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findustrialmente wtilizado pars la produccidn de cristales

.hldratados de gran pureza de alqullcobalamlnao

'-todo de producclon de cristales hidratados de alquilcobala-

- NO, contiene tm grupo alquilo unido al dtomo de cobalto de

-1as enfermedades neurdticas. ) .
_una alaullcobalamlna cruda preparaua por un método conoci~

- mo h1drox1coba1am1na o cianocobalamina gue no han reaccio-

" Bsta alquilcobalamina que contiene impureczes puede ser wbi-

'tas impurgzas, se conocen los smgulentes netodoss

Maans E
3 ki
- Bste invento 3e ;Z£1ere 2 un metodo de producoion

de un nuevo cristal hidratado de alqullcobalamina, donde

alquil significa un grupo 5'~desoxiadenosilo 0 un grupo

~..Un objeto de este invento es proporciomar un método

Otro obaeto de este invento es proporcionar un mé-

mina, estables frente a la luz y el calor.
~ Una alquilcobalamine es un derivado de la vitaming

312 que,posee une estructura gque, en lugar de un grupo cia-

la molécula de cianocobalamina.y el compuesto ejerce un

excelente efecto terapéutico sobre la anemia perniciosa y

Las alqullcobalamlnas ge preparan por sintesis pero

&~

do contlene como impurezas los homologos de covalanina co-

nado, asi como la cobalamina dcida obtenida como subproduc-
0 durante la reaccidén por sustitucidén del grupo carbamoilo

de la molécula de cianocobalamina por un grupo carboxilo.

1lzada como tal pero cuando se utiliza la elquilcobalanina
como medlcaaenio, es conveniente que el compuesto tenga una
gran puregs.

Para purificar la alqu;;cobalamlna que contlene 8 G-

1) létodo de crlsta112301on del producto crudo en
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traﬁa'con una solucidn fendlica que contiens agua para for—
har un complejo fendlico y después se descompone el comple~

jo (pqtente eotadounldense n® 3,132,135).

- las impurezas pueden ser separadas de la alquilcobalamina
| inconvenientes que se requiere una gran instalacidn pars po-

"racién de dicho mdtodo es complicada y requiere un largo

- 3 -

‘379778

una mezcla de agua/acetOna (patente estadounldense nimero

3 213 082 y patente alemane ne 1. 213. 848

. 2) Método en el que la alquilcobalamina cruda se

| 3) létodo cromatografloo en columna en el que la
alqullcobalamlna cruda se 1ntroduce en una columné rellena
con carbommetilcelulosa (patente estadounidense n®1.213.842
y "Journal of Chemical Society", 4146-4156 (1963)) o un
filtro de gel ("Biochem.", 6, 88 (1967)) tal como Sephadex
G=15 (ﬁqmbre comercial) y se purifica wtilizando una ligera
diferencia en el poder de adsorcién.entre la alquilcobala-
mina v las impurezas. »

' Sin embargo, nediente los métodos 1) ¥ 2), apenas
es posible separar los homdlogos de cobelamina de la al-
‘quiioobalamina crude ya que 1aé propiedades fisicas y.qui-
nmicas de estas impurezas son similares & lag de la alquil—

cobalaming (véase Tabla I, infra). Por otra parte, aunque
cruda por el método 3), este método va acompaiiado de tantos
ner en practica indﬁsﬁrialmente el método y también la ope-

periodo de tiempo, que hace del mismo un método no rentable
econdmicamente o impracticable,

'. “Por lo tanto, los métodos convencionales de purifi-
cacidn de alquilcobalémina‘crﬁga presentan los inconvenien-
tes menciqnados v ademds los cristales de alquilcobalamina

obtenidos por los métodos conocidos son muy inestables & la
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luz ¥y al calor,

éihventores han.descublerto que cuando se cristaliza en ague
jung.éiquilqobalamina cruda que contiene como impurezas ho-
'}mﬁloézé‘de.eobalamina, se obtiene un nuevo tipo de cristal
idiféfente de una estructura cristalina ordinaria y el cris-

I conocido hasta shora y que casi no contiene impurezas.’

-manteniendo la temperatura de cristalizacion por encima de

‘179 (en adelante, el cristal se denomina cristal tipo A)
niendo la temperatura por debajo de 179¢ (en adelante, el
_es distinto del dltimo en estructura cristalina y en solu-
. @ esta memoria). Hablendo en términos'précﬁicos, se ha en-
a la luz y al calor que los cristales obtenidos porllos mé
" del mismo es ademds mayor que la del cristal tipo B,

R ¢

de disolverse una elquilcobalanina cruda en agua que no con
,tenga_ningdn disolvente orgénico, preferiblemente a 5C-60°C

' ¥ la solucidn acuosa asi preparada puede ser enfrizda. En

.cobalamlna es preferiblemente alrededor de 5-10 %. Asimisoo

,’-4.‘.
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_ Por lo tanxo, se ha deseado descubrlr un metodo pars

obfener provechosammmeenla industria los crlgtales de gran
pureza de alquilcobalamina, estables a la luz y al calor.

- .Como resultedo de las diversas investigaciones, los

tal es un cristal hidratado de alquilcobalamina que no era

" "Ademds, se ha encontrado que &l cristal obbenido

tiene vropiedades distintes a las del cristal obtenido’manﬁe--: 7
cristel. se denomina cristal tipo B). Bs decir, el primero

Bil;Qad,en égug,(véanse las-figuras 1, 2 ¥ 4 que acompafian
gontrado que el cristal del tipo A tiene mayor estabilidad
todos convencionales y en especial la resistencia al calor

Pars, realizer el procedimiento de este invento, pue-

este caso, la concentracion de la solucidn acuwosa de alquilt
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'soluc1on acuosa, cuahdo esta dltina se mentiene & tempera-
_.solucién acuosa & temperaturas inferiores a 17°C se Ob-
-tiene el cristal tipo B.

,]Cédimiento anterior se disuelve de nuevo en agua y se re~

~crlstallza mientras se mantiene la solucidn acuosa 2 ung
gconﬂertldo facilmente en cristal tipo 4.
’por'el meﬁodo de este invento contiene el agua de crigtali-

pero'cbmd el cristal es estable, puede ser utilizado como

crlstal anhmdro calentandolo suavemente & pregidn reducida.

' tihua01on con detalle:

" conocido (método de eristalizacidn en un disolvente mixto

‘los resultados en la Tabla I,

e
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en el caso.de la crmstalmzaclon de - alqullcobalamlna en la
turas superlores e 17°C, preferiblemente a 20-50° C, se Obm
tlene el crlstal tipo A mientras que cuando se mantlene la

..  Ademds, cuando el cristal tipo B obtenido por el prg

temperatura superior a 17°C, el cristal tipo B puede ser
El cristal hidratado de alquilcobalamina’ obtenido
zacién en una proporcién de 10-20 % del pesb del cristal;

tal para la prepar301on farmaceutlca. Asimismo, si es ne-~

cesarlo, el cristal hidratado puede ser convertido en un
Tos merltos de este invento serdn descritos a con-

1. Efecto de purificacidn:

Se purifica adenogilcobalanina cruda y metiléobala—

mina cruda por el método de este invento o por un método

de agua/acetona en una relacidn en volumen de 1:6) y las
reiaciones de los componentes se miden sobre los materia—

les erudos ¥y sobre los productos purificados, encontrdndose

L
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TABLA I

:‘relaciongs de 165

componentes (%) -

" mebodo de este in-

B abida

mefil

'coba-

1am1—

vento
- produc-
- materiel  to puri
componentes _crudo ~  ficado
.adenosilco- .
balamina 88,33 98,80
:clanocobala - .
mlna 5330 . 0,65
hldroxocoba , ' :
- lamina V6,21 _._}0’45
’.-cobalamlnr o
. 0,16 0,10
- metilcobala> o
- mina - 89,30 98,10
01anocobala
i-na . 5,16 1,10
hldroxncoba L .
lamina 5435 0,73
cobalamin- -
0,19 - 0,07

- acida

metodo c0nocido

. proauc—
‘m?fﬁﬁ%al p v
88,33 88,48
5,30 5,33
fAs,a;, . 6,01
0,16 0,18
90,41 90,65
4,80 "'_.4,80‘
451 4,30
0,28 0,25

"Las relaciones de componentes en el liquido de ens

sayo se miden de la 91gu1ente forma.

EL 11qu1do de ensayo se Iracclona mediante un cambla

dor.de ién Sephadex en cada uno de sus_componentes ¥ des—-

pués de convertir el componente en cobalamins del tipo
 diciano por un método ordinario, se mide le absorbancia de

- cada componente a 368 mp Yy basandose en los valores asi

obtenidos, se calculan las relaciones de los componentes.

" 2. Egtebilided:

&

Ias estabilidadéé g“ia‘luz y &l calor del cristal

“tipo A (muesfra (1)) de adenosilcobalamina y. del cristal

£
=t
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'tipo B (muestra (2)) del ‘mismo compuesto, preparados por

.el procedimiento de este invento y un cristal de. adenosil-

" na (1 6), son las siguientes:

‘de ‘cada muestra en una ampolla que después ' se éella} se

'expone dlrectamente a la luz solar durante 3 horag, se nidg

: r951dual (A) de adenosilcobalamina medlante la siguiente

ecuacions

- luz solar,

Mueétra de ensayo Experimento 1 - Experimento 2
Muestra (1) 7 98,6 % 98,9 %
Huestra (2) T1,1 % 70,4 %

I
\4;
1

379778

éobalamina (nuestra (3)) preparado por un método de criste-

llza01on convencional en un disolvente mixto de agua/aceto— '

1) Estabilided a la lus:

Procedimiento de ensayo: Despuds de colocar 1 mg

la absorban01a de cada muestra y se calcula el porcentaae

x 100

() () =
©)

donde (B):és el valor cuantitafivo de adenosilcobalamina
antes de la exposicién a la luz solar y (C) es el valor

cuantitativo de la misma despuds de la exposicién a la

‘Los resultados se encuentran en la siguiente tabla.

TABLA T1
orcentaje regidual de adenosilcobalaning

Huestra (3) 1,7 % © 72,0 %

"ii) Estabilidad al calor:

Procedimiento de ensayd: Después de introducir 1 mg

de cada muestra en unea ampoila que después se sella y se
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';deaa en reposo durante 1 mes & 85% ‘en la oscurldad, se

" mide.le absorbancia de cada muestra y el porcentaje resi-
- dgéi.(A‘) de adenosilcobalamina se calcula mediante la si;
;édiente ecuacidn: .

T Tanme - x 100

fdonde (B') es el valor cuantltatlvo de adenosiloobalamlna

C 3nemme

(BY)

(c)

despues de haber dejado en reposo la. mezola y (G') es el
valor cuantitativo de la m;sma antes del ensayo.
Los resultados se encuentran en la giguiente tabla.
' oABDA TIT

- Porcentaje residual de edenosilcobalamina

- Huestra de ensayo Experimento 1 _-Experimento 2

| Huestra (1) - o - T446 % 70,8 %
| Muestra (2)° S B4 % T 36,1 4
Muestra (3) < - T 19,04 28,3 %

mina en los experimentos anteriores se obtiene de la forme

| silcobalemina se disuelve en una solucién reguladora a pH
. 7,0 para dar exactamente 20 ul de solucién. En esta solu~

' clon ‘se miden las absorbancias By E2 a 1ong1tudes de onéa

'1a ¢élula de 10 mn y se calcula el valor cuantitativo de

adenoellcobalamina nediante la siguliente ecuacidn:

Ademis, el valor cusntitativo de la adenosilcobala-

siguiente:

1 mg pesado con precisién del cristel seco de adeno-

de 351 QV y 525 mP respectlvamente, con una 1onb1tud de

172,2 % Ep = 63,86 x E
20,628 x a

%ijﬁ Valor cuantitativo =
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“al‘aire, obtenidos por el procedimienﬁo de este invento,
86 encuentran en los ejemplos gréflcos A y B, respectivamen
;te. Ademés, el grafico C que acompaila a esta memoria mues~
~t;a el diagrama de difraccién de rayos X del eristal secado

 al‘ai:e de adenosilcobalamina obtenido por -cristalizacién
X se'realizaron de la siguiente forma:

_es que se encuentra un médximo de gran 1ntensidad a 20 = 99,

 presenta el méximo caracteristico del gréfico A. Adenss, en
. teristicos del gréfico B. . :

‘de aknosilcobalamina obtenidos por el procedimiento de es-

donde (a) es la cantidad pesada (mg) de adenosilcobalamlna.
Ios diagramas de dlfracclén con rayos X del cristal

tipo A'y del cristai tipo B de adenosilcobalaﬁina, secados

con un disolvente mixto de -agua/acetona (1:6),1siguiendo el

métddoiconvencional. Estos andlisis de difraccién defrayos

_Radiacién: Cu KX -
Ia caracteristica del gré&fico A (crmstal tipo A)

Lé'cgracte;istica del grafico B (eristal tipo B) es que
éélameﬁte aparecen dos méximos de gran intensidad ¥ los va-
loéeé 26 de los dos méximos se encuentran en la feiacién
erl:é. Es decir, el gréfico A no presenté méximos_carac-

teriSticés de el grafico B, mientras que el gréfico B no

el grafico C (cristal convencional), no se encuentra ni el
méximo caracteristico del grafico A ni los miximos carac-
En el gréafico D que acompafla & esta memoria se en-

cuentran las solubilidades de los crlstales tipo A y tipo B

te invento.
A continuacidn el 1nvento seré expllcado mas practi—

camente mediante los sigulentes ejemplos.
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A lamina'cruda conteniendo'89 30 % en moles de metilcobala-

- mlna, 5,435 % en moles de hldroxocobalamlna, 5,16 % en mo-

da y:la solucidn asi obtenlda se concentra a presidn redu-

'cidéVé~40°G hagta 6 ml ¥ se deja en reposo durante la nochg

o crlstal hidratado puro’ de metllcobalamina (metllcobalamlna,

| en moles)

; contenmdo en metilcobalamina, que es del 99,8 p, nmediante

- un método normel utilizando un espectro de absorcidn en

- 6443 % en moles; oxocobalaming, 5,51 % en moles y cobalami-

- na écida,'o 53 % en moles) con calefaccidn suave y después

_prec;pltados se recuperan pon filtracidn, se lavan con una

EJEMPTO 1

- BEn 50 ol de agua se disuelven 302 mg de metilcoba—t

les de. clanocobalamlna y 0, 19 % en moles de cobalamina dei-

8 1a temperatura ambiente. A contlnuacxon, ‘1los cristeles
prec1p1tados Be reeuperan por flltra01on, se 1avan con une

pequeﬁa cantidad de agua y se secan dando 209,8 ng de un

98 17 p en moles, hidroxocobalamlna, ,73 % en moles, cia~

nocobalamina, 1,10 % en moles y cobalamlna aclda, 0 07 %

Cuando el producto se somete & secado en vacio du~
rante 5 horas & 60°C la perdlda de peso del mismo es del

15 92 % del peso del producto. Asimismo, se determina el

-

ultravioleta.
' EJEMPLO 2 -
En 10,mi de agua se disuelve 1,0 g de adenosilcoba~

lamina (adenosilcobalamina, 87,1 % en moles; cianocobelamirs,

de enfrlar la solucidn gradualmente,se deja en reposo du~

rante 1a noche en unq cémara fblgorlflca. Los cristales
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"pequeﬁa cantldad de agua y se”secan al alre uando 0,92 g

#'0 08 % en moles)
'60°C hasta peso constante, 1a pérdlda de beso es del 17 %

'del 99 4 %

'irmroducen 100 g de 01anocobalam1na y 170 g. de dihidrato de

. ,yodoadenosina, la mezcla resultante ge deaa en reposo duranf -

e’ 1a noche..

_ sidn reducida y el re51duo asi obtenido se disuelve en

‘ 2000 ml de agua y despues el producto ‘se extrae tres veces

' cloro;ormo se separa por destllaclon a pr°s1on reducida. El

de crlstal hidratado- puro de aden051lcobalam1na (adenosil—
cobalaminé, 99,0 % en moles; clanocooalamlna, 0,49 % en

moles; orocobalam;na, 0,35 % en moles‘y cobalamina dcida,

Cuando el producto se seca bajo pre316n reducida a

El contenldo de aden031lcobalam1na en el producto seco es

* EJENPLO 3

- En 4000 ml de matanol contenlendo 35 % de agua se.

sulfuro sédlco v después de afifadir 119 g de 5'-desoxi~5'—

- El producto de reacclon liquldo se concentra a nre-

con 330 ml cada vez de una mezela liquida de cloroformo y
fenol (1:1) y después de lavar el extracto con une solucion

saturada de hicarbonato sodico y agua sucesivamente, el

re31duo se mezcla con T lltros de acetato de etllo ¥ se ex-

trae ﬁre» veces con 400 ml de agua cada VeZz. Se reunen 1os

extractos Y despues de lavarlos con acetato de etllo, se
/

separa este ultlmo por dest11a01on a preslon reducida.

Te solu01on acuosa obtenlda que contiene 93,00 %. en
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_ moles -de adenosllcobalamlna, 4,00 % en moles de oxocoba—

lfrap;6n>mientras se mantiene el gistems & 20°¢ ¥ Se secan
: solvente mixto de agua/écetona se dlsuelven en agua & 45°G

. cuperando por filtracidén los cristales asi precipitados,

nen alrededor de 5 g del cristal tlpo A de aden051lcobala~

‘B de adenbsiléobalamina ( precipitado de una solucidn acuosa

_-uz_

3792?@

1am1na, 2,32 % on moles de cobalamine doida y 1,55 % en
moléé de materias neubras como ciaﬁocobalamina, se deja
en reposo durante la noche. Los crlstaleo asi preclpltados
se recuperan por flltraclon, se lavan ‘con agua ¥y se secan -
dando 110 g de. crlstal hidratado puro de aden051lcoba1a-.'
mlna (aden051lcobalam1na, 97,7 ﬁ en moles; cobalaana aci-
da, 1 4 % en moles, oxocobalamina, 0,35 % én moles J mabe—
rmas neutras, 0 13 %) e _ '
' , ‘ - EJEMPLO

Despuss de enfrlar a 20°C 100 ml de una solucidn
acuosa al 5 % de adenosilcobglamina preparada 8 37°0 la
golueion se deja en reposo durante 3 ‘dfas a diche ‘tempera—

tura. Los cristales asi precipitados se recuperan por f£il-

péra daf_3!5.g del oristal tipo A de adenésilcoba;amina;‘
S ' BJEMPLO 5

Los crlstales convenclonales precipitados de un dl—

para formar una solu01on acuosa al 7 % de los nismos ¥y
100 ol de esta solucién acuosa al 7 % de adenosilcobalamina

se enfrian a 25°C y se dejan.en reposo durante 3 dfas, Re~
mlentras se manxlene el sistema a 2500 ¥y secando, se obtie
mma .

EIEMPLO 6 o
En 100 ml de agua se dlsuelven 7 g del cristal tipo
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enrriando con hielo) y la solucién se enfria a 252 c y se

'deag en reposo durante 2 dias a esta temperatura. Recupe-

rando por filtracién los cristales asi precipitados mien-

_tras se mantiene el sistema a 252 C y secando, -se obtienen

- alrededor de 4 g del cristal tipo A de adenosilcobalamina.

cas
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V.ADENOSILCOBALAMINA 0 METILCOBALANINA"

'la prssente Nemorla descrlptlva que conata de dlec1ocho pé—

'glnas mecanografladas,

REIVINDICACIONES

l.- Un metodo de producclon de cristales hidra-
‘tados de adenosllcobalamlna 0 metllcobalamlna gue consiste
en cristalizar adenosmlcobalamlng‘g metllcobalamlna'crudaien
un'liQuido'constituido sﬁstancidimentérppr agua, a una con-

centrac16n de més de 24 ng/ml.

2.~ Un metodo segun la relvindlcaclon 1, en el

' que dlcha crlstallzaclon se. reallza 8 una temperatura supe-

rlor a 172C, a una concentracion de més de 10 ng/ml.
‘ 3.~ Se relVlndlca por ultlmo, como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invenclon que se sollolta

'-"UN METODO DE PRODUCCION DE CRISTALES HIDRATADOS DE

Todo conforme queda descrito y re1v1ndlcado en

L

" Madrid, 18 de mayo-de 1.970
'BERNARDO UNGRIA
p.p.
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