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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de análisis de una composición que contiene residuos 

monosacarídicos presentes en cadenas de heparinas mediante Resonancia Magnética 

Nuclear (RMN), donde la RMN es monodimensional de 1H-RMN, bidimensional de 1H-13C 

HSQC, o monodimensional de 1H-RMN y bidimensional de 1H-13C HSQC, que comprende 

las etapas de:

a. Proporcionar una composición que incluye al menos un residuo monosacarídico 

presente en cadenas de heparinas y obtener su espectro de Resonancia Magnética 

Nuclear monodimensional de 1H-RMN, bidimensional de 1H-13C HSQC o 

monodimensional de 1H-RMN y bidimensional de 1H-13C HSQC, utilizando ácido 

dimetilmalónico (DMMA) como referencia interna y D2O como disolvente,

b. Identificar en el espectro RMN la presencia o la ausencia de al menos una señal de 

al menos un residuo seleccionado del grupo que consiste en: ácido 4,5-insaturado 

2-O-sulfo urónico (ΔU2S), ácido 4,5-insaturado urónico (ΔU), 2-N-sulfo-1,6-

anhidroglucosamina (1,6-an.A), 2-N-sulfo-1,6-anhidromanosamina (1,6-an.M), 2-N-

sulfo-6-O-sulfoglucosamina (ANS6S), 2,5-anhidro manitol, N-sulfoglucosamina, 

ácido glucurónico, N-sulfo-6-O-sulfoglucosamina, ácido 2-O-sulfoidurónico, ácido 

idurónico, N-sulfo-3-O-sulfoglucosamina, N-sulfo-3,6-di-O-sulfoglucosamina ácido 

galacturónico, Xilosa, N-acetilglucosamina y N-acetil-6-O-sulfoglucosamina, así 

como la señal del DMMA, 

c. obtener el valor normalizado de las señales de cada uno de los residuos dividiendo 

el valor de sus integrales por el valor de la integral de la señal del DMMA, y

d. calcular el porcentaje relativo de cada uno de los residuos de acuerdo a la 

siguiente fórmula:

                         valor normalizado señal residuo X

            % señal residuo X = ------------------------------------------------------ x 100

                     Ʃ valor normalizado todas las señales

caracterizado porque la presencia o ausencia de las citadas señales RMN en una 
determinada proporción relativa de sus integrales normalizadas con respecto al DMMA 
conforma un patrón que permite identificar la heparina de la que procede el residuo 
monosacarídico comparando el patrón obtenido en el análisis con un patrón estándar 
previamente obtenido para diversas heparinas en las mismas condiciones.

2. Procedimiento según la reivindicación 1 en el que en el espectro 1H RMN se 

identifica el siguiente patrón:
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Señal Desplazamiento químico, ppm Porcentaje relativo, %

H4 ΔU2S 5,99 4,3-4,7

H4 ΔU 5,82 0,2

H1 1,6-an.A 5,62 0,7-0,9

H1 1,6-an.M 5,57 4,1-4,4

H1 ΔU2S 5,51 5,7-6,0

H1 ANS6S 5,40 16,1-16,7

H1 I2S 5,23 13,1-14,4

H5 I2S 4,84 14,3-16,3

H2 ANS 3,29 24,3-26,6

NAc 2,05 12,0-15,3

con lo que se determina que los residuos monosacarídicos proceden de enoxaparina sódica. 

3. Procedimiento según la reivindicación 1 en el que en el espectro 1H-13C HSQC RMN, 

se identifica el siguiente patrón:

Señal Porcentaje relativo, %

C1-H1 ANS-I2S 25,6-26,9

C1-H1 ANS-I 2,6-3,0

C1-H1 ANS-G 5,1-5,5

C1-H1 ANS.3S 1,5-1,7

C1-H1 ANAc 2,7-3,5

C1-H1 ANAc-αred < LC

C1-H1 ANS-red 3,8-4,9

C1-H1 1.6-an.A 1,2-1,5

C1-H1 1.6-an.M 1,6-1,9

C1-H1 MNS-αred 1,0-1,3

C1-H1 I2S 24,5-27,5

C1-H1 I-A6S 2,4-2,7

C1-H1 I-A6OH 0,3-0,4

C1-H1 G-ANS,3S 1,4-1,6

C1-H1 G-ANS 4,2-4,4

C1-H1 G-ANAc 1,9-2,6

C1-H1 G2S 1,1-1,6

C1-H1 ΔU2S 11,5-12,4
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C1-H1 ΔU 0,3-0,5

C1-H1 I2S-red 1,0-1,4

C5-H5 Gal-A <LC-0,5

Epox <LC-0,4

donde “LC” es “limite de cuantificación”,

con lo que se determina que los residuos monosacarídicos proceden de enoxaparina sódica. 

4. Procedimiento según la reivindicación 1 en el que en el espectro 1H-RMN, se 

identifica el siguiente patrón:

Señal Desplazamiento químico, ppm    Porcentaje relativo, %

H4 ΔU2S 5,99 3,7-5,7

H4 ΔU 5,82 0,2-2,5

H1 1,6-an.A 5,62 0,5-2,5

H1 1,6-an.M 5,57 2,5-6,0

H1 ΔU2S 5,51 7,0-10,7

H1 ANS6S 5,40 19,0-21,3

H1 I2S 5,23 13,8-18,5

H2 ANS 3,29 18,7-26,3

NAc 2,05 9,4-14

con lo que se determina que los residuos monosacarídicos proceden de bemiparina sódica. 

5. Procedimiento según la reivindicación 1 en el que en el espectro 1H-13C HSQC RMN, 

se identifica el siguiente patrón:

Señal Porcentaje relativo, %

C1-H1 ANS-I2S 26,5-30,6

C1-H1 ANS-I 1,7-5,3

C1-H1 ANS-G 2,1-3,8

C1-H1 ANS.3S 0,6-2,5

C1-H1 ANAc 1,7-3,0

C1-H1 ANAc-αred < LC

C1-H1 ANS-red 2,6-5,4

C1-H1 1.6-an.A < 1,1

C1-H1 1.6-an.M <1,0

C1-H1 MNS-αred 0,9-2,3
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C1-H1 I2S 30,4-34,9

C1-H1 I-A6S 1,4-2,6

C1-H1 I-A6OH <0,2

C1-H1 G-ANS,3S <2,5

C1-H1 G-ANS 1,9-3,6

C1-H1 G-ANAc 0,4-1,4

C1-H1 G2S <0,5

C1-H1 ΔU2S 10,9-14,9

C1-H1 ΔU 0,6-1,6

C1-H1 I2S-red <0,5

C5-H5 Gal-A <0,3

con lo que se determina que los residuos monosacarídicos proceden de bemiparina sódica. 

6. Procedimiento según la reivindicación 1 en el que en el espectro 1H-RMN, se 

identifica el siguiente patrón:

Señal Desplazamiento químico, ppm Porcentaje relativo, %

H1 ANS6S 5,40 25,5-25,8

H1 I2S 5,23 19,2-20,8

H1 I2S-(AM.ol) 5,18 9,5-9,8

H2 ANS 3,29 28,0-30,0

NAc 2,05 15,4-20,0

con lo que se determina que los residuos monosacarídicos proceden de dalteparina sódica. 

7. Procedimiento según la reivindicación 1 en el que en el espectro 1H-13C HSQC RMN, 

se identifica el siguiente patrón:

Señal Porcentaje relativo, %

C1-H1 ANS-I2S 22,2-23,3

C1-H1 ANS-I 3,0-3,2

C1-H1 ANS-G 2,3-2,6

C1-H1 ANS.3S 2,1-2,9

C1-H1 ANAc 2,4-3,1

C1-H1 I2S 24,5-27,5

C1-H1 I-A6S 3,6-4,0
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C1-H1 G-ANS,3S 1,8-2,3

C1-H1 G-ANS 2,5-3,5

C1-H1, C6-H6 AM.ol-6S 20,8-21,7

con lo que se determina que los residuos monosacarídicos proceden de dalteparina sódica. 

8. Procedimiento según la reivindicación 1 en el que en el espectro 1H-RMN, se 

identifica el siguiente patrón

Señal Desplazamiento químico, ppm Porcentaje relativo, %

H4 ΔU2S 5,99 2,7

H1 ΔU2S 5,51 5,3

H1 ANS6S 5,40 23,6

H1 I2S 5,23 21,0

H2 ANS 3,29 30,0

NAc 2,05 16,1

con lo que se determina que los residuos monosacarídicos proceden de tinzaparina sódica. 

9. Procedimiento según la reivindicación 1 en el que en el espectro 1H-13C HSQC RMN, 

se identifica el siguiente patrón:

Señal Porcentaje relativo, %

C1-H1 ANS-I2S 27,2

C1-H1 ANS-I 3,2

C1-H1 ANS-G 3,4

C1-H1 ANS.3S 1,2

C1-H1 ANAc 3,7

C1-H1 ANAc-αred < LC

C1-H1 ANS-red 6,5

C1-H1 I2S 35,1

C1-H1 I-A6S 3,1

C1-H1 I-A6OH 0,8

C1-H1 G-ANS,3S 1,5

C1-H1 G-ANS 3,4

C1-H1 G-ANAc 2,2

C1-H1 ΔU2S 8,6

C1-H1 I2S-red <0,1

con lo que se determina que los residuos monosacarídicos proceden de tinzaparina sódica. 
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10. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que las 

señales correspondientes a los grupos N-acetilo aparecen en la región entre 1,8 a 2,1 ppm 

en espectroscopía de 1H-RMN.

11. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las 

señales correspondientes al anillo sacarídico de los residuos citados aparecen en la región 

entre 2,8 a 6,0 ppm en espectroscopía de 1H-RMN.  

12. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que las 

señales correspondientes a los protones anoméricos H1, así como las de los protones H4 de 

los terminales no reductores de alguno de los residuos citados, aparecen en la región entre 

4,6 a 6,0 ppm en espectroscopía de 1H-RMN.

  

13. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que, en 

espectroscopía 1H RMN, las señales del ácido 4,5-insaturado 2-O-sulfo urónico (ΔU2S) 

aparecen a 5,99 y 5,51 ppm, para los protones H4 y anomérico respectivamente, la señal del 

ácido 4,5-insaturado urónico (ΔU) aparece a 5,82 ppm para el protón H4, la señal del 2-N-

sulfo-1,6-anhidroglucosamina (1,6-an.A) aparece a 5,62 ppm para el protón anomérico, la 

señal del 2-N-sulfo-1,6-anhidromanosamina (1,6-an.M) aparece a 5,57 ppm para el protón 

anomérico, y las señales del 2-N-sulfo-6-O-sulfoglucosamina aparecen a 5,41 y 4,21-4,34 

ppm para los protones H1 y H6 y H6’ respectivamente.

14. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que, en 

espectroscopía 1H-13C HSQC RMN, las señales del ácido 4,5-insaturado 2-O-sulfo urónico 

(ΔU2S) aparecen a 6,0-109,0 ppm (H4-C4), 5,5-100,2 ppm (H1-C1), 4,6-77,4 ppm (H2-C2) ó 

4,3-66,8 ppm (H3-C3), las señales del ácido 4,5-insaturado urónico (ΔU) aparecen a 5,8-

110,7 ppm (H4-C4) ó 5,2-103,9 ppm (H1-C1), las señales del 2-N-sulfo-1,6-

anhidroglucosamina (1,6-an.A) aparecen a 5,6-104,2 ppm (H1-C1), 3,2-58,5 ppm (H2-C2) ó 

3,8-67,5 ppm (H6-C6), las señales del 2-N-sulfo-1,6-anhidromanosamina (1,6-an.M) 

aparecen a 5,6-103,9 ppm (H1-C1), 3,5-55,1 (H2-C2) o 3,8-67,5 ppm (H6-C6), y las señales 

del 2-N-sulfo-6-O-sulfoglucosamina aparecen a 5,4-99,4 ppm (H1-C1), 3,8-80,9 ppm (H4-C4), 

3,7 a 3,8–42,3 a 72,5 ppm (H3-C3), 4,1-70,6 a 71,7 ppm (H5-C5) ó 3,3-60,5-60,8 ppm (H2-

C2).

15. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el 
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patrón obtenido en el análisis determina que los residuos monosacarídicos proceden de 

una heparina no fraccionada.

16. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 anteriores, en el 
que el patrón obtenido en el análisis determina que los residuos monosacarídicos 
proceden de una Heparina de Bajo Peso Molecular (HBPM).

17. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 anteriores, en el 
que el patrón obtenido en el análisis determina que los residuos monosacarídicos 
proceden de una Heparina de Muy Bajo Peso Molecular (HMBPM).
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