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P A T E N T E I N V E N C I O ND E

por VEINTE años

solicitada en España a favor de A. NATIERMANN & CIE. GmbH., 
de nacionalidad alemana, domiciliada en Nattermann-Allee 1, 
5000 KBln 30, República Federal de Alemania, por "Procedi­
miento para fabricar preparados enzimáticos ricos en lipa- 
sa", con prioridad de las solicitudes alemanas P 26 20 289.1 
y P 27 16 719*7 de fechas 7 Mayo 1976 y 15 Abril 1977, res­
pectivamente. -- --------------------------- -------------

MEMORIA DESCRIPTIVA

Para el tratamiento de la insuficiencia de los ju 
gos digestivos en el tracto gástrico e intestinal, así como 
en los casos de dispepsias, se requieren preparados de fer- 

5. mentos con una elevada actividad de enzimas digestivas, par
ticularmente actividad de lipasa. Como material inicial sir 
ve para ello tejido fresco o congelado de las glándulas pan 
creáticas, particularmente de páncreas de cerdo. Con el fin 
de que la carga del organismo con componentes inactivos en 
los preparados pueda mantenerse tan baja como sea posible, 
la actividad de fermentación de los productos necesarios pa
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ra la fabricación de los medicamentos debe ser lo más eleva 
da posible. En la patente alemana 24 08 379 se ha descrito 
un procedimiento para la fabricación de un preparado enzimá 
tico rico en lipasa, en el que el tejido pancreático desme­
nuzado se desengrasa primero parcialmente con una mezcla de 
9 partes en volumen de cloroformo y 1 parte en volumen de 
butanol, a continuación de lo cual, dejando reposar el mate 
rial de tejido parcialmente desengrasado a 0 - 42C durante 
24 - 26 horas se efectúa la autólisis, continuándose desen­
grasando luego mediante tratamiento con acetona, a continua 
ción de lo cual se extrae la actividad enzimática con una 
solución acuosa de etanol al 5$ y se obtiene del extracto 
mediante la mezcla con acetona un precipitado que después 
del secado representa un preparado con una elevada activi­
dad de lipasa. Según una propuesta más antigua, tal como se 
describió en la solicitud de la patente alemana P 25 05 887.1, 
el extracto de substancia activa obtenido mediante extrac­
ción con la solución acuosa de etanol también puede trans­
formarse mediante liofilización directamente en un prepara­
do enzimático seco. Aún cuando estos productos son mejores 
en cuanto a su actividad que los preparados de lipasa cono­
cidos con anterioridad, siempre hay que procurar simplifi­
car de una parte el procedimiento de elaboración y conti­
nuar incrementando por otra parte el rendimiento enzimático 
del material glandular y particularmente la actividad de 
los productos obtenidos. --------------------------------
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Sorprendentemente se ha descubierto ahora que pue_ 
de Juntarse en una etapa el necesario desengrase principal 
del tejido pancreático desmenuzado y la operación de la au­
tólisis, pudiéndose acortar también considerablemente la du- 

5. ración de la autólisis. Según la invención, se adiciona al
tejido pancreático desmenuzado una mezcla de disolventes or­
gánicos con el 80 al 95$ en volumen de hidrocarburo halógena 
do, cuyo punto de ebullición se encuentra a la presión normal 
entre 47 y aprox. 1302C y cuya densidad debe ser superior a 

10. 1,3, así como con el 5-20$ en volumen de un alcohol no mezcla
ble con agua con 4-6 átomos de C, mediante agitación y con 
una cantidad tal que se haya originado vina suspensión móvil. 
La suspensión de tejido así obtenida se deja reposar enton­
ces a 15-202C durante 12 a 40 horas, preferentemente 14-16 

15. horas, pudiéndose agitar algunas veces, en su caso, la sus­
pensión. En esta autólisis, las células de las glándulas li­
beran su contenido celular acuoso, el cual forma entonces 
una emulsión con la mezcla de disolventes orgánicos no mez- 
clables con el agua. Al dejarla en reposo se forman tres ca- 

20. pas, a continuación de lo cual la fase central, la cual con­
siste de la emulsión de la linfa con contenido de albúmina 
de las glándulas pancreáticas y la mezcla de disolvente, se 
separa de modo corriente de la fase superior e inferior. La 
fase superior consiste en este caso substancialmente de las 

25. fibras tisulares desengrasadas, mientras que la fase infe­
rior comprende substancialmente el disolvente con contenido 
de grasa. Exprimiendo la capa tisular superior aislada o me-
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diante centrifugado puede incrementarse aán hasta un 10$ el 
rendimiento de linfa emulsionada, las emulsiones reunidas 
Be descomponen mediante el adicionamiento de acetona, efec­
tuándose la precipitación de un precipitado rico en lipasa.

5, Después de la precipitación se deja reposar el concentrado
enzimático, se decanta la solución y se lava el producto fi 
nal agitándolo varias veces en acetona. El producto se sepa 
ra con ayuda de un dispositivo de tamizado o una centrífu­
ga, y a continuación se seca bajo vacío y se libera de los 

10. restos de disolvente. Puede influirse sorprendentemente
dentro de determinados límites sobre la distribución del ta 
maño de la granulación del precipitado y con ello sobre el 
peso específico aparente del preparado enzimático mediante 
la velocidad del mezclado de la emulsión con la acetona. Pa 

15. ra obtener un material de granos gruesos se recubre primero
la emulsión con la cantidad de acetona necesaria para la pre 
cipitación y a continuación se mezclan agitando rápidamente 
las dos capas entre sí. En cambio se pueden conseguir unos 
granos muy finos adicionando lentamente acetona bajo agita- 

20. ción. -----------------------------------------------------

Como hidrocarburo halogenado son adecuados, entre 
otros, el triclorotrifluoroetano, cuyo punto de ebullición 
es de 472C aproximadamente, así como los hidrocarburos clo­
rados con un punto de ebullición hasta los 121sC o mezclas 

25. de hidrocarburos halogenados. ----



En la mezcla de disolventes orgánicos a utilizar 
según la invención ha resultado ser particularmente ventaja 
so el tricloroetileno porque la utilización de este hidro­
carburo clorado no solamente conduce a una actividad parti­
cularmente elevada del preparado obtenido, sino porque, ade­
más, la mezcla de líquidos compuesta de hidrocarburo haloge- 
nado, alcohol, acetona y agua obtenida después de la ejecu­
ción del procedimiento puede volver a separarse fácilmente 
mediante destilación, la recuperación de los disolventes 
utilizados representa particularmente en un procedimiento 
realizado técnicamente a gran escala una importante compo­
nente económica. Como es sabido, particularmente por la for 
mación aceótropa es muy difícil separar algunas mezclas de 
disolventes en la destilación y recuperar los mismos como 
substancias puras. --  --- - - - - - - - - - - -  --- ----

La utilización de un hidrocarburo clorado con una 
densidad superior a 1,3 es importante por cuanto debido a 
ello se facilita o se posibilita la separación de la suspen 
sión en las tres fases deseadas. La presencia de -una reduci 
da cantidad de acetona en la mezcla de disolventes orgáni­
cos ha resultado ser ventajosa para la formación de las 
tres capas. - - - - - - - - - - - - - - - -  --  - - - -----

Como alcohol esencialmente no mezclable con agua es 
particularmente adecuado el butanol normal, sin embargo, tam­
bién son adecuados el alcohol amílico y el alcdiol hexGieo. Estos



alcoholes apoyan la liberación de la actividad enzimática 
que se presenta en la fase central en el procedimiento se­
gún la invención. -----------------------------------------

La autólisis bajo condiciones desengrasantes y la 
liberación de la actividad enzimática del tejido celular 
puede fomentarse mediante un ligero calentamiento. Por con­
siguiente, en un modo de ejecución preferente del procedi­
miento la autólisis se lleva a'cabo en dos etapas. En ellas, 
el tejido pancreático desmenuzado se mezcla primero con la 
mezcla de disolventes en una cantidad de 1-2 1/kg de mate­
rial glandular y se trata a 15fiC aproximadamente durante 
14-16 horas. A continuación se separa el disolvente con con 
tenido graso que se va depositando, es decir, la capa infe­
rior, de ser posible tan ampliamente como Be pueda y el re­
siduo se mezcla nuevamente con 1-2 1 de mezcla de disolven­
te por cada kg de material tisülar, a continuación de lo 
cual la temperatura se eleva a 25-35aC, preferentemente 
25-302C. Al cabo de aproximadamente 1 hora de agitación len 
ta, en la que se produce una fuerte autólisis posterior, se 
efectúa la elaboración tal como se .ha descrito, es decir, 
se deja reposar y se efectúa la elaboración de la capa cen­
tral de emulsión. - ---------------------------------------

El procedimiento según la invención no solamente 
conduce una simplificación substancial del procedimiento de 
fabricación sino también a preparados con una actividad en-



zimática incrementada. La combinación entre el desengrasado 
y la autólisis con la mezcla de disolventes orgánicos permi 
te obtener la actividad enzimática de los tejidos celulares 
en la forma de una emulsión altamente concentrada, de la 
cual puede precipitarse directamente la enzima. Debido a 
ello se prescinde de las medidas de extracción necesarias 
de otro modo, en las cuales se utilizan disolventes especia 
les, por ejemplo alcohol acuoso o similares. La clase de 
precipitación con la acetona también posibilita impartir 
con ello ya el polvo de la enzima el grado de granulación 
deseado, de manera que ya no es necesaria la granulación 
posterior para formar partículas de mayor tamaño en el ca­
so de que se deseen las mismas. Los disolventes a utilizar 
segón la invención también posibilitan su sencilla separa­
ción y recuperación, lo cual es importante para la fabrica­
ción técnica a gran escala. - -------------------- -------

Según una variante de este procedimiento, se. em­
plea en lugar del hidrocarburo halogenado un hidrocarburo 
aromático como tolueno o un hidrocarburo parafínico como he 
xano y se utiliza en la mezcla con alcohol o alcohol y ace­
tona. La ventaja de este procedimiento estriba en que me­
diante el empleo del otro disolvente se posibilita un acor­
tamiento substancial de la autólisis y del tiempo de desen­
grasado én unión de una automatización, y con ello en con­
junto una obtención simplificada del concentrado enzimático 
de páncreas en el procedimiento técnico a gran escala. Así,
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por ejemplo, el desengrasado y la autólisis pueden efectuar 
se a 152c en 4 horas. Una simplificación especial estriba 
en la separación más sencilla de las substancias sólidas 
con ayuda de un decantador centrífugo.---- -------------

5. La invención se explica a continuación más deta­
lladamente mediante los siguientes ejemplos. ------  ----

Ejemplo 1:

150 kg de páncreas congelado se desmenuzan en el 
mezclador cortador a un tamaño de grano de arroz hasta gra- 

10. no de lenteja y se introducen en un recipiente con camisa
doble provisto de mecanismo agitador. A través de la camisa 
del recipiente fluye agua de refrigeración de 152C. -------

La substancia sólida se mezcla con 150 1 de tri- 
cloroetileno, el cual puede contener hasta el 0,6$ en peso 

15. de acetona y 25 1 de butanol (1) y se mezcla la substancia
sólida y el disolvente con ayuda del mecanismo agitador. Al 
cabo de 1 hora se ha ablandado la substancia sólida. Se ta­
pa el recipiente y se deja funcionar el mecanismo agitador 
durante 15 horas. A continuación se detiene la marcha del me 

20. canismo agitador, la substancia sólida flota en la superfi­
cie y se deja salir la solución amarilla con contenido de 
grasa que se encuentra debajo. El agua de refrigeración que 
fluye a través del recipiente se substituye por agua calien 
te de 30-322C, se mezcla la substancia sólida nuevamente
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con 165 1 de mezcla desengrasante y se agita la mezcla du­
rante 1 hora, la mezcla alcanza durante este tiempo una 
temperatura final de 28-302C. Se detiene la marcha del mo­
tor del agitador y se deja que la emulsión y la substancia 

5." sólida asciendan y floten en la superficie. Primero se hace
salir una parte de los disolventes como solución amarillen­
ta clara, la cual se hace pasar a la recuperación de disol­
ventes. Se recoge la emulsión marrón que sale a continua­
ción. El lodo espeso que sale al final se exprime en una 

10. prensa de tomillo sinfín de tamiz encima de una caja de ta
mizado. El líquido extraído de la prensa se adiciona a la 
emulsión.---- ------------------------------------------

Se vuelve a introducir la emulsión en el depósito 
agitador, se la recubre con 1 a 1,5 1 de acetona/kg de pán- 

15. creas, pudiendo estar la acetona mezclada con hasta el 3$
en peso de tricloroetileno, pero con menos del 1$ de agua, 
y se mezclan las dos fases mediante la puesta en marcha del 
mecanismo agitador. Al cabo de 15 minutos se para la marcha 
del mecanismo agitador. El producto desciende como substan- 

20. cia sólida al fondo del recipiente agitador. Se aspira la
solución que se encuentra encima, se efectúa la suspensión 
de la substancia sólida para el lavado en 0,3-0,5 1 de ace- 
tona/kg de páncreas, se agita durante 5 minutos, se deja re 
posar nuevamente y se efectúa la aspiración de la solución. 

25. la operación de lavado se efectúa en total 4-5 veces, pu­
diéndose prescindir de la utilización de una centrífuga pa-
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ra separar la pancreatina en la operación de reposo en el 
último lavado. También se puede dejar salir la paBta a una 
jaula de tamizado, en cuyo caso, naturalmente, las pérdidas 
de acetona se vuelven mayores. El producto húmedo se seca a 

5." continuación en el armario de secado bajo vacío a una tempe
ratura de calentamiento de 45-502C y 30 lorr o en el seca­
dor en lecho fluidizado a una temperatura de entrada de ai­
re de 5Q2C y una temperatura de salida de aire de 402C. El 
material puede dividirse mediante cribado en diferentes cía 

10. ses de granos. El grano más fino puede aglomerarse en una
granulación de pulverización, el grano grueso puede desmenu 
zarse mediante trituración. Los resultados de los ensayos 
en la utilización de glándulas de la misma procedencia se 
muestra en la tabla que sigue a continuación. - - - - - - -
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Ejemplo 2:

150 kg de páncreas congelado se desmenuzan en el 
mezclador cortador tal como se ha indicado en el ejemplo 1 
y se introducen en un recipiente con camisa doble provisto 
de mecanismo agitador. A través de la camisa del recipiente 
fluye agua de refrigeración de 152C. la substancia sólida 
se mezcla con 150 1 de meiilencloruro y 15 1 de butanol (1) 
y se desengrasa bajo agitación durante 15 horas. A la mez­
cla se adicionan 100 1 más de metilencloruro, se agita bien 
y se detiene la marcha del mecanismo de agitación. Se evacúa 
la fase inferior 'clara. Se adicionan nuevamente 150 1 de me 
tilencloruro y 15 1 de butanol (1), se calienta la mezcla 
a 30SC ( 1.'.h) y se separa la capa clara de disolvente y la 
capa de fibras. - -------------------------------------- --

Después de exprimir la fibra se obtienen 140 1 de 
emulsión, la cual se enfría a 15SC y se recubre con una ca­
pa de 140 l.de acetona. Se mezcla la emulsión y la acetona, 
se decanta de la pancreatina precipitada y se obtiene de ma­
nera correspondiente al ejemplo 1 un rendimiento de concen­
trado enzimático del 9*3$ en relación con el páncreas em­
pleado.— -------------------------------------------------

Actividad de lipasa del concentrado enzimático: 
86.500 EIP-E/g ----------------------------------------

Éjempio 3:

150 kg de páncreas congelado se desmenuzan como



se ha indicado en el ejemplo 1 y se introducen en un recipien 
te agitador refrigerado a 152C¿ Se adicionan 150 1 de tetra- 
cloruro de carbono y 15 1 de n-amilalcohol y el páncreas se 
desengrasa a 152C (15 h). Se adicionan 75 1 de OCl^ y 100 1 
de acetona, se detiene la marcha del mecanismo agitador y se 
separa la fase inferior con contenido de grasa. A continuación 
se calienta la mezcla a 29aC, se adicionan nuevamente 15 1 de 
amilalcohol y 150 1 de CCl^, se agita durante 1 hora y se se­
paran 100 1 de emulsión como en el ejemplo 1. Se recubre la 
emulsión con una capa de 100 1 de acetona y se separa el con­
centrado enzimático por precipitación. Despuás del lavado y se_ 
cado se obtiene el 10,1$ de concentrado enzimático con 91.000 
FIP-E./g de actividad de lipasa. - ------------ ; - -------- --

Ejemplo 4:

150 kg de páncreas congelado se desmenuzan como en 
el ejemplo 1 y se introducen en un recipiente agitador refri­
gerado a 152C. Se adicionan 15 1 de butanol-(l) y 150 1 de 
1,1,1 tricloroetileno y se efectúa el desengrase bajo agita­
ción a 152C (15 h). A continuación se adicionan 75 1 de ace­
tona y se separa la solución con contenido de grasa. Se adi­
cionan nuevamente 150 1 de 1,1,1-tricloroetileno, se calien­
ta a 252C y al cabo de 1 hora se separan 100 1 de emulsión, 
la emulsión se cubre con una capa de 100 1 de acetona y se s£ 
para el concentrado enzimático por precipitación. Después del 
lavado y secado se obtiene el 9,8$ de rendimiento de un pro­
ducto con 88.500 EIP-E./g de actividad de lipasa. -----------
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Ejemplos 5-13i

150- kg de páncreas congelado se desmenuzan y se de­
sengrasan como en el ejemplo 1 - 5. la clase y la cantidad uti 
lizada de solución desengrasante se indican en la Tabla 3*

5. Del mismo modo se ha indicado en la Tabla 3 un eventual adicio
namiento de acetona después del 1er desengrasado, antes de 
la primera separación entre la substancia fibrosa y la solu­
ción clara de grasa. ----- _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  ----- -

Al residuo se añaden en cada caso 50 1 de hidrocar- 
10. buró halogenadoy 15 1 de alcohol, la mezcla se mantiene lúe

go durante 1 hora a t^G y se obtienen Vg 1 de emulsión de ma­
nera correspondiente al ejemplo 1. La emulsión se enfría a 
152c, se recubre con una capa de 1 de acetona y se mezcla. 
Después del lavado con acetona -de manera correspondiente al 

15. ejemplo 1- y del secado, se obtiene un rendimiento del A# de
concentrado enzimático con un contenido de lipasa de B FIP-E./g. 
Todos los mimeros están contenidos en la Tabla 3» - ----------
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Ejemplo 14

100 kg de páncreas congelado se desmenuzan al ta­
maño de lenteja, se mezclan con 75 1 de tolueno y 25 1 de 
n-butanol y se desengrasan durante 4 horas bajo agitación en 
un recipiente agitador rodeado de un flujo de agua a 152C* 
la suspensión que se origina se lleva a un decantador cen­
trífugo y se separa la substancia sólida. ----------------

El producto decantado es una leche blanca que se 
precipita con acetona. El precipitado se lava y se seca. -

Rendimiento en concentrado enzimático: 10,0$ en 
relación con el páncreas. - - - --------------------------

Actividad de lipasa: 81 000 FIP-E./g.
Contenido de grasa residual: 0,05^.
Peso específico aparente: 530 g/1.

Ejemplo 15

100 kg de páncreas congelado se desmenuzan al ta­
maño de lenteja, se mezclan con 75 1 de tolueno o de hexa- 
no, 15 1 de acetona y 20 1 de n-butanol, y se desengrasan 
durante 4 h bajo agitación con calentamiento a 15SC. La mez 
cía se libera de substancias sólidas con ayuda de un decan­
tador centrífugo. El producto lechoso decantado se precipi­
ta con acetona. El precipitado se lava y se seca. --------
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Rendimiento en concentrado enzimático: 11,8$ en 
relación con el páncreas. --------------------------------

Actividad de lipasa: 77 000 FIP-E./g.
Contenido de grasa residual: 0,022$.

5. Peso específico aparente: 490 g/1.

A los efectos consiguientes se declaran de nove­
dad y propiedad para España, sus territorios y plazas de so 
beranía, las reivindicaciones que siguen. --  ------------



1 Procedimiento para fabricar preparados enzimá- 
ticos ricos en lipasa, de tejido pancreático mediante autó- 
lisis y desengrasado del tejido desmenuzado por medio de una 
mezcla de disolventes de hidrocarburo halogenado y alcohol, 
así como precipitación de la enzima de la fase acuosa median 
te el adicionamiento de acetona y secado del precipitado, ca 
racterizado porque el tejido pancreático desmenuzado se incor 
pora en una mezcla de disolventes orgánicos con el 80 - 95$ 
en volumen de hidrocarburo alifático o aromático, eventualmente 
halogenado, cuyo punto de ebullición se encuentra a la presión 
normal entre 47 y aprox. 1302C y cuya densidad es superior a 
1,3 en el caso de hidrocarburo halogenado y está comprendida en 
tre 0,655 y 0,88 en el otro caso, así como con el 5 - 20$ en vo 
lumen de un alcohol esencialmente no mezclable con agua con 
4 - 6  átomos de C, dejándose actuar a 15- 2020 durante unas 4 
a unas 40 horas, separando la fase de emulsión central con con 
tenido de linfa que se ha producido de la fase superior y de 
la fase inferior y obteniendo de ella el preparado enzimático 
seco. - -----_ _ _ _ _ --------------- ----------------- ------

2.- Procedimiento según la reivindicación 1, carac­
terizado porque al cabo de aprox. 1 2 - 1 5  horas de acción de 
la mezcla de disolventes se hace salir la fase inferior de di­
solventes con contenido de grasa y se adiciona nuevamente mez­
cla fresca de disolventes, se agita a continuación durante aprox. 
1 hora a 25 - 35 2C, dejándose luego reposar y utilizando la fase
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central de la emulsión para la elaboración. - ------  - - - -

3.- Procedimiento según la reivindicación 1 ó 2, ca­
racterizado porque la fase de emulsión se recubre con una capa 
de acetona y se mezcla luego con tanta rapidez que se produce 
la precipitación de un concentrado enzimático de granulación 
gruesa.---------- ------------------------------_ _ _ _ _ _ _

4. - Procedimiento según una efe las reivindicaciones
1 a 3, caracterizado porque al tratarse de hidrocarburo no halo- 
genado la mezcla de disolventes es susceptible de comprender 
alcoholes o alcoholes y acetona.------ ----------------------

5. - Procedimiento según la reivindicación 4, caracte
rizado porque al emplearse un hidrocarburo no halogenado el de 
sengrasado y la autólisis se efectúan a 15fiC en 4 horas. - --

6. - "PROCEDIMIENTO PARA'FABRICAR PREPARADOS ENZIMATI
COS RICOS EN IIPASA". -----------------------------------------

Todo ello conforme se describe y reivindica en la 
presente memoria que consta de veinte hojas, foliadas y mecano­
grafiadas por una sola de sus caras.

.BARCELONA, -  5 MAYO 1977
f A. M. QUmi SUÑOL
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