes
ejemplos especificos,

EJEMPLO I,

En su forma preferida, el siguiente procedimiento
de fraccionamiento se emplea inmediatamente despuds de la
usual precipitacidn isoceléctrica de la ivsulina. El precipi-
tado isoeléctrico se disuelve empleando 4cido acdético en agual
a una concentracién de insulina de aproximadamente 50 unida=-
des por milflitro, el pH se ajusta a 3,5. Se afiade ahora hi-
dréxido de amonio a un pH de aproximadamente 7,5 a 8,0. Se
afiade de nuevo acido acético a pH 5,6, El precipitade de in-
sulina, que es mucho mas puro qué'la insulina isoeléctrica,
se separa del sobrenadante.

EJEMPLO ITI, A

Se pica una carga de 2.265 kg (5.000 libras) de
glédndulas de péancreas de buey congeladas y se extraen con

una solueidn acuosa acidulada a pH 3,0 con dcido fos#drico
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& que contiene aproximadamente 65% de etanol, Se separa el
tejido extrafdo por filtracién y se ajusta el pH del extrac-
to a 8,0 por adicidén de hidrdéxido aménico después de haber
sido de nuevo filtrada la solucidn. La solucidn se acidula
por adicidn de'écido sulfirico a un pH de 3,5 despudés de que
el alcohol se separa por destilaecidn para reducir el volumen
a aproximadamente 1000 galones. El material residual tiene
una composicidn que contiene aproximadamente una concentra-
cién de etanol de un 20%.

El concentrado al 20% de etanol se filtra v se vuel

ve al reposo concentridndose posteriormente a un volumen de

'aproximadamente 2520 1:(560 galones). Sustancialmente se sew

para todo el etanol del concentrado por este procedimiento.

A este concentrado se le afiaden 630 libras de cloruro de Sso-
dio con lo que se separa de la mezcla por formacién de una
torta de sal al 30%. Lin torta salina se disuelve en agua aci-
dulada a un pH de 2,0 con 4cido clorhidrico y se afiaden

56,25 kg (125 libras) de cloruro de sodio a la solucién, La
torta de sal al 16% resultante se separa ¥ redisuelve en 27
galones de agua acidulada (pH 2,0). Se efectda una precipi~
tacidén isoeldctrica por elevacidn del pH « 5,2 por adicidn
de NaOB 6N,

El precipitado isoceiéctrico de pH se separa y sus-
pende en 175 1 (38 galones) de agua destilada y se ajusta el
pH con Acido acético a pH 3,5. Se eleva @ntonces el pH entre
7,5 v 8,0 empleando hidrdxido de amonio, Se vuelve a justar
el pH a 5,6 por adicidén de dcido acético, El precipitado for-
mado en esta elapa se separa vy trata segiin procedimientos
convencionales bien conocidos para dar un producto de insu-

lina cristalina.
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EJEMPLO IIT.

El procedimiento de este experimento supone sus-
tancialmente las mismas étapas descritas en el Ejemplo II
hasta incluir la preparacidn y aislamiento de la torta sa-
lina al 16 %. Desde este punto, sin embargo, se modifica
el procedimiento por emisién de la precipitacidn isoeléctri
ca descrita aqui.

e suspende la Lorta salina ai 1G % en ajun aci-
dulada a un pH de 3,3 con acido acédtico. Se hace la mez-
cla alcalina por adicién de suficiente hidréxido de amonio
para elevar el pH a aproximadamente 8,0 despué.. Je que se
ha ajustado de nuevo a pH 5,6 por adicidén de Acido acéti-
co. Se separa el precipitado y se trata con arreglo a mé-
todos bien conocidos para dar un producto de insulina cris-
talina.

Ista solicitud eé una divisionaria de la solici-
tud cupendiente n? de serie 345.698 solicitada el 30 de
warzo de 1.953, shora abandonada.

Mientras que en la memoria anteriof se degcribe
esta invencidn en cuanto a sus aspectas preferidos y se¢ set
flalan detalles espec¢ificos de los mismos, resultard claru
para los especialistas en esta téenica que muchos de los
aspectns y detalles pueden variarse considerablemente sin
separarse de la idea general de la invencién.

En resumen, la Patenbte de Introduccidn gue se so+
licita deber& recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

l.- Procedimiento para purificar insulina, en el
’
que se obtiene un precipitado isoeléetrico de insulina, cad

racterizado por Las étapas de prepavacién de una solucids
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acuosa de dicho precipitado isoeléctrico de insulina con
un pH de 2 a'4 elevando el pH de dicha solucidén acuosa a
un pH por encima de 6,8 pero por debajo del pH destructor
de la insulina, en donde cualquier precipitado formado du-
rante el ajuéke de pH u& redisuelve, y rebajando entonces
el pH & dicha solucidn que contiene atn el precipitado de
insulina disuelto y las impurezas proteinicas no insulini-
cas a un pH dentro del intervalo de 5,9 a 5,3 para precipi-
tar selectivamente la insulina.

2.~ Procedimiento para purificar insulina en el
que se obtiene un precipitado isceléctrico segin la reivind
dicacidén 1, caracterizado por las éLapac de disolucidn de
dicho precipitado isoeléctrico de insulina en agua acidula-]
da para producir una solucién acuosa del mismo con un pH
de 2,0 a 3,7 ajuste del pH de la solucidn en forma crecien-
te hasta un pH de 7,0 a 8,0 mientras se agita lu solucidn
para redisolver completamente cualquier precipitado forma-
do durante el ajuste de pH, y rebajar después el pH de di-
¢ia solueidn que aln contiene el precipitado de insulind
dicuelta y las impurezas protéinicas no insulinicas a un
pH dentro del intervalo de 5,9 a 5,3 para precipitacidn se-
lectiva de la insulina.

3.~ Procedimiento para purificar insulina, segin
la reivindicacidn 2 en el que el pH de dicha solucién que
contiene atn el precipitado de insulina dizuelto y las impu
rezas proténicas ho insulinicas se ajusta decrecientemente
a un pH que estd en el intervalo de 5,8 a 5,4 para precipi-
tar selectivamente la insulina.

p
ko= Procedimiento para purificar insulina, en el

que se obhtiene un precipitado isoeléctrico de insulina, se-




10

15

20

28

30

gun reivindicaciones anteriofes, caracterizado porque el
método de posterior purificacién de la insulina comprende
las étapas de disolucidén de un precipitado isoeléctrico de
insulina en agua acidulada con aéido acético para producir
una solucidén acuosa de la misma que contiene un pH de 2
a 4, elevando el pH de dicha solucién a un pH por encima de¢
6,8 pero por debajo del pH al cual se destruye la insulina|
por adieidn de hidrdéxido de amonio al mismo, y después re-
bajar el pH de dicha solucién que contiene atn el precipi-
tado de insulina disuelto y las impurezas proteinicas no in-
sulinicas a un pH dentro del intervalo de 5,9 a 5,3 para
precipitar selectivamente la insulina.

5.~ Procedimiento para purificar insulina en el
que se obtiene un precipitado isoeléctrico de insulina, sed
gin la reivindicacidén 2, caracterizado por las étapas de
disolucién de un precipitado isogléctrioo de insulina en
agua acidulada a un pH de 2,0 a 3,7 con Acido acético, ele-
vando el pH de dicha solucidn a un pH de 7,0 a 8,0 por adi-
cién de hidrdéxido amonio al mismo, y despuéds rebajamiento
del pH de dicha solucidén que contiene el precipitado ‘de in-~
sulina disuelto y las impurezas proteinicas no insulinicas
a un pH dentro del intervalo de 5,8 a 5,4 para precipitar -
selectivamente la insulina.

6.~ Procedimiento para purificar insulina, medign-
te pfecipitacién selectiva de la insulina a partir de una
solucidén acuosa de insulina y proteinas no insulinicas con
un pH de 2 a 4, segin las reiyindicaciones 1, 2y 3, caracH
terizado por las étapas d? elevacidén del pll de dicha solu-

¢cién a un pH de 7,0 a 8,0 al que se disuelve cualquier pre-

[

cipitado gque se_férde duvente el ajuste ce pH, y después re
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bajar el pH de dicha solucién que contiene adn dicha insu-

lina y proteinas no insulinicas a un pH dentro del interva+

lo de 5,8 a 5,4 para precipitar selectivamente la insulina|

7.~ Procedimiento para purificar insulina, segin
la reivindicacién 6, en que dicha primera solucidén mencio-
nada se acidula a un pH de 2 a 4 con 4cido acético y en el
que dicho ajuste de pH se hace por adicidén de hidrdéxido ame
nico a dicha solucién.

8.- 8e reivindica por Ultimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Introduccidén que se so-
licita: PROCEDIMIENTO PARA PURIFICAR INSULINA.

Todo conforme gqueda descrito y reivindicado en
la presente memoria descriptiva que consta de doce piginas

mecanografiadas.

?-—
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