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1 L j ) CAMPO’ DELAINV"NCION-

Dsta 1nvencldn se refiere generalmente a-la tran

(1]

fruct0911ac16n de la sacarossa.. kés particularmente, esta

/
1nvencldn se reflere a un. procedlmlento ﬁnlco ‘para la pro=-

5 | ducclén de fructosa a partir de sacarosa por la. via de un

=i substrato que contlene un polimero de fructosa. Este pro-

oedimlento nronorclona un nuevo método enzlmétlco para 1a

produccldn de’ garabes ricos en fructosa que tlenen un con-~
tenldo de fructosa notablemente més alto que el que puede

10 obtenerse actualmente por 1som°r_zac15n de glucosa de hi~- 7
drollzados de almlddn, sin la necesldgd de r'epaz-atclén fi- 3' . B
sica del producto flnal de fructosa.reuu¢ﬁante. Este pro- e
cedlmlento es parulcularmente adavtable a.la produceidn de| . ~.7
aarabes de fructosa que contienen més de 55% de fructosa
157 ¥ propor01ones superlores. Ia 1nvencldn proporclona tambidn
una, nueva enzlma de transfructcs11aaa a partlr de eultlvoq

de la’ levadura, Pullularla pulluians, qve se ha encontrado

utll en tal produccldn. o ',‘,,; 'i. |
' Esta 1nven016n da lugar 8 c1erto nimero de pro_

20 - ductos. Estos 1nc1uyen la fructosa flnal,o un aarabe rlco

“

en fruct0sa, asi como dlversos productos 1ntermedlos tales R

~ | como el polimero de fructosa, substrato 1n1c1a1 que contie.

ne polimero .de fructosa (o pollsacérldo), substraﬁo del queg

se ha separado el polimero, y suostrato (con 0 sin el poli-
25 mero) después ae la 1somer1zacldn. Cada uno ~de estos produg
tos-es dlrectamente Util por sus pecullares propledades.

' Cada uno de estos productos tlene 1as propladades

§ .| de los agzdcares'y Jjarabes conven01onales ¥y puede emplearse

f-ven.sus apllcaclones habltuales. Estas 1ncluyen, por ejem—

30 Plo, el uso ‘como- agentes edulcoranﬁes de . allmentos ¥ como
27068 Co {f;x' S H
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-materias brimas para la preparacidn de productos farmacdu-
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ticoé. Adic;onalmente, estos“productos se pueden emplear
en 1és aplicaciones industriales comunes para azicares y
jarabeé.'Asi, équéilos pueden utilizafse en la produccidn
de adhesivos, humectantes, papel pergamino, agentes curtien
tes, aﬁslantes eléctricos, aglutinantes de machos de fun-

diciones, insecticidas, tintes y similares o, mds general-

mente, como plastificantes, agentes espesantes, etc. En red

sumen, aquéllos son Utiles en todo. el amplio espectro de

apllCaClOHES en las que se han empleado ya productos andlo-

gOSo

/ DEFINICIONES

Debido a los muchos términos que son de uso comd?
en la téenica, las definiciones que siguen se proporcionan
rara definir el significado de esios términos tal como se

emplean en la presente invencidn.,

Glucosa v Dextrosa

Los términos "glucosa" y "dextrosa" se emplean

T

intercaabiablemente en esta solicitud de Patente para abard
car este monosacdrido en cualquier forma, sea de solucidn
0 seca.,

¢
Sacaross

rEl término "sacarosa" se refiere g eéte disacdri-
do en forﬁa refinada o bruta, en solucidn 0 seca, a partir
de cualguier fuente de materia prima de gacarosa, por ej.
cafta de ezicar o remolacha agzucarera. En la préctlca de es-
ta 1nven016n, el materigl de partida de sacarosa se emplea
ﬁlplcamente en medlo acuoso.

Fructosa v Levulosa

'Losftérminos "fructosa y levulosa se emplean por-

A
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rirge al isdémero de la dextrosa que es nmés dulce gue la

l

dextrosa. Ia fructosa se encuentra en la miel y en el azi-
car invertido, junto con dextrosa; ¥-es valiosa debido a
su dulzor.  TLos téfminos levulosa y fructosa se utiligzardn
intercambisblemente en esﬁé memoria descriptiva para hacer
referencia areste monosacdrido en cralquier forma, de solu

cidn o secz.

Preparacidn de Enzima

El términc "preparacidn de enzima" se utiliza en
esta memorisg para hacér referencis a cualquier composicidn
de materia que exhiba la actividad enzimdtica deseada. EL
término se emplea para hacer referencia; por ejemplo, 8
células vivas enteras, células secas, extractos celulares,
preparaclones reflnadas y concentradas derlvadas de las cé
1ulas\y de 1iquldos de cultivo. Las preparaciones de engi—
ma, pﬁeden utilizarse bien sea como solucién o en una forma
inmovilizada;'en la préctica de esta invencién.

Enzima Isomerasa

Se hace referencia en esta memoria a cualquier
preparacidn de enzima que isomerice la dextrosa s levﬁlosa
como "enzima isomerasa®. Estas enzimas son bien conocidas
en la téenica y se ha hecho referencia a ellas como dextfo
sa-isomerasa, xilqsa-isoierasa ¥y glucésa—isomerasa. Tales
.enzimas pueden deiivarse de una diversidad de microorganis
mos édecuados. Ejemplos de tales microorganismqs incluyen

los de los~génerds Strepfomyces, Bacillus, Arthrobacter,

Actinoplanes, Curtobacterium y otros.

Una enz1ma isomerasa preferida dtil en 1a précti

- ca de la presente 1nven016n se derlva de Sﬁreptomyces 0 1 =i
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}-vochromogenes ATCC No 21.713, ATCC Ne 21,714 & ATCC Ne

21.715 (el dltimo de los cuales es un producto aislado de
una colonia simple de ATCC N2 21.713) como se describe en
14 Patente de WE,UU. 3.813.318 y en la Patente de los TE.
3.95%.587, particularmente cuando se prepara por el proce-
dimiento descrito .en la Patente de BE.UU. 3.770.589 o 1a
Patente de EE.UU. 3.813.318. '

o Recientemente, la técnica ha llegado a aceptar
prdcedimientos en 1losg que la engima isomerasa se inmovili-

za gobre un vehiculo inerte insolubls en agua. La engima

plos de tales procedimientos se describen en las Patentes
de EE.UU. 3.708.397; 3.788.945; 3.850.751; 3.868.304; 1a
Patente de Bélgica 819.859; y la'Patente de los EE.UU.
3.960.633 (Patente de Bélgica No 810.480).

Unidad de Isomerass

Ia "unided de isomerasa" se define como la canti
dad de actividéd enzimdtica que se requiere para producir
un micromol de levulosa por minuto en las condiciones de
isomerizacidn descritas mds adelante en esta Memoria bajo
el encabezamiento "Ensayo de la Actividad de Isomerasa',

Ensayo de la Acfividad de Isomerasa

Tal como se utiliza en esta memeria, este térmi-
nq se refiere al procedimiento de ensayo que implica reg-
lizar una determinacidn espectrofotométrics de la cetosa
producida & partir de una solucidn de glucosa en una serie
de condiciones normalizadas.

Se prepara una solucién concentrads de lé mane-

ra siguiente:

continua de glucosa en un jarabe mds rico en fructosa. BEje

T3

inmovilizada es adecuada despuds para uso ex una conversid .

=
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s " SOLUCION CONCE&TRADA PARA EL ENSAYO
.|, Componente Cantidad
' MgSO,.7H0 0,1 S 1m
;A2 :

CoC1,.6H0 0,001 M 1 ml

Tampdn de fosfato de sodio 1 M, de |

D-glucosa anhidra - . o 1,44 g

Adicién suficiente de agua destilada para completar un

voiumen total de 7,5 ml.

La preparacidn de enzimas a ensayar se diluye pri
meramente de tal modo que contenga de 1 o 6 unidades de
isomerasa por ml. | 7

Se lleva a cabo una isomerizacidn enzimdtica por
adicidn de 1 ml de la preparacién de enzima a 3 ml de la
solucidn concentrada, e incubando durante 30 minutos a
602C. Al final del periodo.de incubaeidn, se toma una part
alicuota y se enfria bruscamente en un volumen de 9 ml de
deido percidrieo 0,5 N. Ia parte alicuots enfriasda brusca-

rmente'se dilqye,lueg6 a un volumeﬁ toﬁal de 250 ml. Como
testigo, péra fines de comparacidn, se resligza tambidn una
prueba en blanco con glucosa empleando 1 ml de agua en sus
titueidn de 1a cantidad de 1 ml de la preparacién de engi-
ma en solucidn al Ebmienzo del perfodo de incubacién.

Sé determina luego la cetoss por.un Método de
cisteina~-deido sulférico. Para los fines de este ensayo,
se define wna unidad de isomerasa como la cantidad de actil
vidad de enzima que se requiere para préduc;r un micromol-
‘de levulosa_por miﬁuto en las condiciones de isomerizacién

deseritas. -

0 PR s
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1 » Transfructosilacidn

Tel como se utiliza en esta memoria, este término
se refiere a la transferencia de un resto de fructosilo
dé;de un donante, p. ej., sacarosa, a un aceptor, p. €j.,
5 polisacdrido.

‘ Enzima de Fructosil-transferasa

Como se utiliza en esta memoria, este término se

.refiere a cualquier enzima que catalice la ftransfructosila

cidn e incluye la preparacidén de enzima derivada de Pullu-

10 laris pullulans ATCC 9348 (sindnimo de Aurecbagidium pullu
lanS)o -

TUnidad de Fructosil—transferasa

Tael como se utiliza en esta memoria, una unidad
de fructosil-transferasa se define como la cantidad de ac-
iS tividad enzimdtica requerida pararpfoducir un micromol
de agzicar reductor, calculado comb glﬁcoéa; por minuto en
las condiciones siguientes: (a) pH 5,5, (b) temperatura
559C, y (c) concentracidn del substrato, 60-g de sacarosa
de cglidad paré alimentecién por 100 ml de una megzcla de
20 reaccidn acuosa.

i : Las determinaciones de agzdcar reductor (calcula-
do cono glubosa) se realizan utilizando un "Autoanalizadon
Technicon II" (Technicon, Inc., Tarrytown, Hueva York). El
andlisis se realiza por un método convencional con Fferri-

25 cianuro alcalino, Analytical Biochemistry 45, Ne 2, pdgs.

51%—524 (1972), adaptado para uso en el “Autoanallzador

- II', A no ser gue ée indique otra cosa, las determinacio-
nes de la actividad enzimdtica se.realizan por comproba~
igidn continua de una mezcla de reéccidn constituida por
30 ?;os comﬁonentes siguientes:. '

27068
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H

':no define el procedimiento por el cual se analizen los ja~-

para alimentacién al 80% (peso/voldmen);

cosa) por minuto y por ml de mezcla de reaccidn.

‘silacidn, como por ejemplo soluciones acuosas de sacarosa.

'son'en Peso y todos los porcentajes son en peso por volumen

| COSg.

1rabes de la invencidn wtilizando cromatografia 1iquida a

T T e T e e e . A —

Hoja nGm, 7
7,5 ml de solucidn acuosa de sacarosa de calidad

2, 3 nl de tampdén de 01trato 0, 1M de H 5, 5,
/ 0,2 ml de muestra de enzima que contiene la can-
tidad de enzims de fructosil-transferasa que producird de

5 a 25 microgramos de azicar reductor (caleculado como glu-

;e Substrato Primario

El térmlno "substrato prlmarlo" tal como se utis

11za en esﬁa memoria, hace referenc*a a aquéllos sacdridos

que se hallan en forma adecuada pars y gue tlenen,un resto

fructosilo disponible para participacidn en la transfructor

Substrato Secundario

El térmlno "substrato secundario" tal como se uta
I

llza en esta memorla, es el producto de reacnldn resultan-

e de someter el substrato primario a le accidn de una pre-

paracién de enz1ma de fruct031l-transLerasa, como se defineg
en esta memoria,

, . Partes y Porcentajes

Fn esta solicitud de Patente, todas las partes
(peso/volumen) a nb'ser que se establezca expresamente otra

Ensayo de Cromatografia Liguida a Alta Presidn

Tal como se utiliza en esta memoria, este térmi-

alta presidn de acuerdo con la técnica siguiente. Tos com-

ponen’ces se cromatograf:[an por elucidn con agua o par'bir

ﬂﬂﬂﬂﬂ
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- tos fructosile unidos por enlaces beta (2—3>1). Como se

! Hoja nGm, 8
-de una reéina canbiadora de catidn en forme céicica. Los
compénentes.eluiGOS'se detectan por medio de uﬁ refractd-
metro diferencial. Los hidratos de carbono distintos de
1z dextrosa se cuantificen utilizando un integrador elec~
tr&nico, y se obtiene.lé dextrosa por diferencia. E1l pro-
cedimﬂénto genefal es el dado en "Andlisis de Mezclas de
Hidratos de Carbono por Cromatografla Liquida", Am. Soc.

Brew. Chem. Proc., 1973, pdgs. 43-46. Ta resina utilizada

es "Aminex Q" 15-5 en forma cdlcica, Bio-Rad Laboratories,
Richmond, California.

RESUMEN DE TA INVERNCION

/ De. ascuerdo con la invencién, se proporciona un
pfooedimiento para la produccidn de jarabes que comprende
soneter un substrato primario, p. oj., sacarosa, a la
accidp de una preparscidn de engima de fructosil-transfe-
ragse capaz de convertir la sacarosa en un producto que
comprende una fraccidn de nono sacdrido que contiene una
cantidad principal de glucosa y una cantidad menor de fruc

tosa, y polisacdridos que contienen al menos 66% (en peso)

de restoé fructosilo., Tal producto comprende un subsitrato

. A
trato secundario inclu&en todos los polimeros que contiene

fructoss (distintos de la sacarosa) que tienen dos o mds
zarse ademds por incluir polisacdridos que contienen res~

degcfibe mds adelante en esta memoria, los polisacdridos
iresultantes de condiciones dadas de transfructosilacién
pueden estar comprendidos predominantemeﬁte dentro de una

~gama predeterminada. Asi, por ejemplo, puede producirse.un

secundario de esta invencidn. Estos poiiSacéridos del subs

restos de monosacdridos. Estos polimeros pueden caracteri-

H
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_.substrato'secundafio en el que la mayoria (p. ej., como

normalmente de 3a 6 (esto es, DP 3-6) restos de monosa~-
1 1la via de la accidn de engzima isomerasa) a fructosa en

- presencia de dichos polisacdridos, seguido por hidrdlisis

de dichos polisacdridos en ausencia de enzima isomerasa

las, como por ejemplo, la tecnologfia de menibranas conven-

_las Patentes de EE.UU. 3.173.867; Re 26097, 3.541. 006, y

Hoja ntim, 9

minimo el 60% en relacidn molar) de log polisacdridos son
ollgdmeros que tienen de 2 a 10 (esto es, TP 2-10), mds

" cdridos. Después de ello, dicha glucosa se isomeriza (por -

activa. Ia hidrélisis puede 1levarse a cabo enzimdticamen-

te utilizando invertasa o por hidrélisis deida en condicio-

|
nes suaves.

En una realizacidn adicional de la invencién,
los poliéacéridqs pueden sépararse de dicha glucosa y di~-
cha fructosa; y después de ello hidrolizarse, como se ha
descrlto prev1amente, para producir un jarabe ultra-rico
en. fructOSa, p. ea. que tenga un contenido de fructosa
mayor que 66% en peso y mayor preferlblemente que 90% en
peso, dlrec»amenue a partir del substrato secundario de
esta 1nvencldn sin nece51dad de 1somerlza016n de la dex~
trosa contenldg en dicho substrato. Tal separacidn se pue-

de realizar convenientemente por téenicas de separacidn

fisica convencionales basadas en el tamafio de las moldcu-

cionales (p. ej. ultrafiltracidn, didlisis), precipitacidn
con disolventes, adsorcién con carbono'y anélogas. Como

ejemplos de tal tecnologia de membranas se pueden citar

3.691.068, | - - v

Una reallzacldn preferida es un procedlmlento
rara la produ0016n de jarabes ricos en fructosa que com—
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—prende someter l2 sachrosa a la accidn de una preparacidn

| vada de Pullularia pullulans tal como ATCC 9348; ATCC

sometiendo la sacarosas a la accidn de una preparacidn de

en presencia de una cantidad efective de una preparacidn

- de enzima fructosil-trensferasa derivada de ung cepa de

Hoja nam. 10

de enzime fructosil-transferasa, como por ejemplo la deri-

13535; NRRL 1673; NRRL Y2311; NRRL YB3892; NRRL YB 3861,
NRRL 3987 y ATC 15223. E1 producto resultente, o subsira-
to secundario, se somete a la accidn de enzima isomerasa.
Dospuds de ello, el producto isomerizado se hidroliza en
augencia de enzima isomerasa active.

' Se cree que el substrato secundario producido
de acuerdo con el procedimiento de esta invencidn es nuevcl
Este substrato es excepcionalmente adecuado para igomeri-
zacidn y subsiguiente hidrdlisis a fin de proporcionar un_'”

jarabe que contiene mis de 55% de fructOSa? ¥ se produce

enzima fructosil—transfgrasa. Por consiguiente, otra rea-
lizacién de esta invencidén son substratos adecuados para
isomerizacién enzimdtica e hidrélisis subsiguiente a jare-
bes que contienen mds de 55% de jarave de fructosa, que
comprenden (1) desde aproximsdamente 20% a aproximadamente
60% en peso de monosacdridos, que conilenen una cantidad
principal de glucosa y una cantidad menor de fructosa, y
(2) desde aproximadamente 70% a aproximadamente 40% de
polisacdridos que-contienen mds de 66% en peso de restos
fructosilo, |

Son egpecialmente preferidos los subsiratos se-

cundarios derivados de sacarosa por trensfructosilacidn

Pullularig 'pullulans ATCC 9348, a una temperatura qde va

desde aproximadamenteé 259C a aproximadamente 65°C, y pre-
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- ferfbieménte desde aproximadamente 500C a aproximadamente

partida empleadas pueden comprender desde valores tan ba-—

' “Jjos como 10 g por 100 ml de agua. Sin embargo, se prefie-

dentro de los pardmetros de procedimiento arriba descri~

esta memorla.

[ ’ . "Hojn nam, L1

602 G, ¥ @ un pH que va desde aproximadamente 4,5 a apro-
x1madamente 6,5, y preferiblemente de aproximadamente 5,4

a aproximadamen¥e 5,6. Ias concentreciones de sacarosa de

re emplear una concentracién de sustancia seca ten alta
como sea posible, comprendiendo preferiblemente -desde
aproxlmadamente 30 g a aproximadamente 60 g por 100 ml

!

(para una velocidad de reaccidn mdxima), hasta el punto

[de saturaclén de la sacarosa (y mayores, como se describe
con mayor detalle wds adelante en esta memoria),

Se puede emplear un minimo de 0,5 unidades de
fructosil-transferass por gramo de sacarosa para producir
el nuevo substrato de esta invencién.'Generalmente, la
cantidad de eﬁziﬁa utilizada no excederd de SO unidades
por gramo de sacarosa debido g consideraciones econdmicas

Especialmente p?eferido para obtener el substrato secun~

dario deseado en un.tiempo comercialmente aceptable, y

tos, es un intervalo que va desde aproximadamente 2 a
: N
) : s .
aproximasdamente 30 unidades por gramo de sacarosa,
Lo que antecede y otras realizaciones de esta

invencidn se descrlbﬂn con mayor detalle néds adelante en

DESCRIPCION DSTALLADA DE TA INVENCION

El procedimiento para la produccidn de la nue=
va, ¢ruct051l-transferasa de la invencidn puede utlllzar
técnlcas de fermentacidn conven01onales, Pe €J., véanse

lag Patentes de EE.UU. Nims, 3, 565, 756'

3.806.419;3-535.123;

1 e AT e e e s et =y o
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-1 _ Ueda ¥y otros, Applied Microhiology, ll,'211-215 (1963)

Prcferlblemente se utilizan ciertas nuevas modalldades

£

de separa016n o purificacidn, que se des crlblrén con meyox
detalle mds adelante en esta memoria. El ejemplo siguien~
5 te es un procedimiento de fermentacidn tipico para la prot

duccidn de la enzima a partir de Pullularia pullulans

ATCC 9348.
Ejemplo 1 -
Produccidn de la Preparacidn de'Enzima Fructosil-Transfe~

10 raga — Soporte de Celite

. A, Procedimienio de fermentacidn utilizado para producir

la enzina

¥

Bl medio utilizédo para el desarrollo del indcu-_<?
lo y la fermentacidn para producir la.enzima es comno sigug:
15 . 0,5% de fosfat§ de potasio dibdsico
0,1% de cloruro de sodio
0,02% de sulfato de magnesio heptahidratado
0,06% de sulfato diaménico
0,3% de extracto de levadura (ILaboratorios Difco)
o0 7,5% de sacarosa (cglidad para alipentacién)

- pH del medio, ajustado a 6,8,

Los matraces de siembra, Erlenmeyers de 500 ml que contie-
nen 100 ml de medio estéril, se inoculan a partir de un
cultivo en pico de flauta de la levadura negra, Pullularia
25. pullulang. La cepa particular de la levadura empleada se
ﬁgesigna en el catdlogo de la Coleccidn Aﬁericana de Culti4
f-"'l\ros Tipo (Rockville, Maryland) como A’J.‘CC 9348. Los matra=-
ces de'siembra, despuds del desarréllo en una médquina al-
ternativa de sacudidas dﬁrante 48 horas a 32°C, se utili-
30 zan. para inoculer matraces de fermentacidén Erlenmeyer de

27088
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-1 litro, cada uno de los cuales contizne 200 ml del medio
Previamente definido. ILa concentracidn de inoculante es

' 0,5% peso/volumen. Ia fermentacidén se lleva a cabo en wna

que la.pululanasa reaccione a la temperatura ambiente du~
.rante la noche, Después de la digestidn con pululanasa
_durante 1a noche, una concentracidn de 1%.de Colite Ne 503

Grefco (Johns-Manville Products Co:poration, Lompoc, Cali~

Hojn nGm, 13

méquina alternativa de sacudidas a 32°C durante 7 dias.

B. Recuperacidn de la enzima 2o partir del caldo de fermen-

tacidn
Los #aldos de fermentacidn procedentes de cua-
renta matraces de 1 litro de la mdquing de sacudidas se

juntan, y se enjuagan los matraces con agua, la cual se

afiade también al caldo acumulado. E1 volumen final del cal-

do,despuds de la dilucidn es de 12 litros. Bl volumen ori-

ginai del caldo es aproximadamente 8 litros. Tos 12 litros|’

de caldo de fermentacidn se someten & una centrifuga con-
%igua Sharples pars separar las células de levadura y los
deSeq@osvcelﬁlares. Bl sobrenadante?'qﬁe es una solucidn
visqpsa negra, sé dosifica luego con cloruro de calcio a
una concentracién de 0,5% peso/Volumen.y el pH de 1la solu-
cidn résulﬁante se ajusta a 7,0 con hidrdxido de sodio,
Se lleva a cabo luege un segundo. paso por la centrifuga
Sharples para producir un sobpenadénte viscoso que tiene
un colof bajo. El pH del sobrenadante decolorado se ajus-
ta a 5,5 con deido clorhfdrico, seguido por dosificacidn
con 1000 unidades (como se definen en la Patente de los
EE.UU. 3.806.419) de pululanasa. E1 caldo resultante se

conserva con tolueno (afiadido hasta saturacidén) y se deja

fornia) se afiade al caldo formando una suspensidn, seguigdo
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por la adicidn de 2 voldmenes (24 litros) de acetona. Se

forma un precipitado que se recoge por flltra016n, vy la

torta de filtracidn se lava con acetona y se geca a la btemd
peratura ambiente. Ia torta de filtraoidn recogida contien#
la enzima fructosil-transferasa insolubilizada.

 En el Ejemplo 1 debe observarse que la adicidn de
¢lorurc de calcio al caldo de fermentacidn, con ajuste del
PH del caldo, da como resultado la separacidn del pigmento
negro y los polisacdridos dcidos presentes. / Para el estust

dio de estos polisacdridos dcidos, véase Actla Chem. Scand.

16, 615~622 (1962)._ 7 Bl producto de enzima final se obtie-
‘ne, por comsiguiente, en forma de una preparacidn incolora
relativamente pura. Sste procedimiento de refino cqnstituye
una realizacidén preferida de ests invencidn Ng permite gue
proce@imientos simples de refino,: esto es centrifugacidn,
filtréoién o precipitacidén, hagan posible la obtencidn del
producto final. Asi, de acuerdo con esta realizacidn, se
Proporciona un procedimiento para la separacidn de polisa-
cdridos deidos j subproductos de pigmento negro a partir
de los caldos de fermentacidn finales de la levadura negra,,

Pullularia pullulans. Este nétodo rernite obtener una pre-

paracidn final de enzima libre de subproductos indeseables
de pigmento y de polisacdridos deidos, los cuales se forman
durante el procedimiento de fermentacidén. Estos subproduc-
tos, & no ser que se separen, coprecipitan con la engima
_después de la adicidn del disolvente al caldo de fermenta~-
clén.

Como un refino adicional para recuperar las pre-

paraciones de enzima purificadas de esta invencién, es de-

seable separar el polisacdrido pululana que estd presente
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_inherentementé en el caldo de fermenﬁacidn, por@ue aquél

coprecipitard también con la enzima fructosil~transferasa

czdn. Por esta razdén, el sobrenadante obtenido a partir
del tratamlento con cloruro de calcio y el aquste del pH
se puede tratar ademds con la enzima hidrolizante bien
conocida, pululanaéa. Ia enzima pululahasa hidroliza rdpi-
damente la pululana para produc1r ua polimero de peso mole
cular 1nfer10r, evitando asi la copreclgltaclén ¥ la consi
gulente contamlnacldn de la prepara c16n de iz enzima frucw
togzl—transferasa durante el tratamiento con diéolventé
(p. ej. acetoné,'alcohol y anélogosj. La pur@fieaeidn'de
la enéima fruéﬁosil—transferasa deseada de esta manera
constituye otra nueva reglizacidn de esta invencidn.

' Las prepara01ones de la engzima fructosil-trans—
ferasa de esta 1nven01dn pueden emplearse sin la separacid)
de la pululana. Asi, esta 1nvenc1dn se puede llevar a la
préctica sin hidrélisis de la puluiana ﬁor la pululénasa,
en cuyo caso lé pululana sirve como vehiculo de la enzima
fruetosil-transferasa.

El_Ejemplo siguiente demuestra el uso de pulula-
na como vehicgio. ' '

Produccidn de Substrato Secundario utilizando Engima

Pructosil-Transferasa sobre Vehfculo de Pululana

Una solucidn de sacarosa al 20% tamponada con
tampén’ de citrato 0,05 M de pH 5,5 se dosifica con una con

centracidn al 1% de pululana seca producida de acuerdo con

se hidroliga con pululanass y, por cbnsiguiente, sirve co-

é degpués de la adicidn de disolvente al caldo de fermenta-

»»»»»
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[ .
actividad de fructosil-transferasa es 677 unidades/gramo

de pululana. Ia reaccién-se lleva a cabo a la temperatura
ambiente hasta que 1a‘mezcla ge vuelve turbia. Una muestra
de este material se anaiiza por cromatograffia lfquida s
alta ﬁresidn, con los resultados siguientes:

DISTRIBUCTON DE SACARIDOS POR ANATLISIS CIAP

Fructosa Dextrosa DP2 DP3 ) DP4+
6,9 . 40,6 6,2 11,1 35,2
/ Los ejemplos siguientes caracterizan adicionel~

mente la enzima producida en el Zjemplo 1.

i Ejemplo 3

Productos de la Accidn Bnzimdtica y Bstabilidad Térmica de

‘lizen durante 66 horas a pH 5,5 y a 559 ¢ 60°C, respecti~

la Engima

A frascos de reaceidn, 'equipados con tapones rosi

cados, se afiaden 60 g de sacarosa de calidad para aiimenta-
cidn y una preparacidn de enzima fructosil~transferasa, Ie
preparacidn de enzima se obtiene a partir del producto de
engima del Bjemplo 1 por diépersidn de partes alicuotas del
producto sélido Celite-enzima en cantidades medidas de agué
vare producir una‘conceptracidn adecuada de.una gsolucidn

de engima. ILa Celite,sé\separa después por filtracidn., Bl
filtrado se wbiligza para dgsificar'la mezela de reaccidn

con 10, 20 y 30 unidades de engzims por gram6 de substrato
de sacarosa. Estas megclas se diluyen luego cada una a un

volumen final de 100 ml con agua. Ias conversiones se rea-

vamente. Se toman muestras a las 24, 43 y 66 horas para

determinaciones de azicar reductor a fin de detectar 1a

Presencia de actividad enzimdtica. Una veg que se han rea-
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- lizado sobre las muestras las determinaciones de aszfcar re
auc’éor, las mezclas de reaccidn que quedan se congelan pé-
ra de’cener la accién enzimdtica y se toman mues’cras para
la determlnac1dn de la compos:Lcn.dn de hidratos de carbono

por eromatografla liquida a alta presidn. Se obtuvieron lo

resultados siguientes:

-~
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sacarosa con la. nueva preparacidn de frue tosil-transferass

. cidn de engima del Ejemplo II). Ia concentracién final de

/:- llpj'n ntim. 21

Bl Ejemplo 3 demuestra la establlldad térmica ey
preﬂenc1a de substrato de la enzima a 5500 y 60°C a lo lap~
go de wn periodo de 66 horas & un pH de 5,5, demostrando
asi el potencial comercial de la enzima, Ademds, el subg-

trato secundario progducido por convers16n en71mét1ca de 1g

de esta invencidn es, segin se demuestra por el andlisis
de hidratos de carbono, un producto potencialmente valiosd
adecuado para la produccidn de garabes rlcos en frucitoss

partlr de sacarosa, debido a que los ﬂongtltuyentes pre-

/

dcmlnantes son, como se muestra, dextrOﬁa ¥y polimerocs que

por hldréllsls subsiguiente producen fructosa como el mono- :"

sacarldo predominante. Bste ejemplo demuesirs también que
la nueva engima de la invencidn es efectiva & una concen-
tréc;én de sacarosa de 60% (peso/volumen). Se demuestra
tambidn la funciohalidad de la enzima en presencia de con-
centraciones altas de glucosa.
Ejemplo 4

Efecto de la Temperatura sobre la Actividad de la Enzims

E1l efecto de la temperatura sobre la velocidad
de la reaccidn de la enzima fructosil~transferasa se de~-

(
‘termina utilizando el “Autoanallzador Technicon II" como

sigue: -

La megzcla de reaccidn se compone de 7,5 ml de’
solucidn de sacarosa al 809 (peso/&olumen), 2,3 nl de un
tampdn de citrato 0,1 ¥ a un pH de 5,5, y.0,2 ml de una |

solucién Ge enzima en pululana al 2% peso/volumen . (prepara

sacarosa es 60% (peso/volumen). Ias mue stras se mantienen

a las temperaturas signientes y se ensayan durante 10 miny
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carosa en partes alicuotas de 9,8 ml prra dar: concentra-

“te (1,1 unidades) de la preparacién de enzima fructosil-

Hoja nGm, 22

tos en el "Autoanaliéador Technicon II". Los resultados
demuestran que a 4020, la velocidad de la reaccidn enzi-
mdtica es 1,89 veces ia de 302C; a 50¢C, 1,29 veces ma=~
j;r que a 40°C, y 2 60eC, 1,48 veces mayor que a 50°C,
Bsto demostrdé una velocidad de reaccidn creciente al ele-
varse la temperatura.

Ejemplo 5

Demosgtracidn de la Constante de Mizhaelis-Menten (K ) de

la Engzima Fructosil-Trensferasa

La K, de una enzima denola la concentracidn del
substrato a la cual la velocidad de Forumacidén del produc—
to es la mitad de la V. Se utilizd el procedimiento sir
guieﬁte para cbtener el valor Km ée la enging fructosil-
~transferasa.

Utilizando una solucidn concentradas de sacarosa
al 96% peso/volumen ajustada a pH 5,5 con tampdn de citrad

to 0,1 M, se preparan las concentracidnas adecuadas de sa-

ciones al 5, 10, 30, 40, 50, 60 y T0% £fe sacarosa en un
volumen final de 10 ml. Se afiade una solucidn de enzima
en 0,2 ml que contienen 1,1 ﬁnidades de enzima fructosil-
~transferasa a las muestras atemperadas. Después de ello,
las muestras se ensayan inmediatamente & 552C en el "Autoo
analizador Technicon IIn coﬁo se ha descrito anteriormente
(véase unidad de fructosil-transferasa). Se incluye colmo
testigo un patrdén de glucosa (calibrado en pg/ml).

A continuacién se da la velocidad de formacidn

de glucosa expresada como mg/ml/minuto para las diversas

concentraciones de substrato utilizando una dosis constan-
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- ~transferasa del Ejemplo 1.

% SJéstratq  pg/ml/min ng/mlfuin)
5 8,0 8,0
10 11,8 11,6
20 . , 15,7 . 15,2
30 . 18,0 17,6
40 18,6 18,2
50 19,2 ' 17,2
s 17,8 18,2
/ 70 | 15,6 - —

!

é) Realizada de nuevo al dia siguiente a partir de una so-

; lucidn concentrada de sacarosa al 60%.

H

Ia K, es una concentracidn de sacarosa 0,27 molar. Ia ve-
locidad de reaccidn méxima se alcanzé para una concentra-

*¢idn de substrato de sacerosa 1,374 molar, a pH 5,5 ¥y a un

&

temperaturs de 5590.

Ejemplo 6

Preparacidn e Tsomerizacidn del Substrato Secundario sz par

tir de Sacarosa

A. Produccidn de Substrato Secundario

Se disﬁelve sacarosa de calidad para alimenta-
¢idn, 600 g, en agua 'a un volumen de 800 ml. EL pH de es-
ta solucidn se'ajusta a 5,5.con dcido clorhidrico diiuido.
Una preparacidn seca de Celite-enzima, 11 g, con una acfi-

vidad Ge 550 unidades/g, preparada como en el Ejemplo 1,

[

pone en suspensién ‘en 100 ml de ‘agua. Ia suspensién se fil
tra a vacio a través de papel de filtro Whatman N¢ 1 en
un embudo de Buchnef. Ta ftorta de filtracidn se lava con
100 ml adicionales de agua. Los 200 ml dé filtrado se afia~

‘den luego a la solucidén de sacarosa, la cual se encuentra
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— en un frasco de 1,9 litros provisto de dapén roscado. Bl
, ] P

dog sgiguientes:
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fra%qo se pone luego en un baflo de agua a 589C, y se deja
que 1a reaccidn continde durante 20 horas, pasado cuyo

tiempo se ensaya una muestra del producto de reaccidn por
cromatografis liquida a alta presidn para 1a determinacidy

de la composicidn de hidratos de carbeno con los resulta-

Composicién de Hidratos de Carbono

Fructosa 2,4%
Dextrosa 32,8%
P, | 10,6%
DP3 22,9%
DBy, 31,3%

Se afiade cloruro de magnesio al producto de
reaccidn restante (esto es, el substrato secundario) en
una concentracidn de 5 milimolar, y se ajusta el pH a 8,4
con hidréxido de sodio diluido.

B, Isomerigzacidn Continus del Substrato Secundario

Glucosa-isomerasa derivada de Streptomyces oli-

vochromogenes ATCC 21,715 (véase Patente de EE.UU, No Re:

29.152) se inmoviliza sobre aliming porosa (un vehiculo
de poros controlados producido por Corning Glass Co., Cor-
ning, Nueva York, p. €j., vdase Patente de EE.Uﬁ. Ne
3.992.329) como sigues

1. E1 vehiculo se lava dos veces con aguaj

2. E1 vehiculo se incuba con citrato de sodio 0,1 ¥ duran-:

te 1 hora con agitacidn;
3. E1 citrato de sodio se éepara por lavado del vehiculo
hasta que la conductividad de la solucidn de lavado es

1000 micromhos;

H
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+ 4. E1 vehfculo se incuba con cloruro de magnesio 0,05 N

una hora, el caudal aumenta a 570 ml/hora. Se ajusta el

"~ Hoja nGm. 25

/
durante 1 hora y se decanta la solucidn de cloruro de

magnesios

Ppara proporcionar una concentracidn final de enzima de
/

400 unidades/ml;

6. Se afiade el concentrado de enzima isomerass al vehiculo

a un nivel de 0,495 millones de unidades por iitro;

7. Se ponen en contacto el vehiculo y la enzima durante
/ 22-24 horas y luego se separa del vehiculo por lavado
| con agua destilada la enzima no fijadé; '

I Una columna de vidrio provista de camisa (3 cm X
18 cm), equipada con una bomba conectada a unAdepésito de
suministro de alimentacién, se carga despuds con la enzimgl
inmovilizada asi preparada. Bl volumen del lecho de la co-
lumna después de la operacidn gde carga es 45 ml. Ia column
se opera a 602C para todas las isomerigzaciones. Ia colﬁmna

cargada se pone en servicio con un Jarabe de dextrosa

(concentracidn 50% peso/peso) con concentracidén 5 milimo-
lar de cloruro dg magnesio y se ajﬁsta a pH 8,4 para demos
trar que la columma estactiva. E1l caudal que pasa por la
columne se ajusta a 292 mi/hora. Ia columna se vacia luego
hasta el nivel.del lecho. Se efectis la int;oduccidn del
substrato secundario manﬁalmente hasta que se recogen 20
ml de efluente; & luego se ajusta el caudal del substrato
secundario a 292 ml/hora. Se desechaﬁ los primeros 100 ml
de Jarabe recoglidos para tener en cuenta él cambib dé subs
trato. Bl substrato secundério remanente (aproximadamente

850 ml) se pasa luego a través de la columa. Al cabo de

L

5. Se afiade luego un volumen de cloruro de magnesio 0,05 I

L g b
28 ‘-
.
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1 | | caudal y se mantiene ‘2 300 ml/hora hasta el final de 1a

operacién. Una vez completada la operacidn con substrato
. secundario, la columna se vuelve z cambiar a dexirosa pard

démostrar que pergiste la aectividad de isomerass. La ta—-
S bla siguiente compara los andlisis por cromatografia 1lfqui
da a alta presidn del substrato secundario de partida y el
producto final procedente de la columa de isomerizacidn:

Substrato Secundario  Producto Final

(4) (B)
Fructoss, 2,4 15,7
10
Dextrosa 32,8 18,9
DP, 10,6 11,0
Py . 22,9 22,9
Dy, 31,3 31,5
15 Estos resultados indican que =1 42,38% de la dex
trosa libre en el substrato secundario se isomeriza en la
columna a fructosa. Asimismo, los polimerog de fructosa
Presentes en el subétrato secundario no parecen ser afec-
tados ni afectar a la isomerizacidn de dextrosa a fructo-
20 sa. Merece la pena destacar que la distribucidén total de
monosacdridos estd constituida por aproiimadamente 45% de
fructosa y 55% de dextrosa.
En el Ejemplo que sigue, se emj:lean dos métodos
para degdoblar los polisacéridosipresentes en el substrato
25 secundario y también el producto de isomerizacidn de los

misnos. Uno de los métodos es enzimdtico, y el otro utili-
za una hidrélisis 4cida suave.

Ejemplo 7

Preparacidn de Jarabe Rico en Fructosa por Hidrdlisis

30 A. Hidrdlisis Enzimdtica

27068
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100 ml del producto B del Ejemplo 6 se dosifican

/

con '10 mg de una invertasa purificada derivada de Candida

utilis. Esta mezela (conservada con tolueno) se deja reac—

cionar.éqrante la noche a la temperatura ambiente, después
de 1o/cual se toma una muestra y se analiza por cromatogral
fia 1liquida & alta presidn. Se deja que el Producto B re~
mansnte éqntinde reaccionando duranté 6 dias mds y luego
se analiza.una segunda muestra por el mismo procédimiento

iﬁn los resultados siguientes:

/ Material de - Después Ge la  Después de
a Partida (Pro Accidn dé la séis dias
ducto B) Invertasa adicionales

Fructosa 15,7% 41,9¢ 62,44
Dextrosa ' 18,9% 29,4% ' 36,2%
DP, 11,09 - 1,9% 0

DP, - , 22,94 12,9¢ 0,5%
DB, 31,5% 13,9% 0,9%

Le invertasa empleada es una preparacidén de en~
zima fabricada por Siekagaku Kogyo Co., ILtd., Tokyo, Japdn
teniendo una actividad de 123 unidades/mg, donde 1 unidad
de invertasa catgliza el desdoblamignto'de sacarosa para
formar 1 micromol de giucosa y 1 micromol de fructosa por
minuto en condiciodnes especificadas.r

B. Hidrélisis Acida del Producto B

1a hidrélisis dcida de una muestra del Producto

B del Ejemplo € se 1llevd a cabo por adicidn de deido sulfd

‘rico hasta una concentracidn de 0,05 N y calentamiento a

75-80¢C. Se toman muestras, después de una. y dos horas de
hidrélisis, y se analizan por cromatograffe 1lfquida a alta

presidn. Los resultados son como sigue:
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/ Material de 1 Hora 2 Horas
- ]Egi‘-géggto B)

: Fruct;sa 15,7 60,3 . 59,1
Dextrosa 18,9 38,7 37,9
DP, 11,0 1,9 , 2,6
N 22,9 04 . 0,3
DBy - 31,5 0 0,2

30

28

Tos resultados anteriéres_indiéados en la Btapa
A muestren vr sumento predominante en el rendimiento de
fructosa y un aumento'menor en el rendimiento de glucoss
producidos con una disminucidn correspondiente en las Ffrac-
ciones DP,; DP3, ¥ DB, demostrando asi 1z presencia de
un polimero de fruciosa.

Ios resultados de la hidrdlisis dcida de la Etad
pa B estén de scuerdo con los obtenidos en 1la Etapa A, de-
mostrando tambidn asi el desdoblamiento de los polimeros
de fructosa. '

La exposicidn que antecede estd enfocada a la
transfructosilacidn utilizando un substrato primario en
el que el contenido de sustancia seca de la sacarocsa de
partida no excede del punto de saturacidn en condiciones
de reaccidn dadas. Bl ejemplo que sigue demuestra el uso
de un substrato primario que tiene una cénéentracidn ini-
cial dé-sacarosa que excede la de saturacién y que, cuandg
se somete a la accidn de la enzima fructbsil~transferasa,
de como.resultado-un producto que contiene niveles incre-
mehtadés de material DPy (esto es, fructosil-sacarosa) y
una concentracidn disminuide de productos DP4+. Se exhibe

también un aumento en la concentracidn de sustancia seca

Y
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cidn de sustancia seca obtenida en ausencia de la accidn

" substrato primerio aumenta, el grado de polimerizacidn del

en partes alicuotas de 200 g en tarros de 0,47 litros con

mantiene a 542-559C. Los frascos se someten a agitacidén

nal. Una muestra del sobrenadante se saca de éaéa.botella

~ y se pone en un tubo de ensayo con cédpsula roscada en un

Hoja nm. 29
(peso/peso) del substrato secundario sobre.la concentra-

de la enzima de fructosil-transferasa. Ademds, se demues-
/ : .

tra que, cuando la concentracidn de sustancia seca del

polimero de fructosa en el substrato secundario disminuye,
y el ﬁaterial DP4+ esté pfesente en pequeﬁas cantidades.
i Esto estd en contraste acusado con los resulta~-
doélobfeniaos en los ejemplos previos uiilizando subgtra-
tos de sacarosa a concentraciones ig?er%ores a la satursg-
éién. En aquellos ejemplos, el mater%al DP4$ es el producH
to primario.
Ejemplo 8

Preparacidn de Substrato Secundario @ vartir de Suspensio-

- nes de Sacarosa on EBxcesc de Saturacidn

Se pone Sacarosa de calidad para alimentacidn

tapas de cépsu;a metdlica roscada. Ccmo testigo, se afiaden
50 ml de agua a un tarro y los otros reciben cada uno 50
ml de ague que contiene cantidades crecientes de prepara-

c¢idén de enzima fructosil-transferasa~Celite (producida de

acuerdo con el Bjemplo 1), como se muestra en la tabla si4

guiente. Cada uno de los tarros se tapa con la cdpsula

metdlica y se pone en un bafio de agua en agitacidn que se

por sacudidas durante 24 horas con mezclado manual ocasio-

baflo de agua hirviente para inactivaer la enzima, Estas

muestras se analizan despuds por cromatografia liquida a
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I_alta presidn y se realizan determinaciones de substancia
| .
secd en el sobrenadante (método de K. Fischer) con los re-

sultados giguientes:
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/de aumentarse.

de DP2, constituidos predominantemente por producfo DP3.

Hojn ntim. 3 2

j Merece la pena indicar que en el sjemplo que
antgcede, la muestra testigo cristalizd cuando se enfrid
a la temperatura ambiente (aproximadamente 252C), mientra
que losjsubstratos secundarios producidos enzimdticamente
permapecen en solucidn y exhiben una excelente estabilidag
de vida en almacenamiento sin recristalizacidn.

Aungue el Ejemplo 8 emplea 200 g de sacarosa pox

50 ml de agua, esto es, 80¥ peso/peso, la concentracidn

de sustancia seca del material de partida de sacarosa pue-
/ , .

El nuevo subsitrato secundario de esta realiza-
qidh puede utilizarse como un jarabe altauente estable y
ﬁo cristalizable en aplicaciones alimentarias. Proporciong
también una composicidn excepcionalmente rica en“sustané
cia seca, resistente a la contaminecién microbiana y a la
formacidn de cuerpos coloreados, que puede emplearse para
transportar y/o almacenar el azdcar en concentraciones no
alcanzables hasta ghora en una forma que tiene las propie+s -

dades arriba descritas. Ademds, este nuevo substrato se-

cundario rico en sustancia seca puede someterse a hidrdlis
sis como se muestra en el Ejemplo 7 para obtener una mez-
. ,

cla de azicar invertiéo que tiene un nivel de dulzor de~-
seable. Bl nuevo substrato secundario de esta realizacidén
tiene un contenido de sustancia seca (peso/peso) que va

desde aproximadamenté 704 a aproximadamente 82% y contiencg
una fraccidn de monosacdridos constituida esencialmente

por dextrosa y polimeros de polisacdridos, que exceden

Estd tambidn presente una cantidad menor (4,1% y conteni-

dos inferiores) de polimeros DP4+.
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" tarias por cargas, serd evidente para los expertos en la

“lacidn continua, la engima transfructosilasa se inmovilizp

mente en la definicidn de enzima in;oﬁilizada ¥ la metodo

logia de tratamiento continuo que se describe en ellas.

Hoja nGm, 33

i fungue la etapa de transfructosilacidn de esta

)

ot . : . . .
1nvegc16n se ha presentado en términos de operaciones uni

técnica que pueden emplearse andlogamente operaciones uni

‘tarias continuas. En la raalizacidn de tal transfructosi-~

convenientemente utilizando las técnicas expuestas previa

RN
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- |
Los puntos de imvencibn propiz y nueva que se yre-

senten pare que seen objeto de esta solicitud de Potente !
! i

Invencibn en Zspalla, por VEINTE allos, son los que se reco-

ce

gen en las reivindicaclones siguientes:
l2,~ Un método para producir un jarabe rice en fruc
tose o partir de sacarosz que comprende someber sacarosa a

la accibn de wne cantidad efectiva de una preneracidn de en-

22,- El nétodo de lg reivindicacién 12, .en el que
la sacarosa qgue sufre la accidn de ia enzina estéd a ung con
centrdcidn de al menos aproximadaﬁente 20 por ciento.

: 32, FEL nétodo de la reivindicscibn 12, en el que
dicha preparseibn de enzima fructosil-trensferasa se deri-

va de Pullvlaria vwullulaus.

42,~ EL método de la reivindicacibén 12, en el que
la sacarosa se somete a la accién de la enzima fructosil-
~transferasa a2 una temperatura de sproximademente 252C a
aproximadenente 65¢C, wn pH de aproximadsménte 4,5 a apro-
ximadanente 6,5, ¥ ung concentrecidn iniciel de sacarosa
de =l menos 10 nor ciento (peso/volumen).

58,~ 1 nétodo de acuerdo con cualguiera (e las
reivindicceiones 18 a 48, en el que la dextrosa del produc—
to de reaccidn se isomerizs para nroducir fructosa.

62,~ 51 método de ia reivindicacién 52, en el cue

la isomerizacibn se lleva a cabo utilizando una ensine invo

 POOR-
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7§.~ l méfodo de la reivincicacidn 5%, en el que
1z dextrosa se isomerizs g fructosa en presenciz dGe (Qicho -
nolisgcérido,

82 - Ei método de cuclguiera de las reivindicacio-
ne?rlﬂ a. Q;.en equue Gicho polisacérido se scpasre fisice~
neate de le dextrosa. '

92, EL método de la reivindicacién 88, en el que'
iicha separacién se realiza por vltrafiltracidn.

102,- El método de acuerdo con cualquiera de las
‘relvindiceciones 12 a 98, en el que el'polisacérido del
producto de reaccidén se hidroliza pafa.producir fructos=a.

112,- Bl nétodo de la reivindicacién 102, en el que
el polisachrido se hidroliza en ausencia de enzima i somere~

seg activa.

128, El método de la reivindicacidn 108, en el que
el polisacérido se hidroliza después de la separacidn fisi-
ca de la dextrosa.

132,- Un nétodo para produvcir un jerabe rico en frug
tosa-g partir de sacarosa.

Tgl y como se ha descrito en la Hemoria que antece-
de y para los fines que se han especificado.

BEsta liemoria consia dé TREINTA ¥ CINCO hojas escri
tas a méguina por una scla cara.
Wadrid, 12FE8.187¢

P, A,

Alberto de Elzabyru
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