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SIY!!ClOS l:SADCS 

A = Abeorci6n, Densidad Optica, 

C Concentraci6n. 

CCP Cromato¡;raf!E en Capa Fina, 

V 

Comp. s = CoJ1ouesto "3" de Reichstein: 17, 21-dihidroxi ,4-
del ta, 3, 20-pregnenodiona (CA, 152-58-9), 

CA = Che:r.ic<l Abstracts, 

O.O, = Jeneided O?tica, Absorci6n. 

E = Coeficiente de extincidn molar, Absortividad molar, 

ET = Transferencia electrónica, 

FNi•'. IV = Far:r.acooea i·iacionel de México, edici6n IV. 

Ia = Rediacidn infreroja, 

NP-I = 1·'.uestra de un extracto de la ?rimera bioconversidn, 

PU = Peso :,·01eculs..r. 

3 = Com11uesto 11 s 11 de 2eichstein. 

S-17 Comp. S-17-ecetato: 17-ecetiloxi,21-hidroxi,4-del
te, 3120-pregnenodiona (CA, 19357-45- ">), 

S-21 = Com~. S-21-ecetato: l7,hidroxi 12l-acetiloxi 14-del
te,3120-pregnenodio~a. 

S-17 121 = Comp. S-17 121-diacetato: 17,21-diecetiloxi, 4-
-delta,3,20-oregnenodiona. · 

s-85 y S-35 = COJ!?lejos forJ1ados por el Comp. S y el reac
tivo dcido con etanol al 85 i 35~ 1 respect~
v&rr.ente. 

T = Triacetato de triolona, triacetato de pregnenolona. 

T-i!5 y T-35 = Complejos formados por el Triac y t:n reacti
vo ácido con etanol al 85 y 35fo, respectiva
mente, 

Triac = Triacetato de triolonr: 3117,21-tris-(-ecetiloxi)
-5-delta,20-pregnenolona (CA, 3517-33-7). 

USP XX = Farmscopea de los Estados Unidos, edicidn XX, 

uv = Rsdiacidn ultravioleta, 
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Por cromato&rafía en cspa fins y espectroscopís de 

absorción infraroje se com~robó que el e~trscto estudiedo, 

obtenido de la bioconversión de Triec ~or ?levobecteriu.~ 

dehvdro&enens, contiene los siguientes esteroides: Como, S, 

Triec, y el menos vn derivado acetiledo del Comp. S; éste 

dl timo es el S-17 1 princi·1l•l ;iroducto de la bioconversión, 

El resto son tembi~n derivados del Comp. s y, eunque no se 

pudo comprobar, se presvme seen los compu~stos S-21 y 

s-11,21. 

Se probaron tres métodos pera cuentificar los este

roides del extracto: ensayo en ultravioleta, enseyo con 

fenilhidrazine y enso;·o con ácido sulfdrico, U de fenil

hidrazine r~quiere de le determinación de muestras blenco 

pare eliminer le absorción qe cromógenoe producidos por 

ácido y el calentamiento controledo de los tubos de reac

ción por-períodos de más de une hora. De ahí que la pri

mera y tercera técnica resultaron las mls edecuedes pera 

un ensayo rutinerio debido a su sencillez. Con el ensayo 

en ultravioleta se determinó un 67.6~ de esteroides bio

convertidos y con el ensayo de €cido sulfdrico, determi

nando simult{neamente esteroides bioconvertidos y aste

roides no bioconvertidos e 290 y 490 nm, resultó un 68~ 
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de los primeros y un 32~ de loa segundos. 

As!, con la ayuda de ambos ensayos es posible eva

luar los procesos de extracción y purificación as! como 

cuantificar el rendimiento de la bioconversión con t:...~a 

exactitud razonable, siendo ade~ls ens~yos susceptibles 

de 9racticarse rutinaria~ente en el ~raceso biotecnol6-

gico oor su bajo costo, brevedad y sencillez, 
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INTRODUCCION 

Los esteroides forman un grupo de compuestos.de 

eren ocurrencia en la naturaleza oue poseen el csoueleto 

tetrac!clico de carbono llemedo ciclopentanoperhidrofe

nantreno (I). Ademls, existen muchos compuestos sintéti

cos anllogoa aue se pueden incluir convenientemente en 

este grupo ( l). 

La diversidad de las com?uestos esteroides resulta 

primeramente de la veri&ci6n de les crdenes letereles 

!\, R2 y R 
3 

y, en segundo t~rmino, de lBs diferencies _en 

le susUtucidn nuclear y el era.do de insaturscidn. Gene

ralmente R1 y R
2 

son ~rupos metilo y ocrsionnlmente pue

den ser ¡;runos oxigenados. :lo existe el grupo R2 en lr.s 

hormonas estroeénices y otros esteroides.que tienen el 

anillo A y/o B aromltico, l~ ccdene leterel a
3 

?Uede te

ner 2,4,5,a,9, o 10 ltomos de cerbono, o, si esté ausen

te, le ~osicidn se encuentre oxi~ensda genereL~ente (1). 

1 



Diferentes investigPdores uea.n a:¿toóos se:ne"e.ntes 

J>are. cl~sificlir a los estero id es, Los :r.ihodos se b"s•n 

en les óiferenciRs de los sustituyentes R
3

, es oecir, 

sobre el ltomo de carbono 17 (C-17), ya see óe ecuerdo 

e.l tipo de eustitu:;ente o bien de &cuerdo al n~m•ro ae 
áto:tos de carbono de éste. L:na clasific&ci6n mt.y co.11Dle

ta es la ;iro;iorcioneda nor Coffey y Brooks ( l) en l" cual 

se considera el nlmero totEil de áto:nos de c&rbono y ü 

tipo dé sustituyE:nte en C-17. 2n el &f'~ndice 11 .ñ'' se re

oroduce esta closificaci6n, 

La eren diversidad en su actividad fisiol5e1ca, be

ce dé los esteroides un ~ruµo dü com,uestos que hL sido 

amolie.mente estudiado. 

Se les locr,lize. como leidos bili&res, coa:~onentes 

de la bilis que colabore.n con le d1¿esti6n intestinal. 

Se encuentra.n en la corteza adrenal de los mamíferos, 

donde la r-rogesteron~. ;·: otros estero1des relecionr.dos, 

conocidos con el nombre 5en6rico de "corticosteroides", 

participen en una amelía variedad de funciones oue com

orer.den: alter&ciones en el :netebolismo de ce.rbohidr"

tos, l!pidos y proteínBs; efectos sabre el metobol1sruo 

de electroli tos 'j egua; efectos he:n~ tol6gicos; ecci6n 

secretora. :1 efectos sobre le. respues'ta in:.iu.ül~. As! ml.s

mo, existen los andr63enos y estróeenos, secretados en 

su mayor parte nar testículos y overioe, res?•ctivE.men

te. Fatos dos tipos de esteroides son conocidos coma 

"hormone.s sexuales" mesculine.s y feme:iinr:as ~or ser le.s 



responsables del descrrollo de le.s c&racter!sticas se

xue.les st·c¡;ndariE.s, ;·in&lllente,entre los en1ci1:les infe

riores existen ciertos tipos de esteroides coino le ecdi

so.:ie., hormone. o.ue influye en la metworfosis de algunos 

insectos, :· le.a bufadien61idas, ?r<sentes en for:n& conj]¿ 

gada en les gllndulas venenosas de los sapos, 

Por otro ledo, los esteroides formen Wla serie d~ 

,roductos del :netebolismo secundario de los vegetales, 

Se for:r.a.n por diferentes métodos de ciclici6n e Fertir 

del escualeno. ~si, FUeden hallarse en forme libre, co

~o ciertos ésteres del esterol en ciertos l!pidos, o 

conjug&dos como en el ceso de los·heter6aidoa (glic6si

doe cardiacos y saponinas esteroidea) y alcaloide& este

ro!dicos. 

Los glic6sidos cardiacos son heter6aidos cuya geni

na' tiene una -estructure esteroidal y r:.un,enten el trabqo 

generado cor el m6sculo cardiaco, Las s&ponin1:s son het! 

r6sidos cue tienen ;rooie_1ades detergentes y poseen.not~ 

bles propieüedes hemol!ticss. Pueden ser tipo esteroide 

o tipo triter,enoide, 

r.lgunos ejemplos de esteroides de ocuri·encia vege

tal se presentan en la tabla l. Los detalles estructura

les de cEda uno de los grupos pueden observarse en el 

B!J~ndice A. 

Con ~ste p&norsma, q~eda mtnifiesta la· im~ortancia 

!lrlctica de los esteroidee, tanto en el diagn6stico el!~ 

nico de alteraciones fisiol6gic&s como en le terapia de 
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las mismas, Gradualmente se han descubierto més y m€s 

com?uestos esteroides de imrortancia fermac~ldeice reco

nocida y, en le actualidad, la terapia esteroidal se ha 

extendido a tal grado que se ha vuelto im,erativo desa

rrollar los medios ~ara producir en erendes cantidades 

las sustancies asteroides farmacol6gicemente activas, G! 

neralmente la mayoría de estas sustancias poseen un 5ru

?º hidroxi en el carbono 11 (C-11) de su molécula mien

tras que los esteroides de los que se dispone con faci

lidad en ,:rendes cantidades, carecen de este grupo p•rt,i 

cular. 

Tabla l. 

Algunos tioos de asteroides de oriF,en ve~etal, 

Tipo de· 
esteroide 

Libree 

Conjugados 

Glicdsidos 
cardiacos 

Seponines 
asteroides 

Ejemplos 

Colesterol 
;;;rgosterol 
Eetigmasterol 

Digitoxigenina• 
Estrofantidine 
Ouevagenina 

Diosgenina• 
Hecogenina 
Sarsapogenina 

Alcaloides Veratrina 
esteroídicos Yerbine 

~~~~~~~~~~~~~~-S~eu_~oyerbina 

+ 3e indica la genina. 

Alges rojas 
Cornezuelo del 
centeno 

Digitalis, Stro 
phantus. ñiuches 
Angios?ermas 

Dioscoree, Agave, 
Trillium, ".'ucce. 
r.uchas ~onocotile 
d6neas -

Veratrum. Varios 
géneros de les 
Apocináceas, 
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La introducci6n del grupo hidroxi en C-ll es difi

cil por.medios puramente qu1micos ~orlo que se ha recu

rrido a las transformaciones microbienes. Peterson y Mu

rrey (2) mostraron en 1~52 que la progesterona •s hidro

xilede en C-11 ~or la acción de ~ f.rrhizus, Desde 

entonces, varios investigadores han mostrado que los mi

croorganismos pueden efectuar muchos tipos de trensfor:n~ 

cionee en los esteroides, incluyendo hidroxilaci6n en m~ 

chos puntos diferentes de le mol•cula, formaci6n de cet~ 

na, epoxidaci6n, hidrogenaci6n, rompimiento de la cadena 

•lateral y varias mezclas de estes reacciones ( 3), 

Como materia prima pare les bioconvereiones micro

bianas se han em~leedo diversos eeteroides naturales. 

Muchos investigl'.dorea se han dedicado a estudiar lfls t6,2 

nicas ,ue les ~armitan obtener vegetalee de elevado ren

di'miento de sapogeuinas, tales como la diosgenina (II) y 

la.hecogenina (4), 

II 

Generel.!llente 1 los snpogeninae se obtienen en el mi! 

mo lugar donde crece la planta, Por ejemplo, en 11.•xico, · 

Am4rica Central y La India se obtiene la diosgenina a 

partir de varias especies de Dioscorea, mientras que la 
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hecogenina se extrae del hgave sisalane en Kenia (4), 

En U.éxico, particu~armente, se extrae la dios5enina 

de diferentes plentas a las que se aplica el término de 

"barbasco". Este com!)rende diversas as9ecies de Dioscorea 

que crecen ?rincioelmente en les regiones tropicales y 

subtropicales. Después de la extrecci6n de la diosgenina, 

se producen en !~éxico asteroides intermedias e partir de 

ella; uno dt ellos es le 16-dehidropregnenolona, de le 

cual so derivan más de cien compuestos esteroides con 

actividad farmecol6gica, Tales derivados se aplican ~era 

corregir deficiencias y &lteraciones en la producción de 

hormonas masculinas y femeninas, Se utilizan en el trat~ 

miento de diferentes tipos de clncer y en algunas enfer

medades inflamatorias, Se usen contra enfermedades arte

riales y del corazón y como contraceptivos y en algunos 

problemas de embarazo, Además estos compuestos pueden 

ser aprovechados en le industria de los insecticidas d~ 

control biol6gico (5). 

Sin embargo, le producción nacional se basa princi

palmente en le obtención de los asteroides intermedios, 

que no poseen actividad farmacol6gica y, en su meyor!e, 

se exportan, Jimto con ésto, :.léxico imr.orta andrógenos, 

estrdgenos y corticosteroides de reconocida Ectiv1ded 

fermacoló¡¡ice ".ero de costo elevado, Se hace es! eviden

te la necesidad de desarrollar en :"éxico biotecnolog!as 

capacea de aprovechar los intermediarios obtenidos de le 

diosgenina ¿ara convertirlos en fármacos activos y dis

minuir de ~sta forma los costos de importación, 
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Como una forma de afronter este problema, en los 

Laboratorios Nacionale~ de Fomento Industrial se desa

rrolló un proyecto de investigación para la obtenci6n de 

hidrocortisona por bioconversi6n (ó), ?royectos del mis

mo tipo se desarrollan en otras instituciones en !léxico 

(7). 
En el ?royecto propuesto se usa como materiel de r.ar 

tida un derivado de la diosgenina, el 3,17,21-tris-(-ec! 

tiloxi),5-pregnen,20-ona (III), conocido tambifn como 

triaceteto· de triolona o triacetato de ?regnenolona 

( "Triac"). <;ate co:npuesto es convertido por el microor;;,¡: 

niamo Flavobacteriu.~ ~hydrogenens en el derivado 17-ac! 

tato del compuesto "S" de Reichstein: 17-acetiloxi, 21-h_i 

droxi,4-pregnen,20-ona (IV), conocido m's comunmente co

mo el compuesto "S-17-acetato" { 11 3-17"). A su vez, ~ste 

es transfor:nado por Curvularia ~ en hidrocortisona 

(V), 



?le.vobecterium 
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La hidrocortisona, ol igual que otros corticoste

roides, se use. tere.péut~crunente en el trF.te.miento de 

reemplazo pera. pe.cientes cuya. secreción endógena. de es

teroides adrenocortice.les se encuentre. disminu!de. o eu-

sente;por ejemplo, en la enfermedad de Addison o en la 

insuficiencia. edrenel secundaria, y en la tere.nie. palia

tiva. >ara suprimir ciertas manifestaciones de enfermedad 

como en el ce.so de le. artritis reumetoide. As! mismo, le. 

hidrocortisona representa el mayor gasto "ºr importación 

en el grupo de los corticosteroides, 

1,1 PROBLE.lo'.A 

Precuentemente, uno de los problemas metodológicos 

más importantes en éste tipo de biotecnología~ lo constl 

tuye el proceso del aisle.miento del producto desee.do, T~ 

mando en cuente la gran cantidad y variedad de compues

tos presentes junto con el producto transformado por las 

células microbianas, es evidente la dificultad, tanto de 

obtenerlo con el grado de pureza adecuado, como de cuan· 

tificar su rendimiento, As!, estos procesos de extrac

ción y purificeci6n pueden llegar a significar verdade

ros obstáculos econ<'!micos en el proceso globe.l, 

Sin embargo, pueden montarse técnicas adecuedas reD 

tables para lograr rendimientos excelentes, ?ara ésto, 

es necesario hacer une. investige.cidn·detalle.de. utilizan

do el método científico. Como una parte importante de é! 

te., han de desarrollarse les técnicas enel!tice.s adecua

das pera. evelue.r los procesos de extre.cc16n y purificacidn 
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y el propio rendimiento de la bioconversi6n, 

En ia actualidad existe abundante informeci6n sobre 

los métodos 'eneliticos pera cu~ntificar eete tiro de ee

teroides (corticosteroidea) en la práctic• Clínica (8-lb), 

Se tienen algi.:.nos m~todos muy bien optimizados pbre hecer 

estas determineciones en se.ngre y orinL, Twr.bién se dis

pone de una variedad de métodos para les cuantificacio

nes de corticosteroides en medicementos: (17-22), Tales 

métodos, tanto en el área Clínica como Farmacéutica, van 

desde sim"1les determine.ciones cspectrofotomt!trices, h••sta 

w.nas que utilizan técnicas m~s eo!isticadas como espec

troscopia de resonancia mr.gnhica nuclear, polLN¡;raf!a 

diferencial y redioinmunoensayo, 

No obstante, para el análisis de corticoateroides 

en le 9roducci6n biotecnol6$ica, se tienen reiatiV6.Jllente 

po~os métodos. reoortados. Además, le ?roducci6n biotecn~ 

ldgica de esteroides es m~s reciente ~ue la determina

ci6n de córticosteroides en la práctica de la ~u!mica 

Clínica y en el análisis de medicamentos, 

Junto con ésto, existe el problema de la cerencia 

de esteroides estándares, partict.lormente del derivado 

17-acetat_o del compuesto "S" ( "S-17"), 

Es por ello que en el presente trabajo se pretende 

encontrar un método adecuado para la determinaci6n de loe 

pregnen-esteroides obtenidos de los extractos f ermentedos 

aplicando los m6todos usados en la ~u!mica Clínica y Far

macéutica, modificandolos y adaptandolos, y considere.n

do, pues, que s6lo se dispone de Trise y comp. S como 
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estándares secundarios de referencia, El estudio ae limi 

ta al análisis de los esteroides obtenidos en la primera 

bioconversi6n (efectuada por Plavobacterium ~ehydrogenEnsJ 

1.2 EL;;.CCION DE Tt.CHICAS A~ALITICAS 

Se eligid la eséectrofotometr!a de radiaci6n ultra

violeta y visible ya que ésta proporciona el medio más 

cdmodo y econdmico pera el análisis de rutina. As! mis

mo, en la 'u!mica Clínica es el método m¿s comunmente e~ 
pleado y es requerido también por la Fa.rm&copea de los 

Estados Unidos, edicidn XX ( "USP XX") y por la i.'ar:naco

pea Nacional de l~bico, e<Ucidn IV ("P:m1 IV"), pare es

teroides del tipo de le hidrocortisone (21,22), Final

mente, se dispone de espectrofot6metros de rediaci6n ul

travioleta y vicible en cuslquier laboratorio de Análi

sfs 'u!mico, .. 

"Sn seguida se eligieron tre~ método,s de Enálisis de 

entre una gran verieñed, Esta elecci6n se hizo en base a 

las si¡;uientes consideraciones: 1) Disponibilidad de los 

reactivos, 2) Costo de los reactivos, y 3) Tie:n~·O ocu¡:e

do en le realizacidn del análisis, he!, qued6 descartado 

junto con otros métodos, el de la formaci6n de derivados 

con azul de tetrezolio (donde se utiliza también hidróxi 

do de tetremetilamonio, ambos im?ortados bajo pedido), 

oue aunque ampliamente usado en el extranjero y más a6n, 

dictado nor le. US" XX y la F.'i~ú IV, tiene un costo aprox;i: 

medo en reactivos de 13,000 peso~ por un mes de cinco a 

nálisis diarios; a diferencia del método de la fenilhi-



drazina que representa en los mismos términos un gesto 

de solo 700 pesos•, siendo este ~ltimo método el menos 

barato de los tres seleccionados: 

l. lr.edici6n de la absorci6n de luz ultravioleta de los 

4-delta,3-ceto-esteroides disueltos en etanol, 

12 

2. Reecci6n con clorhidrato de fenilhidrezina y determi

naci6n de los complejos for:nados por espectrofotome

tr!a de radieci6n visible. 

3, Reacci~n con ácido sulf6rico concentrado y determina

ci6n de los complejos formados por espectrofotometr!a 

de radieci6n visible. 

Y, como une t'cnica de gran ayuda en la identifica

ci6n de los asteroides, 

4, Cromatografía en capa fine ( "CCP"). 

l. 3 PUNDA~:E~:rACIO!l BI5LI0Gl!A}IICJ. 

DE LhS TECNICkS ELEGIDkS 

l. Le absorci6n de luz ultravioleta ?Or los estero! 

des alfa-beta-insaturadoa en el anillo A es un excelente 

medio para determinarlos, La conjugaci6n·de los crom6fo

ros etilénico y cet6nico produce un aumento en las tren. 

siciones electr6nicas comprometiendo la transferencia de 

u.~ electrdn del orbital ,E! etilénico al orbital J!i del 

carbonilo, Esta transicidn es conocida como una transfe

rencia electrdnica, simbolizada como una banda de &bsor

cidn "ET" y tiene una longitud de onda de máxima absor

ci6n, para el caso de los 4-delta,3-ceto-esteroides, de 

239-244 nm (13,23,24). Por tanto, cualquiera de estos 

+Enero, 1985 



esteroides puede deter:ninerse midiendo su ebsorci6n en 

tal longitud de onda, 

2, 2. Método de la Fenilhidrezina, Fu~ ?ropuesto ori&l 

nalmente por Silber y ?orter para san¡¡re y orina (9,12), 

Consiste en la medición de la ebsorción a 410 nm produci 

da ~or los derivados !ll!larillos de f enilhidrazona de los 

asteroides después de su reacci6n con un reactivo com

puesto de fenilhidrazina-ácido sul!drico-etanol-agua, ~l 

m6todo ha sido codificado por algunos autores ~ero los 

mis~os Silber y ?orter lo h~n o~timizado (14,15). Le fe

hilhidrazina reacciona en el grupo 17 1 21-dihidroxi,20-

ceto y en el grupo 4-delta,3-ceto, As!, dependiendo de 

su estructura, pueden formarse derivados mono- o bis-fe

nilhidrazona, Bajo las condiciones e~9leadas en el méto

do de Silber, la hidrocortisona y la cortisona reaccio

nan pare dar~3,20 o 3,21- bis-fenilhidrazonas (14), !.a 

caden3 lateral dihidroxiecetona dufre transposición de 

Mattox con la oroducr.i6n de 20-21-cetel, Una molécula de 

!enilhidrazina reacciona entonces en la posici6n 21 y, 

en el caso de la hidrocortisons y cortisona, resulta una 

3,2i-bis-fenilhidrazona oor la adición del reactivo en 

la oosici6n 3-ceto (14), Los esteroides con la funci6n 

21-hidroxi,20-ceto pero sin el grupo 17-hidroxi, reac

cionan con la fenilhidrazina pero sus picos de absorción 

se centran de 340 a 360 nm y muestran muy poca absorci6n 

a 410 nm (12). 

3, Método del ~cido sulf\Ú'ico, Zaffaroni (25) ofre

cid los primeros datos sobre espectros de absorción de 
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cromógenos formados con esteroides adrenales y compues

tos relacionados, con ~cido sulfúrico concentrado, ~:ás 

recientemente, Zaffaroni y otros autores (2o,27) han a

plicado éstas propiedades para el análisis de diversos 

esteroides, Se han dise~ado varios"procedimientos (27-

-30) para la determinación de pregnano-3,17,20-triol 

(pregnanotriol) en orina basados en los productos forma

dos con ácido sulfúrico. Oertel y Eik-'.les ( 15) reporta

ron en 1959 que los 5-delta,3-beta-hidroxi-esteroides 

pueden determinarse por reacción con un reactivo ácido 

sulfúrico-etanol, Se desarrolla un color ~~arillo en dos 

minutos y es estable al menos por dos horas, teniendo un 

máximo de absorción a 400-405 nm, A partir de entonces 

este m4todo se ha visto conveniente para le determina

ción de los 5-delta,3-bets-hidroxi-esteroides, para 

pregnanodiol y pregnanotriol, aunque se obtienen varia

dos colores con una variedad de compuestos esteroides ·y 

no asteroides (10,13,32). Por ejem?lo, Carstensen (33) 

estableció que las reacciones ácido sulfúrico-etanol te:!! 

bién se dan con 4-delta,3-alfa o 4-delta;3-beta-hidroxi

esteroides de 19 y 21 átomos de caroono. 

4. Cromatografía en capa fina. Recientemente, le 

CCF ha ganado u.~a creciente importancia en la investiga

ción de los compuestos orgánicos. Su alto poder de reso

lución, aunado a su gran sensibilidad y rapidez posibil1 

tan la aplicación de ésta técnica a prácticamente toda 

clase de com?uestos orgánicos, La CCF es adecuada parti

cularmente para la investigación sobre mezclas de 
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compuestos lipdfilos y se ha Gplicedo muy exitosi;.:nente 

al estudio de los esteroides, y en oste sentido, muchss 

veces ya h& reemplszedo e los mitodos por crom~togre!!a 

en ~apel (34-37), 

Se ha ernoleedo CCf sobre gel de sílice pera sepan.r 

derivados del preenano, obteni6ndose excelentes result&

doe ( 36,37). 

Con respecto e los disolventes, se ha visto s~tis

factorio uear mezcles esoec!fic&s de disolventes de beja 

polaridad con disolventes de elta polaridad (3bi. As!, 

~n este treb~jo ben de ,robarse verioe sistem&s tenien

do como bese cloroformo en alta cantidad y n-butanol y 

e.gua en le menor, 

1,4 O&J!.TlVI. 

El presente tr&bejo de tesis forme parte de un pro

yecto. deserro llado en los Laboretorios Nacionales de 

Fomento Industrial cer~ le adepteci~n de le tecnolog!e 

recortada a las condicioneo nacionales. 

El objetivo particular de la tesis es el desarrollo 

de le o lee t6cnices anal!ticas adecu .. dae cara le dehr

minacidn de pregnen-esteroides producidos oor bioconver

sidn utilizando el microorganismo r1avobecterium dehvdro

genana. Para ello se eetudieron las siguientes tfcnices: 

l, Cromatograf!e. en ce.pe. fina ~e.ra 1dent1fice.ci6n. 

2, 11.edicidn de la reciie.cidn ultre.violete bbeorbide. por 

los esteroides. 

3. Ensayo con fenilhidre.zina. 
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4. Ensayo con ácido sulf6rico. 

El proyecto de tesis respectivo fué presentado para 

su revisidn el Depertrunento de Apoyo Académico de la -

Facultad de ~u!mica, habiéndose encontrado que el tema 

es aceptable y el plcnteamiento enrl!tico es el edecuado. 

l, 5 HIPOTESIS 

a) Com~osicidn de los extractos obtenidos de la biE 

conversidn, De acuerdo a los datos tedricos en que se b,t 

ea el proyecto, los extractos deben contener principe.l

menter el derivado 17-Aceteto del comp,'S' de neichstein 

("S-17") 1 otros derivados relacionados, parciel.mente bl.2, 

convertidos, coco pueden ser los siguientes derivados 

del comp. S: 21-Aceteto ("S-2l"i 1 17 1 21-Dieceteto ("S-

-l7,2l"), y el mis:no comp. s. J.demás, dece conservar al

go de' producto no bioconvertido: Triac, Los derivados a

cetatos, por hidrdlisis alcalina deben formar el produc

to oatrdn, es decir, el comp. S, Sstes suoosiciones deb! 

r~ comproberse mediante CCF, 

b) Los asteroides biotrensformados (comp. s, S-17 1 

S-21 1 S-l7 1 2l) poseen el grupo funcional 4-deltb,3-ceto, 

por lo que d&berln absorber luz ultravioleta con un mdxi 

mo e 240 nm aproximadamente, disueltos en etanol,· Esto 

significa que el aplicar este ensayo e los extractos 1 u

tilizando al .comp. S como estándar (secundario) de refe

rencia, debemos obtener la cantidad total de esteroides 

bioconvertidos, calculados como comp. s. 
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e) Puesto que le fenilhidrezine reacciona con el 

grupo 17,2l~dihidroxi,20-ceto y con el ¡:rupo 4-d<ltf,3-

-ceto, es de esper~rse la formaci6r. de derivados mor.o

fenilhiórezone con los esteroides no bioconvertidos y d~ 

rivedos bis-fenilhidrezone con los bioconvertidos, Cons.!_ 

cuentemente, ~or lEs diferentes estructurrs :oleculEres 

de l~E fenilhidre.zonE.s obtenidr.s, deben obtenerse ciifo

rentes méximos de ebsorcidn de radiacidn. Con ésto ~ue

de h~cerse u.~e determinacidn si:nultán«a de esteroides 

bioconvertidos ;; no bioconvertidos e lE-s dos lon¡;ituóes 

Be onda de mlxi:na ebsorcidn (3d¡ y utilizenóo como estl~ 

de.res (secu.~dE-rios) de renrencia al comp. S y E-1 Triec, 

respectiVEmente. · 

d) Como en el ceso enterior, se presu.:ne que el ~ci_ 

do sulflÚ'ico for:ta diferentes tipos de deriv&dos con los 

esteroides bioconvertidos y no bioconvertidos, Los dife

rentes máximos de ebeorcidn de r•dieci6n resulter.t•s de 

sus diferentes estrurturee moleculeres nos de. le bane ~E: 

ra suponer tue se pueden deterzr.infr simulténesmente ~ 

dos longitud•• de ond&. Huevemente se utilizan comp. S 

y Trise como estánderes secundarios de referenc1&, 



CAPITULO 2 

!o'.hTODCWGH. 

Par!\ la ídentifícac16n de los esterqides se prob&

ron varios sistemas de disolventes en el desarrollo de lE 

CCF, hsbifndoae encontrado como sóecuedo el que se descrl 

be a continuecidn. ?Ere com.,rob&r la exístenci& de deríVJ:. 

dos acetatos del comp. s en los extractos de l• biocor.ver 

sión, orimero se hlZO unE ccr de l& ~uestr& NP-I y los 

com.,onentes <cu! sep!\rad~s rv~ron aislados e hidrolizedos 

y deapuf~ fueron nuevamente crooetoerefiedoa pero con un 

sistema de disolventes leveme"te m~s pol¡;r, i-.s! mismo se 

obtuvieron los espectros de absorcidn infreroja para el 

comi:>uesto s y pera e~ ·extracto ¡;¡..¡, 

Los tr~s ensayos cuantitativos se dividieron en dos 

eta;>Ea; en la primero ( "llesDrrollo N1~l!tico"J se estudi6 

el comnortamiento espectrofotomltrico de loa ~at~de.res 

dis~oniblea (comp. S y 'l'riEc) y de la muestrE NP-I medi&~ 

te la obtencidn de sus curvas de absorci6n. TEmbifn se e! 

tudisron a~u! laa condiciones 69tilllbs pera ceda ensayo. 

En la segunda parte se aplicaron estos ensayos para cur.n

tificar loa esteroides en la muestra NP-I. 

18 



2.1 REACTIVOS, !lATERIAL Y EC,UlPO 

a) Cromatografía e~ capa fina. 

Reactivos.-

19 

Hidr6xido de potasio, Acido sulf~rico concentrado (J. T. 

Baker). 

Etanol absoluto, lletenol, Cloroformo, n-Eutanol pera CCF 

(l.\erck), 

Agua destilada. 

Estei•oides. -

comp. S y Triec, estdnde.res secunde..rios, 

Muestre. extraída del caldo de fer:nentaci6n (NP-I). 

Soluciones preparades,-

Soluci6n esténder del comp. s, l mg/ml en etanol &bsoluto. 

Soluci6n estánde.r de Triac, l mg/ml en etanol absoluto. 

Soluci6n del extracto llP-I, l mg/ml en etanol absoluto, 

Sistema de disolventes "A": cloroformo:n-bute.nol 96:4, 

Sistema de disolventes "B": cloroformo:n-butanol 94:6, · 

3eectivo pera hidrdliais: hidr6xido de potasio en metenol 

el 3;'. 

Soluci6n pera reveler: Acido sulf~1co en metenol al 5fo, 

Equipo;-

Ple.cea: cromatofolios PL precubiertos de sílice. gel 60-

P254, espesor 0,2 mm (Merck), 

c~mere crometogrlfice. de vidrio de 30X30Xl0 cm, 

U!mpere de luz ultravioleta de onde combinada (corte: 

254 nm y larga: 366 nm). 

Aspersor de vidrio oere aplicar le aoluci6n reveladora, 

Microjeringe de vidrio de 10 .l{l pera aplicar muestrea, 

Estufe, 



b) Ensayos cuantitativos. 

;tee.ctivos.-

Etanol absoluto, !letanol, Cloroforco (Merck). 

Clorhidrato de fenilhidrazina (Sigma). 

Acido sulfllrico concentrado (J. T. Baker). 

Agua destilada, 

Esteroides.-

Comp, 3 y Triac, estlndares secundarios. 

Muestra eirtra!da del caldo de fermentaci6;, (ll?-I) .' 

Soluciones pre~aradas.-

20 

Soluciones estándares de comp. s, l mg/ml, 200 .l(g/ml y 

20.A(g/ml en etenol absoluto. 

Soluciones estilnd~res de Trise, l mg/ml, 200 ~g/ml y 

20,.o{g/ml en etanol absoluto. 

Soluciones del extracto NP-I, l mg/ml, 200 ~g/ml y 

20 '(g/ml en etanol absoluto. 

Acido sulfll.rico dilu!do: 62 ml de ácido sul!~rico concen

trado + 38 ml de agua destilada. 

Etanol al .;o, 35, 90 y 95 1' en agua destilada. 

Reactivo blanco: 20 ml de ácido aulfll.rico· dilu!do + 10 ml 

de etanol absoluto, 

~eactivo de fenilhidrazina: 13 mg de clorhidrato de feni} 

hidrazina + 30 ml del reactivo blanco (este reactívo sdlo 

debe usarse recién ?reparado). 

Reactivo ácido: 50 ml de etanol 85~ + 100 ml ae acido su} 

fllrico concentrado. 

E:quipo-

Espectrofotdmetro Perkin-Elmer LC-55 con celdas de cuarzo 
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de l cm y fuente de poder d• deuterio Perkin•Elmer pa

re LC•55. 

Baffo de ~g\16 con tei;,ioetato. 

Reloj, 

2, 2 PROCEDI:il!ENTO 

a) Cromatografía en cepa fine, 

Loe cromatofolio• ee aecaron en la estufa a ao•c 
~or medie hore. se dejó eaturer la c4mare con el eietema 

de disolvente1 ",.•, Se aplicaron 20 -t:l de las aoluciones 

de los esteroides (de l mg/ml)1 Trise, comp. S y NP-I, 

ll secarse loa puntos de aplicación, la placa •• intodu

ce a la c"'1ara y ae deja deaarroller por una bora aproxi

madamente (13 cm del frente de dieolvente), Uaapu~1 de &! 
to, ee retird la pleca de la c4mera 7 ee dejd secar al •! 
re (3 ainutos). Laa freccionea aeperadas y loa eet&ndares 

fueron detectados 7 mercado• bajo luz ultravioleta (254 

na), En seguida u rocid la placa con la aolucidn revela

dora del 'cido 1ulfil.rico y se calentd la estufa a 80ºC 

por 20 minutos, apareciendo aeí la mancha del Trise con 

un color rojo, mientraa que el reato de lae mancbea (mer

ceda1 previamente bajo luz ultravioleta) aparecen de color 

violeta intenao. 

Se corrid otra cromatografía para recuperar lae fra; 

cionea aeperadaa d~ NP-I. Para tal efecto ae aplicd la 

muestra en una banda de cinco punto1 auceaivoa, aplicando 

50 -'{l de le eoluci~n de NP-l ( lmg/ml) en cada uno de e

llos, La cromatogrefia ae deaarrolld como en el caso ante-
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rior. ?ara revelar el Trie.e sin alterar el resto de los 

com?onentee, le ole.ca fµ~ rocieda ·con. l<'. soluci6n reve

ladora s6lo en el carril correspondiente al Triac est~n

dar, cubriendo con ~a9el el resto de la place. Las 4 

fracciones de :i"-I visibles bajo luz ultravioleta se ras

naron de la placa y se colocaron en 4 vasos de >recipita

d:J de 40 rr,l; se effregaron a~uí ;.o ~l del ree.ctivo ;>é.re. 

le hidrólisis y se agitaron "ºr une hora. ?ara Bti.~entor 

el voli;.~en, se adicionaron ;,o ml de ague d•stileda. A 

continuación se extrajeron los esteroides 3 veces con -

10 ml de cloroformo cede. vez. Los extractos se. concentra

ron por medio de vacío h<sta un voli;.~en final aproximado 

de 0,5 ml. De este volu;nen se to<tnron ;o '11 de ceda ex

tracto ?ara aolicerlos nuev~~ente en otra cromuto,lace 

que se desarr,116 en lns mis=es condiciones.anteriores 

· 1]ero usando el siste!Ila de disolventes "5 1
' y a·.:.licando 

te:nbién en otro cerril 20-'( l de la sol;.:ci61. de co¡¡¡p, S 

(l mg/ml), La place se retira, se deje secar y se obser

va bajo luz ultravioleta (254 nm). 

b) Ensayo en ultravioleta, 

?are les curvas de absorción, se tomaron 0,1 ml cte 

las soluciones est~nderes de comp. S y !riac (l mg/ml¡ y 

ee diluyeron a 5,0 ml con etenol absoluto, En segiiide se 

de:ermin6 su Ebsorci6n en la región ultravioleta (200-

320 nm) en el espectrofot6~etro. Dospu~s se ~reparó u.~e 

curve est~ndór cara el com,. s: se hicieron diluciones de 

1-20 .l{g/ml en etanol •bsolutc y se ley6 su absorción g 

242 n.~ contra un blanco de etanol abs~luto. 
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Por dltimo, se hizo un ensayo por triplicado sobre 

el extracto ~P-I: se tomaron o.ce ml de le solucidn de 

N?-I (1 m&l~l) y se diluyd a 5.0 ml con etanol; se leyd 

su ebsorcidn a 242 nm con el mismo ble.neo y se determinó 

el porciento de esteroides bioconvertidos, 

c) EnEeyo con fenilhidrezine. 

?ere conocer le influencie de le concentración del 

reactivo en la •bsorci6n de los derivados, se hizo ini

cieL~ente un eatudio de le fenilhidrazona del comp. S a 

410 run, que es le longitud de onda de :nW<ime absorción, 

se¡;Ú.~ estudios preliminares y reportes de le l:teretura 

(9, 12, 14, 15). Se tomaron 7 tubos de ensayo :• se egre¡;ó 

en cede 1:.no 1.0 ml de le sol~cidn est~nder del comp. S en 

etanol ebsol•Jto ( 20 Jf e/ml). E.n se¡;.iiáe. se ae;regaron 2, 31 

4' ; ' 6' 7' y 3. o :nl del reactivo fenilhidrazinr.., Los tu

bos se celenteron e 60ºC en el ba~o de ee;ue. úespués de 

30 :ninutos se sE-tce:.ron y enfrie.ron e.l chorro del e.gua y se 

determinó su ebsorci6n en el esnectrofotómetro e 410 nm 

contra blancos pre?eradoe con etanol absoluto y le canti

dad corresp,ndiente del reactivo. 

~ara las curvas de absorción, se tom6 0,05 ml de les 

soluciones est{nderes de comp. S y Triac (1 m&fml); se d1 

luyeron e 1.0 ml con etanol absoluto y se egreg6 e cada ~ 

no 5,0 ml del reactivo íenilhidrazina, Los tubos se cale~ 

teron siguiendo el ~ismo procedimiento anterior. se deter 

minó Su &bsorcidn en el espectrofotdmetro con los blancos 

apro?iedos en la regidn 200-320 run y en la de 390-520 nm. 

En estudios ~reliminares se encontr6 una ebsorcidn insig-
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nificante en la región de )20-J?O run. Tli.'.!lbHn se observ6 

en htos que u."1 re.dio fenilhidrezinedcido sulfúrico de 

1:1 no dá las curves de absorción ni el color espere.dos 

(longitud de onda de máxime absorción a 330 nm y E=20JO), 

d) Ensayo con ácido sulfúrico. 

En ensayos crelimineres se enc.Jntr6 que los com,lejos 

formados p~r los esteroides y el ácido sulfúrico tienen 

coeficientes de extinción i::uy bajos si se sigue el ?roce

dimiento de Oertel (16). Debido a ésto se hizo un e•tudic 

para optimizar la concentración del reactivo ete.ncl:ácido 

sulfl1rico: Se tomaron 2.0 ml de la solución esté.ndor de 

Trise (20.qg/ml) y se agregaron 2.5 ml del reactivo ácido 

usando etenol al 30, 35, 90 1 95, y 100~ y en radios eta

nol:ácido sulfó.rico de 1:1 y 1:2, Se prepararon blancos 

con etanol absoluto y el reactivo corres9on~iente, Se mi

dió la absorción de los productos formados en el espectr2 

fotómetro después de 15 minutos de agregad~ el reactivo, 

a 430 nm, 

Para las curves de absorción se siguió el mismo pro

cedimiento, utilizando el reactivo etenol:ácido sulfúrico 

1:2 y con etanol el 85~. Se registró con el espectrofot6-

metro su absorción de 200-320 nm y de 390-520 run, Nueva

mente, en los estudios preliminares se observó une absor

ción desprecie.ble pera ambos esteroides en la región de 

320-390 n;n, 

Siguiendo la misma técnica, se determinó la ebsorción 

para el complejo Trie.e-ácido a 490 nm cada cinco minutos. 

Se determinaron los coeficientes'de extinción pare 
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Triac y comp. S a 290 y·4SO r"'1 si~J1endo el mismo proce

dimiento pero midiendo lF. ebsorci6n SO minutos aeséu's de 

eeregada el reactivo, 

Se hizo unEo serie de curvas de corncci6n preparenóo 

10 t"t•bos con mezcl•s de Tri&c y comp. S de concennE-cio

nes conocidas (0-100;• y 100-0,.;); se agre¡;d & cada uno, 

en el lapso de tiempo adecuado, 2.5 rol del reectivo leido 

y ee leyd su ebsorcidn en el es!'ectrofotdmetro a los 90 

minutos a 2?0 y 4?0 run, 

Fine.lmente, se tret6 la rr.uestri: :~P-I ce lr;. m1so1;. 

forme: Se tomd l.b :nl de l• soluci6n il!'-I (2UO .A{d:nl) :; 

se le a¡:ree6 2,4 i:il del reactivo é.cido, IJesput!s de ·;;o 

minutos se mide su Eb~orci6n En fl cs~ectrof~t6metro e 

2?0 y 4?0 r.:n contN un blr.nco de 1,6 ml de eti;nol absolu

to ~· 2.5 ml del reectivo ácido. :!:.l ensayo se hizo ¡:or tr,! 

1llicedo, 



CAPIT1JW 3 

RESULTADOS 
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El Capítulo se divide en tres partes. En le primera 

se traten los res•Jltados de la identificacidn de los com

puestos del extracto llP-1 1 secarados nor CCP y E.nelizado 

por espectroscopía de absorci6n infraroje. ;;n la se(lU?lda 

se tienen los resultados del estudio sobre los ens•yos 

cuenti te.ti vos pare. los esteroides, incluyendo: ensayo en 

ultravioleta, ensayo con dcido sulfúrico, y.ensayo con 

fenilhidrazina. En la tercera parte se anoten los resul

tados de la aplicacidn de dos ensayos: con 'cido sulfúri• 

co y en ultravioleta, para una muestra del extracto ~P-I. 

3.1 DE LA ID::::iTIFICACION 

Los cromatogrames resultantes se presentan en los 

siguientes esquemas. En las figures l, a,b, y c, se mues· 

tra la cromatografía de identificacidn¡ en la figllra 2 se 

muestra la cromatografía preparativa; y en les figuras 31 

a Y b, se tiene la cromatogref!e. de las fracciones aisle.· 

das e hidrolizadas. En la tabla 3 se enlistan los valores 

de Rf promedio de cada componente aislado y de los est~n

dares, y en la tabla 4 se dan los valores de :tf de las 

crome.tografíe.a con el sistema de disolventes usadb despu~s 

de la hidrdlisis. 
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Figura 1, Cromatograf!aa de identificecidn, 

T= Triac, S= Co:no. s. NP-1= l1uestre del extre.cto H?-1. 

a) Cromato,laca visible bajo luz uv onda cortu y porcial

mente rcveleda en el ce.rril corres;:iondiente el Triac, 

b) La misma cromatoplaca de la Fi¡;ura l-e) vista bajo on

da large de luz uv, 

e) Crometoplece totalmente revelada, tal como se ~precie. 

bajo luz visible, 

Los nú:neros progresivos se dieron arbitrariemente para 

nombrar a las seis fracciones separedas. 
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Figura 2, Cromatoplaca visible bajo luz uv de onda corta 

y parcialmente revelada en el carril corre•?Ondiente al 

Trise y que muestra la aplicaci6n en serie de la muestra 

NP-I pera poder disponer de una mayor cantidad de cada 

fracci6n para su hidr6lisis, 

T= Trie.e, S= Comp. s. Np-I= !/.uestra del extracto !IP-I, 
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!U' ·3 2.:i 3H 4" 5i! 

• t 

• • 
• 

• • 

Figura 3, e) Cromatoplaces visibles bajo luz uv de ond& 

corta mostrando l.E.s fracciones .see•rcdes anterior~ente 

(Figura 2: 2,3,4,5), despu~s de haber sido hidrolizeaas 

(2R,3H,4H 1 5H), 
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NP S 2H 3H 4H 5H NP S ' 2H 3H 4H 5H 

• • • • 

• • • • • • 

Figure ), b) Le.s mismas cromatoplacss de la figura 3-a) 

totalmente reveladas, tal como se epreciEn oajo luz vi

sible, 
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Tabla 3 

V"'lores ·Rf de ln CCI' con el siste:i:a dt- disolventes "A" 

Q!:!Q.!3:n-Butanol º6:4. 

Comoonente l 2 3 Promedio 

'l'riac 0.55 0.57 o.61 0.58 
+ 2 0.43 0.42 0,47 0.44 

3 0.31 0.31 .0.36 0-33 
4 (Comp. S) 0.15 0.15 0.09 0.16 

5 0.04 0.04 o.o; 0.04 

.•r.cs ni1meros del~ columna vertical indicen a loa compo

nentes seperedos de l~s figuras l·y 2. 

Tabla 4 
Valores Rf de la CCF con el sistema de disolventes "ª" 
Q!!Q1

3
:n-Butenol 94:6. 

Com9onente l 2 Promedio 
Tria e J.62 0.63 0.62 

+ 2 o.51 0.56 0.53 

3 0.42 0.45 0.43 
4 (Comp. S) 0.26 0.27 0.2b 

+Los números de la oolUlllnB vertical indicen a los compo

nentes separados en el carril correspondiente a ~P-I de 

la figura 3 a) y b). 
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J,2 DEL DESARROLLC J.NhLITICO 

En éste apartado se e.noten loe res'.lltados de las ~~ 

vas da absorcidn de los tres ensayos cuantitativos, as! 

como su optimizaci6n y posible correcci6n para •Flic~rlos 

a los esteroides en cuestidn. 

Las curvas de absorcidn aparecen como gr~ficas de 

log E contra longitud de onda (n::i); esta presentaci6n fa

cilita mucho la comparacidn visual de los espectros de ªÉ 

sorci6n y puede servir 0are la identificocidn del compue~ 

to, 

Para calcul•r los valores del E, se us6 la siguiente 

·ecuacidn: 
E = A X: P,M, 

C X b 

Donde E = Coeficiente de extinci6n molar. 

1',M, = Peso molecular del co~np, S o del Triac, o 
sus respectivos derivados. 

C = Concentracidn del esteroide en &'i, 
A Absorcidn en el espectrofot6metro, 

b ispesor de la celda, l cm. 

l) 

a) Ensayo en ultravioleta. Los valores de absorcidn 

para Triac y comp. S de dos ensayos fueron promediados y 

graficados (figura 4). También se presenta una ¡;ráfica de 

absorcidn contra longitud de onda (nm) para el extracto 

NP-I y el comp. s. La longitud de onda de m~ima absorci6n 

para el comp. S result6 de 242 nm (E= 10,300), mientras 

que para Trise se vi6n un pico a 230 run (E= bbO). Ver fi

gura 4. 
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Figura 4-e). Curvrcs de ebsorci6n de rE.diaci6n ulhevio
leta para Trise ( ), Comp. S (-·- -) y NP-I (, • ,), 
en eoluci6n de etWl. 
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Pigura 4-b). Curvas de abaorcidn de rediacidn ultravio
leta para Comp. S (- - -) y llP-I (-----) en concentra
ciones de 20 ~g/ml y 16 <(g/ml, respectivamente. 
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En la figura 5 ae ¡;rafic6 le absorci6n del comp. S 

frente a su concentraci6n en A( g/ml. i:.ste. es la curve es

t'1lder pe.rs'le. deterroinscidn de esteroides biotransform! 

dos (tipo com?, S), Le. ecueci6n de la recta corregida 

por regresi6n lineal es: A = (0,0282)C + 0,03286. Donde 

A es la absorci6n le!da en el espectrofot6metro y C es 

la concentraci6n del comp. S o del esteroide tipo comp. 

S en~g/ml. Fere calcular los valorea del coeficiente de 

extincidn moler se us6 la ecueci6n 1) considerando loe 

9esos moleculares del comp. S y Trise correspondientes a 

las eEtructures IV-b y III, es decir, 346 y 473 ¡:/mol. 

0,7 

o.6 

0.5 
D~O. 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

o 5 10 15 
Concentreci6n, "(g/:r.l 

Figure 5. Curve. est~ndar pert. esteroides tipo comp. S 
en sol~ci6n de etanol absoluto, v,O, = Densidad Optica, 
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b) Ensayo con fenilhidrazina. El volumen de reac

tivo adecuado pera la t:ormeci6n del derivado de color, 

result6 aer de 5,0 ml, con lo ~ue se obtiene una meyor 

respuesta en su absorci6n (tabla 5). Esta cantidad fué 

le utilizada en los experimentos posteriores. 

El color del com9lejo formado con el comp. S apare

ce unos minutos después del calentamiento y al final de 

4ste se observa ye un color e.marillo claro bien definido, 

En camoio, aparece un color SJ:!erillo oscuro al agregar el 

reactivo al Trise; 4ste se torna cefé clero al final del 

calentamiento, 

Tabla 5 

Influencia de las concentraciones de reactivo en la ab

sorci6n del derivado feniL~idrazona del com~. s. 

Fenilhidrazina Abeorcidn -410 nm- Incremen~éO 
la abeorcidn 

2.0 ml 0,019 

3,0 0.053 0.034 

4.0 0.107 0.054 

5.0 0.134 0.027 

6.0 0.136 0.002 

7.0 0.127 0.009 

s.o 0.124 0.003 

•se usd l.O ml de la soluci6n del como, S ( 20 .f g/ml). La 
compoeicidn y concentracidn del reactivo de fenilhidra
zina se anotan en el Cap!tulo 2.1 b). 
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:t..~ le fieura 6 se areficen les curvas de &bsor

ci6n pEre e~ comp. s y Trise. ?arE calcular los velares 

del coeficiente de extinci6n, se aplic~·le ecuaci6n 1) 1 

tomando co:no pesos ooleculi;.res: comp. S: 508 e/mol; y 

Triec: 4bl g/mol. Estos ;:es~s :nolecul-.res est"1 c&lcula

dos e o<rtir de las estructuras :noleculnres hi9otétice~ 

de los c~c/le;:os formados (estructures VI y, Vll). Los 

coeficientes de extinci6n molar cCÍ.lculi tics •si fu&ron:' 

'lera e,l coir.;i. S: ~?50= 23;820; h
410

= 24 1 250; y pna el 

Trise: s
250

= 4,700; B
410

= 9 1 070, 

VI VII 

Se hizo una tebla de los redi,os de los coeficiente.;; 

de extincidn moler 1 ~Triec/BCoop. 3 pare le elecci~n de 

.las longitudes de onde en.,l!ticGs :ds e.decuodas, resulta.!). 

do sor de 2o0 y 520 nro (ver table bi. 
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Log E f• Log E 
1 \ ' 

,..- .... -, .. 
1 1 
1 1 

1 ' 4,0 1 
1 1 
1 1 

1 

1 
1 
1 

3,0 1, 1 
1 

1 \ 
1 \ 

1 

2.0 2. 
240 2b0 2d0 300 320 400 420 440 460 4d0 500 

Longitud de onda run Longitud de onda run 

?igura 6. Curvas de absorci6n 9e.ra el co:n;>. s (- - -) 

y Triac (--) con el ensayo de fenilhidrazina, 
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Tabla 6 

l!!lli!...E./:Ss p&ra le. elecci·5n de ),e.s lon5itudes de ond6. 

anel!tic&s n&ra_~l ens'!~~iE.~!!1~~ 

Longitud de ET/ES Longitud de ;;.¡;;$ 
onde., MI onda, MI 

240 410 0,374 

250 Q,153 420 o. 378 

260 0.132 430 0.)S5 

270 o.os1 440 0.412 

w 0.079 450 0,453 

290 0,237 460 0,550 

300 0,388 470 0.780 

310 0,519 430 l.265 

320 0,443 490 l.932 

33_0 0,379 500 3.076 

40.0 0,377 520 3.325 

d) t:nsayo con Acido s.ulf1l.rico. ¡.;¡ máximo de re'1pue! 

ta en la ebsorci6n se obtuvo con el reactivo ~cido sulf~ 

rico concentrado : etanol 85~, 2 : l (tabla 7). Este 

reactivo fu~ usado subsecuentemente. 

Las curvas de absorci6n obtenid&s de tres experimen 

tos para comp. S y Triac, se tienen en la figura 7. 
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?igure 7, Curve de ebsorcidn para ~l Corap, S (- - -) Y 

Trise (------) en el ensayo con ácido sulfdrico. 



Te.ble. 7 

~~e lt: co'!'2mci6!!_.g!L~~~~~ido s!?J2rD~ 
!~Ci6n ~~-l_!X:-~U.212 .!!.!!:i~o e!!.!-1::.!!!!.~Y_LCOn 1foi~¿IQ-
.f.Srico. ·' -·:· .:.,· 

. } ~ ·.' 
··. ,., . 

Etanol, % --¡¡;:¡¡:;··Btanol:,H
2
so

4 
-./.bsó";cídn a 490ñ;t-

(v:v) ·,',: 

so l:l 0.(104 

i35 

90 

95 

100 

1:2 0,05b 

l:l 
1:2 

1:1. 
1:2 

1:1 
1:2 

l:l 
1:2 

0.004 
0.059 

0.001 
0.043 

0.004 
.0 .. 030 

0.005 
0.010 

r:n le. teble 8 se tien~n los neioe to¡!E5 p~n la 

elecci6n de las loncitudeo de ona& ~n~l!tices edccvndcc, 

resultando ser de 290 y 490 run. 

Ln le fieur& ~ se presente lt vtri~ci6n de la nb

sorci6n a 4~0 nm en funci6n áel tiemro. ~esult6 oue el 

:n~xilio de respuesté (mf.yor >.bsorci6n) se obtiene s los 

90 minutos des~u~G de ecr•redo el re&ctivo. Los velores 

de los coeficientes de extinci6n moler se corrieieron 

bajo les nuevts condiciones de tie~;o (deserrollo de 90 

minutos), siendo as!: E290= 6030; E
490

= 0060, p&ra el 

comp. S y E290= 1175; ::::
490

= 3720, por& el ~·riac. Par~ 
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calcular estos coeficientes se usó le ecu•ción 1) con 

los mismos pesos molecv.lares o,ue rn e.l msayo de ultre

violeta: 346 y 473 glmol (Comp. s y Triac, estructures 

IV-by III, ree9ectiv•mente). 

Tabla 3 

!ladios de loa coefi'cientes de extinción moler ~ro:.edio 

oere el eneeyo con Acido sulf(wico. 

Longitud de El Es Loneitud de E1/t5 onda, nm onda, n:r. 

210 l.53 400 30.42 
220 l.29 410 40.15 
230 1.07 420 34,91 
240 0.10 430 29.53 
250 0.48 440 31.60 
260 0,35 450 34.64 
270 0.30 460 33.42 
280 0.29 470 40.04 
290 0.26 480 41.49 
300 0.26 .422 52.30 
310 0.31 500 50,91 
320 0.51 510 38.95 
390 19.89 520 37,33 
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Fi.aura 8. Influencie. del tiempo en la absorci6n de los 

complejos produciños en el ensayo con lcid~ sulf1l.rico, 

Triec solo (- - -) en concentraci6n de 30~g/:nl; y u.~b 

mezcla ~rie.c:Comp, S (-) en concentre.ci6n 40:4•J "(g/ml, 

1'.n .la tebla 9 se presenten los datos obtenidos par& 

preparar las curv&s de correcci6n. Las colu.~nes l y 2 

dan las concentraciones conocidas, en fg/ml , del comp. 

S y Triac, respectivemente, en las mezclas estudie.das. 
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Las colUJ:1nas 3 y 4 dan los valores de absorci6n (de es

tas mezclas) observado~ a laR longitudes de onda 250 y 

490 nm, respectiva~ente, Les collll':.r.es 5 y 6 den las con

centraciones en4g/el de comp. s y Triec, respectivemen-' 

te, suponiendo que sus absorciones secn aditivas y usan

do las ecuaciones 2) y 3) (Ca~:!tulo 3,3). La columna •f 
da el norciento cafculado de Triac relstivo al total cel 

culado de esteroides, es decir, operando con los sip;uie~ 

tes datos: (6/5+6) X 100, La columna 8 da el r,orciento 

calculado de asteroides: (5+6/1+2) X 100, siendo siempre 

(1+2) = 80.'(g/ml. 

Tabla 9. 

Determinaci6n de correcciones emn!rices ~ara la no-editi-

Vid ad en la absorci6n de Tri~ Comn. S en. el ensa:to con 

ácido sulf6rico_,_ 

l 2 3 4 2 6 7 a 
Comp.s Trise Absorci6n Conc. cale, Trie e :!'total 

1'g/ml 'lg/ml 290 490 Comp.S Tri&c cale.:' cale. 

80 00 .771 .015 44.l 0~9 2.1 56.) 

72 08 .763 .065 42.3 7.3 14;8 62.0 

64 16 .755 .139 39.8 16.8 29.7 10.1 
56 24 .745 .206 37.4 25.4 40.4 78.4 
48 36 .734 .273 34.9 33.9 49.3 d6.o 

40 40 .717 .333 32.3 41.6 56.3 92,3 

32 48 ,701 .• 378 30,2 47.4 61,l 96,9 
24 56 .659 ,412 26. 1 · 51,a 65.9 98.1 
16 64 .583 ,494 20,l 62.3 75.6 lOJ.O 

08 72 ,470 .524 12.7 '66,J 83.9 98.8 
00 80 .292 .554 1.6 70.4 97.7 90.0 
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En la fi!:lll'a 9-e) se ~uestra la curve. de correc

ci6n e::ip!ric& 9e.ra errores en le concentracidn tote l; 

es u.~e gr~fice del r•dio de concentrecior.ee totales, 

celculade/rec.l, de le. colu=ine a (3•o/1+2) contrr. los df; 

toe de le col1.:..:r:u:. 7, En la fieura 9-b) se gr~ficé:. el 

~orciento ce.lctcledo de l'ri&c ( colll!r.nf. 7), car.tr~ el º''! 
cie:!ta ree.l de Trie e ( 2/1•2). 

o., 

Calu:::ne. 8 

o.a 

10 20 30 40 50 éO 70 SO 90 
ColtoI:na 7, % 

Fi;:ur& 9, a) Curva de correcci6n ,are. el er.ssyo con 
!l.cido sulfúrico. 
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Fizyra 9. b) Curve de correcci6n pare. el e. .se.yo con 
~cido sulfiirico, 
Colu.~na 7: Porciento calculado de Triac, 
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Colu:nne. 8: ,la dio de concentraciones totales (calcula
das/reales). 
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3,3 DE LA A!'LICACION DE LOS ENS;..YOS CU;...~TITi.TIVOS 

La absorción resultante de le solución del extrac

to NP-I a 242 nm en une concentración de 16 J(g/ml fué 

de: 0,342, 0,332, 0,339; ~remedio: 0,336, 

De acuerdo a la curva est~nder cuye ecuación es: 

D,O, = (o.02a2)c + (0,03286) (figura 5), este absorción 

(0,338) corresponde a una cor.centración de 10,ol -'{g/ml, 

lo cuel equivale en le muestre tomada a: 

(10.31/16.00) X 100 = 67.6~. Entonces: 

Esteroides bioconvertidos (tipo comp. S): 67.6 % 
Esteroides no bioconvertidos (tipo Trise): 32,4 ~ 

Total: 100.0 i> 

Po~ otra narte, la absorci~n del extracto NP-I en 

el ensayo con ácido sulfll.ric~ fuf, a 290 nm: 0,733, 

0,740, 0,721; promedio: 0,731; e 490 nm: 0.209, 0.214, 

0.227; promedio: 0,¿¡7, 

Para calcular les concentraciones de los dos tipos 

de asteroides, tipo comp. 5 y tipo Triec, se utilizó el 

siguiente sistema de ecuaciones: 

(S)E~ + (Trisc)E~ Am 
(S)E; + (Triac)E~ = A~ 

2) 

3) 

Donde (S) y (Triac) son les concentraciones del comp. S 

y Trise, respectivamente; E5 y ET son los coeficientes 
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de extincidn molar del comp. S y Trie.e a las longitudes 

de onda 1 1 290 nm, y 2; 490 nm; y Am es la absorcidn de 

la muestra en el es9ectrofotdmetro a las dos longitudes 

de onda, 

Resolviendo simultáneamente les ecuaciones 2) y 3): 

{S) = 
•' IET' •' /E' "m' - "m T 2-a) 

(Triac) = Ar/E~ • , , , , , , • , , 3-a) 

Sustituyendo en 2-a) y 3-a) los valorea correspondien

tes: ET = 1175; ET = 3720; Es = 6030; Es s éO; y 

Am = 0.731; y Am s 0,217, resulta: 

(S) = 36.3 "!'g/ml: y (Triac) = 26,8 "{e/ml; ~sto hace un 

total calculado de esteroides de 63,l "!'g/ml y un 42,5·~ 

cBlculado de Triac, Observando la figura 9-a), el 

42.5 % calculado de Triac representa un radio total de 

o.SO; por tanto, la concentracidn total real es de 

63.1..¡g/ml sobre 0,80 (63,1/0,80) = 78.9 .l(g/ml. Asi mi_!! 

mo, observando la figura 9-b), el 42.5 ~ calculado de 

Triac representa· 32 % real de Triac; lo cual correspon

de a: 

Esteroidee bioconvertidos (tipo comp. S): 68.0 ~ 

Eeteroides no bioconvertidoa (tipo Triac): 32,0 ~ 

Total: 100,0 % 
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La compare.cidn de resultados se e.precie en la ta

bla 10; Coo el ensayo en ultravioleta, la determinacidn 

de esteroides no bioconvertidos es en forme indirecta, 

por diferencia El 100 %; en cambio, en el ensayo con 4-

cido sulf'1rico la determinecidn se hizo simultlneemente 

sobre ambos tipos de asteroides en forme directa. 

Tabla 10. 

Comoerecidn de la comnosicidn de NP-I Obtenida en dos 

ensayos, 

Ensayo en ultravioleta: 

Ensayo con ácido sulf~rico: 

l + • Eeteroide's bioconvertidos, 
2• Esteroides no bioconvertidoe, 

(32.4 ,<) 

32.0 i' 



CAPITULO 4 

DISCUSION 

Los resultados mostraron la presencia de al ~enos 

un derivado acetato del comp. s {presumiblemente el -

S·l7), as! como otros derive.dos del comp. S, el co1up, S 

y Triac,en el extracto obtenido de la bioconversi6n. Tfl!!! 
bi6n mostraron que los ensayos con ~cido sulfdrico y en 

ultravioleta son adecuados para la detern:inaci5n de los 

asteroides bioconvertidos y no bioconvertidas con u.~a 

exactitud aceptable, mientres que el ensayo con fenilhi· 

drazina result6 inadecuado; 

En s~guida se enalize.n cada uno de los elementos 

que permiten hacer tales afirmaciones. 

4.1 SOBRE LI>. IDENTIFICACICN DE COMPUESTOS 

De la figura l {a,b,c), puede deducirse que la mue! 

tra NP·I tiene en total 6 componentes. r.inco de ellos P2 

seen la estructura funcional 4-delta,3-ceto por su capa• 

cidad para absorber luz ultravioleta (254 nm), 6stos son 

los componentes 21 3,4 1 5 y 6. La otra mancha (componente 

l) corresponde al Trise (figure. l·a) y l-c)) 1 asteroide 

no bioconvertido 1 sin la funci6n 4-delta,3-ceto y por lo 

tanto sin la prooiedad de absorber luz ultravioleta. En 

50 

" 
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c&mbio, desouts de eu ·reeccidn con f.cido durente el rev! 

ledo, la msnche sperece con un color rojo oscuro visible 

bajo luz ultrevioleta de onda corte (254 nm, figura 1-e)) 

y con fluorescencia bajo luz ultravioleta de onda l&rge 

(366 nm, fiffUrE 1-b)). 

De las menchas 2,3 1 4 1 5 y 6 1 la 3 aparenta óstar fo! 

made en reelided por dos compuestos muy semejentes, posi 

blemente uno derivedo del otro ~or descomposicidn duren

te la cromotogre,f!a, Te:tbién puede ser ~Üe esta "doble 

mancha" esté formada )lor los derive.dos S-17 y s-21. i:.l 

hecho real es oue se )lresurne oue esta mancha, por su in

tensidad y temaño, contiene al S-17. Del resto de las 

manches, 2,5 y 6, sdlo puede decirse que son derivados 
1 

del com?• s y no puede afirmarse si ~on o no derivedoe 

acetatos. La mE:icha 6 no se volvi6 a cromatogra.fier y 

m~s bien parece co"·responder & algú:1 pigmento hidrosolu

bi'e p.resente coJLo impureza en el extracto, Les manchas 2 

y 5 hidrolizada.s (2H, .5H) no epa.recen como comp. S (fifil! 

ras 3-a) y ~-b)), por lo o.ue podr!a pensarse c,ue no son 

derivados ecete.toa del como. s. Sin embargo, esta pruebe. 

no ea suficiente ~era afirmarlo por dos rezones: 

l. La cantided eislada de estos component~s en la cromf.t2 

grFf!& prer.aretive (fieura 2) no nos dé le certeza de 

?Oderlos detectar despu6s de un proceso de hidrdlisis en 

una nueve cromatograf!e; el caso m~s clero es el de le 

mancha 4 que corresponde. precís&mente, al comp. S y le 

cual no aparece en las places de la. figure 3, 

2. Durante la hidrdlisis y la extrsccidn se presentaron 
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problemas o de contamineci6n o de desco~Fosici6n extra

hidr61isie ¡ ésto se epr.ecie muy bien en la figura 3-b) 

en le que aparecen veries manches gigantes en l& parte 

superior y aparece el componente 3 en todos los carriles 

de los componentes hidrolizados. 

Sin embargo, si puede afirmarse que el o los compo

nentes de la mEnche 3 s! son derivados acetatos del comp. 

S pues, como se ve en les fie;uras 3-a) y 3-b), este com• 

ponente, hidrolizado 1 aparece en la posición correspon

diente el comp. s. 
Pare corroborar la presencie del S-17 en el extracto, 

se tomaron loe espectros de absorción infrarroja del 

comp. S y del extracto NP-I, Estos se presentan en el h

p~ndice B. El eeoectro del comp. S (B-1) eirvid como pa

trón pare. el análisis del espectro de tlP-I (B-2), ?ertie!! 

do de une longitud de onda de 2000 cm-1, observamos una 

banda estrecha e. 1730 cm -l pare NP-I siendo la misma pa

ra el comp. S a 1710 cm-1 ; estas bandas pueden asignarse 

e le tensión del grupo cerbonil9 1 muy probEblemente de:!!: 

na cetona en la posición 20 1 y que Roberts-Galle¡;her-Jo

nes (39) atribuyen m~s específicamente a la combinación 

17-beta-acetoxi,20-cetona, 

La siguiente banda pare. NP-I, a 1650 cm -l puede a

signarse a le tensión CaO asociada con un doble enlace 

debido muy probe.blemente .al grupo ce.rbonilo alfa-beta.

insaturado de una 4-delte,3-ceton&, Esto se confirma ple 

ne.mente a continuación con el pico a 1610 cm-1 el cual -
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surge de la vibracidn de la tensidn de la doble lig&du

re C=C. latos dos picos se observen tambifn para el 

comp, S a 1660 cm-l {tensidn CsO) y e lblO cm-l (vibra

cidn de la tensidn de la doble ligadura C=C), Lea ban

das a 1440 y 1410 cm -l en NP-I, debidas a le. flexidn :le 

balanceo del enlace C-H, perecen revelar le presencia de 

grupos metilo, o confirmar le de los metilenoe alic!cli 

cos (bandee e 2a60 y 2340 cm-l , no exp~estae en la fi

gura), 

h 1330 cm-l tenemos pera el comp. S (y a 1370 cm-1 

pera NP-I) une banda de torsidn del enlace C-H de los 

grupos metilo, en donde podrían •atar involucrados, en 

el ceso de l>P-I 1 loe metilos de acetato en l&s posicio

nes 3, 17 y/o 21, Finahente., l~s be.ndae de 1240 y lOYO 

cm-l en·NP-I pueden asignarse a vibraciones de tensidn 

C.-0 presentes en ésteres acetatos, La b&.nda e 1240 cm-l 

corresponder!e. entonces preferentemente a un grupo 17-

acetato (39), LE. banQa a 1100 cm-l pera el comp •. S pue

de etribuil·se a le tensidn C-0 debida posiblemente a 

loe grupos alcohol enlazad'ª en 17 y 21 y de donde re

sulte la bende a 1230 cm-1 del grupo -OH enlazado, 

Con estos datos y los de le CCF podemos es! confi! 

mar plen>-mente le identidad del S-17 en el extracto, 

muy posiblemente se trata de le fraccidn 3 de la mues

tra cromatografieda. TambiEn se confirme la presencie 

del Trise y del comp. S asi como la de otros 3 deriva

dos de Este, 
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Por otra parte, puede decirse en tárminos gener~

les que se obtuvo ufia buena resoluci6n cromatográfica, 

En las tables 3 y 4 y en las figuras 1, 2 y 3 se obser

va una buena sepereci6n de los asteroides, lograda bajo 

les condiciones empleadas. El aumento en la polaridad 

del sistema de disolventes "h", pera dar el sistema de 

disolventes "B", cumplid su objetivo: eumenter le movi

lidad del comp. S pera poder obtener u.~a mejor re?olu

cidn de los componentes hidrolizados, Esto se refleja 

en el valor Rf del comp. S que au.~entd 1,6 veces en el 

sistema de disolventes "B'' (ver tablas 3 y 4), 

4.2 SOBRE EL DESARROLLO hNALITICO 

Esta discusi6n comprende tres etapas: ensayo en 

ultravioleta, ensayo con fenilhidrazina y ensayo con á

cido sulfl1rico. 

4,2,1 Ensayo en ultravioleta 

Se confirmd el máximo de ebsorcidn del comp. S a 

242 nm, con un coeficiente' de extincidn molar (E) elto 

(10,300). k esta longitud de onda el Triac no tiene u

na absorcidn apreciable, aunque posee plcos a 230 y 2ao 
run (figura 4), La curva de absorci6n ~ara NP-1 (fiBura 

4-b)) parece indicar que el extracto tiene un comporta

miento an€logo al del comp. S en esta regidn ultraviol! 

ta, La menor intensidad en absorci6n de la curva de 

NP-I con respecto a la del comp. S (fiBura 4-b)) se de

be a la menor concentraci6n usada de NP-I. De hecho, si 

consideramos al extracto NP-I con un peso molecular i-



gual al del comp. s (346 g/mol) y graficamos su loea

ritmo decimal del coeficiente de extinci6n (loe ~) as! 

obtenido contra le longitud de onde en run, pr.re. eli!lli

ñar de la figura el efecto de l&s diferentes conce~.tre

ciones, obtendremos una curva cFsi idéntica a l~ óel 

comp. S (fi¡:ure ~-e), línea pU/lteede.), !Je ~sto podemos 

afirmar ~ue el extracto NP-I tiene un co!llportsmiento de 

absorci6n de rsdieci6n se:neJante sl del.corr.p. ~en la 

rerri6n de 200 e '20 run. Por lo tanto, el cor..p, S fOUede 

servir co!!!o est&nde.r de referencia pare. deter:iinc-.r los 

esteroides "tipo comp. S" en el er.tracto NF-I, es tlec1r, 

los esteroidee bioconvertidos que absorben luz ultravi~ 

lete., Psra ello se dispuso de la curva estandt.r de la 

fi;,ura 5, 

4.2,2 Enst.vo con fenilhidrazina 

En este caso, t~nto l& com?osici6n del re&ctivo c2 

mo su volu.-nen res~lt~ron fectores críticos. La composi

ci6n :n~s édecuada se loir6 siguiendo la técnica de Sil

ber y l'orter (12) con una concentreci6n de reactiw de 

0.43 me/ml de fenilhidrazina en el reactivo blanco, fo! 

medo éste de ~cido sulfil.rico b2% : etanol absoluto, 2:!; 

sin embargo, en ~ste ceso se encontr6 que un volumen d• 

5.0 ml del reactivo da una mejor respuesta (ver tbble 5). 

El crom6geno formado por el comp. S tiene una cur

va de absorci6n con un :n~ximo a 410 ron, coito se eoperi-

ba (fi&ura 6); el coeficiente de extinci6n molar encon

trado (;;410 = 24,250) concuerda bien con los reportados 

anteriormente (12T 14 1 15), La ~bsorci6n de este crom6e.! 
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no en la regidn ultravioleta es bastante intensa: 

E
250

= 29,820, 

El derivado fenilhidrazona del Triac posee una cur 

va de absorcidn ligera~ente diferente a la del derivado 

del comp. s pero •l igual que áste posee su clximo de 

absorcidn a 410 ~~ (E410= 3070), Te.mbián presenta. absor 

ci6n en ultravioleta aunque de menor intensidad: 

E250= 4700, 

Dados estos resultados, le estimeci6n mas exacta 

del porciento del coro~. s (y por tanto del Triac) ee 12. 

gre en con1iciones en les que los redios ETria~E5 Y 

E:¡iETriec sean céximos, por ello fuá necesario calcular 

estos radios (tabla 6) y encontrar es! les longitudes 

de onda mas adecuadas para realizar el =~.lisis simul

tlneo de cocn. s y Triac, siendo éstas de 230 y 520 nm, 

respectivemente. 

Sin embargo, el radio ETriac/~3 a 520 nm es basten 

te bajo, ásto es, a este longitod de onda, el comp. S y 

el Triac ofrecen una pobre y media. absorci5n, respecti

vamente (E5= 460; ETriac= 1520), Tambián ocurre que a 

280 nm el derivado del comp. s tiene una •bsorci6n muy 

alta (E 29,920), Estos dos fen6menos se traducen en 

que, al ensayar una mezcla Triac-Comp. S de aproximada

mente 10 fg/ml cada uno (20.'{g/ml en total), las trans

mitsncias resultantes serían eproxirr.edamente de 20 % a 

230 nm y de 31 ~a 520 ~~.Como se.sabe, v~lores de 

tr&nsmitancia reuy altos resulten en error~s considera-
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bles, 1 en este caso no puede concentrar•• m'• la •o

luoidn; pu~• ya con 15.l(&/•l de cada ••t•roid• •• ob

tendr!a a 280 11111 una tre.n1111it.nci• d• 0.09 ~. lo cual 

r•Jll'•••nta el ailllllO probl .... 

Debe aenoionaree, por otra parte, que e• nec••ario 

corregir lo• valor•• de abeorcidn para eliminar la inflE 

encia de lo• cromdgeno• producido• por 'cido, pues como 

se indica en el Capitulo 4, el Triac forme un crom6geno 

con 4c1do aulfórico da coeficiente de extencidn a94io en 

la regidn ultravioleta (E240• 2670) y v111bl• (E480• 3070), 

1 •l comp. s forma tembi'n con el 'cido 1ulfdrico llll 

crom6geno de abeorcidn media alta en la regidn ultravio

l•ta (B230• 5700) aunque de pobre abeorci6n •n la r•gidn 

visible (B470• 80) (ver figura 7), Coneiderendo fito, re

eulta evidente que •• tenür!a que hacer una correccidn 

para oada ensayo utili1ando un tubo de correccidn con el 

esteroide en 'cido eultdrico, ae1 como 1u respectivo 

blanco. 

Esto,.ademls de la ceoesidad de calentar lo• tubo• 

de reaccidn, hace al •'todo ml• laborioso. 

Por todas lee razones expueat .. , ••te eneayo con 

fenilhidre.zina-'cido sultdrico no resulta adeouado para 

CU!llplir el objetivo propuesto, Sin embargo, et eetudio 

realizado puede ser de utilidad para conocer laa pro

piedades del comp. S y del 'l'riac en cuanto a •u con

jugacidn con la fenilhidrazina. Ea interesante la gran 

similitud de las curvas de abaorcidn de ambos derivados 
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(figura 6 ) • 

4.2.J Ensoyo con ácido· sulfórico 

Nuevomente, en este ceso le compJsici6n del reecti 

vo ('cido sulf6.rico) influye notablemente en las curvas 

de absorci6n. Oertel y Eik-~es (16) estoblecieron ~ue le 

sensibilidad de este análisis, utilizando u.~ reactivo 

etanol:{cido sulf6rico, depende del recio de la compo

aici6n relativa de embos. Esto se confirme en el.presa~ 

te trabajo: es evidente en le teble 7 que se obtienen 

diferentes grodos de absorci6n con diferentes com~osi

ciones del reactivo: la mayor ebsorci6n result6 cuenda 

el radio etanol : leido aulfórico fué de 1 : 2. ~si mi~ 

mo, el máximo de absorci6n se obtuvo cuendo se us6 eta

nol al 85~, a diferencia de los resultados de Oertel y 

Eik-Nes (16), donde se obtuvo mayor absorci6n con eta

nol al 95~. 

Anteriormente Linford (16) hab!a observado que loa 

c~om6genos amsrillos de Zefferoni (25), formados de as

teroides adrenales y ~cido sulf~rico concentrado, csm~ 

bien sus máximos de ebsorci6n hecia la regi6n roja del 

espectro si se diluyen con metanol. Esto heb!& sido se

i1alado ~or Oertel y l>ik-lles ( 16) 1 quienes edemla obtu

vieron diferentes curvas de absorci6n pare un mismo as

teroide, variando la composici6n del reactivo ácido. E~ 

tos resultados, en conjunto con loa del presente treb&

jo perecen indicar cue las diferencias en la composi

ci6n del reactivo ~cido (~cido sulfúrico solo, con met~ 

nol o con etanol en diversas proporciones) producen di-
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versos tipos de derivados o bien influyen noteblemen

te en su naturaleza absorbente, 

Acerca de las curvas de absorción, si anallza:nos 

le figure 10, en la regi6n 330-520 n:n se ~bserva Lln pi

co pi;ra el comolejo Triac-H2so
4
-i:;tanol 65;4 ( "T-35") el 

cual no se tiene ~on el complejo Triac-H2so4-Etanol 95~ 

{ "T-95"), Fuera de ésto, las curvas de a11bos per:nanecen 

semejantes, En este misma regi6n, 'era los com.::>lejos 

del comp. S (co:n¡i, S-H2so
4
-t:tanol 95l<: "S-95": y 

comp. S-H2so4-Etenol 35,4: "S-35") se observ"n mayores 

diferencies: En embos casos a?arecen .?ÍCos eoroximi;da

mente a 420 y 470 nm, eunGue con el S-}5 se ooservli un 

~ronunciado deocenso de absorci6n a 500 nm el cual no 

ocurrid con el s-35. ?ero le mayor y más significativa 

diferencia es oue los coeficientes de extinci6n son mu

cho m~s peque~os pera S-35 que pare S-95. Este es un 

hecho ~ue ofrece una ventaja pErli este ensayo 9ues as!, 

la absorción e 490 nm, en une muestre problema, se de

ber~ principalmente el T-35, teniendo s-35 una menor 

interferencia. Con ésto, es claro que utilizando el 

reactivo con etanol el 85fa no solo se obtiene u.~a ma

yor ebaorci6n sino <:ue edeml;s permite l" deter;ninacidn 

de Triac ~ 490 nm, con poca interferencia del comp. s. 
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Figura 10, Comparaci6n de les curves de absorci6n para 
T-85, (--') 1 T-95 (--·1, S-85 (-···') y S-95 (••••) • 
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Como en el caso de la fenilhidrazina, para lograr 

le. esti
0

m&ci,6n m~s exacta del !'Orciento de a:noos tipos 

de esteroides (bioconvertidos y no bioconvertidos), se 

deben emplear les condiciones en las que el r6dio de 

los coeficientes de extinci6n sean méximos. ~sto se ob

tiene a las longitudes de onda 230 y 490 n:n (ver teble 

3). Sin embc.rt;o, este vez se encontr6 un :narc&.do aumen

to en l• cromogenicided de los complejo~ con el trans

curso del tier.1¿0. f:.ste pirtmetro fue estudiF.do (figura 

8) y como result&.do se vi6 que se alcenz&.ba le mayor 

respuesta e los 90 minutos desnués de e.gregodo el reec

tivo. ra tiemoo no influy6 en l«s curves de &.bsorci6n y 
solamente e.ument~ la sensibilidad del método. ¿vidente

:nente, el desarrollo de l• cro:nogenicid&.d con el tiempo 

se debe ·•'1 comi>lejo del ~riE:c, 

Co:1ociendo y&. lús curv<~ de absorción indiviui;.ales 

para· Triac y co."!'• S (figure 7) es fc'Osible deterrr.1ner 

ambos com9onentes tr<bejando a dos loneitudes de onde; 

htas son, ·co:ro se dijo, 290 y 490 n:n. Como se encontr6 

que les &bsorciones de Embns no son aditive.s (figura 

11), no pueden &plicr.rse diréctamente las ecue e iones 

2) y 3) ?•re. ·cElculer 11 ~ concentre.ciones, sino que es 

nece~L:rio dis;.ioner de curve.e de correcci6n sobre el 

rango t.ot(·l de mezclas posibles. Este.s st presenten en 

las figur&s 9-a) y 9-b) y en la tabla 9, As!, óes~u~s 

do reoliz&.r el an~lisis a 290 y 490 ~~, se calculen las 

concentraciones de Trise y comp. S cor. l•s ecuaciones 



62 

2) y 3) y posterior:nente estas concentraciones se corr,i 

gen con les curvas de correcci5n, co~o se indic6 en el 

:ap!tulo 3,3 • 

0.6 

0.4 

Absorc16n 
a 490 nm 

0.2 

i' Comp. 

Figure 11. Curves que muestren le no editividad en la 
absorci6n del comp. s y Trise en el ens•yo con ácido 
sulf6rico. (~) = P.elaci6n lineal esperada con absorcí2 
nes aditivas. t··1 = Releci6n observada, 

4, 3 APLICACIC:I DE LOS E~lSAYOS CUA~TITi<TIVOS 

Los ensayos en ultravioleta y con ~cido sulfil.rico 

se aplicaron a una mues"tra del extre.cto NP-I. :;1 ensa

yo con f enilhidrazina no se aplic6 ;or considerarse i

nadecuado (Cao!tulo 3.2.2), 

En el ceso del ensayo en ultravio~ete s6lo se re

quiri6 de u.~a curva estender del comp. S a 242 nm (fi

gura 5) pera determinar los esteroides bioconvertidos 

(o tipo comp. S), 



En_ el ensayo con €cido sulf'1rico ae hizo unE. deter 

minecidn si~ult~nea leyendo a 290 y 490 nm y corrigien

do los valores encontrados con las curvas de correccidn, 

~n la tebla 10 se comparan los resultados obteni

dos c~r ai:iboa ::ihodos y se observa une excelente concor 

dancia. ºero debe tenerse en mente oue estrictamente el 

100 % no corresp~n1e totalmente e loa esteroidee, eino 

que se tienen en la muestrñ pe~ue~e.c cantidades de com

puestos no esteroides (Cao!tulo 3, 1), No obst&nte, porr 

efectos précticos m.:ede concluirse ~ue le ¡nt.~stre cent_!! 

nía alrededor de un 68 ~ de esteroideR bioconvertidos y 

un 32 ~ de no bioconvertidoa, 

Los detalles précticos de l~s t~cnicas que result~ 

ron ede~uadas ~· p::>r te;n-co re,,;.;omendables, se e.notEn en 

el Capítulo 5. 
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CONCLUSIO!I 
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El extracto ~P-1, obtenido de la primera bioconve~ 

si6n, consiste de 5 compuestos esteroides que pueden di 

vidirse en dos grupos: 1) los bioconvertidoa (4 compue~ 

toa), que son el comp. S y al menos tres compuestos muy 

semejantes (con la funci6n 4-delta,)-ceto) entre los 

cuales se encuentra meyoritariemente el S-17 acetato, 

principal producto de la bioconversi6n; y 2) los no bi2 

convertidos (1 compuesto), ~ue es el Triac (con la fun

ci6n 5-delta,3-acetato), materia prime inicial, 

De los diferentes derivados observados del comp. S 

a6lo pudo confirmarse plenamente la identidad del 17-e

cetato que por hidr6lisis alcalina se convierte en el 

comp. s. Esto se comprob6 mediante CCF y con ayude. de 

la espectroscopia infreroja. 

Bajo las condiciones emplee.des, la CCF reault6 un 

excelente medio para identificar y separar los esteroi

des en cuesti6n. h continuáci6n se dan loa datos t~cni

coa completos de lae condiciones que ae encontraron 6n 

times para el análisis (table 11), 



Tabla 11 

T~cr..ica re:c~~er.dF.ble r.era le ide:-itifict:ci6n n!lr CCP. 

:,:uestrE.: F.xtracto del celdo de la biocon\"crsi6q Ue .11.riac 
-por Flf;VObEcteriui:. ~_yóro~!!_!· 

Referencia bibliocr~fica1 6, 34 1 31 

CE"ª ede-:Jrbente: Cro;r.E."tofolios P.!.. p.1·,:;:-vt.ieY.to-s de a·!lica 
gel 60 F

254 
· 

!:s::>esor de la cena: 0.2 :un. Tc::it--ño de le ¿lace.: .10·:< 20 cr.:. 

''"re.,err::ci6:1 de lr:~ -nlr.ces: Los croa.stof'J!ios ·:se· s·ect.iron ff 

50ºÓ r.or 30 :;.int.1: Js: · · 
Tioo de c~~e.r~1 De vidrio de 30 X 30 X 10 cm •. 

Técnic&. de ser2nci5n: ~.dsorci6n. 

Saturaci-Sn de le clJ,E.rE: Cerc& de 50 :ninutos, ee¡;i.:idl r•or 
el mo¡ado de un na~el filtro introducido en lH c{~&r&. 

L::>ne;itud ':! tie::.:;o de cor~imi~nto: iy·'Cr:¡¡ éO minutos. 

Com~osici6n del disolvente: :uede ~tiliz&rse el sistex& A 
o E: en f:r·bos CE~os se oCtie::-.E-n b\;,&nes se:;E-r&cio:ies. 
J..: Clorofor.:r.o:n-cvt<nol 3c:4. Volu.1.on total: 100 ml. 
B: Cloroformo:n-éutenol :'4:6, Voh;::.en toti:,l: l~v rr.l. 

?re9r1ración de le. :?:.ueetra: Disolucionf.s en f'tanol r:b~olu
to de 1 ::id::il de les u:i;estrr-s :•P-1 y co:nn. s y Tribc es
t?ndere~ secund&rioo. 

Volumen E-::licEdo: "'~r• identific•ci6n, 20 ,....1 óe c•d• 
muestr&; !)Eré crorr.E>toeraf!e nre!=r.rativ& 50 Al• 

Sustenci'-s ;¡~ ?.fB Detecci6n 

l. Trie e 0.53 0,62 Revelado por H2so
4 2. J;eriv•do del com:o.s. 0,44 0,53 Bajo luz uv 254 rur. 3, S-17 0,33 0,43 

4. Comcuesto s O.lb 0,26 
5. Deriñ.do del comp,S 0.04 ? 
5. C:>:r.~uesto no ident,i o.oo ? E&jo luz visible 

ficado 



Se confir.:n6 oue los asteroides bioccnvertidos 

(con le. funci6n 4-delte.,)-cetoj, disueltos en etenol 

absoluto absorben luz ultravioleta con un o€xico ·• 
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242 nm, e.l igual que el comp. S est€nder; ~or fsto fue 

~osible utiliz~r al co~~. s co~o ,atr6n de referencia 

pare determinar el total de esteroides bioconvertidos. 

Este fu~ de 67 .6 :'. Bste porcien to concuerda cu¡• bien 

con el obtenido en el enssyo con leido sulfúrico, 

66,0 %. En este ensayo, los diferentes tipos de deriva

dos: es•eroide bioconvertiio - ácido sulfúrico y aste

roide no bioconvertido - leido sulfúrico, dieron dife

rentes méximos de ebsorci6n de r•dieci6n: 290 y 4SO ~~. 

reepectiveoenta. Puesto que los deriv<dos ~cidos del 

comp. 5 y del Trie.e son los cue determinen el ~atr6n de 

le sbsorci6n del extracto N?-I e 290 y 4go'nm, respecti 

vEmente, se pudieron use.r e:nbos co::i.:J e:itl:-idEres de ref_! 

rencia secundarios p&ra determinar si~ult~ne~ente los 

asteroides bioconvertidoe y no bioconvertidos a 290 y 

490 nm. Aplicando curve.a de correcci6n se lo,;r6 estimar 

a los primeros en un 63 ~ y a los segu.'1dos en un 32 ¡~. 

En las te.bles 12 y 13 se tienen las técnicas edecue.das 

pare estos ensayos. 



fabla 12 

f'cnica reco=endable para la determinaci6n de 4-delta,3-
ceto-eateroides de c21 oor absorci6n de lu~ ultravioleta. 

67 

Mueatra1 Extracto da est•roid•a de la primera bioconveraidn, 
200-.i(g/al eo etanol absoluto. 

Reactivoa: Etanol abeoluto 1 Comp. s, estándar secundario. 

Aparato1 Eepeotrofotdaetro de radiacidn ultravioleta con 
celdae d• 1 ca. 

Preparacidn de las mue11trae1 Diaolucido de 1ae aueetrae para 
llevarlas a Wl& coocentracidn final de 10-<(g/ml en etanol 
abaoluto. 

fieapo d• lectura1 Dcapu•a de preparada (DO depende dal 
tidpc), 

Longitud de onda r blancor 242 r111 contra etanol absoluto. 

C'lculo de concantracionea1 Con la curva 1at"3dar preparada 
con el comp. S eat&ndar (figura 5), 

Resultados Porciento de eeteroidee bioconvertidoe, 

fabla 13 

ffcnica recoaendabl• para la d•terainacidn ailllult4n1a de 
4-delta,3-ceto y 5-delta,3-acetato-eeteroide1 de c21 con 
•l enaayo de •cido 11ulftb-ico. 

Mueatra1 Extracto d• 1eteroid1a de la primera bioconveraidn, 
200 "(«l'al en etanol abeoluto, 

Reactivoa: Reactivo 4cido, fonnado de: 50 al da etanol al 
85~ + 100 •l de 'cido eulfdrico concentrado, 

Aparato: Eepectrototdmetro de radiacidn uliravioleta r 
viaible con ce14aa de l ca. 

Preparaci6n1 Agregar 2.4 al 4el reactivo 'cido a 1.6 al de 
aueatra, 

tiempo 4e lectura1 D••pu.•• 4e 90 aiJlutoa de ecregado el 
reacUvo 'cHo. 

Loagitu4 4e onda: 290 r 490 na. Blanco1 1.6 al 4e etanol 
abaoluto + 2.4 al 4•1 reactivo ic14o. 

C'lculo de concentraoione•• 60JO(S) + 1175(!) • •
290 

1 
60(S) + 3720(!) • •.aqo , Eatae conctllltracionea H · 
corricen con i.. curtia de 1a ficus'• 9. 

Raeulta401 Porciento total 4e 1at1roi4••· 
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Las curvas de ebsorci6n pare. comp. S y 'l'ri<.c en el 

ensayo oon fenilhidrezine resultaron muy semeja~tes, so

bre todo er. la reeifo \'isible. ::r.tbnces debe desecharse 

le hin5tesis inici&l de cue el Triec y el co:np, S formen 

diferentes tipos de derivados, o Cien les diferencias en

tre ambos no se refJejan en su patr6n de absorci6n de luz 

visible. De hecho, el ~.~xi~-º Ge absorcdn .Je los dos derJ:. 

vados ea el mismo en esta reedn: 410 nm, Debido a ésto y 

e la necesidad de hf.cer er,;ndea corr·ecciones pare. eliminar 

la absorción de crom6eenos producidos por el ácido del 

reactivo fenilhidra2ine 1 este método no se encontr6 ade

cuado pere el objetivo ~repuesto, Por otra parte, i~~li

ca un gasto superior el de los otros métodos estudiados. 

?ine.l.Jr.ente, se recomienda seeuir el ?rocedimiento 

del enálisis por CCF, le valoreci6n en ultrévioleté y le 

valoracidn con ácido sulfiil-ico ;.P.re identificBr y cuanti

ficer los esteroidea producidos en la see»rnde bioconver

si6n, donde se obtiene la hidrocortiaona. ~si mismo ser!~ 

interesente estudiar las !JOSibilidv.dea que, ~ar• su arnHJ:. 

sis cuantitativo, nos ofrece el estudio de les curves de 

absorci6n espectrofotométrices de otros esteroides con 

ácido sulfúrico concentrado. ?ueden encontrarse métodos 

sencillos y econdmicos. 
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