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INTRODUCCICN

De lua palabra griegs stereos que significa sblido
se derivbd el nombre de esterol, mismo gue inicialmente
se aplicd o los alcoholes sblidos que se obtenfiun de -
las porciores insaiornificables de 1ipidos obtenidos de

extructos tigulares,

En el ano 4= 1935 (5) se aplicd ¢l nombre de este
roide a todos los compuestos aue tenfan como nficleo --

- e

fundaqmentsl <) ciclopentanoserhidrofenantreno, cuya --

5

contigsurascién ~s 1u sisuiente:

En la actunliiad los esteroides abarcan un gran -
nmero de com;uestos naturales y sintéticos entre los

cuales =e puelen nembrar los esteroides propilamente di

uwles, hormona.e --—

chog, fcidos U ilinres, hormonas

sdvenocorticalea, los slucbsidos curdiacos, luas cupoge

choles ¥ ooLtros grupos aencres,
Anter be o oltar el popel tan lfmportante que la 16-
sebhidropreanenolona tiene en ol campo de los esteroides

sintfticos wodernos £s conveniente hacer mencidn del -



desarrollo general de estos compuestos.

Con la produccibdn de extractos glandulares se ini
cibé una etapa de grandes avances para la biologfa ¥y la
quimica que culminé con el descubrimiento de las hormo
nas sexuales y las producidas por la corteza suprarre-
nal. En este lapso, ¥ con 1la contribucibn de varios
cientificos se logrbé conocer en forma amplia que las -
hormonas ademés de poseer una actividad especifica tig
nen un conjunto bastante complejo de actividades. De
igual modo se consiguieron mayores y mejores fuentes -
naturales de abastecimiento.

Bn 1932 cuando quedd establecida la estructura -
del colesterol, Windaws (1,2) publicd algunos reportes
sobre la produccibn de hormonas a purtir de algunas --
plantas.

Ya conocida esta posibilidad, surgid una intensa
lucha de investigaciones tendientes a aislar substan--
cias activas tanto en plantas como en animales. Los -
glucbsidos cardiacos, atrajeron mucho la atencién de -
los investigadores: tal fuf el caso de la digitalis,ya
conocida como estimulante cardiaco desde 1785 cuando -
se administré como tratamiento para la hidropesia. --
Pensando que el principio activo de esa droga podia -
ger un esteroide Windaws comisiond este problema a uno
de sus discivulos: Rudolf Tscheshe.

Fl Instituto Rockefeller de investigaciones médi-
cas, W.A. Jucobs y R.C. Elderfield (6) tumbién se ocu-
paron de este problema; después de dos anos dedujeron-
que el principio activo de la digitalis se debla preci

samente u esteroides.

Los glucbsidos que se encuentran en esas plantas-

tisnen 1 propisdud curacteristica de formar una espu-



ma persistente cuando se ponen en contacto con el agua:
por esta caracteristics reciben el nombre de saponinas.
Algunas plontas que precentusn esta propiedad pero que
contiencn venenos cardfucos estun clasificudos separa-
damente debijo a estua usccibdn especifica.

Luas susroninas por meldic de hidrélisis 4cida se —-
transform:n en sapogeninas y azfcares; estas sapogeni-
nas se han dividido en dos grupos diferentes bashndose
en experimentos de hidrog_enacibn: sapogeninas triterpe
noides y sapogeninas esteroides. Hay ciertas diferen
cias entre sapogeninas y saponinas. Las sapogeninas-
se aislan mis facilmente en forma purua que las saponi-
nas, son menos ualterables que los gwlucbdsidos y mhs f4-
ciles de caracterizar por los medios ordinarios de iden
tificaciébn.

Las saponinas tienen un peso molecular tan eleva-
do que los anAlisis solos no son definitivos y las fér
mulas empfiricas que se les han asignado se infieren de
las férmulas asignadas a las agliconas y de la eviden-
cia que se tiene con respecto a la naturaleza y propor
cibn relativa de los azfcares unitarios,

En los afos de 1890 a 1918, Kiliani (1,2) hizo --
una serie de investigaciones en las cuales identificb-
los azficares de lus principales suponinas de las digi-
talis y descubri6 algunos procedimientos para conver--
tir la diyitoninas hasta una serie de productos de de--

gradacibn Actda,

Este trabajo fue rxcelente en su experimentacidn
emp.rica, poro no se puso cuidado en lo que respecta a
la thenica « interpretacidén de los anflisis por lo cual
lue f£6rmulsns propuest s para los fAcidos fueron errdneas
en muchos cuuno.



Aindnws {(1,2) cue Labifn t=uv A con Xiliani sobre

los sluctsides cardiacos v lus uapopeninas de las digita

.

1is, acicrsd orn 1913 o 1o licitorsening la £6rmula ————o—a

C:AH;203 tsuhndose en ulgunos snfilisis, en los cuales se

neluyen | coluctos de depsradacidn y la gitogitbdnida del

En posteriores investigucionss Windaws encontré que

la digogenina, digito. =niru y la gitogenina eran compues

tos con 26 f4tomos de curborno.

Power y Sulwy (1,2) "icuron también la sarsapo

genina con la fSrmula J4, pero en 1935 Simpson y

5 concluyeron por ~viiencin unalitica que la férmu-
2 Z2ebfy ser C?7H4407.
2 3

La eevracture de 1o weninas y la de los este

roles se relacionaron mediante lu deshidrogenacidn con
gselenio que conduce en arvos casos &l llamado hidrocarbd.
ro de Diels. Hste trateje ce debe a Ruzicka y a Van -~
eern aque aaem:s B Aron rolpe a [53 1 L B A 8—=
\ y 1 denfs lograron romper la cadena lateral tra
tando una sapoyening con agentes oxidantes aislundo un -
YL, [

producto cetbdnico.

Variag sapopenini~ se tratuaron por estos medios y -
sn 1lepé o la conclucién de gue en su moléculu huy una -

cadena lateral con ocho Atomos de carbono.

Tambifn por medio de degradacidn se encontrd que --
existen dos puentes de oxireno en esta cudena. De acuer
do con 1o provisto por kiurker, ambos puentes estan uni-
dos « 1a posicibn 22 v por lo tanto esto d& lugar a un -

grupo espiro acetal.

Recumiento se tiene un nficleo del furano fundido al

anillo D y el del pirano unido al carbén 22.

Los esterolles son compuestos cuya estructura se re



laciona a la del ciclopencanoperhidrofenantreno, en la
molécula de las sapogeninas hay un nficleo semejunte --
por tal motive ambas estructuras se relacionaron como-
se ha dicho anteriormente. Para citar un ejemplo, se

d% a continuacién la estructura de la Dios, #nina.

La diosyeninu es una suapogenina caracterizada por
tener en su molécula una doble ligadura en el curbbdn 5
y ©s notable que 2sta posicidn de la doble ligudura —-
sea constante en los Jue presentan insaturaecidn dentro
de su molécula.

De el degcubrimiento de esta estructura surgpid la
idea de que la diosgenina, podia ser Gtil para la pro-
duccibdn de hormonas sexuzles sintéticus.

La diosvenina e encuentra en algunas plantus de
las familins de luas Lilihceus, Escrofularefceas y de -
las Dioscoroficeasr como por =jemplo: barbusco, cabeza -

de negsro
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logrado transformar la 16 dehidropregnenolona en corti
sona que en forma natural es secretada por las gléndu-
las suprarrenales., Esta hormona ha tenido muchiy impor
tancia debido a que ayuda a disminuir los padecimien--
tos de la artritis reumatoide; ademks, se ha lascubier
to su aplicacibn en casos de w«leryis, gota, «sny bron-
quial enfermedad de Addison, etc. con result:dos suatis
factorios. Como se ve, ecsta substanciu no tienen una
accidn especifica sino jue poses pgruan nluzero de activi
dades,

Sin embnrgo s¢ ha observado o

sue con el uso prolon
gadto de estz drow: en el tratamiento de azlpunds al2C~——

clones,

0

uryen ciortos efectos woco deseables,

Fosteriormente, se descubrieron la prednisona y -
prednisolona (derivados 1» 1w cortigonn y de la hidro-
cortisona roespectivament=a) compuestos muy uzodes para-—

patd cluase de puiscimientos rewnbtico

. 2

vor votencin farmicoléyicu, actian

log ofoctos secundariogs us 32 otoarvan -

o &l solo hecho de nodiricer ligeramente su constitu

La 17 dehidropresrnenclona es un producto interame-
is de 1lu covtisonu, puede alirmarse --
que constituye el punto de partide psra 1w obtencidn -

¢
de un gran nbmere de hormonas sinvhiicus modernus,

A continuacibn se presento un cusndro, en el cual-
puedte observarse =1 pupel tun iLnportante gue decempena

dicho producto.



Para el control industrial de la l¢ dehidropreg-
neaclona ns castan s cine sabes fisicas cowo el pun
vo de fusibn y la rotuscifin Sptica, sino que es necesa
roaouna caracseristicn. erpecifica que permita determi

nar o

vidamence la pureza de dicho producto.

totudiando detenidamente cu £férmula desarrollada

podrd obuzervarse cue en la 15 lehidroprewsnenclona de-
.Qaparcce la cadens latsral precente on la diosgenine-
y aparece un sistems de dobles ligaduras conjugadas.
Bste hecho es muy interecanie porqgue representa una -
propiednd que puede detactearse por medio de la espec-

trefosomelris en 1o oo

iz nltravicleta, puesto que la
absorcidn a 1u luz ulbtravieclets es una caracteristica
de compuestor gque o U woléculs presentan grupos con

Jugados insaturados.

Siendo la 16 dehdidropregnenolond un compuesbo -—-
que blene esta caracteristica se decidibd establecer -
un wérodo cupectrofetombtrico gue permitiera determi-
nar la pureza de dichc producto lo cual resultd temsu-

para esta vesis.



CAPITULO 11



_TRAT. i

Uomo quedd estaliecids en 1 capfitulo anterior, la
abeor~ Ot 5 1a juz ul . -icleca es una caracteristica -
de -ueroidse gue posr on sn moléeula grupos conjuga~

dos ilnsatorados siendo o ose 21 cago de 1z 16 dehidropreg

et
@

nenolona se pensd que ., uzitle aprovechar dicha wbsor

cihn como una prueba m.u paru su control industrial.

o

Antes de mencionar =1 tTrabujo experimental propia-~
mente dicho, es oporsuno citar los principios tedricos
que sirvieron de base pz.ae este trabajo.

LEYES DE ABSORCION.

Al iuncidir energi: radiante sobre un material, pue
den ocurrir tres fenbmenos: que la cnergla sea refleja-
da, abgorbida o transmitvida, Generalmente ocurren 1los
tres casos, pero la proporcibn de cada uno de ellos es

diferente a cads longitud de onda.

Ya que uno de los principios bhsicos de la Fisica-~

s uue la energla nunca puede ser creada ni desbtruida -

sino unicamente transformwada, se puede expresar el fend

menc anterior por la ecuacibn siguiente: R+A+T=l expre-~
sibn frecuentemente conocida como lsa ley de RAT, la cual

establece que la suma de las energias reflejada, absor-
bida y transmitida siempre es igual a la de la incidente.

La absorcibn esta regida por dos leyes fundamenta-—
les que relacionun la magnitud de absorcidn y la canti-
dad de absorbente.

Lu primera de estsas leyes es la de Bouguer, frecuen
temente atribuida a Lambert, y expresa la relacibn entre
la cupncidad de absorcibn y =1 espesor del medio absor-
bente: i la treansmiside o uny longitud de onda es Ty
el espesor es n veces ¢l de una capa sencilla, la trans
micibn para esa longitud de onds e iggual a o .

- 8



s ¢ o0 il “iciendo --

. N crber ol e rgor sn la cupa absorben
i oo soita el nhmero eguivalente
H e t P ¢
- P N '
jor partanie vy Juzoests ley cstablece que

c =
1 miswe tipo de curv. ,uo ans capd
£l

fecte muy comln ¢ ioas colorant

el nombre 2e Dicrofism:

v ley, croanoiud

ectal o 1

stancs s araral

coretén oae o oL soluwcibi.

Bstos sutores encontruron lu mismy relacibn cnure--
ién y concentr cidn que Luasberd habic encontro-

is
do entre transmisibn v cspesor de la capu.  Latemfiica-

mente la ley de Beer s cunde expressny por la ecuacidn:
donde:
= energia transmitida

I
IO = energla incidente
¢ = concentrscidn

a = la fruccidn de energia incidente que -

se btruor

Lte por uns capa de 1 em. de
espr Lo,

Bn forma cepcilla, osta Ley establece que, mante--

niendo constunte ey enyesor Jde ba celduw, la transmisibdn

de una subetancis en solelibn s XPVtrb\m ente proporcio

nal a su concentracidr.

PROCHO0 DE ABSBCRUION.

Actualmente vodas lus rudiasciones se consideran é&o

mo variedudes de perturbuciones electromggnéticas y han



quedado, no obstanis 4w Tener propledades tan diversus
clasificadas dentro del denominado espectro =leciromag
nético, el cual incluye lus ondas hertziuncs, los Dae--—
yos infrarrojos, ¢l espectro visible, lcs rayns ultra-
violets, los reyos X y lus rayos gama. Estance: esthas
radinciones formacdas por trenes de ondas, se les puede
describir en términes de su longitud de onda gque ez la
distancia entre dos puntos sucesivos correspondientes-
del tren de ondas o frecuencia gue es el nlmerc de on-
dac completas que pasan per un punto en la unidad de -
tiempo.

Lua longitud de ondz normalmente se expresa en m,
6§ cn. pero desde el punto de vista qQfmico es mls fre
cuenve expresarlo en nmicras cuzndo se refiere a la --
percibn infrarroja del espectro y en milimicras cuan-
do se vefiere al visible y al ultravioleta,

Ia unidad Angstron se usa mis frecuentemente des

n
de el punto de vista fisico.

La relacifn de estus unidades es comd sigue:

I ci. = 0.01 m. ¢ 10 m.
I me. = 0.001 m. & 107° m.
I . = 0.001 umm. ¢] 10—? m.
I mx = 0.00Lx 6 1077 m,
14° = 0.1 aw b 10",

La porcidn de w1l espectro electromaznético usada en
espectrometri{u se divide ea la regibn ultravioleta,que -
se extiende de 100 o 400 m«; la visible, de 400 R4 s -
D00 me; ¥ la infrorreo,a de YO0 weoa 400, De acuerdo-
son algunos autores lu divisibn entre el visiole ¥y el -
infrarvojo es a 800 w4. pero, considerando la sensibili
dud del ojo humano, resulta nfs correcta la clasifica--

cibn cituda.

- 10 -~



Al considerar las formas en las cuales laz luz ¥ la
materia pueden interactuar es conveniente recordar que
el contenido de energfa en un haz de luz se encuentra -
dividido en cantidadus discretas agrupados on unidades-
llsmadas fotdn o quanto.

El contenido de eneryfa de un fotdn dependd= de la
frecuencia de lu radiucidn y se expresa por la ecuacibn;
E = hsw

Donde B es el contenido de energia de un fotbdn en
ergios,}p es la frecuencia en ciclos por segundo y h es
la constante de Planck.

De aqui’se desprende que unes radiacibn de cierta -
longitud de onda o frecuencia esta compuesta de fotones
que tienen contenidos de energla exactamente iguales.

Ls intensidad de un haz de radiacibn es proporcio-
nal al nlmero de fotoues que pasan en la unidad de tiem
Do a través de un plano de area unitaria perpendicular
a la direccibdn del haz.

De acuerdo con la veorfa gulntica, la materia ab -
sorbe radiaciones solamente cuando el contenido de ener
gia de el fotén corresponde a aiguna necesidad energbti
ca de la substancia que recibe dicha radiacibén. Estas
necesidades dependen de la estructura electrbnica de la
molécula irradiada.

La energfa totul de una molécula se puede conside-
rar momo la suma de sus energias de translacibn, elec-—-

trdénica, de rotacibdn y de vibracién. La prim=ra de &s-

tug, la de translacidén o enercia cinética es poco inte-
rosante en 12 teorfa de absorcibn, porque las reglas de
seleccidn de la mechnica quhntica, prohiven el intercam
bic directo de energf{n, entre un campo electromagnético
oscilante y el componente de 1a enerpfa de translacibn

- 11 -
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: , ral 4 T Wers oo i7iga que la

I3

ahsore & de Ca radizaldn gl=2iromagnética va siempre a-

duowmocam.o.. .ot moléceula de su momento eléc

oo, 0 s dounocamsl S La Listribucidn electrénica —-
tofe e uBbnic o), 1w coparacibn entre dos ndcleos -
{onercfy o Labracidl, o l: rotacidn de un dipolo (ener

win rotaciondd). Por oupucato para tomar unk de éstas -
como zjemplo, wna vitrzeifn una vez iniciada no continfa

inidamente. Lu -nwrcia ganada originualmente se va
perdiendo eventualmerte por radiacibdn o por colisidn con

olécula, y asi » trunsforma en energia cinbtica o
thrmica. Asi, el rezultado final en la absorcibn de luz
por unz molbcula es Lw liberacidn de une cantidud equiva

lente de calor.

Cada uno de los coumponentes restantes de la energiea
toval de une molbculu pueden tener solamente algunos va-
lores 1llamados nivelecc energbticos. Se dice que esté en
eztzdo de reposo uns wmolécula, cuando sus energlas elec-
trhnica, de rcsacidn y de vibracibdn tienen sus valores -
miniroes. En este estudo, es capaz de absorber energia -

pero solamente en cantidades definidas.

Cuando una molécula se irradia por fotones cuya --
energfa corresponde exuctamente a la diferencia de ener-
gia entre el estado de reposo y alglhn estado excitado de
1u molkcule, dicha nclécula absorbe energia y se eleva a
ur nivel energético mayor.

Por otro ludo, si la cmergia de un fotdn incidente-
sobre unz molficula diliere apreciablemente de la diferen
cin de energfus entre ol estado de reposo y el excitado,
no hay absorcibn.

in 1a sisu.enbe figura se resume, objetivamente, el
fonbmeno do 14 absorcibn de radiacibdbn en las diferentes-
cirtes del eopuetro electromasnéiico y la eneryiu de ra-

dincibn eon cnlorfas por mol.

- 12 -
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mzyores enerpyfas y despluzanmientos. Al unzs veces la -
enerisia de 21 ultruvioleta =s suficiente no solo pars -
despluntr al elecurén dentro de lu moléculs cinoc para a
rrojarlo enterwumente fuera de ella producienio ioniza--
clibn

ile

En las reglones visibles y ultravioleva ze pueden-

o]

Liener series de bundas conbinando lus encrpias de las
vres operaciones del ausnto restrin.ido; daspluzusiento

2 =lectrbn, des;lucanionto atdmico v rotucibn molacu--

v

erisibn que se produ

ce:
tomos vaelrwen @ su posicibn nor--
e}

Simara,

oL ECTIVA T JCHOTITUCTON LOLATULAR.

En enersl la sbsorcibn de radiacibén visidle o ul-

srovioletn por un compuesto orghnico se puede efectuar-

solumente cunndo :1:40n luoar de insueturucibdn  en

1: zolécula.

Por e¢jemplo el «.ileno y el scetileno dun bandas -
de absorcibn a 190 y 170 oM re spectivamernte. Un com--
russto que contenga dos enlaces etilénicos o acetiléni-
cos bien sepuarados uno de otro como el 1,5 hexadieno; -
CH_=Ch-CH 2-@6, CH=CH se comportan gquimicamente como -

saturadas de lua molécula Tueran-

si 1<P dos porcionss

con apente inderendientes uno Jde otro. Al tratarse-

con lYromo ocurre unt sdicibn oon 1,0 u través de cwnda --
une de las dobles licnduruee, onoocue sgpecto, el 1,9% he
v diene ce counportard jugtaments como el propeno salvo-

5
L
aue eoadn molfculs iel dieno es cnpug o de 2liclonar el do

-

plee le Dromo ue une molécula Jde propeno.  Zn la misma-

“orma Lag vropleddsdes dptic.s de ol dieno serin muy si-



5
U
]

milares a las del prosenc: 145 -ios compuestos darfn ban-
¢ & de oY =2oreibn o ouna

'n;ji(,ll(i deoone

sproximadamente

pevo v dguales oo

votracicnes 21l dieno mostrarch-
ung abworcidn mayor ;oo contiene dos dobles lipgadu

en lusar Jde una,

Por cire lado, un compueslo que contiene dos & mhs-—
dobil s lissduras conjugud:s ne comporvarf en form« vtotuel
men® » diferente. Agf, +1 1,3 butudieno, CH2=CH~CH=CH2 -
tendrf uns adicibn er. 1,4 preferentemente gque en 1,20ul-

LIomo, 5 ol

sus ; ropiedudes fi{sicas

ulimic s son btotalmente 1iferentes de aguellos jue po-
drisn (reiecirse conoiiaruando wue las dos dobles lijtudu-
ras e comportaran tos lmente independientes.  #n resu--
men Yo oxwistencia de un zigstome condugado con lissduriig—
bles v simples alternados tiene un 2fecto notuble en -

o
su esiructura electrdn:

No e¢s 4o sorprender entonces que esi conjugacidn --
tenge un ofecto consideratle en las propiedades Spticus-
de la wmoléculn.

tsi, el etilenc tiene una banda de absorcibdn a l93g/v
el 1,3 butadi«no dA una aproximadamente dos veces mhs -
intensa a 217 mAM Y debe esperarse que el 1,3,5 hexatrie
no df unu bandna de absorcibn mhs intensa a una longitud-

de onda mayor.

in otrus palabrus, el efecto de la conjugacidn es -
disminuir la diferencis de energic entre el estado de re
poso y =1 estado de excitucibén minico permisible, y esta
oreniviwiente por un incremento -

diferencia se plerde
enn 1 longcinud de 1o cndens congugada,

For supuwe:to, hiy muchos olres grupos insuatura
dos qu- 1 introducivios enound melfcoul no absorbente -
pue len prodasiroun compuerne jue absorbe radiucibn visi-
Vle o uliravioleta.

Ml criapos 6o conocen cowo crombforos o cromoféti

T semnne cromotSricers corunes incluyen ademls de

(RSN L0 T



las dobles  striples liraduras de caibdn- carbbn, los gru
pos carbonilo, carboxilo, amido, 420, nivrilo, nitroso, -
nitro ¥ tiocsrbonilo.

¥a seneral cualauier molécula que contiene tal grupo

semejunte mostraré una bandz de absorcibén en la porcién -

visivle o ultravioleta del espectro, y la posicibn y la -

altura de estz banda serh caracteristica del grupo cromb-

foro gue se encuentre ;resente. Esto significa que por -

ejemplo l=zs bandas de absorcién de una serie de compuestos
como =1 ficido acético, progpancico ¥y butanoico serin casi-

idénticos. .

Por este hecho 1z espectrofotometrfa ultravioleta 3
visible ez & pran uso en le diferenciacidn de gran nfimero
de compuestos por ejemplo entre derivados del benceno y -
antracenc o compuestos con grupos nitro y nitroso,

Una molécula que contenca dos o whs grupos cromofb-
ricos bien aislados, mostrard la banda caracteristica de
absorcibn de cada grupo. Bin embargo, cuando se introdu
ce un nuevo grupo cromofédrico en‘ tal posicibn que quede-
conjugadd con otro jrupo ya presente, la estructura elec
trénica de ambos grupos pueden quedar alterada considera
blemente con respecto a sus estados originales. En tal
caso, lz2 absorcidn del compuesto resultante diferird --
enormemente de la suma de absorciones de los dos crombfo
ros aislados. Por ejemplo, el benceno 44 su mayor banda
de absorcibn &« 198 z 4 seguido por unas series de m&ximos
muy cercanos y #1 re.edor de una longitud de onda de -~
225 mM. FEsto: rnAximos reflejan los movimientos de vibra
cidr del nfhelweo en el anillo bencfnico y aparecen no so-
1o :n &l e=pectiro del benceno $ino también de sus deriva
dos.

Sin embarsco, el espectro de un derivado del benceno
donde el rsrupo de substitucibn es cromoférico, no darh -
tetalmente una curva ecguivalente u la suma del dbenceno

- 16 -



del substituyente cromoférico aislado.

La banda caracter{stica del &rupo nitro es a ZTngL
en un compuesto como el nitrometano. Pero el espectro -
del nitrovenceno muestra una absorcibdn mayor a 300 g en
luzur de 271 mw debido s la interaccibn de la sstructura
slecirbnics del sruse nitro ¥ la del arillo zromftico --

que= 25%& corjugado con €1, simultaneamente, la bands  de
avsercibn gue es a 198 m# en el benceno se substituye --

m4 ¥ 1z baniz de estructurz final aparece

or lu discucidn anterior podrk rensarse gue muchos
& arcinicos tlenen espectros de absorcibén carsc

o
cticor en el visible y ultravioleta; sin embarso, ya

1S

1o

absorcibn en estuss regiones se debe a las estruc-
turzz electrdnicas de ciertus partes de la molécula cual
quier cunbio gue no afecte a &1 o los grupos cromoféri--

, vendr4 muy poco o ninglf ¢fecto en absorcibn visi--

o0
L]

T
i

o ulcraviolaeta. lor =2jerplo el espectro del tolueno

o]
3

i2) etilterceno son practicamente idénticos y muy simi
o}

»r =1l del benceno y los xilenos.

[

4 continuuxcidn, se present: una tabla con las ban--
duas de absorcidn cur:.cteristicas de algunos grupos croumo

féricos.

Gruno Tk wax. (A) & A max.(4) £
C =0 1870 1000 2800-3200 17
o=C 19050 10,000 2300-2500 0.2
O-i 2300
¢-C 1350
o 1250

S SO S S

-1 -



PRINCIPIOS DE MEDICIOHN.

Como quedé asentado a principio de este capitulo,
la energia radiante que incide sobre un cuerpo transpa
rente es parcialmente reflejada, absorbida y transmitz
da. -

Estos procesos se denominan respectivemente refle
xién, absorcibn y vrensmisibn 7 sus magnitudes se ex—--

resan en términos de reflectvancia, absorbancia y trang
mitancis y para medirlos se necesitan bhsicamentet

(2) Una fuente de encrgisa radiante.
(b) Un recipiente para muestras.
(¢) Un receptor para ia energla radisnte.
En los inctrumentos de medicibdn modernos, estos -

fauctores bAsicos se encuentran reunidos en tal forma -
que permiten su uso préctico.

Purs las determinaciones experimentales efectuadas
en esis trabajo se empled el Bspectrofotbémetro Beckman
modelo D-U cuya descripcibn se d& a continuacidn. Para

mayor claridad se harf referencia a la figura siguiente.
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Bhsicam-i%e, el instrumen. consts . una fuente -
de energi: radiante A iue, de ecuerdo con la banda del
ecpectro que re desen usur puede ser una lémpara incan-
descente con filamento de tungsteno o bien un bulbo de
descarga lleno con hidrbégeno a baja presibn. Estas dos
fuentes de energla cubren cualguier longitud de onda en
tre 200 y 1000 9#.

B es un espejo cbncavo que concentra el haz radian

te a través de los espejos C Y B al prisma de cuarzo F.

D ec un colimador cuya abertura puede variarse de
.0l & 2 ma., El haz que incide en el prisma F se refle-
ja nuevamente hacia el espejo E ¥ la celda de muestra G

para incidir en el fototubo H.

La celda G puede ser de cuarzo fundido para deter-
minaciones en el ultravioleta, de vidrio 6ptico para el
vigible y de algunas sales alcalinas para el infrarrojo.
La celdua de absorcibn ideal debe tener las caras Spticas
perfectamente planas transparentves y paralelas, comple-
tamente libres de rayaduras y su espesor debe conocerse
exactamente con objeto de gque puedan ser intercambig—-—--—
bles.

El fototubo consiste de una ampolleta de vidrio al
vacio que contiene dos electrodos. Uno de ellos, el ch-
todo, es una hoja de metal lo suficientemente grande pa-
ra interceptar completamente el'haz de radiacibn que ha
pasado a través de la muestra y est& cublerto con uma -
capa de un segundo metal'que emite electrones cuando se
ilumina. '

La naturalexa de esta capa determina las longitudes
de onda dentro de las cuales se puede ussar el tubo. =Bl
fototubo puede estar recublerto de oxido de cesio o bien
de una aleascibn de cesio y antimonio de acuerdo con la -

sensibilidad que se desee.

- 19 -



cinero de ollon 5o ouse para iungivudes de onda
s dentro del cupeciro visible Y el segundo -~
para le poreidn ultruviclera,

Los elecurones awmitidos por el chltodo al ser ilumi
nace son avrefdos al fnodo, el cual consiste de un ala;
bre que ce muntiene o un rotencial moderadamente positz
Vo con rsspecto al chtodo. En esta forme, fluye por ez
fototubo unz zorriente que <5 proporcional a la enercia
radiante qgue incide en 2l chltodo. Esta'corriente ruy -

pequeta #limenta & un circuito electréni-

CO pAry “oun velor tal que permits medirla
fecilmornte y “etect:r ~on exacticud cualguier variacibdn

en 1z zbsorcidbn de 1o muecstra.

e2spectrofotSmetro Beckman presen

©
ta loe¢ controles necezurios para variar les condiciones

de N
cos neceserion parae luc mediciones, dichos controles -
50

n switch selector pars el encendido del instrumen
te y eleccibn de lus escalas de sensibilidad del apara-
to, un reostato para anular la corriente generada por
el amplificador elecurbnico cuando el fototubo no reci-
be energia radiante, un potencibmetro psra balancear el
galvanémetro, un contrel para variar la longitud de on-
da, con escalu calibrada de 200 a 2000 mx, un potencib-
ro para balancear <1 palvanédmetro indicador, con es-
transmisiédn y densidad éptica, -

o

13

calu culibrads en % e

un galvandmetro indicsdor, uncolimudor con escala cali-

bradz 4e .51 o 2 mm., un switch obturador para aislar -

¢l forotubo de 1w celdu, una corredera que permite usar
altepnntivamente hasts cuatro celdas, un switch de co--
Tredern pura oiinear opticomente y conectar electrica-—

ment cusliulern de los dos fototubos citados.
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Como aditamentos externos al aparato figuran uns -
baterfa de 6 Volts, un cargador de dicha baterfa con va
rias baterias pars proporcionar los voltajes necesarios
al instrumento, unz lhmpara de tungsteno y una lbmpara-
de hidrégeno con su fuente de energia propia.

TRABAJC EXPEHRIMENTAL.

De acuerdo con alguncs autores la absorcidn carsc—

fa)
]

ristica de cetonsz insuturcdas en posiciones ¢ y 4 -
prasensan su absorceibn mAxime en la resibn de 230 s 260
m 2, atribalole en crun opasrue u) sistemu conjugado  que
presentan en o wolécula alpgunos estevoides, entre  los
cuitles puade consldersrae te 15 dehidropregnenclonz, v
presenten adesfs uns seocunda bonda de menor invensidud-
de 315 @ 32 metgue se puele atribuir al grupe cetdni-
co propiamente, Por otro 1l:do, conviderando lus bandas
de absorcibrn curectoristicus del grupo cetdnico y el —-
#grupo C = C (ver tadbla # 3 ) se supuse que la longitud-
de onda caracterfistica para 1sa 15 lehidropregnenolona -
deberfa encontrarse dentro de entos limites. Entonces-
el paso preliminar fubd seleccionar un solvente adecuado
transparents dentro de esas longsitudes de onda, Se se-
leccionaron varias substancids en las cuales, de acuer-
do con lu literustura, la solubilidad de la 16 dehidro--
pregnenolona estabe dentro de limites aceptables.

Las det-rminnciones 4o 7% de transmisibdn que se hi-
¢ieron al Dioxuno, Tetruclorure de cirbono, Cloroformo,
Alcohiol isopropilico, acetonag, y Metunol entre 225 y --

300 m (¢ decidieron ;ue el metinol podis cer el solvente

adecaade.

Todrae eotan det. rominaciones se hicieron tomando --

unt celda vacdis cowo retervencia (100 % de transmisibn).

-

Fle:-ido el metanol como solvente apropiado desde -



el punto de vista espectrofotométrico se procedid a la
determinacién de la solubilided méxima de la 16 dehi--
dropregnenolona en dicho solvente.

Esta prueba se llevd a cabo usando un vaso de pre
cipitsio provisto de agitudor magnético y termbémetro -
para indicuacibn de lu temperatura. La concentracibn -
mAxims antes d¢ lle-ar & la saturacibn resultd de 1.5g
por 100 ml concentricibn gue desde luego se juzgd mbs-
que suficiente pzra ura determinacibn del tipo gue se-
intentaba,

Como concentracibdn inicial para determinar la lon
citud 4o ondu @ lu cunl 1a 16 dehidropregnenolona pre-
senta su mAxims absorcibdn se escoizid la de 500 mg  por
100 ml de solucidn.

Al intensar nucer locturuas de esta ruestra se en-—
. s
cont que 1o deneidsd bptica era tan alta que hacia -
onvr ue i
imrosible la obtencibn de lecturas gue pudieran consi-
derarse satis’tcrorius.

B vistt de este result.:do se adoptaron otras con
centracion e menores del orden de S0 mg, 25 mg, 10 ng,
5 mg ¥y 1 ome opor 100 wml siendo estu Gltimn concentracidn

Y el -~ Sl
1a gue permisid una sensibilidad, por 1o menos inicial
monte, lo suricientemente acoptuble pars poder hacer -
lec uras en ol instrumento.

e hicicron unn serie de lecturus de densidad bp-

: i I . DL . 250 - -
ticn o lonsitutes de oniu de 225 4 <00 Q/L y en esta

Copma e enconird que 1o longitud de onda a 1= cual la

miter LPr T o SR RNyOr ahsorcibn es a 3591%#.
Uy Lo e s hllcleron varias determinaciones

sene ] nton pere con Airerentes muestrus del producto -

indurteisl previamente recristalicado y tratado con --

courbén o tivclo pals jrnriticarlo. Todus lus muestras-—

, e o i
coincidisron en uni aosorcibn mbxima 239 mae, longi



que estabz dentro de los lmites previstos.

tud de onda
El siguiente puntc fubd afinar la concentracibn que

pudiers considerarse re=ulmente éptica parz estas deter-

£2 escoris=rorn concentraciones de 1, 1.5, 2,

g por lov ml de solucidn con diversos ma-

ot
getudivr on gue linites de sensitilidad -

e .1
rodian ovrenerse dutcs mus uniformes ¥ sesuros para el-
2

en es-—-

a cual-
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Come 7uedd estatlecido en el capitulo anterior las

determinnciones furdureontales fueron las siguientes:

l.- Bscoger un solvente sue tuviera le propiedud de —-
sor trunsparento ¢ lus longitudes de onda de 225 a
EOO:gu.

2.~ Doeterminosre la lern isud de onda o la cual la 16 de-

vidropresnenolon: presenta su mfigima absorcidn.
1 3 I3

3.~ Doterpiner la concontoacidn que pudiera considerur

go realmeonte dptinu,

[4

Los recultedos aque se obtuvieron para escoger el -

—
L

ahlvense go mu-otran on la tabla # I, esta indica los -

racultados de 5 de traonomisibdn, o longitudes de onda de

225 n 300 mee de todes los solventes que se usaron, BSg

win estos dutos el solvente aproniado dosde el punto de
vist wspoctrofotoméirico fué el metanol.

Estos datos se representan en forma grifica consi-
derando en o1 oje de lus abscisas la longitud de onda y
nn o1 de las ordenadusz vl ;o de trunsmisibén, en ellas se
ohiserva lu variacidn de la transmisibén de los difceren--

tos solventes de 225 u 300 oL

- 24 -
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La Tabla # 2 muestra las constantes fisicas: punto
X a

de fusidbdn y rotacidn bptica de czda una de la

muestr

n

jue se escogleron para trzbajar,

T A BL A # 2
Luestira Funto 4e¢ Fusién Rotacibdn

I 217 ~ 218 - 219 -35.2

=t
4
o
b
\

1
[0}
[
~3

]
o]
1

|
e
)

-
N

v 21e - 217 - 219 -35.¢
7 217 - 21 - ZAC -35,2

de ondu se escogieron-

2 Ze 1 myg por 10U ol la

parai hacer lec
turze e densidd Gptica a2 longitudes de onda de 225 a

Bl resultedo le estu decterminacidn fud que la lon-
~itud de onda a la cuual la 16 dehidropregnenolona pre--
sents su mhxima absorcidn es a 239 T

Fsta prucba e repitié usando diferencves muestruas
- todus coincidieron.

L4 tabla # 3 indica loz resultudos que se obtuvie-

I s oy meLvminacione
ron on esths dotorninaclonass.

“rffice oo obwerva lu variucibn de la densi-
-
&

4 1ns longitudes 4o onda de 22% a 265 Q/l




TABLA # 3

Longitud DENSIDAD OPTICa
de Muestra|Muestra | Nuestra | liuestra nuestra
Onda I 1I 111 v v
225 .195 .180 .155 174 . 220
30 . 250 .235 . 205 .220 +230
35 . 290 .255 .235 .255 .308
36 .295 « 265 . 255 . 265 . 312
39 .305 .270 . 260 . 266 . 315
a8 .308 275 .270 . 267 .318
39 .310 . 276 .273 .275 .325
40 .308 .275 .271 .270 2314
41 .305 .270 .263 . 266 .310
42 .297 .268 . 260 «265 .308
43 .292 .265 .253 . 260 .300
ay .285 .255 .249 »250 »293
45 .275 245 .233 .243 .285
50 | .200 .178 .165 .175 . 208
o5 T .115 .092 .067 .030 <125
e ; L0850 028 .030 .030 L0585
| o8 ? 07 L 605 .0 . 005 .Clz






Los resultados obionifos para determinar la concen
truacibn bptima se muecitrun en la Tabla # &4,

n ertu determinacidn e escogleron varias concen-
traciones: 0.5, 1.0, 1.9, 2.0, 2.5, 3.0 y 3.5 mg por -
100 ml. & la concentr=cibn de 2.9 mg por 100 ml las -—
lecturas de Densidad Sutics fueron mbs preeisas, lo cual
indicé ue con esta concentracibn la sensibilidad que -
se tiene nos suticiente pars obtener dator uniformes y -

se{uros.

En la gréficua se observa el tipo de curva, gue es
similar 21 de 1 mg por 100 ml en ella varia la densidad
Sptica a las longitudes de onda de 225 a 265 mue, sien-

do la mhxima absorcibn a 239 mu.,



TABLA # 4

Longitud DENSIDAD OPTICA
de Muestra | Muestra | Muestra| Muestra| Muestra
Onda I 11 III v v
225 » 440 430 410 418 445
30 . 570 «555 470 « 540 «585
35 .680 675 .698 . 660 .700
36 .698 .690 .668 .669 .710
37 .710 . 700 .675 .675 721
38 .718 + 710 .688 . 700 P22
39 .730 .725 .725 .'720 .732
40 720 715 .690 . 690 725
41 715 .710 .680 . 680 .721
4 . 700 .695 .675 . 672 .718
43 .690 . 680 .660 . 660 .698
v . 670 . 665 . 640 . 640 .678
85 oL5 .638 620 .620 <660
50) L 480 480 450 2455 .488
397‘ . 285 . 255 . 268 .293
o0 | 140 L063 .085 .108 <137
i )ZS 027 025 15 . 040







La tubla # 5 indica 1las lecturss de densidad Spri~
ca, de diferentes,muestras, & longitud de onda de 239m

¥y 4 concentreclones de 0.5 a 3.9 mg por 100 ml.

En ectas determinuciones se usaron % muestras de -
lae cualos la # VI er: una muestra de mala calidsd, A~
la concentracién de 1 mz por 100 ml no hay ninguna dife
renciaz entre un producrto de buena calidaed y uno de mala
calidad, 12 sensibilidud que permite esta concentracibn

no ea suficiente para distingulr un producto de otro; ~

enr cambic la concentrani 2> myy por 100 ml peruite

una sensibilidad mejor e tal maners: que los resulbados
oblenidos nsi, son precisos y dan la diferencia clara -
entre una auestra de tueny calidsd y una de msla culi--
dad. Por todo esto s decidid ue la concentracidn de-
bia ser de 2.% mg por 100 mi.

Como se dijo en =l capftulo anterior se establecie
ron clertos limites de concentracidn porgue resultaba -
muy estrecho 2.5 mg por 100 ml y para establecer estos-
limites de concentraciédn se hicieron varias determina--
ciones escogléndose concentruciones de 2.3 a 2.7 mg por
100 ml.

Los resultados que se obtuvieron en esta prueba in
dicaron que los limites de concentracibdn estan entre --
2.3 y 2.6 mg porque & 2.7 mg la sensibilidad yu dismi
nuye.

Las grfficas indican la variacién de la densidad -
&ptica a las diferentes concentruciones y a longitud de
onda de 239 m .

Lo tercera gr&fica representa claramente la dife--
rencia entre un producto de buena calidad y uno de mala
calidad, la densidnd 6ptica parsa este Gltimo es muy be-
Ja 8 2,% mg por 100 ml.

o
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TABLA

H
wn

/s DENSIDAD CPTICA

L6 Lines- | iveor—~ Muos- Muec- Mues- | Mues-
PO fry T | tre TI | tra TIT| tra IV| tra V| tra VI

0.5 167 L1058 L1590 145 o145 120

1.0 . 285 T 272 . 265 ,263 . 260
J R L 450 » 400 . 398 00 « 355

2998 1 505

L7321 .578

B4 . 740

. 930 . 880
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CONCLUSIONES

31 sistemz de dobles ligadurss conju baﬂ:s que exis
te 2r lz molécule de la 16 dehidropregnenolon es una

para deserminar zu aosorcién

La longitud 42 ondz 3 lz cual la 16 dehidropregne-

nolona trezenta su mhximw sbsorcibdn es a 239 mu.

acibn éptima 2s la de 2.5 mg por 100 ml
rque 4 esta concentrzcidn la sensibili--

c o
dad es suficiente para obitensr datos seguros y unifor--
o i

mes ¥ o nguir entre un producto de buena cali-
dad 7 una de malz caulidsd.

Los limites de concentracibn son: 2.3, a 2.6 mg

por 100 ml de solucibn.

mias guenerales de expresar el resultado en -

r
esprecsrofosometria son lus sigulentes:
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ANnyen H
de roizucidn g .
Incidente. o
Intensiduc
de Radiucidbdn
Trapswitidas I
Ko reflect
Trunsnicidbn Trunso- Tr.ni- Relacibn en
- o : mitoi~ tre la radia
Jon R P A o d > - . ra
TransilLen- ~i ci cibn transml t = I/1
clii. tida ¥ 1z -- 0
i incidente
Densid i Cp- |ALsor- | Abscrs Logaritmo co d=1oglO(I/t) el
ticze & { Bu- | bancin | banc i 1 mln de 1z re =10 I
- : ’ cirrocy de - d lOOlO(Io/“
- : N .
tincibi) la transmi--
. sibn.
Coeficiente Ingic, Dencidud Op-
1o de Ap- K tica por uni K=a71 6
o soruan > 3ad de lonL1 I IolO«Kl
Extincibln i tud.
co=ficient= Absor— Dencidad Op-
de tibilli E ica por unl d
Extincién dud ind de longl E =
especifico tud y concen
tracidn.
Coeficiente Absor- | Indice Coeficiente
de £ipili | de Ab-| . | de extincién a
Extincibu ded mo | sorban & especifico - E=1"
moleculur lar cia mo por concen--
lar tracibn:
i lg. mol por 1
Coeficiente Logaritmo na
de tural de la /"loSeIo/I 8
Absorcibn « reciproca de
' {4 transml-- T -1 n~,ul
5ién. T o’
Indice ‘e Coeficiente
. de Absorcibn A
BV ey s Sy k X R
Absorcibn aaltiplicado k ,Zf;_.._ 1)
»or longitud 4
de onda y di
vidido entre | I-1 e *7"KlA
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KETODC ANALITICO ESTADLICIDO PARA DETERMINAR
LA ABSCRCION DE La 16 DREHIDROPREGNENOLONA.

De la muestra peorfectanente molida se pesan en un
vidrio de reloj de 4% a 52 my en balanza analitica, se
pasa a un matras de 100 ml aforado se disuelve con me-

tancl Q. P. libre de acetona y se afora,

De estu solucién se toman % ml., con pipeta y se -
pasa a otro mitraz 4 100 ml aforudo y se afora con ng
tanol; esta solucibn o usa pars llenar la celda.

Al hacer la detsrmiinacidn siempre se pone una cel
da con metanol Q. F. comoe testigo.
Ejemplo:

Para determinada muestra se obtuvo una lectura de
densidad 6ptica de .730 a una concentracibn de 2.5 ng
por 100 ml aplicando la formula:

E - L
I% "¢ 1

Tenemos

1% 2039 | 292
0025
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