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RESUNEN

Por cromatografie en cept fina y espectroscople de
gbsorcién infrsrojs se comnrobé que el extrscto estudiado,
obtenido de la bioconversidn de Trimc nor Flevobecterium
dehydrogenens, contiene los siguientes esteroides: Comn. 5,
Wriac. y &l menos un derivedo acetiledo del Comp. S; éste
dltimo es el S-17, nrinci»el producto de la bioconversién,
El resto son temtién derivedo>s del Comp. S Yy, eungue no se
pudo comvrober, se presume seesn 108 compuastos S-21 v
5-17,21.

Se proberon tres métodos pere cuentificer los este-
roides del extracto: enseyo en ultravioletu, enseyo con
fenilhidrazine y enscyo con dcido sulfirico. El de fenile
hidrezine roguiere de le determinacidn de muestrss blenco
pare eliminer le ebsorcién de cromégenoe producidos vor
4cido y el calentamiento controledo de los tubos de reec-
cién por-perfodos de més de une hora. De ehf que ls pri-
mers y tercere técnice resultaron las més sdecuasdes vpers
un enseyo rvtinerio debido a su sencillez. Con el ensayo
en ultravicleta se determind un 67,6% de esteroides bio-
convertidos y con el enseyo de £cido sulfirico, determi-
nendo simultfneamente esteroides bioconvertidos y este-

roides no bioconvertidos e 290 y 490 nm, resultd un 68%
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de los vrimeros y un 32% de los segundos.

ks, con la ayuda de embos ensayos es posible evea-
luer los wroceses de extreccién vy ourificacidn esf como
cuantificar el rendimiento de 1z bioconversidn con una
exactitud razoneble, siendo aderfs enszyos susceptibles
de orecticarse rutineriamente en el proceso biotecnolé-

gico vor su bajo costo, brevedad y sencillez,



1
INTRODUCCION

Los esteroides forman un gruuo de compuestios de
gren ocurrencie en le naturaleza oue poseen el esgueleto
tetracfclico de carbono llamedo cicloventenoserhidrofe-
nantreno (I). Ademds, existen muchos compuestos sintéti-
cos anélogos aue se pueden incluir convenientemente en
este gruoo (1),

Lz diversided de los compuestos esteroides results
priceramente de le verieci’n de lzs ccdenes letercles
Rl' R2 ¥y 33 ¥, en segundo término, de lams diferencias_en
le sustitucién nuclear y el grado de inseturacidén. Gene-

relmente R, ¥ R, son grupos metilo y ocesionalmente pue=

den ser grtpos zxigenados. Ho exizte el grupo RZ en les
hormones estrogénices y otros esteroides que tienen el
enillo & y/o B aromftico, I¢ cedens letersl R3 suede te-
ner 2,4,5,3,9, o 10 &£tomos de carbono, o9, 3i esté ausen-

te, le vosicidn se encuentre oxigenada genersimente (1),




piferentes investigedores usen rétodos sexejentes
vare clésificar a8 los estercides. Los mévodos se besen
en les diferenciss de los sustituyentes 53. es aecir,
sobre el £tomo de czrbono 17 (C=17), ya see de scuerdo
el tipo de sustituyente o pien de ecuerdo &l nlmero de
dtomos de carbono de &ste. Une clesificecidn muy comnrle-
te es le prosorcionzda nor Coffey y Brooks (1) en le cual
se considere el némers totel de dtomos de cerbono y el
tipo de sustituyente en C-17. Zn el enéndice "A" se re-

oroduce este clesificecidn,

Le gren diversided en su sctivided fisioldgica, ne-
ce de los esteroides un grupo de compuestos gue ht sido
emoliemente estudiado.

Se les 1oc51{za como £cidos bilieres, comnonentes
de la bilis que colaboren con le digestidn intestinel,
Se encuentren en la corteze adrenel de los memf{feros,
donde le crogesterons v oiros esiercides relecioancdos,
conocidos con el nombre 5ep6rico de "corticosteroides",
participen en una emclie verieded de funciones oue com-
orenden: £ltereciones en el metzbolismo de cercohidre-
tos, 1foidos y proteines; efectos sobre el metsbolismo
de electrolitos y sgue; efectos hemetoldgicos; eccidn
secretora y efectos sobre le respuesta insuwne, Asfl pis-
mo, existen los andrégenos y estrégenos, secretsdos en
su meyor perte nor testfculos y overioe, resjpectivemen-
te, Fstos dos tigos de esteroides son conocidos como

"hormon&s sexuales" mesculines y femenines ror ser les
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responsables del descrrolle de les cerecter{stices se-
rugzles secundaries. Finelmente,enire los asnimeles infe-
riores exisfen ciertos tipes de esterocides como le ecdi-
soae, hormone gue influye en le metemorfosis de zlgunos
insectos, ! les bufediendlides, dresentes en forme conju
geda en les gléndulas venenoseés de 106 SEpPOS.

Por otro lado, los esteroides formen una serie d¢
sroductos del metebolismo secunderio de los vegetales,
Se forman por diferentes métodos de cicleeidn ¢ rertir
del escualeno. As{, rueden nallarse en forme libre, co=-
wo clertos ésteres del esterol en ciertos lf{pidos, o
conjugedos como en el ceso de los heterSsidos (glicdsi-
dos cardiscos y saponines esteroides) y elceloides este-
rofdicos.

Los glic4sidos cardiecss son hetersidos cuya geni-
ne tiene una-estructure esteroidal y cumnenten el trabejo
geherado.por el misculo cerdiaco. Las ssponinzs son hete
résidos cue tienen rrooiesades detergentes y poseen, note
bles propiediedes hemol{tices. Fueden ser tipo eatéroide
0 tipo triternenocide.

’ slgunos ejemplos de esteroides de ocurrencis vege-
tal se presenten en la tabla 1, Los detalles estructurs-
les de cede uno de los grupos pueden observarse en el
apéndice A.

Con éste penorsme, queda menifiesta le- importencie
vréctice de lo0s esterocides, tento en el diagnéstico clia

nico de sltereciones fisiolégicss como en ls terapiﬁ de



lag mismas, Graduaslmente se han descublerto més y nés

compuestos esteroides de imrortancia fermecoldgice reco-

nocida y, en le sctuaslided, la terapis esteroidal se he

extendido a tal grado aue ge he vuelto imperativo desa-

rrollar los medios nera oroducir en grendes cantidades

las sustancies esteroides farmscoldgicemente activas, Gg

nerelmente le meyor{e de estas sustancies coseen un gru-

20 hidroxi en el carbone 11 (C-11) de su molécula mien-

tres que los esteroides de los oue se dispone con feci-

lided en ;randes centidades, cerecen de este grupo verti

cular,

Tabla 1,

Algunos tipos de esteroides de origen vegetsl.

Tito de -
esteroide

Libres

conjugadosj

_Glicdsidos
cardiecos

- Seponines
esteroides

LAlcaloides
esterofdicos

Ejemoles

Colesterol
grgosterol
Estigmesterol

Digitoxigenina’
Estrofantidine
Ouavagenine

+*
Diosgenina
Hecogenine
Sarsepogenina

Veratrina
Yerbine
Seudeoyerbina

Localizatiow

Algas rojas
Cornezuelo del
centeno

Digitalis, Stro
phentus. Huches
tngiosrermas

Dioscores, Lgeve,
Trillium, Yucce.
Y¥uchas Monocotile
déneas

Veratrum. Varios
géneros de les:
hpocinéceas.

+ Se indice la genina.



5

La introduccidn del grupo hidroxi en C-1l es dif{-
cil por .medios puramente gquimicos zor 1o que se ha recu-
rrido & las'trznsformaciones microbienss. Feterson y Nu-
rrey (2) mostreron en 1352 que la progesteronz es hidro-

xilede en C-11 nor le eccidn de Rhizoous errhizus, Desde

entonces, verios investigadores hen mostrado oue los mi-
croorgenismos pueden efectusr muchos tipos de trensforme
ciones en los esteroides, incluyendo hidroxilacidn en my
chos puntos diferentes de le moléculs, formecidén de cetg
ne, epoxidacién, hidrogzenecién, rompimiento de le cadena
dateral y variezs mezclecs de estes reacciones (3).

Como materia prima pers les bioconversiones micro-
bienas se hen emnleedo diverasos esteroides naturales.
Yuchos investigedores se han dedicado & estudier les tég
nicas cue les parmiten obtener vegetales de elevado ren-
dimiento de sapogeuines, tales como le diosgenina (1I) y
1a hecogenina (4).

11

Generelmente, les sapogenines se obtienen en el xip
mo lugar donde crece la plente, For ejemplo, en Néxico,’
Américe Centrsl y Le India se obtiene le diosgenine &

sartir de varias especies de Dioscorea, mientras que la



hecogenina se extrae del fgzave siszlene en Xenia (4},

zn Néxico, particulermente, se extrze la diosgenina
de diferentes slentas z las que gse eplica el término de
"barbasco", Este comnrende diverses esgecies de Dioscorea
que crecen drincipelmente en les regiones tropicales y
subtropicales. Después de le extreccidn de le diosgenina,
se producen en México esteroides interzediog e vertir de
ella; uno de ellos es le l6-dehidrooregnenolona, de le
cuel se derivan més de cien compuestos esteroides con
actividad farmecolédgice, Tsles derivedos se aplicen para
corregir deficienciss y sltermciones en le oroduccién de
hormones mesculinas y femeninas, Se utilizan en el trate
miento de diferentes tipos de céncer y en zlgunas enfer=
medades inflemetorias. Se usen contra enfermedédES arte-
rieles y del corszdn y como contraceptivos y en elgunos
problemas de embarazo. Adem#s estos compuestos pueden
ser aprovechgdos en la industrie de los insecticides d@
control bioldgico (5).

Sin embargo, la produccién nacional se basa princi-
palmente en la obtencidn de los esteroides intermedios,
cue no poseen ectividad farmacolégica y, ea su meyorie,
se excvortan, Junto con é&sto, iéxico imrorte andrdgzenos,
estrégenos y corticosteroides de reconscida ectividad
fermacol8gice rero de costo elevedo, Se hace zs{ eviden-
te la necesidad de desarroller en uéxico biotecnologilas
capeces de aproevechar los intermediarios obtenidos de la
diosgzenina nare convertirlos en férmacos activos y dis-

minuir de £sta forms los costos de imvortaciédn.



Como une forma de mfronter este vroblema, en los
Ieboratorios Necionales de Pomento Industrial se desa;
rrolld un proyecto de investigecidén perz le obtencién de
hidrocortisone por bioconversién {6). Proyectos del mis-
mo tipo se deserrollan en otras instituciones en iLéxico
n.

En el proyecto propuesto se usa como meteriel de rer
tida un derivedo de la diosgenina, el 3,17,2l-tris-(-zce
tiloxi),5-pregnen,20-ona (II1}, conocido también como
trieceteto de triolona o triacetato de pregnenolonz -
("Triac"). Lote compuesto es convertido por el microorgs

nismo Flavobacterium dehydrozenans en el derivaedo l7-zce

tato del compuesto "S" de Reichgtein: 17-zcetiloxi,2l-hi
droxi,4-vregnen,20~ona (IV), conocido més comunmente co-
mo el compuesto "S-1l7-acetato" {"3-17"). & su vez, &ste
es transformado vor Curvularis lunate en hidrocortisona

(v).



Iv=b
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La hidrocortisona, ol igual gque otros corticoste-~
roides, se usa terapfuticamente en el tretamiento de '
reemrlezo pera Dacientes cuys secrecidn enddgena de es-
teroides edrenocorticeles se encuentre disminuide o eu-
sente;por ejemplo, en la enfermeded de Addison o en le
insuficiencia edrenal secundaris, y en la teresia pelie-
tive rare suprimir ciertes menifestaciones de enfermeded
como en el ceso de la artritis reupmetoide. As{ mismo, le
hidrocortisone regresents 2l mayer gasto tor imporiacidn

en el grupo de los certicosteroides,

1,1 PROBLEMA

Precuentemente, uno de los problemas metodoldgicos
243 importantes en éste tipo de biotecnologiaé lo consti
tuye el proceso del sislemiento del producto deseado., To
mando en cuente la gran centidad y verieded de compues-
tos presentes junto con el preducto trensformedo por las
célules microbienas, es evidente la dificultad, tento de
obtenerlo con el gredo de pureza adecuado, como de cuan-
tificar su rendimiento., Asf, estos procesos de extrec-
cidn y purificecidn pueden lleger s significar verdede-
ros obstéculos econdmicos en el proceso globel.

Sin embergo, nueden montarse técniczs adecuedes ren
tables pera logrer rendimientos excelentes, Para ésto,
es necesario hecer una investigecidn-'detalleds utilizen-
do el m8todo cientf{fico. Como uns parte importante de és
ta, han de desarrollerse les técnicas enzlfticas edecus~

des vere eveluar los procesos de extreccidén y purificacidn
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y el oropio rendimiento de la bicconversidn.

En le actualided existe sbundante informecién sobre
los métodos enaliticos vera cusntificer ecte tipo de es-
teroides (corticosteroides) en la préctice Clinica (8-1b).
Se tienen algunos métodos muy bien optimizades rpare necer
estzs determinzciones en sengre y oring, Tarbién se dise
vone de une verieded de métodos pare les cuentificecio-
nes de corticosteroides en medicementos: (17-22). Tsles
métodos, tento en el dree Clinica como Farmacéutica, ven
desde simvles determinesciones espectrofotométrices, heste
unes que utilizen téenices més esofisticadas como espec-
trosconia de resonancie megnétice nuclear, olerogrefis
diferenciel y redioinmuncenseyo.

No obstente, pasre el enélisis de corticosteroides
en le produccién biotecnoldzica, se tienen relativemente
pocoé mnétodos resortedos. sdemés, la nroduccidn biotecns
18gica de esteroides es més reciente cue la determinee-
cidn de édrticosceroides en le oréictica de la Gufmice
Clinice y en el enélisis de medicamentos.

Junto con ésto, existe el vroblema de la cerencis
de esteroides esténderes, particulsrmente del derivedo
17-ecetato del compuesto *S* ("S=17").

Es por ello que en el presente trebejo se vretende
encontrer un método edecusdo para la determinacién de los
pregnen-ésteroides obtenidos de los extrectos fermentedos
avlicando los métodos uszdos en la Qufmice Clfnica y Far-
macéutice, modificandolos y adeptandolos, y consideran-

do, pues, cue s81lc se dispone de Triac y comp. S como
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esténderes secundarios de referencia, Z1 estudio se limi
ta 2] enélisis de los esteroides obtenidos en la primers

bioconversién (efectuada por Flevobascterium dehydrogenens)

1,2 ELzZCCION DE TECWICAS ANARLITICAS

Se eligid la esrectrofotometria de rediecidn ultra-
violeta y visible ye que &sta prooorciona el medio més
cémodo y econémico pars el andlisis de rutina, ss{ mis-
mo, en le (uimice Cifnica es el método m?s comunmente exm
pleado y es reguerido tembién vor la Farmecopea de los
t€stados Unidoa, edicidn XX ("USP XX") y cor la rsraeco-
pea Nacionel de Néxico, edicibn IV ("Fild IV"), rers es-
teroides del tipo de la hidrocortisona (21,22). Pinel-
mente, se disvone de espectrofotdmetros de rediscidn ule
' travioleta y visible en cualqhier leboretorio de Anéli-
sis Quimico, -

T seguide se eligieron treus métodos de endlisis de
entre une gren verieded. Esta eleccién se hizo en base a
las siguientes consideraciones: 1) Disponibilided de los
‘rezctivos, 2) Costo de los reectivos, y 3) Tiemro ocura-
do en le reslizecién del enélisis, tel, quedd descartado
junto con otros métodos, el de la formecién de derivedos
con szul de tetrezolio {donde se utiliza también hidréxi
do de tetreretilsmonio, embos im»ortados bejo pedido),
que eunque smpliemente usedo en el extrenjero y més efn,
dictedo vor ls US® XX y la #N% IV, tiene un costo zproxi
mado en reectivos de 13,000 peso§ vor un mes de cinco &

nélisis diarios; e diferencia del método de la fenilni-

*Enero 1985
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drazina gue represente en los mismos términos un gesto

de solo 700 pesos', siendo este dltimo método el menos

barato de los tres seleccionedos:

1. Nedicién de la ebsorcidn de luz ultravioleta de los
4-delte,3-ceto-esteroides disueltos en etenol,

2. Remceifn con clorhidrato de fenilhidrezine y determi-
nacién de los complejos fornedos por espectrofotome-
tria de radiacién visible.

3. Remceifn con Acido sulfirico concentrado y determina-
cién de los complejos formedos por espectrofotometrie
de radiacidn visible.

Y, como una técnica de gren ayude en la identifica-
cidn de los esteroides,

4., Crometograffs en capa fine ("CCF"}.

1.3 PUNDANENTACION BISLIOGRAFICA
DE LAS TECNICAS ELEGIDAS

1. La msbsoreidn de luz ultraviolete nor los esteroi
dee alfe~-beta~-insaturados en el anillo A es un excelente
medio vara determinarlos. Ia conjugacién'de los croméfo-
ros etilénico y ceténico produce un eumento en les trane
siciones electrdnicas comprometiendo le trsnsferencia de
un electrén del orbitel pi etilénico al orbital gi del
carbonilo, Esta transicién es conocida como una transfes
rencia electrdnica, simbolizeda como uné bende de ebsore
cién "ET" y tiene una longitud de onda de méxima absor-
cién, vara el ceso de los 4-delte,3-ceto-esteroides, de
239-244 nm (13,23,24). Por tanto, cualguiera de estos

*Enero, 1935
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esteroides puede determinerse midiendo su ebsorcidn en
tel longitud de onda,
2, 2, Métédo de 1ls Penilhidrezina., Pué propuesto origi
nalmente cor Silber y Porter para sengre y orina (9,12).
Consiste en le medicifn de la ebsorcién & 410 nm zroduci
da wor los derivados amerillos de fenilhidrezons de los
egteroides daspués d2 su resccién con un reactivo com-
puesto de fenilhidrazins-écido sulfiérico-etenol-egua, &l
nétodo ne sido modificedo por algunos Euéores sero los
misnmos Silber y Porter lo hen ontimizado (14,15). L& fe-
hilhidrazine reacciona en el grupo 17,21-dihidroxi,20-
ceto y en el gruno 4-delts,l-ceto, Asf, dependiends de
su estructura, oueden formerse derivedos mono~ 0 bis-fe-
nilhidrezona, Bajo las condiciones ewnleades en el méto-
do de Silber, la hidrocortisoﬁa vy la cortisona resccio-
nan vere dar-3,20 o 3,21~ bisffenilhidrazonas (14). lLa
cadena letersl dihidroxiecetona sufre trensposicién de
Mattox con le oroduccién de 20-2l-cetzl, Une molécule de
fenilhidrazina reacciona entonces en le posicidn 21 y,
en el casco de le hidrocortisons y cortisona, resultz uns
3,21-bis-fenilhidrazona cor le adicién del rewzctivo en
1le pogicién 3-ceto (14). Los esteroides con la funcidn
21~hidroxi,20-ceto pero sin el grupo 17-hidroxi, reac=-
cionan con le fenilhidrazina pero sus picos de absorcifn
se centran de 340 & 360 nm y muestren muy poce sbsorcidn
a 410 nm (12),

3. Wétodo del ncido sulflrico. Zaffaroni (25) ofre-

cié los primeros datos sobre esgectros de absorcién de
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cromdgenos formados con esteroides edrenales y compues-
tos relecionedos, con 4cido sulfdrice concentrado. Eéé
recientemente, Zaffaroni y otros sutores (26,27) han e=
plicedo éstes propiedades pzre el endlisis de diversos
esteroides, Se hen diseflzdo varios.orocedimientos (27-
-30) para lz determinacién de pregneno-3,17,20-triol -
(pregnanotriol) en orina basados en los productos forma-
dos con deido sulfirico. Oertel y Eik-Wes (15) regorta-
ron en 1959 que los 5~de1ta,3-beta-hidroxi—eateroides
vueden determinarse por reaccién con upn reactivo 4dcido
sulfirico-etanol, Se desarrolla un color emerillo en dos
minutos y es estable al menos por dos horas, teniende un
2éximo de sbsorcién a 400-405 nm. A partir de entonces
este método se hs visto conveniente para la determina-
cidn de los 5-delta,l-beta-hidroxi-esteroides, para =
vregnanodiol y pregnenotriol, aunque se obtienen veria-
dos colores con une verieded de comouestos esterdides 'y
no esteroides (10,13,32). For ejemnlo, Carstensen (33)
establecid oue las reacciones £cido sulfdrico-etanol tem
bién se dan con 4-delte,l-elfa o 4-delts,3-beta-hidroxi-
esteroides de 19 y 21 &tomos de ceroono.

4, Cromatogreff{e en ceps fina, Recienvemente, le
CCF ha ganedo una creciente importancia en le investige-
cién de los compueatos orgénicos. 3u alto poder de reso-
lucidn, aunado & su gran sensibilided y rapidez posibilir
ten la aplicacidén de &sta técnica a précticamente toda
clase de comsuestos orgdnicos., La CCF es edecuada parti-

cularmente para la investigacién sobre mezclaes de =
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compuestos 1ipéfilos y se ha aplicedo muy exitosamente
al estudio de los esteroides, y en este sentido, muchss
veces ye ha'reemplezado & los métoddos por crometogrefis
en vapel (34-37),

Se he empleedo CCF sobre gel de silice pere separer
derivedos del oregnsno, obteniéndose excelentes resulte-
dos (36,37).

Con resvecto 2 los disolventes, se hé visto satis-
factorio usar mezcles esveci{ficzs de disélventes de beja
poleridad con disolventes de elta polerided (36). as{,
&n este trebzjo hen de Jsroterse Verios sistemes tenien-
d0 como bsse cloroformo en alta centided y n-butenol y

egua en le menor,

1.4 GEJETIVCL

El presente trubejo de tesis forme verte de un pro-
yecto deserrollado en los Leboreiorios Nacioneles de -
Fomento Industriasl cer2 ls edsptecisn de le tecnologie
recortsde & las condicionea necionales. '

Z1 objetivo particuler de la tesis es el desarrollo
de 1& o les técnices analitices sdecusdss vera le deter-
pinecién de pregnen-esteroides producidos vor bioconver-
sidn utilizendo el microorgenismo ¥levobecterium dehvdro-

genans. Pare ello se estudieron las siguientes técnicess

1, Crometograffe en cepe fine vera identificecién.

2, Yedicidn de la rediacidén ultraviolete sbsorbide por
los esteroides.

3. Ensayo con fenilhidrezine.
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4, Ensaye con écido sulférico.

E1l proyects de tesis respectivo fué presentedo pera
su revisién al Depertemento de Apoyo Académico de la -
Paculted de (uimice, habiéndose encontredo que el tema

es acepteble y el plentemmiento enelftico es el edecusado.

1.5 HIPOTESIS

a) Comgosicidn de los extrectos obtenidos de la big
conversién, De mcuerdo & los datos tebricos en qué se be
sa €l proyecto, loa extrectos deben contener principel-
mente:r el derivado 17-Aceteto del comp.'S' de Reichstein
("5«17"), otros derivedos relacionsdos, parcislmente big
convertidos, como pueden ser los siguientes derivedos
del comp. S: 2l-hceteto ("S-21"), 17,21-Dieceteto ("S--
-17,21"), y el mismo comp. S. Ldemds, debe conserver ale
g0 de’ producto no bioconvertido: Triac. lLos derivedos a=
cetatos, por hidrélisis alcaline deben former el produc-
to vetrén, es decir, el comp. S. totes suvosiciones debe
r4n comproberse medimnte CCF,

b) Los esteroides biotrensformados (comp. S, S=17,
§-21, 5-17,21) voseen el grupo funcional 4-deltu,l-ceto,
por 1o que deberén ebsorber luz ultreviolets con un méxi
mo e 240 nm sproximedamente, disueltos en eteanol.' Esto
significe que &l splicer este ensayo = los extractos, u=-
tilizando al comp., S como estdnder (secundario) de refe=-
rencia, debemos obtener la centided totel de esteroides

bioconvertidos, calculedos como comp. S.
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¢) Puesto que le fenilhidrezine reecciona con el
grugo 17.217dih1droxi,20-ceto y ¢con el grupo 2-délte,3-
-ceto, es de espererse les formeciér de derivedos moro=-
fenilhidrezone con los esteroides no bioconvertidos y de¢
rivedos bis-fenilhidrezone con los bioconvertidos. Conce
cuentemente, cor les diferentes estructures moleculeres
de las fenilhidrezones obtenides, deben obtenerse difc-
rentes méximos de gbsorcidn de rediecién., Con ésto oue=-
de hacerse une determinacidn simulténes de esteroides
bioconvertidos ¥ no bioconvertides & les dos longitudes
Be onda de méxime ebsorcidn (38) y utilizendo como estén
deres {secunderios) de referencia sl comp. 5 y €l Triec,
respectivemente, *

d) Como en el ceso enterior, se rresune que el fci_
' do sulfirico forms diferenies tivos de derivedos con los
esteroides bioconvertidos y no bioconvertidos. Los dife-
rentes méximos de ebsoreién de rediecisn resultzrtes de
sus diferentes estructures moleculeres nos de le base &
ra suponer cue se pueden daterminer simulténesmente &
dos longitudes de onds. [uevementé se utilizan comp. S

¥y Triec como esténderes secunderios de referencis.



CAPITULO 2
NLTODCIOGIA

Pere la identificecién de los esterqides se probe-
ron varios sisteses de disolventes en el dessrrollo de le
CCF, hebiéndose encontredo como sdecuedo el que se descri
Le & continuecién. Pare comnrober la existencie de derivg
dos acetatos del comp., S en los extractos de 1o biloconver
s8idn, orimers se hizo une CCF de 1l& zuestre NP-I y los
., com~onentes fcuf sevarsdss fuveron eisledos e hidrolizedos
y después fueron nuevemente cromanografiﬁdoa pero con un
sisteme de disolventes levemente més poler, ;.af mismo se
obtuvieron los espectros de ebsorcidn infrercje npars el
comouesto S y pers el extracto Krel.

Los tres ensayos cusntitativos se dividieron en dos
etades; en la primers {"Descrrolle inelitico”; se estudid
el comnortamiente esapectrofotométrico de los esténderes -
disvonibles (comp., S y Triec) y de le muestre NP-I medien
te la obtencién de sus curvss de sbsorcibn. Tembién se eg
tudisron mquf lse condiciones dptimes pera ceda enseyo.
In le segunde perte se apliceyon estos enseyos para Cusn-

tificer los estercides en la muestre KP-I.

18
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2.1 REACTIVOS, WATERIAL Y EQUIPO
8) Cromatogrefis en cepe fina.

Reactivos, -
Hidrfxido de potasio, Acido sulfdrico concentrado (5. 1.
Beker).
Etenol sbsoluto, Xetenol, Cloroformo, n-Butanol para CCF
(¥erck),
Agua destilade.

Esteroides.~
Comp. S y Triec, esténderes secunderios.
Muestre extre{ds del celdo de fermentscién (NP=I).

Soluciones preperasdes,=-
Solucidn esténder del comp. 5, 1 mz/ml en etenol absoluto.
Solucién esténdér de Triac, 1 mg/ml en etenol ebsoluto.
Solucién del extracto liP-I, 1 mg/ml en etsnol absoluto,
Sistema de disolventes "A": cloroformo:n-butenol 36:4.
Sistema de disolventes "B“: cloroformo:n-butznol 34:6.°
Reactivo pere hidrdlisis: hidréxido de potesio en metanol
al 3%,
Solucién pare revelar: 4cido sulfdrico en metenol al §%,

Equipo; =
Plecas: cromatofolios PL precubiertos de aflice gel 60-
?254, espesor 0,2 mm (Merck).
Cémara crometogréfice de vidrio de 30X30X10 cm.
Iémvera de luz ultravioleta de onda combinade (corta:
254 nn y large: 366 nm).
Aspersor de vidrio vera aplicer la solucién reveladora.
Nicrojeringa de vidrio de 10 41 para eplicer muestres.
Estufa.
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b) Ensayos cuentitativos.
Reactivos,=
Ztanol ebsoluto, Metanol, Cloroformo (Merck).
Clorhidrato de fenilhidrazina (Sigme).
Acido sulfdrico concentrsdo (J. T. Beker).
Agua destilade.
Esteroides.=-
Comp, 3 y Triec, esténderes secundarios,
Muestru ertrafde del celdo de fermentamcidn (NP-I),
Soluciones preversdsas. -
Soluciones esténdares de comp. S, 1 mz/ml, 200.4g/m1 Yy
20 4g/ml en etenol ebsoluto.
Soluciones esténderes de Trisc, 1 mg/ml, 200 «g/md ¥
204 g/ml en etenol ebsoluto.
Soluciones del extracto NP-I, 1 mg/ml, 200 4g/ml y
20 yg/ml en etenol zbsoluto,
Acido sulfdrico dilufde: 62 ml de dcido sulfdrico concen-
trado + 38 ml de sgus destileda,
Etenol &1 80, 35, 90 y 95 % en agus destiladea.
Reactivo blanco: 20 ml de &cido sulfidrico dilufdo + 10 ml
de etanol mbsoluto,
Aeectivo de fenilhidrazina: 13 mg de clorhidrato de fenil
hidrazina + 30 ml del reactivo blanco (este reazctivo sélo
debe usarse recién preperedo).
Reactivo 4cido: 50 ml de etenol 85% + 100 ml de ecido sul
fdrico concentrado,
Equipo-
Espectrofotdmetro Perkin-Elmer LC-55 con celdes de cuarzo
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de 1 cm y fuente de poder de deuterio Perkin-Elmer pe-
re 1C-55.

Bafio de egue con termostato.

Relo .

2.2 PROCEDIMIENTO

a) Cromatograf{a en cepa fina,

Los crotatofolios se secaron en la estufs a 30°C
vor media hore., Se dejé saturer 1s cémara con el sistema
de disolventes ".", Se aplicaron 20 41 de las soluciones
de los esteroides (de 1 mg/ml): Triac, comp. S y NP=I,

Al secerse 1los puntos de aplicacién, la placs se intodu-
ce a la cémera y se dejm desarrollar por una hora aproxi-
zademente (13 cm del frente de disolvents). lespués de é8
to, se retird 1la plees de le cémara y se dejd secar sl aj
re (3 minutos). Las fracciones sepersdas y los esténdares
fuercn detectados y marcados bajo luz ultravioleta (254
na). En seguida se rocié 1la placa con la solucidn revela-
dora del fcido sulfirico y se calentd la estufa a 80°C
por 20 minutos, apsreciendo aef la manche del Triac con
un color rojo, misatres gue el resto de las manchas (mer-
cadas previamente bajo luz ultraviolets) aparecen de color
violeta intenso.

Se corrid otra cromatografis para r-éupcrar las frac
ciones seperadas de NP-1, Pera tal efecto se aplicéd 1a
muestra en una bande de cinco puntos sucesivos, aplicando
50 41 de 1la soluciln de NP=I ( 1lmg/ml) en cada uno de e-
llos, La cromatogrefie se desarrolld como en el caso ante-
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rior. Pare reveler el Triec sin elterar el resto de los
comsonentes, le vlace fué rocieds con la selucidn reve-
ladors sélo en el carril corresgondiente al Triac estén-
dar, cubriendo con napel el resto de la place. Les 4
fracciones de V°-I visibles bajo luz ultreviolets se ras-
neron de la place y se colocersn ea 4 vasos de precipits-
d> de 40 ml; se sgregaron asuf 5.0 =1 del resctivo pare
1le nidrélisis y ge egiteron nor une hora. Pare esumenter
el volumen, se sdicionersn 5,0 ml de sgue destilade. A
continuecidn se extrejeron los esteroides 3 veces con -
10 ml de cloroformo czde vez. Los extrectos se. concentra-
ron por medio de vazcfo hests un volumen tinal aproxizedo
de 0.5 ml. De este volumen se tomaron 50 41l de cede ex-
tracto otare aolicerlos nuevarente en otre cromatozlaca
oue se desarrollS en las miames condiciones.anteriores
' pero usando el sistema de digsolventes "3" y s:licando
tembién en otro cerril 20 41 de le golucidr de comp., S

{1 ng/ml)., La vlsce se retire, se dejs secer y se obser-
vz bajo luz ultravioleta (254 nm).

b) Enseyo en ultravioleta.
Zere les curvas de absorcién, se tomsron 0.1 ml ce

las soluciones asténdzres de comp. S y Triac (1 mg/ml) y
ge diluyeron 2 5,0 21 con etenol absoluto, In sezguide se
desermind su ebsorcidn en la regién ultrsviolete {200-
320 nm) en el espvectrofotémetro, Lesvubs se arepard une
curve esténdar cara el comp, St se hicieron diluciones de
1-20 4g/ml en etenol ebaolutc y se leyd su absorcidn €

242 nm coatre un blenco de etenol ebsaluto.
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Por dltimo, se hizo un enseyo vor triplicedo sobre
el extrecto NP-I: se tomaron 0.08 ml de 1l solucién de
Np-1 {1 mgfél) y se diluyé & 5.0 ml con etenol; se leyd
su ebsorcién & 242 nm con el mismo blenco y se determiné
el porciento de esteroides bioconvertidos,

¢) Enseyo con fenilhidrezine.

Pere comocer le influencie de lz concentracibn del
reactivo en le ebsoreidn de los derivados, se¢ hizo ini-
cialmente un estudio de le fenilhidrazona del comp., S5 B
410 nm, gque es le lonzitud de onde de zéxime ebsorcién,
segin estudios prelimineres y reportes de le litersture
{9, 12, 14, 15). Se tocmeron 7 tubos de easayo } se sg;egﬁ
en czde uno 1.0 ml de la solucidn esténder del comp. S en
etanol evbsoluto {20 4g/ml). Zn segulda se sgregaron 2, 3,
4, 5, 6, T, ¥ 3.0 zl del repctivo fenilhidrezina, los tu-
bos se celenteron e 50°C en el befio de egue. Lespués de
30 minutos se swceron y enfrieron el chorro del sgus y se
determind su ebsorcidn en el esvectrofotémetro & 410 nm
contra blencos preperados con eténol absoluto y 1z canti-
dad correspondiente del reectivo,

“are les curvas de sbsorcién, se tomé 0.05 ml de les
soluciones estfnderes de comp. S y Triac (1 mg/ml); se di
luyeron e 1.0 ml con ettnol ebsoluto y se agregd & ceda u
a0 5,0 ml del reactivo fenilhidrazins. los fubos se calen
teron siguiendo el zismo proceédimiento enterior. Se deter
miné Su sbsorcibn en el espectrofotémetro con los blancos
arrovpiedos en la regién 200-320 nm y en 1l de 390-520 nm,

En estudios preliminares se encontrS unz evsorcidén insig-
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nificante en la regidén de 320-330 nm, Tenbién se observd
en éatos que un redio fenilhidrazina:fcido sulfdrico de
1:1 no dé las curves de ebsorcién ni El color esperados
(longitud de onde de mdxime absorcidén & 330 na y §=2030).

d) tnsayo con 4cide s&lférico.

En enseyos prelimineres se encontrd aque los complejos
formados por los esteroides y el 4cido sulfdrico tienen
coeficientes de extincidén cuy bajos si se sigue el proce-
dimiento de Oertel (16). Debido 2 é&sto se hizo un estudic
para optimizer le concentrecién del reactivo etznolsfcido
sulfdrico: Se tomeron 2.0 ml de la solucidn esténdar de
Triac {20 4g/ml) y se sgregeron 2.5 ml del reactivo &4cido
ugendo etenol sl 30, 35, 90, 35, y 1l00% y en radios ste-
nol:dcido sulfiérico de 1:1 y 1:2, Se preparsron blancos
con etenol ebsoluto y el reectivo correscondiente. Se mi-
dié la absorcidén de los troductos formados en el especirg
fotémetro desvués de 15 minutos de sgregade el reectivo,
a 430 nm,

Para las curves de esbsorcidén se siguid el mismo pro=
cedimiento, utilizando el reactivo etenol:écido sulfdrico
1:2 y con etanol el 85%. Se registrd con el espectrofoté-
metro su ebsorcidén de 200-320 nm y de 330-520 nm, Hueve-
mente, en los estudios vreliminares se observd une absor-
cibn desprecieble ners ambos esteroides en la regidn de
320-330 na,

Siguiendo la misma técnica, se determind le ebsorcién
pera el complejo Triec-£cido a2 4G0 nn ceda cinco minutos.

Se determinaron los coeficientes de extincidn pere
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Triac y comp, S & 240 y 450 rm siguiendo el mismo zroce-
dimiento pero midiendo ls ebsoreifn 30 minutos cespués de
egregado el'reactivo.

Se hizo unk serie de curves de correccién preperendo
10 tubos con mezcles de Tritc y comd. S de concentrecio-
nes conocides {0-100% y 100-0,2); se agregé e ceds uno,
en el lepso de tiempo adecurdo, 2.5 ml del reectivo fecido
y ge leyé su ebsorcidén en el espectrofotémetro & los S5
minutos & 220 y 420 nm,

Finalmente, se tretd lz muestre WP-I ce le misme
forme: Se tomd 1,6 ml de 1s solucidn dP-1 (200 4p/ml) y
se le egrecé 2.4 ml del resctivo #cido. Después de 50
minutos se mide su ebsorcién en el esnectrofatémetro e
220 y 420 nm contre un tloinco de 1,6 ml de etenol absolu-
to ¥ 2.5 ml del reectivo écido. Ll enseyo se hizo por tri
vlicedo,
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CAPITULO 3
RESULTADOS

El Capitulo se divide en tres partes. En lz primers
" se treten los resultedos de la identificacién de los com-
puestos del extrecto !{P-I, serergdos vor CCP y énelizado
por espectroscopie de absorcidn infreroje. in la segunda
ge tienen los resultados del estudio sobre los enseyos
cuantitetivos vare los esteroides, incluyendo: enssyo en
ultravioleta, enseyo con dcido sulfirico, y.ensayo con
fenilhidrazina. Zn la tercers parte se enoten los resul-
tedos de la aplicacidn de dos ensayos: con . ‘cido sulfiri-

¢0 y en ultraviolete, pars une muestre del extracto NP-I,

3.1 DE LA IDENTIFICACION

Los crometogremes resultantes se presentsn en 108
siguientes esouemes., En las figures 1, a,b, y ¢, se mues-
tra la crometogreff{a de identificecidn; en la figurs 2 se
muestre l& crozatograff{a preperstive; y en lezs fizuras 3,
ayb, se tiene la crozatogreff{e de lss frecciones misle=~
das e hidrolizedas. En le tabla 3 se enlistan los velores
de Rf oromedio de ceda comoponente aisledo y de 10s estén-
dares, y en la tabla 4 se dan los valores de Rf de las
crometografies con el sistema de disolventes usado descués

de la hidrdlisis,
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Rigura 1, Crometogrezf{es de identificecién.

T= Triac, S= Comp. 5. NP-I= huestre del extrecto lir-I.

a) Cromatonlace visible bejo luz uv ondae corte y scrcial-
mente reveleda en el cerril correspondiente el Triac,

b) Le misme cromstoplecaz de la Figure l-e) viste bejo on-
ds lerge de luz uv.

¢) Crometorplece totalmente revelede, teél comd se surecic
bajo luz visible.

Los niémeros progresivos se dieron arbitrsriemente pare
nombrar‘a las seis fracciones separedas.
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Pigure 2, Cromstoplece visible bejo luz uv de onda corta
y parcialmente reveleda en el carril correshondiente al
Triac y que muestra le aplicacidn en serie de la muestre
NP=I pera poder disponer de une meyor cantided de cada
freccién vara su hidrélisis.

T= Triesc, S= Comp. 3. Np-I= NMuestre del extracto NF-I.
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Figure 3, &) Crometoplaces visibles bzjo luz uv de onde
corta mogtrendo les frecciones sejperedes enterioraente

(Pigure 2: 2,3,4,5), después de haber sido hidrolizacas
(2H,3H,4H,5H).
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NP S 2H 3H 4H SH NP S 28 3H 44 SH

-
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Pigure 3. b) Les mismzs crometoplecas de le figura 3-a)
totelmente reveladas, tal como se eprecisn oejo luz vi=-
sible,
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Tabla 1}
Valoregs -Rf de lo CCP con el sistexe d¢ disolventes “A®

CHO1 ., sn-Butanol 96:4.

3
Comuonente 1 2 3o Promedio
Trisc 0.55 0.57 0.61 . 0.58 .
2 0.43  0.42 0,47 . 04a
3 0.3l 0,31 036 L0 0,33
4 (Comp. 8) 0,15 0.15 0,03 - 0,16
5 9,04 0.04 0.05 . 0.04

-*Los ntmeros de 1t columne verticel indicen & 108 comgo-

nentes sepsredos de lss figures 1-y 2.

Tablae 4
Velores Rf de ls CCF con el sistema de disolventes "B"

CH613=n-But&nol 94:6.,

Comnonente b3 4 Promedio
Trisc .62 0.63 0.62
ta2 0.51 0.56 0.53
3 0,42 0.45 G4l
4 (Comp, 3) 0.26 6.27 0.26

L 4 . 3
1los ndmeros de 1z columne verticel indicen & log compo~
nentes separedos en el csrril correspondiente & NP«I de

lz figura 3 &) y b).
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3.2 DEL DESARROLLC ANALITICO

En este apartado se anoten 1os resultedos de las v
ves de ebsoreidn de los tres enssyos cuantitetivos, es{
como su eptimizecién y posible correccidn pere arplicerlos
a los esteroides en cuestibn,

Las curvas de abasorcidn aparecen coms gréficas de
log E contra longitud de onds (nn); este presentacién fa-
cilita mucho la comperacién visuel de los espectros de eb

sorcién y puede servir ocare le identificecifn del comnues

to.,
Pars calcular los velores del E, se usé la siguiente
‘ecuscidn:
A X P, 1)
E=0x0

Donde E = Coeficiente de extincidén moler.

P.M. = Pesc moleculer del comd, 3 o del Triec, o
sus regpectivos deriveados.

C = Concentracién del esteroide en g/l.

Absorcidn en el espectrofotémetro,

b = Espesor de la celde, 1 cm.

a) Ensayo en ultravioleta. Los velores de ebsorcién
pare Trimc y comp., S5 de dos ensayos fueron promedisdos y
graficados (figura 4). También se presents une gréfica de
abgorcidn contre longitud de onde (nm) pera el extracto
N?-I y el comp. S. La longitud de onda de méxime ebsorcidn
parg el comp. S resultd de 242 nm {E= 10,300), mientras
que pere Triec se vidn un pico & 230 nm (E= 660)., Ver fi-
gura 4, '
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Fipure 4-8). Curves de gbsoreidén de redizcién ultiesvio-

leta para Trisc ( )y Comp, S (="= =) y NP=I (. . ,),
en solucién de etenol.
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Pigura 4=-b). Curvas de absorcién de rediscidn ultravio-
leta para Comp. S (= - =) y iP=I (-~===) en concentra=
ciones de 20 4g/ml y 16 «g/ml, respectivamenta.
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En la figure 5 se greficé le absorcién del comp., S
frente & su concentracibn eneg/ml, Lste es la cufve es-
téndar pers le determinecidn de esterocides biotransforzg
bdos (tipo comp. 5). Le ecuecién de lz recta corregide
pér regresidn lineal es: A = {(0.0232)C + 0,03286. Donde
A ec la zbsorcidn lefde en el espectrofotémetro y C es
la concentracidn del comp. S o del esteroide tipo comp.
S en ¢g/ml. Fere calculer los velores del coeficiente de
extincidn moler se usé la ecuscidn 1) considerando los
vesos moleculeres del comp., S5 y Trisec correspondientes &
las ectructures IV-b y III, es decir, 346 y 473 g/mol.

0.7

0.5
0.5
.0,
0.4
0.3
0,2

A i
o] 5 10 15 20
Concentrecién, «g/zl

Figure 5. Curve esténder pere esteroidee tipo comp, S
en solucién de etenol absoluto. L,0, = Densided Optica,
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b) Ensayo con fenilhidrazina. £l volumen de reac-
tivo adecuedo pera la formecién del derivedo de color,
resulté ser de 5.0 ml, con lo cue se obtiene una meyor
respuesta en su absorcién (tebla 5). Esta cantided fué
la utilizade en los expverimeatos posteriores.

El color del comnlejo formado con el comp, S &pare-
ce unos minutos deapués del calentemiento y &l finel de
&ste se observa ye un color emerillo claro bien definido.
En cemoio, apersce un color amerillo oscuro al agfegar el
reactivo el Triac; &ste se torna cefé clero al final del
calentamiento,

Tabla 5
Influencie de lms concentraciones de reactivo en ls ab-

sorcién del derivado fenilhidrazona del comp. S.

Fenilhidrezina® Absorcién -410 nm- Incremento en
la ebsorecibn

2.0 m1 0.019

3.0 0.053 0.034
4.0 0.107 0.054
5.0 0.134 0.027
6.0 0.136 0.082
7.0 0.127 0.009
8.0 0.124 0.003

*3e usé 1.0 ml de la solucidéa del comp, S (204g/ml). La
composicién y concentracidn del reactivo de fenilhidra-
zina se enotan en el Capftulo 2.1 b).
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In le fizurs 6 se greficen les curves de &bsor~
¢ién pere e; comv, S y.Triec. Fare celculaf los velores
del coeficiente de extincién; se aplicﬁ'l; ecugcida 1),
tomando coma pesos moleculeres: cémﬁé 52 508 g/mbl: Y
Trizes 461 g/mol, Zstds cesds doleculeres estén calouln-
dos B cErtir de las estructuras moleculeres hiubiéticzu
de los eomolejos formados (estrueturas ¥1 ¥ vii). Los

coeficizntes de extincidn molar calculsno= esi 1uer3n{

wers el ©om. S5 % =23, 18203 3410= ‘24, 250. y. pETE el
Trisc: 5250= ‘4.7_69, Ey10° 3,070,
;D-nu-cbﬂxj ig-ﬂﬂ-csﬂs
CgHg-tii-K 7 CH30C0
VI Vil

Se hizo une teble de los rudics de los coeficientes

de extincidn moler , “Triac/LComn y pare e eleccidn de

.les longitudes de onde enelfticas zfs edecucdes, resulian

do ser de 260 y 520 nm (ver table b),
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Log B ., N ‘LOS?F."_--.
4,0
,j3.0’
2.0 " ..‘ . 2. 4 4 s I IS
240 200 260 300 320 400 420 440 460 460 500
Longitud de onda nm Longitud de onda nm

Pigure 6. Curves de ebsorcién gere el comp, 5 (- - -)

y Triec { ) con el enseyo de fenilhidrazine.
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Teble &
Radios ET/Es oere le eleceifn de les longitudes de onds

enelftices nere el ensayo con fenilhidrezine,

E::g':t:ﬁ de a,r/zs ngft:i; de a,f/r;s
240 - 410 0.374
250 0.153 420 0.378
260 0,132 430 0.335
270 0.081 440 0.412
2%0 0,079 450 0.453
290 0,237 460 0.550
300 0,388 470 0,780
310 0.519 430 1.265
320 0.443 490 1.932
3% 0,379 500 3.076
400 0.377 520 3,325

d) Bnsayo con Acido Sulfdrico, El mdximo de reppues
te en la ebsorcifn se obtuvo con el reactivo 4cido sulfd
rico concentredo : etsnol 85%, 2 : 1 (table 7). Este
reactivo fué usado subsecuentemente.

Las curvas dé ebscreifn obtenides de tres experimen

tos pare compw. S y Triac, se tienen en le figuras 7.
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Figure 7. curve de ebsorcifn para el Comp. S (=~ « <) ¥

—————— } en el ensayo con decido sulfdrico.



Teble 7 s
ifecto de le cumcosicidn del reectlvo écxdo\sobre la Bbe

sorcidn del vrodncto derivsdo en‘el ens onkéc‘do _Bul~

firico,
Etenol, % Azdio itanolif, 50, . Absoreiln & 450 mn
{viv) o7 [
30 13} 0,004
1:2 0.[)56
35 111 04004
1:2 0.059"
ElY 1:1. 0.001
1:2 0.043
95 1:1 0.004 -
1:2 {02030
100 1:1 0,005
1:2 0.010

|

En lez teble 8 se tienen los recdioes BT/ES rere 1z
eleccidn de las longitudes de onue enclitices edecvedic,
resultendo ser de 230 y 430 nm,

En le figurs 3 se presente 1l verizcibn de le ab-
sorcifn & 450 nm en funcidn Gel tiemro., resultd oue el
26xine e respueste (meyor ebsorcidn) se obtiene s los
90 minutos desmués de gprepedo el resctivo, Los velores
de los coeficientes de extineidn moler ge corrigieron
bajo les nueves condiciones de tiempo (deserrolio de 30
290° 60303 L4 50° 000, pere el
3720, pere el Trisc. Pare

oinutes), siendo esi: E

comp, S y 290- 1175 "490=
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calcular estos coeficientes se usé ls ecuecién 1) con
los mismos resos molecylares que en el ensayo de ultre-
violetz: 346 y 473 g/mol (Comp. S y Trizec, estructures

IV-b y III, resvectivamente).

Table 3

Radios de los coeficientes de extincidn moler oro:z.edio

pera el enseyo con Acido sulfiirico.

Longitud de E/E Longitud de E /E

onda, nm s onde, nx T/ 5
210 1.58 400 30.42
220 1.29 410 40.15
230 1.07 420 34.91
240 0.70 430 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 0.26 490 52,30
310 C.31 500 50.91
320 0,51 510 38.95

390 19.33 520 37.33
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0.5 t

0.4 |

Absorcién
490 nm

0.1 F

0.2 ¢

0.1 — i s L N . R \ L s
10 20 30 40 50 60 70 30 30 100 110

Tiempo, minutos
Figurz 8. Influencie del tiempo en la ebsorcién de los
complejos producidos en el ensayo con £cids sulfbrice,
Trige solo (- - -) en concentracién de 20 4g/m1} y une

mezela Triec:Comp, S {eew=) en concentrecidn 40:4uwg/ml,

kn la tebla 9 ge presenten Llos detos obtenidos pars
preperar las curves de correceién., Les columnes 1 y 2
den las concentreciones conocides, en 4g/m1-, del comp.

S y Triec, respectivaﬁente, en les mezcles estudiedes.
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las columnas 3 y 4 dan los valores de sbsorcién (de es-

tas mezeles) otservedog & les longitudes de onda 250 y

490 nm, respectivemente. Las ¢olumnas § y 6 dan las con~
ceatracicnes en-qg/ml de comp. S y Triec, respectivemen~
te, suveniendo que sus absorciones secn &ditives y usen-
do las ecusciones 2) y 3) {Cepftulo 3.})}. Le columne 7

de el vorciento cafculedo de Triec relstivo al total cel

culado de esteroides, es decir, oversndo con los siguien
.tes detos: (6/5+6) ¥ 100. La columne 8 de el rvorciento
caleulado de esteroides: (5+6/1+2) X 100, siendo siemore
(1+2) = 80 yg/ml.

Tebla 9,

Determinacidn de correcciones empfricas cera la no-aditi-

vided en le absorcidn de Triac y Comp, § en.el enssyo con

Acido sulfdrico.

1 2 3 4___ 5 6 7 3
Comp.S Trise 4ibsorcién Conc, celc, Triec #totel
«g/ml  4g/ml 290 480 Comp.S Trisc cele.  cele.

80 00,771 015 44.1 0.9 2.1 56,3
72 08 763,065 42,3 T.3 14.8 62,0
64 16 .755 .139 39,8 6.3 29,7 T0.7
56 - 24,745 .206 3T.4 25.4  40.4 18.4
43 36 734 L2730 34.9 339 49.3 36.0
40 40 .TIT .333  32.3 41.6  56.3 92,3
32 48  .701 ,378 0.2 47.4 61,1 96.9
24 56 659 .412 26,77 51.8  65.9 93.1
16 64  .583 .494 20.1 62.3 T75.6  103.0
08 72 .470 .52¢ 12,7 ‘66.3  83.9 38,8
90 80 .292 .554 1,6 70.4 __ 97.7 30,0
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Zn le figure 9-2) se mpestra ls curve de correc-
cibn ezpirice ners errores en le conceatracién totel;
es ung gréfice del redio de concentreciores totales,
celculade/resl, de le columne 3 {3+0/1+2) contre los ds
tos de le edlurae 7. =n la figure $-b) s¢ grefice el
norciento celeuledo dé Triase (coluina 7), contre el nor

ciento reel de Trisc {2/1+2).

2.4

Caluzne 8
0.8

Q.7

O.E 1 1 1 L i 1. L 1 A 1
10 20- 10 40 S0 80 70 50 39¢C
colurna 7, %
Pigure 9. 2) Curva de correccidn pera el ernssyo con

—— e .
deido sulfirico,
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Columna 7, #

Picurs 3, b) Curve de correccisn psre el e.s&yo ¢on
écido sulfdrico,

Coluxna 7: Porciento celculaedo de Triac,

Columne 8: :adio de concentreciones totsles (ealeula-
das/rezles).
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3.3 DE LA APLICACION DE LOS ENSAYOS CUANTITATIVOS

Lz sbsorcién resultante de le solucién del extreac-
to NP-I @ 242 nm en une concentrecidn de 16 4g/ml fué
de: 0.342, 0.332, 0,339; cromedio: 0.333. '

De ecuerde & la curve esténder cuye ecvecidn es:
D.0, = (0.0232)C + (0.03286) (figure 5), estz ebsorcidn
(0.338) corresponde a una corcentrecidn de 10,31 g/ml,
lo cuel equivale en ls muestrs tomede &}

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

Esteroides bioconvertidos (tipo comp. 5): 67.6 %

Esteroides no bioconvertidos (tipo Triac): 32.4 #

Total: 100.0 #

Por otrs perte, la ebsorcién del extracto NP-I en
el ensayo con &cido sulfurien fué, a 290 nm: 2,733,
0.740, 0.721% promedio: Q,731% & 450 nm: 0.209, 0.214,
0.227; promedio: 0,2i7.

Para celculsr las concentraciones de los dos tipos
de esteroides, tipo comp. S y tipo Triec, se utilizé el

f

siguiente sisteme de ecuaciones:
P < ] '
(S)ns * (Trlac)ET = Au c e e e s e e e e e s 2)

1 1 L
(s)Eg + (Triac)ET TR e e )

Donde (5) y (Irisc) son les concentreciones del comp, S

y Triasc, respectivamente; ES Yy ET son los coeficientes
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de extincién molar del comp, S y Trisc a lss longitudes
de onda 1, 290 nm, y 2, 490 nm; y Am es la absorcidén de
la muestra en el esvectrofotdmetro & lzs dos longitudes
de onda.

Reaolviendo simulténesmente les ecuscicnes 2) y 3):

1 (] L '3
Am/ By - Ry Ep

(s) = — — e e e e e s e s 4 2=8)
F/Ey = ES(ET
A/E. - A/E

(Triac) = - S - G 20

(] 0 ] 1

Ep/By = Ey/Bg
Sustituyendo en 2-a) y 3-a&) los valores correspondien-
tess ET = 11753 ET = 37203 Es = 60303 Es = 60; ¥

Am = 0,731 ¥ Am = Q,217, resulta:

(5) = 36.3 4&/ml: y (Triac) = 26.8 48/ml; ésto hece un
total celculade de esteroides de 63.1 4g/ml y un 42.5°%
celeulado de Trimc, Observendo 1le figure 9-a), el
42,5 % calculado de Triac represents un redio total de
0.80; por tento, la concentracién total real es de
63.1 4g/ml sobre 0.80 (63.1/0.80) = 78.9 yg/ml. Asi mig
no, observendo la figure 9-b), el 42.5 % calculado de
Triac represente 32 % real de Triamc; 1o cual correspon-
de a: )
Esteroides bioconvertidos (tipo comp. S)}: 68.0 %
Esteroides no bioconvertidos {tipo Triee): 32,0 %

Total: 100.0 %
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La compafacidn de resultedos se aprecia en la ta=
bla 10, Cop el enseyo en ultréviolete, la determinacién
de esteroides no bioconvertidos es en forme indirects,
por diferencie £1 100 %: en cembio, en el ensayo con é-
cido sulfdrico la determinacién se hizo simulténeemente

sobre ambos tipos de esteroides en forme directe.

Tabla 10.

Comperacién de la comsosicidn de NP-I obtenide en dog

enseyos,

1t 2*
Enseyo en ultravioleta: 67.6 % (32.4 4)
Enseyo con 4cido sulférico: 68.0 4 32,0 #

1:"- Estercides bioconvertidos,
2 = Estercides no bioconvertidos,



CAPITULO 4
DISCUSION

Los resultados mostraron la presencia de el menos
un derivado mcetato del comp. S (presumiblemente el -
S-17), asf como otros derivedos del comp. S, el comp., S
y Trimc,en el extracto obtenido de la bioconversién. fag
bién mostraron que los enseyos con écido sulfdrico y en
ultraviolete son adecusdos perz la determinacisn de los
esteroides bioconvertidos y no bioconvertidos con‘una
exactitud acepteble, mientres'que el ensayo con fenilhiw
drazina resultd inadecuado.

En seguids se pnalizen caede uno de los elementos

gue vermiten hacer tsles afirmeciones.

4.1 SOBRE Lk IDENTIFICACICN DE COMPUESTOS

De le figura 1 (&,b,c), puede deducirse que le mues
tre NP-1 tiene en total 6 componentes. Cinco de ellos po
seen lz egtructura funcional 4-delte,3-ceto por su cepea-
cided pera ebsorber luz ultraviolets (254 nm), éstos son
los componentes 2,3,4,5 y 6. Le otra mencha (componente
1} corresponde &l Triamc (figure 1-8) y l-c)), esteroide
no biocconvertido, sin le funcién 4-delte,3-ceto y por lo

tanto sin le provieded de sbsorber luz ultraviolete., En

50
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cambio, desoués de su .repccién con feido durente el reve
l1sdo, ls menchez Epzrece con un color rojo oscuro visiole
bajo luz ulir&violeta de onda corte {254 nm, figura 1-a))
y con fluorescencia bejo luz ultreviolete de onde lerge
(366 na, figure l-b)).

De las menches 2,3,4,5 y 6, le 3 eperente ester for
mede en reslided por dos compuestos muy semejentes, posi
blemente uno derivedo del otro ror descomposicién duran-
te lo cromctogreffa. Tembién puede ser cue esté "doble
mancha" esté formzde vor los derivedos S§-17 y S-21. rl
hecho resl es cue ge presume oue este mancha, DOr su ine-
tensided y temafio, contiene &l S5-17. Del resto de las
manc!:as. 2,5 ¥y &, s8lo ruede decirse que son derivedos
del comp, S y no puede efirmarse si son o no derivedos
acetetos. La meache 6 no sc volvis a ecromatografier y
né3 bien perece correspoader & mlgin pigmento hidrosolu=
ble sresente como impureza en.el extracto., Les menchas 2
¥y 5 hidrolizedas (2H, 5H) no eparecen como coamp, S {figu
ras 3-2) y 3-b)}, por lo oue podris penssrse cue no son
derivados scetetos del comp. S. Sin embergo, esta pruebe
no es suficiente pera afirmérlo por dog rezones:

1. Le cantided eislede de estos componentes en la cromatp
grefis vreveretive (figure 2) no nos a4 ls certezs de
woderlos detecter después de un proceso de hidrélisis en
une nuevs crometogref{s: el ceso més clero es el de le
mencha 4 gue corresponde. precf{semente, &l comp., S y le
cual no eparece en les placzs de la, figuras 3.

2, Durente le hidrélisis y la exirsccidn se presentaron
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problemes o de conteminecidn o de descomposicidn extrae=
hidrélisis; &sto se aprecie muy bien en le figure 3-b5
en la gue mperecen veriss menches gipentes en lu perte
superior y cperece el componente 3 en todos los cerriles
de los componentes hidrolizedos.

Sin embargo, si{ puede efirmarse que el 0 los compo-
nentes de la menche 3 s{ son derivedos acetztos del comp.
S pues, como se ve en les figures 3-a) y 3-b), este com~
ponente, hidrolizado, epzrece en la posicidn corréspon-
diente el comp. S.

Para corroborar la presencia del S-17 en el extreacto,
ge tomaron los espectros de ebsorcién infrerroje del
comp. S§ y del extrecto NP-I, Estos se presenten en el A=
néndice B, El esgectro del comp. 5 (B=l) sirvid como pe-
trén pere el sndlisis del espectro de NP=I (B=2). Pertien
do de une longitud de onde de 2000 cm-l, observemos una
bendea estrecha & 1730 cm-l pera NP=I siendo la misme fe=
re el comp. S a 1710 cm-lg estes bandss pueden esignerse
8 la tensidn del grupo cerbonilqg, muy probebiemente de u
ne cetonz en le posicién 20, y cue Hoberts-Gellegher-Jo-
nes (39) atribuyen més especfficemente & le combinacidn
17-veta-acetoxi,20-cetons,

Le siguiente banda pere HP-I, & 16%0 cm—l puede &=
signerse a le tensién C=0 ssocisda con un doble enlace
debido muy probveblemente al grupe cerbonilo alfa-beta-
insaturado de une 4-delts,3-cetone. Esto se confirme ple
nemente & continuecidn con el pico a 1610 cn™t el cusl
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gsurge de le vibracifn de le tensidn de la doble ligedu-
e c=cl Estos dos picos se observen tembién pera el
comp. S & 1660 cu™ {tensién C=0) y & 1610 en™t (vibre-
cidn de la tensién de la doble ligedure C=C). Les ban-
dzs a 1440 y 1410 ca” ! en NP-I, debides & la rlexién de
belenceo del enlece C-}, perecen revelar lz presencia de
grupos metilo, o confirmar le de los metilenos &licfcli
cos (bendes & 2360 y 2340 em™ , no expuestes en 1z fi-
gurs).

& 1330 en™) tenemos pere el comp, S (y a 1370 em™t
vera NP-I) une bende de torsidn del enlece C-H de los
grugos metilo, en donde vodrien ester involucrados, en
el ceso de NP-I, los metilos de esceteto en les posicio-
nes 3, 17 y/o 21, Finelmente, les bendas de 1240 y 1090
qm'l en NP-I pueden esignerse & vibraciones de tensifan
C-0 pregentes en &steres ecetetos. Le benda & 1240 en~t
corresponderfe entonces preferentemente & un grupo 17-
acetato (39). L& bends & 1100 cm.l pera el comp. S pue=
de atribuii'se & le tensién C-0 debide posiblemente =
los grupos eleohol enlazad?s en 17 y 21 y de donde re-
sulte le bendes a 1230 cm’l del grupe -0H enlezedo,

Con estos datos y los de la CCF podemos esf confir
mer plencmente la identidad del 5-17 en el extrecto,
muy posiblemente se trate de le freccién 3 de la mues=
tre cromatografieda, También se confirme la presencie
del Triac y del comp, S asi como la de otroe 3 derive-

dos de éste.
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Por otra varte, puede decirse en términos generg-
les que se obtuvo una buena resolueién crometogrdfica,
En las tables 3 y 4 y en las figures 1, 2 y 3 se obser-
va ung buene seperecidn de los estersides, lograda bejo
les condiciones empleades. El esumento en la polerided
del sistema de disolventes‘"ﬁ", pers der el sistema de
disolventes "B", cumplid su objetivo: sumenter le movi-
lidad del comp, S5 pera poder obtener una mejor re§olu-
cifn de los componentes hidrolizados. Zsto se refleja
en el valor Rf del comp. S gue aumentd 1.6 veces en el
sistems de dimolventes "B" (ver tablas 3 y 4).

4.2 SOBRE EL DESARROLLO ANALITICO

Este discusién comprende tres etapas: enseyo en
ultravioleta, ensayo con fenilhidrezinz y ensayo con 4-
cido sulfdrico.

4,2.1 Ensayo en ultraviolets

_Se confirnd el méximo de zbsorcién del comp. S &
242 nm, con un coeficiente de extincidén moler (E) elto
{10,300). A este longitud de onde el Triec no tiene u-

na ebsorcién epreciable, sunqgue posee picos & 230 y 230
am {(figura 4). La curva de sbsorcién para NP-I (figurs
4-b)) parece indicar que el extracto tiene un comporta-
miento enélogo al del comp, S en esta regidn ultraviole
ta, La menor intensidad en ebsorcién de l& curve de

NP-I con respecto e la del comp., S5 (figura 4-b)) se de-
be a la menor ¢oncentracién ussda de NP-I. De hecho, si

consideramos gl extracto NP-I con un peso molecular i-
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gual sl del comp., 5 {346 g/mol} y greficemos su loge-
ritmo decimsl del coeficiente de extiqcidn (log E) esf
obtenido contre le longitud de onds en nm, rere elimi-
fer de le figurs el efecto de les diferentes concentra=
ciones, obtendremos une curve cesi idéntica a lz del
comn, S {figure 4-&), lineca punteede). De ésto podemds
efirmer cue el extrzcto NP-I tiene un comportamiento de
ebgorcién de rediscidn semejente cl del comp. S en le
regidn de 200 & 20 nm. For lo tento, el comp, $ cuede
servir comro estender de referencis pere deterniner los
eateroides "tipo comp. S" en el extracto NP-I, es decar,
los esteroides bioconvertidos qué absorben luz ultrevig
lete. Pere ello se dispuso de le curva estender de le
figure 5.

4,2.2 Inseyvo con fenilhidrezine

En este czz0, tento la comnosicibn del raectivo co
mo su volusen resulteron fectores criticos. le composi=-
cidn nés zdecusde se lozréd siguiendo 1la véonice de il-
ber y Porter (12) con una concentrecién de reactive de
0.43 mg/ml de fenilkidrezine en el reectivo blenco, for
mado éste de Zcido sulfdrico 62% : etenol sbsoluto, 2:1;
sin embergo, en &ste ceso se encontrd que un volumen de
5.0 ml del resctivo de une mejor restueste {ver tuble 5).

El crombgeno formedo por el comp., S tiene una cur-
va de absorcidn con un méximo & 410 nm, COTO Se esper:-
ba (fiéura 6); el coeficiente de extincién moler encon-

trado (541 = 24,250) concuerda bien con los reportedos

0
anteriormente (12y 14,15). Le ebsorcién de este cromége
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no en la regién ultraviolete es bagtante intensa:

o° 29,820.
El derivado fenilhidrazone del Triac posee una cur

B
“25

va de absorcidn ligeramente diferente & la del derivado
del comp., S pero 8l igusl que éste posee su méximo de
ebsorcién a 410 nm (3410= 3070). Tembién presenta ebsor
cidn en ultravicletz aungue de menor intensidad:

= 4700,

Dados estos resultados, la estimecién mes exacte

del porciento del comn., 3 (y por tanto del Triac) ce lo.

2250

Zre en condiciones en les aue 108 rediocs ETriac/LS y
ES/ETriec sean néximos, por ello fué necesario cslculer

estos redios (tebla 6) y encontrer esi les longitudes
de onds mas edecusdas pere reelizer el endlisis simul-
téneo de comps S y Triac, siendo éstes de 230 y 520 mm,
resyectivemente,

/E. 8 520 nm es basten

Triac’ ~3
te bajo, ésto es, @ este longitud de onda, el comt, S y

Sin embargo, el radio E

el Triac ofrecen una pobre y medis ebsorciln, resveeti-

ment .= 460; E_ . = N i
vamente (ns 160 orinc 1520), Tembién ocurre que &

280 nm el derivedo del comp. S tiene una sbsorcién muy
elta (E = 29,920). Zstos dos fendmencs ge treducen en
que, el ensayer una mezcla Triac-Comp. § de eproximade-
mente 10 4g/wl ceda uno (20.4g/ml en totel), las trens-
mitencias resultzntes serfan zproxiredamente de 20 % a
230 nm y de 31 # & 520 nm. Como se.sebe, valores de

trensmitancia muy altos resulten en errorss considera-
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bles, y en este caso no puede concentirarse nfs 18 o~
lucidn; pusa ys con 15 4g/ml de cada esteroide as ob-
tendrie a éso nm una transaitancis de 0,09 %, lo cusl
representa ¢l nisno problesa.

Debe mencionarse, por otre parte, que es necesario
corregir los valores de absorcién para eliminar la influ
sncia 4de 1os cromSgenos producidos por cido, pues como
se indica en e Capitulc 4, el Trisc forme un cromégenc
con dcido sulfdrico de coeficiente de extencifn medio en
1a regidn ultravioleta (5240- 2670) y visible (5480' 3070},
y o1 comp. S forma tambibn con el dcido sulférico un
cromégenc Ae absorcién medis alta en la regién ultravio-
leta (Ezao- 5700) sunque de pobre absorcién en la regién
visible (3410- 80) {ver figurs 7). Considersndo ésto, re-
sulta evidente que se tenirfa que hacer uns correcciln
para cade ensayo utilizando un tubo de correccidn con el
esteroide en #cido sulfdérico, aaf como su respectivo
blanco. .

Esto, adenés de la recesidad de calentar los tubos
de reaccidn, hace sl método mfs laborioso.

" Por todas las razones expueptas, este engpayo con
fenilhidrezina-dcido sulffirico no reaults sdecuado pars
cumplir el objetivo propuesto, Sin embergo, ed estudio
realizgdo puede eser de utilided pare conocer lss pro-
piededes del comp. S y del Triac en cusnto = su con-
jugaciln con la fenilhidrazina. Es interegente la gran
similitud de les curvas de ebsorcidn de ambos derivedos
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(figurs 6).
4,2.3 Enssyo con fcido sulfirico

Nuevamente, en este ceso le compasicidn del reecti
vo (fcido sulfirico) influye noteblemente en las curvas
de ebsorcidn, Certel y kik-Nes (16) esteblecieron cue le
sensibilidad de este sndlisis, utilizsndo un reactivo
etanol:fcido sulfdérico, depende del redio de le compo-
slcién reletive de smbos, Esto se confirme en el vresen
te trebejo: es evidente en le tebla 7 que se obtienen
diferentes gredos de absorcidn con diferentes composi-
cionea del reactivo; le meyor absorcidn resultd cusndo
el redio etanol : &cido sulflrico fué de 1 : 2. hai mig
mo, el méximo de absorcién se obtuvo cuendo se usé ete-
nol el 854, a diferencis de 1los resultados de Certel y
Eik-Nes (16), donde se obtuvo mayor ebsorcién con ete-
nol al 95%, ’

Anteriormente Linford (16) habfa observedo cue los
cromfgenos smsrillos de Zefferoni (25), formedos de es-
teroides edrensles y €cido sulférico concentredo, cem=-
bien sus mgximos de ebsorcidn hecia la regién roje ael
egpectro si se diluyen con metanol, Esto hebfe sido se-
fialedo por Oertel y Eikslies (16), ocuienes sdemés obtu=
vieron diferentes curves de absorcién pare un mismo es-
teroide, variando la composicién del reectivo écido. Es
tos resultados, en conjunto con los del presente trebe-
jo parecen indicer cue les diferencias en la composi-
cién del reactivo £cido (4cido sulfidrico solo, con mete

nol o con etenol en diversas proporciones) producen di-
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versos tipos de derivedos o bien influyen noteblemen-
te en su natursleza ebsorbente.

Acerca de las curvas de ebsorcidn, 2i analizamos
la figure 10, en le regifn 330~520 nm se observs us 2i-
co pera el complejo Triac—sto4—4tanol 354 ("r=35") el
cuel no se tiene con el compleje Trimc-H,S0, -itenol 955
{"P-95*), Puerez de ésto, lss curves de ambos permsnecen
seme jentes, In esta misma regiSa, pere los comazlejos ‘
del comp. 3 (z.:omp. S—H2504-Etenol 95%: “S-=35": y
comp, S~HQSO4—Etanol 854: "5-85") ge observen mayores
diferencies: En smbos cesos sparecen »icos aoroximede=
mente 8 420 y 470 nm, sungue con el 5-3% se cuserve un
sronunciado descenso de mbsorcién a 500 nm el cuzl no
ocurrid con el 5-35. Pero le msyor y més significetive
diferencie es oue los coeficientes de extincidn son mu-
cho mAs recuedos pare S-35 que pare S$-95, Este es un
necho cue ofrece una ventaja pere egte enseyo nues &si,
la mbsorcidn a 490 nm, en une muestra problema, se de-
verf principzlmente £l T-~3%, teniendo $-35 una menor
interferenciz, Con €sto, es claro que utilizando el
rezctivo con etsnol el 854 no 80l se obtiene une na-~
yor ebgoreibn sino cue sdemé&s permite lz determinacidn

. de Trisc & 490 nm, con noca interferencie del comp. S.
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Como en el ceso de 1la fenilhidrazina, para logrer
1e estimecién més exects del porciento de empos tipos
de esferoides (bioconvertidos y no bioconvertidos), se
deben emplesr lss condiciones en-las gue el redio de
los coeficientes de extincidén seesn méximos. Zsto se Ob-
tiene & las longitudes de onda 220 y 490 na (ver teble
3). Sin embergo, este vez se encontrd un mercedo sumen-—
to ea 1r cromogenicided de los complejos con el trens-
curso del tiem»o. hste perfmetrc tue estudiedo (figurs
8) y como resultedo se vié nue se alcenzeba le mayor
respueste 2 los 90 rinutos desoués de egregedo el resc-
tivo, El tiemoo no influyé en lzs curves de esbsorciéa y
solemente eument: la sensibilided del método. zvidente-
mente, €l deserrollo de le cromogenicided con el tiempo
se debe.nl complejo del Triec.

Conociendo y& Lus curves de sbsorcién indiviavales
pers Triae y coun, § (figure 7) es posible determiner
enbos componentes trebe jendo @ dos longitudes de onde;
éstss son, -coro se dijo, 290 y 490 nm. Como se encontré
que les ebsorciones de embos no son aditives {figura
11), no pueden &plicerse diréctamente lss ecueciones
2)'y 3) nere celeuler lis concentreciones, sino que es
necestrio disnoner de curves de correccidn sobre el
tengo totel de mezclas posibles. Estes se presenten en
les figurezs 3-&) y 9-b) y en le tebla 9. %sf, desrués
de renlizer el snflisis & 290 y 490 nm, se cslculen las

concentraciones de Triec y comp. S cor les ecusciones
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2) y 3) y posteriormente estes conceantraciones se coyri
gen con les curvas de correccisn, coms se indicé en el
Capftulo 3.3 . B

0.6 +
-
~
0.4 t ~
~ .
~
Abgorecién ~ .
& 490 nm SR
0.2 ¢ N
~
A Y
N
2\
) 50 150
% Comp. S

Figure 11, Curves que muestren la no editividad en le
absorcién del comp, S y Triac en el enssyo con écido
sulfirico. (—} = Pelacidn lineel espersde con absorcio
nes editives. (-+) = Relascién observade.

4.3 APLICACION DE L[OS ENSAYOS CUANTITATIVOS

Los enseyos en ultrsvioleta y con écido sulfirico
se eplicaron & une muegtra del extrecto NP-I. Sl ensa=-
yo con fenilhidrezine no se eplicd cor considersrse i-
nedecuado (Capftulo 3.2.2),

En el caso del enseyo en ultraviolets sélc se re-
cuirié de une curva estendar del comp. S & 242 nm (fi-
gura 5) pera determina; los esteroides bioconvertidos
(o tipo comp. §).
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En el ensayo con £cido sulfdrico se hizo une deter
mineeidn simulténes leyendo & 290 y 490 nm y corrigien=
do los velores encontrados con les curvas de correccidn,

Zn la teble 10 se comperen los resultados obteni~
doa odr embos nétodos y se observe une excelente concor
dancie. “ero debe tenerse en mente tue estrictamente el
100 % no corresponde totmlmente e los esteroidee, sino
que se tienen en le muestrs pecuefies cantidedes de com=-
vuestos no estercides (Ceonftulo 3,1). No obstente, pore
efectos rrfcticos nuede concluirse oue le muestre conte
nia glrededor de un 68 ¥ de estercides bioconvertidos y
un 32 # de no bioconvertidos.

Ios detelles précticos de lss técnices gue resulte
ron adeguadss Yy ©Por tenio revomendebles, se &notsn en

el Cepitule 5,
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CAPITUIO 5
CONCLUSION

Z1 extrecto NP-I, obtenido de la primere bioconver
sién, consiste de 5 compuestos esteroides gque pueden di
vidirse en dos grupos: 1) los bioconvertidos (4 comouesg
tos), que son el comp. S ¥ &l menos tres compuestos muy
semejentes (con la funcién 4-delta,3-ceto) entre los
cuales se encuentre meyoriteriemente el 5-1T7 aceteto,
principel producto de le bioconversidén; y 2) los no big
convertidos (1 compuesto), cue es el Trisc {con 1s fun-
cidn 5-delta,l-scetato), materie prime inicial.

De los diferentes derivedos observedos del comp. S
881o pudo confirmerse plensmente le identidsd del 17-e-
cetato aue vor hidrélisis sleeline se convierte en el
comp. S. Esto se comprobd mediente CCF y con syude de
la espectroscopfs infrsroja.

Bajo lss condiciones empleedes, 1z CCF resultd un
excelente medio pera identificar y sepsrer 1los esteroi-
des en cuestidn. A continudcién se don los detos téeni~-
cos completos de lsg condiciones que se encontrsron 4o

times vare el andlisis (tabla 11).



Tabls 11 )
‘néenier rec,_erdrble rere 1le 1d01t1ficccidn nor CCr.‘

Yueetre: Fxtrzcto del celdo de la bioconve remén ue Trlac -
por Flevobecteriun dehydrogenens, .

Referencie tibliogréfice: 6, 34, 3%

Cene edeorbente: Crometofolios PL nr;:"ulertoa u° s!llcb
gel 60 F254

Lenesgor de la cera: 0.2 mm. TedeHo de. le ,1éce

10 ( 20 or.

“renerecids de leo nleces: Los cron'etofo.loq Be qecrron & .
80°C nor 30 minu:.s, e

Tino de cérers: De vidrio de 30 X 30 % 10 em,,
Téenice de seperacidn: kdsorcién.

Seturecidn de le cémere: Cercet de 50 minutos, seguide nor
el mojedo de un renel filtro introducido en l& cfmere.

Longitud y tiemso de corrimiento: 13cm; 80 minutos.

v

Commosicidn del disolvente: ‘uede wtilizerse el sisteme A
0 B: en erbog cip0ds se obtieren buenes senereciones.
L: Cloroforzoin-tutenoal 2¢:4., Volumen total: 100 ml,
B: Cloroformo:n-kutenol :'4:6, Voslumen totel: 10U ml,

®Prensracién de le muectra: Disolueciones en etenol ebsolu-
to de 1 mg/ml de les uwuestres P-I y comp. 5§ y Trisc es-
téinderes secunderios,

Volumen exlicedo: “sre identificecién, 20 41 de cede
muestire; nere crometosraefie preceretiva 50 41,

Sustencies ach 2ef Deteccidn
1, Triec ‘ 0.538 0.62 Revelado por HZSO4
2. Lerivedo del com».5, 0,44 0.53 Sejo luz uv 254 -
3, 5-17 0.33 0.43 " '
4. Comouesto S 0.16 - 0,26 "
5. Derivido del comp,5 0,04 = ?.° "
5., Compuesto no identi ©.00 - ? - Z&jo luz visible

ficedo
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Se confirmé gue 108 esteroides bioccnvertidos
{con 1le funcién-A-delfa.}-ceto). disueltos en etenol
absoluto ebsorben luz ultreviolete con un afxico &
242 nm, &l iguel que el comp. S esténdar; dor £fsto fue
oposible utilizer al comn. S como setrda de referencia
vera determiner el totsl de esteroides tioconvertidos.
Este fué de 67.6 %. uUste porciento concuerdz muy bien
con el obtenido en el enssye con £c¢ide sulfirico,
68.0 %, En esfe enseyo, los diferentes tipos de deriva-
dos: esteroide binsconvertido - f&cido sulfdrico y este-
roide no bloconvertido - &cido sulférico, dieron dife-
reates mfximos de sbsoreidn de rediseidn: 290 y 450 am,
respactivemente, Pueste que los derivedos #cidos del
comp. S y del Trisc son los cue determingn el natrdn de
le sbsorcifn del extrecto N2-I a 230 y 490'nm. respecti
vemente, se pudieron user embos como esténderes de refe
rencie secunderios peras determinar simulténeamente los
esteroides bioconvertidos y no bioconvertidos & 230 y
490 nm, Aplicendo curves de correccidn se log rd estimar
a los primeros en un 63 % y a los segundos en un 312 j,
En lss tebles 12 y 13 se tienen las técnices edecundas

para estos ensayos.
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Table 12

Técnica recomendable pera la determinacidn de 4-~delta, 3~

ceto-estercides de CZI por_ sheorcidn de lug ultravioleta.

Musstrat Extracto de esteroides de la primera biocoaversién,
200 4g/nl en etanol absoluto.

Reactivoa: Etanol absoluto y Comp. S, estédndar secundario.
Aparato: Eapectrofotdmetro de radiecidn ultraviolets con
celdas do 1 cm.

Freparacién de las muestrass Disclucidn de las muestres para
llevarias s uns councentracién final de 104(;/:1 en etanol
absoluto.

Tiempo ds lectura: Dcapués de prepareds (no depende del
tiempo),

longitud de onde y blanco: 242 nm contra etanol ebsoluto.

Célculo ds concentraciones: Con la curva estdndar preparada
con el comp, 3 estdndar (figurs 5),

Resultedo: Porciento de ssteroides bioconvertidos.

Tablas 13

Técnica recomendsble pere la determinacidn_simultédnea de
4-deltn, 3-ceto y S5~delts,I-acetato~eatercides de c _con

81 _ensayo de fcido sulfdrico,

Muestra: Extracto de esteroides de ls primera bioconvorlidn,
200 4g/ml en etancl sbesluto.

Reactivos: Reactivo dcido, formado de: 50 ml de etanal al
85% + 100 w1l de £cido sulférico concentrado.

Apurato:s Espectrofotémetro de rediacién ultraviolets y
visible con celdas de 1 cm.

Prepsracifn: Agregar 2.4 ml del reactivo cido a 1.6 ml de
suestrs,

Tiempo de lectura: Después de 90 minutos de agregsdo sl
resctive fcido.

Longitud de onda: 230 y 430 am. Blancot 1.5 ml de etanol
absoluto + 2.4 al del resctivo doido.

Ccélculo de concontr-cton.s: 6030(5) + 1175(2) » hgo 7
60{3) + 3720(1) = . Estas concentraciones se“”"
corrigen con las cu#eou de¢ 1s figura 9.

Resultado: Porciento total de eateroides.
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las curvas de ebsorcidn pars comp. S y Trizc en el
ensayo con fenilkidrezine resultaron ﬁuy seme jentes, so-
bre todoe en 1s regifn visible, Intbonces debe desecharse
le hinftesis inicisl de cue el Triec y el comp, 3 formen
diferentes tipos de derivados, o bien les diferencies en-
tre ambos no se reflejan en su pasrdn de sbsorcidn de luz
visible., De hecho, el réxizo Ge ebsorcidn Je los dos deri
vedos es el miamo en este regifn: 410 nm, Debido & ésto 3
2 1 necesided de hecer grendes correcciones pereé eliminer
la &bsorcidn de cromfrenss producidos por el écido del
reactivo fgnilhidrazina, este método no se encontrd ede-
cuado péra el objetivo wropuesto. Por otra verte, imrli-
cg un gasto superior el de los otros métodos estudiedos,

Pinelmente, se recomienda seguir el jrocedimiento
del gndliais por CCP, le velerscién en ultreviolets y la
valoracidn con 4cido sulfiirico rere identificear y cuanti-
ficer los esteroides nroducidos en la sesundz bioconver-
sidn, donde se obtiene le hidrocortieons. isi mismo ser{e
interesente estudier las gosibilidedesa cue, pers su sndlj
sis cuantitativo, nos ofrece el estvdio de les curves de
absorcidn espectrofotométrices de otros estercides con
dcido sulfirico concentredo, Pueden encontrerse métodos

sencillos y econdmicos.



1

~N
.

3

5.

-3
-

ESTA TESS ¥p
SR g -ua;”:.u%‘

REPERENCIAS

Brooks, C.d.X. (1970). Rodd's Chemistiry of Carbon
Compounds (2' ed.): Ster&ids (vol, II oert D). Ed,
Coffey, S. Amsterdem: Elsevier Zub, (pp. 1-3).
Peterson, D.H., Hurréy, H,C. (1952}, ¥icrobiel oxide-
tion of steroids at C-11, J, Am. Chem., Soc. 14, 1371-
1872,

Eppstein, S.H. et al. (1956). kicrobiel trensforme:tioms
of oteroids end their applications t2 the synthesis of
hormones. Yitemines and Zormones, 14, 355-432,

Trease, G,E., Evans, ¥.C, (1971). Farmacoznosie. Versidn
espefole de Cebo, T.J. 2* impresién (1932). México: cle,
Zditoriel Continentel, S.h. (oo, 133-143).

Hernédndez, Ruh, (1984), E1 beruesco y sus kplicaciones.
Informacién Cient{fice y Tecnoldzice. & {wo. 70). 45-4b.
Reyo, 4., Befvelos, R,V,, Thomé, J. (1983). Efecto de 1ls
concentrecién de sustrzto en lz bioconversidn del trie=~

cetato de triolone, ®rimer Consreso Jecionzsl de Eiotec-

nolorfe v Bioingenierfe, Xéxico: Soc. kex. de 3iotecnol,

y Bioingen., Lab. Nac. de Fom. Ind,
Perelta, G., Gonzdlez, ®.P., Herz, J.E. (1933), Bio-
trensformacién del Triec pera la obtencién de hidrocor-

tisona, Primer Congreso Necionel de Biotecnolozia y Bio

ingenierfe. héxico: Soc. liex. de Biotecnol. y Bieingen,
Ins. Inv, Bioméd, U,N,A,li.
Seligson, D. (1966). Wétodos seleccionscus de inflisis

Clfnicos (vol. IV). Versifn espeiiole de Polesi, J.V. ke
drids» Aguilar (op. 146-156).



w
.

10

11

12,

13.

14

15.

16,

17.

70

forter, C.C., Silber, R.H. (1956). 4L guentitetive co-
lor reection for cortisone &nd releted 17,21-dihydro-
xy-20-ketosteroids., J. Biol. Cher. ;§§. 201-207.
Sornell, A.G., Recdonald, 1i.P, (1653)., (uantitetive de-
terninetion of the stercid normones with 2,4-dinitrorhe
nylhydrezine., J,3i0l, Chem. 20}, 279-297.

No}man, d. (1962). Phe winery excretion of 3,17,21-
~trihydroxy-S-pregren-20-one (tetrehydre S). hcte Indo-
erinol. 40, 375-38o.

Silver, R.H., ?ofter. C.C. (1954). The determinetion of
17,21-dihydroxy-20-ketosteroide in urine snd vlasme.

d. Biel. Chem. 210, 323-932.

Snell, ¥.D., S5nell, C.T. (Eds.) (1970). Hormones. En
Colorimetric Methods of inelvsis (vol. IVeah); cep. 16
(pr. 284-403)}. dew York: Ven Hostrend X.

Silbver, R.H., Porter, £.C. (1261). Determinetion of 17,

21~-dihydroxy-z0-ketostercids in urine &nd plesme. In

liethods of Tiochericel Anelysis (vol. IV). Ed. Giick,

D, Wew Vork: Interscience Pubs Inc., {pp. 139=168).
Peterson, R.E, (1957). Lveluation of Silber-Porter pro-
cedure for determinstion of plzsme hydrocortisone.
hnel, Cnem, 23 (1), 144-148,

Oertel, G.%,, Eik-Nes, ¥,B. (1959). Determinztion of 5=
delte, J-bete-hydroxysteroids. Anal, Chem, 31 (1), 98~
100.

De Boer, H.S. et &l. (1978). The electrosnelytical gro-

perties of corticosteroids. iAnel, Chim. Acte 102, 141~

© 159,



18.

19.

20.

21,

22

-

23.

24,

25,

n

Bosch, A.}., Schuurs, A.H., {1982). EZnzyme immunos-
ssay of steroid hormones. Anel. Chem, Symn. Ser, 10
{Adv. Steroid knel.), 237-242.

Urieh, R.W., Zowermen, D.L. (1930). iess snpectrometric

identificetion &nd confirmetion ot 16-methyl-predniso-
ne mcetate in Mexicen pills. 2. hnsl, Toxicol. 4 (2],
43-54,

De Boer, H.S., et 2l., {137Y). Determinetion of corticog
tercids in single component solutions, suspengions,
ointments end creems. spal. Chim. rcts 108, 389-333.
Leterminegtion of corticosteroids in single comronent
teblets. Ibidem, 111, 275-279.

U. 5. Pharmeconeiel Convention Ine. (1979). The tnited
States Phermsconeie (XX revision). Zockville: Nec Publi

shing !distr.) (op. 172-130, 915, 921j.

Direccidn Grel. de Control de hlimentos, 3ebides y edi

cementos (1974). Fermeconee Nucionel de los kstedos Lni

dos Mexicenos., (4' ed.). México: 5.5.a. {(£p. 397-399).

Seott, A,I. (1264). Intercretetion of the ultreviolet

gnectre of neturel sroductis: svelicetions of spectro-

ohotometry in the enelysis of steroids. (Apnendix).
Ed. Bsrton, D.K.R., Doering, %. New York: Pergomon
oregs, The ¥ecmillen Co. {pp. 363-432).

Higuchi, P, (1961). Phermaceuticel analysis, tlew York:

Interscience.

Zeffaroni, A. et el. (1950)., Adrensl corticel hormo-
nes: enelysis by paper psrtition chrometozrephy end o-
currence in the urine of normal persons. Science, 1il,
6-8.



26,

27,

12

zaffaroni, A. (1950). hbsorption spectrs of sulghuric
acid chromogens obtained from adrenel steroids e&nd re=-
lated compouﬁds. J. Am, Cher, Soc. 72, 3323.
Bernstein, 5., Lenherd, R.H. {1553). The zbsorption
snectrs of steroids in concentreted sulfuric acid,

' I. ¥ethod and data. J. Org. Chem. 18, 1146-1165.

28.

29.

30

31

32

33

Bongiovani, A.¥., (1953). Criticel anslysis of methods
for mezsurement of pregnene 3-elfe,l7-zlfa,20-alfe-~
triol in human urine. inal. Chem. 30 (3), 338—353.

Bell, W., Verley, H. (1960). The estinetion of pregne~
netriol and 17-hydroxys»regnanolone in urine in congeni-
tel adrenael hyperolasie. Clin., Chim. &cte 5, 336-405.
Klopoer, A., et 81, (1955). A metnod for the determina-
tion of urinary pregnsnediol. J, Endscrinol, 12, 203-19.
Stern, M,I. {1957). A method for the determinztion of
5-bete~pregnene, 3~alfa,17-alfe,20-alfe triol in urine.

J._Endocrinel. 1lb, 130-138.

Xilshaw, D. (1970). Esteroides: Princivios y Téenicas.

Versidn espadole de fexiole, U, Wéxico: E1 Nenual Mo-
derno, 1975 (pow, 23).

Cafstensen, H. (1266). Chromogenic steroid reactions 1n
duced by ‘silice in diluted sulfuric acid, useful for de
tection of steroids on thin layer chrermetorzlates with-
out heating, end 2 note on the specifity of the so-ce-
1led Certel, Allen &nd Jersen resctions. J, Bur.

Steroids, 1(3), 233-236.



3.

73

Tscheache, R., Wlff, 3. (1564}, Thin layer Chrometo-

) gfaon of Sterolds, En lies 3iochemice) senerations,

Cep. 10 (o, '103-205). td. Jemes, .T., Yorris, b.s.

" Iomdon: D. Van Nestread Co,

35,

push, [.%, (1381}, Tre Ghromttasrechy of Steroidse

En International Series of ionographs on oure gnd &-

nolied Zioclopgy. Division: Fischemistry, hd, Cellowne,

" RaXy, Cemnbell, ©.N, loadon: Peryemon “ress. (oe. 155-

36.

37

35

39.

190). .
Zirchner, J.6. (1373), Thie Leyer Chrometagreshy. (2°
I¥). My
‘ieissberger, i, Sew York: .foan wiler rnd sSons (of. 5-
2, 857-236}.

Lisbtog, =.7. (1?63)} Sepﬁrttion snd cherseterisction

ed.). En Technicues of Chemistry (vol,

of delte-4,l-ketogteroids of the regmene eeries oy
meens of thin lsyer chromstogre phy, Actu ndocrinol,
£3, 47-c6. '

Stesrns, FoI. (1303). The Frectice of Lbsor&tianr;

Szectrochotometry. Gen. 2 (30 60-167). ¥ew: Yorks
wiley-Interscience, ’ R .

doberts, G., fzllagher, 3,3., Hormen, J,H.:(iBSS}{"‘

Infrared Absorntien of Steroids (vollilllf‘Se@‘Ydrka

Interscience Pub.



= Birearer v Cofles= (35

f de Cre~ Tipo Sustituyente en C-17 Fie=plo eate Je rofe-
Yones {&-2) . m*‘~-=' trivieles rausia
18 zstrdzenos ~<H o «0 2stradiel, 2zireno Zoirane
12 Androcencs ~Clf o =0 “Ex::;.:;:‘:, Androatens
2 Fregertdsencs -2CCHy PyoZcsterena Frezmeno
21 Ferionne elrenp -CCCH.CH Curticosicrons .
coriicelss (17-E‘e 17-21) Cortizona Tregneno
a Alcnloidosn -C'rl’e-..‘Hz y derivados Holarrinina 30, 8ix-4 | tace
progriens

21 Glieceidos
curéincos -C!:feC-(CR) iginigenina Digfncao {14a,
17 -pregrrno}

7 Glledeidos £4-1oztenn Digtiaripatae
cerdincos Seirofenifdine Carfendlide
Glicdidoz utA Cilwreaing. =+ .
& cerdiecos;veneno “/“'1““““ Fufelina Bufeadlide
. de se30
Z’f_ Acidoz billsres e(Cy ")2 e Actdo edlico Coleno
o Acidos bilteres ":‘J‘"“(“qz)l'{.u‘c‘; hcido -Hm:ro/!.- Acido 27-ceicTie-
~ cocrostinte nelee
27 Sepezenises C-8 etplrozcetnl Tigegenina omd o e g
- sa?.-apo,:e-:inu Ispirecidn
21 Alcaloices Celi (bicfelsco) 501m&dinn Soleniline
Teiwtanina

ac..ndu'ms

- 1
Cello (biedelieo)
-

Hi Z;:-e:nrolf: ( )
Lico-esiaroles e(Cy C‘-.'a. Colegieral et
3 incsterol Coleziran
o a 18t rorie
27 ;i::::;x:: de ) Ceitna laterel hidroxi Zcdlzone
8 Tico-est Yesg, -’JE:_'Q(CHE) Chile Zrgesterol, Zrgostang (Ii-¢
Zsierples erie ‘c Sresicesterol 'Je-ce]- tero),
208, Pito-este- =2 Cazpesterol 2
reles
K Zoo=grieroles, At wl ot - -
< . ~TECe(SE ) LCille LoTenol
;::‘"L’ de caz 3 z '.':cziau,:;nr.n
29 Fitonteroles, —L#Ee(CR )..! igmeaterol,
23teroleg muri- iliee Sitosterel,
nos < Clioresterol
] Fitesterslen Hte(CH )Sh"‘ Citrostadienol
e, .
» Zoo-eaterales ~Cilie(CH,) i Lenosterol Lanceienc
. 3Lsz Agnostersl (2,¢,1dtrimotil
colagtens)




K
e

naTe 2000

43

1000

VIAVENUMBER (CM')
A7
)

=2
i

u 4

H kI
- B

g ;
L] [
(S

1293

:
-
bee
b
Jds
“w
i~

nﬂaamnowmm ap
WEa o«mw:ouoo 18p »nuu»&~uw UPTIICSAY 8D oJ3d9dsq T

:m.. T01ayrigy



it CisOns

. AFENDICE "3"

2, Espectro de absorcién infrersje de 1l ruestra NP-T,

b

Nl

WE

1
'

RERLAIRS

1300




	Portada
	Contenido
	Resumen
	Capítulo 1. Introducción
	Capítulo 2. Metodología
	Capítulo 3. Resultados
	Capítulo 4. Discusión
	Capítulo 5. Conclusión
	Referencias
	Apéndices



