MEMORIA DESCRIPTIVA

que se acompafha a la solicitud de una

PATENTE DE INVENCION

por..Veinte  afos en Espaia, por ' PROVEDINIENTO PARA

LA EXTRACCION, PURIFICACION Y CRISTALIZACION DB HI

a favor de

21.151 del 12 de junio de 1961

Inventores: Ivan Bolovich y Gerardo Fabrizio.
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- Esta invencion se relaciona con un procedimiento para la pre-—
paracidn de hidroxicobalamina (vitamina BiZOH)' li&s concretamente,
se relacions la invencidn con un procedimiento para la preparacion
de hidroxicobalamina a partir de soluciones purificadas de cobalami-
nas sustituidas, excluyéndose de ellas la cianocobalamina.

1

De acuerdo con algunos de los méitodos convencionales y conoci-
dos que se describen en la literatura, la hidroxicobalamina se produ
oe mediante reduccidén catalitica o irradiacidn ultravioleta de la
cianocobalamina en solucién acuosa. También se han descrito otros mé
todos para la preparacidn de vitamina B12a ¥y B12b a partir de caldos
de fermentacion de ciertos microorganismos del tipo Streptomyces.

Se ha comprobado que los dos primeros métodos, es decir hidro-
genacion e irradiacion ultravioleta de soluciones de cianocobalamina,
son antiecondmicos porgue producen escasos rendimientos y, sobre to—
do, porque el producto obtenido no es de pureza y actividad»biolégi—
cag suficientémente elevadas. .

liediante especiales trabajos de investigacion, el reivindican-—
te ha descubierto ademds que los métodos para el aislamiento &;puri-
ficacion de la hidroxicobalamine s partir de cultivos de streptomy-
ces y otras bacterias son incompletos y muestran algunas lagunas.

Bl reivindicante ha determinadomediante trabajos de investiga~
cidén, que el producto obtenido con estos métodos y descrito como Vi-
tamina B12a ¥y B12b no es hidroxicobalemina pura en estado de base 1i
bre. Mediante adecuado trabajo analitico, se observd que la hidroxi-
cobalamina como base libre no existe en los sireptomyces y otras bac
teriéé cultivas, ni tampooo en otros materiales biolégicos.

o

Bn efecto, debido a su inestabilided y a la fuerte tendencia
a reaccionar, el grupo OH de la molécula de hidroxioobalamina es fa-|
cilmente sugtituido por oiros aniones que se hallan presentes en el

medio de cultivo, formando conocidos.analogos de la vitamina Byo ¥
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principalmente cirorocobalamina y diclorocobalamina, porcue los medios

son ricos en iones (17 inmtroducidos como componentes de los yropios
medios de cultive o de la molécula que desemperiz el papel de precursor
(eloruro cobaltoso). La Toruscion de €17 cobalamina, 804' cobalamina,
NOB— cobalamina, Br~ cobalamina, etc., ocurre facilmente en presencia
de la menor caniidad de tales aniones (veaseyla patente estadouniden~
se No. 2.7384302),

Mediante especiales trabajos de inves%igacién, el reivindicante
ha determinado que, si los métodos para el aislamiento y purificacidn
del principio aciivo a partir de los materiales fermentados sé llevan
a cabo en completa ausencie de iones €17, 804;, NO3", Br”, etc., se
obtienen productos cristalinos gque son muy similares & la hidroxicoba-—
lamina en lo gque respecta & sus propiedades fisico-quimicas (mdximos
de absorcidn, solubilidad espscifica, coeficiente de distribucién pa—
ra el sistema agua/alcohol benoilico, eto.), pero derinidamente no son
hidroxicobalamina en forma de la base libre. '

Esfos hallazgos fueron confirmedos mediante esgpeciasles y deta=
llacos trabajos analiticos,'que‘probaron gue la hidroxicobalamina como
bage 1ibre no se hallaba presente en el producto, en el que el ion COH™
habia sido sustitufdo por otros aniones. Ademds, los andlisis elementa
les y cualitativos de egtas muestras altamente puriiicadeas probgron la
presencia de iones C1™, Bajo diferentes condiciones experimentales, se
probd la presencia de iones SO4=, N03', ete. El andlisis oualitativo‘
se 1levd a cabo de aouerdo con el método descrito en la patente egta—
dounidense Nos 2.738.302,

Se probd asi que la hidroxicobalamina como base libre no puede
obtenerse de cultivos fermentados y materi@lés biolég;;os con log mé-
todos conocidos actualmente. En el producto obtenido medisnte estos
procesos, uno de los aniones gue prevaleceﬁ en el medio ha sustituido

al ion CH  y esto conduce a une variedad de cobalamines sustituidas.
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Je ha descubierto ahorq que la hidroxicobalamina co@o base 1li-
bre puede recuperazrse de soluciones puriiicsdas de cobelaminas susti-~|
tufdaes (exciuyéndose de ellas la cianocobslamina) pasando estas solu-
ciones a través de columnas llenas de a&ecuadas resinzs cambiadoras
de iones. ,

ias resinasg ocambiadoras de iones, tslés como la. Amberlite IRA
400, IRA 401, IRA 410 & De=icidite "I, De-icidite "4", Permutite
"s8", etc., tienen la propiedad de sustituir con iones OH™ los anio~
nes gue las cobalaminas sustituidas poseen en su lugar.

Le ventaja del proceso objeto de esta invencion ha de hallarse
en el hecho de yue hace vogible obitener hidrozicobalamina en sstado
de base libre a partir de msteriwles naturales. Otra &entaja de este
proceso reside en el hecho de que permite la realizacidn de todos los
procesog de alslamiento y purificacién_de las sustancias activas en
forma de cobelamiunas sustituldes {excluyéndose de ellas las cobalami-
nas no ionizebles tales como oianocobalamina, sulfocobalaminé, etc. ).
Pueden oﬁtenerse asl rendimientos muyy suveriores como consecuencia de
la mejor estabilidad gue poseen .eutas cobalaminas sustituidas en com-
paracion con la hidroxicobalamiug, gue es muy inestable bujo las con-
diciones fisico-guinicas reinantes durante esios procesos de purifica-
cion.

La conversidon en hidroxicobalamina tiene luger el final del pro—
ceso de purificacidn y proporciona rendimien@os superior al 80 ¢.

De acuerdo con &l proceso objeto_de esta inveucidn, los materia—
les que contienen cobalaminas activag experimentan un tratemiento (co-
nocido .en el arte) jue tienen la iinalidad de aislar las cobalaminas

: s
activas de esos materizles, obteniéndose ggi una rica solucidn acuosa.
Esta solucidn acuosa, rica en cobalaminas activas, puede purificarse
mediante los métodos coiuocidos en el arte, tales como extraccidn de di

solvente, absorcidn con resina o carbon activado, o cpomatografia.
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Lo solucidn concentrada y purificada, conteniendgfpébalaminas
de una pureze superior al 50, ¥ osoilando, sl es posible, enire sl
50 y el 80 ¢, es pasade luego a través de una colwmna ilens de la
adecuada resina de cambio idnico, preferiblemente del tipo de polis—
tireno enlazado trausversalmente. La relaciqn entre el volumen de la
resina y el peso de la cobalamina es de 10:%.

Durante este tratamiento, los anioues €17, SO4=, NO3—, Br~, etc
disociados de las cobalaminas, son sustituidos por un mimero igual
de iones CH~, Formandose asi hidroxicobalemina en estado de base li-
bre.

Se observd sin embargo gque la cianocobalamine no puede conver-—
tirse en_hidroxioobalamina mediante este tratamiento, probablémente
pargue los ionss CH no son disociados de la cianocobalamina disudia.

la solucidu de hidroxicobalamine obtenida con el método ante-
rior es concentrada luego y alladids con 6 vollmenes de acetona; se se
para la hidroxicobslamina de la solucion en forme de cristalés y 6s-
tos son fecogidos. Bata sustencia tiene las propiedades wenerales de
1y, base de hidroxicobalamina libre v vuede dosificarse como bage li-
bre.

lijemplo

a) Aislamiento v purificacion de cobalaminas activas.

Bl método de purificacion es el objeto de otra patente obtenida
por el reivindicante (Patente No. 44.302/60 del 23 de diciembre de
1960). Se suspenden materiales que contienen cobalamina(la cianocoba-
lamina ha de hallarse ausente de ellos) en.agua en la medide de 5 a
20 partes de total de sbélidos por 100 partes de suspensidn, calentén-
dose luego a 100-120°C y manieniéndose a‘jai temperazﬁra con agita~
cion durante 10 minutos,

Despues de enfriar, se siiade un volumen igusl de acetona, se

filtre el material residual suspendido y se evapora la solucién fil-
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sina sedimentada sobre el filtro ha de ser aproximadamente la mitad

trada bajo vacio nhasta 3/10 de su volumen original.

Esté solucidn scuosa enriquecids e purificads medisnte trata—
miento con Oxido de calcio, que se aifade en la cantidad de 1,5 partes
por cada 100 partes de la solucidng el pH de la solucidn se lleva -
luego avroximedsuente al valor de 10. Las p?oteinas y otros precipi
tados son filtrados y desechados. !

la siguiente operacidn de puriiicacidn se efectUa mediante re
cipitacién de las cobalaminas en forma de un compl jo de acido téni~
co. Fara este fin, se atiaden 0,5 partes de &cido tanico a cada 100
partes de ls solucidn purificade,aplicéndose una agitacidn que se max
tiene durante 60 minutos. luego se recoge el precipitado por filtre-
cién y se disuelve en une solucidn al 5 % de dcido acético. Se eva-
porala éolucién acética hasta la mitad de su volumen original y se
cromatografia sobre una columna de aluminio.

Laslprincipales fracciones son geparadas y las soluciones se
concentran hasta que contienen aproximadamente 5 g de cobalamina por
litro de soluciodn.

b) Conversidn a hidroxicobalamine

De la solucion que ha sido purificadas y concentrada como que=-
da explicado, se obtiene hidroxicobalamina medianie cambio idnicoe. -

1) Preparacidn de la columna

Se suspende un litro de resina de cambio idnico imberlite IRA
400 medisnte agitacidén en 25 litros de una solucidén al 4 % de hidra-
to sddico y se vierte la mezcle en una col&mna de vidrio de un volu~
men total de 2 litros (la relacidn entre su didmetro interno y su.al
tura ha de ser de 0,25 aproximaedamente). La altura de la. capa de re-
) o
de la altura de lz columna. Despues de que se ha desaguado completa—

mente la solucidn de hidroxido sddico, se lava la resina con ague

desionizada, hasta que el ultimo lavado, después de filtrar a traves
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™ de la capa de resina, muestra aproximadamente un velor &é‘pﬂ de 7. Ia

columna se halla entonces lista para su uso.

2) Couversion en hidroxicobalamina libre

Se pasa a través de la columna un litro de la solucion cromato-
gréfiada ¥y concentrada, que contiene aproximademente 5 g de cobalami-—
na, cuya columne se ha preparado como se esﬁecifica anteriormente, y
ge regula el fluyjo al ritmo de 30 a 50 cm3 por minuto. El valor de pH
de la solucidn tratada es de 8,0 a 8,5 aproximadamente.

3) Cristalizacidn de la hidroxicobalamina

la solucidn reocuperada del proceso de cambio idnico es evapora-
da &l vacio hasta gue su contenido en hidroxicobalamina alcanza el va
lor de 15 a 25 g por litro. Luego se vierte lentamenté en un volumen
ocho veces mayor de acetona, con a&gitacion. La hidroxicobalamina crig
taliza en forma de agujas pardo-rojizas. Bl rendimiento es de 4,60 g
de material, gue muesira las siguientés propiedades:

Espectros de abgorcidn en agua:

>
Banda tope & 273 - 275 nA E::"°cm 135 = 140

o,
Méximo fuerte a 350 - 352 mA, E}ﬂom 170 (minimo)

2 19
Maximo a: 520 = 525 m /4, E1’

em 60 (minimo)
pH de la soluciédn (5000{/om3) 1 8,2 ~ 8,6
Prueba de amniones inorgénicos y orgénicos: negativa.
Coericiente de distribucién alcobol bencilico/aguat 8,0
Punto de fusidns la sustancia osourece & unos 2059C
No funde por debajo de 350%C.

REIVINDICACIONES

Iin resumen, la Patente de Invencion que se solicita recaera go=
bre las reivindicaciones siguientess <

12, Procedimiento para la extraccion, purificecidn y cristaliza~
cién de hidronicobalamina en forma de la base libre a partir de matem

riales naturales donde se halla contenida en forme compleja, cuyo prg
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cedimiento se caracteriza por el hecho de cue las cobﬁigminas s0Nn eXm

. » s 2 4 .
trafdas en una forma cerinida por el anidn enlazado a Co® ¥y gue es did

sociable en solucidn, siendo dicho arion subsiguientemenie separado y
sustituido por un ion OH™ mediante un cambio idnico eiectuado por me-—
dio de resinas particularmente adecuadas para este fin, siendo final-
mente cristulizada la hidroxicobalamina &si‘obtenida-por adicidn de
acetona.

28, frooedimiento geglin la reivindioacién 1, en el gue la for-
ma bajo la cual las cobalaminas son extraldas son las de cloruro, sul
fato, nitrato u otres, en las gue el ion enlazado al cobalto es diso
ciable en solucion.

3¢, Procedimiento segun la reivindicacion 1, eﬁ el que se em~
plean como resines de cambio idnico resinas de tipo polistireno enla-—
zadas transversalmente, tales como, por ejemplo, la IRAa 400, 401, 410
- De-Acidite "Fi" - Permutite "SS" — u otras del mismo iipo.

48, Se reivindica por Ultimo como objeto sobre el que ha de re-
ceer la Patente de iavencidn que se golicita: “PROCEDINMIENTO PARA LA
EXTRACCICN, PURISLICACION Y CRISTALIZACION DE HIDROXICCBALAMINA'Y.

Todo tal y como se reivindica en la presente memoria, que cons-—
ta de ocho péginas escritas a maquina.

liadrid, 17 de I'ebrero de 1962

ALPONSO UNGRIA
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