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Un proceso para la produccion de complejos de casei
acetil-aspartilada de hierro (II) y uso del mismo

siciones farmacéuticas

La presente invencion se refiere en general a compl
proteinas de hierro (lll) y a procesos para la elab

los mismos. El producto obtenible de acuerdo con el

la presente invencion puede ser usado de modo segur
administracion a la poblacion en general o los anim

tratamiento de la deficiencia de hierro.

ESTADO DEL ARTE

La terapia con hierro es necesaria en una amplia va
situaciones clinicas incluyendo el embarazo, la qui
pia, la hemorragia aguda o crénica, la hemodialisis
fermedad inflamatoria intestinal, la dieta inadecua

cirugia gastrointestinal.

La terapia oral con hierro es considerablemente men
que la terapia alternativa parenteral con hierro, y
presenta menores riesgos de reacciones alérgicas gr
bre esta base, en la solicitud de patente britanica
910321 (Olivieur Paul Gaudin) se describe un proces

para la preparacion de sales ferrosas con acido asp

na N-
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Estas sales podrian utilizarse como medicamentos pa

ficiencia de hierro.

Cremonesi P et al, en 1984
34(9):948-952) reportaron los primeros derivados de

proteina de leche modificada. Ademas, se afirma que

ducto que contiene una alta cantidad de hierro y qu

todas las caracteristicas necesarias de estabilidad

lidad para un farmaco se puede preparar a través de

nilacion de las proteinas de la leche antes de la r

con la sal de hierro. Para estos derivados se podri

una ventaja particular. El hierro, en forma de comp

gomerico, esta estrechamente unido a la proteina, n
tructuras quelatadas con residuos basicos, sino inv

varios sitios de la cadena proteica. La solubilidad

plejo de hierro es asegurado a través de la mayor d

lidad de grupos carboxilo que sigue a la reaccion d

succinilacion.

La patente de los Estados Unidos No. 4493829, del m
riodo, describe derivados succinilados de proteina

sin lesiones gastricas y biodisponibilidad mejorada

mas modificaciones de proteinas (vegetales y animal
describen en la patente Europea No. 0243322, a tra
reaccion de las proteinas con anhidridos de acido d

lico alifaticos 3 a 10, introduciendo grupos de aci
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xilico a la proteina, facilitando de ese modo la co

del hierro .

La caracterizacion quimica y biolégica del succinil
proteina de hierro en ratas y perros es descrita po

si P et al. (International Journal of Clinical Phar
therapy, and toxicology, 31(1):40-51). Los experime
mostraron una mejor tolerabilidad gastrointestinal
plejo de succinil caseina de hierro que contiene un

hierro.

El documento EP0939083 revela un proceso para la pr
de un complejo de ferro-succinilcaseina obtenido a
caseina de grado alimenticio utilizada con fines al

cios.

El documento US2001031748 se refiere a la dieta de
metales, hierro incluido, en combinacion con la adm
cion de un ligando dietético tal como ascorbato, su
aspartato y otros ligandos. La combinacion de una d
este tipo puede ayudar en el tratamiento de los sin

trointestinales.

Lazzari et al. reportaron (Clinical Drug Investigat
25(11):679-689) un resumen de 16 ensayos clinicos e

tamiento de la deficiencia de hierro con caseina fe
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acetil-aspartilada (Fe-ASP), que resulté ser un veh

ciente para proporcionar hierro con una alta biodis

dad. En ensayos clinicos abiertos, se observaron me
significativas en los parametros clinicos y hematol
después del tratamiento con la Fe-ASP en todas las

de pacientes con anemia por deficiencia de hierro (
ferropénica). En los ensayos clinicos controlados,

bios en los perfiles clinicos y hematologicos obser

la Fe-ASP fueron virtualmente idénticos a los obser

el succinilato de proteina de hierro (IPS), y la Fe

bién se compard bien con el gluconato de hierro par
No se plantearon consideraciones de seguridad. La F
muestra una alta eficacia en el tratamiento de la a
rropénica, y es un vehiculo de hierro extremadament
tolerado. La Fe-ASP representa una alternativa vali

y muestra ser una promesa como un sustituto de la t

hierro parenteral en determinadas situaciones clini

Mas recientemente, la patente WO No. 2006021843 rev
proceso para la produccion de succinil caseina de h
complejos acetil-aspartato de caseina de hierro en
sustancia es poco expuesta a condiciones de pH y te

El procedimiento utiliza anhidrido de acetil-aspart

mas, este proceso no requiere el uso de bombas espe

(bombas de dilaceracion).
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente solicitud describe nuevos procesos para
duccion de complejos estables de caseina
aspartilada de hierro (lll). El proceso para la pre

de los complejos de caseina N-acetil-L-aspartilada
(1), dichos complejos y las composiciones farmace
comprenden los complejos de la invencion, se define

reivindicaciones.

Los complejos de la presente invencion son estables
tran una alta estabilidad en el tiempo. Por lo tant
productos pueden utilizarse para la terapia de defi

hierro en seres humanos o en animales.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El objeto de la presente invencidon es un nuevo proc
la produccion de derivados proteicos de hierro, a s
complejo férrico de caseina N-acetil-L-aspartilada
sucesivo denominada “caseina ferro-N-acetil-L-aspar
complejo de hierro (Ill) con caseina N-acetil-L-asp

de preferencia obtenido a partir de caseina de grad
ticio, es decir caseina utilizada para fines alimen
Por el término “caseina de grado alimenticio” se en
caseina obtenida a partir de leche procedente de gr
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crianza estrictamente controladas. Este producto pr esenta un

nivel de contaminacion menor a 1000 UFC/g para bact erias, y
menor a 100 UFC/g para mohos, niveles de contaminac idn que
son determinados de modo preferible como se describ e en la
actual Farmacopea Europea, monografias 2.6.12 para Recuento
aerébico viable total (Total viable aerobic count) , 2.6.13
para microorganismos especificados (specified microorganisms)

y 2.6.14 para Endotoxinas bacterianas (Bacterial endotoxins).

El uso de caseina de grado alimenticio permite la o btencion
de productos particularmente puros, en comparacion con com-
plejos similares obtenidos a partir de las proteina s lacteas
habituales.

La presente invencion se refiere a un proceso para la prepa-
racion de complejos de caseina N-acetil-L-aspartila da de hie-

rro (lll) que comprende, y de modo preferible esta

constituido por, las siguientes etapas :

(a) La N-acetil-L-aspartilacion de la caseina, de m odo prefe-
rible caseina de grado alimenticio, con cloruro de acido N-
acetil-L-aspartico, preparado in situ por cloracién del acido
N-acetil-L-aspartico con un reactivo de cloracion t al como
cloruro de tionilo. Aunque el anhidrido N-acetil as partico es
generalmente un material de partida util para la mo dificacion
de la caseina, tiene varias desventajas. Por ejempl 0, es re-
lativamente caro para el uso industrial y también e S inesta-

6
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ble contra la humedad en el almacenamiento. Ademas
riesgo de racemizacion parcial para el anhidrido N-
aspartico (Tetrahedron: Asymmetry 18 (2007) 1625-16
contexto de la presente solicitud, el uso de acido
L-aspartico en combinacién con el reactivo de clora
ventajoso con respecto al uso del anhidrido N-aceti

co. (B) La reaccion posterior de la caseina N-aceti
aspartilada con cloruro férrico. La etapa (a) compr

modo preferible proporcionar caseina disuelta.

Las realizaciones preferidas se describen en detall
sigue, en donde cada una de las fases 1 a 9 puede u

0 en combinacion con cualquier otra fase para defin
sente invencion, de modo mas preferible todas las f

se aplican como se describe a continuacion:

Etapa (a):

En la fase 1), la disolucion de la caseina, de modo
ble de grado alimenticio, se realiza a un pH alcali
y 9, de modo preferible entre 8,4 y 8,6. La caseina

suelve en agua.

En la fase 2), el cloruro de N-acetil-L-aspatrtilo s
in situ mediante acido N-acetil-L-aspartico y un reactivo

cloracion tal como cloruro de tionilo .
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En la fase 3), la N-acetil-aspartilacion se realiza

de la reaccidon de la caseina disuelta de la fase 1)
cloruro de N-acetil-L-aspartilo preparado en la fas
reaccion puede ser realizada a una temperatura en e
lo de 15 a 40 °C, tal como a temperatura ambiente (
modo preferible se realiza a una temperatura en el
de 30 a 40 °C. De modo preferible, el valor de pH s
dentro del intervalo de pH 8 a 9 durante la reacci6

caseina con el cloruro de N-acetil-L-aspatrtilo.

El cloruro de N-acetil-L-aspartilo se prepara in si
ningun aislamiento) y se ajusta para la reaccion co
soluble. La proporcion del acido N-acetil-L-aspatrti

caseina, que se usa de modo preferible, es 1:2.

En la fase 4), el producto N-acetil-L-aspartilado s
después de la precipitacion a través de una acidifi
un valor de pH entre 2,5y 4, de modo preferible en

3, y se separa por filtracion.

En la fase 5), el producto se recupera por filtraci
suspende en agua e hidroxido de sodio y se somete a
ceracion a un pH entre 6 y 11, de modo preferible e

9, hasta que se obtiene una solucién.
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Etapa (b):

En la fase 6), la reaccién con cloruro férrico pued
zarse afadiendo una solucion acuosa de cloruro férr
solucion obtenida al final de la fase 5), hasta que

ne un pH entre 2,5y 3. Se forma una suspension, qu
te a filtracion, y se recupera caseina cruda ferro-

L-aspartilada como fase insoluble.

5 g de caseina modificada pueden reaccionar con una
de 6,2 g de FeCl 3 al 26,9 % p/p.

En la fase 7), la purificacion se realiza como sigu
rivado crudo obtenido en la fase 6) se suspende en
alcaliniza a pH 8,5 y luego se agita durante 30 min

la disolucion del producto. EI complejo purificado

fica a través de una filtracion subsiguiente de la

En la fase 8), la caseina ferro-N-acetil-L-aspartil
precipita a partir de la soluciéon clarificada de la

por acidificacion a pH 2,5y luego se filtray se r

En la fase 9), el complejo de caseina ferro-N-aceti
aspartilada se somete a una desecacion a una temper
60 °C y 80 °C, durante un periodo de tiempo compren

18 y 36 horas, de modo preferible entre 20 y 24 hor

9
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Al final de la desecacion, el producto contiene un
humedad maximo inferior al 5 % y un contenido de hi
plejado entre 5 % y 6 % en peso, calculado sobre la
seca. Para una caracterizacion completa del product

referencia a los datos proporcionados en los Ejempl

El proceso descrito permite obtener un complejo de
ferro-N-acetil-L-aspartilada libre de residuos o de

de hierro insolubles o poco solubles en agua. En pa

se ha encontrado que el producto es completamente s
valores de pH alcalinos, es decir, los tipicos del
intestinal, garantizando asi la biodisponibilidad m

hierro con el propésito de absorcion intestinal.

El producto de acuerdo con la presente invencion se
combinar adecuadamente en formulaciones farmacéutic

das para una administracion oral.

Por lo tanto, la presente invencibn comprende compo

farmacéuticas que contienen caseina ferro-N-acetil-
aspartilada y excipientes apropiados, tales como di

conservantes farmacéuticos.

Un objeto adicional de la invencion se refiere al u

complejos férricos descritos anteriormente para la
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cion de medicamentos para el tratamiento de afeccio

l6gicas resultantes de la deficiencia de hierro deb

ejemplo, alteraciones fisiologicas, hemorragias per
enfermedades infecciosas, embarazo, lactancia mater
lizacion metabdlica imperfecta. Un ejemplo de estas

nes patologicas es la anemia, en particular la anem

hipocrémica sideropénica.

Con la finalidad de proporcionar una ilustracion de
sente invencion, que de ninguna manera limita el al

la misma, se dan los siguientes ejemplos experiment

EJEMPLOS

Ejemplo 1 — Preparacion del Complejo de Caseina N-a

aspartilada de Hierro

(A) Disolucién de la caseina.

En un reactor de acero inoxidable con un agitador s

y un detector de pH, se afladen 5 g de caseina usada
positos alimenticios o farmacéuticos en 70 g de agu
biolégicamente pura y desionizada. La mezcla es man
bajo agitacion hasta que se obtiene una suspension

Se afaden aproximadamente 1,5 g de una solucion de

de sodio al 15 % p/p (NaOH), a una temperatura de 2
11
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un periodo de 10 minutos, hasta que se obtiene un v
de 8,5 £ 0,1. La solucion es agitada durante otros

tos.

(B) Preparacion del Cloruro de N-Acetil-L-Aspartilo

En un reactor de acero inoxidable con un agitador s

se afiaden 15,6 mL (15 equivalentes) de cloruro de t
(SOCl 2), 2,5 g de acido N-acetil-L-aspartico, y la mezcla
mantenida bajo agitacién a 75 °C. La mezcla es mant
agitacion hasta la culminacion de la reaccion (1 a
través de la formacion del producto cloruro de acil

reaccion, el dioxido de azufre (SO

geno (HCI) generados son gases que pueden abandonar

de reaccién, impulsando la reaccion hacia adelante.
de cloruro de tionilo es evaporado a través del cal
de la mezcla de la reaccion a 75 °C, cerca al punto

llicién (74,6 °C) del SOCI 2.

(C) Acetil-aspatrtilacion de la Caseina.

La solucion obtenida a partir de la fase (A), de la

disuelta, es afiadida de forma gradual al cloruro de

L-aspartico (B), con la adicion de forma simultanea

ximadamente 3,1 g de NaOH al 15 % p/p, manteniendo

12
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8,5 + 0,1, a temperatura ambiente. La solucion obte

deja bajo una agitacion fuerte durante 2 h.

(D) Transferencia y purificacion del acetil asparta

seina a través de precipitacion.

La solucion obtenida a partir de la fase (C) es tra

un reactor esmaltado provisto con un mezclador y un
apropiada para la lectura de los valores de pH. La
mantenida a una temperatura de 20 °C, es posteriorm
dificada con aproximadamente 2,28 g de una solucion
N en un periodo de 40 minutos, hasta que se obtiene
3. Al alcanzar el pH objetivo, se detiene la adicio

y se obtiene un precipitado. La reduccion en el val
genera la formacion de un precipitado de caseina N-
aspartilada depurada a partir de otras sales, otros

de la reaccion, y otras impurezas solubles.

(E) Filtracién y dilaceraciones.

La caseina N-acetil-L-aspartilada obtenida en la fa
recuperada a través de una filtracion. El producto
removido del filtro, y luego colocado en un reactor
inoxidable equipado con un mezclador de anclaje y ¢

sonda para la lectura de los valores de pH que ha s

da con 70 mL de agua depurada, y posteriormente som

13
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agitacion. La suspension es mantenida bajo agitacio

10 minutos, a una temperatura de 20 °C, y luego som
una dilaceracion. Después de 20 minutos de dilacera
afladen aproximadamente 3,1 g de una soluciéon de NaO
p/p a la suspension, hasta que se obtiene un valor

table de entre 8,1y 8,4. La suspension de caseina

da es filtrada, el reactor y el filtro son lavados

de agua depurada, y el agua de lavado es posteriorm

dida otra vez a la solucion clarificada.

(F). Reaccion con cloruro férrico y filtracion de |

cruda ferro-N-acetil-L-aspartilada.

La solucion de la fase (E) es colocada en un reacto
do equipado con un mezclador de impulsor y con una
la lectura de los valores de pH. A esta solucién ho

le afiaden 6,2 g en total de FeCl

de hierro), por consiguiente:

i) Adicion de 1,7 g de la solucion de hierro con un
gradual simultanea de 0,6 g de NaOH al 15 % p/p
lidad de ajustar el valor de pH entre 8,3y 8,5. La

es dejada en agitacion durante 15 minutos.

i) Adicion de los restantes 4,5 g de la solucion d

hasta que el pH de la solucion se mantenga entre 2,
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La suspension es mantenida en agitacion durante 1 h
ajustado con una solucion de HCI 6 N o una solucion

al 15 % p/p, respectivamente.

Se obtiene una suspension de caseina ferro-N-acetil

aspartilada. El producto de la reaccién es mantenid
tacion durante 20 minutos, y el derivado crudo de c
ferro-N-acetil-L-aspartilada es recuperado a traves

filtracion.

(G) Disolucion del complejo vy filtracion.

El complejo solido es dispersado en 70 g de agua pu
luego se afaden 3,85 g de una solucion de NaOH al 1
hasta que se obtiene un pH de 8,5 + 0,1. La solucio
tenida en agitacion durante 30 minutos. La solucién

es filtrada con la finalidad de separar las impurez

sueltas. El residuo insoluble es menor que el 0,5 %

(H) Precipitacion y aislamiento de la caseina ferro

L-aspartilada humeda pura.

A la solucion clara, la cual es colocada en un reac
tado equipado con un mezclador de impulsor y con un
para la lectura del valor de pH, se le afiaden 2,28

solucion acuosa de HCI 6 N por vertimiento, a una t

15
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de entre 20 °C y 25 °C, en aproximadamente 20 a 30
hasta que se obtiene un valor de pH de 2,8 a 3,0. H
final de la adicidn, el producto de la reaccion es

en agitacion por 20 minutos, y el precipitado de ca
rro-N-acetil-L-aspartilada pura que se ha formado e
rado a través de una filtracion y un posterior lava

agua purificada.

(I) Desecacion de la caseina ferro-N-acetil-L-aspar

El producto humedo puro obtenido en la fase previa
en el vacio, a una temperatura en incremento desde
°C, por un periodo general de 24 horas. Después del
de desecacion, se obtienen 6,5 g del complejo de ca
acetil-L-aspartilada pura de hierro (lll), con un ¢

en agua < 5 % en peso (Karl Fisher), el cual tiene

guientes caracteristicas quimicas y fisicoquimicas:
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Caracteristicas del producto Valor
Color Marron rojizo
Soluble en NaOH pH
Solubilidad
=8
pH 2,8

Hierro libre (no en complejos)

< 0,05 % p/p

Hierro total 5,5 % p/p
Proteinas 75,2 % plp
Acido N-acetil-L-aspartico en

7,1 % plp
complejos
Acido N-acetil-L-aspartico

0,1 % p/p
libre
Cloruros 1,8 % p/p
Contenido bacteriano <10 3 UFClg
Contenido de mohos y levaduras <10 2 UFCl/g

Ejemplo 2 — Preparacion del Complejo de Caseina N-a

aspartilada de Hierro

(A) Disolucién de la caseina.

En un reactor de acero inoxidable con un agitador s

y un detector de pH, se afladen 5 g de caseina usada

positos alimenticios o farmacéuticos en 70 g de agu

17
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biolégicamente pura y desionizada. La mezcla es man tenida

bajo agitacion hasta que se obtiene una suspension homogénea.
Se afaden aproximadamente 1,5 g de una solucion de hidroxido
de sodio al 15 % p/p (NaOH), a una temperatura de 2 0 °C, en
un periodo de 10 minutos, hasta que se obtiene un v alor de pH
de 8,5 £ 0,1. La solucion es agitada durante otros 15 minu-
tos.

(B) Preparacion del Cloruro de N-Acetil-L-Aspartilo

En un reactor de acero inoxidable con un agitador s uficiente,
se afiaden 15,2 mL (15 equivalentes) de cloruro de t ionilo
(SOCI »), una cantidad catalitica de 40 uL de dimetilformamida
(DMF), 2,5 g de acido N-acetil-L-aspartico, y la me zcla es
calentada a 75 °C bajo condiciones de reflujo. La m ezcla es
mantenida bajo agitacion hasta la culminacion de la reaccion
a través de la formacion del producto cloruro de ac ilo. En
esta reaccion, el didéxido de azufre (SO 2) y el cloruro de
hidrogeno (HCI) generados son gases que pueden aban donar el
vaso de reaccion, impulsando la reaccion hacia adel ante. El
exceso de cloruro de tionilo es evaporado a traves del calen-
tamiento de la mezcla de la reaccion de forma gradu al hasta
75 °C, cerca al punto de ebullicién (74,6 °C) del S OClo>.

(C) Acetil-aspartilacion de la Caseina.
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La solucion obtenida a partir de la fase (A), de la
disuelta, es afiadida al cloruro de N-acetil-L-aspar

fase (B), con la adicion de forma simultanea de apr
mente 3,1 g de NaOH al 15 % p/p, manteniendo el pH
0,1, a temperatura ambiente. La solucién obtenida s

bajo una agitacion fuerte durante 2 h.

(D) Transferencia y purificacion del acetil asparta

seina a través de precipitacion.

La solucion obtenida a partir de la fase (C) es tra

un reactor esmaltado provisto con un mezclador y un
apropiada para la lectura de los valores de pH. La
mantenida a una temperatura de 20 °C, es posteriorm
dificada con aproximadamente 2,28 g de una solucion
N en un periodo de 40 minutos, hasta que se obtiene
3. Al alcanzar el pH objetivo, se detiene la adicio

y se obtiene un precipitado. La reduccion en el val
genera la formacion de un precipitado de caseina N-
aspartilada depurada a partir de otras sales, otros

de la reaccion, y otras impurezas solubles.

(E) Filtracién y dilaceraciones.

La caseina N-acetil-L-aspartilada obtenida en la fa

recuperada a través de una filtracion. El producto
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removido del filtro, y luego colocado en un reactor
inoxidable equipado con un mezclador de anclaje y ¢
sonda para la lectura de los valores de pH que ha s

da con 70 mL de agua depurada, y posteriormente som
agitacion. La suspension es mantenida en agitacion
hora, a una temperatura de 20 °C, y luego sometida
laceracion. Después de 20 minutos de dilaceracion,
aproximadamente 3,1 g de una soluciéon de NaOH al 15
la suspension, hasta que se obtiene un valor de pH

entre 8,1y 8,4. Hacia el final de la adicion, el p

la reaccion es tratado una vez mas en el mismo reac
un periodo de aproximadamente 2 horas. Esta operaci

ta la disgregacion de las particulas solidas de cas
acetil-L-aspartilada. La suspension de caseina aspa
filtrada, el reactor y el filtro son lavados con 50

agua depurada, y el agua de lavado es posteriorment

otra vez a la solucion clarificada.

(F). Reaccion con cloruro férrico y filtracion de |

cruda ferro-N-acetil-L-aspartilada.

La solucion de la fase (E) es colocada en un reacto
do equipado con un mezclador de impulsor y con una
la lectura de los valores de pH. A esta solucién ho

le afladen 6,2 g en total de FeCl

de hierro), por consiguiente:
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i) Adicion de 1,7 g de la solucion de hierro con un
gradual simultanea de 0,6 g de NaOH al 15 % p/p
lidad de mantener el valor de pH entre 8,3y 8,5. L

es dejada en agitacion durante 15 minutos.

i) Adicion de los restantes 4,5 g de la solucion d

hasta que el pH de la solucion esté entre 2,8 y 3,0
pension es mantenida en agitacion durante 1 h. El p
tado con una solucion de HCI 6 N o una solucion de

% pl/p, respectivamente.

Se obtiene una suspension de caseina ferro-N-acetil

aspartilada. El producto de la reaccién es mantenid
tacion durante 20 minutos, y el derivado crudo de c
ferro-N-acetil-L-aspartilada es recuperado a traves

filtracion.

(G) Disolucion del complejo vy filtracion.

El complejo solido es dispersado en 70 g de agua pu
luego se afaden 3,85 g de una solucion de NaOH al 1
hasta que se obtiene un pH de 8,5 + 0,1. La solucio
tenida en agitacion durante 30 minutos. La solucién

es filtrada con la finalidad de separar las impurez

sueltas. El residuo insoluble es menor que el 0,5 %
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(H) Precipitacion y aislamiento de la caseina ferro

L-aspartilada humeda pura.

A la solucion clara, la cual es colocada en un reac

tado equipado con un mezclador de impulsor y con un

para la lectura del valor de pH, se le afiaden 2,28
solucion acuosa de HCI 6 N por vertimiento, a una t

de entre 20 °C y 25 °C, en aproximadamente 20 a 30
hasta que se obtiene un valor de pH de 2,8 a 3,0. H
final de la adicidn, el producto de la reaccion es

en agitacion por 20 minutos, y el precipitado de ca
rro-N-acetil-L-aspartilada pura que se ha formado e
rado a través de una filtracion y un posterior lava

agua purificada.

(I) Desecacion de la caseina ferro-N-acetil-L-aspar

El producto humedo puro obtenido en la fase previa
en el vacio, a una temperatura en incremento desde
°C, por un periodo general de 24 horas. Después del
de desecacion, se obtienen 6,6 g del complejo de ca
acetil-L-aspartilada pura de hierro (lll), con un ¢

en agua < 5 % en peso (Karl Fisher), el cual tiene

guientes caracteristicas quimicas y fisicoquimicas:
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Caracteristicas del producto Valor
Color Marron rojizo
Solublee n NaOH pH =
Solubilidad
8
pH 2,7
Hierro libre (no en complejos) < 0,05 % p/p
Hierro total 5,7 % p/p
Proteinas 84,1 % plp
Acido N-acetil-L-aspartico en
7,3 % plp
complejos
Acido N-acetil-L-aspartico
0,2 % p/p
libre
Cloruros 1,6 % p/p
Contenido bacteriano <10 3 UFClg
Contenido de mohos y levaduras <10 2 UFCl/g

Ejemplo 3 — Preparacion del Complejo de Caseina N-a

aspartilada de Hierro

(A) Disolucién de la caseina.

En un reactor de acero inoxidable con un agitador s

y un detector de pH, se afladen 5 g de caseina usada
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positos alimenticios o farmacéuticos en 70 g de agu a micro-

biolégicamente pura y desionizada. La mezcla es man tenida
bajo agitacion hasta que se obtiene una suspension homogénea.
Se afaden aproximadamente 1,5 g de una solucion de hidroxido
de sodio al 15 % p/p (NaOH), a una temperatura de 2 0 °C, en
un periodo de 10 minutos, hasta que se obtiene un v alor de pH
de 8,5 £ 0,1. La solucion es agitada durante otros 15 minu-
tos.

(B) Preparacion del Cloruro de N-Acetil-L-Aspartilo

En un reactor de acero inoxidable con un agitador s uficiente,
se afiaden 15,6 mL (15 equivalentes) de cloruro de t ionilo
(SOCI 2), una cantidad catalitica de 100 uL de dimetilformami-

da (DMF), y 2,5 g de acido N-acetil-L-aspartico. La mezcla es
mantenida bajo agitacion a 75 °C bajo condiciones d e reflujo
hasta la culminacion de la reaccion a través de la formacion
del producto cloruro de acilo. En esta reaccion, el diéxido

de azufre (SO )y el cloruro de hidrogeno (HCI) generados son

gases que pueden abandonar el vaso de reaccion, imp ulsando la
reaccion hacia adelante. El exceso de cloruro de fti onilo es
evaporado a través del calentamiento de la mezcla d e la reac-
cion de forma gradual hasta 75 °C, sin el condensad or de en-
friamiento, cerca al punto de ebullicién (74,6 °C) del SOCI ».

(C) Acetil-aspartilacion de la Caseina.

24
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La solucion obtenida a partir de la fase (A), de la
disuelta, es afiadida al cloruro de N-acetil-L-aspar

fase (B), con la adicion de forma simultanea de apr
mente 3,1 g de NaOH al 15 % p/p, manteniendo el pH
0,1, a temperatura ambiente. La solucién obtenida s

bajo una agitacion fuerte durante 2 h.

(D) Transferencia y purificacion del acetil asparta

seina a través de precipitacion.

La solucion obtenida a partir de la fase (C) es tra

un reactor esmaltado provisto con un mezclador y un
apropiada para la lectura de los valores de pH. La
mantenida a una temperatura de 20 °C, es posteriorm
dificada con aproximadamente 2,28 g de una solucion
N en un periodo de 40 minutos, hasta que se obtiene
3. Al alcanzar el pH objetivo, se detiene la adicio

y se obtiene un precipitado. La reduccion en el val
genera la formacion de un precipitado de caseina N-
aspartilada depurada a partir de otras sales, otros

de la reaccion, y otras impurezas solubles.

(E) Filtracién y dilaceraciones.
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La caseina N-acetil-L-aspartilada obtenida en la fa
recuperada a través de una filtracion. El producto
removido del filtro, y luego colocado en un reactor
inoxidable equipado con un mezclador de anclaje y ¢
sonda para la lectura de los valores de pH que ha s

da con 70 mL de agua depurada, y posteriormente som
agitacion. La suspension es mantenida en agitacion
hora, a una temperatura de 20 °C, y luego sometida
laceracion. Después de 20 minutos de dilaceracion,
aproximadamente 3,1 g de una soluciéon de NaOH al 15
la suspension, hasta que se obtiene un valor de pH

entre 8,1y 8,4. Hacia el final de la adicion, el p

la reaccion es tratado una vez mas en el mismo reac
un periodo de aproximadamente 2 horas. Esta operaci

ta la dilaceracion y posterior solubilizacion de la

las soélidas de caseina N-acetil-L-aspartilada. La s

de caseina aspartilada es filtrada, el reactor y el

son lavados con 50 mL de agua depurada, y el agua d

es posteriormente afiadida otra vez a la solucién cl

(F). Reaccion con cloruro férrico y filtracion de |

cruda ferro-N-acetil-L-aspartilada.

La solucion de la fase (E) es colocada en un reacto
do equipado con un mezclador de impulsor y con una

la lectura de los valores de pH. A esta solucién ho
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le afiaden 6,2 g en total de FeCl 3. 6H20 al 26,9 % p/p (solucidn

de hierro), por consiguiente:

i) Adicion de 1,7 g de la solucion de hierro con un a adicion
gradual simultanea de 0,6 g de NaOH al 15 % p/p con la fina-
lidad de ajustar el valor de pH entre 8,3y 8,5. La solucion

es dejada en agitacion durante 15 minutos.

i) Adicion de los restantes 4,5 g de la solucion d e hierro
hasta que el pH de la solucion esté entre 2,8 y 3,0 . La sus-
pension es mantenida en agitacion durante 1 h. El p H es ajus-
tado con una solucion de HCI 6 N o una solucion de NaOH al 15

% pl/p, respectivamente.

Se obtiene una suspension de caseina ferro-N-acetil -L-
aspartilada. El producto de la reaccién es mantenid 0 en agi-
tacion durante 20 minutos, y el derivado crudo de c aseina
ferro-N-acetil-L-aspartilada es recuperado a traves de una
filtracion.

(G) Disolucion del complejo vy filtracion.

El complejo solido es dispersado en 70 g de agua pu rificada y
luego se afaden 3,85 g de una solucion de NaOH al 1 5 % plp
hasta que se obtiene un pH de 8,5 + 0,1. La solucio n es man-
tenida en agitacion durante 30 minutos. La solucién restante

27
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es filtrada con la finalidad de separar las impurez

sueltas. El residuo insoluble es menor que el 0,5 %

(H) Precipitacion y aislamiento de la caseina ferro

L-aspartilada humeda pura.

A la solucion clara, la cual es colocada en un reac

tado equipado con un mezclador de impulsor y con un

para la lectura del valor de pH, se le afiaden 2,28
solucion acuosa de HCI 6 N por vertimiento, a una t

de entre 20 °C y 25 °C, en aproximadamente 20 a 30
hasta que se obtiene un valor de pH de 2,8 a 3,0. H
final de la adicidn, el producto de la reaccion es

en agitacion por 20 minutos, y el precipitado de ca
rro-N-acetil-L-aspartilada pura que se ha formado e
rado a través de una filtracion y un posterior lava

agua purificada.

(I) Desecacion de la caseina ferro-N-acetil-L-aspar

El producto humedo puro obtenido en la fase previa
en el vacio, a una temperatura en incremento desde
°C, por un periodo general de 24 horas. Después del
de desecacion, se obtienen 6,4 g del complejo de ca

acetil-L-aspartilada pura de hierro (lll), con un ¢
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en agua < 5 % en peso (Karl Fisher), el cual tiene las si-
guientes caracteristicas quimicas y fisicoquimicas:
Caracteristicas del producto Valor
Color Marron rojizo
Soluble en NaOH pH =
Solubilidad
8
pH 2,8
Hierro libre (no en complejos) < 0,05 % p/p
Hierro total 5,3 % p/p
Proteinas 88,0 % p/p
Acido N-acetil-L-aspartico en
7,0 % plp
complejos
Acido N-acetil-L-aspatrtico li-
0,6 % p/p
bre
Cloruros 1,8 % p/p
Contenido bacteriano <10 3 UFC/g
Contenido de mohos y levaduras < 10 2 UFClg
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