PALENTE
" DE
INVENCIORN

por "PROCETIMIENTO PARA LA PREPARACION IE NUEVOS DERIVADOS TEL
ACITO 6-AMINO-PENIOILANICO", a favor de la fimms espafiola
ANTONIO GATLARDO, S.A., domiciliada en BARCELONA, Cerdoner, T2-T4.

MEMORIA DESCRIPIIVA

Le presente patente de invencidn trata de nuevoa deriva-
dog del 4cido 6-amino-penicilédnico con interesante actividad an-
tibibtice, Los nuevos derivados que se presentan en esta patente

responden & la sigulente férmuls genersl
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El invento se refiere a la preparacién microbiold

gica de eéﬁeroides, gque no contienen un sustituyerite carbvo-

tra abajo:
GH3

CH

~ Izte preparacidn parte de esteroides o derivados
de los mismos, que tienen en el dtomo de carbono 17 un grupd
alifdtico con un minimo de 8 dtomos de carbono.

Se conoce desde hace mucho tiempo que clertos mi-
cro-organismos son capaces de descomponer completamente-es—
teroides con une cadena lateral en el dtomo de carbono 17,
tal como colesterol. En 1913 SOEHNGEN halld que las bacte-

rias del género Mycobacterium podian crecer en un medio

conteniendo colesterol como Unica fuente de carbono (Zentr.
bl. Bekt. II Abb. 37 (1913) 595).

En 1942 TAK dedicd a estos fendmenos una invesbigg

né Mycobacterium cholesterolicum (Ant. van Leeuwenhoek 8
(1942) 32).' Despuds de ésto, aparecieron publicaciones so-
bre la conversidn de colesterol, en que se menciona micro-

organismos de los géneros Proactinomyces, Azotobacter, Fla-

vobacterium, Aerobacter,'Pseudomonas, Hocardis, y Streptomy’

ces.

noso en la posicidn 17 y cuya estructura de carbono.se mues-

~ ¢idn, en el curso de la cual aisldé una bacteria, que denomi+

:
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In egtas conversiones el colesterol es disociado
completamente en compuestos teniendo un bajo peso molecular
y no se acumulan cantidades apreciables de productos inters
medios con un cardcter de esteroide. 4=-colecteno l-one y
T-dehidrocolesterol se detectan algunas veces en pequefiag
capntidades. IEn una ocasidn se menciona por TAK una peque-
fAa cantided de 4~-colesteno 3,6-diona,

WHITMARSH tratd de retarder la disosciacidn de
colesterol (con especies de Nocardia) por adicién de un in
hibidor orgdnico esperando asi aislar productos intermediog
que pudieran dar una indicacidén sobre la ruta por la que
prosigue esta disociacidn. El inhibidor usado por el mis-
mo fué 8-hidroxinolina y entonces fué posible debectar dci-
do 3-quetol§:’4~bis-norcolénico as{ como una pequefia cantid
dad de dcido 3~queto¢Q;1’4-bis~noroolénico en extractos dcj
dos del medio de cultivo. En la fraccidn neutra se detectd
ron pequeflas cantidades de 1,4-androstadieno-3,17-dione y
4~androsteno~3, 17-diona (Bioch. J. 90 (1964) 23P).

De acuerdo con Abstracts of Papers the 150th Mee
ting of the American Chem. Soc. (1965) 13 Q, C.J. SIH e.sS.
gometié 1,3,5 (10)-colestatrieno a la accidn de bacterias
con la intencidn de obtener que se formase estrona. A4eSe
halld que el substrato no fué convertido por organismos dell

-:#énero Nocardia y Mycobacterium. Por otra parte 19-hidro-

xi-colesteno-3~ona se convirtié fécilmente en estroma, y
6,19~8xido~4=colecteno 3-ona en 6,19-8xido~4-androsteno-
3, 17-diona por estos micro-organismos.

Ahora se ha encontrado posible preparar esteroi-
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des no conteniendo ningin sustituyente carbonoso en la posid
cidn 17, por conversidn microbioldgica de esteroides conbe-
niendo un radical saturado o insaturado por lo menos con 8
dtomos de carbono en posicidn 17, con la ayuda de organismog
del género Mycobaterium, cuando la conversidn microbiolégicé
se ejecuta en la presencia de un inhibidor orgdnico.

El procedimiento segin el invento parte de este-
roides, cuyo sistema de anillo es atacado durante la conver
s8idén microbioldgica.

Como ejemplos de los productos de partida se men~
clonan especificamente los siguientes 3-queto § 3-hidroxies
teroides con una cadena lateral en posicidn 17: colesterol
/3 ~sitoesterol, stigmasterol, 4-colesteno 3-ona.

. También es posibleiusar derivados, tales como los
ésteres de esteroles, especificamente cloruro de colesteril
betaina, acetato de colesteril, hemisuccinato de colesteril
é productos de adicidn, especificamente 5ct-clorocolestanol,
0 también esteroles, en que ademds han tenido lugar en el

anillo A una o mds sustituciones adicionales. ILos micro-or
ganismos que deben ser usados para la conﬁersién, pertenecey

al género Mycobacterium, tales como Mycobacterium phlei,

Mycobacherium butyricum. Son inhibidores adecuados, que in-
hiben la disociacidn de tal modo que la estructura de anillg
esteroide y los correspondientes grupos angulares de metilo
permanecen intactos ocuanto sea posible, por ejemplo, ciertos
iones inorgdnicos, tales como, ién de niguel, ion de cobaltﬁ

ién de plomo, ion de cadmio y ion de selenio. El objeto del
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es la preparacidn de esteroides teniendo una estructura de
19 dtomos de carbono que juntos forman la estructura dimetil
ciclopentenoperhidrofenantreno, y en particular la prépara—
cibén de 1,4-androstadieno-3,17-diona y 4¥androsteno—3,17-
diona. 4

El grupo queto en la posiqidn 17 puede detectarse
fécilmente por medio de la reaccidn Zimmermen si no estdn
presentes sustituyentes en el dtomo de carbono 16 (W. Zimmex
man, Hoppe Sylers Z. Physiol. Chemie 233 (1935) 257).

La androgtadieno diona es un producto valioso, qug
puede servir como material de partida para la preparacidén
de compuestos con actividad androgénicd, estrogénica, anabd-
lica y anti-concepcional.

El nuevo procedimiento hace posible, entre otras
cosag, convertir el colesterol presente en la naturaleza,
que en si mismo es usado gdlo en una extensidén limitada, en
un producto intermedio de gran valor.

Para la aplicacidn apropiada del procedimiento es
necesario cultivar la especie de bacteria del género Mycobad
terium en un medio conteniendo una fuente indrganica w or-
gdnica de nitrdgeno tal como amino-décidos, sales de amonio,
~nitratos de dleall y metales alcalino-térreos, pebtona, 1im
cor de maceracidn de maiz, extracto de 1e§adura; harina de
semilla de algodonero, harina de semilla de soja, "solubles
de destilador" y semejantes son también muy adecuados. Los
medios no necesitan contener ninguna'clase de fuentes asimi-

lables de carbono, tales como azdcares, almiddén, alcoholes
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polivalentes, aungue su presencia no tiene ningin efecto no-
civo sobre el cursoc del procedimiento. Ademds un medio ade-
cuado también contiene la cantidad usualide;sales; tales co-
mo fosfatos, sulfatos, cloruros de dlcali y de metales alca-
lino~térreos. Elementos de traza estdn usualmente presentes
en cantidades suficientes debido al uso de agua de la cafierd

Cuando se wutilicen fuentes naturales de nitrdgeno,
congistentes en una mezcla complicada, tal como el licor de
maceracidén de maiz, puede omitirse frecuentemente la adicidn
de sales minerales,

Los medios son esterilizados de la manera conven-
cional y después de este tratamiento pueden tener un pH de
4.0 a 8;5, ¥ una acidez de alrededor de 7.0 es usual,

Cuando las cBlulas han crecido suficientemente en
el medio bajo merecacidn constante, puede agregarse el este-
roide, por ejemplo, colesterol § * -sistoterol, bien sea di-
suelto en un disolvente adecuado tal como N,N-dimetilforma-
mida, o en la forme. ~de. una fina suspensidn en agua.

La cantidad de inhibidor que debe agregarse, depen
de de circunstancias. Si la concentracidén es demasiado baja

el esteroide agregado se disociard completamente en sustan-

~cias teniendo un bajo peso molecular. Si la concentracidd

es demasiado alta, la conversidén del esteroide serd grande-
mente inhibida y el miérOeorganismo algunas veces incluso
serd muerto. Si se utiliza 111504.71:20, es suficiente una
concentracién de 10-1000 mg por litro, aunque pueden conce-

birse circunstancias, en que es deseable una concentracidn.
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mds baja o mds alta. Si se usa cloruro de cobalto; acetato
de plomo, sulfato de cadmio 0 selenita de sodio, la concen—
tracidn preferentemente también cae en los limites arriba
mencionados,

Bl momento en que se agrega el esteroide, estd si-
tuado entre O y 72 horas despiés de la inoculacidn, aungue
se obtienen resultados razonables también con una adicidn
mds tardia. Sin embargo, preferentemente la adicidn tiene
lugar de 24 a 48 horas déspués de la inoculacidn del cultivo)
cuando las bacterias han crecido éuficientemente. Permanece
posible una aﬁicién muy ‘bemprans, por e¢jemplo, inmedistamen-—
te después de la inoculacidn. El inhibidor en general se
afiadird simultdneamente con el esteroide, porque las bacte-
rias no se matan cuando el inhibidor se agrega en una concen
tracién adecuada. Esto puede determinarse fdcilmente por
referencia a cultivos obtenidos untando el cultivo, después
de adicidn de esterolde e inhibidor, sobre un medio adecuado
de cultivo.

La conversidn del esteroide tiene lugar con cons-
tante aireacidn a una temperatura que varia entre 202 y 452C)
anngue el procedimientd también progresaré a una temperatura
“mds baja o mds alta. Se hace que la reaccidn preferentemen-
te tenga lugar a 302C, aungue no es necesario que sea la mig|
ma la temperatura durante las fazes de cultivo y proceso de
disociacidn. Ia bacteria puede cultivarse primeramente du-
rante 24 horas a 262C, después de lo cual la temperatura pue
de elevarse a 302C¢ después de adicidn de esteroide e inhibi-

dor.
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La conversidn del esteroide afiadido requiere 1-7
dias, pero como regla la cantidad del producto final deseado
no aumenta pds después de 3 dfas. Un producto prineipal im-
portante formado en el caso de esteroles, cuvando no ha teni-
do Jugar ninguna ulferior sustitucidn en el anillo 4, es
1,4=androstadieno-3, 17-diona, con pequefias cantidades de 4=
androsteno 3,17-diona en adicidn, siendo dependientes los
grados de rendimiento, entre otras cosas, de la aireacidn.
Las circunstancias descritas conducen a una deseable prepon-—
derancia de 1,4=-androstadieno=3,17-diona sobre 4-androsten—-
3y17-diona. Los esteroides formados pueden ser obtenidos
del liquido de cultivo por extraceidn con un liquido inmisci
ble en agua, tal como mebtil isébutilucetona, etilacetato,
cloruro de metileno, cloroformo. Estos extractos se evaporag
a sequedad; el residuo es extraldo con un disolvente orgdni-
co para la'eliminacién de substrato no convertido, tal como
colesterol o stigmasterol.

- La sustancia sdlida restante entonces puede purifi
carse ulteriormente y separarse en sus componentes por croma
tografia y recristalizacidn. ‘ ‘

El invento se explicard con referencia a los si-
“guientes ejemplos:

Ejemplo I

Un cultivo de inoculacidén de Mycobacterium phlei,
cepa de KNGSF 70 se prepara inoculando un cultivo de esta
bacteria sobre agar de caldo, incubado durante 3 dias a 302C

en un medio considtente en una solucidn de 10g de extracto
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de levadura (DIPCO) en 1 litro de agua de la cafieria de
PH = 6,8 que previamente ha sido esterilizada durante 30 mi
nutos a 1102C. El medio estd contenido en frascos de dos
litros. (Cada frasco contiene 500 ml de medio.

El cultivo se agita sacudiendo durante 48 horas
a 30eC en un aparato sadudidor del tipo rotativo a un régi-
men de 250 r.p.m. y una sacudida de 2% cm, después de lo
cvual las bacterias han crecido suficientemente para ser ul-
teriormente inoculadas.

El principal medio de fermenbacidn se prepara di-
luyendo en cada caso 5 g. de licor de maceracién de mgiz
(calculado como materia seca) con egua de la cafierfa a 1 1i

tro y llevando . suficientemente 1iquido a pH = 7.0 con solu

" oidn diluida de [ hididxido de sodio., Iste medio es esteri-

lizado en tres frascos durante 30 minutos a 1102C. Cada un
de los tres frascos de 2 litros utilizados contiene 1 litro
de medio. Dog frascos ahora se inoculan con el cultivo de
inoculacidn arriba descrito, afladiéndose 50 ml a oada‘uno
de los frascos. Ia inoculacidn es por lo tanto de 5%. Ios
frascos son sacudidos durante 48 horas a 30¢C de la misma
manera descrita arriba.

A cada uno de los frascos se afilade 1 g de coles-
terol en forma de una suspensidn en agua, obteniéndose pul-
verizendo el esteroide en un mortero con adicién de agua
conteniendo 0,1% de Tween-80. Ademds se agrega a cada fras

co una solucidn estéril de 750 mg de NisSO .7H20 en agua,

4
que importa 157 mg de iones de niquel. Ios frascos ghora
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son sacudidos ulteriormente bajo las mismas condiciones.

Ya 12 horas después de la adicidn de colesterol puede demosg
trarse la presencia de 1,-androstadieno 3,17-diona por medid
de una delgada capa de cromatografia. Para esto se usé gel
de G de silice de acuerdo con STAHL; el eluente consiste en
una mezcla\de cloroformo y acetato de etilo en la relacidn
de volumen 10:1.

Despuds de 3 dias de agitacidn el contenido de
tres frascos se combina y la mezola se extrae ftres veces cony
1/5 de su volumen de metil isobutilcetona. El extracto es
evaporado a sequedad a presidn reducids y el residuo es ex-
traido con 20 ml de metanol hirviendo, Como consecuencia,
se elimina el colesterol no convertido. Del residuwo puede
recuperarse 1,6 g de colesterol. EL extracto de mebanol con
tiene el producto deseado. Despuds de evaporacidn a segque-
dad, el mismo se recibe en 8 ml de benzeno, después de lo
cual esta solucipn se cromatografia sobre una columna conte-
niendo 30 g de déxido de aluminio (A1203 de acuerdo con
WOELMS, neutro, actividad III). Ia columma es eluida con
una mezcla de benceno y acetona (10:1), mientras se detsrmine
por medio de cromatografia de capa delgada, en qué fraccio-
nes estd presente la 1,4-androstadieno-3,17-diona. Ias frad
clones eh cuestidén se recogen y evaporan.

El residuo se recristalize desde una mezcla de acyg
tone y heptano (1:3). De esta manera se obtienen 160 mg de
crigtales, de los que, después de cristalizacidn renovada,

se obtienen finalmente 138 mg del producto puro. Bsto llegd




10

15

20

25

a un rendimiento de 13,4% basado sobre el colesterol consu-

mido.

tra de androstadieno diona de calidad analitica es 7137-138%(
Una mezela de los dos productos cristalinos no muestra nin-
gin descenso del punto de fusidn. ILos espectros infrarojos
de las dos muestras son idénticos.
Ejemplo II
Andlogamente el procedimiento descrito en el Ejem-
plo I, se prepara un cultivo Mycobacterium phlei, cepa KNGST

75-3/53.

cos de 500 ml, cada uno de los cuales contiene 100 ml de me-
dio. Aqui se usa de nuevo un cultivo de inoculacidn de 5%,
en relacidn con la cantidad de medio principal de fermenta-
cidn. TLos frascos son sacudidos de la manera usual, y 48
horas después de la inoculacidn se afiaden 200 mg de coleste-
rol a cada frasco, y‘también 50 mg de NiSO4.7H 0, después
de lo cual se continua la agitacidén. Después ge tres dias
los frascos juntos contienen cantidades de 1,4-androstadiend
3,17-diona variando entre 188,9 y 236 mg, usualmente con pe-
' quefias cantidades de 4-androsteno 3,17-diona en adicién.

Tl rendimiento varia de 42,8 a 53,6% basado en el
colesterol afiadido.

Ejemplo IIT
De acuerdo con el procedimiento del Ejemplo II se

usa un cultivo de Mycobacterium phlei, cepa KNGSFE TO.

El punto de fusidn es 137,5-1392C y el de una mueg

La fermentacidn principal tiene lugar en tres frag
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el Ejemplo I. Ta cantidad de substrato no convertido alcan

terol. Despuds de cuatro dias se aisla de cada uno de los

A cada uno de los frascos se agregan 400 mg de
colesterol y despies de cuatro dias puede aislarse 93 mg

de 1,4-androstadieno-3,17-diona por el método descrito en

za a 230 mg para cadae uno de los casos. Correspondientemen
te, por lo menos 170 mg de colesterol se ha convertido en
cada frasco, de lo que tedricamente puede ohtenerse 124 ng
de 1,4-androstadieno-3,17-diona. De estos datos resulta que
la conversidn ha tenido lugar en un rendimiento de 75% basa
do en el colesterol cénverﬁido y de 31,6% basado en el co-
lesterol afiadido.
EFjemplo IV
Andlogamente al Ejemplo II, se trata Mycobacte-

rium bubyricum ATCC 11.314. Aislamiento y purificacidn de

acuerdo con el Bjemplo I, rendimiento 30 ug de 1,4-androstal
dieno=3,17-diona en cada frasco después de tres dias de sa-
cudir. El rendimiento es 20,4% basado en el colesterol |
afladido.
' Ejemplo V

Se trata de acuerdo con el Ejemplo II Mycobacte-
rium phlei cepa KNGSF 70. En lugar de colesterol, sin em-

bargo, se agrega a cada uno de los frascos 400 mg de/g—sito

193]

frascos de acuerdo con el Ejemplo I, 37 mg de 1,4-androsta—
dieno-3,17-diona. Esto llega a un rendimiento de 13,5% ba-

sado en e113 -sitosgtercl alfladido.
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-androstadieno-3,17-diona y 4-androsteno-3, 14~diona.

otras dos manchas desconoocidas, gue mostrardn una reaccidn

Ejemplo VI

El procedimiento es el mismo que en el Ejemplo IIY

con la diferencia de que se aflade a cada uno de los frascos
400 mg de stigmasterol. Después de tres dias puede demos-—

trarse la presencia de 1,4-androstadieno-3,17-diona por me-

dio de cromatografia de capa delgada, como se describe en el

Ejemplo I.
EBjemplo VII

Un cultivo de Mycobacterium phlei, cepa KNGSF 70

ge prepara como se describe en el Ejemplo IIX, pero en lugal
de 50 mg de sulfato de niquel, se aliade a cada uno de los
frageos une cantidad igual de cloruro de cobalto. Después

de agitacidn durante dog dias a 30°C puede demostrarse, poj

medio de cromatografia de capa delgada, la presencia de 1,4+

Tjemplo VIIT

Se repite el Ejemplo VII, con la diferencia de que

en lugar de sulfato de niquel se afiade a cada uno de los

frascos 5 mg de sulfato de cadmio. Después de 1 dia de agi+

tacidn es evidente de los cromatogramas de capa delgada la

presenoia‘de cantidades de 1,4-androstadieno-3,17-diona, asi

como de 4-androstadieno-3,17-diona, En adicidn, son visible

positiva de Zimmerman. ILa cantidad del producto.se determi

na por extraceidn del liquido con metil isobutilcetona y crg

matografia del extracto sobre papel en un sistema de bencend

heptano (5:4) saturado con formamida, elucidn de la respec=—

3
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tiva mancha con metanol y medida de la extincidn a una lon~
gltud de onda de 244 m /u en un espectrofotémetro Unicam.
Une mezcla de 1,4-androstadieno-3,17-diona y 4-

androsteno-3,17-diona estd presente en cada uno de los frag

cos en una cantidad de 2,4 mg (rendimiento 10% calculado so_|

bre el colesterol afiadido).
Ejemplo IX
El experimento descrito en el Ejemplo VII se repit
pero en lugar de sulfato de niquel, se aflade a cada uno de
los frascos 50 mg de acetato de plomo. Después de dos dias,
ya se encuentra una considerable formacidén de 1,4-androsta-
dieno-3, 17-diona, por medioide cromatografia de capa delgads
Ejeumplo X
Se repite el experimento descrito en el Ejemplo

VII, pero en lugar de sulfato de niquel se afiade a cada uno

de los frascos 50 mg de selenita de sodio. Por medio de crg

matografia de capa delgada puede detectarse despuds de dos
dias la formacidn de 1,4-androstadieno-3,17-diona., También
estd presente 4-androsteno-3,17-diona.
Ejemplo XI

El procedimiento es andlogo al del Ejemplo III,con
la diferencia de que en lugar de colesterol, se aflade a cadd
uno de los frascos 200 mg de 4-colesteno 3—ona.‘ Desbués de
tres dias de agitacidn, por medio del método de medicidn de
exbtincidn, descrito en el Ejemplo VIII puede comprobarse ung
cantidad de 25-30 mg de 1,4-androstadienc-3,17-diona (rendi-

niento de 16,9-20,2% basado en el colesterol afiadido).
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Ljemplo XII

%1 procedimiento es andlogo al del Tjemplo III,
con la diferencia de que en lugar de colesterol, se afiade a
cada uno de los frascos 200 mg de cloruro de colesteril be-
taina ficilmente soluble en agua. Después de cuatro dias dd
agitacidn, el producto de reaccidn se aisla y purifica de 14
manera descrita en el Ejemplo I. Asi se obtuvieron 20-25
mg de 1,4-androstadieno-3,17-diona asi como pequefias canti-
dades de la 4-androsteno-3,17-diona (rendimiento de 18,3~-
22,9% basado en el cloruro de colesterilbetaina afiadido).

Ejemplo XITI

Bl procedimiento es andlogo al del Ejemplo IV, con
ls diferencia de que shorz se aflade a cada uno de los fras-
cos 200 mg de 5k -clorolestancl. Aislamiento y purifica-
cidn de acuerdo cob el Ejemplo I, rendimiento 16,7 mg de
1,4=gndrostadieno~3,17-diona y 3,9 ng de 4-androsteno-3,17-
diona, un rendimiento total de 15,3% basado en colesterol
afiadido. Los productos formados contienen 18,9% de 4~androg

teno 3, 17-diona.

- e e R T T oD EsEeExT

La presente patente de invencidn, comprende las

siguientes reivindicaciones:
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inorgdnico.

1.~ Procedimiento para la preparacidn de esteroi-
des, que no contienen un sustituyente carbonoso en la posi-—
cidén 17, por conversidén micro-bioldgica de esteroides conte
niendo un radical alifdtico saturado o insaturado con por
1o menos 8 dtomos de carbono en posicidn 17, con la ayuda

de micro-organismos del género Mycobacterium, caracterizado

porque dichos esteroides conteniendo un radical alifdtico

gaturado o insgturado, con por lo menos 8 dtomos de carbono
en posicidn 17, son esteroides,cuyo sistema de anillo serd
atacado durante la conversién microbioldgica con micro-or-

ganismos del género Mycobacterium y porque dicho ataque del

sistema de anillo es impedido por realizar la conversidn

microbioldgica en presencia de an inhibidor inorgdnico.

2.= Procedimiento segin la reivindicacidn 1, ca-

racterizado porque se usa un ion como inhibidor inorgdnico

3.~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1 ¢
2, caracterizado porque se usa ion de niguel como inhibidon

inorgdnico.

4.= Procedimiento segin las reivindicaciones 1-3,

caracterizado porque se usa ion de cadmio como inhibidor .

5.~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1-3,
caracterizado porque se usa ion de cobalto como inhibidor

inorgdnico.
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6.- Procedimiento segin las reivindicaciones 1-3,

caracterizado porque se usa ion de plomo como inhibidor

inorgdnico.

7.~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1-3,

caracterizado porque se usa ion de selenita como inhibidor

inorgdnico.

8.- Procedimiento segin las reivindicaciones 1-T,

caracterizado porque se usa como material de partida coles

~ terol o un derivado del mismo.

9.~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1-T,
caracterizado porque se usa como material de partida ﬁ -gi

tosterol o un derivado del mismo.

10.~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1-
7, caracterizado porgue ge usa como material de partida

stigmasterol p un derivado del mismo.

11.= Procedimiento segin las reivindicaciones 1-
T, caracterizado porque se usa como material de partida

A~colegteno— 3=-ona.

12.- Procedimiento segin las reivindicaciones 1-
T, caracterizado porque se usa como material de partida

S5l -clorocolestanol o un derivado del mismo.

13,~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1=
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12, caracterizado porque se usa como micro—organismo, Myco-

bacterium phlei.

14.- Procedimiento segin las reivindicaciones 1-
12, caracterizado porque se usa como micro-organismo, Myco~

bacterium butyricum.

15,~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1-
14, caracterizado porque se prepara 1,4-androstadieno-3,17-

diona y 4-androsteno-3,17-diona.

16,—~ Procedimlento para la preparacidn de esteroi
des.
Segin se describe y reiyindica en la presente
memoria descriptiva, la cual conspa de /diecisiete hojas fo-

a sola de sus caras,

liadas y escritas a mdquina por

1 _
Madrid,g‘a /18 00T, 1966

LOS ROEB

!
:I .
&‘
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