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Esta invención se relaciona con un procedimiento para la pre­

paración de hidroxioobalamina (vitamina B^OE). Más concretamente, 

se relaciona la invención con un procedimiento para la preparación 

de hidroxioobalamina a partir de soluciones purificadas de cobalami- 

nas sustituidas, excluyéndose de ellas la cianocobalamina.

De acuerdo con algunos de los métodos convencionales y conoci­

dos que se describen en la literatura, la hidroxioobalamina se produ 

oe mediante reducción catalítica o irradiación ultravioleta de la 

cianocobalamina en solución acuosa. También se han descrito' otros mé 

todos para la preparación de vitamina B^g^ y B^g^ a partir de caldos 

de fermentación de ciertos microorganismos del tipo Streptomyces.

Se ha comprobado que los dos primeros métodos, es decir hidro- 

genación e irradiación ultravioleta de soluciones de cianocobalamina, 

son antieconómicos porque producen escasos rendimientos y, sobre to­

do, porque el producto obtenido no es de pureza y actividad biológi­

cas suficientemente elevadas.

Mediante especiales trabajos de investigación, el reivindican­

te ha descubierto además que los métodos para el aislamiento y puri­

ficación de la hidroxioobalamina a partir de cultivos de streptomy­

ces y otras bacterias son incompletos y muestran algunas lagunas.

El reivindicante ha determinado,mediante trabajos de investiga­

ción, que el producto obtenido con estos métodos y descrito como vi­

tamina Bj 2a y B.j no es hidroxioobalamina pura en estado de base li 

bre. Mediante adecuado trabajo analítioo, se observó que la hidroxi­

oobalamina como base libre no existe en los streptomyces y otras bag 

terias cultivas, ni tampooo en otros materiales biol-ég'icos.

En efecto, debido a su inestabilidad y a la fuerte tendencia 

a reaccionar, el grupo OE" de la molécula de hidroxioobalamina es fá­

cilmente sustituido por otros aniones que se hallan presentes en el 

medio de cultivo, formando conocidos análogos de la vitamina B^g y
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principalmente clorocobalamina y diolorocobalamina, porque los medios 

son ricos en iones Cl** introducidos como componentes de los propios 

medios de cultivo o de la molécula que desempeña el papel de preoursor 

(cloruro cobaltoso). La formación de C f  cobalamina, SÔ *" cobalamina, 

NO^" cobalamina, Br** cobalamina, etc., ocurre fácilmente en presencia 

de la menor cantidad de tales aniones (vease la patente estadouniden­

se No. 2.738.302).

Mediante especiales trabajos de investigación, el reivindicante 

ha determinado que, si los métodos para el aislamiento y purificación 

del principio activo a partir de los materiales fermentados se llevan 

a cabo en oompleta ausencia de iones Cl**, SO^ , NÔ **, Br**, etc., se 

obtienen productos cristalinos que son muy similares a la hidroxicoba- 

lamina en lo que respecta a sus propiedades fisico-químicas (máximos 

de absorción, solubilidad específica, coeficiente de distribución pa­

ra el sistema agua/alcohol bencílico, ato.), pero definidamente no son 

hidroxioobalamiha en forma de la base libre.

Estos hallazgos fueron confirmados mediante especiales y deta­

llados trabajos analítioos, que probaron que la hidroxioobalamiha como 

base libre no se hallaba presente en el producto, en el que el ion OH** 

había sido sustituido por otros aniones. Además, los análisis elementa 

les y cualitativos de estas muestras altamente purificadas probaron la 

presencia de iones Cl**. Bajo diferentes condiciones experimentales, se 

probó la presencia de iones 80^", NÔ **, etc. ,E1 análisis cualitativo 

se llevó a cabo de aouerdo con el método descrito en la patente esta­

dounidense No. 2.738.302.

Se probó así que la hidroxicobalamina como base libre no puede 

obtenerse de cultivos fermentados y materiales biológicos con los mé­

todos conocidos actualmente. En el producto obtenido mediante estos 

procesos, uno de los aniones que prevalecen en el medio ha sustituido 

al ion OH** y esto conduce a una variedad de cobalaminas sustituidas.
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Se ha descubierto ahora que la hidroxicobalamina como base li­

bre puede recuperarse de soluciones purificadas de cobalaminas susti­

tuidas (excluyéndose de ellas la cianocobalamina) pasando estas solu­

ciones a través de columnas llenas de adecuadas resinas cambiadoras

de iones.

Las resinas cambiadoras de iones, tales como la.Amberlite IRA 

400, IRA 401, IRA 410 ó De-Acidite "FF", De-Acidice "E", Permutite 

"SS", etc., tienen la propiedad de sustituir con iones OH** los anio­

nes que las cobalaminas sustituidas poseen en su lugar.

La ventaja del proceso objeto de esta invención ha de hallarse 

en el hecho de que hace posible obtener hidroxicobalamina en estado 

de base libre a partir de materiales naturales. Otra ventaja de este 

proceso reside en el hecho de que permite la realización de todos los 

procesos de aislamiento y purificación de las sustancias activas en 

forma de cobalaminas sustituidas (excluyéndose de ellas las cobalami­

nas no ionizables tales como cianocobalamina, sulfocobalaminá, etc.). 

Pueden obtenerse así rendimientos muy superiores como consecuencia de 

la mejor estabilidad que poseen.estas cobalaminas sustituidas en com­

paración con la hidroxicobalamina, que es muy inestable bajo las con­

diciones fisico-químicas reinantes durante estos procesos de purifica­

ción.

La conversión en hidroxicobalamina tiene lugar al final del pro­

ceso de purificación y proporciona rendimientos superior al 80 %.

De acuerdo con el proceso objeto de esta invención, los materia­

les que contienen cobalaminas activas experimentan un tratamiento (co­

nocido en el arte) que tienen la finalidad de aislar las cobalaminas 

activas de esos materiales, obteniéndose $̂ ;í una rica solución acuosa. 

Esta solución acuosa, rica en cobalaminas activas, puede purificarse 

mediante los métodos conocidos en el arte, tales como extracción de ¡li 

solvente, absorción con resina o carbón activado, o CDornatografía.
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, ^ Y ̂*La solución concentrada y purificada, conteniendo-'cóbalaminas

de una pureza superior al 50 y-, y oscilando, si es posible, entre el

50 y el 80 c'., es pasada luego a través de una columna llena de la

adecuada resina de cambio iónico, preferiblemente del tipo de polis- 

tireno enlazado transversalmente. La relación entre el volumen de la 

resina y el peso de la cobalamina es de 10:1.

Durante este tratamiento, los aniones Cl**, SO^", NO^ , Br", etc 

disociados de las cobalaminas, son sustituidos por un número igual 

de iones OH*", formándose así hidroxicobalamina en estado de base li­

bre.

Se observó sin embargo que la cianocobalamina no puede conver­

tirse en hidroxicobalamina mediante este tratamiento, probablemente 

porque los iones CN no son disociados de la cianocobalamina disu&ta.

La solución de hidroxicobalamina obtenida con el método ante­

rior es concentrada luego y añadida con 6 volúmenes de acetona; se s<3 

para la hidroxicobalamina de la solución en forma de cristales y és­

tos son recogidos, lista sustancia tiene las propiedades generales de 

la base de hidroxicobalamina libre y puede dosificarse como base li­

bre.

Ejemplo

a) Aislamiento y purificación de cobalaminas activas.

El método de purificación es el objeto de otra patente obtenida 

por el reivindicante (Patente No. 44.302/60 del 23 de diciembre de 

1$?60). Se suspenden materiales que contienen cobalamina(la cianocoba- 

latmina ha de hallarse ausente de ellos) en-agua en la medida de 5 &

20 partes de total de sólidos par 100 partes de suspensión, calentán- 

dose luego a 100-1209C y manteniéndose a^al temperatura con agita­

ción durante 10 minutos.

Después de enfriar, se,añade un volumen igual de.acetona, se

filtra el material residual suspendido y se evapora la solución fil-
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Esta solución acuosa enriquecida es' purificada mediante trata­

miento con óxido de calcio, que se aíiade en la cantidad de 1,5 partee 

por cada 100 partes de la solución; el pH de la solución se lleva - 

luego aproximadamente al valor de 10. Las proteínas y otros precipi 

tados son filtrados y desechados. '

La siguiente operación de purificación se efectúa mediante pre 

cipitación de las cobalaminas en forma de un compre jo de ácido táni­

co. Para este fin, se ahaden 0,5 partes de ácido tánico a cada 100 

partes de la solución purificada.,aplicándose una agitación que se mar 

tiene durante 60 minutos. Luego se recoge el precipitado por filtra­

ción y se disuelve en una solución al 5 ^ de ácido acético. Se eva­

poraba solución acética hasta la mitad de su volumen original y se 

cromatografía sobre una columna de aluminio.

Las principales fracciones son separadas y las soluciones se 

concentran hasta que contienen aproximadamente 5 g de oobalamina por 

litro de solución.

b) Conversión a hidroxicobalamina

De la solución que ha sido purificada y concentrada como que­

da explicado, se obtiene hidroxicobalamina mediante cambio iónico, 

l) Preparación de la columna

Se suspende un litro de resina de cambio iónico Amberlite IRA 

400 mediante agitación en 25 litros de una solución al 4 % de hidra­

to sódico y se vierte la mezcla en una columna de vidrio de un volu­

men total de 2 litros (la relación entre su diámetro interno y su al 

tura ha de ser de 0,25 aproximadamente). La altura de la capa de re­

sina sedimentada sobre el filtro ha de ser aproximadamente la mitad 

de la altura de la columna. Después de que se ha desaguado completa­

mente la solución de hidroxido sodico, se lava la resina con agua 

desionizada, hasta que el último lavado, después de filtrar a través
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de la capa de resina, muestra aproximadamente un valor d^pH de 7* La 

columna se halla entonces lista para su uso.

2) Conversión en hidroxicobalamina libre

Se pasa a través de la columna un litro de la solución cromato-

gráíiada y concentrada, que contiene aproximadamente 5 g de cobalami- 

na, cuya columna se ha preparado como se especifica anteriormente, y 

se regula el flujo al ritmo de 30 a 50 cm3 por minuto. El valor de pH 

de la solución tratada es de 8,0 a 8,5 aproximadamente.

3) Cristalización de la hidroxicobalamina

la solución recuperada del proceso de cambio iónico es evapora­

da al vacío hasta que su oontenido en hidroxicobalamina alcanza el va 

lor de 15 a 25 g por litro. Luego se vierte lentamente en un volumen 

ocho veces mayor de acetona, con agitación. La hidroxicobalamina cri¿ 

taliza en forma de agujas pardo-rojizas. El rendimiento es de 4,80 g 

de material, que muestra las siguientes propiedades:

Espectros de absorción en agua:

Banda tope a 273 - 275 m/?, E^cm 135 - 140
 ̂ 1 ̂Máximo fuerte a 350 - 352 .m/̂ , E ^om 170 (mínimo)

Máximo a: 520 - 525 m/f, E^'"cm 60 (mínimo)
' 1

pH de la solución (5000^/cm3) : 8,2 - 8,6

Prueba de aniones inorgánicos y orgánicos: negativa.

Coeficiente de distribución alcohol bencílico/agua: 8,0

Punto de fusión: la sustancia oscurece a unos 205 "C

No funde por debajo de 350^C.

REIVINDICACIONES

En resumen, la Patente de Invención que se solicita recaerá so­

bre las reivindicaciones siguientes: ^

1 Procedimiento para la extracción, purificación y cristaliza­

ción de hidroxicobalamina en forma de la base libre a partir de mate­
riales naturales donde se halla contenida en forma compleja, cuyo pro.
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cedimiento se caracteriza por el hecho de que las cobaltinas son ex­

traídas en una forma cefinida por el anión enlazado a Cô * y que es di­

sociable en solución, siendo dioho anión subsiguientemente separado y 

sustituido por un ion OH** mediante un cambio iónico efectuado por me­

dio de resinas particularmente adecuadas para este fía, siendo final­

mente cristalizada la hidroxicobalamina así'obtenida por adioión de 

acetona.

2a. Procedimiento según la reivindicación 1, en el que la for­

ma bajo la cual las cobalaminas son extraídas son las de cloruro, sul 

fato, nitrato u otras, en las que el ion enlazado al cobalto es diso 

ciable en solución.

Procedimiento según la reivindicación 1, en el que se em­

plean como resinas de cambio iónico resinas de tipo polistireno enla­

zadas transversalmente, tales como, por ejemplo, la IRA 400, 401, 410 

- De-Acidite "FF" - Permútete "SS" - u otras del mismo tipo.

4&. Se reivindica por último como objeto sobre el que ha de re­

caer la Patente de Invención que se solicita: "PROCEDIMIENTO PARA LA 

EXTRACCION, PURIFICACION Y CRISTALIZACION DE HIDROXICOBAIANINAM.

Todo tal y  como se reivindica en la presente memoria, que cons­

ta de ocho páginas escritas a máquina.

Madrid, 17 de Febrero de 1%2

ALFONSO UNGRIA??/?
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