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E1l presente invento se refisre a wm procedimiento
que permite :Eabricar' industrislmente metilcobalamina a par-
tir de la cianocobalamina, | !

Yz se conoce la metilcobalaming y se sabe que este
producto se deriva de la’ cianocobalamine por sustitucién del
grupo ciano (CN) por un grupo metilo (CH3')f' Ie metilcobalami
na como la ciznocobalaming se utilizan en termpéutice pars

los tratamientos adecuados de la sdministracidén de vitamina
P12t '» . '
El acondicionsmiento de la metilcobalemina, en for
ma de ampollas inyectables sin embargo es mds féecil que el |
de la cia.nocobalamina, debido a la mayor solubilidad en ague
de la me‘b:.lcobalamma. - ’

Por otra parta ya se conoce un procedmiento de fa
bricacién de la metilcobalamina. En este procedimiento cono
cido, se reduce la cianoco‘balamina (vitamina Bl2) para obte
ner la eobalamma reducide (B 195 ) Es‘ba réduccibn se efec-
%2 con hidruro doble de’ boro y sodio (NaBH4_) en uns aimés-
fera exenta de oxigeno, haciéndose 1u.ego réaccionar con esta
cobalamina reducida (B 124 ) el oxalato de metilo o el yoduro
de metilo para fijar el grupo metilo en el cobalio de la co
balemina reducida (312 Je

Sin embargo, deb:.do a la débil estabilidad de la
cobalemina reducida 13128, esta Gltima tiene tendencia, du-

~ rante la reaccifn de reduccidén y sobre todo antes de la fi
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jacién del grupo metilo, a transformarse parcigliiente en co
balamina Bl
cobalamina Blzs Y que no es més susceptible de fijar un gru

po metilo.

op QUe es una cobalamina menos reducida que” la

Para evitar este importante inconveniente que afec
ta el rendimiento final de metilcobalemina, es nécesario
utilizar cantidades en exceso de reductores. Se tropieza en
tonces con otro inconveniente pues se corre el peligro de
atacar de menera irreversible la molécula de cobalemina for
mando productos de degradaciém perjudiciales pare la pureza
vy el rendimiento de metilcobalamina.

Para evitar la transformacién de la cobalaming
3125’ ge ha propuesto igualmente efectuar 1a reaccién en pre
sencia de un gas inerte tal como argén. Sin =mbargo-la uti-
lizacién de tal gas complica considerablemente las operacio
nes y aumente notablemente su coste. 4

El procedimiento segiin el presente iInvento tiende
& remediar los inconvenientes del procedimiento antes cita
do, permitiendo realizar la transformacién de cisnocobalami
ne en metilcobalamina en condiciones tales que se limita
considerablemente el riesgo de formacién de cobaleminas re—
ducidas no susceptibles de fijer un grupo metilo o produc~
tos de degradaciém de la cobalamina,

Segiin el invento, el procedimiento de fabricacifén
de metilcobalamina en el cual se realiza la metilacién de
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una cobalamine reducida se caracteriza porgue se prepara una
80lucibn que contiene al menos 40 g por Titro T "elemo-cobal
amine en una mezcla de metanol ¥ egua, y porgque se afiade s
esta solucién oxalato dcido de metilo y un~polvo metdlico ca~
paz de liberar hidrégeno por accién sobre el oxalato &cido
de me-biio'coﬁ: objeto de realizar simultineamerrts la reduccifn
de la cisnocobalamina y la metilacibn Ge la cobalamineg redu-
cida en metilcobalamina. “
E1 hecho de que la reduccin y la metilaciln de la
cianocobalamine sean efectusdas simulténesments por medio del
oxalato &cido de metilo limite considerablemente la duraeifnm
de la existencia de la cobalemina reducids (’BléS') obtenida
por la aceién del hidrégeno naciente producido’ por reaccidn .

entre el oxalato decldo de metilo con el polva"'metélico, pues o

la cobalsmina reducide es metilada a medida que ge ‘formay El.
procedimiento puede de esta forma realizarse en presencia de
aire. - o :

" las reascciomes de reduccién y metilacién pueden Te
presentarse por el esquema sigulente:

- Co - CN ~ Noo - CH..
P — | *° 4‘—}/" 3
@ @[3 5)

| ¥
donde (1) representa cianocobalafina, - (2) ‘midrégeno naciente

producido por la accién de le funcién 4cida libre del oxslaito
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dcido de metilo sobre el polvo metélico, (3) la cobalamina
reducids (Blzs) que estd tambidn metilada por el grupo CHy
(4) que proviene del oxalato &cido de metilo, pera formar
la metilcobalamina (5). Al mismo tiempo que las reacciones
entes citadas, el grupo CN que proviene de la cianocobalami
na (1) se hidrogena en metilamina segfn la reaccién:

CN & 5H X CHZBNH2

Segiin el esquema de esta reaccilén se observa, que
tedricamente basta con liberar por reaccién entre ol oxals
to dcido de metilo y el polvo metélico cinco Stomos-gramos
de hidrégeno naciente por molécula-gramo de cianocobalaminer:
Sin embargo, es preferible utilizar un exceso de oxalato
dcldo de metilo y polvo metdlico.

la metilamina formada dursnte la reduccién queda
presente en el medio reaccionante y su grupo metilo no mo-
lesta en modo slguno la reaccidén de metilacidn.

Se temfa por otra parte que el gfupo CN' liberado
durante la reaccién de reduccién molestard la reaccién de
metilacién. R

" Entre los polvos metédlicos capaces de liberar hi
drégeno por accidén sobre el oxalato dcido de metilo, es
preferible utilizar el polvo de zine,

Se ha observado que para que la reduccifén y la
metilacién de la cianocobalamina se efectuen en buenas con
diciones, era necesario que la concentracién de la ciano=-

-

-5 -
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cobalamina en el medio reaccionante fuera superior a 40 g/1.
Tal concentracién es imposible de obtener en metancl y agua
pura, siendo golamente la solubilidad de la cismocobalaming
en estos dos disolventes igual a 20 g/l y 13 g/1 respectiva
mente. Sin embargo, se ha observado el efecto sorprendente
de que la solubilided de la cianocobalamina aumentaba en
una mezcla de metanol y aguz y passba por un miximo cuando
le proporeidn de agua en metanol era igual al 8% en volumen
y alcanzaba 160 z/1 para esta proporcién.

Sin embargo es initil trabajar con tal concentra-
e¢ifn de cienocobalamina, cumpliéndose las condiciones favoe
rables de solubilidad, reduccién y metilacién cuando la mez
cla de metanol y agua utilizeda contiene entre 7 y 15% de
agua. _ _

Segtin una versién preferida del procedimiento, el
medio reaccionante se mantiene a una temperatura comprendi-
da entre 28 y 32¢C, '

En efecto es preferible mantener el medio reaccio
nante entré los dos limites de temperatura antes citadosy
8i la temperatura del medio es superior a 322C, la reacciln
de reduccidn tiene tendencia a ser demasiado rédpida, de
forma qﬁb se corre el riesgo de degradar la molécula de co=
balamina, '
Por otra parte, sl la temperatura es inferior s
282C, las reacciones de reduccién y metilacibn son méé len-
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tas e incompletas, 1o que es perjudicial para el rendimien=
%o del producto final, ' '

Segin otra versidn preferide del procedimiento, se
afiaden a2l medio reaccionante, sales de cobalto,

Estas sales de cobalto, pueden ser por ejemplo clo
ruro_de cobalto, nitrato de cobalto u oxalato de cobalto,
catalizan la reaccién de reduccién y regularizen en particu
lar el pH del medio reaccionante.

- Trabajando en las condiciones aumtes citadas, se
puede transformar casi cuantitativamente la cianocobalamina
en metilcobalamina, Se puede seguir visualmente o por medio
de un espectrofotémetro, la evolucién de la reaccibn, Ie
solucidén de cianocobalamina que al principio es roja se
vuelve violdcea y luego marrén cuando la cianocobalamina
estd transformada en metilecobalamina.

'Ia coloracibn azul-verde snunciada en la bibliogra
fia, atribuida a la formacién de la cobalamiria reducida
3128 no aparece, lo que constituye la prueba de que este
compuesto tiene en el procedimiento presente, una duracién
de vida muy corta debido a ser metilado a medida que =e
forma.,

Une vez terminada la reaccién, se filtra el me-
dio reaccionante para eliminar el zinc en exceso y las sa-
les de zinec insolubles formadas.

" A continuacién se precipita la metilcobalamina en



el liquido filtrado con cuatro volvmenes de acetona, se fil
tra, y se redisuelve el precipitado de metileobzlamina en una
mezcla de acetona y agua en cantidades iguales,

A continuacién la solucifn obtenida puede de jar=-

5 se cristelizar directamente, pero es preferible purificar-
la primefamente, por paso sobre columnas cromatogrificas
apropiadas.,

Segin una variante del procedimiento, se hace pa-
sar le solueién de cisnocobalamina, agua, metamnol ¥ oxalato

10 dcido de metilo por una columna que contiene el polvo meté-
lico y se separa la hidroxocobalamina de la solucién recogi
da a la selida de la columna. )

La conversién de la ciandcobalamina en metilcobal
amina se efectia asi en continuo en el seno de la columna

15 por contacto del polvo metdlico que libera hidrégeno nacien
te al réaocianar sobre el oxalato dcido de metilo,

BEsta operacién en continuo permite aumentar el
rendimiento de metilcobalamina y permite sobre todo utili-
zar ﬁayor cantided de cianocobalamine en cadd ‘operacién,

20 Terminada la reaccién no es necesario filtrar la
solucién recogida a la salida de la columne, Beta dltima
es asi utilizable directamente para las operaciones de se~
paracién y purificacién de la metilcobaleming, -

Como en la primera versién del procedimiento, la

25 mezcla de metanol y agua utilizeds contiene preferiblemente

9.7.T4
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entre 7 y 15% de sgua, siendo afiadidas a la solucién de ciano
cobalamina sales de cobalto, tales como clorurv de cobalto,
nitrato de cobalto u oxalato de cobalto.
A continuascién se dan dos ejemplos de modos opera~-
5 torios no limitetivos, que ilustran el procedimiento de fa-
ricacién de la metilcobalamina a partir de ‘cismocobalemina,
Ejemplo 1 s
Se disuelven 100 g de clanocobalamina en dog li-
tros de metanol y 200 cm3 de agua, La solucibn-es perfecta
10 mente transparente y tiene uné coloracién roja ceracteristi
ca,

A esta solucién se afiaden 200 g de oxalato 4cido
de metilo, 30 g de cloruro de cobalto, la méezcla obtenida
se lleva hasta 289C y esta dltima se mantiene a esta tempe

15  ratura. Se afiaden entonces 300 g de zinc en polvo.

Se inicien las reacciones de reduccién y metila-
cién, Siendo estas rescciones exotérmicas, se enfrie el me
dio reaccionante pars msntener este dltimo a una temperatu
ra inferior & 322C. Se dejen que prosigen las Teacclones

20 dursnte una hora, menteniendo en agitaciém el medio reaccio
nante. Este medio toma al finel de la operacién wn color
marrén. Se filtra la mezcla resultante pera eliminar el
zinc o las sales de zinc formadas, insolubles en el medio
reaccionante. Se afinden al ligquido filtrado 4 volimenes de

25 acetona, para precipitar la metilcobslemina. Se filtra y

9.7.74
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vuelve a disolver el precipitado de metilcobalamine recogi-
do en una mezcla de agua y acetona en cantidades 'igualesi'

A continuacién la solucibn resultente se hace pa=-
sar por una columna que contiene uns resing. compuesta de per

las esféricas de polimeros que contienen sitios cambiadores

de cetiones y sniones, tal como la resina demominada "Retar
dion AG 11 A8" producida por Bio-Rad pera eliminsr los iones
zine, cobalto, eftc. en solucién, y luego p'ér' une. .columna de
lechos mixtos constituidos por 3 volfmenes de-tha resina
fuertemente bisica @f-( CH3)3f7 cambizdora d!e' gniones, “tal
como la resina IRA 400 de Rohm & Haas, por cada volumen de
une resina sulfénica ééida, cambladors de cationes, tal co-
mo la Amberlite IRC 120 de Rohm & Haas, para eliminar la
cianocobalamina no transformada, o las cobalaminas demasia~
do reducidas. e

Después de purificacién, la solucidn se deja cris

talizar después de adicibén de acetona,

Se obtienen asi 65 g de metilcobalaminay

El espectro de absorcibn de 'una‘i‘s'olu'cién diluida
que contiene la metilcobalamine asi obtenida, presenta méxi
mos a 267, 343 y 520 milimicras, que corresponden g 108 Ob-
tenidos para la metilcobalamine pura,

la resistividad de una solucidén de ague desminers-

lizada dosificada con 5 microgramos por cm3 de metilcobalami

‘na obtenida segin el ejemplo antes citado es supérior a
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10,000 ohms/cm, lo que demuestra que la metilcobslamina ob-
tenida no contiene iones que puedan provenir principalmente
del zinc o del cobalto que se han introducido en el medio
reaccionante.

Como muestre el ejemplo antes eitado, el procedi
miento de fabricacién de la metilcobalamina a partir de la
cianocobalamina es de realizacibn particulsrmente feil;

Se obtiens una metilcobalamina perféctamente pura
gracias a wma reduccién controlada de la cianocobalamina
por nmedio de un compuesto, el oxalato 4cido de netilo que
juege uri doble papel, siendo & la vez el &cido capaz de 4
berar el hidrégeno naciente por reaccién com el polvo de
zine y el agente capaz de asegurar le metilacién de la co=-
balaming reducida.

Por otra parte el excelente rendimiento en metil
cobalamina se explica por el hecho de que la s6lucién cone
tiene al principio, una importante concentracién de ciano-
cobalamina lo que ha sido posible gracias a ‘la 'adecuada
eleceién de un disolvente comstituido por uta mezcla de
metanol y agua. o

_Ejemplo 2 ¢

Se disuelven 200 g de eianocobalgmina'en cuatro
litros de metanol y 400 cm3 de agua destilada., Cuando se
ha completado la solucién, se afiaden 400 g 'de “oxalato fciw-
do de metilo y 100 g de cloruro de cobalto y se agite has-
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ta obtener una solucibn transparente.

Se rellena una columna, dispuesta verticelmente;
que tiene una altura igwal a2 1 m y uwn didmetro-interior
i'gual a 3 om, con polvo de Zinc hasta una alturas igual a
80 cm. _

Para lavar y preparar la columna se hace primero
circular por esta dltima de abajo a arriba, un litro de una
solucién de metanol que contiene 10% en volumen de agua. A
continuacidn se hace circular por la’colum:ia‘,'de abajo a
arriba la solueidén de cianocobalaming antes citada, con un
caudal de aproximadamente 1 litro por hora.

A la sglida de la columna, la solucibn se recoge
en un recipiente protegido de la 1luz.

Pasando la totalidad de la solucién preparads por
la columnsa, se puede repetir la operacién utilizan@o una sg
lueién idéntica a la precedente,

Los andlisis espectrofotométricos efectuados sobre
12 solucién fecogida después del paso por la columna, mues-
tran que se obtuvieron 175 g de metilcobalamina s partir de
200 g de cianocobalamina, siendo el rendimiermto por consi-
guiente igual al 87,5%.

Para separar la metilcobalamina de la solucién
recogida y purificar esta (ltima, se procede como sigues

Se hace pasar la solueidén por una columna que con
tiene una resina denominade "Retardion AG 1l AS" producida

g 12 - -
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por la firma Bio-Rad, compuesta de perlas de polime-
ros que contienen sitios cambladores de cationes y anio
nes, pare eliminar los iones zinc, cobalto, etc. en so0~

lucidn,
A continuacién se pasa la solucién por

una columna de lechos mixtos constituidos por 3 wvoli~
menes de una resina fuertemente bdsica cambiadora de
aniones que contiene grupos H(CH3) 3+, tal como la re-
gina IRA 400 de la firma Rohm & Hasas, por cads volumen
de una resina sulfénica deida, cambladora de cationes,
tal como la resina "Amberlite IRC 120" de la firma
Rohm & Haas, para eliminar la cianocobalamina no trans—
formade, o las cobalaminas demasiado reducidas.

Después de purificacidn, ls solucidn se
deja cristalizar después de adicidén de acetona.

La presente solicitud que corresponde a
la presentada en Francia, el dfa 8 de Agosto de 1973,
bajo el numero 73 28998 y el 28 de Diciembre de 1973,
bajo el nimero T3 46829, se acoge a los beneficios del
articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Indus-
trial.

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva,

-13 -



10
15
20

25

26.7.74

€

que se presentan para que sean objeto de esta solici-
tud de Patente de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios,
son los que se recogen en las reivindicaciones siguien—
tes:

12,- Procedimiento de fabricacidén de la
metilcobalamina a partir de la cianocobalamina, en el
cual se realiza la metilacién de una cobalamina redu=
cida, caracterizado porque se prepara una solucidn que
contiene al menos 40 g por litro de cianocobalamina
en una mezcla de metanol y agua, porque se afiade a es-
ta. solucién oxalato 4dcido de metilo y un polvo metdli-
co capaz de liberar hidrégeno por accién sobre el oxa-
lato 4cido de metilo, con objeto de realizar simultd-
neamente la reduccidén de la cianocobalamina y la meti-
lacidén de la cobalamina reducida en metilcobalamina.

28,~ Procedimiento segin la reivindicacidn
12, caracterizado porque ls mezcla de metanol y agua
utilizada contiene entre 7 y 15% de agua.

38.~ Procedimiento segin la reivindicacidn
12, caracterizado porque el medio £eaccionante ge man-
tiene a una temperatura comprendida entre 28 y 329C,

&,~ Procedimiento segin la reivindicacidn
1lg, caracterizado porque se allade al medio reaccionan-
te sales de cobalto elegidas entre oxalato, cloruro y
nitrato de cobalto.

- 14 -
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5&.~ Procedimiento segin la reivindica-
c¢idn 18, caracterizado porque el polvo metdlico utili-~
zado es polvo de zine.

62.~ Procedimiento segin una cualquiera
de las reivindicaciones 18 6 28, caracterizado porque
se hace pasar la solucién de cianocobalamina, aguva,
metanol y oxalato dcido de metilo por una colummna que
contiene el polvo metdlico y porque se separa la mebil-
cobalamina de la solucidén recogida a la salida de la

¢olumna,
T8.,- Procedimiento de fabricacién de la

metilcobalamina a partir de la cianocobalamina.
Tal y como se ha descrito en la Memorisa

que antecede y con los fines que se han especificado.
Egta Memoria consta de quince hojas escri-

tas a mdquine por una sole cara.

31 JUL. 197,

2 opdr
Fornenco d\Elxeury

“per Poder.
{\M

A

.
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