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_RESUMEN DE LA INVENGCION

Los caldos de fermentacidn o soluciones impuras que
" contienen tienamicina, una sustancia con actividad antibié-
tica contra mieroorganismos gram-negativos ¥ gram—positivos
se aiglan utilizando sistemas lfquidos cambiadores de idn.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El antibibtico tienamicina se obtiene cultivando cepas

del microorganismo Streptomyces cattleya en medios nutriti-

vos acuosos adecuados, en condiciones controladas., Esta in-
vencibn se refiere a los métodos de recuperacidn del anti-
bidtico en forma sustancialmente pura.

Un procedimientoc para sl aislamiento del antibibtico
"tienamicina ha'sido descrito en la patente estadounidense

3,950,357, Este procedimiento utiliza cambiadores de ién a

base de resinas sflidas.

Ademds, la tienamicina es un compuesto hidréfilo, an-
fétero, que no puede extraerse de las soluciones acuosas por
los disolventes orgénicos sencillos, Por ello, no puede apli-
carse aqui ficilmente la extrécci6n con un disolvente que es
muy utilizada en el aislamiento de la penicilina y de otros

antibibticos.,

" GOMPENDIO DE LA INVENGION

Bl nuevo procedimiento aquf descrito utiliza cambiado+

res 1iquidos'de ién, insolubles en agua, que se disuelven en

| disolventes orgdnicos adecuados para transferir la tienamici-

na por el mecanismo de intercambio dp ién desde la fase acuo+
sa al disolvente orgdnico, seguido.de transferehcia de la
tienamicina purificada desde el sistema cambiador liguido
de idn/disolvente a tampones acuosos adecuados, de nuevo por

el mecanismo de intercambio de ién. El uso de extractores
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| de los caldos de fermentacibn en los que es producido el an-

centrifugos convencionales para el proceso de extraccidn por
intercambio de ifn conduce a mezclas y separaciones de fases
extraordinariamente rédpidas, reduciendo con ello al mfnimo
el {tiempo de mantenimiento de la tiehamicina en condiciones
de pH adversas. Esto da lugar & una recuperacién de la tie-
namicina mayor que la obtenida utilizando los cambiadores coy
vencionales =s8lidos de ién.

Esta invencidén se refiere a un método de recuperacién
y purificacién del compuesto antibiético tienamicina que res-

ponde a la siguiente férmula estructural:

CH3-CH(0H) -

2 72 T2

/' S5-CH,,-CH,-NH
N

Y a
0

COOH

tibidtico o de las soluciones que contienen antibiético par-
cialmente purificado., Esto se consigue poniendo en contacto
el caldo de fermentacién en el que se produce el antibibtico
o una solucidn de antibidtico parcialmente purificado con un
cambiador 1fquido de ién disuelto en un disolvente orgénico
para transferir el antibibtico al sistema cambiador lfquido
de ibn (extraccién directa) y después poner en contacto el
sistema cambiador 1fquido de idn que contiene el antibiético
con una solucibn acuosa de tampdn para efectuar la transfe-
rencia del antibiltico a la fase acuosa de tampén (retro-
extraccibn).

En los procesos de intercambio lf{quido de ién se pro-
duce una purificacién sustancial del antibidtico. El antibi-

tico de Pérmula I tambidn puede ser purificado mediante de-
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sglificacifn y cromatografia sobre adsorbentes poliméricos
como Amberlite XAD-1, 2 y 4, preferiblemente XAD-2 (manufac-
turada por Rohm and Haas Co., Philadelphia, Pensilvania),
cromatograiia sobre resinas fuertes cambiadoras de catién o
anibn como Dowex 50 x 2 (ciclo Na¥) o Dowex 1 x 2 (ciclo CL7)
(manufacturadas por Dow Chemical Co., Midland, Michigan) y
por cromatografia de permeacibn de gel a travds de geles de
poliacrilamida. L

Ias ventajas principales del procedimiento de inter-
cambio iiquido de ibn sobre los procedimientos convenciona~

les de intercambios sélidos de idn son: 1) mayor recuperacidn

|

de la tienamicina y 2) el proceso puede operar de forma ver-

"daderamente continua, consiguiénlose asi las ventajas econd-

micas de una operacidn continua.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

Ia tienamicina se produce durante la fermentacidn aerg
bia de medios nutritivos acuosos adecuados, en condiciones

controladas, por una cepa de Streptomyces cattleya capaz de

producir dicho compuesto, tal como Strentomyces cattleya

NRRL 8057. Los medios acuosos como los empleados para la prod
duceidn de otros antibibticos son adecuados para la produc-
cin de tienamicina. Estos medios contienen fuentes de car-
boﬁo, nitrégeno y sales inorgdnicas asimilables por el micro-
organismo, '

La produccidn y céracterizacidn del antibibtico tiena-
micina estén descritos en la patente estadounidense 3.950.357
que se incorpora aqui por referencia,

El nuevo procedimiento aqui utilizado se basa en cam-
biadores 1fquidos de ién y un disolvente orginico. Nés espe-

cialmente, los cambiadores de ién son cambiadores l{quidos
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1

dé catin y cambiadores liquidos de anidn.

Lo canbiadores l1fquidos de catibn utilizados en esta
invencidn son preferiblemente de la variedad catiénica fuer-
te tales como deido dinonilnaftalensulfénico (DINS) en los
ciclos de hidrégeno, sodio u otros. El término "ciclp"ose
refiere a la forma salina particular del  radical cambiador
de ién 1fquido, Otros cambiadores de ién lfquidos catiénicod
fuertes gue pueden utilizarse son el dcido didodecilnafta-
lensulfénico y sus sales. También pueden utilizarse los camd
biadores 1lfquidos catidnicos més débiles, como el 4c¢ido
di(2-etilhexil)fosférico; sin embargo, se prefieren los cam
biadores de ién catiénicos fuertes.

Il cambiador de catin se utiliza habitualmente en cor
binacidn con un disolvente orgénico como sistema dg'extrac—
cién. Por el término "disolvente orgdnico” se entiende un
disolvente orgénico o una mezcla disolvente. El disolvente
orgénico debe tener una constante dieléctricé moderadamente
alta. _ '

Por el término "constante dieléctrica moderadamente
alta" se entiende.una constante dieléctrica de 4 a 24 apro-
ximadamente, Son representativos de estos disolventes orgi-
gicos con constantes dieléctricas moderadamente altas los
élcoholes de cadena lineal y ramificada conteniendo de 4 a
10 4tomos de carbono, las cetonas de cadena lineal y ramifi-
cada conteniendo de 4 a.B dtomos de carbono ¥y los ésteres
de cadena lineal y ramificada conteniendo de 4 a 10 4tomos
de carbono.

Son representativos de estos alccholes el n-butanol,
isobutanol, pentanol, isopentanol, hexanol, heptanol y si-

milares, Son representativos de las cetonas la metiletil-
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" 1éctricas moderadamente altas.

“que pueden utilizarse son las aminas primarias, secundarias

T
t
t
*
)
1
1

c;tona, metiligobutilcetona y similares. Son representati-
vos de los ésteres el acetato de etilo, el acetato de buti-
lo y similares,

Cuando se utiliza una mezcla disolvente, phede Eombi—
narse un disolvente de elevada constante dieléctrica cgn un
disolvente de constante dieléctrica baja para obtener una
mezcla disolvente con la constante dieléctrica deseada.

Por el término "constante dielécirica elevada" se en-
tiende un disolvente con una constante dieléctrica de 25 a
100 aproximadamente, Por el término "constante dieléetrica
baja" se entiende una constante inferior a 4. Asimismo, pue-

de utilizarse una mezcla de disolventes con constantes die~

El cambiador de catibn se utiliza habitualmente en
una solucidn disolvente donde el cambiador de catién consti-
tuye éel 2 gl 15 % en volumen. La solucidn dé cambiador de
catibn 1fgnido se ajusta después a un pH comprendido entre
1y 4, con un tampén acuoso adecuado. '

TLos cambiadores de anién 1{quidos son habitualmente
sales de materiales anibnicos fuertes tales como compuestos
de amonio cuaternario. El cambiador de anidn lfquido puede
ser una sal de tricaprililmetilamonio tal como acetato, suld
féto, propionato, fosfato, cloruro y similares o como la ford

ma hidroxilo, Otros tipos de cambiadores liquidos de anién

y terciarias insolubles en agua,

El cambiador de anién liquido es también mds eficaz
cuando'sé utiliza con un disolvente'o con una mezcla disol-
vente con una constante dicléctrica moderadamente alta.

Los disolventes y mezclas disolventes antes descritos
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que pueden utilizarse con el cambiador de cabidn también pue

den utilizarse con el cambiador de anién. .

.@lrededor del 5 al 30 % en volumen.

" o fosfato potééico ¥y similares o con piridiha acuosa y la

ElL cambiador de anibn se utiliza habitualmente en una

solucidn disolvente donde el cambiador de anidn cqnstithye

El procesc para el aislamiento de la tienamicina se
lleva a cabo poniendo en contacto el caldo o solucidn acidu-
lados (alrededor de 2,5-4,5) que contiene tienamicina con cll
sistema liquido cambiador de catién. Despuds de separar las
dos fases liquidas, la fase orgdnica que ahora contiene la
tienamicina se retroextirae con un tampdn inorgénico acuoso

como bicarbonato sédico, hidréxido aménico, fosfato sbdico

tienamicina pasa a la fase acuosa. Despuéds se separa la fa-
se acuosa de la fase orginica. '

Esta Gltima fase acuosa que contiene la tienamicina
se alcaliniza (alrededor de 8,0-11,0) y después se pone en
Intimo contacto con el sistema lfquido cambiador de anidn.
Después de separar las dos féses 1l{iquidas, la fase orginica
que shora contiene la tienamicina se retroextrae con un tam-
pén acuoso como acetato sédico, acetato potdsico, eloruro
potdsico, cloruro de hidrbgeno o citrato sédico y similares
y la tienamicina pasa a la fase acuosa que después se sepa~
ra de la fase orgdnica.’

Puede purificarse todavia mis el antibibtico por desa-
lificacién y cromatograffa sobre resinas adsorbentes polimé-
ricas como Amberlite XAD-1, 2 y 4, preferiblemente XAD-2,
cromatograf{a a pH neutro sobre reéinas fuertes cambiadoras
de catidn o cambiadoras de anién,‘Dowex 50 x 2 (ciclo.Na¥)

o Dowex 1 x 2 (ciclo Cfg) y por cromatograf{a de permeacidn
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" mente dcido, a pH 4cido de 2,5 a'4;5 aproximadamente, (ex-

‘traccién directa), separar las fases y despﬁés‘poner en con-

nida puede purificarse de nuevo mediante los siguientes pro-

‘de anidn del tipo de poliestireno-amonio cuaternario o cro-

|
de gel utilizando geles de poliacrilamida.

El procedimiento aquf descrito puede utilizarse con
caldos de fermentacibn o soluciones dentro .de amplios -1imi-
tes de concentraciones del antibidtico. En generél, cuﬁgto
mayor sea la concentracién del antibiltico més eficaz es el
procedimiento, Por ejemplo, la concentracién de antibidtico
puede oscilar aproximadamente entre 2 mg/l y unos 0,010 mg/l
Sin embargo, estos limites no excluyen las soluciones o cal-
do que han sido preparados a mayores concentraciones del an-
tibiﬁtico tienamicina.

Uno de estos procedimientos consiste en extraer la tie

namicina con un sistema liguido cambiador de catidn, fuerte—

tacto 1la fase orginica con un reéréextraétante acuoso, sepa-—
rar las fases seguido de contacto de la 6lfim? fase acuosa
con un sistema lfquido cambiador de anién, fuertemente bd-
sico, a pH alcalino de 8,0 a 11,0 aproximadamente, (extrac-
cibn directa), separar las f;ses y despuds poner en contac-—
to la fase orgénica con otro retroextractante acuoso y des-

pués separar las fases. La Gltima solucién acuosa as{ obte-

cedimientos: desalificacidn y cromatografia sobre un adsor-

bente polimérico, cromatografia sobre una resina cambiadora

matografia sobre una resina cambiadora de catién con un tem
pbn o agua; filtracifn de gel y cromatografia sobre una re-
sina adsorbente, '

ELl proceéimiento de la invenecifn puede'llevérse a ca-

bo cuando se utiliza cualquiera de los cambiadores liquidos
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" paraciéa dc liguidos de diferentes densidades. Los exper—

de ibn sin ubilizar el otro, Asf, puede utilizarse ei cambial
dor 1{quido de anidn con exclusibn del cambiador lfquido de
catién o puede utilizarse el cambiador 1fquido de catidén con)
exclusién del cambiador Liquido de anifn. |
Sin embargo, si se utilizan consecutivamente ambéé camj
biadores l{guidos de i6n, la secuencia en la cual se utili-
zan no es critica. Asi, puede utilizarse el cambiador 1{qui-
do de catién seguido del cambiador liquigo de anibn o el cqﬁ
biador lfquido de anibn seguido del.camhiador 1{quido de
catibn.
r El sistema extractor utilizado en esta invencién pue-

de ser cualquiera de los conocidos en eate campo para la se-

t0s en la técnica observardn que las diferentes centrifugas
de tamafios ¥y formas varigbles tendrdn que ser ajustadas pa-
ra obtener Sptimos resultados. '
EJEMPLO 1
Se abre asépticamente un tubo de cultivo liofilizado
que contiene una cepa produc%ora de tienamicina de Strégto-

myces"cattleya y el contenido se suspende en un Erlenmeyer

de 250 ml provisto de tabigue, que contiene 50 ml de Medio B

estéril de-la siguiente composicibn:

Medio B 7 ,

Levadura autolizada tipo pH 10 g/l
Dextrosa | - 10 /1
Mg804.7H20 50 mg/1
KH,P0, : 0,182 g/1
Na, HPO, | ' 0,19 g/

pH 6,5 antes de esterilizar.
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te composicidns

El matraz inoculado se sacude a 28°C en un sacudidor
rotatorio a 150 rpm Quraate 24 horas. Despuds se sacan asép-
ticamente tres partes alfcuotas de 10 ml del ealdo de 24 ho~
ras del Medio B, Cada parte alicdota de 10 ml se mezcla in-
mediatamente con 500 ml de Medio B contenidos en tres Erlen-
meyers de 2 litros con tabiques. Se sacuden estos matraces
de siembra g 28°C en un sacudidor rotatorio a 150 rpm duran-
te 24 horas,

Inmediatamente después se utilizan 1500 ml de los cald
dos de Medio B de 24 horas contenidos en los Erlenmeyers de
2 litros paré inocular un fermentador de acero inoxidable de

756 litros que contiene 467 litros de Medio E con la siguien-

Medio E .

Glicerol 10 gn
Phermamedia 5 g/l
CaCl,.6H,0 | 0,01 g/1
Solubles de destileria 10 gA
CaGo, | 3 e
Poliglicol 2000 2,5 g/l

PH 7,3 antes de esterilizar.
) Este tanque opera a 28°C utilizando una velocidad de
ag{tacién de 130 rpm y un caudal de aire de 10 pies3 (28 dm3)
por minuto, dﬁrante 4 horas. Se determina el PH del caldo de

fermentacién a intervalos de 24 horas, encontréndose en la si

1

guiente tabla:

Horas pH
0 6,8
24 6,8

48 6,5
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'i@oxidable .de 756 litros para inocular un fermentador

-1 -

Inmediatamente despuds se utilizan 454 litros del cal

do de 48 horas anterior contenide en el fermentador de acero

de acero inoxidable de 5670 litros que .contiene 40&2 litros

de Medio G de la siguiente composicién:

Medio G

Licor de infusibn de maiz 15 g/l
Glicerol 10 gn1
Pharmamedia ’ 5 g/1
CoCl, .6H,0 0,01 g/1
CaCO3 | 3 gl
Poliglicol 2000 2,5 g/1

PH 7,3 antes de esterilizar.

Bste tanque opera a 25%¢ empléando una vélocidéd de
agitacién de 0,0154 rpm/litro y un caudal de aire de 0,012
pies® (0,34 dn’)/litro durante 96 a 100 horas. EL pH se con-
trola a 6,0-7;0. 7

Los_4b82.litros de caldo de fermentacién se filtran
mediante un filtro prensa de 30 pulgadas (76 em) y una mez-
cla auxiliar de filtracidén en la proporcién del 4 % en peso/
volumen. Se agregan al filtrado 12 g de la sal sédica del dcj
do (etilendinitrilo)tetraacético. El filtrado se enfrfa a
6°C.

EL caldo filtrado se mezcla continuamente a unos 5°C
con de¢ido sulfdrico 2,5 N para llevar el pH del caldo a 3,
empleando un mezclador incorporado a la 1inea de produccién.
El caldo acidulado a pH 3 se introduce despuds a razén de
60 galones por minuto (gpm) (227 1itros/minuto) en un extrac-
tor centr{fugo donde se pone en contacto con &cido dinonil~

naftalensulfénico (DNNS) frio (alrededor de 5°¢) al 10 % en
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' DNNS/disolvénté, se bombea despnés a razén de 30 galones/mi--

rededor del 95 % de tienamicina de la fase de DNNS/n~-butanol

-2 -

volumen (fundamentalmente en el ciclo sédico), a pH 2, en
una solucidn nfbutanélica que se introduce en el extractor
a razén de 30 galones/minuto (113,5 litros/minuto). En el
extractor, las dos soluciones se mezclan Intimumente y lw
reaccidn de intercambio de catién ocurre.. entre los iones
Na® 'y HY del radical DNNS y la forma caﬁiénica aménica de 149
t;enamicina, dandé lugar a la transferencia de la tienamici-
na desde la fase acuosa a la fase disolvonte. Después se seH
paran eficientemente las dos fases mediante un aparato
Podbielniak Modelo D-36 que opera a 200 rpm, generando fuer-
zas centr{fugas de hasta 2000 @ en el extractor. La fase aid

solvente conteniendo la tienamicina, la corriente rica de

nuto (113,5 litros/minuto) a un segundo extractor donde se
pone en contacto con un tampén acuoso, piridina al 6 % en
volumen conteniendo 5 g/l de fosfato sddico dibdsico, para
la retroextraccién. El fetroextractante se introddce a un
caudal de 30 galones/minuto (113,5 litros/minuto) en el ex-
tractor utilizado para la retroextraccidn.

Se extrae: del caldo alrededor del 98 % de la tiena-

micina a la fase DNNS/n-butanol del primer extractor y al-

al tampén acuoso utilizando el segundo extractcr, Por lo
tanto, la recuperacién global de tienamicina es alrededor
del 93 % desde el caldo al tampén acuoso a través del pro-
ceso de intercambio liquido de catidn.

El retroextractante acuoso del proceso de intereambio
1fquido de catibén se mezcla ahora con hidréxido sédico
2,5 N para llevar el pH a 11, utilizando un'mezélador incor-

porado a la 1lfinea de produccién. Esta corriente acuosa, a




10

18

20

25

30

unos 5°C y pH 11, se introduce a 30 gpm (113,5 litros/minu
to) en un tercer extractor donde se pone en Intimo contacto
con un cambiador liquido de anidn, "Aliquat 336" al 30 % en
volumen, acetato de tricaprililmetilamonio (ciclo acetato)
en n-butanol que se introduce a 30 gpm (113,5 litros/minu-
t0). Se produce la reaccién de intercambio de anidn entre el
ién acetato negativo del "Aliquat 336" y el anidn carboxi-
lato de la tienamicina, dando lugar a ia transferencia de
tienamicina desde la fase acuosa a la fase disolvente., Des-
pués las dos fases son separadas eficientemente por las
fuerzas centrifugas que operan en el extractor. La fase di~
solvente que contiene tienamicina, corriente de Aliguat/di-

solvente rica, se bombea después a un cuarto extractor don-

de se pone en contacto con un tampén acuoso, acetato potésit

co 0,40 M (pH 5,0) y de nuevo, mediente reacciones de in-
tercambio de anidn, es transferida la tienamicina, esta vez

desde la fase disolvente a la fase de tampén acuoso, La fa~

se¢ disolvente agotada, que contiene el "Aliquat 336", se ret

genera después continuamente:al ciclo acetato utilizando
colunnas convencionales de extraccién de 1lfquidos,

lMediante el procedimiento descrito, 'se transfiere al-
rededor del 80 al 85 % de la tienamicina desde la corriente
acuosa de alimentacidn &l tampén retroextractante a través
del proceso de intercambio lf{quido de anién.,

As{ se consigue una purificacién sustancial de la tied
namicina, La pureza se refiere a la relacidn del titulo de
tienamicina al tftulo de sflidos totales disueltos. En el

ejemplo, la pureza zumenté 30 veces.

Si se desea, el extracto que contiene tienamicina prot
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cedente del proceso de intercambio liguido de anibn se ajus—
ta a pH 7-7,2 y se concentra hasta un volumen de 20 galones
(75;7 litros) que después se aplica a una columna de Amber—
lite XAD-2 de 100 galones (378 litros), a un caudal de 2,5
galones/minuto (9,5 litros/minuto). La resina se eluye con
agua desionizada a 5 galones/minuto (19 litros/minuto) y se
recoge una fraceidn rica de 150 galones (568 litros) que se

concentra hasta 2,5 litros y después se aplica a 40 litros

" de resina Dowex 50 x 2 (eiclo Na+) a un caudal de 600 ml/mi-

nuto., Después la resina se eluye a 600 ml/minuto con agua
desionizada y se recoge una fraceibn rica de 17 galones

(64 litros) que se concentra hasta 0,06 galones (0,23 litros

|y se aplica a un lecho de 30 litros de Bio-gel P-2 (200~
"'400 mallas) previamente equilibrado con tampén de acetato

-de 2,6-lutidina 0,1 M a pH 7,0..Déspués el gel se desarrolla

con el mismo tampén., La fraccidn rica se concentra a 0,05 gad
lones (0,19 litros) y se aplica a 4 litros de resina Amberlig
te XAD-2, Se concentra el eluato enriquecido y el concentra~
do se liofiliza dando tisnamicina del 90 % aproximadamente
de pureza.

En resumen, la Patente de Invencién que se solicita
deberd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

l.- TUn procedimiento para la recuperacién del T
antibidtico tisnamicina de los caldos de fermentacidn o de
las soluciones que contienen dicho antibidtico, cuyo pro~
cedimiento comprende el someter 2 reaccidn de intercambio
dichos caldos o soluciones con un sistema cambiador 1iqui-

do de idén insoluble en agua, disuelto en un disolvente or-

génico, para transferir el antibidtico al sistema cambiadoﬂ
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liquido de ién (extraccidén directa) y después someter a
reaccidn de intercambio al sistema cambiador liquido de
ién que contiene el antibidtico con un tampén acuoso para
efectuar la transferencia del antibidtico a la fase del
tampén acuoso (retroextraccidn).

2.- Un procedimiento segin la Reivindicacidn
1, donde los sistemas cambiadores de ién, estan seleccio-
nados del grupo formado por, (a) un cambiador liquido de
catién, (b) un cambiador liquido de anidén, (¢) un cambia-
dor liquido de catién seguido de un cambiador liquido de
anién y (d) un cambiador liquido de anidén seguido de un
cambiador liquido de catidn.

3.- Un procedimiento segln la Reivindicacién 2,

donde el sistema cambiador liquido de catidn es &cido dino-

‘nilnaftalensulfdénico o sus sales.

4,- Un procedimiento seglin la Reivindicacidn 2,

.donde el cambiador liguidec de anidén es una sal seleccionada

entre el grupo formado por acetato de tricaprililmetil-~
amonio,_propionato de tricaprililmetilamonio, fosfato de
tricaprililmetilamonio o sulfato de tricaprililmetilamonio.

5.- Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1,
donde el disolvente utilizado con los cambiadores liquidos
de ién tiene una constante dieléctrica moderadamente alta.

6.~ Un procedimiento segin la Reivindicacién 5,
donde el disolvente estd seleccionado entre alcoholes que
contienen de 4 a 10 dtomos de carbono.

7.~ Un procedimiento segin la Reivindicacidn 5,
donde el disolvente estd seleccionado entre cetonas que
contienen de 4 a 8 atomos de carbono.

8.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 5,
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donde el disolvente estd seleccionado entre ésteres que -
contienen de 4 a 10 Atomos de carbono.

9.- BSe reivindica por Ultimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencidén que se solici-
ta: UN PROCEDIMIENTO PARA LA RECUPERACUON DEL ANTIBIOTICO
TIENAMICINL DE LOS CALDOS DE FERMENTACION O DE LAS SOLU-
CIONES QUE CONTIENEN DICHO ANTIBIOTICO.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en
la presente Memoria Descriptiva que consta de dieciseis
péginas mecanografiadas.

Madrid, 24 de Febrero de 1978

BERNARDO UNGRIA
. p-P-
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