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' Bete invento ase reilere, en gemaral, & la
recuperacidn desie solucidn de susiancias vitamfnioss
capecss de favorecer el orecimiento del mioro~orgenismo
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moﬁbacilluc laotis Dorner (IID) y que tienen activided en
el "factor protef{uioo animsl® (é!‘!')‘. ¥de especiclmente, se

reflere & un métcdo nuevo y perfeceionade para recpperar vi-
tamins Blg y/o compuestos similares & le vitamine 313 {(tales

como vitemine Bl.zu) desie soluciones acuosas, gus incluyen
calidcs de fermentaeidn que los contiensn, por adsoreidn de
ila viteamine Bla y/o 4s compuestos simileres & le vitamine

B, desde dichas solucionss utilizando &dsorbentes resino-
@08 sslecclonados oomo agentes de edsorcidn,

Ze vitemina B, g 8 un nuevo compuesto quimi-
0o plenamente carectsiizado en une solioitnd norteeameriocans
Ee 146404, presentale el 25 &8 FWebrero de 1950, que ea8 oupiz
de fevorecer el orecimiento del micro-organismo m _Dox-
ner, 7 gue mmestre eotivided en faotor rrotednioo animer,
Posee une acoldn merceds y eficsz en el tretamienmto teres
péutico de la enemis perniciose de Addison y otras enemice
moroo-iticae; Ia vitemine Biz se preperes ordinarismente por
fermentacidn de nn medio nutriclo acuoso por nne cepe de
Streptouyoss productora de vitemine B, y somstiendo el
calde de fermentaocidn zaf obtenidc a operaciones de puri-
ricaoidn;

Por compuesiocs similares & le vitamine 312
queremos dar & entender loe compuestos oristeligados rojos
(no la vitemine Blz’ que ae obtienen cuando un ce2ldo de
fermentacidn gue los contiens 6s Sometido 8l tratamiento
de purificacidn utilizado en la purificecidn de vitamine
By, (oomo e descrive en lee péginag 13 & 16 de dicha g0-
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liocitud norteameriocans Eo'. 146,404) pero omitiendio el proe-
osac de distribueién en contre-corriente empleedo ocomo
operacién finsl en este operacidn de pnr;ﬁeaoiéﬁ. Retos
compuesntos eimileres & le vitemins By g Pueden oaracteri-
zarse por el hecho de que son fdoilmente convsrtibles e
vitemine B],g pure su ef miemee por tretamiente con ion de
cignure, comc se describe en le selicitud No, 194,82%, pre-
egntede ol 5 de Qotubre de 1950;

e recupersoidn de vitamins Byjp 7/0 ds ocon~
puestoe simileres & la vitamine Blz desde solnoiones aocuo-
sas, tales como los caldos de fermentaoidn gue loe contie-
nen, he aido reelizade haste &hore por tratamiento de di~
choe celdcs con un materiel sdsorbente, tal como carbén
vegetel aotivo o tierra de betén, 10 gue produce un adeox~
bato gque contiene vitamins 3187 y/o ocompuestos similsres
e lea vitemine ]3:'.a presentes en el caldeo, juntc con adiver-
@cs contaminantes., El edeporbeto es elufdo luego con un
disclvente mdecuado, tal como une solucidn scnosa de pi-
ridine o une pﬁmm elcobilenstitudda, y ¢l slueto se
evapora produciendc de este modo un producto 4de elébore-
oidn gue contiene le vitemine B, y/o compuestos simileres
e le vitemine B, g+ W producto de eleboracién esi obteni-
o m» extiracta con nn disolvente ds olabczaoi.&n,. tel como
egue ¢ un aloohol elifdticc Anferior, miscible oon egue,
¥y el extirscto resultante se somets & frecoionamisnto oro-
‘mﬁcvg:réﬁco efiadiendo dicho extrecto a una oolumne de me-
teriel adsorbente y lavendc le columns con disolvente para
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sluir ireccionslmente lo vitamine Blz 7/o compuestos simi-
lares & le vitamine B:lz del material adeorbente,

Bl elueto pusde seguiree tratendo como se
sxpone en-la mencionade gsolicitud norteemeriocena Ko‘. 146.404
para producir vitemine B:I.z yura ¢ para producir les sue-
tenciag simileres & la v:.tm B:I.g sugtancisimente libres
de materisles ocontaminantes,

aof, la preperacién de un extracto enrigne-
0ido en vitemine adesuedc pera oromatograffa, partiendo
de un caldo de fermentaocién gue contiene viteminm B:Lg y/o
compuestos similares & la vitamine 312’ implicabe enterior-~
mente lae signientes operaciones de purlificscidn; (1) ad-
goroidn de la vitemine Byp /o s oompuestos similares &
la vitamine B, , desde celdcs de fermentecidn ntilizendo
carbén active 0 tierra de betdn como agents adecrbente;
(2) elnoidn del sdscrbate oon piridina; (2) eveporacién
del eluato ds piridine; y (4) extraceldn del producto de
eleboracién com otro disoliontcr.

4nngue el procedimiento citedo gue utili-
sa osrbén ocomo ggente de adeoroidn es eetisfactorioc por-
que permite ls reouparascidn de vitemine By /o e sue-
tencles similares & la vitemine 313 desde oaliog de fer-
mentacidn que los contisnen, dssde el punto 49 vista in-
dustriel es un método costoso ¥ ob-jooianablo; Aftoional- E
mente, 8@ ha comprobade qus ccurren en el tratemiento de lo®
elnatos pérdides indebidamente grendes en meterieles ao- ;

tivos,



Se hen hecho tentatives, ueando operaaidn
por tandes, pere utiliser oarbén como adsorbente seguide
por eluoidn del sdsorbato resultante con uns mezcla egule
butanol en dos ':taau’. Ia tierra de batdn be sido tembidn
usade como adsorbente pere 108 componentes activos en LID
de osldos de fermentacién, perc el nao de tierra de betén
ke necesitado el empleo de procedimientos por tendas para

les operaciones de adsorsidn y de elucién, Tales procedi-
| mientos por tandess, aungue dan recuperaciones mejorades de
vitamine Blz Y eompuesios similares, poseen los detalles
objecionables oaraator&atioo_a de lag operaciones por tan-
das y estos procedimientos gue usan carbén y tierra de ba-
tdn no hen demostrado ser precticables pare la operacidn
en columns, |

Con anterioridad al presente anento, no 8@
econocfe ningin procedimiento 4e purifiomeidn que empleare
un adsorbente resinosc para separar vi.taﬂna Bs /o oom~

puedtosg similareg € la vitamine Blz' Se snsayaron varios

adsorbdentes resinogos y demostraron ser inefiocaces. Por ejem-

rlo; los si.gn:!.onias adsorbentes representativos adsorbie-
Ton poco o nede de los compuestos deseadog: (&) una resina
de permmtecidn oatidénioce que derive su ospacidal de permu-
tecién de grupos carbox{licos; (b) una resinz de permute-
o1én oatiénloa que derive su ocapacidad de permutacién de
grupos sulfénioos; (c) wna resine 48 permutecidn eniénics
gue derive su capacidad de permutacién de grupos eminioos
@sounderios, y (4) ume reeina de permutacién eniénioca que
- f -
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deriva eu capacidad de permutacidn de grupos emfnicos se-
cunderios y terciarioce, D8 hecho, los adesorbentes I esino-
soe sl tipo (a) resultaron edsorber seleotivemente 12 ec-

- treptomicine antibidtiom, al peso que rechezaben sustan~

olalmente teds le vitaemina B, 2 ¥/o los compusstos similaw
Yeg a la vitanine B.I.z’

8e ha desonblerte akore, s=in embargo, gne
la vitanina By loe ocompuestos similares & la vitemina

¥
Pueden recupererse desde csldcs de fermentacidn con

B
onifoecu ¥ faollidsd sorprendentes utilizende oomo adsor=-
bente wna resina decolorante porosa sustancizlmente neutre
que contiene sustituyentes poleres en forma de grupes hi-
drox{iiocos ¢ am{nioos, caracterizsniose dichas resinazs
ocomo posesdoras de pooo o nade de propiedades bssioas ©
dolése, Preferimos de ordineric utilizar pere esta finali-
dad una resine de aminv-formaldehido tal ocomo le Pexrmutit
IR fabriocada por le Permmtit Op., de Nueva York, Bste
resing poses uns estructura mny porcee y contiens sus-
tituyentes polares en forme de grupos aminoc, Ia resine
tiene una constante de disocimcidn bdsica ha:é resultan-
te 4o los grupcs amino y poses as{ solemente propieds~
des ligeramente bédsiocas, Alternativamente, preferimoe
enplear un adsorbente reainoeo fonb'li.oo, tal ocomo Imolite
8-30, una reging fabriosde por la Chemiosl Prooou(m.,

de Redwood OGity, C=lifornie, ER,UU. Bsta resmine ez um
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resins decolorante porosz ¢ue contiene eustituyentes pole-
res ronduoos'. Ia resina tiens uns constante de disocia-
eidén doida muy baja, y muestra con ellc propiedades mola-
mente ligeramente dcidas,

Como se ha seiizlade antes, otros adsorbentes
resinosos (teles como las resinss de permutacidén iénica)
resultaron ser ineficaces pare adsorber vitamina B . y/o
compuestos simileres a la vitamina 312 desgde soluciones
acuosas. Ademfs, 1as resinas decolorantes porosas nsutras
aguf{ desoritas que contiensn sustituyentes polaeres otrecsn
ventalas considerables desde el punto de vista de la pure-
za del producto, reniimientos de la reocuperacidén y economia
de la operacién, sobre el carbén o la tierra de batdn, los
inicos adsorbentes enteriormente utilizados pera adsorber
vitanine BI g y ocompuestos simﬂares.. Mientras gue oon los
sdgorbentes ocarbdn o tierre de batdn, la operacidn de adeor~
cidn sirve merements como una operacidén de concentraoidn
despuds de la onal se reguieren numerosss e intrincadas ope-
reciones de purificacidn, el produsto obtenido directamente
de caldos de fermentacidn utilizando una resina decoloran-
te porosa del tipe antes descrito como adsorbente estd re~
letivemente libre de materieles indegeesbles presentes on el
oceldo original, Beto &8 puesto en evidenocia por les eleveaw
dasg r3cureraciones tinsles de vitamine Blg que &e obtienen
debido & las pérdides disminuides el separer impurezes en
les opsrzciones subaiguientes;

e vitamine Blz ¥ los oompuestos simileres
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& la vitamina Bla son elnfdos con faoilidad en rendimiento
virtuelmente cnantitative desde estos nueves adsorbatos
resinoscs utilizendo une variedad de solnociones orgénicas
ecuosas, particulermente una solucidn scnoea dcide de sce-
tone., No eolemente esgte procedimiento de elucidn consigus
efectivamente une elucidén virtmelmente cmantitative de la
viteming B:I.z ¥ compueetos similares, £ino gue logre toda-
v{e una purificacidén nlterior del prodncte debida & la
aceidn selective dsl adisolvente que deje en le resina les
impureszas adsorbidas, Ademds, loe disolventes de eluoidn
que pueden emplecrse en el presents proosdimiento son ré_-
ollmente recuperados, en contraste con los cogtoscs y en-
gorrosos procedimientos de recuperacidn neceserios peras
recuperer le piridine enteriormente utilizade ocomo disol-
vente de elmcién cnando ge emplesbe carbén como meteriel
aedsorvente, ; :
Ioe disolventes de elucidén gue preferimes
wtilizer 8l eluir la vitemine B, y/o ocempuesgtos simile-
Tes & la vitamine B, , desde los nuevde adeorbetos de resi-
D& incluyen uns pluralided de soluciones orgenicas aomosas
gue pueden emplearse oon grados variesbles de efioacia;
Como se ha sefiaiade antes, los eluyentes preferidos son
socluciones acuosas de acetons aocildificadae con un doido
enérgiocc, es dsoir, uno que tenge une gonstente 4e diso-
clacién pare el primer hidrégenc de més de aproximadamen-
te 1 x 10™%, Preferimos hacer la solucifn sproximedamente
0,1E con tel £oldo. Ia concentracidén dptims de sostona

- 8 -
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gueda entre aproximedemente 20 ¥ 60%. Ios gcidos débiles
talee como el dcido acétioco pueden emplearse, perc le efi-
cacie de la eluncidn usm.l.nuyo; En lvgar de acetona podemos
utilizer une plurelided de disoclventes orgénicos, tales ac-
mo otras cetonss, alooholes elifdtiocos inferiores,- ésteres,
aloohol benoflico, y eimileres, aiendo dichos disclventes
orgéniocos al menog en parte misciblee con agna, Retos disol-
ventes parcialmente miscibles con ague se emplean en egnti-
dedes de hasta looc 1{mites de sus solubilidades en agne, Los
digolventes que, segén se he oomprobedc, carecen de velor,
incluyen el tolueno, el bencenc, el cloroformo, el tetreclo-
ruro de oarbono y amﬂaxoa‘. 12 eluaidén dcids en egaencis de
un disolvente es gonommopto‘ escasa con poce sepsracidn de
sustanciae aotlvaa; Une plurelidad de golucionss acuosas
de disolventes orgdnicos que no contienen éoldo elniré mode-
rademente bien, incluyenio scetona acnose, ague seiurades
con butanol normel es{ oome eter monoetfliocc aoncso de eti-
1@:811001; K1go de elmoién tendrd luger tembidn con metenol
aouogo, etenol acnoso, aeeteto de otilo acuoso y oon &gma
saturada de aloohol bencflico, aungue me prefiers de ordi-
nerio emplear une solunoidn sonoea dcida de disolvente ox-
gdnioo oomo oluyonti.

Tas soluciones acuwosas d¢ baees endrgiocas
eluirdn tembién le vitemina Big y/o compunestos similares
& le viteming B 2 degde ¢l adsorbente, pero tales solnoio-
nes también seperardn considerebles cantidedes ds les ime
purezsag adeorbiue; Por consiguiente, se prefiere de ordi-
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nerio eluir el ocomponsnte de vitamina Blz utilizendo una
solucién acnoea dcida de disolvente orgdnico. Se ha oom~
probadoc, sin embergo, gue les soluncionss acnosag 46 ba-
ase débiles pueden emplearse pare separer oantidades sus-
tancieles de impurezas adgorbidas, mientres gue &eparan
poco © nads de la viteming Byp y/e Ge compuestos simile-
Tes & le vitemins B .. Hemos comprobedoc que es util haoer
que la eluoién de suetancies actives veya preewdids por un
levedo del aisorbato empleanio une solucién tal ocomo una
acuosa que contenga eproximedamente 1% de carbonato de me-
tal eloalino y 0,1% de nitrito de metel aloalino., 0on este
tratamioento adiolonel, los eluatos cbtenidos enpleandsc log
eluyentes preferidos contienen todavis menos :lnpurezas;

El nuevo procedimientc de adsoroidn y elu-
alén que ntilize las resinng decclorantes POrosas sushan~
clelmente neutres agui descrites gue contiemsn sustituyen-
tes éowu. como adisorbente, pusde emplecrse en general
pera recuperar smsténcies con activided en LID ¥y APT desde
solnoiomes acuoses. Bs perticularmente util pere reouperar
vitemine 312 ¥ sustancias simileres & le vitamins B:Lz desde
caldos 4e fermentacién prolucidos per fermenteoién de medios
nntricice acuoecs por la medisaidn de cepas ec:l.aooumdaa.
de micro-organismos 4e la sub-ramsa Pungl que sean cmpaces
de producix vitemina By, V/o suetenciee similares & la vi-
tanine By go¥ O partiocular aepas de gg,r_ggt_gm, ¥yocobao-
terim, pesudomonss, fltermeris, y simileres,

' o Al 1levar e le prdctioca le operacifn de ad-
- 10 -
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soreidn, cuwando el adsorbate de resine se ntilisze por pri-
mere vez, se ha comprobado que @8 mejor &scondiicionar la re-
sine antes de la operacién de aasoroﬁn; Por ejemplo, cnando
se emples Duolite 8~30, la resina se aoloca en une columne
¥ ee lava con solucién aloalins mouoss, Apreximadamente &
litros de solucidn aouosa el 26 de hidréxido efdico por Xg,.
de resina se emplean usnelmente y este solucién se hooe pa~
sar por le columna & un tiempo de contacto (volumen de Te-
eins on-o..c‘. dividido por el oandal de paso en e..c. por mi-~
nuto) de eproximadements 25-30 minntea.. Bl tratamiente de la
Duolite 8-30 con £losli determinae el cambic de ooclor de la
Tesina desde oanele haste purpura. El lavado alocalinc ve se-
guido por un lavado oon agua, aproximadements 8 litros por
Is. de resina al miemo tiempc de contacto, 88 ha comprobado
que @8 ventajoao seguir el levado con egua por un lavade'
oon dotdc, empleendo sproximedemente 6,4 litros de solueidn
acnoea 8l 28 de dotdo clorh{irioce por Xg. de resina, & un
tiempo de cémacto de unos 14 minutes, Bl tratemiento de
Duclite 8-20 oon doido haoe gune 1ls resina cambie de coler
dsste pérpurae a oanala. Bl lavedo con £oido va seguids por
an segunio 1avado eon ague,eproximadamente & 1liiros por Xg.
de resins & un tiempo de contacto de 14 minutos., 8¢ d2 & ;a
resine un megunio lavado aloalino, oomo antes se he dsscri-
%o, ¥ este va segulido por un levado con agua & aproximeda-
mente 26-30 minntos de tiempo de contacto haste gue €1l pH
del efluente sez de aproximadamente 7-'-8'. Oomo se he mencio-

nado antes, eate tratamiento preliminar se denomine “acon-

-1l -
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dicionamiento® de la resina, Ia resine es entonces adecnads
pere su nso en la adsoroidn. El PH de la Tesina no es impor-
tente, ya g¢ue 8e ajuste rdpldamente al de la solucién q;uc-
ge esté tratandio,

Ie solucifn & tratar puede ponerse en contao~
%o oon la resina por mezole en tanias, pero es mucho més
ventajosc Operar hacienio pas=r le solucidn a través de uua
columna de resina, Ie direceidn del flujo & travds de la oco-
lumnz puede ser hacla arribe o haoiae ebajo. Bn le operacién
en columnz, perece ser preferible emplear resing de un ts~
mafio d¢ partfoulas de aproximsdamente zd-so mslles para
une eficsecia hidrdullaa dptime. BL ocaldo de fermentacién
e tratar estd oon preferencia & un pH de eproximadsmente
5=8 para evitar la posibilidad de la desocomposioidn de
sustencias aoctivas & mayores y menores vslores de pH, XL
pH, ein embargo, no es orftico en onanto me refiere a la
eficacia do la mdsoreidn,

Gomo es usval en le mayorfe 4e les Opere~
ciones con resines, se dispone de una tolerancis ocongi-
derable en la seleccidn de las coniiciones operativas,
tales oomo canitidades y candales de paeo, Bstes condiocio-
nes son funcidn tanto de las socluoiones tratades como de
consideracionss econémicas, teles oomo volémenss & trater
¥ regquisitos de eguipe y ospacl.o:. Por consigulente, en
la iniciacién de les operacionss y/o cuendo se trate une
nueve solucién, es dssesble cleria centidsd de experimen-
taclén pare esteblecer las condicionss 6pt1ms;

-12-



15

BEn gensral, la oantidsd de soluoidn gue puede tratarse ocon
wna ocantided dade de resine disminuye a medida que el numere
de sustancias indessadas presentes en la soluoidén eumente,
Ios tipos de sustancias indeseadms presentes son tanbién un
factor, Bn la adsorolidn, puede deoirse gue el porcentaje de
adeoroidn aumenta con el tiempo de contaoto, hasta cierto
1{mite, ¥ 108 reguisitos de la resins disminuyen con el
tiempo de contacto inecremeniedo, Bu le elucidn, los requi~-
sitog del eluyente dieminyen con el tiempo de contacto ine
oremsntade, hesta cierto 1{mite, con sumentos correspon-
dientes en la concentracién de sustancias actives en los
alnatos; »

Come quiera gue los celdos prodacidos por le
fermentacidn de Ztreptomyoes grisens figuran &otualmente
entre las mesg importantes de las solucionses que contienen
viteming By g y/o compunestos simileres & la vitamine Blz' las
condiciones preferidas en el tratamiento de tal oaldo ocon
Duolite 3-30 =e exponen oomo ilustratives., Se comprende-
ré gue estas condicionss pueden varlarse considerablemen-
te, dando todavfe un proocesc practicsble, El ocaldo de fer-
mentecidn de §, grisens segin se prepera en la actualidad
exiibe @e ordinario del orden de 2,000-10+000 anidedes por
o.cv; de actividad den IXID, ensayziec enpleando L, laotis
Dornsr como orgenismo de ensayo y vitemine Blzv oomo patrén,
Para une operacidn de le méxime eficacie, se prefiere em-
pleer en operacién en columna un volumen de slimentacidn
de aproximademente lab.mo litrosg de ocaldo por 1/2 K.é. de

- 13 e
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reaina, & un tiempo de conteoto de unos 10 minutos (um
candgl de paego de unos 0,2 litros por minuto por _Kg. de
reasina; le Duolite S-30 regensrsds tiens une densidad 8
grenel de eproximadamente 0,5 Kgs. por litro), En estas
condiciones y empleando ocaldo de eproximadamente 6,000
unidedes por c.c, de aotivided LLD, resulta un pesc direc-
to eounulative de aproximadamente 20-256% (aotividad LLD
remanente en el efluente de la columna), Les sustancies
actives en el efluente procedente de la colwane EOn T ecu=-
psrades haoiendo pasar el eflnente a través de una segun~
da columne de¢ resinm, Alternstivamente, pueden hascerse fun~
oionar dos ¢ més columnes en seris, eluyendo y regenerendo
elternstivamente colunnee individusles & medide g¢ue 86
eproximen & le satursoidn, Despude de l= edsorcidn, le oo-
lumme se lave con eproximedemente 1 litros de ague por Xg.
de resine & un tiempoe de contacto de unos 10 minutos, H1
lavado despleza lo dltimo 6el celis y separs les impuresas
muy pigmentadae que pueden perturbar les operaciones de
purifiocecién eubeiguientes, Llternativamente, la edsor-
cién y el desplazamiente de oslde con ague van seguidos
por un levade de la colummne ocon gproximedemente 4 litros
por Kg., de resins, ds unc golmcidn acuosa gue contiens 1%
de carbonmto de matel alocalino y 0,1% de nitrito de metsl
eloglino, & un tiempo de contacto de unos 60 minutos, Este
lavado elimine las impurezas pigmentadas y destdsorbve le&
mayorfa de las restantes impureszes coloreadas, haoolénidoles
eluibles con agua; J2 oolumna ge lave luegs oon sproxima-
- 14
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dementa 20 litrog de sgum por Kg. de resins & un tiempo de
contacto de unos 10 mlnutoa..

A1 eluir el mencionedo sdsorbato, empleemos
en generel para la eluoidén eproximsdemente 8 litros por Kg.
de resine del eluyente preferido, ecetona aonosea acifdifi-
oada, & un tiempo de oontecto de unos 20-60 minutos, Le oan-
tided de eluyente necesaria es determinesda observandoc la

eluncidn: une vez gue 6l agne es desplezeds de la columna,

ge recoge una fraccidén de ocabeza amarillo cla¥e ¢ parde has-
ta que el elusto se vuelve negro rojizo ceocuro. Este oclor
gefiela el comienzo del eluato rico gue 8e Xrecoge pPOr sepé-
redo hasta que el color cambie & emarillo ¢ parde claro,
momento en gue la fracoién de cole comlienze y ee recoge DOT
geparedo, (Un oambic de color similar en el eluneto ocurre
en la elucidn de Permutit DR desde emerillo a rojo pardusco
& emarillo). Gon loa eluyentes preferidos, se he oomprobedo
gue sfId cantidedes desprecisbles e sustencies actives es-
tén pressntes en la fraccién de cesbeza y en le de cole, de
modo que solo precise ntilizerse el elunsto rico, Ta dltims
parte de eluyente es desplezeda de la columne con agus,

Ia resina es regenerada luego levando con
nna esolucidén alomline acuosa, Preferimes lavar la oolumna
con aproximademente 8 1litros :por Kg, de resina de golucidn
de hidréxido sddico &1 24, a un tiempo de contacto de unos
aa'--zo minotos. J& ocolumns es levada luesge con egue hbasgte
que 1 pH del efluente ses de eproximsdamente 7=8 en ouyo
momento la columns estd lista para su nuevo nso en le ad=

-15 =
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goroidn,

Ios ejemploes siguientes iluetren métodosg de
realizacién &sl presente invento pero ha de entenderas gue
edtos ejemplos @e dan a modo de ilustfeolén y no de limi-
taotén.
Beupie 1, |
' Bn cale une de doe columnse de vidrioc de 61
mm, de uématro interiorx conectadas en meris se oolooa.ron
2.500 G, 0. 40 reeina Duolite 9-30 de 20-60 mllaa. la reo=-
gins se estabe usando por primere vez pars ls adsoroién do
sugtencies ectives en LLD y se aconiiciond previemente oon
levedcs alternsdosg con €leali y £oide, levdndose finslmen-
te ocon sgue a YH 4-5, después de un lavado oon dcldo,

400 1itros de oaldo ds fermemtacidén de es-
treptomiocina & pH 6,8, previemente tratado para separar le
estreptomicina, @8 ensayd usando gég_o_t_i:‘g_ Dorner como Orga-
nlemo de ensayo y vitamine B, como ';pa.trdn‘; y resalté te~
ner asproximadsmenis 5,800 unidadee por c.e,de actividad
(n.oeo unidades C- 1 microgreme de vitamine 313) o un to-
tal de unas 21,9 x 10° unidades ZID de activided, F osldo
88 hizo pessr en flujo ascendente por las d0s columnag en
serie, & un tiempo totel de conteocto de uwjos 20 minuntos
(unos 250 o;o.[mzi;). 1o dltimo del oslldo se desplazd de
le columms con &gue. Bl efluente ge onesyd ¥ resultd conte-
ner un totel de eproximedemente 2,8 x 10° unidedes 1ZD de
activided, 4ef, come 19,1 x 10° unidndes de activided (87,2%) i
fueron alsorvidas en las ooluma‘. Luego lae ocolumnsg 8¢ :
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levaron en serie oon unos 15 litros de agua & un tiempo to-
tel de contacto de unos 20 minntos, Las levadures se ense~
yeron y resuliaron tensr actividad en LLD desprecisble,
o2de columa se eluyd luego separademsnte
oon 40% de egua - 60% de scetone (en volumen) hecha 1N oon
deldo olorhfdrico, & un tiempo de oontacto de unos 20 minn-
o8, Tnoe 6,100 o..c'. 4¢ eluato rioo se reccgieron d¢ la pri-
mere ocolumna, y unos 6;900 c.o; de la segunda, l& aoctividad
totel en las fraccionss de elueto rice fué de eproximade-
mente 18,7 x 108 unidsdes de sotividad ILLD, aproximsdamen-
te 984 de le edgorbide. o
Bjemplo 2 | |

En ozda une de 40s columas de vidrio de 29
m. de diémetro interior consctades en serie sme colocaron
100 o.0. de resine Duolite S-20 de 20-60 mellss. J& reeins
se hadfa nsado previemente pera le adeorcidn de sustenciss
@m actives y se hebfas regensrado posteriormente por lavado
con dloall, doldsc y ague a pH 4-6.

Seis litros de celde de fermentacidn de es-
treptomicine & pH 6,3, previamente tratadoc pere ssperer la
estreptomiocina, se enseyd unsendo Egggg_g Dorner y resultd
contensr unas 8,200 unidades de a?bﬁlvidéti POT G.0, © R
total de aproximademente 49,2 x 1.06 nnidades LLD de activi-
dad, A1 orldc se le efisdiexon 0,75 mgrs, de vitemina radfo-
activa 312‘, dando 18;000 gﬁpoe por minntc, medidos con
un oontador ds redieciones. Ie aoctivided totael en LLD des~
pube do esta edioién fué de eproximsdamente 55,1 x 10° mni-
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d.ados}.

Bl caldc se hizo pasar entonces en flujo des-
cendente a través de las dos ooclumes en serie, & un tiempo
de ocontacto total 4e umos 35-40 minutos (unos 5-6 ”/m)..
To dltimo del celdo ae desplezd 38 le columns con agna, Bl
sfluente s8s enseyd para su aotividald en ILD, y &6 midid sa
redioeotividad, Los resultadcs mostraron gue 954 de les ans-
tencias aotivas en LLD y 91% del material radicactive esta~
ben edeorbidos en lss columnas. Les columnas se lavaron lue-
go en serie aon eproximadsmente £ 1/2 litros de &8gva & un
tiempo de contacto total de unos 20 m!.nntoa;

Oada columns se eluyd luegc separademente
oon 40f de egue - 60% de acetons (en volmmen) heche 0,1N
con doldo olorhfdrico, & un tiempo de contacto de uncs
60=75 minutnl. El volumen de eluyente pere la primera oco-
lomna fué 48 unos 600 mla;, de los cnales unos 315 mls, 2@
recogieron como fraccién rica; El volumen de eluyente para
la eegunda columnsa fué 46 unos 500 mls; des los ocusles unos
200 mls, :ise reoogleron como fraoccidn rica, Ies fracciones
rioas ge ensayaron parse actividad en LID, y se midieron sus
redioactividades., Los resultados mostraron que virtualmente
todas les sustencias actives en LID y redioaotivas adsorbi-
das fueron seperedss en las freacciones ricas. Ie relacién
de eotividad encontrads en le fraccidn rice de la primere
columna & le aotividad encontresda en le fraccidn riee de
la segunia columna fué de aproximedamente 10 s 1 para cada
tipo de aotividad.
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Cnendo el oitedo proceso se repitid empleesn-
d0 osldo de fermentacién de estreptomicina el cual se le
hebfe efiadido vitamina By g radiocactiva se enoontré andlo-
gamente gue les eficncias de le adaoroidn y de la elucidn
eren altas, tanto onando se oczalonleron sobre le bese de me-
dieiones de actividad en LID oomo sobre la bese de medioio-
nes de redicactivided, Aef, se comprobd gue este procedi-
miento es muy eficaz paras separar sustancias actives en LLD

¥ en partioular vitamina B. ¥ el compuesio similer & la

12
vitemine By g’ vitamina 31 28° deslde csldos de fermentecidn.

Bjenplo 8_
‘ - Unos 200 litros de ocldo de fermentacidén de
egtreptomicine (pK 6,8) del cmal hebfe sido retirada le
estreptomicine y oon una actividad total cn II.D de 5,6 x 10.
unidedes, e hizo paser e través de 5.900 e 00 ﬂa Tesine Duo-
loto 8-30 (pHS) oolocedos en una columna de 25 mm, (1.400
0.C,) ¥ una oolumna de 51 mm, (2.500 c.e.) en serie y en
flujo desceniente, El tiempo total de contacto fud de unocs
28 minntos'. Degpuée de lavado con ague, aproximadamente 75%
de la aotividad se enaontré qmne habfez sido retenida en las
colunneas, .

Oada ocolumns se eluyd 1hogo por separsdo oon
40% 39 egua - 60% de acetone a un tiempo de contacto de
unos 20 minutoa., Tnos 2160 c.cl.lo eluato rico sa recogie~
ron de la primera columma y unos 1,340 .0, 4o 18 segunda,
I2 eotivided total en las fracolonsa de eluste rico fué de
eproximadamente 964 de le masorbide,

-l19a
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Blsrple 4. |
' 20 litroe aproximedemente de ocaldo de fermen-
tacién de estreptomicina (pH 7,4), el cual habfe sido sepa-
reda le estreptimicinz y con une activided ILD totel de 1,1
x 10°% unidedes, se hize peser a través de 154 ‘o.c'. de resins
Pnolite S-30 {pH B) colocados en una columns de B m;. en
finjo dsscendente, El tiempo de contacto fué de unos 6 1/2
ninntoe. Despuds 4e levade con sgua, como 73% de la activided
resultd heber sido retenids en la columna,

Le oolumnz se eluyé luego ocon aguna saturade
de butanol normel & un tiempo de contacto de unos 1l minu-
tos, Unoa 950 c.c, e eluato rico se recogieron de ls columns,
Ie ectivided en la fracoldén de eluato rico fué de aproxima-
damente 65% de le adso:bida;

Bjeuslo §_

Tres ocolumnes de £26 mm, conteniendo ceads une

154 c.0. de resine Duclite 8-30 (pH 8) se Adlispusieron em pe-

relelo. Una centided geperade de unos 20 litros de caldo de
rormantaai6# de estreptomiocina (pH 6,5), del oual habfe sido
retirade le estreptomicina, y con uns actividad LLD totel de
5,2 x 107 unidades, se hizo paser a trevés de ocada columns en
flujo desceniente, Bl tiempo de conteoto en eczda caso fué de
aproximedemente 5 minutos, Despuds de lavado oon agna, 8proxi-
madamente 84%, 828 y 82f de 1l& activided resulté haber sido
retenids en las columnss 1, 2 y 3, respectivamente,

Oade columns se aluyd luego con una solucidn

diferente, la No, 1 con 40% de agua - 60% de acetona hecha

o 20 =
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0,1¥ oon goido clorhfdrico, le No., 2 n egue satureda 4e
n,~butenol heche 0,1 oon €oide olorhfarico,.y la No, 3
oon 404 de agua - 60% de acetons heche 0,1N oon dcide for-
ﬁrioo'. Hi tliempo de contacto en omda oaso fuéd de unos

10 minutos, Unos 455 o6, 620 G.0 ¥y 3656 o.0. 48 elmato
rioc ge recogieron de lag oolumnes ndmeros 1, 2 y 3, res-
pectivamente, Te activided en ls frecoidn de eluato rico
fue de eproximmdsmente 964, 7684 y 984 de la adsorbids,
pare les columnze 1, B y 3, roepeotlvamanto..

Un enseyo adicional mostrd gue le elucicn
con 70% egue - 50f moeton= kecha 0,1N oon dclio fosférico
fu€ eproximedaments tan eficez oomo la eluoidn con soldo
foafdrico citads con 4% de agua - 60% de ac?tone.
Ejemplo 6,

Dos ocolumnes de& 26 mm., conteniendo ocads
une 164 c,0, 46 Tesine Duolite 8-30 (pH 8) se dispusieron
en peralelo, Uns centidad separede de umoe 80 litros de
celdo de fwrmentacion de estreptomicina (pH 6,8) del ouel
habf{a eldc retirads la estreptomioins y oon una actividad
IID totel de 6,1 x 107 unidades, se hizo paser e treves
de osde columna en flujo descendente. EL tlempe de con-
tacto en omde oaso fué de unos 6 minutos. Después de le-
vado con egum, ocomo 84% de la ectivided resultd heber
eldo retenida en omde une de¢ lag ocolumnse 1 y 2,

Ia columne numero 1 se eluyd con 40% de
agne - 60% de moetone heche 0,1F oon doldo sulftrieo, y
le oclumne numexo 2 se sluyd con 40% de egua - 60% de
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acetone hecha (,1F oon daido acstios, BI tiempe de oon~
taoto en omds osec fus de uncs 10 minutos., Unos 400 G.6.
de elueto rico se recogisron de la ocolumne ndmsro 1 ¥ uoos
300 6.¢. de la colwmna nimero %, Ie sotividsd en la freo-
oidn de elnate rios fué de aproximedsmente 100% de la
adeorbidse pers le colwmma numero 1 y de aproximademente

- 70% de le adeorbide pare lz oolumne numere 2.

emplo 7 |
' Se preparasron celdos de fermentecidn por
propegadlon de 3 miembros representativos asdicionales de
lcs Pungi oapaces de producir sustenciag oon activided en
1ID y APP: (1) Niycobaoterium smegmatis. (2) Peendomenas
innichroma (une nueva especie de Psendomonag oopaz de Oxi-
der riboflevine a lumioroma), y (3) Alternaria, Cade oaldo
de aproximedemente pE 7 se hizo paser en flujo descsndente

& través de wune oolumne de 29 mm gue contenfa 100 ©.c. de
resina Duclite $-30 & pH aprox, 6, La resina habfa sido
previamente regensrade por levado oon £loali, doldo y egua.
ElL tiempo de oontacte del ocmldo en omds caso Ine de apro-
ximadamente 32 minutos, Loe volumenes de ocaldo y activiae-
dee LLD totales fueron: (1) 3,000 c,0e ¥ 10,8 x 10° uniae~
ao-n.'(é) 8;925 o.e_. ¥yi19,8 x 106 unidedes, y (3) 2,625 0,0
¥y 12,8 x 10° untdedes, Despucs de lavado oon egue, oasi
toda la activided resultd haber sido retenida en ls ocolum-
na en ozda oaeoc,

Ceda ocolumne ge eluyd luego con 407 de ague
- 604 de mostona hecohe 0,l¥ con aoido olorhfdirico, & un
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tiempo de ocontaoto de unos 50 minntcs, Los volumenes de
elvato rioo y los porcentsjes aproxiredos de actividad v
edsorbide presents en los eluatos riocoe fmerons(l)250C.0.

¥y b50%, (2} 300 o.o; y 66%, (3) 470 040, ¥ 60%. (Ho se
estableoleron condliciones ptimse pera estos oeldos)

Benplo &, |

“ Bn une columna de vidric de £9 mm. de dlé-
metro interior se oclocaron 100 o.¢., de Tresine Permitit

IR de¢ 20~60 mellae, & DE 8>. 15 1itros de osldo de fermentacidn
de estreptomiocina & pH 7,2 previcmente tratedo pars sepe~

rar la estreptomicina se ensayaron y resaltercn tener

unae 2;806 unidedes por o.8, de mctividead LLD ¢ un totel

8e unase 42 x 10% unidades de actividad, Bl caldc: ae hizo
pasar en flujo descendente & través de la columns de resi-

na, a2 un tiempo de contactc 4 unos 10 minutos, Bl oaldoc

fud¢ seguido por un lavado oon sgna de 600 ¢.0. Bl efluen-

te del csldo y el lavedo combinades contenfen un total

de unes 5,2 x 10% unidados de sotividsd. 4sf, se =dsorbie~
ron en la oclumne unee 36,8 x 10° unldedes dae sctivided
(87,5%).
- Ie columna se eluyd luege oon 40% de egua
- 60% de scetona hecha 0,1¥ oon dcido clorhf{drico, a un
tienypo de contactec ds unos 20 minutos, 8¢ recogieron y
enseyaron unog 1;080 c.c; de eluato rioco, Xa aotividad
totel en el elnato rioco fné de aproximsdamente 36,7 x 106
unidades de actividad IID, eproximademente 1004 de la
adsorbide,
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Eﬂ GEEO Qe

40 1itros de oaldo de fermentaocidn ds
estreptomicine & pH 6,5 previemente tratadecs pars separar
la estreptomiocine resul teron tersr en el ensayo un total
de apiexiﬁadamente 326 x 10° unidedes ILD de aotivided,
equivalentes a la actividad eproximsdamente de 29,6 mgrs,
de vitamine 312_. & caldc se le efiadieron 4,54 miligramos
de vitamina Blz radiocactiva,

K. caldo ss adsorbid luegoc y se eluyd des~
de 400 o;c. de resine Dnolite 8-30 en la forma descrita
en el ejemplo 2, 86 combinaron les fraceiones de eluato
rloma, se ajusteron e pH 7-8, ss oconcentraron y se trata-
Ton oon clsnure potdsiocs, oomo se expnso en le mencionada
golicitud nimere 194,833, para convertir en vitamina B,
los compuestos simileres & la vitaminm B:1 2 Ons parte de
le soluocidn resul tante se purifiod luego todavia por los
métodoes expusstos en la solicitud norteameriocans 146,404
para obiensr un produncte oristalizado ¢ue pesaba 14,8 mi-
1ligremes, que oontenfe ocomo 15% de humedad y que resultd
ser vitamina B, de 95-100% de pureza scbre base anhiarae,
Ye medioidn de le radicaotividad mostrd uwna recuperaocidn
de eproximedamente 26,64 (el equivelente de unce 1,69 mi-
1igremos) &e la vitamina 312 redicactive afisdida, El res-
to del produmoto oristzlizade, wnos 1l miligramos (exento
de humeded) fud el derivads de las sustancias oon aoti-
vided de IID presentes en el oaldo de partida,

&1 realizar el presente invento pueden
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hacerse diversos cambios y modificaciones sin apartarse
por ello de su esp{ritn y eloance, Bn onanto tales cambios
vy modifiocaciones oaigan dentro de los 1{mites 6o las rei~
vindioaclonss snejas, han de oonsiderarse ocomo parte del
invente,

Bete solicitnd gune corresponde a la presen-
tada en los Betados Unidce 4e smérios el 21 des Septiembre
de 1950, bajo el ndmero 186,115, se acoge & 1os beneflcios
del ertfoulo 51 del vigente Estatute sobre Propiedad In~

anstriel,

«0=N0TA=0e~

Ios puntoe de invencidn propis y nueva gue
8¢ pressnian pare que sean objeto de esta Patente de In-
vencién en Rspeiie, por VEINTE afios, son los elguientes:

12, -~ El procedimiento gue comprende ponex
en contacto una solucidn ecuosa que contiens sustancies
vitamfnicas, oon ectivided LLD y APF, 0on una resina deco-
lorante porosa suatencielmente neutra que contiens sustitn-
yentes poleres -adeorbiendeo oon ello diochas sustancias vi-
tem{nicax sobre diche regina.

22, - El proosidimiento que ocomprende poner

-
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en oconteocto uns solucion ecuosa gne oontiene vitamine Bl 2

oon uns resins decolorante porosa sustencialments nemtre
que ocontiene sustituyentes polares, adecrbiendo ocon ello
le vitamine Blz spbre diohe reain=,

3%, - Bl prooedimiento gue comprende poner
en contecto una solucidn acudsa gus contiens un mpuesto
similer & le vitamine B

i2
ga sustencieimente neutra gue oontiens sustituyentes pola=

N uzna resine deocvlorante poro-

rss, adsorbiendo oon ello al ocompueeto similar & la vita~
mnins 312 aobre dg.oh& resins, _

42, - El prooedimientc gue comprenie poner
en oontacto uns eolucidén soncsa que ocontieme vitemine Blz
oon un adsorbente resinocso fendlioo decclorente poroso
sustancielmente nautre{, adsorbiendo oon ellofa vitemina Bl 2
sobre dicho edsorbents,

594. = El procedimiento que comprende poner
en contacto mns soluoidn acuoee que contiens un compns sto
- sinller a la vitemina B,  oon un adsorbente resinoso fenc-
1ico deooclorante poroso sustencialmsnte nemtrc, adsorbiendo
ocn ello el ocompuestc similar a la vitemina 15:‘a aobre u—l
cho adsorbente.

62, - Bl procedimiento gue comprende poner
en contaoto una solmcidn acuosa que oontiens vitamina B,
oon una reaina 46 amine-formeldehids decolorante porosa
sustancialmente neutra, adsorbiends oon ello le vitamine
]3:‘_2 sobre diche resins,

78. = El prooedimiento gue comprende poner

-~
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en ocontacto una solucidn aonose que ocontiens un compueetc
similar a la vitamins 312 oon une regina de amina-formslde~
hide, decolorante, porcse, sustanciaslmente nentra, adsor-
blende oon elloc el compuesto similar a la vitamine B:s.z a80=-
bre diche reasins,

BOV. - B1 procedimientc que comprende poner
en oontaoto una resina decolorante pPoross eustanoialmente
neutra gue contiens sustituyentes polares oon un oceldo de
fermentaocidn que oontiens sustancias viteminicas ocon ac-
tividad LLD ¥y APP, adsorbiends con ello dichas sustancias
vitem{nices sobre dichs resinz, y tratar el adsorbato sef
obtenidc oon une soluoidn goide de disolvente oxgdnioo,
siendo aicho disslvente organioco &l menos parcislmente
migcible oon agne, sluyendo oon ello dichas sustancias vi-
tamf{nices dssde aicho adsorbateo,

92, - Hl procedimiento gune oomprenie poner
en contacto un sdsorbente resinosc rendliocs decclorente
Yoreso suetancialmente nsutro oon un celdec de fermsntacion
-que oontiene vitamine Blz' afllgnrblendo ocon ello &icha
vitamine Blz aobre dlcho edsorbents resinoge, y tratar el
adsorbatc asf{ obtenido ocon una solucidén ecnosa €olde de
acetone, eluyende as{ diche viteminm B, , desde diche adsor-
bato,

102, - El prooedimiento gque comprenie ponsr
en oontacto un adeorbente resinoso fendlleo decolorante
voroso sustancialmente neutro con un celdo de fermentacidn

que contienms un ocompmesto similar a la vitemina B, , adsor-

1g
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biendo oon ello dicho oompue st similer e la vitamina :Bl2
sobre dicho sdsorbente resinosc, y trater el adsorbeate
esf{ obtenido oon une solucidn mouose doida de acetone,
dluyende ocon ello dicho oompneste similer a le vitamine
312 desde dicho adsorbato,

118, - Hl procedimiento que comprende poner
en oontactc mne reeins de amine-formaldehidc decslorente
porose suvstanclelmente neutre ocon un calde de fermentacidn
que ocontiene vitamine Blg’ edsorbiendo oon ello dfoche
vitemins, 312 eobre diche resina, y tratar el sdsorbvate
egl obtenido con solmoidn acuose dolde de mcetona, eluyendo
D ello dicha vitamine B . desde diche edscrbato.

122, - Rl procedimiento que ocomprende poner
en oontacic una resins de eminas-rformsldehide decolorente
porcee sustancislmente nentre oon un ocaldc 4e fermentacicn
gue contiene un ocompmestc eimilar a la vitamina 812. ad~
sorblends oon elle dlcho compueste similar & lea vitamine
Bjp ®obre dicha resine, y tratar el adsorbato asf obteni-
4o con scluoidn acuosa doide de ecetona, eluyenic con ello
dicho oompueste similer & le vitemins Blz desde Adfche
edsorbato,

138, - Bn un procedimients pasra recuperer
Y purifiocar una sustendle oon sotivided ILD y £PF, ol né-
todo gque comprende eeperar diche sustencie desde nra solu-
oldn acuose de le misme por pusste en conteoto de diohs
solucidn con Dnelite §-30 (une resine gue ha eldo desorite
en le Memorie) y retirar luege dicha sustencia dssde dicha

- 2R .
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Duclite &-30‘.

‘ 14¢. - En un proocedimiento pars recuperar

¥ purifiomr un miembre selecoionads del grupo consistente
en vitaminas 312 y sustancias afines ocon actividad II.{)

v &P, o mdtodo gue comprende retirer difche miembro de una
solucldn moucse del micmo por pussta en centacte de diche
solucidn con Dnolite 8-30 y retirer lnego dicho miembro de
diche Daelite S-20. |

162, - Kl procedimiento ds adsorbsr eustan-
oies activas en LID y APF, vitemins Bla ¥ oompuestos simi-
lares & la vitamine Blz utilizando uns resmins deoclorants
porosa sustencisimente neutre gume ocontiens sunstituyentes
polares como adsorbente, y eluir los materizles activos
desde loz adsorbates resultantes empleenic scluciones acno=-
sas de dimolvente orgénioco sustancislmente como se he dea~
oritc y reivindioade,

162, = Un proocedimiento peres reouperer vita-
mina B, §/0 compuestos eimilaTes & ella desde scluciones
acuosas,

sl y oomo se he desorito en la Memoria
gue anteosde y oon los finss que se han espealfiosds,

Bata Memoria oonste de veintinueve hojes

2 05ep. 1951

Kadrid ” i,

escritas por unz spla osrg.
P. &

2% A0 Ma Blze
o5 prger A
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