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PATENTE -
DE
INVENCIOR

por "PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE COMPUESTOS A BASE
DE VITAMINA DEL GRUPO B12", a favor de la firma suiza

F. HOFFMANN-LA ROCHE & CIE. SOCIETE ANONYME, domiciliada
en BASILEA (Suiza).

MEMORIA DESCRIPIIVA

Este invento se refiere & adsorbatos con activié
ded de vitemine B,, y & métodos pare prepararlos. Mds par-
ticularmente, se refiere a adsorbatos que comprenden hidro=-
xo(acuo)cobalamine edsorbida sobre cambiadores de iones
polisacdridos dotados de grupos funcionales dcidos. El in-
vento se refiers ademds & procedimientos pars preperar die
chos adsorbatos, los cuales comprenden el poner en contacto
hidroxo (acuc)cobalemina o mezclas que la contengan con cem-
biadores de iones polisacéridbs dotados de grupos funcio=-

nales écidos, en medios amortigusdos acuosos, acuogosloohd-
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Laes mezclas que contiemen hidroxo(acuo)cobalamine
pueden obtenerse de caldos de fermentacidn extractando los
microorgenismos con agus y adsorbiendo los materiales con
activided de vitamine B, sobre agentes de adsorcidn ade-
cuados, por ejemplo carbdn activedo. Eluyende los meteria-
les adsorbidos, concentrando el eluato en vacfo y precipi~
tando sobre kieselgur o tierra de diatomeas ocon p-clorofe-
nol, segin la patente de la Repiblice Federal Alemena No,
1,016,898, se obtiene un producto que comprende viteminas
del grupo 312, contaminadas primariamente por materiales
de cardcter protefnico. Las vitaminas pueden extreerse de
ellos, por ejemplo con metenol acuoso, y por eveporacién
del extracto se obtiene un concentrado que comprende vita-
mina del grupo B,,, generalmente en cantidad mayor del 10%
del concentrado.

Ademés de lo. santerior, los expertos en la especia~
lidad dispounen de otros métodos para obtemer concentrados
de hidroxo(ascuo)cobalamina.

Los cembiadores de iones polisacdridos que contie~
nen grupos funcionales deidos, aptos para el uso en la préo-
tica del invento que aqui se expone, pueden obtenerse, por
ejemplo, & base de celulosa, especialmente celulose de ma-
dera obcelulosa de borre de algoddn, por la introduccidn
de grupos écidos mediaente esterificacidn o eterificacidn
de los grupos_hidroxilog de la celulosa, por ejemplo con
deido monocloracético o ﬁcido fosférico. De la misma mene-
ra, pueden emplearse como cembiadores de iones para este
invento polisacéridos que contengan ya grupos funcionales
decidos en sus molédculas; por ejemplo el dcido alginico
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(4cido poli~d-manurdénico). En celidad de cambiadores de
iones polisacéridos conocidos y que se hallan en el comer-
cio, que =demés contienen grupos dcidos funcionsles, pue-
den mencionarse ios siguientes:

"Celulosa CM", un cambiador de iones celuldsicos débilmente
dcido que contiene. grupos carboximetilo como grupos funcio-
nales y que se hmce por reaccién de polve de borra de al-
goddn con 4cido monoclorseédtico; lo distribuye la empresa
Serve, de Heidelberg (Alemanisa).

"Gelulosa P", un cambiador de iones celuldsico fuertemente
dcido que contiense grupos de dcido fosfdrico como grupos
funcionales ¥ se prepara haciendo Ieaccionar polvo de bo-
rra de algodon con oxiclorwro fosférico; lo distribuye la
empresa Serva antes mencionada.

"Protdeido Puro”, un cambiador de iomes celuldsico débil-
mente deido que contiene grupos ocarboxilo como grupos fun—
cionales y comprende primariamente dcido alginico hecho

de algas por un procedimiento de purificacidn; lo distri-
buye la firma AS Protan, de Drammen (Noruega).

Los cambiadores de iones polisacdridos pueden em=
plearse, por ejemplo, en forma de polvos o escamas., De o=
dinario muestren su accidn cembisdora tento en medios acuo-
80s como alcohlicos o acuoalcohdlicos. En estos medios
poseen una capacidad sumamente amplia pare adsorber mate-
riales bdsicos o dcidos de alto peso molecular. Esta ca-
racteristica es atribuible a la estructura alargads, libre
de reticulacidn, que permite incluso a las moléculas gran-
des el acceso & los grupos activos,

Por medio de cambiadores de cationes polisacéridos

dcidos, se adsorben cobalaminas bésices tales como la hidro-
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xo(acuo)cobalamina, mientras que las cobelaminas de
reaccidn dcida, tales como los 4cidos cobalemin-carboxi-
licos, y asimismo las cobalaminas de reaccidn neutra, ta-
les como la cianocobalamina y el Faotor III, no son adsor-
bidas,

Antes de emplearlos en los procedimientos de este
invento, los cambiadores de cationes polisaoéridos doidos
se acidificen débilmente con ventaja en suspensidn acuosa
o acuosoalcohdlica, por ejemplo con deido clorhidrico di-
lufdo, y se lavan cuidadosamente para eliminar el exceso
de dcido. Los cambiadores de fcido alginico se lavan con
agua antes del uso, hasta que ya no cambia el pH, & fin de
eliminar el dcido clorhidrico originado de los procedimien—
tos de preparacidn.

Los procedimientos de este invento pueden llevérse
& cabo mezclando por agitacién un cambiador de iones poli~-
sacédrido écido en una solucidén acuosa, aloohdlice o acuosoal-
cohblica de hidroxo(acuo)cobalamina, la cual puede contener
también todavia otras vitaminas del grupe By, ¥/o materia~-
les de cardcter protefnico. La relacidn pondersl preferida
entre el cambiador y las vitanminas B12 pfesentes en la solu~-
cién depende de la capacidad del cambiasdor especifico que
se emplee. Los cambiadorss de iones de £cido aiginico se
emplean de la mejor mamera en una relacidén de diez veces
por lo menos (por ejemplo, 10 & 20 veces) el peso de la vi-
tamina que ha de adsorberse; los cambiadores de carboxime=
¥ilcelulosa se emplean ventajosamente en una relacién de
50 a 100 veces el peso de vitamina que ha de adsorberse.
Una vez que se ha agitado el cembiador durante un perfodo

de wnos 20 a unos 60 minutos en la soluoidn que contiene



De

10.

15,

20.

25.

30.

la hidroxo(acuo)cobalamina, se separa el cambiador cargado
con hidroxo(acuo)cobalamina,. por ejemplo por gentrifugacién;
en ventajoso suspenderlo luego en una pequefia cantidad de
alcohol, filtrarlo y sacarlo en vac{o a temperatura amﬁien—
te.

Los componentes alcohdlicos (si los hay) en los
medios empleados para los procedimientos de este invento,
son pers mayor ventaje alcoholes alifdéticos monofunciona-
les inferiores que comtienen de 1 a 4 4tomos de carbono,
egpecialmente metanol,

Segin otra modalidad de realizacidn de los proce-
dimientos de este invento, el medio que contiene la hidro-
xo(acuo)cobalamina se deja fluir por una columna que com-
prende un cambiador de iones poiisacérido tal como aqui
se ha definido, con lo cual la hidroxo(acwo)cobalamina se
queda en la columna, misntras que los meteriales acompa-
flantes, por ejemplo las cobalaminas de reaccidn neutrs,
fluyen por ella sin obstdculo. Por desarrollo, las coba-
laminas retenidas en la columne cambiadore pueden luego
ffagmentarse en sus factores individuales y la columna
cambiadora puede separarse en partes aisladas, por ejemplo
cortdndolas. La porcidn de la columna que contiene hidro-
x0(acuo)cobalamina puede luego secarse y el adsorbato em~
plearse como tal.

La hidroxo(acuo)cobalamina, que es la forma acti-
va natural de la vitemina By, es muy 1lébil en su forma
pura. Se ha descublerto que esta cobalamina, en la forma
de complejos de adsorcidn de acuerdo con el invento que
aqui se expone, muestrae mayor estabilidad. E1l adsorbato

de dcido algfnico es particularmente estable. El invento
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por consiguiente, proporciona formas de hidroxo(acuo)coba=
lamine estable, bien toleradas fisioldgicamente, que pue-
den emplearse en la preparacidn de productos farmacéuticos,
alimentos, plensos y similares. '

| El invento se detalla ulteriormehte en los ejem=-
plos que siéuen, los cuales tienen finalidad ilustrativs
sin imponer limitacidn ninguna.
EJEMPLO 1.

En une solucidn que contiene 50 mg de hidroxo(acuo)-
~cobalamina en 100 o.c. de agua y que adicionalmente con-
tiene de 7 & 10% de ocianocobalamina, se suspenden 1,5, g de
"Celulosa P" (Serva), Después de remover durante una hora
se filtra con succidén el cambiador cargado sobre un filtro
de frita de vidrio, se le lava con un poco de metanol y
luego se le seca en vacio a temperatura ambiente. E1 fil-
trado, de color rojo, contiene 4,3 mg de cianocobalamina,

Se obtienen 1,5 g de adsorbato que contiene 45 mg de hidro-
xo(acuo)cobalamina,

EJEMPLO 2.

Se disuelven en 2 c.c. de metanol acuoso al 80%,
40 mg de hidroxo(acuo)cobalamina que contienen del 7 al
10% de cianocobalamins y se ponen gobre un columna (12 mm
de difmetro) hecha de 5 g de "Celulosa CM" (Serva), tratada
con metanol acuoso al 80%. Después de desarrollo con meta-
nol acuoso al 80%, la hidroxo(acuo)cobalamina es retenida
sobre el cambiador en forma de una banda roja amplia, mien-
tras que la clanocobalamina es arrestrada por el lavado
(3,9 mg). Se continia el lavado hasta que sl eluato resulta
incoloro. Despuds de lavar con un poco de metanol, se sepa-

ra el cambiador cargado y se le seca en vac{o a temperatura
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ambiente. Se obtienen 4 g de adsorbato que contienen 35,6
mg de hidroxo(acuo)cobalamina.

EJEMPLO 3. .
Este ejemplo es idéntico al Ejemplo 2, salve que

ge emplean 2 g de "Celulosa P" (Serva) en luger de 5 g de
"Celulosa CM" (Serva). Se obtienen 1,2 g de adsorbato que
contiene 38,2 mg de hidroxo(acuo)cobalamina.
EJEMPLO 4,

Este ejemplo es idéntico al Ejemplo 2, salvo que

el cambiador empleado es 1 g de "Protdoido Puro" (AS Portan),
Se obtienen 0,62 g de adsorbato que contiene 32,4 mg de
hidroxo(acuo)cobalanina).
EJEMPLO 5,

Una solucidn que contiene 0,8 mg de cianocobalamina

y 0,8 mg de hidroxo(acuo)cobalamina en 0,2 c.c. de agua, se
pone sobre una columna (10 mm de didmetro) de 1,5 g de
"Celulosa CM" (Sexrva). Después de lavar con agua, la cie-
nocobalamina sale de la columne muy pronto, mientras que

la hidroxo(acuo)cobalamina,'por el contrario, permenece en
el extremo superior de la columna y puede sepérarse en for=
ma de adsorbato.

La invencidn, dentro de su esencialidad, podré de-
sarrollarse en otras formas de realizacidén, que difieren en
detalle de la indicada a t{tulo de ejemplo en la descripcidn,
a las cuasles alsanzard igualmente le proteccidn éue se reca=
ba. Podrd, pues, llevarse a cabo con los medios y aparatos
més adecuados, por quedar todo ello comprendido en el espi-

ritu de las reivindicaclones.



5

10.

15,

20- '

25.

266560

NOTA

Descrito el objeto de la inveneidn, se declaran
nuevas las siguientes reivindicaciones con prioridad sui-
ze No. 70 881 del 17 de marzo de 1.959:

1. Procedimiento para la obtencidn de compues~
tos a base de vitamina del grupo 312, concretamente para
la preparacién de adsorbatos de hidroxo(acuo)cobalamina,

el oual comprende el poner en contacto hidroxo(acuo)coba-

Vlamina o mezclas que le contienmen con cambisdores de io~-

nes polisaocéridos que poseen grupos funcionales dcidos en
medios amortiguados -~ ecuosos, acuosoalcohdlicos o aloohd-
licos.

2. Procedimiento en conformidad con la reivin-
dicacidn 1, en el cusl se omplea un alcohol elifdtico mo-
npfuncional que contiene de 1 a 4 dtomos de carbono o una
solucidn acuosa de tel alcohol,

3+ Procedimiento en conformided con la reivin-
dicacidn 2, en el cual se emplea metanol.

4, Procedimiento en conformidad con las reivin-
dicaciones 1 a 3, en el cual se emplea un cembiador de
cationes polisacédridos.

5. Procedimiento en conformidad con las reivin-
dicaciones 1 a 4, en el cual la hidroxo(acuo)cobalamina
se pone en contacto con dcido alginico.

6. Procedimiento en conformidad con las reivin-

dicaciones 1 2 4, en el cual la hidroxo(acuo)cobalamina se
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pone en contacto con carboximetilcelulosa.

7. Procedimiento en conformidad com las reivin-
dicaciones 1 a 4, en el cual la hidroxo(acuo)cobalamina
se pone en contacto con celulosa fosforilada.

8. Procedimiento en conformidad con las reivin-
dicaciones 1 & 7, en el cual una solucidén que contiene
hidroxofcuo)cobalamina se deja>a£lu1r por una columna que
comprende un cambiador de iones polisacédridos.

9. Procedimiento para la obtencidn de compues-
tos & base de vitamina del grupo B12.

Segun se describe y reivindica en le presente me-
moria que conte de nnevé hojas foliadas y escritas a méqﬁi-
ne por unz cole cars,

Medrid, a 16 de Marzo de 1.960.

F. HOFFMANN-LA ROCHE & CO, SOCIETE ANONYME.,

Po B,



	Bibliographic data
	Description
	Claims



