
 ̂ 9 9 873 P -  9X76
onw assT

.2 0SEP.793Í
, 2 0

199673

MEAORIA DB^RIPTIVA 
para a c lic ita r

P A B B S 3 B  D & I B V B B C I O B
an

E S P A Ñ A  
pez VEINTE aRos

a nombra Aa MER(M & OC., IB C ,, entidad norteam ericana, 
estab lecida an 186 Best Lincoln Avena*, aaRaay, Bbeva 
Jazaay, Estado a Unidos da Amízica, pez;

"UN PROCEDIMIENTO PARA RECUPERAR VITRINA 
B^g Y/O OCEUPUESTOS SIMILARES A nxr.A DESDB 

SECCIONES ACUOSAŜ .

- o - o - o - o — o - o - o - o - o - o - o - o - o - o -

Bate invento aa re f ie ra , en ganazal, a  l a  
recuperación desda solución da sustancias v itam ínicas 
capaces Aa favorecer a l ora oimiento dal mi cro-organisma
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lao tcb ac illu a  la o t ie  Domar (3SKD) y qga tienen  activ idad en 
e l  "factor proteínioo anümul" (áPT). páa especialmente, se 
re f ie re  a un mátodo nuevo y perfeccionado para recuperar v i­
tamina B^g y/e compuesto a sim ilares a l a  vitamina B^g ( ta le s
como vitamina B ) desde selucienea acuosas, cus incluyen18acaldos de fermentación que le s  contienen, por adsorción de 
l a  vitamina B^g y/e de compuestos sim ilares a  l a  vitamina 
B^g desde dichas soluciones u tilizando adsorbentes resino­
sos seleccionados como agentes de adsorción,

l a  vitamina B^g es un nueve compuesto quími­
co plenamente caracterizado en una ee lio itn d  norteamericana 
No 146404, presentada s i  86 de Febrero de 1960, que es capaz 
de favorecer e l  oreeimiento del micre-ergañíame l ^ a o t i a  per- 
n e r . y que muestra a o t i  v i dad en fac to r proteínioo animal. 
Posee ana acción marcada y e ficaz  en e l  tratam iento te ra ­
p ia tico  de la  anemia perniciosa de dddison y o tras  anemias 
m acrecíticae, l a  vitamina B^g se prepara ordinariamente per 
fermentación de un medio n u tric io  acceso por ana cepa de 
Streptenyoee productora de vitamina B^g y sometiendo e l 
caldo de fermentación a s í  obtenido a  operaciones de puri­
ficación .

Por compuestos sim ilares a  l a  vitamina B^g 
queremos dar a entender lo e  compuestos c ris ta liz ad o s  re jo s  
(no l a  vitamina B^g) que ae obtienen cuando un caldo de 
fermentación que le s  contiene es sometido a l  tratam iento 
de pu rificac ión  u tiliz ad o  en l a  pu rificac ió n  de vitamina 
B^g ( oomo ae describe en la a  páginas 16 a  16 da dicha so-
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l io itu d  norteamericana No. 146.484) pero omitiendo e l pro­
cese de d istribuc ión  en con tra-corrien te  empleado como 
operación f in a l  en esta  operación de pacificac ión . Batos 
compuestos sim ilares a l a  vitamina B pae&en ca rac te ri-  

5 zares por e l  bocho de que son fácilmente convertibles a 
vitamina B para en s í  mismos por tratam iento con ion de 
d añ a re , come se describe en la  so lic ita d  No. 194.833, p íe -  
sentada e l  5 de Octcbre de 1960.

Ba rooaperaoión de vitamina B^g y /o  do com- 
10 paestos sim ilares a la  vitamina B^g desde sola oiones aeao- 

sa s , ta le s  como lo s  caldos de fermentación qae loa  contie­
nen, ha sido realizada hasta ahora por tratam iento de di­
chos caldos con an m aterial adsorbente, t a l  como carbón 
vegetal activo  e t i e r r a  de batán, lo  qae prodace an adeor- 

16 bato qae contiene vitamina B^g y/o compuestos sim ilares 
a  l a  vitamina B^g presentes en e l  M ido, gante con diver­
sos contaminantes. NI adsórbate es e l a i  do Inego con an 
d isolvente adecaado, t a i  como ana solución aeaosa de p i-  
r id in a  o ana p ir id in a  a lc e h ila a o ti ta id a , y e l e laa to  se 

80 evapora produciendo de e s te  modo an producto de e la b o ra  
eióm que contiene la  vitamina B^g y /e  oempaestos sim ilares 
a  la  vitemiM  B- .  XL producto de elaboración a s i  ob tsn i- 
de na ex trac ta  con an disolvente de elaboración, t a l  como 
agua e an alcohol a l ifó tic o  In fe r io r , mis oíble con agua,

86 y e l  ex trac te  re sa lta n te  se somete a  fraccionamiento cro­
ma tegróf ico añadiendo dicho ex trac te  a  ana oelamna de ma­
te r i a l  adsorbente y lavando l a  oelamna con disolvente para
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e ln ir  fraccionalmanta la  vitamina B y /a  oCRqpoaatoa aimi- 
laya a a l a  vitamina B„  ̂ d d  ma ta p ia l adaorbenta#

33L a lca ta  poade aagoirw  tratando acmé aa 
arpona aa  la  mencionada ao lic itn d  nortaamarioana No. 14=6.404 

6 para producir vitamina B^g pena a  para prodooir la a  sn*- 
tanoiaa sim ilar a a a l a  vitamina B^g w tetancial manta lib re a  
da m atarialea ^ntam inantaa.

Aaó, l a  preparación da nn extracto  onriqna- 
oido en vitamina adaocade para cromatografía, partianda 

10 da nn caldo da fermentación qae contiena vitamina y /c  
compooetcs eim ilaraa a l a  vitamina B^g, im p licad  an te rio r­
mente la a  aigoiantaa cparaoionaa da p n riü c ac ió n : (1) ad- 
aoroión de l a  vitamina B^g y /a  da oompaeatoe aim ilarea a  
l a  vitamina B^g de ade celdcs da fermentación n tilizande 

16 carbón ac tiv a  o t ie r r a  da batán eemo agenta adsorbente;
(a ) elación  d a l adsorbato  oon p ir id in a ; (3 )  evaporación 
del a l nato da p ir id in a ; y (4) extracción dal prodneto da 
elaboración con otro  diaolvanto#

Annqoa a l  procedimiento citado qae o t i l i -  
ao aa carbón eemo agenta da adsorción ce aa tia ía c to rio  per­

ene permita la  x cooperación da vitamina B^g y /a  da ana- 
tanoiaa aim ilarea a l a  vitamina B^g daada caldca da f e r ­
mentación qne loa contienan^ daada a l  ponte da v is ta  in - 
d o a tria l aa on mótode costoso y  cbjeoionabl*. Adicional- 

ge monto, so ha comprobado qoa ocorran en o l tratam iento do lo a  
aloatoa pórdidaa indebidamente grandaa en m atarialae ae- 
tiv ea .
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8# han hacho te n ta tiv a s , usando operación 
per tandas, pata a t i l  iza r carbón come adsorbente seguido 
por elación del adsorbato re sa lta n te  con ana mezcla agua- 
batanol en dos ra se s , l a  t i e r r a  de batán ha sido también 

6 usada cano adsorbente para lo s  componentes activos en
de ohldos de fermentación, pero e l nao de t i e r r a  de batán 
ha necesitado e l empleo de prooedimientoa por tandas para 
l a s  oparaciones de adsorción y de e lación , Tales procedi­
mientos por tandas, aunque dan recuperaciones mejoradas de

10 vitamina B y compásstos s im ila res , poseen le a  d e ta lle smobjeoionablee ca rac te rís tico s  de la s  operaciones por tan­
das y estos procedimientos que asan carbón y t i e r r a  de ba­
tán  no han demostrado ser p rac ticab les  para la  operación 
en columna,

16 Con an terio ridad  a l  presante invento, no se
seno cía  ningún procedimiento de p u rificac ión  que empleara 
un adsorbente resinoso para separar vitamina B^g y /e  com­
puestos sim ilares * la  vitamina B ^ .  Sa ensayaron varios 
adsorbentes resinosos y demostraron ser in e ficaces. Por ejem- 

80 p ía ,  le e  sigu ien tes adsorbentes represen ta tivos adsorbie­
ron  poce o nada de lo s  compuestos deseados: (a) una resina 
de permutación eatión iea que deriva su  capacidad de permu­
tación  de grupos oarboxílicos; (b) una resina  de permutan 
oión eatióniea que deriva su capacidad de permutación de 

28 grupos auláónioos; (o) una resin a  ds permutación aniónica 
que deriva su capacidad de permutación de grupos emínioos 
fecundarlos, y  (&) una resina  ds permutación anión!oa que
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deriva su capad  dad de parmatacion de grapos amínicoa ee- 
candari oa y te rc ia rio s#  De hecho# loa  adsorbentes resino- 
eos del tipo  (a) reso lta ron  adsorber selectivam ente la  es­
treptomicina an tib ió tico#  a l paso que rechazaban acatan—

6 cialmente toda l a  vitamina B ^  y/o lo s  compoestos simila­
re s  a  l a  vitamina B^g#

Se ha descubierto ahora# sin  embargo, qpe 
la  vitamina B y  lo e  compoestos sim ilares  a l a  vitamina 
B^g pnaden reeoperarse desde caldos de fermentación con 

10 e ficac ia  y fac ilidad  sorprendentes u tilizando  como adsor­
bente ana resina decolorante porosa snstanoialmsnto nentra 
que oontlene snstitnyen tes polares en forma de grapos h i-  
d ro rílio o s e amíniooa, caracterizándose dichas rss in as  
como poseedoras de poco o nada de propiedades básicas o 

16 acidas# preferimos de ordinario  c t i l i z a r  para esta  f in a l i ­
dad nna resina  de amino-formaldehido ta l  como l a  Bermntlt 
DR fabricada per la  parm ntit Oo#, de Nueva York# Beta 
resina poses nna estruc tu ra  muy porosa y contiene sus­
titu y an te  s polares en forma de grapos amina# Za resina  

80 tiene nna constante de disociación básica baja re s a lta n ­
te  da lo s  grupos amino y posee a s í  solamente propieda­
des ligeram ente básicas# áltem otivam ente# preferimos 
emplear un adsorbente resinoso fenolico , ta l  como Duolite 
0-30, ana resin a  fabricada por la  Chemical procesa 00#,

86 de Redwood Gi^r, C alifo rn ia , RR#V0# Bata resina  es ana

6 -
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resina decolorante porosa que contiene sastitnyen tea  pola- 
rea fenólioos. La resin a  tiene ana constante de diso oia- 
ción acida muy baja , y maestra con e llo  propiedades sola­
mente ligeramente acidas#

6 Como se ha saSalade an tes , o tro s adsorbentes
resinosos ( ta le s  como la s  resinas da permutación iónica) 
re sa lta ro n  aer ineficaces para adsorber vitamina B^g y/o 
compuestos sim ilares a  l a  vitamina B^g desde soluciones 
acuosas. Además, la s  res in as  decolorantes porosas neutras 

10 aquí d escritas  que contienen sustituyan te  a polares ofrecen 
ventajas considerables desde e l  punto de v is ta  de la  pure­
za del producto, rendimientos ds l a  recuperación y economía 
de la  operación, sobre e l  carbón o l a  t i e r r a  de batán , lo s  
únicos adsorbentes anteriormente u tiliz ad o s  para adsorber 

15 vitamina B- y compuestos sim ilares, M ientras qae con lo s
adsorbentes carbón o t ie r r a  de batán , la  operación de adsor­
ción s irve  meramente como una operación de concentración 
después de la  cual se requieren numerosas s in trincadas ope­
raciones de pu rificac ió n , e l  producto obtenido directamente 

20 de caldos de fermentación u tilizando  ana res in a  decoloran­
te  porosa del tipo  antee descrito  como adsorbente es tá  re ­
lativam ente l ib re  de m ateriales indeseables presentes sn  s i  
Mido o r ig in a l. Bsto e s  puesto en evidencia por la s  eleva­
das recuperaciones f in a le s  de vitamina B^g que se obtienen 

25 debido a la s  pérdidas disminuidas a l  separar impurezas en 
la s  operaciones subsiguientes.

La vitamina B^g y  le a  compuestos sim ilares 
-  7 -



a la  vitamina B son elnidos con fa c ilid a d  en rendimiento íZv ir tu a l menta cuantita tivo  desde estos naewe ad sórbate s 
resinosos utilizando ana variedad de solaoiones orgánicas 
acuosas, particularm ente una solución acuosa acida de ace- 

5 tena. No solamente e s te  procedimiento de elución consigne 
efectivamente urna elución virtualm ente cu an tita tiv a  de l a  
vitamina B^g y compuestos s im ila res , sino que lo g ra  toda­
vía una purificación  u lte r io r  del producto debida a l a  
acción se le c tiv a  del ádisolvente que deja en l a  reeina la s  

10 impurezas adsorbidas. Además, loe disolventes de elución 
que pueden emplearse en  e l  presente procedimiento aon f á ­
cilmente recuperados, en contraste  con lo s  costosos y en­
gorrosos procedimientos de recuperación necesarios para 
recuperar l a  p ir id in a  anteriorm ente u tiliz a d a  como di so l- 

ib  vente de elación cuando ae empleaba carbón como m ateria l 
adsorberte#

Los disolventes de elución que preferimos 
u t i l iz a r  a l  e la i r  l a  vitamina B^g y /e  oempueetos simila­
re s  a la  vitamina B^g desde le s  nuevos adsorbatos de re s i­

go na incluyen una p lu ra lidad  de soluciones orgánicas acuosas 
que pneden emplearse con gradee variab les  de e fic ac ia .
Como so ha señalado an tes , lo s  eluyentes preferidos son 
soluciones acuosas de acetona ac id ificadas con un ácido 
enórgico, es d ec ir, uno que tenga una constante de diso- 

36 ciación para d  primer hidrógeno de más de aproximadamen­
te  1 x 10** .̂ preferimos hacer la  solución aproximadamente 
0,1N con t a l  ácido , l a  concentración óptima de acetona

1 9 9 6 7 3  '
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queda antro  aproximadamente 30 y 60%. to e  ácidos débiles 
ta la s  como al ¿oído acético  pueden anplearse, pero l a  e f i -  
oacia da la  elación disminuya. Bn lugar da acetona podamos 
u t i l iz a r  une p luralidad de disolventes orgánicos, ta la s  oc- 

6 me o tra s  oatonas, alcoholes a l i iá t io o s  in fe r io ra s , ¿ s ta re s , 
alcohol bencílico , y s im ilares , siendo dichos d iso l ventos 
orgánicos a l  menos an parta  m isciblea con agua. Batos d iso l­
ventes parcialmente m isciblea con agua ee emplean an can ti­
dades da hasta lo s  lím ite s  da sos solubilidades an agua, to s  

10 disolventes que, según sa ha comprobado, oareoen da v a lo r,
incluyan a l tolueno, a l benceno, a l cloroformo, s i  te t r a  d o ­
ro r  o da carbono y s im ilares , l a  elución ¿oída an ausanóla do 
un disolvente as generalmente escasa con poca separación da 
su a tan d as  ac tiv as . Una p lu ra lidad  da soluciones acuosas 

16 da disolventes orgánicos que no contienen ácido e lu irá  mode­
radamente b ien , incluyendo acetona acocea, agua saturada 
con butano! normal a s í  coma a ta r  moneatílioo acuosa da e t i -  
le n g lie e l . digo do elución tendrá lag a r también con matanol 
acuoso, ataño! acuoso, ace tato  do o t i le  acocee y  con agua 

20 saturada da alcohol b en c ílico , aunque se p re fie re  da ordi­
nario  emplear una solución aouosa acida da d isclvanta a r­
géntico como aluyonte.

ta s  solucionas acuosas da baaaa enérgicas 
a lu irán  también l a  vitamina B^g y /a  compuestos sim ilares 

25 a la  vitamina B^g desda a l adsorbente, paro ta la s  aolacio­
nes también separarán considerables cantidades da la s  im­
perases adsorbidas. Por consiguiente, se p re fie re  de o rd i-

-  9 -
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Bario e ln ir  aL componente do vitamina B n tilizando  ana
18aolnción acnosa ácida de disolvente orgónioo, ^  ha com­

probado, a in  embargo, qne la a  aolncionas aonoeae ds ba- 
aee débiles pceden empleara# para separar santidades acs- 

6 tanoiales de impurezas adsorbidas, m ientras qne separan 
peco o nada de la  vitamina B^g y/o de oompnestoe sim ila­
re s  a l a  vitamina B^g. Bases comprobado qne es n t i l  haoer 
qne la  elación  de anstanciae activa#  vaya precedida por nn 
lavado del adsórbate empieando ana solación ta l  como nna 

10 aonosa qne contenga aproxima demento 1% de carbonato de me­
ta l  a lca lino  y  o*l% de n i t r i to  de metal a lo a ü n e , con ea te  
tratam iento ad ic ion al, le e  elnatoa obtenidos empleando lo#  
s i  oyentes p referidos eontionen todavía mono# impurezas.

B1 nnovo procedimiento de adsorción y e ln - 
16 oión qne n t i l iz a  la a  resinaa decolorante# poro oas ans*a&- 

cialmonte nontras aqní d esc rita s  qne contienen snatitnywn- 
tea  po lares, como adsorbente, pnede emplearse en general 
para reenperar sn a ta n d a s  ocn activ idad  en 3KKD y JBPT desde 
aolnciones acnosas. Ss partíonlárm ente n t i l  para reenperar

80 vitamina B- .  y anstanciae eim ilaree e l a  vitamina B_ desde 18 18saldos de fermentación producidos por fermentación de medios 
n a tr ic ie e  acnosoa per la  mediación de cepas seleccionadas 
da mi oro-organismos do la  anb-rama panp^, qno soan oapacaa 
do prodnoir vitamina B^g y/o enetanciae eim ilaree a  l a  v i -  

85 tamina B^g,y en p a rtio n la r ospaa de strentomyoea. Kyoobao- 
terinm. psendomonaa. A lte rn a ria . y  s im ila res ,

4L lle v a r  a  la  p rác tica  la  operación de ad­
í o
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sorcián, caando a l  adsórbate da reaina ae a t i l i z a  por p ri­
mera ra z , aa ha comprobado qne aa mejor acondicionar l a  ra -  
aina antea da l a  operación de adaoroi&t. Por e jenqplo, enando 
aa emplea D ócilta &*Z0, l a  res in a  de coloca en nna oolomna 

5 y ae laya con so lacián  a lca lin a  acuosa. Aproximadamente e 
l i t r o s  de solacián acocea a l  da hidráxido abdico pez Kg. 
de resina  aa emplean asnalmente y es ta  aolneián ae baee pa­
sar per l a  oolnmna a on tiempo de contacto (velamen da re -  
aina en o .o . dividido por di caadal da paco w  e .a . por mi- 

10 noto) da aproximadamente 25-30 mina toa . 31 tratam iento de l a  
B colite  Sh30 con ¿ i  c a li  determina e l cambio do ooler de l a  
resina  desde canela hasta parpara. SL lavado a lca lin a  va se­
gal do por en lavado con agoa, aproximadamente e l i t r o a  per 
Kg. de realna a l  mismo tiempo de contacto. Se ha comprobado 

16 que ea ventajoso seguir e l  lavado eon agua por nn lavado
con ácido, empleando aproximadamente 6 ,4  l i t r e e  de aolneián 
aonosa a l  de ácido do rh íd rio o  por Kg. de re s in a , a  nn 
tiempo ae contacto de once 14 minntoa. 3L tratam iento de 
B oolite &-30 con ácido hace qne lo  re s in a  cambie da color 

80 desdo párpnra a canela. ZL lavado eon ácido va eegaido por 
nn segando lavado con agaa.aproximadamente 0 l i t r o a  por Kg. 
de resina a  an tiempo de contacto de 14 minntoa. Se da a l a  
resina  nn aegando lavado a lca lin o , como antea so ha descri­
to , y oato va segoido por nn lavado con agaa a aproximada- 

25 mente 25-30 minatos de tiempo de contacto hasta qne e l pH 
del eflaente sea de aproximadamente 7-6. oomo ae ha mencio­
nado an tes , e s te  tratam iento prelim inar se denomina "aoon-

11
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dicionamiento" A# l a  re s in a . l a  Tesina es entonces adecuada 
para su neo en l a  adsorción. EL pH de ía  resina  no es impor­
ta n te , ya que se a ju sta  rápidamente a l  de la  soluoián que 
ae es tá  tratando.

$ l a  eolncián a t r a ta r  puede ponerse en contac­
te  con la  resina  por mezcla en tandas, pero es macho más 
ventajoso operar haciendo pasar l a  eolncián a  traváa de ana 
columna de re s in a , l a  d ireceián  del f lu jo  a  t r a v ís  de la  co­
lumna puede ser hacia a rrib a  o hacia abajo . Bn l a  operaeián 

10 en columna, parece se r p re fe rib le  emplear re s in a  de un t a ­
maño de p a rtícu la s  de aproximadamente 20-60 mallas para 
ama a fieae ia  h id ráu lica  áptima. EL caldo de fermentacián 
a t r a ta r  está  con preferencia a un pS de aproximadamente 
6-6 y^ra ev ita r l a  posib ilidad  de l a  desoomposioián de 

16 sestañólas ac tiv as  a mayores y menores valoree de p?. EL
pH, s in  embargo, no ea c r í t ic o  en cuanto ao re f ie re  a  l a  
e f ic ac ia  de la  adsorcián.

Come os usual en la  mayoría do la s  opera­
ciones con re s in as , se  dispone de una to le ranc ia  consi­

go derable en 3a eoleooián de la s  condiciones operativas,
ta lc a  como cantidades y caudales de paso. E stas condicio­
nes son funoián tanto de la s  sclucionee tra tadaa  como do 
consideraciones eoonámicas, ta lo s  como velámenes a t r a ta r  
y req u is ito s  de equipo y espacio , por consiguiente, en 

26 l a  in lo iao ián  de la s  operaciones y/o cuando se t r a t a  una 
nueva solo cián, es  deseable c ie r ta  cantidad de experimen­
ta  cián para estab lecer la s  condiciones áptimaa.

-  12 -
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En general, l a  cantidad de solución que puede tra ta rs e  oon 
ana cantidad dada de resina disminuye a medida que s i  numere 
de sustancias indeseadas presentes en la  solución aumenta, 
le s  tipos de sustancias indeseadas presentes son también en 
fa c to r . Bn la  adsorción, puede decirse  que e l  porcentaje de 
adsorción aumenta con e l tiempo de contacto, basta  c ierto  
l ím ite ,  y lo s  req u is ito s  de l a  resina  disminuyen con e l  
tiempo de contacto incrementado. Bn l a  e lación , lo s  requi­
s i to s  del eloyente dismioyen con e l tiempo de contacto i&- 
orementado, hasta  c ie rto  l ím ite , con aumentos correspon­
dientes en la  concentración de sustancias ac tivas en loa  
a lu a to s .

Como quiera que lo s  caldos producidos por l a  
fermentación de Streptomyoee grieeas figuran actualmente 
entre la s  mas importantes de la s  soluciones que contienan 
vitamina B^g y /e  compuestos sim ilares a la  vitamina B^g, la s  
condiciones p referidas en e l  tratam iento de ta l  caldo con 
Duollte 9-3o se exponen oon^ i lu s t r a t iv a s .  Se comprende­
ré  que e s ta s  condiciones pueden v a ria rse  considerablemen­
te ,  dando todavía un proceso p rac ticab le . 3SL caldo de fer­
mentación de S. arieeua según se prepara en la  actualidad  
exhibe de ordinario del orden de a .000-10.000 unidades por 
e .e .  de actividad den 333), ensayada empleando It. l a c t la  
Dorner como organismo de ensayo y vitamina B^g como patrón . 
Para una operación de la  máxima e ficao ia , se p re fie re  em­
plear en operación en columna un volumen de alimentación 
de aproximadamente 180-800 l i t r o s  de caldo por 1 /8  Kg. de

-  13 -
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rea in a , a un tiempo de contacto de anca 10 minutos (un 
caudal da paso de unos 0 ,8  l i t r o s  por minuto por Kg. ae 
re s in a ; l a  v o l i t e  S-So regenerada tiene ana densidad a 
grané! de aproximadamente 0,5 Kgs. por l i t r o ) .  En es tas  

6 condiciones y empleando caldo de aproximadamente 6,000 
unidades por e .c ,  de activ idad  LID, re s u lta  un ptao d irec­
ta  acumulativo de aproximadamente 80-88% (activ idad  I IP  
remanente en e l efluente de la  columna), la s  sustancias 
ac tiv as  en e l efluente procedente de la  columna eon recu­

lo  peradas haciendo pasar e l efluente a través de una segun­
da columna de res in a . Alternativamente, pueden hacerse fun­
cionar dos o más columnas sn s e r ie ,  elnyendo y regenerando 
alternativam ente columnas ind iv iduales a medida que se 
aproximan a la  saturación. Después de la  adsorción, l a  co­

is  lumna ss lava con aproximadamente 18 l i t r o s  de agua poT Kg. 
de resina a un tiempo de contacto de unos lo  minutos. ES. 
lavado desplaza lo  óltimo del caldo y  separa la s  impurezas 
muy pigmentadas que pueden perturbar la s  operaciones de 
purificación  subsiguientes. A lternativam ente, l a  adeer- 

20 ción y e l desplazamiento da caldo con agua van seguidos 
por un lavado de la  columna con aproximadamente 4 l i t r o a  
por Kg. do re s in a , de ana solución acuosa que contiene 1% 
de carbonato de metal a lca lino  y 0,1% de n i t r i to  de metal 
a lca lin o , a un tiempo de contacte de unos 60 minutos. Este 

88 lavado elimina la s  impurezas pigmentadas y desadsorbe la  
mayoría de la s  re s tan tes  impurezas coloreadas, haciéndolas 
elu ib lea  con agua, lia oolumna ae lava luego con aproxima-

-  14 -



* 9 9 8 7 3

damenta 20 l i t r o  a da agua por Kg. de resina a un tiempo de 
contacto de unoa 10 mine toa .

jÚL e lu ir  d i mencionado adsórbate, empleamoa 
Mi general para la  elación aproxima ñámente 8 l i t r e a  por Kg.

5 de resina del alóyente p referido , acetona acuosa a c id if i­
cada, a  un tiempo de contacto de anca 30-60 minutos. La can­
tidad  de alóyente necesaria ea determinada observando la  
elución: ana vez que e l  agua ea desplazada de l a  columna, 
se recoge una fracción de cabeza am arillo  d a t a  o parda has- 

10 ta  que a l eluato ae vuelve negro ro jizo  cacare. Este oolor 
señala el comienzo del eluato r ic e  que ae recoge por sepa­
rado hasta  que e l  color cambia a  am arillo o pardo c la ro , 
momento en que la  fracción de cola comienza y ee recoge por 
separado. (Un cambio de color sim ilar en e l  eluato ocurre 

16 en la  elación de Bermntlt DE desde am arillo a ro jo  pardusco 
a am arillo ). Oon loa el uyentes p referidos, aa ha o emprobado 
qaa sóle cantidades deepreoiablaa da sustancias ac tivas ca­
tón presentes en la  fea colón de cabeza y en la  de ocla , de 
modo que aolo precian u ti l iz a ra s  e l  eluato r ic o . La óltima 

20 parte  de alóyente ea deaplazada de la  columna con agua.
La re alna es regenerada luego lavando con 

una celedón  a lca lin a  acuosa. Preferirnos lavar la  columna 
oon apro Rimadamente 8 l i t r o s  por Kg, de resina  de solución 
de hidróxido sódico a l 8%, a un tiempo da contacto de maca 

26 26 -Zo minutos. La columna ea lavada luego con agua hasta
que e l  pH del efluen te  sea de aproximadamente 7-8 en cuyo 
momento la  columna está l i a t a  para aa nuavo uao en l a  ad-

-  16 -
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aozcián.
Loa ajemploa aigoiontae iln a tzan  mátodoa da 

zealizaoián  del pzeaente invento pazo ha la  antandazaa §oa 
eátoa ajomplee aa han a modo de iln a tíe o iá n  y no da lim i- 

6 taoián#

Bn oada ona Aa doa col muña a Aa vidzio Aa 61 
mm. Aa diámetzo in tez  i  oz conectaba a en aazia aa oolooaron 
2.500 o .o . Aa zeaina D nolite &-30 Aa 20-60 mallae. La ze- 

10 aina aa a ataba osando paz pzimaza vez paza l a  adsozcián Aa 
saatanoias ac tivas en 1LD y aa acondiciono pzariamente oon 
lavados altaznadoa con á lc a l i  y ácido, lavánAoaa fizmlmen- 
ta  con agoa a  pH 4-6, Aeapoás Aa on lavada con ácido#

400 l i tz o s  Aa caldo Aa fezmantacidn Aa aa- 
18 traptomioina a  pB 6 ,8 , pz ariamente tzatado paza aapazaz l a  

eatzeptomicina, aa anaayá osando 1.1a o t i  a Doznaz cono ozga- 
niamo Aa ensayo y vitamina patzán, y zaaoltá te ­
naz apzoximademento 6.600 oniAadaa poz c.e.Ae activM ad 
(11.000 oniAadaa =C= 1 miezogzamo Aa vitamina a on to - 

20 ta l  Aa cana 21,9 x 10*̂  anidadas LLD Aa ac tiv idad . EL caldo 
aa hizo pasaz an flo jo  ascendente pez Is a  dos colomaas en 
aez ie , a on tiempo to ta l  de contacto da n#oa 20 minotoe 
(anoa 280 o.o./m in.)# La áltimo del caldo aa daaplazá da 
l a  eolomna con agoa. EL afínente ee eneayá y zean ltá  conta- 

28 nez on to ta l  de apzoximademente 2,0 x 10^ onidadea Aa
activ idad . icE , como 19^L x lo** onidadea de activ idad (87,2%) 
foezon adeozhidaa an la a  columnas. Lnago loa  oolosmas aa

16 -
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16
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lavaron an se rie  con anos 18 l i t r o s  As egna a  un tiempo to­
ta l  do contacto do anos 80 mina to s . Has lavadoras ao enaa- 
yaron y ro sa lta ron  tenar activ idad  en LLD desp rec iado .

Cada columna se eluyá Inego separadamente 
con 40% do agua -  60% de acetona (an volumen) hecha 1N con 
ácido c lo rh íd rico , a  un tiempo de oontacto dé unos 20 minu­
to s . linos 6.100 o .e . de eluato  rico  se recogieron de la  p r i­
mera columna, y unos 6.900 o.o. de la  segunda, l a  activ idad  
to ta l  en la s  fracciones ds d u a to  rico  fuá do aproximada­
mente 16,7 x 10^ unidades de activ idad  ISO), aproximadamen­
te  98% de la  adsorbida.

Bn cada una da dos columnas do v id rio  de 89 
mm. de diámetro in te r io r  conectadas en s e r ie  ee colocaren 
100 o .e . de resine D uolite S-Zo ds 80-60 m ellas, l a  resina  
se había asado previamente para la  adsorcián de sustancias 
ÉbD ac tiv as  y es había regenerado poatoriermonta por lavado 
con á l c a l i ,  ácido y  agua a pg 4-8.

Sois l i t r o s  do Mido do ferm entadán do es­
treptomicina a  pg 6 ,3 , previamente tra tado  para separar l a  
eatreptom ioina, ee oneayá usando l . l a o t i a  gomar y re s a ltá
contener unas 8.800 unidades da aotividad por o .o . o un

6to ta l ds aproximadamente 49,8 x 10 unidades EED ds a o tiv i­
dad. 41 caldo se la  añadieron o .76 mgrs. de vitamina rad io ­
ac tiva  B . dando 18.000 golpes por minuto, medidos eon 
un contador de radiaciones. l a  aotividad to ta l  en HD des- 
pnás de es ta  ad icián  fuá de aproximadamente 86,1 x 10^ uni-

17
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dadas.
Sí caldo sa hizo pasar entonces en fin jo  des­

cendente a travos da la s  dos oolnmnaa an sarda, a nn tiempo 
de contacto to ta l  de amos 38-40 mino to s  (anos 5-6 oe/min).

8 t e  último del caldo sa desplazó da la  columna con agua. RL 
afínen te  so ensayé para eu activ idad  en U¡33, y se midió sn 
rad ioactiv idad , toa  resa ltados mostraron que 95% da la s  sus­
tancias ac tivas an 1LD y 91% dal m aterial radioactivo  esta­
ban adsorbidos en la s  columnas. la s  columnas sa lavaron luc­

i o  go an se rie  con aproximadamente 2 1 /2  l i t r o s  de agna a  un 
tiempo de contacto to ta l  da unos 20 minutos.

Cada columna se eluyó luego separadamente 
oon 40% de agua -  60% da acetona (en volumen) bocha 0.1N 
con ácido c lo rh íd rico , a un tiempo de contacto de unos 

16 60-78 minutos. Bl volumen de eluyante para la  primera co­
lumna fuá de unos 600 m is., de los cuales unos 316 mis. as 
recogieron como fracción r ic a .  El volumen de eluyente para 
l a  aegunda columna fuá de unos 500 mis. da lo s cuales unos 
200 s i s .  &a* recogieron como fracción r ic a . la s  fraccionas 

20 ric a s  sa ensayaron para activ idad  en LID. y sa midieron sus 
radioactiv idades, l a s  resu ltados mostraron que virtualm ente 
todas la s  sustancias ac tiv as  sn MD y rad ioactivas adsorbi­
das fueron separadas en la s  fracciones r ic a s , l a  re lac ión  
de activ idad  encontrada en la  fracción r ic a  de la  primera 

26 columna a l a  activ idad  encontrada en la  fracción r ic a  da 
l a  segunda columna fuó de aproximadamente 10 3 1 para cada 
tipo da activ idad .

18
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Cuando a l  citado prooeso se re p it ió  emplean­
do eal&o de fermentación de estreptom icina a l cual ae le  
había añadido vitamina B^g rad ioactiva  ae encontró análo­
gamente que lea  efioaciaa de la  adaoroión y de la  e lación  
eran a l ta s ,  tanto cuando ae calcalaron sobre la  base de me­
diciones de activ idad  en MR* como sobre la  base de medicio­
nes de rad ioactiv idad . A sí, se comprobó que es te  procedi­
miento es muy eficaz para separar snstancias ac tiv as  en LLD 
y en p a r t í  ociar vitamina B^g y e l  compuesto sim ilar a l a  

vitamina B  ̂ , desde caldos de fermentación.
g ia s B iíS -

Unos 200 l i t r o s  de caldo de fermentación de 
estreptom icina (p? 6,2) del ocal había sido re tira d a  la  
estreptom icina y con ana activ idad to ta l  en MED de 8,6 x 10* 
unidades, se hizo pasar a travós de 3+900 o. o. de resina  Bao- 
lo te  8-30 (pR8) colocados en una columna de 26 mm. (1.400 
o .e .) y una columna de 51 mm. (2.500 o .c .)  en se r ie  y en 
flu jo  descendente. El tiempo to ta l  de contacto fu i de unce 
28 minutos. Despnós de lavado oon agua, aproximadamente 75% 
de la  activ idad  se encontró que había sido re ten ida  en la s  
columnas.

Cada columna se  eluyó luego por separado oon 
40% de agua -  60% de acetona a un tiempo de contacto do 
unos 20 minutos. Unos 2150 c.e.da eloato  r ic o  ao recogie­
ron de la  primera columna y unos 1.340 o .c . de la  segunda, 
l a  activ idad  to ta l en la s  fracciones de eluate rico  fuó de 
aproximadamente 96% de la  adsorbida.

19
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S19SBÍS-ÍÍ-
20 l i t r o  a aproximadamente de caldo de fermen­

tación de estreptomicina (pH 7 ,4 ) , del ocal había aido sepa­
rada la  estreptim ioina y con ana activ idad  ILD to ta l  de 1,1 

6 x 10^ anidadas, ae hizo pasar a travós de 154 c .c . de resina  
Duolite 3-30 fpB 0) colocados en ana columna de 26 mm+, en 
fin jo  descendente. EL tiempo de contacto fnó de anos 6 1 /2  
minotoe. Despnás de lavado con agua, como 73% de la  activ idad 
re sa ltó  haber sido reten ida en la  columna.

10 l a  oolomna se e l  oyó Inego con agna sa tarada
de batanol normal a nn tiempo de contacto de anca 11 mina- 
to s . Unos 950 c .c . de elaato rico  ae recogieron de la  colamna. 
l a  activ idad en la  fracción de e laa to  rico  fuó de aproxima­
damente 85% de la  adaorbida.

15 Ejemplo 5.
Trea oolomnas de 25 mm. conteniendo cada ana 

154 c .c . de res in a  Doolite S-30 (pB 6) se aispaeieron en pa­
r a í s o .  una cantidad separada de anos 20 l i t r o s  de caldo de 
fermentación da estreptomicina (pB 6 ,5 ) . del cual había sido 

20 re tirad a  la  estreptom icina, y con ana activ idad  11D to ta l  de 
5 ,2  x 10? unidades, ee hizo pasar a travós de cada columna en 
flu jo  descendente. EL tiempo de oontaoto en cada caso fuá de 
aproximadamente 5 minutos. Despoós de lavado con agua, aproxi­
madamente 84%, 82% y 82% de l a  activ idad  re sa ltó  haber sido 

25 re ten ida en la s  colamna8 1 ,  2 y 3 , respectivamente.
Cada colamna ae eloyó luego con ana solución 

d ife ren te , l a  No. 1 ccn 40% de agua -  60% de acetona hecha
20 -
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0,1N oon ácido c lo rh íd rico , l a  ya. a con agoa satorada de 
n .-butancl hacha 0,1N con ácido d c rh íd rio o , y la  Na# 3 
oon 40% de agoa -  60% da acetona hecha 0,1N con ácido fo r- 
fó rio c . S i tiempo de contacto en oada caso ice  de nace 

6 10 mlnotea. Caos 465 cc, 620 c .c  y 365 c .c . de elaato
v iw  ee recogieron de la e  colomnaa ñamaros 1 , 2 y 3# res­
pectivamente, 35a actividad en la  fracción de elaato  rico 
fae de aproximadamente 96%, 78% y 98% de l a  adsorbida, 
para la a  colomnaa 1 , 2 y 3 , respectivamente,

3-0 Un ensaye ad icional moa tro  gae la  elación
con 70% agoa -  30% aoetena hecha 0,1N oon ácido fosfórico 
íoá aproximadamente tan eficaz  como la  el a cien con ácido 
fosfórico citada oon 40% de agoa -  60% de acetona.
MggH&s.6:.

16 pos colomnaa de 25 mm., conteniendo oada
ana 154 o. o. de re ai na Daolite S-30 (pE 8) ae dieposieron 
en para le lo . Una cantidad separada de anoa $0 l i t r o s  de 
caldo de fermentación da estreptom icina (pE 6,2) del ooal 
había sido re tira d a  l a  estreptom icina y con ana activ idad 

20 BBD to ta l  de 6,1 x  10^ anidada a, ee hizo pasar a través 
de oada columna en A ojo descendente. 3R tiempo de con­
tac te  en oada caso fas de once 5 minuto a. Despees de In­
vado con agoa, como 84% de la  ac tiv idad  resu ltó  haber 
sido re ten ida en oada ana de la e  oelamnas 1 y 2.

26 Da oolamna numero 1 se aloyó oon 40% do
agoa -  60% de aoetena hecha 0,1N oon ácido sa lfó rio o , y 
l a  oolamna número 2 se aloyó con 40% de agoa -  60% de

-  21
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acetona ¿echa o , l ?  con ácido acé tico . EL tiempo de con­
tacto  en cada oaso ftm de nnoa lo  minuto a . Unos 400 e .e . 
de eluato Tico ee ¡recogíaion de la  columna numero 1 y unos 
300 c .c . de l a  columna nmnero a . l a  activ idad on la  frao- 

6 oion de eluato  tic o  fuá do aproximadamente 100% do l a
adsorbida pana l a  columna numero 1 y do aproximadamente 
70% do la  adsorbida para la  columna número a .
g a saa* -?

Se prepararon caldos de fermentación por 
10 propagación do 3 miembros representativos adicionales de 

lo s  BBn^i capaces do producir sustancias con activ idad en 
3LB y 4PP: (1) Kyoo bacterio*  smegmatis. (2) Paeudomonas 
lumichroma (una nueva especie de Pseudcmonaa capaz de oxi­
dar rib o ü av in a  a  lumioroma), y (3) A lte rnaría , cada caldo 

15 do aproximadamente pH 7 ao hizo pasar en fin jo  descendente 
a través de ana colmara de 2$ mm que contenía 100 o .o . de 
resina Duolite 3-30 a pH aprox. 5 . l a  re s in a  había sido 
previamente regenerada por lavado con á l c a l i ,  ácido y agua. 
El tiempo do contacto del caldo en cada caso fuá do apro­

as rimadamente 33 minutos, loa  volúmenes de caldo y actividad 
dea ILD té ta lo s  fueron: (1) 3.000 o. o. y 10.8 x 10^ unidad- 
dea, (2) 2.926 e .o . y 19,3 x 10^ anidados, y (3) 2.626 o .o . 
y l a , 3 x  10^ unidades. Desposa de lavado con agua, oasi 
toda l a  activ idad re su ltó  haber sido re ten ida en l a  oolucw 

26 na en cada caso.
Cada columna ae eluyo luego oon 40% de agua 

-  60% de acetona hecha 0 ,1? con ácido c lo rh íd rico , a un

-  22 -
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tiempo de oontacto de caca 6o minutee. Los volúmenes de 
alna te  rico y  le a  porcentajes aproximados de activ idad  
adsorbida presente en loa  s laa to s  riooe fas ion  ̂ ijl^sso o. o. 
y 60%, (a) 300 o.o, y 66%, (3) 270 o ,o . y 60%. (B6 ae 

6 estableciesen condi oienea óptimas pasa eatoa oaidoe},
aRüün*. S t

Rn ana ealazma da Ti d ría  da í9  aun. 4a d ía - 
metro in te  sien ae colocaron 300 o. o . de resin a  Perm ití t
DR de 20-60 m allas, a pB 8. 15 l i t r o s  de caldo de fermentación 

10 de estreptom icina a pB 7,2 previamente tratado para sepa­
ra r  l a  estreptom icina se ensayaron y resa lta ro n  tener 
anas 2,800 unidades por o.o. de activ idad  HD o an to ta l  
do anas 42 x lo^  anidados de ac tiv id ad , SL caldo ae hizo 
pasar on fin jo  descendente a  través do l a  eolamna de r e s i -  

16 na, a  an tiempo de oontacto de anos 10 mina toa . El caldo 
fas aegaido por an lavado con agua de 600 o. o. El efinan­
te  del caldo y e l lavado combina dea contenían on to ta l  
de anas 5 ,2  x 10^ anidados de ac tiv idad , Así, ae adsorbie­
ren  en la  oolamna anas 36,8 x  10^ anidados de activ idad  

20 (87,6%),
La oolamna se elayo laego oon 40% de agaa 

-  60% de acetona hecha 0,1B oon acide c lo rh íd rico , a  an 
tiempo de oontacto da anos 80 mínate a , ge recogieron y 
ensayaron anos 1,080 c ,c . do s laa to  r ic o . La activ idad 

25 to ta l en s i  s laa to  rico  fhe de aproximadamente 36,7 x  10^ 
anidados do activ idad  LLD, aproximadamente 100% de la  
adsorbida.
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Ejemplo 9.
40 l i t r o s  de caldo de fermentación de 

estreptom icina a  pF 6,3 previamente tra tad o s para separar 
l a  estreptom icina re sa lta ro n  tener en e l ensayo nn to ta l  

6 de aproximadamente 386 x  10^ nnidadee HD de activ idad , 
equivalentea a l a  activ idad  aproximadamente de 29,6 mgra. 
de vitamina B^g. Ü  caldo se  l e  añadieron 4,34 miligramos 
de vitamina B^g rad ioac tiva .

El caldo se adsorbió luego y ao aloyó dee- 
10 de 400 o .c , do resina  Buolito #-30 en l a  forma d esc rita  

en s i  ejemplo 8. Se combinaron la s  fraccione a do a l cato 
r ic a s ,  ss ajustaron a  p? 7-8, se concentraron y se  t r a ta ­
ron con cianuro po tásico , como se expuso en  l a  mencionada 
so lic ita d  ñamare 194.833, para convertir mi vitamina B^g 

16 le s  compuestos sim ilares a  l a  vitam ina B . Una parte  de 
l a  solución re sa lta n te  se pu rificó  luego todavía por lo s  
métodos expuestos en l a  so lic ita d  norteamericana 146.404 
para obtener un producto c ris ta liz ad o  que pesaba 14,8 mi­
ligram os, que contenía como 16% de humedad y que re s a ltó  

80 ser vitamina B^g de 95-100% de pureza sobre base anhidra. 
Za medición de l a  radioactiv idad mostró ana recuperación 
de aproximadamente 36,6% (e l equival ente de enes 1,89 mi­
ligramos) de l a  vitamina B rad ioactiva  añadida. El rea­l ato del producto c ris ta liz ad o , unos 11 miligramos (exento 

86 de humedad) fuá a s í  derivado de l a s  sustancias con a c t i ­
vidad de HD presentes en e l caldo de p a rtid a .

d i re a liz a r  e l presente invento pueden
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hacerse diTersos cambioa y modificaciones s in  apartarse 
por e llo  de so e s p ir i to  y alcance. Bn cnanto ta le s  cambies 
y modificaciones caigan dentro de lo s  lim ite s  de la s  r e i ­
vindicaciones anejas, han de considerarse como parte  del 
invento.

Beta so lic itu d  qae correspondo a  l a  presen­
tada en lo a  Retados Unidos de America di 31 de Septiembre 
de 1950, bajo e l número 186.116, ae acoge a loa  beneficios 
del a r tíc e lo  51 del vigente E statu to  sobre propiedad B&- 
d n s tr ia l.

- O - B O T A - O -

lo s  pontos de invención propia y na ova qae 
se presentan para qae sean objeto de es ta  patente de in ­
vención en España, por VEINTE años, son lo s  s igu ien tes:

1P. -  EL procedimiento qae comprende poner 
en contacto ana colación acocea qae contiene suetaneias 
vitam ínicas, ocn activ idad  1LD y APP, oon ana re s in a  deco­
lo ran te  porosa sastancialmento neutra que contiena so s tito -  
yentes polares ^adsorbiendo oon e llo  dichas sustancias v i­
tam ínicas sobre dicha resina .

2R. -  El procedimiento qae oemprende poner
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$n contacto ana colación a cao sa cao contieno vitamina B12con ana resina decolorante poro sa sus tancialmente nea tra  
gao contiene saa titayen tes  po lares, adsorbiendo con a lio  
l a  vitamina cobre dicha re s in a .

8^. -  El procedimiento qae comprende poner 
Mi contacto ana colación acaoaa que contiene an oompaeeto 
sim ilar a l a  vitamina B^g con ana rec iña  decolorante ^ r o ­
sa cas tancialmente nea t ra  qae contiene saa titay en tes  pola­
re s , adsorbiendo con e llo  al oompaeeto aj ad la*  a  l a  v i ta ­
mina cobro dicha rocina,

4*. -  El procedimiento qae comprando poner 
an contacto ana colación aoaosa qae contiene vitamina B^g 
con an adsorbente resinoso ienolioo decolorante poroso 
sas tancialmente non t ro ,  adsorbiendo con d l q l a  vitamina BL̂g 
sobre dicho adsorbente,

6c, -  El procedimiento qae comprende poner 
en contacto ana sola oion aoaosa qae contiene an compás sto 
sim ilar a l a  vitamina B^g con an adsorbente resinoso feno- 
l ic o  decolorante poroso sastancialm ante neatro , adsorbiendo
con o lio  e l  oompaeeto sim ilar a  l a  vitamina B sobre d i-12che adsorbente,

6B. -  EL procedimiento qae comprando poner 
on contacto ana colación acuosa qae oentiene vitamina B^g 
con ana res in a  de amina-iermaldebido decolorante porosa 
aastancdalmente neutra , adsorbiendo con d i o  l a  vitamina
B^g aobre dicha re s in a .

7S. -  El procedimiento qae comprende pon^
26
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en contacte ana colación acaece qae contiene en compássto
sim ilar a la  vitamina B con ana resina de amina- formal dé­l aM ae, decolorante, perece, sastancialmente nentra , adsor­
biendo con e llo  e l  compuesto sim ilar a l a  vitamina ^ so- 
bre dicha res in a .

60. -  B1 procedimiento qae comprende poner 
en contacte ana resina  decolorante porosa sustancial mente 
neatra que contiene su stitay en tes  po lares con an caldo de 
fermentación qae contiene sustancias vitam ínicas con ac­
tiv idad  LLD y .API?, adsorbiendo con e l lo  dichas sustancias 
vitam ínicas sobre dicha re s in a , y t r a ta r  e l  adsórbate a s í  
obtenido con ana solución acida de disolvente orgánico, 
siendo dicho disolvente orgánico a l menos parcialmente 
miacible con agua, e l oyendo con e llo  dichas sustancias v i­
tamínicas desde dicho adsórbate.

9R. -  El procedimiento que ces^prende poner 
en oontaoto an adsorbente resinoso íenólioo decelerante 
poroso sustancialmente neutro con an caldo de fermentación 

qpe contiene vitamina B ^ ,  adsorbiendo con d io  dicha 
vitamina B^g sobre dicho adsorbente re s in ó se , y t r a ta r  e l 
adsórbate a s í obtenido con ana salación  a oncea acida de 
acetona, aloyando a s í  dicha vitamina BL̂ g desde dicho adsór­
bate .

10b. -  El procedimiento que comprende poner 
en oontaoto un adsorbente resinoso fenoliee decolorante 
poroso sustancialmente neutro con an cal do de fermentación 
que contiene an compuesto sim ilar a  l a  vitamina B. , adsor-

-  BP -
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bisada con d í a  dicha campos ata sim ilar a l a  vitamina B12sobra dicha adsorbente resinoeo, y t r a ta r  a l  adsórbate 
aaf obtenida con ana salación  acocea acida de acetona, 
d o y  ende con d í a  dicha compásate sim ilar a l a  vitamina 
B^g deede dicha adsórbate,

l i d ,  -  B1 prccedimiente qas comprende poner 
en oantactc ana resina de amina-fermaldebido decolorante 
porosa eaetancialmente neatra  con an caldo de fermentación 
qae contiene vitamina B^g, adearbiendo can e l le  d i oha 
vitamina B¡̂ g sobre dicha re s in a , y t r a ta r  s i  adsórbate 
&sf obtenida con solocien acaasa acida de acetona, aloyando
con e llo  dicha vitamina &^g desde dtnhp adsorbato#

18a, -  EL procedimiento qae comprende poner
en contacto ana resina  de amina-ÍOrmalaehide decolorante
porosa sostanoialmente neatra  con an celda de ferm en^cicn
qae contiene an compásete sim ilar a  l a  vitamina B * a&*12sor blenda con ello  dicha oompaesto sim ilar a l a  vitamina 
BjL2 acbi* dicha re s in a , y tr a ta r  e l adsórbate a s í  obteni­
do con salación acuosa acida de acetona, elayem&e can e lla
dicha compuesto sim ilar & l a  vitamina BL desda dicho
adsórbate.

i s a .  -  En an procedimiento para racpperer 
y p a r if ic a r  ana sustancia can activ idad yr-p y .gpp, a l mé- 
tada que comprando separar dicha sustancia desda tasa sala­
ción acacsa de la  misma par passta  sn contacta de dicha 
salación can D aollte &-30 (ana res in a  qae ha sida descrita  
sn  la  Memoria) y r e t i r a r  luego dicha sustancia desdo dicha

28 -
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14S. -  Bn nn procedimiento para recaperar

y p a r if ic a r  en miembio seleccd onado del grnpo consistente
an vitamina B y sastancias afina  a con activ idad HD 13y dPT, e l matada que wmprMtde r e t i r a r  dicho miembro ¿a ana 
sclaoián aaaaaa del mismo por pea ata an contacta de dicha 
aolncion can D oelite ^-30 y r e t i r a r  loago dicha miembro da 
dicha B oolita S-30.

le a .  -  3& procadimlento da adsorber sosta&- 
oías ac tiv as an LLD y iP ? , vitamina y oompaestos simi­
la re s  a l a  vitamina B^g n t i l  izando ana resina decolorante 
porosa sostancialmenta neutra qae oontiene snstitayen tea  
pe laras como adsorbente, y d o i r  lo s  m ateria les activos 
desde lo s  adsozbatoa rosa l tan tos empleando eelaciones acno- 
sas de disolvente orgánico sustancial mente como se ha des­
c r ito  y reivindicado.

163. -  un procedimiento para recuperar v ita ­
mina y/o oompaestos sim ilares a  e l la  desde soluciones
acnoaas.

qoe antecede 

e sc r ita s  por

Tal y como se  ha descrito  en l a  Memoria 
y con lo s fines qne se han especiüoado.

Meta Memoria consta do veintinnenre hojas 
ana sola cara.

Madrid, Í2&SEP.19SÍ
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