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DE
INVENCION

a favor de YAMASA SHOYU KABUSHIKI KAISHA, entidad japone-
sa, domiciliada en 550, 2-Chome, Araoi, Choshi-Shi, Chiba~
Ken (Japén), por "PROCEDIMIENTO PARA IA OBTENCION DE POLI-
NUCLEJTIDOS" .

MEMORIA DESCRIPTIVA

Bata invencidn se refiere a un procedimiento pa-
ra la produccién de polinucleétidos tales como poliinosina-
to (citado en lo sucesivo como "poli I"), poliguanilato
(citado en lo sucesivo como "poli G"), policitidilato (ci-
tado en lo sucesivo como "poli C"), poliadenilato (citado
en lo sucesivo como "poli A"), poliuridilato (citado en lo
sucesivo como "poli U"), y diversos copolimeros a partir de
difosfatos de nucledsidos tales como difosfato de inosina
(citado en lo sucesivo como "IDP"), difosfato de guanosina
(citado en lo sucesivo como "GDP"), difosfato de citidina
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(citado en lo egcesivo como "CDP"), difosfato de adenosi-
na (citado en lo sucesivo como "ADP"), difosfato de uridi-
na (citado en lo sucesivo como "UDP") y una mezcla de cual-
quiera de estos componentes por la accién de la fosforile-
sa de polinucledtido de un microorganismo seleccionado de
entre el género Pgeudomonas, Proteus, Bagillus, Aerobacter,
Brevibacterium, Xanthomonas y Serratia.

Los polimicledtidos han sido sintetizedos por
Ochoa y otros en una escala limitada. Desde entonces, se
ha observado diversas actividades bioquimices de los mismos.
Especialmente su actividad inductora interferdmetrica pro-
mete sus empleos farmacéuticos. Sin embargo, su produccién
econdmica en gran escala es muy diffcil debido a que sus
estructuras son muy complicadas para ser sintetizadas qui-
micamente, y sus sintesis encimdticas ho gon adecuadas pa~-
ra la industrializacién, an cuando es bien sabido que el
polinucledtido es gintetizado a partir del difosfato de nu-
cledsido (o difosfatos de nucledsido) por la accidén de foa-
forilass de polinucledtido, y que eeta encima estd amplia-
mente distribufda en los microorganismos.

Las fosforilasas de polinucledtido denunciadas
hasta el momento son encimas intracelulares y no pueden ser
extraidas econdmicamente de las células en gran escala. Ade~

mds, la solucién de encima cruda extractada conocida como

~la fuente para la fosforilasa de polimucledtido no puede

ser empleada para sintetizar un_polinucledtido sin purifica-
cién, debido a que la misma estd contaminada por diversas

encimes propensas a degradar los disfosfatos de nucledsido
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como el substrato y/o los polinmucledtidos sintetizados.

Por ejemplo, extractos de Escherichia coli y Azotobacter

vinelandii, ambos bien conocidos como fuentes para la fos-

forilasa de polinucledtido, son muy ricos en nucleasas y
encimas propensas a la degradacién de difosfatos de nu-
cledsido. Por tanto; los extractos deben ser muy purifica-
dos para obtener un polinucledtido con un buen rendimiento.
Hasta la prgpaiacidn de encima purificada obtenible comer-
cialmente de Microcoeccus lysodeikticus (producto de P. L. Bio-

chemicals) se menciond que requerfa un protratamiento para
retardar la actividad de las nucleasas contaminadas antes
de su empleo (c¢f. F. Rottman y K.IL. Johnson; Biochemistry.
Vol. 8, 4354, (1969)).

Para superar estas dificultades, se separaron
microorganismos adecuados para la produccién industrial de
un polinucledtido y se estudiaron los detalles de las con-
diciones para la produccién. Finalmente, se averigud que
algunos microorganismos que perteneéen al género Pseudomonas,

Aerobacter, Proteus, Bacillus, Serratia, Xanthomonas y

Brevibacterium eran ricos.en actividad de fosforilasa de
polinuclebtido fdcilmente extrafble de las células, y po-
bres en nucleasas y encimas propensas a degradar los difos-
fatos de nucledsido, y que se podia sintetizar econémicamen-
te un pélinncledtido a partir de difosfato de nucledsido
(o difosfatos de nucledsido) por el cultivo de la raza se-
leccionada, las células, o el material derivado de las cé-
lulas sin otra purificacién ulterior.

Es por tanto un objeto de la presente iuvenci&n
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proporcionar un método de produccién de un polimueledtido
e partir de difosfato de nucledsido (o difosfatos) medien~
te el emplec de un microorganismo rico en fosforilasa de
polinucledtido extractable y pobre en encimas propensas a
degradar los geidos nuclefnicos y/o difosfatos de nucled-
gido.

Es otro objeto de la presente invencidén propor-
cionar un método de produccidn de un polinucledtido & partir
de difosfato de muclebsido (o difosfatos) mediante el em-

pleo de cualquiera de los géneros_Pseudomonss, Proteus,

Bacillus, Aerobacter, Brevibacterium, Xanthomonas y Serratia.

De acuerdo con la presente invencidén, se propor-
ciona un procedimiento para la produccién de un polinucled-
tido que comprende las fases de: Cultivar un microorganismo
rico en fosforilasa de polinucledtido extractable y pobre
en encimas propensas a degradar l&a dcidos nucleinicos y
difosfatos de nucledsido, y seleccionado de entre el grupo

que consiste en los géneros Pseudomonas, Proteus, Bagillus,

Aerobacter, Brevibacterium, Xanthomonag y Serratia; poner

en contacto al menos un difoefato de nucleésido con un ma-
terial de cultivo seleccionado de entre el grupo que consis-
te en el cultivo de dicho microorganismo, las células sepa-
radas del cultivo, y el material derivado de las células
en presencia de al menos un catién divalente; y la recupera=-
cidn del polinucledtido del medio resultante.

El objeto anterior y otros objetos asi como la
utilidad de la presente invencidn se pondréﬁ mejor de mani-

fiesto por la siguiente descripeidn detallada de la misma



5

10.

15.

20,

25.

con diversos ejemplos preferidos.

Con el fin de obtener el objeto de la presente
invencién, es decir, una produccién en serie econdmica de
polinucledtidos, se seleccionaron las siguientes razas re-

presentativas de microorganismos como resultado de la eli-

minacidn:
Pseudomonag convexa (ATCC 9979)
Pgendomonas geruvginosa (ATCC 21636)
Pgeudomonasg fluorescens (ATCC 21637)
Pgeudomonas R~399 . (ATCC 21638)
Aerobacter aerogenss (ATCC 7256)
Proteus vulgaris (ATCC 21635)
Bacillus subtilis (ATCC 14593)
Bacillus cereus (ATCC 21634)
Serratia marcescens (ATCC 21639)
Xanthomonag campestris (ATCC 7381)
Brevibactei'j:um divariticum (ATCC 2311)

De los razas representativas anteriores, la Pseu-

- domona R~399 (ATCC 21628) ha sido aislada por los invento-

res de la presente invencidn, y sus caracter{sticas micro-
biales son las siguientes. '
(1) Observaciones microscdpicas:

a. Varillas de 0.3 a 0.5 x 1.0 a 1.8 micras con flagelo
polar, que se presentan individualmente y en parejas;

b. Mévil;

¢. Gramnegativo.

(2) Ovservaciones del cultivo:

a. Colonias de gelacidn: Circulares, amarillentas, se

"licuan rdpidamente.
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Caldo de agar:

Cultivo:

Gelatin stab:

Colonias de patata?

" Crecimiento abundante, amarillen-

tas

Turbidez marcade con delgada pé-
1fcula ahari;lenta y sedimento
grisdcéo, fluorescente.
licuacién infundibuliforme, con
sedimento gris, blanquecino a
rojizo.

gruesa,. emarillo pardusco, dise-
mindndose, se vuelve de color ma-

rrén sepia claro.

(3) Propiedades fisioldgicas:

8o

be.

Ce

de
Q.

£.

Leche 4cida:

Indol:

Reductividad en los
nitratos:

Demanda de oxigeno:
Temperatura $ptima:
Empleo de azmicar:

sin coagulacién, se vuelve alca-

lina;

10 se forma;

reducidos a nitritos y aménfacos

aerdbico;
20 a 25%;

‘se produce 4cido a partir de la

glucosa, mannosa, fructosa, xilo-

g4 0 arabinosa.

Muchas de las caracteristicas anteriores son muy

gimilares a las de la Pgeudomonas fluorescens (Bérgley's

Menual of Determinative.Bacteriology: Séptime edicidén, pp.

105, 1957). Sih embargo, la raza de la presente invencién se

distingue de las Pseudomonas fluorescens conocidas, en su

capacidad de emplear diversos azdcares. Por tanto, esta ra-

za debe ser considerada como una variedad de las Pseudomonas
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fluorescens.

Se puede preparar arbitrariamente cualquier cla-
se de polinucledtido mediante la seleccidn del difosfato
de nucledsido adecuado {o difosfatos de nueledsido) como
material o materiales de partida. Por ejemplo, se produqe
un homopolimero "poli I" cuando se emplea Ynicamente IDP,
¥ se produce un copolfmero "poli G-C" cuando se emplea una
mezcla de GDP y CDP como substratos. En el dltimo caso,
ambos difosfatos de nucledsido deben ser mezclados preferen-
temente en une proporcidn igual de los componentes que cons-
tituyen el copolimero.

Ademds, se puede emplear cualquier clase de ra-
zas ricas en fosforilasa de polinucledtido, fdcilmente ex-
traibie de las células y pobres tanto en encimas degradan-
tes de difosfato de nucledsido, como en nucleasas, sin tener
en cuenta su posicién taxonémica. Especialmente los microor-
ganismos pertenecientes al género Pseudonomas son excelen-
tes para el propdsito de esta invencidn. El cultive de un
microorganismo se realiza en la forma usual en un medio que
contiene una fuente adecuada de carbono, fuente de nitrége-
no y minerales. El vapor pH dptimo, la aeracidén y la tempe-
ratura pueden ser seleccionados para cada raza.

La sintesis de un polinucledtido a partir de un
difosfato de nucledsido (o difosfatos de nucledsido) se de-
sarrolla eficazmente sin tener en cuenta la forma del agen-
te sintetizante, Cualquier forme de material cultivado se-
leccionado de entre todo el cultivo, con las células aisla~

des del mismo, y el material derivado de las células es
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efectivo para sintetizar un polimucledtido. En el caso de
emplear todo el cultivo, se aflade difosfato de nucledsido

al cultivo en desarrollo de una raza junto con uh catién

(o cationes) divalentes, si es necesario, y se contimia

la incubacién. E1 difosfato de nucledsido (o difosfatos de
nucledsido) afladido se convierte en un polinucledtido du-
rente la incubacidén. Bl difosfato de nucledsido (o difosfa-
tos de nucledsido) se aflade usualmente en una sola vez, ¥y
la adicién divisional a ciertos intervalos de tiempo produ-
ce también resultados satisfactorios. En el caso de empleo
de células, las mismas son recogidas centrifugando el cul-
tivo desarrollado cuando la actividad de-la fosforilasa de
polinucleétido alcanza su mdximo. Las células son suspendi~
das en uné mezcla de reaccidén que contiene difosfato de nu~-
cledsido (o difosfatos de nucledsido).rcatidn (o ‘cationes)
divalente, y un tampén, y son incubadas bajo condiciones
apropisdas para sintetizar uh polinucledtido. Las células
pueden ser substituldas también por el material que se de-
riva de las mismes. Por ejemplo, se puede emplear células
rotas, extractos de células, o una preparacién de fosforila-
sa de polinucledtido purificade parcialmente de los extrac-
tos, satisfactoriamente como agéntes fosforilasadores de
polinucledtido. La destruccién de las células se efectda por
diversos tratamientos tales como téonicas ultrasénicas, pren-
sa Hughes, un reactivo celulftico molido con alimina o arena
de cuarzo, o tratamiento con una digoluci6n de cloruro de
sodio altamente concentrada.

De los tratamientos antes indicados, el de cloruro
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de sodio altamente concentrado ha resultado particularmen~
te efectivo para la extraccidn industrislizada de fosfori-
lasa de polinucledtido a partir de una gran cantidad de
células. Las células recogidas son suspendidas en una solu-
cién de cloruro de sodio de elevada concentracién (usual-
mente se emplea una solucién saturada), y se las deja per-
manecer durante un periodo adecuado (usualmente durante la
noehéh se recogen otra vez por centrifugacidén y son vueltas
8 suspender en una solucién tamponada o agua. Por medio de
la nueva suspensién, la fosforilasa de polinucledtido se
extrae eficazmente de las células dentro de la solucién
tamponada o agua. Esta extraccidn puede realizarse mds efec—
tivamente empleando un tubo de dialisis. lLas ¢élulas reco-
gidas; tratadas con cloruro de sodio, son puestas en un tu-
bo de didlisis con o sin una pequefia cantidad de solucidén
temponsda o agua. &l tubo es sumergido en una gran cantidad
de la solucidén tamponada o agua. Después de la didlisis las
células libres de fosforilase de polinucledtido son recu-
peradas de la solucidén interior del tubo centrifugando los
residuos de células.

Si es necesario, la fosforilasa de polinucledtido
puede ser purificada de los extractos de células después
de la extraccidn de los residuos. Por ejemplo, los extractos
son tratados con estreptomicina para extraer los 4cidos nu-
¢leinicos, y fraccionados por precipitacidn con sulfato de
amonio y cromatografis de columna empleando dextrano DEAE,
etc. En la presente invencidn, el "material derivado de las

células", cubre las células rotas antes descritas, extractos
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de célula, y preparaciones de fosforilasa de polinucled-
tido purificadas parcialmente de los extractos.

La presente invencién cubre ambos métodos, los
gue emplean el cultivo de los microorgenismos seleccionados
y aquellos que emplean c¢élulas o material derivado de las
mismas. Aun cuando las condiciones dptimas de reaccidn vé-
rian segdn la posicién taxondmice del microorganismo emplea-
do, la reaccidn se realiza usualmente a una temperatura com-
prendida en la gama de O a 60°% ¥y a un pH de 4 a 10. Bl
difosfato de nucledsido (o difosfatos de nucledsido) que
permanecen al final de la reaccidén pueden ser recuperados
fdcilmente de la mezcla de reaccidén por medio de un método
convencional, y ser usados como una parte de los substratos
en el lote éiguiente.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para fi-
nes ilustrativos y pueden incluir caracteristicas particu-
lares de la invencidén, sin embargo no deben ser considera- ‘
dos como limitativos de la invencidén, siendo posible efec-
tuar variaciones de la misma sin separarse del espiritu y

alcance de la invenciédn.

EJEMPL O 1.

Se cultivé Pseudomonas R-399 (ATCC 21638) con
agitacién a 37°C durante 24 horas en 600 ml de un medio de
caldo que contiene 20 g/l de polvo de caldo. Bl cultivo fue
transferido a un fermentador que contenfa 30 litros del
medio, e incubado con aeracién forzada a 30°C durante 7
horas. E1 pH fue mantenido entre 6 y 8,5 durante la incuba-
cién. Se recogieron 140 g de células himedss del cultivo.
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Las células fueron suspendi&as en 14 litros de solucién
galina saturada y se las dejé durante una noche. La sus-
pensidén fue centrifugada y el resultado precipitado fue
vuelto a suspender en 700 ml de un tampén de 0,01 M Tris-
HCL (p 7,6) y dializada Guramte 24 horas contra 10 litros
del mismo tampén. Se llevé a cabo otra didlisis durante

24 horas contra 10 litros de tampén nuevoi. A la fraccién
no dializada, se agregaron gota a gota 100 ml de una  so-
lucién de 10% de sulfato de eatreptomicina dihidrica regu-
lada a pH 7,6 con agitacién, y el precipitado formado fue
extrafdo por centrifugacién. Lo sobrenadante fue dializado

_contra el tampén anterior. La solucién interior (casi 1

litro) fue empleada como unz solucidén de encima cruda. Se
disuelve 100 g de CDP (sal sddica) y 34 g de cloruro de
magnesio en 500 de solucién salina 0,1 M (pH 9,0) y mezela-
dos con 500 ml de la solucién de encima cruda.

La mezcla de reaccién fue incubada a 37°C duran-
te 50 horas. la solucién se fue volviendo viscosa conforme
pasaba ei tiempo mostrando una formacidén de "poli C" de
elevado peso molecular. Después de la incubacién se agregé
con agitacidén un litro de etanol a la mezcla de reaccién y
el "poli C" fue purificado por un método convencional del
precipitado resultante. H1 peso del "poli C" finalmente
purificado fue de 55 g. E1 CDP que queddé en la mezcla de
reaccidn despuds de la incubacidn fue recuperado por medio
de un método convencional. Seguidamente, 100 g de IDP (sal
sédica), 17 g de cloruro de magnesio fueron disueltos con

500 ml de la disolucidn de encima cruda e incubados duran-
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te 100 horas. Después de la incubacidn el "poli I" fue
precipitedo de la mezecla de reaccidn agregando 1 litro de
etanol. E1l peso del "poli I" finalmente purificado fue de
40 g. E1 IDP que permanecid en la mezcla de reaccidn des-
pués de la incubacidn fue recuperado por medio de un né-
todo convencional.
EJEMPLO 2.

Se cultivé células de Pgeudomonas convexa (ATCC
9979) en 1 litro del mismo medio y esencialmente bajo las
mismas condiciones que las empleadas en el ejemplo l. A par-
tir del cultivo se obtuvieron 30 ml de solucién de encima
cruda por el mismo método que el descrito en el ejemplo 1.
Se disolvié 5 g de CDP (sal sédica) y 250 g de cloruro de
manganeso en 30 ml de un tempén de 0,1 M Tris-HC1 (pH 9,0)
La mezcla fue incubada con 30 ml de la solucién de encime
cruda a 50°C durante 15 horas, y se afiadieron 60 ml de eta-
nol a la mezcla de reaccién. A partir del precipitado for-
mado, se aislé el "poli C" que purificado Por un ﬁétodo con=-
vencional. E1 peso del "poli C" purificado fue de 2 g.
EJEMPLO 3.

Se obtuvieron 30 ml de solucién de encima cruda
a partir del cultivo de Pseudomonas aeroginose (ATCC 2163%6).
El cultivo y la extraccién se realizaron tal como se ha des-
crito en el ejemplo 2. Despuds de incubacién con 5 g de ADP
(sal sédica) bajo las condiciones empleadas en el ejemplo 2,
el"poli 4" formado fue aislado y purificado. E1 peso del
"poli A" purificado fue de 3 g.
EJENPLO 4.
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Una solucidn de encima cruda, obtenida del cul-

tivo del Proteus vulggris (ATCC 21635) por el método des-

Corito en el ejemplo 2, fue incubada con CDP (sal sédica)
bajo las condiciones mostredas en el ejemplo 2, y se obtu~
56 vieron 2 g'de "poli C".
EJEMPLO 5.
‘Mediante la incubacién de CDP (sal sédica) con

una soluqidn de encima cruda, obtenida del cultivo de Aero- -

" bacter gserogenes (ATCC 7256) por el método descrito en el

10. ' ejemplo 2, se obtuvieron 2,5 g de "poli C".
EJEMPLO 6.
Por medio de la incubacidén de CDP (sal sdédica)

con una solucién de encima cruda, obtenida del cultivo de

Brevibacterium divariticum (ATCC 2311) por el mismo método -

15. descrito en el ejemplo 2, se obtuvieron 2 g de "poli C".

EJEMPLO T.

Por medio de la incubacién de CDP (sal sédica)
con una solucidén de encima cruda, obtenida del cultivo de

Xanthomonag campestris (ATCC 7381)por el método descrito

20. en el ejemplo 2, se ohtuvieron 2,5 g de "poli C".

BEJEMPLO 8.

’ Mediante la incubacién de CDP (sal sédica) con una
solucién de encima cruda obtenide del cultivo de Serratia
marcegscens(ATEC 21639) por el método descrito en el ejem-

25. plo 2, se obtuvieron 1,5 g de "poli C".
| EJEMPLO 9:

Se desarrollaron células de Pseudomonas R-399

(ATCC 21638) con agitacién & 30°C y durante una noche, en
10'ml de un medio de caldo que contenia 20 g/l de polvo de
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caldos 1 ml del cultivo obtenido fue transferido a un

5 EaR

A

. Al
N 7y

?

frasco que contenfa 100 ml del medio de caldo, y fue in-
cubado con agitacién a 30°C durante 7 horas. 41 cultivo
fueron afiadidos, en forma de polvo, 2 g de CDP (sal sédi-
ca) y 0,5 g de cloruro de magnesio y se continué la incu-
bacién. Después de 45 horas, se extrajeron las células me-
diante centrifugacidn, y se agregaron 200 ml de etanol a
lo sobrenadante. E1 "poli C" se purificé del precipitado
formado por un medio convencional. Se obtuvieron'l.z g de
"poll C" purificado.

EJEMPL O 10.

Al nismo cultivo empleado en el ejemplo 9, se
agregaron 2 ml de agua que contenfa 2 g de ADP (sal sédica)
y 0,5 g de cloruro de magnesio. Después de la subsiguiente
incubacidén durante 45 horas, se aislé él "poli A" del cul-
tivo que fue purificado mediante un método convencional.

Se obtuvo 1,0 g de "poli A" purificado.
EJEMPLO 11.

Se desarrollaron células "Pseudomonas seruginosg
(ATCC 21636) bajo las condiciones deseritas en el ejemplo
9. Se disolvid 3 g de IDP (sal sédica) y 150 mg de cloruro
de manganeso en 10 nl de agua y se agregaron al cultivo, y
se continud con.la incubacién. Después de 24 horas las cé-
lulas fueron extrafdas por centrifugacidén, y se agregaron
200 ml de etanol a lo sobrenadante. Del precipitadd formado
se purificé "el poli I" por medio de un método convencional
Se obtuvieron 1,2 g de "poli I" purificado.
EJEMPLO 12.
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Se desarrollaron células Bacillus subtilis (ATCC

14593) bajo las condiciones empleadas en el ejemplo 9. El
cultivosfue vuelto a imcubar con CDP (sal sdédica) y cloru-
ro de manganeso tal como se describe en el ejemplo 9. Des-
pués da@ 24 horas, se aislé el "poli C" del cultivo. El peso
del "poli C" purificado fue de 200 mg.

NOTA

Se reivindica como objeto de la presente patente
de invencién:

A 1. Procedimiento para la obtencién de polinucleé-
tidos, caracterizado por el hecho de comprender las fases
de: Cultivef un microorganismo rico en fosforilasa de po-
linucledtido extraible y pobre en encimas propensas a degra-
dar los dcidos nucléinicos y difosfatos de nucledsido, y
seleccionado de éntre el grupo, que consiste en los géneros

Pseudomonas, Proteus, Bacillus, Aerobacter, Brevibacterium,

Xanthomonas y Serratia; poner en contacto al menos un difos-
fato de nucledsido con un material cultivado seleccionado
de entre el grupo que consiste en el cultivo de dicho micro-
organismo, las células aisladas del cultivo y el material
derivado de las células, en presencia de al henos un catidén
divalente; y la recuperacién del polinucleétido del medio
resultante.

2. DProcedimiento para la obtencidn de polinucled-

(M
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tidos, segin la reivindicacién 1, caracterizado por el
hecho de que el microorganismo es una raza que peftenece
al género Pseudomonas. ‘

" %. Procedimiento para la obtencién de polinu~ .
cledtidos, segin la reivindicacidén 1, caracterizado por
el hecho de que la raza de dicho ﬁicroorganismo estd selec-

cionada de entre el grupo consistente en:

Pseudomonas convexa (aTcC 9979)
Pgeudomonas aeruginosa (ATCC 21636)
Pseudomonas fluorescens (ATCC 21637)
Pseudomonas R=399 (ATCC 21638)
Ae Aerobacter aerogenes - (A1cC 7256)
Proteus vulgaris ' (ATCC 21635)
Bacillus subtilis (ATCC 14593)
Bacillus cereus (ATCC 21634)
Serratia marcescens (ATCC 21639)
Xanthomonas campestris (ATCC 7381)
Brevibacterium divariticum (aATCC 2311)

4. Procedimiento pars la obtencién de polinucled-
tidos, segin la reivindicacién 1, caracterizado por el he-
cho de que el material cultivado es el cultivo de una raza
que pertenece al género Pseudomonas.

5. Procedimiento para la obtencién de polinucled-
tidos, segin la reivindicacién 1, caracterizedo por el hecho
de que el material cultivado son lag células alsladas del.
cultivo de une raza que pertenece al género Pseudomonas. .

6. Procedimiento para la obtencién de polinucled-
tidos, segin la reivindicacién 1, caracterizedo por el hecho

G
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de que el catidn divalente es uno seleccionado del £rupo

consistente en magnesio y manganeso.

7. Procedimiento para la obtencidn de polinu-
cledtidos. ‘

lLa presente memoria descriptiva consta de dieci-
siete hojas foliadas escritas & mdquina por una sola cara.

Barcelons, 15 de febrero de 1971

YU KABUSHIKI KAISHA




	Bibliographic data
	Description
	Claims



