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PATENTE
DE
INVENCION -

por "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE ESTEROIDES C, .-
OXIGENADOS DE LA SERIE ANDROSTANICA", a favor de la firma .
suiza F, HOFFMANN-LA ROCHE & CIE. S.A., residente en
BASILEA (Suize).

MEMORIA DESCRIPTIVA

Este invento se refiere a un procedimiento para
la preparacion d¢ esteroidcs Cl7-0xigenados de la serie
androstdnica y sc ceracteriza por someterse un esteroide
C2O-oxigenado de la serie pregndnica & oxidacidn enziméd-

tica aerobls por medio de Gliocladium roseum o de enzimes

aisladas de ¢l.

In los procedimicntos microbioldgicos cono=-
c¢idos para desintegrer la cadena lateral de 017 de los este-
roides de la serie pregnénica se forman, ademds de los este-

POOR
QUALITY



roides l7-oxigenados de la serie androsténics (como los.~

17-beta~hidroxiandrostanos y sus ésteres), productos secunda—

rios, en particular lactonas (por ejemplo, la tes- )

tololactona). La formacidn de estos productos secundar{cs;
De indeseados; se evita con el prusedimiento del invento

que aqui se expone,

Como materiales de partida para el proce- A
dimiento de este invento estén indicados en particular los

esteroides de la serie pregndnica que en la poéicién 17 pre-

10. sentan una agrupacidén de la férmula general
CH Rl
2
!
X
150 H ,Rz
é I
/
/17
donde
20. AN N
X representa el grupo ,CO o ,CHOH,
mientras que
Rt ¥ R2 representan cada uno un dtomo de hidrégeno o un

grupo hidroxilico libre o esterificado.
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Un grupo hidroxilico esterificado contiene
de preferencia el radical 4cido de un 4cido carboxflico ali-
fético o clcloallfétlbo saturado o insaturado, arallfatlco
0 aromético. con 20 4tomos de carbono e lo sumo. Egemplos
de tales 4cidos son el 4cido férmlco, el deido acétlco,
deido pivélico; el 4cido propibnico, el deido butirico; el
4dcido caprénico; el 4cido endntico, el Acido palmitico; el
dcido estedrico, el 4cido succinico; el 4cido malénico, el
4dcido citrico y el dcido benzoico.

Materiales de partlda preferidos son los

pregunanos de las férmulas generales

1
CHR

/\i/\/ I
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donde

X, R

R
A

- y B? tienen el mismo significado que se .%~na.

atribuido antes,

asi como sus derivados 3-,9-, 15~ o l6-hidroxilicos.

Ia realizacidn del procedimiento de este in-
vento puede llevarse a cabo de analogia con las actuscio-
nes ya conocidas pare la .fermentacidn de esteroides.

Los microorganismos empleados segin este iri-
vento (pueden emplearse también mutantes producidos por via
quimica, por ejemplo mediante tratamiento con nitrite, o
por via fisica, por ejemplo mediante irradiacién) pueden
cultivarse en medios nutritivos sdlidos o liguidos que con~
tengan una fuente de carbono asimilable junto con sales
inorgdnicas.

En calidad de fuentes de nitrdgeno asimilable

. estdn indicados los compuestos de nitrdgeno animales,

vegetales, microbianos e inorgdnicos, como por ejemplo los
extractos de carne, las peptonas, la maceracidn de maiz
(cornsteep), el extracto de levadura, la glicina, el NaNO3,
etcétera, y pueden ser ventajosas las mezclas de diversas
fuentes de nitrdgeno.

En calidad de puentes de carbono asimilable
estdn indicados todos los azucares y log polimeros de ellos,
como por ejemplo el almidén, la dex%rina, la sacarosa, la

maltosa y la glucosa, asi como los aminodeidos, las pro-
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tefnas, las peptonas, los 4cidos grasos, las grasas y los-

esteroides. Con frecucncia son ventajosas las mezclas de.

diversas fuentes de carbono.

En una modalidad preferida de realizacién

del procedimiento de eéste invento, se emplea como microorgé-

nismos el Gliocladium roseum Bainier, ATCC 20 0l0. Terrsrcs

nutritivos muy apropiados para este microorganismo son los

que contienen como ingredientes principales agua de maceracién

de maiz (cornstecep), harina y soja, extracto de levadura,

peptona, extracto de¢ malta, harina de carne o de pescado,

hidrolizado dc albdmina, gluten de mafz o gluten de trigo

¥y que presentan un Indice de pH inferior a 8, por ejemplo

de 5,0 a 6,3,

1)

2)

Terrenos nutritivos apropiados son, por ejem-

‘plo, los siguicntes:

5 de glucosa; % de peptona y 0,5% de cornsteeps
agua del grifo;.pH 6,2, '
0;027% de MgCOB, 0;26% de éo;do D-tartérico,
0,267 de tartrato aménico, 0,017% de sulfato
aménico; 0;04% de fosfato aménico secundario,
0;04% de K2003; 2;0¢ de peptona, 5,0% de glu~
cosa, 0,1 de extracto de levadura y 0,1 cc de
solucidn de oligoelementos (1 g de FeS0, . 7 Hy0,
015 gz de CuSO4 .« 9 HZO, ; g de ZnSO4 7 H20,
0,1 g de MnSO4 « 4 HO ¥ 0,1 g de K2M004_en 1
litro de sgua del grifo); agua del grifo, pH 5,0
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3)

4)

5)

6)

7)'

8)

9)

10)

1,5% de peptona, 0;3% de cornsteep y 0,005%
de glucosa; agua del grifo; pH 6;5.

0425% de NaCl, 0,4% de peptona, 1,0% de glu-
cosa, 0;4% de extracto de carne y O,l%.de
extracto de lsvadura; agua destilada,;pH 6,3.
1% de glucosa téenica, 19 de harina de Soja,
2¢ de cornsteep, 0,5¢ de NaCr, Q,l%_dg Nal0Oy
y 1,074 de CACO3; agua destilada, pH 7,8, '
1% de glucosa técdics, 1% de harina de soja,
o;sﬁ.ae NaCl y o;rﬁ de NaNOy; agua destilada,
PH 7,5-8.

3,57 de glucosatécnicé;o,l% de extracto de
levadura, 0,14 de Acido glutdmico, 0,1 de
N§4NO3; 0,05%4 de cornsteep; 015% de KE,F0,
0,15% de MgSO4 7.H20 y 0,05% de aneurina.

24 de glucosa, 0,5¢ de extracto de levadura,
0;1% de KZHPO4; 0,05% de M50, . 7 K0, 0,05%
de KC1, 0,001% de ZnS0y . T Hy0 y 0,001%
de FeSO4 . T HyO5 agua del grifo.

2% de cxtracto de malta, 2% de glucosa, !
0,025% do Mg80, . 7 Hy0 ¥ 0,05 % de KHyPO43
agua destilada, pH 6,8,
2% de harina de carne, hidrolizado de albi-
mina; gluten de maiz o de trigo; 1% de glu-

cosa, 0,24 de KH2P04 ¥y 0,1 de NaCl,



54

10,

15.

20.

25.

Los terrenos nutritivos se esterilizan a
120¢ durante 15 minutos.
De prefcrencia se aggrega al cultivo del
mioroorganismg un inductor enzimdtico, por ejemplo:
9beta,lOalfa-pregn4-on-3,20-diona;
17a1fa—acetoxi—9beta,10alfa~androst—4—en-3-ona;
9beta,l0alfa~tcstostorona,
9bcta,10alfa-androst-4~en-3,17—diona;
9beta,10alfa~-pregna~4,6~dien-3,20~-diona,
17alfa-hidroxi—gbeta,10alfa-pregn—4-en~3,20—diona;
21-hidroxi-9beta,lOalfa—pregn—4—en—3;20—diona o}
l7alfa;21—dihidroxi—9bota,loalfa-pregn~4~en—3;20—diona.
El inductor se afiade dc conveniencia al
cultivo despubs del desarrollo del crecimiento visible;
por ejemple a una edad de cultivo entrc 15 y 40 horas.
La adicibn a la preparacién fermentativa del
esteroide de la seric pregnénica que sirve de material
de partida se efcetla de conveniencia después de eierto
crecimiento previcdel cultivo, por ejemplo al cabo de unas
15 a 96 horas. El esteroide que ha de fermentar puede afia-
dirse en cualquior forma apropiada; pero es ventajoso que sea
de manera que pucda originarse la médxima superficic de con-
tacto entre ¢l csteroide y el microorganismo. Por ejemplo;
el esteroidas se aflade al térreno despuds que se le ha di
vidido mecinicamonte o por medio de dispersantes o puesto en solu-

cidn en un disolvente orgénico, como por ejemplo acetona,
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propilenglicol, sulféxido de dimetilo, alecoholes, etcétera,'
Ta temperatura de fermentacién no es critica dentro del in-
tervalo de temperaturs tolerada por el mieroorganismo; pero
preferentemente se halla entre 25 y 35¢C.

En la conversidn segin este invento de esteroi-

-des 620~oxigenados de la serie pregnénica, y particulafmente

de los que llevan en la posicidén 17 una agrupacién de la

férmula genersl I

OCOCH3

—

I n-_§>

|
/17N

Iv v

(en la férmula IV, R, tiene el significado expuesto en la
férmula I3 y en la férmula V, Y significa €0 o  CHOH),

se obtlenen tanto acetato de los esteroides 017-oxigenados
de la serie androsténica (primer metabolito); y particular-
mente los de la férmula general IV, como los respectivos
compuestos hidroxilicos (segundo metabolito); en particular
los de la férmula general V. En cuanto el primer metabolito
(acetato) se halla en determinada concentracién, se saponi-
fica répidamente, convirtiéndose en el segundo metabolito;

y resulta dificil conseguir una cantidad méxina de uno u otro
metabdlito. Sorprendentemente, se ha descublerto ahora que
la reaceién puede ser gobernada por la naturaleza y la canti-

dad del disolvente orgénico empleado para el material este-
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roideo de partida. DMediante esta modalidad particular de regli-
zacién del procedimiento de este invento es posible influir en la
reaccidn de modo gque:
1) 1la formecidn del primer metabolito (acetato) se realize
despacio y
2) la saponificacibén del primer metabolito sea muy reprimida

De esta manera es posible preparar el primer metabolito,
sl se quiere, en cantidades mdximas. Si se emplea un material de
partida de la férmula I en el que R2 signifique hidroxilo o un gru-
po hidroxilico esterificado, el primer metabolito resulta por lo
general mds inestable y se conviérte tan rapidamente en el segundo
metabolito, que de ordinario no se aisla el primer metabolito.

En cambio, sl se persiguen rendimientos méximos del segundo meta-
bolito, o bien se efectua la adicidn del material esteroideo de
partida a la preparacién sin disolucién previa en un disolvente
brganico, o bien se prolonga el tiempo de reaccidn, pues prolongan—
do el tiempo de fermentacibn se prodﬁce sin més una conversién com-
pleta del primer metabolito a segundo metabolito.

En curso de la fermentacidn puede seguirse por via ana~
1litica; por ejemplo; mediante cromatografia dc capa fina. - Paras
ello sirve, por ejemplo, la cromatograf{a sobre placas de capa del-
gada; fluorescente, de gel de sflice G, con éter/diclorometanc 9:1
como liquido revelador, La fermentacién se interrumpe tan pronto
como estd consumido el material de partida o cesa la formacién de
producto de desintegracidn Cl7~oxigenado, lo que ocurre alrededor
de 4 a 48 horas después de afiadirge el esteroide de partida g la

solucidn fermentativa.
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Siguiendo por cromatografis de caps fina el

curso de la fermentacidn, se advierte la dependencia de iél
concentracidn del primer mebabolito respecto a la natura-k
leza y la centidad del disolvente orgdnico del esteroide.
En la tzbla que sigue se ilustra este hallazgo con el ejem;
plo de la formacidn del azcetato de r-testosterona a paréi? de
la r-progesterona.

Influencia de diversos dlsolventes orgénicos sobre '

la formacidn de acctato de r~testosterona a partir

de r~progesterona |

Condiciones de ensayo:

I uwn fermentador que contiene 8 litros de
solucidn fermentativa se introducen cada
vez 2 g de r~progesterona, disucltos en
determinadas cantidades de acetona, etanol,
metanol, propanol o sulfdxido de dimetilo.
A determinados intcorvalos de ticmpo se toman
nmuestras y se determina ¢l acctato de r—
testosterona formedo, procediendo en forma
gsemicuantitativa, o sea midiendo la absor-
¢ién cn 254 milimicras de las manchas del
cromatogrena de capa fins y comparando con
mwea serie de manchas de rcferencia de con-

centracidn conocida en acetato de r-testosterona,
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r-progesterona Formacidn mdxima de acetato do r-testosteréﬂé.:
en la solucidn fermentativa
Disolvente ml en % respecto a | alcanzada| Mentenimiento del
1a r-progestero | después | nivel mdximo de
na introducida | de la adi| acetato de r~testog: -
cidn de rona, en horas:
r-proges=— :
teronsa,
en horas
acetona 80 60 7 aprox., 1
t 0 70 7 aprox. 1
otenol 120 80 8 aprox. 7
240 100 15 aprox. 27
320 80-90 40 aprox, 80
200 65-80 48 aprox, 168
netanol 80 90 8 aprox. 1
i 160 100 7 aprox. 1
240 90 8 aprox. 1
320 80 10 aprox. 4
200 70 7 aprox. 7
480 60 18 aprox. 40
propanol 80 90 13 aprox., 30
sulféxido de
dimetilo 80 90 13 aprox. 4
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Terminade la fermentacidn, se aisla de la
preparacidn ¢l esteroide fermontado. Para ello es muy ventas
josa la extraccidén por medio de un disolvente para los esta-
roides no miscible con el agua, como el cloruro de metile-.
no, el cloroformo, la metilisobutilcetona, sl tetracloruro
de carbono, el éter, el tricloroetileno, los alcoholes, el
benceno, el hexano y similares.

La mase celular puede tambidn cxtraerse por
separado con los disolventes que se hen resefiado antes y .
asimismo por medio de disolventes miscibles con el agua,;.
como, por ejemplo, acetona, sulfdxido de dimetilo, alcohoi' :
etilico, eteétora., Los esteroides obtenidos de los extrac—
tos pueden purificerse por recristalizseidn, cromatografia
o distribucidn en contracorriente y separarse de lds pro-—
ductos no deseado de la fermentacion.

Tos productos dc sste procedinmicnito pueden
utilizarse como produetos intermediarios para la prepa-
racifn de csteroides de actividad farmacoldgica. B parte,
los productos de vste procedimiento son dc por si fisioldgi~
camente (por ejemplo, anabdélicancntc) activos,

Tos vjumplos que siguen ilustron ol procedimicnto
de este invento. DLas femperaturas cstdn expresadas en grados

centigrados,
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Sc suspendid en 5 cc de agua destilada la
mitad de la superficiec de un cultivo de 8 dias de edad de

Gliocladium roscum Bainicr, ATCC 20010, en agar oblicuo,

y se introdujo la suspensién en 100 cc de una solucibén nu-
5. tritiva de la composicidn siguicnte:
0;027% de carbonato magésico
0,26 % de 4cido D-tartirico
0,26 % dc tartrato aménico
0;017% de sulfato ambnico
10. 0,04 € de fosfato ambnico secundario

0,04

N8, NS

. de carbonato potdsico
2,0
5

0,1 % de extracto de levadura

s

de pertona

S

de glucosa

15, 0,001% de solucién de oligoelcmentos
(1 g de FeS0y v ¥ Hgo;
0,15 & do CaSOy o 5 Heo; 1/e
de Z804 - % Hy0y O;l g de
WSO, . 4 B0 y 0,1 g de

20. K2Moo4 ¢n 1 litro de agua
del grifo).
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La solucién nutritivainoculeda se sacudid
excéntricamente a 2892 dursnte 37 horas én un matraz de .
Erlenmeyer de 500 cc; provisto de chicanas y cerrado con
tapones de guata. Luego se introdujo el cultivo en un fermen-
tador pequefio cargado con 7 litros de la wmisma soluciép nﬁ-
tritiva y 10 a 20 cc de aceite vegetal, y; aireando con 6 a
8 litros de aire por minuto, se incubd o 289 durante 31 ho-
ras. Con 1 litro del cultivo asi obtenido, se 1nocu1aron en
un fermentador grande 90 litros de la misma solucibn alcallna,
y al cabo de 24 horas de crecimiento con agitacién y airear
cién (20 litros por mlnuto), se afiadieron 22,5 g de 9beta,
10alfa~pregn~4-en-3,20~diona disueltos en 1600 cc de sul-
féxido de dimetilo, Transucrridas 5 horas, se cosechd la
preparacién formentative. Para la elaboracibn, se separa-
ron por filtracidn el micclio y la solucién fermentativa.
Esta se extrajo por dos veeces en el extractor de cont?ap
corriente con un volumen doble de clorurc de metileno, mien-
tras el micelic se triturbd con acctona y luego se extrajo a
fondo con cloroformo. Evaporandc los extractos obtenidos de la
solueibn fermentativa y el micelio, so obtuvo un ext?acto
bruto oleoso. Para eliminer ¢l sulféxido de dimetilo, se
evapord el extracto bruto dos veces con dimetilformamida
y una vez con benceno: El residuo asi obtenido se disolvio
en acetona y se¢ purificé con carbén. Despuds de evaporar

el disolvente, sc cromatografid el residuo en gel de silice
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(de tamafio granular O 05 de 0,2 mm) con bunccno/acetona, p;
de lo que se recogicron fracciones de 30 cc. Las fracc;oneo
1 a 250 se¢ eluycron con benceno/acetona 19:1 y las .
fraccioncs siguientes se eluyeron con bemceno/acetona 4:1.
Se obtuvicron 4,41 g de 17 alfa~acetboxi~9- |
beta,l0alfa~androst-4-cn-3-ona, 608 g de 9beta;10alfa-

testosterona y 3,87 ¢ de material de partida.

Ejcmplo 2

Se cfectud la fermentacidn de¢ 1z manera que
se ha descrito cn el Ejemplo 1, pero inoculando el fermen-
tador pequelic con un cultivo de 24 horas, la férmentacién se '
interrumpid al cabo de 5 horas. Se obtuvo 18% de 17 beta~
acetoxi—gbeta;10alfa—androst-4-en»3-ona vy 20,8% de 9beta,
10alfa~testostcerona (rcspecto a la Qﬂeta,loalfa—pregn-4-

en~3,20~diona introducida).

Ejemple 3

Y¢ efectud la fermentacidn de la manera que
se ha descrito e¢n el Ejemplo 2, pero se introdujeron
20 g de 9beta;10a1fafpregn—4-en—3;20—diona ¥y la fermenta~
cién duré 24 horas. Sc obtuvo 39% de 17beta-acetoxi-
9beta,10a1fg.-anarost-t‘+-en~3—ona, 29,5% de 9beta,l0alfa~
testosterona y 8;3% de 9veta,l0alfa~androst~4~-en~3, 17~

diona.
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Ejemplo 4

Se fermentdé pregn-S-en~3-0l-20-ona de manera -
andloga a la del EBjemplo l. Se obtuvo testosterona y an-

drost-4-en-3,17-diona,

Bjemplo 5

8¢ fermenté llalfa-hidroxi-9beta,lOzlfg-
4-en-3,20-diona de manera anfloge 2 la del Ejemplo 1, la
elaboracién finel de la preparacién fermentativa did llalfa-

hidroxi-l7beta~acetoxi~9heta-l0alfa—androst—-4-en~3—-ona.

Ejemplo 6

Se fermentd 15alfa~-hidroxi-~9beta,lOalfa-
en~4~en-3;20—diona de manera andloga a la del Ejemplo 1,
De la preparacidén fermentativa se aislaron 15alfa-hidroxi-
l7betapacetoxi—9beta;lOalfa—androst~4~en~3—ona y 15 alfa;

17Tveta~dihidroxi~9bota,l0alfa-androst-4-—en-3—-ona,

Ejemplo 7

La fermentacidn de progesterona de manera
andloga 2 la del Ejemplo, 1, proporciond acetato de testos-

terona y testosterona.
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Ejemplo 8

Se¢ fermentd llalfa-hidroxi-progesterona de
manera andloga a la del Ejemplo 1. De la preparacidn

fermentativa sc¢ aisld llalTa-hidroxi-testosterona.

Ejemplo 9

Se fermenté 15alfa-hidroxi-progestorona de
manera andloga a la del Ejemplo 1. De la preparacidn fer-

mentativa se aisld 15alfa-hidroxi-testosterona.

Ejemplo 10

Se ofectud la fermentacidén de la manera que
se.ha descrito en ¢l Ejemplo 1, pero afiadiendo a un cultivo
de 8 litros. viejo dc 24 horas, en un fermentador pequefio,
2 g de r-progesterona disueltos en 240 cc de etabol absoluto.
Al cabo de 6 horas se hallaban on la solucidn fermentativa

86 % de acetato dc r~testosterona y 14 % de r-testosterona,

Ejemplo 11

% efectud la fermentacidn cormo en el Ejemplo 10,
pero empleando como material de partidae 2 g de deltaber-

progesterona, disueltos em 320 cec de ebanol absoluto. Al
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cabo de 26 horas pudieron alslarse 21,1 % de acetato de deltab-

~r-tostosterona y 37,8 % de deltab-r-testosterona.

Se fermentd, de manera andloga & la del Ejemplo 1,
léalfa-hidroxi-9beta,lO0alfa~pregn-4~en-3,20-diona. De la
preparacidn fermentative se aislaron 1l6alfa-hidroxi-lT7beta~
acetoxi~9beta,l0alfa~androst-4-en~3-ona y l6alfe,l7beta-
dihidroxiugbetg,10a1fa—androst-4-en-3—ona, con rendimiento

del 4 % y 12 %, respectivamente.

Ejemplo 13

Se fermentd de manera anfloga a la del Ejemplo 1,
16alfa~hidroxi-~Ybeta,l0alfa~pregna—~4,6—~dien-3,20-diona. De la
preparacidn fermentativa se aislaron lbelfa<hidroxi-lT7beta~
acetoxi-9beta,lOalfa-androsta~4,6~dicn~3-ona y léalfa,l7beta~
dihidroxi-9bete,l0alfe-androsta~4,6-dicn=3-ona, con rendi-

miento del 14% y 50%, respectivamente.
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REIVINDICACIONES

Se declaran nuevas y de propia invencidn las ei- .
guicntes reivindicaciones con prioridad de la solicitud de
patente suize ne 13,930/67 del 5:10.67.

1. Procedipiento para la preparacidn de es- . - .-

teroides Cl7~oxigenados de la scric androstédnica, caracteri-
zado por sonmctersce un csteroide Coo—oxigenado de la scric
Zac9 )

pregndnica a oxidacidén enzinmdtica acrobia por medio del

Gliocladium roscum o de cnzimas aisladas de é1.

2. Proccdimiento seginh la rcivindicacidn 1,

caracterizado por cmplearse como nofcrial de partida un

esteroide dc¢ la scrie pregnédnica quc presenta on la posi-

cidn 17 una agrupscidén de la formule general

o1
C

} R
X
JRe

P
C
I
Ja

X representa el grupo ;>CO o] >~CHOH,
4

donde

mientras que

1

Ry R representan cade uno wn dtomo de hidrdgeno

o un grupo hidroxilico librc o esterificado,
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3 Procedimiento segin las reivindicaciones

1 & 2, carascterizado por emplearse como material de parti.

da un pregnano de la férmula general

IIT

donde
1.2 . .
X, Wy R tienen el mismo significado que se les
ha atribuido antes,
0 un derivado 3=y 9=, 11~, 15- § l6-hidroxilico respec-

$ivo,
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4, Procedimiento segin las reivindicacio-

nes 1 a 3, carsacterizado por emplecarsc como material de -

partida 9beta,lOalfa-progn-~4-en-3,20-diona,

5. Procediniento segin las reivindicaciones

1y 2, carachorizado por cmplearse como materizal de

partida pregn—5-cn-3-0l-20-~o0na.

6. Procedimiento segin les reivindicacioncs

1 a 4, caracterizado por efectuarse la oxidacidn por

medio de Glioclaidum roscum Bainier, ATCC 20 010, o de

enzimas aisladas de él.

7. Procedimiento segun las rc¢ivindicaciones 1 g 6,

caracterizado por disolverse el material dc psrtida esteroi-

deo en un disolvente orgdnico y, si sc quiere, imterrumpirse
la reaccidn cuendo se ha llegado 2 la concentracidén dptime de

acetato de csteroide 017-oxigenado de la seric androsténica.

8. Procedimiento segun la recivindicacidn 7, co~
racterizado por emplearse, en concepto de material de per-

tida, r-progesterona o deltab-r-progesterona,

9. Proccdimiento segun la reivindicacidn 7,

caracterizado por cmplcarse, en conceplo de disolvente

orgdnico, acetona, ctanol, metanol, propancl o sulfdxido de

dimetilo,
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10, Procediniento scgun las reivindicaciones 7 a 3,

caracterizado por omplearse por cade 2 g de material de par—

tide esteroideo 80 a 500 cc de disolvente orgdnico e interrum-
pirsc la resccidn al cabo de 7 & 40 horas,

11l. Procedimiento scgin la reivindicacidn 10,

caracterizado por emplearse por cada 2 g do material de par-

tida esteroideo 80 2 120 cc de disolvente orgédnico e interrum-

pirse la resccidn al cabo de 7 a 15 horss,

12. Procedimiento para ls preparacidn de esteroi-

des Cl7~oxigenados de la sorie androstédnica,

Ségﬁn s¢ describe y reivindlea on la nresente
memorie descriptiva que consta de 22 hojas foliadas ¥ escri-

tas a mdquina por una sola cara.

Madrid, a 4 de Octubrc de 1968
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