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THTRODUCCTON

BExisten numercouas pruchan pars ocgtudicr la funceidn sn-
trogénica del ovario, pero In may mx’x de ollog proporelonsn
malon resultadon por dxsxnctitud, “in embarge oo neceaito
con urgencis el deonarrolle de unt pruetn olenle, 0zBpil, --
senaible vy ccondmion porn entudinr cote funeldn ovdArien, -
puceto que ing goasiones on qud tal prucbsn sorfa Wil son -
al miome tiempo numeronas o importaotan: Yer,
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los sfndromos Liposonadalsrs, dooade o 44,

dal haste 2o infoeriilidnd pasande por todu I goemn 4o smong
rregs ¢ Blptnmenorredo,

B

Tk

celo probvliesy de I dnfortilidnd por st piono Toe -
quiere actuslmente de lo pooibliidad para estudiar corrects
mente 18 funcidn estroadnien del oviclo,

En el aborto havitunl, y on itode ol conjunte de canos

A

quo comproende 18 pdérdida del fote

R

Noutero on ol ombBArano -
avanzade,

En la hemorrogia utering funcional,
En los tumorcs funcionnntcesn dv) ovarlio,

En el sindrome menopdusico, o

vk

‘ecialmenite comoe un méto
do d¢ investigaucidn cen los procesor de ogteoporosia, aterc-
epclérosis, enTermedad coronaria y “iaminucidn de ln capaci
dad mental, que actualmonte tiendern & llgarsc con la menQe-
s
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El catablecimionto do valores normales de osstrdgenos,
perfoctamente definidon, on e¢sto poerfode, pormitirf{s una mo~
Jor evaluacidn d¢ loo cagnos,

En la ¢irugfs ouprooniva pars ol tratamionto 4o tumores
mamarion considoradon hormonodopondiontos, la coforectomia
y adronaloctomis, procodimiontos guo producen rogrosifn on -
un buen ndmero de coson avaizados de cdncer nedsstfoeico 4o -

ls mama, dekon cotar basades on @

pit

conooimiente fidedignoe da
lop niveles de catrfgonen an sucro v 1fguider Woldgicos, -

b

Puesto quo in mayerfs doe loo ecnson do cdnoar mAmEYio 60 PrOw

P

. . s h o P, o e ot ad I SR 5% & & A ; . ks
fontan on mutorcs peast moans rdAustions ox necosart o un sfdtodo

; Y
quo permite modir nivelen do vatrdgenos smuy poguelion,

Los rosultedos de Cleveland | 84 ) indican que utilizan
4o los métodog de PBrowr {1%) y Bauld (&) se pucdon descstrar
la presencie do cstrbgonos on orins adn despuds do coforscty
mia, adrenalectomfa o hipofiscetomfa,

En 2} Hespital do Oncologfa del I. ¥, 3, 3,, dondo 03 -
mancjo do cste tipo de onfermos os fracuanto, so tratd 40 e
montiar una téenica & la ver féoil vy gseonagidble quo permitiere

determinar nivelces muy bajoes do ostrfgenos cn oring, paATR -

.3

evaluar la terapfutica 4indicada y 1a rospucsta cliniosm,

Las prucbans habitualmente utilieadas on el Jadboratorio
de Hormonas de ¢stc Hospital parg catigsr el nivol cstrogl-
nico son la citologfe veginal funoional y la Hormona ZEstimp
lante del Folfculo, hacifndosc uso, cuando 8sf{ no requiore,
de la biopsia cndemcirial, ol cstudile fc la arvorizacién e

del moee ccrvical, y particularmente on niflos, ¢l cstudle -




de 1 odnd ozen,

Tedan cllag gon prucbas indiroctas basndog on o0l mooh-
nismo do tecidn de oo catrdgonos ¥ povncon todtn loo Aincon-
vontentes do los mdiodos indirecton,

Exinton 2 principaloes smftodon nue midon ddroctamonto =
los niveles do entrdpenen: Bl doldglieo v ol guisicos, Pn
ol método Wiolfgieo sv cotudinn lop canhlon produsidon on -
lop edlulas vaginules de len animales do avorstorie, poarid

cularmente cuvan v ratwg, dagpuds 4o In sdsintsiracifn pare
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de eptrdoenes urdnarios, o ¢

dos puesto gue, on primer lupar puedon dotorainnras 108 ofe-
trégenes individunlmente, ons mds sangible v oapeefiico, mds
barato y ain los drncowveniontan que reproescenhta ol trabajay -
con animales,

El métodeo quinieco pars in detorsinoceibn de loo ontrége-

nog, comprondce ¢ rrocodimientos diavinvoa,

2) .- Bxtraccién v purificariér,
3) .- Scparacifén de los cotrbgunos,
§),~ Cuantificucién finnl.,- Ia parte mds importante do

la valeoraciédn y qus generalacnte e llova o coto por mitodos

Lo preascnte tosdis oo oun esitudieo de lag rCACCIONGS CO10-
rimétricor v {luoroméStricns comuwd ordas haste in fooha

¢l propdéaito de.oncontrar la mds fdeil » 9111 para ls doter-

gy
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minacién do cstrdgencs: se traté de oncontrar la técnicy c
alguny modificacién do lmg téenican conoecidnn, Quo pormitig
ra 1o modicién fdeil, oxoeoto y ropreducibvlo de cantidados -

‘pequefian de cotrégenos individunioon,
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COLORIVMETRIA DE ESTROGEROS,

Ronceidn de ¥obor.

En 1929, ¢l miomo ofe dol aioln donto d¢ 1o cotronn aié' 
multancsment e por Dolny srabnjundo o Eetedos Unideos, ¥y Bule
nandt on Alemands, Wicland trabalehos ¢on guireni onoonird -
que i subeotuncia montrabn [luorsoesnclia on presoncis d¢ dol
do pulfdrico concontrado,

Bobor on 1930 {36} ropisid In porvneidn ¥ aneonted -
por un aforturnsde seeidonte gue In @ lworesconcis vorde-nanel
LWlentny, 4o Iu eoluridn obvrenids por calentaniants 4o 18 fgms
trons con Acide sulfdrice oo tranzfornaba on ool por 44 it
eion con spun, FL recomendé genlifeous in renceldn on Yroo oph
gop: Colentamionto inteinl con delde ouifdrico concoentrads,
rocilentamiento deopuée de lo diductdn con sgun, ¥ dllucidn
final con mgun pard obtenor ¢l volurmon necesario pars colork
motriz, En lo primera parte utiliz? fonol gue disminuye 12
flvorcsconcine y simplirice la medlciédn del color finn

easdao ocntonces otros invesntizuldores hoan introducido mo-
dificaciones diversas o 1o rouccidr . » oen ¢l mompnio aetual,
&ntn pucde considerurse renlizada on dog otapas: Lo primerd
concd stente on 1a formucién do un 1igmento anmarille por Cnw-

lentemiento de los cotrboonos con fteido sulidrico, ounto pili-
monto Grprilic adends prosente und Intonon FIMOUCULOnNE G, -
aun hn aido utiliizada pars o detersinacidn fMuorométricen do
log catrdgconon,

A ngun - 8o~

coloy amayilin n
e " .3




rose, base do lag detorminncionos colorimétricas,
Las condicionesn de endn und de as otapos de coth ro&ge
cidn har oldo minuciosumento cotudisdnn por un gron nizore do

L

invesntigudorou., Do sus trotnios oo positlo obtonar lae ol -

n),~ Concontrocionon dp deido wiideics,- Miontrna Viag
land on 102%, Hobor on 21931, Cohon un 034, Yonndng on 1937,

y Szogo 1040 utilicarsn Scide sulfdrico concontrade {51}, on

% 6oy P S seu e d SYy W R oy oy Y it waws g &
1943 (527, complen wn fSoido ol B37 o plansl,  Srown on 1998
2 W & i
% e . on W G s ¥ mraay o g, eucf g -4 T ., A I3 1 e A e A
{147 demgeterd 9o irportuancio de I o repongtt 4o A6 68 I e
RN Y e . red Ay L M e B 1 e #sy #% o 9 PV
primeri pustoe do Ln o reneelln ancmmtrande gue egloting Al feren
g

edag ropndfMentivos on ol comportitonto do lse tree ontrégoe-
2 2 %4 <
principtlen {entronn, ostradiol v zotrioll dopondiendo de

B ocuntidad de ugus on Ia ronecidn cada wne doe calon progenta

>

lo mayor intensidad del color produ-ide a unn conoontracidn -
ospecifica y eotrecho fde deido mulririco alendo ésten 664 pa-
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entriol,
Stedende cotan indleaeiones Lo mavorin de lon autorey
posteriores hoan utiiiedde oston cor centracliones, sin embargo
clgunos hun dtocrepade en gun otagrvoacionen, naf ?ttrich (31)
aefinla que lun concentraciones de Goldo swltdrice dptimaa son:
520 pura eotradiol y o) pnra gstrona v oniriol,
Nocke on 1061 warfa ins concerntraciones de 40 o 1007, sus

celtados coinciden con log obtordios por Brown on 1855, A ww

7 * . < + ¥ ooy & g R iy ¢ & e 4
excenctdr dol reuet vo orors eastradiol gque en
! 3
3 2 iy B % P, . T .
LY = Adomas de i concontract S do dotde sulTdrien tinge -
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tados, Desde Kober todos los autore son de opinids que 16 -
tomperatura de ebullieiér dol agun 3 la =fs convonlente, pa-

ro miontras Irown recorioendn 20 sinutos do colentamionto para

log $reg cotrbégoenes Trxopo uittlisd I ooinuton pora jn patrong,

e
o ER]

y seio minutos yarn cotradiol (507 » ponterformonto polo = ==

Tttrich decide wtiliger un tiampo 4o ealentamicento do 40 ming
ton, Do los cotudins cinfrices dg Vecke no dedpronde quo 1
intensidad del coler producide o frdopendionte del tiompo de

calontnmd onto entye 10 v 50 minutng, &

4

e} .= Pregonein de oun sgente raducior..  Un deade 1031 e
Vober trotdé de ddamieagls o fuorescom
afizdiende un zeonte soducter &1 wriliscd fonol,  fnoge u?iiﬁz&
deido guiyuscoloulfénicn, Tonen ¥ Marsian cmpleun aleohol otfe
leo v Venning dcideo {oenolpultdntico,

Brewn en 1052 (133, {14} sptudisn subptancizg roductoras
con diferentos portenciales do oxidacidn, y encuentria quo und
mezcla de sulfate férrice v ferrose con un poteneial de oxi-

dneién mayor de 0,7% no s Gtil, porque deptruye ficd lmonto

I
ar
L

el color rose de la pegundf parte da la resccldn: ol dcido -
gérdco con un portencial de oxitdacidn de 0,57 tanpoco g8 we
Wtil porgue wunjue persite ln preducceidn roinl do color anft-
rillo, implde ou econverstdn ol rosw; oncuentri pue el guinold
con un coeficionte d¢ oxiducién de 0,70 os ¢l mejor, ,
Baule on 1954 ¢otudid ias ponibld causnio nor lao quo -

el poder roeductor del reactive yodfu vorase dlopinufdo L~

.
) tas cutusns gvorn i sulformeidn del ronotivoe, v opresoencin 4¢ -
asontoea oxidar tea 3 o g oYYy 1 Oft yealdiion de o0 oY LT »,-.i
\;’»ﬁLi.hL.z OXI AU Tea om0 20 108 Ul i SRS AW BALE A
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narios v do lou solventes orelnicos, Uonscouentouente encon




tr6 que sélo loas valores de ostriol se vofan disminufdos por

estas circunstuncias, afindiendo que on ¢l eotriol os nocosde
rio provenir uns reaccifn nltamente oxidotiva, sine que sblo
8¢ permito unn doghidrotocidn o cotrond, seoghn lo snotado -
por Szogo (50).

Todns Jog antoriaroes condiciones ge refioren o 1o primeg
ra otopn doe In romceifn, o oon al desarrolls dol precurscr -
dol color rosn, en oot segunds otura so catudiaroen ias cone
fdciones Gptirng parn ol desorrells del products ross fiml,

d) o~ Dilucifn Tyl del feldo,- Wlentran Spogo (51) one
guentre come condicionen ndoouadng purs ot poeiin 2TEDA -
de la reoacceids uni concentractdn do 227%, Brown on 19%9 agro-
go agus afirminde gue urs ddlucidn codorads dol Acido poermd-
te la conversidén del color mmarille o ross y que iaa dilucio
nes muy altag produccen desaparicidr dol color, En 1855 one-
contré gue las concentraciones sdeeundas ern: %6.7 por clon-
to pare la cptrona, 56,6 para gstradiol y 57 para ostriol,
En 1960 utilizdé eotan mismos concontracioncs para unt mioyo-

doterminacién do catrong con un volumen firal de 1,1 milili-

ey

3 " cote micwmo afo Doy (43) utildien ln dbeinmn parte de
TO S 2 L . 3

los rovcetives cmpleados por Hrown on 1995 y obtienc las mige-
mas concentruacioncs Gptimus d¢ deido sulfdrico,

En 1956 Fauld encuentra diforcntes concontraciones para
deido 2l finad de 1@ renceidn tenicende valores de 63% pora -
estrona, 5%% para c¢siradicl y 4% pora gairdel) oin ombar
gus rosul tados on Tonsidad Cpticn son menoren Quo 163 4¢ - =

otroa autores,
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cota segunda fage, desdo ¢l 30 hasta ol 76% parn ostriol, del
30 al 60% pars cotronn y doode ol 30 ol 667 cotradiol, Encon
tré quc poara 1o cotrons cusnde ne lleva o una concontracién -
de 5774 tal ¥ y o nuabfn indiendo Frown, 1o eonversidn al -
color roos ora dncompletn pucs on In curvn dp abporeibn po -e
progentatn un pleo 6 40% milimicrency; lo wisme mucedfn si so
1legabe 8) final de b rosceldn con uns congentractidn do 667

(sin d1luir); cunndo empled wn concentrecidn del 317 fodo ol
color cmarillo pund al roos poro onte coler ora inestabde; a0
conaiderd entoness qun ers naceparice un tfrmine nedlo que por

mitiora ol cambic d¢ color ¥ guoe Bl wismp ttoens £0tle Tuors -

y O N oy e N i T corw ot A ogn ox WAL T & o i
table, Sefinld gue W concentract én adecusdn ora do 143,805

.. e § 5 g . ‘e Y 4 B N N i P
purg gstrona, A8,170 para cotradiol » 49,87 parn estriold,

o), Feealentamionto,- La mayoerfa de lop sutoyren rI'ogQtii- -
liontan doespuds do 1o dilucidn del dcide a oxcepeién do Hache
man,

Cohen on 1934, on csty segundo parte de s reaceidn rocg
mienda calentor haste la formceidn de un color rona

Brown {14) establoce gue 1 tesperatura dove aser de 100
grados y ol tiempoe Gptimo oo de 10 minutos, Loo demds auto-
ros utilizan el migmoe ticmpo o excereldn de Biauld que utili-
20 15 minutos (&), ¢ Tririeh que deosrrolln color & coro gra

dos centfgrado durante tres minuton,

).~ Precencia dc oxidanten.~ Cohen ¢n 1934 crncontrd --

I
H A

ratura asblente on vresencia de un ngente oxidante go ftcelo-

. : h] o
rab la conversi &n o wl roan,
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hidrégeno o sulfate {brrico o desarrolls ¢l color on uno o -

dos minutos, ol hecho do qun los agentesn oxdidantos TONEAn « =

-

efueto ucelorador nuos pensar gue oesto parte do In ronecidn -

¢33 un procese oxidative,

Bauld () aftade nitrato de nmodio en 1o proporacidn dg ~-
log roemsctiven pars proveor sotorial oxtdasnto, n &4 forencin de
log domfln wutoren que constderan pultetonte In presengin del

quinel en Ia prismeva parte de o renceidn ¥ on la sopundn do

s

sug productos de exntdnetédn,

o

gYo= THiuedfAn finnl,- Lo d{luctdn dol color rent despuln

~
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de desarrelloade fud neohn por Eober (361 pn 1931 agregandd -

agun, mis nrde on

= . v oot o N R . * ¥
omplen un fcide §6%%; Cohon y Muarrian
en 1934 uopnn un deido sulfdrice ol 0% oy Yeaning uasg un delde
al 10%, en 1052 PFrown indics que in concontroctdn dptise ¢

de

gue oxiste dispinuctdén del color, y menor satadilidad st se

giguc.
Eldminacién de las leeturns de crombgenon no eopocef{fi-

cos en la cuantificacién Eatrégonoa,
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Yober on 1930 obaservd guc ¢l coler d¢ 1on gntrégemwwsn -
(rosa) depsparccefna of so agregabs agus oxigonadw, Dtevenson
hizo lu micrn cboervocidn cuando cnlentd on ot hirviente

durante hors y media, despubs de ot tener ¢l color rosa (48},

Javle logrn lu desapariei n del color copeciiice producido -

arariciédn 4ol color o un procesd oxideiive, y por 0lre pare
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los eatrbgenos haciendo una primers lecturn con el color rosd

y otra degpuds de la denapariciédn drl miomo, con 1o ounl o8-
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cando dfferencio ne hnce unn cunsti?yionchdn mto oxnetn, Joye

le afirme gue ogto rrocedimior
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hizo log curvan de absorcidn de
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mmel (A7) levendo on 430 » R0 mileicrones L oambares oota
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clase do correccifn requiers que oo 2onoped provianonts I e
propoercidn del cromdgene gue slegpro varfa do uns mueatvs & -
otra yo seu dge orina ©

¢ s proporceionalidad d4¢ e
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las curvas do loe erombgones aplics una Yérmile do corroecidn

En donde ICx oo lu densidad dpticu mdxinmg del cotridgono
a2 ung longitud de¢ onds x,

™o vy "2t son las denoddundes 4y ticas on las longituden -
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la de Allen pars corregir los locturas on colorinmotria,
Tttrich en 19%8, tratondo de eliminor log cramﬁgcnﬁa que
en lon extracton urdntrion rogtan nrpocificidnd al nétado oxe-
trae selectivoments ol coler ronn con una polucidn do Clorge-
formo pora nitrsfonel son Lo cunl ndusfs ausontsn lu (R 50R0le-

n

dad de la dengddoad Sptien, ¥ In mflxinn on wn pies opnoc?)

v

% ‘J,

teo

que le permite ung mejor correceidr al aplicar 3a férouls do

P ¢ N PR e B ; . 3 s wary o s f
Tendlico v ¢l nolvwerntc s adoeusnds juk S-art SN 44 ﬁ:ﬁ-ﬁ:iﬂ:éiﬁzi 223 -
" MO R} w % g e -
ecolor: villiuando elerefornmo annliisa ¢l fenol, ol narn y ol

metand trofenol, ¢l &5 dintirefensd, ¥ el bveinnultol ¥ gl ==
paraclerofonol, cncontrdndose gue ¢ paranitrofencl o8 ¢l ==
mds $t4l, Uil cando épnte dltimo cumbis loa solvanten y ast
gstudia ol dicleromctano, clovoforme, tribromometans, 1Oirfe
cleruro de¢ carbtono, brome ctune, 4 clorgetans, totracloruro
de etilcone, teirebromuro de oiilens, concluye que Gate diti-
mo ¢s5 ¢l midn sensible ¥ gue de sayor oatabilidnd o 1o rofcs=-
cién,

Pradshow en 10981 oxtrac el color con clioref r;c, ropor -
ta cetabilidad de dnlcamonte medie hore, lIu primera parte do
la rewceidn In realiza con &cido tricloroaclético on lugar de

agus,

T




FLUORCMETRIA DE BBRTROGERCS ,

Lo obmervacidn heohn on 1929 de¢ que los catrdgonos calen
tados con deddo sulldrico producfan {luoresconcis quodd on el
olvido hoeotn gue dospudns de In seguwdoe guorra sundinl, oo dog
arrolloron inairusenton e medie i,

b1 y . por g . % ok b e A e g v - - LN , e v HET
Log potrdgenos producsn Tluere congin min of poQuoiiny -

cantidades vy Jo intgnoidad de la miosn cupde relaciomrug 6 -

) 4 £ £ o e Y § “ o LT T ! P aw §
la concentmctdn dg aroroide, Lo cue permize utlliishr I8 —-

foud

Fa . : - i - - [ S s s E BRI SR % e XA
flucreacencin como método o cusntitliouetdn Jde log ofono

Fhbod £k 45 &

b 10 1 ; th 5 A, E . - s g T
B 3747 Jndler {340 depnerelld un sadtodoe que gonsiate on

" o~ 4 o i 4 s¥es . 3
vasyr & pdliilidtron on Acido gu)

Wire do mlconnl motiiico on
de cudas uno de log ontréeoncs , degpuds do culentar on 0oflo ew
marfo durante & minutosn, oo entriayon les twbes ¥ oo loyd on

un fotofluordmeire Colemtm madelo i, oxistiende uns relacidn

b N . - L, o e - 2 - a7 o ae A sy g R o st
lirvcel grnire o coneentracidn dol catrdgond ¥y olan JG0UTLrGs on

-

el galvandmetre,  Henllen la Lecotura eppleands filtros para -
toner ung lur do cxeitocidn do 436 sildsicronca; oun rosultfe
dos tioenen rolucidn con log método:
Ratos v Cohan on 1950 seralon juc pars 16 utillzacidn =
del método {luorombirico un ln doterminacidn do ootrégonog -
hay que conniderar dos aspoctou: (40, (%),

1.- 2S¢ necouite 1o mixiome cantidad de compucsto capaz de
fluorccer,
o L recesidnd de tenor dngtrumental adecundo pdri me-

dir 1o flusrogscencia,

Sy ¢l primer purto deben consd lorarse diferonten 43poQe—

- o




o).~ Efecte dol solvento,.- En ol desarrolle de la ronce-

>
o
(23

n de Xoboer se corecifien quo os naceossrio ovaporar ldn ool
vontaon, en ol deassrrollo de fluorascsneis ne oo nocosuriod, -
slempra gue ¢l polvente no renccione eon deide pulfdrice, Se
gotudwaron ¢l agus, ol oter etflico, metanol, otancl, dicloro
etilono vy ncetonn, concluyende que i pda adecundo ora otanel
REUS ‘ A

0} .= Cantidad del siano.~ & cuntidad do Qﬁ&ﬂﬁl‘ﬁuﬁ 0o -

rrgudore ¢g la necomurio poars tense L dilucidn do delde apen

c).~ Efccto do 1o concontracidn do deido durante ol Ofie-

lantamionto .- Un dcide 1000 so desnrsolla fluorcneencis o min

Pien destruye In fluorcecencsis desarrellada, poro un Goido e
0% no es suficiante para desarrollsr flucrenconcis, Concon-

+vaoiones de TO a 909 dan ol mdximo desarrollo do fluorcacen-

*3

e
L4

d).- Tomporatura y ticopo del talentariento,- 5o oncofiee
e gue existe una relacidn ontre I concontraeidn del deldo

¢l tiempo de ealontamicnyo, para un deido 0, 8L el ticnmpo

3 3 5 : ; o - _ & 2 creat
ontimo ora de L0 minuton, micniran e para un deldo T an -
- P b " : gt o d Y ooy b ea Py 4 v F P »
»aouasinn 20 rinutes de cnlontamiento, LS tempoerituTng wﬁﬁﬁ
)

‘ . e o o o
toe nara el desarrolle fe fiusrcscercia gon entre lop 80 ¥ --
00 srados contfarudos  logrando mpyor &

F

. 2 Fes
o) .- Concontrocié  dc

weido durante 15 lecturd do 1L - -

N

-

' s N .. ot . RRR S P v g - ym ) -
siuaoreascontio,- 1o mAxisn AueresconCia 5o L0 CRIrg gommen

) $ - et o y My vy an Y iy A . % o
wraefones do fleide 50065, pere la vayor estabilidad ne liswn




con una concentracidn de 70%, Ia fluorescencia se ve dismi-

nufda por dilucifén excesiva del deide con szuas v enta dlemi-
nucidn ne ve seelerads por ofecto de 1A tomperaturn,

ELl pegundo punto gue o refiere ol {nstrumental, y cuyo
problems reside en lu necesidad do poador peleccionar la &pti
me longitud de onda pars exeltor que no wetive ol material -
fluoresnconte contaminante poro ol ol eptrdgono; ¥ 00i0coioe-
nor 1o longltud de ondu do erial6n de lo oubetancia entrogdé-

nice Tluorenconta,

Haten y Zekon (%) empleonn un 17 tre 99770 para siglar In

133

lus do setiveeidn o portir de ung Mepara do omereuris Q0N e-

untg miximt transsd sifn en Y ilimicconesn, cusndoe camblaran

con un filtro gue tenfs uno ot

,—.-«

zan tranenioldn on 422 no peo
gneontrd difevencias sprovinible.

Para scleccionuyr u longitud de onda de ordaién de la -
estrona y estradiel emplearon un filtro con una mdxima trang

*

misidn o 540, tasados en lowv oxperirmentos de Herry que hte=-

3

bia fotografiado ol cuypectre de emicidn piurs estrons y esirs
diol despubs de tratados con dcido ulfdrice, encontrd 'nf -
banda & 579 milisdcrones,

En 1650 Brngel (927 levendo la iluoreazcancia on un fluo=

" - - . . " oo
rémetro Colomun medelio 17=-4 npociado o un Colerman B2 omples

ron unf luz dc weovivacibn o 430 milizicras y unn lur de omi-

- 00 T -
s3ifn con wia maéxing & Somilimicran,
~ b - n -
T t8erdcn vor &1 enmpliceadus pars ol dasarrclio d¢ i8 - -

N - i erad . [ S . 5 e s e b
fluoresconcia fué 1a cixuiento; desry és de ovaporar ¢l 50le—
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90%, pe enfric y so afinden 7 miiilitros do deido gulfdrice al
65%; obtenicrdo una curva tipics deo salibrocién Cuyn propores
eionelidud cocils entre 0,1 o 1 migrogramo, 51 utildsn otros
polventen no mincivlesn con dolde, 4 uminuye ln fluoregconclsa,
y s oemplen un Acide mul{drics gus 5o soen sores Dupont gg¢ e« -

H 5 " v pre, vy o QSR I I %oey s faeAePy vw
pierde i proporcolonniided de Jun oorvan

Balumwhito on 194] v w5 pratnceifn eon divorosos
coterotden emplennde come fus de oo ivooidn A36, v 5E% mdlimi

eras como tun do {luorencenoin, one ntrd gue tamblondo o gule

i PO b a R ’ & 4 o pun £ ﬁ

el rondn del o earvon M ocousn dlooinueidn do
B L Lt 3 . D p a4
ERAUS B RPTCSAN o gt ne deorradueon srunt s onrhoni e

¥ *

low o dn estrons v ocotradiodl, Do oello oe doduco o nito £rae-
do do copoecifioidnd del dosurvolle Jluerepemmota,

Procdy v Aitkon on 19%1 {0} deorrrollan {luorcacencls --
dol mismo mode quo DTngel oflo gue o lugar de WL 26 ung e

mozela etnnol/tolucno, emplenn una rezels ctanol/bonconc on -

le wl ome proporeidn, trabajan con dlferentes longituden 40 «=-
onda pura cxeitor ¥ cncuantran gue oo mejor of do 435 milim
crones, ¥ lu emistén de lu Tluorswsconeia con ente longl tud de
onda eos de corca de 480 yora loa trog catrdgonos,

Goldpicer s (006) ¢n ol miomo afio auglere In poniwillded -
de leor wmezCliunz ae cutrbgones por fiaoromeiriu dilceroncial y

LY

crpleende controles, ol deswrrolle i+ florescencic 1li ronli-
. Y “ . o

cyendo on oun flordmetro Tarrand con oung

Gupuara d¢ oorour.io ¥ ol wdo Ao

- e t B FI T R CTY
aiglor Zuas dlforentes donglludes
. . ,,,i PP A iy pan
40%) v pooen 1 lusz de emidd On oom

:
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Valdhiuvs on 1953 (52) tambidén utilizando defdo sulfdrico
obsorva que los rosiduos plogmdticos producon una coloracién
rno copeoifica que puode dontruirne ol serogor sguns oxigenada

¥ hocer cdleulon aimiloren n log hachwon pern la rosccldn 4o ~

Kobor oliminondo ol valor do los cortamtnanton,

8 W
Proody » Adtkon on 1861 [42) 4 warrellan fluosrasconcia -

con dcoldn sulfirico @ oxiractos plorsfdifleos y urinarlios »pros-—

viament e tratadon on ung oolumna do articidn con 10 QUE GUew
menton lo senplbliliidod y cmpoeifictidnd dol =ftoede, ol &asnrro
1lo d¢ Duorsocencia lo renlizan 2o oaners sosejnnts o 1953,

s6lo gue cnldentnn 3 omivutos deupuds Yo ngroesnr 9,0 =ii4lie -
tros de 1o mosels ottnel/benoeno, lo m@l porndto QU 00 OV
porcen los solventes ¥ clising ol ervor productdo por lon rosd

duog do boneeno y etanol,

DESARROLIC DE FLUORDECENCTA CC ACIDQ MOSPORICO,

Finkelotein on 1947 (2%} util :a el deidy fonférico para
ol desarrollo de fluworcesceoncia usvg.rando gue se logra mayor
eopeelficidnd que con ol oulfdrico, ©jn lus condiciones Opti
mas pare ¢l desarrolle de fluoreaec.cla o exiracten urinarios:
1a golucidn ctandilen do cotrbgenee ¢ ewport a 100 grados,

-

ge onfrian y se afinde 1,8% mililitrs de Geido Tonfdrico ol -
85%; so tapan log tubos y @ buile miofn goe dejan durante 15 -
minutos, ngltance durante los prime:: g cinco minutos; las log
turas so hovcen: primero utildsunde -0 milimicerones como lun

do excl toeidn vy 500 milisteroncs poocs wamialén de Yluorenconee

ciu; cotay condicioncs aon crpeclf{t o porn ¢l desurrello do

{fluorescencia de) producto coentumin.nie on 10s oxtractos uri-

o . P




narios, scgundo, camiio cl filtro para toner una lug do 365 -
mme poars exeitar la muestra lo lamdbd . do fluoreasconcis eo lo
mionGy o Io primoers lecturs la llsms A, ¥ o 1o sogunda 1o 1l

m% B, ol valor real del contenideo ortroglnico oo in diforone

el de B4,

Brovunatverg (13 on ol sieoo ofte realizs in roocoién oo
deddo Tosférico, tocgurando que In neeién on nds copocificn
poero menon sennible, ¥ gup pucde voroe dnfiuidn por trascs do
humodnd, sefinla gue Ina curvas 4o 6t oretdn dol conmplelo Goee
trogindee {luorcescente indiroctusents da Ins carnotorfaticas
de 1o rodiocion fiuorcotente
Dorfman 1961 (30) splies ol smbtcde do Pinkelstoln o uns
miero determinacidn » logrs ung sond! bilided do 0,002 micro-

gramogo do ostrona,

7
&0
by
&
o5
Bk
e
<3
oor}
ke
13?
Rody

TUORTSCDRCTA £ ACTDG PORMICO,

Goldzihor en 19%2 {29} weilizindo deido férmico, ¥ hée
clende Jus loctwras con unt ldmpore de merowlo, y alslondo
In luz de oxcltueldn con un moreer ader ultravioleta Parrand
adapto el guivedmotre pors que 0,002 microgrumon de cotronn
corrcupondan o une diviidn de la ¢ edin, Dncouentro gquo 18 -
fluorcacencio "¢ log ¢-trdgoenos oo fonor Que desurrollxdq
con otros fcidoe, & cxcepelln del 1 alfn cstradiol cuya fluo

reascencin en el dovle gue Il desarysileda con sulfdrico,

g . o g e -y - £ LR WL LA T 2 v o
FLUORESCENCTA DEL 201CR EXTRATDC "8 A nDACCIUN DE KOBER,
sy i FEEY . ‘ P 4 % ~
Trerdon on 1G53 (31) Zce 1o 4rcenoen flucresconcin del -

. . . N I “ I ) N - ey
N T S S o S P I Y e WL L WA T A T o ses X PR AT 7 X LT T
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ung longitud do ondo do 546 milimicrones y 1la f{luorocscencis la
leoe en 558 milimicrones., 1o gsonaibilidad lograds oa dc 0,009
microgramos do eatrong purs, y lo erpecificidnd aumontn puos -
se logran ciiminar muchon pigmentos ol oxtraor solootivamento
el color,

Roy on 1962 (44) loo In intens. Dluoresconcis vorde amarl

1llonton del color axtrnido ¢

o
[}
jo
ix
*‘;

sooidn do Hobor, I8 0XLrGCee
cidén 1o reclize con una snlusidn do saranitrofoned on toiroele
ronctuano,  lan longituder de oonds o ealondap gon Ias siostonten:

£
T TR

: . oty s t s 7 - ot pars 5 L
540 mm, pora exeltar y 00 me, oporn leoer i flunreccencin

bid
o,
o
e
1-6

Bton on ool miomo wio {49 wiilion pars In gxirnoot
sabremure do acetilone, coen lo cunl congorys o ontebilidad
de lu fluorgscencit, logrande deterrinar hosts 0,027 wlorogra
mos de eatrdgeno on extractos uringeion, afirmando gue sud rg
sultados son mePres gque los antericrmente roeporiados porgud
an su oquipo logra aislar lus longituden do onda oxactamonte
o 540 para excitor y o 569 para {lvorescencis,
Sanlokangas on ¢l miomo alio hace la extracceidn con toirde
cloroetano y puaranitrofenol snigulendo on lu primera parte do

la resceidn las indicociones dudng ;or Hrown on 19559, asogu-

.

rande que 1l gensibdilidad logrudn ¢f ocho vecees mayor, tunguo
2o prinera parte de In orenceidn oo uoy micrométodo 1o extrnce-
cidén la rewliizo con ¥ miliilitros de reactivo,

En general In extraceidn del color ean un avancae impor-

nte on la ecopecificidad dol métode,
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MATERIAL Y METODOS,

APARATOS,

Espectrefotofluorémetro "Amince Fosman” ,~ Eotf constituf
do da:

L= Unidod dpticu, coppuents po- ouna Jdrmpoarn do Xenon, -

don monocroemsderes, un slotamn de nberturan, un reci

plente de celdillun, ¥ un *ubo Totomulilplicsdor,

2o~ Fuente deo poder para In 15 do Tonon,

AEalT TEL VY

o Miorol¢idmoteoe purn Gmpld O1oor o corrients produci-

% ) . - 5 E s .
du por ool fotosultip ilondoy
;

wd T a% r . -l
Lo utiddencidn de uno

renen de gran intonnies
dad lupdnoosn come fuente de luy, peraite extendor Ing longliu
des do ondo utilizables come luz do cxeltnceldn honta roglonesn
upugalmente dnaccesiltles porw otyas uentaes lusdn atg, hacien-
do fmetidle un eopootre continuo de 200 o 200 milimicrones,
Bl uso do 7 sistemnn monocromsiorcs do gran versatilidad
al apersto permitiende seleccionur rimero wn hoap de luz mong
eromdticn cono lur du oxeltaeidn vy opgunde scleoccionar de 1o

luz fluovcocento producida por nucs ro aubstanela protleoma un

-
»

hagz monocrondtico. el mis conventern® ~, para cxcltar el tubo -

foetomultiplicador, 4sf mismo ros permite, cor gron facilided,

producir un esycctre de wetivacidn 3 ouno de fluorescencio para

cado Congitud de onda cocogida,  Egton hechos permiten ol opg

rador cwnntifieonr concentracioncs &0 substancian problemis e

.
R g N by P I AT M e T S e R T N L R A 1
con aran cxactiTud on nagritudes muonun VoCCR DLNOTCS Que las
: . e em
) C 0 Telgme T uounld




Lo blsquodn de los longdtudes do onde mdxinmas de nctivoe
cibén y fluorosconcia afin os mfs fneiidtads por lu posibilidad
de vardar continuamente ¢l copectro nroducide ror cuds uno de
los monocromadoras medinnte 18 naopciaeldn o ondi une do ellog
de un moter cléctrico de velveddnd warinble v por If utl 14 g0
cién de un osciléprafo do rovoe catidicon concetndo al ampli-

Ticador del fotomultiplicndor 4o tal sanera gue roesipira CORe

1k

-

tinuamente la ompli tud de In corrieste producidu on Snte, y -

1 longd tud de Lo luz inctdento,

o n{\‘m".z_)n SIS LENE SETL S e e denec ki e xg & ? 5y ‘4'.,, 25y
& s g b E TS LS 3 b Y . L Y
EEPRECTRONC £58) Wi 2182 PR MAN TG *i 2 iy

1o~ Puente do poder; 7.« Idsparas do tungstons y do

hidrégeno; 3.- Sioteun moncoromtder; 4,- Comparti- -

En ol sicvems dptier Ia lur . rvenloente de in ldnmparn —-
{ tungsteno ¢ hidrdgene) oo hecho pursleln v enfocada modiante
un siatems de cspelos sobre un pris-n de ouarso donde on dig-
perasadt ol refractarae formande urn cgpectro continuoe,  [a pur
te de este  risve eotd alundiniznda o orel ele ol oopceiro pro-
ducido haciu un espojo coldrendor qu: I coentra, o través dc -
un gisvtena de aperturans, wotre I ocoidilix gue contiene 1o -
muestra, Deospuls do pasaer o lur s otyavés de 1o omuestrn, ine

cide cobtre un fototubo, pormitionde oY paso de wa peguoiia we

corriente cléeririca, 1o cunl cog amplificadn y registrada on -
un gelvandmotroe,

On
[
o)

i\,_.:

PR LREN

" .
LTy omonat of
[N S -

nriama de roefroccidn pucde aser ajusiandn

) . - st e ~ g e . + o
contirmwmnente por ¢ sclecter de ior »-1 ud d¢ onda do tal mue

teg
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tico

quae sobre ¢l ompejoe coli

correspondionte o
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mador coign adlo un noz wonoeromd

In longitud & onds prosoleccionndn,

CELDIIIAS DE CUARSC FUNDIDD TALS FLUMIOMETHATA DD 10 =m,
2 0 mm, X AL mm, CADACIDAD DE 4.6 3711 LILTTE0S, BL VOLVUEH e
IPTCIENTE PAkA URA LROTUEA COHLRROeTL 53 05 1 MILTILITHRD APROXTY
MADAMENTE,
CEIDYLLAL TR HTLYTCA IR A0 ¥ 10 F 46 o,
CRLDTLIAS DU DI'TC0A DE 4 ¥ L %0 mm,
QYD TV EANENY BREATTIVO ANALITICO,
ACTDOD D OMHARER' O BREA CTIVO ANALIVICG,

ALCOHCL ETTIICO "MALIIHCREODTY (- Sodn indleaciones d¢ -
Brown {(15) ce refliujd con do nidréxide do modio, du-
rante 12 horas purn roamover las impurezas de wldehfdo, so dep
t116 dos veces.

RENCRRC “"MALLTHIHEQDIM Un lizro de benceno se reflujé
durante ung horue cen 3 grumos de clorure de nluminlo, deldndo
lo eon su presenciu durante 4 noram, se deeuntd, oc¢ lavd dog
veccs con €60 mililitron de saturudn do cartonsto de
potasio y con €50 mililitros de ssw destilndn, se defd on e

presencie-de clorure de caleic durarte toda lu noche, degiie-
l4ndose degpuls culdadesunmente, con ontg tratamionto indiendo
por Procdy v Altkern 1981, sce climinin las dnterferenclos flug
resconten,

SIORGTOR S "rALITHOTRCDY o odeontilf euldadonannnio e-




HIDROQUINOHA "MALLIHCERODT ,~ Se rocristnld z8 o poartir -
de otanol coliente y ol punto do furldn de loo cristalos obtg
nidos fud de 16 grados contigradesn, mispo gue se habfa obtoe
nlde antes de 1o ertaotaldsucidn, He obpinnte ol punto d¢ fu-
sidn zeficlado on In I tersturs oo de 170 gradon contigradon,

PARA-NTTHOFENCTL - Baalman Crganie Thestonle (B, O, Oh,}

resctive annlf{tico,

¥ £

DATROIES,

Los Inaboratorios Syntcox propordionaron ooire ronn ¥ egtree

diol purog ¥ les Iatoratericn Pary. Isawlsa foill teren antriol

y S o4 - F F ."_
Los punton do fuclén indicodon paro lan reepoctivis aubg

tancics por los labvorstorion aludidey, fueren roetificadon,

Ademds so ostudid ol copectre uliraviolols 42 ¢atoa fm-
trégenos disuclios ¢n orancl utilizando ol cmpeoirofotdmetro

Peckman., Se utt i =48

ol apsrato a 1000 T
y se procurd realizar log le oturan tan rdpidamente como fué -
posible pora ovitar ¢l crror produc do por la evaporacidn dol

BE T o o]
QOLVEINTG,

Tos gspeetiros cneatrades, coisclden con los repertndos

2

en 1o litoratura tento en la forma goncral como on las longl

tudes de onde mAximas de avscrceién (280 mildmicroncs para el
cstriol ¥ cstradiol), con cxcepcidn de 1o estronn cwys longi
+ud de ondoe de sdximoe atsoreidn reportads ce JU3e
eronen, oiendo I cobtenida por noaciYos SOLend milimioroncs
n orepetidun ccasiongs, o obotanto oeata dilerencin no oo

considoerd importnn

i
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11 1dtros do ctonol,

&
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lag soluciones se proporaron posando on unt balsnzsc ande

ol eptrégeno, pe disolvioron on 100 mi-

re l‘

LA S

{ ge hicieron log dfluciones noeo-

por

por

U, mleoroprang  por nililitre
REACTIVOD TaBRA ODIOUTMETRIA,

ACTIO BULFUNTOL AL 7670 (vl ,- Ton oate ronctive se pr94
pareron sciucionen al 7oy nl 4% do bidreguinonn p/v, para di-
gsolver ol quinol fud ncecesardio un Mizere cnlentamiontio dol we
deido mulidrico,

ACTIV SULFPURICO AL 660 {vw/v) .~ Con gote renctive #50 pro-
pararen de manersa senmoiante o lo antorior soluciones que eon-
ten 1, #, 4, %0 de hidroguinona,

ACITO SULFURICD AL 607 {v/v),.~ 30 prepuraron eoluciones
gue contenfan ¥ v 47 do nidrogquinori,

ACTTO SULFUNICO AL 7570 {w/v} .- %e propararon solucioncs
Que co Tan 0 v 47 de nidroguinora,

SOLUCTICH DR PATANTTROVEIQOL,~ T2 prepard poﬁieﬁﬁﬁ 2 prae
mos de puraniirefenol en 1 mililitrs de ctanel, sc ogregaron
50 mililitros de clereformo y ae culentd hanta io completa -

disoluct 8n, Jo¢ afcrd o 200 rililitros cor clovolermo,

SOLUCTOY TR HIDROIUTNONA BN RTANOL 7Y ip/vY.- Lnn oolu~
ciones deide sulidrico-hidragquinoni. 8¢ CONIGIVLION 40 (TGSwe
cop dmboar v oon 1n cbscuridoad, se procurd prophrarins cunndo
man0S unn comand antes Acoououna {(08),
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REACTIVOS PARA FLUCROMETRIA,

ACTDO SULTURTCO 90 (w/v)

N

ACTTO SuLyunIne o0 {va}

ACTTO FOEE

SOLNCTON DTANQL/ENNSTNO (1:1%)

CRTET AT ERT A
NTSTALERTA,

TUBOS PYRIEN 10mm, x 10 cm,

P fon, £T6 # 97 v - . L N
TURGE PYRYY 1%em, = 10 om,
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RESULTADOS DE L. MODIFICACION HECH: A L& HEACCION DE KOBEH
SIGUIENDO LA TECHIZ. DE BROVE (19%5)

J ¢

Dado 1o baje de ruentros regulisdos con el método do - =
rown ne decidid antuddinr In cnunn fe¢ nllo, Pinnew en 1915 -

habfa

-
s

nodinlado gue ol hidroguinenn on presoneis do doldo mwul-
drico dilufdo podfe ser cusntiintivamente aulfenads v diamnd-
nuir su poder reductor, Poauld (61 repltld en parte lon axpord
mentos de Dinnew vy oaotuve de acusrde con &1, Indloansdo s al
porder ou podor reductonr, diaminuys ol solor produsids pop ol
eotriol, cuin gultonncidén no preducie gabrs todo dursnte in -

by . < % y . 5 1 . ~y B4 : ‘P e 4 50 1 :
maduractdr do)l reactive, pues Qon un roncitive oon 2 do hidre

guinons en deido corooervade o tempordiurs age
biente contiene mis del Gyl deo nidrequinonu aln =modi{icny o «
lag 24 horass, pero menes dol 4 4 tng 3 oacmonas,  Bauld erton
ces propone lu adicidn de guinel fresco al reactive dg deido
sulfdrico madurado, inmedintamoente wntos dol dessrrollie do -
color. Siguonde o Frown, noseiros apregamon osto hidroqui-~
nomn frosen dircetuamente o lus fyaccloncs de ontrdgoenon antes
de la cvaporsceidn do loo a0 ventos,

ne obutante, decidimon cotudiar sutl sorfe ¢} cfecto deo

Adroguinona on el fcido gulidri-

s

variar 1o conc ntraeidn de

-

co (dnto con ¢l cuxd ne oo

-
P

cefi trabejado oxpertmentolmente)

y aaf oo utlldonron <o contruciones del 1 onl B0 oon el deido -
sul firice do ln conccniracian indicadn, log resulindos da la
grarvica 4 p Ard Ten COnRCIul cgue dun nidrogulnons 21 27 o 00 -
1o concentracidn Aptimn, Gl menos cutndo 3o wotn reactivos 4c
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cinl de lo hidroquinonc con unn disminucidén proporeionsl do -
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sy poder reductor,

por onde de 1o formocién del color apbrd

llo, procursor dol cnpocifico deo ¥obtor,
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Lo concentract fn &ptima gneentrads por nopetron fud del

4%,

Al mismo tiempo gc decidid

Héad de

Py

rico finslen mdo bain

peadh s
R R

un poco clovades

fptimas, poro Trolar

antoricormente obton

color gua nos

parace

cCT

L2

LS
&

oneonurar
gstriponos

reduclir el volumen a

tanor un

1o refeed dn outd

ide,

pucnte que nucstre particular
r método que permita medir nivel
en oring,

o

e . » - -
tratar do omoe lord

vy gonstbl-
11

sando

ando eor trened &

e o0y W
.l i)qn

viogue iao sefinindn:

OMG

3 W oy Y
nLogr

4o
norn

L(‘l::o

dold

4
in

™"

torés rofdi-

I3

L8 MYy

Fregs

briesn

N g eretnicos, decldimon

¢ geny

Tt O
fud

Bocknnn




- 43 =

Bajo las anteorioros condiciones 18 sensibilidad del mé-
tode aumentd cproximudamoento unnas 4 vocos, puouto que Con -
éste, las densidoaden 6ptieng corregildean parn 1 microgramo do
catréegene fueron 0,06 para catronn, 0,0% parn odtrodiol y «-
0,034 purs ontrioel,

Loa resulindon ootfn oxpressdsn en lo figurs &, codn -
punto ep ¢l promedio de 3 detersdricionos, in procipién del
método no se modificd pucs ol range no oxcedld ol 10% del -
valor promedias,

Ento medd Tdencidn nos pormitisfa pucs sodir todricomens

. = -3 as, e 5 ""d A oow g f‘ & i
te cantidaden hasnta de ¥ o 4 microgromos d¢ catrigon en

*

orine de 24 nhoras ¥y podrfs ner do utilidad on alpuneo Canes,
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“GRAPICA 3"

THFLUERCTA DE L. COVCENTR.CTON DE BT IROGUTHON. BN

¥
'
1

‘I:.,;LL TIVO DE ¥OHER,

DRESTDADES OPRICLE COENLLTING DEL COLOR PROTUCTIO POR 10
KMTYCROGRANOS DE EBETRONA, ¥ TUE SE VER THFLUENCTLADALE POR «
L4 DITERENTE CORCERTRACTION DE HTDROQUINONS BN EL RRACTING
DE XOBER, 108 YALORES CORRESPONDEN AL PROMEDIO DU 103 w-
OBTENTDOS POR TRYPLICADO SIGUIENDO LA TECHICA CONTORME AL
CUADRO RUMERD

+ 3+ 4+ % +




*

[P

»
5

N .

s -

B
Y
.
.
B
-
s
]
*
»
N
5
.
.

3+
i .
t
t
M
i
.
.

ESTRONA

SRt A el 3 s R asames - -
*

5




ﬁom ?I C!&CI OR A La'u

- 45 -
"CUADRO 2"

TECHICA DE BROWE

PARA EL DESARROLLO DE LA REACCION

1& - P;ﬁ i

DE

5 KLOBER,

o g,

TE I'F

a4 HEACCTON

ESTEROIDE

BLACTVD

S SR ¢

DE
EORBER
mildlitron

SONC, TE A0, CONC, DE
SULFURTCO CEITNOL
%/ % plv

TTEMPO
e
A LERTAMTENTO

Estronn
Batrndiol

Batricl

PR

FE

70
20
“20

nw sy s 4

* 2
dn, TALTE DE 1A

ESTEROIDE

AGUA

CONC,

?IH:‘&L

TIENPO

DESAPART

AGHEGADA IE ACTIO DR 108 DET
SIIFURTCD CALBRTAMTIENTY 0 COLOR
mililitros Loy minuton
Eatrona 0.5 50 10 12 horas
Ratradiol 0.2 3.8 10 12 horas
Eatriol 1,0 26,6 10 12 horos

OHCTTUDES

o
o

>

O.\ AJS

1\ 0, e

i i 3 -
ESTEROTDE et X t 10 mi erograncs
Rstronu $70 BO6=510 fa6 502
Estruadioel A0 SR PR L 3RD
Estriol 170 LO0-508 Hat <330




GEAFICA 4"

CURVAS DE CALTBRACTOR PaAHa FETHOXA, ESTRAINOGL, BSTHIOL CON

& 8
¥ 1” R 4 . v o et s s e I DRSS 4F SRS S Bl AT Ry SRR AL L ] kI a s
LA BODTFTCACTON 4 .4 UNINTOA T80 BROWVH 2auy ouannG 2 ; L
.-.’. Lt 339 g Th g %R v gy & B g Tor Y A P RO R LW LW [ Bk
VALGERD IOE PRN0L G0N PROMEDIO DE DETERMINACIONES POR

TRIPLICADO, FL VOLUMEN FINAL EF LA BOTRONA V.1 MITLYILI-
THOS, PARA ESTHADIOL 1.8 MTIILITHGE ¥ PARA EUTRIOL 2,06 - -
MILTLITROS, 105 DEMAS DATOS COMO BN LA GRAFICK 2,
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RESULTADOS DEL DESARROLIO DEL COLOR Y EXTRACCION DEL 14T SHO

SIGUIERIO Li TECHNIC. DE ITTRICH {31, 32, 33).

Tttrich en 1950 deseribve una modificucién de la recceiln -
de Kober que apurentesente le 4o unn mayer especificidad ol -
método, exirayendo celectivamente ol color ocon unt golucidén ~

de parand trofencl en eloroformo, ln ndicidén de ronctives 1o -

realdsa de don manerss:

1.~ Addcionrando 1 mililitro del resctive deido aul{d Grico-

hidroquinens copecifico para enda estrdgens { Pora of-

Y - 8 2 A ¥ g ey A yepy W L 51 * RE N ;

spial doide 687, v para eotvond v oentrudial un dclido
f"‘?“ % » 4 3 5 ey g 3 3 g1t rips s 3

SeT wnbon cond enl endo we de midrogqulnonnd,

5

2.~ Agroge 0,3 mililitron do agui, O, =it M iron de - -
detdo muiidrics v 20 niligramon do kidyagulnona,

Las anteriores condicioncs lug realiszn con putréoenos pu-
ros y les afade 0.1 mid 1144re de oring parn domo oirar que la
extracecidn del color da un whtodo ruy esspecffico sin la inter
{ferencin habitunlmente encontrada por la produccidn de pigren
tos on 1o orinu,

En 1960 catudin lee diferentos selventes v coppuestos To-
nélicos, realize in adicién de reustivos como en el punto &,
y la extracciodn 1n puce corn paranitrofenol en tetraclorure do
acetileno, més torde aplica lo renccidn o4 las determinaciones
en 1lfquidos pioldiicon,

Con lup huoos anteriores se hicleron diversos cxperimen-

avens s tubag qua conte arnforn 10 microgranos de ostro-
tos purtielibi, o veeEs
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a).~ Se agregaron 0.5 mililitros del ronctivo de hidro-

quinonn on etanocl equwivalenten & 20 mlld gramos, so
agregrron 0ot mildilitron do apun v 0.7% mililitros
de defdo sulfirico {No oo ovapord ol otanall,

b) o= Se wpregeren D,% il ittres de la soluciédn do Quih -
nol {20 mildgramont, 2o ovapord, so apregaron 0.4
milili tron do agun » 2,75 mililitron de dolde sul-
fdrico,

¢) .= Doupude de cvaporar el ctunol del patrén so agrogd

I mdd M are do dotde oulfdrico al 657 contoniendo -

4) .- Junto con ol otmnel del poirdn se agrogaron 1 milie

1 tre de iz solucidn otundlica do hidroguinona (40

ol

s 1l roaiduo

o

o
1

P

mildpramon) oo evaporaren a valic m

*

so le agregaron 3,4 milidi<ros de ague ¥ 0.75% mili-
litros do dcido sulfirico,

El tiempo de incubncidr para el desarmllio de color fud -

.

do 40 miputos en agus hirviente, la dilucién del &cido sc hi-
zo agregurnde 1,5 milili<res do agud tran de enfrinr 3 minutos,
1n extracei dn del coelor ue realis8 con o mililitron de paro-

nitrofenol en cloroformo,

T Ay O O at hob 4 v Pl 3
Las leeturns se hicleron Con gopectrofotémetro con hlancos

-

L o HO 1 1 31 Y ™iment
tratados 4¢ MALOrS femejanto o ada uno de los cxperimentos,

- ’ + 4 I v 3 (i 3 cb*uvieoren on 14 carndo 1&
1as dennidades Gpticus corroglrdas 3¢ :

o - oy
férmula do correCeion,
’ 3 v YTae 2tarudentoss
Toa resultades Son los asigulentes
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.
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Ceton }73;’--3.‘
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3 ’ o et "
mierogranes de onironn

w
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Sxporimentont Liem o
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Las condiciongn Sptismng corrcuponden al adicionar los cop
ponenter del ronctivo por aeparade, sélo gue neroiron ndicio-
namon on lugnr de 20 mildgranon, 40 millgramos; sl ovaporar -
el otanol dpe Jos pafvoncy junto con lon 40 miligraron de hilee

drogwd nona oo previene cublaquior centosinacidén oxid

mente, 1o adicidn do feoido po huco culdadontrmente dejdndolo -
resbalar por luos paredoen del tubo purs evifar gl enlentamt one
to excesive, la principal ventadn do ngregoar ol deide y 18 -
hidroquinena por separade reaide en el hoche yo seiinlado pre~
viamonte, del poligre de sul "onacidn del reactive con la cone-
gocuente disminucién del dex rolle de color

Qtro punte imporimnte ob . uc el tiecmpo trancscouwrride cntre

cada pago debe ser cxacle pucsto que pequefies varisciones mo-

la ggitucidn deopuls do rater aeregedo ol paranitrofoenol
debe ser muy enfregicn para lograr 1o complets extracci 6n del
color; esntu extruceién con clorolorme tieone como yprincipal -
inconverniente, 1a rdpida dew aparicién del color, 1 grdfien

v 6 nes dpddten dmorfpide dlominucion del color producido

T Y . . - a
y SLTOnG vy 1t Soeoturn obtenida 534
por 10 microgruanod de epolrona COndis - & G346 -
~ ~ v
{14 md eronc 14 absclos COIrosponcs & L4 deroidud Optica v 1la
mi Jdmd cronos, AW Hudbes : :
cwnnmapurriden gearule de denarrollad:
+ 1 * ot -ig . PERS ¥ B3 .
o 3 : ada



1n rvasciéﬁ. de allo

ve deduce guo la digminucién del cnlor -

emplezt despuén de 10 ninuten, razén por 1o qua debe tradajex

PO parda roct fMcar Ia porible eatal: 1dnd mtee lon 10 e 14 ..

w3

mirmton pueate aue cwando ro trAbAlan nuseronon nreilemmn s

EX ]

o . 1 i vy - s b g u - B . .
puede laer ern onte parfeda hactionds g eAleoulon do nor elone

to de A aminuctdn de Lo looturs,

o 23 AD LF W 4% gy b % e " '
Se tragaron lan curvas de ntsoceifn parn 10 micorogeamos .

do optrons, cstradiel v sstriel, srifica mdnors ¥ sncontrds”
se diferencins on o ofdxlion dlongl tal de ondo aneontrindons -
pArs estronna v optrodiol o %0
mAxima abooroldn ﬁﬁ'ﬁﬁ%?&ﬁ& por Ttiyiceh Tud en 51L.5 parn lae
treg entrlgencn,

Se tracnrorn curvas de cnlibracidn pare len tres oat-boone o
cor detorminscioncs por triplicade pero como ol range exczdl’
al 10% on algurios puntes, oo trazaron las gréfican do oade
de clles por aeparado, lm grafice mimero 7T corrasponda & lon
Alores para cotrong, In gralics ninero B oa eatradiol » In

.

erdfica rdmero & u 08TrLOo-, la variecidn entre log puntes ag

grunde 1o gue reois aroeisién & law determinncidn,

1a gsensililidand obturdds oo muy Lunhty, aome jents a
teniduw por ¢l wutor, vars 9.0 rdcgogrumos de estrong obtue.
w05 une densddad prica corregida de L0l5, para ostredse

A4 G 0,8 mdoToTamos con nung doreldad

718, v purs entriol o6 TSEs
L ] S ) W -

TSt reay 1t nidns
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Scholler empleando teirabromuro do acetileno, gue leo da mayor
cotabilidad a In rescxién 133), Sus resultadon para & micro-

gramoa do ontrong on

yorf
-
™
¥
5
"t
i
.o
et

ymrn ootradiol J18%;

vy paEre catriol (240 nupsiren resultades en T, O, €, fueron -

Rucatren rosuliados ne no pucden compiarar oon loa ohtoend-

dos por ¢l mutor, pues omplea otra férmule en 14 que shca fac

tores do 1o dertvada de Allen: on nuestro cnoo las Corroccio-

“ %

nes pe hictorsn cen in Téreula derivada de Allen whociondo laa
4 ?

vy ‘ . oy y1# gty b .y L gy [l : 3
Tecturan a 47 purs cotront y ostradiel, o sflizmao@ BYed igual

para ¢otriol.
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CURVA DE ARGORCTON PalA 10 MICHOGRAMOS DE BSTRONA, -
ESTHADIOL Y ESTRYGL, TDTESARROLIO DE COLOR ¥ EXTHAC~-
CION DEL MIZN0 ZESUR TRORICA DB ITTRICH, CONPORME AL
CUADRO NUMERD 3.
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CURVAS DB CALTRRAUTON PARA ENTRONA, ESTRADIOL Y LSTRICL
106 PUNTOS MARCAIOS 50N 105 VALORBES PROMEDIQ DF TRES «-

-~ o P
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CGRAFICA 120

CURVAS DE CALIBRACTON PALA BSTHONA, ESTHADIOL ¥ DSTRIOL
CON LOS VALOEES DR DERSTDAD OPIICA CORREGIDA BAJO LAS -
CONDICTONES OPTINAL TUDILADAS POR NOCKE ¥ AEDUCTENDO —w
105 VOLUMENES A LA MITAD. {VBASE CUADRO %),
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"CUADRO 5
DESARPOLIO DE IA REACCION DE FOBER,
HODIFICACION DR

La TECHICA DB NOCKE,

lo, PAHTE DB 1A HEAQCION
‘ REASTYIVO CORCENTRADTION CORUCENTRACYON TIE PO
ESTEROTDE DB E D DE
OBER ACTIO JULBUIRICG MITHOL CALERTANTE!
Hov/v 5 opf minutos
Entrons 1.0% Gh 3 20
Estradiol Yad 5Y 4 20
Eatriol 1,08 i 4 20
o, PARTE DE La BEAQCION
CORCERTHACION TIRNTO Eﬁ?ﬁﬁI%IBAﬁ;
AGU : DEL
2 Yy 4:'\6%»# .i} Y‘lt, z}%‘a .
ESTERCIZE - scamoapa ACTIO SULPURTCO  CALENTANTERTO COLOR
“E\L;‘EA
mililitron % v/ minuton
Estrona 0.5%% 43 .4 6 24 haras
Estradiol 4,2 481 }0 4 horas
Bstrdol 0,55 43.5 14 24 horag
LOXSTTUDES DE CRDAL
miliricrones _ b.o0.C,
ESTERQTDES " < b 10 »d crogramosn
77 512 553 B4
Eotrona it ’ . 4
Botradiol 11 512 553 607
L '

Estriol

505 587

T
[a 3
-

531
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ULTADOS DEL DESARROLLO DE COLOR SIGUIENDO TA TECNICA DF —
NOGKE (40),

Hocke en 1961 nefials tazid én que el mblodo de Drown para

18 estiomnoién de sotrégoron urinarion no le ds buenon results

dos, También indicd gue s intensidnd del color dado por lon
antrbgencas puren eu mucho mensr gque el ewpoct fieado por Rrown
(15) ¥ Bauld {8), TPuesto gue en sun ourvas encupntra adends

dol pice de abooretfn ofAxise otro

nien an A0 st ldedlereonen, =

concluye que ne tode el colur acarilile de 1u prismera parte do

Fd

1 mguect 8y nn o oidn oewverttids al onlor poan lefde finsduoente,
Kenld eo un sstudie exbounitve de los condicionen de I =
reaccldr tratando do obioner 1u pengitilidad soinladn por - -
Bauld y Brown, |
Concluye guo lan condleiones Sptizmas de I8 primera parte
de lu veucel8n son fundamoentalmente las nefinladas por Drown -
con la diforoncis de que la concentracién do deldo aulidrico
bptima para gatradioel Yub deo 5% gn ves del 607 indicada, y -
do ddsmipuir un poco los veldmoenes injeialen dol roactivo de

L33 6 ¢l ¢fecto de variar la concen=

o s - gty B 1
Keber; gin gnbarge no €

oy . . 3 Ry s aTo b "‘Z_ ‘i “t'f)
tracién do hidroguinons gn esto reacs .

.5 prinecipales radican on el secpundo w-
_ o v les deben ser escdoglidas pars pro-
paso de¢ lu vreuceifn, lws Qe d

- ety yed Y ~ g Ay ety -
Iucd 1 comy letn canvalr 34 del color amul illo ul rosa; do
duclir s :t,‘ BRI Y e ¥ A A

\ . -
ey ek oo COn ““‘Ci é dc.’ ’5.01@0 11‘.?".511,
mportancia I sdamental e S
v d e v eantradng por ¢1 fuorcn para cotro
- - s, wanid v Laaleiiee v —
las conddcicm RIS St

o se.r, pare estriol #3.4, mientras gue
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como ya pofialamos lag 4n

dicadan por Rrown sen rospoctivamonte
56-7' 5607 :}' 5?.

1! - s -
n doto i{mrortante nefinlado por Meckg on ru cotudio resi

de on ol cotulio comparative del deido sulfdrico utilizado --

. .
por &, ¥y ol wutlll zade por Rrown (Fritigh Drug Houscn)., Row-

sulta do sume inter R !
a ime fntordn comprebar que i puress de anto o produc

ton o morosdnmente dMferoente, stonde 1o i feoroncia min noto-

Ple 1o contidad do nitraten, ¢l cunl on 100 wvoecon mayor on el

Geido de Norck que on el de Ia Brlicish D, ¥, Toto cxplica --

por gud s intensidad del coler no kayd side aumsntodn, on ol
cage Ao Nocke, por e sdietdn de peaueian eﬁnziﬂuﬁﬁn da agon-
tee ocidanten, puesto gue 1o cantidad de nitrstos que centione
6l Golde pul forics utilizado por 61 e2 mdo dol doble de 18 - ~
agrogndn poyr Jauld on su reactive o modificndo,

Bl detde uttlizado por nosoiris posce caracterfoticas -

muy siwilares al de la B, T, H.o on su contenide de ritratos,

o5 pues poaitic que lon valores bajos que homey obtenido de-
penden, sl menss cn parte, o9 18 susencis de la concentracién

adcowsdn de substanciusg oxidantes on la gegunda parte de 18 -

reacei b,

seveug manes ol métedo descrito por Nocke proporcig

"N .
w e h o e
2‘;!& }‘.u(}.:_?kq.\\.‘n

né remiitadop un poce diferentes, las D. C. mdximes obtonidas
peYr napolros pare 10 microgrames d¢ cstrégenos fueron do 512

b \ oy v S0 % arn ost i -
| o parn cntradiol, 210 phre cotrong y D06 paran estricl, -
idbdie ; < OIS 4 A - i ‘
- [ o0 B L1 I ' p
b ‘ P - L 53 hs v .
Nocke dn oous valoroes de T mAxizi o VLY, v Y14 mun, para
& Pi G L PRV IS e 3 -
L . I A S - ..
X ~ S wntﬂ G TG o AaTEts o -
. TeS - . i 45
: eatradiol, cotronid Y b guiiol regp L
: e Wit g -~
1 : T 1 ™ »
| DD o ~% 3 a4 cando ode i do Allern on 2o locturas -
f Lo . Corregidis e -

indicadas on o UW
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damentoe de un 10 a 157, ta)l voz nean dovido, como ya indicames,

o6 is foalwm de subatanctus oxidanton,

Ao prineipal ventads del mbtodo resido on la eatabilddad

dOl C’Ql&)‘, 3"\2.{?1.5 (31:}:3'511:6:5 d(;‘ :‘;:, ?{(ﬁ'f&ﬂ a0 ‘ﬂg_ciarnn }‘Qaturag y 1&

Denuidad Optico corregidn % no varid dg un 27,

L33

Lo senetvd W dnd dadu por I =modificacidén do Nocke rodu-
ciendo voldmoncn, en un pooe meier gue la dnda por la reaceddn

da Preown, Nocke du una Dennidsd Optien corregido poara un mierg

gramo de ontrons 0,080 ram gptraddol 9,065, ¢ para satriol - :
0.0% 5 renotres non 334 valores de C08, 0,04 v ©,04 rospeocti-

NS A
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HESULTADOS DE FLUORBICEHCTIA CON ACYDO SULFURICG,

Se entoblecieron las condiciones éptimas del sparato, -
denpufn oe enconiravon los mejeres longitudea de ondn para -

emplearian como lup de excitueldn, ae selaceiond o 400 nili-

oy

ed oranen como ius de flusrescencin, ¥ ge variaroen lac tongl -

wuden da ondn de oxel tnclén dende 2070 hasta 00 =i licioronen;

encontrdndopse d4ivernos npicos de lus do excteneldn: 310, 320,

340, 336G, 365, 430, 44

v

G, AT0, 390 milimicrones; 0o procedid

-,

a hoeer los leoturng on oond loret tuden do ondn lovando 1o -~
fluoresconsin produsidn por ol b
md crogrnmt 4o aotrhpont, QLIOGHATERIONRS ue L0 RGYDE i nranes
pin pe ora o 440 =ilimicrosen como luw de oot taeldn; Con e
ecate dato ou £ 36 in lus de excltaneibn vy se modificaron lag
longitudoes do ondn de 1a lur do fluoroscencis encontrindose
como 1o mbxima 400 milimt cvones dato que corresponde con 1a
1itoratura (41) pugnio que Preoedy ¥ Aitken realizan las leg
ruras de {luorepcenciis erpleando cono 1uz do oxcltncién 436
mri., ¥ comoe 1uc dp fluarescencis 484 mm.,

chont on uoguidi fub piactamente Como lo indican ~ -

(1Y, awdencs rocontendan hacor le lectura
%y 4 ana EA

. - i ¢ arnlet ,earrollo de 1o fiuores
o lou HO mirutos pard ) conpleto dosarr 8

. -
Lt i ean doeturss donde 1o cery naogta los
cencin, nesotyrod piopdmon e eTuEes

i pusonto de le flvoreacceneie hasta
120 =dinutes encontranco: aurento de

[ o ) ¢ AN I ST
v aeegreos naoto s098 109 minutos no -
lor 16 minutos ¥ deade entonces nROE

Aa g roscencii, 10 3ue indica

raaccifng 1aovdnicn rrecaucidn que oe

a-

vt e As I8 lur
P s L 8 ZLL‘r}»:‘mQ [SLUE e
RRAE R
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Otra proenauei én quo se tomd fué lavar ol mateorial

detdo nftrico 507
?CG 507y con lo que sumentan las loeturas do log -

con -

] £ . onc.
problemnn, diominuyende ol wlor del blnnco, quo oquivale a

L0 micoropenre de epironns,
Paurs facilitnr lon cAloulon de In {luoresconcis £o oottt

bilizé ol oporito a una ponetbd 34 dad de 10, louw resul tades so

doron en flucrsacene

FR's

s oreloavive, dato gue resulta do multiee
plicar ol valor obtorddo on 7 do trasmitancin por ol indicado
en ol botén N dol grpoctrefotefluoremetre y & onte valor reg
tarle ¢l volor del bYlaneo

Seo tyvszaron curvas de oenlibracidn, oncontrdndose quo hog
ta 1 micregrame se legroboe reetitud on las curvan, poro que -
fata ne perdfa cntre cote valor y 10 microgramos,

Ta sensibilddad lograda fud de 008 microgramosn do ostrg
na con una Flueresecencis relativa de ,07; pars ostradiol fub
L0056 con una P, R, de 0P, y pura ostriel ,008 con una PR,

de ,03.

§{E§Tz3za‘; g&m: :{"}”ﬁ FE,%EG?EEIQQKW{C?A (;03{ Aexm FQS?ORICG;

Seufn los reportes de diversos putaores 1o mdxima longl-

ted de onda de flucrescencis s encuenira on 230 rdlimicro

) oen lansd tud de onda y se buncd la lon-
neg, oo solecciond cotn 10nR L Gt -

v
LI SR A
. Lkl

gltud do ondu pard oxXCs

Toeartot Yoo iy
T . vt Ao Ao HOLN cnton X “ &
S ovaporaci s o %

R IR R T ¥ rubten &
o 1 % A nrieer o On aaruls hirvionse Jov on Coatapa~
vt e 2Tk 15 o} 13 B, e v
el e il T +
y reoul Tades fuoron man Lapos: para 1 omie
S S BRSSP
ST e

don, con lo cual .od
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Srograne 4o onirond vesen
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110 grodos (pare 1 microgramo de eatrona 3,15).

T [ et g .
405 tubos ne leyoron dontrs de lon 20 primoroe minutos

Y 3 ‘ . IR HR r 2 0
derpubn Ao doonrrelladns n flusrescencin, ¥ log tubon 9o -

protegieron do In lus,

LY

3 ¥R g W 13 "&- 54 E ¥ g s
L pondibtiiidad logrod udt dn L0056 L erosTRrn 40 00-

t?ﬂﬁﬂ- oY sann fl.k—i&rf'f?(:f‘ﬂﬂiyﬁ r{?l!ﬁi 1“,,*{} ﬁ(} A,E; }a 1% ars) Qgtzn‘ﬁydial

la osensdtdlidnd fu& 006 oon ¥, R, do L0y pura oatrd o)l ew

unt ponsitd Mdad de 00 microgrorss con unn ¥, B, de 010

£ e b Adewd o i

] i"“q* i i LES A A X L ha :’»1 - LR AT S ) o w;a =g , RS A g oy », s
k IR Tk . ¥ b < '«; 4 " [afa @t 070 w0 B, 4
L? [RAEE N :sJ R T DS Resd o i DO ? :’ S Y = ke LD LG E“a.{.? 5{4&

4 b ¥ ot ARSI T R S LA IR S TS
11}{} ?E Ly io8e ""\ ) ?AJ?‘ T e i *

BT P S S N FEES AP i

Lap wiomas procpucionss gue de tuvieren on o} dmmrxr@-
1lo de eoler ¥ extruaocién pars leer on eolovimetrin ac tuvig
ron agquf, séle gue Ins lecturan deben hocorne dontro de los
primeres U minute

De maners sewejante a las anterlores rancciones ae bug
cd 1o Spitims longliud de on da pura excitar y de fluorcscon—
cia, encontrdndesc %30 ediird cronea poras luz de exelitaecidn
y 560 milimieroncn purs lus de rlunreseoncisa,

T sered bilidad lograds fué NG mlerogramos para on-
trena con una flucrescencid relativa de 039 pora eotradiol
L0086 mfcreg ramos , COLunh fiuyorescencin rolutive de LO68 y -

. , ctidnd cor uns fluorcscencia reloti-
para cotriol lu misms cuntics

meartadn por ol autor ¢s de 000 mi-
§ Arps e SRS -

y B46 como lun de excitacifn

; & oy ¥ L
erogrance do of L0 3

-
o g . e A 3
y 577 come lun dg DaubIes
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BISCUSTON,

COLORTMETRYA:

ESPECIFICTIAD,~ In roncet én empirica do Xodbor og muy -

capeeifica de lon fanmkcg%craiﬂﬁﬁ'parqug porn quoe ronul to -

3}01%1 4w !'-{‘:‘cz‘&if Greojug sEintn on ¢l antlile A on ?‘rQni‘Ciéﬂ 3 -

unt funeddn fendlica v guo o)

andlio B se encuenire intneto,
o blan oxigenndn on la poesicidn 17,

1 X * iy

Ia subotituotdn do un -

hidrdgene ol entmdiol como pa ol 27 motilentrodiol dlaminu

- ¥ FHO

2

b % PR L - ] o - k S p ; 3
yo ol ealor, v ~dn w0l etilen ontradiol nuprize srencdd

»

mente Ja colorvacids Ao Yabar, s oronestdn oo daun
—_— ’ . i 3 e sy g ey W ; Mg 2 P - ¢ i P
gutive para iu 36 ceto entronna oy o 2 metoxy eatrona {(39), -

Do lo antericr e deduce o alta aspecilicldaed de I rofge -
¢ifn pars ostrons, estradioel y estricl,

Brown (16 analien el valor del métedo para ln dctermi
nocidn de eﬁmr@h&, estyadicol v entricl urinaries aplicando

- . Ea e %, e A T
1a remeeddn colorimétrica {19), v sefinlo leo posibtle interie

m o 2 - ey ft g 2 %

preseneia cn lon exIrEc cros urdnarics de fenoftaleinn, clex
emAmpmma airtdlicosars nor ol intoenso 00—

tog eurérricos, ¥ ¢sirfgenss sinteiloony pos nren: Q

\
o » oy s ~d Ay e > Gl

n Gvepnd Ay S0 AL TERCOl ol GO LUUL
lor roso yproducide con 24 d
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Adomdsn de oo interforenter ya mencionados oxtaten on

0o extructss urinarios miltiplos eromégeno s que intorfie-

- a e ¥ . 4 N \
ron 1n cuantificactidn {irnnl coloriubtricn; Tetrieh logra -

Wnogren avanco on I oopeeificidad do 1o reaccl6n Logrondo

¥

extraocr solectivamente «l color producido por 1ou cotrbpo-

neG, oo lo que pe gl

v . B

3

dnats 18 eoloractén dol cromégono,
pars probar in cspeedficidnd do ln roncelidn Titrieh doobe
rrollé coloy con dMferenten hormonas ooterelda, ool como -
tumtidn con un rostidue soeo de 9,1 mililidro do orina, pun

rogultndos Yuerern looturan suy bBocon de ian ot wnwcm 0y
tedreno fud capt nuleo; logrdndose con ells proboy ol subepn
to de ia especiiicidad de ln reuwselén y de 1o extroceién -
dal color,

La espeeificidad del métode completo catd unida o la
precisidn de los pasos previos de extrac cién y purificg--

cién,

Ak

Ry s Y [y g ost Fshi¥sta -
1 cepuocificidad do nueniros reaultades ostd bagoada

- 4 vyer : tormninaciones
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i { 1 v‘i 1= ‘Lf y
A 3 (133 Fon0n puren af gul ondo los Qo
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~ . Y Uaslea v US ff‘.;",ﬁili(f" cioz o5,
30 1o oW LR 7'% (&4 PRESE S50 A
x:i iy ae )3 0!‘»5' 1o ws *
3 : i .
a4 pesuitados indican unig mayol
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1 miorogrome,

lon valores mfs nltos on Donnidad Opficn Corrogida se

leograron con in medificncién n in tfendcn de Mocke, oiende

i eatrone In que desarrolld mfg color, oste dato coineido

con el obtenide por oiren anutores {15), (20Y, (35}, ao los

mpyoran loeturas pars entron:, ol aigulonte vnlor poara Go-

tradiol ) ¢l valor =fs o S0 parn ﬁé:'!'ﬁl“ﬁ.di.

Muima contidad do

astrona lefdn, B.0.C.
fpown (1% 1 miorograme 0,0LR
ModdTieneldn 1 mierngrans 0,050
Teteten {31) 0,5 microosrumn .07
Noeko (50 0,5 =ieoragraso 0,020

Modi{icnct fn 0,041
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Tetrieh (31} pofmla coro sensibilidad de la ronceldn -
colorimétrica 0,7 micrograzos do cotronn

KETRODULTFTLIDAD,- Ia procioidn de nucstroo rooultados
on los renceionen colorimétricas oo dgan de conflanzn pues
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roaccifn negdn Hooke y 1a modificncidn que do olls hicimos -

puento que despuba do 24 horas le Aleminuc 6n de 1o Denoided

Corromt i f
Optica Corregida fuf del 1%, 1o que rormite mi oplicncidn en

caros on los quu ne o puedn loer inmediatomente doopuba Qe

depsarrolldnds ol color,

Lis renceifin de Yorer semdn fBrawn, tlong una cptabdlidad

W X 5 TR bogend Y Y
de 12 keras, ¥ 5 fe Tttrion do 10 minuton i aso corn 0 tuye

wne de lon savores ineomverd entos cunndo oo hate 10 oxtrac-

¢ién con eloroformo, Titrich sefiels que cunnds se empled - -

- gy T kEsh o Al ¥ I oo Y e oy 3 g% 4 R Lh R fy e ' o :p
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Brown, Sooke vy oun zedificncidoan son
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RAFECYFICIDAD. - Gnlvnwhite (46) comprobb la fluorescencia

de diversos compuanton cor Acldo sl fdrico v fogf

¥ leo, encon-

trando gue ol se guitaba in fund 8n oxdgensde del carkdn 17 de

los enteroides cnunatn una dfgn dnueifn, v oo

Tes. K}

se introducinn —-
grupos acetiloson o la entrons v ostradiol la flucrescencinm -~
dgsupbrecisa, demestrando con elle 1a ampecificidad de 18 redc-
cidn,

El emplewr una longitud de onda do exeltneidn ﬁirerehtc t
la lengitud de onds de eninlfn du una peaibilidnd de una copo-
eifieddud mmyor gque on loo derermingeiones colorimétricns on -
que oo emplen uns sdasa lengitud do onda,

Br nusetre conse oo loged una especlficided mayor puesto

gue se nid oren lecturas eon muy diferentey longituden de ondn

v

do oxeltacidn y de fiuoropeencin, hasta encontyrar ia longltud

de ornda copecif{ion de oxcitucidn ¥ 1l longltud do onda de =~ -
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fluorencencis en que 16 & ferencia del blanco ¥ de 1 microgrs

mo do esirdgeno Tucra muyor.
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Min;ma cantidad de Fluoraescencia
e¢otrona lofda, rolativa,

Acifo ot “drice L0484 mderopgranon 070

Aeido fontérice JI0EG

.....

doregranay L0606

b g A x
Extraceifn dol color, L0 pdorogramon 035

e
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en ovinn do 04 koras, PTarn determinacionen on pliisma con ol
miome método roportn ponpiviliidod do 0,000 nmierogramos do oo
tronn, 0,07 mierogrames de patradiol, v €,1 microgramos 4o -
entriol por los miliiitros deo plasra,

Tehid y Dorfman {30) repertan uns gonsibilidad de 0,002
microgranos do catrons ¥ ooy radiol: 17 betn ompleoando ung --
micredotormingei én con deido Toalfrico,

Trevd ol {3311 sesals ung sensibilidad para cstrona do =
0,005 micrggranos do cplrong,
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concia no camdia ontre log 19 y 130 minutos, 1a ostabilidad de

ln fluorescencin con deido fonférico on menor do 80 minutos, y
la flvercoconcin dol color extraido oo de 6 minutou cunndo se

emplea cloreforme oonte hocho implice unn ﬁaﬁvan%a}u PArD ou -
aplicncidn o métodoy de tine, Ston {49) loprn una cpntabild
dod del cempucnto por 3 minuton emploande Tetradromure Ao ——
geetilone para la oxtroceids,
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So trobeid on la reacceidn do Kobor para producelén dc‘co-
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los mipmos siguiondo 1o téenicn do Brown 1955, oxtraccidn del

color sogln Tttrich, y oplicando lu t@endica roguidn por Nocko

on 1501,
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su ponmibilidad, no nsf 8 su reproducibilidnd pucs ol rango no
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permite trabajar muchon problomss simultdnecomonto

lm Pluorescaencia dovarrolladn con detdo fonfdrico o -

monor 1a exuctitud on len curvan de calibracién on algunos -

puntos ne plorde, oin embargo la especificidad oo muy grende,
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oy " o g " - 2 o ;o
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¥ 4o
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inconvendonte nbs grande on Iu dosupbricidn rdpidn do 1o - -
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eldn selectiva dol color producide por ol eatrégens,
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Comparands lug
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tdneamonte varios problemas,

En nuentro cuso especinl do determinacidén de niveles muy
vajo s hacen inmejorakle la peleccidn del desarrollc de fluo-

repncancia,

El frdco inconveniente 4del mBtodo fluorométrico es 1lo -

contono del gparato,

+ b+ +F



- 81 -

BIBLIOGRAFTA,

1,~ Adlercroeut: i
ég%u Endoer, Buppl 2 1962
studien in fientrogan Exeretion in dumen ¥ile",
2 - gitﬁan Y. H, and Proed d. B, ¥
J. Bndoerinod, 4, 751 1igay)
"The Fluorencence nnd Aboorpiion Sp
Quptradiol-l '

e
5t

ST i actra of Oentrone,
“bota, and Qentriold Cospoundy®,
Jo= Allen W, ¥

LN Y

Je Clin, Endoerinel, 10, 71 (19%0)

o At ans o A . "‘"":"a | »
A oinple method fox anplysing Complicated Abzorption -

Curver of use in tre Colorin
; in the € metrie Determination of - -
Urinary Storoida® "

4,- Baten ®, W,

) § % oy e e

Endoerinclogy, 47, 140 §lann)

LI - e g W g s d v T smne  DY o
Experinentol ¥unls fer Sleeting the Optizel “onditions
4y i gy g W A S ) i~ . é oy A
Lo unantitative Yiusrenmetry of Natural Latrogena®

v

1 iy 4 2 4 4
Se= Paten kK, VW,
%, 4 S 5 N By s
Erdocrinnolopy

LA o Sy g 8 =
Figorenceneas ‘
£ o weE pm e e
Applientien o e

tural Eotrogens and thelr -

A
- et
ETTRCTS T,

€. Bould W, 5,
Blochen &, 86, 406 (13
o

04

s ALY

"Seme errors in vhe Colorimetric Zstimation of Qestriol,
radiol by ¥oher Henction",

Oeatrone and Ceontrad:
T o= uld v, 2, L
Bloeror &, 54, d94 (1959
"Saparation of lestregenn in Urloary Extracts by Par-

»!
-
‘4 4 e Y ey gy 5 G yEay ey
t4tion Thromuatograpny .

- W W e o~
So- mmuld v, . o
w. - ) TN HEGE & 3
'!"r’j gc‘év oo w U00 Lo )
aveh LIRSTLEZD0 J . N . . - 7 )}
Ny o Aaeled Yo the Detersination of Cestricl, Cestrone -
i PO G R . N By N v s N oy PR
“ . . . vy ived © Troptd b4
: and Coatrudiol 1T obevn in Humsn Jringe o) rariiiion - -
{aesld LT 00 b e - E bl . L e o o o "'&“‘.CH“
"2y . e B vyngpy ey T (O el (“«_.'..A.Q POVLINALIGH .
LhronaTorBhiny ke wetie
in YT > (“ *
Gow WEUYIA & GUOONWIRY Se e . .
! kS RS SN ~ el v L . . e S e R W
.. w,igﬁ - trevncds of Fiochemical Anaiywses 5 New York
3l Yo, ABT ¥ :

-
-

. dy, ese=ny 1Y ”
Eatrogens in Human Urine

1;‘." lr“,
4 - g e - e
i S SR O
R i
ROTE ol FE— . oo oy e b Y Y -
4 S ey fercuented Urinary Ocstrogenn and iztg
- "'"";tl o [D4 LA e e, o
’ T o 2+ T many
i e ot Clainicad AUABY .
on




14 ,-

17 .~

ook
(e
i

- B2 .

Bradshaw 1,

NHature 190, 810 {1961)
‘A Supplemoente to the Kober Reaction",

Bransberg ¥, Oaborn &, 3, 8
J, Endoecrinol, 11, 177 éi9§§§rn M, T,

"The detorminntisn of Ouotrogens in Body Fluids",

Hrown
f Endoorinel, B, 146 {19%52)
‘ Eae ] . -

H
Noma‘gnnerﬂz 19 .ha Lobor colour and Yluorcsconce
Houctions of i sl Oootrogens

-
~
2t
-
4
o
e d
&~
—
I
o

Yrgn 1 - s . “ye -
Brown J, B, 4n 4, E, Wolstonholmo od, Ciba Poundstion

Colloquin on Endocrinclogy Vol., IT J and A Churechill
Ltd London 1952 pn, 137
"WMochaniam of the ¥stor foneticm®,

Frown 4, I,

Bochern J. G0, 105 (1499)
"Euotisnticn 0 Seastrogzens in Urino".,
Drown g, B, Jwiltrook B, E. Groonwoesd P, €.
J rmdrc:x* nel 16, 41 (19%7)
aAn ovalustion ol o (hoerdeal Motnod for Estimation of
Gentrdcd, trong, and Geoteadiel 17 bota in Humn -

Urding".,

"

Browe J, ¥, Balbrock B, Groonwecd ¥, C,

J, Endeerincl 16, 49 (1957}

"The relationsfip between Urinary Ocotrogens and Oestrg
2 . 1

gena Produced in body",

Frowr J, T, Rladr ¥, A,
~ 2 {»
J. Brdueripel, 0 3311 {14960) ’
Ha owmothed For the determinaticn of Yery Smll Amounts
£ 3 = " 1 - ¥t
L Gostrone dn Humon Urine’ .,

; - '-}F b 1
Falbrook ', Orecnwoed F, C, Williams r, C,
Tn Alaotnd curric od “rdocriqu Aspacts of Ireast Can
3w -l ALAd - o S S K ‘
cor - B, *, Eivin5;°~ro +d, Bdinburgh and Lonﬁcn,
*’ ' b LR aavd ‘ L4 (""
1u88 pag. “pinary Gootr {‘ﬁ
™ i 5 -
K hi i 9 N, L. - "
Ty Dovrman "detheds in Horminge Hoscarch
e
Iy

C. X,
8)

marenents of



*
-
=
» S 3 mﬂ 4 -
e - . AL o et ! =, \
€4 5 : v oM 0 Reoet ~ +
b b x5 bl o8 & a © t
R it 5 Hednt o -t &4 - s
— B o o . @R P oL + . 1
; . =2 .
= @ : N 208 g -
n o 4 L] !r5 Z A e e 0 \ﬂu 1* r
S o o i T Ll e i O = . o
g & # L i QLR e i o £ ed o
o I L E R $oe0t 52 i . e}
5 nw.. ~ . 2 82 Tt Bu et oo s foy £ o -t N
s »? i i £ D e 0D ER 2 i ] o] o gt
S <2 [ wtd wl £ [ R ] Fan - ﬂ,. ] ﬁ.t -3
oo St 3 S e 2o o 2 o 5 A
-~ - g -t esoowt
3 s L P ) Pl S R I . .. h - VH s
S o - Povt g B L et ey r & P | m‘ v
Fon P ¢ frd 2" . o omt 2 ; s
5 ‘ = 3 o 03 o o z [ i e
& -y i 5 Sifes N =09 el .
" s - . ., -
- tlar P ot E ..?.,., i Ti.“ ] &3 =
- - LR ER I v 7
34 $a LI . L one gy T m.hw M.L w..m et rA” !ﬁw
= B w5 2 e e I o A -
vy 18 . R 1 % . - ¥4 pr) e 4 ool
m_ O o T Beowrd B Gl et B v oo
, g Lot Wl s e ey P2 N ot ] [ by 5]
ﬂ or o > : n
2.5 ¥ “ore €t 8 -t oo L £
e ! i TEF oL} et Fo] el 2, :
Tal wFy N e hET- aTn e W.M -y e [ el 00 u «.tw
i S 4y JUPIEFC B oo & P 23y MU* s o o o
ot ta e %tvw o < [« i 23 e T
ek 2 g, N Lo =3 O R
" w3 o e e T o e B R ia L.
% . ﬁu... N WE n‘a it L MU il e _.m
e s e A PEa ¢ " .«w P
o T s > = Mwl‘;
; -~ et ) ) . e
i : y wes W ek S %.ﬁ P
A oz L PR E . N30T e
£ = [ - 5 & L e E b PS5+
. 1 = Y SowE -ped
Foam€bog I LR A5 po¥ LF e L # N ~r v}
e . ; - ol b P e
i SIS = P v e
4 [ o o . = gt LR
rt -l 0 ogfm LT o oo v
RSN AL . frges S
; . o s e
3 Bz L dlwsr P . oL
Q+ 6 & ¥ e oo : o
S e L2 g S : ol
a8 b v ad L3 T . bt = : i i
fe Ik §romd O - ) e & T B [
* v 3 ® o W ey .Mu i i ) B [ . b
= o DO Ly . -t ae
Wt WO T o ok i b Ly e % o
<t 1 ey o " "
€2 ws §e3 2 oy - e Dot O
m b ~ L = Mw Ll -t et 1 et 3
S £ wd ek D oe o bw O T - .o
bt - ; r . oy e
Pogs - WL s oo - Mw DR D e —
w...M < iy b oo i a7 ooy -t ek 2 b Ham i ol RS vt ol
wr = DYz i A A S S s
o oy w2 4

-
-
-
war

22 o™ Enﬂ&l

. .
-
Y =x o hd . - .
L% -
it L4 T
o~ e £9 £ ! by 2 -

w




= B4 o

Actn Tpa )
"gt% neacrinel, 35, 34 {1960)
shntoersuchungon ubor

¢ 1
LI P

“to Bstraktion dow Rliton
Parbatofren o el dlo B n dox Itten Kobor-
arboteffs durch Uranniache LBeungard t51 zur Ostro-

genbontimmung im 3

33.- Titrien o,
Hoppe Geylern
"Eine ¥othodap

LR R

20, 101 {1660
& Py S o “
Bormone in 3

)
Eeﬁt%mmunj von Batrogenon

~
s *» L
JLATONUD

i 34 P OJ 7‘1 3.{}:“ |q e JQ;\)' .

Badoerinalogy 431, 1nn L 304
A Fluornmetrl® Hoethod for

39 .,~ Jayle ¥, 7,
Eﬁ.Mﬁgfﬁn @mh?%ﬁ~ﬁdf,t‘ﬁﬁ131$ don Storetden Horsonsux®
YO, TEopag 330 (1962 ) Purds,
& 8 o

LLI ) N S A W X F
Antlyoe dop ¥h rerotdan”,

36 ,~ Yoter

Moekom 2tschr 19, 09 (319113
[T . . N 2 e pg ¢ e o Y e rr @ . H
Ein kolor tmeang des Prunsthorsmons®,

- By [ P o
37T .~ Idsten @, v

Iy B

Actn Endecr, , '
"lepunration Jteroié Centrogens
by motng of Thin Layer OChremetography® .

3.~ lioboun B, P, Mosrnlvey
ACtu Endoor, 43, 545 (1u€3)
"Localization oi Stereid Lestrogens in situ from Thin
Layor Chromgtogruphy”,

40, Roeke ',

2 LSRRI T {
Bocheom J, 78 (Al
53 0 O J, : L . .
"L Study o {3 lerimetric Bativation of Ceatradiol
- 0 wals ¥ B - - )
- . oo g o ‘ a2
17 bLets Jesira 11 1t riol nnd 16
epl Cestriol by lote

tracts of Urine; Fluo-
Tnterforing Yotorinl",

) 3 1t P
-y R A &.L'.’, iﬁﬁ“v!‘&di .»‘1. 3!”.(1 L,!}'trigl 1n
R [N AR AR s Loar Tat | )
v,,' § oA TI vt A e umn ?H!‘ti TiQ,. ‘}QI‘Q“‘f_itO{:;r&p?;y .
500 B SN LI SO 2ol




43 .-

44 -

46~

-
i
-

i

48 ,-

50,

Roy E, J. Brown I, n
J. Endoerinol, 9, 21 (196

e

“A Yotho d for of Bt *(‘l;?}
> -ne Luiimution of Osstriol, Cestrone, and
o

Qestradiol 17 tota irn o 1 AR
L% 1Y - By re 0‘0& Of a
and of *re ?Qﬁfuﬂ". e ”Tegﬂ e o

Fovy ¥, 1,
? Endecer, 4%, 143 {19
Wyl"r eation of m«. Ty

et oy . N N
Flusroema v ed o PRI T oMY

s
-

.

el
trlicn extraciion procefure to the
: 4

ba
v oof Oostrogens 4n Blooed®,

snlonk BONERO
J, Endoer,
“The ﬁc*w"

-A'A [N Y]

[

“ien of o <uantitien of Urynary Oesg-
trone, Qestradicel 17 tetn, Daestriol uhing Tttrich's -
Extraction Yeinod

on Loelficients

?1irﬁ*’ B, ¥,

; 1646
olor Correction Bguation with
the Dptimntlon of the Estrogons
w Rstragen Content', )

Stevenason M, ¥,, Marrian G, F,

Fdochem J, 41, 507 {1847} .

- R R S ,r," ¢ i N g JF I s ¥ Y Fgs y Uri

" ihe Detersination of Oestrogeno in Husan Prognancy Ur m&
A mow Mathed of Corrvecting for the Irown Calour"ﬁevelovﬁ
in Foter dHomcvtion by lon ceotrogonic Lubntancea",

Stow ¥, Trorsen T
Aeru Endoer, 42, { .
Y gee e g v,.é o {q oLn ;-1:&( " q't\mog i ¢ JthOiﬁﬂ uaing
- ok A A s A » L » Faew
Tevelenbg extraction
r " ‘T
Sroge O, M, wnd SR
Jd. Biel, Onem, 2r o thod £
"Ceolorimetric of Eastrogens: A metho or -
‘ Cord fatrone and Datradiol from

the Determing
o4 aaus Sourcas”

"
VZ'OC :;.(;C :"1"“‘?-"‘: ’:(}1. “‘0{3' -t ? ’ o owm 3]
' W £ ' aantd rtaticy BHatdmit s 0L sonTrong

Patermination ¢f  IDatrogens






