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Esta inveﬁciénAse refiere & un brocedimientoAﬁéra la
separacidn de glucagén de la insulina utilizendo una ﬁesina
de copolimero de estireno-divinilbenceno macrorreticular"
- sulfonatado. |

' Especificamente, esta invencidn proporciona un ﬁroéem
dimiento para la separacidén de glucagén de los eitractds
pancredticos oue contienen, ademds de glucagdn, insulina y
otros subproductos pancreaticos proteicos, cuyo pfooedimiene
to consiste en pasar dicho extracto sobre la forma metélica'
alcalina o metdlice alcalino-térres de un copolimero de es—
tireno-divinilbenceno macrorreticular sulfonatado, con 1o
que dicho glucagdn -es adsorbi&o sobre la resins j.dicha in-
sulina y otros materiales protéicos permanecen en solﬁciéh
y después eluir dicho glucagdn con unarﬁasefailuida.'

Desde el déscubrimiento en 1923 de un factor hiper—
.glicémico en el_péncreas, se ha dedica&o_un consideraﬁle €S-
fuerzo de investigacidén al aislamiento ¥y purificacidn del |

factor, denominado glucagén por Kimball y Murlin, J. Biol.

Chem. 58, 337 (1923—24); Este esfuerzo investigador culning
en la purificacion y cristalizecion del facfor‘pdr Staudb y

colaboradores, Seci., 117, 628 (1953); J. Biol. Chem. 214,

proceso de obtencidn de insulina, siendo arrastrado el gluces

f619 (1955), la secuencia de aminoacidos del glucagdn, esta-
olecide por Bromer y colaboradores, J. Am. Chem. Soc. 79,
42807 (1957), consta de 29 aminodcidos en una cadena lineal.
Hasta la iecha, el glucagén ha sido aislado invaria-

blemerte de las glandulas del pancreas como subproducto del

gon con la ingulina durarte las etapas de purificacién ini-
ciales y recuperado come tal hacia el final del proceso ine

gsulinico. Sin embargo, durarte la extraccidn de insulina,
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‘so de pufificécién de la insulina, pueden reducirse al mi-

' Gores (patente estadounidense 2.878.159) que utiliza une re-

404785

el ambiente quimico se mantiene en les condiciones éptimas

para el aislamiento de la insulira, dedicéhdose poco cui-
dado & evitar la pérdida de glucagdn. Ademds, durante cada -
etapa'dél proceso, ge pierden-peqdeﬁas cantidades de gluca-

gon. Sepgrando.el glucagdn en las primeras fases del proce-~

nino estas peraldas de glucagon. ' .

En la actualidad la mayorla de los metodos come -
ciales existentes para el a1slamlento ¥y purificacidn de la
insulira son inefidaqes en la separecidn de la insulina y
el glucagén. Ademds, le separacidn de glucagdn de otros
subproductos pancreéticos’protéicos puede afectar a la pu-
reza y al rendimiento de la insuline.-Ias etapas del proce-
50 actualmente utilizadas que afectan adversamente s los
rendlmlentos de glucagon y/o0 insulina son las 51gu1entesz

(1) Ia preeipltacion isoalectrlca de insuline a un
pH dé‘5—5,5 aprox1madamente, descrlta-pqr primera vez por
Welden en 1924 (véase la patents estaéouﬁidensé 1.520,673).

(2) La éxtraccidnﬁécida ¥y el proceso de salificacidn
diferencial para la inéulina, descritos por primera vez pof
Lautenschager y Linder (véase la patente estadounidense

2.449,076)

(3) El proceso de cambio de idn de Jorpos y colabora-

sira cambiadora de catidn de tipo carboxilico o el proceso

de camuio de idn de Volini y colaboradores (patente estadounfi-

dense 3.069.323) que emplea una resina cambiadora de anidn
aminoceluldsica. .
Una ventaja del procedimiento de esta invencidn es

que psrmite la meparacién de glqcagén en una tase temprana
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! JudlClal sobre el rendlmiento 0 la pureza de la 1nsu11na fid’

del proceso de separacién y.purificacidén de insulina a par—|

itéicos, permanecen en el eluato. El glucagdn es elufdo le~

tir de glénﬁulas del pancreas, confdbjeto,de evitar'tanto

las perdloas indebidgs de glucagdn como cualquier afecto perf

nalmente ontenlda.

El procedimiento de esta invencidn permite ei;aiéias
miento de glucagdn de las soluciones qﬁe contienen glicagén
e insulina y posiblemente otras sustancias pblipéptidaé gi-
milares. La invencidn es especialmenfe d$il en la separaci&r
de glucagén en el proceso inicial de insulina exenta de gra-
sas para concentrados crudos que contlenen glueagon, insull-
na y otros pollpeptldos similares a la 1nsu11na. De acuerdo
con el procedimiento de esta invenclon, el pH de - la soluclon
que contiene 1nsu11na—glucagon, por eaemplo el concentrado
de insulira exenta de grasa iniciel, es ajustado a 7-8 apro-—
ximedamente con una vase y la solucidn resulfante es pasada
sobre una resina cambiadora de ion comstitufda por la forma
metdlica alcaline o aslcalino-térrea de un cobqlimero de @8~
tireno=-divinilbenceno macrorreticular sulfonatado.:El'gluca—
gdn es adsorbido preferentemente mienffas que 1g insuline y

otros enzimas pancreaticos, asi coms otros materiales pro-

vando la resina con una base dilufda, por ejemplo hidrdxido
andnico acuoso, ' »

Los metales alcalinos o alcélino—térréos.dtiles en la
corversion del cbpoiimero'de éstifeno—di?inilbenceno MECIO-—
rreticular sulfonatado en la forma salina son sodio, potasio
calcic, estroncio, bario o magnesio. Nafuralmente,'pueden_
utilizarse otros cationes adecuados en lugar de los cationes

alcalinos o alcalino-térreos en la forma salina de la resina,
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'-glandulas de pancreas p0nlendo en COntacto las glandulas

 Los dcidos adeouados pere uso en la preparac1on del etanol

‘mento y el extracto slcohdlico se separa de la misma por det

i su enpleo,: 1a resina es equlllorada frente a2’ -upg sal potasi-

centrado crudo que ‘atraviesa la columns. - es procesada de nue-.

Vo para recuperar la;lnsullng por los metodos industriales

como resultarg evidente para los expertos en }é téenice.,
En'la préctida real, el nuevo procedimiento de. ssta
invencidn se lleva a cabo preferiblemente de is siguiente

forma:
Se prepara un extraeto alcoholioo acuoso acldo de .

molldas con etanol acuoso dcido a pH -2 ¥ despues separando

el extracto de cualquier materia insoluble’ por flltraclon.

a01do son fosforlco, clorhidrlco o sulfurlco. Aunque ‘8¢ es~-|.

peclfica al etanol como dlsolvente de extracclon, resultara _
ev1dente para los expertos en la tecnlca que pueden utlllzar?
ge otros dlsolventes volatlles m1301nles con agua. jr-y solur
cidn doica resultante se concentra por evaporac;on & vacio

para.eliminar el etanol. Se separd algo de grasa en este mot-

cantacidn y/o filtracién, Ia solucidn aoﬁbsa dcida asi pre-
paréda contiene insuline y giucagéh. El pH de esta solucidn|
se ajusta a 7-8 yfla solucidn se aplica a dn~copblimero de | -
est1reno~alvinllbenceno macrorxetlcular sulfonatado en for-
u8 metdlice aloallna, prefariblemente en iorma de sal. potéd-

sica (exlstente en el- mercaao como Amberllte 200). Antes de

ca; por ejemplo, tal como Fosfato pota31co a pH 7,5 o proxi-
o a ‘este valor, con objeto de convertlr lg resine en la fox-
ma. sallna. El COncentrado-crudo se apllca al lecho de r951n4'

2 una temperatura inferior & unos 5°C. La gsolucidn de conr :

habitusless le resina con glucagdn adsorbido sobre la wmisma
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| es lavada de nuevo con una solucidn reguladors adecuade, pre

feriblemente una solucién de fosfato a pH 7—8, Estas éguas

de lavado se agregen & las soluciones para,el'probesadb’ae.

ladora se prosigue hesta que ya no queda ninguna cantldad

apreciable de proteina en las aguas de lavado, como indica -
le ausencis de adsorcidn ultravioleta a 280 mn. El glucagdn
es después eluido de la resina con hldroxidp amdnico o con -

otra base, couo hidrdxido sédico, hidréxido potésico, nidréy

tinuacidn el pH del eluato es ajustedo en el intervalo de
28 3y el glucagdn es precipitedo por adicidn de eloruro
sddico. E1 precipitado se éepara'porffiltracién y la torta

salina resultante se utiliza coao materiél de pértida para

ejenplo véase Staub y colaboradores, supra.

Otras resinas adsorbentes, tal como SE—Sephadex,
CM~celulosa, IR-120, XE-89, IRC-SO ste., no son tan satis-
factorias como el Amberlite 200 ¥y no pueden ser utilizados
en su lugar sin afectar el rendlmiento o0& la pureza del |
glucagdn finalmente obtenido.

‘EJEMPLO

7 Se extraen 100 libras (45 4 kg) de pancreas de res
ijlldO con etanol acuoso dcido al 65 % a pH 3,2 (acldo fos—
férico 0,02 M) durante 2 horas, despues de cuyo tlempo la
materia sélida se separa por filtracidn. El pH del extracto
se ajusta a B,é con NH, OH, precipitando asf sales de fosfato
aménico que son tambisn separadas por‘fiitraciénf Despuds se
ajuste el pH del filtrado & 3,6 con deido sulfirico dilufdo

¥ la solucidn resultante se concentra por evaporacién a va-

insulina, El lavedo de la resina con la misme solucién”regu—

cualquier proceso de purificacidn normal del glucagdn, por - |

i—

-do de litio} hidréxido de trimetilamonio ossimilares;~A’cons o
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{ das frente a solucién reguladora de fosfato potdsico 0,005 M

cio, La grasa que se separe de la solueién por eéaporacién
-del alcohol se separa por decantacidn. El volumen del con-
centrado resultante es de 41 litros. El pH del concent?ado
se ajusta a 7,5 con hidrdxido potdsico-5 N y despﬁéé se pasg
sobre dos columnas 59'4 litros de resina de-copolimero de
estireno~divinilbenceno macrofreticular sulfonétadb en’ forms

de sal potésica (las columnas fueron previamenfe equilibra-v

a pH %,5), a una tempsratura inferior a §°C. El concentrado
se pasa sobre iaé columnas & una vélocidadrde-200 ml/minuto.
A continuacidn las columnes Se lavan con 16 lltros de solu~
01on reguladora de fosfato 0 005 M aplT,5 ¥ las agues de
lavado se deaan aparte para uso en el proceso de purlflqa- ,
cidn de la insulina. El glﬁcéédn adsorbido se eluye dé la.
resina haciendo pasar 8 litros de hidrgxido amdénico 0,1 N

& través del lecho de resina, despuds permitiendo que el

.eluyente y la resina se equilibren durante 2 horas y fimal-
drdéxido aménlco 0 1 N g través del lecho de re51na..E1 pH

tracidn de cloruro,sod;eo se lleva al 15 % por adlcion de

| clorure sddico sdélido, precipitando asi el glucagén;'En el
“zluato de hidrdxido agénico 0,1 N se recupers hasta el 97 %

del glucagdn encontrado en el concentrado crudo.

deberé recaer sobre 1a3-31gu1entes.

mente completando la elucidn haciendo paéar 16 1i%ros de hi-;

uel eluato se ajusta a 2 .5 con un acmdo fuerte y la. conoenr"

En resumen, ‘1a Patente de Introduccidn - que se sollcitq
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REIVINDICACIONES )
1. PROCEDIMIENTO PARA LA SEPARACION DE GLUCAGON DE
LOS EXTRACTOS PANCREATICOS que cohtienen, ademés del gluca-

gén, insulina y otros subproductos pancreiticos protéicos,
cuyo procedimiento estd caracterizado por hacer pasar el ex-
tracto sobre la forma metdlica alcalina o alcalino-térrea de
un copolimero de estireno-divinilbenceno macrorreticular sul
fonatado, con lo que dicho glucagén es gb.sorbido sobre la Te

sina y dicha insulina y otros materiales protéicoé permane-

se diluida.
2. PROCEDIMIENTO PARA LA SEPARACION DE GLUCAGON DE
LOS EXTRACTOS PANCREATICOS, segln la Reivindicacién 1, carag

terizado porque el extracto que contiene insulina-glucagdén

pératura inferior a unos 52C y a un pH.de 7,5, é&sbrbiendo
con ello dicho glucagén'sobrg la resina, quedando en solu-
cién la insulina y otros materiales protéicos y despuéds elu-
yendo dicho glucagdn con hidréxido aménico 0,1 N,

3. PROCEDIMIENTO PARA LA SEPARA&ION DE GLUCAGON DE
LOS EXTRACTOS PANCREATICOS, seglin la Reiviﬁdicacién 1, carag]
terizado porque el glucagdén es eluido de la resina haciendo
pasar hidréxido aménico 0,1 N a través del lecho resinoso,

permitiendo que se equilibren la resina y el eluyénte duran-

do aménico 0,1 N suficiente para eluir sustancialmente la to

L talidad del glucagén.
/

4. Se reivindica por ﬁltimo, ggmo:objeto sobre el que

ha de recaer la Patente de Introduccién que se solicita: PRO

sévhace pasar sobre la forma potésica de un copoliméro de es|

tireno-divinilbenceno macrorreticular sxlfonatado, a una tem-

te 2 horas y después pasando sobre el lecho resinoso hidréx;.

cen en solucidén y después eluyendo dicho glucagdn con-una ba|
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CEDIMIENTO PARA LA SEPARACION DE GLUCAGON DE 1OS EXTRACTOS

PANCREATICOS.

Todo conforme queda descrito ¥y relvindlcado en la pre

sente memorla descrlpbiva, que consta de nueve paglnasfmeca‘.

nografladas.
Madrld 12 de Julio de 1. 97
BERNARDO UNGRIA

p.p. "f*:t B
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