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INTRODUCCION

Debido a la gran impartancia que Hene el conocer las cifros de astriol
durcnte el emborazo, ya que reflejan la integrided funcione! de la placenta y lo =
corteza suprarrena! feral indicdndones de esta manora la vicbilidad fetal en determi-
nados estados patoldgices, como: anencefolia, eclampsio, hipertensién, diabates, de_
fectos enzimaticos suprarrenales, isoinmunizacidn por Rh, etc., & necesorio contar -
en el laboratorio ciinice aspeciclizado, con un miteds rdpido y altements especlii=
co para sy determinacidn, que Hene edemus los requisitos de exaclitud, alta sensibi
lided y precisida.

Ea la cctualidad, cxiste dentro de lo potoleglo elinico un gron desg—-
rrotlo on o instrumentocicn, que e parolelo o lo existencio de métedos mds wapeci-
ficos y relativamenle mdz sencilios; enire ellos se cuenta con lu cromatografio de ~—
gas llquido, un método de separacion y cuentificacién ampliamente usode poro este~
roides naturales y sintéticos (45), el cual hemos seleccienade pera lo determinacién
de estriol duronte ol embarazo,

En la realizacidn de este estudio, sz contd con la ayuds del pononal-
de la Seccion de Hormmonas, del loboratoiio de Prusbas Especiales dol 1.5.8.5.T.E,
facilitdndozame odends del matericl y equipe necesario el materdal clfnico de! Cen-

tro Hospitnlario 20 de Noviembre de ssto mlsmo depandencic.




t. ANTECEDENTES CIENTIFICOS.

a). Historia y Guuimica de los Estrdgenos.

Desdes que Allen y Doisy chiervoron que un extrocto alcohélico de ove-
tio era capaz de producic estro, varios gripes de investigedores de todo el mundo «
empezaron g esivdicr lus propiedades quimicas de esto mhbstancia, y en wn Hempo re
lativamente corto, la hormona fué obtenida en forma eristaling, dencmindndossis asw
trona o telin (de! gricgo: hembra). Afss mas tarde, en 1930 v 1933 reipectivaments,
fueron obtenides el estriol o telol y por reduccion de la estrone se chiuve ¢l ervodivl
¢ dihidrotelin, un compuesto cen un grupo clechol secundardo en posicidn 17 da lo ~
molecula esteroide.

La ofinz de lo mujer embaruzada, contiene sty ives hormonas en cantl
dades mucho meyores que en la ne embarazeda; explicchbie wto, por la froncs ‘cvidm;l
cla de que lo placento como glandula de sscrecidn intema iransiteeia, e copot da -
sintetizar estrégenss y progesterona y muy proboblemente olgwnes otros estersides.

Lo climinocion urinoria de ostos compuestor sumsnia durcate &l embaroze
alcanzando niveles aproximacomante 1000 veces moyores que los encentredes fuers da
la gestacién; despuss del alumbramiento los estrégencs urinarios descienden pidamen
te.

Esto ha contribuldo u que, en la actualidad lo deteminacidn de estidge
nos, y en espocial de estiiol, son opliceble ol etudio clinlzo de clertos podgsimiens
ios ohstréticos, ademds de ser un potdmatro Importonts en el terreno de lo ginacolos=

gla enddcrinag. S
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Los sstrogencs, se agrupan con el nombre generico de estoroides, a -
vex estos entron o formar parte de una fomilia quimica mucho mds amplia, cuyo de-
nominacidn goneral s la de esteroles, en lo que se Incluyon tmbitn o colesterol, -
estigmasterol, dcides biliores, otras hommonas estercides, ele.; dosde of punio do vis-
ta estuctuml, los esteroldes poseen un nicled guimice ¢ s Hemado norestono ©

Ciclopentenopaihidiofinanirans, quz e vn hidrocarbure policielico mtuiads, e decir
prn » f » ]

L1

estd compuestc por atomos de Hidrogeno y Carbono, ogruscdos asteresquimicamente
en cuatrs onilles carentes de enloces debles (14}, Sy fonmuls estructura! zo rapresen
ta en la fig. No, 1.

Los hoxonos se han Homedo "A™ "B™ y T y ol pentono "D, numero~
dos en el aniflo "A” y "B” cn sentido contmrio @ como glran los menecillos del re-
loj, el eniilo "T" confume giren los monecilles y en el anillo 0" en igusl forma-
que los hemnos "A% y *3°,

Como caracteristica, los estrdgenos son estercides de 18 cobones, aue«
contienen un anillo cromdtico A v un metile ongulor en C-13 que comresponde of =
C-18, este hidrocubure swiumdo recibe ol nombre de estrone, pzro debido e que e~
s compuestos se encueatran triplenente inssturados en los cacbones V-2, 3-4, 3-10,
os decir aoromatices, resiben ol nombre de estrencs.

Loy princlpales esirdgencs secrefados por tos glandulos suprarrenales y <
ovario son: lo estrone, que tiene un grupo hidroxilo en €3 v un grupo cetono en =

C-17; el estiadic! 17 bete, que tiene dos grupos hidroxilos en log C-3 y C~17 en ~
posicidn beto v al estriol que tiens dos grupos hidroxilos en C-3 y 16 en poslelén

alfa y un tercero en CT«17 y posicion bera. R
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En lo fig. No. 2 se representan los fomulas de los 3 principales estd_

genos.
b). Shhtesls, Regulacidn y Matabolismo del Estiol durante el embomzo.
Sintesis:

Como esbozamos en la intreduccion, durante el embaruzo se produce ==
una mayor cantidad de estrogenos (estrons, estudiol y estrial), se ha visto ademas -
que hay variocidn en sus concenlraciones, segin la eded del embargzo {10, 12, 20-

e los estrdgenos se re=

y 21), por otro lado se mbe que lo conceat
fiejo en la excrecidn urinerc de los mismos (§ y 39)., Para fines prictices la deter
minacién de estriol, que representa el 90% de los csrbgencs que se producen duren
te el embosrazo (40), e wna de los pruebos de loborotorio clinico ds moyor utilided
parc conocer el estade de viehilided del sroduste (foto) {15).
En lo mujer no emborozads, lo sintesis de catviel g8 llevo o cobo prin
cipalmente por el ovario (42) y en grade manor por lo cortezo suprorrenc! (19 y 43);
en ausencia de embarazo el eshéganc que ¢ educe en moyor contidad es e 17 be
ta estrodiol v en el ambainzo el estriol. Lo sintesis de los estrogencs sn ovario (38
y 42}, e llevw a cobo ¢ partir del acetais active {coms coslo-guenzims A), fig.-
No. 3 que, como sucede en la mayor parte de ius tejides, o3 el precumes iniciol de
lo sntesis del colesterol, en ¢l ovario ol parecer es cotivads por lo pressncia de —
homenas hipofisiorias {homena estimulante del folizole y hormena luteinizonte); sien
do estas mismas homanas los que oceleran ol poso de colestero! o pregnenclons (c@il
33

pussio de 2} sorhencs), of ter hidwxilade deblamente el colesterol en corbons 20 ~

olfa y 22 bety, y ser hidwlizade entre el catbeno 20 v 22 por una desmolasa, se -
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produce la pregnenolona.

Lo sinteils de estrégenos se lleva o cabo al ser hidroxileda la pregne—
nolona en C-17 olfa vy formar la 17 olfa hidroxipregnenolena o octuar sobre ella la-
enzima delta 5, 3 beto hidroxiesteroide deshidrogenaza para producic lo progesterona;
ésta puede posteriorments ser hidroxiladas en el C-17 en posicidn alfa, y formar la-
17 alfa hidroxiprogesterona y esi mismo la 17 alfe hidroxigregnsnolena ter trarsfor -
mado a 17 wolfo hidroxiprogesterona por medio de la delta 5, 3 bsta hidroxiesteroide
deshidrogenasa.

Yante la 17 olfa hidroxipregnenclona, como la 17 alfa hidroxiprogeste-
rona, pueden ser hidrolisadas por uno desmolams que hransforma o estos compuestos, -
en dehidioepiandrosterona y en endrostencdiona respectivemente, este (ltimo esteroi=
da, por accidn de una 17 beta hidroxilase, es transformeda en testotierona; a partiv
de estos dos Gltimos  compuestos se sintetizan {as zstrdgenes ol cotuar sobre alies -
primero la 19 hidroxilasa, produciendo respectivemenie lo 19 hidroxiondrostenediona
y la 19 hidroxitestesterena y ol actuar despucs sobre estos Oltimes una onzima oroma
tizadora para producir lo estrong y ef 17 beto estradiol, que sor faciimente recant-
biables eniro f, ¢5 decir, de estrong a 17 beta estrodial y vieeverss; lo produceion
de esiria) so 'lova o cobo o partir del 17 beiw estradiel ol sec hidoniledo en Colé—
en posicidn alfa. De esta maneru, la produccidn de estrict depende directamente ~
de o cantidad de 17 boto estradiol que siempre estard en equilibro cen la estrona.

Cuando se inicid ol esiudio del metabolizno da los estrSpencs en los -
mujsres embarazadas por el metedo de dilucidn isoidpica, 1o cboerwd, que no exisw
fia relacién directa entre lo interconversion estrona a 17 hew csimdiol y s G;'é}'-

triol como sucede en lo mujer no embarazada (33),




“ B -

Esto lleve a los autores a wroner que en el embarozo ‘existia una sinte-
sis diferente de estriol, en dondn el precursos principal no era el 17 beta estradicl -
como en la mujer no embarozeda; por otvo ludo, te fenfo el conczimiente de qus o -
los enimales embarzados o los que ze los suprimio la muprarrenal v les ovarios dese =
pues de la sexts semona de gestacidn, seguion producicndo une lozo alta de estriol, -
lo que hace suponer que duronte ¢l emberezo, lo produccion principal de estidgencs-
se lleva a cabe en o placenta.

Tenemos ademds otros heches; cuondo la plocents es perfundida con cco~
tato active marcado con C-14 demuestra produccicn de estriol C~14, pero en una i~
fra insignificonte, a pesar de quo usen estersides de 21 carbones {como la progestero.
na) al perfundir 1o plocentc no so obiiene estiol (32).

So sabe que lo placenta 25 capez de aramatizor compuestos esteroides—

P

como lg endrosterona y festosteronc y eon mds, que esto enzima se encuenire en la -
fraccién microsamal; la plocento por lo nto, e vnu gléndule de secrecién intema -~
incompletu, yo que necesitu de precursores que provienen de la modre o del foto, --
por otro lado, la plecentc o5 rica en wlfalom que libern o los estercides esteri fica
des (6, 7y 8).

También se tiene ol conccimiento de que, lo sintesis de los esteroides ~
por la suprarrenal fetol tieno un comportamiento diferente a la suprarrenal del adulto,
ya que, tento anatémice como histolégicamente son diferentes. Lo suprarrenal fetal,
tiene deficiencio ralofive de lo delta 5, 3 betu hidroxiesteroide deshidrogenssa, pore
lo que ccumula v vierte o lo mngre, compuestos que censerven como ef colestarcl, -

]

lo doble ligadura entre ef corbona 50 y parsiate fomsiimn o grose hidedlo dad O3




-9 -

(28) es as?’ como lo cifre de esteroides esterificados con sulfote en C~3 es mucho —
mayor y la produccién de dehidroepiandrostorona sulfato es superior que en el adul-
to. El higade fetal es rico en una enzima, la 16 alfa hidroxilasa (18 y 40).

Con sastes antecedentes, y conociende que dal feto probienen compues-
tos estercides hidroxilados cn posicién alfa en C-146 se supone que la produccicn de
estriol durante el embarazo tiene otra fuente, adema: del ovorio, y es necewda la
unidad feto-placente para csto dutesls, por lo que olguno: autores, le leman uni--
dad bicsintética feto placentaric {40). En los fetos que no producen precursores de-
18 carbones (dehidroepiandrostarona, androstenediona o testostercna), por no formar—
hormona adrenocorticotrofica, es decit los fotos anencefalicos, las cifras de estriol -
son muy bajas (24, 28 y 35).

Lo sintesis det estricl, se llovoria a cobo de la sigulente manera fig,=
No. 4 (18, 22 y 40) lo dehidrospiandresterona sulfate producida por o suprarrengl—
fetal como sc ha indicado anferiormente, (¥ por estar esterificado no puede sufrir =
substituciones o cambios en su moléculs) pasa del feto a lo placenta dande por ag—
cion de lo sulfatasa, gueda libre al sor hidrolisada, Lla.dehidrospiandrosterena iibfa
es devueltn al feto donde es hidroxilada en C~16 en posicidn alfa fror el higads fe
tal, dando como resultado la 16 clfa hidroxidehidroepiondrosterona, que vuslve a =
pewar ¢ lu placenta en donds o3 tronsformada o ls 16 oife hidradesirons !,'z:a; arema-
tizacidn del or o A; el cual por accign de la 17 beto hidrowilazs ez tronsformada-
a estriol, siendo ésto la fuente mayor de estricl durante el emborpze., Oim r;&r%e -
¢t producida en el lado opuestc de lo plocenta, es decir, en lo madre; ung parte =

de la dehidroepiondiosterona sulfatade fetal pass o trovés de lo placento v es vorile

da ea lo sangre matemna; y en le madre © en lo placenta es hidrolisade; ya due e
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armbos sitios existe la sulfotasa, y la dehidroepiondrostercna libre pows nusvaments o
lo placenta, dende es tran-“oineda por oromatizacién del anillo A en estrona y ésia
a 17 beto estradio}, por hidroxilecién del C-17 y de agul o estriol, por hidroxila—

cion det C-16 en posicidn alfa.

Regulacion:

Como hemos visto con anterioridad, la secrecién de estrio! durante el-
embarazo depende de fres factores: el ovario de lo madre, lu placentc y el foio, ~
pero principalmente por estos dos Gltimor, los cusles analizaremes per separsdo.

Lo contidad de estriol en lo wmngre o en o oiina, dependerd por una-
parte, de la contided de dehidroepiandresterona preducids por to suprarmrenal fetal, =
es decir, es importante la cifre do dehidroepiandrosterona y fundamental para la sin
tesis deo estric! por la plecents (6, 7, 9).

o seerecién de dehidroepicndrosterona por le corteza suprarrenal felsl,
dependo después de lo sexia semone, de la contided de hosmono adrenceorticotrdfi=
ca producida por lo hipdfisis foml, esto se he corroborede tente clinico comsn expee
simentalmente, por cjemplo: en fetos anencefdlices, no se preduce homena odreno—
corticotrdfica v los niveles de estiiol en lo mudre son muy bajos; por ofro lade, la-
corteza suprarrenal se encuentra atrdfica y los niveles de solfoto de dehidreepiandros

R
terona son nulos. Experimentolmente, Jost ha demostrado que, lo decapitoslin de-

los fetos de mta entre o 160, y 20c. dic, mueshron otrofia de fo cortezs sworarvge

nal, y disminucion ol minimo de los esteroides ;. .oducidos por lo cortero sprasrensi

Este mismo outor, ho demnostrado que la hommeno adrenccodivetréfice -~
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de la madre, es incagez de atavesar lo batrera placentaria, ya que si la atravesa~
ra, en estos fetos anencefdlicos se estimulasfla lo corteza suprarrenol para producir -
cantidades suficientes de dehidreepiondresterona y por lo tanto de estriol, lo contra_
rie no sucede; cusndo lu madre serece de esteroides suprarrenales o de hormong odre
nocorticotrafica, el feto en un intento de cumentar la sintesis de esteroides aumenta
la produccidn de hormona cdrenccorticotrofica v preduce une hipertrofia do v pro-=
pia suprarrenal (28},

La secrezion de lo plocenta, es reguleds o un principio por fa hommo
na luteotrdfica, pero solo las primeras semoncs, yo que, posteriormente en ousencia
de esta hormona, lo placenta sigue funcionendo. Ademés la placenta produce lo =
gonadotrofina coridnica, que regule la secrecion de las hormonas estercides por ova
rio, pero al parecer, se sutoregula en la seerecion del estriol producida por elig =
misma, ya que se ho chservado que, plocentos o términe perfundidas con goncdotre-
fing coridnica elever sus niveles de estriol (32).

Debido e esto, la produccién de estriol durante el emboruze, depende
g tanto del feto coms de ko plocenta, siendo un indice del estado funcionq! de -~
ambas estructuras v por ende lo vitalided del “sto, por lo que es usado ampliamente
en la ¢iinica.

El estriel se encuentro de esta manerc en tres compartimientos: la ma—

dre, ol feto y liquido amnidtico (29) fig. No. 4.

Metaholizmo .,

Una vez vertido o lo madre, el estriol se une o las proteinas plosméti

cos, {3) ssta conjugocidn lo hace inactive bicldgicoments, y al mismo tlespo, im=
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pide que achie sobre efla los enzimes, esterificandole . su poso por el higado, im=
pidiendo tambien su filtrado pot el riddn y la excreci o urinaria. Parte del estriol

no se une o las proteines y siempre se encuentra en  juilibric con el cenjugade, -

este estriol es el bioldgicamente active (36) v estedi icodo ol pazo por el higado «

matemo con sulfates y/o glucourcaidatos, (48) que ‘ombién lo haocen inactive y fa_
cilmente excratoble {(por hacerlo relctivemente mas scluble) por lo bilis w/o rinda; -
8l estriol sulfate o glucourenidato, que es slimingds por le bilis, e resbsorbido nye
wvamente en Intestino y vertido ¢ la sangre &n su moyor proporcién vy elimingdo en -
la oring, de equi que su mayor excrecion sca wiinara (1),

El estriol es esterificado con glucouronidates o sulfutor en el o3 y -

C-17, éstos pueden ser esterificodos doblemente con un mismo ester, o con diferen~

te, o Unicamente con oljuno de elles en olguno de los des posiciones.

Existen otros catabolites del estrio}, como el 2 mstoxd estriel y otros -
derivados de menor impariancia paro fines de laborotorio cifnice (23},

En lo fig. No. 5 se representa ol estriol conjugado con asido gluceu=

rénico en C-3 posicidn beto.
Asi lo determinacién de estriol puede ser llevads o cobo en sngre, -+

oring de lo modre {25) o en liquido amnidfico {5).

c). Méiodos Empleados en la Determinacién de Estriol durants e Em=

[ - .
varaze por Cronwtografic de Gos Liguido.

Los métodor empleados se basin en sy moyor parte, en los meétados pre

viot {2} comn wn los hicldaicos, espectrofortemétricos o espectrofluorametricns, v, -

* - ) » H
oo en todgs los delervinaciones de este esteroide, se frocciongn en loa dguisntes

Ps0s:
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a).- Hidrdlisis.  b).- Extraccidn. ¢).- Purificacién y dj .- Cuan
tificacion.

Hidrolisis. Lo mayor parte de los estrdgenos sliminados en la orina sa
encuentron conjugados o swifatos y/o glucourenidates por lo que para su extraceién-
en orina es necesario liberarles de sus conjugsdos hidrorolubles, para lo cual se so-
mete la oring o hidralisis deida, hidrdlisis enzindlica o welvdlisis.

Hidrolisis Acida. Lo hidrdlisis acide o temperotura cleveds {ehullicién)

o ea sutoclave a 120°C ., tiene 1o desventula de producir dezcomoetisién de los a8
trégenos, en este caso e} esidol; sin embargo, autores dedicedos ol estudio obtienen
recuperaciones semejantes ¢ los demas tipos de hidrolisis, o3 decir olrededor del « -
70%, estas hidralisis o loven o cobo de lo siguiente maoners:

Hidrdlisis deide en chullicidn; se coloca la clicuria de oring en vt —
motroz erlenmeyer do boco esmerilada, se diluye ol deble con ogua destileda, pora
facilitar lo Widrdlisis, y se cambic e! pH a 4.5 con dcido acético glacial, posterier

itlufds, e colose

0.

mente se agrego Gcido clothidrizo al 17% e relocidn o lo cdna
en lo bocs del matraz un hbe de reflujo y en ung panille de pluonchcte deja en
ebullicidn por sspacio de 60 minutos, se enfriz, te filho y posteriormente se extros
el estriol con sslvantes edecusdos,

La hidrélisis dcido en outoclave: (20 y 21}, en un motrz erfenmeyer -
33 colocs lo olicusta de orino de 24 hrs., depondiendo del Hempo de embarazs ds
/50 6 1/200 y se diluye con cguo destilads o 40 ml., se agrega 2.4 mi,, de el
do sulfdrice of 53% en solucién ocuocwa, topdndsse el motraz con olgedén v 12 Heva

al outoclave por una homa o 1207C, se ent filtra y eud preporade parg 1o sx

ot}
[+]
&
N
.
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traccion del estriol,

Hidrolisis Enzimatica. Tiene la ventaje de que o5 especifics gars glue

courenidatos o swifatos, ¢ 1o usa la combinacién da swifatasa y glucourenidass, cc-
tvalmente disponible en el mercado; paro tiene sl inconveniente de qus existen = -
substanclos en la orina que pueden interfedr con su octivided, o mm&ié;r exiglarme
muchos compuestes que por estar etterificados con sulfotos o glucouronidates, comple
ten en la hidrilisis y =5 necessrio poner exceso de sstos enzimas (16), odends tiene
el inconveniente de que se forma emulsitn en la extraccitn y pusde ter motivo de-
pérdida de esteroides, la hidedlisis enzimdtica e Heva ¢ cobo de lo sigulents mang
ra:

La orins de 24 hors diluida o 1500 ml., es filtrda o troves de papel
Whatmon No. 1 y cjustade o pHl de 5.2 * 0.2 por adicidn de Geido scético 2 M.;
o ung alicuota de 5 ml., de orina sz le ogregan 0.25 ml., do buffer de ocefates ~
pH 5.2 y se afiaden 5000 U., Fismon de bete glucousenidom y 2800 U., Reynalds
de sulfatasa, incubandose por 24 horos o 37 Cb; pusterionmente se ojusto- el pi ene
tre 6.5 a 7.0 con hlidxido de sodio 10 M., v queda ligke pern ser extwida (14).

Solvélisis. Procedimiento que se bess e la hidrélisis y conjugacidn del
esteroide con ol solvents usado; es poco emy wado en la hidrdlisls da los estrégenss,
a pewr do s gron eficiencia,

Extraccion. El solvente mds usade en lo extrccidn de estriol winado,

g

previa hidsdlisis es of &ter etilico, pere es necewnio que éste s encusnive lbre dao

pardxidos por In qus 1 purifica el wlvente antes da s wo; recomenddndore sas 18

fr i 2

flujodo por das horot o puetio en rEPOI0 por 45 howas oo Rideiide de poteain ol =
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2% o sulfato ferroso al 15%, 100 ml., para cada litro y redestiledo antes de sy
uso (37). Se hon usade otros solventes como vectate de otilo, benceno, oter de —
patrdlen y cloraformo, pero he tenido mas aceptacidn al ater otilico (37).,

La cantidad de solvente, slempre es semajonto al voldmen de la oring~
y s necesario extraer zuando menos en dos ocasiones ya que ol coeficiente do por-
ficidn agun-ler ro o3 1:1 (20 y 21}, debido o esto se usa el slfolo de concnic =
afadido a la orina para hacer menos solublo af estrdgeno en ol agua y pormitic de-
esto monera mayor extraccidn de esiriol,

Purificacién. Lla orina contiens gron ports de shstancios de deshecho-
del organismo, oif como materia orgdnica del producto de detcomaciéa del tiacto =
urinario, poar lo que o3 necesario siempre purificor los extractos o lo orine ontes o =
después de ser hidrolizade cen chieto de obtener resultades dptimes.

8cling cn 1963 (4) publicd so monografia wbre o comportemiento de ~
tos gluccuronidatos y/o sulfatos de estrlgenos en sephadex G-25 do 160 o 200 ma—
llas, substancic que o5 un polisacdrido formads con dextranes; con el que se prepa~
ra una columna cromatogrdfica y chserva que, por su conformacidn fendlica, los es~
trogenos son retenidos por lorgo fiempo y se necesitan grandes volmenss de ogua =
para eluirlos; emplea do 2 a & ml,, de cring dependiendo del Hempo de embarszo
y una columna cromatografica de 500 mm., de altura por 10 mm., de digmetro in-
temo con un recipien & en el extremo opuestc a lo Have, voy etre 5y 7 3r., de~
sephodex que den uvna olturg de empogue de 35 em.,, oproximadaments, Indlcs gque-
es de srpecinl Interds que of seshotes sse hinchodo entes da ponerse en lo columno

» . P - T T
y recomienda seo suzpendide, 2n ogua, eliminondo los pariiculas sbrenadantes, v con
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servandolo en ol refrigerador por sspacio de tres semanas resuspendiendo coda dig -
en 3 6 4 ocasiones y camblando el agua.

Enfatiza tumbién que para que el enpoque del sephodex sea corrasto
en lo columna es necesario que esté rotando o vibrondo constentements durante el =
relleno, por lo que recomienda se haga con un rotor mecdnico o 75 revolucicnas
por minuto,

Cemo hunos dicha ontes, los estrdgenes o eluldos com agua y 59 en=
cuentran entre los 34 y 39 ml., con lo FrocciGn 1y enirn los 3% y 45 ml,, an la -~
fraccion 11, ambos fracciones son hidrolizudas por separado y pasteriormenta extrate=
das con eter, este procedimiento de purificocién previa tienc muchas venbajos odn -
para la hidrolisis enzimética en dende es menor lo interferencia o inhibicién de ks
enzimas; también disminuyn la emulsidn y mejora la extoscién,

Eechaute y Col., (16} bamndate en ol princigio de que o ol mesenis

-

mo de la cromatografia de filkacién en gel, ¢l volimen do elucién s daterminada~

en gron parte por el tumaic y estructuin de lo molécula, siende Tnversammta proper

cional al tomoio de la misma, por lo que uvson o purificocidn en gsl despuds do -
bober hidiolizade lo oring, eluyendo igunlmente que Beling con egus, oblaniends -
la moyor parte de estrdgenos entre los 32 y 57 ml., les cunles zon colectmdos parg-
la extraccién y purificacion, sobre estos bases Ven Baelen y Col., (47}, tambifn -~
preporen o columno de wephadet~ G-25 con cbieto da oviter la graa elucién con -
agua, purificon con 9 mb., de agua y eluyen con 10 mi,, do acelsto de efile, ob-

teniendo tan buenos resultados como Eechaute,

Adn despuds de esta purificacion siguon ofras- wiiss as Haver soashe lo




-19 -

determinacion de estriol por cromatografio de gas.

El reactivo de Brown (13) s wno de los mds empleados para purificar -
los extractos etéreos, también llamade buffer de carbonate (pH 10.4) y se preparg =
mezelando 1000 mi,, de bicabenato de sodio ol 8% y 150 ml,, do hidrdxido de 0
dio ol 8%,

También se purifico con hidréxido de sodin al 6% y bicarbonats de so-
dic ol B% por seporado (20 ¢ 21).

Posteriorniente sz evapora el ter a tequedad y c2 sigue purificando con
partizidn entre benceno—agua (13), benceno-éter de petrdleo-agua (4), entro carbong.
to de sodio 3.2 N-tetraclorwe de carbamo-cloroformo 211 (20 y 21), oter e hidrdxi-
do de sodio 1 N. pH 7 (48) o hididxide de potusio y éter (37).

Cuando s esperan poquediss car tidades de estriol so purifica por colum

no cromatografics de oliming pero medificanto lo molécula de cstriol al 3 matil éter,

-

y uwtendo diferentes mexzclas de olventes pun lo elucign (33).

Lo metilacion so Hevo o cabo =n extractos de hidrdxido de sodio al o=
A% en tubos cdnicos de 100 ml., ¢ los que se les atede 1 ml., do dimetil sulfate-
y 0.9 gr., de Gcido bérico, t¢ tapan y e agitan a dirolver ol dcido bdrico en bafo
maria a 37°C . se dejo en ¢l bone par 19 & 30 minutes, so ofade después 1 ml,, -~
de hidréxido de odio ol 40% agitande ¢ disolver los reactives; se vuslve a colovor -
en el baro masfa a 37°C., per 15 a 3 minutos, e enfria y se dejo en repowd por -
toda la noche. S ciaden 2.5 ml,, . o hidrorido de sodic o} 40% y 2.5 mi., de =
perdxido de hididgeno ol 205 y e un embudo de separacidn el estriol mefﬂade se -~
extrae con 2,5 ml,, de bonceno y aste Gltimo lavads en dos acasionss o Bomis

de agua destilada,
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Es también purificedo por crematografio de columna, usanda generol~ -
mente alimine o silica ge! como odsorbentes, en la primers =2 pason ¢ frovés de lo
columna 12 ml., de 1.25% ds elenol en bencens, que se descerion y posteriommen
te con 15 ml'., de etanol en bmcono al 2.5% con ol que se cluys el 3 motori e
triel (13). En ccosicnes ¢! extdol se ccetila v o cromatogrefiado en colunme da =
alimine {49), vy eluldas cn 10 ml., d2 benzens en &ter de pahdleo of 25%, 15 ml,,
de benceno en &ler de petrdles ol 50% y 15 ml,, e benceno en éter de potroleo=
al 75%; estos tres froeciones se descarion y el ccelato do estdal se clupe con 20 -
mi., de bencenc.

La purificacidn sz efectia fembicn por cromatogrofic en plscs fina, -
umindo como soperte aliming o silica gal G y come fate mdvil mezclas de acetuto~ '
de etilo 45, ciclchexune 45 y etono! 10 & ccotato do elile 20 ciclohexano 20 (30}.

Pare revelar las plocas se uzan vapores de yodo, Goide sulfliiece ol »«
50% en etonol, deido fosfirico ab 50% en etencl, y olros menss practicss (30).

Una vez purificade el estdol, pera cumntificorio con mayor focilidad -
e necemrio hacer de &l un compuesto mds voldiil, la formacidn de trimetilsititastriol
es el método mdr usade, mumque pusden praducine otros derivados como la retexl-
mes, acelalos, etc., (24).

Lo formocidn de trimanliiliestint v Hava a cubo do lo dguients mang
re (31): o) exirocte de ko Gltimg pardflonabin se evopony o seauaded en un tgbo dem

Lo pidding o tevohidrofumome redis

centrifugn de 2 mi., v 28 o ohudes 0.

tilades, posteriormente se fo ofwden 005wl de hewmpithdidlissne y 10 gotoe de

Y

trimetlcloroslons, 56 fapsn perfecluments d pefermeie & B 22 asscha, une

dejon en reposs duronts 24 hows o lanpamtien eebiente o dusete ';ﬂ CA{HE -
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>

- Oﬁ .
bate marfa o 60 O, posteiormente se evopiion o ssquedsd bajo conisnte de nitvdge

no y so resuspende en lo contided desesdo de tetrohidrofineno, secetona o algln otro

B

solvente pure pars despues proceder o inyectar en el crometdgmfo de gos.

Cabe mencionar gque ontes da este olfimo poso, genemimente se oficde-

el estondar intemo con el que se ha Hevado o cobo o eolibracidn intema, pudién-
dose emnplecr ol colestono, el colesterol, el coprestuna, ete., en cantidodes concsi
das. ‘

El empogue de iz zolumno sz hoce con diferentes Hpos de soporte v -
fose lyvida, del primerc 38 vion Herrot dietoress y de ko segunde nespentiiglizclsus
cinate, Q. F. 1 {floruro de silicona), SE /30 {silicona 200 degronada), YE &0 {niem

generaimente en por—

\..~
@
A
4}
.

N

[ry

trito de gomo da silicona} OV 17 {metil fenil silicons
centoje menor of 5% siendo las mds usadas entre of 2y

los defectores mas Frecuentemente usodor son el detechx de Homo y of
de caprura do electones {17, 27, 38, 41, 45, 4% y 49). Se han pblicods wvarios-

tecnices pora 1o determ sacidn de estriol durante el emborazo bomdes en los posos ~
anteriores,

4}, Bases de le Cromotografa de Gos Liguido,

1 & 4 P .
Definizion. Lo cromatogrofia de gos~Hguido e wne temnica da separg

. N . - ’o. , o~ S d -~
2idn de mexclar de substoncles woldtles o lo fempetatue empleads, que migrocnos

»
1 . ¥, - P - £37
nan gon ung fote Nouide v son orooshiodus o aiuides por une foo o guecw, de .g%“% -

pbuatlicidn det compueite o compuRsing poe

Que m sepormcidn desendes del punte de

N wse Hauldo v de fo

aralizer, dy lo fuerzo y tempn dr infeucalin de it oon g B
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Lo cromatografia de gas-liguids es wno ticnlcs. relolivaments reclente;~
en 1952 Jomes y Martin publicaren ny experiencio ol respecto, y eunque desde 194)
Martin y Synge ya habion hrobajodo on lo particién cromategrifica ges-liquide con =
foses llquidas polares; fué haste 1959 cuands Bglemton y Col.; chinderen cromato--

s

groinas de teparccidn de esteroides, que sin embargo fusron toklments Impedetices, =
ya que el Hempo de elucidn o retenzitn oo de horos o pesar de emplest femperatu-
ras elevadas; postericrmente en 1980 Sweely v Homing cbiervaren gue cuando se vm
ban fases liquids: polares a cltos femperaturas, los estoreider podion oludoe on wn =
tiempo menor, pero oln con la dmventojo que 5o produele descompotieldn de los mis
mes; resolvisndose el problema usende foses liguidss en pequeie proporcidn (1-3%) -
preparadas con una fase liquida eskeble a lo temperotum smplenda {(Vesdenbevsl, en
1960), yo que con temperaturas que voriaa da 210 o Z30°C, ol tiempo de retencicn
de los esteroides varfa de wnos minutos o wa hom. Pesterlomente 2 Intaduje la -
formacién de derivedos para disnlnuir ol punto de chullicidn de los compuestos y des
de luego of tiempo de retencicn {17).

Cromatégrafo de Goses. Este oparaio consts de elementes Indispensables

COMO stn:

1. Fuante do Gos de Armostre: genomimente €5 w/ tongue de gos com~
primido. Los gases ussdos son: Helio, Argén, Nilrdgeno e Hidrégeno; yo que &sta%-
guses fienen caracteristicas muy proximas o lus ideales, que sont o) inerds, bj gon
w minimo de difusidn gaseoms, ) pure, d) bamtc y o) convenienie pera o oo~
del datector .

2 ¥
2, Mandmetro: controla lo presion y fiujo frotimoiee) dal sos dai.
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que, para que ésta sea uniforme durante el tiempo del estudio, que como se discutird
m&s adelonte, son foctores que hay que tomar en cuenia,

3. Puerto de layeccién con Homo: sc llama puerto de inyeceion al si_
tio donde se introduce la muestro pare que sea arrostrads por el gos de la columna; -
generalmente ¢l puerte de inyeccidn sdio s una “T", que por un tade pemite o en-
trade del gos de wcorren, por otro se inyecta y el GlHms s la columng on T3 como -
se describid anteriormente, éste fiene un homo cuys temperciure terd coniroluda por ~
un termostato desde fuera del oparato, y que o lo ver etd coneciodo a un pirdmetro
que se encuentra en 3y interior; la tewperaturs e este sltio deberd ser mayer ol pun
to de ebullicidn de los compuestes o determinar, con chbisto ds que répidamente zean
vaporizados y en este estudo entren en lo columna,

4. Columna y Homo: le columne es un tubo de meial, vidrio « polieii
leno; en la seporocion de esteroides s conveniente el uso de vidio yo que los metg_
les como el acerc inoxidable y cobre puaden datir o fijor lus moléculas en proceso,
el de polictileno tiene la desventaje de que no puede clognzor cltas temporaturs, --
Existen dos tipos de columnos: las copilores tembien lemadus de Govlat o ebiertas, y
‘as empacadas; las primeras son columnes de un didmetro pequsiio y de gron lengitud
por fo que siempre son espirales, las paredes de la cofumna son cublertes en s tota
lidad por la fuse Hiquido, tienen ventajos con respecto a v resolucién, poro son dif
ciles de preporar. Las columngs empacadas son de un digmatm meyor que fluchla %
tre 4 y 8 mm., pars cromatografia onalitico; de mener longitud, lo que pomlte ssan
e U, W o espirales, generclmente su lorgo es de 6 o 10 ples; eslor columnas estén

empacadas con wn soporte que generalmente es uno substancie inerte de famafio pequa
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Ao y wifeme que varia de 60 o 200 mallas, el cusl & cublerto en s totolided por
lo fose f?’qui;‘h, dondo de esto moneras uno mayor superficle on una longitud manor;-
tienen ligero desventojo en s resolucidn con respecto o los capilares, pers son mu-
cho mas faciles de empocar y mds prictices. La columns se encueatrs dentro de un
home, o semejgnza del puerte de lnyeccidn, con ‘emostolo y plrémetro que ven a-
permitic gque el control de la tempemtura seo fija o progromeds, o temperture de--
penderg principalmente del punto de ebullicitn de lo fose lquida vwda y desde lue
go tomxmdo en cuenta el punts de chullicidn de lot compuartns o detenplnegr,

5. Detector y Homo: el detesior 22 un oporote de diferante composio
cidn, uxisten: el detector de orgén, detector de conductibillded témmice, detecior -~
por icnizacidn de floma, detector de coplurs de eluctones, detecter do féaforo y de
tector de helio; code uno de ellos con diferentes cormctedstices, pero como denoming:
dor comln son capeces de envier sefales o dejar de emitirlas, cuondo o} s de ce
mee hesporto uno substencia, o mayorfo de los veces inendhles o o v oba =y
tancia, por ejemplo wire y ogus 0 o compuestos mas complicodos como en el defec--
tor de capturn de electrenes, El homo, ol igual que los enteriores deberd conserver
wno temperctura estoble y moyor quo e de la columna paro evitar condensacicn de -
los compuestes y permitic que sean desalojedos del oporaie.

6. Equipo Electinico: ascesmris para mueltiplicor lo sefial geneiments
dada por electrones y tronsformarlo en pulsos eléctricos que al ser envisdor al grafie
cador se convierten en pulsos mecdnicos.

7. Registrador; con plumills y entroda de | MV., qus es la sotal vl

mente envicds por los cromutdgrolos, de preferencia con integrodor de disco, porm ==
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calculor al drea de los picos wa vez inscritas (34 y 44),

Una vez descrito el oparato podemos enalizer el comporigmiento de <
do wo de ws componentes durente el treboje.

Lo cplicacién de la mueshe ol epamic generalmente te hoce por me=
dio de ung jerings, calibrods en microlitros; las cusles pueden tumbion introducie =
substenicias sblidas o gasecscs; pora esfos dos Jitimos efemplos tombidn se emplesn =
aparatos de pirclisis o wvalvulos, respectivaments.

En in cromategrn o de gas-lquide de muestras bioldgicns, debido af =
comportamiento de los substoncics crpénicss o5 necemro formor derivodos de allos, -
las razones som: los dervades formados son mds voldtiles, dizminuye lo ndsorcidn oo
lo columna cromatogedfica, mejore ka separecifn y los endlisis cuontitatives alesns=
zan mayoer linesrided {24).

Los compuestos libres ol ser anclizados por cromatogrofio de gus mufran
adsorcion ¢ rupture, produciendo en el cromatogromo un pice que se inseriba ripidy
mente y a su fose de desconso que es rmuy prolongada, se le Hamo coleo, tombisn-
existe wna falto de linemrided ol groficer contidedes crecientes de uno wbstoncie, -
esto es debido o lo odsoreidn del compuesto, o lo fose lgulds o o fo columna que-
no es wiforma y por 1o tonto impredecible. los compuestos do gren pew moieeuior
2 con gron polorided dificiiments son voldtiles,

. - ~ rye s s SR S Vi s
Los derivadeos maz comunments usdos en el anglisis de estessioss i

o) Metil gl arer

b}  Acstmio
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c} Maetoximas
d) Hidmzonas
e} Metil gier y

f)  Heptafluorchutiratos

El flujo de gas o travas de lo columna dependerd de la presidn inicial~
y a la resistencia que ofrezca o dicho presion; la resistencio dependerd de lo viscom
sidad de! gas, y do lo permezbilided de lo columna, gue estand rwpeditoda ol didme
tro' de les gpurticulas de relleno vy porosidad dz lar mismas; o como 3 o longitud de
la columna; los variaciones en pretién y veloelded del gas, alargsnin o retardardn -
la wlida de lo substancio por analizar; por lo qua dempre se debe fener presidn y -
velecidod del gos semejontes pora obtener una meicr reproducibilided, lo presién sa=
mide en libras por pulgada cuadreda {paf), v el flyjo o velesidad en mililitro de gus
por minutes {mi/min}.

Lo columna, ademds del gas que fluye o trovés de ella, comsia de la ~
fase iiquida o estacionaric y sy eficiencia dependerd de lu interuccién del compucsho
con la fase Ifquids y lo cual o su vexr influird con ol tiempo que turdard en atrove-
zar la columng; seleccionondo of Hpo de fose liquida podenes tener une mejor resoly
cidn de los cromotogrumas. Lo

Por oivo lade tenemas que la eficiencia de lo colivng, dependend del-
dise?d y condiciones de operacién de ella y estd directaments relocionade con la —
onchuta del pico del cromatogromo, lo cusl o5 descrito come el sifo equivalente a -

un plate tediico (AEPT), esto te refiere al largo de lo columns nevssadio para obtener

P
un equilibrio en lo distribucidn det compuesto o deteminar, estre lo fose mbdil {gog} .
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y ia fate rstacionarsia (liquido).

De la oficiencia ds la fose liguida y de lo columna resulta lo eficien- |
cla de 'a cromategrafia.

tas curvos de elucién de lo columna qus vun g dar como resultado ol -
ancheo del pico del momotogmmc.; depande da:

a} Una difusidn de gus en remolino {o reflujo) debido ol smpaque,

b) Difusidn molacular

c) Resistencia o lo tronsferencio de mowm (gos o liquids)

El calevlo del nimers deo plates Yeddnos, es dade por lo distanclo que~

existe desde el momento da inyeccién hosio el pun o madio del pico (34), entre ol -

ancho del pico en lo lines basa, al cuadmsdo y multiplicado por 16 fig, Mo, 6.
Nz Mimers de plotes tedricos

X z Distoncia derde el punto do inyecclion hasta el vértics del pico

Ancho del pico a lo altum de la llhea base.

<
n

&
p-d
4

N is(-;-)’“

NYECCION

FIGURA Mo, &,
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les fuerzas de Interoccion entre los compuestos o separar y lo fose es-
tacionario o lfquida, que von o determinar el tiempo de elucidn son:
1. lnteruccidn de dipolos inttontGnens; que se encuention presentes ==

tos substancies no polares,

~

siempre y son la Onlca fuente de energio enbrs
2. Doble palo inducido; resultado de lo intormecidn de un doble polo-
permanente y el doble wlo inducido en vna moléculs vecine.
3. Puente de hidrdgeno; interuccitn de dobles polos pormonentes, que

P

s .
es Yo interoceidn de mayor fueris en lo cromategrafie de gus-liquide.

4. Formacidn de enleces quimices; entre lo muestro y la fose liquida,
Asi, de esto mepore, los compusstos pelares se eluindn dpidamente on wna fote osw
tocionaria no polor y les compuestos ne pelares menos rapido, ¢ pesor de que el pun
to de ebullicidn de ombos compuestes s el mismo, lo contrarin tombian mceds,

Les zoportes pare lo columna deben tener detorminador coracterfstieas =
que son:

a) Gron area de superficle entre 1 y 20M2/gr.

b} Estructuro porosa, de pequefa superficie, de digmetro wniforme y -

aproximadamente de 10 micros.

¢) Inerte

d) De formo y tamafo onifomna

s) De consistencle firme.

Las substancios que mas similitud presenten respecho o estor requisifos -
son las fierras diatomens, gus son exquelotos de algas unicelularss deo oprosdmadamen
te 10,000 especies. Los mes rocomendadas son: '

1) Cromowsh P, e un preporcdn de calcinacion da diotomess y vn=




- 2% -

° . 2
onlzce @ 900°C ., con dren de 4 M g1,

2) Cromosarb V., preporado por flujo de corbenoto de sodio calcinan

- . ... - 2
do las dictomilos o P00°C,, cen area da 1} M /gr.

3} Cromewth G, preporado por flujo, caleinands las diatemites con
. 2
grea de 0.5 M/gr.

4} Gas Chrom 5 y P, simiiores al Cromosorb W., pero de une sola-
fuente diatomeg.

Existen muches otros coma los de teflén, vidrio, metol, hidrocarburos,
arena, vidrlo molido, etc.

Estos soportes ao son totalmente inerfes, por lo que te¢ hoton con subs
tancias que ze combinen con sus grupos funcicnoles, principoimente los grupos hidro
wilos, esto se Heva o cobo traténdoles con dimetilclorosiluno y hexametildisilisono -
B1).

Asi la superficie de las diatomeas o3 rica en silice, pero contiene gru
pos hidroxilos que reaccionardn con estos compuestos de lo sigulente manera, hocien

dolos inertes:

OH OH ' CH CH
T Si +(CH3’ 2—Sa Cig“—w IO/ 51\0\ 42 HOY
R R Si Si
DIMETHL.CIOROSILANO

CH OH CH- CH
i | p e |3
.T; S‘i +(CH3)3 - 5 - NH~SE-¢H3)3~—WCH§~ S}i - CHS CH3"- ?I—'CH
2 d a o

3 (

{

5 S

; {

R R

HEXAMETHL DI SILZANG

3
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También, i es conveniente, pueden hacerse alealinas o deidas, depen=-
diendo de lao fose liquida que las cubritd y de los compuestos a determinar. & tarmg.
fo de fo particulo vara entre 40 y 8 millas, pars columnas de didgmaire intemo da
4 mm,, y entra 100 y 200 malles pare diamedros mayores.,

Fase Liguids. Lot vamctedsticas ideales do wna fose liguida sen:

a)  No voldtil, mesicn de veper 0.0 o 0.1/ mm., o la temperatura ==

que 2 operg.,

b) Térmicomente establa,

¢} Quimicamente insria o lo: compusstos a daterminar,

Loy foses recomendsbles para los estercides son:

1. STPA; fose pomo onglids de esteroides
2. XE~0; goma de silicono nitrile

3. QiF-}; floruro de tilicona

4. SE-30; Silicano desgronade

5. NGS; necpantil glicol succinato

Estos compuestos son sdlides a lo temperatura ombiente y solubles. ev —
solventes adecuados; de tol menera gue ol ponerse en contocto con el soporte y ova-
morarse, cubren totolmente of seports, volviéndose sdlida, pero a los temperaturcs de
trubaio volvera a ser Hguida.

Dotectores. £l detector indica la presencia y mide lo contided da cem=
puesta en ol eflumte de i columna, exisien das Hpos: o) infegeal y ol ciieres

{44).

Los detecrorer integroles, don cromotogromes Gue misen
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cido por los compuestus en qumento, y las diferenciales registran algunas propi edodes
momentineas del efluants de gus, que serdn sohre los que hataremos.
Adl, existen vorios tHpos de deteciores:

Detector de Conductibilided Témico., Sz boss en lo tronsferencia de &

color d& un cuerpo coliente o un gos,

Detecior de Capivia de Elechiones . 8518 boscds on lo propicdad de -

las moléenlas a cnalizar pare copturar un electitn lento, preducldo por lo jonizacién
del gos de weurren, lo que lewa 2 vna reduccién en o contided de coriente que =
se estd produciendo.

Deatector de Helio. Se bos en lo propieded de oumentss el nivel -=

] - a o7 - -~ Ee -
energetico del helio, por emisidn de rediocionss beta por vna hoje metSlica de tris-
fio, el helio establs ioniza el compuests o determingr y lo cantided do electrones, -
emitidos producind un cambio de corriente que 815 registrade.

Detector do jomizecion por Flama. So bam on lo propieded de fenizar

.. . NP Y
los compuestos omgnicos per medio do aigeno o hidrogeno en compustion, ;}:cduclcg_
- . -
do biéxido de corbone, cgua, dos iones pusifives;, un ich negolivo y 0 clectrén .,
soma de elecirones producind n combie de poten

. sy
Lo sumo de icnet ncgatives mas lo

ciol que sera registrmdo,

Detector Microtronsversal . Se bom en la ionizocién producida por las

. , 41 i : b idat' -
emmiticaes befe de wa ploca de Tritio en la substancio o determinar y lo cant

. . . & bstancis .
de electrones producives, corresponderd o lo concentracion de lo subs =

Todos estos detectores son wados en cromatografia do gas ifquido, sien

T ST
do jor mas sensibles; sl detector de captura de electrones, detector de fonizacicn
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por flama y ol detector da helio, teniendo cdemds la ventaja de ser lineales, en e
lacian con lo concentracion de la substencic inyectoda y la sefal dade por el detec
tor mismo al registrarios,

Loy desventajas de los difereates detectores son las siguientes:

El detector de ionizecidn por flama es insensible o gases inertes, aire,
agus y ademas destruye o muestra. Bl detester de captum de slectrones, wlo de—
tectn o las substancias copaces de caplurar un electrén leato. El dstectsr de helio,
debido g v sensibilidad, a la fase lquida, impide que ton uvzde an cromatografio -
de gas-liguido, E! detector microtrensversal Hene lo desventoja de ser poco sensible

igual que =l deteclor de conductibilidad témica (34).

Anglisis Cuclitativo y Cuantitative por Cromatogrefia de Gas.

Anglisis Cualitativa. Lo Cromatografio de Gas, es una ticnica de se~

paracién que permite la identificacin de los compuestos, do ohi que ol problema ~-
mds importante e: lo identificacion de los picos que aparezeon en el cromatograma.-
Este so lleva a cabo por ol conocimiento del tiempe de retencin de un estanddar co-
nocido

Como hemo: dicho cﬁfmiomema, ol Hempo da retencitn, e of Hempo
que hanscurresdesde ¢l momente de la inyeccién hasia ol vértice dsl pico o determi
nar y ello depende de los siguientes factores:

i. Lo dimensién ds lo columna {lorgo y diémetro}

2. Tipo y proporcidn de la fase liquida

- 7, '
3 Timn de conarte v tumafio de las podiculas
.- - ey .

4, Yemporatura
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5. Velocidad det flujo dei gas

6. Tipo del gas portador

7. Volumen inerte del instrumento

8. Caida de lo mesidn del gas

Tiempo de retencidn corregido. Este es ¢l Hempo que transcure, des-
de el inicio del registro del solvente en guo s suspendid 2 muestre, hosta o vert
ce del pico a determinar.

Ests covreccion te lleve o cobo para eliminar ol volumen inerte del ing
tfruments (34, 44).

Tiempo relotive do retencién. Indica lo relacién que existe entre el -
tiempo de retencion del compuesto a determinar y el Hempo de retencidn de una ~ -
substancio que se toma como norma.  Este Heno lo ventsio do que Independientemen
te de que varfan los condiciones de lo columns, dempre serd el mismo y wlo depen
derd del tipo de fase auido y da lo longitud de lo columna.

Cuondo se eonolizan series homdlogos, el tiempo de retenclén serd direc
tamente progorcienal a algune de los camsterfsticas de esto sere, por ojemplo o —
nimerc de dtomes de carbonos, el nlmem de grspos metilo, etc.

* L3
Anglisis Coantitative. bLs preclidn cuontitatlve con lo cual los mues-

to: pueden ser onalizados, es wno de los fuctares que ho llevado ol ripido desarallo

de la cromotogrufia de gas en el campo del endlisis instrumentol. En el ondlisis cusn

tiiativa existen varics factores de igusl imporancio y son loi sigulentes:

b~ {ntroduccion exactos de lo mussim

.- Pardmetro de operacién congionte




IS Exactitud al medic al dres de los picos
v, - Factores de sensibitidad de coda compuesto
V.- Linwaridod de los detectores

vi.- Columas de buene resolucion,

-

Procedimiento de Colibrecién., Lo cuantificocion de wno substancia en~
cromatogmfic de gos, depende de lo olture v Grea del pico; los tables elehorodas ~~
del tamafio del pice contro lo conzentrocidn de lo nuestro ne wn fon Yineales como
los tablas elobordas e donde el dren del pico e grofics on relezin con la con—

cenfracicn de los muestras.

Medicidn de Areas (44), El calcule del dres de un pico sa puede lle

var @ cabo por los siguisntes metodos:
A. Cortar el pape! del drea comprendide en el pico y pesado. Esto-

técnica, no es muy exacio ¥y no se pusden estimar safisfacteriomente los plcos sobrg

puestos .

B. El uwso de un planimetro, cuyo manejo es dificil y en ocasiones la

Fa [
sensibilidod o3 poca e insuficiente para propdsitos enaliticos.

C. Trengulocién. Este es un méfodo préctico que pusde sor comparg

- . - LY
do con otros metodos eleclrdnicos, cono s lo integracin de disco o lo integracion

- - o -
digitey s¢ Heva o cabo de lo siguiente monemns: cuemde el pico tiene coracteristicas

- I - v y * P,
Gousianos  (companos dr Gous) lu medicion del dres se efuchus por triengulocion

(fig. Mo, 6) del pico dol compuests, rpltipticonde lo bose por lo oltura y dividien

WG .

ndo los picos no wen simélricos se mide los b::sf, a g

do el resultado entre dos. €

. e e & b B s
ﬂ“b’!’ﬂ de un 15% ¥ lo ancho “ p360 gl GO7% T 0 TITUIL, Wpmeees ameswe s s
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churas del pico se multiplica por la altura del pico y se divide entre dos fo qua v
nes da el dres del pico.

Al ser comparadas los precisianes en lo medida del drea per otros prow
cedimientos, ol de moyor precisién os ¢l digital (clectrinico), despuds el integrador
de disco {mecdnico), la tricngulecidn y por dltimo e métode do pemda. Cundo -
ot compuestos no tienen une resclucion complato, es decir que se Imbrincen los ba_
ses de dos compuestos, puede userse Unicomente lo alture.

-

Calibmcion dal Apssto. Colibncitn directs. &5 cguells en lo cumi~

se troza une cuna del &reo dp lo nomme estindar g diferentos concentrociones y se~
compara contra el peso en microgromos del compmente. Eon calibmeltn fens la -
desventnje de ser muy leborfoss y ademds, los condiciones del epowiste no mn repro
ducibles dia o die con exoctitud.

Egtondarizocion toterma.  Bn lo roalizecion de esto proecsdimiento s -
mezclon las substancias desconocidas con una substuncia de pesv comesido {estSndse),
y se traza wno curve, en lo que se comparen of cocients del dres del componente-
entre ol Grea de lo nonma, contra ¢ coclente del peso del compuesto schre ol paso
de o nomms . ‘

Momalizocion Inteme. Este meétodo se um sééé cuzndo se desea cin~
servar lo proporcion de un compuesto dodo en una mezela gue se tomors como 100%,
para ésto se medirdn todas las Grees de fos picos existentes en el cromotograma y b
wuna do ollos e tomar come 100%. E! compuesto a determiner se dividing entre -
dard un porcentaje de éste con reloclin o les demds -

o suma totol de dreas y not

prodyctos .



1. MATERIAL ¥ METODO.

o. Reactivos.

Acido Sulfirico Q. P. {Merck), Eter Etilico (Backer), Bicarbonato de -
Sodio Q. P. (Backer), Corbonoto de Sodiz ankidro Q. P. {Backar), Hidroxide de So
dic Q. P, (Monterrey) Sulfato de Amonic Q. P, {Bockery, Hexametildisiliszno HMDS
(Pier. Chem. Co.) Trimetilcloresilons TMS (Piar. Chem, Coj., Estriol cristules {Sear

le) Colestero! Cristales (Harleco).

b. Solucicnes.

wffer de Corbonatos pH 10.4 o 1000 ml., de bicarbonato de sodio al =

8% (en wn matrez cforade de 1000 mi., colecor 80 gr., de bicabonoto de sdio, s
disvelve en cguo destileda y 30 ofoms o lu marca), e ogregen 150 ml., do hidrdxido
de sodio gl 3% (en un matrax volumétrico do 250 ml., se vierten 200 mi., de agua-
destilada v 20 gr., de hidréxido de sodio, se agita a disslver y se afors ¢ lo mor--
ca), posterionnente se ajusto o pH o 10,4,

Solucitn Estandar de Eshiol 100 myg., do estric! e colecon e un mo--

afarads de HH ml, <o disyelven on slonel y se alora con este o lo mama (s~

Yrezr

b

. , . -
vy salucian e mereads como solucion e y coniizae 10 MICIoGIaMos por milili
f1).
Golycion de Trabaje 10wl de o saluein madre son colocados en un

. P , -
I T2 PRI Ik 2 ) wl L v alomdas con etonol o ln mores, {pors oviter con
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taminacion y concentrocién de esta miucidn de kubaje fué repartids en pequefios fras
cos de tapdn de rosca, de capecided de 3 mi., y guardedes en ol refrigerador,) esta
solucien contiene 100 microgromes por ililiia,

Solucion Esténdar de Colasterol 100 my., de calestarol o colosaren en

un mattaz woluméirice de 109 wl., se disolvié en clonol y aforb o lo marca, esta =

-

colucion madre contiene 1000 microgrames por mililitro.

-

Solucidn de Tiskajo 5 mi., de la salucidn onterior 10 colocan en un »

matroz volumatrico de 100 mb., y s2 aforo la marce con elonol (esta solugitn es var

tids a pequefios frascos de 3 ml., con tapdn de rosza y guardados en ol refrigemsdur],

esta solucidn cantiene %0 microgromes por mililitro,

c. Purificacion de los Solventes.
£l Tetrchidrofumno tué redestileds en un opatato de vidio, descarfunds
en cada ocasion los primercs y Gltimos 10%, su coleccin se hizo sobre wifoto de 2o

ater efilico fue lavedo con sulfato farroso ¢l 15% en egue v se um»

rr

dio anhidm,
ron 100 ml., pase cada 1000 mi., de Ster, posteriormente fué levado con 100 mi,, =

de oguo y redestilodo descariundo los primeros y Oltimes 10%.

d¢. Equipo.

Aparato de destilacion. Consta de matroz de bola, fonde plono, con bo

ca eumeritade 24/40, colurng de Vigreaux con salide y enimda esme ilada de 24/40,
puente con entrada pors termdmeito con dos salidas esmerilados 24/40, refrigerunte ~

de rosmrie con entreda y salide ewmerileds 24/40, columna de vidrio pyrex pora Cronyg

) . R Y e L I0G maw
?cgsu:'rc de s (Vari Ae%rogfﬂpg‘)l & pies de ‘oﬂgdud y GiEmamD mighte of S e

"
: - " ¥ 'i L3
iroces erlenmeyer de 250 ml,, embudos de sepamcion con boca emerilods y dEps
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de capocidad de 60 y 250 ml., tbos de centrifuga de 2 y 10 ml., pipetas serolé-
gicos de 0.1, 1.0, 5.0, y 10.0 ml., pipetas volumétricas de 1 ml., Jeringas Ha—
milton con copocidad de 1 y 10 microlitres.

L vidrierfa fus lavada con detergents, egua, ogiuo destiloda, mezelo~
ctémico, ogua bidestiluda y zecads a2l hemo o 120°C.

Cromatégrato de guses Varian Asrogroph seric 1800, detector de ionizg
cidn por flama, con columna de vidio de & ples de largo per 1/8" de didmetro in-
terno, empacada con Chromosorh W como soports v SE 30 {silicons decgronade) of -
3% como fase fijo {o liquida). Registrador de entrada de w MY, con velocidad ==

del popel de registro varicble, Varien Aerograph serie 200,

‘METODO .

Hidrélisis Acida. A una alicuota de 1/20 de oring de 24 horus se -
le agrega agua destilada hosta un volumen de 100 ml,, adicionando ademas & mi,, -
de deido sulfirico al 50%, s0 agita v se leve o un sutoclove o 1?005.,, pot vna ho
ra.

Extroccién. Despuds de la hidrdlisis se enfrian y se filton o través de
papel Whatmon No. 1, pasindolos a embudos de separocion de 250 ml., se sroden=
6 g.r., do sulfate de amenio y se exstioe o dos ocasiones con 100 mi., de er eti-
lico; los extiactos etérecs w colocun en un embudo de separccion de 250 mly,

Purificacion. Se agiegan 10 mi., de buffer de carbonstos de pH 10.4,

. el winett -
se agita y sz desearia o oIz soeoss; se earegon mi., de hidrixide de sodiv al
e . ; , i 0
£% s egita y sin descartar lo faze acuow se ogregan 10 ml., de bicabonato de

. , {204
dio ol 8%, s ogitn y s& descarla la fuze acuose, se atoden 5 ml., de blearbone
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de sodio al 8%, agitendo nuevamente y eliminando la fase acuosa; posteriommente se
lave en dos ocatones con 5 mb., de ogua.

El axtructo etéreo 5o tremsfiere o un matoz erlenmeyer de 250 mi., la
vando el tapdn y matrux con 5 ml., de éter Hevdndoia o sequedad bajo corriente de
aire en bafe mara a 60°C.

Bl extructo seco e resuspendido en 10 ml,, de uma mezcla benceages
cter de petrdles 111 y 10 mi., de hidduido de sodio 1 N., o agita o resuspendar
y 3¢ pasa ¢ un embudo de ssperocién de 80 ml., doade 3o vuelve o agitar y se olis
mina lo fose orgdnica, al hididxide &~ sodio se la combic el pH entre 9.5 y 10 con
bicarborato de sodio sdlido, colowindoss wn el embude de separccién da 60 mi,, -
donde st extroido en wna ocasién con 20 ml., de éter, ¢l cual se lovo en une ogu-
5ién con 1 ml. de hicarbongte de sodio ol B9 y en dos ocasiones con 4 ml,, do -~
agus. Seo ogrega sulfaty de sodic anhidre y se tronsfiere o un tubo de «;:aﬂfzf?ugu en
fracciones do 5 mi., que son llevados o sequedsd en ballo mara a 80°C ., bajo co=
riiente de aire, por una hora se dejan en desecador cue tiene carbonato de calcio -

anhidro,

Enénduir Interno. Se agrega 1 mi., de lo solucidn de trobajo del cow-

lesterol y se Heva o sequedad bajo coriente de aire.

Foimacian de Darivodos. (Trimstil=sililacién). El extracte seco se v~

wspeade on (.75 ml., de fetrghidrofurone recientemente redestiledo y sx’agrega = =

T 1 { imatt H con fas
0.75 ml,, do hesametild® isang, y 10 gotas de trimetiiclorasilano, se taps

Yo ¢ 2 i > mi Gl
@ de ¢ e oy so Meva o bafio maia d &07C ., per especio de 30 minutes, po

riommente sk seco bajo cormi

eate de aire y se resuspende en 20 microlitres de fefrgids
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drofurano, de aqul con jeringa Hamllton s inyects 1 microlitro al cromotdgrafo de-

gases.

Cromatografia de Gas Liquide, Se llevd a cobo bajo las siguientas con

diclones: la velocidad Je los goses de lo flamae fueron: dire 400 ml.,/min., hidrége

no 40 ml.,/min., ol gas de acarreo fué nitrdgeno o ura velocided de 40 ml.,/min.,
‘ -~ l-' ‘ 'l s “ 4 Y /J 0

y lo presicn {libros por pulgada cuadiada) de 50, a lo temperatuia de 260 C., e -

homo de la columan.

. . o
Temperotura de oz homss.  Puerto de inyeccin 325°C., columng - -

260°C ., detector 325°C .
- ~-11 ’
Las cendiciones del electedmelro fueren 10 con atenvacidn de 1 q -

&4, La velocided del papel de registro fué de 10 pulgadas por horo.

EXPERIMENTAL .

Se determinarcn los fiempos de refencidn y ¢l nimero de platos tedrices

para ambos estandars .

Linearidad de! Detecior. Se inyectoron diferentes concentraciones de —

estriol y s2 groficaron las dreas de los picos contre la centidad en peso.

Linearidad del Electrometro. Una cantidad fijc de csﬁiq! {un microli~—

. " . . . _
fro) fué inyectado en varias ccasiones con afenvaciones de 2, 4, 8, 18, 32 y 54

graficdndose una curve de atenuacion contra rrea dsl pico,

Cutve de Celibrocién Interna, Se llevaren o ccbo las siguientes propor-

: . . ‘. . 1s &5 -
ciones estriol: colesterol 0.25: 1, 0.50 = 1, 121, 200, 4: 1y 8 :1; esto se

L. L
Hevd a cabo de lo sigulents manera: 25 microgromos de estriol se meESioiun tam

100 microgramos de colesteral, se Hevaron o sequedod y se formaron tos wimetil sl
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derivados como s describio previomente, se resuspendié en 100 micrelitros de THE y
ss inyectS 1 microlitro, lo mizmo se hizo pame coda wna de las proporciones., Se =
graficd ef cociente del drea estriol/colesterol contm el cosients de la concentiacidn
de cadu uno de los compuestos.

Seruibilidod. A uno olicusta de 1/20 de erina de hembre 32 le agra-
garen 0, 2, 4, &, 18 y 32 miciogromes de astiiol v 5o Hevd g cobo lo determinge=
cidn da estriel por el metodo uiwal, graficondo los rewltedes de drea de pico contra
peso del estriol en microgromos,

Espocificidad. Doy alicvotas de 1/20 de orina de mujer ombarazads en
el (ltimo trimestre fueron procescdas par el método empleado, wno de ellos fud cro-
maiograficdo en placa fing de silica gel entes de st inyectods ol cromotdgrafo ds -
gas. Se compard el dran del pico con y tin cromatogrofic de placa Fno.

p e .
xactitud, Se Hewd a cobo curnva de recupsrmcidn on alftuctes de /20

11

de orina de 24 horar de inujer embarazads en el Gltime timesire ciodiondo 0, 2, 4,

8, 16 y 32 microgramos da estricl a cada clicuots y se precessron por el métods e

r
plecdo y los resultados fueron graficades y comparades con los valores esperados.
Precigdn. 8 Alicuotys de 1/20 de oring de 24 hores de swije embare—

zeda n el (liimo trimestre fuercn procesadas y los valeres cibtenidos fusron caglizae

dos por matodo estadistico.




i, RESULTADOS,

Deteminacion de 1lempo de Retencion y Namero de Plates Tebricos. -

Paro el sstic! {APTE3), en columna de vidrio de & pies de loagitud con digmeho in-
tema de 1/8" do SE 30 al 3% sohre Chromomorh W en iempsratvrs isotémics o 2606(:‘.,
con fluje de gas de acarrgo 40 mil,, /min.,

Tiempo de retencidn 12.5 minutss

Volimen do retencién 500 ml.

Ancho dal pico 0.6 em.
APTE, = 16 (162___-6?2 = 5400 entra & = 1065

A?TE3 por gie da columna 1066 (grifica No. 1)

Tiempo de retencién y nimero do plates tedricos para el colesterel - -
{APT Col.) en columna y condiciones temejontes qua la entesior.

Tiempo de retencidn 21.9 minutes

Volumen de retencién 87¢ ml.

Ancho del pico 1.0 em.

2“ f’ 2 - 7673 entro 6 = 1278.

APT Col, 16 (

g vy

APTICo!. por ple de columna 1270 {gedfica Mo, 1)

Uinecridad de! & scter., Lo grofica No, & muesh ta linearidad que &

. . . Ty T :ﬁ.— S T
gue o} delector en respussta o diferantss cantidades de esteiod. slla se compara
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la cantidad en peso de estricl contro el drea de los pices ds las grdfices, en ella se
oMaden lo table de volores encontrados.

Linearidad del Electometrs, En lo geafics No. 3 so exponen los Greos

de una miwng cantidad de estriol o diferentes ctenuaciones del electromsiro.

Curws de Calibracidn intema. Se Hewd u cobo grefisends el cociente

cbtenido ol dividir ol Gren del estriol {norma problema} entre ¢ drex del colastero!
{norma intema) contra el cocients de la divisidn del peso del estriol entre el pesom
del colesterol (grafica Ne., 4).

Sensibilidad . El aparsto detectd 0.2 microgramos situands el elegtrom—

=11 -

metry con sensibilided de 10 y con otenuacién por 1, en gue sz Heweren o cobo
las determinacicnes. En orina da 24 horus so Hene un limits inferfor de 80 micro-
gremos, wsando una alicucta de 1720 de o arina de 24 hosmas y o resuspends el ex’
tracto linal en 20 microlitros de los cuales se inyectd un wicrolitro.

Espacificidad. 1aos problemms analizedes sin previo purificesion per pla
ca fina y aquélios en que se levd o cobo, presentoron combios poce sgnificantes.~
Las orinas de varones analizader no mestraron picos con tiempo de retencidn igual o
lo: del estriol o e drn sra ton pequeiss que se Hevaron o cebo s lecture en la ~
curve de calibrocicn, @ lacturs em cern,

1536 é 5 la de
Pracisin . Parn conocer lo precisidn del método se Hevé a cabe e

. . : dos cbite
termingcién de una mueshy de mujer emborazads e B otasiones, los resulta -4

nidor fueron annlizodos por oy siguientes formulas:

2 7]
o VR B VR — e o LOEY
oo AR 2} e el R =
n o~ ¥
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Los resultados y su andllsis estaditico 1o encuentran en lo tebla Na. 1, -
Exactitud. Lo curva de recupemcion de estriol en una orina da,“h‘om- E
hes demosttd linearidad, y ol ser enolizada por lo formula:

% - X Y ~ ¥
rw 20 % ) A

Demostrd una correlacidn dol (.7345, y los dofor to cgponen = o te

bla Ne. 2.




FLADE A

. LX)

n=1
x X - % (x-%7%
68.75 4.32 18.66
57.50 5.9 48,02
58,75 -5.88 32,28
67.50 3.07 9.4
66.25 1.82 3.31
69.75 5.32 28,30
68.75 4.32 18,86
58,25 .18 38.19

_)Z - 64.43

164 .82 entre 7 = 28,11
JBOT = 53 o—:u_g._.- x 100

5.3 - - L8 x YGO = 8,2%
S w .82 o

TABLA No. 1.




. X Y ¢ - %) Y - Y) X - 8y (i;ﬁ) ()i)—f) X (\;‘-{"7)
) 2 1.90 -10.4 -10.42 -.9541 - 8404 £110
2 4 3.75 ~ 8.4 - 8.57 - 7705 - 5267 ADS8
3 8 75 - 4.4 -3.57 -4 - 2194 0885
4 14 1 .00 3.6 3.68 3302 2261 074
5 31 3..20 19.6 22,56 1.7981 1.386 2 4921
st 61 .60 3.673
X = 1240 Ox =10.9 tm 3.673 entra 5 5 7348
Yoz 1232 @y 21627 (2 (XoX (X=Y)
1.9 3y
1]
EEr = LR NP = 0.5 PR 46 et 0.5 w 1.6

el ﬁ~ - W v TEEr .
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CAPTIRO 1V B
BISCUSION Y CONCLUSIONES

Chcwsion. La sficiencia ds la columna de SE 30 of 3% es buans, yc

- 3
o~

que pors los compusitos empleados eitriol y colmsterol, lo olhwa & plale tofriesane

mayor da S00 por pie de colunne.
El tiempo d2 retencidn del colesterol fus da 2.9 minutos, por lo quo

podermes corsiderar que el ténmine medic de un cromalograma serd entra 22 1 26 mis

nules, que pueds comsiderane busne porsia eficiencio «we 1o obligne en la saparu——

cidn,
» . * - ) i -.'
Poro conocer o condicionss dal eparate s investigd lo linewridid dal
: . 2 NgLee
detector con respecto o lo subsloncio problema, como s win en lo grifica Noo~

2, sxiste linearided de area del pico del compussto y ef peso del compumibe fnysem
tedo; al ser analizado por estadistice v z 1.0, que ne indics qus eniso cz#e'e%fac‘;m

-

positiva, es dacir, que los contidadas cracientes del compuesto en paio, 39 COTRS

Ao de uwn cscenso proporcional del droa v gue su probohilided por los masssties éﬂﬁ#""
i § « $ 05 g A- “a. A
todas &3 de p = 0.1, lo que o lo vez nos indico que solo en un co@ion de v%?& =

H ” .
cion puade dane uno proporcion semsjante ol czers.

' i
Lo tinearidad de! elechdmatio tuvo los misms poracieristioas, Wq‘ :

, ) ) - \laciln entia ™= U
r2=1.0yp =z 0.1 en mste camvo lo 1 negetiva nos indics que ig plpcion gl o

- . v nreinaat, er dogl e
wea del peeblaoes o i gemda de stenucsidn e inversomnie POpRICHERTs O

Poprtnavadin 2

: P i z § mreblame
sriste cosrelaciin negotiva, o moyor clenutcitn manss el dst prebs )



s _ |

lidod, igual que la anterior e3 do » = 0.1,

So lewd o cobo lo curva do colitrocion interne, con.cbjeto %%ﬂﬁf
menos loboriows loa cSlador v eviter alguncs errores de plpstse o de Bwyescidn do-
la musstra. Lo grofica nes emeena lo lintoridod quo se obtuwe, shinds onsliveds o
todisticamante, ofeniends ¢ = 0.97, indicands qua o comelacidn & poitive, vo qw )

ol aumentor 1o contidod do estricl mantenieado fijn b contided 2o wiwraxﬁi e

lacién de loz Greas obtenidas guerde relociin dirsclo con iz progercionss a%s%f’:ﬂ&
signdo su p = 0.1, Lo cusl demusstro significocide mbteditica.
Lo semsibilidad Ae lo técnico emplecdose culevln moricamsnis ?"‘“"’V:_”b’“

an cutnto que la contidod aprecichle de estriol en ol cromwlogrems o1 do 0,2 m*ﬁ‘%’*’“

mos, y teniends en cusnte que la alicucta emplnode s ds /20 v que o sutvocta - ?%
nol es suspendido en 20 microlitres, la contided minimo 23 do 30 mlerogmmes &2 fa
alicucta, por lo tonto de 400 microgrames en la oring de $4 homs, siznde sl o™

nica G4l pora lo desificacién de estriol o portir del primer oes €0 CuSOTZe.

Lo espocificided dal mitede fue probads wrilizends erintt en G0 ‘ﬂ T -

supone que la contided de estrio! en lo alfcucto ewpleadt & menor &5 ® m’:“’%ﬁ‘

mo; conociendo la semsibilidod del métods, site no debe ser celeckado, ¥ P &*!ﬂ

. s w plem G0R éi*
2 emplearsn orines do hombirs, obteniendo solo en wuries GooNGnNS: U9 piek

. . éﬁi‘ =
rmumo tiempo do retencién gua el estriel, pero de drea ton pequefis @R qub poi = :
o mﬁm “5’3‘" )

i \.'

debajo do los lmites fijodos de sensibllided. Por lo que respecia “t

or plagn fing,. R

mujer embormiods gue fusren proviemente cromatograficdss :
o

4 rocia pata TogilER muw«

und manor contided on el cromstogroms que aqalies que no réc.fééﬁfcf ’ o

0, pero este puede e debide o lo pdedids quo wihee ol




e o cometogndic ee plocn fine v ne o

an

ra 8l mbwo Yaspo de rereagife.

Lo oreckifn del métnde fue tmuestipade of

oober o Siteemiime

fcuctTs 38 LG oele g oswelar eeberoTods, s Grombiie MNe.

TELSEREIID >
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rogrefi en pos en of diee of mdtade de owoeiTizoelDe semsiende, e oue 88 areer de
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4

datector y dei plecwfowiny ng temikion lmmaetzoci s i woriseie.

s comneis ewersdy @
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Conclutiones. 5¢ considera que ol método empleads en este estudis, Hens
ventajes sobre otros en la Qua retpecta o lo especificidad cbtanido, pero el tiempo qua se
llevo en coda determirscibn es muchs rmoyor quo ol wedo on tooniem emectciotor-
métrices o esprctroflucrométricas; lo semibilided o tombifn mayer que o de les vhe
nicos espactrofotométricas pere rio o lo de i erpechroflvoromificas.  Princisolmants
debido @ que en lus dolerminazicnss espectrofluopemitrices, w levn o cabo en lu tg
talided del extrocte de lo olicuoto y en la eromategrefic de gm 2 wio siemprs wno
parte de ellc que siempre o5 mensr o unc dicimo do io olicuots.

Lo recuperacion obtenida es emuy samejonie o lo ebtenido por ofos o
tores, v si s2 recuerds esto t@inics, es en 3i lo que s ileve a cobo en lo dotermi-
nocidn ya sea espectrofotométricn o fluorombirica.

Lo verichilided del mbtoda tombidn es semeionte a ofres tcnicos em=—
pleados .,

Lo utilizacién do extroctos crudes punds mnsr moyarst venisjos pora »
lo determinacion o2 estrial en embarazo sobre todo cuondo e esperon volores, @ dg

cit entre el 20, y Jar. trimestre de emborovo.




CAMTULO Vv
RESUMEN

El objeto del trabajo fua probar una tenice poura lo determinacidn de
estrinl en orina de mujer emborozeda, introduciends pare lo determinacién la croma=
tografia de gm-liguido.

Se hizo une somero rovision de los principoles conccimisntos tedricos -
y procticos de ic cromotografia de gar~iiquide, y fus seguido por la discusidn de e
estructura, bicsintesis, reguiocidn, secresién, tronsporte en el plosma, cetobolismo, ~
conjugocion y aliminocidn del estriol duwrante ol embaraze.

El exprrimento consistid en eplicor una técnice de extraccion semejon
te ¢ los usedos para lo determinacin de estriol, pora ser deferminodos por ofves mi—
todos, a lo que se le ohadid lo deteminacidn por cromatografio do gas y en lo qua
se estudid; lo sensibilidad, sxactitud, precision y especificidad.

Se obtuvo una precisibn y exoctitud semejonte o luos cblenidas por ==
otres mdtodos, no o7 lo sensibilided que fue supsrado por lo fluoremstria, pero dabe
tomarse en cuents qus no fue usado o méxime sensibilidad del eparate por consido~
rar que ¢l extrecto no ars jotoimente pure. Lz espocificided &3 mayor que en ofros
métodes emploades, sobre tods comnde se llevs o coba o daterminocidn an nusse

que conlienen cantidades muy pequsdos.

o,

33 b P S .
Loy conclusiones o Que 58 1IBESron TUBTON GUS Pore s Sesmsespm—iae
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de goz en la determinacion de estriol de oring de emborazo, deberdn wane extractos

mds crudos con chioto do compersor el tiempo emplecds en cbtener gl cromotograma,
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