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INTRODUCCION

Los grandes avances logrados.en el drea de las cienclas qufmico-biolbgicas
han permitido tanto la sfntesis como la elucidacifn de las actividades biolSgi-
cas de un nfimero cada vez mayor de compuestos de importancia en la vida de los
organismos superiores. Uno de estos casos lo constituye la familia de compues-

tos hormonales conocidos como esteroides.

Actuglmente la funcién blolégica as; como la estructura de un gran nfimero
" de estos esteroides es perfectamente conocida y no solo esto sino que al haber
podido obtener sintéticemente muchos de estos, se les ha podido emplear como -
férmacos para el control del metabilismo humano. El ejemplo més conocido 1o cons
tituyen los anticonceptivos, los cuales cobran cada vez mis importancia.

El conocimiento de la estructura quimica de los esteroides ha permitido di
seflar metodologias analfticas para la determinacidn cuantitative de &stos en -
flufdos bioldgicos, 1o que permite el control de su utilizacibn como fhrmacos en
pacientes evitando provocar trastornos metabﬁlicos graves. Sin embargo es con-
veniente mencionar el que las determinaciones espectroscdpicas de estos compues-
ta6 fueron realizedas conforme se han aislado y sintetizado lo que significa que
fueron realizadas hace muchos afios (1950-~1960) con instrumentacién que actualmente
resulta obsoleta y a 1la luz de teorias que actuslmente no son del todo satisfacto-
rias, Por otro lado la informaciﬁn espectrosc&pica para estos compuestos se en-
cuentra dispersa en diferentes revistas cientfficas desde las my generales hasta

las demasiado especializadas, razén por la cual es dificil de obtener.

Por lo tanto el objetifo de la presente tesis es el de realizar un catfilogo
espectroscdpico de esteroides ( se analizen 21 esteroides representativos de al-
gunos subgrupos de esteroides) que incluye a las L técnicas espectroscépicas mds
relevantes para la elucidacién estructural de compuestos orgfnicos, estas son: «
Ntravioleta, Infrarrojo, Resonancia Magnética Nuclear (proténica) y Espectrome-
trfa de Masas. Se pretende realizar también la interpretacién de los espectros -
obtenidos con instrﬁnental moderno, empleando las teorfas mas actualizadas que -

soportan a estas metodologfas.

La recopilacién de infornmcidn ¥y la reinterpretacibn 3e los sspeciros pars
algunos esteroildes nos deberﬁ conducir a la determinacién de parémetm s que per-
mitan 1a sistematizacién de los estudios espectroscSpicos que se realizen para -
esta gran familia de compuestos quimicos, cuya importancia es evidente. De esta
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sistematizacién se podrd después lograr el disefio de metodologies aralf{ticas ré-
pidas y confiables que permitan su determinacibn tanto,flufdos bioldgicos a ni-

vel de instituciones hospitalarias como para el control de calidad en la indug-

tria farmacefitica y como material de consulte y referencia para los investigado

res en distintas Aress del conocimiento (biologia, medicing y quimical.

La tesis cumple también con un objetivo fundamental que es el de poder ser
empleada como material didéctico para los estudiantes y estudiosos de la espec-

troscopia de compuestos orginicos.
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PARTE TEORICA

Espectroscopfa Ultravioleta (U.V).

Como se puede cbservar en la figure 1., la radiecifn Wtrariclate en el
espectro electromagnético comprende energfas desde 2860 & 75.26 keal/mol (10-
380nm),ésta se divide en U.V. al vac{o gue se encuentra entre los 2860 e 1L3
keal/mol (10-200nm) y la econocide como ultraviolets cercanc o de cusrzc gue -

se encuentra entre los 143 a 75.26 kcal/mol (200-380nm).

La energfa de la radiacibn U.V. sbscrbida por ls molécula produce cambios
en la energfa electrdnica debida a las transiciones de los electrones de velen-
cia er la molécula, transicicnes en las gue los electrones de valencie o de en-
lace son elevados a niveles de mayor energfa, este comportamiento lo exhiben -

tanto sustancias orgénicas como incr

La energia absorbida por la sustancia corresponde a la longituid de onds de
la radiacidn U.V. cuya energia es igual & la requeride pera la transicién slec-
trénica, es decir, la necesaria para paser del estado tasel 2l esisdic excitedo.
La energfa absorbida depende de la diferencia de energia entre el estado besal
y excitado, mientras menor sea esta diferencia msyor ceré le langitud de onds
(debido a que la energfa depende inversamente de la longitud e onda de la re-
diacidn). La absorcién de energia a que dan lugar las sustanclzs pueds determi
narse cuantitativamente por medio de sistemas fotoeléctricos adecuadcs, y debi
do a ello se puede pensar que el espectro de absorcifn de una sustencie que se
origina de una transicibn electrénica simple, debe consistir de une banéa iis-
creta, pero, la superposicién de transiciones vibracionales(scbre las trensicig
nes vibracionales)sobre las transiciones electrdnicas conduce a espectros por -
una combinacidn complejs de serles de bandas traslapadas dendo por resultado une
ancha banda de absorcién continua. Esto es debido a que los equipos comerciales

no logran discriminar en el registrador las bandas discretas que se traslapan.

Los electrones que contribuyen & las caracteristicas de absorcidn de radia-
cidn U.V. de una molécula son las que participan directzmente er la formacidn de
enlaces entre Atomos y los electrones exteriores no compartidos situados princi-

palmente en heteroétomos.

Al formar un enlace covalente los electrones de unifn se 3ezpiecan hecis -~
dos centros atdmicos de modo de reducir al mfnimo las fuerzas coulfmticas de re

pulsidn que existen entre estos dos centrcs, los campos no localizadss entre £he
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Fig. 1 Propiedades y aplicaciones de los espectros e

interacciones de la radiacifn electromagnética.



mos ocupados por electrones de enlace se llaman orbitales moleculares y puede
considerarse como el resultado del traslape de orbitales atémicos, si se co-
mbinan dos orbitales Atomicos se obtiene un orbital molecular antienlace de
alta energfa. En el estado basal de la molécula los electrones ocupan los -
orbitales de enlace. '

A los orbitales moleculares asociados con los enlaces sencillos de las
moléculas ¥ que involucren electrones "sigma" (o) se les designa como orbi-
tales g, al traslape paralelo de orbitales at§micos "p" ¥ que involucran elec
trones "pi" {1) se les designa como orbitalesyq, a los orbitales moleculares
de antienlace se les denomina con los mismoé simbolos solamente que se les po
ne un asterisco, a los electrones no compartidos se les designa el simbolo -
"n", la energfa de estos electrones es intermedia entre las enetgias de orbi

tales enlace y de orbitales antienlace como se puede ver en la figura 2.

o e
« T Antenioce
.n ‘u ‘o l-
1 it 1
g ° w|® I3
b
n Sin endace
b Con enlace

0 e (00 enioce

Fig. 2 Niveles electrbnicos de energfa molecular.

Las transiciones que pueden ocurrir en una molécula al absorber radiacién
U.V. son:

g+ag® n-+gk n+{* g+

La absortividad molar (e ) eé la intensidad de la absorci§n y depende de

la probabilidad de pasar de un estado basal a un estado excitado. Se considera

que una absorcién con embx.> 10h es una absorcién de alta intensidad, la absor-

015" con € m&x.<103 es una de baja intensidad. Ias de baja intensidad se consi-
deran de baja probabilidad y por lo tanto son transiciones "prohibidas”.
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Las transiciones o+c* son las que rsquieren mayor energia_para-lievarse
a cabo y éstas normalmente se logran en U.V. al vecfo.

Las transiciones n+o*requieren menos energfa que las o+c* pero la -
mayorfa de estas transiciones se llevan a cabo debajo de 200nm, las absorti-
vidades molares esociadas varfan generelmente de 100 a 3,000 (1 cm-l mol-l)
¥y los méximos de absorcidn se desplazan a longitudes de onda mis cortas en

presencia de disolventes polares como ague o etanol.

Las trensicionesn*ﬂinm se llevan a cabc en grupos crombforos simples
tales como grupecs carbonilo o nitro, son "orohibidas" y las bandes que se -
obtienen se caracterizan por tener bajas absortividedes molares generalmente
menores & 100, sus mAximos se desplazan a longitudes de onda menores con el
aumento de la polaridad del disolvente.

Las transiciones1hﬂ%curren por la presencia de un grupo funcional cre-
mS5foro, se caracterizan por una alta absortividad molar, éstas sufren también
desplazamientos a mayores o menores longitudes de onda dependiends del grupo
crombforo, y lo més importante es que las energias requeridas para estos pro-
cesos generan bandas de absorcidn en la regidn de 200-700nm iguel que las n*ﬂ*

lo que corresponde a la zona més simple para trabajer, por no necesitar ara

ratos tan complejos como los que se requieren para el U.V. al vacio.

La intensidad de 1a energfa se puede expreser como transmitancia (T) y -

v

que se define por:

T= !
I
o
donde:
I = intensidad de la erergia radiante que incide,
I = intensidad de la energia rzdiante que sale de la muestra

Pero la expresidn més utilizada es la intensidad de absoreifn deda a per-
tir de la ley de lambert-Beer, la cual se mide como absorbaneia segfin:

A= 1og(Io/I)= keb

donde:

k = constante caracterf{stica del soluto



c= concentracibn del soluto
b= longitud de la trayectoria
A= absorbancia

Esta expresién es muy importante por la relacién que muestra la absorban-
cia con respecto a la concentracidn y que permite el poder realizar andlisis

cuantitativos.

Cuando la concentracidn del soluto esta dada en moles por litro y la -
longitud de la celda en em, a la constante caracteristica de le da el término
de absortividad molar.

Es necesario definir algunos términos como:
Cromdforo.- Se le denomina a un grupo insaturado covalente como C=C, C=0 y
NOE’ el cual es responsable de la absorciSn electrénica.
Auxocromo.- Se le denomina a un grupo saturado unido a un croméforo y que al-
tera tanto la longitud de onda como la intensidad del mfximo de absorcidn, -
ejemplos: haldgenos, aminas, hidréxilos, etec.. .

Desplazamiento batocrdmico.- Se le denomina al desplazamiento que sufre la

absoreidn a una longitud de onda { A ) mayor debido al disolvente o a un grupo
sustituyente, también conocido como desplazamiento rojo.
Desplazamiento hipsocrémico.~ Se le denomina al desplazamiento que sufre la -
absorcidn a uma longitud de onda { ) menor debido a1 dicolvente o a un grupo
sustituyente, también conocido como desplazemiento azul,
Efecto hipercrdmico.- Se le denomina al aumento de la intensidad de absorcidn.
Efecto hipocrdmico.- Se le denomina a la disminucién de la intensidad de absor-
cidn,

la conjugacién de dobles enlaces reduce la energia requerida uara la tran-
sicidn, por lo que la absorcidn se desplaza hacia las longitudes de onda meyo-
res, es decir la resonancia eﬁtabiliza mis el estado exeitado que sl normal, por
lo que reduce la diferencia entre el orbitalr y el ﬁ', se dice cntonces que el
nivel de energia del orbital ﬁ* presenta menos carfeter de antienlace y los mé-

ximos de absorcién se desplazan a longitudes de onda mayores.

De le teorfa anterior se puede ver clarerente lasz apliceciones analfticas
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que ge le pueden dar a lss medicicnes de absoreién de raiiamcisn ultraviolata,

- Anélisis cuelitativo.
La téenica de espectrometria U.,V. se utiliza para esteblecer relecidn de

grupos funcioneles, principalmente conjuzacidn: la con
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dobles enlaces (o triples) carbono-carbono; entre dcblez enlaces carbanc-cerbe
no y carhono-oxfgeno; entre dobles enlaces y anillos arcréticos, inclusc la -
presencia de un enillo aromftico; adem3s, puede revalar el nfmero y la uticazidn

de sustituyentes unidos a los cartonos Gel sisters conjlugsios,
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rd . i -
emciricss {20z el
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I la literaturz (1,2) se encuentren reporzadcs métode

tir
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de Woodward, Scoot, etc) para predecir los efectos batocrSmicos de difervente:
auxderomos sobre le longzitud de onde d= mAxima ebsorcién de grupos cromdforss,
as{ como tzblas de diferentes grupcs'chmoforos con diferentes swrScromcs re-
portendo las longitudes de onda méxima absorcién que presentan, Junto con sus
valores de absortividad moler en diferentes disolventes,
- Anflizis cuantitativa.

Esta técnica es de gran uso-cuantitativo, debido a que une gran cantiiad
de compuestos orgénicos absorben radiacidn U.V., y algunos comphestos gue no
absorben radiacifn en la zona del U.V.'puedén ser anelizados en ésta, por for-

macidn de derivados gquimicos que-si absorban.

Para el andlisis cuentitativo' de estos compuestos se utiliza la ley de -
Lambert y Beer, debido a que éste relaciona la absorbencis con la eoncentracidn

del compuesto estudiado.

Siendo esta técnica muy utilizada en cuanto & métodos cudntitativos de con
trol de celidad. Las cuelidedes jue presenta este técrice y ques le terpiten ser

una fuerte herramienta cuantitative son:

Son comunes absortividades molares en le escala de 10,000 a hO,OOO;‘asI,Vanﬁlisi?
de concentraciones en la escala de 10 =& 10-5M son ordinarios;.po: modificerniin
del procedimiento la escala puede extenderse a menudo & 10_7M, lo que eviiercic
una alta sensibilidad. ‘

En la técnica normal espectrofotoméirice el error relativo en las mediciones

de concentracidn se encuentra entre los 1imites de 1 a 3%; empleandc téenicas es-

peciales conocidas como métodos de rrecisibn o diferenciales {alta absorbancia, -
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baja absorbancia y de precisidn finsl), los ervores pueder e renudo re~

ducirse hasta cerca del 0.1%, lo que permite une buena precisidn.

Une adecuada eleccibn de condicicnes, stede permitir encontrar une
regién de longitud de onda en la que el Gnico corporente ehsortarte e
wna muestra sea la sustancia que se determina. Ademfis, cuanda hay itras-
lape de bandas de absorecidn, a menudo son positles las correcelones dasg
das en mis mediciones a otras longi<udes de onda, evitfndose la recesidad
de separar, esto indica que se tiene una selectivided que puede ser de -
moderada a alta. Esta filtima cualidad nos rermite el poder realizar ané-
1isis de mezclas realizéndose &ste por medio de 1a ley de aditiviisdes,
que permite a través de sistema de ectaciones conocer las concentracicres
de compuestos en la mezcla. Para una mayor informecidn sobre los métcdos

ubilizados en esta técnica es conveniente revisar la literatura (3).

De todo lo anterior se puede concluir la gran importancia analitica
que presenta la espectroscopfs U.V. tanto en el anfilisis cualitetivo ccmo
cuantitativo.

Espectroscopfa Infrarroja (I.R).

-

La radiacifn infrarroja en el espectro electromagnético comprende -
energias de 40.86 a 0.57 keal/mol (9 de 14290 & 200 ez} siengo la de -
mayor aplicadién la zona que se encuentra entre ererzias

keal/mol (Vde 4,000 a 600 cm-l).

12
[1%)

e L.k e L7

Esta técnilca se utiliza fundementalrmente para la identificacidn de
grupos funcionales. La radiacién infrarroje contiene la erergie suficien-

te para producir movimientos vibracionales y rciacionsles en las moléculas.

Para que una moléeula absorba radiaeién infrarroje, la moléeula debe
experimentar un cambio neto en el momento dipolar debido 2l wmovimlente vi-
bracional y rotacional. En una vibracién se tiene una variacién ea la dis-
tancia interatdmica, las vibraciones que se observan en el infrerrsic son
golo las que dan por resultado un cambio ritmico del momentc dipslar de la
molécula. El campo eléctrico alternante, preducido por la distribucidn de
carga cambiante que acompafia a una vibracién, acopla la vibracibn molecular

con el campo eléctrico oscilante de la radiacidn electromegnfiics, por lo
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que si la frecuencia de la radiaci§n I.R. iguala a la frecuencia de una vibra-
cién natural de la molécula, produce un cambio en la amplitud de la vibracién
molecular. Analogamente la rotacién produce una fluctumcidr dipolar periddica
y por lo tanto interaceidn con la radiacién. Las especles homonucleares como
02, N2 o] 012 no absorben en el I.R. ya que no hay cambio en el momento dipolar
durante la vibracién o rotacién de éstas.

1

En 1la zona de 4,000 & 600 cm ~ se obtienen transiciones vibratorias y rotatories

¥y que son las registradas en un espectro de I.R. confin.

Ya se ha mencionado que en el I.R. ocurren fenfmenos de vibracién moleculer,
pero, icudles son estos tipos de %ibraciones? para empezar es necesario menclo-
nar que las posiciones relatiﬁas de los Atomos en una molécula se encuentran -
oscilando debido a una gran cantidad de distintos tipos de vibraciones. Estas
vibraciones pueden clasificarse en dos tipos bdsicos las de extensién y de defor-

macién y que pueden verse en la figura 3.

Fig. 3 Tipos de vibracicnes moleculares.

G O— @

Extensiﬁn

Flexidn dentro del " Flexién dentro del
pleno (tijeras) , . : - plano (oscilacidn)

k:{\ . K o - \\\
/ \\ : . g » : R
Flexitn fuera del Flexisn fuera del
vlano (aleteo) o -’ planc (torsién).
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Como se observa una vibracidn por extensisn es un alargamiento pefiédico
a lo largo del eje de enlace de modo que le distancia interatdmica varia. ﬁas
vibraciones por deformaciln se caracterizan por un cambio en el 4ngulo entre
dos enlaces con respecto a un eje de coordenadas obtenfendose vibresiones del

tipo de tijera, oscilacibn o balanceo, aleteo y torsién.

En una molécwla que tengs més de 2 &tomos, todcs los tivos de vibracidn
son posibles ademiis de todos aquellos que se formen Tor interaceidn o acompla-

miento de vibraciones.

El nfimero de vibraciones en una molécula poliatdmica se puede calcular de
la siguiente manera; se sabe que se necesitan 3 coordenadas para lcecalizar un
punto en el espacio, por lo tanto para fijar N runtcs en el espacio se requie-
ren 3N coordenadas y si consideramos a una molécula con N &tomos v que cada -
coordenada corresponde a un grado de libertad de movimiento de uno de los &to-

mos, se dice entonces que le molécula tiene 3N grados de libertad.

Parae especificar el movimiento de traslacién de una molécula se requieren
3 grados de libertad y otros 3 grados de litertad para descritir su rotacién,
1o que indica que.los {3N-6> grados de libertad restantes dan los movimientos
interatdmicos y por tanto las posibles Qibruciones dentro de la molécula. Un
caso especial es una molécula lineal ya que bantan 2 gradcs de libertad para
describir el ﬁovimiento rotatorio por lo que para una moléculsz lineal tenemos
(3N-5Y vibraciones. Cade una de las {3N~67 o(3N-5 vibraciones se les llama
modos normales de vibracién. En la préctica, el nfimero de modos normales no -
corresponde exactamente al niimero de bandas de absorcién observadas, ya que en
algunos casos el nfimero de picos es menor ya sea debido a que la simetria de -
las moleculas es tal que no se producen cambios en el momento dipolo por la vi-
bracidn, o las energias de dos o més Qibraciones son idénfic&s o casi idénticas.

Ocurre también que, el nfimerc de bandas aumenta debidn a los multipletes de una

frecuencia dada, conocidos como sobretoncs. (Care mayor informacin, consultar

literatursa especializada (2,4)).
- Andlisis cualitativo.

Fst8 técnica, por las cunlidades ya presentadas, es lunto con otras téeni-
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cas espectroscdpicas (u. V., Resonancies Megnética Huclear ¥ Esrzetrometria de
Mases) una herramienta Gltil pare elucidar le posikle estructiura del compuesto
analizado. Para ésta t&cniea se ha scumilado une gran zentided de in®ormacidn
empfrica relativa a las frecuencias en las que puede esperarse que los diferen-
tes grupos funcioneles absorban, siendo esta su maycr cuslidad ye Jue e ‘revés
de esta informacidn se puede saber si se tiene un gruro saturadc o insaturasc,
grupo carbonilo, etecs; existiendo une gran informacidn en la litereture (2,~,5).
Del espectro, la regidn conocida como de "huellas digitales" (1500 a TOOcmnl)
proporciona una mayer informacidn especifica sobre los grurcs furaizralss (sus-
titucién en aromético, tipo de carbeorilo, ete..)}, terbifn terpite reslizer un
andlisis cualitativo por medio de comparacién entre la muestre problems 7 una
muestra pura del mismo compuesto, lo que hace posible su identificecidn dands
aderfis una ides sobre la pureza de la musstra problema, parz ells se han shte-
nido los espectros infrarrojos de una gran cantidad de compuestos orgéricos
puros, 10 que ha generado varios catélogos (6,7) donde se incluyen ¥ ¥a qus un
espectro de infrarrojo de un compuesto puro es finico para €ste ¥ no hay o
compuesto que de un espectrogremas igual, la identificacién irequivocs es posi-
ble. : o : Lo
- fndlisis cuantitativo. _ ‘

Por ser ésta una técnica que aprovechh el *enéheﬁo'de la absorcién cong
en la técnica de U.V. se podré reelizar un analisis cuantitativo ‘aprovechar.

la ley de Lambert- Beer, el problema en este caso es encortrar la bands sdecuz-

3]

de en todo el espectro obtenido, que permita realizar este snflisis, En el ¢
so de mezclas todavia es mis importante el lograr defirir une banda que Derte-
nezea solamente & uno de los compuestos de la muestra para e3f podsr cuentifi-

carla.

Espectroscopfa de Resonancia Magnética Nuclear (R.M.5.)

La regidn de raliacifn electromagn®tica a le que pertenece 1= R.MK, se

- ~F
encuentra entre 9.5k ¥ 10 9 0.5k X 10~ keal/mol {V entre 0.1 a 100 MHz) y

ge conoce como la zona de radiofrecuéncie. Se conslders
nucleos con espin,siendo &ste el nombre jue se le de 2l movimients rotacional

de los nficleos, en un eje imeginerio. E1 giro de estas partfoules cargedas
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(1a circulacidn de carga) genera un momento magnético & lo largu del eje de

giro, de modo que estos nficleos act@an como imanes de barra mirdsculos. Tam-
bién hay que recordar que los nficleos orienzados a une cierta direceifn ten-
derfan & orientarse paralelamente al campe megnético, pero esto no se efectda

debido a que los nficleos presentan una trayectoria circular o precesifn. In

este casc, la fuerza aplicada por el campo &l eje de rotacién hece que el mo
vimiento no se produzca en el plano de la fuerze, sino perpendicularmente al
plano; el eJe de 1la partfcula retatoria se mueve en wna treyectoria cireular

alrededor del campo magnético {como un trompe en movimiénto ). Ver figura &,

Compo
opacado,
Ho
Orbite +
precesionol -
et ‘*\ _
( ! ‘Fig. 4 Precesifn de una
v, Dis2io . :
-~..-' mognened. g partfculs rotato-

ria en un campo

magnéiico.

Porticula
gratona

I
}

Anora bien, sf se coloca un nficlec en un campo magnético extermc, de ecusr

do con la mecdnica cuéntica, las energfas de los nficleos de ciertos elementos
se dividen en dos o mis niveles cuéinticos, como consecuencia de las propi=da-
des magnéiicas de estas partfculas y su momento magnético puede alinearse en -

una de dos formas: con o contra el campo externo. Ver figurs 5.
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Fig. 5 Orientaciones de momentos megnéticos y niveles de energfa

de partfculas situadas en un campo magnético Ho.

La alineacidn con el campo es la méds estable, deblendo absorberse ener~
gia para invertir el minfisculo imén nficlear y as{ colocarlo alineado contra

el campo, que es la situacifn menos estable.

La energia necesaria para invertir el campe asociado al protén, como es
de suponer, depende de la intensidad del campo externo: cuanto mis intenso es
el campo, tanto mayor es la tendencia a permanecer alineado con #1, y tanto
mAs elevada la frecuencie de la radiacidn necesaria para conseguir la inversién,

siendo la frecuencia electromagnética igual a:

\):.I_gg..
21
siendo:
Ho= intensidad del campo magnético exterior aplicad. s y la relacién giro-

magnética y que es:
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donde:
h= constante de Plank
I

(La componente espin mixima de una partfcula determineda es su I).

L}

nfimero cuéntico de espin

51 se analizan las propiedades de los nficleos se observa que:
El momento angular se debe &l movimiento translacional que presentan los nfi-
cleos respecto a un punto dado; causado por el movimiento rotacional que pre-

senta todo cuervo.

Al movimiento rotacional de los nilcleos, en un eje imaginario, se le co-
noce como espin nuclear. Los valores que toma este espfn, estfn dados por las

reglas.

1) NGcleos que tengan nfimero de masa non, independientemente de su nfimero de

carga, tendrin espin nuclear cuyo valor es un nfimeroc non dividido entre dos.

2) Nficleos con masa par y carge par, no presentan el fenfmeno de resonancia,

ya que a este tipo de nficleos no .se les asigna ningln movimiento rotacional.

3) Nficleos con masa par y carga non, tendrén valores de espfn, en nfimeros ente~
ros.,

De las propiedades eléctricas tenemos:

1) Carge eléctrica del nficlec.~ Es conocido que a todo nficleo esta asociada
una carga positiva.
2) Momento magnético.- Se conoce que todo movimiento de una carga origina un

momento magnético (p).

De lo anterior se observa que para que se tenga una sefial de R.M.N. se
necesits que el nficleo presente espin nuclear y por lo tanto un momento magné-
tico. '

Del nfmero de spfn (I) se determinan el nfimero de orientaciones adquiri-
das por el nficleo al ponerse en un cempo magnético uniforme externo, este nf-

mero de orientaciones esta dado por:

2I +1

La fuerza aplicada a un nficlec giratorio de un campo magnético es el pro-

ducto de la intensided del campo (HO) y el momento magnético de la partfcula (p)
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y el magnetn nuclear (8 ) ¥y ya que el momento angular esta d&dO'pc*"

7{h/29 )

¥ como la velocidad angular de precesién es directamente propercicnal a la
fuerza aplicada e inversamente proporcional al momentc anguler del cuerce
giratorio al que se aplica la fuerza, se tiene por lo tantc que la veloci~
dad precesional es:

Wo < 2Tpf Ho =y Ho

Th o
y sf
yHo =2 %y
y se obtendrd
Wo =2 fy

Lo anterior indica que cuamndo un nficleo, con una velocidad precesioral We es

sometido a un campo magnético y se introduce la frecuencia edecuada de radio-
frecuencia, 1a energia puede nbsorberse dando por resultado la excitacidn del
nficieo en precesién, es decir este cambia rapidamente de estado de orientaciﬁh

rapidamente. Ver figura 6.

o
~x
Absoredn
———
Emision "

Radcion A Portievia o
poloriznda Facticwo 0 precensn

circuonie on precasidn

mu<+ i mw _1’

Fig., 6 Modelo de absorcidn de radiacién por une particula en precesién.

Como consecuencia la R.M.N. representa una técnica muy podercsa para el
eatudio de Atomos que poseen propiedsdes magnéticas, y el hecho de gue el pro-
t6n aparezca en la mayorfa de los compuestos orgénicos y muches inorgénicos,
ha dado por resultado que esta técnica tenga una gran aplicacifn cualitstiva

para reallzar estudios estructurales, dando lugar s la R.M,N. protdnica,
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- Anélisis cuelitativo.

El uso de la R.M.N. protfnica como método cualitativo se hace patente en
el gran nfimero de publicaciones sobre &ste (2,8,9,10j con teblas que progorcio-
nan un mecanismo adecuado para realizar céleulos de los desplazamientos quimi-~
cos que sugren las seflales en el espectro y conocimiento sobre la multiplicidad

de sefiales.

El desplazamientc quimico depende de los fendmenos de proteccidn que estén
asociados con la densidad electrénica que rodea al nficleo tomado en considera-
cibn o con la corriente electrfnica en la cual se encuentra el nficleo, y esto
indica que se pueden tener protecciones debidas a los electrones que se encuen-

tran cercanos al nlicleo y a larga distancia.

La multiplicidad de sefiales observada en la resonancia de alta resolucifn

(determinadas a partir de observaciones exverimentales) 1llevaron a oconcluir que:

A la relacidn de las interacciocnes magnéticas, entre nficleos de diferentes tipos
{conocidas como interaccidn espin-espfn) y la separacidn entre picos de una sefial
multiple dada, se le conoce como constante de acoplamiento (J), el cual toma di-

ferentes valores segfin cada caso particular.

En el caso de la R.M.N. protdnica como en =1 caso del I.R. se cuenta con -
catélogos de espectros de R.M.N., (11,12) proténica que ayudan en la identifica-
cidn cualitativa de un gran nfimero de compuestos orglnicos. Estos catflogos tie-

nen una extensa coleccidn que proporciona una gran informacién.
- Anflisis cuantitativo.

Con respecto al andlisis cuantitativo la proporcionalidad directa entre las
dreas de los picos y el nfimero de nficleos que producen el pico, nos vermite que
en 1la determinacién cuantitativa de un compuesio espec{fico no se requiera de -
muestras puras. Es decir, si un pico identificable de uno de los constituyentes
de une muestra no se traslapa con los picos de los otros contituyentes, el drea
de este pico puede emplearse para establecer directacerto la concentracibn de
la especie, conociendo con anterioridad el &rea de la sefial vor protdn por medio

de una concentracidn conocida de un esténdar interno.

De 1o anterior se observa que se puede emplear esta técnica para determinar

cuantitativamente mezeclas de componentes multiples, también vaera resolver mezclas



=18~

de isometrfa cis-trans, isoméricas y racémicas debido & que las proriedades Je

desplazamiento ‘quimico e intereccion espin-espin son diferentes.

Espectrometrfa de Masa (E.M.){Fuente de impacto electrdnico)}.

En le espectrometrfa de masas el compuesto a analizar, en estado gaseoso,
es bombardeado por electrones y convertido en iones positivos, gue luego se se-
paran y caracterizan. La recolucifn se basa frecuentemente en las diferentes—
trayectorias de los iones en un cempo magnético o en un campo elécirice, o en

ambos.

En una fuente de impacto electrdnico los electrones se obtienen al calentar
un filamento al alto vacid y se energizan aplicando un voltaje sotre el filemern-
to, para dirigirlces se.coloca todo el sistema en presencia de un campo magnétics
permanente o algiin otro sistema de enfoque. La energfa que puedan edquirir los
electrones devenderd del voltale que se aplique, el que pueds varier entre 5 a
100 eV (115.,5 a 2310 kcal/mol), aunque generalmente se emplean 70 eV (1617 kcal/
mol), ya que es a este voltaje donde se obtiene el mAxime de rendimiento de iones
provocando une alteracibn de orbiteles moleculares a nivel de cape externa y medis

de valencis y por lo tanto la ionizacién de la molécula.

La generacifn de un espectro de masa requiere una energfa minima del haz -
de electrones (7 & 15 eV para la mayor parte de }os compuestos crgénices). Esta
representa la energfa necesaria para iniciar 1a ionizacibn, y en el casc de le
fuente’ de impacto electrénico se utilizan 70 eV lo que produce que se realizen

reacciones de ionizacidn del tipo:

M+e ———g—p M+ +2e”

b— v~

De los cuales el 90% de iones formados son positivos y el 10% resiartes nega-
tivos, siendo en este caso M la molécula y M+ el ion molecular. Pero 1os 70 eV -
utilizados es una excesiva energia no solo logra la icnizecifn de las moléculas,
sino que también produce la ruptura de enlaces, con formacifn de Iragmentos de

menores masas que la molécula progenitora, siendo tipicos de estds procescs los
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observados en la figura _7: R

ARCI 4 = AU(‘D' e

‘ Fbm\aciénl : de. idn'cs ‘moleculares
AllCD‘ﬂBCD w-A"'.-;B e e

Fragmentacién

_ SRR Redistribucion
ABCD* — ADBC* - P, seguida de
‘ ' {ragmentacion
D + BC*

ABCD® -rAB(,D—-(ABCD), — BCD +ABCDA* Choque segui
do de fragmen-
tacién

Fig. 7 Procesos que sufre una molécula en una fuente de
impacto electrdnico.

F1 hecho de que el 90% de los iones formados sean positivos, provoca que el

sistema intrumental opere con iones positivos.

Para poder entender esto un poco mejor se debe recordar que Thomson demostrd
que un haz de iones era desviado de su trayectoria por le pressncia

eléctricos y/o magnéticos y que ademds el grado de desviacién era proporcional
a la relacién masa/carga (m/z) para cada ion.

los iones al viajar a través de un campo magnético experimentan una fuerza
centr{peta magnética (Fm) dada por:
H,zv

c

donde:

Ho = fuerza del campo magnético,

z = carga del ion.
v = velocidad del ion.
¢ = velocidad de la luz en el vecié.



~20-

Ahora bien, los iones sl salir de.la fuente son acelerados al pasar por
las rejilles de aceleracifn que se encuentran con une 5iferencia de pctencial
de varios miles de volts., En estas condiciones los iones adquieren una ener-
gia cinética que va a depender del voltaje de aceleracién y de la carga de -

los iones, lo que se representa como:

Eein = zV = 1/2 e

Por otre lado una part{cula gue se mueve en une trayectoria circular ex~

verimenta una fuerza centrffuge, estn fuerza la podemos representar como:

nv

Feen =
r

donde:

r= radio de curvatura,

Un i6n debe cumplir la condieién de que Fm=Feen pafa atravesar la trayec-

toria circular, as{:

‘2 B v
mv . 0
r e

y sustituyendo el valor de v en la ecuacidn de energifa cindtica y rearreglando

s

(5]
2Ve

los términos se obtiene:
n/z =

siendo esta (ltima ecuscidn la ecuacidn fundamental de 1ls espectrometria de

masa.

Es importante en la interpretacidn de los espectros el poder asigner co-
rrectamente cada uno de los tipos de iones que aparecen en =1 espectro.
Fl asignar correctamente el ion molecular es el prirer paso y el rds importan-
te, el resto de los picos corresponderf a fragmentos, Los picos metaestables
pueden indicar en muchos de los casos la secuencis de las fragmentacicnes y por
lo tanto, son {itiles para unir todos los pedazos y reconstruir la estructura., -
Ahora se verdn cada uno de los tipos de iones que se Jorman en un espectro de -

masas
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- Ton molecular.~ El término ion "molecular" simplemente descrite el ion for-
mado cuardo une molécula neutra plerde un electrfn y permite detarminar del -

peso molecular.

- Iones isotépicos - El anflisis adecuado de &stos permite determinar la fér-

omula minime del compuesto.

~ Tones fragmentarios.- La mayoris de los picos de un espectro éorresponden a
jones fragmentarios y son generados por rupturas de enlaces del ion molecular

o de fragmentos de masa mayor,

~ Iones metaestables.- Su utilidad en la interpretacisn ds un estectro es valio-
sf{sima ya que es muy (til el poder saber si dos iones provienen de la misme par-

te de la moléculr o Pueron formados por procesos distintos.

- Iones negativos.- Este tipo de iones por el momento resulten pszc importantes,
debido a la proporcidn en que se encuentran. Sin embargo, es necesario tenrer -

presente que se puede obtener la misma informacifn con los dos tipos de iones.

- Iones multiple-cargados.- Estos ‘iones aparecen a una fraccién de su masa ac-
tual.

La resolucidn que se necesita en un esrectrémetro de masa dezende conside-
rablemente de su aplicacidn. Partfeulas de bajo peso molecular que difieren
en una unidad de masa o miAs pueden distinguirse con un instruments gue posea -
una resclucidn meror de 50. FEs necesario un instrumento cen una resolucidn
de quizés cihco ¢ diez veces esta cifra para rantener la seperacifn unitariz de

los picos cuando las masas sean mayores.

Afin para compuestos relativawente simples el espectro de masas generalrente
contiene una gran cantidad de picos de diferentes intensidedes, dobidc a la gren
cantidad de iones que se forman de molfculas, vor ejemplo de uns moldecula de b
ftcmos se formen tedricamente 10 iones y de ura de 20 Atomos se forman 212 iones.
La naturaleza detallada del espectro depende de las propledades de la moléeula
{energfa de los enlaces, estabilidad de los fragmentos, etc.). Ta interpretacién
corpleta de un espectro raras veces es posible. El estudic de compuestos de es-
tructura conocida esta comenzando a revelar los Factores que determinan en que
fragmentos tiende a descomponerse una esiructura determinada., Pulierdo descubrir

cosas que son familiares como la formacifn preferencial e iecrnes carbonio gque re-
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conocemos como relativamente estables; la eliminacifn de moléeculas pequefas,
como ague, amonfaco y monbxido de carbono. Bajo las condiciones energéticas

de trabajo, pueden producirse transposiciones extensas que complican la iptere
pretacibn de los resultados, pero también aquf ciertos esquemss estfn siendo
reconocidos. La direccibn de las tranposiciones es hacfa los iones mfs esta-
bles, tal como se puede anticipar. A medida que se acumulan estos conocimien-
tos, se invierte el proceso y se deduce la estructura de un compuesto descono-
cido, segfin el tipo de fragmentacifn que sufre. En la literatura se encuentran
libros especirlizados sobre los diferentes tipos de fragmentacién (2, 16, 17),
para poder entender mejor este tipo de mecanismos.

- Anflisis cualitativo.

El espectro de masas de un compuesto puro ofrece como ya se menciond una
valiosa informacidn para fines de identificacién cualitativa, ya aea por dar -
el peso molecular, férmula molecular y el conocer el mecanismo de fragmentacidn
lleva en algunas ocasiones a conocer la estructura del compuesto & estudiar uti-
lizando Junto con le E.M., las técnicas de u.v., I.R., y R.M.N,.

~ Andlisis cuantitativo.
El espectrémetro de masa permite realizar anflisis cuantitativo de mezclas
que contienen componentes estrechamente relacionados, para realizar esto se re-~

quieren como en la técnica de R.M.N.:

1) Que cada componente de la mezcla exhiba por lo menos un pico que difiera mar-
cadamente de los demfis,

2) La contribucién de cada componente de la mezcla en el pico debe ser linealmen-
te aditiva.

3) Disponer de esténdares apropiados para calidbracién.

Sobre el tercer punto, en condiciones apropiadas, las alturas de los picos
de masa son directamente proporcionales a las presiones parcidles de los componen=
tes. En muchas ocasiones en mezclas complejas raramente es posible hallar un -
pico finico para cada componente; por 10 que, se deben resolver una serie de ecua-
ciones simulténeas para resol§er 1os datos de las mezclas. Esta técnica espec-
troscépica acoplada a la técnica cromatogréfica permite realizar una gren varie-

dad de trabajo analftico en mezclas,
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Esteroides

Pars el ser humano, son los 1{pidos no energéticos mfs irportantes,
Existe una gran variedad de esteroides, y cada uno ccs una distinte funcién
o actividad bloldgica, siendo aislados comunmente de fuentes neturales. -
Presentan un papel importante en el sistema endocrino (hormonal) en el ger
humano.

Otservendo sus prcpiedades los esteroldes son clasificados comunmente

como
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Colanos ....eeveees.s Acidos biliares ....eveeeeeenn... Ac. Colfinico

‘Colestanos +vvvesesee. Bsteroles

: &
Los estrbgenos presentan un anillo aromatico en el anillc A y ausencia

de un sustituyente angular en el carbono 10. Representan un papel importante
en el ciclo menstrual femenino, por 1o que se les conoce comunzente como hor-
monas Jdel sexo feménino,

Los andrdgenos contienen un grupo metilo en el carbono 10 y ausencia de
anillos aromAticos, tienen un gran nimero de centros asimétriccz. Estos este-
roides juegan un papel importante en la fisiologfa del aparato reproductor mas-
culino, por lo que se les conoce comunmente como hormonas del sexo masculino.

Las progestinas poseen en su estructura genersl 20 o 21 &tomos de earbono,
esto por la ausencia (en algunoa) del metilo 19. Estos esteroides realizan una
actividad blolégica parecide a la realizada por la progesterona en la fisiologfa
del aparato reproductor femenino.

Los glucocorticoides y los mineralocorticoides poseen una estructura pare-
cida & lag progestinas solamente que sus actiﬂdades bioldgicas son diferentes
a las de &stas, ya que los glucocorticoides ejercen my diversas acciones en el
metabolismo intermedio, por ejemplo, Estos inhiben la sfnte.is de Bcidos grasos
de cadena larga y son necesarios para la movilizacién de &cidos grasos de alma-
cenes adiposos por medio de hormonas lipol{ticas, mientras que los mineralocor-
ticoides son esenciales pera conservar el equilibric electrolfitico y el volumen
extracelular.

Los fcidos biliares poseen una estructura de colanos, esto es, un esqueleto
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zenersl entre 24 y 25 &tomos de éarbono, perc rresentando grupes metilo en

los carbonosl8 y 19, muy parecidos a los colestanos, sdlo gque ccn cadena nis
corta como sustituyente en el carbonc 17, es decir que tiene gran parecido con
el de los esteroles (o colestaros), pero ye que los &cidos tiliares presentan
el hidrégeno del carbono 5 en posicidn cis {B) y los esteroles er trans (a )

se tiene diferente actividad bioldgica entre elles. Es™:S Zeidos biliares se
conocen come sales biliares y cumplen una funcién primordial ern la digestidn de

las grasas {emulsionfindolas a modo de detergente).

Los esteroles poseen wna estructura generzl de 27 Atomos de carbono, provie~
nen generalmente del colesterol {por eso presentan estructuras vereciias a éste)
y su-hidrégeno del carbono 5 se encuentra en posicién trans (& ). Zstos son -
fundamentales durante el crecimiento y desarrollo del orzerismo, siendo tembiédn
los precursores (sobre todo el colesterol) de hormonas y parte esencial de muchos

componentes celulares.

Los esteroides hormonales presentan una alta especializacién en la funcién
que realizan en el organismo y no prcducen generalmernte efsciss sistexéticos on

el metabilismo de éste.

Los esteroides hormonales sexuales presentan una gran importancia durante
el ciclo menstrual femenino y masculino, por lo zue, del estuiio de &1 ke permi-
tido la preparacidn de anticonceptivos utilizando mezelas de esteroides, ya seen
hormonales orales combinados © inyectapies los cuales nodifican el ciclo'sexual

y previenen el embarazo.

Las mezclas de esteroides comunmente utilizados a nivel de fArmacos en el

mercado son las que se encuentran arotados en el cuadro I.

De este cuadro observamos que las combinacicaes de estos esteroides con-
sisten en mezclar estrdgenos ya sea con andrdgencs y/o crogestinas, o -andprd-
genos solos, encontréndose en mayor proporcidn siempre los andrizenos y pro-
gestinas que los estrdgenos. De aqui la importancia le conocer le espectros-

copfa de estos esteroides para poder realizer un duen control de celldad, en
primer lugar cualizativo y después por medio 4e una metcdologia adecuada ha-
cer la determinecién cuantitativa empleando algune de las 4 tZcnicas espectro-
scbpicas

Parn naocer un estudio adecuado de los esteroides es neceszrio concler un
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poco sobre su nomenclatura. Los esteroides son derivados del hidrScarburo te-
tracfelico saturado perhidrdciciopentanof‘enantreno, en la figura 8 se puede -
ver la forma de enumerar los at8mos de carbono Y los anillos de la estructura
esteroidal bésica:

Fig. 8 Enumeracién de C
en un esteroide.
C asimbtricos. —)

Los esteroides difieren en el nfimero de poslcibn de sus dobles ligaduras
y en el tipe, localizacién y nfmero de grupos funcionales sustituyentes que -
pueden tener, debido a esto para nombrhrlos ¥ conocer el grupo sustituyente
se utiliza la siguiente regla:

Grupo sustituyente Prefi,j.o Subfijo
doble ligadura (-C=C-) A - eno
Triple ligadura (-C=C-) - ino
hidroxil (~OH) hidroxf- -0l
acetato (-OCOCH3) acetoxf— - 11 acetsto
carbonilo (3C=0) oxo- - ona
aldehfdo (-HC=0) — , - 8l

fc, carboxflico (-COOH) " carboxf- - oico ficido

Taxbién se tiene variacién en 1a configuracifna o B de los enlaces entre
los grupos sustituyentes y los carbonos, y en la configuracién de los sustituyen-
tes en cade uno de los anillos. Presentan 6 carbonos asimétricos en la estruc-
turs general que son el 5,8,9,10,13 y 1k ¥ los carbonos en los que normalmente
se encuentra una sustitucidn son el carbono 3 del anillo A, el 11 del anillo C
y ¢l 17 del D.
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CUADRO I

Mezelas de esteroides en medicamentos.

Esteroides Proporciones en
pesa.
(E) Benzoato de estradiol 1
{E) Valerianato de estradiol ) 1.6
{P) Acetato de norestisterona K oo
(A) Enantato de testosterona 36
(E) Etinil estradiol 1
{A) Metil testosterona 250 -
{P) Progesterona : 10y~i62§7
(£) Benzoato de estradiol AT

(A) Ciclopentil propionato

de testosterona Y 3.5
(A) Propionato de testosterona 1 1.2
{A) Dehldroisoandrosterona 1 1
(P) Ceproato de hidroxiprogesterona 25
{E) Benzosto de estradiol 1
(P} Progesterona 10
(E) Estrona 1
{P) Progesterona - 1

{4) Dipropionato de metil androstenediol 2.5

(P) Norgestrel ’ 5
(E) Etinil estraiiol 1

3

EJemplo»dél f&rmaco.,

-~ ‘Avlactdn

.“ceﬁin

‘ anidfit

"Estroggs

Poseidén

Sten
Primosistén
Synergdn 20

Trigenil

Nordfel

{E) = Estrdgeno (A) = Andrbgeno {p) = Progestira
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PARTE EXPERIMENTAL

Los 21 esteroides que se estudian por las I t8cnicas espectroscépicas,

fueron escogidos por su amplio uso farmacoldgico (como anticonceptivos):
P, fusién

T v Testosterona vvvvveneneroncnsersereiinonneosanss I§§:I§§EE
II «...vv.. DehidroisoandroSteronf .....eevecssecsennsedss, 140-141°C
IIT +envno. Metdl testosterona ..evviivvviioviiecrsenainaes, 161-166°C
IV ........ Propionato de testosterona ..............;,,};u. 118-122°C
Veieons .. Propionato de promostanolona .............;...}. 126-130°C
VI ........ Dipropionato de metil androstenediol ........... -86-87°C
ViI ....... Clclopentil propionato de testosterona ....:,,.. 101-102°C
.VIII veses. Fenil propionato de testosterons ...veeveessnss. 116-119°C
IX ........ Noretinodrel 169-170°C
X +evsee.s. Noretindrona ...........;...........{;;L;;,;:;.. 203-204°C
vera.. 158-160°C
KIT ..ivvu. NOPGESEFEl wuveusunivnseusresersarassrreassesess 203-207°C
XIII....... Progesterona .....................;;i};.;..;...{ 127-131°C

XI ........ Linestrenol .......................;Jigz

XIV ....... Acetato de noretisterona .iveivceeiiisiaidiaae. 161-162°C
¥V ........ Diproplonato de Bolandiol ..........;“ '..,..,.. 169-172°C
XVI ...ev.s Acetato de melengestrol vivuvvessvssvvessossniss 224-226°C
XVII --+++. Caproato de hidroxiprogesterona ... vesees  119-121°C

KVIIT o...0 ESEFONG tivivniencinorsnsssrrssenanareranaanssns 251-254°C
XIX +ovovv. EEANA1 estradiol euveeveessesseresivheionnennes. 180-186°C
XK eerrnns MESETRNOL tiuviiniiianieniiiioiiiineseiiienaanes 150-151°C
XXI ....... Benzoato de estradiolesseevecessssnsenssaseesess 191-196°C

De estos 21: los primeros 8 son andrdgenos, los siguientes 9 son prdges-
tinas y los iltimos b son estrfgenos. En el apéndice I se presentan las estruc-

turas de estos 21 esteroides Junto con datos de peso molecular, punto de fusidn,

férmila condensada, tipo terapéutico, as{ como los correspondientes espectros

obtenidos.
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Para- la obtencifn de estos espectros se utilizaron muestras puras, con~

parando su pureza por su punto de fusidn (confirmandose &sta en los espectros
obtenidos). '

Las mu_estras nos fueron donadas por el Laboratorio Central de la Secre-
tarfa de Hacienda y Crédito Pfiblico, ya que estos esteroides son de importa-

¢idn.

A continuacidn se dan la instrumentacidén y condiciones utilizadas para

la realizacién de los espectros con las diferentes técnicas:
- Ultravioleta

Para la realizacifn de los espectros de U.V. se utilizaron como instru-

mentos:

- Un espectrofotémetro U.V.- Visible Nod. 635 Varian Techtron.
- Un graficador Varian Techtron.
- Celdas de cuarzo de 1 cm. de longitud { voluren de 5ml).

Se trabajd bajo las siguientes condiciones:
- Barrido de 350nm a 200nm.
- La velocidad de barrido fue de 5O0nm/min. .
-~ La velocidad del papel en el graficador fue cde 3 1/3 en/min.
- Amplitud de la seflal: la adecuada.
- Disolvente : Metanol.
- Blanco: Metanol.
~ Se partid como primera aproximacidn de una concentracidn de 1zgz/20mt (100ppm),
y del an&lisis del espectro obtenido se procedid a aumentar la ccncentracidn -
del esteroide o a diluir la solﬁcic’m original.
- Para los esteroides No. I, IIT, IV, VII, VIII, X, XIT, XITI, XTIV, XVI, XVII
y XXI, con una dilucidn 1 a 10 de la corcentracidn inieial, es decir que se -
utilizaron disoluciones de una concentracién de 1lOppm.
- Para el esteroide No. XX se utilizd una disolucidp de 50mg/10ml, es decir,
5,000ppm (muy concentrada).
~ Para los esteroides XVIIT y XIX se utilizaron disoluciones de img/10ml.
-~ Para los esteroides No, II, V, VI, IX, XI y XV se utilizaron disoluciones
de S0mg/10m). sin que la sefial pudiese ser registrada; alin 2 ese concentracién

tan alta.
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~_Infrarrojo

Para la realizacidn de los espectros de I.R. se utilizé como insﬁrﬁmento:
- Un espectrofotbmetro I.R. Perkin Elmer 59938. L
Se trabajd bajo las siguientes ccndiciones:
- Barrido de h,OOOcm-l a 200cm;l.
- Tiempo de barrido de 12 minutos.
- Lectura en absorcidn. ‘
- Rendija normal, expansién de la carpa 1, ruido 1 y multipiicador 1.

- Realizando la muestra en pastilla de KBr para su utilizacidn.

~ Resonancia Magnética Nuelesr.

Para la realizacidn de los espectros de R.M.N. se utilizd como instrumento:-

- Espectrémetro de R.M.N. proténica de 90MHz, Varian EM-390.

Se traba)d bajo las siguientes condiciones:
- Barrido de 0-10ppm(no se tiene ninguna sefial fuera de campo).

- Disolvente utilizado CDCl {en los esteroides Y. XIT y XVIIT se utilizan 2
gotas de DMSO).

- Utilizéndose como compuesto de referencia TMS (Cppm).

- Filtro de 0.05 segundos.

- Radiofrecuencia de 0.1 mG.

~ Tiempo de barrido: 5 mimtos.

- Amplitud del espectro: La adecuada (del orden de 10C0).

- Amplitud de la integracidn: La adecuada (Fn el espectro se marca el nfmero
de protones a los que integral, ‘ .

- 8e utiliza DO para eliminar el protén del hidroxilo.

2
- Se utilizaron algunos casos sales de Eurcpio (Eu(Fod)a).

- Espectrometris de masas

Para la realizaciédn de los espectros de masas se utilizaron los instrumentos:

- Un espectrométro de masas DuFont 21-490B de baja resolueién.

- Un espectrométro de masas Hitachi Perkin Elmer RMU-TH de alta reholucion.
Se trabajd balo las sipguientes condiciones.

- Velocidad de barrido: 10 y § seg/de cade.

- Temperatura de la fuente : 275°%¢,



~ Temperatura del probe: 250°C.
- Vacfo: 1X10 torr.

~ Potencial de ionizacidn: TOeV.
- Corriente al filemento: 100pA.

~31-



-3

RESULTADOS Y ASIGNACION DE SERALES,

Ultravioleta.

los esteroides estudiados contienen fundamentalmente 4 diferentes grupos

cromdforos responsables de las bandas de absorcifn en el U.V., estos grupos son:

Sy 0x-8
it n@ Xe0  pac  vac,

1) /C 2 Este sisteza es conocido como enona, Yy consiste en la con-
y Y ;
0 jugaeidn de un grupo carbonilo con una doble ligadura (o

whs), este sistema contiene 2 grupos cromdforos, por lo tanto ocurren 2 transicio-
nes, ung ne-3% y otra ﬂ—-’ﬂ*, v de las cuales solo es observable la transicién
ﬁ—-ﬂl*, despl'azada a Jmayor a la gue se obtendrfa de una doble ligadura sislade,
g¢sto detido a le conjugacifn con el grupo carbonilo. En la Tabla # 1 se colocan

las MmBx. y loge obtenidos experimentalmente para estos esteroides, mfs lal méx.

tebrica que se obtiene a partir de las reglas de Woodward modificadas vara enornas

(1).

Table # 1

Esteroide No. - A méx. exp. {pm) Lozt (1 mol’lcm-l) A méx. caleulada {nm)
I 246 4,21 239
111 2u7 4,22 239
v 2h6 L2 239
vII 246 k.25 239
VIII 237 k.26 239
X 2ky h.2k 239
XIT 246 4.36 ' 239
XIII 2kh6 .22 239
XIV 2k3 b.27 239
XVI 291 4.35 298
Il 2k3 4.2k 239

Como se menciond en la parte tefrica las transiciones T+9* son desplazadas

& longitudes de onda altas vor efecto de la conjugacidn, ya que se reduce el ni-
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vel de energis del orbital f* al tener &ste menor carfcter de entienlace, esto
es claramente observable en el esterolde XVI donde un aumento ea la conjugacidn
desplaza la sefial de absorcién a longitudes de onda mayores que las esperadas -
por una enona sin conjugacidn.

El valor de log que se encuentra publicedo en la literatura (13) para al-

gunos esteroides de este tipo confirma que la transicidn es 0¥

2) Grupo aromitico de anillo A.- Los hidrocarburos aromfticos se
caracterizan por presentar 3 bandas de absorcidn que se ori-

ginan de transicionesf+f * y que son:
A =18knm  loge =4.8, A =20knm loge =3.9 y A=256nm  logf =2.3

Las transiciones T+T* sufren un efecto batccrdémico en disolventes polares,
as{ como por ciertos tipos de sustituyentes, es decir un auxocrcmo que como ya
se menciond es un grupo funcional que no absorbe en la regidn U.V., pero pro-
duce el efecto batocrdmico e hipercrdmico, que en el caso de los estercides XVIII
XIX y XX se presenta. En la tabla # 2 se presentan los resultados experimentales
obtenidos, solamente que en este caso no se presentan longitudes de ona tebricas,
debido a que no existe una forma de cdlculo precisa o aceptada para el sustitu-

yente aromitico de estos esteroides.

Tabla # 2
Esteroide No. ) mbx. exp. (nm, loge (1 mol-lcm-l)
XVIIT 285 3.6h
XIX 28L 3.30
290 $3.15
x 083 3.20

De las 3 bandas que presenta un grupo aromtico la que se puede observar en
la zona de U.V. que se trabaja es la que se encuentra a A mayor siendo ésta des-
plazada aun mls por efectos batocrémicos generados por los sustituyentes que pre-
sente. Para los esteroides XVIII y XIX se observa un desplazamiento tatoerdmico
e hipererémico generado por el sustituyente hidroxilo (-0H) en el anillo arcmati-
co. Para comprobar que dicha variacidn era debida al grupo hidroxilo se corrid
el espectro del fenol, obteniéndose como resultado una A mix.=2Thm: ¥y un logf=3.16
del mismo rango que los esteroides estudiados. Las variaciones aue se observan
en los resultados obtenidos bara el fenol y los esterocides son dstidas a los e-
Tectos batocrfmico e hipercrdmico provecados por la unidn entre =1 anillo A (arc-

mitico) y el anillo B.
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En el caso del esteroide XX se registran dos seflales y los log € obtenidos
indican que se trata de grupo aromftico (en la literatura (1,13) se reportan log
¢ del orden de 3 para sustituyentes aromiticos), estas dos bandas que se obtie-
nen son debidas a que el pico al =283nm pertenece al sistems normal que se obser-
vd tanto en el esteroide XVIII como en el XIX, y el de ) =290nm se debe al efecto
parecido al que ocurre cuando se tiene la forma anidnica (fenolato), es decir en
el caso del anidn (fenolato) se tiene un par de electrones libres, que provocan
un efecto batocr(‘?mico e hipercrémico; en el caso del esteroide XX el grupo metoxi-
lo presenta una estructura semejante a la del fenol y no a la del fenolato ya que
no se tiene un par de electrones libres, pero la tendencia del grupo metilo a me-
ter electrones al sistema provoct el efecto batocrdmico e hipercrémico. Los 2 fe~
ndmenos ocurren en la moldcula por lo que ambos se observan en el espectro de U.V.
obtenido (ver el espectro U.V. XX en el apéndice I). Para comprobar lo anterior
ge corrif el espectro de U.V. del enisol, obteniZndose también 2 bandas, una a -=-
A =278nm y loge =3.4 y otra a ) =269mm y loge =3.2. Estos resultados permiten com-
probar los resultados obtenidos por el esteroide XX, las diferencias entre las --
longitudes de onda de max. absorcidn y loge respectivos que presenta el anisol con
respecto a lag del esteroide XX son las debidas & la wnidn del anillo B con el A.

En los 3 esteroides el valor del log & permite comprobar que el tipo de tran-
sicidn es 1+, que es la reportada en la literatura (3,13) paras compuestos arcmh-
ticos sustitufdos.

-R
3) Este carbonilo aramftico lo contiene el esteroide XXI. En este la

transicién 1+% * de este sistems generada por el benzoato unido al
estradiol predomina sobre la transicibn ¥+Y * generada por el anillo aromdtico del
estradiol, esto debido a que el loge del primero es del orden de 4.27 en cambio
el del segundo es del orden de 3.4, por lo que la absorcidn del primero no permi-
te observar la transicidén del segundo sistema, es decir, la absorcidn del primer
sistema es 10 veces mayor que la del segundo, lo que no indieca que no se presente
la segunda transicidn. Esto es comprobable en el espectro obtenido para el este~
roide XXI (ver espectro U.V. XXI en el apéndice I), ya que en el se puede obser-
var una inﬂexién pequefia & 277nm aprox. la cual no se le puede asignar como ma-
ximo ya que comienze a aparecer la banda del sistema carbonflico aromético.
Este sistema como en el caso de las enonas presenta 2 grupos cromdforos, uno
que genera tranciclones n+¥ * y otro que genera transiciones T+Y #, Al ser €ste un
sistema conjugado de dobles ligaduras, la transicibn ™% gue es la que se obser-

va en la zona del barrido realizado, sufre un efecto batocrdmico e hipercrémico,
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en cambio la transicidn n+¥ * no se observa debido & que su log e es del orden
de L.h.

En la tabla # 3 sc observan los valores experimentales de A y loge obteni-
dos para el esteroide XXI, asf como la A teflrica obtenida a partir de las reglas
de Scott (1).

_ 'Tabla # 3
Esteroide No. Amix. exp. (nm) loge (1 mol'lcm-l) A méx. cale. (nm)
XX1 237 .21 230

h):0=0 :E:xﬂ: Este tipo de grupos funcionales se encuentran presentes en los este-

~ORC~ roides estudiados, pero estas transiciones del tipo Y+ * y n+f * no
son obsrvables en la zona del barrido realizado; ya sea debido a que los grupos
alqueno y alquino no se encuentran conjugados y por lo tanto presentanl méx. de -
absorcidn en la zona de U.V. al vacio afin a pesar del efecto batocrdmico provoca~
do por el disolvente polar; para el alquino la literatura {(2) menciona una A o -
225nm pero con un loge =2.2, siendo este valor demasiado pequefio para poder ser -
observado, o bien los esteroides estudiados generan una transicidn que no permite
detectarlo o la concentracidn que se debe utilizar para poder observar su transi-
cidn es mayor a la saturacidn de la solucién. Los esteroides que presentan grupos
alqueno no conjugados son el II, VI, XI, XV y XVI; los gue presentan grupo alqui-
no son el IX, X, XI, XII, XIV, XIX y XX.

El grupo carbonilo genera la transicifn n*0 * en la zona del U.V. al vacio,
por 1o que no es observable; y las transiciones n*¥ * que se observan en ) mfx.
de 285nm aprox. ocurren con valores de log€ pequefios (del orden de 1), por lo -
que no son observables. Los esteroldes que presentan grupes carbonilo no conjuga-
dos son el II, IV, V, VI, VII, VIII, IX, XIII, XIV, XV, XVI, XVII y XVIII.

El esteroide VIIT presenta aparte del sistema de enona, un grupo aromdtico -
no conjugedc y solamente monosustitufdo por un radical aleano, por lo tanto, como
ya se menciond en el punto 2 una de las bandas (la mAs intensa) se encuentra en -
la zona del U.V. al vacfo por lo que no se observa, la segunda banda se encuentra
en la zona en la que comienza a absorber el disolvente (metanol) y la tercera que
se encuentra en la zona del barrido realizado no se observa por presentar un loge
pequefio.

Los resultados mencionados en los puntos anteriores se encuentran agrupedos
en la tabla # L.



Tabla # U ' o
Esteroide No. Améx. exp. {(nm) °  loge (1 mol—lcm-l) A mAx. cale. (nm)

1 246 k.21 239
II — ——- —-
111 247 Y22 239
v  2k6 .22 239
v — —— —
VI — - v -—-
viz T - | ©. 239
vIII o3 Cobes o3
“ i e
X Co ek 7 bk 239
X : —— . ‘ —
XII 2K C h.36 ‘ 239
X111 2h6 ka2 - 2
X1V a3 g 239
XV om— T et -
W1 201 3 ‘ 208
XVII S 2u3 Sk el
XVIII - 285 36h. e
XIx 28k 32300 -
XX {%90 B R L i -

283 3200 e

XXI 237 kel 20
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Infrarrojo

Los espectros de I.R. obtenidos de los esteroides estudiados se encuentran
en el apéndice I. v

El explicar un espectro de I.R. de esteroides es bastante ccmplejo debido
a la gran cantidad de bandas presentes, pero §e puede emplear una metodolcgia
secuencial de obtencidn de bandas caracteristicas de grupos funcionales con lo
que se facilita el estudio, partiendo del esqueleto basico =steroidal (fig. 8),
s6lo se observa en el espectro de I.R. abscrciones de las uniones C-H{, tanto de
metilos como de metilenos, teniendo de’2980cm—l a QESOcm-l las vibraciones lon-
gitudinales fv ) simétricas y asimétricas y en th':)cxzx_1 ¥ l380cnf1 las vibracio-
nes de flexidn { §).

Es de hacer notar que la gran cantidad de grupos metileno intensifica la =~

absorcidén de las bandas 29250111—1, 2850cm™* ¥ lhTOcm"l compera*ivamente con las

bandas de absorcidn presentadas por los metilos en 2960cm_l, 2870cm_1 y 1380cm-l.

La facilidad de poder observar las bandas de 14700 y 1380cm™* depende de
Ja presencia en el esqueleto esteroidal de grupos funcionales que sobrepongan sus
bandas de absorcidn a #stas o a grupos jue debido = la intensidad de su bande de
absorcidn disminuyen la intensidad de las bandas mencionadas.

Cuando en el esqueleto esteroidal se tiene la rresencia de insaturaciones
se observa la banda del enlace =C-H de 2970cm ~ a 3000cm - debida e las vibracio-
nes longitudinales de este grupo. Las vibraciones longitudinales -C=C- se encuen-
tran entre 1675cm-1 -16h50m—l.

Las vibraciones de flexién =C-H son cbservables en la zona entre 1000-600
cm—l dependiendo de la sustitucidn que presenten, siendo esta zona diffeil de =
trabajar debido a la presencia de un amplio numero de bandas.

Las vibraciones longitudinales -C=C-.se desplazan a nimeros de onda pés ba-
Jos (1650-15800m_l) debido a la conjugacidn gue generan con otras insaturaciones.
En el caso de las enonas que presentan algunos estercides estudiados, la banda se
desplaza a 1610cm_1 aprox.. Pero este desplazamiento depenierf tambpién del grupo
o grupos insaturados con los que exista conjugacién. .

En el caso de que la insaturscidn sea de tipo arsnitico las bvandas de vibtra-
ciones longitudinales ~C-H aparecen cerca de 3000::::-_l y las de flexién entre 1000
-600cm"1 siendo en las bandas de esta zona en donde se puede tener idea del tipo
de sustitucidn que presenta el anillo arcmético.

Las bandas de absoreidn oresentadas por el esquelsto aromiiico apaxecén en-

tre 1600-11450cm-1 siendo estos picos muy carescteristices.
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Los grupos funcionales que se encuentran presentes en los esteroides estus
diados son ésteres, éteres, cetonas, alcoholes y triples ligadures, para las cua-
les se mencionarfin sus bandas caracterfsticas.

Las triples ligaduras, presentan vibraciones longitudinales -C=C- entre los
2260cm ™t

cm-l. El problema es que las vibraciones longitudineles -CZC- no pueden detectar-

y :211+0cm"1 vy las vibraciones longitudinales =C-H aparecen cerca de 3300

se en los espectros obtenidos, debido a la pequefia intensidad que pueden dar en
comparacidn con las dadas por toda la estructura estercidal.

El grupo alcohol (considerando también a los fenoles) presenta una banda an~
cha en la zona de 36()0cm—1 a 3200cm"l muy caracteristica de vibracidén longituiinal
-0-H y la vibraci6n longitudinal C-0 entre 1200cm_1—1050cm_1, siendo &sta la zona
que permite tener idea de que tipo de alcohol es (primario, secundario, terciarie
o fenol).

E1 grupo &ter presenta bandas del enlace C-0-C en la zona de 127‘,‘»-1000crx1_1 y
en caso de presentarse como metoxilo presenta banda entre 2850-2800cm—1 dando una
idea de si es aromftico o alifdtico. '

E1l grupo carbonilo presenta la vibracién longitudinal =C=0 en la zona de ~-
1900-1650cnfl, presentfndose el de las cetonas por 17150m_l vy el de los ésteres
por 1735cm_1, ademis de que estos filtimos presentan 2 bandas intensas entre 1300-
lOSOcm_l. El grupo carbonilo también se desplaza a nfimeros de onda menores si €s-
te se encuentra conjugado como en el caso de las enonas presentes en algunos de -
los esteroides estudiados y que su banda se desplaza alrededor de 1660cm_1 aprox. .

Solamente se han mencionado los datos mis importantes que presentan los gru-
pos funcionales presentes en los 21 esteroides estudiados, para una mayor informa-
cidn es conveniente la revisidn de las tablas del libro de Nakanishi (5) u otra -
publicacién especializada.

Los resultados cbtenidos por medio de los espectros de I.R. realizaedcs 2 los
21 esteroides, concuerdan con los resultados esperados por la teoria, ya que se -
conoce previamente la estructura del compuesto que se estudia.

Los resultados de los espectros de infrarrojo obtenidos se encuentran en la

tabla # 5.



Esteroide No. I

3520-3380cn™ " v 0-H

3000-2700cn™ v C-R

1650en™* v cs

1620en™ v ¢=C

Esteroide No. II

3500-3100cn™ 1 v 0-H

3000-2800cm™ > v C-H

1730en™t v =0

L llOOcm .
e 1&60 y 1380cm

it
o

w30

Tabla # 5

-t yoe- 0 (Alcohol secundario)

8 ¢~ H no estan bien definidos

5 saturados e insaturados)
V'yad c- (C 0)~C~ (Cetona aliffitica
k, {ftconJugada)

= .6 C-K ‘(Doble ligadura trisustituida

1fconjugada)

1060em™t v C-0 (Alcohol secundario)

1460 y‘l380¢':m'l § C-H de metilos y metilehos
{C saturados e insaturados)

-1y y 8§ -C-{C¢=0)-C~- (Cetona alifdtica)

1040cm

La banda v C=C trisustituida no se observa y no se puede asegurar la
de 6§ C-H fuera del plano.

Esteroide No. III

- 3600~3200cm™ > v O-H

3000-2800em™ % v C-K

1

1660cm ™~ v €=0

1610em™t v ¢=C

Esteroide No. IV
1

3000~2800cm™ "~ v C-H

1660em™t v c=0

1610em™t v ¢=C

1720en™t v ¢=0

1080cm

1260 y 1230em”

11500m-1 v C-0 (Alcohol terciario)

1460 y 1380cn™* & C=H no éstan bien definidos
(C saturados e insaturados)
vy § ~C-(C=0)-C- (Cetona‘alifética

conjugada)

-1

La & C-H fuera del plano no se observa (Doble
ligadura trisustituida conjugada)

1460 y 1380ca™t 6 c-H go‘égﬁan'biéﬁlﬁefinidos

(c satufadog e iﬁ¢éturados)
vy d -C-(C:Oj;c¥‘ﬁo;é§£aﬂbien defi-

nidab(Cetéﬁa alifétich conj.)
§ C-H (Doblerliéadura trisustituida

conjugada)

.'l.OT()cxn-1

860cn ™t

L'y ¢-0-C (Grupo &ster)
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Esteffoide Ho. V

3000-—2800(::11"l v C-H 1460 y 1380cm-1 no se observan (C szturadcs e
insaturados)
1710em™ Y v €=0 1080em™* v ¥ G -C (C 0)-C- (Cetona alifdtica)
1735en™t v c=0 lZlOJ&:l;90qm,% V 0-0-C (Grupo &ster)

Esteroide No. VI R
3000-2800cn™ v G- 1460 y 1380cn™> § C-H no &stan bien definidos

(€ saturados e-inseturados)

l?hOCm-l v C=0 1206 yyllsdcm-l
La banda v C=C trisustituida no se observa ¥ no se puede asegurar la
de § C-H fuera del plano ‘ '

v €-<0-C (Grupo éster)

Esteroide No. VII _
3000-2800ca™t v 0-E

: 350cm71_6,C¢H de metilosﬁy metilenos

k b*ir(cbaaturadOS e insaturados)
c=(C=0)- C—'(Cetona alifdtice

(Conjugada) '

1680ca™t v C=0, -

1610cn™t v ¢=¢.

1735cn™ v c=0 -

Esteroide No. VIII

3000-2800cm™ v C-H

1680cm-1 v C=O‘ 

1610cm-l v ¢=C

17bocn™ v C=0

3040-3030cm™t v C-H

.760 y”fOOcm

Aromﬁtico monosustitu;do §ooH

Egteroide No. IX R .
3500-3200cm™* v 0-H 1220en™t v ¢-0 (Alcohol terciario)

3000-2700cm ~ v C-H 1460 y 13B0cm™ § C-H no &stan bien definidscs

{C saturados e insaturados)
17hoen™ ! v =0 1050em™> v y 6 -C-(C=0)-C- (Cetona alifdticz)
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-1 -

1610cm ~ vy C=C 880cn™* ¢ C-H (Doble ligedura trisustitufda
. conjugada)

1710ed™t v c=0  1360cm”t

§ C-H (Metil cetona elifética)

Esteroide No. XrV_w::

3050-2800cn ™t y C=H* . 1460 x';3890m—1 § C-H de metilos y metilenos
S R ' (C saturados e insaturados)
1670cm-l,v v ¥ 6 ~C- (C 0)~C- (Cetona alx’atica
. L conjugada) ".' '
1610cm - 6 C.H (Doble ligadura trisustituida
' o T "conjugada) O
1760cn™t v:C=0 ;g’“1250:y"i2é0ém "ty ce0-c (Grupo ester)
3240ca™t v 2C-H  No se observa la v C=C de la posicion terminal

(Triple ligadura terminal)

Esteroide No. XV

3000-2800cn™t v C-H " ,lh60>y.l380cm'lvgo ;éfdbéervan‘fbisatu;ados e

. ingaturados)
1'{2001:1"l v C'O‘ 1260 Y 1190cm z v C O C (Grnno ester)
La banda v C=C trlsustituida no se obaerva y no ‘5. puede asegurar la
§ C-H fuera del blano. : ‘ ‘

Esteroide No. XVI S
3000~2700cm™" v C-H

flhéo y 1380cm

‘no- se‘obse*van (C saturados e

L nsa urados)
1660em~t v ¢

. o -,sada)
1620em”t v ,}o;del plano 870cm L o,

1580cm™ v
1720en™t vo¢

60  ‘¥'6 C H (Dieno conjugedc .con cetong)
*13506h § C-H (Metll cetone .alifética)

17hoen™t v 1240 y 1250cm™t v C-0-C  1360cm”T § C-H
L {Metil &ster)
Esteroide No. XVII e (R : . ;
3000-2700cm™ " v C-H . 1&60 ¥y 1380cm "l no se observer (C saturados e
S o insauurados) B
1680cm_1 vV C=0 . -C- (C=0)=-C~ no ésta bien definida (Cetona

elifdtica con’uszsda)
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1610cm_1vv C=C 860cm-1 § C~-H (Doble ligadura trisustituide
}' - RO ‘ conjugada)

1720cn™ v C=0 "1350cm § C- H(Metil cetona .aliffitica)
1 L

17h0en™" v. €=0.

j'1220 v llSOcm v C-0-C (Grupo &ster)

Esteroide No.’XVIIIi¥

3480cm™t v 0<H

3050-27000m-l y C-E

1730em™ v C=

1600 y 1500em™t Anill

Esteroide No. XIX

2500-3300cm™ > v 0§

1

3000-2800cm™ " v C-H _lé<£b gstan bien defini-

os (C ‘saturados e insatursadcs)
1 4

3300em ~ v =C-H No se observa la v CE C de la. posicion termi-
nal (Trlple ligadura terminal)
1610 ¥y lSOOcm-l Anillo gromatico 830 y BlOcm -1 Aromatico trisusti-

tuido é C-H

Esteroide No. XX~

3500em™t v o-H 1050cm™ L v 60 o"esta blen definido (Alconol

1

3000-2700em ~ Vv C-H . Lh no esfan"ﬁién‘daflﬂ d ¢
: )

. C saturados e. insauarados
12hOcm"lyv; ‘ (Metox1lo aromatlco)
3250dm_l Q:,\éK*fﬁ No se ) serva la vV G=C de la pOSiClon termi-
: - nal (Triple ligadura terminal)
1600 y lhBOcm Anillo aromatico No se encuentran bien definidas

las & C-H del aromético trisustitufdo.

Esteroide No. XXI
3hh0cm-l v 0-H 1050cm_1 Vv C-0 {Alcohol secunderio)
3000-2800cm-1 v C-H 1450 y 1380cm»—1 § C~F de mevilos 'y metilenos
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1600 y 1h90cm‘l

v

c=0  .1260 y 1éeocm'_

44

(C saturados e insaturados)

1 v.C- -0=C(Grupe” ester'arométl-

co)

Anilld aromético - No se:encuentran
“las §:C-H del aromatico trisustituido
tuido. ‘ = I

el,monosusti—
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Resonancia Magnética Nuclear {protfnica).

Con el objeto de simplificar el estudio de los espectros de R.M.N. para -
esteroides se considerd conveniente el agrupar los espectros que generasen sefia-
les comunes, sin tomar en cuenta la clasificacifn de actividad bioldgica a 1a -
que pertenecen. 4 :

Asf se discutiran los espectros en los siguientes grupos:

@ ~Esqueleto esteroidal.

Q) -Asignacibn de los metilos en C-18 y C-19.

OO -Asignacién del protbn base de C-1T y C-3.

QL) ~Asignacifn del prot6n de la doble ligadura en el anillo A o B y protones
del anillo aromético.

@ -Sustituyente en lo posicién C-3.

@ -Sustituyente en la posicién C-17.

@ -Esqueleto esteroidal.

La mayorfa de los metilenos y metinos del esqueleto esteroidal presentan -

sus geflales correspondientes en la zona de 0.5-3.0ppm. Como se puede observar en
los espectros, esta zona resulte sumamente compleja. La asignacifn de protones

de metinos y metilenos resulta muy dificil. no se encontraron en la literatura
trabajos para la aaignacién de estas sefiales en R.M.N. proténica. Unicamente el
Se(tdler (11) marca para el esteroide No. II (ver espectro No. II)} le zona de 2.2-
2.Tppm aprox. para los protones del C-7 y C-16 y para el esteroide No. IV (ver
espectro No. IV) esta misma zona para el C-2, pero no da mayor informacifn.

Cono ya se menciond esta zona es diffcil de analizar y el poder asegurar -
que estas sefiales sean generadas por esos protones no se puede tomar tan a la -
ligera, ya que esos protones no son magneticamente equivalentes debido a su po-
sicibn (axial y ecuatorial) y presentan una diferencia de 0.5ppm (B8,9) donde --
los ecuatoriales se presentan a campos mAs bajos. Ademés los metilenos y metinos
que se encuentran al lado de un grupo carbonilo se desplazan a compos més 'ba,jos,
y también aquellos protones que se encuentren vecinos a dobles ligaduras sufren
los mismos desplazamientos. Los grupos hidroxilo y &ster producen este tipo de
desplazamiento aunque no tan marcado como en los dos primeros casos.

Todo lo anterior nos indica que no se puede, al ver esta zona, indicar que
tipo de esteroide se tiene. Para tratar de aclarar la interpretacibn de esta --
zona de los espectros se utilizaron reasctivos de desplazamiento quimico (sales
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de Europio) en el esterocide No., II y ¥VI {ver espectros X¥II, YXTII y ¥NIV),ob-

0.4)

servando en el caso del XXII y XXIII (en los cusles se agregeron diferentes can-
tidades de reactivo, siendo mayor cantidad en el ZNIII que ex el XJ¥IZI' gus el &s-
pectro sigue presentando bastente comp|e41daﬂ ¥ nc se icgra separar las sefisles
de los protones adyacentes a los grupos ya mencionedos srribe. En el cazso 321 es-
pectro XXIV, al agregar este reactivo, se observa un des;lazamientc ie los Troso-
nes gue se encuentran en el C-2, lo que indica que los proicnes gue se encusntren
adyacentes al carbonilo se desplazan a campo més bejo. Sin embarge el uso de es-
tos reactivos no llega a aclarar el anflisis completo del espectrc.

Cabe sefialar que en esta zons se cbservan las seflales de clertos grupcs fun-
cionales, que no se comentan en este punto por ser tretados en incisos posterio-

res.

@@ -Asignacibn de metilos en C-18 y C~19. S S
R.F. 2Urcher (18) asi como Bhacce y Williams (19) rea1izavon w “ébajo -

exhaustivo para asignar las seflales de los metilos 18 19 en 1o= esnect*os -

de esteroides, demuestran que la posiclon de estas seﬁales permite urn secuen

clanion metodolbgica, ya que estas posiciones se encuentran muw 1n‘luenc¢anas

por los distintos sustituyentes de la estructura, fig.\g. fq.w

1,54 80 ansadsien

PR IOV TIE TSI co H ‘. ]'.A;:l,lh;
Fig. 9 Posiclones en el espacio de la estruc~ura L
esteroidal con los C-18' y C—l9.,} :

De esto deriva una regla oara la asignacion a-nriori de los desp’azamlen.cs
quimicos para C-18 y C-19, fig. 10. ' S :

En los espectros estudiados los & para C-18'y C-1C 'son los que se wepor ~
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tan en la tabla # 6. ' .
Cabe safielar, que las seflales intensas que Sobre salen en la zona de 0.5-

3.0pom son les generadas por estos métilos.

C~19 C-l8
Sa, ldo-ondrostane 47.5 41.5

{uted a3 reference)

J-oxo-4¢ system 25.0 4.5
1o~hydroxyl 7.0 1.5
178 « COCHy 0.5 «~3.0

* Caleulared 79.0 cpv 42,5 ops
Found 79.8 42.5

Fig. 10 Ejemplo del uso de las constantes
aditivas de Ziircher para el célculo de los

protones de los metilos de C-18 y C~19 de

estercides.
. Tabla # 6 o
No. Esteroide y espectro § C-18 (vom) ' 66—19(222)
I 0.80 . - 1.20
I 0.90 1.0
111 0.95 . o 1.25
v 0.90 . 1.26
v : 0.85 . 120
VI v . 090 : 1.30

VII - 1 ' 0.80 ‘ 1.20
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vIII 0.80 1.20
IX 0.90 R—
X | 090 - R
X1 . o 090 e
XI1 Cvnaae -
XIII . 0.0 ¢ . s
v . : . 0.83: , e '
XV o oo yieo
I T (e S -
XVIII o e
oo QU o
o S0z -
XXI ~ 0.80 o R

Q.® -Asicnacidn del protén base de C-17 .y C-3.
En algunos de los esteroides estudiadss se tiéne vresente el protdén base -
de C-17 (ver los espectros R.M.N. I, Iv, v, VII, VIII, XIII, XV y>XXI), este -

protdn genera una sefial triple entre 4.62-3.75ppm que integra para un protén, -

solemente en el espectro No. XIII no 'se obsrve esta triple éeﬁal, debido a que
su desplazamiento quimico se encuentra en 275ppm.

En los casos de los esteroides IV, V, VII, VIII y XV la sefial sufre un dq§‘
plazamiento quimico de h.6et 0.02ppn. Esto se debe a que en el C-17 existe ade-
més del protéh la sustitucidn de un grupo &ster.

En los esteroides I y XXI la sefial presenta un desplazamiento quimico de -
3.75t 1.00ppm. Esto es debido a la sustitucién de un grupo hidroxilo er el C-17.

En algunos de los esteroides estudiados se tiene presente el protdn base de
C-3 (ver los espectros de los esteroides II, VI y XV), este protdn genera vara
los esteroides 11, VI y XV una sefial multiple, en el esteroide No. XV esta se-
finl se sobrepone con la sefial del protdn del C-li. Sus desplazamientos quimicos
presentan valores diferentes debido & sus diferentes vecindades; para el esterci-
de No. II el C-3 presenta una sustitucidn de un radical hidroxilo { §=3.5), el
esteroide No. VI la sustitucidn de un grupe &ster ( §=h.7) y por filtimo el este-
roide Yo, XV que tiene una sustitucidn de un pgrupo &ster y una doble ligatura a-~

1{lica, la sefial se desplaza a campcs mEs balos { §=5.3).
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@O ~Asignacidn del protfn de la doble ligadura en el anillo A o B y protones del
anillo aromitico.

Le mayorfa de los esteroides estudiados presentan ya sea una doble ligadura
o un anillo aromfitico, en este inciso tocaremos los resultados que obteremos pa-
ra los protones de estos grupos. Hablaremos primero de las dobles ligaduras; en
la mayorfa de los esteroides (ver espectros I, III, IV, VII, VIII, X, XII, XIII,
XIV y XVII) tenemos presente una doble ligadura entre los C-h y C-5 conjugada -
con el grupo carbonilo que ge tiene en el C-3, siendo el protén del C-4 el que
genera una sefial simple con un valor de desplazamiento quimico de 5.8130.09ppm.
El protén de la doble ligadura en el anillo A de los esteroides XI y XV presenta
una seflal sencilla a un desplazamiento quimico de 5.LOppm y 5.35ppm respectiva-
mente.

Los esteroides No. II y VI presentan doble ligadura en el anillo B, el pro-
t6n de la doble ligadura da una sefial donde se observe el acoplamiento de éste
con los protones del C-T a un desplazamiento quimico de S.hS:0.0Sppm.

Los esteroides estrfgenos presentan un anillo aromftico en el anillo A de
la estructura esteroidal (ver los espectros de los esteroides No. XVIII, XIX, XX
y XXI). Para estos 4 esteroides el sistema presentado por los protones es un sis-
tema ABC lo que da una zona comfin de sefiales entre 6-8ppm, con valores de despla-

zamiento quimico y acoplamiento de espin del orden de:

Ha Protén & (opm) J (Hz)
H He 7.31:0.22 Ja-b=8lz Ja-c=0Hz
Hb En este caso la seflal generada por el He -
He se sobrepone con una de las dobles seflales
R dadas por el Hb por lo que daremos un solo

valor de desplazamiento quimico para ambos
Hc protones 6.85t0.25ppm. Siendo las J para -
Hb: Jb-a=8Hz y Jb-c=3Kz, y para Hec: Jc-a=0Hz y Je~b=3Hz.

Las variaciones que se observan en § dependerfn del tipo de sustituyente
que se tenga en el C-3, estos valores de § se comprueban utilizando las tablas
para cllcule de & para anillo aromitico (9) y del que se dan los valores calcu-
lados pare esteroide No. XVIII para comprobarlos con los obtenidos experimental-
mente:

Utilizando la misma nomenclatura que en el punto de arriba se tiene:

Protén gcalc. {ppm) & exp. (ppm)
Ha T.13 7.15
Hb 6.77 6.75

He 6.77 6.75
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En el caso del esteroide No. XXI {ver espectro de R.K.H. No. XXI) se tiene
ademéis del anillo aromitico de la estruetura esteroidal un grupe benzoato, cuyos
protones tambifn presentan sefiales en la zons de 6-8ppm y un sistema AA'BB'C -

obtenlendo los siguientes valores de ¢ celculados asf como los experimentales:

c)__ Protén §calo. (ppm) 8 exp. (ppm)
_‘C-_‘O..R Ha, Ha! 8.01 8.30
- Ha Hb Hb' 1.3k 7.65

He T.97

! Hb En el caso de los protones Hb, Hb' y He se puso como
velor experimental un solo valor debido a que esta zo-
Hc na presenta un sistema complejo que no permite el ase-~
gurar que pico pertenece & que protdn, as{ como tampoco se pueden cbservar las J
exp..

De los esteroides ya mencionados que presentan protones de doble ligadura o
de anillo aromftico existen dos casos que resulta conveniente el iratarlos por -
separado, siendo estos los esteroides No. VIII y XVI.

El esteroide No. VIII presenta un grupo fenilo que se encuentra en -
el sustituyente del C-17, este fenilo, es responsable de uns sefal
a un ¢ =T7.3.

El esteroide No. XVI presenta tres dobles ligaduras, une entre
los C-b,5 y otra entre C-6,7 y una {terminal) en el C-16, estas do-
bles ligaduras generan en la zona de 5.4-6.2ppm b sefiales, 2 de ellas
se encuentran sobrepﬁestas. Para saber que sefial pertenece a que pro=
tén, se procedil a agregar reactivo de desplazamiento quimico & la
solucidn. Los protones mis afectados por el reactivo son el protbn -
del C-h que se desplaza de 5.9ppm a 7.35ppm, luego el protdn del C-T
que se desplaza de 5.5ppm & 5.7ppm y los protones del metileno en el
C-16 que varian las 2 seflales dadas por éstos de 5.6ppm 2 6.0ppm uno
y &e 5.95ppm a 6.3ppm pare el otro.

©® -Sustituyente en la posicidn C-3.

Aquf resulta conveniente analizar cada caso por separado:

~Esteroide No. JI.~ Este esteroide presenta un grupo hidroxilo como
sustituyente, su desplazamiento occurre a 1.68ppm dando una seflsl in-
tensa que sobresale en l1a zona de acumulamiento de seflales (0.5-3.0

ppm}, ¥ que desaparece sl agregar D20.
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-Esterolde No. VI.- Este esteroide presenta un grupo éster (propfli-

co) que genera-un mayor acumulamiento de seflales en la zona de 0.5-=
3.0ppm, aunque en este caso se puede evidenciar que el metileno apa-
recerd en la zona de 2.3-2.6ppm debido a su vecindad con el grupo -
carbonilo. Y la seflal del metilo debe encontrarse =n 1.2-1.5prm en -
donde ée observan unas sefiales acumuladas gue deben ser de 2 triple=
tes.

-Esteroide No. XV.- Este esteroide presenta un’ grupo ester (propili~

co) igual que en el estercide anterior,,por lo que smo razona-
miento es vdlido.
-Esteroide No. XVIII y XIX.- Estos esteroides pre

droxilo fendlico como sustituyente entre 7 O-Tﬁﬂppm;

dﬁ“ﬁh grupo hi-

seﬂal ancha y -
difusa) que se sobrepone con las sefiales generndaa por los protones

del anillo aromético, al agregar D,0 la lntegracion_dlsminuye en un

protdn. B ‘

-Esteroide No. XX.- Este esteroide presenta un grupo metoxilo como -

sustituyente y genera una sefial sencilla a 3.8ppm.
-Esteroide No. XXI.- Este esteroide contiene un grupo, benzoato ya a-
nalizado en el punto Q&

Todos los demids esteroides presentan un grupo carbonilo en el C-

3 con excepcidn del No., XI que no contiene sustituyentegﬁlguno;r

® -Sustituyente en la posicidn C-17.

Los sustituyentes en C-17 . son mﬁs varlados y ocurre en todos los
esteroides estudiados, estos sustituyentes generan nna gran variedad

de sefiales. Con el obJeto de simpliflcar su analmsis, 1as sefinles de

los sustituyentes en C- 7. s: presentan en forma .de: tabla (tabla #1)
En aquellos casos en- que varios esteroides presentan el mismo susti-
tuyente se indicara el valor promedio de su desnlazamleuto quimico,

sin olvidar que las variaciones se deben a Ta estructura esterOLdal.
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Tabla # 7

Enteroide Noo

Tipo de sustituyente | Serial y desplazamiento quimico

IV, V, VI, y |Grupe 8ater (&ster |En este camo las meflzles presen-
xv propilioe tes se deben a los brotores del
O-C-.CLlZCH:} metilenov y el metilo y asto ya
fue tratado en el punto S en el
C__§7 caso del estercide No. VI.
XIII, XVI y | Grupo metil cetona | Sefial senoilla < =2.14-0.25ppe.
XVIix Cl CH Intenss,
~~3
C17
IV y XVI Grupe metil éster Seiial sencilla 3 w2,1ppm.
O= -CH3 Intensa,
R
C17
vVIiI, VIII ¥ Grupe éster X1 VII sus metilenos entrsn en la
Xy {VII Ciolepentil y zéna de acumulamiento igual que el

VIII Fenil propie-
nato)

(XVII hexsnclato)

0=C-CH;R

{?ﬁ

del ssteroide No. XVII. Sclomentes
los nmetilenos regados al grupo car-
bonile we desplaszan a la wone més
baja de 0.5-3.0ppa, DNel grupo fenil

ya se trate en el punto (DO
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Tabla # 7 (cont.)

Egteroide No,

Tipo de sustituyente

Sefial y desplazamiento quimioo

IT y XVIIL Grupo oarbonile No hay sefial ya que no hay pro-
tén,
C
1, 111, IX, X| Grupo hidroxilo Sefial sencilla O =1.8220.13ppa.
X1, XII, XIX, OH Intensa.
XX y XI
IITy N1 Grupo metilo Seiial sencilla g -1.3:0.15ppm
R on ol III se junta oon el metilo
/&H:; del 0-19. Intensa.
X, X, 4, Grupo_scetileno Sefial senoilla § -2.64:-0.06pp-
XI1, XIv, /L\ECH Intensa,
XIX y XX (:_

R=puede ser un H o alguno de los grupos funcionales mencionados arriba.
El nivel de significancia utilizado en los limites es del 95%.
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Espectrometria de Masas.

La familia de compuestos quimicos quizas mAs estudiads por espectrometria
de masas es la de los esteroides. Para el estudio de los esteroides y la correcta
elucidacidn de su estructura se han preparado un sinlimero de derivados (deuterados
en distintas posiciones, metilados, acetilados, etc.) lo que ha permitido un anéli~
sis bastante detallado. Es importante hacer notar que un grupo , €l de C. Djere~
ssi, ha sido responsable en mis del 80%, de todo el trabajo de sintesis y elucida-
cibr estructural por espectrometria de masas de esta familia de compuestos:

A pesar de gque actualmente se han obtenido los espectros de masas para casi
todos los esteroides y sus estructuras son perfectamente conocidas, los mecanismos
de frzgmentacidn que se han propuesto alln suscitan dudas y discusién.

En el presente trabajo pare la interpretacidn de los espectros de mesas, se )
parti& del concepto de localizacidn de carga, fundamentendose en el trabajo de D.
Williams (20). Suponiendo aqui que todo proceso de fragmentacidn es producto de -
reacciones unimoleculares, consecutivas y competitivas, y que debido a esto el es-
pectro de masas que se obtiene para un compuesto es la sumatoria de todos los pro-
cesos posibles.

Con el objeto de simplificar el anflisis de los espectros de los esteroides
estudiados, se agruparon distintas rutas de fragmentacidn comunes a todos ellos,

discutiendo por separado 1los procesos particulares a cada uno de ellos,

I) Fragmentacidn del anillo D.

La fragmentacidn del anillo D es quizés una de las fragmentaciones mejor -
documsntadas en espectrometria de masas, ésta genera un ion que ha perdido (L2+R)
unidades de masa (R es el sustituyente sobre C-17). Esta fragmentacidn ha sido mo-
tivo de estudio desde que Mayo y Reed (21) emplearon por primera vez la espectro-
metrie de masas para la elucidacidn estructural de compuestos esteroidales.

Esta fragmenteciln resulta la mis com@n entre esteroles y esteroides C-1T
sustituidos, y resulta interesante el observar que las distintas interpretaciones
que han sido propuestas para esta fragmentacién en particular, involucran, no solo
cronologicamente sino también conceptualmente, toda la historia de la espectrome-
tria de masas en quimica orgénica.

Reed y Mayo propusieron la fragmentacién del anillo D en terminos de la es~-
tructura A sin proponer una estructura para el ion fragmento resultante o preccu-
parse por dar una explicacibn s la migracidn de protones que deberia tener lugar,

dada su proposicidn, Friedland (22) propuso la fregmentacién en terminos de la es-
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tructura B, tambi€n sin preocuparse por propomer aelguna estructura pare el fragmen-
to idnico resultante; su proposicidn, gque se mantuvo Iurente algfn tiemro, fus pre-
ferida sobre la de Mayo y Resd ya que Zsta no involucrsba lz2 migracidn 3= hiirdge-

nos.

2H i

A | B

Es importante hacer notar gue tento A come B involucran lz rupturz ds dos an-
laces comunes a un &tomo de carbono, éste es un proceso rara vez observado exn 23TeEt~
trometria de masas y que generalmente procede a tr&vés de un extersivo reerrszlo 4=
los icnes moleculares.

La tercera proposicidn la constituye la de Byhage y Stenhagen (23) quienzs -
propusieron la fragmentacidn en terminos de C, pero;fuerqn los primercs en cweginer
la estructura ao, para el fragmento idnicc resultante. Esta estructura implic:z la mi-

gracidén de un protdn del C-8 durante la fragmentacidn (proceso Cug).

R

C %

La importancia de esta proposicidn radica en la asignacidn del ion fraszmento
zomo un ion carbonio alilico. Sin embargc tiempo despufs C. Djerassi y cols. {24)
iemostraron que la migracidn del protén de (-12 o C-1B eran iguelmanie predsbles

sera generar dicho ion carbonlo alilico.
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Finalmente es C. Djerassi (25) quien propone el mecanismo de fragmentvacidn
mis aceptable y que posteriormente es confirmada por F.W. Mc Lafferty (26).

1) BBP.Q_‘(.\_J_

Esta fragmentacidn presupone como sitio de ionizgciGn el enlace formado entre
los C-13 y C-17, segfin se muestra en le siguiente pigina como ruta A,-

Como se puede observar del mecanismo propuesto, estas estructuras sufren im-
portantes cambios estructurales previos a la fragmentacidn, ese tipo de cambios he
sido motivo de estudio por varios grupos de investigadores, que sustentan que muchos
compuestos orghnicos, en el proceso de ionizacidn fragmentacibén, pasan por dos esta-
dos energéticos {conformacioneles) distintos: una configuracién de umbral y una con-
figuracibn reactiva y que ambas no necesariamente son equivaientes. Se presupone que
es a partir de la configuracidn reactiva que ocurren las fragmentaciones,

En el caso de le ruptura del anillo D &ste debe liberar una gran cantidad de
energla ya que se involucran en el proceso la ruptura o reacomodo de L enlaces. En
una primera ctapa la ionizacién ocurre sobre el enlace entre el C-17 y C-13 (estruc=
tura a) lo que promeve la migracifn de un protdn del metilo C-18 sobre C-17, y la
posterior transferencia de un protén del metileno C-16 & C-18 (estructura o) con lo
cual la ruptura del enlace C-14-C-15 (estructura c) resulta evidente dejando un ra-
dical idnico mis estable (estructura e), también se puede realizar la ruptura del -
enlace C=-14-C~15 de la estructura b y realizﬁndose un rearreglo, cbtener la estruc-
tura d.

La evidencia de estos procesos de fragmentacién fué proporcionada por Djerra-
si a través de la preparacién de distintos derivados deuterados sobre el anillo D,
el metilo C-18 y los sustituyentes en C-17. Requiriéndose de un sustituyente (que
no sea hidrSgeno) para que esta fragmentécién proceda.

Esta fragmentacidn genera los iones [M-{L2+R)] y [M-(41+R}] en los espectros
de masas de los esteroides estudiados (ver tabla # 8 bajo ruta Al). '

Cabe mencionar que la estructura d puede tomar otro tipo de arreglo depen-
diendo del rearreglo que se realize y que pueden dar las estructuras f y g que se

auestren a continuacidn:

HB-C1 ' %
i = M-62+R]






b=
2} Ruta A,

Otro proceso de fragmentacidn propuesto (25) pare la rupture del anilloc D pe-

ro que involucra la perdides del zetilo augular C-1% es la siguiente:

N . T
o e

-C.?/ M/y=[M-(27+R]

My =M-(62+R]

RUTA Az

En este proceso de fragmentacibn estudiado por Djerassi y que se trate de u-
proceso competitivo con la ruta Al, se presents ur complejo sistems 22 donaciin is

electrones entre los componentes de los anillos B, C y D para generar la estru

a
ot
k
w

i que es altamente estable, ademds de la presencia de la estructure h, siendc £3ia
filtima la evidencia de que esta ruta de fragmentecidn se lleva & cabo, detido & Jue
la estructura i y 4 son indistinguibvles. Ista ruta de fragmeniszcién en los ssterci-

des estudiados genera los iones reportados en la tabla # 8 bajo ruta Ag.

3) Ruta Aq : .
Otro proceso de fragmentacidn propuesto para la rupture del anillo D y que -
involucra un rearreglo en el anillo D intercembiando el protén del C-14 en el pro-

ceso , es la siguiente:
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iy M-(28+R]]

RUTA Ai

Esta ruta de fragmentacidn en los esteroides estudiados genera los iones re-
portados en la tabla # 8 bajo ruta A3.

L) Ruta A

La formacidn de otro ion a partir del reagrupamiento electrdnico entre los a-
nillos B, C y D para generar la estructura k a partir de la estructura e obtenida

en la ruta Al, asi como la perdida del metilo C-19, se presenta a continuacidn:

_—F +
<CH,,
(ﬁﬂ/ (ﬁ;(sw)}m/z
e k '

RUTA A;

Esta ruta de fragmentacién en los esteroides estudiados genera los iones re-
portados en la tabla # 8 bajo ruta Ay

II) Fragmentacidn del anillo C.

En la literatura se reporta la fragmentacién del anillo C, teniéndose la pér-
dida tanto del anillo C y D junto con un dtomo de hidrdgeno extra. Biemann (27) su-
girid que el protn del C-7 es el Atomo de hidrdgeno que se transfiere, dando como

mecanismo {(no siendo 8ste correcto):
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M/y=(M=(0+R]

Pero en el trabajo de L. TSkés y Djerassi (25) comprueba que los anillos A y
B forman el ion [M-(110+R)] en la fragmentacién del anillo C, en este trabajo los
investigadores, al deuterar diferentes posiciones comprobaron que el protén gel C-T
no era intercambiado, por lo que el mecanismo y estructura propuestos por Biemann
no era del todo correcto, siendo propuesto entonces que la fragmentacibn de este -
anillo se lleva a cabo a partir de un mecanismo muy complejo que opera en conjuga-
cidén de una transferencia triple de hidrdgenos como se sefiala a continuacidn:

R

RUTA B 1

Esta ruta de fregmentacidn en los esteroides estudiados genera los iones re-
portados en la tabla # 8 bajo ruta Bl’

111) Fragmentacidn del anillo B.

Ho se encuentran mecanismos reportados en la literatura para los esteroides

estudiados, sobre la fragmentacidn del anillo B, pero si se menciona en el traba-
Jo de Djerassi (25) sobre la formacién de un ion como resultado de la fragmentacién
del anillo B y que es:
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RUTA 01

M-(149+R}="Yz

Esta ruta de fragmentacidn en los asteroides estudiados genera los iones re-

portados en la tabla # 8 bajo ruta Cl'

IV) Fragmentacidn dirijida por el carbonilo, en Ab-3 cetonas,

Budzikiewiez y Djerassi reportan (28) en la literatura el siguiente mecanismc:

R

m/z=124

Marcando por medio de deuterio 3Budzikiewiez y Djerassi comgprueben que los -
hidrbgenos especificos transferidos en estz tipo de esteroides son los perteneciene
tes a los C-8 (estructura 1) y C-11 {sstructura m) que por zmediz 4z un rearreglo -
interno nos generan la estructura n que presenta une n/z=12L, Er casc de no tener
el C-13 (metilo) la m/z=110.
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Esta fragmentecidn se encuentra en ls tabla # § perz los esteroijes estudia-
dos bajo ruta Dl.

V) rragmentacid:n del snillo A.

Para las Al-3 cetonas que se trabajan, Budzikiewiez y Djerassi reportan (2%)
la evidencia de un pico M-42 que proviene de la ruptura del anillo A ascciada con

1z pérdida de unae cetenz y oroponiendo el siguiente mecanismo:

’ -CH2= C=0 . ¥ /zzM"l'2

O// ) ~
0 P

Como se observa se reporta como la ionizacidn de la dotle ligaduras cercara
al grupo carbonilo (estructura o) pudi®ndose eliminar la cetena er un proces> homo-
1{tico quedando el fragmento cergado en forme de un ciclobutanc (estructure ), por

lo que para las Ah-3 cetonas se debe presentar la siguiente rate:

G o’/j 7

BUTA D, -42
_"l+
M/z=M-42 -
pa—
AN N

Zsia Sregmentacildn se encuentre en la tedls 4 D peralcz esseroides eztudlze
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VI} Perdaida de grupo metilo.

Djerassi y Tékés (25) al deuterar diferentes posicliones comprueban que en la

perdida de 15 unidades de masa que es debida a la perdida de un grupo metilo se tie-
ne que el 804 de la seifial es dada a} perder el metilo C-19 y el otro 20% del metilo
¢-18, teniendose como mecanismo para la perdida del metilo C-19 el siguiente:

R R
M5
| m/z=M N
=Chy
aUmA §

Esta fragmentacidn se encuentra en la tabla # 8 para los esteroides estudia-
dos bajo ruta E.

VII) Perdida-de H.0 a partir de hidroxilo en Cime
<
Biemann (17) reporta la perdida de agua con formacidn de una doble ligadura

entre el carbono que tiene al hidroxilo como sustituyente y el carbono adyacente

a €1 con protones disponibles de ceder, el mecanismo es el siguiente:
o
+ OH
[ )
H0,
m/z=M-18

RUTA
Aqu% cabe menclonar que algunas de las seflales presentes en los espectros de
masas sufren las rutas de fragmentacién mencionadas en esta seccién despufs de ha-
ber perdido agua, y que se marcaran en la tabla # 8 con la letra F antes de anotar
la masa correspondiente, ademss de que en &sta se encuentra reportada la perdida de
Hao bajo ruta F.
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Sa

A continuscidn se escribiran tres rutas de fragrentecidn que se encuenivesn -

presentes en los espectros de masas de los estrdgencs.

VilI) Fregmentacidn del anillo C en estrizercs.

Budzikiewiez y Djerassi (28) reportan para los estrdgenos dos rutas iz Zrzg-

mentacidn en el anillo C ademds de la que se vid como ruta 3. ¥y que & difsrsncie -

de €sta ze realiza un arreglo interno y se modifice =l rasuliadc ds

cidn obtenida.
Ambas rutas presentan unas estructuras en comfn (estructura 3, r y s) ¥ sor

medio de 2 rearreglos diferentes se cbtienen =n

és l=z rutas un icn establs de

i
5
m

estructurs , y en ia ssgunde con el intercemvic 32 un rritfn se obilene ls estruc-

ture u que posteriormente por une

siendo estos mecanismos los siguientes:

R R
,'H X
. T LI
F? (; F? r
-*

| i\.(—L—
R t

M/7=155+R
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RUTA G

+
Q0
R v R

m/,=168+ R

3
X
U

Estas rutas de fragmentacidn en los esteroides estudiados genera los iones
reportados en la tabla # 8 bajo rutas Gy ¥ G, R

IX) Fragmentacidn del anillo B en estrdgencs.

Budzikiewiez y Djerassi {28) reportan un resrreglo en el anillo 3 ds los e3-

trdgenos que es el siguiente:

A
g,
/_Z_J
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Como se puede observar si ocurre la rcigrecidn del protdr del C-9 al C-5 del
anillo aromAtico activado (estructura w), la expulsidn de etileno por medio de una
retro Diels-Alder (estructura x) nos permitird la obtencidn de la estructura y.

Esta ruta de fragmentacidn en los esteroides estudiados genera los icnes re-
portados en la tabla # & bajo ruta H. )

Es importante hecer notar que les rutas antes mencionadas no son las Gnicas
que se llevan a cabo sino que también todas las rupturas de los diferentes grupos
funcionales que se indican en la literatura {2,16) que se presenten en los esteroi-

des estudiados.



TABLA DE RESULTADOS DE m/z Y DE %I DE LOS ESTEROIDES ESTUDIADOS POR LAS DIFERENTES RUTAS.

Tabla # 8
Ne. do. | RUTA A, - BUTAA, | RUTA A, | BUMA A, | BUTAB, | RUTAC, | RUMA D,

Eoteroide | M-(41+R) | M-(424R) { M-(27+R) | M-(2B+R) | M—(564R) | M—(110+R) | M-(149+R) | m/z=124
1| a8 (a5]T2AT 113450 270 (6.9 122 (14.2) | (100)
1T 232 (19.5) {231 (19.5) [ 246 (15.6)
III e | 229 (14.6)] 244 (7.5] ——-~ | F232 (7.5) 161 (14.8) 1 (19.8) | (41.8)
v 230 (1141} 229 (43.9) 161 (7e3)( 122 (941) | (84.8)
Vo246 (1) | 245 (36.4)] 2060 (4.5)] 259 (22,7)] 231 (16.7] 177 (12.1)] 138 (95.5) | —~—
VI
V1L 230 (649)] 229 (20.7) 215 (645)] wmememm— | 122 (2349) | (8549)
VITI | 230 (5.6)1 229 (7.4) 161 (11.1) 122 (5.6) | (22.2)
IX 216 (1h) [ 215 (100) | ~mmemm 229 (1.4) 201 (7.2)] 147 (11.5) 108 (9.8) | (29.9)
). S (R 219 (02.2)) 230 (164 e 201 (4.8 147 (31.1) 108 (28.2) '('33}0
X1 202 (16.1 201 (16.7)] 216 (62 133 (41.7) 94 (374H) | ~———
KL 230 (0o 200 (44.0)] 244 (28.0] e | 215 (16,0)] 161 (32.,0)] 122 (32,0 [B{"5}"°
X1y 230 (Ut d vy {6et) 122 (15.6) | {100)
Xiv 229 (26.4 108 (28,1) | ———

-oL-



Tabla # B {(cent.)

Hoodo | HUAL| DFAE|RMAL) IOAS, | HIAG | AL OBSERVACTONES
Estereide | M-42 Nel5 | M-18 (155¢R) | (168+R) | M-28

I 246 (5449 273 (7.6) 270(6.9
1 246 (15.4 273 (7.7)] 270(91.

111 | 287(7.9){284(14.4
v 302(3245 Sust. en C, .1 »/2+57 (100)
v fSunt, en Cyq1 n/z=57 (57.6)
VI n/ne268 (100)
vir  |370(12.0} m/2v 147 (100)

ViII n/2=105 (1441), n/7=91 (99.3)
IX e | 283(641)] 280(9.8)
X
X1
X11 e | e | 294 (8) m/z=1 (100)
XTIT | 272(7447 299(15.6 Suat. en C o m/za43 (83)
X1V 298(9.471 325(27.5 Susts en Gyo1 m/u=q3 (100)




Tabla # 8 (cemt,)
Nes do | RUIA A, € RUTAA, | RUTAA, | RUMA A, | RUTA B, RUTA C BUTA D,
Estereide | M-(41+R)| M-(42+R) | M-(27+R) | M-(28+R) | M-~(56+R) | M—(110+R) | M~(149+R)| m/z=124 |
XV
XvI
Xv1l 124 (16.7) | (16.7)
XVIIL | 21414.6)[213(26,1) | 228(4.9) [227 (6,1 ) | 199(12,1) | 145 @5.8 ) | 106(10,9) | ===
X1X 214(17.9)213(100) 199(740) | 145(1745) | =mememm (12.0)
XX |.228(17.1)|227(100) 242(2142)] == | 213(545) | 159(1445)
XXI

Les valeren aunetades entre parentesis cen les valeres de porbontujo de intensidad relativa de la

sefisl con respecto & la altura del pico base.

BEs importante seriular que lus intensidades relativas som depemdiemtes dal tipo y forma do operu-

oibn del instrumento empleado,



Tabla # 8 (cents)

Ne. de | RUTA D | RUTA E | RUTA P | RUTA G, | RUTA G, | RUTA H
2 1 e L OBSERVACIONES
[Estereide | M-42 M-15 M-18 (155+H) | (168+K) | M-28

XV Sust. en G, n/8s57 (100)
XVI 394(18.4 Sust. en 0, 1 M43, M-59
XVII n/3=99 (100)

XVIII e | 255(3e6) -—= | 172 (40) [ 185(44.4 242(7.3) »/85270 X* (100)

XIX 172(1549) | 185(8.0) [ —~o—mm
XX 186(1246) | 199(647) | ~eemmm
XXI Sust. en 0,3 m/2=105 (100)
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CONCLUSIONES DE LA ESPECTROSCOPIA DE ESTEROIDES.

Se ha presentado hasta el mon;ento la asignacibn de las seflales obtenidas en
cada una de las técnices espectrosclpica3 estudiadas, realizando esta asignacifn
por analogfa con la teorfa que se reporta en la literatura y que se ha marcado en
su momento. Ahora se expondrén las conclusiones a que dan lugar las anteriores a-
signaciones.

1) Los espectros de U.V. permitieron la asignacidn de grupos crombfforos y su utili-~
dad se reduce al‘anﬁlisis cuantitativo, ya qué la elucidaci{in‘ estructural por -
esta metodologfa resulta Iimposible.

2) En I.R. fue posible asignar las principales bandas de absorcifn que se presenta-
ron a 1os grupos funcionales que constituyen la molécula. Se pone en evidencfa
que a través de esta metodologia y con los espectros presentados en esta tesis
se puede realizar una identificaciﬁn tentativa de estos este}'oldes, ya que los
espectros presentan sefiales caracteristicas. Por otro lado con la mecfinica es-
tablecida y la informacidn aquf contenids debe ser posible la asignacitn de ban-
das para otros esteroides y que esto conduzca a su posidle elucidacidn.

3) los espectros obtenidos de R.M.N. como ya se esperaba proporcionaron poca infor-
macidn estructural, sin embargo también fue posible asignar las seflales o grupos
de seflnles a los principales grupos fﬁncionales de estas noléculas. Ya que las
diferencias en los espectros de esteroides son muy sutiles, la identificacién
tan solo por R.M.N. podria conducir a errores. La aplicacidén de esta t8cnica al
anflisis cuantitetivo de esteroides se encuentra planteada en el apendice II.

4) Los espectros de E.M. nos permitieron la inmediata asignacidn para cada una de
las moléculas, dado que en todos los casos el ion molecwlar, constitufe una se-
fial facilmente identificable y como se obseﬁa en las tablas los pesos moleculares
son muy distintos. El problema que presentan estos espectros es que la asignacidn
mecan{stica de las sefiales generadas afin no estdn lo suficientemente clara lo -
que podria conducir a asignaciones errc‘;neas pare los iones fragmentos pero no -
para la estructura de la molécula.

Como se puede deducir pars la correcta elueidaéic‘pn de la estructura molecular
de un compuesto desconocido se requiere de la inromci§n que proporciona cada una
de estas t§cn1cas. yesa trat"é_s de la interpretacifn conjunta de tods ella, que se
pueden alcanzar resultados coherentes y satisfactorios.

La informacifn contenida en esta tesis puede resultar de intéres a distintos



niveles:

- Al quimico que pretenda llevar a cabo la ainteais de estos compuestos, ya que los
espectros aquf contenidos le pueden servir de referencia y control de sus reac-
ciones.

- A la industria los espectros de referencia aqui contenidos le pueden servir para
el establecimiento de adecuados controles de calidad.

- En el frea de las clencias de la salud para la investigacidn de estos compuestos

al ser suministradas a pacientes o en la investigaciﬁn de sus metabolitos.
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APENDICE II

Aplicacidn cuantitativa del catélogo espectroscdvico de esteroides en mezelas

Tarms cologlcas.

En este trabajo se presenta la posibilidad de aplicér las técnicas espectrosch-
picas a medicamentes anovulatorios formados por mezelas de esteroides del tirz an-
drogénico, progestinico y estrogénico ccmo ya se ha mencicnado en ls perte tebrics -
de los esteroides. Las mezclas de estercides que se utilizan comunmentie en el merce-
do como anticonceptivos orales son los presentedos en el cuadro I {pég. 26), de los
ahf mencionados no se dispuso de lcs esteroides Valerianeto de estrziicl ni enantae

to de testosterona, todos los derfs esteroides se analizaron per las 4 <éonices sse

o
[£1]
3
o
ja ]
2.
[14
o
F

>

pectroscdpicas. Otra observacifn es que las rszclas comfines utilized
genos y estrdgenos, progestinas y esirfgenos y solamente de andrbgenos.

En este apBndice se expondrén las enlicaciones analfticas que se pueden llevar
a cabo contando con el catflogo espectroscdpico, empleandolo para el anilisis de las
mezclas antarioreé, determinendo en cfal a= estas técnicas es fartible realizar un -
anflisis cuantitativo.

Se tomd una mezcla representativa para realizer el trabajo cuantitativo por las
téenicas espectroscdpicas que lo permften, as{ como tor la tcnise de cromstografia
de gases que es la técnica mds comdn para la determinacidn cuentitativa de compusse

tos orgénicos, ¥ que serd el método de referencia.

Ultravioleta.

En la literatura (14,15) se eprecia la importancia que representa el conccer
los valores de A mAx. y loge para estcs esteroides, ya que la técnice mAs empleads
para la determinacidn cuantitativa en mezclas es la espectroscozle U.V, (come en el
caso de mezclas entre Norgestrel y ¥tinil estradiol, Noretindronme y Etinil eziralisl
Acetato de noretindrona y BEtinil estrediol, etec.).

De los resultados obtenidos por U.V. para los esteroides estudiadocs (cabla Fu
pBg. 35) y aplicando la ley de aditividades para la reslizacidn del &nflisis cuenti-
tativo, se observa que las mezclas que se pueden estudiarpor esta .ec nica son tods:
las presentes en el cuadro I con excepcidn de las mezelas 1 y 4, Para eleczlificer -
10 anterior se analizd una mezcla de Horgestrel y Etinil estrediol gue presznie ung
relacidn de 5:1 en peso respectivamente. Se preparan estfndares e Norgestrel y Eti-
nil estradiol para calcular los valores de € a las longitudes de onda en gue cade -

2no de los componentes absorbe, obtenifndose los siguientes resultuios:
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\=£350m A=l 6nm M. {(e/mol)
Korgestrel £=45.70 mol Yem ™1 £ =22,508,65 mol-lcm-;l 312.45
Etinil estradiol e=4365.16 mo1l™* em ™1 €'=h08.60Amol—lcm-ll 296.41

Concciendo ya estos valcres se prepers uns mezcle de estos esteroides, de los

datos obtenidos se obtienen los siguientes resultados:

vy

Paso de miestre . Concentracitn (en_25m1)
Norgestrel 4.973mg o R E 5.&ch-gM
Etinil estradiocl 1.081ng S 15w
A =265nm © A =okbm |

Mezcla ' A=0.68k A=8.771

Con estos valores se realizen los siguientes cElculos:

Norgestrel (N) y Etlnil ‘estradiol ( E3)

0. 684-&5 7C +'"‘s 16C,, X 22308.65
8.772 =2_9o° c5:1 ho%.cc_ x bS.T
15662.52=100 4525, 30, 4575938230
- Loo.8k=20Lk6523 30, #28€73.020,
15266.68=99961255¢ .,
o 15268.68 oo o b
Cop 1.5¢10 M. .o

99951250 mol‘ 1

0.684~(4365.16 mol-ll)(l 5x10 mol/l)

45.7 mol M1

C =

. =6. h <10~ M

Como se puede observar los valores obtenidos experihentalmente concuerdan con
las cantidades utilizades al preparar la mezcle.

EL proceso se confirmd analizando un anticonceptivo comercial en forma de com-
primidos, sin pelicula de color y el Nordiol que es el mismo tipo de anviconceptivo,
vero con pelicula de color, el contenido indicado por los laboraterios productores

sera estos medicamentos es:

‘Peso en la tableta

lorgestrel 0.25ng
Ztinil estradiol " 0.05mg
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La téenica de extraccidn utilizada es la misma que se utiliza en la técnica -
cromatografica: '

Se pﬁlverizaron y homogeneizaron aprox. 70 tsbletas. Se pesa con exactitud el
peso promedio correspondiente a 10 tabletas. (Anteriormente se calcula el peso pro-
medio de 10 tabletas).

Se transfirio el polvo & un embudo de separacidn con ayuda de 20mlL de agua -
destilada, se agita y deja reposer 5 minutos, enseguida se extrae con 3 bofciones
de 20ml de cloroformo. Los extractos se reunen y se evaporan en un rotavapor, el -
residuo que- se obtiene se disuelve en metanol y s2 pase a un matraz aforado de 50ml
y se lee al U.V, a A=285nm y A=2Lé6nm.

Por 10 tabletas se tiene:

Pesc en la tableta Corcerntracidn
Yorgestrel 2.50mg l.6xlO_hM
Ttinil estradiol 0.50mg 3.4x10™y

Realizando esto para 3 diferentes.extracciones se obtuvieron de resultados:

Etinll estraulol 0. 0h9—0 001tmz por tableta.
; ffVor;es+rel 0.232%0.9132ng por tableta.

smando re;aczcnes en pe50~de la mezcla:

h 767-0 260 de N por 1 de EE

Infrarroo,

Esta técnica 6fredevla posibilidad de determinéfxﬁn'hﬁmé_ ,grande de sustancias

{

1 problema es que.para determlnar cuantitativamente os compone tnS‘de mezelas’ se

de trebajar de 2 maneras:

) Obteniendo una banda que corresponda & uno solo de los componentes y otra banda

’(j

ra el oiro componente. )
2) Trebajando la ley de aditividades como en U.V..

El problema en el caso de las mezclas estudiadas es que no se puede encéntrar
el primero de las casos {ver los espectros dé I,R. de los diferentes esteroides que
se tienen en las mezclas).

Y en caso de utilizar la segunda, se presenta el problema de que los ecpectros
se obtuvieron en pastilla de KBr y para realizar la determinacidn cuantitativa de
los componentes aplicando la ley de Beer se requiere de obtenerios en solucién, lo

que genara problemas en el sentido de:
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~BEscoger el disolvente adecuado.

-Que no presenten desviaciones a la ley de Beer en la zona de trabajo.

-Calibracidn del aperato en 0 y 100% de transmitancie. '

~Digminuir =n lo mis posible la estrechez de las bandes obtenidas en los espactros.
Por los problemas anteriores, no se realizb la determiracibén cuentitetiva de

las mezeles por esta téenica, debido & que no es el objetivo principal de la tesis,

y en ests apéndice se desean técnicas répidas para el enflisis de mezclas anticon-

ceptivas,

Regonancis Mamnética Nuclear.

kEn la R.M.H. se tiene una cualided técnica que es la proporcionalidad directa

entre lar aress de los picos ¥ el nimero de nuzleos que producen el pico (como con-
secuencia, le determinacifn cuantitative de un compuesto especifico no requiere -

muestras puras del compuesto para su calibtraeidn). Asi, si un pice identificable de
w0 de los constituventes de una muestre no traslapa los picos de los otros consti-
Tuventes, puels cmplearse el frez de este pico para estatlecer directamente la con-

4 » : . - -~ ”
zentracidn 4e la especie, siempre que se conczee el frea de le sefizl por prouvdn, ¥

se realize unaz colibracidn con un estérdar, es decir tener un patrdn de concentra-

De los espectros de R.M.H. obtenidos para los esteroides presentes en las mez-
clas, ze cbserve que la zona de 0.5~3.0ppm no permite la determinacidn cuantitativa-
mente de loc comporentes de las mezelas, paro las sefiales fuers de esta zona de ¢ -
permite el analizer cuantitativamente las mezclas. De las mezclas presentes en el -
~uadro I {pag. 20) se estudierou todas por esis técnica excepto la primers, segunda
¥y cuarta, esto debido a que para la primera no se tienen seflales diferentes de los
componentes que lo constituyen, ia segunda que si se puede realizar, presenta une -
relezidn ern peso grande y en le cuarte se traslapan 2 de les sefiales. De los espec-
tros cbtenidos las seflales de cada uno de los esteroides que cumplen estos requisi-
tos son:

T......Testosterona .... 5.75ppm del H del C-h.

vI.....Dipropionato de metil androstenediol .... 5.40prm del H del C-6.
XII....Norgestrel .... 6.lppm del H del C-kh.

ZIII...Progesterona .... 5.8ppm del H del C-h.

XVII...Caproato de hidroxiprogesterona .... 5.8ppm del metoxilo.

KVIIL..Estrona .... 6.5-7.2ppm del H del C-1,2,k.

XIX....Btinil estradiol .... 6.5~T.2ppm del H del C-1,2,h.

XXI....Benzoato de estradiol .... 6.5-T.2ppm del H del C-1,2,k y 7.3-8.3ppm del K
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del grupo benzoato.

Utilizando esteroides patrén se corren los espectros de las sigulentes mezclas:

1.... Progesterona (P) 2.... Caproato de hidroxiprogesterona (CH)
Benzoato de estradiol (BE) Benzoato de estradiol (BE)
3.... Progesterona (P) 4. ... Progesterona (P)
Estrona (E) Dipropionato de matil androstenediol
{DMA)

S.... Norgestrel (N)
Etinil estradiol (EE)

Aprovechando la relacidén que hay entre las integraciones de los diferentes pi~-
cos se puede calcular la relacién en que se encuentran estos esteroides utilizando
los siguientes cflculos:

Tomando como ejemplo la mezcla 1y la integrac1§n a 2000.
0.8cn=-~8§ BE == 0.lcm~--1H BE y 1.0cm--1H P
esto da una relacidn molar igual a: 10
pero ya que buscamos relacidn en peso:
multiplicamos. el P.M. del BE por la relacidn molar y &sta dividida por el P.M. de
la P nos da una relaci§n de: 12 de P por 1 de BE

y el valor tebrico de acuerdo a las cantidades de los principios activos usados pa-
ra su preparacidn fueron:
P 191.80mg

BE 15.98mg 1281

Realizande lo mismo para cada una de las mezclas se obtienen los sigulentes -

resultados:

Mezcla No. Relacidn tesrica Relacidn experimental
1 (Esp. No. XxV) 1 BE por 12 P 1 BE por 12.1920.61 P
2 (Esp. No. XXVI) : 1 BE por 7.3 CH 1 BE por 7.23%0.65 CH
3 (Esp. No. XXVII) 1Epor 9P : 1 E por 9.09%1.46 P

4 (Esp. No. XXVIII) 1P por 2.5 DMA 17 por 2.5 DMA

5 (Esp. No. XXIX) 1 EE por 5.2 N 1 EE por 5.31%0.61 N

La mezcla No. 5 se analizq extrayendo practicamente los estercides del fArmaco
Nordiol que ya habia sido valorado por U.V., empleando le misma técnica de extrac~
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cidr, solamente que en lugar de disolver el residuo en metanol se disuelve en 3ml

de CDCl,, obteniéndose el siguiente resultado (ver espectro No. XKX):

5.0650.60 de N por 1 de EE

Espectrometria de masas.

Para realizar un anélisis cuantitativo por medio de esta tcrica se necesitun

cumplir los siguientes requerimientos basicos:

1) Cada componente debe exhibir por lo menos un plco que d1f*era:marcada_=nte de -

los demés.

2) 1z coniribucibn de cads componente a un pico debe s nealmente &dipi?ay
3) Presenter una buena sensibilidag. ’
4) Disponer de esténdares aprcpiades pers calibrac15n

$ sa

Cumpliendo los requisitos anteriores se necesits realizaf uns celitrasidn con
los est@ndares de tal menera que las =ltures de picds sean :;.ecnumeﬂte tropreiona-
les a las presicnes parciales de los componentes. In casc de no encontr “n pico
inico para cada componente, se tiene que resslver une seris de ecuscione simuiza-
neas, utilizandose normelmente pare =230 computadoras. In cesc ds contar con un zis-
tema acoplado de C.G.-E.M. se pueden resolver de una meners més sencilla estas mez-
clas, en el caso de este trabajo 20 se contaba con un erarato que permitiera el rea-
lizer el anilisis cuastivativo y por lo ten*o sble es mencionado, ademfs de los mo-

tivos ya mencionados en la parte técnica de I.R.. '

Cromatografia 3= pases.

La técnica de cromatograffa de gases es une de las técnicas cuentitativas wis
utilizadas para el anallsis de mezclas orginicas. Para comprobar y comparar'las tée-
nicas anteriores se realiza también un anflisis cusntitaetivo por medis de la C.G.,
splicando una metodologla para deterrinar cuantitativamente la mezela de ZE ' Ii en
el medicamento, ya realizada con anterioridad en la secciln de C.G. en el Depto. &z

uimica Analitica de la D.E.Pg., y que se descrive a continuacidn:

"Mtodo propuestoc para la determinacidn de Norgestrel vy Etinil estradiol ern tabl:itaz”

-Preperacidn de la disolucidn estandar.
Disol. A: Colesterol de referencia en CHC13 a una cone. de 500pg/ml.
Disol. B: Norgestrel de referencia en CHCl3 a una conc. de 2,500pz/ml.

Disol. C: Etinil estradiol de referencis en CHCl3 & una conc. de 5CCuz/mi.
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-Preparacifn de mezcla esténdar.

1ml de disol. A + 1lml de disol. B + 1ml de disol. C === aforai a iOml con CHCl3

-Extracclon de los principios activos en las tabletas. :

Se pulverizaran y homogenizan aprox. T0 tabletas. Se pesa on exactitud el pe-
so promedio correspondiente a 10 tabletas. ) “ '

Se transfiere el polvo a un embudo de separacion con ayuda de 20ml de agua -
destilada, se egita y deja reposar 5 minutos, enseguida se extrae con 3 porciones
de 20ml de cloroformo. Los extractos se reunen y evaporan en nn rotgvapor hasta un
volumen aprox. de 3ml, se transfieren a un matraz aforade de lcml-ﬁon‘ayuda de mis
CHCl3, agregar lml de la disol. A de Colesterol y se afora.

-Condiciones cromatograficas. _

Cromatégrafo: Varian Aerograph Serie 2100 con detector de ionizacién de flams.,
Integrador: Spectra Phisics SP4100 Computing Integrator. 4 '

Columna: 10% QF-1 Chromosorb WHP 100/120 de 6ft1/8" de vidrio.

Temperaturas: Columna 245°C; Detector 250°C e Inyector 250°C

Flujo de nltrogeno 25ml por mlnuto.

Se empled el méetodo de estandar interno, programando al integfa&or con el pro=-
grama I (ver anexo I), obteniéndose para el medicemento estudiado los sigulentes -

resultados:

Etinil estradiol 0.05020.005kmg por tablesta.
Horgestrel O.2hTi0.0lS3m8 por tableta.

tomando relaciones en peso de la mezela:

h.9559:0.h187 de N por 1 de EE

Algo que es importante hacer notar es que el intervalo de’ conflanza es grande
debido a que la coiumna utilizada ya tenla cierto tlempo de haber ‘'sido empecada y
por lo tanto su czpiacidad de sep¢r3c1on se ve dlsmlnuida cuando 1a columna se en-

cuentra en estado dptimo se esperaria un intervalo de conflanza,lel orden de: 0.250

Conclusibn

Como se menciond al principio de este apéndice, lo que se desea es que se ob-
serven las aplicaciones analiticas de este catdlogo en la cuantificacidén de mezclas
con accidn farmaccldgica, por lo que toca a las ventajes y desventalas que presenten

se dejan al criteric de la persona gue consulte esta tesis ya jue dependerd de dife-
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rentes factores, la seleccidn de la técnica mis adecuade. Queda este trabajo como
base a investigaciones posteriores tendientes a implantar nuevas técnicas analiti-~

cas para esteroides.
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