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Procedimiento para la preparacién de L beta (dihi

droxi-3,4 fenil)alfa-alanina.

olbcifands,  RHONE-POULENC S.A., entided francess, residente en

22, Avenue Montaigne, Paris-8e, Francia.

Ia presente iavencidén se refiere a un proce-
dimiento para la prepsracidn de la L beta-(hidroxi-
3,4 fenll) alfe-alanina (8 "L~DOPAM) por transformg
¢idén microbioldgica de la tirosina.

5. Ig bien conocido que la IL-DOPA es wun 3enn
q un produc
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‘to del metabolismo de la L-tirosina en el caso del hon--
bre 'y en el caso de los znimales, Existen igudimente en
el caso de ios hongos superiores ¥ en el caso de lsas
plantas “tirosinasas" que transferwan la L-tirosina en
pignentos melénicos pasando por la L-DOPA.

Los microorganismos utilizan generdlmente la bi-
rosina de una forms totdlmente diferente. Sin embargo
LARWAY y EVANS (Biochem. 85, 22P, 1962) han analizado el
pigmento negro que se forma en los cuitivos de Microspira
tyrosinética.desafrollada_en preseccia‘de firosing y han
encontrado que este pigmento contisne DOPA. Como conge-
cuencia se ha démostrado (ARONSOE y VICKERS, Biochim. Big
phys. Acta 110, 624, 1965) que extractos hidrosolubles
de Bacillus cereus T contienen wnz tiroslnasa capasz de
transformar la tirosina y la metatirosina en DOPA. Findl.
mente SIH y coll. (J. Am. Chem. Soc. 91, 6204, 1963) han
descrito una preparacion de la I~DOPA por oxidacidn de
la L-tirosina (tras blogueo de la funcidn smina por di-
versaes agrupamientos) por medio de diferentes mioriorga-~
nismoé tal como Gliocladiuﬁ deliqumscehs.

Se ha encontrado, y esto es lo que constituye el
objeto de la presente invencidn, que Vibrio tyrosinati-
cus ATCC.19.378 es capai de transformar, en cultivo su-
mergido, cantidades importantes de L-tirosing con un ren
dimiento elevado en L—DOEA. Se puede llegar de este modo
8 una produccidn econémica de esta sustancia.

En la pueste en préctica del procedimiento no es

necesario separar los microorganismos para extraer los

sistemas enzimdticos, lo cual es generalmente dificil de

realizar a gran escala.
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La transformacién de la L-tirosina en I~DOPA por
Vibrio tyrosinaticus tlene lugar en diferentes pH.} Se
obtienen habitudlmente los rendimientos de transforma-
cidén mas elevados a pH de 4,0 a2 7,0 ¥ de preferencia
préximos a 5,5.

El pH dptimo para la transformacidén no es compa-

tible con un buen desarrolle del microorganismo, es pre-

- Terible que el cultivo comprends dos fases: en lé prime-

rg fase se deja desarrollar Vibrio tyrosinaticus ATCC

19.378 en un medio nutritivo apropiado cuyo pH es supe-

rior a 6,0; en la segunda fase, se efectla la adicidn y
la transformacidén de la tirosina tras correccidn eventual
del pH del cultivo para encontrarse en la zona mas favorg
ble. ' )

* El cultivo de Vibrio tyrosinaticus ATCC 19,378
puede efectuarse por cualquier método de cultivo aerobio
en superficie o en profundidad, pero éste Wltimo es pre-
ferible por razones de comodidad. Se ubilizan a este fin
los diferentes tipos a aparatos qie son de uso corriente
en la’industria de las fermentaciones.

‘ En particular se puede adoptar la marcha sigulen~
te para la conduccidn de las operaciones:
Vibrio tyrosinaticus ATCC 19.378
cultivo gobre gelosa
~oultivo en frascd agitado
cultivo de produccidn en fermentador
F1l medio de fermentacidn puede variar peré debe
contener esencidlmente una fuente de carbono y una fuente
de nitrdgeno asimilables, elementos minerales y even‘cuél-_—

mente factores de crecimiento, pudiendo aportarse todos
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estos elementos en forme de pfbductos bienAdefinidog 0

“por meéclas comple jas, teles como lzs qﬁe.se encuentran

en productos bioldgicos de offéenea diversoé.

Como fuentes de carbono asimilable se pueden uti

5. lizar hidratos de carbono tales cor:o la gluéosa, la mal-
tosa, las dextrinas, el almidén o .uentes de alcoholes
- AN .

tales como el glicerol u obras sus.uneias hidrocarbong-—

- das como las melazas. Algunos ace’ties animales o vegetg

les como el aceite de tocino o el roeite de soja pueden

10. -incluso reemplazar estas distintas fuéntes hidrocafbona-
das, o agregérseles. »

Las fuentes convenientes d: nitrdgeno asimilable
son extremddamente variadas.. Pueden ser sustanéias qui~
micas muy simples como las sales minerales u organicas
- 15, de amonio, la urea, algunos dcidos mminados., También

pﬁeden‘aportarse por sustanciés coirplejas que contengan

principdlmente el nitrdgeno en forma protidica: caseina,

lactalbumina, gluten y sus hidrolisutos, harinas de so-

ja, de mani, de pescado, extractos de carne, de levadura,
20. distillers’ solubles, corn-steep.

Entre los elementos minerales afiadidos, algunos
pueden tener un efecto tampon o neutralizants como los
fosfatos alecalinos o alcalino-terrecs o 1os carbonatos de
calcio y de magnesio.

25. Otros aportan el equilibrio idnico necesario para
" el desarrollo de Vibrio tyrosinaticus ATCC 19.378 como
los clorurons y sulfetos de metales alealinos y alcalino~
~térreos. Finalmente elgunos ectien mas especidlmente co
mo activadores de reacciones metabélicas de Vibrio tyrosi

30. naticus; estés son las sales dé'§ihc, dé cobalto, de hilerrs,
~ POOR
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El pH del medio de fermentacion al comienzo del
oultivo'debe estar comprendido entre 6,0 y 7,8 v de pre
ferencia entre.6,5 y 7;5. El medio de cultivo asi pre-
parado se siembra con un cultivo inoculum éﬁ medio 1liqui
do de la cepa Vibrio tyrosimaticus ATCC 19,378 y ol cul-

tivo se incuba entre 22 y 37°C y de preferencile entre 25

"y 26°C con agitacibén y aireamecidn. Ia aireacién de la fer

mentacidn puede veriar entre valores bastante dmplios.

Se ha encontrado sin embargo que aireaciones de 0,3 a 3

litros de aire por litro de caldo y por minuto convienen
particuldrmente bien. '

BEn ls segunda fase, en el transcurso de la cual
se efectia la sintesis de la L;DbPA; se afladen en el cul
tivo la I-tirosina de calidad comercial en cantidades
gue van de 0,1 a 15 g/l y comprendidas de preferencia
entre 3 y 10 g/1. Esta adicién en forma sélida o en for
ma de solubién puede hacerse en diferentes momentos en
el transcurso del cultivo pero de preferencia tras una
primers fase (incubacidn) de 16 a 24 horas. Ia utiliza-
cidn de_écidos o de bases para la disolucidn de la tiro-
sina permite obtener soluciones relativamente concentra-
das de esta Wltima. Es ventajoso utilizar simulténeemen
te una solucidn de tirosine en dcido clorhidrico y wuna
solucién'dé tirosina en sosa pars hacer esta adlcion,
porque una relacidn conveniente de las dos soluciones
permite_bbtener a la vez la dosis deseada de tirosina en
el cultivo y la correccidn del.pH sin aumentar notdble-
mentejla cantidad de sales minerales del medio.

Tras esta adicidn, cualquiers que sea el momento
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y la cantldad de tirosina afiadida, conviene proéeguir

aln el cultivo durante 1 a 2 dias on las mismas condi-

ciones devégitaoién ¥ de temperétura para obtener la
producclon méxima de L~DOPA.

Puede ser ventajoso anadlr en los cultivos, al

~ comienzo de la fase de transformac1on, es decir inmedid-

tamente despuds de la adicidn de tirosina, glucosa (2 a

20 g/1) cuyo metabolismo aporta a_la vez energla al mi-

oroorganismo y el medlo de controlar el pH del cultlvo

evitando wna evolucidn por encima de 6,0 desfavorable a
la vez a la transformacidn de la tirosina y a la estabi
lidad de la L-I0PA ya formada. .

Puede ser ventajoso efectuar la transformecidn
de la L-tirosina en L-DOPA en prescncia de dcido asclr-
bico. |

El deido ascérbico sé afiade generdlmente después
de la fése de desarrollo del microorganismo bien antes,
bien durante, bien despuds de. la adicidén de L-tirosina,
Permite mantener rendimientos interesentes incluso cuando
el pH: en el transcurso de la fase do trensformacidn, es~
t4 cbmprendido entre G’y 7. En estas condiciones, no es
ggnerélmente Yya necesario ajustar el pH del medio de cul
tivo antes de efectuar le transformacidn de la I-tirosi-~
na en L~DOPA. ‘ ,

Tl 44140 ascérbigo, ofiadido en una o varias veces,
se utiliza a concentraéiénes comprendidas entre 1y 5 g/
litro. ,

* Findlmente Ja transformacidn ¢std favorablemente

influehc;ada por ios aditivos‘siguientes:

- sales de cobre (1 a 10 mg/litro)

.
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- antloxldantes, por eaemplo gecido sbérbico, N,N'-

: difenilparafenilendiamina, terciobutil~2 (y -3) metoxi~4

fenoles, dlterclobut11—2 6 paracreuol, y, mas particular
mente, tr1met11~2 2,4 etox1-6 dlhldro~1 2 qulnolelna a
la d051s de 0,1 a 1 g/lltro. ' '

Ia extraccidn de la L~IDPA del mosto de fermenta~
0ién puede efectuarse de manera conocida. Por ejemplo
el mosto se clarlflca tras a01d1flcaclon a pH 2 por fil-

tracibn o centrlfugaclon. I} L_DOPA puede entonces re-~

“tenerse sucesivamente sobre una resina.intercambiadora

de cationes del tipo sulfdnica segim la téenica descri-

" ta por L.E. MARTIN y C. HARISSON (Anal. Biochem. 23, 529,

1968) y sobre alimina en presencia de dcido etilendiami~
notetraacético y de metabisulfito de sodio segdin el méto
do de A.H. ANTON y D.E. SAYRE (J..Pharmacol. Exp. Therap.,
145, 326, 1964). La L-DOPA fijada sobre alUmina puede

‘eluirse por una solucidn de dcido oxdlico y purificarse

por recristalizacién tras eliminacidn del dcido oxdlico.
Los ejemplos 51gu1entes, dados a tituto no limita

tlvo, muestran como la invencidén puede ponerse en practi

ca. '

EJEMPLO 1

Se cargan, en un fermentondor de 30 litros:

1

- extracto de levadura 40 g
- pepténa ‘ . : - 80 g
- extracto de carne | ‘ 80 g
- glucosa monohidratada 160 g
- cloruro sédico . ' 80 g

agua de ciudad hasta completar 17 litros

El pH se ajusta a 7,5 por adicidn de 22 em3 de sosa
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10 N.v Se esteriliza el medio é 122°¢ qurante 40 mimatos.

- Tfas fefrigeracién, el volumen de caldo es de 16 litros

y el pH de 6,95. Se siembra entonces con 200 em3 de un

cultivo en erlemmeyer agitado de Vibrio tyrosinaticus

~ATCC 19.378. El cultivo se éésarrolla a 26°C Gurante 16

horas agltando y alreando con aire omboril; entonces ce
conveniente para efectuar la transformacién deseada. BEs—
te se efectia a pH 5,3. Se lleva por tanto el pH del
cultivo a este valor por adicidn de una éolucién esteril

de dcido clorhidrico 2,4 N y se afladen 64 g de tirosina

en 2 soluciones estériles de igual volumen, - la una al

20 % en el doido clornfdrico 2,4 Ny la otra al 20 % en
sosag 2,4 N, BSe afiaden aun 350 cm3 de una soluclon esy
ril qﬁe contiene 160 g de glucosa monohidratada y se prg
sigue el oultivo durante 27 horas, corrigiendo si es ne-
cesario elva para mentenerle a 5,3. El volumen final
es de 14 litros que contienen 3,0 g/l de L-DOPA.

la valorscidn de la L-DOPA se efectia sobre el
filtrado a pH 2 del mosto de fermentacidn segin el méto-
do descrito por L.E. ARNOW / J. Biol. Chém. 118, 531,
1937_7. La lectura de la coloraclon obtenida se hace en
el espectrofotometro con relaclon 8 uhg muestra pura de
L-DOPA. Se verificg la-validez de esta valoracidn (no
especifica de la L-DOPA) cromafografiando el filtrado so
bre capa delgada de celulosa én los sistemas disolventes
propanol-~agua (7/3 en volumen) o isopropaunol-HCL 0,1 N
(5/1 en volumen) y evaluando espectrofotométricamente la
la L~DOPA tras reve1a01on con ferricidnuro de potasio y
con. etllendlamlna. ~Los tltulos obtenldos por estos dos

metodos estan en buen acuerdo.
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EJEMPLO 2 , | .
' Una fraceién (1,8 litros) del cultivo de transfor-

macidn descrito en el ejemplo 1, que contiene 5,4 g de

L-DOPA, .se acidifica a pH 2 con 50 cm3. de dcido clorhi-

“drico 12 N y se centrifuga. E1 1f{quido sobrenadante re-

cogido y pasado tal cusl sobre una columna (didmetro 7,5

em - altura 63 cm) de resina DOWEX 50 W-X 2 en forma dcl

~ da (resina a base de deido poliestirensulfonico al 2 %

de di?inilbenceno, que contiene 0;9.meq/hl ¥ 5,3 meq/g

sobre resina seca). La L-DOPA fijads se eluye con el

cido olorhfidrico 2 N. El eluato (5,2 litros), que con-

tiene aun pequeilas cantidades de tirosina no transforma-
da, 'se purifice llevando su pH a 4,0 por una adicidn de
800 em3 de sosa (d = 1,33) ¥ aﬁadiendoleA25O g de alimi-
na, 5 g de metabisulfito de sodio.y 5 g de dcido etilen-
disminotetraacético en forma de sal disddice. Ia mezcla
so egita; su pH se lleva a 8,6 por adicidn de 200 cm3 de
sosa concentrada (d = 1,33), a continuacién se abandona
durante 15 minutos. Se separa la alimina por filtracidn
¥y se la lava varias veces por un total de 3 litros de
agua destiiada. El filtrado y los lavados que contienen
la tirosina se tiran, mientras que la L-DOPA se recupers
tratando la alimina con 2,2 litros de dcido oxdlico 2 X,
Ia solucidn oxdlica se concentra a 0,7 litros bajo pre-
sidn reducida (30 mm de mercurio) por calentamiento al
bafio mar{a hirbiente, y se elimina por filtracién el dci
do oxdlico, que ha cristalizado. E1 filtrado se trata

a continuacidn por 3,7 litros de alcohol etflico y su
pH se 1lleve a 5,5 con 150 cm3 de sosa (d = 1,33) para

precipitar las sales minerales, Se completa la precipi~
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tacidn efiadiendo auwn 3,7 ng agga 1 El precipi

- 10 -

tado formado se filtra inmedistamente y el nuevo filtra

' do se concentra bajo presidn reducida (30 mm de mercurio)

por caientamiento al bafio maria hirviendo hasta 0,8 li-
tros. -Se termina la copcentracién a la presidén normal
bajo atmésfera de nitrégéno calentando por medio de un
baiio de paréfina para obfener 7O_cm3 de ung solucidn de

la que se aislan tras reposo de 10 horas a 4°C, 2,54 g

_de L~DOPA bruta. ILa concentracién de las aguas madres

de cristalizacidn proporciona aun 0,65 g de oristales.

Ia totalidad del producto bruto se purifica por
recristalizacidn en agua tras decoloracién de la solu~
cién acuosa por medio de un carbdén activo. Se obtienen
de este modo 2,65 g de L-DOPA cristalizada con un rendi-
miento del 49 % sobre el producto dosificado en el mosto
de fermentacion. -

L[%720 = 16,4 £ 0,8 (0= 1, HC1 0,1 N )’

E1l producto cromatogréfiado sobre capa delgada de
celulosa con el sistema propane~HCl 3 K 70-30 (en wolumen)
y_revélado por alfa~nitroso-beta-naftol / ¢f. R. ACHER y
C. CROCKER, Biochim. Biophys. Acts, 9, 704, (1952) 7

“ha revelado. exento de tlrosina.

EJEMPLO

Se cargan en un fermentador de 75 litros:

- extraéto de levadura . ,Vi o 100 g
~ peptona o : | _ 200 g
- extracto de carne 200

- cloruro de sodio o b_ E 200 g

agua de ciundad complemento para 33 litros

EL pH se ajuste a 7 por adlcion de 40 emd de s088

-
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10 N;" Se esteriliza el médio por borboteo de vapdf a

122°C-durante 40 minutos. Tras refrigeracidn, el volu-

_ men delcaldo es de 38,5 litros. Es completado a 40 1li-

tros por adicidn de 1,5 litros de una solueidn acuosa es
terilizade que contiené: . .
- glucosa monohidratada | . ' 600 g
El pH es de 6,90.: Se siémﬁfa con 200 cm3 de un
cultivo en erlenmeyer agitado de la-cepa Vibrio tyrosi-

naticus ATCC 19.378., Bl cultive se desarrolla a 30°C du

rante 10 horas agitendo y aireando con zire esteril, an-

tes de su empleo para la siembra del cultivo productor.
E1 cultivo productor se efectla en un fermentador
de 800 litros cargado con las sustancias siguientes:
~ corn-steep (50 % de extracto seco) 2,2 Kg
. = sulfato de magneslo con 7 Hy0 0,220 Kg
- agua de ciudad hasta éomﬁlétar 396 litros
Tras haber ajustado ¢l pH a 5,6 con 120 om3 de sg
88, 10 N, se ailade:

- carbonato de éalcio 1,1 XKg
después, se esteriliza el medio por borboteo de vapor a
122°C durante 40 minutos. Tras refrigeracidn, el volu-
men de caldo es de 425 litros. Se completa a'440 litros
por adicidn de 10 litros de una solucidn acuosa esteril
que contiene:

- glucosa monohidratada 4,4 Xg
y de 5 litros de una solucidn acuosa esteril que contiene:

- sulfato de amonio- 0,880 Rg

El pH es igual a T.
Se siembra con 6 litroé del cultivo inoculum en

el fermentador de 75 litros descrito anteridrmente. Il
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cultivo se desarrolla a 3000 duranbe 20 horas agitando

- por medio de wna turbina que gira a 180 vueltas/minuto

¥y aireando con un volumen de aire esteril de 20 m3/h0ra;
el pH del cultivo ée mantiene auntomiticemente en 6,6 4
0,05 por édicién de amoniaco 6 N & de deido clorhidrico
4 N, |

Al cabo de 20 horas ei cultivo es conveniente para
efectuar la transformaclon deseada, el volumen del mosto

se afilade a 400 litros y el pH se lleva &g 5,5 con acido

"clorhidrico 6 N.

A continuacidn se introducen 1,1 litros de una so

lucidn acuosa a pH 5,5 que contiene:

- dcido L-ascérbico 7 215 g

. ¥ se mantiene durante 2 horas a 30°C el mosto agitado

por turbina que gira a 180 #ueitas/minuto ¥ se airea con
un volumen de aire esteril de 20 n3/hors.

Se introducen de nuevo en el mosto 1,1 litros de

‘ung solucion acuosa & pH 5, 5 que contJene'

~"deido T-asobrbico . 215 g
a continuacidn 1,720 Kg de Létirosina en forms de dos
solucioﬁes'aouosas la una al 6,15 % en sosa N, la otra
gl 6,15 % en deido clorhidrico N; Se hacen alin tres adi
ciqnes sugesivas, con 1.hora de intervalo, 'de 1,1 litros
de una solucidn acuosa a pH = 5,5 que contiene:

~ écido L-ascdrbico '1,f7 o 215 g
El ouitiVb se prosigue durante 7.horés, tras el finsgl de
estas adiciones manteniendo el pH a 5,5. El #olumen fi-
nal del mbsto es de 430 litros. 'La>cantidad de L-DODA

presente es entonces de 3,55 g/litro.
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Un cultivo de Vibrio tyrosiuaticus.ATCC 19.378 se
prepara eh las oondiciones’del ejemplo 3. Tras 20 horas
el cultivo es conveniente para efectuar la transformscidn,
el volumen del mosto se ajusta a 400 litros y el pH se
nantiene &.6,6. . - '

Se introducen a continuéciéﬂ 2,2 litros de ung so-~

lucidén acuosa con pH = 6,5 que contiene:

= 4eido Ieascérbico 400 g

'y se mantiene durante 2 horas a 309C el mosto agitado por

una turbina que gira a 180 vueltas/minuto y se airea con

‘un volumen de aire esteril con un caudal de 20 m3/hora.

Se introducen ademds en el mosto 2,2 litros de una
solucidn acuosa ‘con pH = 6,5 que contiene:
- deido I~ascbrbico j' | » 400 g
a continuacidn 1,720 Kg de L-tiroéinalen forma de 2 solu-
clones acuoéaé la una al 6,15 % de sosa N, la otra al
6,15 % en deido clorhfarico N.

Se efectian a cbntinuacién, sucesivamente, con 1
hore de intervalo: 2 adiciones de 1,1 litro de una solu-
cidén scuosa con pH 6,5 gue contiene cada una:

~ doido Im~ascérbico 200 g
y una adicidn de 2,2 litros de una solucidn acuosa que
contlene:

~ geido Ieascdrbico 400 g

El cultivo se prosigue durante 7 horas tras la dltime

- adicién menteniendo el pH del caldo a 6,6.

El volumen final del mosto es de 430 litros. Ia

cantidad de L~DOPA presente es de 2,79 &/litro.
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Descrita suficiéntemente la héturaleza del inven-
to, asi éomo la manera de realizarlo en la prictica, de-
be hacefsé.constar que las disposiciones anteridrmento
indicadas, son éusceptibles de modificaciones de detalls
en cuanto no altefen su principio fundamental, También
se hace constar que el invento corrésponde a ung Sollci~
tud de Pétehte, presentada en Irencia, con fecha 21 de

enero de 1970, bajo el mimero 70-02129, acogidéndose por

"lo tanto a los beneficlos que conceden log Convenlos In-

ternacionales en vigor, siendo lo que constituye la esen

" cia del referido invento y por lo que se solicita Paten~

te de Invencidn por 20 afios en Espafia, sobre: PROCEDIMIEN
TO PARA LA PREPARACION DE L BETA-(DIHIDROXI-3,4 FENIL) AL
FA-ALANINA; caracterizdndose por lo siguiente:

18 ,~ Procedimiento para la preparacidn de T beta—'

~(dihidroxi~3,4 fenil) alfa~alanina (L-DOPA) por hidroxi-

-lacibén microbioldgica de le I~tirosina, carecterizado

porque se cultiva Vibrio ityrosinaticus ATCC 19,378 o uno

de sus mubtantes en un medio nufritivo aireado que coutie-
ne fuentes de carbono y de nitrégeno asimilables y sales

minerales, a una temperstura comprendida entre 22 y 3703

en presencia de tirosina ¥ a continuacidn ée extrae y pu~
rifica la L-DOPA formada.

28,- Procedimiento segﬁn lg reivindicaecidn 1%, ca~
racterizado porque el cultivo de Vibrio tyrosinatiouns sme
divide en uné fase de crecimiento a pH = 6,0-7,8, ¥y a cog
tinuacién una fase de transformacidn de tirosina a pH 4,0-
7,00

© 38,~ Procedimiento para la preparacion de la I-00P)
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segﬁn las reivindicaciones 1 0_2, caracterizado porque

se introduce la tirosina en forma de dos éoluciones la
una dcida-y la otra basica. | A

48, Procedimiento para la preparacidén de L-DOPA
ségﬁn las reiﬁindicaoiones 1, 2 § 3, caracterizado porgue
ée adiciona glucosa durante la fase de transformacidn de
la tirosina.

5§;~ Procedimiento segin las reivindicaciocnes 1, 2
6 3, caracterizado porque se adiciona dcido L-asecérbico
durante la fase de transformacidén de la tircsina.

68.- Procedimiento segin las reivindicaciones 1,
2 6 3, caractefizado porque se adiciona antioxidante en
el transcurso de la fase de transformacidn de la tirosi-
na.

78,~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1, 2
5 3, caracterizado porque ée adicionan sales de cobre du-
rante ls fase de transformacidn de la tirosina.

82,~ Procedimiento para la prepafacién de I beta-
~(dihidroxi-3,4 fenil) alfa-alanina, tal y como gueda
sustancialmente descrito en la presente Memoria.

Esta Memoria consta de 15 hojas escritas a maquina
por uné sola cara.

RHONE-POULENC S.A.

1 GOMEz
B Flrmad GARCIA BRAVO
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