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UBLORIA DESCRIFTIVA

para soliocitar a nombre de MERX & CO., INGC.,
entided norteamericana, establecida en 126 RBast Linoln
Avenue, Rahway, Nueva Jersey, Bstados Upldos de kme’rioa,

1 CERTZTIFICADO DE ADICIGOGEH
en Espafia, por "MEJORAS INTRGDUCIDAS EN &I OBJETC DE L&
PATENTE PRINCIPAL" N9, 187,274, preseutada sl £ de Marzo
de 1949, gue recae sobre:

‘"Un préeedimiento de recuperar estreptomiocinsg

de soluciones de la misma"®,

-0~0~-0-0-0-0-0-0-0=0=-0-0-0-0-

El presente invento se refiere a la recupe-
racion de estrepiomicina desde sus Solucionss obtenidas
por la propagacion de micro-organismos productores de estrep-

toricina en medios nuiriclos adecuados,
oon més particularidad, este invento es’'un

perfeccionamiento o modificacidn del invénto expuestc en la
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Memoria de la Patente N9,187,274. Esta Patente descr_i'be um

procedimientc para la recuperacidn de estreptomicina desds

'sus soluciones acuosas peniendo en contacto una solucicn .

acuosa de estreptomicine con una resina de permutacion idni~
¢a que deriva su capacidad permutadora de grupos carbexili-
oos, oon lo cual dicha estreptomiciﬁa es adsorbida sobre
dicha resina, y eluyendo luego dicha resina para separar

la estreptomicina adsorbida.

La mejora o modificacion de acuerdo ocon el
presente invento oconsiste en un proocedimiento de recuperar
estreptomicina desde sus soluoiones, gue comprende ponsr
en contacto una solucio'n.acucsa de estréptomicina con una
resina de permutacion ionica del tipo ocarbox{lico formads
por co-pelimerizacion de un compuesto divinflico y un doi-
4o polimerizable, con lo cual dicha eatreptomicina es ad-
sorbida sobre dicha resina, y eluir luege dicha resina para
separar la estreptomicins adsorbid,a:. A

1as resinss obtenidas por co-polimerizacidn
de oohpuestos divinflicos con dcidos pclimerizables se oa-
racterizan por la cualidad comun de temer em capacidad de
permutacidn idnica dependiente de grupoe caboxflicos en la
molédoula de resina‘. Bn la practica del presente invento,
preferimos msar un co-polimero de dcido acr{lico ¢ metacr{-
l:ico ¥y benceno divinflieo, ya que teles resinas poseen un
mayor numero de grupos carboxf{licos por unidad de peso ¥,
como resultado de ello, una mayor capacidad para adsorber
1o-nss.. Hemos comprobadoc, 2in embargo, que la capacidad de

las resiuas de permutacion ionica para adsorber estreptomi-
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cina no depende solo del mimero de grupos polares en un
pes0 o volumen dados de resina, Depende tambieén de la po-
rosidad de la resina porque en uns resing densa solamente
los grupos polares sobre la superficie exterior de la partf-
cula de resina son capaces de reacciocnar con el antibiotico,
&l paso ¢gue en el ‘oaso de una resina de estruoctura porosa,
la molécula ds estreptomicina penstrard, al menos parcial-
mente, en los poros de la resina y reacolonard oon grupos
polares en el interior de la partfcula de reainav.

B oo-poli{meros de scidos polimerizables
¥y compuestos divinflicos, la perosidad depende en gran me-
dida del grado de enlace transversal comunicado por el com-
ponente divinﬂico'. En estos copol{mercs, el compons nte
divinflico contribuye a la insolwbilidad en agua y, en cier-
to grado, a la dureza de la resina, péro, al mismo tiempo,
dleminaye la porosidad de lé regina., Por tanto, g1 practi-
car el presente invento con este tipo de resina de permuta-
cion icnica, es deseable usar una resina gu? contenga la
mfnima cantidad de compussto divinflico que produzca las
propiedades f{sicas requeridas de un materiegl de permuta-
cidn idnica. |

Llas resinas de permubacidn idnica gue hemos
comprobado son las més eficaces en la préctica de nus stro
invento, -son w-poli{meros de dcido acrilioco y mta—'c:rg:(lioo
y benceno divinflioco, en los cuales ¢l componente de ben~
ceno divin{lioco constituye desde 2 ‘1[2 a 5% de la composi-
cidn de la resina, TalesZresinas tienen una capacidad en

extremo grande para la estreptomicina y en algunos ocasos
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adsorbersn su propio peso die estreptomicina desde el caldo,
Sn capacidad excede en treinta veces la capacitliad de un
peso igual de los adsorbentes de carbdn y desde diez a
treinta veces la capacidad adsorbente &e las resinas per-
mutadoras del tipo de dcido sulfdmipo. Al hacer la resina
pueden usarse cantidades mayorss de bencemo divinfliw,
pero sacrificando su capacidad, uo lograndsse ventajas al
ir mds 2114 de un contenido de 10% de bencene divinf{lico.
Para la adsorcion de estreptomicina prefe-
rimes tenor la reaina en la forma de su sal sodica ya que
la sal sddica es de usc economim, es sustituida fdcilmente
por la estreptomicina y no es toxlea. Otros metales meno-
valentes son el equivalente sustancial del sodio en la
operacicn, perc no son de uso tan ecnomico. ka fome de
sal amonica de la resina es nuestra segunda eleccion.
Puede nsarse tambien la resina en forma de su sal con
metales divalentes, aungue estos metales no son sustituf-
dos con tanta facilidad por la estrsptomicina como 10 son
los iones monovalentes., La forma de la sal cdlcica de la
Tesina es de capacidad pariicularmsnts baja para la estrep-
tomicina y debe ser evitada, a menos qu: se afiada al caldo
un agente secusstrador para ayudar a la sustitucion. Las
formas de sal de magnesio y de sal de cobre tienen ocapa-

cildades ligsramente inferiores a la de la forma de sagl de

' metal monovalente, Las rssinas pueden usarse también en

la forma hidrdgeno © en una forma mixta en la ousl algunos
de los grupos carbox{licos estén en forma de asl y elgunos

en la forma hidrdgenc,
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El pE del caldo en ocontacto ocon la Tresina
debe estar por encima de 4,5 y, con prefersncia, aproxima-
damente sn el punto neutroA. Cuando la resina se usa en
forma de una sal de una hsse mds fuerts, tienme lugar dentro
de la columna un aumento del pH, particularmente si se
emplea un caldo dcido. For consigulsnte, inclusc si el caldo
tiene un pd inferior a 4,5, su pH serd llevado rapidamente
a la gama operativa mediante una neutrallizscion de la aci-
dew en exceso por la resina de permutacion, Sin embargo,
en la medida en que la resina se usa para neutralizar la
acidez, no queda disponible para la adsorcion de estrepto-
micina y, por consiguiente, es preferible msutralizar cusl-
quler aclidez en exceso por otros medics, lLas resinas car-
boxf{licas adsorberdn estreptomicina desde caldos que son
muy alcalinos, y parece gue el li{mite superior eperable
8e pH es determinsdo solamente por la estabilidad de la
estreptomlicina. Aunque no es probable gmse se encuentre en
la prdctica un caldo de pH tan slevado ocomo 11,5, la estrep-
tomicine punede ser separada incluso desde un ocaldc de este
elevade pH. En tallcaso, serf{a prsferible usar la resina
en la forms hidrdgeno.

Se ha observado también que, amn cuando la
presencla de iones de sodio en los caldos de fermentacion
no afecta de modo materiasl a la capacidad de los permuta-
dores ocarbox{licos para la esireptomicina, la presencia de
algunos otros ionses, especialmeﬁxe los lones de calocioc,
tiens un efacto sefialado.. For consiguiente, en sguelilos

oascs en gue una eleccion de condiciones de fermentacicn
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pudiera llevar a una elevada concentracidn de cationes in-
terferentes, es deseable el iminar el efescto interferente

de tales iones por dilucion, por mezcla oon un sgente se-
cuestrador, o eliminando los iones mismos por precipitacidn
o sustituoion con iones de sodio,

41 llevar a cabc el procedimiento segun el
presente invento, el caldo de fermentacidn que contiene la
estreptomicina, despuss de operaciones tales como filtra-
cion y regulacion del piH que puedanrser ne cesarias o desea-
bles, es puesto en contacto con una resina de psrmutacion
idnica del tipo carboxflico formada por la 00-polimeriza-
cion de un compuesto divinflico ocon un doido pelimerizable.
Beto se realiza, oen preferencia, haciendo pasar el galdo»
a través de una o mes columnas de la resina, Cuando se usa
uns sola oclumna de resina, la operacidn de adsorcion pue-
de ser interrumpids cuando aparece estreptomicina en el
1{quido gue abandona la columna., Bn este momentc, la ocapa-
cidad de ls columne pars adsorber estreptomicina no se utli-
liza en su planitud; Cuando la operacion de adsorecicn se
continda mds alle de este punto, ocurre escape de estrepto=~
micina, pero son adsorbidas cantidades mayorss por la resina,
Bl caldo gue abandona la columna parcialmente agotada pue-
de hacerse pasar & traves de una segunda columnz de resina
nueva y la primera columna puede continuar opagando hasta
que no se adsorba mss estreptomicina, Haciendo funclonar
dos 0 més ocolumnas de este modo y al ternando el flujo a tra-
vés de las columnas de modo gque 61 esoape de una columna

parociaglmente agotada pase & traves.de una cape de resina

55
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nneva, la plena capacidad de la resina para la estreptomi-
oina puede utilizarse sin perdidas por escapes.

Una vez gue se ha hecho passr agua a traveés
de la columna agotada para sliminar el caldo residual, la
estreptomicine adsorbida es recuperada hsociendo pesar a

traves de la columna una solucion acuosa de un electrolito.

 Preferimos una soluocion acuosa de un a'ci,do, particularmente

de un dcido inorganico enérgioo, tal wmo el scido clorhf-
drioo., En luger de una soluclon acuosa de un éoido', puede
utilizarse una solucicon de metanol, o una solucion gue
contenga tanta agua como metancl, las resinas de permutacion
icnica del tipo carbex{lico de acuerdo con el presente in-
vento, tiemen una a‘finidad tan fuerte para el hidrdgeno,

gue la estreptomicina puede separarse facilmente de la re-

sinepor medio solamente de un ligero exceso de dcido fuer-

te. ElL ascldo separard también de la resina cualesquiera
iones metdlicos qus no fueron sustituidos por la estrepto-
mioina durante la operacidn de adsoreion y por o nsoguiente,
&l elulr ge obtiens uua solucion acuosa ligeramente .&cida

8o estreptomicina que también contiens algunas sales metd-
licas. Cuando la oreracion de adsoroelon se realiza como
antes se ha descrito, de modo gue 86 utilice la mayor par-
te de la capacidad de permntacidn de la resina, la cantidad
de sales metdlicas es tan pequefia como para no presentar
dificultades de tratamiento. ia estreptomicina puede recupe-
rarse de esta solucion por meutralizacidn, oconcentrando
luego por evaporacion, con preferebcia, a presion reducids

hasta un pequefic volumsen o hasta sequedad, re o giendo el
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rogiduo en metsnol u otro disolvente gue diauslva la ege-
treptomicing pere no cantidades spreciables de las sales
praaenteé, separando las sales por filtracidn, precipli-
tando la estreptomicina desde su sclucidn en metanol por
la adicicdn de acetona u otro precipitante adscuado y, fi-
nalmente, f£iltrandeo y secando.. le estreptomicina precipitae
da ss{ obtenida se convierte facilmente en la sal comple=-
ja orisgtalizada de cloruro de calcio disolviendo dicho
producto en metanol y afiadiendo 1a cantidad reguerida de
gloruro de calcio, como se ha déscrito en asta teéamica,
Cuando se usa fcido para eluir, la resins
se deja en la forma hidrdgeno y, para convertirla a la
forme sodica, se hace pasar una solucidn acuosa de hidrd-
xido sddico a través de la columna o 8e deja que quede
estacionaria en la columna. Después de lavada para sepa-
rar la solucidn de regemsracidn, la columna estd lista
para Su nuevo u=o0 en la adsorcicn de estreptomiocina,
Lsuestra practica preferida es, como antes
se ha descrito, un ciclo de tres opsraciones de adsorcion,
elucidn y regeneracidn realizadas en columnas de resins
a través de las cuales pasan en sucesién el caldo de fer~
mentacidn, la solucidn eluyente, y 18 solucidn regeneran-
te. Ia operacidn en columnas, sin embargo, no es esenocial
del procedimiento y las mismas tres operacionss pueden
realizarse en cualgquler tipo de apaiato en el cual las
soluciones y la resina punedan ser puestas en contaoto.
B8 evidente también gqua, cuando la resina se usa en sn

forma hidrdgenc para adsorber estreptomicina, la opera-

-8-



10

15

20

25

189729

‘eidn de elucidn con dcido sirve también para regenerar la

resina. Debe mencionarse asimiamo gque la solucidn de clorm-

ro de calcic es un material eluyente completamente eficaz

¥y permite la facil recuperacidn de estreptomicina relativa-
mente pura dirsctamente desde el eluato por operaciones
corrientes de cristalizacidn. En este caso, la resina estd
en la forms de calocio .después de 1a elucidn y la regenera-
cidén a la forma sodio puede realizarse haciendo pasar una
golucidn de cloruro de sodlo s través de la columna;

los sigulentes ejemplos se dan para ilustrar
el invento:
Bjemplo 1.

Se hizo con agua una papilla de un copoli-
mexro granular de dcido metacr{lico y benceno divinflico
que contenfa 5/ de benosno, y luego se oolocd en una co-
lumna de adsorcidn sdecuada, =sto proporciond una capa de
resina adsorbente de aproximadamente 7.5 cm, de altura,

la resina se lavd con acido clorhidrice 2.5 N
¥y luego ocon agua. Luego se convirtid en el ciclo amdnico
por la adicidn de una solucidn de hidréxide amdnico 2.5 W,
seguida por lavado de nuevo con agua. Se produnje hinchazén
cuando la reeina se convirtid al ciclo amdnico, dandio una
columna con una cap& resultante de aproximadamente 12.5 om.
de altura. Ia columna se lavd luego a reflujo con agua
hasta gue 21 pH del 1{quido efluente era aproximadamente
de 10;5. La columna guedd entonces lista para su uso en
la adsorcidn de estreptomicina desde solucionas acuosas

del agente antibidtico,
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Bl caldo f{iltrado resultante de la propa-

gacidn de Sireptomyces griseus en un medio liguido que

contiene nutricios para'el micro~organismo recibid un tra-
tamiento preliminar de clarificacidn y luego fué suminis-

trade a la columna de adsorcidn fluyendo por gravedad, Se

‘ored gobre la columnz una carga de lfguido de aproxi{mada-

mente 90 om., y la velocidad de flujo se &justd para pro=
porcionar un perfcdo de contacto ds un minuto entre la re-
sina y el caldo. . '

Al final del ciclo dse adsorcién,'la columna
recibid un lavado de desplazasmientc con agua, y el nivel
del liguido se dejd deséender hasta la parte superior de
la cespa de resina. La solucidn eluyente, acido clorhfdrico
de concentracidn de 1 a 1,5 N se aplicd luego a la parte
superior de la columna y el efluente se rscogid & medida
que salia de la columna. Cuando las ultimas fracciones de
elnato eran muy dcidas (por debajo de un pH de 1.0}, se
neutralizaron inmediatamente por adicidn de solncidn de
hiadréxide sddice 2.5 N,

Kl eluato nsutralizado se concentrd a pre~
sidn reducida hasta un pequefic volumen, se diluyd por adi-
c1dm de metanol, se filtrd y la solucion en metanol se pre-
cipité. =1 producto sdélido se separd por filtracidn, y
luege se secd a presidn atmosférica raeducida a la tempera-
tura ambliente. Era estreptomicina de calidad terapéutica
satisfactoria,

Después de terminada la elucidn, la colum=

ne se lavdé con una cantidad adicional de dcido clorhfdri-

- 10 -
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co 2.5 N, seguido por lavado con agua., 1a columna se rege-

nerd luege con solucidn de hidréxido amdnice por tratamien=-

 te ocomo arriba se ha descrite, y quedd lista para su nueve

usc,

Referido a la cantidad de estreptomicina
adsorbida por la resinma, el ren&imiénto de estieptomicina
despuds de la elucidn fué de 96%, la potencia del prnducfp
era de 500 unidades por miligramo, y las pérdidas en caldo
eflvente fueron solamente de 1;6%.

Ejemplo 2.

Dos columnas que contenfan 50 grs; de la re-
sina usada en el Sjemplo 1 se convirtieron en el ciclo sad-
dico haciendo pasar a travds de cada columna 1000 cc, de
hidroxido sddico acuosc 10%. Las columnas se lavaron con
2000 cc. de agua cada una, ILas colummss se conectaron con
tubo de cawvcho para funcionar on flujo en serie.

64,6 1litros de caldo de estreptomicina se
acidificaron a un pH de 2 con acido fosfdérice, se filtra-

ron, e meutralizaron a un pH 7 con hidrdxide sédiee acuo-

8@ Yy se volvieron a filtrar. =l caldo tratado ensayade dié

360 ufooc.

¥l caldo tratadc se dejd luego fluir a unma
presidn aproximads de 0.5 Kga..a través de las dog columnas
de resinm en serie en una proporcién de 150 oc/min, ElL cal-
do agotado sl final de la operacidn d16 en el endlisis 4.3
ufdc. o 1.2%. Las columnss se lavaron con 1.000 co. de agua
¥ luego se eluyeron haciendo pasar a través de cada columna

1,000 oc., de dcido clorhfdrico acuoso 1.0 N. Kl eluate rico
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procedente de la primers cclumnaiascendio"a 670 cc. y did
en ol andlisis 25,000 u/cc., £l eluato rico prooedente de
la segunda columna ascendic & 235 c¢c. ¥ dic en el aﬁéli-A
sim 28.000 u/cc. La recuperacidn de estreptomicina se
celculd en 100.5%.

Bl eluato procedente de la primera colum~
na se concentrd en el vacio & 309C casi a sequedad, se
tratd con 100 co. de metanol y se filtré. El sélido seps-
rado por filtracidnm, pesaba 2,75 grs. La solucidn en me-
tanol se precipité en 500 cc; de acetona; el 86lido se
£11tré, se lavé con 50 cc. de acetonz y ge seco en el va-
cio; Pe#o: 26;3 gre¢, andlisis: 650 u/mgr., cenizas (sul-
fatadss): 15;%.. Ia recuperacién en este punto =e calculd
en 101.5;‘%.

Bl sdlido precipitado con scetona se disol-
vid en 81 cc, de metancl y a 1la solucidén se le afadiercn
22,6 grs, de cloruro de calcio anhidro‘. Ia solucidn se

eagitd durante 40 horas y luege se Ffiltré., 1 precipitado

se lavé con una solucion &l 10 de cloruro-de calcio en

metanol, lussc con etanol, y se secd. EHl prc;ducto pesaba
17;5 gre. y dié en el andlisis 780 ufmgr. (teérico para
el complejo puro estreptomicina clorure de calcio = 779
nf’mgr.)‘. 1a recuperacidn total desde el caldo (& trawes
de la primera columna) fué de 80%. '
Bjemplo 3

Una columa que contenie 2 grs. 48 un con-
dengado de dcido resorcf{lico-formaldsehido, conocidc come

Nofatite 8, se convirtid al cicle sddico haciendo paser

- 12 -
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a su travéds 100 ce. de hidrdxido sddico 10%; La columna
se lavd con 200 cec. de agua; ‘

Un litro de caldc se estreptomicina se aci-
dificd a pH 2 con fcido iosfdrico, se filtrd, se meutra-
11zd con hidrdxide sddico y se volvidsza filtrar, &l caldo
tratado d4ié en el andlisis 537 ujfco.

El caldo tratado se hizo pasar a travéds de

la columna de resina en una proporcidn de 0.64 cc/min, El oald

agdtado, que did en el andlisis 198 ufcc, se devolveria
normalmente al cicle a ﬁna segunda oolumna pero en este
casc no seohizd este., La columna se lavd luego con 100 cc.
de ﬁgua v 8e eluyd con 200 cc. de dcido clorhfdrice acuose
1.0 N. El eluato rico ascendid a 172 cc; y 416 en el ansa-
lisis 1,750 ufec. Esto corresponde a una recuperacidn dé
88% de la eétreptomicina adsorbida por paso a través de
una columna de resina,
£l eluato se concentrd en el vacfo a 252¢

casi a sequedad y el concentrado se diluyd con 5 cec. de
metanol, La solucidn s¢ filtrd y se afiadid a 25c¢c. de
acetona, £l precipitade Se filtrd y se secd en el vacio.
Feso: 580 mgr., potsncia: 500 u/mgr, ksto asciende 8 B856.5%
de recuperacidn de las unidades adsorbidas por la resina,
Bjemplo & _

| La Tabla‘siguienie ilustra los rendimien-
tos comparatives ds varios adsorventes comunmente usados
y resinass de tipo carboxflico para la ®dsorcidn y recupe~-
raoldn de estreptomicina desde una solucidan acuosa de la

misme, Estos resultados esxperimentales se cbtuvieron he-
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cilendo pasar una solucién aoosa relativamente pura gque
contenfa como 0.1% de egtreptomicina a travds ds columnas
que contenfan los adserbentes, Se comprobé que los diver-
sos‘adsorbentss requerfan diferentes agentes elpyentes
para obtener resultados dptimes, Por ejemplo, la resina
de permutacidén de silicato es destruida por dcido, por
tante éste agente no puede ser empleado como agente elu-
yonte, En oaaa caso, 56 indica el uso del agente eluyente
que da resultados Optimos:

Comparacidn de diversas resinas permutadoras de iones ¥

adsorbentes en 18 recuperacifn de estreptomicina,

Tipo de ad- Campacidad Agente elu~ % de recu- Potencia del

sorbente mgrf/gr de yente usade peracidén  prodmcto ob~
adsorbente en elucion tenido

Tna regina

sulfonada de

fenol~for- Nadl acuose  30~50 unas 100 u/mgr.

maldehido 10 HpSc, acuoso 40

Resina de per-

mutacion ds

siliocato 40 FNatl acuoso 100 nwnos 50 u/mgr.

Uns resina de

carbon sulfo- NaCl acuoso 40=60

nada 12 BpS0, acuoso 40 unas 100 u/mgr.

Carbon 20 Agua~metancl 60-756  200~350 ufmgr,
acido

tierra de batdn 50 nidrocloruro
de piridina

, acuoso 30~40 75 u[mgr.

Copolimero de

ggido metacrili-

co y benosno 4i-

vin{lico conte-

niende 5% de ben- ,

cene divin{lice 600-1500 HCL scuose 100 . 600 u/mgre.

- 14 -
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Copolimero de
dcido metacrfli-
ce¢ y benceno 3di-
vinflico conte~

niendo 10% de ben ,
ceno divin{lico 300-800 EG acuoso 100 600 u/mgr.,

Una resina carbo
x{lioca que se
oree ez del tipo
fenol~formalde~
hido oconocida

eomo Permutite . '
XHIC 500~-900 HE acuoso 100 650 u/mgx,

Bsta solicitnd, gue corresponde a 18 pregen-
tada en los Estados Unldos de imérica el 8 de BSnero de 1949
bajo el Xo, 69,986, se acoge a los beneficios del grticulo
51 del vigente Estatuto sobre Fropiedad Industrial.

- - NOTA - 0 -

los puntos de invencidn propia y nueva gue
g8 presentan pars que sean objeto de este Certificado de
Adicidén en Espefia, son los siguisntes:

1¢, - Ia mejora o modificacidn del invento
expnesto en la lMemoria de la Patente lo. 187;274, gne con-
siste en un procedimiento de recuperar estreptomicina des-
de las soluciones de la misme&, en el cual nna soluncidn
acuosa -de estreptomicina se pone en contacto con um resi-

na de permutacidén idnica del tipo carboxflice formada por
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la copolimerizacién de un compuesto divinf{lico y un foido
polimerizable; con lo cual dichs estreptomicina e8 adsor-
bida sobre dicha resina, y eluir luego dicha resina para
separar la estreptomicina adsorbida.

22, - El procedimiento segin se reivindioa
en el punto 12, en el cual dicho 4cide polimerizable es
dacido acrflico o metacrilico;

32, - El procedimiento segun se reivindioca
en el punto 1¢, en el cual el compuesto divinflico es ben=-
ceno divinflico;

4?; - El procedimiento segfin se reiviniica
en los puntos 1 @ 3, en el cual dicha resina estd formsda
por la copolimerizacidn de desde 2 1/2 a 5 partes de ben-
osno divin{lico y desde 95 & 97 1/2 partes de dcido acri-
lico o £cido metaerflico. -

62, - El 'procedimiento segun se reivindica
en cualguiera de los puntos 1 & 4, en el ousl caldo clari-
fiocado se hace pasar a través de una columns de resina de

permutacidn idnioca los grupos polares de la cual son gru-

- pos oarboxile en forma de sal,

62, El1 procedimiento segin se reivindica en el
punto 52, en el cuel 1a resina estd en la forma de su sal
addiea; ‘ |

72, -~ Bl procedimiento segun se reivindica

‘en cualguiera de los puntos anteriores, en el cual una

columna de resina de permutacién idnica se hace funcio-
nar en un ciclo de tres fases consistente en hacer pasar

un cald¢ clarificado desde dichos medios de cultivo &

- 16 -
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través de la columna, con lo cual es adsorbida estrepto-
micina por Ala' resina, hacer p&sar una solucién de dcido

a través de dicha resina, con 1o cual la estreptomicins
adsorbida es elufda de la resina, y hacer pasar una solu~
cidn de base a través de dicha columna, con 1o cual la
resina es regenerada a la forma usada en la fase de ad~-
sor cidn, )

82, ~ Bl procedimiento segin se reivindica
en los puntos 6 y 7#mel cual la base usada para regenerar
la resina e¢3 una solucidn de hidréxide sédico‘.

99, ~ El procedimiento de recuperar estrep-
tomicina desdse sus. soluciones acuosas, en esencia como se
he descrito en esta llemoria,

10¢, -~ Hejoras introducidas en el objeto
de la Patente priricipal Hor. 18'7‘.274 gque recée sobre "Un
rrocedimiento de recuperar estreptomicins de soluciones
de la misma",

) Tal y ocomo se ha descrito en la liemoria
que antecede y con los fines que se han especifiocado. _

Bsta Memoria consta de diecisishe hojas
esoritas por una sola cara,

raarta, 14 SEP.1949

Pu A’\O‘ e N
Alberto de Elzaburu /
A ., o/l
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