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MEMORIA BBSCaiPTITA
para so lic ita r  a nombre de MERíK & 00., INC., 

entidad, norteamericana, establecida en 126 Bast Rinooln 
Avenue, Rahway, Nueva Jersey, Estados Unidos de America, 

C E R T I F I C A D O  DE  A D I C I O N  
en España, por MEJORAS INTRCDÛ DAS EN El OBJETO DE DA 
PATENTE PRINCIPAD" Na. 187.274, presentada s i 2 de Marzo 
da 1949, que recae sobre:

"Un procedimiento de recuperar estreptomicina 
de soluciones de la  misma".

- o - o - o - o - o - o - o - o - o - o - o - o - 0 - 0 -

El presente invento se refiere a la  recupe­
ración de estreptomicina desde sus solucionas obtenidas 
por la  propagación de micro-organismos productores de estrep­
tomicina en medios nutricios adecuados.

5 Con más particularidad, este invento es*un
perfeccionamiento o modificación del invento expuesto en la
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Memoria de la  Patente NS.187.274. Bata la ten te  describe un 
procedimiento para la  recuperación de estreptomicina desde 
sus soluciones acuosas poniendo en contacto una solución . 
acuosa de estreptomicina con una resina de permutación ión i— 

S ea que deriva su capacidad permutadora de grupos carbexili- 
' eos, con lo  cual dicha estreptomicina es adsorbida sobre 

 ̂ dicha resina, y eluyendo luego dicha resina para separar 
la  estreptomicina adsorbida*

La mejora o modificación de acuerdo con el 
lo  presente invento oonsiste en un procedimiento de recuperar 

estreptomicina desde sus soluoiones, que comprende poner 
i en contacto una solución acuosa de estreptomicina con una 

resina de permutación iónica del tipo carboxilico formada 
por co-pclimarizaclon de un compuesto d lv in ílico  y un aci-  

15 do polimerizable, con lo  cual dicha estreptomicina es ad­
sorbida sobre dicha resina, y elu ir luego dicha resina para 
separar la  estreptomicina adsorbida.

la s  resinas obtenidas por oo-polimerización 
de compuestos diviníílieos con ácidos pclimerizables se ca- 

80 racterizan por la  cualidad común de tener su capacidad de 
permutación iónica dependiente de grupos caboxilieos en la  
molécula de resina. En la  práctica del presente invento, 
preferimos usar un co-polimero de ácido a orilleo o metacri- 
lioo y benceno d iv in ilic c , ya que ta les resinas poseen un 

25 mayor número de grupos carbóxilicos por unidad de peso y, 
como resultado de e l lo ,  una mayor capacidad para adsorber 
iones. Hemos comprobado, sin  embargo, que la  capacidad de 
la s  resinas de permutación iónica para adsorber estreptemi-
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1 8 972 5
ciña no depende solo del numero dé grupos polares en un 
peso o volumen dados de resina. Depende también de la po­
rosidad de la  resina porque en una resina densa solamente 
lo s  grupos polares sobre la  superficie exterior de la  partí­
cula de resina son capaces de reaccionar con el an tib iótico, 
al paso que en e l caso de una resina de estructura porosa, 
la  molécula de estreptomicina penetrará, al menos p a r d a ­
mente, en lo s  poros de la  resina y reaccionará oon grupos 
polares en e l interior de la  partícula de resina.

Bn oo-polímeros de ácidos polimerizables 
y compuestos d ivin& icos, la  poroddad depende en grao me­
dida del grado de enlace transversal comunicado por e l com­
ponente d iv in ílico . En estos copolímarcs, e l componente 
divin ílico  contribuye a la  insolubilidad en agua y , en cier­
to grado, a la  dureza de la  resina, pero, al miaño tiempo, 
disminuye la  porosidad de la  resina. Por tanto, al practi­
car el presente invento oon este tipo de resina de permuta­
ción ión ica, es deseable usar una resina que contenga la  
mínima cantidad de compuesto d iv in ílico  que produzca la s  
propiedades f ís ic a s  requeridas de un material de permuta­
ción iónica.

la s  resinas de permutación iónica que hemos 
comprobado son la s  más eficaces en la  práctica de nuestro 
invento, son co-pclímeros de ácido acrilioo y metacrílioo 
y benceno d iv in ílioo , en lo s  cuales e l componente de ben­
ceno d ivin ílico  constituye desde 2 1 /2  a 5% de la  composi­
ción de la resina. TalesSresinas tienen ana capacidad en 
extremo grande para la  estreptomicina y en algunos casos
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adsorberán so propio pos? de estreptomicina desde e l  caldo. 
Su capacidad excede en treinta veces la capacidad de un 
peso igual de le s  adsorbentes de carbón y desde diez a 
treinta veces la  capacidad adsorbente de las resinas per- 

5 matadoras del tipo de ácido sulfonipo. ¿1 hacer la  resina 
pueden usarse cantidades mayores de benceno d iv in ílico , 
pero sacrificando su capacidad, no lográndose ventajas al 
ir  más a llá  de un contenido de 10% de benceno d iv in ílico .

Para la  adsorción de estreptomicina prefe- 
3-0 rimes tener la  resina en la  forma de su sal sódica ya que

la  sai sódica es de uso económico, es sustituida fácilmente 
por la  estreptomicina y no es toxica. Otros metales mono­
valentes son al equivalente sustancial del sodio en la  
operación, pero no son de uso tan economice, la  founa de 

15 sa l amónica de la  resina es nuestra segunda e lección .
Puede usarse también la  resina en forma de su sa l con 
metales divalentes, aunque estos metales no son su stitu i­
dos con tanta facilidad por la  estreptomicina como lo  son 
los iones monovalentes. La forma de la  sa l calcica de la 

20 resina es de capacidad particularmente baja para la  estrep­
tomicina y debe ser evitada, a menos que se aña da al caldo 
un agente secuestrador para ayudar a la  sustitución. Las 
formas de sal de magnesio y de sal de cobra tienen capa­
cidades ligeramente inferiores a la  de la  forma de s a l  de 

25 metal monovalente. Las resinas pueden usarse también en
la  forma hidrogene o en una forma mixta en la  onal algunos 
de los grupos carboxilicoa están en forma de sal y algunos 
en la  forma hidrogeno.

-  4 -



1 8 972 5
El pE del caldo en contacto con la  Tesina 

debe estar por encima de 4,5 y , con preferencia, aproxima­
damente en e l  punto neutro# Cuando la resina se usa en 
forma de una sal de una base más fuerte, tiene lugar dentro 

S de la  columna un aumento del pH, particularmente s i  se
emplea un caldo acido# por consiguiente, incluso s i  el caldo 
tiene un pE inferior a 4 ,5 , su pE será llevado rápidamente 
a la  gama operativa mediante una neutralización de la  aci­
des en exceso por la  resina de permutación# Sin embargo,

10 en la  medida en que la  resina se usa para neutralizar la  
acidez, no queda disponible para la adsorción de estrepto­
micina y , por consiguiente, es preferib le neutralizar cual­
quier acidez en exceso por otros me&iosi la s  resinas car- 
boxílicas adsorberán estreptomicina desde caldos que son 

15 muy alcalinos, y parece que e l  lím ite superior operable 
de pE es determinado solamente por la  estabilidad de la  
estreptomicina. Aunque no es probable qnse se encuentre en 
la  practica un caldo de pE tan elevado como 11.5, la  estrep­
tomicina puede ser separada incluso desde un caldo da este 

20 elevado pH# En ta l caso, sería preferible usar la resina 
en la  forma hidrógeno#

Se ha observado también que, aun cuando la  
presencia de iones de sodio en le s  caldos de fermentación 
no afecta de modo material a la  capacidad de lo s  permuta- 

26 dores carboxílicos para la  estreptomicina, la  presencia de 
algunos otro-s iones, especialmente los iones de calcio , 
tiene un efecto señalado# Por consiguiente, en aquel loa  
casos en que uña elección de condiciones de fermentación
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pediera llevar a una elevada concentra cien de oatiene a in- 
terferentes, es deseable eliminar e l efecto Ín terfren te  
de ta les iones por dilución, por mezcía con un agente se­
cuestrador, o eliminando lo s  iones miamos por precipitación  

S o sustitución con iones de sodio.
Al llevar a cabo el procedimiento según e l 

presente invento, e l caldo de fermentación que contiene la  
estreptomicina, después de operaciones ta les  como f i l t r a ­
ción y regulación del pn que puedan ser necesarias o deséa­

lo  b les, es puesto en contacto con una resina de permutación 
iónica del tipo carboxilioo formada por la  oo-polimeriza- 
ción de un compuesto d iv in ílico  con un acido polimerizable. 
Sato se realiza , oon preferencia, haciendo pasar e l caldo 
a través de una o mas columnas de la  resina. Cuando ae uaa 

16 una sola columna de resina, la  operación de adsorción pue­
de ser interrumpida cuando aparece estreptomicina en el 
liquido que abandona la  columna. En este momento, la  capa­
cidad de la  columna para adsorber estreptomicina nc se u ti­
l iz a  en su plenitud. Cuando la  operación de adsorción se 

20 continua más a llá  de este punto, ocurre escape de estrepto­
micina, pero son adsorbidas cantidades mayores por la  resina.

caldo que abandona la  columna parcialmente agotada pue­
de hacerse pasar a través de una segunda columna de resina 
nueva y la  primara columna puede continuar operando hasta 

26 que no ae adsorba más estreptomicina. Haciendo funcionar
dos o más oolumnas de este modo y alternando e l flu jo a tra- 

' ves de la s  columnas de modo que e l  escape de una columna 
parcialmente agotada pase a través de una capa de resina
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nueva, la  plena capacidad de la  resina para la  estreptomi­
cina puede u tilizarse sin  perdidas por escapes.

Una vez que se ha hecho pasar agua a través 
de la  columna agotada para eliminar e l caldo residual, la  
estreptomicina adsorbida es recuperada haciendo pasar a 
través de la  columna una solución acuosa de un e lec tro lito . 
Preferimos una solución acuosa de un ácido, particularmente 
de un acido inorgánico enérgico, ta l como el ácido clorhí­
drico. En lagar de una solución acuosa de un ácido, puede 
u tilizarse  una solución de metanol, o una solución que 
conlanga tanta agua como metanel. Las resinas de permutación 
iónica del tipo carboxílico de acuerde con e l presente in­
vento, tienen una afinidad tan fuerte para e l hidrogeno, 
que la  estreptomicina puede separarse fácilmente de la  re- 
sinapor medio solamente de un ligero exoeso de ácido fuer­
te . BEL ácido separará también de la  resina cualesquiera 
iones metálicos que no fueron sustituidos por la  estrepto­
micina durante la  operación de adsorción y por conseguíante, 
al eluir se obtiene una solución acuosa ligeramente.acida 
de estreptomicina que también contiene algunas sa les metá­
l ic a s . Cuando la operación de adsorción se realiza  corno 
antes se ha descrito, de modo que se u tilic e  la  mayor par­
te de la  capacidad da permutación de la resina, la  cantidad 
de sa les metálicas es tan pequeüa como para no presentar 
dificultades de tratamiento. La estreptomicina puede recupe­
rarse de esta solución por neutralización, concentrando 
luego por evaporación, oon prefereboia, a presión reducida 
hasta un peque&o volumen o hasta sequedad, recogiendo e l
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residuo en metanol u otro disolvente que disuelva la  es­
treptomicina pero no cantidades apreciables de las sales 
presentes, separando la s  sa les por f iltra c ió n , precipi­
tando la  estreptomicina desde su solución en metanol por 

S la  adición de acetona u otro precipitañte adecuado y, f i ­
nalmente, filtrando y secando, la  estreptomicina precipita­
da así obtenida se convierte fácilmente en la  sal comple­
ja cristalizada de cloruro de calcio disolviendo dicho 
producto en metanol y añadiendo la  cantidad requerida de 

10 cloruro de ca lcio , como se ha descrito en esta técnica.
Cuando se usa ácido para e lu ir , la resina 

se deja en la forma hidrógeno y, para convertirla a la  
forma sódica, se hace pasar una solución acuosa de hidró- 
xido sódico a través de la  columna o se deja que quede 

1S estacionaria en la  columna. Después de lavada para sepa­
rar la  solución de regeneración, la  columna está l is ta  
para su nuevo uso en la  adsorción de estreptomicina.

Nuestra práctica preferida es , oomo antes 
se ha descrito, un ciclo de tres operaciones de adsorción, 

20 elución y regeneración realizadas en columnas de resina
a través de la s  cuales pasan en sucesión e l caldo de fer­
mentación, la  solución aluyente, y la solución regeneran­
te . La operación en columnas, sin embargo, no es esencial 
del procedimiento y la s  mismas tres operaciones pueden 

26 realizarse en cualquier tipo de aparato en e l cual las  
soluciones y la  resina puedan ser puestas en contacto,
3s evidente también que, cuando la resina se usa en su 
forma hidrógeno para adsorber estreptomicina, la  opera-
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clon de elución con acido sirve también para regenerar la  
resina. Debe mencionarae asimismo que la  solución de cloru­
ro de calcio es un material eluyente completamente eficaz  
y permite la  fá c il recuperación de estreptomicina relativa- 

5 mente pura directamente desde e l  eluato por operaciones
corrientes de crista lización . En este caso, la  resina esta 
en la forma de calcio después de la  elución y la  regenera­
ción a la  forma sodio puede realizarse haciendo pasar una 
solución de olor uro de sodio a través de la columna.

10 tos siguientes ejemplos se dan para ilustrar
e l  invento:
Ejemplo 1.

Se hizo con agua una papilla de un ^ p o lí­
mero granular de ácido metacrílico y benceno d iv in ílico  

15 que contenía 5% de benceno, y luego se coloco en una co­
lumna de adsorción adecuada. Esto proporciono una capa de 
resina adsorbente de aproximadamente 7.5 em. de altura.

ta  resina se lavó con ácido clorhídrico 2.5 N 
y luego con agua. Luego se convirtió en el ciclo amónico 

20 por la  adición de una solución de hidróxido amónico 2.5 B, 
seguida por lavado de nuevo con agua. Se produjo hinchazón 
cuando la  resina se convirtió a l  ciclo amónico, dando una 
columna con una capa resultante de aproximadamente 12.5 cm. 
de altura, ta  columna se lavó luego a reflujo con agua 

25 hasta que e l pH del líquido efluente era aproximadamente 
de 10.5. ta  columna quedó entonoes l is ta  para su uso en 
la  adsorción de estreptomicina desde solucionas acuosas 
del agente antib iótico .
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El caldo filtrado resaltante de la  propa­

gación de Streptomyces gríseas en un medio líquido que 
contiene nutrióles para el micro-organismo recibió un tra­
tamiento preliminar de clarificación  y luego fue suminis- 

5 trado a la  columna de adsorción fluyendo por gravedad, ge 
oreó sobre la  columna una carga de líquido de aproximada­
mente 90 cm., y la  velocidad ¿a flujo se ajustó para pro­
porcionar un período de contacto de un minuto entre la re­
sina y el caldo. *

10 Al final del ciclo de adsorción, la columna
recibió un lavado de desplazamiento con agua, y e l nivel 
del líquido se dejó descender hasta la parte superior de 
la  capa de resina. La solución eluyente, acido clorhídrico 
de concentración de 1 a 1.5 N se aplicó luego a la parta 

15 superior de la  columna y el efluente se recogió a medida 
que sa lía  de la  columna. Cuando la s  ultimas fracciones de 
eluato eran muy acidas (por debajo de un pH de 1 .0 ) , se 
neutralizaron inmediatamente por adición de solución de 
hidróxido sódico 2.5 N.

20. El eluato neutralizado se concentró a pre­
sión reducida hasta un pequeño volumen, se  diluyó por adi- 
cióm de metanol, se f i l tr ó  y la solución en metanol se pre­
c ip itó . El producto sólido se separó por filtra c ió n , y 
luego se secó a presión atmosférica reducida a la  tempexa- 

25 tura ambiente. Era estreptomicina de calidad terapéutica 
sa tisfactoria .

Después de terminada la  elución, la  colum­
na se lavó con una cantidad adicional de acido clorhídri-

-  10 -
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oo 2.5 H, seguido por lavado oon agua. La columna se rege- 
neio luego con solución de hidroxido anónico por tratamien­
to oomo arriba se ha descrito, y quedo l is ta  para su nueve 
uso.

Referido a la  cantidad de estreptomicina 
adsorbida por la  resina, e l rendimiento de estreptomicina 
después de la  elución fue de 96%, la  potencia del productp 
era de 500 unidades por miligramo, y la s  pérdidas en caldo 
efluente fueron solamente de 1.6%.
Ejemplo 2.

Dos oolumnas que contenían 50 grs. de la  re­
sina usada en el Ejemplo 1 se convirtieron en e l oídlo só­
dico haciendo pasar a través de cada columna 1000 ce. de 
hidroxido sódico acuoso 10%. Las columnas se lavaron con 
2000 cc. de agua cada una. Las oolumnas se conectaron con 
tubo de caucho para funcionar en flujo en ser le .

64.6 l i t r o s  de caldo &e estreptomicina se 
acidificaron a un pH de 2 con ácido fosfórico, se f i l tr a ­
ron, se neutralizaron a un pR 7 con hidroxido sódico acuo­
so y se volvieron a f iltr a r . El caldo tratado ensayado dié 
360 u/oc.

El caldo tratado se dejó luego flu ir  a ana 
presión aproximada de 0.5 Kgs. a través de la s dos columnas 
de resina en serie  en una proporción de 150 cc/min. EL cal­
do agotado aL final de la  operación dió en el análisis 4.3 
c/cd. o 1.2%. Las columnas se lavaron con 1.000 oo. de agua 
y luego se eluyeron haciendo pasar a través de cada columna 
1.000 co. de acido clorhídrico acuoso l.Ó N. El eluato rico
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procedente de la  primera columna ascendió a 670 cc. y dio 
en e l an á lisis  25.000 u/cc. El elualK? rico procedente de 
la  segunda columna ascendió a 235 cc. y dio en el análi­
s i s  28.000 u/cc. La recuperación de estreptomicina se 
calculó en 100.5%.

SI eluato procedente de la  primera colum­
na se concentró en e l vacio a 30^0 casi a sequedad, se 
trato con 100 cc. de metanol y se f i l t r ó .  Si sólido sepa­
rado por filtrac ió n , pesaba 2.78 grs. La solución en me­
tanol se precipitó en 500 cc. de acetona; e l  sólido se 
f i l t r ó ,  se lavó con 50 cc. de acetona y se secó en e l va­
cío. Peso: 26.3 grs§, an á lisis: 650 u/mgr., cenizas (sul­
fatadas): 15%. La recuperación en este punto se calculó 
en lol.5%.

El sólido precipitado con acetona se d isol­
vió en 81 cc. de metanol y a la  solución se la  añadieron 
23.6 grs. de cloruro de calcio anhidro. La solución se 
agitó durante 4o horas y luego se f i l t r ó .  El precipitado 
se lavó con una solución al lo  o de cloruro de calcio en 
metanol, luego con etanol, y se secó. El producto pesaba 
17.5 grs. y dió an el análisis 780 u/mgr. (teórico para 
e l complejo puro estreptomicina clorure de calcio ** 779 
u/mgr.). La recuperación to ta l desde e l caldo (a trawós 
de la  primera columna) fuá de 80%.
Ejemplo 3

Una columna que contenía 2 grs. de un cen- 
d aneado de ácido re sor c í l i  co- formal dehi do, conocido come 
N efatite C, se convirtió a l c iclo  sódico haciendo pasar
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a en través 100 co. de hidróxido sódico 10?̂ . La columna 
se lavó con 200 oo. de agua.

Un l i tr o  de caldo se estreptomicina se aci­
d ificó a pH 2 con ácido fosfórico , se f i l t r ó ,  se nautra- 

S liz ó  con hidróxido sódico y se volvióme f iltr a r . El caldo 
tratado dió en e l  an á lisis  537 a/co.

El caldo tratado se hizo pasar a través de 
la  columna de resina en una proporción de 0.64 ec/min. gL caldo 
agotado, que dió en e l an á lisis  198 u/co, se devolvería 

10 normalmente a l c id o  a una segunda columna pero en este
caso no se hizo esto . La columna se lavó luego con 100 cc. 
de agua y se eluyó con 200 cc. de ácido clorhídrico acuoso 
1.0 N. B& eluato rico ascendió a 172 cc. y dió en e l aná­
l i s i s  1.760 u/oc. Esto corresponde a una recuperación de 

15 86% de la  estreptomicina adsorbida por paso a través de
una columna de resina.

¿EL eluato se concentró en e l vacio a 25 3g
casi a sequedad y el concentrado se diluyó con 5 oc. de 
metanol. La solución se f iltr ó  y se añadió a 25oc. de

La Tabla siguiente ilu stra  lo s  rendimien-
25 tos comparativos de varios adsorbentes comunmente usados 

y resinas de tipo carboxilico para la  adsorción y recupe­
ración de estreptomicina desde una solución acuosa de la
misma. Estos resultados experimentales se obtuvieron ha-

13 -
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oiendc pasar una solución acuosa relativamente pura que 
oontenía como 0.1% de estreptomicina a través de columnas 
que contenían lo s  adsorbentes. Se comprobé que lo s  diver­
sos adsorbentes requerían diferentes agentes elpyentes 
para obtener resultados Optimos. Por ejemplo, la  resina 
de permutación de silica to  es destruida por acido, por 
tanto este agente no puede ser empleado como agente elu- 
yente. En cada caso, se indica e l  uso del agente alóyente 
que da resultados óptimos:
Comparación de diversas resinas permutadoras de iones y
adsorbentes en la  recuperación de e streptomicina.
Tipo de ad- Capacidad Agente alo- % de récu- Potencia del sórbante mgr/gr de yente usado peración producto ob- adsorbente en elución tenido______
Una resina suIf onada de fen o l-f o r- maldehido 10 Nad acuoso RgSÔ . acuoso 30-5040 unas 100 u/mgr
Resina de per­mutación de s ilica to 40 Na CS. acuoso 100 unos 50 u/mgr.
Una resina de carbón sulfo­liada 12 NaCL acuoso HgSÔ , acuoso 40-6040 unas 100 u/mgr
Carbón 20 Agua-metanolácido 60-75 200-350 u/mgr.
tierra de batán 50 hidrooloruro de piridina acuoso 30-40 75 u/mgr.
^polímero de aoido m etaoríli- oo y benceno di- v in ílico  conte­niendo 5% de ben­ceno d iv in ílico  600--1500 Hd a ouoso 100 600 u/mgr.



1 89725
Oopolfmero deáci do me ta o r il l­ee y benceno di- v in ílico  conte­niendo 10% debenceno d iv in ílico  *" 300-800 BCSL acuoso 100 800 u/mgr.
Una resina carbo x ílio a  que se *** cree es del tipo fenol-formalde- hldo oonocida como PermutitoXHIC 500-900 ROL acuoso 100 650 n/mgr.

Esta so lic itu d , que corresponde a la  presen­
tada en lo s  Estados Unidos de America el 8 da Enero de 1949 
bajo e l Eo. 69.986, se acoge a lo s  beneficios del articulo  
51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

- 0 -  N O T A  -  0 -

lo s  puntos de invención propia y nueva que 
se presentan para que sean objeto de este Certificado de 
Adición en España, son los siguientes:

i s .  - la  mejora o modificación del invento 
expuesto en la  Memoria de la  Patente No. 187.274, que con­
s is te  en un procedimiento de recuperar estreptomicina des­
de la s  soluciones de la  misma, en el cual una solución  
acuosa de estreptomicina se pone en ccntaoto con am resi­
na de permutación iónica del tipo carboxílicc formada por



la  eopolimerización de un compuesto d iv in ílico  y un ácido 
polimerizable, con lo  cual dicha estreptomicina es adsor­
bida sobre dicha resina, y elu ir luego dicha resina para 
separar la  estreptomicina adsorbida.

5 2S. -  33. procedimiento según ae reivindica
en e l punto i s ,  en e l cual dicho ácido polimerizable es 
ácido acrílico  o m etacrílico.

3 o. -  El procedimiento según se reivindica 
en e l punto l e ,  en el cual e l  compuesto d ivin ílioo  es benr 

10 ceno d iv in ílico .
4P. -  El procedimiento según se reivindica  

en lo s  puntos 1 a 3, en el cual dicha resina está formada 
por la  eopolimerización de desde 2 1/2 a 5 partes de ben­
ceno d iv in ílico  y desde 95 a 97 1/2 partes de ácido acri- 

15 lico  o ácido m etacrílico.
5 3. -  El procedimiento según sé reivindica 

en cualquiera de lo s  puntos 1 a 4, en e l cuáL caldo c lar i­
ficado se hace pasar a través da una columna de resina de 
permutación iónica lo s grupos polares de la  cual son gru- 

20 pos oarboxilc en forma da sa l.
6B. 3R procedimiento según se reivindica en él 

punto 5a, en el cual la  resina está en la  forma de su sal 
sódica.

7s. -  El procedimiento según se reivindica  
25 en cualquiera de lo s  puntos anteriores, en e l cual una 

columna de resina de permutación iónica se hace funcio­
nar en un ciclo de tres fases consistente en hacer pasar 
un caldo clarificado desde dichos medios de cultivo a

-  16 -
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través de la  columna, con lo cnal es adsorbida estrepto­
micina por la  resina, hacer paaar una solución de acido 
a través de dicha resina, con lo  cual la estreptomicina 
adsorbida es eluida de la  resina, y hacer pasar una solu- 

6 cién de base a través de dicha columna, con lo  cual la  
resina es regenerada a la  forma uaada en la  fase de ad­
sor ción.

8B. -  El procedimiento según se reivindica 
en lo s  puntos 6 y %nel cual la base usada para regenerar 

10 la  resina es una solución de hidróxido sódico.
93. - gl procedimiento de recuperar estrep­

tomicina desde sus soluciones acuosas, en esencia como se 
ha descrito en esta Memoria.

lo s .  -  Hejoras introducidas en e l  objeto 
16 de la  patente principal No. 187.274 que recae sobre "nn 

procedimiento de recuperar estreptomicina de soluciones 
de la  misma".

Tal y como se ha descrito en la  Memoria 
que antecede y con lo s  fin es que se han especificado.

 ̂ Seta Memoria consta de dieoiaete hojas
escritas por una sola cara.
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