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CA.P ITULO. J?H DIIERO 

J: 

USO DEL A.e i:Do SULFURICO EN ZA 
KODl!:RHA QU:O.ll:CA ANALITICA Dll: 

LOS ESTE'RODlES. 

En J.a qu.Ímica. a.na.J..ítica. de J.oa· eateroidea. J.oo pa.e.oa seguidos 

eon J.oa aigu.1.ente•t 

I.- Prepara.e iÓn de J. a muestra.. 

·II.- Croma.tog~af'!a en e1 papel. o en col.umna.. 

III.- Ide~tif'icación y cuant~o eepeotroacóp~coa. 

Veremos ta. con'tJ.nua.ción ca.da. uno el.e l.oa puntos cita.dos. 

I.- Preparación da l.a. muestra.~ 

La. mueet.ra.. aegdn el. proceso de donde provenga. c. del. l.uga.r de 

au extrá.co.1.CSn. debe ae:z:... tratad.a en f'ori:aa adecua~ para. J.ogra.r 

l.a. ma,yor pUrif'icaci6n poeibJ.e. qu.1.~ando ioe oontamina.ntee no 

esteró.idea que puede traer. A continuación 88 t·oma. una. a.:!.!eua 

ta que ee .suponga. tener J.a. cantidad apropiad.& para el. a.nd:J.ie.ia 

croma.togr4-t'.1.Qo que .va,ya. a. aeguiree. y con ~a.to· se procéd~el. 

a.n4l..1aia. 

II.- .LnLl.iaia crama.tosr4f'ico= 

El. principio del. .a.n4J.iaia cromatogr4f'ico ae basa en l.a. adsor­

ción y cona.1.&te en. J.·o a.1.guiente: ::ii· se t.iene una. fase eat&cig_ 

na.ria. constituid& por un- producto con propiedades a.be.orbentes 

•.Y deepu&s .•. de a.f'SÁ.di:r · l.a. muestra eo. ba.cen J?&e&:r a. oontr•corriento 

to.d&· una eorie de sol.ventee y mezol.~ de. aol.vente• en orden de 

poJ.aridad• J.&.& aubeta.ncia.a me.zcl.ada.e se prepara.u ·por J.oa ao:i­

ventee también en orden de su pol.a.rida.d. 

a.).- C:r oma.togra.f'.!a. en coJ.umna.i, La. .col.umna. conata.. de un cil.i.n-



dro de vidrio. que en su parte inferior se estrecha y tiene 

una. 11a.ve esmerila.da. para. contra :J..a.r el paso. y en eu par&e 

su-per ior. tiene un ensancha.miento e·n f'o:rma. de "b olá eX cua:L a. 

su vaz tiene un cual.lo pa.ra. col.oca.r un ta.p6n y una. entra.da. 

para. ·aire a. preei6n. Pa.ra. monta.:rl.a. se coloca. un a._1god6n a. -. 

uno& cent~metroa arriba. de 1a. 1J..a.ve, acto seguido ~e co1oca. 

~i gel que f'orma la ~a.se estaciona.ria. lSI02 A.:I.3 o. etc •• ). 

y ee coloca. otro a1god6n encima. Una. vez hecho io anterior 

se añade la. muestra., y a contin~a.ci6n loli solventes usual.ea 

en orden de pol.a.ri4&d. ta.pando :La. coJ..umna. y poniendc e1 a.ire 

a. preei6n lei ee nooeeita.), y a.1 mismo tiempo abriendo ia. -

11a.ve y rec·ogiendo J..a.s diferentes f'ra.ccionee a. ia.s que iuego 

ee lee hs.ce una. prueba. rá:p~~ .,,..re. ou identi"!'ica.ci.6n. lE\'1 -

muohoa oa.~o,g con li2S04). 

b).- Croma.togra.t!a. en papel: Basado en e1 principio del. an­

terior. l.a. t'cuica. seguida. em 1a oiguiente: 

Se toma. una. tira. de 37cm. apr=:.ima4amonto de papel f'i1trc -

lWha.tma.n No.·J. genera.J.mente}, y se impregna. con l.a fa.ue obL~ 

ciona.r:l.1;1.- (Forma.mida., Propy1ene GJ..ycol. ~ etc.} en 1o que se -­

denomina. l.a. 1!nea de a.p1i=>.ci6n coioca.da. aproxima.da.mente a. -

unoe l.2 cent~metroo de l.a. parte superior de J.a. tira.. se a.pJ.!. 

e~ 1a muestra que deber~- ser aproximada.mente de 1 mgº por ca.da. 

centímetro- dd_ ancho de l.a. tira.. Una _vez hecb.o ést'o. se col.oca. 

en l.a. cámara de croma.togra.-r.!a. de a.proxima.damente 50 cent:Íme .­

troa ·de -al.to por unos 30 cent!me_tros de di.t.metro y de -f'o:rma. 

cil.!ndrica·; 1a. cd:ma.ra. deb~ de es·ta.r í"orrada. ·interiormente de 

papel f'iltr-o con una. venta.n.a.·"1.e 10 s:ent1•;etros a tod.~ J.o largo. 

y que tiene en su interior un soporte en el. cua.1 se pone una 

ba.~eja. con e-l. eo1vente l.o mismo que. en l.a parte inf'erior· de. 
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J..a. c&ma:r• con obJ oto de tener un ambiente de tota.J.. aatu:ra.c·i6n. 

lll p&peJ.. antes propa:ra.~o. ao coiocs. por l.& parte de arrib• 

de J..a. J..!noa. de .apl.ica.ci6n en un v1.drio 0 el._ oua.J.. o. au vez ae -

col.oca. d.iagona.J..mente en J..a. ba.ndeja. 0 de ~a.nera. que J..a. parte del. 

p~pel. de J..a· J..:Cnes. de a.pl.ica.ci6n Quede para aba.Jo col..$a.ndo hacia 

a."f'uera. y por ca.pil.ar:l.da.d el. sol.ven<;e l.s.. r"ecorre 0 una vez que 

el. sol.vente b.& J..l.egs.do a. J.s. pa.rt.e "int"er.ior l" o en su ca.so se 

ha. deja.do gotear), se ea.es. de l.~ c""1a.r• y se tr¡:¡';;.-_ <:"On '-'ire: 

cal. i~nte ha.et• .l.a. tot.s.l. eva.pors.c i6u del. sol.vente y de J..s. f's.se 

ea ta.e iona.ria. 

Se cortan t.inB,S tira.a muy a.ngosta.S s. l:o· l.argo del. papel: y se 

pa..ss.n por l.oa re&c~~vos a.prop:l.s.doa l2 0 4 Dinitro Fenil. Hidra. 

zi.na. 0 ·"0:1.do sul.f'drioo 0 cl.orh:l.dra.to de trif'enil. tetra.zol.io b&­

$ico, perma.nga.na.to de po~a.aio~ et.c.) 0 teniendo en esta. t'orma. 

J..ooa.J..iza.ds.a l.a.s banda.a ·donde qu~da.ron l.oa d.1."f'erentea esteroi­

dos componentes _de J..a. mezol.a. orig:lns,.l., l.a.a banda.a se recortan 

y _se ·~tra.en con un sol.vente a.propia.do que J..uego se eira.pora.'y 

ten1.endo -.a.1:· sepa.•~dcn 1.oo o c:pon~ntes d~ J..a. mU.eetre.. QYigins..1.. 

IIJ:.- :Identi "f' :1.oa.ci.6n y cua.nt&o espec·tr.osc6pi.cos: 

Da.do que ol. pr_eaente traba.Jo eat.t ""'8 rel.a.o:1.ons.do con &eta. PS..!:. 

te que con l.aa dos anteriores. -pueato que este traba.j"o consta 

de l.oa espectros de a.beoroi6n de l.oa cram6genos que se obtienen 

de t:rl!jPota.r a.l..gunoa estero:l.des e on l!tci.do sul.f'Úr :leo concentra.do, 

y sus· va.ri.a.c:1.ones cuando ·adem&s se S:ff~d-e me1'anol.. 

HISTOR~:- El. descubridor del. espectro f'u& rs·a.a.c Newt-on aJ.. co­

l.oca.-r_ un prisma. en J..a direcci-6n _de un ra:yo sol.a.r 9 y proyectar­

J..o en un cua.rt.o obscuro la.ao de l..666) 9 ayuda.do con una. l.ente 

l.ogr6 obtener un espectro·ds 25 oentímetroe de 1~rgo. 

tia tarde 'Nol.l.ae ti:.n la.í'1o de iao:¿) y" ;r •. Fra.uohof'er) lafio de -- -

l.Sl.4) ta.mbieñ observaron l.:Cnsa.e de espeo~ro. El. primer eepec-
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troscopio práctico ae desa.rroi1ó ha;sta. 1So9 por 'J._H.Kir_chof'f' 

y ri. Bunsem. quienes a.demás demostraron que e1 espectroscopio 

puede u·aa.rse como m&todo de a.nál.isia químico y en esta. rorms. 

encentre.ron 1a. presencia en e1 so1 de e1emen-t<oe co·nocidos :i 
descubrieron varios e1ementoe nuevos. entre e1l.os e1 Cesio y 

Rubidio. 

ESPECT.ROSCO?I.A .l!:N Q.UJ:ll.ICA:- Cuando e1 espectroscopio e.e. deaa.­

rrol.J.Ó en f'orma. pr4ctica. en J.859• !'u&. uaado inmedia.twnente por 

ioa químicos. como un poderoso a.para.to para. e1 a.nd:l.isia cuaii­

ta.tivo. 

Como resui tadó de ést·o vino un -descubrimiento de ·el.ementos 

qu.!micoa y f'ué una gran a.yuda. "'n ia. aepara.ci6n de J.a.s tierras 

ra.:ras. 

Las eetructuza.a de.mucb4s mo1écuJ.as de.gran comp1oJidad a.e.! -

como de 4tom.os •. ha.n sido reve1ada.a l'ºr su espectro. E1 q'uími­

co ha. 1ogrado 1a. determinación de la. geometría. de 1a.s moJ.écu-

1a.s cuya.e f'6rmu1aa eatructura~es eran previamente conocida.e 

ªª~ como e1 e~cJ.a.recimiento de J.as r.Srmuia.s deeconocidae. 

Las estructura.e.de ta1ee mo1écul.as como 1a. peniciJ.ina. y J.a 

vitamina. K •• f'ueron encontrada.e con l.a ayuda extensiva- del.a 

espectroscopía.. 

La. región ul.travioJ.·eta. que com;t..enza. ·aproxima.da.monto a ioa -

4•000 A• f'ué. desouoierta por J.'11. Rit't.er en J.801 •. En sus es 

·,_tud.1.os de- l.a.'.: reJ.a.tiva.s ericS:cias de rayos en dif'erentes por­

ciones del. espectro. a.1 obacurecer el. cJ.oruro de pl.a.ta. encon­

~r6 que. 1os ra;yos más a.ctiVQS && enc~entran m~a aJ.1á d~l. 

v:l.ol.eta.. 

Muchos mineral.es y ma't.er:l.a.l.ea ',prg&ni.;,oa f'iuoreácen ruertemen­

te en ia. 1uz uJ..tra.vi.cl.eta. convirt:l,~ndo J.a. ra.dia.ci6n. inviaibl.e 
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en J.uz visibl.e. La l.uz ul.'t:ra.viol.eta. también d.C l.úgar a. nume­

rosa.e rea.ceione~ f'otoquímicae;, .,y;'..-en ].a "ree;i6n de onda.e más 

cortas de 2.900 A ea marcad.a.mente bactericida.. Loe ef'ectoa 

f'9toel.€ctricoe también están ba.eta.nte pronunciad.ca en l.a. re­

gión ul.tra.viol.eta J.o que reaul.ta. de gran util.id&d.. 

Espectro ea o.l arregl.o ordena.do de· rad.i.a.ci6ti de a.cuerdo con 

J.a. l.ongitud de onda.. J.a.e ra.di.a.c.ionee el.ectromagnética.a tie­

nen J.ongitudea de onda. Que va.ria.n desde mil.ea de kil.~metroa 

ha.ata. tril.J.onéeimaa de miJ..!metro. 

El. espectro el.ectromagnético conipl.eto.· comprende toda.a· esta.a 

radia.e.ion.ea a.rregl.a.da.a en ·orden de l.ongitudea de onda.t De -

l.a.a m4a l.a.rga.e a J.a.a m.Ce corta.a. 

Ya. que no existe ningll'.n a.para.to que sepa.re l.a.e radiaciones 

que contengan todas esta.a ·l.ongit.udea de onda." en un eap~ctro. 

el. espectro eJ.ectromagn€tico h~ a.ido dividido en va.riaa regí~ 

nea de_ :O:.cuerdo e on e:l. tipo ae instrumentos que son ca.paces - · 

de producir y ca.pta.r l.a.a onda.a de va.ria.a J.ong:Ítudea. La.a _on­

da.a J.arga.a pueden .ser separadas po~ medio de circuitos de" r~ 

dio ordinario~; l.a.e onda.a más corta.a ee anal.izan por un equ.;!,. 

po micro. 

Unida."dea en el. eaºpectro 

La.a más usad.a.a son J.a.a- siguientes: cent.!metroa inver1ioa. mil..;!,. 

metros inversos. micr6n. ·m.11.im.i.c.róm ·y unida.des A.~atrom-:.3 
li:Quiva.J.enciar_io.ooo 4 • i.ooo mR= ~- l.O cm-•l.O ma 

T&c. ru.ca.a de J.a eapec troecop:la 

.A.qu~ ea preaenta. t!tl. probl.ema ·de eatudia.r l.a.a J.ongitude·a de on­

da. e intensidades de ra.diaci6n que aon emitida.a por l.oa 4tomoa 

y mol.écu:l.a.B en dif'erentea coád.icionea f'.:Caica.e o bien ·,;¡.a.a ra.­

dia.cionea absorbidas a.1. pa.aa.r a. tra.ves de J.a. materia. ~n va.ria.e 



formas: por J.o tanto. ae deben h~ce~ J.ae dietinoionea conv~ 

nientee .entre eapectroscop!a de emiei6n y eepectroecopía de 

abeorci6n. 

Eepectroecop.!a. de ~miei6n 

Son trae J.a& oJ.&aee de ea.pectro~ de. emiei.6n: 

a}.- .Bepeotro Lineal.:- Ea originado por. 1oe lttomoo o J.6neD 

que est"n eeparadOB de SUD· vecinoe; y que en e1 intermedio de 

J.oo choques pueden ra.di&r por oí. eol.oo. ··D4:n ea te espectro 1oa 

ga.aee inca.ndeacentee y vaporee. 

b).- ~epectro de banda:- Este se origina·por mo16cuJ.ao que e~ 

t~n ta.n separadas de ~as vecinas que casi son independientes. 

Da.n esta el.a.ea de ~spectro J.os gasea incandescentes p0J.iat6m~ 

coa y J.oe vaporee suficientemente rr.toe para q.ue no es.tén di-

eaci.adas. 

e).- Espectro continuo:- J?\.iede' ser produci.do por e61idoe y J..í­

qui.doe .i:nca.ndoitecentee y en a.1gunoa ca.sos especia.1.ee por moJ.é­

cuJ.ae y 4ltomoa. 

Cuando J.a J.uz de un a.reo eJ.éctrico pasa a travee d.e un e~pec­

troscopio se obtienen :Las tres c1a.ees de eapectr~. ya que :La. 

corriente del. a.reo contiene .ttomoa. mo:i.écul.ae y pa.rt.!c.ul.a.a ·--

.grandes inca.ndeacentea. 

Espeot::i:oocop.!a.· de abeorci6n 

"cuando J:.a. J.uz -pasa. .... t:ra.vee de una. pieza de vid.río col.o.rea.da. 

se .,,;beorben o ·io que ea J.o miomo. se reducen ·en intensidad -· 

aJ.gµna.a ·iongitudea de onda. Si .e1 vidrio e• J.nco1oro ae obaeE,_ 

va ·ea.te ren6meno también pero en :La.o reg.ionea 'u:i.t:rav.1.o1eta e 
.1.nrrarroja. Loa 1.!quidoa y 0611.doa en.eoJ.uc.1.6n cuando eotatn 

pu~oa tienen·· tambiéb esta a.boorc.1.6n. 

EJ. estudio de J.a eapectro.ec-op.!a de ·a.baorci6n· c~mprende:. ·: 

J..- ·Cua.J.eo .son J.aa J.ong.1.tudea.de 
onda absorbida.a. 
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2.- Qué cantidad de radiac.i.Sn ea abaorbiaa. 

3.- .L.. r~z6n por J.a cual. ea absorbida. • 

.H:1 primer punto sirve como bae.e a.J. a.ná:J.iais cuaiita.tivo ya. que 

determinadaa 1ongitudea de onda corresponden a ci0~~~~ ~~~~t~~ 

tucionea mo1ecu1area. Generalmente para este espectro se usa -

e1 espectro infrarrojo. 

E1 segundo punto nos re1aciona. l.a abaorci6n obtenida. con 1a. 

cantidad de muestra que se eat~ observando y a.a.! ae obtiene e1 

anál.iais cuantitativo de vita.mina.a. hbrmona.a, aceites y otra.a 

substancias org~nicaa. 

~1 tercer punto ae usa para aclarar 1a mo1écu1a de ciertos e~~ 

puestos orgán~coa y est~ basado en re1ac~onaa ya conoc~daa. 

E1 espectro de a.baorcicin se divide gcnero.1mente en l.a.a aiguie!!.. 

tea regi·onea: 

.,1 Onda.a CaJ.or.!t"icaa:- TodaB l.aci ondas e1ectroma.gnética.a Que son --· 
absorbidas por l.a. materia. "producen ca.l.or. :U..a que son más cor 

-3 -
ta.a que unos mil.J'.metroa y ma.e .l.arga.a Que 3 x 10 mil.J'.metroa. -

pueden verse por medio de l.a producci6n de ca.l.or y por ·,.l.J.o 

reciben este nombre. y están comprendida.a en el. infrarrojo. 

Hegi6n infra.rroJar- Consta. de J.as onda.a que van de unos mil..t­

metr.os ha.ata. 2.;5 :x 102 miJ.J'.metros de J:.ongitud. 

Regi6n infrarroja corca.na.:- En ésta. eat~n comprendida.a l.aa on­

da.a desde 2.6 x l.02mi1~metroa hasta 7.5 x J.02miJ.J'.metroa de lo~ 

gitud. 

Regi6n viaib1et- Comprende desde 7.5 x 102mi1~metroe haata. e1 

vio1eta de 4 x 104mi11'.metroa de 1ongitud. 

Reg.i.6n u1travio1eta cercana:~ En ésta eat'n comprendidas 1aa 

ondas desde 4 x·ió"4haata 3 x 1Q4~i1~metroa de l.ongitud. 
~egi6n u1travio1eta leja.na:- T°enemos aqu~ 1aa ondas desde 
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~ x J..ó"lb.aata 2 :x: 1ó4m1J...!met-roa de 1ong:ltud. 

Hep;:l.Ón u1tra.v:1.o1.eta. e:x:t:rema. o ul.travioJ..eta a.1 va.cío~- Compree,_. 

de J..aa onde.a desde 2 X J..04nl1J..Ímet:rOB basta ~ A iÓ~!.J..fmetrOA 

de :i.ongitud,. y :r_ec:lbe eJ.. nombre de· vac·.!o debido a. que eJ.. a.ira 

en petas onda.a demasiado corta.a,. ea opaco. 

Regi6n de J..oa Rayos X suaves:- Desde 2 x J..06b.a.et&. ~O.,mi11met~oa 
de J..ongitud. 

Hep;:lón de 1.oa Ha,yoe .:X.:­

Beg:lón de J..oe Rayos ~~-

_A.°"1:1.s:ls d.e ma.teria:Les 'Rºr espectroséoe!a cua.l.:lta.t:lva.:-

Cada- tipo ~e átomo o mo16cu1a. pro_duce unas 1!neae eepectr:3.1es 

o ba.nd.a.s oa:ra.Cter.!at:l.cas que sirven pa.ra indicar ia presencia 

de ese >ttamo o mo1écuia como centr~ ra.di~nte. bien sea un me­

ta.1,. e':l eJ.. 1aborator io • o en una.· estreJ..1.P.. 

E1 espectroscop:lo provee uno de 1oa m~s a.ita.mente espec.!f'icos 

de J..oa m&todoa de a.ná:1isis. cua.1ita.t;1.voa. es además directo, •. 

rti:pid.o y simp1e. 

Una pequeaa. p:le,;;a. d.e u:B.ter ial. para. ao:.- ana.1iza.da., se quema. en 

un·a.rco ei.Sctri.co y su eapectro ea ·obtenido en pocos segundos. 

Una. s_1:mp1.e 1.napecci.Sn de1 pa.tr6n de1 espectro de 1.!nea. ob­

tenido, sirve -para. :1.de·ntif'ica.r 1a. presencia. o. a.ueencis. de 70 

eiementoa qu~m~coa. 

E.1 mtS.todo. ~e emi.ai6n no ea directa.mentae ~p1ie~b2.<!! par·a 1a de­

termi.na.c ión de 1-a.e mo1écu1a.á, ex:c_epto en ca.sos especial.es, -po!'.,_ 

que 1-a. ~or:l'.a. de :La.a mo1éou1a.e eat.tn disop:lada.s ·en e1 arco 

eJ..éotrico,· tampoco ae identif'ica.n 1.os ra.di;..1ea .negativoa.;.­

Aná1ia:l.s · espectroac6pico cua.ntita..tivo.· 

A muy baja.a concentr!i.cionea de un e1eme.nto en una. mueatra.; ia. 

cant_?.dad. ,de J..uz .emiti.da. por ese e1.emento .... --directamente. pr_o-
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Porciona1 a1 número de euu ~tumv~ p~eee~t~B; si todos ioa de-

más -Ll;:&.0; :..w.zea son constantes. 

Da.do c¡ue el. número de factores y la. concentra.ci6-c:, c¡ue a.fect.a.ri 

la. intenaida.d es grande. el. m&todo de a.n~l.isis toda.v~a. no ea 

muy ea.tisf"a.ctorio. 

Una. muestra. puede ser anal.izada. ai ea f"actible de d~p1ica.r1a. 

ba.ata.nte bieri con una. mezc1a. de un contenido que emite línea.a 

de intensida.dea relativa.a. parecida.a ~ua.ndo se queman en un -

ar-co. 

E1 método espectrográ:t"ico puede ser a.p1ica.!io cue.ntita.tiva.mente 

pa.ra. 1a. determina.ci6n de un elemento que· puede aer -visto cua.-

1i ta. ti -va.man te.· 

A..J2..1ica.ción a.1 ca.so de l.a.a hormona.a: 

En ei caao de las hormcnas.tenemos ei aná1iaiS cua1itativo por 

medio del. espectro int"ra.rrojo, y en a.J..,,unóa ca.sea ·m.ta r~·pido 

y econ6mico por medio del. con~unto UV-viaible del. crow6geno 

obtenid.o como reaul.ta.do de tra.ta..r dicha.e hormona.a por ~ci.do 

au11."•.'<r ice concentra.do. ·El. a.nál:i..sia cua.nti.ta.ti.vo ae et'ect6a. por 

medio del a.n~li.sis uv en eJ. ca.so de existir en ].a. mo16ou].a. un 

grupo ca.paz de absorber en·el. UV. 

Loa conocidotl a.ct.ua.1mente son: 

X11a.x. = 235 A:Ma.x = 2so 
Si 1a. mol..écn1a. objeto de· estudio no tiene ninguno de estos gr!:!_ 

pos. entonces -~Q nbtiene un crqm6geno con ~ci.do aul..fúric.o.con 

ci.erta. cantidad• y se ha.ce e1 eap_ectro UV-visibl.e para. determi-

- 9 



nar eu A ma.x. Una vez que se obtiene ésta. se pueden ha~er 

l.ectura.a en ese punto a dif'erentes c~ncentraciones y traza~ 

do l.a recta concentraciones Va. l.ect~ras, ea f'ácil. poaterio~ 

mente el. 1cua.ntéo de ese compuesto haciendo uso de l.os crom6-

t?;e·nos-deaa.rrol.l.a.dos con el. ácido -sul.f'Úrico. 

De aquL se puede ver l.a gr~n iwporL~ncia del. ácido aul.f'Úrico 

en el. a.nál.isis de l.as hormonas eateroidee y en eate traca.jo 

se tratará de. l.as modif'ic ... cione,s que ae presentan, cuando ad~ 

más se agrega. meta.nol. en va.ria..,.. proporciones. 

-o-o-o-o-o-o-o-o-

·- l.<.; -



CA!'J:TULO O>EGU:NDO 

J:~ 

.PARTE EXPERDrul:NTAL •• \C:CJ:ON DEL 
META.NOL E?i LA.. RE."!C:X:ON CON AC.J:DO 

SULFUR:X:CO. 

Como hemos dicho a.nteriorwente e~ an.O.ieis cua.1.ita.tivo r~~i­

do • se l.ogra por m edio de un eepec tro UV-visi.bl.e del. cr-o:n.Sg!!_ 

no ob~enido con ácido sttl.f~rico • .La. conetituci6n del. proauc­

to forma.do no ha sido a.el.ara.da. a.ún, pues l.as 1.nveetig-~ci.ones 

a este respecto son éscaea.s, ~in emb~rgo, el. métodó resul.ta. 

muy eficaz en l.a m~o~ía. de l.os ci..aos aún cuando en otroe no 

existon·una.s diferencias muy marcaUaa. En 1~li experimentos• 

real.iz~dos para el. presente traba.jo adetD.te de ;¡:ci.do eul.fdri­

co 0010. en cuanto ~ ssn'::.ibilid~d de 1a reacci5U. Uire~~pci: 

ci6n de col.oree y tiempo del. an~l.isi.e. ~n ~o que concierne a 

J.a extruotura. de l.os compuestos forma.dos no se h:i.n real.izado 

tampoco traba.jos tendientes a su determi.nación, pues sol.a ~­

mente ea conocido el. caso de l.a l.7-hidroxc; l.l. deaoxi, cort~ 

coaterona. que por l.a. a.cci6n del. ;¡:cid o sul.f".!rico y eit metanol. 

se transforma. en el. compues_to dimetoxil.a.do en posición- 21, -

per diertdo el. ex.hid r il.o en po .. ición l. 7. 

e • o 
OH 

-=~O allJleOH) > 
25°c .... 75-85% 

~ 
Técnica..- En un matraz a.forado de l.00 mi.l.~l.itros ee pesaYon 

- l.l. -



~O mi~irrramoa de1 eateroide en cueati6n. de est~ so1uci6n se 

touiaron 10 mil .!litros y se l.l.cva.ron a. t>O wil.i1itros en otro 

ni:.i.LL"~:G :!;:l.Lorado., de esta. Ú1timfl. so1ución se tomaron 2 mili1 .. i-

troo pa.ra hacer e1 experimento y otros dos se 1levuron a 10 

miJ.il.it,rcs en otro matraz a.rora.do y con esta. nueva aoluÓión 

se hizo el. espectro ultravioleta para. comprobar 1a exactitud 

de 1a pesadas en 1oa ca~os ·en que se ten~a a.l.gún compueato -

que d.Íera. abaorci6n en e1 uJ.travio1eta. • 

.._pa.r;:>:.1!.2..:.;:. ;;,e uacS un espectrot'ot6we_tr o :Beckwa.n que comprende 

una. esa::Ll.a. de 10.000 A ha.eta. 2.000 A. 

;,;ate ·a.p¡ira.to emplea. un prisma de cuarzo del. t.ipo 1itow con -

un espejo c6nca.vo de 50 cent!me.troa de longitud roca1. r..... a­

bertura re1a.tiva. de1 sistema. ea de ~ 
11 

3e usan 2 i1umina.ciones: Una. 1uz de 6 vol.~s. de una. lámpara. 

con fi1awento de tun~steno pa.ra. la. regi6n.de 10.000.A a. 3200 

.\. (Yieible) y: un tubo de hid.r6geno de deaca.re;a. para la. región 

de 4.000 A hasta. 2.000 A. (ultravioleta.). 

Tawoi~n ae usan dos f"iJ.tros para. reducir. ·la luz desviada. en 

varias regionea espectral.ea. 

Tiene dos eotoceJ.das cuya. divisi6n de márgen es a 6.ooo A. EJ. 

circuito de J.a f"otoceJ.da consiste en un amplificador de dos 

casou acopiados directa.mente; en un medidor de 1a corriente 

que sol.o nos indica cuando eJ. potenci ... l. desa.rroJ.l.a..do por J.a. 

corriente de la. foto celda ha sido ba.J.a.nceu.do por el. potencia.J. 

opueu to de un potenciómetro qui:> eat.t en el ci;rcuito C.e entra.aa. 

de ia. corriente. El. potenc.i6meti:o se ca.J.ibra en /o de tra.narni-

ai6n •leade o a. J.00 y a.baorbenciu. de O a. :.::. 

rlesulta.dos:- Los resuJ.ta.dos genera:l.mente se da.n en extinción 

l~). J.o¿;a.ritmo de J.a. extínci6.n log ") • o en extinci6n eape-

- 12 -



.J..% 
cífíca l E~.J.cmJ, y como taiea ae darán en e.J. aíguíente capf 

tul.o. 

A co~tínuací6n aparecen .l.as gr~~ícaa obteníd~s en 1oa exper~ 

toen tos. 

-0-0-00-0-0-o-o-o-. 

- .l.3 -
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CAPITULO TERCERO 

J: .. []:: 

C..U.C~TI.O DE EXT.INCIOHES E .I:DENTI 
FICACJ:ON ESP.liiCTHOtiCQPICA -

Pa.ra la dif"erencia.c.ión de loa productos con que ae trabajó. 

ea necesario determinar1 

a.).- Las l.ongit .idea de onda... en l.aa cual.es 1a. a.baorción ea 

máxima.. 

b).- Las extinciones a. est~s l.ongitudes de onda. 

uon l.oa d3tos anteriores tendremos l.a poaib.il.ia~d de dif"eren­

cia.rl.olJ por l.o mencionado en el. punto ta.). y en ca.so de que t~ 

viéramos l.a.s mismas l.ongitudea de onda de absorción oáxima en 

doa difereate.s ettteroides~ existe 1a. poaioi1iQ.ad de diferen-

cia.rl.oa por r:e:lio de sue extinciones. 

Á continuación ~parecen én una. t~bl.a l.as dif"erentea el.asea de 

extiacionea que ae obtienen para 1os diferentes compuestos que 

...;~ 1-..1.saron en eat~ t:i:-aoa._-Jo. 

- l.4 -



5 mi. H2S04 ___ :u~i. _-.,i;m __ 
~.5 D!l.. B.2 so4 
7.5, mi. :U:eOH 

---1-,;;1:-:it;so~-

- --~-~ :L-~~2ª- -

2. 5 mi. H 2 so 4 
7.5 mi. l!eOH . 

CA.LCULOS 

TIRLlPO D.o .. Í.OG f§i; 
----i-.;· -- '·-­l.;b 1§ .E i cm. 

i,4 
.á. :PREGNd.DXEl!l 3. 20 D.I:ONA. 

1. h 55°c. 
_ua_\;¡_i.:a11g110_ _..;~7ii-

~7~!7§¡-~~= 
__ OaQ~ -&l:Hh.;:i _ 

l.: h 55oc. 
l./2 h :reposo 

---1-ii-55oé:--
·_:i.Lg_~-;i;~22!!2_ 

44 

259 -------
--!H:2.,. -2r.~~L 
A.NDHOSTEl{ DIONA. 

--~.:~~~ -~~§~~-

246 .0.4 1 3.805 ., 6.38~ 229 
298 0.37 1 3.782 "6.0471 21.1.5 

39i 0.32 3~718 5.23 183 
374 0.3 3.690 4.901171.5 

465 1.04 1 4.~30¡ 16.995 594 

-------------- --~~~- __ ::~--~--~:~:~1-==:~=- =~~~---
i b. o5°c. 1 1 1 

i/2 b. reposo 245 1 0.42 1 3.887•¡ 6.86~ 240 
330 ' 0.36 i 3.793 6.21q ~17 

+ 476 i i.i0 4.2851 i9.20&. 6 i 7 

------------- --~~~- __ ::: __ 1 __ ~::=~1·-==:~~~-~~=---
1 h 55°c. 1 1 

:L/2 b. reposo ¡ 240 1 0.56 ! 3.962 1 9.io· · 320 

2 h 

). h 5500. 
i/2 h reposo 

354 l.~50 4.389• 24.51 656 
476 o.2s 3.660 4.57 160 
600 0.44 3.857 7.19 251..5 

ANDROSTA.."'ffiIONA . 1 . 
303 1.1 4.l.85 l.D.3~~ ------- --~-~-- -------r------¡--------
299 o.56 3.027! 6.72q 2t0 
363 1.5i 4.266 i9.4i~. 675 ------- ------- -------t------~-------
240 1 0.72 ! 3.9661 9.25J 3~~ 
295 1 0.76 1 3.3i3 G.0~?, 372 

: t j 

1 1 ¡ 



Cá'.J.cu1oo - 2 -

I 
dOlll'OSICION TIEMPO ,\KA% :Z!·º· LOG '5 § 1.i:: 1 ,~ 

1 cw-
•e· o.7a 4~_0C)l_! .1.0_0~C- 1 ~4S 

472 0.24 ~--::~~}-::~~~-~~-=~~--------------- --- ~------------- ------- ------1. ml.- H:;>_<i04 1. h ::>O c. 
;; w:i.. .r.r..eutt 1/2 h repoco 244 1.18 4.l.Bl. 15.17:3 528 

D iENDl:OllfA. -
l.O mi. R2 so• 2 h ali 0.62 4.044 l.;&. ......... "'"'"" 306 0.48 3.933 8.575 302 

·372 0.1 3.252 1.786 63 

---------------- ·------------ -------- ¡.__-.--~------- ------- -------5 ml.. :r.2so_. . 2 h 5500. 
5 m1.. MeOB: J./2 ·h reposo 380 o·.29 3.71.4 5.180 l.82 

47C 0.43 3.885 7.680 270 
5~ 0.42 3.875 7.500 264 --------------- -------------- ------- ------ ~------- ------- -------

2.5 inl.. H2 so4 1. h 550c• 
7.5 m1.. lteOH 1/2 h reposo 287 0.43 3.·aa5 7.680 270 

45& o.4i;i 3.942 B.750 308 
a34 0.37 3.820 6.6l.O 2:33 

- -· -------------- '--------------· ------- ------------- ------- -------"'111 
1 ml.. H so 1. h 55 c. 
9 m1..· :UOOH l./2 h repoao 291.· 0.38 3.832 6.790 .239 

468 

1 
0.46 3. 91l5 0.217 .289 

544 0.45 3.905 a.Ol.7 286 

1.9 .NOR A 4 ANDROSTEN 3.l.7 DIONA 



C~l.cul.os - ;s 

C,OMPOS.ICION n.o. 
CL i·r 

310 l. 
------ fo--------

308 l..09 
418 o. 39 
470 0.37 

LOG '§. 1 S 

250 

-------~-------~-------
3.955 
3.509 
3.476 

Sl.02C 
3.23C 
2.992 

273 
>J7.5 
92.5 --------------- --------------- ------~ ------- -------~-------~-------

7.5 rol.. H2S04 
2.5 ml.. MeOH 

2.S :idl. H2SO.¿ 
7.5 ~. llleOR 

3 h 
l./2 h re.Pº"º 

l. h 55°c. 
l./2 .h reposo 

------~-------
1 h 56 ·e. 

1/2 h :re;,.O'-'O 

Z04 
40& 

302 
4:?.2 
470 

286 
38i;.l 
476 

386 
486 

l. .1 
0.63 

l..18 

8:56 

0.75 
0.6 
0.59 

0.6 
0.63 
o.·59 

O • .l.9 
0.28 

3.859 
3.717 

7.23(¡ 275 
5.212 159.5 

-------~-------

3.793 
3. 696 
3.689 

3.695 
3'.717 
3.689 

3.l.97 
3.365 

9.765 
4.14C 
4.635 

6.205 
4.965 
4.882 

295 
l.25 
l.40 

l.87.5 
l.50 
l.47 

4.965 l.50 
5.212 l.59.5 
4.882 l.47 

-------~-------
l..562 
2. 317 

47.5 
70 

KE:TJ:L NOH T.l!'::óo'.¡.'Od'.rE.HOl-IA 

--"'~-~:-~.~~·-J----~---------
294 º· 91 4.339 2.l.84 75.a ____ .__ ------- ------- ------- -------

7.5 rol.. H SO l. h 55 c. 
2.5 ml.. uioH4 1/2 h reposo 285 l.. 9 4.659 45.600 1580 

--------------- --------------- --...,,--- ------- ------- ------- -------5 ml.. H2S04 - l. h 65ºc• 
5 ml.. MeOH l./2 h reposo 282 0.83 4.299 l.9~920 692 

-1 384 0.23 3.742 5.520 192 
490 0.44 4.024 l.0.560 367 
b98 o • .:as 3.827· 6.720 234 --- -----~------ ----1-;-55c;;;:-- ------ ------- ------- ------- -------2.5 rol.• H2SO._ 

7.5 ml. • .MeOH 1/2 h repaso 485 0.4 3.982 9.600 334 
596 o.;,, 3.681 4.aoc .1.6'7 

--------------- ----- -·--------- ------ ------- ------- ------- -------;¡, ml.. H2 so4 :l. h 55ºc. 
9 M:eOH :1./2 h reposo ;¿36 0.89 4.33 21.360 74:1. 

480 0.1 3.38 ;¿.400 83.5 
594 o.:i. 3.38 2.400 83.5 



Cál.cu.:i.oa - 4 -

¡,._.. COMPOSXCXON T~..PQ 1 ..:\ ilAX 1 D.O. 
1 - - 1 LOGs' 

1 

'

E!% ._ cm. . 
NOR TESTOSTERONA 

l.0 mi. liaS04 2 h 298 i.25 4.33 2:i..4io '780 
404 o.i2 3.3l.3 2.05,5 '75 

--------------- -------------- ------ ------- ------- --------~--------9 mi. ~~~~4 i h 55°c. 
i mi. i/2 h reposo 241 0.60 4.0l.2 10.260 3'74 

354 0.5l. 3.94i 8.'733 31.8 
480 0.29 3.696 4.966 i0i 
594 0.4i 3.646 7.021. 256 

---------------- --;rh-55'6~:-- ------ ------- ------ -----------------7.5 ml... ~~~4 .. 
2.f'> mi. l. 2 b. reposo 300 J...39 4.377 23.850 6'70 

386 0.24. 3.6i4 4.iJ..o 1.50 
480 0.3 :;!.. 7l.i 5.i3a i88 

---;-;i:-ii.isº~-- -------------- ------ ------- ------· -·-------¡..-------J.. .h 5500. 
278 Ó.ó5 5 m:r... M OH 1./2 b. reposo 3~974 9~419 344 
488 o.a 4.i37 13.700 502 
600 J... '7 4.464- 2.910 1060 ---------------· -------------- ------ ------- ------ ----------------

2..5 ml,~ H 2 S04 i b. 55°c. 
7.5 ml.. loleO~ i/2 b. reposo 260 0.58 3.~9'7 9.932 ·362 

316 0.46 3.896 ., .87'1 288 
485 l..56 4.42'1 2~•715 9'75 
600 o.si 4.1.42 13.850 506 

--------------- -------------.:. ------ ------- ~·------· -------- --------i ml.. H so l. h 55 c. 
9 ml... :Me OH i/2 rapoeo 300 i.47 3.4oi 2.5ia 920 

388 O.l.3 3.348 2.226 81 
460 O.l.~. 3.38 2.39? 87.5 

ii· o<:.,.· OH PROGESTERONA. 

5 ml.. H-2SO 4 
5 mi. llli!iOH 

? b. 

--------------i b. 55°c. 
i/2 b. repoeo 

-·--------------· --------------2.5 m1. H so ~ h 55ºc. 
'7.5 m1. x~oH4 1/2 b. repoeo --------------- --------------1 m1. H2so4 J.. h 55°0. 

9 mi. MeOH i/2 b. repoeo 

J..1 f3 

l..C mi. H dO 

293 
486 

2'ill. 
492 

1.;e>1 
0.1 

4.205 is.023 
3.200 i.58? 

486 
48 

l..14 
0.1'1 

-------~~-----
Í.1J.. 4.

0

245 
~-<;¡,_,... __ ~-----

1'.l.2 4•250 

-:...------ -·--------
iá.o'ilo 550 

. 2.69? 82 

--------~--------
i?.610 5'34 _,_ ______ -.--------
i?.7'70 5'38 

;¿g1 0~951 · 4.i?4, l.4.800 4!:>3 
484 0.11 3•238 1.'129 52.5 

----------------------------------------------------------------------



c'ál.cul.oe - 5 -

COMPOSICION 

s·mi. ~~~4 5 ml. • 

-----------------·2.5 ml.. ~~4 7.5.ml.. 

-----¡-¡¡;i:-=H-sap 
9 ml.. M:eHO 

---~=~-~=:-~g~~~~ 
l.O ml.. H·2 so4 · 

7.5 ml.. H-2S04 
·2.5 ml.. L'!eHO 

5 ml.. H 60 
5 ml.. lleOH 

1 
J.. ;¡¡; .IIDl!PO 1 )..MAx 1 b.o. 1 i.oa s 1 

§ 1 E ~ 

J.. cm 
1 • i h ss=c. 

l./2 h :repaso 262 0.56 3 • .94~ 0.aoo ~6? 
2V"o 0.66 3.99f 9.882 3J..5 
496 O.l.2 ·;:..2')15 1..886 57.3 

-:-;:-h-;!;'li;;:---- ------ ------- ------- -:-------
,.. ________ 

l./2 h :repoao 249 1.l.15 4.261 l.S.230 554 
480 O. l. 4.l.9Cl l.7.060 47.'l 

--rh~f;-o:--,_ ----- -------· --------:------ ,.. _______ 
l./2 h :reposo· 242 :L. 21. ·4.33'il 21..830 576 

380 0.11 3.238 l..729 52.5 
1 -------

----·----------
Zi b. 55°0. 

-~~:i _ _¡__ ~:.:::_ :::;.22s J...696 5.66 ------------------------
.282 f o.a9 4.22 l.6. 586 553 
352. o. 23 3.63:< 4.286 i43 

------------- ------- ------- --------
284 0.87 4. 21.C l.6.21.0 540 

·.358 O.l.3 3.384 2.41.2 ·ao.5 
-~i~h-55°~:--- ------ ------ --------------- --------
l./2 b. :reposo 280 o.9 4.~25 i~.770 559 -------------- !--------------· -------:--------i---------· 

L b. 55 c. . 
l./2 h :reposo 284 o.al. 4.J..79 i5.095 503 

----------------- -------------- ~-----~------ ------- -------~--------
240 O. B'? 4.2l.O l.6.210 540 

---- -- i.-------- ------- ------- --------l. ml.. H2SO~ l. h 55Dc. 
9 ml.. KeOH l./2 h repowo 240 1..54 4.45e 2a. 700 95!:> 

-~---=~-~=~-~g~~~ 2 h 298 1 .• 37 4 .• 46C ~.000 •J,.000 

-------------- -~----------- ------- ._ _______ 
t---------

5 ml.. ~~4 l. h 5500. 
5 ml.. 300 0.37 3.139l. 7.778 270 

375 . 0.2:5 3.684 4.835 i&a 
392 0.22 3.665 4.625 l.6J.. 
494 o.9 4.277 l.8.920 65'7 
600 2.0 "· 62'1 42. 050 l.460 

----------------- -------------- ·------ ~------· ------- -------¡....--------2.5 ml.. 
~~~· 

l. li SG c. 
7.5 ml. • 244 0.48 4.004 1.0. 090· 350 

.4'77 0.67 4·.149 14·.005 490 
:>96 0.74 4.l.9~ J..5.560 540 

1¡ 



é'1cul.oa -. G 

1 · COJIPOSIOZOll' :i!DDIPO X.U. 'D.O. LOG ~ '§. . l. % . :a: l. cm. 

l. mi. b~· 1 h 55°0. -:;¡40 0.65 4;;¡,345 1:5.665 474 
9 ml.. 3615 0.59 '·º"' l.2.400 431. 

599 0.75 4.l.98 15.'170 54a:.. 

..u.LO PBll:GHAN 2l. OL 3. 20 DJ:Oli4 

l.O ml. •. :a
2

so
4 

2 h 298 o.5 3.52]. 3.320 l.00 
a74 0.77 3.709 5.l.l.3 l.54. 
440· 0.36 4.372 23.905 72 

---------------- ---i-h-550;;:-- ------ -------- ------- ------ -------9· ml.. H 2 S04 
l. ml. • MiiOH 1./2 h :reposo . 300 0.62 3. 61.5 4.1.J.7 J.24 

382 l..l.4 3.879 7.670 228 
438 0.25. 3.220 l..660 50 

---------------- -------------- ------ -------- ------- ------ -------?.5 ml.. H 2 S04 l. h 55°0. 
2.5 ml.. KeOH 1/2 h reposo 294 0.59 3.593 3.9l.S l.l.S 

384 l..2 3.90l. 7.968 240. 

-------------¡--- - --i-h55o;;::-- -·---- -------- ------- ------ -------
; :í: ~~~· i/2 h reposo 290 0.4 3.424 2.656 so 

386 l..23 3.9l.2 B.l.86 246 

---------------- -------------- ------ -------- ------- ... ------ -------
2.5 ml.. ~so l. h 55°c. 
7.5 ml.. OH l./2 h reposo 286 0.57 3.578 3.785 l.l.4 

388 l..27 3.926 a.433 ~4 
475 0.16 3.026 l..062 32 

----

-o-o-o- 0-0-0-0-0-



CAJ? .ITULO CU•'-RTO 

IV 

REStJME!>f Y CONCLUS.IONES. 

1).- Se vieron en este trabajo 1os ~if'erentes sistemas de cro­

matogra.f'ía. que existen y au ap1icación a.l. caso de 1a.s· hormona.a. 

2).- Visto 1o anterior f'ué poaibie hacer notar 1a. gran impor­

tancia de1 ácido au1f'Úrico en 1a química ana1ítica de catos -

compuestos. 

3)·.- l;;e. hicier·on e.x:per iment1ls con c18cJ.9Y c 21 este~ oides en l.os 

cua1es además de1 ~oído su1f'~r~co se 1es aBa.d.iÓ metanol.. De 

esta manera se 1ogr6 ten.er espectros de absorción más dif'eren­

c iadoa en muchos ca.sos y a.demá'.a e~ una mayor aenaibil.ida.d. 

4).- Se hicieron ios cál.cul.oa·correapondientes a. ca.da. uno de 

1oa ca.sos l.oa val.orea en iaa unida.des uau.a.l.es. pon este cuadro 

resul.ta f'ácil. identif'icar una hormona., si se sigue el. mism~ 

proceso de exp·erimontación Que el. uaa.do. en este tra.ba.j o. 

5).- De tedo l.o anterior se puede concl.uir que l.a. util.idad del. 

~etanol. en dicha r~acci6n ea l.o auf'icientemente grande como 

pa.ra prof'ulidizar m~a en ca.da ca.so, sus ef'ectos y ventajas. 
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SUMABJ:O. 

C&p J:.- E1 uso de1 ácido auJ..t"úrico en ia moderna Qu~mica 

Ana.11'.tica de 1oa ea1;eroidea. 

Cap J:J:;.- Par'Ce uperimenta.J.. AOc-,:Uln de1 metano1 en 1a. 

reacci.6n con ácid·o auJ.t"l!rioo. 

Cap IJ:I.- Cá1cÚJ.oa de extinc.ionea e ident"it"i.caoi6n espec­

tr ose o pica.. 
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