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(54) Fremgangsmdde til fremstilling
af d,1-5-methyltetrahydrofolin=
syre eller salte deraf.

Den foreliggende opfindelse angdr en forbedret fremgangsmide til
fremstilling af d,1-N-[p-(2-amino-3,4,5,6,7,8-hexahydro-5-methyl-
L-oxo-6-pteridinyl)methyl J-benzoyl-glutaminsyre og dennes salte

med den almene formel
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hvori X betyder hydrogen, et alkalimetal eller et zkvivalent af et
jordalkalimetal.

T det efterfolgende vil syren (I) udelukkende blive betegnet som
5-methyltetrahydrofolinsyre (MTHF) .

Den hidtil ukendte fremgangsméde kan anvendes industrielt til op-
ndelse af et produkt med hgj renhedsgrad pé enkel og gkonomisk ma-

de og med hgje udbytter.

De omhandlede forbindelser er nyttige som hmmopoietiske (ploddan~
nende) midler, ligesom de besidder beskyttelsesvirkning over for
leveren samt anti-neoplastisk virkning.

Forbindelsen d,l,-5-methyltetrahydrofolinsyre fremstilles normalt
ud fra folinsyre ved en fremgangsméde, der omfatter fglgende hoved-
syntésetrin:

a) folinsyre —redukbiony totrahydrofolinsyre

b) udskillelse og oprensning af tetrahydrofolinsyren

c) tetrahydrofolinsyre —92222l9£1§5—9 5-methyltetrahydrofolinsyre
d) udskillelse og oprensning af 5-methyltetrahydrofolinsyren.

Fremstillingstrinnet (a) er blevet gennemfert sével ved katalyseret
hydrogenering som ved kemisk reduktion,serligt ved anvendelse af
alkalimetalborhydrider. (Y. Hetefi et al. - Biochem. Prep. 7, 89
(1960); K.G. Serimgeour et al. - Biochemistry 5, 1438 (1966)). Ved
dette fremstillingstrin dannes ligegyldigt hvilken metode, der an-
Vendes,’eh blanding af folinsyre, tetrahydrofolinsyre og dihydro-
folinsyre bestéende overvejende af de to forstnzvnte komponenter. Den-
ne blanding er vanskelig at ddskille. Den eneste anvendelige metode
omfatter gennemforelsen af fremstillingstrin (b) med meget store
chromatograferings-sejler og under anvendelse af en serie af
elueringsmidler (L. Jaenicke et al. - Z.physiol. Chem. 326, 168
(1961); J.C. Keresztesy et al. - Biochem- Biophysic Res. Commun. 5,
286 (1961); H. Rudiger et al. FE/BS/Letters 4, 316 (1969)). Over-
skuddet af borhydrid i demne oplesning, der underkastes chromato-
grafisk adskillelse, nedbrydes forinden med en syre, fortrinsvis
saltsyre eller eddikesyre.

Methyleringen af tetrahydrofolinsyre (fremstillingstrin c) kan ogsd
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udferes ved forskellige metoder, af hvilke den mest bekvemme og
almindelige omfatter omsmtning med formaldehyd og derpd reduktion
med et kemisk reduktionsmiddel, igen fortrinsvis et alkalimetal-
borhydrid (W. Sakami et al., Biochem.Prep. 10, 103 (1963)).

Adskillelsen og den endelige oprensning af 5-methyltetrahydrofo-
linsyren (fremstillingstrin d) er indtil nu altid blevet udfert ved
chromatograferingsmetoder, der er mere eller mindre komplicerede,
afhengigt af arten af den blanding, der skal renses.

I en udforelsesform af nmvnte metode (J.A. Blair et al,, Britisk
patentskrift nr. 1 293 541 og nmrmere beskrevet i: Analytical
Biochemistry 34, 376 - 381 (1970)) undlades fremstillingstrimmet (b),
og reaktionsblandingen, i hvilken overskuddet af borhydrid er ble-
vet nedbrudt, behandles direkte med formaldehyd og et andet alkali-
metalborhydrid. Det er klart, at en sédan modifikation ikke for-
bedrer fremgangsmdden i vasentlig grad. Dette skyldes at fremstil-
lingstrin (a) som tidligere nmvnt 1 alle tilfwlde forer til dannel-
sen af en blanding, og undladelsen af fremstillingstrin (b) vil der-
for fere til en slutblanding, som er endnu mere kompliceret og van-
skelig at adskille i komponenter, med deraf fglgende forverring af
oprensningstrinnet (d) samt et tab i dette fremstillingstrin pé ca.
60% af materialet.

Yderligere opnédr man ikke et produkt med hgj renhedsgrad, som det
vil vere nedvendigt for anvendelse inden for lmgemiddelindustrien.

De nzvnte fremgangsméder, som er de hidtil bedst kendte, er ikke
blevet bragt ud over laboratorieanvendelse samt fremstillingen af
smd mengder stof til eksperimentelt brug.

Man har nu uventet fundet, og dette er genstanden for den forelig-
gende opfindelse, at det er muligt at omdanne folinsyre (en for-
bindelse, der let kan erhverves kommercielt til gkonomisk rimelige
priser) til d,l1-5-methyltetrahydrofolinsyre med meget heje udbytter
og i farmaceutisk renhedsgrad og uden anvendelsen af kostbare og
komplicerede chromatografiske oprensningstrin, dersom folinsyren
reduceres under visse kritiske reaktionsbetingelser, som medferer
praktisk talt 100 % selektivitet ved fremstillingen af tetrahydro-
folinsyre.
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Fremgangsméden ifglge den foreliggende opfindelse, der er ejendom-
melig ved det 1 krav 1's kendetegnende del anferte, omfatter i det

vesentlige folgende fremstillingstrin:

1. Reduktion af folinsyre til tetrahydrofolinsyre med natriumbor-
hydrid i en vandig, basisk oplgsning og en inert atmosfare ved en
temperatur pd mellem 60° og 80° C.

Forholdet NaBHQ:folinsyre ligger mellem 0,5:1 og 3:1, og reaktions-
tiden er p& mellem 30 minutter og 2 timer.

Baseret herpd er de foretrukne reaktionsbetingelser som fglger:
- forholdet NaBHLF : folinsyre mellem 0,7:1 og 2:1

- reaktionstid 1 time

-pH7 -8

- temperatur ’70o C.

2. Methylering af tetrahydrofolinsyre til 5-methyltetrahydrofolin-
syre ved behandling med en 37 % vandig oplesning af formaldehyd
og derpa med natriumborhydrid.

Ved slutningen af omssztningen tilszttes igen 37 % formaldehyd.

Ved dette fremstillingstrin er de kritiske reaktionsbetingelser

som.- fglger:

-pH6 -8

- temperatur 25 - 30° C

- forholdet 37 % formaldehyd : tetrahydrofolinsyre mellem 0,8:1
og 2,5:1 '

- forholdet NaBHh : tetrahydrofolinsyre mellem 0,25:1 - 1,5:1

- inert atmosfere

- nzrver af et reduktionsmiddel i det afsluttende trin (cystein,
reduceret glutathion eller pantethein).

Baseret herpd er de foretrukne reaktionsbetingelser som feglger:
- pH 6,5

-~ temperatur 30° C

- forholdet 37 % formaldehyd : tetrahydrofolinsyre 1,4:1
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- forholdet NaBHh : tetrahydrofolinsyre imellem 0,5:1 og 1l:l
- reduktionsmiddel nsrverende i reaktionsblandingen: cystein.

3, Adskillelse og oprensning af natrium-5-methyltetrahydrofolat.

Dette fremstillingstrin kan gennemferes under anvendelse af to |
lige fordelagtige alternativer, som begge muliggeres af den kends-
gerning, at den oplesning, som skal behandles, og som er fremstil-
let i fremstillingstrin (2), praktisk talt udelukkende indeholder
natrium-5-methyltetrahydrofolat:

A - Adskillelse ved adsorption/desorption pé aktivt kul.

Til gennemforelse af dette fremstillingstrin reres en portion
aktivt kul svarende til 5 - 20 gange vagten af udgangs-folin-
syren til en pasta med vand og tilsmttes ved pH 6,5 - 6,8 til
den ferdige reaktionsblanding under omrgring.

Det frafiltrerede kul bringes i suspension i en elueringsmiddel-
blanding best8ende af en alkohol (indeholdende 1 - 4 carbon-
atomer) eller 2-methoxy-ethanol og vand i et forhold mellem
50/50 og 95/5. Elueringsmiddel-blandingen indeholder ogsé en
1ille procentdel (0,2 til 1,5 %) af et reduktionsmiddel, og

en lille procentdel (0,5 til 5%) ammoniak i vandig oples-

ning. Natrium-5-methyltetrahydrofolat kan genvindes fra eluent-
blandingen, som er filtreret fra kulstoffet, ved udfeldning

med et organisk oplegsningsmiddel blandbart med vand, eller ved
inddampning af oplesningen og lyofilisering, eller i form af

et jordalkalimetalsalt, frg hvilket 5-methyltetrahydrofolinsyren
kan frigives.

Baseret pd ovenstdende er de foretrukne betingelser for adskil-

lelses~ og oprensningstrinnet i henhold til alternativ A som

folger:

- forholdet aktivt kul : folinsyre 7:1

- elueringsmiddelblanding bestdende af ethanol, methanol eller
2-methoxyethanol og vand i et rumfangsforhold p& 80/20

- reduktionsmiddel i reaktionsblandingen: cystein i en msngde
af 1 % af den totale eluatblanding

- 34 % vandig ammoniaskoplesning i en mengde af 2 % af den totale
eluatblanding (0,7 % ammoniak).
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B - Adskillelse ved direkte bundfzldning af 5-methyltetrahydro-
folinsyren fra den oplgsning, der indeholder den, som jordal-
kalimetalsalt, serligt som calciumsalt.

Denne alternative fremgangsmdde, som er endnu mere enkel end
alternativ A, er smrlig nyttig, nér fremstillingstrinnene (1)
og (2) er blevet udfert i koncentreret vandigt milje, og 5-
methyltetrahydrofolinsyren derfor skal udskilles fra en kon-
centreret, vandig oplgsning.

Den ved fremstillingstrin (2) fremstillede oplesning behandles
med en koncentreret, vandig oplesning af CaClZ, og man lader
den henstd ca. 12 timer ved en temperatur mellem 0° og 5° c

i nerver af en lille mengde reduktionsmiddel.

Det s8ledes udskilte calcium-methyl-tetrahydrofolat, pentahydrat

oprenses ved oplegsning i et 1ille rumfang kogende vand og ud-
krystallisation ved henstand af oplesningen ved 0° - 5° C.

Det foretrukne forhold folinsyre : CaCl2 befinder sig imellem
2:1 og 3:1, fortrinsvis med verdien 2,5:1.

Reduktionsmidlet udvelges fortrinsvis blandt
cystein, cysteamin, reduceret glutathion og pantethein.

Det ved den ovenfor beskrevne hidtil ukendte fremgangsméde frem-
stillede produkt udviser en renhed sterre end 99 %.og opstér med
udbytter, der stedse overskrider 80 % i forhold til udgangs-folin-
syren.

De hidtil beskrevne fremstillingstrin udferes efter hinanden i
samme reaktionsbeholder uden adskillelse af syntese-mellemproduk-
terne.

De anferte forhold er stedse vaegtforhold.
Ved sammenligning af den nye fremgangsmdde i henhold til opfin~-

delsen med de bedste fremgangsmader ifglge den kendte teknik, hvis
vigtigste trin er blevet anfert i begyndelsen af denne tekst, er
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det umiddelbart klart, at den hidtil ukendte fremgangsmdde tillader
udeladelsen af den chromatografiske adskillelse og oprensning sével
i mellemtrinnet som i sluttrinnet.

Dette forer ikke alene til betydelig forenkling og billiggerelse
af fremgangsmdden, idet den kendte fremgangsméde krzver lange og
kostbare kolonner og lang bearbejdningstid; men den ferer ogsé til
betydelig foresgelse i udbytterne, fordi den chromatografiske ad-
skillelse ferer til store tab af anvendeligt produkt.

Yderligere tab opstér ved genvinding af produktet fra de meget
fortyndede oplgsninger. S&dan genvinding er ligeledes meget kostbar.
Det afsluttende adskillelses- og oprensningstrin erstattes med et
adsorptions-/desorptionstrin pd aktivt kul eller med bundfeldning
med calciumsalte, som er szrdeles enkle og ferer til hejt udbytte.
Disse trin er helt ukendte i forbindelse med fremstilling af 5-
methyltetrahydrofolinsyre og salte deraf.

Af den ovenfor anferte beskrivelse fremgdr det, at hele fremstil-
lingsprocessen for 5-methyltetrahydrofolinsyre udferes i nsrvesr

af en inert gas, og i visse fremstillingstrin i nsrver af et reduk-
tionsmiddel. Dette skyldes nedvendigheden af at forhindre auto-
oxidation af enten tetrahydrofolinsyren eller af 5-methy1tetfa—
hydrofolinsyren til de tilsvarende dihydrofolin- og folinsyrer.

I det felgende er anfert nogle praktiske eksempler p& fremgangsmé-
den ifelge den foreliggende opfindelse.

EKSEMPEL_1

80 1 demineraliseret vand anbringes i en reaktionsbeholder, og 2,4
kg d,1-folinsyre suspenderes i vandet. Fast NaZCO3 tilssttes under
omrgring, indtil folinsyren er fuldstsndig oplest (pH 1 slutoples-
ningen 7,8), derpd tilsmttes 4,8 kg NaBH, oplest i 40 1 H,0, og
reaktionsblandingen opvarmes til 70° C. Blandingen omszttes gennem
1 time under omrering og stadig overstremning af nitrogen. Nir om-
setningen er afsluttet, nedkeles reaktionsbeholderen til 30° C,

og der tilssttes under omrgring 3,5 kg 37 % vandig formaldehyd og
2,4 kg natriumborhydrid oplest i 20 1 vand. Omssmtningen fortsattes
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i 1 time under omrgring under overstremning af nitrogen. Derefter
tilssttes yderligere 0,15 kg 37 % formaldehyd og 1 kg cystein.

17 kg aktivt kul bringes i suspension i 100 1 afluftet vand, og
aktivtkulsuspensionen tilsettes under omregring til reaktionsblan-
dingen, der er blevet justeret til pH 6,5. Efter nogle f& minutter
filtreres under nitrogen-dskke, og kul-filterkagen vaskes med vand
indeholdende 1 % cystein, indtil alle uorganiske salte er blevet
fuldstendig fjernet. Kullet bringes i suspension i 100 1 af en
elueringsmiddel-blanding med folgende rumfangssammensetning:

2-methoxy-ethanol 80, vand (indeholdende 5 % cystein) 20, ammoniak
(34 %) 2.

Den sdledes dannede suspension henstir under omregring i nogle mi-
nutter, filtreres derpd, og filtratet inddampes til et volumen
pd 20 liter.

Det inddampede filtrat hzldes i en oplesning indeholdende 700 g
CaCl2 i 100 1 ethanol.

Calcium-5-methyltetrahydrofolat bundfeldes og frafiltreres under
nitrogen-dzkke, vaskes med ethanol og terres derpd under vakuum.

Der indvindes 2,3 kg slutprodukt svarende til et udbytte pé 86 %
beregnet pd udgangs-folinsyren.

Ved UV-analyse viste produktet felgende karakteristika:

(pH = 7; = 32°10°):
maksimum absorption ved 290 nm
minimum absorption ved 245 nm

forholdet E290/E245 = 3,8.
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Analyse p& en "Sephadex()IEME A-25" chromatografisk kolonne
under anvendelse af Nixon og Bertino's metode (P.F. Nixon, J. R.
Bertino, Methods in Enzym. 18, 661 (1971)) viste kun udslag

for 5-methyltetrahydrofolinsyre.

HPLC-analyse ("Partisil"-10SAX 4,6 x 250 mm kolonne, eluerings-
middel 5% ammoniumcitrat; pH = 6) viste kun udslag for 5-methyl-

tetrahydrofolinsyren.

NMR-spektrum: Enkeltbédnd karakteritisk for N5-CH3—gruppen ved

T= 7,5'

1 kg calcium-5-methyltetrahydrofolat fremstillet p& denne méde
oplestes i 40 1 vand indeholdende 1 kg cystein under opvarmning
og nitrogen-dzkke.

pH blev justeret til 6 med fortyndet saltsyre, og blandingen
fik lov at henstd i et koleskab.

5-Methyltetrahydrofolinsyre bundfeldes og frafiltreres, vaskes
med 1idt koldt vand og terres. Et s8ledes fremstillet produkt
viste en verdi for forholdet Ezgo/E245 pd 3,8.

Den samme fremgangsmide blev gentaget, idet man dog erstattede
2-methoxyethanol i elueringsmiddelblandingen med henholdsvis
ethanol, methanol, 1 eller 2-propanol, n-butanol, tert.-butaned,
sek.-butanol og isobutanol. I hvert af tilfzldene blev
fremstillet et produkt med samme karakteristika og samme ud-

bytte.
EKSEMPEL 2

Natrium-5-methyltetrahydrofolat fremstilles som beskrevet i eksempel 1
Kullet elueres med en blanding med felgende sammensmtning:

methanol 80, vand (indeholdende 5% reduceret glutathion) 20,
ammoniak (34%) 2.

Efter frafiltrering af aktivkullet blev 700 g CaCl2 oplest 1
1lidt vand sat til eluatet.

Calcium-5-methyltetrahydrofolat bundfwldes og frafiltreres under
nitrogen-dekke, vaskes med ethanol og terres under vacuum.



10 144944

2,1 kg slutprodukt udvindes, svarende til et udbytte p& 80%
beregnet pa folinsyre. g

Produktet udviser samme karakteristika, som det i eksempel 1
fremstillede.

EESEMPEL 3

Fremgangsméden gentages analogt med eksempel 1 op til behandlingen
af aktiv kul-filterkagen med elueringsmiddel-blandingen bestéende af
2-propanol og vand indeholdende smé procentdele ammoniumhydroxid

og cystein, hvorpd det filtrerede inddampes til et volumen pé
20 liter.

Dénne oplesning udszttes for lyofilisering, hvilket forer til
2,1 kg natrium-5-methyltetrahydrofolat med et udbytte p& 80%.

Produktet viste en verdi for E290/E245 P& 3,8.
EKSEMPEL 4

Der gis frem analogt med eksempel 1 op til inddampningen af
eluatet.

Ved denne afprevning behandles eluatet med 1,3 kg Ba012 oplest
i 100 liter ethanol.

. Barium-5-methyltetrahydrofolat bundfeldes med et udbytte pd

EKSEMPEL 5

Der gés'frem analogt med eksempel 1 indtil inddampning af elua-
tet.

I denne afprevning behandles eluatet med 0,6 kg MgCl, oplest i
100 liter ethanol.

Magnesium-5—methyltetrahydrofolat bundfzldes med et udbytte pd
82%.
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EKSEMPEL 6

100 g calcium-5-methyltetrahydrofolat fremstillet som beskrevet
i eksempel 1 opleses i 4 liter H,0.

Den steokiometriske mmngde Na2804 settes til denne oplesning.
CaSOh bundfxldes og frafiltreres.

Den klare oplesning underkastes lyofilisering,hvilket forer til
natrium-5-methyltetrahydrofolat.

EXSEMPEL
Fremstilling af MTHF-syrens calciumsalt.

2,50 kg . folinsyre bringes i suspension i 10 1 vand og 1 1 4O%'ig
Na2CO3 tils®ttes under omrgring.

pH Jjusteres til 7,8 med NaCOS, hvorpd der, efter afkeling, tilsat-
tes 1,700 kg NaBH, under nitrogen-dzkke.

Man lader blandingen henstd til reaktion gennem 2 timer under op-
varmning til ca. 70°C til fuldendelse af omsztningen; 4,00 kg
37%'ig vandig formaldehyd tilsmttes, og derpd 0,80 kg natrium-
borhydrid.

Det udfeldede natriumborat frafiltreres, og overskuddet af bor-
hydridet nedbrydes ved justering af oplesningens pH til 6 med
HC1.

1 kg CaCl2 oplest i 2 1 vand tilsmttes under omrering, og den
derved fremstillede reaktionsblanding efterlades ved 3°C natten
over.

Calcium-methyltetrahydrofolat udfelder som et amorft, hvidt
pulver, der frafiltreres og vaskes med vand.
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Dette salt oplegses i 10 1 kogende vand, og den nedkeglede oplaes-—
ning henstdr i ro natten over.

Det udfmldede krystallinske salt frafiltreres, vaskes og terres
under vacuum. :

2,40 kg éalcium—methyltetrahydrofolat,pentahydrat blev udvundet
med et totalt udbytte pa 80% beregnet pd udgangs-folinsyren.

Under identiske reaktionsbetingelser blev der ligeledes fremstil-
let Mg-salt, som imidlertid er vanskeligt at filtrere.

5-Methyltetrahydrofolinsyre og salte deraf frem-

stillet ved den foreliggende fremgangsmade kan danne

stabile, terapeutiske blandinger ved stuetemperatur, dersom
de blandes med fra 5 til 50% af en stabiliserende forbindelse
udvalgt fra gruppen bestdende af forbindelser af biologisk
oprindelse indeholdende mindst én ~-SH-gruppe.

Karakteristiske forbindelser af demne type er cystein, cysteamin,
pantethein og reduceret glutathion.



13 144944

Patentkravwv:

1. Fremgangsméde til fremstilling af d,l-5-methyl-tetrahydro-
folinsyre eller dennes salte med den almene formel

. CO0X
0 H, M ~©—co - NH - CH
] ! (1)

H CH
N -2 2
L ] & o
I I ks
20T Ny N2
il

hvori X betyder et hydrogenatom, et alkalimetalatom eller en sk-
vivalent af et Jordalkalimetal, k endetegnet ved, at

a) folinsyre reduceres til tetrahydrofolinsyre med NaBHA ien
vandig oplgsning med en pH-verdi pd 7 - 8 og under en inert at-
mosfere ved en reaktionstemperatur pa 60 -.80° C og en reaktions-
tid pd fra 30 minutter til 2 timer og under anvendelse af et vegt-
forhold NaBH4 : folinsyre p& fra 0,5:1 til 3:1;

b) den dannede tetrahydrofolinsyre methyleres til 5-methyltetra-
hydrofolinsyre med formaldehyd og natriumborhydrid i vandig op-
lgsning i en inert atmosfzre ved en temperatur pd 25 - 30° ¢ og
en pH-verdi pd 6 - 8 under anvendelse af et totalvegtforhold
imellem 37% - vandig formaldehyd og tetrahydrofolinsyre pé& 0,8:1
til 2,5:1 og et vmgtforhold imellem NaBH4 og tetrahydrofolinsyre
pd fra 0,25:1 til 1,5:1, idet formaldehydet tilssttes i p& hin-
anden fglgende fraktioner hvoraf den gidste fraktion har et vegt-
forhold imellem formaldehyd og tetrahydrofolinsyre p& 0,15:1 og
tilswttes i nsrver af et reduktionsmiddel, og

¢) det dannede natrium-5-methyltetrahydrofolat, subsidiert jord-
alkalimetalsaltet eller den frie syre, udskilles fra den vandige
oplesning, hvori det befinder sig, idet samtlige fremstillings-
trin udferes efter hinanden i en enkelt reaktionsbeholder uden
isolering af syntesemellemprodukterne.
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2. Fremgangsmdde ifglge kravl, kende teg net wved, at
det afsluttende isoleringstrin (c¢) gennemfores ved behandling

af reaktionsblandingen med aktivkul i en mzngde svarende til

5-20 gange vegtmsngden af udgangs-folinsyren og efterfolgende
desorption af natrium-5-methyltetrahydrofolat fra kullet med et
elueringsmiddel bestfende af en alkohol med 1-4 carbonatomer eller
2-nethoxyethanol og vand i forholdet 50/50 - 95/5.

3, Fremgangsmide ifglge kravl, kendetegne t wved, at
det afsluttende isoleringstrin (c) gennemfgres ved behandling
af reaktionsblandingen med en vandig oplasning af et calciumsalt
og nedkgling af oplegsningen til 0-5°C, idet forholdet folinsyre:
anvendt calciumsalt befinder sig mellem 2:1 og 3:1.

4, TFremgangsmide ifglge kravl, kendetegne t ved, at
det indledende reduktionstrin (a) gennemfgres under anvendelse
af et NaBHA:folinsyre—forhold pad fra Q,7:1 til 2:1, ved en tem-
peratur pad 70°C, pH 7-8 og en reaktionstid pd 1 time, samt ved,
at methyleringstrimmet (b) gennemfores under anvendelse af et
totalforhold 37%-formaldehyd:tetrahydrofolinsyre pd 1,411, et
forhold NaBHh:tetréhydrofolinsyre p& mellem 0,5:1 og 1l:1, ved
en temperatur pd 30°C og ved pH 6,5.

5. Fremgangsmdde ifelge krav 2, kende tegnet ved, at
det afsluttende isoleringstrin (c) gennemferes under anvendelse

af en aktivkul-mengde p& syv gange vaegten af udgangs-folinsyren

og af et elueringsmiddel bestéende af methanol, ethanol, 2-methoxy-
ethanol, 1- eller 2-propanol, n-butanol, tert.-butanol, sec.-
butanol eller isobutanol og vand i rumfangsforholdet 80:20 med

1 volumenprocent reduktionsmiddel og 0,7% ammoniak i vandig op-
lesning. '

Fremdragne publikationer:
GB patent nr. 1293541.




	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS
	SEARCH_REPORT

