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Although the number of paper de ribing the p rcse11ce nnd th 
animal steroid hormones on higher plant i till in rea"ing, ho' ev ·r 
inve.stigation convincingly demon trate that such steroid ar pr nt in ever:il 
]Jlants in luding different type of se d . In thi res arch differ nt te hoique' 
J1ave b en outlined for th tudy o:í s teroidal hormonc. in Pfous ft iuaa L . e d . 
The e include Jifferent metbod ( r e traction, identiíi ation and parat ion, l'ith 

the e techniques it has been po ible to study thc pre n e o í e tro11 , strndiol 
and te lo terone in our biological material. 
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bient durante corto período de tiempo (Toole y Bayley, HJU-1 -
t oke , 1965 ; Martí nez-Honduvilla, 1974) . En e to último año e 

ha demo trado el importante papel activador n lo proce o aermí­
nativos de diverso compue to con carácter hormonal como e el 
aso de la hormona esteroídica ( houart, 1937 ; Kopcewicz, 1971 ; 

Heftmann, J !J75; Gupta, Ul71 ; Martínez-Honduvilla , 1974). Exi -
tiendo una evid ncia cr cíent del fecto de e ta hormona a diver o 
niv le. metabólico , Martínez-Honduvilla y col., Hl75, 1976, han de­
mo strado una acción positiva d e to factor hormonale obre 
los ni veles de ácidos nucleico y d a lguna proteína nzímática -
r lacionada con el m tabolí mo lipídico. 

La pr ·encía nat ural de hormona e teroídíca e ba comprobad°' 
ínequívocam nte en dív r as milla . Por ello , como cont inuación 
d nue tra lín a d trabajo no propu imo analizar la xi ·t ncía na ­
tural d strona tradiol y t to terona en la emilla d pino. Por 
tanto ra conveniente como primer pa o di pon r de técnica para la 
extracción , ai lamí nto, paración e identificación de e to com­
pu sto s hormonale . E to en ayo pre entaban la dificultad de Ja 
muy pequ tia . ca ntidad n que to compue to e tán pr nte 

n los di stinto t jidos, por lo qu ra n c ario di poner de técnica 
de gran pod r r solnti vo. 

:¿. PARTE EXPERIME:-ITAL 

:? .1. Materia l y m étodos 

h a · 1 la 
a(. go-

E TUDJO DE E TRONA &STR.ADJOL y TE TO ·ao. 

H. RE LTAD y DI 

3 .1. M étodos de identifico i6ii 

3.1.1. lde11 tificnci6n de E, E l y T en soliuió11 por abs rcio-
metria - / . y speclrofl1wri111etría 

la. ""'"' 
. t mi 

9t 

Cll­

de -

ia 

• breviaturas empleada. en el te to : TTL = r matogrn fí a n • p. dd· 
gada in tantánea con Teact ivo de fluore ccncia ; E • tron. ; ~ l ... rncliol ~ 

T = t . to t rona. 



Material biológi.co 
(triturado y homogeneizado) 

t 
Extracción en Sox.hlet 9 horas 
(con 6ter) 

+ 
Saponifícación 3 horas 
(10 ml alcohol 96 °/0 + 3 g Na OH en 7 mi H10) 

+ 
Adición de un volumen igual de agua 

+ 
Extracción con 30 mi de éter en ampolla 
de decantación con agitación 6 veces 

1 

i 

C•pa etérea 
(arrib11) 

¡ 
Cap• hídro•l cohólíca 
(ab•jo) 

l 
Reextracción con otros 
30 mi de éter 

1 

Ca pa hidroalcohólica 

Capa etérea 1 

1 
't 

Reextracción nuevamente 
con 30 mi de éter 

• Capa hidro1lcohólica 

Combinación de tod s loe utraoto1 eUreo• 

l 
Loado con agH de tllada 

• Tratamiento con SO,Na1 uh.ldro 

t 
PlUraclón 

l 
811.mtnaclón dl!l 6t1r por d.sUlaclón 

¡ 
Re lduo 

~ 
ledl-oluoión en alaohol d• 96 ' / • 

.... - _J 
R•1cclonH 
oúalllall\!U 

-·-· - ¡ 
RtucioDc·· 
cu.a.nlltat1vu 

rte. A 

Homogenaclo ooetanólico del materia.! bfológic:o 

E.xt.ra.cto 

¡ 
Filtración 

1 
i 

Residuo 

Extracci ón en Soxbltt 
6 borH con be.nc.eno: 
metano! (3: 1) 

·-----'---
E..x tr•clo 1 

Re iduo 

ombinación de los extractos y 
e.vaporación a se.quedad 

f:\ Disolución dfi r•síduo e.n benceno: 
V IH : H10 .l : 1 : 2) y reílujo3 hora 

Capa bencéníca 
(arriba) 

1 
+ 

r-:;\ C•p• •cuoH 
\:_) (•bajo) 

¡ 
Extracción con 

+ 
C•p• •cuou 

+ 

Combinación y evaporación • tequedlld 

• ( ---;\ Disolución del residuo en benceno: 
\.:_) n-butanol (8 : 1) 

~ 
Extracción con C01 HNa 

1 
i 

Capa bendnica Capa •cuou (C01HNa) 
~ 

Lavado con NaOH 1 N 

1 0 · 
{;'\ + ¡ V Capa bendníca Capa ;cuota 

0 .Acídlfiueíón a pH ll 

. + 
Extracción con CltCH1 

! 

0 Capa a~uosa 
¡ 

Capa de Cl1CH1 
~ 

Flllrado y evaporación 

+ Rniduo 

+ 

0 

~ Dlsolucion en be.nceno: • ·- · - ­
V CH,OH (l : 1) 

1 R•di.1olución en 3 D!l de CJ lCH1 

1 1 
+ + 
1 Rea cciones 
--->- cuant íta.livu 

~ 
Reacciones 
cualitativu 

Fi1. B 



Homog1nei;r,aeión del material biológico con KOH-elanólica 6 º/
1 

+ 
Reflujo llO min con 60 mi de KJH-etanol 6 ' /0 

+ 
Adición de 9'l mi de agua 

+ 
Extracción con éter (3 veces) 

1 

0 Capa hidr:alcohólíca con éter 

-. --

1 Capa etérea 1 

Combinación de los 3 extractos etéreos 

+ 
Lavado con C01HNa 1 N (50 mi) 

1 

~ 
Capa acuosa 

+ 1 Capa etérea ! 
Lavado con éter (:l veces) 

1 

+ 
1 Capa etérea 1 

Capa acuosa 

Combinación de extractos 1t6reos 

i 
Tratamiento con NaOH 1 N 

+ 
Deo• ntación 

1 .----------+ 
Ca·pa et6rH C1.pa acuoH (NaOH) 

0 Acldlnca:ión a pH 3 

+ 
Lavado con 6t.er 3 vuu 

C.apa: acuosa1 0 Cap .. 1t6r1a1 
~ 

Deuou ó n con SO,Na1 anhidro 

' Filtrado y oaporaclón a Hqued•d 

~ 0 1)1 oluclón en 6 mi de •ler 
·-,. ... _ . ___ _l ___ , ________ I 
¡. • 

RHcoionet 
cnaaUtatlvH 

P{s . 

'ReacciooH 
cu•nlit.atiTa 

Homoge.neiz:ación del material bio lógi o en CH10H ali ente 

! 

Residuo 
¡ 

Reextracción con CH,OH caliente 
1 

0 1 

Residuo 

Ext111cció 11 en Soxhlet 

6 h.ora1 con bence.no: 
elanol 

l 
~Ree.xtnoción en 
Soxhle.t 2 h.or.as con 

cr,ctt, : CH,OH 

1 r--· --·- ---- -------
Re sid uo 

Filt rado 

-----

Combinación de !os filtrados 

l 
€vaporación a sequedad 

¡ 
Hidrolís is con Cl1CH1 : CH10H y CI H (3 horas) 

1 

. Ca pK de Cl 1C.:Hr ¡ 
11 

, Ca pa acuosa 

- - ----- fleutra : ción con C11.CH1 [!] ' ¡--- __ ,. ___ J_, __ -------i 

.1 

:-----------: 
C1tp11 de Cl1CH 1 1 

Evaporación 11 mequedaJ 

! 
ó DisoJu..:ión en Gl1011 : CH 10H 

¡ 
Pa•o por columna 

(S~p!•lldH LH 20¡ 

Fíg . D 

C•ra 1tcuosa 
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n presencia de ácido ulfúrico concentrado. Cuando las olucione 
no se ometían a calentamiento, T mo traba un único máximo de 
ab orción a 300 nm, mientra que los pectros de E y El diferían 
apreciablemente, apareciendo do máximo para e trona (300 y 
450 nm) y cinco para e tradiol (270 300, 370, '125 y 450 nm), por 
otro lado cuando la solucione. e mantenían a 0" C durante mi-
nuto , pudo apreciar, n 1 ca o d T y E, olamente incremento 

n los valores de ab orbancia , mientra que para el e tradiol lo 
cambio eran má drástico , ya que en e te ca o olamente apare­
cían dos máximo a long itude de onda de 285 y 425 nm. 

E n e te mismo sent ido, e e tudia ron e pectrofluorimétricamente 
soluc ione alcoJ1 ólicas de E, E l y T , a í como en pr en ia de á ido 
ulfúr ico conc ntrado. En ambo ca o , E y E l pre. entaban longitu­

de d onda d excitación y emi ió n idéntica , di firiendo dicho máxi­
mo para la t . to t rona. Los r ultado obtenido e de criben en 
la tabla l. 

TABLA! 

l .0 11gi t11d de onda de e.:rritad ó11 y emisió11 de E, El y T e11 olucio 11 es de etanor 
del 9¡¡ % .)' de ácido sulfúrico COllCl/lltrado 

Etanol del 95 ' lo 
ompuesto 

>.u (nm) >..,,. (nm) 

Estrona .. •. , • . • ••. •. . 315 355 

Estradlot • .•••• •. . .. . . 315 856 

T• tfl l ron•,, •••••••• 3411 4 6 

B. l . ~. • t11dio . pcrtrofot métriro ped/ico 

Ac . su lfúrico con cen trado 

'kex (nm) >..m (nm) 

475 

475 

491) 

1,2 

~o 

,,-, 
M ,/ \.T 

/ '" , \ Q2 I ' _,.,/ "\. ,, ... ______ ' & 
O . -J!www:wcw :w www t www cwwwo 

1 

::::..
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IC. 
1 1 1 1 ' 
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1 • • --

A 
1,6 

1,2 

1.0 

1,2 

~o 

49 

4' 

OA 

42. 

3'30 370 'rlO 450 1/10 S30 570 110 650 '10 730 

330 J10 ~O l(SO 410 S30 510 610 @ 610 130 

----! ... o .-.-e-::. _:; .~·-·- ·-· .. ._ .. ,__,..,.._ .. .-..... ..,. 
1 1 1 r t 1 1 1.....a.i.-4 

330 310 .f10 'óC "'10 SJQ S70 610 6f0 610 790 

A 

8 

e 

Fig. 1.- E p ctro el ab orción de E, E l T . A • reacci n el 1 2. 
diterbutil-p-cr ol. B = reacción del sulíoa etato mcrcúd ,o , • 

= reacción del meta-dinitro-b nccno en etanol•piridina. 
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3.2. Separaci6n por técnicas cromntográfica,s 

Una vez reconocidas las su tancia patrone e abordó el problema 
<I u separación en oluciones mixta por medio de técnica croma­
tográficas en capa delgada y columna. Se probaron di tinto . olven­
tes y técnicas de revelado, obteniéndose los mejores re ultado de 
separación con benceno : metano! (19: 1) y diclorometano : meta­
nol (93: 7), para la cromatografía en capa delgada y diclorometa­
no : metano] (95 : 5), para cromatografía en columna. 

.3.2.1. Cromatografía en capa delgada 

La vi sualización de T en placa d ITLC se realizó sin revelado 
pr vio bajo luz U . V., ya que el reactivo de fluorescencia de la placa, 
permite observar dicho compuesto como una mancha verde brillante. 
En estas condiciones E y El no se detectan, siendo nece ario para su 
visualización un revelado previo, los resultados para los di. tintos 
r v la. dores quedan descritos en la tabla II. 

11ando s utilizan placas de silicagel G, la tre hormona apa­
r ecen como manchas blanquecina al nebulizar con agua y vi ua lizar 
bajo luz U. V . y tratar con l ~ b en l,C. La ut ilización d lo revela-

TABLA J I 

Visrtali.aarió11 dt es trona, estradiol y testos terona en IT LC 

E trona E trad iol Te tosiero n• 

• V. , In previo revela o. 1rde brll llanl• 

11 b a l t.2 •/, en 1. 
al .... . . ....... .. marrón· ri rn• rrón- ris er • 

0,111 al 7 º/1, lO' & JOO•C amarillo-ner nJ1 am rlllo-n1ranja, morado 

4111 •f: etnl (l : t 1 
O' & 110° .....••.. ,, •. . ro a- naranj a r a-n ran ja, erd•· ri 

r · n aranja r-o - nar1n fa v1rde-gri1 

E n ;mo DE t:STR O:>.~. EST RllDIOL y TE ' TO TE R :l<A 

<lore ácido paratolu n ulfónico y ácido 
etanol l : l ) e lo2Tan re ultado m jant 

Lo. Hf para cada hormona n lo~ cromatoarama 
e ITLC de arrollado con lo di tinto eluy nt 
en la tabla III. 

107 

E pu acon. e jable la utilización d lo lu ent b ta-
nol (19: 1) y obre todo diclorometano : metano! 93 : 7) , 
placa d il icag l G como de ITL . 

Lo luato d 1 cromato rama pertencient a la di tinta hor-
mona de pué de u de arrollo muestran ab orción 1 . a 
los di tinto pH, iendo mejante a lo de crito en 1 apartado de 
ident ifi cación. in embargo con id ramo necesario di pon r d otra 
técnica alternativa de epa.ración cromatográfi a, por lo qu . e al or-
dó la epa. ración en columna d pbad x L H -20. 

T11BLA lII 

S tparació11 rromato rá fica por !TL con rcarlií·o de f/11orrsctr11cia ( a J y sobrt 
placa. de silicagel G de ll ,5 m111 de rspesor (b) tia u, fü y T 

Rf 

Compuestos Eluyente 11 111 

a b • b • b 

E1t ron1 •.•.••... . • 0,84 0,89 0,64 0,29 0,7l 0,17 

Eal radiol. . . . . .. . . . 0,79 0,90 0,42 0,14 0,57 0,40 

T e1toste ron1 •. . . . .. 0,79 o, 6 1),44 0,15 0,64 0.49 

El uye111es: J. benceno : et;mol (9 : 1 . JJ , b n eno-ctanol (1!1 : 1 . U f , diclol'om 

tann : met:i nol (93 : 7). 

3.2.2. Cromatografía en co lrml'lrn dr . l' f'hade.r ! J T-,.0 

la ut i.-
40 cm d 
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a ltura y 1 cm de diám tro. Utilizándo e como eluyente diclorome­
tano : metano) (95: 5). En estas condiciones las fracciones obtenida 
fueron leídas a 250 y 280 nm. Los resultados de la separación de una 
m zcla patrón de T , E y El muestra la presencia de T en la frac­
cion s 18-25, E en las fraccione 28-32 y finalmente El en las frac­
ciones ú3-5 , la po ición de elucción de cada hormona e fijó median­
te 1 paso de soluciones de cada una de la hormonas por eparado, 
a í como po r reacciones específicas. 

Los métodos cromatográfico expuesto pueden utilizar e igual­
m nte como técnicas de identificación para estos compue to . 

~ . 3. M étodos de c:rtracci6n de lr n rmn11n.~ est eroídicas, procedent es 
de mate1-ial biológico 

E T DIO DE ESTRONI\. E TRADIOL Y TE TO TER ·~ 109 

lo re ultado_ obtenido eran r p titivo . lo liz.ándo la tr hor­
mona en el e..xtracto final 5 . in p ' rdida important s durant 1 
proce-o tabla I V). 

TA B L 

d1111tifiraci611 de cslrona , rstradiol y tesfosuro11a rr1 las di ti11ta.s fraccio 11 es oblt · 

nidos a partir dr mi ("r/racto de p¡.ñouu a los qu e se adicio11ó 1 m d E, El )' T 

patrón (si uiendo ti rsq11tma d escrito rn la fi . D) 

Frac.:1ones 

1 2 s 4 5 

Estrona 

Espectrofolomelria U . V. - IS ... ... +++ + +++ + 
Cromatogra fía . •.. . .. •. ... .. .. . . •. +++ + + + + + 

Es/ radio/ 

E1pectrofotometrla u. Y. -VIS .. ... . +++ + +++ + + 
romalografia . . ... . . . . ... . .. . . . , • +++ + +++ + + 

Tes/os/trona 

Esp1ctrofotomelria u. . - VIS ..... + + + + + ++ 
Cromatograrla .•.. . . • • . ... . . • ... .. +++ + +++ ++ 
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vez de 300 g de piñones pelados. E l extracto final en diclorometa­
no : metanol (9i:> : 5) (fracción (5)), al cromatografiarlo en placa de­
ITLC mostraba la aparición de múltiples compuestos. Una vez sepa­
rado en columna de Sephadex LH-20 y recogiéndose 100 fracciones. 

A 
2,0 

1,8 

1,6 A 

280 11m 
250 nm 

0,2 

O'-_,_~i------+~+--+-~~--;.;;;.;¡i--..,._.;:::i:s:.+-_..~.._-
S 10 15 .2.0 25 30 35 ~O ~5 SO SS 60 65 10 /'lAC'IONeJS( 

A 
2,0 

1,S 

1,6 

·H 

8 

280 nnt. 
260 n11t 

E, KI y T de un e mu: o d<" ii\on s 
d bonno.n ; B : 800 por olumua de 

lu rrt • di l TO!MlallO : 'lll \Ol (9ª : ). 

ESTCDJO DE ESTRO' A ' TRADIOL Y TESTQSTJlRQ.e .~ lU 

(figura 2B , oh e rvó la ap<trición d 4 pi o , e n la fra iones 
10-27, 30-43, 49-55 y 56-62, po teriorment e eluian dos compu tos 
más en las fracciones 67-72 y 79-85, para comprobar si los tr s pri­
meros picos correspondían a las hormonas objeto de nu tro estudio 
e rea lizaron u espectros U . \ .- I . y la s r a.ccion ::. s.p íficas 

para. cada una de las hormonas ; al realiza.r la r acdon s corr S· 

pondientes pa ra T, lo resultado fueron dudosos en el primero d 
los picos (fracciones 10-27), a que no mo traba el color y el e p tro 
caracterí . tico de este compuesto, aunque su lm.ix se mantenía a 
200 mn. Para E y El (fraccione 30-43 y 49-55) tanto la absorción 
en el U . V .-VIS. como la reacciones específicas fu ron positiva .. 
Se repitió el proceso cuatro veces más, siendo lo r . ultado. obt ni­
dos imitares. 

4. RESUMEN Y ONCt. ION:f; . 

Se ha conseguido una pue ta a punto d un método d xtra -
ción pa ra e. trona. estradiol y testo. terona n . milla . de P. p·i·nea L . 
por unificación de método de div r os autores para ste tipo d 
compuesto s esteroídico . Igualm nte e dispone en la actualidad d , 
los correspondientes métodos para separar identificar cada uno de 
los factore s hormonales citado , ya que se han logrado . eparar por 
cromatografía en capa delgada y en columna de S pha.d x LH-20. 

Mediante la técnicas anteriorm nte descritas v a la vi ta d uno: 
primeros resultados es posible eñalar la xi st ' n ia natural d E 
y E l en m1 stro material biológ ico. 
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