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DESCRIPCION
Procedimiento para la purificacion de metilcobalamina
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la purificacién de metilcobalamina, que es una de las formas
de coenzima de la vitamina B12.

Antecedentes de la técnica

Las cobalaminas son un grupo de compuestos de coordinacion de cobalto estrechamente relacionados e
interconvertibles, que generalmente se conocen colectivamente como vitamina B12.

Las cobalaminas pertenecen a la familia de los corrinoides, que comparten un anillo tetrapirrélico plano (anillo corrina)
que contiene un atomo central de cobalto, que puede asumir un estado de oxidacion de (1), (Il) o (lll). De manera
adicional, las cobalaminas poseen un ligando axial superior (beta) y uno inferior (alfa), como se representa en la
siguiente estructura:

N CHs

CH,OH

El ligando inferior (alfa) es el grupo dimetilbenzimidazol de un nucledtido, que esta conectado al anillo de corrina a
través de un enlace amida. En las cobalaminas naturales, el ligando beta (R) puede ser un grupo ciano-, hidroxo-,
metilo- o 5'-desoxiadenosilo, dando lugar, respectivamente, a cianocobalamina, hidroxocobalamina, metilcobalamina
y 5'-desoxiadenosilcobalamina. Por lo general, el término vitamina B, se refiere especificamente a la
cianocobalamina, es decir, cuando R es el grupo ciano (CN).

Entre las cobalaminas, la metilcobalamina y la 5'-desoxiadenosilcobalamina son las formas activas que funcionan
como coenzimas para las reacciones metabolicas en el organismo, es decir, en aquellas reacciones catalizadas por
las enzimas metionina sintasa y metilmalonil-CoA mutasa, que estan relacionadas, por ejemplo, con la formacion de
glébulos rojos, la funcion neuroldgica y la sintesis de ADN. Por consiguiente, la deficiencia de vitamina B12 esta
asociada con varias patologias, tales como anemia megaloblastica, fatiga, debilidad, estrefiimiento, pérdida de apetito,
pérdida de peso y trastornos neuroldgicos. En tales estados carenciales, esta indicada la administracion de
cobalaminas.
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La metilcobalamina, en particular, se utiliza con éxito en la terapia para el tratamiento de varios trastornos asociados
a la deficiencia de vitamina B12, por ejemplo, para el tratamiento de la neuropatia periférica o la anemia
megaloblastica.

Existe, por lo tanto, una necesidad de métodos industriales para preparar cobalaminas, particularmente
metilcobalamina, que son industrialmente eficientes y adecuados para proporcionar un producto de alta pureza,
cumpliendo con los requisitos de los organismos reguladores sanitarios.

La metilcobalamina se obtiene comunmente de la cianocobalamina, mediante un procedimiento de metilacion
reductora, lo que implica el tratamiento de cianocobalamina con un agente reductor y con un agente de metilacion. En
tal procedimiento, sin embargo, los aniones cianuro, que se liberan de la cianocobalamina durante la reaccién de
reduccion, tienden a unirse de nuevo a la forma reducida de cobalamina, conocida como cob(l)alamina o vitamina
B12s, compitiendo con el agente de metilacion y, por consiguiente, reduciendo el rendimiento global de la reaccion del
procedimiento.

Para hacer frente a este inconveniente, se ha propuesto en el estado de la técnica que esta reaccion se pueda realizar
ventajosamente en presencia de un agente capaz de actuar como secuestrante de cianuro, es decir, formando
complejos con los aniones cianuro presentes en los medios de reaccion y evitando asi cualquier interferencia con el
procedimiento de metilacion. Entre los secuestrantes de cianuro adecuados para este procedimiento, se han divulgado
varias sales metalicas, particularmente, sales de hierro (Il).

Por consiguiente, en la patente japonesa JP45038059-B1 se divulga la preparacion de metilcobalamina mediante el
tratamiento de cianocobalamina con borohidruro de sodio como agente reductor, afiadiendo sulfato ferroso
heptahidrato como secuestrante de cianuro y usando yoduro de metilo como agente de metilacién. El producto de
reaccion obtenido se purifica por sucesivas extracciones con fenol y por cromatografia en columna.

De modo similar, en la patente US3798211 se proponen varias sales metalicas como agentes formadores de complejos
de cianuro para la reaccion de alquilacion reductora de cianocobalamina, particularmente sales de cobre (Il) y hierro
(). Por consiguiente, se divulga la preparacion de metilcobalamina a partir de cianocobalamina utilizando sulfato
ferroso como agente formador de complejos de cianuro y tolueno-p-sulfonato de metilo como agente de metilacion. El
producto obtenido se purifica por cromatografia en columna.

El documento GB 1419933 divulga la preparacién de metilcobalamina por metilacion reductora de cianocobalamina
utilizando oxalato de monometilo y zinc como agentes de metilacion y utilizando cloruro de cobalto como catalizador.
Se disolvié metilcobalamina en una solucién acuosa de acetona y se purificé utilizando resinas de intercambio catidnico
y anionico. Después de la purificacion, se afadid acetona y la solucidon se dejoé cristalizar para producir
metilcobalamina.

En el articulo de Ishiyama et al., New preparation method of methylcobalamin, Meiji Seika Kenkyu Nenpo, 1996, 35:
51-54, también se divulga la preparacion de metilcobalamina a partir de cianocobalamina, en donde la reaccion se
lleva a cabo en condiciones estrictamente exentas de oxigeno, manteniendo la concentracion de oxigeno por debajo
de 0,1 ppm, y utilizando borohidruro de sodio y yoduro de metilo como agentes reductores y metilantes,
respectivamente, y una mezcla de sales de hierro (Il) y hierro (lll) como secuestrantes de cianuro, concretamente,
sulfato de amonio y hierro (Il) (sal de Mohr) y cloruro de hierro (lll). La metilcobalamina asi obtenida se purifica por
cristalizaciones sucesivas, o por cromatografia en columna utilizando un copolimero de divinilbenceno-estireno.

La solicitud de patente europea EP1236737-A1 divulga la preparacion de metilcobalamina por metilacion reductora de
cianocobalamina usando sales haluro de trimetilsulfoxonio o trimetilsulfonio como agentes de metilacion y usando
sulfato de hierro (1) heptahidrato y/o cloruro de cobalto (II) hexahidrato como agentes secuestrantes de cianuro.

Un inconveniente de la estrategia anterior es que las sales de hierro, que son eficientes para mejorar el rendimiento
del procedimiento de metilacién reductora, pueden dar lugar a residuos de hierro en la sustancia farmacéutica final y,
en consecuencia, en el producto farmacéutico final.

Particularmente, la eliminacion de aniones cianuro de hierro, formados mediante la formacion de complejos de las
sales de hierro con los aniones cianuro presentes en los medios de reaccion, ha demostrado ser un desafio,
dificultando la obtencién de metilcobalamina con un contenido en hierro dentro de los limites recomendados por las
autoridades reguladoras de residuos metalicos. La Agencia Europea de Medicamentos, por ejemplo, recomienda
limites de concentracién maximos aceptables de metales derivados del uso de catalizadores metalicos o reactivos
metalicos en sustancias farmacéuticas (EMEA/CHMP/SWP/4446/2000).

Los procedimientos divulgados hasta ahora en la técnica para preparar metilcobalamina requieren etapas de
purificacién complicadas, que habitualmente incluyen separaciones cromatograficas liquidas, que generalmente se
consideran poco adecuadas.
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Por lo tanto, existe la necesidad en la técnica de un método de purificacién mejorado que elimine de manera simple y
efectiva los aniones cianuro de hierro de las mezclas con metilcobalamina, que sea adecuado para la aplicacion
industrial, para permitir la produccion rentable de metilcobalamina con niveles aceptables de hierro conforme a las
autoridades reguladoras.

Objeto de la invencion
El objeto de la presente invencion es un procedimiento para la purificacion de metilcobalamina.
Descripcion detallada de la invenciéon

El objeto de la presente invencion es un procedimiento para la purificacion de metilcobalamina a partir de mezclas con
aniones cianuro de hierro caracterizado por que comprende poner en contacto una solucién que comprende
metilcobalamina y aniones cianuro de hierro con una resina de intercambio anidnico fuertemente basica.

Los autores de la presente invencién han desarrollado un nuevo procedimiento para la purificacion de metilcobalamina
basado en el tratamiento con una resina de intercambio anidnico fuertemente basica, que, sorprendentemente, permite
la eliminacion eficiente de trazas de aniones cianuro de hierro presentes en soluciones de metilcobalamina utilizando
un procedimiento simple que puede implementarse industrialmente facilmente para proporcionar metilcobalamina con
un contenido de hierro reducido.

Este procedimiento puede utilizarse ventajosamente para eliminar las impurezas de cianuro de hierro de la
metilcobalamina obtenida por metilacion reductora de la cianocobalamina en la que se utilizan sales de hierro (Il) como
secuestrantes de cianuro, proporcionando asi metilcobalamina con un contenido de hierro reducido.

Como se usa en la presente descripcion, las formas singulares precedidas por "uno/una” o "el/la" también pretenden
incluir las formas en plural, a menos que el contexto indique claramente otra cosa. El término aproximadamente como
se usa en la presente descripcion indica que se admite una cierta variacion del valor declarado, concretamente, de +
10 %, preferentemente de + 5 %.

Resina de intercambio aniodnico fuertemente basica

Una resina de intercambio anionico, tal como se sabe bien en la técnica, es una matriz polimérica insoluble que
contiene aniones que pueden intercambiarse con otros aniones en soluciones que entran en contacto con ellos.

Una resina de intercambio anidnico fuertemente basica, como la utilizada en la presente invencion, es un tipo particular
de resina de intercambio anionico en donde el anién que se intercambia es el contraion de un grupo de amonio
cuaternario que se une a la matriz polimérica de la resina, normalmente un grupo trialquilamonio tal como
trimetilamonio, o un grupo dialquil 2-hidroxietilamonio. Preferentemente, la resina tiene grupos funcionales
trialquilamonio, mas preferentemente grupos trimetilamonio.

El contraion, que se intercambia, es generalmente un anion cloruro o hidroxido. Preferentemente, el contraion es un
anion cloruro.

La matriz polimérica de la resina puede ser un polimero de poliestireno-divinilbenceno reticulado, es decir, preparado
a partir de estireno y divinilbenceno como agente de reticulacion; o puede ser un polimero acrilico reticulado, preparado
a partir de acido acrilico, acido metacrilico, o ésteres de acido acrilico o metacrilico, por ejemplo, ésteres metilicos,
etilicos o propilicos, reticulados con, p. €j. divinilbenceno, dimetacrilato de etilenglicol, éter divinilico de etilenglicol o
éter divinilico de dietilenglicol.

En una realizacion de la invencion, la resina se selecciona de una resina de poliestireno-divinilbenceno reticulada y
una resina de acrilico-divinilbenceno reticulada En una realizacion preferida, la resina es una resina de acrilico-
divinilbenceno reticulada.

Las resinas estan generalmente disponibles en forma de perlas. Segun su porosidad, la resina puede ser microporosa
(tipo gel) o macroporosa (macrorreticular). Preferentemente, la resina tiene estructura macrorreticular.

En una realizacién preferida, la resina de intercambio anidnico fuertemente basica es una resina que tiene grupos
funcionales trialquilamonio y aniones cloruro intercambiables. Mas preferentemente, la resina es una resina de acrilico-
divinilbenceno reticulada que tiene una estructura macrorreticular.

Estan comercializadas varias resinas de intercambio aniénico fuertemente basicas adecuadas para usar en el
procedimiento de la presente invencion, por ejemplo, Amberlite® IRA458 RF Cl, Amberlite® IRA900 Cl, Amberlite®
IRA958 CI; Diaion® SA10A(Cl), Diaion® HPA25(CIl), Dowex® Marathon A, Dowex® Marathon MSA, Lewatit®
MonoPlus MP500, Lewatit® MonoPlus MP800, o las resinas de intercambio anioénico fuertemente basicas de la
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empresa Purolite, por ejemplo de la serie Purolite® A200 o Purolite® A500; entre otras.

Se prefiere particularmente la resina comercializada Amberlite® IRA958 CI. Es una resina de intercambio aniénico
fuertemente basica macrorreticular, que tiene funcionalidad amonio cuaternario en una matriz de polimero acrilico
reticulado y aniones cloruro intercambiables.

Procedimiento de purificacion

El procedimiento de purificacion de acuerdo con la presente invencién se puede usar ventajosamente para eliminar
las impurezas de cianuro de hierro de la metilcobalamina obtenida por metilacion reductora de la cianocobalamina en
donde se usan sales de hierro (Il) como secuestrantes de cianuro.

Este procedimiento de purificacion es particularmente util para eliminar cantidades residuales, concretamente, trazas,
de aniones cianuro de hierro que aun permanecen como impurezas de metilcobalamina, incluso después de haber
eliminado una gran parte del cianuro de hierro formado en el procedimiento por filtracion de las sales de cianuro de
hierro insolubles.

Aunque no limitativo, la cantidad de impurezas de cianuro de hierro residuales contenidas en la metilcobalamina, que
van a ser eliminadas con el procedimiento de la presente invencion por tratamiento con la resina, es generalmente
equivalente a menos de 6000 ppm de hierro, preferentemente menos de 5000 ppm de hierro, mas preferentemente
menos de 4000 ppm de hierro, y aun mas preferentemente menos de 1600 ppm.

El procedimiento de poner en contacto la solucidon que comprende metilcobalamina y aniones cianuro de hierro con la
resina de intercambio aniénico fuertemente basica se realiza preferentemente haciendo pasar la solucion a través de
una cantidad eficaz de la resina.

Normalmente, se llena una columna con una cantidad adecuada de la resina y se pasa a través de ella la solucion que
comprende metilcobalamina y aniones cianuro de hierro, ya sea en flujo descendente o en flujo ascendente, y la
solucion resultante se recoge posteriormente. En una realizacion preferida, la solucién se pasa en el flujo ascendente.

La solucion se pasa a través de la resina durante un cierto periodo de tiempo, generalmente comprendido entre 2 y 6
horas, y mas preferentemente comprendido entre 3 y 4 horas.

La resina de intercambio anidnico fuertemente basica se utiliza en una relacion en peso resina:metilcobalamina
generalmente comprendida entre 0,1:1 y 2:1, y mas preferentemente comprendida entre 0,3:1y 1:1.

En una realizacion particularmente preferida, la relacion en peso resina:metilcobalamina es de aproximadamente 0,5:1.

Preferentemente, después de haber pasado la solucién por la resina, una cantidad de disolvente solo se pasa
posteriormente a través de la resina para recoger la metilcobalamina que puede permanecer dentro de la resina.

Por tratamiento con una resina de intercambio aniénico fuertemente basica, los aniones cianuro de hierro presentes
en la solucién son retenidos por la resina, mientras que el contraion de la resina, normalmente el anién cloruro, es a
su vez liberado.

Dentro del significado de la presente invencion, los aniones cianuro de hierro estan destinados a ser complejos
anionicos de hierro (Il) o hierro (lll) con cianuro. Normalmente, entre los aniones cianuro de hierro se encuentran los
aniones ferrocianuro, también conocido como aniones hexacianoferrato (Il) ([Fe(CN)e]*) y los aniones ferricianuro,
también conocidos como aniones hexacianoferrato (l11) ([Fe(CN)s]%). Los aniones cianuro de hierro presentes como
impurezas de metilcobalamina pueden ser una mezcla de diferentes complejos de cianuro de hierro.

Sin desear quedar ligados a teoria particular alguna, cuando la metilcobalamina es el resultado de un procedimiento
de metilacién reductora de cianocobalamina utilizando Fe (Il) como secuestrante de cianuro, se cree que el anion
ferrocianuro es una parte importante de las impurezas de cianuro de hierro que contiene.

El intercambio aniénico que tiene lugar entre la resina de intercambio anidnico y los aniones ferrocianuro se puede
representar de la siguiente manera:

®@ 0

4 NR; X~ + [Fe (CN) O,y NR? |Fe (CN)6]49+4 x°

Sorprendentemente se observd que, a pesar de la presencia de un gran compuesto de coordinacion como
5
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metilcobalamina en la solucién, que podria interactuar con los aniones cianuro de hierro, el intercambio aniénico entre
el contraion de la resina y los aniones cianuro de hierro se realiza de manera efectiva y permite obtener una solucion
de metilcobalamina con un contenido de hierro reducido.

Como se muestra en el ejemplo 3, la metilcobalamina obtenida por metilacion reductora de cianocobalamina utilizando
sales de hierro como secuestrantes de cianuro podria separarse eficazmente de las impurezas de cianuro de hierro
utilizando el método de la presente invencion, obteniendo asi metilcobalamina que tiene menos de 130 ppm de hierro,
concretamente, 71 ppm o incluso menos de 30 ppm, mientras que cuando se realizé el mismo procedimiento sin utilizar
una resina de intercambio anionico fuertemente basica, el nivel de hierro en la metilcobalamina era mucho mas alto,
494 0 1594 ppm.

Tras el uso, la resina de intercambio aniénico pierde progresivamente su capacidad de intercambio aniénico, a medida
que se retienen mas aniones cianuro de hierro. La resina agotada se puede regenerar con una solucién acuosa de
una sal del contraion de la resina, preferentemente una solucion acuosa de una sal cloruro, méas preferentemente una
solucién acuosa de cloruro de sodio.

El disolvente utilizado para realizar el procedimiento de purificacion, en el que se disuelven la metilcobalamina y los
aniones cianuro de hierro, puede ser agua o una mezcla de agua con un codisolvente organico miscible con agua. Los
codisolventes organicos adecuados incluyen, pero sin limitacion, alcoholes tales como metanol, etanol, n-propanol,
isopropanol, o terc-butanol; cetonas tales como acetona o 2-butanona; éteres, tales como 1,4-dioxano,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o diglima; y mezclas de los mismos.

En una realizacion preferida, el disolvente es una mezcla de agua y un codisolvente organico miscible con agua,
preferentemente una mezcla de agua y un codisolvente miscible con agua seleccionado de un alcohol, una cetona y
mezclas de los mismos; mas preferentemente el disolvente es una mezcla de agua y una cetona miscible con agua, y
aun mas preferentemente es una mezcla de agua y acetona.

La proporcion volumétrica agua:disolvente organico esta generalmente comprendida entre 1,8:1 y 1:1,5,
preferentemente comprendida entre 1,5:1 y 1:1,2, mas preferentemente comprendida entre 1,1:1y 1:1,1.

En una realizacion particularmente preferida, el disolvente es una mezcla de agua y acetona en una proporcion en
volumen de aproximadamente 1:1.

La solucion que contiene metilcobalamina y las impurezas de cianuro de hierro que se pone en contacto con la resina
de intercambio anidnico comprende metilcobalamina en una concentracion generalmente comprendida entre 30-150
g/l, preferentemente entre 40-100 g/l, y mas preferentemente comprendida entre 50-75 g/l.

Después de realizar el tratamiento con la resina de intercambio anidnico, la metilcobalamina se puede aislar
cristalizandola o precipitandola de la solucion, generalmente agregando un disolvente de cetona a la solucion,
preferentemente agregando acetona a la solucién.

En una realizacion preferida de la invencién, la solucion que se somete al procedimiento de purificacion se prepara
tratando la metilcobalamina bruta que comprende impurezas de cianuro de hierro con el disolvente y calentando a una
temperatura comprendida entre 30 °C y 60 °C, preferentemente entre 40 °C y 50 °C, y mas preferentemente a
aproximadamente 45 °C, durante un periodo de tiempo generalmente comprendido entre 15 y 60 minutos. La
suspension asi obtenida se filtra generalmente para eliminar las impurezas insolubles, por ejemplo, sales insolubles
de cianuro de hierro, y la solucion filtrada, que todavia contiene aniones cianuro de hierro residual, se pone después
en contacto con la resina de intercambio aniénico fuertemente basica, de acuerdo con el procedimiento de la invencion.

Por lo tanto, en una realizacion particularmente preferida de la invencion, la purificacién de metilcobalamina comprende
las siguientes etapas:
- tratar metilcobalamina, que comprende impurezas de cianuro de hierro, con el disolvente, calentar a una
temperatura comprendida entre 30 °C y 60 °C, y filtrar para eliminar las sales de cianuro de hierro insolubles;
- poner en contacto la solucién obtenida en la etapa anterior, que comprende metilcobalamina y aniones cianuro
de hierro, con una resina de intercambio anionico fuertemente basica; y
- aislar metilcobalamina por cristalizacion o precipitacion de la solucion,
en donde las condiciones preferidas para cada una de estas etapas son las divulgadas anteriormente.

La metilcobalamina obtenida tras realizar el procedimiento de la invencion tiene un contenido en hierro reducido,
concretamente, la cantidad de hierro es menos de 130 ppm, preferentemente menos de 90 ppm, aiun mas
preferentemente menos de 80 ppm, y aun mas preferentemente menos de 70 ppm de hierro.

La determinacion de la cantidad de hierro se puede realizar, por ejemplo, mediante espectrometria de emisién optica
de plasma acoplado inductivamente (ICP/OES).
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Por lo tanto, es evidente que el método de la invencion, que implica el uso de una resina de intercambio anioénico
fuertemente basica, permite la eliminacion eficiente de los aniones cianuro de hierro residuales de la metilcobalamina.

Después, otro aspecto de la presente invencion es el uso de una resina de intercambio aniénico fuertemente basica
para eliminar los aniones cianuro de hierro de la metilcobalamina.

Metilcobalamina

La metilcobalamina que contiene impurezas de cianuro de hierro, que es susceptible de ser purificada con el
procedimiento de la invencion, es normalmente el resultado de una reaccion de metilacion reductora de
cianocobalamina, realizada en presencia de sales de hierro (ll) y, opcionalmente, sales de hierro (Ill) como
secuestrantes de cianuro.

La metilacion reductora de la cianocobalamina se lleva a cabo normalmente mediante el tratamiento de la
cianocobalamina con un agente reductor y un agente de metilacion.

El producto de partida, la cianocobalamina (nimero CAS 68-19-9) esta comercializada por varias fuentes.

El agente reductor puede ser cualquier agente capaz de reducir el cobalto de las cianocobalaminas de Co(lll) a Co(l).
Los agentes reductores adecuados son, por ejemplo, borohidruros de metales alcalinos. Un agente reductor preferido
es borohidruro saodico.

La cantidad de agente reductor no esta particularmente limitada, pero generalmente estda comprendida entre 5 y 30
equivalentes, preferentemente entre 10 y 20 equivalentes a cianocobalamina.

Se puede emplear cualquier agente de metilacion adecuado, por ejemplo, bromuro de trimetilsulfonio, cloruro de
trimetilsulfonio, metilsulfato de trimetilsulfonio, cloruro de trimetilsulfoxonio, yoduro de trimetilsulfoxonio, bromuro de
trimetilsulfoxonio, carbonato de dimetilo, sulfato de dimetilo, cloruro de tetrametilamonio o yoduro de metilo.
Preferentemente, el agente de metilacién se selecciona del grupo que consiste en bromuro de trimetilsulfonio, cloruro
de trimetilsulfonio, cloruro de trimetilsulfoxonio, yoduro de trimetilsulfoxonio, bromuro de trimetilsulfoxonio y carbonato
de dimetilo.

La cantidad de agente de metilacion empleado estd generalmente comprendida entre 1 y 10 equivalentes,
preferentemente entre 2 y 5 equivalentes a cianocobalamina.

La reacciéon de metilacion reductora se realiza en medio acuoso, opcionalmente en combinacién con un codisolvente
organico miscible con agua. Los codisolventes adecuados son, por ejemplo, alcoholes tales como metanol, etanol, n-
propanol, isopropanol, o terc-butanol; cetonas tales como acetona o 2-butanona; éteres, tales como 1,4-dioxano,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o diglima; amidas tales como dimetilformamida o dimetilacetamida; y mezclas de los
mismos. Como codisolventes, preferentemente se usan alcoholes o cetonas.

La reaccion se lleva a cabo preferentemente a pH ligeramente basico, p. €j., 7,5-8,5, y a una temperatura en el intervalo
de 5-60 °C, preferentemente en el intervalo de 20-40 °C.

Se agrega una sal de hierro (Il) a la reaccidon como secuestrante de cianuro, por ejemplo, sulfato de hierro (ll), cloruro
de hierro (ll) o sulfato de amonio y hierro (Il) (sal de Mohr). Los iones cianuro liberados en la reaccion de reduccion
forman complejos con el catién de hierro (Il) para formar complejos aniénicos de cianuro de hierro (ll), por ejemplo, el
complejo de ferrocianuro [Fe(CN)g]*, evitando asi que interfieran en el procedimiento de metilacion.

La sal de hierro (Il) se emplea en una cantidad generalmente comprendida entre 0,5 y 1,5 equivalentes a
cianocobalamina, y preferentemente se emplea aproximadamente 1 equivalente de sal de hierro (ll) a
cianocobalamina.

Preferentemente, también se afiade una sal de hierro (lll), normalmente para formar sales insolubles con el anion
ferrocianuro, permitiendo asi su facil eliminacion por filtracion.

La reaccion generalmente se realiza disolviendo cianocobalamina, una sal de hierro (ll), y opcionalmente una sal de
hierro (ll), y afiadiendo, secuencialmente o simultaneamente, el agente reductor y el agente de metilacion.

Se sabe que las soluciones de cianocobalamina y metilcobalamina son susceptibles de fotooxidacion, por lo tanto, el
procedimiento de metilacion reductora se realiza preferentemente en atmdsfera inerte, por ejemplo, bajo el flujo de un
gas inerte como el nitrégeno, y en ausencia de luz, bajo iluminacién de luz roja.

Después de la reaccion de metilacion reductora, la metilcobalamina generalmente se precipita de la mezcla de
reaccion, enfriando los medios de reaccién, normalmente también se afiade mas disolvente organico y se filtra la
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metilcobalamina bruta.

La metilcobalamina bruta asi obtenida, contiene sales que contienen aniones cianuro de hierro, y luego se pueden
purificar usando el procedimiento de la presente invencion, por lo que se convierte en una solucion, tratandolo con un
disolvente adecuado, como se ha divulgado anteriormente.

Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion y no se deben interpretar como limitantes de la presente
invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Procedimiento de purificacién de acuerdo con la invencién

a) Metilacién reductora de cianocobalamina

A una mezcla agitada de 20 kg de cianocobalamina, 0,68 kg de sulfato de hierro (ll) heptahidrato y 1,77 kg de solucion
acuosa al 30 % de cloruro de hierro (lll) en 10 | de metiletilcetona y 260 | de agua desionizada, a 30-40 °C, en atmdsfera
inerte y luz roja, se afadieron simultdneamente durante un periodo de 3 h una solucién de 8 kg de borohidruro de
sodio y 0,16 kg de solucién acuosa de hidréxido de sodio en 40 | de agua desionizada, y 14 | de metiletilcetona.
Después de agitar 30 min a la misma temperatura, se afiadié una solucion de 7,5 kg de bromuro de trimetilsulfoxonio
en 40 | de agua desionizada durante un periodo de 1 h. Después de agitar durante 3 h a la misma temperatura, la
mezcla se enfrié a 10 °C y se afadieron 15 | de metiletilcetona, la mezcla de reaccién se agité durante 12 h a la misma
temperatura. El producto precipitado se filtré y se lavo con 100 | de metiletilcetona y 100 | de acetona.

b) Purificacion de metilcobalamina

La metilcobalamina bruta obtenida de acuerdo con el procedimiento a) se traté con 300 | de solucidon acuosa de acetona
al 50 %, se calenté a 45 °C durante 30 min y se filtr. A continuacion, la solucion se paso a través de 10 kg de resina
Amberlite® IRA 958 CI en un sistema de reflujo durante un periodo de 4 h. A continuacion, la columna se lavo a
contracorriente con 100 | de solucién acuosa de acetona al 50 %. La solucion recogida se ajusté a pH 6,5 con acido
clorhidrico diluido. A continuacién, se agregaron gota a gota 950 | de acetona y se agité durante 12 h. El producto
cristalizado se filtré y se seco para dar 18,0 kg (rendimiento 83,5 %, HPLC = 87,9 %).

El contenido de impurezas de hierro en la metilcobalamina fue de menos de 30 ppm, determinado por espectrometria
de emisién dptica/plasma acoplado inductivamente (ICP/OES). (Lote A)

Se prepararon un segundo lote (lote B) y un tercer lote (lote C) de metilcobalamina de acuerdo con los mismos
procedimientos a) y b) divulgados anteriormente. Se obtuvo metilcobalamina con un rendimiento de 84,4 % y 87,9 %,
respectivamente, y el contenido de hierro fue de 71 ppm y menos de 30 ppm, respectivamente.

Ejemplo 2: Ejemplo comparativo

A una mezcla agitada de 20 kg de cianocobalamina, 0,68 kg de sulfato de hierro (Il) heptahidrato y 1,77 kg de solucion
acuosa al 30 % de cloruro de hierro (lll) en 10 | de metiletilcetona y 260 | de agua desionizada, a 30-40 °C, en atmodsfera
inerte y luz roja, se afadieron simultdneamente durante un periodo de 3 h una solucién de 8 kg de borohidruro de
sodio y 0,16 kg de solucién acuosa de hidréxido de sodio en 40 | de agua desionizada, y 14 | de metiletilcetona.
Después de agitar 30 min a la misma temperatura, se afiadié una solucion de 7,5 kg de bromuro de trimetilsulfoxonio
en 40 | de agua desionizada durante un periodo de 1 h. Después de agitar durante 3 h a la misma temperatura, la
mezcla se enfrid a 10 °C y se afadieron 15 | de metiletilcetona, la mezcla de reaccién se agité durante 12 h a la misma
temperatura. El producto precipitado se filtrd y se lavo con 100 | de metiletilcetona y 100 | de acetona. El sdlido se traté
con 260 | de solucion acuosa de acetona al 50 %, se calenté a 45 °C durante 30 min y se filtrd. La solucién se enfrio a
20 °Cy el pH se ajusté a 6,5 con acido clorhidrico diluido. Se afiadieron gota a gota 950 | de acetona y se agitd durante
12 h. El producto cristalizado se filtrd y se seco para dar 17,8 kg (rendimiento 84,3 %, HPLC = 98,9 %).

El contenido de impurezas de hierro en la metilcobalamina fue de 494 ppm, determinado por espectrometria de emision
optica/plasma acoplado inductivamente (ICP/OES). (Lote 1)

Se prepard un segundo lote (lote 2) de metilcobalamina de acuerdo con el mismo procedimiento divulgado
anteriormente. Se obtuvo metilcobalamina con un rendimiento del 86,7 % y el contenido de hierro fue de 1594 ppm.

Ejemplo 3: Comparacion del contenido de hierro

La siguiente tabla muestra la comparacion del contenido de hierro de la metilcobalamina obtenida usando el método
de la presente invencion para purificar la metilcobalamina obtenida después de la metilacion reductora en presencia
de hierro (ll) (Ejemplo 1, lotes A, By C), y el contenido de hierro de la metilcobalamina preparada por un método
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analogo, pero sin el método de purificacion de la presente invencion (Ejemplo comparativo, lotes 1y 2):

Ejemplo Rendimiento (%)( Fe (ppm)
Ejemplo 1 (lote A) 83,5 <30
Ejemplo 1 (lote B) 84,4 71
Ejemplo 1 (lote C) 87,9 <30
Ejemplo comparativo (lote 1) 84,3 494
Ejemplo comparativo (lote 2) 86,7 1594
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la purificacién de metilcobalamina (1)

HoN

HoN

HoN

O\P//
N N CHs
/ O oH
O </
N CHs
0
CH,OH

a partir de mezclas con aniones cianuro de hierro, que son complejos aniénicos de hierro (Il) o hierro (IlI) con cianuro,
caracterizado por que comprende poner en contacto una solucién que comprende metilcobalamina y aniones cianuro
de hierro con una resina de intercambio anidnico fuertemente basica, caracterizado por que la metilcobalamina que

10 se purifica se obtiene por metilacion reductora de cianocobalamina en presencia de sales de hierro (Il) y opcionalmente
sales de hierro (lll) como secuestrantes de cianuro.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que la resina de intercambio anionico
fuertemente basica tiene grupos funcionales trialquilamonio e intercambia aniones cloruro.

15
3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, caracterizado por que la resina se selecciona de una resina
de poliestireno-divinilbenceno reticulada y una resina de acrilico-divinilbenceno reticulada.

4. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que la resina es una resina
20 de acrilico-divinilbenceno reticulada que tiene una estructura macrorreticular.

5. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que el procedimiento de

contacto de la solucion que comprende metilcobalamina y aniones cianuro de hierro con la resina de intercambio

anidnico fuertemente basica se realiza pasando la solucién a través de una cantidad efectiva de la resina durante un
25 periodo de tiempo comprendido entre 2 y 6 horas.

6. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que la relacion en peso
resina: metilcobalamina esta comprendida entre 0,1:1 y 2:1.

30 7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 6, caracterizado por que la relacion en peso resina: metilcobalamina
es de aproximadamente 0,5:1.

8. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que el disolvente utilizado
en la solucion se selecciona de agua y una mezcla de agua con un codisolvente organico miscible en agua.
35

10



10

15

ES2952837 T3

9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizado por que el disolvente es una mezcla de agua y un
codisolvente organico miscible en agua.

10. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 9, caracterizado por que el disolvente es una mezcla de agua y
acetona.

11. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10, caracterizado por que la proporciéon volumétrica agua:
codisolvente organico esta comprendida entre 1,8:1y 1:1,5.

12. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado por que la metilcobalamina
se cristaliza a partir de la solucion recogida tras el tratamiento con la resina.

13. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado por que la solucién que se
somete al procedimiento de purificacion se prepara tratando metilcobalamina que comprende impurezas de cianuro
de hierro con el disolvente, calentando a una temperatura comprendida entre 30 °C y 60 °C, y filtrando para eliminar
las impurezas insolubles.

14. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, caracterizado por que la metilcobalamina
obtenida tiene un contenido en hierro de menos de 130 ppm.
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