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INVENCION

por "PROCEDILILNNO PARA La PREPARACICE DE ESTER }HONOROSFORICO
T La LACTOPLAVINAY, g favor do la firma suiza, F.o HOWQLANH~

I JORIA DESCRIPTIVA

Bl presente invento se refiere a una nueva preparacibn
de un éster de Acido monofosfbrico de la ribollavinsa, fisiolé
gicamente activo. Lste ésver, particulormente en ls forma de
sus sales, por ejemplo, su sal sbdico, tiene la muy deseable

5e propiedad de ser mucho mhs soluble ¢ue la riboflavina misna,

siendo, por consisuiernte, de gran utllidad psara la prepara-
cibn de soluciones de riboflavina apropizdas para la inyececibn
o su incorporacibn en alimentos. Diferente de &steres de fei-
dos orgfnicos, nﬁestro éster de heido monofosfbrico ofrece,

10. ssimismo, la gran ventaja de ser intensamente resistenie z la
nidrdlisis en un extenso alcance de PH. Huestro inventio con=-
prende también nuevos productos intermedios pera producir di
cho éster.

R. Xuhn y sus colaboradores (Ber.69, 1543, 1974 (1936)

15. Pat. estadounidense 2.111.491) dieron parte de la preparacibn
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de un éster de &ecido fosfbrico de la riboflavina, pero no ig
dicaron cl punto de Tfusibn o rotacibn bptica de su producto.
P. Karrer y sus colaboradorcs (Jlelv.Chin.Acta 20, 79 (1937),
al intentar repetir la lebor de Kuhn y otros, establecicron
lo sigulente Yiemos llevado = cabo‘docenas de experimentos,
pero hasta ahora no lograros obtener &ecido fostbrico de Llac
toflavina (riboflavina) sintético puro. Al contrario, la com
posicibn de las preparzciones siempre ha sido variable y no
concordd con la de una sinmple sal chlecica de &cido fosfbrico
de lactoflavina. Se puede suponer ¢ue los citados aulores
(¥Xuhn y otros) encontrarin simileres dificultades, ya uue no

publican cifras analiticas respecto de su preparacibn (mien

tras cue lags publican con resvecio g sus productos intermedia

riog, libres de fbsforo)".

Bl procedimlento descrito en la patente de Xulin, arri
ba mencionada, se renregenta en dicha patentse para implicar
una recccldn enire ribvofluvina y oxiclorurc de fbsforc. La re
accibn alezada e sslablecida vara vensr lugar on presencia
de una base orginica y, nfs particul:srmente, en la presencia
de piridina. Bl empleo de oxihaluro fosféribo, como descrito
en esa pabtenite, no obstante, no ha resulitado coronado por el
éxito, como se aprecia de las observuciones de P. Harner y
de sus colaboradores sntes citados. osotros henos repetido
el procedimientio de Luhn, empleando el oxihaluro Ffosizbdrico es
pecifico mencionuado en la patente, 0 sea, el oxlicloruro fosig
rico, en presenciz de piridina, no habiendo estsado en condi-"
ciones de establecer la sintesis del deseado éster de &cido
monorfosfbrico de ribofluvina a bése de dicho procedimiento.
como se describirf mis adelante, nuestro procediniento impli

ca una distinta divergencia del procedimiento de XKuhn, en tan
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to ¢ue nosotros no emplewmos ningln oxihaluro fos@drico,
sino (ue, al conirario, usamos fcidos cloroiostdricos.

Tuegtro procedinienio nuevo para Fosforilar la ribo
flavina, en distincibn por culidades opuestass respecto del
de Kuhn y otros, no ofrecce dificuliudes y produce un bstop
de fecido monofosfbrico de le riboflaving, Tfheilvento uisia~
ble cen bue: rendimulento.

Huestro nuevo método purs fosforiler la riboflaving
consiste en tratur previamente oxicloruro fosibdrico (POClB)
con sguz, vara formar vun feido clorofostbrico, en el cuszl
resulbta socluble la riboflevinz, v por lo cuzl es fhciloente

fTosforilads w temperaturs smblente. Por otra parte, la ribvo-

ebicanente ingoluble en oxicloruro de 3°6g

4

foro, no giendo fosforilada por ¢l mismo en ninguna exten—
£1b6n sprecisble a temperatura interior, mienirus yue despubs
del calentamiento se presenta la descomposicibn. Otra venta
Ja de nuestro invento es que no se requiere ningunsa base, co
mo lg piridina, pars catalizar le fosforilacibn, tal como se
usa por Xuhn y otros, ni hace falta mantener las condiciones
rigurosamente aﬁhidras, usttalimente necesarias con uwna mezclsa
fosforilante de PDGl3-piridina.

De preferencia empleanos alrededor de 1 a 2 nmoles de
agua por mol de P0013, debido a la.mayor rapidez de la accibn
fosforilante. L1 tratamicento de oxiecloruro fosfbr;co con agua

sigue sl cuwxio:

POCl; + U0 ~----) HOPXL, + m®m1
POCly + 2H,0 --—--3 (U0),POC1 + aHOL

31 gse adicionan unos vollmenes de &ter anhidro a la
solucibn obtenida después de lu reacelbn de ribvoflavina con

previamenie trutado con aguwm, se precipita un sblido

[N

el PDCLl3
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que puede ser sasarado por Tiltracibdn, luvado con &ter y se

cauo. De preferencis, se lleva a cabo la reaceibn con un ex
ceso grande de agente de rosforilacibn y durente uns exten—
ibn de tiempo bastante larsa, pera estar seguro de gue no
S5¢ cueda riboflavine sin fouforilar. Los productos cue se obtie
‘nen despuds de &1llo, contienen, a 1o nenos, dos &tonos de |
Tbgforo y, por lo menocs, un &tomo de clorc. ¥l zlcance del

polifosforilado depende dc la duracibdn de Licmpo durante el

cual se deja rTeaccionsr las riboflsvineg con el POGlB previzuen

10. te tratado con asta. on el czso de POClB, previamente traetado
con un mol de grua, Dueden formulsorse lus reacciones del gi-

guiente nodo:

0
ROY + 2HOPOCL, ROPOH|  WHCPOGL, (a)
2 ¢l

en ls cual ROH renresenta riboflaving.
15, 51 clorofosiato de rivod L“v1ng mnonoclorofosforilado,
antes indicado, puede ssr, sgseguidanente, ulteriormente cloro

fosforilado, dependiendo del vienpo resccionul, como sisue:

- 50—
(a) + HOPCSL, =—=-=-3) | ROPCPUH -10PO31, (b)
cwl_J
20. y/o _ —
00
ROPCECL| .HOPOGL,  (e)
OHC%J

N _
Los compuestos (b) y (e) pueden fosforilarse ulterior
mente. In el caso de POUlB, previunente tratado con dog moles

25, de agusa, lus reaccliones correspondientes sons

. o
RO+ 2(H0),POCL =--3> |R0PCH . (HO) POCL (<)
- {H
Desnubs de un btratuniento ulserior con el POC _3, pre

vismente tratado con 2il,C, sucedg lo siguiente: ' ;

_ 0 ¢
, (¢) = (10) POSL ~—=> |ROPCPI .(HO)ZPOCI (e)
30. OH o

e 0 < e

g AR B S g
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‘El compucsto (@) puede ser Posforilado ulleriormente.

Los productos preparados de zcuerdo con nuestro nuevp
procedinmiento comprenden sales de ficido mono (nonoclorofostd
rico) y sales de Acido mono (diclorofosfbédrico) de ronoésteres
de riboflazvina de hcido Ffosfdrico y hcidos polifosrtbricos.

Loa poreibn de heido Foufbrico, o heido polifoslfbrico del és
Ler puede consener cloro.

Ls hidrolisis de cuslescuicra de los productos ine
termedios producidos con los &eidos clorofosfdricos, resulte,
pfimero, por disocizcibn de EGPGClZ, o] (HQ)ZPOGl yue forman
sales, seglin ol caso respective, seculda de la liberucibn de
doter de heido monoFosibrico de viboflavina, desisnzdo del

nodo correspondiente como RCPO(U1)2. La nagnitud de la poli

fosforilacibn no tiene importanciz, ya cue, en todos los cu-

sos, el producto final de hidrdlisic es el citado éster de
dcido monofoslfbrico de riboflavina. Ln Ltanto cue el producto

principal e

2

un éster de 5',Apueae fo:ua*ae; asimisnoe, una por
cibn menor de dster de Leico (2'), (3'), (o 4') nonofosfbri-
co de ribofliaving.

Gueda entendidc cue no desezmos limitarnos por la an—
terior inbterpretacibn tebrica de lu Foruacibn de nuestiros nue
vog compuestos de rivoflavina conteniendo £bsforo y cloro, si
no ue mis bien la.destinsmos cono explicacién ruzonable de
las reaceciones cuc suedan estgr inplicuadase

8i bien las szales de éster de la riboflavina, antes

mencionadus, pueden alslar para la finalidad de su purifi

[ 5]

36
cacibn, o para la preparzcibn de derivados de las misnas (por

ejesnplo, por reaccibn con amoniaco), mo hace Talta efectuar
1

aislemiento pore la preduracibn de nuesiro &ster de fLcido no

nofosfbrico de riboflavine. Zn el caso citado en Aluimo lugar,
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es adic ada la mezcla pewcecional, despubs del fosforilado
de laz riboflavinn medianie PCCl3, Previapmente Ssratado con
agua, es cimplementc adilicionada & unos vollnenes de agua
fria, o hiclo, y dejalu en reposc duranie unss CULN.GS NO=
5e ras. Durante este ticnpo, sl 30313 oreviomentie trastado con
asus, residual gyue no ha reoccionudo, es Ltransiornedo por

hidrbdblizis, completimentc cn feidos TosTlricr ¢ hidrocelbri

G

o, ¥ las sales de &ster de riboflavins pasan por hidrblisis
en el 8ster de fHeido monofosThrico de riboflavine cstuble.

10. La gubstancia, mencionsda en Gliino luzer, ¢s aiulaoas
dazente, por cristulizucibdn de la soluciln.
. g
Log sisudentes ¢jenmplos ilustran nuestro pusvo método
de preparacibn de &ster de fHecido nonoiostbrico de riboflavi

RS2

Na, y de los nuevos producios intcrucdios. Se observa ue
15. dichas dilucidaciones no0 gcen restrictivas del aleance de
nuestes invencibn. !

SdEIPL0 L.

A

4 6l.3 g. de oxieloruro de fbsioro (¢.4 rioleg) Zucron
venlotinenente adicionados, bajo buera agitucibn y refrigeru~
20. cibn, a cproxinadeuenie temperuturs interior, 7.2 g (0.4 no-
les) de agua. La mezcla Tad ugituds hasta cue lu evolucibn de

Tes A Arhoon sreci < N +
gas de clorulo de hidrdzeno parecib en su mayor parie terming

de, dejéndose en reposo durante la noche. Seguidimenie Tué en

friada le mezcla a 5 C., adlclonfndose 3.76 g. de piboflavi

25, na bujo agitacibn. La solucidn complets tubo lu uyp » Apidanen
<2 - ;‘ 228
te, siendo desarrollado Hil. 50 mantuvo lu solucibn durante

v T e -0 - -
1 l/‘{ horas & 5 ey ¥ {_,G{)u.l«f.l‘xbllaﬁ durante ) l/,_ ne

pereture ambiente. La solucibn Tué naulatinamente adicionnds §

bajo agitacibn a apromimadanenie 50T ce. &isr ciilico annidea

£

30. 4l preeipitado wmarlllo yuc Vino rorm&idose iué separado por
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Tiliracibn, laveado a fondo con &ber y secudc en

Peso - = 5,5 . Tl anfilisig presentd un contenildo de 2.4 8o
mos de fbuforo por molbculi. Ia substancia estuvo higroscbpi
ca y 01id & lICl. 3¢ desconnuso w© al"eéedo" de 150°C.
odiPLC Ze
Bl producto de

eje
cel niomo a 100 cc. de agua. Se obtuvo une solucibn color &m

plo 1 #ud hidrolizado por adicibn

bar clzarc, de la cusl se cristalizd el &ater ds fcido monofos
£6rico de riboflavina en placas hexuazonulos. se dejd la mez

[

cla en raposo durente lz noche parn completar la cristulizea-—
cibn. Seguidamente fué filtrads, lavadu con zmicohol v &ter,
gecadi. BEL producio amarillo se Tundiby a aproxiuadumente
195° ¢., siendo analizado corrcotumente como &ster de Leido
monofosibrico de ribofluvinu, correspondiente a la Fbhrmula
C17H1 gl 40P 051, Ta rotucibn bpiice de una solucibn gl 2 por

28©°
ciento en Acido hidroclbdrico concentrado fué de X1, = + 44.5

BEn la titulacibn potencioméirica con hidrbxido sbdico, fué

1,

obtenido un punto de intlexibn bien definido en la curva de

Gitulacibn a un H 4.5 desnuds de lu zdicibn de exactamente
un equivalente de Alculi. Un sepundo punto de inilexibn 08
obtenido & un pi de 8.5 despubs de lu edicibdbn de un sezundo
e;uivalente de Blculi. Lig subsbtancia se asencjb eparantenen
te a riboflaving, tuvo aciividad biolbzicz, sl bien pudo i
cilments distinguirse por cu mgyor solubilidud en el agsua,

por el hecho que Tornd glmo de gel degsoubs de su mdicibn o

agua, y Por su Fformscifn de sales &lbtamonte hidrosolubles

con hidrbxidos aslealinos, amonfiaco, dieternolaning y sinilg-

SJul.PLO S,

'

1444 g {C.8 noles) de sggua fueson adicionados a 61 3

J

Ee
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(Oe4 moles) de oxicloruro de £bsforo, coso en el Zjemplo 1,

dejando reposur la Nezcls durante la noche. Je sllwdieron 3.76
ge de riboflavina bajo g-itvucibn, oblenidéndose disolucibn raypl

*

da con evoluecibn de gas rigl., Se dejbd la solucidbn en reposo a

temperaturs wabiente durunte 65 horus, siendo seguldamense

anadidos, vaulatinamenite, « 500 cc. de €Yer anhidro., 3e obiu
vo un precinivado purdorrojizo cue fubd filtrudo, lavade con
&ser ¥y cecudo e ol veclo., Bl producsuo nresentd un veso de
S¢2 1, indicando unz polifosforilaesibn muyor ¢ue en el u&jenm-—
plo L. Bste producto fud zpregndo @ G2 ce. de dioxanc, conte-
nicndo 6 cc. de agua. Se produjo disolucibn, sezuida por la
cristalizacibn de dster de &cido monofostbrico de ribofla
ne. Lot Gldima subatamei« fud filtreds =l dia siuiente,
i Ete v secada. Sus propledades fueron
sinilures o lus del producto del wjemplo 2.
BJIBIPIC 4.

Se hiszo rezcclonsy H.75 g de pibofiaving con 61l.3%
de oxicloruro Toww tbrico, previamente trateds con T2 ge de
agua, exuctinenie como sn el Hjemplo l. La solucibn recceiond
fué vertida, sezuidauento, orn una weuzcla de 200 go de hiclo

200 . de gpua, ¥ dojada en renoso durente la nocinc. Se fué

o

o

,"HN

cristelizando dsber de fcido mono¥osfbrico de rivoflavinug.

fué sepurndo por Filtrzeibn, lavaso con feido 3 17 hidroeidri

b

co, alcohol, &Lor, v secudo. ol producio fud similar al del

» ey

Sjemplo .

Uomo ya se ha observado, el &ster de fcido monofosib
rico de riboflavins pucde ser‘tratado con miraes a la produc—
cibn de sus sales. Resultan sales de interds pariticular, como
la sal monosbdica de éster de &cido monofosfbrico de ribofla

vina y la sal monodietolaminica de éster de &cido monofosféri
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co Qe riboflavina. Bstas sales resultan &ltamente hidrosolu-

bles y de particular valor para la preparacibn de soluciones
parenterales, usi como para otras composiciones tue contienen
riboflavina. 3¢ facilite & continuacibn un método ilustrativo
de ls preveracibn de la sal nonosbddicu de 8ster de fecido mono
Tostfbrico de riboflaving:

Preparzcibn de szl ronosbaics de éster de heido mono
Fosfbdrico de wiborlavin.

4.56 g. de &utor de feido wonofostdrico de riboflavi
na son suspendides ¢n, eprowincdonsnie, 100 cc. de sjus, lls

vendo el D a 4.5, por sdicibn de unce o dos hidebdxidos sbdl

cog norimles. Friciicirente juwedurf lz totulidud del &otow

v triturscibn de lus

porciones TransToriwedos en gel. Lo oprlescencis, en el €uso

1

de presentcrss, os elininsds pox I “'ltlmclbﬂ & trovés de un f

tro de vidrdo fineaente incornorado. La solucibn paede clarii

carve, aulmismo, vor udicibn de un imporie pequeildo de niacing
mida o etanolanidu de feido gentlisinico, o llevado ol pH a
9 por adicibn de TaCil, oo uid. de ndicibn de heivo acético gk
cicl al »H 4.5. Uns Yoz ovbenids una @olaoibn clara a unr PII
4.5, se adicionsn worouwingdanente cinco volfulenes de olu-
nol, resultondo =il efccto 1 preoipit;cién dae 1ln celd monos6q3
ca de é&ster de &cldo nonofontbrico de ribofluvina. waste es
sepnrado por Tiltracibn, lavedo con ebanol y &ter, ¥ seculo

0O,

en el veeclo a 50%:. w1 producto conubituye un polve aumcrillo

Lue pesa sproximadauense 4 s. Da une clurs soluclbn acuose en
mng concentraeibn de 25 ng.ce.

La invencibn, dentro de gu esencinlidad, podrk llevaz
se a la préactica en olras variantes <ue las citudas a tivulo

=

de ¢j.mplo, a las cuslies slcunwarl igsulnente la proteceibn
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que 8¢ recaba. Podrh, pues, llevarse a ly prlctica con los
wed1os, fenmperuturas y proporciones mis convenlenies a oada
Cas0: por ruedur todo 8llo conprendido deniro del esplritu

AT

de las reivindicuciones.

=
O
F3
=3

Hechi la descripeibn del presente invento, se hace
consvar jue lu presente solicitud se acoyue a los dercchos
de Priorided de la putense aubadounidense, nfuerc de serie,
141.585, daposituds el dfa 31 de cnero de 1950, y decluranse
COmO nuevas y de propiaz invemeldr, las sipvientes réiV'ndica—
cionewu:

l2,~ Pfooedimi@nto DA 1a pre;uraéién ¢s ésber 010
Tostbrico de la laciodfivving, caracterizado por el hiecho

cue hace disolverge lecholflavina en fcidos clorofosibricos

@

¥y uue se¢ hidrolisyg el »roducio weaccional,

28 ,- Procecimiento wsegln la reivindicaeibn 12, curze
terizudo por el hecho de cue el Acicdo clorofosbdirico s Die-—
paredo por reqccibn de un‘nol de oxicloruro de fbsioro con
aproxinadamente 1 o 2 moleg de asta.

3% .= Procediniento sezfin ia relvindicacidn 12, car.g
tericado por el echo cue s¢ hacs disolver lo lsclboflsvine en

un ficido clorofostdrico prepurado por traziimiento de oxiclorn

i

ro de Tbsforo con 1 o ¢ noles de v i, —us se deja reposur la
solucibn a teuneraturs arbisnte, sue se somete la solucidn o
¢l producto inteiricdio ue es obienico de esta 8liinw, por

precipitocibn con &%er a une hidrbdlisis; y (Ue se Lransforna,
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eventunlmense, el &sber monofosfbdrico de la lactoflavina ob

tenido, en una sal, de preierencia, la sal sbdicz o dietanol

aminica,

48 ,~ Procedimientv para lu prepuracidn de Bsier no
nofosfdrico de la lacbofluvind.
Segfn se describe y reivindica en la presenie nemoria
descripiive, wue consitza de once hojus, foliamdas y escritus
g Biynina por uns sols cors.
ladrid, 4 20 de enewxro de 1951,
P HOPRILUMT~S4 ROCIIE & CIf, Sede.

Peile

JAINE 1SERN MIRALLES
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