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iNTRODUCCION

La finalidad de este estudio censistié en realizar la valoracion
del Fenil Propionato de Nor Androstenolona usando el método espe=-
trofotométrico que en la actualidad se ha gencralizado pues permi-
te al analista resolver los problemas que no se ven en campe visible
Se puede entender ms facilmaonte las posibilidades que esto ofrece
al andlis's =1 e considera que las moléculis v atomos que constitu-
yen una substancia segin su naturaleza, absorben v disprrean ra-
riaciones cuva longitud de enda cta dentro o fucra del cspeetro vi-
sible.

Los mdétodos de ensaye, fundados en la espectrofotometria, se
ostan aplicando con éx.to en la valorizacion de nuevos productos
medicinales. Las radiaciones en lar porciones visibles v ultravioleta
del espectre son de gran valor analitico para e quimeeo farmaced.
tico.

Entre los nueves agentes terapéuticos se havan aquello s cuya
potencia ¢ expresa en unidades muy poguenas ya que tononuay ae-
tivos; entonces los mdétodos antiguos no tienen mnguna utthdad, de-
termindan-dore la paten-ia de écten por medie ded anabine edlorme.
trico.

Este métedo se funda en la mediacion de compue ctos de color

aue se forman por roace ones con ciertar substanes quimicas

El prado de coler suele estar en razdn direeta de la cantidad

de ingredientes activos que contio ae ol preparado que e analiza



Al principio se hacian estas determinaciones clorim
parando, en un colorimetro visual, los colore
ducto que sc examinaba ¥ un reactivo, ¢

ftricas com-
s formados por el pro-
on los producidos por pa-
t vo.

trones preparados con la substancia pura ¥y ¢l mismo reac




ANTECEDENTES

El Fenil propionato de Ner Androstenolona es un polvo blan-
co, cristalino, insoluble en agua, éter de petroleo ¥ ¢éter anhidro,
soluble en acetona. cloroformo y xileno,

Punto de fusion de 94.6 C

Formula

2.0. vy,

FARMACOLOGIA Y QUIMICA

El Fenil Propionato de Nor Androstenolona es quimicamente
ano de los Mamados Nor Esteroides El Prefijo ten s su origen en
investigaciones real:izadas por alathicssen v Foster en 1868 <obre
ol dcido Opianico que no contiene mtedgeno pero -~ dos Hrupos me.
tilicos y denvados d 1 miemo Dichas investigaciones dieron el
rombre de acido Opainieo normal ol compuesto s nogrupos metili-
cos, amrentrae que ¢l derivado monometilico recibid ol non bre de
Jedo Letd oropanico

~
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Dcrde entoncey, en la terminologfa quimica o1 prefijo Nor se
utiliza para substancias en las cuales ¢l grupo metilico ha sido subs-
t tuide por hidrogenoe.

En la Androstenclona o Nor testestenona falta el grupo metilico
que en la Testosterena constituy.: ¢l Carbono 19 entre los anillos
A v B, ntonces Ja formula del Fenil Propionato de Androsteno-
‘wna recuerda la del Fenil Propionato de Tectosterona de la que di-

fiere por la aus:ncia de Carbono 19

Por lo tanto, el Fenil propionato de androstenolona recibe el
nombre de eFnil propionato de Nor testoterona o nor androsteno-
lona; en la biblicgrafia Anplo Sajona el término Nor Androsteno-
lena a menudo + abr.via Nandrolona.

El Fenil prop onato de ror androstenclona se obtiene quimi-
camente a partir del estradicl, por ¢ro e ha considerado esta .ubs-
tanc.a intermedia ontre la hormona masculina v la femeonina,

Segan Nowakew:ki H vy J Parada, su conversion en estroge-
nos cn el organismo es minuma o nula de:conociendere por el mo-
mento las teaccinnes enzimaticas para su desdoblamiento v degra-
dacion.

Acciones del Fen i propronato de nor androstenolona:

Ejerce una accion variable sobre el balance del nitrogeno, cal-
cio v forforo v obre el metabolismo hidromineral

Propiedades Iielogr-as

El Fenil propionate de nor androstenclona disminuye la hiper-
excresion de nitrogeno y caleio, Septin Gjorup S. v J. Hess Thay-
cen, hace dism nuir la cencentracion de nitrogeno no proteinico en
sangre

Inhitxe ta aecton catabolica de la prednizona segiin la demos-
tracion de Broachner Mortccen por med o del estudio del balance ni-
trogenado v fosfarico en paconte con artritis reumatcides tratados
cen corticosterordes las cuales provocan perdida de Potasio, Calcio
1

o Focforn o eatunulan o exores onode Nitrdgeno
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Ademas, por ru actividad formadora de hidratos de Carbono
a partir de las proteinas (gluconogénesis) destruyen éstas, enton-
«es esta accion catabolica de los corticosteroides se contraresta su-
ministrando simultincamente esteroides anabdlicos.

Efecto Anabolico:

R. Blasius, K. Kalfer y W. Seits. realizaron un estudio med an-
te electroforesis. El efecto anabolico de las hormonas esteroides
sobre las proteiras musculares contrictiles del miocardo comprue-
ban que ¢l Fenil propionato de androstenolona aumenta de modo
considerable el contenido relativo e¢n contractira-

El Fenil prepiozate de ror ardrostenolena adeie de cor em-
rltado en el tratamicato de las delgadeces puede sor uadn oa es-
tados distiof ot en cirugia, asociado con ACTH o certico:steroides,
pata provenir complicaziones post operatorias; osteoporosis; earci-
D oea mamarie, uremia, ertador di debilidad v agotamiento.



GENERALIDADES SOBRE ESPECTROFOTOMETRIA

El espectrofotometro es un instrumento que sirve para medir
el grado de absorcion o transmision que tiene una substanc’a cuan-
de es sometida a la enerpgia radiante aproximadamente monocroma-
tica, comprendida entre las regiones de 200 v 2,000 milimicras.

En estos ensavos por lo general se expresan las intensidades de
los colores en tanto por ciento de transmitancia o absorbancia.

Puesto que la absorbancia de una substancia determinada va-
rias con las longitudes de onda de la luz, el punto en que se cfectia
la absorbancia maxima es el que se suele tomar como posicion de
longitud de onda caracteristica de cada substancia  Esto correspon-
de a la posicion en que la minima cantidad de luz o radiacion es
transmitida a través de la solucion de color para que choque con
ja célula fotoeléctrica. El resultado se calcula tomando como base
¢l porcentaje de rad acidn que es transmitido, segin lo registra
el instrumento, v que se compara con un resultado obtenido de
manera semejante con un patron de comparacion.

Para hacer una determinacion espectro fotométrica se verifi-
can las siruientes manipulacienes:

Se hace un ioguste meal con o fotocelda, completamente en
1a obreuridad. por medio del control corriente obscura que sirve
para comperar cuadguier Hloacion de luz o travis o alrededor de
I fotoceldi B pruner auste gque e reahiza con el solvente ona

celditha puede hacer-e tanto proe abertura del dhafragma como por
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-arfacion del control de sensibilidad, esto se hace para comprobar
la pesicion del interruptor selector

El efceto de estos contreles es ajustar la tendencia del potencial
a suministrar clectrones a la replia del primer tubo, asi cemo para
determinar | consume de electrones a través de la eelda fotocléctri-
ca bajo diferentes condiciones de iluminacion v para mantener el
medider de lectura constante, las corexienes pueden modificarse
ajustando el interrupter s:lector a otra posicion marcada 0.1, v
esto tiene ¢! efecto de exponer la escala de transmirion a un factor
age 10; csto se usa siempre que la transmision de una muestra s2a
mencr de 1077

Dos tipos de interpretacion se le pueden dar a la espectrofotome-
tria.

Interpretacion cualitatira.- -Los problcmas que mplican la iden-
titificacion de componentes orginicos pucden ser resueltos por téc-
nicas espectrofotométricas mediante el ure de curvas de absorbancia
para compuestos con.cidos,

Interpretacion cuant tativa-—Ususlniente en trabajos cuantita-
vos, los constituyentes de lo muestra son conocidos y el desco es
determinar la concentrac on de uno o mas de ellos La espectrofo-
tometria cuantitativa esti basada sobre el hecho de que la absor-
bancia de un material, i una determminada longitud de onda, depende
de su concentracion: 1 la absorbancia es directamente proporcional
a la concentracion. ¢! reaccionante, siguce la ley de Beer, es decir
es proporcional a la longitud de onda de la luz; en muchos traba-
jos espectrefotométricos practica:, la long tud de la celdilla ¢s una
constante, v por lo tanto se cancelan en lor caleulos de la ley do
Beer: es decir, la relucion de las intennidad s de luz transmitida ¢
incidente, para un tipo determipado d- longntud de onda, v a tra-
w68 de una substancin deterrmnada e andependiente de L antensi-
dad de ja luz e dente Fata ley fiaca, emprica, ha ado establecida
experimensalimente v e cumple pora cacd todas e substancias den-
tro de Hmate mas extenson

Con fines exphicatives Lamat rade cierto espesor puede con-



gderarse ceme formada por porcicnes delgadas paralelas de igual
gresor. Todas esas porcioner abrorben la mirma fraccion de luz al
pasar a través de ellas. Por otra parte, si ve considera desde ¢l pun-
to de vista hipotét co o la materia como compuesta, o variacion en
espesor corresponderi a una variacion en el nimero de porciones
delgadas igualer. La ley de la relacion en la absorcion, para lon-
gitudes de onda determinadas pued » derivarse como Sl e

'L E — KI

En donde I e« igual a la intensidad de luz transmitida.

L. corresponde a la luz incidente.

I, s igual a longitud de onda v K, a una constante caracteris-
tica de la substancia

2ara la mayerfa de las substancias en solucion, la constante
K es proporcional o la masa del soluto en v dad de volumen de so-
lucion; este es conacido cone la oy de Bed De esta ley se deriva
la formula de abroreidn, qu- permite la do crninacion de concen-
traciones fotometricamente
:;FIA T T -

e . .
La proporcicnalidad de la formula es como sigue:

K he
Generalizado queda:
Il ¢ -—-hel

Que convert da a la forma logaritmica a la base 10 da una ecua-

cion finul de la forma siguiente:
log 11 h 2303 ¢

Si ¢ s eXpresa en gramos por Iitro, v 1 en centimetros
h 2303 K wendo eota K el cocficiente ecpecifico de extineion.



En la practica existe confusion e irregularidad en los términos
L;mplcados en espectrofctometria, por tanto para fines de uniform:-
dad ce definen términos como sigue:

Pcder de transmusion.——1 1 es la relacion entre Ia intensidad
de fa Juz incidente v se representa por T

Puder de absorcion.—t(— log de T). Es el logaritmo negativo
Gel pedar de transmision v se representa por c.

Poder especifico de absorcion.~ Es o] poder de absorcion de una
selue On que conticne un gramo por 100 centimetros cubicos en una
teldilla con ecpesor de absorcion de un centimetro, y se represen-

taporE:. . "
Cocjiciente doe extineion-—Se representa por h.

Cocfrciente especifico de cxtineion—-Es ¢] poder de absorcion
de una sGiucion que contiene un gramo por litro en una celdilla de
un centimetrn do espesor, y ose representa por Ko

Dado que la ley do Beer es repuida estrictamente. es {acil ob-
tener la concentracion de un problema por s mple comparacion do

Ia absorbancia del problema con a absorbancia de una muestra

conocida,

La concentracion del problema puede ser obtenida rapidamente-
por una simple proporcion anumdética, sin embarge, en la practica
pueden presentarse ligeras desviacione:s de la ley de Beer En es-
tos casos al hacer las mediciones cuanttativas e nee sar o trazar
vna grafica con ta absorbancia de una sene de soluciones tipo de
concentraciones coocidar . en bas gralicas o concentracion oo dada
honealmente en un cje v la absorbancia on el otros usualmente se
GOt Uta Lnea hpenanente curvig cuando e ha determinado la
abrorbancia de un probloma. puede cadealiar-e facilmente su con-

conttiae on por med de Japradiea
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FARTE EXPERIMENTAL:

a.—--Se bused un disolvente del Fenil propionato de nor androsteno-
lona, que al agregarle ¢l reactivo, (2,4 dinitro fenil hidrazina) no
redisolviera el precipitado formado. se encontro que el alcohol
absoluto reunia estas condiciones

b.

Se formé la fenil hidrazona por reaccion con el clorhidrato de

fenil hidrazina con el grupo cetonico del compuesto d= la ma-
nera siguiente:

Preparacion del reactivo—En 5 ml de acido clorhidrico con-
centrado, e disuclven 9.500 g. de 2,4 dinitro fenil hidrazina agitando
hasta que el color camb a del rojo naranja al amaril’'o canario. Se
apregan 100 ml de aleohol abscluto y se calienta a bano maria hasta
La completa disolucton, Se agrega 1 ml de acido clorhidrico con-
centrado v oo Heva la solucion al refrigerador por toda una noche.
Diespuds o filtra en caro de hab r aparicion de cristales blancos.

T éentea:

Se disudclve el fenil propionato de nor androstenolona en aleohol
absoluto y se adiciona el reactivo, 2,4 fenil hidrazina en una pro-
pereion de 3 mg por 1 ml de fenil propionato de nor androstenolo-
na.

Se pune un minuto en bano marfa y s leva al refrigerador du-
rante una hora

Se filtra en un filtro de v drio porose, previamente tarado
i pero constante, El precipitado se lava 3 veces con aleohol abso-
luto que Heva un 670 de acido clorhidri o concentrado, para elimi-

nar el exceso de reactivo,

Se seca el precipitado en laestufa a 110 grados centigrados y se

psa

Se hacen los caleulos mediante la formula general:

4



c = pf

¢ = Cantidad de fenil propionato de nor androstenolona.
p = Peco de precipitado.
f = Factor gravimétrico.

TECNICA ESPECTROFOTOMETRICA

Sec investigo la colubilidad de la fenil hidrazona en diferentes
vchiculos ¥ se encontro que es facilmente soluble en cloroformo y un
DOCO Menos ¢n acetona.

El estudio se hizo usando ambos disolventes, para poder tener
un criterio respecto a cual es el mas conveniente,

Despues de haber disuelto ia fenil hidrazona en el d'solvente
seleccionado. cloroformo, se estudio su comportamiento al espec-
trofotometro.

Se tomo primero como un tiempo conveniente, para hacer la
lectura no menor de 15 minuter y no mayor de 30 minutos.

Se tomo como concentracion la de 0.01 mg. por ml v en estas
condiciones se hicieron lecturas a diferentes longitudes de onda, y
se sclecciono aquella a la cual la absorcion es mayor. En este caso
390 milimicras,

A esta longitud de onda se hicieron las pruchas siguientes:

En las mismas condiciones pero mod.ficando las concentra-
ciones entre valores de 2, 3,4, 5, 6, 7. 8. 9, centdsimos de miligramo
por mililitro.

Se celecciond la concentracion optima para hacer la lectura.
Fn este caso 10 gamas por centimetro cibico

A esta concentracton v la misma longitud de onda se hizo la

prucha siuente
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Se hizo la lectura alos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 25, 30, 45, minules, encontrandose una estandarizacion
del color de los 14 a los 18 minutos.

La acetona presenta como ventaja que es menos volatil que el
cloroformo; pero el fenil propionato de nor andrsstenolona se di-
suelve muy lentamente, por lo tanto era muy largo el tiempo reque-
rido para la estandarizac.6n del color.

TABLA No. !

DETERMINACIONES GAVIMETRICAS

Androstenolona en gramos tenolona recupe-

Fenil propto. Hidrazona Fenil Proplona. DIFERENCIA
nato de Nor ohtenidp to de Nor Andron. [ S
en gramos rada en gramon Absoluta [N
1247 1652 1143 0104 83
1048 1408 0945 0103 8.2
.1128 1488 1024 0104 8.3
1085 1420 0982 0103 8.2
1233 1632 1129 0104 8.3
0849 1212 0838 0104 8.3
1284 AT 1180 0104 8.3
1505 2025 1401 0104 83

PROMEDIO — 827
FACTOR  0.692

10



TABLA No. 2

ABSORBANCIA OBTENIDA DE DIFERENTES LONGITUDES

DE ONDA
Longitud de onda (en milimfcras) Abrorbancia.
370 440
375 475
376 480
377 482
378 489
379 497
380 502
181 503
182 ' 505
383 509
384 512
385 516
386 518
387 ‘ 518
388 520
389 521
390 522
391 521
392 ' 518
395 510
396 508
400 4950
420 365
Absorbencia maxima - 522 a 390 milimicras
Concentracion ~ 10 gamas por ml.
Ditolvente — Cloroformao
Tiempo — 14 a 18 minutos,

17



concenTracihn mrporml

8% 375 3580 388 500 B35 400 43 g0 48 420



TABLA No. 3

INFLUENCIA DEL TIEMPO

Tiempo en minntos Absorbancia Diferencia
7 .506 17
6 .505 17
8 .508 i4
9 511 11
10 512 10
11 514 8
12 518 4

13 520 2
14 522 0
15 .522 0
16 .522 0
17 522 0
18 522 0
19 520 2
20 518 4
25 510 12
28 510 12
a0 510 12

Concentracion -~ 10 gamas por ml.

Disolvente = Cloroformo

Longitud de onda - 390 milimicras

19



TABLA No. 4

GRAFICA TIPO

OConcentracién tedrica Promedio de Abscrbancia
e gamas por ml.

2244
32345
4225
4267
442.73
458.76
4748
498.45
4221

wmqmu&ml\)

[y
o

Longitud de onda — 390 milimtcras

Tiempo — 14 a 18 minutos

Disolvente — Cloroformo.
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TABLA No. 5

DETERMINACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS

Penil Proniemato Iectura Fenil Proplonato DIFERENCIA

de Nor Apdrosto. do Nor Androste-

nelona ¢n gamas nolona on gamas Abroluta e
por ml. por ml

encontrado

2 225 2.005 +-.005 .25
2 227 202 +.02 1
2 227 2.02 4-.02 1
2 2117 1.93 —.07 35
2 225 2.005 -4-.005 .25
2 225 2.005 -4-.005 .25

PROMEDIO — 2244

Longitud de onda — 390 milimicras

i Absorcion — 2244
Concentracion — 2 gamas por ml.
Tiempo — 14 a 18 minutos.



TABLA No. 6

DETERMINACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS

Punil Proplonato Lectura Encontrado DITERENCIA

do Ror Androste- —_— S

solonsa en gamas Absoluta %
4 425 4.02 402 0.5
4 420 3.97 —.03 0.75
4 419 3.966 —.034 0.85
4 419 3.966 -—.034 0.85
4 425 - 4.02 +-.02 0.5
4 425 4.02 +-.02 0.5
4 425 4.02 ~-.02 0.5

PROMEDIO — 4225

Longitud de onda
Absorcion
Concentracion

Tiempo

390 milimicras
4225

4 gamas por ml.

14 a 18 minutos,



TABLA No. 7

DETERMINACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS

Panil Proplonato Lectura Encontrado DIFERENCIA

de¢ Nor Androste-

nolona en gamas Absoluta %
por ml.
5 428 5.01 +-.01 02
9 428 5.01 +.01 0.2
S 428 5.01 -.01 0.2
5 412 4.82 — 18 3.6
5 432 5.06 + 06 1.2
5 430 503 + .03 06
S 428 501 -« 01 0.2
5 428 501 <01 0.2

PROMEDIO -— 426.5

Longitud de onda

Absorcion
Concentracion

Tiempo

390 milimicras
426.5
5 gamas por ml.

14 o 18 minutos,



TABLA No. 8

DETERMINACIONES ESPECTROFOTOMETRICAS

Penil Propionato Lecturs Encontrado DIFERENCIA

de Nor Andiosio-

nolona en gamas Abwoluta %

por ml.

8 475 8.003 -+.003 0.037
8 475 8.003 --.003 0.037
8 473 7.969 —.03 0.37
8 475 8.003 -+.003 0.037
8 475 8.003 +.003 0.037
8 475 8.003 --.003 0.037
8 475 8.003 -+-.003 0.037
8 470 8.003 +.003 0.037

PROMEDIO — 4748

Longitud de onda —— 380 milimicras
Absorcion — 4748
Concentracion — B gamas por ml,
Tiempo -— 14 a 18 minutos,



TABLA No. 9

DETERMINACIONES ESPECTRGFOTOMETRICAS

Fanil Proplonato Lectura Encontrado DIFERENCIA

de Nor Androste-

nolona en gamaa Absoluta %
por ml.
10 922 9.998 —.002 02
10 .522 9.998 —.002 02
10 523 10.017 +.017 17
10 524 10.03 -+.03 3
10 522 9.998 —.002 02
10 522 9.998 —.002 02
10 522 9.998 —.002 .02
10 .520 9.959 —.041 41
10 022 9959 —.002 0.2
10 .522 9.959 —.002 02

PROMEDIO — 522.01

Longitud de onda — 390 milimicras
Absorcion — 5221

Tiempo — 14 a 18 minutos,
Concentracion — 10 gamas por ml.
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CONCLUSIONES

a.—La concentracion optima cacontrada ¢ le 10 gamas por ml.
como se utxpresa en la tabla ndmero 1.

b.—La grifica No. 1 nos indiva que a pandr de 4 gamas a 10 ga-
mas por ml. sigue la ley de Beer,

c.—La longitud de onda o ia que se encontrd una abscibarcia ma-
xima es de 390 milimicras, como se comprucha ¢ 2 1y tabla No.
2y en la grifica No 1

d.—Fl t:'mpo al cual re deb hacer Ja lectura e de 14 a 18 minu-
tos. como lo comprucba la tabla Noo 3 yva que antes de los 14
minutos no re ha e tasdarizado el color, v derpués de los
18 s¢ neta evaporac 0 en ¢l solvente
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