P
AN 4

MEMORIA DESCRIPTIVA
que se presenta para unir a la solicitud
de
PATENTE DE INVENCION
formulada el dfa 29 de Agosto de 1.966, con el N2 330.679
en
ESPARA
por VEINTE afios
a nombre de E.R. SQUIBB & SONS, INC., entidad norteamerica
na, establecida en 745 Fifth Avenue, Nueva York, N.Y., Es
tados Unidos de América, por:
"PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR ESTEROIDES FISIOLOGICAMENTE
ACTIVOS"

La presente invencibén se refiere & y tiene co
mo objeto proporcionar nuevos esteroides fisioldgicamente
activos, y métodos pars su produccidn.

Més en particular, la invencién se refiere a

5 la produccién de compuestos de férmulas:
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donde R es hidrdgeno; R! se elige del grupo que consta de
hidroxilo y aciloxi; y R y R', junbas, son oxo (0=).
Tos radicales aciloxi preferidos son los de

&cidos carboxilicos hidrocarbonados de menos de 12 &homos
de carbono, ejemplificados por los &cidos alcanoicos infe
riores (por ejemplo &cido acético, propidnico, butirico y
terc-pentanoico), Acidos alquenoicos inferiores, &cidos
carboxilicos arilicos monociclicos (por ejemplo &cido ben
zoico y toluico), Acidos arilalcanoicos inferiores monoci
clicos (por ejemplo Acido fenacético y cido P-fenilpro-
piénico), &cidos cicloalcanocarboxilicos y écidos cicloal

quenocarboxilicos.
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Los compuestos de la presente invencibn son

esteroides fisiolégicamente activos que poseen actividad
antiandrégens, es decir, inhiben la accidn de los andrdge
nos, y se pueden usar en el tratamiento de estados tales
como la acné hiperandrdgena. Los compuestos se pueden for
mular para tal administracidén, basdndose la concentracidn
y/0 la dosis en la actividad del compuesto concrebto, y en
los requisitos del paciente.

Los nuevos compuestos de la invencidn se pue-
den preparar segin el procedimiento de la invencidn, em~
pleando como material de partida.4£§?~A-norandrosteno-

2,17-diona.

Tos nuevos compuestos se pueden preparar a
partir del material de partida, sometiendo este fGltimo a

la accibén de las enzimas de Colletotrichum derridis, bajo

condiciones oxidantes y preferiblemente aerobias. La oxi-
dacibébn se puede efectuar de la mejor forme incluyendo el
material de partida en un culbtivo aerobio del microorga-
nismo, o juntando en un medio acuoso los compuestos, aire,
y enzimas de células no prolificas del microorgenismo. Es

to produce la oxidacién en la posicién 128, formula I.
II

Los nuevos compuestos se pueden preparar a
partir del material de partida sometiendo este Giltimo a
la accidn de las enzimas de Colletotrichum linicola bajo
condiciones oxidantes y preferiblemente aerobias. La oxi-

dacidén se puede efectuar de la mejor forma incluyendo el

-3 -
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material de partida en un cultivo aerobio del microorga
nismo, o Juntando en un medio acuoso los compuestos, aire,
y enzimas de células no prolificas del microorganismo. Es

o produce la oxidacién en la posicibn 15«¢, f£érmula II.

IIT

Los nuevos compuestos de la presente invencién
se¢ pueden preparar a partir del material' de partida some-
tiendo este Gltimo a la accidén de las enzimas de Strepto-

myces roseochromogenes, bajo condiciones oxidantes y pre-

feriblemente aerobias. La oxidacién se puede efectuar de
la mejor forma incluyendo el material de partida en un
cnltivo aerobio del microorganismo, o juntando en un me-
dio acuoso los compuestos, aire, y enzimas de células no
prolificas del microorganismo. Esto produce la oxidacibdn
en la posicidn 16«, f£érmula III.

En general, las condiciones de cultivo del mi
croorganismo, para los fines de la invencidn, son las mig
mas que las de cultivo de microorganismos para la produc-
cidn de antibibticos (salvo por la inclusién del matberial
de partida que se ha de convertir), es decir, el microor-
ganismo se hace crecer de forme aerobia en contacto con
(en o sobre) un medio de fermentacidn sdecuado. Un medio
adecuado comprende esencialmente una fuente de carbono y
energia. Esta (iltima puede ser un carbohidrato (tal como
sacarosa, melazas, glucosa, maltosa, almidbén o dextrina),
un 4cido graso, una grasa y/o el propio compuesto. Sin em
bargo, preferiblemente, el medio incluye una fuente asimi
lable de carbono y energfa, ademds del esteroide. Entre

las grasas utilizables para los fines de la invencidn se
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encuentran: aceite de manteca, aceite de soja, aceite de
linaza, aceite de semilla de algodbén, aceite de cacahuetbe,
aceite de coco, aceite de maiz, aceite de ricino, aceitbe
de sésamo, aceite de palma crudo, sebo andlogo al de cor-
dero, aceite de esperma, aceite de oliva, triestearins,
tripalmitina, trioleina y trilaurina. Entre los &cidos
grasos utilizables para los fines de la invencibn se en-
cuentran: el Acido estedrico, Acido palmitico, &cido olei
co, &cido linoleico ¥y écido miristico.

La fuente de factores nitrogenados puede ser
orgdnica (por ejemplo harina de soja, liguido de macera-
cibén de maiz, extracto de carnme y/o solubles de destila-
cibén) o sintética (es decir, compuesta por compuestos or-
génicos o inorgénicos simples sintetizables, tales como
sales ambnicas, nitratos alcalinos, aminodcidos o urea).

Durante la fermentacidén se debe mantener un
suministro adecuado de aire estéril, por ejemplo por los
métodos usuales de exponer al aire una superficie grande
del medio, o utilizando un culbtivo aireado sumergido. El
compuesto se puede afiadir al cultivo durante el periodo
de incubacidn, o se'puede incluir en el medio antes de
la esterilizacidn o inoculacién. El intervalo preferido
(pero no limitativo) de concentracién del material de par
tida es aproximadamente de 0,01 a 0,10%., EL perfodo de
cultivo (o més bien el tiempo durante el que se somete el
compuesto a la accidén de la enzima) puede variar considers
blemente, siendo factible el intervalo de aproximadamente
6 a 96 horas, pero no limitativo.

El procedimiento produce, entre otros, el de

rivado 12p-, 15x- 6 l6«~hidroxi de la AC&aaA-norandrostg

-5 -
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no-2,17-diona. El derivado celto se fuéaeresterificar de
la forma usual, tal como por tratamiento con el anhidrido
de &cido o haluro de acilo deseados, en un disolvente or-
génico (preferiblemente en una base orgénica tal como pi-
ridina), produciendo el derivado 12f8-, 1l5x¢- & l6a~éster,
0 se puede oxidar para producir el derivado 12-, 15- &

16-ceto,

Ios siguientes ejemplos ilustran la invencidn.

Ejemplo 1

12p-hidroxi~ Aﬂ&?nA—nqggndrg§teno-g,17—diona
A) PERMENTACION.~ Se suspende en 5 ml de so-

lucibén acuosa de laurilsulfato sédico al 0,01% el creci-
miento superficial de cada uno de dos cultivos en agar in

clinados, de 2 semanas, de Colletotrichum derridis CBS

(Centralbureau voor Schimmel Cultures, Baarn, Holanda),

conteniendo dichos cultivos como medio nutritivo (4):

Harina de avena . 20 g
Pasta de tomate 20 g
Agar 15 g
Agua del grifo hasta . 1 litro

Se usen porciones de 1 ml de esta suspensidn pars inocu-
lar 8 matraces Erlenmeyer de 250 ml, conteniendo cads uno

de ellos 50 ml del siguiente medio esterilizado (B):

Dextrosa 10 g
Liquido de maceracidén de maiz 6g
NH#H2P04 3g
Extracto de levadura 2,5 g
€8O, | 2,5 g

Agua destilada hasta 1 litro

-6 -
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Después de 75 horas de'incubacién a 252C¢, con
agitacidén rotativa continua (280 ciclos/min; radio igual
a 50,8 mm), se hacen transferencias del 10% (vol/vol) a
34 matraces Erlenmeyer de 250 ml, cada uno de los cuales
contiene 50 ml de medio B recientemente esterilizado. Des
pués de 24 horas més de incubacidn, usando las mismas con
diciones antes descritas, se afiade el esteroide (300 mi~
crogramos/ml), introduciendo como suplemento en cada ma=
traz 0,25 ml de una solucidn estéril (60 mg/ml) de AB-A-
norandrosteno-2,17-diona en N,N-dimetilformamida. Se fer-
menta un total de 510 mg.

Después de 72 horas méds de incubacidn, usando
condiciones idénticas a las antes descritas, se reline el
contenido de los matraces, y luego se filtra el caldo a
través de una masa clarificadora Seitz. Los matraces, mi-
celio y masa se lavan con porciones sucesivas de 50 ml de
agua caliente., El filtrado y los lavados, combinados, tie
nen un volumen de 1800 ml.

B) AISTAMIENTO.~ El filtrado asi obtenido se

extrae tres veces con cloroformo. Los extractos en cloro-
formo se lavan tres veces con agua, se Secan sobre sulfa-
to sbdico, y se evaporan a sequedad. La cromatografia en
placa del residuo, usando aldmina neutra (actividad V) co
mo adsorbente, y cloroformo como disolvente revelador, dé
dos bandas principales que se detectan por rayos ulbiavig
letas, se eluyen con acetato de etilo y se combinan. ILa
nueva cromatografia de este material, tal como se ha des-
crito antes, dd una banda principal que se cristaliza con
cloroformo~éter isopropilico, dando aproximsdamente 111

ng de 12p-hidroxi- Z\-A-norendrosteno-2,17-diona, que
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tiene un punto de fusidn de aproximademente 228-2302C. La
muestra analitica se prepara por recristalizacién con clo
roformo-éter isopropilico; p.f., aproximadamente 235-2379C;
L« 72 - 4510 (EtOH); NEBT _ 5 80 5,81, 5,93 7 6,18
73 AFOH 2 251 mp (14.700);“("%313 - 8,99 (s, 18-Me),
8,79 (s, 19-Me), 6,21 (4,d,4, T = A~ 1=2 CeDPeSe, 8 CeDeS.,
9,5 CeP.S., 12¢=-H) ¥ 4,25 (s, 3-H).
Andlisis.- Cale. para 018H2403 (288,37): ¢, 74,97; H, 8,39
Halledo : ¢, 75,06; H, 8,28

Ejemplo 2

12B~-scetoxi- A 3 -A-norandrosteno-2,17~-diona

Una solucién de 0,0033 ml de 4cido perclérico
en 0,3 ml de anhidrido acético se afiade a 500 mg de 128-hi
droxi- A£X3-A-norandrosteno-2,17-diona en 10 ml de anhidri
do acético. La mezcla de reaccibén se agita a temperatura
ambiente durante 30 min, y luego se vierte en agua de hie
lo y se somete a extraccidn con cloroformo. Los extractos
en cloroformo se lavan con una solucién saturada de bicar
bonato sbdico, solucién con 8% de sal, se secan sobre sul
fato sbédico y se evaporan a sequedad, dando l2p-acetoxi-

lcsaaA-norandrosteno-a,17~diona.

Ejemplo 3

4ﬂ&3eA-norandrosteno-2,12,17-triona

Una solucidén de 50 mg de 12f-hidroxi- ¢f&§~A—
norandrosteno-2,17-diona en 10 ml de acetona se trata, go
ta a gota, con una cantidad equivalente de tribxido de
cromo.dcido sulfiirico. El sulfato crémico se separa por

filtracién y se lava con acetona adicional. El filtrado

-8 -



se concentra, se diluye con agua y se extrae c¢on cloro-
formo. Los extractos en cloroformo se lavan con solucifén
con 8% de sal, se gecan sobre sulfato sddico, y se evapo-
ran a sequedad, dando AfxaﬁA—norandrosteno~2,l2-l7-trio~

5 na.
Bjemplo 4

15e~hidroxi- A3 ~A-norandrosteno-2,17~diona

A) FERMENTACION.- Se suspende en 5 ml de so-

10 lucidn acuosa de laurilsulfato sddico al 0,01% el creci-
miento superficial de cada uno de dos cultivos en agar

inclinados, de 2 semanas, de Colletotrichum linicola

NCTC-1194 (National Collection Type Culture, Londres, In-’

glaterra), conteniendo dichos cultivos como medio nutri-

15 tivo (A):
Glucosa 10 g
Extracto de levadura 2,5 ¢
KQHPO4 lg
Agar 20 g

20 Agua destilada hasta 1 litro

Se usan porciones de 1 ml de esta suspensidn para inocu-
lar 8 matraces Erlenmeyer de 250 ml, conteniendo cada uno

de ellos 50 ml del siguiente medio esterilizado (B):

Dextrosa 10 g
25 Liquido de maceracidén de mafz 6g
NH4H2PO4 58
Extracto de levadura 2,5 g
Ca00, 2,5 8
Agua destilada hasta 1 litro
30 Después de 96 horas de incubacién a 259C, con
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agitacibn rotativa continua (280 éiclos}ﬁin; radio de 50,8
mm), se hacen transferencias de 10% (vol/vol) a 34 matra-
ces Erlenmeyer de 250 ml, conteniendo cada uno 50 ml de
medio B recientemente esterilizado. Después de 24 horas
més de incubacién,.usando las mismas condiciones antes
descritas, se aflade el esteroide (300 microgremos/ml), in
troduciendo como suplemento en cada matraz 0,25 ml de una
solucién estéril (60 mg/ml) de Z\’-A-norandrosteno-2,17-
diona en N,N-dimetilformamida., Se fermenta un total de
510 mg.

Después de aproximadamente 9 horas més de in-
cubacibén, usando condiciones idénticas a las entes deseri
tas, se relfne el contenido de los matraces y luego se fil
tra el caldo a través de una masa clarificadora Seitz.
Los mabtraces, micelio y masa se lavan con sucesivas por-
ciones de 50 ml de asgua caliente. El filtrado y lavados

combinados tienen un volumen de 1800 ml.,

B) AISLAMIENTO.- El filtrado asi obtenido se

extrae tres veces con porciones de 600 ml de cloroformo.
Tos extractos en cloroform se lavan tres veces con por-
ciones de 600 ml de aéua, se secan sobre sulfato sbdico y
se evaporan a sequedad., Fl residuo se cristaliza con meta
nol-éter isopropilico, dando aproximadamente 223 mg de
lS«—hidroxi—4C&5—A—norandrosteno-2,17—diona, que tiene un
punto de fusidén de aproximadamente 266-2692C. ILa muestra
analitica se prepara por recristalizacibén con metanol; p.
f. aproximadamente 269,5-270,59C; /~ o 7 29 - 4660 (Et0H);
N 2 2,92, 5,77, 6,007 6,19 3 A B L np (16,100
§§313,= 9,04 (s, 18-Me), 8,79 (s, 19-Me), 5,53 (m, 158-E)
y 4,27 (Ss 3-H).

- 10 -
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Andlisis.- Calc. para 018H2403 (288,37): ¢, 74,97; H, 8,39
Hallado: C, 74,85; H, 8,44

Ejemplo 5

15-aceboxi- £ 3-4-norandrosteno=2, 17-diona
Una mezcla de 35 mg de lS«-hisroxi-Zf&B-A-ng
randrosteno-2,17-diona, 0,25 ml de anhidrido acético y

0,5 ml de piridina se deja a temperatura ambiente durante
4,25 horag, se diluye con agua y se somete a extraccidén
tres veces con éter. Los extractos en éter se laven con
una solucidn saturads de bicarbonato sbdico, solucibn con
8% de sal, se secan sobre sulfato sbdico, y se evaporan a
sequedad. El residuo se cristaliza con éter, dando aproxi
madamente 20 mg de l5x-aceboxi- Af&aeA—norandrosteno~2,17
~diona, que tiene un punto de fusidén de aproximademente
153-~1559C, Ia muestra analitica se prepara por recristali
zacibén con acetato de etilowéter isopropilico; p.f., apro
ximadamente 153-155°C; / « _/ 12)5 = 4632 (EtOH); XKBI‘ =
5,75, 5,957 6,18 p3 A poor = 232 mp (18.300);
T o, = 9,00 (s, 18-Me), 8,80 (s, 19-Me), 4,78 (m,
15g-H) y 4,26 (s, 3-H).
Andlisis.- Calc. para OpoH,g0, (330,41): C, 72,70; H, 7,93
Hallado: C, 72,80; H, 7,91
An&logemente, sustituyendo el anhidrido acéti
co por otros agentes de acilacién, tal como snhidrido pro
pibnico y cloruro de benzoilo, se forman los ésteres co-

rrespondientes.
Ejemplo &

ASB-A-noran@;osteno-Q,15,12~triona

- 1] -
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Una solucién de 50 mg de 15x-hidroxi- £\3-a

norandrosteno-2,17-diona en 9 ml de acetona se trata, go-
ta a goba, con una cantidad equivalente de tridxido de
eromo-dcido sulffrico. El sulfato crémico se separa por
filtracidn, y se lava con acetona adicional. El filtrado
se concentra, se diluye con agua y se somete a extraccidn
con cloroformo. Los extractos en cloroformo se lavan con
solucién con 8% de sal, se secan sobre sulfato sbédico y
se evaporan & sequedad,'dando.z:&a-A-norandrosteno-a,15,1?

~triona.

Ejemplo 7

16¢~hidroxi-¢ﬁ:53«A—norandrosteno-2,17-diona

A) FERMENTACION.- Se suspende en 5 ml de solu

cibén acuosa de laurilsulfato sbédico al 0,01% el crecimien
to superficial de cada uno de dos cultivos en agar incli-

nados, de dos semanas, de Streptomyces roseochromogenes

ATCC 13400, conteniendo dichos cultivos como medio nubri-

tivo (A):

Glucosa 10 g
Extracto de levadura 2,5 ¢
K HPO,, lg
Agar 20 g
Agua destilada hasta 1 litro

Se usan porciones de 1 ml de esta suspensidn para inocu-
lar 8 matraces Erlenmeyer de 250 ml, conbteniendo cada

uno 50 ml del siguiente medio esterilizado (B):

- 12 -
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Glucosga 30 g

Harina de soja 20 g
Aceite de soja 2,2 g
Agua destilada hasta 1 litro

Después de 72 horas de incubacién a 2520, con.
agitacibén rotativa continua (280 ciclos/min; radio de i
50,8 mm), se hacen transferencias de 10% (vol/vol) a 34
matraces Erlenmeyer de 250 ml, conteniendo cads uno 50 ml
de medio B recientemente esterilizado. Despuds de 24 ho-
ras mds de incubacién, usando las mismas condiciones an-
tes descritas, se afiade el esteroide (300 microgramos/ml),
introduciendo como suplemento en cada matraz 0,25 ml de
una solucidén estéril (60 mg/ml) de¢£:;3aA-norandrosteno-
2,17~diona en N,N-dimetilformemida. Se fermenta un total
de 510 mg. Después de 72 horas mAs de incubacién, usando
condiciones idénticas a las antes descritas, se relne el
contenido de los matraces y el caldo se ajusta a un pH
igual a 4,5, usando H2504 12N, El caldo acidificado se
filtra luego a través de una masa clarificadora Seitz.

Los matraces, micelio y masa se lavan con sucesivas por-
ciones de 50 ml de agua caliente. El filtrado y lavados
combinados tienen un volumen de 1650 ml.

B) AISIAMIENTO.- El filtrado asi obtenido se
somete a extraccibén tres veces con cloroformo. Los extrac
tos en cloroformo se lavan btres veces con agua, se secan
sobre sulfato sbdico y se evaporan a sequedad. El residuo
gse cristaliza con metahol~éter isopropilico, dando aproxi
madamente 315 mg de 1l6«~hidroxi- 4{&3~A-norandrosteno-2,17

~diona, que tiene un punto de fusién de aproximadamente

-13 -
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198-2002C. La muestra analitica se prepara por recristali
zacién con cloroformo.éter isopropilico; p.f., aproximeda
nente 199,5-200,5¢C; /"« 7 2 < w410 (mtOH); A BT
2,95, 5,72, 6,00 7 6,20 nj 2\ FEOR - 233 my (16.000);

T_gMD(SJla - 8,99 (s, 18-Me), 8,80 (s, 19-Me), 5,61 (q, J-3

CeD+Sey 5,5 eps., 168-H) v 4,25 (s, 3-H).

Anélisis.- Calc. para C1gH0405 (288,37): C, 74,97; H, 8,39
Hallado: C, 74,88; H, 8,50

'Ejemglo 8

16x-acetoxi- ‘c\3-A-nggandrosteno—2,17-diona

Una mezcla de 35 mg de léx-hidroxi- ZQ!BeA-qg
randrosteno-2,17-diona, 0,25 ml de anhidrido acético y
0,5 ml de piridina se deja a temperatura ambiente durante
4 horas, se diluye con agua y se somete a extraccidn tres
veces con éter. Los extractos en éber se lavan con una so
lucién sabturada de bicarbonato sbédico, solucidn con 8% de
sal, se secan sobre sulfato sbdico y se evaporan a seque~
dad. El residuo se.cristaliza con éter-&ter isopropilico,
dando aproximadamente 21 mg de le—acetoxi—1{\?-A—noran-
drosteno-2,17-diona, que tiene un punto de fusidn de apro
ximadamente 158-1609C, Ia muestra analitica se prepara por
recristalizacién cén éter-&ter isopropilico; p.f., aproxi
madamente 161-1622C; / « _7]2)6 = + 372 (EtOH); A KBr
5,74, 5,90 ¥ 6,17 mi APPON = 232 mp (16.300) T gpey
= 8,97 (s, 18~Me), 8,80 (s, 19-Me), 7,89 (s, 16a~acetato§,
4,58 (d,4, J = 2,5, 8 c.p.s., 16p-H) y 4,24 (s, 3-H).
Andlisis.- Calc. para CpoH,c0, (330,41): ¢, 72,705 H, 7,93

' Hallado: C, 72,80; H, 7,91

Andlogamente, sustituyendo el anhidrido acéti

- 14 -
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co por otros agentes de acilacidén, tal como anhidrido pro

pibnico y cloruro de benzoilo, se forman los ésteres co-

rrespondientes.

Ejemplo 9

ZXB-A-norandrosteno-z,16,l7-triona

Una solucidn de 50 mg de 16x-hidroxi- >_p-
norandrosteno-2,17-diona en 9 ml de acetona se trata, go-
ta a gota, con una cantidad equivalente de tribxido de
cromo~4cido sulfirico. El sulfato crémico se separa por
filtracibén y se lava con acebtona adicional. El1 filtrado
se concentra, se diluye con agua y se extrae con clorofor
mo. Los extractos en cloroformo se lavan con una solucidn
con 8% de sal, se secan sobre sulfato sbdico y se evapo-
ran a sequedad, dando4{2&31A-norandrosteno—2;16,17-triona.

La presente solicitud que corresponde a la
presentada en los Estados Unidos de América, el 30 de Agos
t0 de 1.965, bajo los nfimeros 483.784 y 483.812 y 20 de
Septiembre de 1.965, nlimero 488.773, se acoge a los bene-
ficios del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propie-

dad Industrial.

N OT A

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten

te de Invencidén en Espafia, por VEINTE afios, son los si-

- 15 =
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1l.- Procedimiento para preparar un compuesto

de férmulas:

On

donde R es hidrbgeno; R' se elige del grupo que consta

de hidroxilo y el radical aciloxi de un 4cido carboxili-
co hidrocarbonado de menos de 12 4tomos de carbono; y R

¥y R'y juntas, son oxo; caracterizado por someter;f&aaA-ng
androsteno-2,17-diona a la accidn de enzimas de los mi-

croorganismos Colletotrichum derridis, Colletotrichum

linicola o Streptomyces roseochromogenes, ¥y recuperar el

correspondiente derivado 12f-hidroxi, l5«¢-hidroxi o 16x-hi

droxi de Zﬂ&BeAenorandrosteno-2,l?-diona.

2.~ Procedimiento para preparar l2p-hidroxi-
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Zﬁ&aﬁA-norandrosteno-e,17-diona, caracterizado por some-
ter Ac;3-A-norandrosteno-2,l?—diona a la accidn de enzi-
mas del microorganismo Colletotrichum derridis.

3.~ Procedimiento pars preparar l5«-hidroxi-
lﬂ\3«A-norandrosteno-2,l7—diona, caracterizado por someter
Z&a-A—norandrostenof2,l?-diona a la accidn de enzimas del
microorganismo Colletotrichum linicola. i

4.~ Procedimiento para preparar l6¢-hidroxi-
ZSB-A-norandrosteno—2,17-diona, caracterizado por sometex

lﬂ&an-norandrosteno-e,17—diona a la accién de enzimas del

microorganismo Streptomyces roseochromogenes.

5.~ Procedimiento para preparar esteroides fi
sioldgicamente activos.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de diecisiete hojas escri

tas a mAquina por una sola cara.

Madrid, ¢ SEPJQ& :
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