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"le purificacién de heparina cruda y en especial a la sepa~
.. cialmente trangparente e incolora.

.Sulfatédos. Esta sustancia presenta la prbpiedad tnica de .

.inhibir fuertemente la coamgulacidn de la sangre. Por esta
trombosis post~operatoria. ILa heparina se encuentra en el
" rios procedimientos conocidos. Algunos de ellos estédn des-

‘crude, ahora disponible por métodos conocidos y habitual-

‘mente en forms de sal sddica, puede tener une activided

diversos agentes oxidantes. Como la accién de los agentes

- oxidantes es muy intensa, siempre existe el peligro de que

-2 -
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Este invento se refiere a un procedimiento para

racidn de las impurezes coloreadas de la heparins cruda

para proporcionar un producto que forme una solucidn esen-

Ia heparinas pertensce a uma clase de sustancias de

los tejidos animales que son denominados mucopolisacdridos

razén, es utilizada como anticoagulante en la cirugia vas-

cular, en el tratamiento de la trombosis ¥y pare impedir la

higado, pulmones y teﬁi@o de la mucosa que recubre el inf

testino delgado de los animales. Puede ser aislada por va-

critos en la literaturs de patentes, por ejemplo en las

pateptes'estadounidenses 2.884.358 ¥ 2.954.321. La heparing

de, por ejemplo, 80-100 Unidades Internacionales por mili-
grémo (U.I./mg, medido por el método de ensayo normalizado
contenido en la Farmacopea de Estados Unidos). Sin embargo
estae heparina cruda estd caracterizadq casi invariablemen-
te pqrAun'color que puede oscilar entre pardo y amarillo.
Se han realizado muchos intentos para eliminar esta colora+
qién con objeto de obtener un producto blanco sustancial-
meﬁte puro que forme una solucidn incolora,

. Para blanguear la heparina cruda se han propuesto
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ataquen no golamente a las impurezas coloreadas sino tam~

bién a la propia heparina. Por lo tanto, el ugo de agentes
oxidantes debe ser controlado egtrechamente. '

En una reciente patente estadounidense, nimero

. 24830.931, se describe el uso de los permengenatos para la

eliminecidn de las impurezas coloreadas de la heparina.

Esta patente descubre que la . heparina puede ser blanquea-

_da.calenténdola en un medio acuoso con el permangansto a

.uné tempefatura comprendida entre 60° Yy 9000 y que el pH

debe~éer controlado muy cuidedosamente dentro del interva-

lo de 8,0 a 8,5. En la patente canadiense 624.095 también

-ge describe el uso de los permanganatos como agentes de,

blanqueo ¥, ademés, se guglere que pueden utilizarse los
bromatos, perboratos, persulfatos, hipocloritos, cloratos,
dicromatos, cromatos, yodatos, hipoyoditos, peryodatos e
hipobromitos, as{ como los haldgenos, cloro, bromo y yodo.
El reactivo permanganato preferido puede ser ubtilizado en

exceso, & la temperatura smbiente, perc este exceso debe

‘ser separado posteriormente con un agente reductor suave

‘como el formaldehido.

El presente invento tiene como objeto general la'
preparacidn de heparine purificada a paitir de un material
de heparina cruda.

Otro objeto del invento es proporcionar un proce—
dimiento pare la separacidén con éxito de las impurezas
coloreadas dela heparina cruda mediante el uso de perdxido|
de hidrégeno.

_ . Otro objetJ del invento es proporcionar uﬁ proce~
dimiento relativamente sencillo de preparadién, a partir

de:heparina cruda, de un producto sustancialmente incoloro
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,fdiante la adipién de una base fuerte hasta que dicha solu-

{cién se vuelve suficlentemente alcalina para producir la

'_ias impurezas precipitadas de la solucién, adicidn de pe- -

.réxido de hidrdgeno & la solueidn alcaiing en cantidad su-

- parina, mantenimiento del pH de la solucidn resultante en

1a'regién alcalina durante el blanqueo, preferiblemente

" de hidrogeno, permitiendo que la solucién permanezca en

queo y despuds recuperando la heparina de la solucién.

‘heparine cruda, que habitualmente tlene un pH alrededor de

8, se ajusta a un pH de'11 aproximadamente o mayor con hi-

380578
con une actividad-hepariﬁica especifica méyor.-

" El procedimiento del invento en sus aspectos am-
piios comprende la purificacidén de heparina cruda elevando

el pH de una solucién acuosa de dicha heparine cruda me=
formacidn de wn precipitado de impurezas, separacién de
ficienﬁa para'blanquear las impurezas coloreadas de 1; he-

ajustando inicialmente el pH entre 8,5 y 9,5, es decir

aproximadamente a pH 9, después de la adicidn del peroxido
feboso hagta que se ha completado la operacidn de blan— .

Se hélencoqtrado qpé le. heparins gruda'puede ser
burificada satisfactoriamente por este procedimiento y qu%'
incluso a la temperatura ambiente o més baja,'la accion de
blanqueo del perdxido de hidrdgeno es razonabiemente rdpi~
dz y completa. No se produce ninguna pérdida de actividad
heparinica y'el volumen del perdxido de hidrdgeno no tiene
que ser estrictamente controlado. '

El control del pH es unae caracteristica impoxrtante
dél procedimienxo. Este se consigue mediante el uso de una
bage fuerte como los hidroxidos de metales alcalinos, v.g.

NeOH y.KOH. Se ha encontrado que si une solueidn acuosa de
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floculento que es fdcilmente separable por sedimentacion
'solucidn de heparina. Ias soluciones de concentracidén mds
- baja requieren velores mds altos de pH, es decir, el pH

eidén. de heparina & une concentracidn del 1 %, puede ser

.doﬁveniente elever el pH hasta 12,5 o mds. Por ofre barte,

- algunos casog, hen formado un precipitado satisfactorio a

un pH ten bajo como 10. EL pH exacto que ha de ser utili-

cién del 1 % o superior. Se prefiere que la solucidn’de

"rina final producida tendrd une activided mds baja, al es-

» tar dilufda con la materie inerte.

1380573

dréxido sdédico u otra base fuerte, se forma un precipitado

o filtracidén. E1 pH exacto al cual se forma este precipi-

tado depende hasta cierto punto de la concentracidn-de la
es mds oritico a concentraeciones mds bajas. Con une solu-
las soluciones.de heparina & concentraciones del 5 %, en

zado para una golucidn particular de heparins puede ser
determinado muy bien por el operario, guiado por el cono-
cimiento de que debe formerse un precipitade dentro del
intervalo general de pH comprendido entre_11 ¥ 13 aproxina;

damente para las soluciones de heparina de une concentra-

heparina a la cual se agrega una base fuerte tenga una
concentracidn de heparina de 2-10 % aproximadamente, con-
giderdndose ideal una concentracidn del 5 %.

N ' La_naturéleza exacta de esta materia precipitada
no es conocida,-pero précticamente no'contiepe ningﬁna 8¢~
tividad heparinica y por lo tanto debe ser considerada co-
mo un diluyente indeseable, Se ha encontrado que es impor-
tante separar el material precipitado de la solucidn antes
de afiadir el perdxido de hidrdgeno. Si no se separa, en

general el blangueo biene menos éxito. Asimismo, la hepa-

F
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8 la soluclon alcalina de heparina, normalmente.se produce

_un descenso del pH debido a la naturaleza gcide de este

,fpuede descender desde pH 11 o més alto & menos de 9. Ade-
"mwés se ha encontraao que es una caracteristica importante

A.del.invento el hecho de que,al principio del periodo de
jblanqdeo, el pH esté comprendido aproximadamente entre 8,5
¥y 9,5 y sea preferiblemente 9. E1 pH puede ser ajustado

"~ por debajd del valor deseado & consecuencia de la 2dicidn
de perdxido de hidrdgzeno. EL blangueo de la_solugién'de
heparina con perdxido de hidrégenq} se produce en condi-

' ne tendencia a descender durante el periodo de blanqueo y

separaoiéh de algunos de sus grupos sulfato. EL ajuste del

' blanqueo constituye una salveguardia contra la caida a la

" a la solucidn de heparina cruda y haber ajustado el pH a

~ en reposo a la temperatura gmbiente durante toda la noche

- Después de haber agregado el peroxldo de hidrdgeno

reactivo, Asi, el valor del pH de la solucién de heparina

mediante le adicidn de hidrdxido sdédico cuando desciénde

ciones mis alcalines o mis deidas. Sin ombargo, el pH tie-
la heparina puede ser inactivade a pH deido debido & la
pH dentro del intervalo dado al principio del beriodé ge

regién deida. Alternativamente, el pH puede ser ajustado
de vez en cuando durante el periodo de blanqueo pare garand
tizer las condiciones alcelinas. A valores de pH superiores
a 9,5, el'blanqﬁeo con perdxido de hidrdégeno parece ser
menos répido y completo. Por lo tanto, es conveniente man-|
tener el pH por enclma de 7,0 y por debaao de 9,5 durante
la fase de blanqueo.

Después de haber agregado el peréxido de hidrdgeno

9,0 aproximademente, la solucién resultante puede dejarse
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'temperatura es practicamente complgtd dentro de las 12~
‘tura y suzentado a temperaturas inferiores e 1a embiente.
-Asf, 1a temperétura de la solucidn puede elevarse, por

,queO-eh algunas horas sin ningin efecto sustancial sobre

- la actividad heparfnica. En general, ge puede trabajar con

-7 -
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para completar ls -eccidn de blangueo. El blanqheo e esta

24 horas. El tiempo, sin embargo, no es exactemente criti-

co y pusde ser reducido mediante un aumento de la ‘tempera-—

ejemplo, hasta aproximadamente 50%C y completarse el blan~

tempereturas comprendidaes entre 0° y 60% pero se prefieren
las temperaturas méds suaves dentro de este intervalo.

~ Ia concentracidn de perdxido de hidrégeno no es
exactamente criticé y se ha encontrado que se obtienen ré—
sultados satisfactorios cuando se agrega alrededor del 5 %
al 25 % en volumen, calculado sobre la solucion de hepari—
ne, de una solucidn de perdxido de hidrdgeno al 30 % so-
bre une solucidn de heparine a una concentracidén del 5 %,
giendo el Sptimo aproximadamente el 10 % en volumen. Le
cantidad de solucidén de peréxido de hidrdogeno puede ser -
fdcilmente ajustada para proporcionar la accién de blangued
necesarie pare la remesa y la concentracién particulares dg
la solucidn de heparina que estd siendo tratada. No parece
que sea perjudicial un excesgo de Hy05. '

También se ha encontrado que la heparina crude pue-
de contener cantidadeé apreciables de dcidos nucléicos. Los
éeidos nqcléidos son fdcilmente detectados por su absor—
oiéﬁ cargcteristica de la luz ultravioleta de una longitud

de onda especifica. Se prefiere gue el contenido en dcidos

nucleicos de la heparina se mantenga en un valor bajo, aun

que estas sustancias no afectan mnterialmente a2l valor te-
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" ristica del presenxe invento comprende la reduccion del
rlblemente, esto se reallza antes de la fase de blanqueo,
. pero también puede reallzarse después de haber completado

?'el blanqueo.

gjos del pH, pero las condiciones édcidas destruyen la he-

.parina. Diversos adsorbentes, como ciertos tipos de car-
- v.gf tierre de Fuller y bentonita, adsorben los dcidos nu~-
¢léicos pero cade uno de estos adsorbentes lleve sus pro-

" %es de arcilla tienen poca capacidad y mwalas propiedades

Vhldratado sintético presenta uns excelente capacldad adsor

to. magnésico hidratado sintético antes de ser blanqueadas

con perdxido de hidrdgeno.

s, 1970
hoee 3

rapeuilco de la heparins. Por congigulente, otre caracte~—

contenldo en acidos nucleicos de la. heparlna cruda. Prefe-
- Tos acidos nucléicos son 1nsolub1es a valores ba-

bones vegetales sctivos y arcillas naturales y activadas,

blemas asociados. Asi, los carbones vegetales activados

también pueden adsorber parte de la heparina y los edsorbej

de’ filtracidne

- Ahorae se ha encontrado que un silicato magnesmco

tive, de los dcidos nuclelcos y, ademis, posee buenasg pro-

pzedades de filtracidn. Uno de estos adsorbentes de silicas

to de magnesio hidratado se encuentra en el mercado con
el nombre de "CELKATE", fabricado por la Johns—MﬁnVille
COmpany, Celite Division, New York, M. Y. Por lo tanto, en
el procedimiento preferido del presente 1nvento, lags solu-
ciones de heparina cruda, y en particular aquéllas cuyo
éhélisis hé demostrado que‘tienen un ele&ado contenido en

dcidos nucleicos, son tratadas con el adsorbente de silica-

Es sabido que la actividad de 1a heparina cruda
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- Bate puede realizarse disolviendo la hepariha blanqueada,
‘ centracidn, precipita'hebarina de gran actividad. Se sepa-
-ra ésta y la concentracidn de acetona de la solucidn resi-~

cuya .concentracidn precipita una fraccidn de heparina de

‘menor actividad. En los casos en los que la heparina blan-

N 70

I.ﬁ," A
4 ,l

A
. Fo Bty

puede ser aumentada por'iraoqionamieﬁﬁo con disolventes.

en solucién saline y agregando acetbna haste uwna concen--

tracidn del 40 % en volumen aproximadamente. A esta.con-
dusl se eleva entonces hasta el 60 % aproximadamente, a

queads tiene una actividad de 80-100 U.I./mg, la activided
de la primera fraccidn precipitada con acetona puede ger
del orden de 150—1;0 U.I./mg. Por consigﬁiente, con objeto
de obtener un producto de heparins précticamente pura, de
gran acfividad, ellprocédimiento‘del inveanto incluye 1a
separacidén de los dcidos nuecleicos de la heparina por tratg
miento con un adsorbente de silicato magnésico, ajuste del
pH de una solueidn acuosa de la heparina dentro de una re-
gidn comprendida entre pH 11 y 13 mediante la adicidn de

hidréxido gédico, separacidn del precipitado formado & es-

te pH, adicidn de perdxido de hidrdgeno a la solucidn aleca
lina de heparine y blangueo de dicha solucién con el perd-
Axido de hidrdgeno agregado a un pH comprendido aproxiﬁada—
mente entre 7,0 y 9,5, recuperacion de-la heparina de este
soluqién y freccionamiento con disolvente de la heparina
‘blanqueada para proporcionar una frgccién de gran activided
éspecifica heparinica.
EJEMPIO 1
Separacidn de le meteria insoluble de le heparina cruda g

pH_elevado

Se preparan tres soluciones .de heparina cruda a
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unas concentraciones del 1 %, 2,5 % j 5 %'en peso, respec=

" tivamente. Dos muestras de cada una de las tres soluciones

se ajusten & pH 11,5 y pH 12,5 mediante la adicidn de NaOH

5 N. En'todaS‘laé muestraes se produce una turbidez a pH

- 11,5. En todas las mﬁestras, se forme un precipitado flo-

- culento a pH 12,5, que se sedimenta en 15-36 minutos.

Iag seis muestras son centrifugadas en tubos tara-

‘dos hasta que el liquido que sobrenmda es transparente.

Tos precipitados se lavan con FaOH diluido, & un pH igual

al de precipitacidn, se centrifugan de nuwevo y los preci-
pitados se secan a vacio a 50°C haste que alcanzan un peso
constante al cabo de 4 dfas.

Los resultados se encuentran tabulados a continua-

cidn: - o
Concentracidn de % en peso del crudo que
heparina  crude pH ‘ ha_precipitado

1 % en peso : 1,0

2,5% " 11,5 0,6

5,0% ’ ' 3,3

1 % L : 3,1

2,5% " 12,5 3,2

5,0% ' 3,9

Estos datos indican que el pH mds adecuadé para
la precipitacién de las impurezas insolubles en los dlca-
1is; sobre toda la gama de concehtrécioﬂes, es de 12,5 en
esta heparina crude. A una concentracién de 5,0 % en peso,

la cantidad de impurezas precipitadas{a pH 11,5 es lige=

~ramente menor que & pH 12,5, perd a concentraciones mis

bajas, la cantidad de impurezas precipitadas al pH mds
bajo es considerablemente menor,

>
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_cidn al 5 %, pH 7,6. F1 {ndice de color es 52, medido en

" ra ambiente cuando el pH inicial es 8,0, 8,65 6 9,0. EL pH

" de la solucién A, inicialqente‘B,O, desciende hasta la re-—

EJEMPLO 2

'Efecto del pH sobre el blangueo con perox1do de_hidrégeno

Se preciplta heparina cruda de acetona al 60 %. El

precipitado se seca y se disuelve en agua dando una -solu-

-un colorimetro Klett con un filtro azul (Colorimetro Foto-
.eiéptfico Klett-Summerson, fabricado por Klett Manufac-
.turing Company , New-York, N.Y.). Se disuelye NaOH sélido
en esta solucidn pare dar un pH de 1é,4. Después de filtray
ge agrégan 0,2 volimenes de Hy0, al 30 %. EL pH desciende
a 8,65; el indice Klett es 41. _

" Cuatro porciones de 1la solucidn, a la temperatura
ambiehte, se ajusten a pH 8,0, 9,0, 10,0 y 10,9 y el resto
se deja a pH 8,65. En 1@ siguiente tabla, .estas porciones
son denominades 4, B, C, D, y B por orden de pH. Los indi-
ces Klett son determinados & intervalos. _

| A B c ‘D . E
Tiempo _pH_ Klett _pH Klett _pH Klett _pH Klett pH- Kletd
cero. 8,0 41 8,65 41 9,0 41 10,0 41 10,9. 41
Thoras 6,7 4 8,0 5 9,0 4 11,0 11 11,2 14
o4horas 6,2 O T,6 O 89 0 11,0 T 11,1 10

El blanqueo es igualmente eficiente a la temperatu-

gién dcida durante el periodo de blamqueo. Ia heparina pue-
de ser desulfatads a pH deldo. Por lo tanto, se. prefiere wi
pH inicial de 9,0 aproximadamente después de la adicidn del
_HQOQ, ya que en este ceso el pH no desciende apreciablemen-

-te.-
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Blanqveo de heparnna cruda con dlvegsas concentracmgnes de

350578 2

EJEMPLO 3

.pr 12,3 mediante la adlclon de NeOH sdélido. Despues de f£il
- drar para separar las impurezas precinltadas, la solucion
. 8e divide en 4 partes, & las cuales se agregan unas canti-
- dades de H202 al 30 % que oscilan entre 5 % y 20-% en vo-
-lumen. El blangueo:se realiza a le temperatura ambdiente.

Cuando es necesario, el pH se ajuste entre 8,8y 9,2.

~ cero pH al agre

Ajustado a -~ - 941 9,2
BH. . =12 - 12 - 12 - 14
24 he pH agusta : . o
do a 74 6,7 8,8 2,2
- 88 - 88 = - o - -
43 he 7,4 8 6,6 6 8,7 9 9,0 12

perdxido de hidrdgeno .
Uha solucidn al 5 p de heparina cruda se ajusta a

Las'lecturés del colorimetro Klett se toman & ine-
‘tervalos, utilizando un filtro azul. Ies lecturas y los
ajusﬁes de.pHVse realigan en la formé indicada en la si-'

guiente tabla:

Volumen -agregado de HpOp al 30 %

| D 5% 0@ 15k 208
Tiempo - _PH Klett _pH Klett pH Klett _pH Klett

gar Hy0y = 9,124 8,8 24 8,7 22 8,5 22

El blanqueo, presenta la mixime eficacie sobre la
solucidn de heparine al 5 % con un 10 % en volumen de.
HyOp &l 30 %, | '
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'te la adiqién de NaOH 5 N. El materiel que flocula y se se

- diatamente en un bafio de agua a 50°C y se comprusba el pH

' la solucidn se retira del bafio. Se precipita la heparina

 los ajustes de pH despucs del ajuste inicial del pH a 9,0

~~~~~~

- EJEMPLO 4 = .
. Blanqueo de una solucidn al 5 % de hepérina eruda a 50°C

‘Una solucidn de heparina cruda (concentracidn 5 %

en peso; actividad 120 U.I./mg) se ajusta a pH 12,5 median

: d;menta en la éolucién se sépara por filtracién con un au-
‘xiliar de filtracidn de tierra de diatomeas, vendido bajo

_la-mafca "Celite". El indiee-Klett'(gzul) es 9%; Se afiaden
-O,élvolémenes de Hy0, al 30 % y el pH, que desciende & 8,8}

se ajusta a 9,0 con NaOH. Ia solucidn se introduce inme-

~

cada qua. El pH disminuye a una velocidad de 0,4 unidades,

hora'aproximadamente ¥y se reajusta a pH 9,0 cada hora. Desq

pués de 5 horas, el indice Klett (azul) es 5 y la mitad de

con acetona al 60 % por los procedimientos normales, i

El producto del blanqueo de 5 horas tiene wna actif
vidad de 125 U,I./mg. Pasa ol ensajo de color y él ensayo
de estabilidad del color.

Ia otra mitad de la solucién se mantiens & 50°C du
rante la noche (16 horas).‘El pH desciende a 6,2 y el indit
ce Klett (azul) es cero. Ia hepariné recuperada por preci-
pitacién con acetona al 60 % tiene una actividad de 82
U.I./mg. '

Por 10 tanto, una solucidn al 5 % en peso de hepa-
rina cruda puéde ser blanquéada con H202 ) 5000 gi se adop
tah las precauciones heeesarias pare ajustar el pr En la

préctica, es mds conveniente un blangueo durante tode la

noche a la temperatura ambiente, porgue no son necesarios
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en peso; actividad 120 U.I./ug) se ajusta a pE 12,5 y se

{separa la materia insoluble, exactamente igzual que en el

limenes de agua. Bl indice Xlett (azul).es 20. Sobre esta

" cipita con acetona al 60 % y se seca en 1a forma habitual.

'1idad del color. | oo

ta bien para eliminar los gases dlsueltos Y se agregan

' 200 g de cloruro sédico. TIa heparlna blanqueada se recupers

-14 -

aproximadamente. -

EJEVPLO 5

Bl'angueo de une solucidn al 1 % de heparina cruda a jO°C

Unge, solucidn de heparina cruda (concentrac1on 5 9

eaemplo anterior.

El filtrado transparente se dlluye con cuatro vo- .

solucibn se afinden 1/25 voldmenes de H,0p al 30 % y el pH
se ajusta a 9,0, Ia solucién se mantiens & 50°C durante

5 horas y el pH se ajusta & $,0 cada hora. El descenso me-
dio del pH es alrededbr de 0,1 unidades/hore. Después de

5 horas, el 1ndlce Klebt (azul) es 2. La heparina se pre-

E1 producto final tiene una actividad anticoagulante de

127 U.I./mg; pasa el ensayo de color y el ensayo.de estabi:

EJEMPLO 6
Blangueo & 3,5°C

Se disuelven 2050 g de heparina cruda de cerdo en
40 litros de ggua destilada y el pH'se ajusta a 11,5 con
hidréxido sddico al 50 %. El precipitado resultante se se-
para_bor filtracibén y se afiaden 4 litros de peréxido de his
drdgeno al 30 % a la solucidén transparente. E1 pH se éjus~
ﬁé a 9,1 con hidréxido sddico &l 50 % y se mantiene & 3,5Q}
durénte 21,5 horas, Durante el proceso de blanqueo, el pH

se mantiene entre 8,9 y 9,1. Ia solucidn blanqueada se agit
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_‘heparine cruda disueltos en 9 litros de agua destilada).
‘m pH de esta goluciép se ajusta despuss con hidrdxido 96—_
" gico al 50 % & pH 10. EL precipitado formado & este pH se
_separa por filtracidn. A la solucidn filtrada se agregen

.2,2 litros de perdxido de hidrégeno al 35 % y se mezcla

~ lada (36 litros de sgua destilada y 1918 g de heparina cru

[ . 7 . .
ruro sodico y.la solucion se agite intensamente para gepa-

-15 -

350578 4
por precipitacidn. con disolvente en la forma habitual.
BIEMRIO T

 Se disuelve heparima cruda en agua destilada para

preparar ung solucién al 5 % aproximadamente (470 g-de

I{ntimamente. Se defermina el pH de la solucidn résultante
y se ajusta a 9,5 con solucidn acuosa al 50 % de hidréxi-

do sddico. Ia solucidn resultante se mantiene a T8°F (25°C

durante 105 horas. Una vez completada la operacidén de blan:
queo, se agregan 165 g de cloruro sédico y la solucidn se
agita intensamente para separar el gas disuelto. Después
ge filtra la solucidn y el pH se ajusia & 7,3 con gcido
clorhidrico dilu{do. La heparina blangueada se precipita
en la forme habitual, se filtra y se seca a vacio. |

' EJEMELO 8 '

Se disuelve heparine cruda de cerdo en agua desti-

da)s E1 pH de la solucidn se ajuste a 11,3 con solucidn de
hidréxido sddico 8l 50 % y la solucidn se Ffiltra para sepa+
rar el precipitado que se ha formado. Sobre esta solucidn
se afiaden %,2 litros de perdxido de hidrdgeno al 35 %. Des+
pués de mezclar intimémente, el pH de la solucion se ajus~
ta a 9,0 con hidrédxido sddico al 50 %, La solucidn resul-

tante se mantiene a 68°F (20°C) durante 44 horas, Después

de lasg operaciones de blanqueo, se agregan 450 g de oib~

e S 4, i S
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rar el gas disuelto. Despuds se filtra la solucidn y el

' pH se ajusta a 7,3 con dcido clorhidrico diluidq. A con-

| 45 litros de agua destilada y ol ﬁH de 1la solucidn se ele-
'_ﬁa~a:f1,4 mediante la adicidn de solucidn de hidréxido 0.
.dico al 50 %, Ia solucién se filtrs para separar el preci-
~ xido de hidrdgeno al 35 %, se agita bien la solucidén y el
pH se ajusta a 9 con hidrdéxido sddico al 50 %. Despuds de

" solucidn se lleva al 1 % con cloruro sddico, se ajusta el

queads sé precipite, se filtra y se seca a vacio.

de los gases disueltos, Despues se filtra la solucidn y el

 pH se ajusta a 7,3 con deido clorhidrico dilufdo. Ie hepa=

tinuacién la heparina blanqueada se‘precipita, se filtra
¥ se seca a vacio, ’ |
R EJEMPLO .

Se disuelven 2 kg de heparina cruda de cerdo en

-

pitado. A la solucién filtrada se agregan 9 litros de perd

dejar en reposo a T2°F (22°C) qurante 19,5 horas, los ze~

ses disueltos se separan mediante violenta agitacién. La
pH & 7,2 con deido clorhfdrico dilufdo y la heparina blan-

' . BJEMPLO 10 .

Se disuelve en agua destilada une heparina cruda
y seca de buey (122 g disueltos en 2,2 litros de BEUE des-
tiiada). E1 pH de la solucidn se ajusta a 11,4 con hidré-
xido sddico el 50 % y la solucidn se filtra para separar
el precipitado, Sobre esta solucidn se agregan 440 ml de
peréxido de hidrégeno al 35 % que se mezcla biem y el pH
se ajuste a 9,1 con hiardxido sédico al 50 %, Esta solu-
cién resultante se mantiene a 72°F (229C) aurante 18,5 ho-

rag. Se afladen 26 g de sal a la solucidn blanqueada y =2 agi«

ta violentamente hasta que se han liberado 1la mayor perte
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se geca a vacio.

. E1 pH de la solucidn se eleva a 11,3 con hidrdxido sddico
8l 50 % y se filtra la solucién resultante. Sobre esta so-
‘lucidn se afiaden 6,5 litros de perdxido de hidrdgeno al

.35 %. Esta solucibn se agita bien y el pH se ajusta & 9,0

-precipite con acetona al 60 % en condiciones normales

“disuelve de nuevo dando una solucién &l 5 %, pH 7,2, I{ndi-

~ce Klett 11.

380578

rine blanqueades se precipita -a continuacidn, se filtra y

BJEMPLO 11

Se disuelve en agua destilada una heparins Qruda

_de buey (1564 g de heparina disueltos en 31 litros de agua).

69n hidrézido sddico al 50 %. Ia solucidn resultante se
mantiens & %OoF (21°) durante 25,5 horas. La solucidn
‘blanqueada se agita después violentamente paré eliminar
los gases disueltos y se afiaden 375 g de sal. A continua-
cién se £iltra la solucidén blanqueada, se-ajusta el pH
a 7,3 con dcido clorhidrico diluido y después se precipi-
ta la heparina, se filtra y se seca a vacio.
' BJEMPLO 12

Una solucidn al 5 % de.heparina cruda (actividad,
86 unidades/mg de peso seco) tiene un pH de 9,5. Este se
eleva a 12,5 con NaOH 5 N. Se forﬁa un prebipitado flocu~
lento como es habitual., Por filtracion se obtiens una so-

lucién amarilla transparente, indice Klett = 106 (filtro

azul). Se agregén 0,2 volumenes de H202 al 30 %. E1 pH des+

ciende a 8,3 y se ajusta & 9,0, Después de permanecer en
reposo durante 24 horas a la teuperaturs ambiente (22 a

26°C), el indice Klett vale 13. Ia hepérina blangueada se

(pH, 6,7; adicién de NaCl al 1 %). E1 precipitado seco se
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"seca y se amaliza,

"das cantidades de silicato magnésico hidratado sintético

“ague y se miden sus coeficientes de extincin a 255 mp

‘m{nimo en peso/volumen de adsorbente, son tratedas después

- como en los ejemplos anteriores.

- 18~

380578 ¢

La heparina se reprécipita con acetona al 50 %,‘ée

Andlisis del producfo'

Actividad anticoagulante: " 112 unidades/mg
Indice de color: ‘ . Pasa el ensayo
EJEMPLO 13 '

Separacion de log dcidos nucléicog de la heparina
R ‘ .eruda
Unas pequefias muestras de una solucién al 5 % de

hoparins cruda se agitan durante la noche con determina~
(CEIKATE) que oscilan entre 5 % y 25 % (peso/volunen). A
contiﬁuacién cada une dé lag muestras es centrifugada y

losyliqﬁidos transparentes que sobreradan se diluyen.con'

en un espectrofotémetro de ultravioleta.

- Concentracidn de 1% S
adsorbente (pe B & 255 mp

go/volunen . 1 cn

cero A 55,0

5% 45,3

10 % - 13,6

| 15 % ' 2,6

20% 0,6

25 %  . 0,9

Ie determinacién de la actividad anticoagulante
indica que no se produce ningin cambio en la concentracién
de heparina durante el trataniento con este adsorbente. lasg

soluciones asi tratadas, preferiblemente con el 10 % como

RN
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: Separa01on de los deidos nuclelcos de heparlna blangueadea
LY sé,precipita con acetona el 40 %. El producto tiene un
rial se agita durente la noche con silicato magnésico sin~

| tético (CEIKATE, 10 % pesq/volumen) Con ello @isminuye el
.E1% a 255 mp 8, 0, 376. El precipitado con acetona al 40 4

(nagte ol 36 4% en peso, calculado sobre-el peso de la

minimo y'posiblemenﬁe dentro del intervalo comprendido en—

base fuerte y que las soluciones de heparina asi tratadas

"~ dando produétos con un color y una estabilidad del color

EJEUPLO 14 S

y fraccionada
Una muestre de heparina crude se blanquea con H202

':% a 255 mp = 3,00. Una solucidn al 5 % de este mate—
cm

1 em

de esta soluc1on tiene wun E1% a 255 qp =0 236.
cn

De lo qgue antecede se deduce que las impurezas

metéria cruda) pueden ser precipitadas de la solucidn de

heperina cruda elevando el pH de la solucién hasta 10 como
tre 11 ¥y 13 aproximadamente, mediante la adicién de una

pueden ser blanqueadas con perdxide de hidrogeno en condi-
ciones alcalinas, & temperaturas comprendidas entre 0° y

60°C, sin pérdida sustancial de actividad anticongulante,

aceptabless También se observard que pueden conseguirse
fdcilmente nuevas mejoras en la purezsa mediante la sepa-
racidn de los dcidos nucléicos con silicato magnésico.

Debe entendérse que la palabre "heparina" en el.
sentido utilizado en la memoris y en las reivindicaciones
incluye las sales de heparinra, es decir la forma normal de
la hepariné. El procedimiento de blanqueo de 10s ejemplos
se realiza sobre ls sal sédica.

En resumen, la Patente de Bﬁro&nxmx1que ge solici-

ta deberé recaer sobre las siguientes: ..
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. base fuerté; hagta qué‘la solucidn ha alcanzado aproxime-
,‘démente una alcalinided de pH 10 como minimo y se ha for-
, mado un»préciéifadé, separar dicho precipitado de la solu-
:féiénnélcalina,'agregar perdxido Ge hidréggno'a'la solucidn
. alcalina resultante, blangﬁear diChaisoiupién de heparina

Aboﬁ-eiiperéxido de hidrdgeno agregedo a un pH bomprendido

de diche solucidn.

- el pH de la solucion ge eleva haste aproximadanente 12,5

para producir la formacidén de dicho precipitado.

“en’ el que la concentracion de la solucidén acuosa de hepa-

" rina, de unaAsoldcién al 30 % de perdxido de hidrdgeno.

,.de la heparlna por tratamlento de la solucién alcaline con

RETVINDICACIONES
"' 1o Un procedimiento para 1a purificaclon de hepa-
rina cruda, que consiste en elevar el pH de une solueidn’

acuosa de diche heparina oruda mediante la adicidén de una

-

éproximadamente entre 7,0 y 9,5 ¥ recuperar la heparina

2. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1,
en el que la solucidn de heparina cruda tiene une concen—

tracidn de aproxlmadamente 1 a 10 % en peso de heparlna Yy

3. Un. procedlmlento segin la Reivindiecacién. 1,

rina cruda es del 5 % aprox1madamente~y le cantidad de
peréxido de hidrégeno agregado a dicha solucién despuds de
separar el precipitado es equivalente a 5 a 25 % en volu-

men aproximadamente, calculado sobre la solucion de hepa-

4. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1,
en el que la heparing es blanqueada a una temperatura com~
prendida entre 0% y 60°C. |

. 5. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1,

que comprende la onera01on de separar los dcidos nuclelcos
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J'en el que después de la adicidn del perox1do de hidrdgeno,
‘88 ‘Bgrege una nueve cantidad de bese fuerte para mantener

- las condiciones alcalinas durente el blanguec.

,'smste en preparar una solucmén acuosa de dicha heparina
) cruda, a uns concentra01on del 1 % aproxlmadamente como
.:mlnlmo, ajustar el pH de dicha solucién acuosa & 11-13
‘ aproximadamente mediante la adicidn de hidrdxido sédico

‘para producir la formacidn de un precipitado, separar el

‘drégenc agregado y despuds recuperar la heparina de dicha

;;7%a completar la operacién de blangueo.

AN, 570

un adsorbente de silicato magnésico hidratado sintético..

6. Un procedimiento segin la Re1v1nd1caclon 1,

7. Un procedlmlenio para 1a purificacidn de he-

parlna crude que contiene 1mpurezas coloreadas, que con~

precipitedo .de la soiucién, sgregar perdéxido de hidrdgeno
a la solucidn alecalins en centidad suficiente para blan-
quear las impurezes coloreadas de le heparina, ajustar el
pH de la solucidn resultante a un valor comprendido apro-
ximadamente entre 8,5 y 9,5, blanquear dicha solucidn de

heparina en condiciones alcalinas con el perdxido de hi-

solucidne.
8. Un procedimiento segin la Reivindicacién T, en|
el que la solucién de heparina, despuds de la adicidn del

perdxido de hidrdégeno y de ejustar el pH a 8,5-9,5, se de-

ja en reposo aproximadamente a la temperatura ambiente has

9., Un procedimiento segin la Reivindicacion 8,
eﬁ:el que el pH de la solucion de heparina, después de la
adicidén del perdxido de hidrdgeno, se ajuste a 9,0 apro-
ximadamente.

10. Un procedimiento para la purificacidn de hepat
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' que consiste en preparar uns soluolon acuose de. dicha he-

adsorbente de silicato magnésico hidratado 31ntet109 para
.;reducir el contenido én'écidos'nncleicos; ajustar el. pH
'de la solu01on ‘resultante de heparina & 11- 13 aprox1mada-_
) mente medlante la adicidn de hidrozido sédico, separar el
_ preclpltado.formado a este pH, agregar perdéxido de hidroe
. geno a la solucion alcalina resultanxe de heparlna, blan—

.' quear dlcha golucidn con el peroxido de hldrogeno agregado

~cuperar la heparina de la soluclon resultante. -

e heparlna 8 11-13 aproximadamente medlante Ja adlclon

fde hldrox1do sqdlco, separar el precipitado formado a este
. resultante de heparina y ajuster el pH de dicha solucidn
‘.hagta eompletar sustancialmente la accidn de blanqueo, re=-
¢/cuperar la heparlna de dicha solucidn y precipitar wuna

luclon»sallna de 1a nmisma por adicidn de un disolvente or-

' géﬁico .

| producto de heparina relativamente puro, qus consiste en

_22_

380578

rina que contiene dcidos nuclelcos e 1mpurezas coloreadas,

i

parlna, tratar dicha golucidn acuosa de heparina con un

a vwn pH oomprendido aproxlmadamente entre 7,0y 9,5 y re=
o 11. Un procedlmlento para la preparaclon de un
producto de heparine prdcticamente puro de gran actividad
heparinica, que consiste en preparar-una solucidn acuosa
de'heparina cruda a una concentracidn de aproximadamente
el 1 % como mlnlmo, ajustar el pH de dicha soluelon acuosa
pH, agregar peréxido de hidrdgeno a la solucidn.alcalina
& 9 aproximadamente, permitir que 12 solucidn permanezea
en reposo despuds de la adicidn del perdxido de hidrdgeno.

fraceidn muy actlva de dicha heparina a partir de une 50—

12. Un procedimiento para le preparacién de wn
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_ preparar ums solucidn acuosa de heparina cruda a una con-

.ncos, ajustar el pH de la solucidn acuosa resultante de he-

~ dréxido gbdico, separar el precipitado formado a este pH,
 ;agregér peréxido de hidrdgeno a 1a solucidén resultante y
-~ blanquear les impufezas coloreadas de dicha solucidn a un

pr comprendido entre 7,0 ¥y 9,5, recuperar 1la heparina de

‘en una. solu01on saling acuosa y reprecipitarle de dicha .

centracién de aproximadamente el 1 % como minimo, tratar
dicha solucidn acuosa con un adsorbente de silicato mag-

nésico hidratado sintético para separar log dcidos nuclei~

parine a 11-13 aproximadamente mediante la adicidn de hi~

la solucion blanqueada, disolver la heparina recuperade

solu01on salina mediante la adlclon de acetons.,

13. BSe re1v1ndlca por ultlmo como obaeto sobre
él‘que ha de recaer la Patente de Introducclon que se so-
licita: "UN PROCEDIMIENTO PARA LA PURIFICACION DE HEPARTNA|
CRUDA". S | -

Todo conforme queda descrlto ¥y reivindicado en
1a presente Memorla descriptiva, que consta de veinti—- -
tre péglnas mecanografiadas.

' Madrid, 9 de junio de 1970

BERNARDO UNGRIA
DepPe
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