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DESCRIPCION
Polvo de colageno y procedimiento de fabricacion
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a un polvo de colageno, a un método de fabricacién del mismo y a sus usos.
Antecedentes de la invencion

Se conocen bien en la técnica procedimientos para la preparacion de polvos a base de colageno para uso en
medicina humana y veterinaria. Una caracteristica funcional importante de los polvos de colageno es la capacidad
para absorber fluidos, tales como sangre y/o exudado de heridas. Dado que los polvos de colageno muestran
frecuentemente baja densidad, las caracteristicas de procesamiento optimizadas son también de suma importancia.

Normalmente, el colageno usado para la preparacion posterior de los polvos de colageno se aisla primero por
extraccion de piel o tendén de mamifero, se purifica, se trata enzimaticamente para eliminar los telopéptidos no
helicoidales, se disuelve parcialmente con acido, y finalmente se precipita aumentando el pH para proporcionar una
fuente de colageno fibrilar purificado. Una vez aislado, la fuente de colageno se puede procesar adicionalmente para
la fabricacion de materiales a base de colageno inmediatamente, o de lo contrario se almacena mientras se espera
un procesamiento posterior. Por comodidad de almacenamiento a escala comercial, la fuente de colageno se
concentra normalmente mediante separacion del agua usando centrifugacion para reducir el volumen y de este
modo crear una masa humeda. La masa humeda debe almacenarse congelada para preservar el colageno y
prevenir el crecimiento bacteriano. Cuando se necesite para la fabricacion de polvos a base de colageno, la masa
himeda de colageno congelada se descongela normalmente y se redispersa. Si el colageno aislado se usa
inmediatamente o se congela y descongela como una masa humeda, la fuente de colageno es generalmente
viscosa y dificil de procesar a escala comercial en polvos a base de colageno.

Se conoce la preparacion de polvos de colageno moliendo productos de esponja de colageno preformados. De
modo perjudicial este método conocido da como resultado polvos de colageno que tienen baja densidad. Ademas,
se debe formar un gran niumero de esponjas de colageno con el fin de preparar una cantidad suficiente de polvo de
colageno, lo que hace ineficiente el procedimiento de preparacion de polvo de colageno, en particular porque la
cantidad de agua que se necesita separar durante el procedimiento de preparacion puede ser aproximadamente 200
veces mayor que la masa seca equivalente de fuente de colageno. Ademas el polvo de colageno resultante es dificil
de procesar mas, porque presenta caracteristicas de procesamiento no deseadas tales como mal comportamiento
de flujo y propiedades de alta carga electrostatica. Estas propiedades del material conducen también a dificultades
en la aplicacién del polvo de colageno resultante, por ejemplo para uso en el tratamiento de heridas o implantacion.
Debido a la baja densidad del polvo de colageno resultante, éste puede ser facilmente arrastrado por pequerios
movimientos de aire y se adhiere a las superficies, lo que puede complicar la colocacién del polvo de colageno en el
sitio de aplicacion.

Existe una necesidad de proporcionar un polvo de colageno que tenga caracteristicas de producto deseables, tales
como una alta capacidad de absorciéon de fluidos, aunque también con caracteristicas de procesamiento que
permitan la fabricacién y manipulacién comercial del polvo de colageno.

Compendio de la invencion

Segun un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un procedimiento para preparar un polvo de
colageno, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(a) proporcionar una fuente de colageno;
(b) ajustar la fuente de colageno a una concentracion de 1,5-4,0%;

(c) ajustar la fuente de colageno a un pH de 2,9-5,2 introduciendo un acido carboxilico en la fuente de
colageno;

(d) congelar la fuente de colageno a una temperatura de -33°C a -42°C;

(e) deshidratar el colageno congelado, que comprende separar la fase acuosa reduciendo la presion a 5 Pa a
100 Pa (0,05 mbar a 1 mbar); y

(f) degradar el colageno deshidratado a un polvo.

Opcionalmente, la etapa de ajuste de la concentracion (b) se realiza antes de la etapa de ajuste del pH (c).
Alternativamente, la etapa de ajuste del pH (c) se realiza antes de la etapa de ajuste de la concentracion (b). Mas
alternativamente, la etapa de ajuste de la concentracion (b) y la etapa de ajuste del pH (c) se realizan
simultaneamente.
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Opcionalmente, la fuente de colageno en la etapa de suministro (a) es colageno fibrilar. Mas opcionalmente, la
fuente de colageno en la etapa de suministro (a) se selecciona de colageno de Tipo I, colageno de Tipo Il, colageno
de Tipo lll, y una mezcla de los mismos. Aun mas opcionalmente, la fuente de colageno en la etapa de suministro (a)
es colageno de Tipo .

Opcionalmente, la fuente de colageno en la etapa de suministro (a) tiene una concentraciéon de colageno superior a
4,0%. Mas opcionalmente, la fuente de colageno en la etapa de suministro (a) tiene una concentracién de colageno
superior a 15,0%. Aun mas opcionalmente, la fuente de colageno en la etapa de suministro (a) tiene una
concentracion de colageno superior a 30,0%.

Opcionalmente, la fuente de colageno en la etapa de suministro (a) tiene un pH superior a 5,0. Mas opcionalmente,
la fuente de colageno en la etapa de suministro (a) tiene una concentracion de colageno de 7,0. Aun mas
opcionalmente, la fuente de colageno en la etapa de suministro (a) tiene una concentracion de colageno superior a
7,0.

Opcionalmente, el procedimiento comprende la etapa adicional de degradacién mecanica de la fuente de colageno
antes de la etapa de congelacion (d). Mas opcionalmente, el procedimiento comprende la etapa adicional de
homogeneizar la fuente de colageno antes de la etapa de congelacion (d). AUn mas opcionalmente, el procedimiento
comprende la etapa adicional de mezclar por cizalladura la fuente de colageno antes de la etapa de congelacion (d).

Opcionalmente, la etapa adicional de degradacién mecanica se lleva a cabo después de la etapa de ajuste de la
concentracion (b) y/o de la etapa de ajuste del pH (c); y antes de la etapa de congelacion (d).

Opcionalmente, la etapa adicional de degradacion mecanica se lleva a cabo durante un periodo de mas de 5
segundos. Mas opcionalmente, la etapa adicional de degradacion mecanica se lleva a cabo durante un periodo de 5
— 900 segundos. Aun mas opcionalmente, la etapa adicional de degradacion mecanica se lleva a cabo durante un
periodo de 5 — 900 segundos hasta que se forma una dispersion de colageno homogénea.

Opcionalmente, la etapa de ajuste de la concentracién (b) comprende introducir un fluido en la fuente de colageno.
Mas opcionalmente, la etapa de ajuste de la concentracion (b) comprende introducir un fluido acuoso en la fuente de
colageno. Aun mas opcionalmente, la etapa de ajuste de la concentracion (b) comprende introducir agua,
opcionalmente agua purificada, en la fuente de colageno.

Opcionalmente, la fuente de coladgeno se ajusta a una concentracién equivalente de 1,5 — 4,0% (peso/peso) de
colageno seco. Mas opcionalmente, la fuente de colageno se ajusta a una concentracion equivalente de 2,0 — 3,5%
(peso/peso) de colageno seco. Aun mas opcionalmente, la fuente de colageno se ajusta a una concentracion
equivalente de 3,0% (peso/peso) de colageno seco.

Opcionalmente, el procedimiento comprende la etapa (c) de ajustar la fuente de colageno a un pH de 3,5 - 5,0.

Opcionalmente, el procedimiento comprende la etapa (c) de ajustar la fuente de colageno a un pH inferior a 4,5. Mas
opcionalmente, el procedimiento comprende la etapa (c) de ajustar la fuente de colageno a un pH de 3,5 — 4,3. Aln
mas opcionalmente, el procedimiento comprende la etapa (c) de ajustar la fuente de colageno a un pH de 3,5.

Opcionalmente, el procedimiento comprende la etapa (c) de ajustar la fuente de colageno a un pH de 3,8 — 4,3. Aun
mas opcionalmente, el procedimiento comprende la etapa (c) de ajustar la fuente de colageno a un pH de 4,0.

La etapa de ajuste del pH (c) comprende introducir un acido en la fuente de colageno. Mas opcionalmente, la etapa
de ajuste del pH (c) comprende introducir una disolucion acida en la fuente de colageno. Ain mas opcionalmente, la
etapa de ajuste del pH (c) comprende introducir una disolucion acida acuosa en la fuente de colageno.

La etapa de ajuste del pH (c) comprende introducir un acido carboxilico en la fuente de colageno. Mas
opcionalmente, la etapa de ajuste del pH (c) comprende introducir una disolucion de acido carboxilico en la fuente de
colageno. Aun mas opcionalmente, la etapa de ajuste del pH (c) comprende introducir una disolucién acuosa de
acido carboxilico en la fuente de colageno.

Opcionalmente, la etapa de ajuste del pH (c) comprende introducir acido acético en la fuente de colageno. Mas
opcionalmente, la etapa de ajuste del pH (c) comprende introducir una disolucién de acido acético en la fuente de
colageno. Aun mas opcionalmente, la etapa de ajuste del pH (c) comprende introducir una disolucién acuosa de
acido acético en la fuente de colageno.

Opcionalmente, la etapa de ajuste del pH (c) comprende introducir acido acético anhidro en la fuente de colageno.

Opcionalmente, la etapa de ajuste de la concentracion (b) y la etapa de ajuste del pH (c) se pueden llevar a cabo
simultaneamente introduciendo una disolucién acida, opcionalmente una disolucién acida acuosa, en la fuente de
colageno.
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Opcionalmente, la etapa de ajuste de la concentracion (b) y la etapa de ajuste del pH (c) se pueden llevar a cabo
simultaneamente introduciendo una disoluciéon de acido acético, opcionalmente una disolucién acuosa de acido
acético, en la fuente de colageno.

Opcionalmente, la etapa de ajuste de la concentracion (b) se lleva a cabo durante un periodo no inferior a 0,5 horas.
Mas opcionalmente, la etapa de ajuste de la concentracion (b) se lleva a cabo durante un periodo de 0,5 horas.

Opcionalmente, la etapa de ajuste del pH (c) se lleva a cabo durante un periodo de 1 — 180 minutos.

Opcionalmente, la etapa de ajuste de la concentracion (b) y la etapa de ajuste del pH (c) se llevan a cabo
simultaneamente durante un periodo superior a 1 minuto. Mas opcionalmente, la etapa de ajuste de la concentracion
(b) y la etapa de ajuste del pH (c) se llevan a cabo simultaneamente durante un periodo de 1 — 180 minutos.

La etapa de congelacion (d) comprende congelar a una temperatura de aproximadamente -33°C a aproximadamente
-42°C. Mas opcionalmente, la etapa de congelacién (d) comprende congelar a una temperatura de aproximadamente
-38°C. Aun mas opcionalmente, la etapa de congelacién (d) comprende congelar a una velocidad de
aproximadamente 0,3°C a aproximadamente 1,5°C por minuto, opcionalmente a una velocidad de aproximadamente
0,5°C por minuto.

La etapa de deshidratacion (e) comprende separar la fase acuosa reduciendo la presién a aproximadamente 5 Pa a
100 Pa (0,05 a aproximadamente 1 mbar). Ain mas opcionalmente, la etapa de deshidratacion (e) comprende
separar la fase acuosa aplicando al menos un vacio parcial, opcionalmente aplicando un vacio.

Opcional o adicionalmente, la etapa de deshidratacién (e) comprende aumentar la temperatura. Mas opcional o
adicionalmente, la etapa de deshidrataciéon (e) comprende aumentar la temperatura bajo vacio o vacio parcial. Aun
mas opcional o adicionalmente, la etapa de deshidratacion (e) comprende aumentar la temperatura a al menos
+30°C. Aun mas opcional o adicionalmente, la etapa de deshidratacion (e) comprende aumentar la temperatura a al
menos +30°C bajo vacio o vacio parcial. AUn mas opcional o adicionalmente, la etapa de deshidratacion (e)
comprende aumentar la temperatura a al menos +40°C. AUn mas opcional o adicionalmente, la etapa de
deshidratacién (e) comprende aumentar la temperatura a al menos +40°C bajo vacio o vacio parcial.

Opcional o adicionalmente, la etapa de deshidratacion (e) comprende aumentar la temperatura a aproximadamente
+30°C a una velocidad de aproximadamente 0,3°C a aproximadamente 1,5°C por minuto, mas opcionalmente a una
velocidad de aproximadamente 0,5°C por minuto. Mas opcional o adicionalmente, la etapa de deshidratacion (e)
comprende aumentar la temperatura del colageno a aproximadamente +30°C a una velocidad de aproximadamente
0,3°C a aproximadamente 1,5°C por minuto, mas opcionalmente a una velocidad de aproximadamente 0,5°C por
minuto, bajo vacio o vacio parcial.

Opcional o adicionalmente, la etapa de deshidratacion (e) comprende aumentar la temperatura a aproximadamente
+40°C a una velocidad de aproximadamente 0,3°C a aproximadamente 1,5°C por minuto, mas opcionalmente a una
velocidad de aproximadamente 0,5°C por minuto. Mas opcional o adicionalmente, la etapa de deshidratacion (e)
comprende aumentar la temperatura del colageno a aproximadamente +40°C a una velocidad de aproximadamente
0,3°C a aproximadamente 1,5°C por minuto, mas opcionalmente a una velocidad de aproximadamente 0,5°C por
minuto, bajo vacio o vacio parcial.

Opcionalmente, le tapa de deshidratacién (e) comprende al menos una etapa de equilibrado. Opcionalmente, la al
menos una etapa de equilibrado comprende mantener la temperatura a una temperatura constante, suficiente para
permitir que el colageno congelado alcance una temperatura deseada. Mas opcionalmente, la al menos una etapa
de equilibrado comprende mantener la temperatura a una temperatura constante durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir que el colageno congelado alcance una temperatura deseada. Alin mas opcionalmente, la al
menos una etapa de equilibrado comprende mantener la temperatura a una temperatura constante durante al menos
10 minutos, opcionalmente al menos 20 minutos, mas opcionalmente al menos 30 minutos, ain mas opcionalmente
al menos 45 minutos, aun mas opcionalmente al menos 60 minutos; para permitir que el colageno congelado
alcance una temperatura deseada.

Opcionalmente, la al menos una etapa de equilibrado se lleva a cabo cuando la temperatura se aumenta a al menos
-20°C. Opcional o adicionalmente, la al menos una etapa de equilibrado se lleva a cabo cuando la temperatura se
aumenta a al menos -10°C. Opcional o adicionalmente, la al menos una etapa de equilibrado se lleva a cabo cuando
la temperatura se aumenta a al menos 0°C. Opcional o adicionalmente, la al menos una etapa de equilibrado se
lleva a cabo cuando la temperatura se aumenta a al menos +10°C. Opcional o adicionalmente, la al menos una
etapa de equilibrado se lleva a cabo cuando la temperatura se aumenta a al menos +20°C. Opcional o
adicionalmente, la al menos una etapa de equilibrado se lleva a cabo cuando la temperatura se aumenta a al menos
+30°C. Opcional o adicionalmente, la al menos una etapa de equilibrado se lleva a cabo cuando la temperatura se
aumenta a al menos +40°C.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2613654 T3

Opcionalmente, le etapa de deshidratacion (e) comprende seis etapas de equilibrado, realizandose cada etapa de
equilibrado cuando la temperatura se aumenta en aproximadamente 10°C. Mas opcionalmente, la etapa de
deshidratacion (e) comprende seis etapas de equilibrado, realizandose cada etapa de equilibrado cuando la
temperatura se aumenta a aproximadamente -20°C, aproximadamente -10°C, aproximadamente 0°C,
aproximadamente +10°C, aproximadamente +20°C, y aproximadamente +30°C.

Opcionalmente, la fuente de colageno se puede formar en capas de colageno antes de la etapa de congelacion (d).

Opcionalmente, la dispersion de colageno puede rellenarse en moldes para formar capas de colageno antes de la
etapa de congelacion (d). Mas opcionalmente, la dispersion de colageno puede rellenarse en moldes para formar
capas de colageno que tienen un espesor medio de 1-5 mm antes de la etapa de congelaciéon (d). Aun mas
opcionalmente, la dispersion de colageno puede rellenarse en moldes para formar capas de colageno que tienen un
espesor medio de 1-3 mm antes de la etapa de congelacién (d). Aln mas opcionalmente, la dispersion de colageno
puede rellenarse en moldes que tienen un espesor medio de 1-5 mm y dimensiones de 50 x 40 cm para formar
capas de colageno antes de la etapa de congelacion (d), de la etapa de deshidratacion (e) o de ambas.

Opcionalmente, le etapa de degradacion (f) comprende degradar mecanicamente el colageno deshidratado a un
polvo. Mas opcionalmente, la etapa de degradacion (f) se selecciona de molienda, corte, trituracion, granulacion, y
sus combinaciones. Aln mas opcionalmente, la etapa de degradacion (f) comprende moler el colageno deshidratado
a un polvo. Aun mas opcionalmente, la etapa de degradacion (f) comprende moler el colageno deshidratado a un
polvo usando un tamario de malla de 1 mm.

Opcionalmente, el polvo de colageno se introduce en un recipiente.

Opcionalmente, el polvo de colageno se esteriliza. Mas opcionalmente, el polvo de colageno se esteriliza después
de ser introducido en un recipiente.

Breve descripcion de los dibujos

A continuacion se describiran realizaciones de la invencién a modo de ejemplos no limitativos, y con referencia a los
dibujos adjuntos, en los que:

La Figura 1 es un grafico que ilustra la absorcién de agua de polvos de colageno preparados a diferentes pH y
concentraciones de colageno;

La Figura 2 es un grafico que ilustra la densidad aparente de polvos de colageno preparados a diferentes pH y
concentraciones de colageno.

La Figura 3 es un grafico que ilustra la absorcién de agua de polvos de colageno preparados a diferentes pH; y

La Figura 4 es un grafico que ilustra la concentracion de acido introducido en la fuente de colageno durante la etapa
de ajuste del pH (c).

Ejemplos
Ejemplo 1 — Procedimiento de fabricacion

El colageno se puede aislar de una serie de fuentes, por ejemplo pieles de animales y tendones animales. En una
realizacion preferida, el colageno se aisla de tendén animal, por ejemplo tendon equino o bovino; aunque cualquier
fuente conocida de colageno, que incluye tejido fibroso, opcionalmente tejido conectivo, se puede usar y seleccionar
por un experto en la técnica. Preferiblemente, el colageno se aisla de tendén equino. En el método de aislamiento,
los tendones equinos se molieron para degradar la fuente de colageno. Los tendones equinos molidos se trataron
con una serie de reactivos, que incluye hidroxido soédico (NaOH) 1 N para eliminar la contaminacién microbiolégica
tal como priones al comienzo del proceso. Se llevaron a cabo etapas de tratamiento con perdéxido de hidrégeno y
etapas de lavado a diferentes valores de pH, seguidas por una etapa de molienda que se usé para aumentar la
superficie para la siguiente etapa de tratamiento. El peso molecular de la fuente de colageno se redujo
adicionalmente mediante tratamiento con la enzima proteolitica pepsina a un pH aproximado de 2,5. El pH se ajusto
usando una disolucion acuosa de HCI 1 N. La pepsina se uso6 para degradar componentes de suero contaminantes
tales como albumina de suero equino (ESA) y dio por resultado el desprendimiento de partes no helicoidales de la
molécula de colageno (telopéptidos). Durante este proceso, el material colageno también se disolvio parcialmente en
el medio acido. Después de la filtracion, el nivel de pH se aumenté de 2,5 a 7,5 mediante adicién de hidréxido sédico
(NaOH) 1 N. Este ajuste del pH dio por resultado la precipitacion del colageno fibrilar de la disolucion, que se
concentré después mediante centrifugacion para proporcionar una dispersion de colageno que tenia una
concentracion de aproximadamente 3-30% (peso/peso). ElI material resultante se denominé coldgeno de nueva
aportacion. El colageno de nueva aportacion se puede procesar de varias maneras.
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El colageno de nueva aportacion se puede envasar en porciones adecuadas y congelar a -20°C para almacenarse
en un congelador hasta que se requiera para su uso. El material resultante se denominé colageno congelado. El
colageno congelado se descongela antes de su uso de la misma manera que el colageno de nueva aportacion.

Una cantidad de 63,3 g de fuente de colageno congelado que tenia una concentracion equivalente de 28,4% de
contenido seco se descongeld a temperatura ambiente y se proporciond en un recipiente de acero inoxidable de
tamafio adecuado. Una cantidad de 20 g de acido acético 1 N se introdujo en la fuente de colageno para ajustar el
pH a 4,2. Se introdujo agua purificada en la dispersion de colageno para dispersar la fuente de colageno a una
concentracion de 1,5 — 4,0%.

Después de 5 minutos de remojo, se obtuvo una dispersién de colageno semisdlida no homogénea y se transfirié a
un dispositivo de corte (Mezclador de Alta Eficacia 39BL 10, Waring Laboratory Services, Winsted, CT, USA). La
dispersion de colageno se homogeneiz6 durante un corto periodo de tiempo (5 segundos a 15 minutos) hasta que se
obtuvo una dispersiéon uniforme de colageno semisolida con colageno homogéneamente hidratado e hinchado. La
dispersion viscosa de colageno se pes6 en cantidades de 280 g en moldes o bandejas adecuados, por ejemplo
bandejas de acero inoxidable o moldes blister (de tipo ampolla) grandes con un tamafio de 32 x 22 cm, y se
distribuy6 para obtener una capa de colageno que tenia un espesor de 1 —5 mm.

La dispersién de colageno distribuida se colocé en un liofilizador (Christ Epsilon | 15), en donde primero se congeld y
después se deshidrat6 a vacio por sublimacion. Las condiciones de congelacién y deshidratacion incluyen presiones
de camara entre 50 y 500 pbar (5 y 50 Pa), y temperaturas de almacenamiento que comienzan a aproximadamente
-40°C y se aumentan secuencialmente a +40°C. Normalmente, el proceso de liofilizacion (las etapas de congelacion
y deshidratacion) tiene un tiempo de duracion total de 18 — 30 horas. Cuando el colageno se deshidrata, la camara
del liofilizador se lleva a presiéon atmosférica. El colageno resultante esta en forma de capas de colageno con
espesor ligeramente inferior que en la capa de dispersion de colageno (por ejemplo, el colageno resultante esta en
forma de capas de colageno con un espesor de 1 —4 mm).

Las capas de colageno se cortaron usando tijeras, en unidades con dimensiones que permiten una alimentacion
adecuada en un molino (Retsch ZM 100), por ejemplo capas que tienen dimensiones de 1 x 1 cm, 6 10 x 10 cm,
dependiendo del equipo de molienda. Para el molino Retsch ZM 100 las capas de colageno se cortaron usando
tijeras, en capas que tenian dimensiones de 0,5 x 0,5 cm. Las capas de colageno cortadas se recogieron en un
recipiente de acero inoxidable y se molieron, usando por ejemplo un molino ultracentrifugo (Retsch ZM 100 a 18000
rpm a temperatura ambiente) con un tamario de malla de 1 mm usando enfriamiento por aire. El polvo de colageno
degradado se recoge y se rellena en recipientes o bolsas de poli(etileno) (politeno; PE) para almacenamiento
intermedio.

Posteriormente, el polvo de colageno se dividid en alicuotas en una configuracién de envasado final de 5 g por
unidad, opcionalmente esterilizado usando gas de 6xido de etileno (EO), y se probd como se describe en el Ejemplo
3.

Ejemplo 2 — Caracterizacion analitica (etapa de ajuste del pH)

Se prepararon muestras de polvo de colageno como se describe generalmente en el Ejemplo 1. En resumen, se
descongel6 a temperatura ambiente una cantidad de fuente de colageno congelada. En la fuente de colageno se
introdujo una cantidad de acido acético 1 N para ajustar el pH a un intervalo de 2,9 — 7,3. Se introdujo agua
purificada en la dispersion de colageno para dispersar la fuente de colageno a una concentracion de 3,0%. La
dispersion de colageno se homogeneiz6 hasta que se obtuvo una dispersion de colageno semisolida uniforme con
colageno homogéneamente hidratado e hinchado. Las dispersion viscosa de colageno se pesé en moldes o
bandejas adecuados y se distribuyd para obtener una capa de colageno. La dispersion de colageno distribuida se
colocé en un liofilizador (Christ Epsilon | 15), en donde primero se congeld y después se deshidraté en vacio por
sublimacion. El colageno resultante esta en forma de capas de colageno. Las capas de colageno se cortaron usando
tijeras, se recogieron en un recipiente de acero inoxidable y se molieron. El polvo de colageno degradado se recoge
y se rellena en recipientes o bolsas de poli(etileno) (politeno; PE) para almacenamiento intermedio.

Ejemplo 3 — Caracterizacion analitica (absorcion de agua)

La capacidad de absorcion de fluido (absorcion de agua) del polvo de colageno no estéril se probé remojando una
masa definida de 100 — 500 mg de polvo de colageno en agua purificada durante un periodo de tiempo definido (por
ejemplo, 5 minutos); separando el exceso de agua superficial colocando un tamiz plano sobre un tejido durante 10
segundos y pesando la muestra hidratada. La absorcién de agua se analizd considerando el pH y la concentracion
de colageno en la mezcla antes de las etapas de congelacion y deshidratacion.

El pH de la dispersion de colageno antes de las etapas de congelacion y deshidratacion influyd considerablemente
en la capacidad de absorcion de fluido. La absorciéon de agua se muestra en la Figura 1 en dependencia del pH de la
dispersion de colageno antes de las etapas de congelacion y deshidratacion. La concentracion de la dispersion de
colageno esta indicada por el area de los circulos. El polvo de colageno preparado por el procedimiento de la
presente invencion se muestra a pH 3,5 — 5,0 y con concentraciones de colageno de 1,5 — 5,0%. Los polvos de



10

15

20

25

30

ES 2613654 T3

colageno que tenian una menor concentracion de colageno presentaban una absorcion de agua comparable, pero
caracteristicas de procesamiento deficientes. Las propiedades de absorcién de agua parecen estar definidas
principalmente por el pH; y un pH < 4,5 parece proporcionar un valor de absorcién de agua de al menos 20 veces
mayor que el peso de muestra.

Se realizd una prueba comparativa directa entre un polvo de colageno preparado por el procedimiento segun la
presente invencion, y muestras estériles de dos productos comercialmente disponibles. En cada caso se determind
la absorcion de agua usando el método descrito anteriormente en esta memoria.

Un hemostato de colageno microfibrilar (MCH), indicado para todos los procedimientos qU|rurg|cos que incluyen
neurocirugia y urologia, disponible en Davol, una empresa Bard (RI, USA), y conocido como Avitene™ Flour MCH;
presentd una absorcion de agua 6,5 veces mayor que el peso de muestra probado.

Un polvo de colageno hecho de colageno de corion bovino estéril (irradiado con rayos gamma), natural,
bioabsorbible, fabrlcado por Holphar Arzneimittel, von Fournier Pharma GmbH (Sulzbach, Germany) y conocido
como PANGEN™ Puder present6 una absorcion de agua 9,2 veces mayor que el peso de muestra probado.

Para ambos productos de origen comercial probados, la absorcidon de agua es significativamente menor que para el
polvo de colageno preparado segun el procedimiento de la presente invencion.

Ejemplo 4 — Caracterizacion analitica (densidad aparente)

La densidad aparente de polvos de colageno se determiné rellenando una cantidad pesada de polvo de colageno
(por ejemplo, 1 g) en un cilindro graduado y determinando el volumen (por ejemplo, 10 — 50 mL). La densidad
aparente aumenté significativamente con una concentracion mayor de colageno en la dispersion de colageno antes
de las etapas de congelacion y deshidratacion.

El polvo de colageno preparado segun el procedimiento de la presente invencion presenté valores de densidad
aparente de 20 — 30 mg/cm en comparacion con polvos de colageno que tenian una concentracion de colageno
mas baja, que presentaron valores de densidad aparente de aproximadamente 4 mg/cm

La relacién entre el pH de la dispersion de colageno, la concentracion de la dispersion de colageno, y la densidad
aparente se muestra en la Figura 2. La densidad aparente parece estar influida por la concentracién de colageno.

Por tanto, la presente invencion proporciona un polvo de colageno que tiene una densidad aparente mejorada,
caracteristicas de procesamiento mejoradas, y mayor absorcion de fluido.

El procedimiento de preparacion segun la presente invencién proporciona también un procedimiento de preparacion
que tiene mejor eficacia separando la cantidad de agua que se necesita separar durante el procedimiento de
preparacion (la cantidad de agua que se necesita separar en el procedimiento de preparacion segun la presente
invencion es aproximadamente 30 veces mayor que la masa de colageno en comparacion con 200 veces mayor que
la masa de colageno de métodos conocidos). Esto permite la reduccion del tiempo de proceso y mayor rendimiento.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para preparar un polvo de colageno, comprendiendo el procedimiento las etapas de
(a) proporcionar una fuente de colageno;
(b) ajustar la fuente de colageno a una concentracion de 1,5 — 4,0%j;
(c) ajustar la fuente de colageno a un pH de 2,9 — 5,2 introduciendo un acido carboxilico en la fuente de colageno;
(d) congelar la fuente de colageno a una temperatura de -33°C a -42°C;

(e) deshidratar el colageno congelado, que comprende separar la fase acuosa reduciendo la presién a 5 Pa a 100
Pa (0,05 mbar a 1 mbar); y

(f) degradar el colageno deshidratado a un polvo.

2. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, en donde el procedimiento comprende la etapa adicional de degradar
mecanicamente la fuente de colageno antes de la etapa de congelacion (d).

3. Un procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, en donde la fuente de colageno se ajusta a una concentracion
equivalente de 1,5 — 4,0% (peso/peso) de colageno seco.

4. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el procedimiento comprende la etapa (c)
de ajustar la fuente de colageno a un pH de 3,5 - 5,0.

5. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la etapa de ajuste del pH (c) comprende
introducir una disolucion de acido acético en la fuente de colageno.

6. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la etapa de ajuste de la concentracion
(b) y la etapa de ajuste del pH (c) se llevan a cabo simultaneamente introduciendo una disolucion de acido en la
fuente de colageno.

7. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la etapa de ajuste de la concentracion
(b) se lleva a cabo durante un periodo no inferior a 0,5 horas.

8. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la etapa de ajuste del pH (c) se lleva a
cabo durante un periodo de 1-180 minutos.

9. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde la etapa de ajuste de la concentracion
(b) y la etapa de ajuste del pH (c) se llevan a cabo simultdneamente durante un periodo superior a 1 minuto.

10. Un procedimiento segun cualquier reivindicacion precedente, en donde la etapa de deshidratacion (e)
comprende aumentar la temperatura a al menos +30°C.

11. Un procedimiento segun la reivindicacion 10, en donde la etapa de deshidratacion (e) comprende aumentar la
temperatura a al menos +40°C.

12. Un procedimiento segun cualquier reivindicacion precedente, en donde la etapa de deshidratacion (e)
comprende seis etapas de equilibrado, siendo realizada cada etapa de equilibrado cuando la temperatura se
aumenta en 10°C.

13. Un procedimiento segun cualquier reivindicacion precedente, en donde la etapa de degradacion (f) comprende
moler el colageno deshidratado a un polvo usando un tamafio de malla de 1 mm.

14. Un procedimiento segun cualquier reivindicacion precedente, en donde el procedimiento comprende la etapa (c)
de ajustar la fuente de colageno a un pH de 3,5 — 4,3, opcionalmente a un pH de 3,5.

15. Un polvo de colageno, que tiene una absorbencia de agua de al menos 20 veces su peso seco y una densidad
aparente de 20 — 30 mg/cm”®.

16. El polvo de colageno segun la reivindicacion 15, en donde el polvo de colageno tiene un tamafio de particula
inferior a 1 mm.
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Figura 1

Absorcion de agua en funcion del pH y concentracion de la dispersion
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Figura 3
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