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MEMORI A DESCRIPTIVA

Bste invento se refiere a un procedimiento
mejorado para producir fcido d,lele/pe(2=~amino~3,4,5;6,7,8~
~hexahidro=5unetilef~oxo=bupteridinil)metil/benzoil~glutini-~

¢o ¥y sus sales de la férrmla

lcoox
1{ CO - NH = (‘;‘I—I
0 1
3
! N /CHz sz
H
g @ I
0N cH
N
2T Ny Ny 2 coax

(1)
en donde X es hidrégeno, un metal alcalino o el equivalente
de un metal alcalinotérreo,

En lo sucesivo el #cido (I) s¢ denominari
solo como 4cido S=metil-tetrahidrofblico (MTHF).

El nuevo procedimiento es aplicable indug
trialmente para obtener ua producto de elevada pureza de for
na simple, econdmica y con elevados rendinmientos.

Hotablemente el 4cido d,l=5-metiltetrahiw
drofblico se prepara, comunmente, a partir de 4cido £dlico
siguiendo un procedimiento que comprende las etapas esencig
les siguientes:

) fcido £6lico Fouceibn £ 140 tetrahidrofdlico

b) separacidén y purificacién del Acido tetrahidrofélico

¢) &cido tetrahidrofélicc-ggti;égiég>icido Semetil~tetrahi-
drofélico

d) separacidn y purificacion del 4cido 5-metiltetrahidrof8li

a2

[4
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COp
La etapa (a) se ha llevado a cabo mediante

hidrogenacidn catalftica y mediante reduccién qufmica, en par
ticular utilizando borohidruros alecalinos. (Y.Hetefi

¥y col, - Biochems Prep. 7,89 (1960); K.G, Serinmgeour y col, =
Biochemistry 5, 1438 (1066)). En esta etapa, sin importar el
nétodo conocido que se utilice, se obtiene una mezcla de &ci-
do £6lico, Bcido tetrahidrofblico y 4cido dihidrofélico, cong
tituida principalmente por los dos primeros componentes y de
dificil resoluciln. Los finicos métodos dtiles comprenden lle~
var a cabo la etapé (b) con colurmas de cromatograffa muy gran
des y utilizando una serie de eluyentes (L, Jaenicke y col, =
Z, physiol., Chem. 326, 168 (1961; J.C. Keresztesy y col, =
Biochem. Biophysic Res, Cormun. 5, 286 (1961); H, Rtdiger y =
col, FE/BS/Letters 4, 316 (1969)). El exceso de borohidruro
en la solucidn sometida a separacidn cromatogréfica se destru-
ye primeramente con un 4cido, de preferencia Acido clorhidrico
o Acido acético.

La metilacién del 4cido tetrahidrofélico -
(etapa ¢) puede llevarse a cabo también siguiendo varios méto
dos, de los que el mas comdin y conveniente comprende la rcac-
cién con formaldchido y luego reduccidn con un agente reductor
quimico, de preferencia de nuevo un borohidruro alcalino
(W, Sakami y col., Biochem. Prep. 10, 103 (1963)).

La separacidn y purificacién final del Acido
S5-metiltetrahidrofélico (etapa d) se ha llevado siempre a cabo,
hasta el presente, siguliendo procesos de cromatograffa de ma=-
yor o menor complejidad, segin determine la naturaleza de la

mezcla que ha de purificarse,
En una modificacién de dicho método (J;A.



Blair y col., Analytical 3iochemistry 34, 376-381L (1970)), se
elude la etapa (b) y la mezcla reaccional en la que se ha deg
truido el borohidruro en exceso se trata directamente con for
maldehido y otro borohidruro alcalino. Evidentemente una o
5 dificacién de esta iﬁdole no mejora sustancialmente el proce-
so0, debido a que la etapa (a) en cualquier caso conduce a la
produccibn de una mezcla tal como se ha expuesto anteriormen=~
te, la omisién de la etapa (b) proporciona una mezcla final
que es ain mas compleja y dificil de resolver, con la consi=
10 guiente agravacién de la etapa de purificacién (d), y una pér
dida en esta etapa de alrededor del 60% del producto.
Ademis no se obtiene un producto de elevada pure
za tal como se requiere para utilizarse en el campo farmacéuti
COe
15 En resumen, dicho procedimiento, que es el meicr
que se conoce hasta el presente, no ha ido mas all4 del empleo
en laboratorio y en la produccién de pequefias cantidades de subs
tancia para uso experimental,
Se ha descubierto ahora, sorprendenbemente, y =
20 ello forma el objeto del presente invento, que es posible trans
formar 4cidc félico (un producto f4cilmente obtenible comercial
mente a precios econdmicamente convenientes) en el Acido d,1-§-
~metiltetrahidrofélico con rendimientoé muy elevados y de pure
za farmacéutica y sin el empleo de etapas costosas y complica-
25 das de purificacifn cromatogréfica, cuando el Acido f4lico se
reduce bajo condiciones de reaccidn criticas que lo hacen sc-
lectivo précticamente al 100% en la produccién de 4cido tetra-
hidrofélico.
El procedimiento de conformidad con el preseate

30 invento comprende, esencialmente, las etapas siguientes:
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1. Reduccidn de 4cido félico a 4cido tetrahidrofélico mediante
borohidrufo sbdico en una solucidn alcalina acuosa y una atmnbs
fera de gas inerte, a una temperatura comprendida entre 60R y
80eC,

La relacién de NaBH4:5cido £élico se encuen
tra entre 0,5:1 y 3:1, y el tiempo de reaccién entre 30 ninutos
¥y .2 horasi

Sobre esta base las condiciones de reaccién
preferidas son las siguientes:

- relacién de NaBHA:écido félico 0,7:1, 2:1

~ tiempo de reaccién 1 hora

- pH 7~8

- temperatura 702C,

2. Metilacibén del 4cido tetrahidrofblico a Acido
S5-metiltetrahidrofélico mediante tratamiento con una solucién
acuosa al 37% de formaldehido y luego de nuevo con borohidru-
ro sbdico,

Al término de la reaccidén se adiciona de nue

vo formaldehido al 37%.
En esta ebapa las condiciones de reaccién
criticas son las siguientes:
~pH 6 a8
~ temperatura 25~30£C
- relacién de formaldehido al 37%:4cido tetrahidrofélico en-
tre 0,8:1 y 2,5:1

- relacién de NaBH :4cido tetrahidrofélico entre 0,25:1 1,5:1

4

-.atnésfera de gas inerte

~ presencia de un agente reductor en la etapa de reaceibn fiw
nal ( cisteina, glutationa reducida, panteteina).

Sobre la base anterior las condiciones de
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reaccidn preferidas son las siguientes:

pH 6,5

temperatura 30€C

relacién de formaldehido al 37%:4cido tetrahidrofélico
1,4:1

relacién de NaBH A:écido tetrahidrofdlico incluida entre
0,5:1 y 1:1

agente reductor presente en la mezcla reaccional: cisteina,

3+ Separacién y purificacién del Semetiltetrahidrofolato sédi

co. Esta etapa puede llevarse a cabo siguiendo dos alternati

vas igualmente ventajosas permitidas ambas por el hecho de =

que la solucibn que ha de tratarse, obtenida en la etapa (2),

pricticamente contiene solo 5~-metiltetrahidrofolato sédico:

A

- Separacidn por absorciédn/desorcién sobre carbén activo,
Para llevar ; cabo esta stapa una cantidad de carbén acti
vo igual a 5~20 veces el peso del 4cido £8lico inicialmen
te tratado se convierte en uma pulpa con agua y se adicio
na a la mezcla reaccional final a pH de 6,5-6,8 bajo agi=~
tacibn.

El carb6n filtrado se suspende en una mezcla eluyente cons
tituida por un alcohol (conteniendo de 1 a 4 tomos de car
bono) o 2-metoxi~etanol y agua en una relacién comprendi-
da entre 50/50 y 95/5. La mezcla eluyente contiene tam=

bién un pequefio porcentaje (0,2 a 1,5%5'de un agente re=

ductor, y un pequefio porcentaje (0,5 a 5%) de amoniaco en
solucidn acuocsa.

'El S-metiltetrahidrofolato sddico puede recuperarse de la
mezcla efluyente filtrada del carbdn mediante precipitacién
con un disolvente orgénico miscible en agua, o mediante la

concentracidn de la solucibn y liofilizacién, o de nuevo
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en forma de una sal alcalinotérrea, de la que puede libe
rarse el Acido Semetil-tetrahidrofélico.

Sobre la base anterior las condiciones preferidas para
la etapa de separacién y purificacién segfin esta alter~
nativa A son las siguientes:

-~ relacibn de carbén Activosfcido £félico 7:1

- mezcla eluyente constituida por etanol, metanol o
2=metoxietanol y agua en una relacién de 80/20, v/v

- agente reductor en la nezcla reacciongl: cisteina en
la medida del 1% de la totalidad de mezcla eluyente

- solucidn de amonfaco acuosa al 34% en la medida del

2% de la totalidad de la mezcla eluyente (0,7% de amonig
o)«

Separacidn mediante precipitacidn directa del Acido 5-
~netiltetrahidrofdlico de la solucién que lo contienc, en
forma de sales de metal alcalinotérreo, en particular co
mo sal clleica.

Esta alternativa, todavia mas simple que la alternativa
A, es particularmente dtil cuando las etapas (1) y (2)
se han llevacdo a cabo en un medio acuoso concentrado y
por tanto el Acido S-netiltetrahidrofélico ha de separar
se de una solucidn acuosa concentrada.

La solucidn resultante de la etapa (2) se trata con una
solucidn acucsa concentrada de CaCl2 y se deja en reposo
durante unas 12 horas a una temperatura comprendida en-
tre 02 y 52C en presencia de una pequefla cantidad de un
producto reductor.

El metil=tetrahidrofolato célcico pentahidrato asf{ preci
pitado se purifica mediante disolucién en un pequefio vo-

lumen de apgua hierviente y sc recistaliza dejando la so=
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lucibén a Oe-52C,

La relacibn preferida feido f61:i.co=CaCl2 estf comprendie

da entre 2:1 y 3:1 y cs, de prefercncia, de 2,5,

El producto reductor se elige, de preferencia, del grupo

constituido por cisteina, cisteamina, glutationa reduci

da, panteteina,

El producto obtenido con el nuevo procedimiento descrie-
to tiene una pureza que excede del 99% y se obticne con rendi-
mientos que siempre superan el 80% con respecto al 4cido £81i-
co inicial,

Las ctapas hasta ahora descritas se llevan a cabo
en sucesién en el mismo reactor, sin la separaciém de produc—
tos intermediarios.

Las relaciones indicadas son siempre relaciones en
PESOo, .

Comparando el nuevo procedimiento e conformidad ~
con el invento con el mejor procedimiento del arte conocido, -
cuyas etapas esenciales se rosumen al principio de esta descrip
cién, resulta immediatamente evidente que el nuevo procedimien
to pernite eludir tanto la etapa intermediaria y la ctapa fi=-
nal de separacibn cromatogréfica y purificaciéne BEsto no solo
conduce a una simplificacifn considerable y economfa del procg
80, requiriendo los procesos conocidos columnas largas y costo
sas y prolongacdos tiempos de elaboracibn, siﬁo que proporciona
también un considerable aumento de los rendimientos debido a
que la separacién cromatogréfica implica grandes pérdidas de
producto ftil.

Pérdidas adicionales se derivan de la recuperacibén
del producto de sus soluciones muy diluidas, Esta recuperacién

es obviamente tambien muy costosa.
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La etapa final de separacibn y purificacién se
sustituye por la etapa de absorecibén/desorcién sobre carbédan
activo o mediante la precipitacién con sales de Ca que son
extremadamente simples y de elevado rendimiento., Estas etaw
pas son completamente nuevas en la produccién de Scido 5~mew=
tiltetrahidrofblico y sus sales,

. A partir de la descripcién que precede puede a-
preciarse que todo el proceso de produccibn para el &cido
5=metiltetrahidrofflico se lleva a cabo en presencia de gas
inerte, y en algunas etapas en presencia de un agente reduc~
tor. Esto se debe a la necesidad de prevenir la auto-orida~
cién del 4cido tetrahidrofélico o del 4cido S-metiltetrahidro
£6lico en los 4cidos dihidrofélico y £8lico correspondientes,

El mismo problema de autowoxidacidn tiene lugar
en la preservacién del 4cido 5-metil~tetrahidrof6lico.

Hasta el momento presente los agentes reductores
sugeridos para la conservacifn del 4cido MTHF fueron el 2-mer
captoetanoly el 4cido ascérbico. - Obviamente estas substancias
dan a entender que no puede considerarse el uso industrial del
producto en el campo farmacButico y se limitd a resolver un =
problema de laboratorio.

A este respecto el 2-mercaptoetanol es un produc
to téxico de olor nauseabundo, mientras que el 4cido ascérbi-
co se descompone répidamente a los valores de pH &ptimos (7-8)
para soluciones inyectables,

Otro objeto del presente invento consiste en pro=
porcionar composiciones estabilizadas de S-metiltetrahidrofolg
to0s alcalinos o alcalinotérreos para uso farmacéutico,.

Las nuevas composiciones estables estan constitui

das, esencialmente, por 5-metiltetrahidrofolato (como substan=
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cla activa) y del § al 50% de un compuesto orgfnico dec origen
biolégico, conteniendo, por lo menos, 1 grupo -SH (en calidad
de estabilizador). Los compuestos caracterfsticos de esta =
clase son, por ejcmplo, cisteina, oisteamina, panteteina, -
glutationa reducida y todos sus derivados en la funcidn ~SH
se mantiene activa,

Todas las substancias antes citadas careccn de
toxicidad, son estables a valores de pH fisiolbgicos y son,
por consiguiente, apropiadas para la preparacién de compues
tos farmacéuticos lfquidos o s8lidos para cualquier Hipo de
aplicacién en el campo humano,

Las nuevas composiciones farmacéubicas poseen
actividad hemopoictica, actividad protectora sobre ¢l higado
y actividad antineopléstica,.

A continuaciln se ofrecen algunos ejemplos préc
ticos del procedimiento para ilustrar mejor y facilitar 1ia
reproduceién del procedimiento de conformidad con el presen=
te invento,

Es evidente que estos ejemplos no son limitati-
vos y que las condiclones reaccionales pueden variarse dentro
de los limites definidos en la descripcién e incorporar todos
los medios bien conocidos o immediatamente evidentes para un
eiperto en el arte,

BJEMPLO 1.

Se azlimentan 80 1 de agua desionizada en un reag

tor y se sugpenden 2,4 kg de 4cido d,1-félico.

2
que se disuelve por completo el Acido £6lico (solucidn final

Se adiciona Na,CO, sblido, bajo agitacién, hasta
J

pH 7,8), luego se adicionan 4,8 kg de NaBH, disueltos en 40

4
1de HZO y se calienta la mezcla reacciomal a 702C,
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Se hace reaccionar la mezcla durante 1 hora bajo agitacién -
mientras est{ constantemente bajo una corriente de nitrégeno.
Una vez terminada la reaccién se enfria el reactor a 30eC y
se adicionz, bajo agitacibn, 3,5 kg de formaldehido acuoso al
37% v 2,4 kg de borohidruro sbdico disuelto en 20 1 .de agua,
Se prosigue la reaccién durante 1 hora bajo agitacién de una
corriente de nitrbégeno., Despuds de este tiempo se adiciona
0,15 kg mas de formaldehido al 37% y 1 kg de cisteina.

Se Suspenden 17 kg de carbén activo en 100 1 de agua
desaireada y se adiciona la suspensién de carbén, bajo agita-
cibn, a la mezcla reaccional, llevada a pH 6,5.

Después de unos pocos minutos se filtra bajo nitrégeno y se
lava la torta de carbbdn sobre el filtro con zgua conteniendo
1% de cisteina hasta se han separado por completo todas las
sales inorginicas., Se suspende el carbén en 100 1 de una mez
cla eluyente de la composicién volumétrica siguiente:
2emetoxi=etanol 80, agua (conteniendo 5% de cisteina) 20,amo-
nfaco (34%) 2.

Se deja la suspensién bajo agitacién durante al-
punos minutos, luego se filtra y se concentra el filtrado has-
ta un volumen de 20 litros, Se vierte el filtrado concentrado
en una solucidn conteniendo 700 g de CaCl2 en 100 litros de e~
tanol,

Precipita el 5-metiltetrahidrofolato cilecico y se
separa por filtracién bajo nitrégeno, se lava con etanol y lue
go se seca bajo vacfo. Se obbtienen 2,3 ltg de producto, igual
2 un rendimiento del 86% sobre el Acido £é6lico inicial.

Con el anilisis de U,V, el producto muestra las caracterfsti:
cas siguientes(pH = 7; épsilon = 32,103):

absorcién mixima a 260 nm
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aboorcidn mfnina a 245 om

relaci5n B = 3y 34

200/"245
B: anflisis sobre una columna cromatogrifica =

Sephadex DBAE A-25 ubilizande el método de liixom y Bertino
(?.F,Hixon, J,R, Bertino, Hethods in Enzym. 18, 661 (19731))
solo muestra el pico de Acido §-metiltetrahidrofblico.
El anflisis de HPLC (colummna Partisil-lOSAZ 4,6 x 250 mnmj; elu
yente cibtrzto aménico al 5%; pH = 6) solo muestra el pico del
fcido S-metiltetrahidrofélico. Bl espectro de RMH: singlete
caracteristico del grupc Hs--CH3 a = 7,5, 1 kg del Semetil-
tetrahidrofolato cldleico preparado de este modo, se disuelve
en 40 1 de apua conteniendo 1 kg de cisteina bajo calor y ni~-
srdpeno,

E1l »H se lleva a 6 con 4cido clorhfdrico diluf-
do y se deja repbcar la mezcla en un refrigerador.

Precipita el Acido S-metiltetrahidrofblico y se
separa por filtracién, se lava cou un poco de agua frfa y se

secz. El producto muestra vn valor E290/E de 3,8.

Se repitid el mismo procedim::ito pero suctitu—~
yendo el 2-metoxi-etanol en la mezcla eluyente por etanol, me
tenol, 1 o 2=~prepancl, ne~butanol, t-butanol, butanol secundario
e isobutanol respectivamente, En cada caso se obbuvo um proe-
ducto de las mismac caractericticas y el mismo rendimiento.
EJEMPLC 2.

Se prepara S-metiltetrahidrofolato tal como se
ha descrito en el ejemplo 1. E1l carbdn se eluye con una sez=
cla de la composicidn siguiente:
mctanol 80, agua (conbeniendo 5% de glutationa reducida) 20,
amonfaco (34%) 2.

Despuds de filtrar el carbdn activo se adiciona

-
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al eluato 700 g de CaCl2 disuelto en un poco de agua.

Precipita el S~metiltetrahidrofolato cllcico y
ge separa por_filtraci6n bajo una corriente de nitrdégeno, se
lava con etanol y se seca bajo vacfo.

Se obtienen 2,1 kg de producto, igual a un ren-
dimiento del 80% sobre el Acido £élico.

Bl producto tiene las mismas caracterfcticas que
1as del obtenido en el ejemplo 1.

EJEMPLO 3.

Se repite la prenaracidn tal como se ha descrito
en el ejerplo 1 por lo que resmecta al tratamiento de la tor-
ta de carbén con la mezcla eluyente constituida por 2-propanol
y agua conteniendo pequefios porcentajes de hidrato andénico y
cisteina, concentrindose luego el eluato filtrado hasta un vo
lumen de 20 litros,

Esta solucidén se somete a liofilizaciém, lo que
dd 2,1 kg de S-netiltetrahidrofolato sédico con uxn rendimien-
to del 807, EL producto muestra un valor E290/E245 de 3,8.

EJEMPLO A,
Se sipue el ejemplo 1 por Lo que respectz a la

concentracibn del eluato. FEn egta prueba el eluato se trata
con 1,3 kg ce BaCl2 disuelto en 100 litros de etanol.
Precipita el j-metiltetrahidrofolato de bario
con un rendimiento del 837, Ezgo/E245 = 3,79
EJEMPLO 5,
Se sigue el ejemplo 1 por lo que respecta a la

concentracibén del eluato. En esta prueba el eluato ze trata
con 0,6 kg de MgClz disuelto en 100 litros de etanol.
Precipita el S-metiltetrahidrofolato de magnesio

con un rendimiento del 82%. E, ./E = 3,8,

200" 245
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EJEMPLO 6.

Se disuelven 100 gramos de 5-metiltetrahidro-
folato, preparado como se¢ ha descrito en el ejemplo 1, en 4
litros de HZO‘ ’

4 estba solucidn se adiciona la cantidad este-

quionétrica de HaZSO Se precipita CaSO4 ¥V se separa por

4 .
filtracidn,.

La solucién lfmpida se somete a liofilizaciénm,
lo que d4 S-metiltetrahidrofolato sédico,
EJEMPLO 7.

Preparacidn de la sal cilcica del 4cido MTHF,

Se suspenden 2,50 kg de 4cido £8lico en 10 1
de agua y se adiciona, bajo agitacidn, 1 litro de Na2C03 al
40%.

Se ajusta el pH a 7,8 con Ha2003 y después de
cufriamiento, se adiciona, bajo atmésfera de nitrégenc, 1,700
g de HaBI4.

Se deja reaccioanar la mezcla durante 2 horas
mlentras se calienta a salrededor de 702C hasta complebar 1la
reaccién; se adicionan 4,00 kg de formaldehido acuoso al 37%
¥ luego 0,80 kg de borohidruro sddico.

Se filtra el borato sédico precipitado y se
destruye el borohidruro en exceso ajustando el pH de la solu
cibn a 6 con HCl., S8e adiciona, mientras se agita, 1 kg de
CaClZ disuelto en 2 litros de agua y la mezcla reaccional ob-
tenida se dejz en reposo durante una noche a 3€C,

El metiltetrahidrofolato cllcico precipita en
forna de un polvo tlanco anmorfo, que se £iltra y lava con agua,

Esta sal se disuelve en 10 litros de agua hier
viente y la solucidn enfriada se deja reposar durante una no-

che,
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Se filtra la sal cristalina precipitada, se lava
y se seca bajo vaclo.

Se obtiene 2,40 kg de metil-tetrahidrofolato cil-
cico pentahidrato con ua rendimiento total del 807 sobre el
Acido félico de partida.

4 Bajo condiciones idénticas también se obtiene 1s

sal de Mg que, no obstante, resulta de dificil filtracién,

Tal como se ha indicado, el acido de 5-uetil-te~
trzhidrofolato o sus sales obtenidos con el presente procedi-
miento forman composiciones terapéuticas estables a la tenperz
tura del ambiente cuando se mezelan con 5 a 507 de una subs-
tancia estabilizadora elegida del grupo constituido por compues
tos de origen bioldgico conteniendo, por lo menos, 1 grupo =5,

Los compuestos caracterfsticos de esta clase son
cisteina, cisteamina, panteleina y glutationa reducida.

Para ilustrar este aspecto del invento se ofrece
a continuacién una formlaciéz tfpicz que puede prepararce u=-
tilizando el compuesto antes eitado.

EJEMPLO 8

Preparacién farmacéutica en forma oral

Pastillas

Substancia activa 25 ng

BEastabilizador 12,5 mg

Excipientes para compresidn, cantidad necesaria hasta completar
150 nmg,

PREPARACTON FARMACEUTICA EN FORMA DE TNYECTABLE

Compuesto activo 25  ng/ec

Estabilizador 12,5 ng/ce

Soporte de liofilizacidn 150 ng/ecc
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Cuondo es neceszrio la solucidn se lleve a pH 7,5
con HaOH concentrado, se envasa oen un vial y se liofiliza.
La expresidn "compuesto activo" significz:
4cido S-metiltetrahidrofélico
S-metiltetrahidrofolato sddico

= Semebiltetrahidrofolato cilcico

1

Semetiltetrzshidrofolato de nmapgnesio
La expresidn "estabilizador" en este ejemplo

siprifica:
- cisteina
- cisteanina
- panteteinz
= glutationa reducida

La expresidn "soporte de liofilizacién" significa
cualquier substanéia que pueda caer denbro de estaz definicibu
en la tecnologla de liofilizacién usual, tal como glicina.

En ningun caso la solueidn mostrd alteracidn algu
aa del producto activo durante su retencidn en el vial o duran

te la liofilizacidne.

. -
1 =

RETVINDICACIONES

Bescrito el okjeto del preseate invento se decla~
ran nuevas y de propia invencidn las sipuientes reivindicaciones:
l.- Procedimiento mejorado para la preparacidn: de 4ci

do d,l-5metiltetrahidrofblico y sus sales, de la férmula general
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en donae X es hidrégeno, un metal alcaline o el equivalente =
de wn metal alcalinoctérreo,

caracterizado porque comprende las ciguientes etapasc de reanlie

zacidn

&+ oe reduce deico £6lico a fcido tetrahidrofélico con HaBH4

e una solueidn alcalina acuosa y bajo una ztubsfera de cae
iherte, utilizando una relacifn NeBd,: t dcido £8lico ce 0,5:1
311, una temperatura reaccional de 60 a 8oec ¥ un tiexpo de

recaceidn de 30 nminutos a 2 horasj

be e netila el fcido tetrahicrofélico antes obtenido a fcico

S-metiltetrahidrofélico con soluciones acuosas de foruzicehi-
¢o y borohidruro sécico en una atibofera de gas inerte, utili
zando una relacidn total e foruialdehido: Acido tetrahidrofbe-
lico de 0,8:1 2 2,5 : 1, una relzcién de Ul BH fcicdo tetrahi
Crof8lico de 0,25:1 a 1,511, una teuperatura de 25 a 30¢C y un
Pl de 6 a 8, adicionédndose el forraldehide en fracciones sucesi
vas, una de lac cuales, de relacién de forimaldehido: 4cido tew
trahidrofblico 0,15:1, se adiciona cuando se termina 1z preac-

ciony y finalnente,

c. se separa el S-metiltetrahicdrofolato sédico de la solucién

acuosa que lo contiene, llevindose a cabo todas las ebtanas ci=

tadas en sucesidn en un solo reactor sin separacidn de produce

tos internediarios,
2+= Procediziento, c¢e confornicdad con lz rei-
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vindicacidn 1, caracterizado porque la etapa (c) de separa-
cién se lleva a cabo tratando la mezclz reaccional com una
cantidad de carbén activo correspondiente a 5-20 veces en pe
so del Acido £8lico inicialmente tratado, y desorbiendo el -
S-mietiltetrahidrofolato sédico del carbén mediante un eluyen
te constituido por un alcohol conteniendo de 1 a 4 fbtomos de
carbono o 2-metoxi-etancl y agua en uma relacién de 50/50 a
95/5.

3o~ Procedimiento, de conformidad con la reivindica
cibn 1, caracterizado porque la etapa (c) de separacién se 1lle
va a cabo tratando la nezcla reaccional con una solucibn acuo
sa de una sal de Ca y enfriando la solucibn a 092-52C, estando
incluida la relacién Acido félico: sal de calcio entre 2:1 y
3:1..

L+~ Procediniiento, de conformidad con la reivindica
cidn 1, caracterizado porque la etapa (a) se lleva a cabo con
una relacidn de HaBﬂéz 4cido félico de 0,7:1, 2:1, una tempe~
ratura de 708C, un pi de 7 a2 & y un tiempo de reacciédn de 1 =
hora y la etapa (b) se lleva a cabo con una relzcida total de
formaldehido al 37%: 4cido tetrahidrofélico de 1,4:1, una rela
cidn HaBH  : fcido tetrzhidrofélico incluida entre 0,5:1 y 1:1
una tempeéatura de 30°C y un pH de 6,5,

5+~ Procediniento, de conformidad con la reivindieca
cibn 2, caracterizado porque la etapa (c) se lleva a cabo uti
lizando preferentemente una cantidad de carbdn activo igual a
7 veces el peso del 4cido f£8lico inicialmente travado y ua elu
yente constituido por metanol, etanol, 2-metoxi-etanol, 1~ o
2-propanol, n~butanol, t-butanol, butanol secundario o isobu-
tanol y agua en una relacién de 80/20, v/v con 1% en volumen
de un ageate reductor y 0,7% de amonfaco en solucidn acuosa.

64~ Procecimiento, de comformidad con la reivindica-
cibn 1, caracterizado porque el Acido S-metiltetrahidrofélico

ge precipita de la solucidz acuosa nediante acidificacidn,
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en fornma de una de sus sales alcalinas o alcalinotérreas.

7= Procedisdento, de confornidad con la rei-
vindicacida 1, caracterizado porque el fcido S-netiltelrzhidro
£8lico se obtiene coro su sal sbdica concentrando el eluato
v liofilizando el coucentraco,.

8.~ Procediniento, de conforzicad con la rei-
vindicacién 1, caracterizado porque opcionaliente se separa
el #cido S-metiltetrahidrofblico del eluato wediante precipi=-
tacié: en forma de una sal alcalinotérrea,

%+= Procediniento, de conforuicdac con la rei-
vindicacién 3, caracterizado porgue la purificacién del S-netil
tetrahidrofolato cidlcico se lleva a cabo disolviendo la sal
pentahidrato en un poco de agua hirviente y enfriando la solu
clén a 02-52C,

10.~ Procediniento, de conformidad con la pei-
vindicacidn 3, caracterizado porgue la etapa (c) se tleva a ez
bo en presencia de un procucto reductor,

11,~ Procediiento para la preparacidn cde fci-
do d,lm5-netilietrahidrefélico y sus sales.,

Segin se describe y reivindica en la nresente

memorin descriptiva que comsta de 1¢ hojas foliadas y escritezs

s équina por una sola caras
uaarid a 2 1 FEB, 1978
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