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Método de preparaciéon de Insulina y derivados

Por J. R. MENDIVE

La insulina comenzd a prepararse en el Instituto Bacterioldgico en el afio
1923. Desde entonces hasta la fecha el método se ha ido modificando a medida
que los progresos de la técnica y las instalaciones lo permitian, habiéndose lle-
gado a un rendimiento y pureza, ¢n la obtencidén de esa hormona, de relativa
constancia, lo que nos induce a publicar detalladamente cémo se procede en la
actualidad para la obtencién de la misma en estado amorfo, cristalino y en forma
de compuestos insolubles.

En la solucién de los diversos problemas que se presentaron, intervinieron
en primer lugar el Director del Instituto Bacterioldgico, Dr. A. SorpeLLi,
quien inicid su elaboracién y planed las actuales instalaciones, y las demas per-
sonas a cuyo cargo estuvo la misma en las diversas épocas: los Dres. WERNICKE,
PacerLra, Scorri, Savino, MoperN, Lara, Deuroreu v MeNDIvE. En los
altimos anos el dosaje de la activicad ha estado a cargo del Dr. A. ToriNo ¥

de [a Stta. D. PEDrROSA sin cuyo cencurso no se hubiera podido llegar a estudiar
el mérodo de produccidén en toda su extensidn.

Método para 60 Kg. de pdncreas. — Los pancreas * una vez extraidos de los
animales, se limpian bien, librandolos del exceso de tejidos grasos y conectivos
y se los coloca en un recipiente con hielo picado; en esta forma las glandulas
son enfriadas y mantenidas a una temperatura baja desde el momento de Ia
extraccidn hasta el de su elaboracién (nota 1).

Las glandulas se muelen en una maquina picadora utilizando el tamiz N°* 42
de 4,5 mm de diametro. Se colocan las glandulas asi desmenuzadas en 90 L
(1,5 litros por Kg) de alcchol de 80° al que se le ha agregado 2,400 cm?® (40
cm® por Kg) de acido clorhidrico concentrado (D =1,19). Esta mezcla alco-
hol-acido se ha enfriado previamente a 4-5°C (nota 2).

La mezcla se agita continuamente durante 7 horas y luego intermitentemente
durante la noche. La temperatura se mantiene a 4-5°C durante la extraccidn.
La duracidn de Ia misma es de 20-21 horas al cabo de las cuales se centrifuga
en centrifuga de canasta utilizando una tela de trama poco espesa.

El ligmdo obtenido es algo turbio y tieme un pH 1,6-2. El residuo es re-
extraido durante 2 horas a temperatura ambiente con 48 1. (800 c¢m® por
Kg) de alcohol de 50°. Se centrifuga nuevamente y el liquido obtenido, cuyo
pH es 1,8-2,2, se une al primero. El residuo se elimina.

Los liquidos reunidos se llevan a pH 8 (indicador rojo de fenol) con una
solucidén concentrada de amoniaco, v se filtra afiadiendo 3 Kg de supercel en
una bateria de 14 filtros como los descriptos por SORDELLI * (nota 3).

Se obtiene un liquido impido de color amarillento que después de acidificado
con acido sulftrico al 15 %, hasta tener un pH 2-2,2 (azul de timo! como in-
dicador), se concentra en vacio, cuidando que la temperatura no pase los 25°C,
hasta obtener un volumen igual z 1/8-1/10 del original. En esta forma se
elimina todo el alcohol v parte del agua. A la solucidn acuosa, turbia, resul-
tante, que debe estar a pH 2-2,2 (corregirla por adicién de Acido si asi no

*Los pancreas usados son de bovinos fasnados en el Matadero v Frigorifico Municipal de
la cindad de Buenos Aires.

tA. SorpeLir. « Folia Biolégica », Ne 61-65, pdg. 273 (1936).
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fuera) se le aflade sulfato de amomnio cristalizado exento de hierto (400 g
por cada litro de solucidm), se¢ calienta ripidamente en bafio de vapor agitando
continuamente hasta llegar a 50°, operacidén en la que no debe tardarse mas de
10-15 minutos. El sulfato de amonio se disuelve completamente. Se deja enfriar
v el precipitado se reune en la superficie del liquido formando una masa amart
llenta y compacta (torta o sombrero) que contiene la insulina junto con otras
proteinas y grasas. Se deja una noche a 4°C., se sifona el liquido inferior, ama-
rillento y limpido, v el precipitado se coloca entre papeles de filtro para que
escurra bien todo el liquido obteniéndose una masa bien seca, lo que se logra
dejandola Z4 horas en esa forma (nota 4). Una vez obtenido esto se suspende
en 2,400 [. (40 cm® por Kg) de alcohol a 80° acidificado con Z Y, de acido
clorhidrico concentrado (D: 1,19). La suspensién se deja en cimara fria a
4°C durante 4-5 horas (nota 4), al cabo de las cuales se centrifuga. El residuo
insoluble se suspende nuevamente en 1.200 cm® (20 cm® por Kg) del mismo
alcohol v después de media hora se centrifuga. El residuo se elimina y los liqui-
dos de extraccidn se miden. Generalmente se obtiene un volumen igual al del
alcohol utilizado (a veces algo menos). Se coloca en un recipiente apropiado
y se afladen 10 volGmenes de alcohol de 95° agitando continuamente. Precipita
en csta forma la insulina v otras proteinas. Se deja sedimentar durante una noche
y el liquido alcohdlico sobrenadante, amarillento v limpido, se elimina por suc-
c16n. El preapitado proteico se filtra por Biichner, se lava con alcohol de 95°
primero vy luego con éter hasta eliminar el alcohol.

Este precipitado se guarda bajo éter juntdndolo con el de otras partidas hasta
iniciar la purificacién. Para esto se filtra por Biichner v se elimina el éter res-
tante colocdndolo en una bandeja donde se extiende para facilitar la evaporacidn
del mismo.

Se obtiene asi un polvo blanco liviano (insulina bruta) en una proporcidn
de 1,2-1,7 g por Kg de pincreas. Esta eliminacidén del éter al aire es conve-
niente sustituirla por vacio sobre todo en dias hiimedos, pues la humedad que
se condensa comienza a disolverlo.

A continuacién se detallan las operaciones de purificacidn de la insulina bruta
proventente de 500 Kg de pdncreas:

El polvo seco se coloca en un mortero v se le afiade de 0,5 a 1 litro de agua
en pequefias porciones agitando continuamente hasta formar una pasta primero
v luego una suspensidén fina. Se acidifica entonces con acido clorhidrico al
10 % hasta un pH 2-2,2. Se pasa la sclucién a un vaso de vidrio vy el mortero
se lava con agua acadulada. A los liquidos reunidos se los lleva a un volumen
de 3 1. cuidando que la reaccidn estd a pH 2-2,2. Se deja en reposo 24 horas
durante las cuales sedimentan algunas sustancias insolubles y el liquido oscuro
sobrenadante se pasa a otro vaso. El sedimento (a veces escaso) es extraido
nuevamente con 300 a 500 cm?® de aguz a pH 2 v al cabo de 2 horas centrifu-
gado. El liquido sobrenadante menos oscurc que el de la primera extraccidn se
une a él (nota 5).

Se tiene asi un volumen de alrededor de 3,5 litros.

Esta solucién se lleva a pH 4,7-4,9 por adicién de hidrato de sodio al 10 %
con agitacién continuada. El liquido adquiere una turbidez pronunciada que
en general no llega a separarse en forma de precipitado. Se le agrega entonces
10 ¢, de cloruro de sodio (10 g por cacla 100 cm?® de solucidén) separandose un

precipitado abundante. Se deja en repcso a temperatura ambiente durante 48
horas (nota 6).
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Se decanta el liquido oscuro y se elimina. Al precipitado se lo suspende en
un litro de agua y se acidula hasta pH 2-2,2 disolviéndose rapidamente. La so-
lucidn oscura se diluye con agua cuidando que la reaccidn esté a pH 2-2,2,
hasta tener un volumen de 2-2,5 litros.

Se agrega hidrato de sodio al 10 9 agitando continuamente hasta que la
solucién llegue a2 pH 4,7-5 (nota 7). Se separa un precipitado blanco, gue se
deposita facilmente. Se deja reposar 24-48 horas en cimara a 4°C, al cabo de
las cuales el liquido sobrenadante se elimina por succidn, el precipitado se cen-
trifuga para librarlo del exceso de liquido que lo impregna y se lo suspende
en 1-1,5 litros de agua disolviéndolo por afiadido de dcido clorhidrico al 10 %
hasta pH 2-2,2.

Una vez disuelto todo, se aflade hidrato de sodio al 10 ¢, hasta
pil 4.7-5 (nota 7), en que se separa un precipitado mas blanco atn que el de
la operacién anterior. Se deja 24-48 horas en camara fria a 4°C.

Se elimina por succién el liquido scbrenadante, el precipitado se centrifuga
como la vez anterior. Se lo suspende luego en 1-1,5 litros de agua y se acidula
cou acido clorhidrico al 10 ¢/ hasta pH 2.2 en que se disuelve completamente.
Se obtiene asl una insulina gue tiene una pureza de 12 2 14 U. 1. por mg con
un rendimiento. de alrededor de 2000 U. I. por Kg de pincreas. Una mavyor
purificacién se logra por precipitacidn con icide clorhidrico (trabajo 7).

Una vez obtenida la solucién proteica gue contiene la insulina se determina
fa potencia de esta solucidn utilizando el método de convulsiones en ratones blan-
cos para determinaciones aproximadas v el de descenso de la glucemia en conejos
para determinaciones mas exactas, cuyos detalles se pueden ver en el trabajo 6.
Cuando ésta ha sido establecida se diluye con agua destilada hasta tener la con-
centracién deseada (20 ¢ 40 U. 1. por cm?®) anadiendo como conservador 1 Y,
de tricresol. Se ajusta la reaccidn a pH 2,8 v se filtra estérilmente a través de
bujia BERKEFELD. En esta forma queda el producto pronto para su envase 7
distribucion. ’

Cristalizacidn de la msulina

El método utilizado para la cristalizacién de la insulina es en lineas genera-
fes el descripto por Scort .

Hemos comprobado que cuanto mayor es la pureza de la insulina de que se
parte mayor es [a pureza y rendimiento en insulina cristalizada.

Una solucién e insulina que contiene 120.000 U. 1. (pureza: 16 U. L
por mg) se coloca en un vaso de centrifuga y se lleva a pH 4,7-5 (precipita-
c16n maxima). Se centrifuga v el sobrenadante se elimina. El precipitado se
suspende en buffer de fosfatos (150 cm® de PONasH M/15 v 150 em® de
POFLK - M/15) . Se acidifica con HCI hasta pH 2,5 en que se disuelve la in-
sulina. Se agrega a la solucidn 7 cm® de ZnCl: al 0.5 %4 vy luego 70 cm* de ace-
tona. Luego se lleva la reaccién a pH 6,6-6,8 con amoniaco al 10%, rapidamente.

Una turbidez pequefia queda sin dasaparecer v 2 los pocos instantes se com-
prueba la formacién de cristales de insulina en forma de cubos caracteristicos.
Se lleva el pH a 6,5-6,4 con HC! al 10 %, y se deja en reposo en camara fria
a 1° durante 8 dias. :

Se centrifuga, se elimina el liguido sobrenadante v el precipitado se seca la-
vando con acetona. Rendimiento 43 ¢ — 95.000 U. 1. (79 °). En otros en-

" A. D. Scorr. Biochemical J., vol. 28, pAg. 384 (1934).
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sayos de cristalizacidn en que se partid de insulina mdas impura el rendimiento
fué algo menor (70 °4).

Compuestos insolubles

El hallazgo de compuestos insolubles de insulina con ciertas sustancias de na-
turaleza proteica que se solubilizan lentamente a pH fisioldgico indujo a varios
autcres (Hacerporw, Jensen, Krarup, NORDSTRUP, etc.).. a buscer el de
nienor solubilidad, encontrande que las protaminas precipitan a la insulina a
pH 7 dando un compuesto muy poco soluble a dicho pH, lo que los llevd a en-
sayar sus efectos. :

La acadn hipoglucémica de la insulina protamina es mas prolongada que la
de la insulina comin a igualdad de dosis y el descenso de la glucosa sanguinea
se hace en forma mas lenta.

La dificultad de conseguir en nuestro pais materia prima para la obtencién
de protamina hizo que se buscara una sustancia que teniendo propiedades seme-
jantes a ella no presentara los inconvenientes de su preparacidn en lo que respecta
a materia prima; encontrandose que la histona produce con la insulinz un pre-
cipitado cuando se lleva su solucidén 2 pH 7. Este compuesto insulina-histona
tienc una accidn sobre la glucemia semejante a la de la insulina protamina (tra-
bajo 8). : v

La histona utilizada por nosotros fué preparada partiendo de timo, siguiendo
el método de FELIX vy HARTENECK descrito en el libro de KOSSEL.

Preparacidén de nsulina-histona

Ia preparacién de insulina-histona se realizd disolviendo Z g de histona en
500 cm?® de fosfato monopotasico M/15 y afladiendo esta solucidon a 4000 cm?®
de insulina de 50 U. 1. por em?, la cual estaba a pH 2,8-3.

La solucién limpida resultante se filtra estérilmente por filtro SEITZ v luego
se envasa en ampollas de tal mangra que cada una de ellas contenga 4,5 cm?® de
esta solucidn (200 U. I. en total).

Se prepara aparte una solucidén «buffars de fosfato disédico M/ 15 que se en-
vasa en ampollas (0,6-0,7 cm?® en cada una). Estas se esterilizan por tyndali-
zacion a 100° durante 90 minutos.

Para la obtencidén del compuesto insoluble insulina-histona se afiade 0.5 cm?®
de esta solucidén «buffery a una ampolla de insulina-histona. El pH resultante es
de 6,8-7. Se produce un precipitado blanco abundante. Por agitacién se obtiene
una suspension que contiene 40 U. I. por cm?®.

Insulina-protamina

Se prepara en forma andiloga a la insulina-histona. .

Se disuelve la protamina en una mez:la «buffery de fosfatos a pH 7,3-7,4 en
una concentracién de 0,4 9. Se filtra estérilmente por filtro SEITZ y se envasa
cn ampollas de 1 cm?®.

Se prepara una solucidén de insulina que contenga 50 U. 1. por cm® a pH 3, se
filtra estérilmente a través de bujia y se envasa en ampollas de forma que cada
una contenga 4 cm® (200 U. I.). Al introducir 1 cm?® de la solucidn de prota-
mina en la ampolla de msulina se produce un precipitado blanco de insulina-
protamina. El pH resultante es de 6,8-7.
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NOTAS

(1) Esto es de importancia, pues la insalina es destruida por accién enzimética. En el Instituto
Bacteriolégico los pancreas se elaboran dentro de las 6 horas de extraidos.

(2) El recipiente donde se hace la extraccién, asi como los demés utilizados en otfras opera-
ciones, no deben tener metal en contacto con los Hquidos.

(3) Si no se dispone de éstos, o de filtros prensa adecuados, se pueden utilizar filtros de papel
plegado donde la filtracién es natucalmente mucho més lenta, y en los cuales no se requiere
el empleo de supercel. '

(4) Esto es importante, pues cuando se extrae con el alcohol-4cido la pasta demasiado himeda
v el tiempo de extraccién es corto el rendimiento disminuye notablemente.

(5) El residuo se elimina, pues no tiene actividad de importancia como para recuperarla.

(6) A 0°-4° se forman a veces cristales de sulfato de sodio gque molestan en la disolucién pos-
terior.

(7) Se toma como punto final el pH de maxima precipitacién. En este punto, el liguido sobre-

nadante no debe dar turbidez por afiadido de NaOH o de HCL

Trabajos sobre preparacién de la insulina y derivados realizados en el Instituto Bacteriolégico
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