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Esta invencidn se refiefe a 15 preparacidn de heparina
y en especiél a 1a prepéracién de ﬁepériné cruda a'ﬁartif
de tejidos animales.

Uno de los objetos principales de esta invencidn es

proporecionar un procedimiento nuevo 'y mejorado para la prepa-

.rasidn de heparina cruda.

Hasta ahora se han utilizado mﬁchos métodos para exbrae
y aislar la heparina de los tejidos. Howell1, que fué pionero
on este campo, éxtrajo el tejido de higado seco con alcohol
caliente para desengrasar parcialmenie el tejido y_después

con splucidn salins fisiolégica para separar Ilg heparina que

a continuacidn era precipitada con acetonz. Esta eré despro-
teinizada después con cloruro de cadmio. hds tarde, utilizd
el reéactivo de Iloyd ¥ la purificé mediante la sai de bario.

Scott ¥y Charles2 puéieron a punto el procedimiento que
ha Ionstituido la base de gran parte del t;abajo postexrior.,
Su procedimiento éonsistia en la extraccidn alealina del te-
jido desmenuzado utilizando sulfato amdénico alcalino y calor.
Ie heperina cruda era precipitada acidulando a pH 2. las pro-
teinas se digerian con tripsina. ‘

3

Kuizenga y Spaulding” han utilizado fundamentalmente
la misma técnica pero han introducido la autolisis del tejido
antes de la extraccidén, lo que aumentaba considerablemente
los rendimientos.Su métode de purificacidn fué mejorado,

1 .
William H. Howell: American Journal of Physiology, vol. 63,
” pég. 434 (1922).

A.F. Charles y D.A. Scott: Journal of Biolcgical Crenistry,
vol., 102, pdg. 425 (1933)

M.F. Knizenga y L.B. Spaulding: Journal of Biologlcal Che-
mistry, vol. 148, pdz. 641 (1943).
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aungue basado en el trabajo aﬁterior citado,

Recientemente, se han publicado'varfas'técniéAB;la na=
yoria de las cuales constituyen solamente pequefias variacione
de las anteriores, |

Ios métodos publicados para el aislamiento de la hepa-
rira presentan ciertos inconvenientes, En primer lugar, una
sola extraccidn puede no ser adecuada.para obtener un rendi-
mientq satisfactorio. En segundo lugar, la precipitacidn dei-
2z no ijpermitir éeparar la  totalidad de la heparina. En fter-

cer lygar, el tejido no siempre proporciona enziwas sulicien

tes pdra producir una aubtolisis adecuada, dependiendo de la

forma|en que se ma:eja el tejido. En cuarto lugar, el con-

trol de la contaminacidn bacteriana no ha resuitade satisfac-
toriﬁ. Esta contaminacidn introduce olor, color y pirdgencs
indeseables y por consiguiente reduce el rendimiento.

Un objeto importante de esta invencién es proporcio-
nar un prooedimieﬁto.para aislar la heparina de los tejidos
animales que supera los inconvenientes citados y otros de la
téenice anterior. MNds especificamente, un oﬁjeto de ests in-
veneidn es proporcionar un procedimiento de produccidr de
heparina que es sencillo de realizar pero que produce grandes
rendimientos de material activo. |

Otros cbjetos y ventajas de esta in{encién oreenos gue
serdn fdcilmente evidentes mediante la siguiente descripeidn
detallade de las realizaciones pref?ridas de 1z misma.

Pn pocas palabras, el procedimicato Gz esta invencidn
comprende las operaciones de autolisis (ureferibiemente en
presencia de un enzima proteolitico donde se utiliza pulmén

como materia vrima), extraccidn alcalina, digestidn en pre-

Vi
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sencia de un enéima proteolitico, formacién de un cumplejo
hidréfobo de heparina, flotacién del complejo con un-disolven
te no miscible con agua, separacidn del éomplejo (fase sbéli-
da) de las dos fases liquidas, separacidn del complejo por
precipitacidn en alcohol y eliminacién del alcohol. Ia sepa~
racidn de 1a heparina de lg solucidn de éxtracto por forma-
cidn de complejo y flotacidn constituye una operacidn nueva

e impgrtante en el procedimiento de esta invencidn.

El procedimiento de la invencidn es adecuado para dtiu |
lizar| como materia prima el tejido de cualquier animal ade-

cugdoj como glimento para consumo humano. Los tejidos mds ade-

cuadog son los pulmones y el intestino delgado del buey. Ios
pulmones son mds caros que los intestinos pero dan un.rendi-
mienfo considerablemente mayor. Los pulmones también son mds
ventajosos que los intestinos desde el punto de vista de que
son Eés fdciles de almacenar en estado satisfaciorio antes
de su empleo. Los pulmones pueden ser utilizados frescos o
congelados y el almacenamiento en estado congelado no ejerce
ningun efecto adverso conocido sobre el rendimiento o lu ma~
nipvlacidn. Bl tejido debe estar finamente dividido pero no
homogeneizado para uso en el procedimiento.

En la puesta en prdetica del procedimiento, en primer lu-
gar el tejido es aﬁtolizado sometiéndolo a wna ﬁemperatufa de
20—40°C,duranté 14~20 horas, agitando suavesnente. Esta opera

cidn-de autolisis debe ser llevada a cabo en presencia de ung)

tericida. como cloroformo, tolueno u otros corpuesios aromd-
ticos o combinagciones de los mismos, fendlicus o zniibidticos
la autolisis hasta ahora descrita es convencional. Sin embar-

g0, cuando se trabaja con pulmén de buey, se ha encontrado




B vy

e T T Pt e % e 0

10

18

28

80

calefaccidn es coagular el tejido.

‘30~45°C en presencia de un enzima proteolitico, estando com-

ventajoso agregar una pequefia cantidad de un enzima proteoli-
tico como pﬁncreaé de buey, tripsiﬁa y siﬁiléres. iémcantidad
de pénoerecas puede variar entre O y 5 % del peso de las mate-
rias primas totales de aéuerdo con el tratamiento anterior y
el estado del tejido utilizado. Ios tejidos como el intestino
no reéuieren adicidn de enzimas ya que naturalmente poseon
cantidades sustanciales de enzima.

Después de la autoliéis, el tejido es extrgido con un
cxtractivo alcaiino, preferiblemeﬁte dentro de un intervalo

de pH|de 8-10. Ia solucidn reguladora alcalina preferida es

1a deiacetato aménico per6 pueden wiilizarse taubién otras
sales}amdnicas comv ¢loruro, sulfato, sales de otres deidos
orgénicos como propionato y otras sales.aminicas como aceiatc
de me&ilamina.'La extraceién se lleva a cabo preferiblemente
en 1, forma cldsica calentando a 55-60°C durante unas 2 horas)
despZés rdpidamente a la temperatura de ebullicidn aproxima-
damehte Yy a contiﬂuacidn retirando la fuente de calor. Es ne-

cesario agitar durante la extraccidn ya que el objetivo de la

Bl extracto acuoso conteniendo heparina se separa dés~
pués del sélido por filtracidn, preferiblemente utilizando

un auwxiligr de filtracidn y el filtrado se digliere a unos

prendido el pi del material sometido a dizestidn entre 7 y 9.
Ia iigestidn debe ser lo mds completa posible. Esto requiere
normzluente unos 3 dias con incremeatcs adicionales de enzi-
mas agregados a intervalos peribdicos, Durante la digestidn es
preferible que también esté presente un preservativo como el
utilizado en la autolisis.

Pueden utilizarse muchos enzimas proteoliticos como triy
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sina y proteinasasrbacterianas, fingicas, vegetales y anima-
les con el ajusteiééecuédo del pH para obtener los efectos
éptimos. Sin embargo, se_prefieré utiiizar alrededor deg 5=
15 galones por 1000 libras de tejido originall(41,7~125,1
litros/kg) de un extracto pancredtico preparadc por extrac— -
cidn de pdnereas finamente dividido con ? voldmenes de geido
acético 0,25N, permitiendo gue la mezela permanezea en repo-
so en frio durante 24 horas; seguido de filtracidn. El extrac
t0 es estable durente alglin tiempo si se mantiene en frio.
Después del periodo de digesbtidn, el lote me calienta a

unag temperaturs inmediatamente por debajo del punte &= sbu-

llicidn y luego se enfria rdpidamente a la temperatura ambien|

te, se filtra y, preferiblemente, en el filtrado se anciiza
el contenids en heparina.’ -

Al Tiltrado clarificado se agrega un agente de flota-
cién. BEn el sentido utilizado aqui, el término "agente de ilo
tacidn" significa e incluye cualquier sustancia o compuestc
bdsico que forme complejo con la heparina y foxme una sustan—
cia insoluble o hidrdéfcba, incluidas pero no limitadas a las
siguientes: aminas primarias de 6 dtomos de carhono como ﬁi—
nimo, como hexilamina, octilamina, decilamina, laurilamina
y otras aminas derivadas de radicales grasos; fenilalgquilami-
nas, como feniletiiamina; alcaloides como brucina; colorantes
basicos como toluidina y Azure A; butacaina, procaina y com-
puestos afines; protsmina, polilisina ¥ o%tros péptidos 0 Pro-
teinas muy ddsicos. las aminas primarias que conitiener enla-
ces carbono~carbono insaturados son adecuadas zs? como las
aminas gue contiensn cadenas ramificadas siewpre que la ra-
mificacidn de.la cadena no se produzca demasiado ceréa del

grupo amino. En este Ultimo aspecto, la amina debe contener
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| 61 grupo orgdnico caracteristico:
| ~CH,~CH,-NH,.
Ia cantidad de agente de flotacidn puede varier entre
Amplios 1imites pero; para obiener los mejores resultados y
por razones de economia, debe mantenerse entre 200 y 1000 g
por 1.000,000 de unidadesde heparina en la solucidn.
El pH de la mezecla se ajvsta a 5~7,5 aproximadamentie
con 4eido acético y a-la solucidn se afiaden 2-5 galones por
100 galones de mezcla (2-5 litros por 100 litros) de wun 1i~-

quido ¢rgdnico no miscible con agua en el que sea insoluble

el comylejo de heparina-amina. los liquidos adecuvades son las
cetona% como metil-isobutil-cetcua y etil-amil-cetoné; los
dateres como acetato de etilo y acetato de amilo; los alcoho-
les como alecohcl amilico; los disolventes hidrocarbonados co+
mo he}ano y benceno; los disolventes clorados como cloroformo
y teﬁéacloruro de carbono.

La mezcls se‘agita bien y después se deja en reposo du~
rante varias horas o durante la noche. Toda Ila actividad de
la heparina se encuentra en el precipitado complejo que se
recoge en la interfase entre la faée acuosa y la fase liqui-
da orgdnica. El precipitado ocluye parte de la fase acuosa ¥y
parte del liguido orgdnico, fommando una tercera fase o inier-
fase, Ia fase acuosa es expulsada y la fase de precipitado
separads de la mayor parte de la fase orgdnica restante'y tras
tads con varios voldmenes de un agente fompedor de complejoc
geleccionado entre disolventes miscibles en agua en los que
sea insoluble lg peparina, como metawol, etanol, iscpropzncl,
acetona, formamida, dimetilformamida, dioxano, propilenglicol,
log Cellosolves ¥y similares. Ia mezela se calienta a unos

70°C, se ajusta el pH a 9,5~12 aproximadamente y se deja sedi-
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mentar. -EL complejo, de heparina es asi descompuesto, pasando
lg amina u otro compuesto hldrdfobo a solucién en el agente
rompedor de compleaos, siendo la henarlna ingoluble., El séli-~
do himedo se ogpara, se lava con metanol o con unc de los di-
solventes citados inmediatamente antes, se suspende en agua,"
se precipite con metan&l o con uno de dichos disolveantes y
se recoge a vacio pars obtengr el producto crudo final, BEste
vproducto, heparina.sddica, ~ puede ser purificado ds nuevo se-
gin la prdctica habitual, preferiblemente por el p“ocedwmlen—
to descrito en la solicitud de patente estadoun1a°nse cooenm
dlenue de Bush y colaboradores, numero de serie 621. 211, pre-
sentada el 9 de Noviembre de 1956 y titulada "Mévodo de purl- .
ficacidn de hidratos de carbono sulfahados™.

Ios siguientes ejemplos especificos soﬁ iJustraiives
del procedimiento de esta invencidn pero se sobreentiende que
el procedimiento no se limita a los mismos:

' EJEMPiO 1

Se introducen 5000 libras (2268 kg) de intestino de
buey en un reactor de acero incxidable, provisto de una cami-
ga de agua y vapor de agua termostatizados. Se éﬁaden 200 ga-
lones (757 litros)_de asua y 10 galones (38 litros) de cloro-
formo. Se agita la mezcia, se eleva la temperatura a 90°F
(32%) ¥y se interrﬁmpe la agitacidn. Se afiaden 5 galones (19
litros) de toluend y se cierra la vasija. le autolisis se pro-

sigue durante 17 horas,

Ia solucién exirayente, constitulda por 30 galones (1135

|litros) de deido acdtico glacial, 3% galones (132,5 litros)

de amoniaco acuoso al 30 %, é ila que se ha afiadido hidrdxido
sédico al 50 % para ajustar el pH a 9,6 a 80°F (27°C) y agua
hasta 300 galones (1135 litros) se agrega al tejido. Nienbras
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g ebullicibén y luego se enfria a la temperatura ambiente.

afiaden 30 galones (113,5 litros) de metanol, la mezcla ge ca-

se aglta se eleva{l@ temperatura g 60°C ¥y se mantiene en eée
valor durante 2 hovas. Eﬁtonces se aplica vapor de agua ¥ la
temperatura se eleva haste la deAebullicidn. Se afiaden 200 1i
bras (91 kg) de auxiliar'de filtracidn grosero (perlite) y
la mezcla se filtra a través de un filire a vacio de descarga
por cuerds :» Ia torta se lava con 200 gulones (757 iitros)
de agua caliente sobre el filtro. |

El filtrado ee-deja en reposo durante la ncche y la
grasa se retira‘de la parte superior. Después de enfriar a
100°F (38°C), el filtrado se pasa a un tanque con agué Temos
tatizada y la temperatura se fija en 95-100°F (35-38°¢). Se
afiaden 24 galones (91 litros) del extracto pancreétiéo;-ﬁfe;
parado como se ha descrifo antes, en fracciqnes de 4 éalones

(15 litros) cada 12 horas, durante 3 dfas. El lote se ileova

A continuacidn se filtra el lote en una vasija y se ana+
liga para determinar su contenido en heparina. Se encuentiran
40.000,000 . de unidades en 1000 galones (3787 litros) de filg
trado., Se afladen 20 kg de n~cetilamina y se agregan 105 l;braa
(47,5 kg) de dcido acético glaciai para llevar el pH a 6,5.
Se afiaden 20 galopes (76 litros) de metil-igobutil-cetona y
tode la mezcla se agita fuertemente durante una hora. Después
1z mezela se deja'en revoso durante la noche. la fase acuvosa
transparente se escurre y se desprecia. la interfase Jde color
pardo grisdceo se scpara entonces junto con hﬁa pequela can=-
tidad de la fase cetdnica y se pasa a un pequefio calderin,

EL volumen de la interfase es de 7 galones (26,5 litros). Se

lienta a 120°F (49°%) y despuds se ajusta el pH a 9,0. Inton

ces se deja la meszcla en reposo durante la noche. El s6lido sd
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¥ la mezcla se autoliza durante 18 horas.

- 10-.

recoge a vacio y se lava con 5 galones (19 litros) de metanol
Después la torta se suspende en 5 galones (19 litros) de-agu
¥ la heparina se precipita con 10 galones (38 litros) de me-
tanol. El s6lido se‘recoée a vacfo. Zl peso seco de la torta
es de 1000 g y las unidades totales son 38.000,000,

En una vasija de reaccidn equipéda de agua ¥y vapor de
agua tennostatizados se introducen 3000 libras (1361 kg) de
pulmén de buey picado junto con 30 libras (13,6 kg) de pén-
creas de buey picado. Se sfiaden 120 galones (454 litros) de
agua y 6 galones (23 litros) de’clorofonno. Ia temperatura -
se 1leva a 95°F (35°C) con agitacidn. Se sfaden 3 galones
(11,3 litros) de tolueno, después se interrumpe la agitacidn

Se afiaden 300 galones (1135 litros) de solucidén extra~-
Yenie preparada como en el Ejemplo 1 y la temperatura se ele-
va a 130°F (5400)'y se mantiene en ese valor durante 2 horas.
Después la temperatura se eleva a 200°F (93°C) ¥ la mezcla
se filira en un filtro de descarga a resorie éon 150 libras
(68 kg) de auxiliar de filtracidn grosero, (perlite)s

El filtrado (450 galones, 1703 litros) se enfria a
100°F (38%0) y se mantiene en una vasija temostatizada a
100°F (38°C). Se afiade sl extracto pancredtico en porciones
de 3 gzlones (11,3 1litros) cada 12 horas, durante 3 dias. Desy
pués la mezcla se lleva a ehullicidn ¥ a centinuacién se en~
fria, Se filtra la soluéién y se determina su actividad. Se
encuentren 36.000.000 de unidades., Se afiaden 18 kg de n-octild
amina y el pH se ajusta a 6,5 con 100 libras (45 kg) de dcido
acético glacial. Se afiaden 15 galones (57 litros) de metil=

iscbutil-cetona y la mezcla se agita vigorosamente durante

[
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"to con enzimas agregados, caracterizado por las operacio-

11

N> 441,815 |

uns hora.

Be separa el liquido transparente y la interfa-

se oscura se pasa a un pequefic calderin provisto de elemen-

tos de calefaccidn y agitacién. El volumen es de 6 galo-
nes'(éi_litros).'Se afisden 25 galones (95 litros) de métg-
nol y la mezcla se calienta a 1208 I (492 C). Se retira
el calor, se ajuste el pH a 9,0 con hidréxide sédico con-
centrado y la mezcla se deja en reposo durante la noche.
El sélido que se sedimenta se recoge a vacio. lLa torta se

suspende de nuevo en 5 galones (19 litros) de agua y se
vuelve a precipitar con 10 galones (38litros) de metanol
El sélido se recoge a vacio. ELl pesc seco es de 10C0 g.;
La actividad es de 34.000,000 de unidades.

Habiendo descrito por completo 1a'invencién, se
sobreentiende que no deseamos quedar limitados a los deta;

lles esftablecidos sino que la invencidn tiene todo el al-

cance de las reivindicaciones del apéndice.

En resumen, la Patente de Introduccidn que se SO~

licita deberd recaer sobre las siguientes:
REIVINDICACIONES
1.~ PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE HEPARI-

NA, gue incluye la autolisis del tejido animal, la extra-
ccidn alcalina del autolizado para formar un extracto acu

50 que contiene heparina, y la digestidn de dicho extrac-

nes que consisten en agregar al extracte digerido un agen

[ 4 . "

. ’
héy

te de flotacidén constituidec por uvna sustancia crginica
sica capaz de formar con la hevarina contenida en dicho
extracto un complejo de heparina hidréfobo opcionalmente

ajustar el pll entre 5y 7,5 aproximadamente, afiadir al -

L

T
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digerido una amina primaria que contiene como minimo 6

complejo asi formado un liquido orgéinico no miscible con
agua en el que sea insoluble el complejo de heparina, agit
tar la mezcla y dejarla en reposo durante un periodo de
tiempo suficiente para permitir la formacidn de tres ca-

pas constituldas por una fase acuosa, una fase liquida or

ganica y una interfase de dicho complejo de heparina, se-
parar mecinicamente dicha interfase de las otras fases y |
separar la heparina de dicha interfase. :
2.- UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE HE-
PARINA, segln la reivindicacidén 1% caracterizado porque

comprende la operacidén que consiste en afiadir al extractol-

dtomos de carbono y comprende el grupo orginico —CHZ—CHZ—
NH2 para formar un complejo hidrdéfobo de heparina.

_ %,- UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE HE-|
PARINA, segln la reivindicacidn iﬁ, caracterizado porgue
consiste en afiadir al extracto digerido octilamina para
formar un complejo de hepariné hidrdfobo y afiadir al com-
pleao asi formado metll-lsobutll—cetona.

4,- UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACIOL DE HE-
PARINA, segln la reivindicacidén 12, caracterizado porgue
trias separar mecénicamente la interfase de las otras fa-
ses se agrega a dicho complejo'de heparina un disolvente
miscible con agua en el que la heparina sea insoluble y
en el que el agente de flotacidén sea soluble para descom-
poner el complejo Yy separar mecénicamente la heparina q9m?
forma ingoluble de la mezcla.

S.~ UN PROCEDIMIEWTO PARA L4 PREPARACION DE HE-|
PARINA, seglin las reivindicaciones lé ¥ %2, caracterizado

rorque se agrega al complejo hidréfobo metil-iscbutil-ce-
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tona y se agita la mezcla dejAndola en reposo durante un
nericdo de tiempo suficiente pars permitir la formacidn

de tres capas constituldas por una fase acuosa, una fase

o

1iguida orgafica y una interfase de dicho complejo de hep

Iz

rina, separando mecénicamente dicha interfase de las otra

fases y afladiendo un agente rompedor del complejo que com
prende metanol a dicho compiejo de heparina y separando me
cénicamente la hepafina como forma iqsoluble de la mezcla
6.—- UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE HE-
PARINA, segin la reivindicacidn 12, caracterizado porque

el tejido animal es pulméh de buey y se autoliza en pre-

L4

sencia de un enzima proteolitico, extrayendo el autolizad

con un agente de extraccidédn acuoso alcalino para formar

un extracto acuoso que contiene heparina con enzimas agre:
gados., .

7o~ UN PROpEDiMIENTO PARA LA PREPARACION DE HI-
PARINA, segln la rei&indicacién 62, caracterizado porque
el agente de extraceidn es una solucidn acuosa de hidrdxi-
do sbdico y acetato aménicd.a un pH comprendido aproxima-
damente entre 8 y 10 formando asi un extracto acuoso que
contiene hepapina; digeriéndose dicho extracto en presen-
¢ia de un enzima proteolitico, ¥y después afiadir al extract
to digerido de 200 a 1000 g de-oétilamina por cada
1.000.000 de vnidades de heparina contenidas en el extrac+
to, ajustando el pH entre 5 y 7,5 aproximadamente y agre-
gar a la mezcla asi formada alrededor de 2-5- galones por
100 galones de mezcla (2-5 litros por 100 litros de hezscls
de metil-isobutil-cetona, agitar la mezela y dejarla en rqg
B0 darante un periodo de tiempo suficiente para permitir

la formacidn de tres capas constituidas por una fase acuo-

-
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.metanol a dicho complejo de heparina, calentar la mezcla

. NH2 para formar un cqmplejo hidréfobo de heparina, ajustap

- 14—

sa, una fase liquida orgénica y una interfase que contie-
ne dicho complejo de heparina, separar mecdnicamente dichh’

interfase de las otras fases, agregar varios vélumenes de

asi formada, ajustar el pH de la mezcla entre 9,5 y 12
aproximadamente y separar mecinicamente la héparina como
forma insoluble de la mezéla;

8.~ UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREFPARACION DE H;L
PARINA, segin la reivindicaciéﬁ 18, éaracterizado porque
coﬁprende operaciones que consisten en afadir a un ex-

tracto de heparina una amina primaria de € dtomos de car-

bono.como minimo y conteniendo el grupo orginico -CH2—0H2

el pH entre 5y 7,5 aproximadamente, aﬁadif al complejo
asi formado un liquido orgénicd no miscible con agua en
el ‘que sea insoluble el complejo de heparina, agitar la
mezcla y dejarla en reposo durante un periodo de tiempo
sﬁficiente'para pérmitir la formacidén de tres capas cons-
tituidas por una fase acuoéa, una fase liquida organica y
una interfase de dicho coﬁplejo de heparina, separar me;
cénicamente dicha interfase de las otras fases y separar
la heparina de dicha inperfase.

7 9.~ UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE HE-
PARTNA, segﬁn la reivindicacién 12, caracterizado porque
comprende operaciones que consisten en afladir octilamina

£
a un extracto de-heparina para formar un complejo hidrdfo

bo de heparina, @justar el pH entre 5 y 7,5 aproximadamen
te, afiadir ala mezcla asi formada metil-isobutili-cetons,
LL

agitar el compleao ¥ de;jarlo en reposo durante un periodo

de tiempo suficignte para permitir la formacidn de tres

e e
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¥y separar la heparina de dicha interfase,

capas contituidas por una fase acuosa, una fase liguida
orgénica y una interfase de dicho complejc de heparina,

separar mecinicamente dicha interfase de las otras fases

- 10.- Se reivindica por Gltimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente ﬁe Introduceidn que se so-
licita: PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE HEPARINA.

Todo ‘conforme queda descrito y reivindicado en
la presente memoria,descriptivé que consta de quince pAEit
nas mecanografiadas. ‘

Madrid, 15 octubre 1.975
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