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La presente invencién concierne a un pro-
cedimiento que permite fabricar industrialmente la metil-~
cobalamina a partir de la hidroxocobalamina.

Se conoce la metilcobalamina, y se sabe que
este producto deriva de la cianocobalamina o de la hidroxo-
cobalamina por reemplazamiento del grupo ciano (CN) o hi-
droxilo (OH) por un grupo metilo (CH3)° Se sabe también que
estas cobalaminas se utilizan en terapéutica para los trata-
mientos que justifican la administracién de vitamina B 12.

Se conoce igualmente un procedimiento de {a-
bricacién de la metilcobalamina. En este procedimiento cono-
cido, se reducen la cianocobalamina (vitamina B 12) o 1la
hidroxocobalamina (vitamina B 12b) para obtener la cobalami-
na reducida (B 12s). Ests reduccién es efectuada por medio
del hidruro doble de boro y de sodio en una atmésfera exenta
de oxigeno, después se hace reaccionar sobre esta cobalamina
reducida (B 12s), oxalato de metilo o yoduro de metilo para
fijar el grupo metilo sobre el cobalto de la cobalamina re-
ducida B 12s.

Se sabe que la estabilidad de la cobalamina
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reducida B 12s es escasa, y duramnte la reaccién den reduc-
cidén y especialmente antes de la fijacién del grupo metilo,
se produce una transformacién parcial de la cobalamina B
125 en cobalamina B 12r que es una cobalauwina menos reduci-
da que la cobalamina B 128 y que no es susceptible ya de
fijar un grupo metilo,

Para evitar este importante inconveniente que
afecta al rendimiento en metilcobalamina, es necesario uti-
lizar cantidades en exceso de reductores y se tropieza en-
tonces con otro inconveniente; puesto que se corre el ries-
go en este caso de atacar de manera irreversible la molécu-
la de cobalamina formando productos de degradacién perjudi-
ciales para la pureza y para el rendimiento del producto
deseado.

El procedimiento de acuerdoc con la pregente
invencidn, tiene por objeto remediar los inconvenientes del
procedimiento anteriormente citado permitiendo realizar la
transformacién de la hidroxocobalamina en metilcobalamina
en condiciones éptimas, limitando considerablemente el ries-
g£o de produccién de formas reducidas de cobalaminas no sus-
ceptibles de fijar un grupo metilo o de productos de degrada-
cién de la cobalamina.

Segin la invencién, el procedimiento de pre-
paracién de la metilcobalamina por reduccidén y metilacidn de

la hidroxocobalamina se caracteriza porque esta reduccién y
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esta metilacién se efectiian simultineamente en el seno de
una solucidén hidroalcohélica de hidroxocobalamina, por ac-
cién de un monoéster metilico de un didcido carboxilico en
presencia de polvo metélico.

Este procedimiento permite realizar al mismo
tiempo y en el seno de la misma solucién, la reduccién y la
metilacién. Esta manera de proceder limits considerablemente
1a duracién de existencia de la cobalamina reducida, puesto
que ésta se metila a medida que se ferma,

El procedimiento conforme a la invencién se

puede representar por el esquema siguiente:

Co - OH———, >Co __m_))Co - CH,
(1) (2)=n (3) cH, (5)
(4)
donde (1) representa la hidroxocobalamina, (2) el hidrégeno
naciente producido por accién de la funcién &cido libre del
monoéster metilico del didcido carboxilico sobre el polvo me-
talico, (3) representa la cobalamina reducida que es metilada

inmediatamente por el grupo CH, (4) procedente del monoéster

metilico para formar la metilcgbalamina'(S). Se demostrari
mas adelante que la cobalamina reducida {3) nwo se identifica
en el medio de reacciénj por tanto, ésta tieme una duracién
de vida muy corta.

egtin una versién preferida del procedimiento

7y
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conforme a la invencién, el monoéster metilico del diicido
carboxilico utilizado es el oxalato &cido de metilo, y el
polvo metadlico es polvo de zinc.

La funcién 4cido libre del oxalato &cido de
metilo libera hidrégeno naciente por reaccién con el polvo
de zinc, y su grupo metilo es facilmente liberado en medio
reductor,

Segfin otra versién preferida del procedimien-
to conforme a la invencién, la reduccién y la metilacién se
efectian en presencia de sales de cobalto orgéinicas o inor-
génicas, tales como el cloruro de cobalte, el nitrato de co-
balto y el oxalato de cobalto,

Estas sales de cobalto catalizan la reaccién
¥y, mis particularmente, regularizan el Ty del medio de reac-
cibén. De este modo se regulariza la reduccién.

Se pueden utilizar, por ejemplo, el cloruro o
el oxalato de cobalto., Preferiblemente, la solucidén en agua
y metanol de la hidroxocobalamina contiene de 5 a 20% en
volumen de agua,

Esta presencia de agua facilita el ataque
del polvoe de zinc por el oxalato Acido de metilo.

Operando segén el procedimiento conforme a la
invencidén para soluciones que contengan aproximadamente 50 g

de hidroxocobalamina por litro de metanol, se transforma casi
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cuantitativamente la hidroxocobalamina en metilcobalamina
en menos de 20 minutos., La evoelucidén de la reaccidn puede
seguirse con el espectrofotémetro,

Si se deja que prosiga la reaccién més alli
de los 20 minutos; hasta una hora y nedia por ejemplo, los
registros espectrofotométricos no revelan ninguna modifica-
cién netable de la metilcobalamina formada. Por tanto, no
hay riesgo alguno de destrucciém de la molécula de metilco=~
balamina cuando se prosigue la reduccién.

Se puede seguir visualmente la evolucién de
la reaccién de reduccidén de la hidroxocobalamina y de su
metilacidén. La solucién; que inicialmente es de color rojo,
se vuelve violicea, y mds tarde de color castafio, estabili-
zindose en esta dltima coloracién,

La coloracién azul-verde anunciada en el pro-
cedimiento de fabricacién anteriormente conocido de la metil-
cobalamina, atribuida a la formacién de la cobalamina reduci-~
da B12s no aparece en este caso, lo que constituye una prueba
efectiva de que este compuesto tiene, en el presente proce-
dimiento, una duracién de vida muy corta, metilindose a me-
dida que se forma.

Seglin una versidén ventajosa de la invencién,
la metilcobalamina formada se precipita por adicién de 3 a
5 voltmenes de acetona,

Con preferencia; el precipitado de metilco-
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balamina recogido se disuelve en un minimo de agua, se
adiciona luego una base fuerte hasta un pH igual a 9 apro-
ximadamente, se filtra, se afladen al filtrado recogido de
6 a 8 voliimenes de acetona y se deja cristalizar la solu-
cién obtenida.

La adicién de esta base fuerte hace que precipi
ten las sales de zinc o de cobalto que habrian podido quedar
en solucidn.

La metilcobalamina asi obtenida puede ponerse
de nuevo en solucién y hacerse pasar seguidamente a través
de una resina cambiadora de iones para eliminar las trazas
eventuales de hidroxocobalamina, de clorhidrato o de oxalato
de cobalamina que pudiera contener,

Después de esta purificacién, la metilcobala=-
mina se puede recristalizar en acetona.

Se puede caracterizar la metilcobalamina pre-
parada segin el procedimiento de acuerdo con la invencién, com-
parando la resistividad de una suspensién concentrada de me-
tilcobalamina en agua desmineralizada con la resistividad de
esta Oltima, lo que permite enjuiciar ¢l contenido en iones
de la metilcobalamina preparada.

La metilcobalamina se puede identificar igual
mente por espectrofotometria. El espectro de absorcién de
una solucién neutra o bisica de metilcobalamina presenta ma-

ximos a las longitudes de onda siguientes:

-7 -
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267, 343 y 525 milimicras.

Las relaciones de las absorbancias a 267 mili-
micras ¥ 525 milimicras referidas a la absorbancia a 343 mili-
micras son respectivamente iguales a 1,4 y 0,65, siendo la
absorbancia de uma solucién que contenga 100 gammas de metil-
cobalamina por cm3 igual a 146-267 milimicras.

El espectro de absorcién de una solucidn 4cida
de metilcobalamina es diferente. Los méximos de absorcidn se
sitdan a 300 y 470 milimicras, Ademis, las soluciones neutras
o bisicas de metilcobalamina tienem color rosado, en tanto que
las soluciones 4cidas son amarillas.

Se dan a continuacién algunos ejemplos de modos
operatorios que ilustran el procedimiento de fabricacién de

la metilcobalamina conforme a la invencidn.

EJEMPLO T

Se disuelve 1 g de hidroxccobalamina en 20 cm3
de metanol y 2 cm3 de agua.

Se afladen a esta solucién § g de oxalato &cido
de metilo. Se agita hasta disolucidén completa, y se afladen lue-
go 0,5 g de cloruro de cobalto y 4 g de zinc en polvo fino.

Se prosigue la agitacién durante una hora, vy
se filtra luego la solucidén para eliminar el zinc o las sales

de zinc insolubles contenidas en el medio de reaccién.

Se afiaden 80 cm3 de acetona para precipitar la

-8 -



13.10,72

10

15

20

25

metilcobalamina y se deja proseguir la precipitacién du-~
rante 12 horas, en frio.

Se filtra sobre vidrio sinterizado y se
pone nuevamente en solucidén el precipitado recogido en 25
cm3 de agua, afladiéndose luego 200 cm3 de acetona. Se deja
cristalizar en frio esta solucidén, durante 12 horas. Los
cristales recogidos después de filtrar se lavan con acetona
y se secan luego a vacio a la temperatura ambiente.

Se obtienen asi 0,7 g de metilcobalamina que
da una solucién de color rosado en medio neutro o bisico, ¥y
una solucién amarilla en medio &cido.

La figura tnica representa los registros es-
pectrofotométricos obtenidos, siendo la curva 1 el espectro
de absorcién obtenido en medio neutro o bésico, y corres-
pondiendo la curva 2 al espectro obtenido en medio Acido.
Los maximos de absorcidén se sitiian aproximadamente en las
longitudes de onda iguales a aproximadamente 520, 343 y
267 milimicras, en el caso de una solucién neutra o basi-
ca de metilcobalamina.

Se puede comprobar igualmente que las rela-
ciones de las absorbancias a 267 milimicras y 525 milimicras
referidas a la absorbancia a 343 milimicras son respectiva-
mente, iguales a 1,43 y 0,63,

Ademis, se puede comprobar la ausencia de

hidroxocobalamina en la solucién de metilcobalamina por
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la inexistencia del escal6n tamponado entre pll 4 y pH

9 que caracteriza una solucién de hidroxocobalamina.

EJEMPLO I1

Se disuelven 10 g de hidroxocobalamina en
200 cm3 de metanol y 15 cm3 de agua.

Se afiaden a esta solucién 45 g de oxalato
Acido de metilo y se agita hasta disolucién completa, afia-
diéndose luego 4 g de cloruro de cobalto y 35 g de zinc
en polve fino.

Se prosigue la agitacién durante 1 hora, y
luego se filtra 1la solucién para eliminar el zinc o las
sales de zinc insolubles en el medio de reaccién,

Se afiaden al filtrado 4 volimenes de acetona
con agitacién para precipitar la metilcobalamina; y se de-
ja que prosiga la precipitacién durante 4 horas, en frio,

Se filtra sobre embudo Buchner y se disuel-
ve nuevamente el precipitado recogido en una cantidad mi-
nima de agua.

Se afiade a esta solucidén, lentamente con
arreglo al pH, sosa 5N hasta la obtencién de un pH igual
a 9,2 con objeto de precipitar en forma de hidréxidos el
zinc o el cobalto que habrfgn podido quedar en solucién,

Se deja reposar en frio durante dos horas

vy se filtra sobre embudo Buchner.
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Se atiaden al filtrado 2 litros de acetona,

y se deja que cristalice en frio esta solucién durante 4
horas.

Los cristales recogidos después de 1la fil-
tracién, se lavan con acetona y éter, y luego se secan a
vacio a la temperatura ambiente,

Se obtienen asf 8,5 g de metilcobalamina que
contiene 17% de humedad.

Se controla el producto obtenido midiendo 1la
resistividad de una solucién de agua desmineralizada con
5000 gammas de metilcobalamina por cm”.

La resistividad encontrada es superior a
10000 chms/cm. Este resultado demuestra que no existen
iones en solucién que puedan proceder particularmente_del
zinc o del cobalto que se han introducide en el medio de

reaccidén,

La solucién arriba indicada, diluida a 50 game
mas de metilcobalamina por cmz, presenta maximos de absorcién
en espectro~fotometria a 267, 243 y 520 milimicras, correspon-~
dientes a los obtenidos para la metilcobalamina pura.

Como lo atestiguan los ejemplos anteriores,
el procedimiento de fabricacién de la metilcobalamina con-
forme a la invencién es de puesta en préactica particular-

mente sencilla.

La metilcobalamina pura se obtiene gracias
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a una reduccién perfectamente controlada de la hidroxoco-
balamina, utilizando un reactivo, el oxalato Acido de meti-
lo, que desempefia una doble funcién, siendo a la vez el
4cido capaz de liberar hidrégeno naciente por reaccién con
5 el polvo de zinc, y el agente capaz de liberar el grupo
metilo para ser fijado sobre la cobalamina reducida.
La cobalamina reducida se metila, asi pues,
a medida que se forma, lo cual evita a la vez una reduccién
excesiva o, por el contrario, la formacién de una cobalamina
10 menos reducida que no sea susceptible ya de fijar el grupo
metilo,
£l procedimiento, que se lleva & cabo por tan-
to en una sola etapa, es por consiguiente muy réipido y per-

mite la obtencién de un producto muy puro,
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REIVINDICACIONES

1.,- Procedimiento de fabricacién de la metil-
cobalamina por reduccién y metilacién de la hidroxocobalamina,
caracterizado por el hecho de que esta reduccidén y esta meti-
lacién se efecttian simultineamente en el seno de una solucién
hidroalcohélica de hidroxocobalamina por accién de un monoés-
ter metilico de un diicido carboxilico en presencia de polvo

metélico.

2.~ Procedimiento conforme a la reivindicacién
1, caracterizado porque el monoéster metllico de un diacido
dicarboxilico utilizado es el oxalato Acido de metilo, y por

el hecho de que el polvo metilico es polvo de zinc.

3.~ Procedimiento conforme a la reivindicacién
1, caracterizado porque la reduccién y la metilacién se efec~
tlian en presencia de sales organicas o inorginicas de cobal-
to.

4.~ Procedimiento conforme a la reivindica-~
cidn 1, caracterizado porque la solucidén hidroalcohélica de
hidroxocobalamina contiene metanol y de 5 a 20% en volumen

de agua,

5.~ Procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacién 1, caracterizado porque la metilcobalamina forma-

da se precipita por adicién de 3 a 5 voliémenes de acetona,

- 13 -




6e= Procedimiento conforme a la reivindicacilén
5, caracterizado porque el precipitado de metilcobalamina
recogido se vuelve a disolver en una cantidad minima de
agua, y se afiade luego al mismo une base fuerte hasta un
5 pH aproximadamente igual a 9, se filtra, se adicionan al
filtrado recogido de 6 a 8 volimenes de acetona, y se de-
ja oristalizar la solucidn obtenida,
7.~ Procedimiento de fabricacién de la metilco
balamina por reduccidén y metilacidn de la hidroxocobala~
10  minag
Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede, representado en los dibujos que se acompaiian
y para los fines que se han especificado.
Esta Memoi-ia consta de catorce hojas escritas
15 o méguina por una sola cara.

Mad :
adrid, g pov 1972

P.A,
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