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MEMORIA DESCRIPTIVA
pera gsolicitar
PATENTE DE INVENCION
en
ESPARA
_ por VEIRTE afios
& nombre de AMERICAN VISCOSE CORPORATION, entided portgﬁalne—

ricana, eaj:lablecida en 1617 Pennsylvania Boulevard, Filadel-

fie, Pensgilvania, Estados Unidos de Amérdica, por:
"PROCCEDIMIENTO PARA LA SEPARACION CROMATOGRAI'ICA DE
'UNA. MEZCTAM

Este invento se refiere a cromatografia en columna, y

particularmente @ un materiel adsorbente mejorado pare uso en

la columna.

Como es sabido, la cromatografie en columne es de apli-
cacidn general pare procedimientos tales como la separacién
de mezclas, la purificacién de sustancias, la concentracién
de materieles de une solucidn. Por ejemplo, en el caso de una
mezcla que tenge que ser separada en sus constituyentes in
dividue.les; puede d:_i.solverse primero dicha mezcla en un disol-

vente e introducir la solucién resultante en la columna, pg.
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sando €1 disolvente hacia abajo y dejando una cierta canti-
dad de 1la mezcla en la porcidn superior. Iuego se lava la
columne. con varias porciones de un disolvente o0 eluyente, con
el fin de desarrollar o revelar el cromatogrema; dicho con
otras palabras, el efecto de las adiciones del disolvente es
hacer (escender por la columne la mezcla, o mejor dicho; sus
constituyentes. Ia velocidad de recorrido a través de la co-
lumna es especifice para cada constituyente, siendo convenien-
te, como es 16gico, que las velocidades difiersm lo més posi-
ble entre si, ya que sélamen“cg s"o'bre esta base es posible ha-
cer une. separacidn de los conmstituyentes. En un método pre-v
ferido, las adiciones de disolvente se hacen de modo conti-
no en vez de por tandes sucesivas, y los efluentes de la co-
lumna se recogen en une serie de recipientes o fracciones,
recogiéndose cada fraceidn dentro de un periodo definido de
tiempo y reemplazandose despuds por otro recipiente sucesi-
VO,

J0g constituyentes que forman la megzols se enc_:ontraré.n
repertidas por les fracciones en mezcla con el disolvente.
Asi, por ejemplo, un constituyente puede encontrarse en una
o en verias frecciones sucesivag; otro constituyente puede
encontrarse en el grupo sigulente de fracciones que puede com-
prender una o varias frescciones sucesivas, y as{ sucesivamen-
te. Tos constituyentes pueden extraerse sencillamente por
evaporscidn del disolvente.

(lomo se comprenderd evidentemente, le separacién de la
mezcla en sus constituyentes depende de vaerias condiciones,
siendo una de las més importantes el meterial adsorbente con-—
tenido en la columna,

ln objeto principal del invento es proporcionar un ad-
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sorbente mejorado para cromatografisa en columna en forma de
agregac.os de cristalitos de celulosa, producio obtenido por
la hidréilisis écide de celulosa, forméndose asi una poreidn
emorfe goluble en écido y una poreién no fibrosa, insoluble
en dcico. Esta dltima es un residuo o resto cristelino. Se
lave y e extrse. Hecibe el nombre de agregsdos de cristali~
tos de celulosa o de G.P. (grado de polimerizacidén) nivelado.
Este producto, asi como un métOdo“para su fabricacidn ; sa
encuentran deseritos en un articulo de O.A. Battista titula~-
do "hidrélisis y cristelizecién de celulosa®, Vol. 42, Indus-

trial end Engineering Chemistry, pdginas 502-7(1950). Ios

ggregados de cristalitos de celulose mecdnicamente desinte-
grados o celulose de G.P. nivelado, se describen en nuestra
patente americena mim. 2.978.446; de 4 de Abril de 1961.
Entre otras ventajas, los egregados de cristelitos de
celulosa pressntan unea cepacidad especial para absorber y
adsorver compuestos quimicos. Es de particuler interds el hé-
cho de jue los egregados de cristalitos tienen ls propieded
de absorber selectivamente materieles hidrdfobos u oleagino=
808 0. Igualmente, es importente a este respecfo le. presencia
de nuneroses pequeflas grietas y fisuras sobre las superiicles
de los agregados de cristalitos. Estos agresados estén carac—
terizados particularmente por su eleveds pureze, en virtud
de lo cusl estén notablemente libres de toda tendencia & con=
teminar los materiales con log que se ponen en contacto, par-
ticularmente los productos farmacduticos y biogfimicos deli~
cados, el como enzimes, Otra venteje més de los agregados
reside sn que puede controlerse su temefio y la distribucién
del temafio de particula; es d.ecir; el tamafio de particula y

la distrivucidn de tamaflo de particula se pueden reproducir
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de un lote a otro y pueden veriarse a volunted dentro de
amplics 1imites de temefios y distribuciones de tematio.

Puede observarse que el "eristalito", tal como aqui
se use, es un racimo de moléculas o cadenas de celulosa, es-—
trechcmente apre"dadas; dispuesfas longitudinalmente, y que
los "egregados" son racimos de cristalitos. Puede decirse
también que los agregedos comprenden grupos de cadenas 1i-
neales rectas, rig;idas; relativamen’ce.no retorcibles. Segin
se indican los ensayos de difraccién de rayos X, los cris-
talitcs y los agregados de cristalitos tienen un diagrame
de difreccién neto; que indice una estructura sustancialmen-
te cristalina. Aunque las cadenss de cristalitos son de lon-
gitudes muy unifomes, particularmente en comparacién con
las codenas de celulosa originales, si presentan, hablando
egtrictamente, ‘alguna- variacién, y por estg. razén, . sepi“e-
fiere hablar de longitud promedia, o de velores de G.Ps ni=-
velado promedios.

Los agregafos de cristalitos de celulosa; o celulosa
de G.F. nivelado, adecuados para uso en el invento; se cé—
racterizan por un G.P. nivelado promedio de 15 a 375.

Asoclado con las propiedades del G.P. nivelado ente-
riormente mencionadas de los agregados de cristalitos esté
el hecho de que su pureza quinmica es muy considerable, con-
tenierdo el materisl por 1o menos 95% de unidades de poli-
glucosa o anhidroglucosa (preferiblemente por lo menos 9775
o 99%, , basado en el enédlisis crometdgrafico. En cuanto el
conterido de cenizas, los agregados contienen preferiblemen-—
te meros de 100 pp.m. (pertes por millén), aunque la ceni-
za puede estar comprendida entre aproximadamente 10 ¥y &pro-

ximadsmente 400 o 500 0 600 pepPey. A modo de comparacién,
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puede indicarse gue la celulosa fibrosa corriente puede te—
ner de 1000 a 4000 p.p.m. de cenizea.

Los agregados de cristalitos de ceq.ulosa son general-
mente Utiles en procedimientos de separacién basados en la
adsoreién crometogréfica. Ko sélemente pueden desdoblarse
las mezclas en sus componentes, sino que; ademés; puede se-
pararss une sustancia de étra o de una pluralided de sustan-
cias, y, andlogmmente, dos o més sustancias pueden separsrse
de una sustancia o de una pluralidad de sustancias.

Los siguientes ejemplos pueden ilustrar el uso de los
cristalitos para la separacién de uns mezcle en sus componen—

tes:
Ejemplo 1

3e formd une papilla dispersando esgreszedos de crista-
litos de celulosa en un disolvente preparado & partir de 1
volumenwde butanol, 2 volumenes de isopropanol; ¥y 1 volumen
de HC1 1 N. Ios azregados tenfesn un G.P. promedio nivelado
de 220; une pureza superior a 96%; mn contenido de humeded
de 5%, aproximaﬂamente; v un-tameflo de particula dentro de
los 1flnites genersles de por debajo de 1 haesta 250 micrones,
de los cuales aproximedamente el 10% tenian un temafio por
debajo de 44 micrones, aproximademente el 40¢% tenian un ta-
mafio entre 44 y ;4 micrones, y de 40 a 50%, de més de 74 ni-
orones. Ie papille (que resultd uns menera conveniente de co-
locar 108 agregedos en la columna, aungue hubie;an podido
introdicirse tembién en le misma en foma seca), se vertid
luego >uidadosemente por el lado de una columna de vidrio de
46 cm, de largo que tenia un didmetro interno de 2,5 cm.,

procurando que no se formarsn canales nl bolsas de aire en
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el materiales Un disco de vidrio 'fritado, introducido pre-
viamente, sirvid pare soportar los sgregados en la columna.
A medida que escurris disolvente de 1a oolumna; se afladieron
centicades adicionales por la parte superior pars mantener
excesc de disolvente arriba. Cuando ya no se sedimentaban
nuevas cantidedes de agregados; se dejaba egscurrir el disol-
vente.

Iuego se prepard una mercla de aminodeidos que conte-
nie 1C0 mg. de cada una de las tres sustancias siguien’ces‘:
dcido aspériico, histidina y cistefna. Istas sustancias se
disolvieron en agua y le solucidén resultente se completd
heste volumen de 100 ml. Este solucidn se considerd como so-
lucidn de reserva. Se afiadieron umos 30 ml. de dicha solu-
cién de reserva por la parte superior de la columna, y &l
mismo tismpo, sé colocd en posicidn un colector automético
de frecoliones conteniendo 50 tubos de ensgyo de 10 ml., en
el fordo de la columna, para recoger Jos efluentes. Se afia-
dié le totalidad de la solucién de reserve a la columna, en
porcicnes de 30 ml., y después se dejd gue el disolvente
butencl-isopropanol-HC1l gotears continusmente a la pafte S
perior de la columna y pasese o través de le misma. E1 disol-
vente no disolvie los aminodcidos en las condiciones emplee~

das sino que sirvié para ayudar a que fluyersn a través de

_ le columna a velocidades diferentes, desarrollando asi el

cromatograma. Al cabo de 4-5 horas, se recogieron todas 19,9_”
muestias y luego se hizo une reaccién de menchas segin Feigl,
con el fin de apreciar la eficiencia de separacién de los
eminodicidos. Se rocié pepel de filtro Whatmen n¢ 1, con una
soluci.én a1 2% de ninhidrina (tricetohidrindeno), y luego

ge secd el papel en la estufa a 1052C durante 5 minutos. Dos
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gotas procedentes de cada fraccidn formaron>manchas soﬁre el
papel secado en orden numéiico & 10 largo de ung serie de posi-
ciones zeparadas, despuds de lo cual se secd otra vez el papel
en estura & 105¢ ¢ durente 5 minutos. Se encontrd que el primer
aninodcido salia seneralaente de la columna después de haber
recogido varios tubos de ensayo. Cada uno de los aminodcidos did
un color distintivo sobre el papel de filtro Whatman, egtando
separadcs perfectamente entre si los colores a lo largo del pa-

pel. Ccmo ge conprenderd, los colores se forman por la reaccion

entre le ninhidrina y el aminodcido. Los tubos de ensayo que con-

tenfan Jos aminodcidos se pusieron aparte, haciéndose un ané-

lisis de nitrdgeno de su contenido. lLos resultados fueron los

siguientes:
Muegtra NO Aminoécido %
gegin ensayo : nitrdgeno.
de mancha
6 Acido espédrtico 0,06
25 Histidine 0,05 3
35 Cisteina - 0,04
Gontrol Ninguno 0,00

El reactivo ninhidrina se prepa:bé disolviendo 2 gremos
de la misma en 50 ml. de agua y afindiendo luego sobre la so0lue

cién resultente une mezcla de 80 mg. de cloruro estannoso en gl

50 ml. ¢e agua., Ia mezcla se dejd en reposo en la oscuridad
durante 24 hores, despuds de 1o cual se separd el precipitado

por filtracién, dejando la solucién de reserva de ninhidrina.

Ejemplo 2

Se hidrolizdé a azdcares, pulpa de madera secada al aire,

en una cantided de 0,3 gr., por medio de dcido sulfirico, segin
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el procedimiento corriente descrito en "Menual de Métodos
CrOmatogré::lcos. A.nélisis de Pulpas Pumf:.cadas por. Cromgm—
tografia en Pepel Cuantitativa (25 de marzo, 1957)" de Je
P. Seenen, Forest Products Iaboratory, U.S. Dept. of Agrie=
cultur:, iladison 5; Wisconein. Después de neutralizecidn y
concentracidén, se obtuvieron 15 wle de une solucién acuosa
de azdcar cuyo contenido azucarado era glysiguiente-z 95,66%
en pesd de glucosa; 2,86% de manosa; y 1,48% de xilosa.

Je prerard una columna de agregados de cristelitos de
celulose usendo los agregados y el procedimiento descritos
en el ‘Ijemplo 1, & excepcidn de que los agre gpdos tenian un
tamafio de particula entre los limites de 40 y 250 o 300 mi~

crones. Ie solucién de los azdcares se vertid por la parte

‘superior de la columna y se dejé que descendiera por la mis-

me. lidontras quedaba todavia algo de la. solucidén de azicar
eproxinadamente al nivel del adsorbente, se aﬁadleron va.r:l.as
porciones de un eluyente que comprendia. una mezcla 9:1:1 (re-
lacibén en volumen) de acetato de etilo, dcido acédtico y ague.
Posteriomente se dejd gotear continuamente el eluyente en

la columna. Se recogieron un total de 45 fracciones de 10 ml.

-cada wna. Se detectd azdcar en las fracciones ndmeros 13,

14 y 15, por medio de la reacciln corriente de manchas segin
Vogel. e fraccidn mmxero 14 se evapord hesta reducirlae a

1 ml., aproximadamente, y se identifico la xilosa por un né-
todo de ensayo corriente de cromatografia en paepel para le
identiricacidén cuentitativa de azmiceres, segin se describe

en la referencie de Seemen citada arriba. Se emcontré que nin-
guna do las otras 45fracciones contenfen amicer de ninguna es-
pecie, deduciéndose, puss, como eviqen’ce gque la glucosa y la

menosa habian quedado retenidas en la columna. Igualamente, se
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dedujo evidentemente que la columne hebfe separado el azi-

car presente en la minima concentracién de los otros dos.
Bjemplo 3

Se pre pararon las siguientes columnas de materiales
adsorbentes': (1) agregados de cristalitos de celulosa de 1a
clase empleada en el ejemplo 1; (2) agregados de cristelitos
de ¢e’ulosa de la clase emgeade en el Ejemplo 1; 2 excep~
cibn de que tenian un tamafio menor de 44 micrones; (3) un
mater:.al adsorvente comergial que contenia celulosa fibrosa
corriente que se habia molido heste un temafio de particula
promedio que era mayor de 200 mallas y que tenfa un conteni-
do de humedad comprendido entre los limites de 6 y '7 % en
peso; (4) un sdsorbente empleado en el comereio gue conte-
nie fibras de acetato de celulosa corrlentes cuyo didmetro
correspondia &l ‘de une fibra de acetato de 8 deniers por
filemento (unos 30 micrones de dlfmetro). Iuego se propard
una mezele afiadiendo sproximademente 0;5 gremos de tinta
negrea, soluble en acei‘ce’ gobre 100 gramos de aceite de semi-
1la de algoddn. Ie mezcla de aceite-tinte se afiadid por la
parte superior de cede una de las 4 columnas y se dejd que
se moviera en sentido descendente por gravedad. Se afiadid
1 ml. de la mezcle & cade una de las columnas, a excepcidn
de la columna (1); que presentabe une penetracién ten len-
ta de 12 mezcla que solamente pudieron aﬁgdirse inicialmen-
te O;‘l nl. Sin embargo; al cabo de 1 y 3/4 de hora, se afia-
did w1 totel de 0;8 ml: & 1la coluwmna (1). 4 medide que con-
tinugsa el ensayo; se puso de manifieeto gque la columna (1)
tenia el movimiento descendente més lento; con mucha dife-

rencia, de le mezcla de aceite. Esto se atribuyd e la ad-
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sorei’n muy elevada de 1& mezcle sobre el material adsor—
bente. Ia columna (1) presentaba también le separacidn de
reparto més uniforme de 10s componentes de la mezcls, ha-
biendo presente un clerto ndmero de bendas compxendidas en-
tre gris claro en la parte inferior de la columna, y negro,
en la parte superior de le misma. Ta columne (2) presenteba
wna penetracidén més ré.pi'da por le mezcla aceitosa que en

el cao de la columna (1), ¥ la separacién en bandas era

complotemente uniforme. En el caso de las columnas (3) y

(4), e produjo acenalamiento, y se considerd que la efi=-

clenciie de separacién era netemente inferior a la observade

con cnalquiera de las solumnas (1) o (2).

Ejemplo 4

Se prepararon 3 columnas de materisgles sdsorbentes:
las nimeros 1 y 2, que eren las mismas que los numeros 1 y
2 del ejemplo enterior, y la mfmero 5, que contenia celulo-
ga fibrosa corriente, gque era 18 misme que en el nimero 3
del ejemplo enterior, a excepcidén de que se habia molido pa-
re que pasase a travéds de un temiz de malla 325. Se afiadid
una tinta de escribvir azul comerciel por la parte superior
de cada coluwmna en cantidedes iguales y se dejd percolar a
su través dursnte unas 72 horas. Sometidas a exemen, las co-
lumnas 1 y 2 mostraron ambas separacidén de los componentes
de 12 tinta; hebiendo presentes un cierto nimero de bandas
comprendidas entre azul claro en el fondo de la columna; y
azul osouro; en la perte superior. Tento el mfmero 1 como
el 2 presentaban bordes nivelados y muy netos entre lag di-
versas bandas y no mostraban sefinles de acanalamiento. Ia

columne nimero 3 presentaba un acem&lamiento mercado y, aun-

- 10 -
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que hebia una cierta sepsracidn de la tinta en bvendas, éstas
no egteban netanente definidas, y 1los bordes entre hendes es-
teben ¢eformedos, extendidndose parte de cada bandadentro de

las situades por encima y por debajo.

Ejemplo 5

Se prepararon las 4 columnas siguientes de materiales
adsorbentes.: la ndmero 6, que contenia el mismo material que
la mimero 1 del ejemplo anterior, & excepcidn de que se le
habia dado un lavado c§n etanol‘y se havla secado al aire; la
ndmero 7, que era la misma que la mimero 1, & excepcidn de
que contenia particulas gue no pasaben & través de un tamigz
de malla 200, es decir, que les particulas tenian un temedio
de 74 nicrones y mayor, subiendo hasta 250 mlcrones- la nime-
ro 8, que era tambidn igual que le nimero 1, a excepcidén de
que con'l genia particulas que paseban a través de un tamiz de
melle 200, es decir, par’c:[culas de un temefio por debajo de 74
microness; y la mimero 9, que era la celulose fibrosa corrien-
te de lu nUmero 3 teniendo perticulas mayores de malla 200.
Tuego se btomaron 4 ml. del colorente eadimentario rojo de Bur-—
nett, y se diluyeron con sgue hasta 20 ml; endlogemente, se
tomaron 4 ml. de colorante amerillo de Burnett y otros ’ce.ntqs
de colorante azul y cada uno de éstos se diluyd haste 20 ml.
Iuego se mezelaron 1os 3 colorentes diluidbs ¥ se completaron
hasta w. totel de 100 ml., formmando una mezcle compuesta de
los colorm;_tes. Se e.ﬂad:’geron por la parte superior de cada Co~
lumne 2¢ ml. de la mezcla. Despuds de 96 horas, las columnas
némeros 6, 7 y 8 habfan separado todas ellas 1a mezcle colo-
rante er. una banda inferior de color azul, una banda verde por

encima e la azul, y une banda parduzca por encima de la ver-
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de. Ia columna nimero 6 presentaba tembién una banda rojiza
por enclme de la parda, y una bande todavia més oscura por

encime Je la roje. Resultdé evidente que losg colorantes ema-
rillo y azul primitivos se habisn combinado fommando el co-
lor verde. En la columna nimero 9 se producjo acanalamiento
y; gungile tuvo luger una separaecidén de los colox’es; la efi-
ciencia de separacién fué peor que la de las otras columnas ,

giendo nenos netos log limites entre bandas.

Ejemplo 6

36 prepard una solucidn a2l 0,5% en peso de un colorsn-
te emar:llo liposoluble, smarillo Parakeet n¢ 6; en aceite
de semilla de algodén; ¥ la solucién resultente se afiadid por
la perte superior de una columna gue contenia agregados de
cristalitos del tipo utilizedo en la columna N2 1 del ejem—
plo 1. Una vez que la solucidén habia descendido por la co-
lumna.; sie observaron dos bandas’: una bande inferior muy an-
chs sustancialmente del color del aceite de semilla de algo-
dén, y wna bande amarille supsrior més estrecha en 1a que se
habia concentrado el coloran“c_e anarillo. Ia separacidn entre
las dos bandas aparecid completemente nete y perfecta. Resul-
4 cle.ro; por simple observacidn visual, que los agre i ados
habfen zdsorbido el aceite separindole del colorante, a pesar
de que este Ultimo era soluble en el aceite, o dicho de otra
fome s¢ demostrd que loé agregedos ersn efectivos para deco-

lorar el aceite.

Ejemplo 7

Se prepararon las siguientes columnas de matericles ad-

sorbentes: 3 columnes de los agregados de cristalitos usados

- 12 -
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en la columng n@ 1, une columne de los agregadoséusados en

el N¢ 2, una columna de la celulosa fibrosa molida corrien-

te usad en la columne n@ 3, ¥ una columnea identificada agqui
como niriero 10 gque conteﬁia gel de sflice comprendlendo par-
ticulas que eran‘retenidas gsobre un tamiz de malla 200. Se
preperd une mezcla acuosa de colerantes vegeteles acuosolu~-
bles de Burnett, conteniendo verde; amarillo y rojo Parskeedb,
y se afiadid por la parte superior de cada wne de las columnass
Ie concentracién de cada uno de 1os 3 colorsntes en l1a solu=-
cibn acuosa e de 0,5% en peso, aproximaedsmente. Después de
que la solucidn colorente habia percolado a través de cada co-
lumna, ce observeron las siguientes bandas en el caso de las

4 columnas que contenfan los agregados de cristalitos: la ban-
da més inferior era samarilla, de poca eanchura; encima habia
una bence roja ligeramente més anchaj; p&r encima del rojo ha-
bia wne benda rosa aproximademente de la misma anchura; por
gneima ¢lel rosg habia wuna banda muy anchea de color verde-gris;
luego veunia una benda muy ancha de color verde oscuro y, en
la parte superior de la columna, habia une banda negra estre-
cha. Ia separacidn entre las bandas esnteriores era comple ta-
mente neta; En cambio, las columnas de celulosa fibrosa co-
rriente y gel de silice_asusaron muy pocs separacién de los
coloranies en bandas distintas y se observd aceanalsmiento.

Er. otros métodos preferidos, en luger de geparar mate-—
riales u«dsorbidos de la columna, haciendo fluir un disolven-—
te o un eluyente a través de la miama, pueden eliminarse por
geparado cada banda o zona de méterial adsorvido y adsorben—
te, de la columna, con el fin de extraer el material adsorbi-
do de 1t misma, mediante un disolvente adecuado; filtrando

Iusgo le.s soluciones resultantes para separar adsorbente sé-

- 13 -
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lido y eliminando el disolvente por evaporacidn, dejando el
material separado. O tanbién, el material adsorbente con ma~

teriel sdsorbido sobre el mismo, puede separarse de la colum~

na en forma de un cilindro himedo y cortarse en secciones, corres- -

pondiendo cada seccidn a una banda de muteriel adsorbente mas
material adsorbido, y después puede separarse este Wltimo por
medio de un disolvente, seglin se ha descrito.

Son ilustrativas de otras separaciones que entran dentro
3 invento, el aislamiento de hommonas, tal como estilbestrol,
a partir de fuentes naturales que las contienen; la separacidn
de 4cidos grasos insaturados, tal como se presentan, p. ej.
en el ac3ite de maiz o en el aceite de semilla de algoddn, de
dcidos grasos saturados; p. ej., puede separarse Acido estedrico
de deido oldico; o bien;la separacién de Acidos grasos insa-
turados individusles entre si. s de particular importancia la
separacifn de aminodeidos, ya sea que estén contenidos en varias
mezclas aaturales o que se hayan obtenido por la degradacidn
de caseiia, coldgeno, gelatine y otros materiales proteinicos,
Pe €jey por hidrdlisis con dcido diluido o engimes proteoliti-
cos. Entre ofras separaciones figuran las siguientes: alcaloi-
deg de lis plantas; colorantes a partir de fuentes naturales y
entre si; esteroles y compuestos afines, a partir de productos
natufalea; vy la separecién de isdtopos. Ia sangre pusde Separal-
se por 1> menos en algunos de sus constituyentes. Tamﬁién =T )
ineluye agqui la recuperacién de viteminas a partir de mezcles
natureles en las que =e encuentran presentes: p. €. Una.mezcla
de este tipo, Gespués de trataniento preliminar apropiado, puede
disolverse, p. ej. en éter de petrdleo, agregarse a la columne,
despuds e lo cuel puede utilizarse dter de petréleo o metanol

u otro disolvente adecuado pera eluir la vitamina. Por este pro-
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disuelta sn un hidrocarburo saturado del tipo del hexeno, hep-

tes tales como higados de znimales; la vitamira D, a partir de

aceites ds higado de pescsdo; tocoferoles, a partir de zceite

de gérmen de cereales; vitamina 32 partiendo de productos léc-
teos, etc. Tas vitaminas, no solmmente pueden aislarse sino tem-
bién purificarse, lo mismo que, de una msnera general, los cou~
puestos farmacéuticos y quimicos. Los agregados de cristalitos
de celulosa son convenientes ademds para desodorar y/o decolo-

rer una nultitud de productos comerciales entre los que se in-

cluyen alimentos e ingredientes de los dlimentos. e
Se scobrentenderd que las diversas separaciones se logran

mediante la intervencidén de los mecanismoz de adsorcidn y/o

".gbgorcidn que, por razones de conveniencia, se denominardn aqui

acciones o mecanismos de sorcién, y que, como es natural, depen-
den de los disolventes y eluyentes que se empleen. &in general,

suele ser conveniente que la mezcla que haye que separar esté

tano, Ster de petrdleo, etc. Otfos de los disolventes son los
hidrocarbturos cfclicos del tipo del ciclohexano y los hidrocar—
buros arcadticos, ésteres; hidrocarburos clorados, slcoholes,
dcidos y bases.

Ios constituyentes de la mezcla desdoblable deben ser fé-
cilmente solubles en el eluyente. Como eg natural; este Ultimo
no ha de reaccionar con los agregados de cristalitos ni teampoco
con los constituyemtes de la mezcla. En tdrminos genergles, se

consideren como eluyentes adecuados los elcoholes, dteres, hni-

drocarburos clorados e hidrocarburos aromdticos. fn general, ade-
nds los liquidos mds polares que los constituyentes adsorbidos
desalojarén a estos Ultimos de 1os agregados de cristalitos. El

eluyente comprende, preferibvlemente, una mezcls de dos disolventes,:.
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por lo menos, de potencia disolvente distinte pars los mate-

riales adsorbidos, siendo por lo menos uno de los disolventes

menos enérgico que los obtros, es decir que tiene un menor po-

der disolvente para los materiales adsorbidos que los otros.
Aunque le descripcidn precedente se refiere a la sepa-

racion de solucionss, se solreentenderd que éstas pueden abar~

car soluciones verdaderes, o soluciones o dispersiones coloi-

dales Jue no zcusen materie en particulas cuwndo se exeminan

el microscopio. Ia denominacidn "materie en particulas" se re-

fiere a la presencia de perticulas separsdas en la solucidn.

En un sentido més amplio, el invento es también aplicable a

dispersiones coloidales gque £i muestran materia en particulas

bajo el microscopio, y & la separacidn de emulsiones, sean o

no estables. 2

- NOT A =

os puntos de invencidn propia y mueva que se presentan
para que sean objeto de esta solicitud de Patente de Invencion
en Bgpafia, por VEINTE afios, son los sigulentes:

'L¢4= Procedimiento para la separacidn cromatogridfica de

una, me;aéla en el que dicha mezcla se pone en contacto con un
adsorbente, caracterdizado porque se emvlean como dicho adsore
bente, agregados de cristalitos de celulosa que tienen grado
de polimerizacidn nivelado.

024~ Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, ;
carac’uefizado porque dichos agregados se distinguen por la
uniformidad de las longitudes de sus cadenas constituyentes

y el grado de polimerizacidn nivelado promedio estd compren=—
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R
* dido entre los 1imites de 15 y 375 unidades de anhidrogluco-

S8
3%e= Procedimiento de acuerdo con las reivindicacio-
nes 1 o 2, caracterizado porque los agregados estdn compuestos

5 de cedenas constituyentes, las cadenas constituyentes de cam

da egregedo estén separadas de las de los agregados préxi-
mos, y libres de éstas, y dichos asregados tienen un diagre-
ma de difraceidn de rayos x neto que indica una estructura sus—
tancialmente cristalina.
10 4%,~ Procedimiento de acuerdo con la reivindicacidun 3,
carac‘ce;‘izado porque los agregedos tienen una pureza quimica
de 95¢, por lo menos, y un contenido de cenizas de menos de
100 p.p.m., comprendiendo dichos agregados grupos de cade-
nas 1invaa1es rectas, rigidas, relativemente no retorcibles.

15 5%~ Procedimiento para la separacidén cromatogrifica

de una mezcla.

3] y como se ha descrito en la Memoria que antecede

¥y con 1lis fines que se han especificado.
lsta lemoria consta de diecisiete hojas escritas & mée

20 quina por una sola cara.
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