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PATENTE
DE
INTRODUGCGCIGN

Por wPROCEDIMIENTC PARA LA OBTENCION DE PREPARADOS DECOLOREADOS
DE HﬁPARIMAu, a favor de DONA PILAR GARRIGA MAS, domiciliada en
MOYA (Barcelona), calle Wagner, n? 3, de nacionalidad espafiola,

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencidn se refiere a un procedimiento para la
obtencidn de preparados decoloreados de heparina.

En la elaboraciénlcorriento de los preparados de heparina,
por ejemplo mediante higade o pulmones de animales {ver por ejem-

Se Plo la Patente Neerlandesa 62.276) no es posible proceder de tal

mode que el preparado final esté exento de impurezas coloreadas,
El color de los conccidos preparados, vaéia.’sog&n la maydr o me-
nor concentracidn de estas impurezas, entre marron clare y varias
tonalidades de amarille clare.

10, En general es de desear gque estos preparados, los cuales,
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como es sabido, se aplican para evitar la coagulacidn de sangre,
sean mis o menos incoloros,

Es conoclida la manera de purificar les preparados de hepari-
na con la ayuda del reactivo de Lloyd a través de la sal inselu-
ble de bario, ver Bamann-Myrback, nMétedos de la exploracida fer-
mentativan, tomo I (1941), pAginas 259-265, Los preparados as{

purificades, aungque mson blancosm ellos mismos, dan, sin embargo,

una solucidn coloreada entre amarillo y marrén, lo gue precisamen- '

te no es de desear,

Se ha comprobado ahora que los preparados decoloreados pueden
elaborarse, sometiendo los concentrados de heparina a un blanqueo
oxidativo. | |

Para este fin pueden aplicarse los agentes corrientes de oxi-
dacion, as{ por ejemplo les dxidos, los perdxidos, los perdcidos,
las amidaes halogenadas en N, tales como la bromasetamida en N,
la bromosuceinimida en H,-j anélogas, Pero se utilizan de prefe-
rencia el ozono y las sales de los hidrédcidos halogenados. La he-
parina puede someterse tanto en estado sélido como en disolucién
a un blanquee segun el invento. (

Probablemente se eliminan por la oxidacién: también las frac-
ciones menos activas de heparina., Elle es tal vez la causa de la
pérdida insignificante en actividad durante el blanqueo oxidati-
vo. En efecto una pérdida relativamente grande por oxidacidén de
estas fracciones mencs activas lleva séle a una peguefia disminun-
cidn de la activided total. Desde luego se ha de cuidar eligien-
do las circunstancias de reaccidn, gque la misma heparina sufra
lo menos posible disminuciones en su actividad. Para ello se pue-
den variar diversos factores como, por eJQmplo,-la concentracidn
de la solucidn gue contenga heparina, la cantidad del agente oxi-
dante, el tiempo del proceso oxidative, la temperatura y el pH
del medio.
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Se comprobd gue la pérdida en actividad es muy insignifican-
te si el blangueo segin el invento se efectiia a una témperatura

de cero & cinco grades cent{grados, Ademds resulté ser favorable

de aplicar el sistema de trabajar sobre uza disolucidn de hepari-

" na del 20%.

Un efecto muy favorable se alcanza si la oxidact&n se efec-
tia con ozono, en particular en caso de pH de 4 a 6, Si se lleva
una mezcle de exfgeno que contenga ozono a una disolucién de he-
parina de 5 a 10% a una temperatura de 0 a 5° ¢, la pérdide en
componentes activos durante el blangqueo es gélo de un porcentaje
muy pequefio,

S8e obtiene también un resultado muy bueno por medio de un
blanqueo ox;dativo ocon sales de oxécidos halogenados, tgles como
los #lcalis ¢ hipoclorito, hipebromito, cloruro, clorato, broma-
to y yodato, De preferencia se aplica entre éstos el hipoclorito
de sodio siendo el pH en este caso de € a 8,

Desde la‘disolueién blangueade se obtiene por la via de pre-
cipitacidn la heparina casi incolora en forma de polves, seguido
por ejemplo por una centrifugacidén. En caso de precipitacién de
heparina desde una disolucidn no blanqueada las impurezas colorea
des se precipitan junto con la heparina, La precipitacién de la
heparine desde una disolucidén que esté blanqueada segin el inven-
te, proporeiona en cambio una separacién de las impurezas colorea-
das (que permanecen en la disolucién) y de la heparina, por le
cual se obtiene un efecto especial con el blanqueo oxidativo., Una
disolucién del producto finel, en forma de polvos, de unos 5000
U/ml. tiene sélo un color amarillo muy aébil, |

Como efecto suplementario y ventajosoc se presenta en la ma-
yorfia de los casos du:ante el tratamiento conforme el invento ade-

més una dieminucién de la pirogenidad,
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En la literatura se escribe en algunos sitios referente a
la accidn del &cido periddico sobre la heparina as{ por ejemplo
M.L. Wolfrom y otros, J,A,G.S.,72,*579g (1950). En esta publica-
cidn se habla, sin embargo, de investigaciones sobre la estructu-
ra de la heparirna. Ha resultado que eﬁta materia se oxida por
medio de écido periddico y la oxidacidn de las fracciones menos
activas de heparina es méds importante que la de las fracciones
més activas,

Xo era de ﬁrever gque por la influencia de un agente oxidente
pudiera alcanszarse un blanqueo efective, sin que en tal operacidn
se atacara de un modo significante la misma heparina.

En efecto, por la influencia de un agente oxidante pudiera -
esperarse anfes una desoompbsicién de la heparina, dado gue, co~
mo se ha comprobado (ver J.A.C.S. 72, 5796 y consecutivos (1950))
el componente sacaroideo de la heparins posee doé grupos hidroxi-
los y precisamente cerca, en atomos de C vecinos, cuya agrupaoién
puede dar lugar a la llamada particion del glicol, lo que pudiera
tener consecuencias funestas para la actividad,

Para mayor claridad del sistema segin el invento sirvan
les siguientes ejemplos.

BIEMPL .

Se disuelven 5 g. de sal Na de heparina con una actividad

~de 118 U/mg en 100 ml de agua, Se acidifica la disolucion marrén

de 5%, que se ha obtenido, con acético glacial hasta llegar a un
PH de 4,0 y luego durante 24 minutos a temperatura ambiente se
introduce oxigeno que contenga ozono, Después de terminarse el
blanqueo se transforma el sobrante de 6zono Yy los ezenidos, que
acaso se hayan formade, con una disolucidén de sulfito sddico 2N.

Luego se diluye la disolucidn hasta que la concentracion de hepa-

rina sea del 2%, Después se neutraliza la disolucién cen hidréxido ?
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scdico 2N, se afiade 0,9% de sal comin (peso/volumen) y se filtra
a través de un filtro 801ts; Por medio de los resultados de algunes
ccmparacioneé de contraste antes y después del blanqueo se detonngﬁi
na la pérdide de actividad. Esta es de un 8%. Finalmente se lleva
el pH a 7,5 después de lo cual se precipita la heparina por medio
de acetona. El precipitado, dospwés de que haya estado una noche
en reposo se centrifuga, se lava y se seca. Una disolucicon de los
polvos obtenidos de 5000 U/ml, tiene una tonalidad amarilla ver-
dosa muy clara. La abgorcién determinada en un colorfmetro Cole
man, importa para una longitud de onda de 425 milimicres 0,15,
EJEMPLO II.

Una solucién del 10% de sal sddica de heparina se acidifice

con #cido sulfirice 2§ a un pH 4. La disolucidn de color cscuro

se ogoniza a temperatura embiente durante 20 minutos, El color
de la disolucidn es entonces de un amarillo verdoso mmy claro,
La peérdida de actividad, determinada por algunas comparaciones
de contraste antes y después del blanqueo es de S5%.
EJEMPLO III, | ﬁ

De 15 g. de sal sddice de heparina con una actividad de
135 U/mg se prepara una disolucion del 10% en agua. La disolucién
fuertemente coloreada se acidifica con dcido acético glacial a
un pH 4,2, Durante 21 minutos se pasa ozono a través de la diso-
lucidn. Con una introduceidn alargada ya no se cambia el color
notablemente., E1 exceso de ozcno y los ozonldos formados se trans- ;
formar luego mediante una adicidn de una disolucidn de sulfite |
sédico 2N, Después de diluir la disolucidn con agua hasta gue la
concentracién de heparina sea de 2%, después de la adicidn ae
hidréxido gddico 2NV hasta que un pH de 7,5 haya sido alcengado,
y después de haber afiadide sal comin hasta un porcentaje de 9% :
(peso/vol,) la disolucidn es filtrada & través de un filtro s.itz,;
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La precipitacién con dioxdm produce un sedimento gue ¢espu§s del

levado y secado posee una actividad de ;2 g. U/mg. La%pérdida
en actividad durante el blanqueo es de 9%. La absorcién de una
disolucion de 5000 U/ml de este propargdo blanqueado é une longi-
tud de onda de 425 milicras es de 0,13, |
EJEVMPLO IV. i

Se prepara una disolucidn de 0,33 de hipobromito?aédico N
mezclando 50 ml de hidréxido sddico N bajo refrigerac#én con hie-
lo con 100 ml de agua saturada de bromo (4%,o°c), Se iﬂade a tem-
peratura ambiente 0,57ml de esta disolucidn de hipobrﬁ%ito a5 ml
de una digsolucidn de sal sbdica de heparina al 2%. La hozcla reac
tiva alcalina cambia con rapidez de color, Después de &odio minue
to el color marrén & pasado a un color amarillo muy cl&rog
EJEMPLO V. 7

A 50 ml de una disolucidm de heparinato sddico de 2% se afia-
de 2,5 ml de una disolucién de perdxido de hidrégeno del 30%. El
color desaparece sélo muy lentamente., Se deja repesar la mezcla
durante 51 horas a temperatura ambiente, Luego se quifa el resto
de perdxido, aniadiendo una disolucidn de sulfite sddico. El color
marrén de la disolucién ha cembiado en un color amarillo clare,
La comparacién de contraste de la actividad antes y después del

blanqueo demuestra gue précticamente no se ha producido ningune

pérdide en componentes activos, Se recogen los polvos de heparina

de la mezcla del modo conocido, El color de una disolucidén de es-
tos polvos de 5000 U/ml demuestra una absorcidén de 0,58 a una
longitud de onda de 425 milimicres.
EJEMPLO VI.

A 50 ml de una disolucidn de heparinato sédico de 2% se afia-
de a temperatura ambiente 2,5 ml de una disolucién de hipoclorito

sédico 2N, Se neutraliza la disolucidn, Despuds de un tiempo de
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accidn de unos S5 minutos ya no se verifica ninguna decoloracién
més y lo que queda del color es de una tonalidad débil de amari-
llo. Bl exceso de hipoclorito se elimina con una disolucidn de sul |
fito sédico, La pérdida en actividad durante el blangueo es préc- |
ticamente cero. Una disolucién de 5000 U/ml elaborsde con los pol- i
vos obtenidos aislando la heparina, del modo conocido, de la diso- i
lucién blangueada, tiepo una extincidén de 0,50 a una longitud de :
onda de 425 milimicras,

Al efectuar el blanqueo oxidativo a una temperatura de entre :
0y 5° G, la duracién mfnima de la reaccida es de unos 10 minutoa,g
Aef ge alcanzan los mismbs resultados como los mencionados antes, ;
EJEMPLO VII. | | A

Se deja actuar 5 ml de hipoclorito sddico 2N durante 10 a 15
minutos en 100 ml de una disolucién de heparinato sédieo de 20%
a una temperatura de 5°c suldando que la mezcla de reaccidn sea
neutra, Después de terminarse la reaccidn, se quita el exceso de
hipoclorito del mismo modo como dicho Ejemplo VI. Bl color de la
disclucién de heparina se ha alterado de marrén a amarillo claro.,
La pérdida de actividad es de un 7%, Desde la disolucién blanquea-
da se obtienen del modo conocido los polvos de heparina, Una di-
solucidn de ésta de 500 U/ml deja ver una absorcidén de 0,50 a una
longitud de onda de 425 milimiecras.

La invencién, en su esencialidad, podréd ser llevada a la
préctica en otras formas de realizacidn que difieran en detalle
de las indicadas a t{tulo de ejemplo en la descripoidn, a las
cuales alcanzara igualmente la proteccidn que se recaba, Podré,
puds, ser desarrollada con los medios y aparatos més adecuados,
por quedar todo ello comprendido en el espiritu de las reivindica

ciones,
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Descrito el 1nvonto; lo gque se declaré como no divulgado
nil practicado en Espafia, comprende las sigulentes reivindicacio-
ness

l., Procedimiento para la obtencidén de preparados decolorea-
dos de heparina, caracterizade porque se somete a un concentrado
de heparina a un blangueo éxidativo,

2. Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracteﬂ&zfdo
porque se blanguea a una temperatura de unos O a 5° C..

3. Procedimiento segin la reivindicacicn 1 o 2, caracteri-
gado porque el producto de partida es una disolucidn de heparina
de un 20%.

4, Procedimiento segin las reivindicaciones 1 a 3, carac-
terizado porque se aplica ogzono como agente oxidante,

5. Procedimiento segin la reivindicacion %4, ocaracterizado
porgque se blanquea a un pH de unos 4 a 6.

6+ Procedimiento segin les reivindicaciones 1 a 3, carac-
terigzado porque se empleen s#los de oxdcidos halogenados como
agente oxidante.

7. Procedimiento segiin la reivindicacién 6, caracterizado
porque se aplica hipoclorito sédico como agente oxidante a un pH
que se encuentre entre 6 y 8,

8. Procedimiento segin las reivindicaciones 1 a 7 caracte-

rizado porque la heparina es separada de la solucion blanqueada,

por precipitacidn, en forma de polvo.

9. Procedimiento para la obtencién de preparados decolorea-

dos de heparina.
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Segin se describe y reivindica en la presente memoria des-
criptiva, que consta de nueve hojas, foliadas y escritas a ma-
quina por una socla cara,

Madrid, a 18 de junio de 1956,

PILAR GARRIGA MAS.
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