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INTRODUCC ION 

Los férmacos más ütiles en el control de padecimi

entos cardiovasculares son los glucósidos cardiacos inclui

dos en el grupo de los cardenólidos, compuestos constituidos 

por una genina o aglucona en unión glucósidica con un sac6-

rido. Los más importantes glucósidos cardiacos son obteni

dos de hojas del género digitalis; se caracterizan por una 

estructura básica de ciclopentanopernidrofenantreno substi

tuido en las posiciones 10, 13 y 14 por grupos metilo e hi

droxilo respectivamente; enlazado en el carbón 3 con una tri

digitox.osa, y al carbón 17 con un anillo.c.,S-insaturadol'

lactona Cbuténolidol el cual le confiere su propiedad farma

colOQica. 



R1=Rz= 11 íli¡¡itoxina 

RJ'' Oll Rz= ll Gitoxina 

RJ,. ll R2= 011 ni¡~ox ina 

R¡" Rz= 011 niginntina 
I 

~t'" 0-CllO 

¡;¡ talox inu 

Rz" ll 

PIG. l.· nstructura blsica do un gluc6siJo diRitfilico 

N 



1 

Los glucósidos digitalices con actividad cardiotó

nica se forman como productos de hidrólisis de la acción de 

enzimas endógenas a partir de glucósidos primarios, l;mató

sidos en Q~ l2nªt2 y purlanósidos o purpurea glucósidos en 

º~ Bb!(BY(gª. Los lanatósídos contienen un grupo acetilo y 

una glucosa unida a la ultima digitoxosa, mientras que los 

purpurea glucósidos solo contienen una glucosa. 

La Q~ BY(BY(gª L., especie originaria de Europa y 

Asia es introducida en nuestro pais como planta de ornato, 

actualmente se localiza en los Estados de Hidalgo, Puebla, 

Veracruz, Guerrero y Chiapas. No obstante la importancia de 

explotar este recurso natural, son pocos los estudios sobre 

la implementación del cultivo y el, aislamiento de principios 

activos que contienen estas plantas. En base a estos antece

dentes es necesario establecer un método de entracción que 

permita aislar los glucósidos digitálicos mas activos 'de la 

12~ eb!!:l!b!!:!ls • 

El ·cuadro básico de medicamentos del pafs (Diario 

Oficial 1~84> incluye a la digitoxina, diQoxina y lanató•ido 

e, los cuales son importados en su totalidad <Instituto de 

Comercio Enteriorl y representan f 18,059,000.00 
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l. FUNDAMENTACION DEL TEMA 

Descripción Botánica 

La ºi9!~ª1!§ e~CQ~(gª pertenece a la familia de las 

Escrofulariáceas; es una planta bienal y a veces perennizan

te, durante el primer año forma un rosetón de hojas a ras 

del suelo, en el segundo año el tallo se hace prominente y 

aparece un vástago que puede alcanzar hasta 2 metros de al

tura. 

Las hojas tienen forma variable, generalmente entre 

ovaladas y lanceoladas, o más ancha aovada y abruptamente 

contraída en su rabillo, o por el contrario, más estrecha, 

con los bordes festonados, dentado~ o casi enteros. La con

sistencia de las hojas es blanda y con nervadura realzada en 

el envés, más o menos vellosas. Las flores forman un ram~

llete en la sumidad del tallo, todas sobre un lado de él y 

colgantes, cada una con su rabillo, formando un racimo uni

lateral; su tamaño va de 3 a 5 cm., tubulosas, dilatadas y en 

la mitad superior de la corola, con los labios poco manifi

estos de color purpúreo, con manchas más intensas en la par

te dilatada del tubo, generalmente orladas de blanco 123>. 
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FIG. 2. - Digitalis purpurea L. 
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Consti h1yentes de la hoja 

La mayor parte de los reportes coinciden en abocar

se a la descripción de los glucósidos digitálicos, sin tomar 

en cuenta los otros componentes de la hoja, como serian U

pidos, cenizas, compuestos nitrbgenados, fibra cruda etc. 

Se considera que los glucósidos más importantes en 

ºL e~ce~c~ª <16) son digitoxina 0.2-0.3X, pórpurea glucósi

do A y B, digitalina, gitalina, gitoxina, glucogitaloxina; 

otros tipos de digitóxidos, asi como saponina, digitonina; 

un aceite volátil que contiene un estearopteno, digitalosmi

na, ácido antirrfnico, una enzima oxidasa (en hoja& recien 

secadas) una pequena cantidad de ácido tánico y un total de 

cenizas de 7 a 12X. 

En el caso de ºL lªnªtª (13lse ha reportado la pre

sencia de 5 series de glucósidos primarios o lanatósidos, 

designados como A, 8 1 C, D y E; dependiendo del grado de hi

drólisis se llegará a productos secundarios o hasta las ge

ninas correspondientes. 

· Con el objeto de ilustrar de una forma más clara 

los principales glucósidos en ºL e~ce~CG! y ºL l!U~11 se pre

senta la fig. 3 
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Estructura quimica 

Los glucósidos digitálicos estan constituidos por 

un esteroide, el cual en la posición del carbono 3 está uni

do por medio de un enlace glucos!dico a una o más digito>:o

sas 1 1 as Cltal es a su vez pueden o no· tener un grupo acetilo o 

glucosa dependiendo de la fuente de extracción. 

Por su estructura básica, aglucona o genina; se 

clasifican en el grupo de los carden6lidos, que son esteroi

des de 23 carbonos, conteniendo en la posición del carbono 

17 un anillo butenólido o( 1 (0insaturado~lactona. 

La digitm:igenina es la aglucona más simple aislada 

hasta el momento de fuentes naturales, con acción cardiotó

nica •• 

Relación estructura-actividad 

La estereoquimica de los cardenólidos fué descrita 

por Tam y Chem <43> los cuales propusieron un esqueleto ea

teroidal 14 hidroxilado en el cual los anillos A/8 están uni

dos en configuración cis 1 B/C en trans y CID en configura

ción cis; además el esqueleto esteroidal contiene una lacto

na insaturada en posición 17 con orientación f y un grupo 
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fLmcional oxigenado en orientación 3ji <grupo hidroxilo o u

nion glucosídical. Tam considera que los grupos hidroxil 

adicionales son de menor importancia para el efecto cardiaco, 

ya que considera que la distancia entre el carbonilo de la 

lactona y la f1.mción o>:igeno en C-3 es un valor critico para 

la actividad <7, 10) esta distancia exactamente definida por 

los dos polos electronegativos y el esqueleto rígido del es

teroide debe estar relacionado con las propiedades del re

ceptor digitálico. 

La actividad de los glucósidos cardiacos reside en 

la genina. No obstante las moléculas de azl'.1car participan 

modificando la solubilidad y las propiedades de enlace. En 

general los efectos de las geninas•son de corta duración com

parada con los glucósidos cardíacos y por lo tanto no son --' 

adecuados para uso terapéutico. La afinidad de los glucósi

dos cardiacos por el músculo cardiaco esta dada por los en

laces glucos!dicos con una o más azúcares <12l. 

Efectos farmacológicos 

Los digitálicos actuan directamente en el miocardio 

para producir un aumento en la contractibilidad <efecto ino

trópico positivo>, en el corazón dilatado disminuye su tama-
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~o y aumenta el rendimiento cardiaco. El efecto inotrópico 

de los digitálicos se manifiesta tanto en corazón sano como 

en el da~ado incrementando la compensación fisiológica. Es

tos compuestos también aumentan la excitabilidad cardiaca y 

automaticidad, e incrementan el periodo refractario del mio

cardio. 

Dosis tóxicas de digitalicos producen efecto elec

trofisiológico paradóxico, en el cual hay una disminución en 

la excitabilidad, bloqueando o disminuyendo el peribdo re

fractario, lo cual puede causar arritmias y fibrilación. 

En lo que se refiere al desarrollo de métodos sin

téticos, a pesar del avance en el campo de los esteroides, 

no fué sino hasta 1962 en que Sondheimer et Al <41> reporta

ron que la s1ntesis de estos compuestos presenta muchas di

ficultades debido a la naturaleza débil del hidroxilo en 

C-14 de la genina, el cual es facilmente removido por los 

ácidos para dar anhidro geninas. 

Fritsch et Al., sintetizaron digitoxigenina a par

tir de 1:'.;i hidro>:icortisona (22>. En 1974 l<ruger (32) reportó 

la s1ntesis de 3,,14~-19 o>:igenado y de 3'-19 oxigenado-14, 

15 dihidrocardenólido de acetato de pregnenolona. Por otra 

parte, Martelli (33) preparó el 3 acetato de 6~-metil digi-
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to>:igenina a partir de 21-hidro>:i-preg-4-eno-3 1 2(1 diona en 

18 pasos, el cual presentó una actividad cardiotónica equi

valente al 3 acetato de digitoxigenina !prueba efectiva en 

cora~ón de cuyol. 

Estos intentos nos muestran la complejidad de la 

síntesis del grupo cardenólido, y es por esto que a la fe

cha se siguen obteniendo los glucósidos cardiacos a partir 

de productos naturales, 

Biosintesis 

El conocimiento de la biosíntesis de cardiotónicos 

es necesario para comprender el contr-01 celular o interpre

tar la función biológica de estos compuestos, asi como sus 

requerimientos nutricionales. 

Se ha establecido que el núcleo esteroidal se ori

gina a partir de ácido mevalónico vía escualeno <14>, dicho 

ácido se obtiene a su vez de acetil Ce-A, la cual puede ser 

obtenida por varias rutas metabólicas (degradación de ácidos 

grasos, ~iclo de Krebs). 

Reichstein <37> encontró qLte el suministro de áci

do meval ó_ni e.o 3-11 C a plantas de Digital is, producf a di gi to

>: i geni na C-2(1 marcada. <Fig. 4) 
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Acido meval6nico Digitoxigenina 

FIG. 4 Digitoxigenina C-20 marcada 
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Los estudios m~s recientes han mostrado que el co-

1 esterol ( 1) 1 a progesterona y 1 a pregnenol ona marcados ( 1, 

46) también producen cardiotónicos marcados. 

Tshesch et Al ( 46) han encontrado que 1 os esteroi -

des de 21 carbonos con un grupo ceto en C-20 son precursores 

específicos de los cardiotónicos en las plantas. 

Condiciones de cultivo, recolección y almacenamiento 
de Qigiiªli§ ~~(~~(~ª 

Como ya ha sido señalado, esta especie es nativa de 

Europa Central ~ Asia, y los paises donde es extensamente 

cultivada son Inglaterra, Estados Unidos, Holanda, Canada, 

Inglaterra y alg~nos otros. 

El control de las condiciones de crecimiento, reco-

lección y secado son en extremo importantes, ya que aseguran 

obtener hojas con mayor contenido de glucósidos (16). 

Los factores a tomarse en cuenta son la preparación 

del suelo para las semillas germinadas, las cuales son trans-

plantadas a las 8-9 semanas. Si estas fueron germinadas en 

agosto-septiembre deben transplantarse hasta marzo par.a ase

gurar un buen nivel de hojas durante el primer a~o. 

La recolección de hojas debe hacerse anualmente du-
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rante los meses de septiembre a noviembre después del medio

día y manualmente para asegurar su limpieza, eliminar hojas 

deterioradas y material extra~o. 

Posterior al proceso de recolección, el manejo de 

las hojas es sumamente importante. Las hojas recolectadas 

deben ser inmediatamente colocadas en cámaras especiales con 

control de temperatura y humedad. La temperatura óptima de 

secado no debe e>: ceder 6o•c para asegurar 1 a retención del 

color verde natural característico de la planta fresca. 

Algunos autores (34l mencionan que después de la 

recolección se debe efectuar un lavado de las hojas, picado, 

secado y embalaje al vacío. 

Procedimientos de extracción 

La Digitalis aparece en la London Pharmacopeia ha

cia 1650, e incrementa su popularidad en 1785 con los traba

jos del Dr. Withering, quien demL1estra e>:itosamente su efi

cacia como un tónico para el corazón. En 1799 John Ferriar 

atribuye a la digital una acción primaria en el corazón, sin 

embargo el empleo de preparaciones galénicas (e>:tractosl a 

partir de esta planta, causó problemas debido al uso indis

criminado de la droga, ya que se ignoraba cual era la dosis 
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adecLtada. 

En 1867, el laboratorio de Fisiología del Museo de 

Historia Natural inicia un experimento comparativo sobrera

nas con digitalina en polvo de Homolle-Quevenne y digitalina 

amorfa de Nativelle y una digitalina cristalizada del mis

mo Nativelle; los resultados demostraron que la digitalina 

cristalizada era la más activa. En 1871 Nativelle obtiene 

la digitalina cristalizada pura. Stoll en 1935, logra ais

lar de hojas de º~ !ªOªtª tres substancias químicamente pu

ras, conocidas como lanatósidos A, B y C las cuales por hi

drólisis alcalina pierden el grupo acetilo para dar lugar a 

los deacetil lanatósidos A, B y C. Asimismo demuestra que 

las hojas contienen una enzima capáz de liberar una glucosa 

del lanatósido y obtener acetilglucósidos; de esta manera 

concluye que la hidrólisis alcalina y enzimática <o vicever

sa> de los lanatósidos dan lugar a la formación de digitoxi

na, gitoxina y digoxina. 

Gisvold y Bay en 1948, sugieren que los glucósidos 

primarios de digitalis al ser solL1bles en agua, podían ser 

extra1dos de la planta fresca si esta era desint~grada en 

pequenas part1culas. Así con aplicación de calor coagulaban 

las clorofilas y otro material prote1nico al mismo tiempo que 

ocurr1a la inactivación de las enzimas. Sin embargo en años 
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posteriores se demuestra que la extracción en agua caliente 

aunque inhibe la degradación enzimática, produce derivados 

altamente activos como el 16 formiloxi de gitaloxina en QL 

QY[QY[§ª• De ahí que generalmente se prefiera el uso de al

cohol al 70/. para QL !ªaªiª y QL QYCQYC§§· 

Este fué el inició de la búsqueda de métodos de ex

tracción y aislamiento de glucósidos de la digitalis, parti

cularmente de la digitoxina en forma pura con buenos rendi

mientos, lo cual resulta un poco dificil debido a que las ho

jas contienen solo de 0.2 a 0.4/. de digitoxina muy poco so

luble en agua y mezclaada con otros gluosidos, taninos y ma

terial extrano. 

En 1940 Emil Wolf (46> patenta un método de extrac

ción de gluósidos digitálicos de Q~ !ªaªtª• El m¿todo com

prende la eliminación de lípidos con benceno en ebullición 

<8 a 10 veces> secado a temperatura ambiente, amasado de la. 

muestra con óxidos metálicos alcalinoterreos <MgO, Alto~, 

ZnO> en presencia de agua y hielo granulado <para evitar in

crementos de temperatura> e>:tracción <3 a 4 veces) con disol

ventes cónteniendo o>:ígeno, tal como cetonas alifáticas y és

teres de bajo punto de ebullición <acetato de propilo, metil 

etil cetona, alcohol etílico) en una relación de 10 a 20 ve

ces la cantidad de hoja; filtración, evaporación y tratamien-



to con benceno o ~ter. 

Otro método de extracción y aislamiento de digitoxi

na en hojas de Q~ ~~(~~(@2 concierne a la patente de Harry 

Rosen <19481. En este caso se emplea la maceración durante 

24 horas con alcoholes de el a C~ <metílico, etílico e iso

prop:!licol al 60X Como agentes precipitantes de taninos y 

m~teriales inertes, compuestos de metales divalentes como 

plomo, fierro, cobre, estaño y cromo en forma de acetatos, 

clontros o carbonatos <en forma sólida, suspensión acuosa o 

soluciones de una concentración al 30XI reposo durante 1 hora 

y centrifugación. El exceso de acetato de plomo se elimina 

con carbonato de sodio monohidratado y una corriente de áci

do sulfih:!drico. Despué de filtrar y concentrar lr.1 solución 

(a presión reducida) se e>:trae 5 veces con una mezcla de clo

roformo-eter amílico, se e>:trae 4 veces con una solución de 

carbonato de sodio monohidratado al 10'l. La fase orgánica se 

seca sobre sulfato de sodio anhidro, se concentra la solución 

<a presión reducida y temperatura de 75° a 80° Cl hasta un 

volttmen de 25 c. c. se· enfr!a a temperatura ambiente y se mez

cla con 4 vol 1.tmenes de éter de petróleo 1 se deja reposar 

hora. El precipitado amorfo oscuro se filtra y se lava con 

éter de petróleo para remover los residuos de ltpidos. El 

precipitado se disuelve en 100 e.e. de etanol 11:1) 1 se fil-
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tra, el filtrado se alcaliniza con hidróxido de amonio al IOX 

nuevamente se agrega acetato de plomo y se repite el prbce

dimiento de eliminación del exceso de esta sal. 

El método canadiense aplicado por O. Keel en 1953 

(24> es el único antecedente que se tiene en nuestro país de 

los intentos por establecer un método de extracción de digi

toxina y digipuratum l<nol l (como producto ·secundario) a par

tir de Q~nYcnycgª localizada en Huachinango Pue. Este pro

cedimiento contempla la inhibición de enzimas hidrolitícas 

de glucósidos por medio de una primera maceración con bicar

bonato de sodio al 10X durante 24 horas, seguida de macera

ción continua con cloroformo por 4 días durante los cuales 

se colecta un extracto cada 24 horas y se repone el volumen 

con cloroformo nuevo. 

Los dos primeros e>: tractos se juntan y concentran 

a presión atmosférica hasta eliminar todo el cloroformo, el 

residuo se disuelve con metanol a reflL1jo. A esta solución 

se le agrega agua fria y se procede a la clarificación agre

gando con fuerte agitación una pasta de hidró>:ido de plomo 

recién preparada y suficiente metano! de 75 a BOY.. Después 

de una segLtnda el ari f i caci ón al f i 1 trado se 1 e agrega meta

nol y una solución de fosfato monósodico, posteriormente se 

filtra la solución se deja reposar y al día siguiente se tie-
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ne una primera parte de digitoxina cruda, la cual es purifi

cada con carbón activado. 

En aRos recientes se han buscado alternativas para 

incrementar los rendimientos de extración ele glucósidos, en 

1967 Baumgarter Guentener reportó una e>:tracción convencio

nal de glucósidos cardiacos de º.._ !lh!!:::E!.!:!!:.!!19 1 la cual se lle

va a cabo con una mezcla de agua-etanol o acetato de etilo, 

para posteriormente ser purificados con etanol al 35-55X por 

percolación en poliamida. Estos e>:tractos son concentrados 

y extraidos con cloroformo. 

En 1969 1 Creanga e>:trae los glucósidos con alcohol 

monohídrico a partir de hojas secas ~on un rendimiento de 

0.3-0.4X de mezclas de lanatósidos A, By C. 

Separación y cuantificación de cardenólidos 

La introducción de métodos cromatográficos en el 

análisis de glicósidos cardiacos por Reichstein <27> Kaiser 

<1955> han dado un enorme avance en el conocimiento de la 

química.y bioquímica de estos productos naturales en los ül

timos 30 años. No obstante que más del 95X de los glucósi

dos y geninas fueron identificados por cromatografía en pa

pel (CP> el desarrollo en cromatografía en capa delgada 
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ICCDJ ha venido a reemplazar a la primera, debido a su ma

yor simplicidad y rapidez. Sin embargo, ambos métodos son 

adecuados para analizar por cromatografía toda clase de glu

cósidos cardiacos, desde los menos polares hasta los más po

lares. En general, con buenos sistemas de ceo y CP la cali

dad de separación y reproducibilidad es igualmente satis -

factoria, aunque se ha demostrado que el rango de polaridad 

se duplica en sistemas en CCO usando como adsorbente sili

ca gel, con lo cual es posible separar glucósidos prima -

rios y secundarios de las hojas de Digitalis en un mismo 

cromatograma. Otra ventaja de CCD es la alta resolución en

tre la capacidad limite superior, es decir que la substancia 

detiene su corrimiento sin dejar restos (colas) a lo largo 

de su desarrollo lo que permite limites de detección bajos 

entre glucósidos menores a bajas concentraciones y glucósi

dos mayores a altas concentraciones. Esta misma caracterís

tica ha permitido el uso de la cromatografía preparativa en 

capas gruesas de sílica gel. 

Son numerosos los autores que se han dedicado al de

sarrollo de sistemas de disolventes para la separación de 

glucósidos cardiacos por eco. Nover 135> en su estudio compa

rativo con diferentes sistemas, señalan como característica 

el uso de placas de sílica gel desactivadas y sistemas con un 
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contenido de 1 a 5X de agua, asimismo evita el uso de disol

ventes clorados por su dificil recuperación. Los sistemas 

que recomienda son: tolueno-acetato de etilo-piridina C20: 

70:101 con 2.BX de agua; acetato de etilo-piridina (9:11 con 

2.7X de agua; n-heptano-acetato de etilo-ácido acético C15: 

65:201 con 3.5X de agua. 

Carvalhas y Figueira en 1973, reportaron la separa

ción de principios activos de sus metabolitos; observaron que 

existe una mayor resolución de la digito>:ina respecto a sus 

metabolitos usando una mezcla de ciclohe>:ano-acetona-ácido 

acético <49:49:21 y cloroformo-isopropanol-acetona (85:5:151 

en 2 corrimientos de 17cm., lo relev~nte de este trabajo es 

la disminución del tiempo de separación. 

La aplicación de la cromatograffa en columna para la 

separación de glucósidos cardiacos ha sido desarrollada en 

forma paralela a las técnicas de cromatograf!a en papel y en 

capa delgada. En 1958 William reporta la separación de di

gitoxina y glucósidos primarios usando una columna con polvo 

de .celulosa; este método fuéposteri ormente reí nvestigado por 

Bhatt y col. con el propósito de recuperar los productos se

parados y cuantificarlos por Lln método colorimétrico. 

Kaiser en 1966, reporta la recuperación de 23 frac-
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cienes separadas en una columna cromatográfica de silica gel 

impregnada con agua y elufda con una mezcla de benceno- ace-

tato de etilo y etanol. 

En afies recientes, ZÜlich y col 119751 con el obje-

to de lograr una mejor separación con propósitos de cuanti-

ficación 1 tian empleado._una columna de Sephade>: LH-20 con di

ferentes sistemas de di sol ventes; diferenciándose unos por 

tener tolueno como principal componente y otros he>:ano o ci-

clohe>:ano, con lo cual se invierte el comportamiento de se-

paración de las agluconas respecto a los glucósidos cardia-

cos. 

Es evidente la importanci~ de una buena resolución 

cromátografica para la identificación de los diferentes com-

ponentes de una mezcla, sin embargo esta debe ir acampanada 

de un buen sistema de detección, el CL1al debe estar basado 

en reacciones de color altamente especifico, sensibles y re-

prodL1cibles. La sensibilidad que presentan los glucósidos ., 
cardiacos y sus geni.nas desde el punto de vista quf mico 1 es 

la base de numerosas reacciones de color desarrolladas para 

su identificación; de los 49 reactivos reportados, la mayo-

ria han sido aplicados para cromatografía en papel, no obs-

tante estos pueden ser usados para cromatografía en capa del-

gada, si bien el limite de detección en esta ~ltima es 10 
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veces más bajo. 

Los reactivos empleados en la detección de glucósi

dos cardiacos pueden ser divididos en cuatro grupos: 

1.- Reactivos basados sobre la reactividad del anillo bute-

nOlido de los cardenólidos. 

2.- Reactivos que atacan el nucleo esteroidal. 

3.- Reactivos que reaccionan con la parte carbohidrato. 

4.- Reactivos con puntos múltiples de ataque. 

Al grupo 1 pertenecen los compuestos nitroaromAti

cos (.ic. 3,5-dinitrobenzoicol qL1e en medio alcalino dan un 

color rojo a violeta con los cardenól.idos; esta reacción de

pende del grupo metileno activado del anillo"butenOlido. 

La cloramina T-Acido tricloroacético puede ser cla

sificado en el grupo 2 pués en presencia de glucósidos y ge

ninas con una función a>dgeno en el C-16 da los derivados 

correspondientes 14,16 dianhidro con intensa fluorescencia 

azul en luz U. V. (3b5nml. 

·un reactivo caracterfstico del grupo 3 es el Xan

thidrol que reacciona con los 2-deoxiazúcares dando un color 

rojo carmin. 

Finalmente, aunque la forma de acción de los reac-
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tivos del grupo 4 no es tan clara como los anteriores, su va

lor para la detección de glucósidos cardiacos es altamente 

especifica y se caracterizan por el hecho que la formación de 

color procede bajo condiciones fuertemente acidas y oxidati

vas. Ejemplo de este grupo es el ácido tricloroacético-clo

ramina T. La formación de productos fluorescentes bajo luz 

~1ltravioleta involucra reacciones de oxidación y deshidrata

ción del nucleo esteroidal. En luz visible se obtienen man

chas azul gris de azücares 2 deoxi libres o enlazadas, 

Respecto a la cuantificaciób de glucósidos cardia

cos, actualmente e>:isten una serie de técnicas con alto po

der resolutivo que van desde la Polarograffa, Cromatografía 

de gaseosa, Cromatografía liquida ~e alta presión hasta Ra

dioinmunoensayo y Ensayos enzimáticos. Sin embargo es impor

tante senalar el uso de técnicas colorimétricas, debido a su 

simplicidad de manipulación y mínimos requerimientos de equi

po. La cuaantificación colorimétrica de los glucósidos car

diacos se puede basar en las reacciones coloridas de la gen! 

na, que de acuerdo a Frerejaque y de Graeve !21> se clasifi

fican en reacciones en medio ácido y en medio básico. 

Las reacciones en medio ácido son especificas para el anillo 

esteroidal de la genina, siendo el reactivo principal el áci

do sulfürico. 
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Las reacciones coloridas en medio básico son especí

ficas para l;; Jr.1r:l:una .... : ~i!·1sal:ur«id,;1 (bt.tbmc~l:ldo) debHlo a 

que el mr.'ti.leno •~ctivo en rJidrn mucho forma compleJCJS de M~?i

senheimc:r c~n pre\;co;ncia de un comp11esto nitroarom.~1tico seg(in 

li~s inve¡;1:.lgiH:icme~; dP. Kovi.lr y col (31l. 

De los compuestos nitroaromáticbs más empleados es

tá el ácido picrico cuya reacción fué descrita por Baljet en 

1918. Esta técnica ha sido objeto de diversos estudios y en 

la actualidad aparece como el método oficial para la cuanti

ficación de digito>:ina en diversas Farmacopeas. 
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Uno de los principales problemas, en el área de la 

salud en México, es el referente a las enfermedades cardio -

vasculares, seg~n datos recientes del Instituto Nacional de 

Cardiología, <Fig~. 5 1 6 y 7). En los cuales se observa que 

México se encuentra dentro de los 10 paises con mayor morta

l id ad por enfermedades car di ovascul ares. Aunque el mayor in

di ce aparece en la población de edad más avanzada, no es me

nos grave en la población joven. 

El grupo de fármacos que se utiliza para los pro -

blemas de insuficiencia cardiaca, es el de los cardiotónicos 

<digitoxina, dig0>:ina y lanatósido, CI, los cuales estan in -

cluidos en el Cuadro Básico de Medicamentos. Los glucósidos 

cardiacos también son ampliamente usados en otros padecimi

entos como son; carddiopatia hipertensiva o aterosclerótica, 

cardiopatías reumáticas, luética y congénita, fibrilación 

y aleteo auricular. 

Todos los glucósidos cardiacos tienen el mismo tipo 

de acción inotrópica positiva, por lo tanto la elección del 

preparado depende simplemente de la rapidez de acción y la 

duración del efecto que se busql1e. <Tablas 1 y 2) 
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TABl.A 1.- VALORES F.w.!AaJCINETICOS Y OOSIS PRCMEDIO PARA GLUCOSIOOS CARDIACOS 

DIGITOXINA DIGOXINA DESLANOSIOO UABAINA 

Absorci6n gastrointestinal 90 a 100 % 60 a 85 % No confiable No confiable 
Canienzo de la acci6n • l a 2 horas 15 a 30 min. 10 a 30 min 5 a 10 min. 
Efecto mfucimo * 4 a 12 horas 1 a 5 horas 1 a 2 horas l a 2 horas 
Concentraci6n plasmática, ng/ml 

Terapfutica 14 - 26 0.8 - 1.6 
T6xica 34 2.4 

Semivida plasmática • 5 ~ 7 dias 36 horas 36 horas 21 horas 
V{a de excreci6n Heplitica Renal Renal Renal Renal 
Dosis·total de digitalizaci6n 

(adultos) + 
Bucal 1.2 - 1.6 mg ++ 2--3 mg ¡: 
Intravenosa 1.2 - 1.6 mg ++ 0.75 - 1.5 mg & 1.2 - 1.6mg # 0.25 - o.s mg •• 

Dosis diaria de mantenimiento o.os-o. 2 mg 0.25-. 0.75 mg 

• Todos los valores cronol6gicos se fundan en la administraci6n intravenosa de una sola digitalizaci6n. 
•• La Uabalna a meT11do se emplea de preferencia a otros gluc6sidos para uso intravenoso en casos de urgencia. 
+ Los valores enunciados representan dosis pranedio o l{mites para digitalización completa; las necesidades de pa

cientes individuales pueden apartarse nucho de estas cifras. Para la mayoría de los pacientes, s6lo debe darse 
inicialmente una fracción de la dosis de digitalizaci6n, següida de dosis fraccionadas ulteriores con intervalos 
adecuados, seg6n est6 indicado para cada flinnaco. 

++ La digitoxina pude administrarse cano una sola dosis, pero suele darse en varias. Para digitalizaci6n rápida -
por vla bucal, cabe administrar inicaialmente 0.6 mg, seguidos de 0.4 mg a las cuatro a seis horas hasta lograr 
digitalización conpleta. 

i La dósis inicial corriente de digoxina es de 0.75 mg a 1.5 mg por vla bucal, seguida de 0.25 mg a 0.5 mg con in
tervalos de seis horas hasta lograr digitalizaci6n. La didgitalización suele obtenerse en t6nninos de una semana 
administrando o.s mg de digoxina al d{a sin dosis inicial de echamiento. (ver Mason, 1974) 

& Cuando es indispensable la digitalizaciin rlipida~ la dosis intravenosa inicial de digoxina es de 0.5mg a 1 mg, se 
guida de 0.25 mg a o.s mg con un intervalo de seis horas hasta lograr digitalizaci6n • El glucósido también puede 
darse por v1a intranuscular. · 

# Para estados de urgencia que exigen digitalizaci6n rlipida, el flinnaco puede administrarse en dos dosis de 0.6 mg 
a 0.8 mg cada 1Dla, por v{a intravenosa ó intranuscular. 
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TABLA 2. POTENCIA DE GLUCOSIDOS CARDIACOS 

P O T E N C l A * 

Oigoxina 10 

Lanatósido C 8.9 

Digito>:ina 

*Determinada con respecto a digítoxigenina 

en aurícula de pichón. 
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El abastecimiento de glucósidos cardiacos, proviene 

principalmente de las hojas de digitalis, a nivel mundial. 

Los intentos de sintesis no han podido competir económica -

mente, de aqL1i qLle la obtención a partir de fuentes natL1ra -

les sea de suma importancia. 

Existen pocos estudios sobre la digitalis que se 

encuentra en México; de aqui la importancia de tratar de im

plementar campos experimentales para su cultivo y de esta 

manera· contribuir con el Plan Nacional de Desarrollo, en el 

rubro de farmaqufmicos, ya que dichas substancias se impar -

tan en su totalidad tI.M.C.E.I. 

La importancia del presente trabajo consiste en e-

valuar el contenido de glucósidos cardiacos, e>c'trafdos de 

las hojas de º~ ~~(R~(~!• recolectada en México, establecí 

endo un método de extracción y purificación. 



III. OBJETIVO E HIPOTESIS 

1. OBJETIVO 

Implementación de un método de extracción e identificación 

de carditOnicos a partir de hojas de Qi9i!2lié QY~eyrg2, re

colectadas en México. 

2. Hi pote11i • 

Con el método de extracción que se desarrolle se lor,¡¡rar.i el 

primer paso.en el Desarrollo Tecnológico del proceso de ob -

tenciOn de digitoxina y digoxina. 

33 



IV. MATERIALES Y METDDDS. 

IV. l. Material 

IV.1.1. Equipo 

Balanza analítica marca BOSCH S 2000 

Balanza granataria marca OHAUS 

Refrigerador marca FRILATI Mod. RF 200 

Rotavapor marca BUCHI 133833 

Recirculador de agua 

Bomba de vacio de aceite FE-1400 

Parrilla con agitación SYBRON 

Juego de filtros y lámpara UV/VIS WATO 78001 

Estufa 

Espectofotometro Perkin-Elmer 

Molino Filtz Patrick-T 400 y T 316 

Espectofotometro I.R. PYE-UNICAM. Mod. SP1050 

IV.1.2. Material de vidrio y otros 

Material de vidrio de laboratorio marca PYREX 

Equipo de vidrio con boca esmerilada 24/40 CORNING 

Cámaras de cromatograff a 

Columnas cromatográficas 30cm x 2.2cm, 30cm x 1.2cm 
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Cromatoplacas de silica gel¡;o y GFa.~'I 

(20cm M 20cm M 0.2 cm) MERCK 

Aspersor de vidrio, SIGMA CHEM 

Desecador 

Extractor Soxhlet marca PYREX 

El material empleado para la realización de este trabajo, 

hojas de ºlgitªil§ eYteYtg!, proviene de los contornos de la 

"Presa Necaxa", Puebla y de Tlepetl ixpa, Edo, de México 

(obtenida de semillas de la Presa Necaxa>. 

IY.1,3 Reactivos 

Digitoxina Sigma 

Digoxina Sig11a 

Gitoxina Sigma 

Dicloroe.tano Q,P. Sig111a 

Sephadex LH-20 Sigma 

Cloramina T Sigma 

OMido de plomo R.A. J. T • Baker 

Fosfato mono&ódico J. T • Báker 

Acido ~fcrico J. T • Baker 

Hidróxido d• sodio J.T.Baker 

Carbonato· de sodio J. T • Baker 



n-propanol 

Diclorometano 

Tierra de diatomáceas 

Gel de sflice 60 para col. 

Acido tricloroacético 

Acido acético 

Cloroformo 

Benceno 

Acetona 

Toluena 

Bencina de petróleo 

Dimetilformamida 

Etanol 

For111amida 

Etilmeti lcetona 

J.T. Baker 

Sargent-Welch 

Mercl: 

Merck 

Merck 

Merck 

11erck 

Merck 

11erck 

l'lttrck 

11erck 

11erck 

Merck 

11erck 

Merck 

Acetato de plomo, sintetizado en el Lab. 327 

Hidróxido de plomo, sintetizado en el Lab. 327 

Bicarbonato de sodio T.Q. 
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IV.2. METODOS 

IV.2.1. Preparacion del material foliar. 

Los primeros ensayos se llevaron a cabo en lotes de 

hojas de !;!LR!:!!'.:IH!!'.:!! 1 colectadas en los contornos de la "Pre

sa Necaxa", Puebla. Este material fué secado en un cuarto 

de herbario a 40ªC en un tiempo de 2(1 a 30 dfas. Posterior

ment• se usaron hojas de plantas de !;!LQ!:!!'.:ll!:!!'.:!! cultivadas en 

Tlepetlixpa, Edo. de México <obtenidas de semillas de la 

Presa Necaxa> y secadas como en el caso anterior. 

Reducción de tamano. 

La hoja seca se sometió a una reducción de t_a111año 

en un molino de cuchillas <Filt% Patrick T-400 v T-316>, con 

el objeto de aumentar la superficie de contacto entr• el 

material y el disolvente. Para realizar el an,lisi• qu1mico 

de la hoJa, se efectuó una segunda molienda al 111atarial •n 

un molino de martillo malla * 40. 

IV.2.2. Análisis qulmico de la hoJa en polvo. 

Métodos recomendados por Association of Official 

Agrucultural Chemist. <3) 
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-Determinación de humedad 

-Determinación de cenizas 

-Determinación de e>: tracto étereo 

-Determinación de fibra cruda 

-Determinación de nitrógeno 

IV.2.3. Procedimientos 

cardiacos. 

proteico 

de extracción d• glucósidos 

Los diferentes métodos de extracción de cardiotóni

cos incluyen en su procedimiento la eliminación de lfpido• y 

clorofilas, cuya presencia ocasiona problema• d1t Manipulación 

y recuperación de los activos. A•i mismo el tratamittnto al

calino suave permite inhibir alQUl\a acción enzimatica r-a

nenttt. 

Debido a que estos tratamientos son iguale• •n todos 

los casos, estos se describen de manera separada pero.comun 

para cada método. 

a) Extracción con ~ter de p1ttróleo 

Lotes de 500 g de hoja seca y molida se colocan en 

frascos de boca ancha <4 1) con tapa; se adicionan 2 lts. d• 

éter de petróleo por frasco, se cierran y dejan macerar a 

temperatura ambiente por 24 hrs.; al cabo de este tiempo•• 
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drena todo el liquido. Se agrega nuevo éter de petróleo y se 

repite la operación el número de veces necesario, hasta que 

el liquido sea précticamente incoloro. Terminada la extrae-

ción el eter se recupera de l!pidos y clorofila por destila-

ción; el material folial se ventila y seca. 

b> Maceración con bicarbonato de sodio al 1CIY. 

Un lote de material desengrasado se coloca en un 

frasco de boca ancha con tapa, se agregan 500 mi de solución 

de bicarbonato de sodio al 10Y. y se deja macerar a t•mp•ra-

tura ambiente durante 24 hrs. 

M•todo de extracción I. <25) 

Extracción con cloroformo 

Terminada la maceración de la muestra con bicarbo-

nato de sodio, adicionar 2 lts. de cloroformo <r•lación di

solvente/hoja 411) y macerar a temperatura alllbiente por 24 

horas, al término de este tiempo se colecta 1 lt. d• •xtrac-

to, se repone este volumen con cloroforlll0 1 nuevament• se ma-
' cera por 24 hrs., etc., la operación se repite hasta recup•-

rar 4 lts. de extracto, el cual se concentra por evaporación 

a presión reducida hasta sequedad, 
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Cl ari fi caci ón 

El residuo se disuelve a reflujo con 30 ml de meta

nol y en caliente se agregan con agitación 2(1 ml de agua pa

ra proceder a la primera clarificación por adición con fuer

te agitación de 10 g de pasta de hidróxido de plomo <reciM\ 

preparada>. 

La solución se filtra con aplicación de vacio¡ el 

residuo se extrae 2 veceto a reflujo con metanol, se filtra y 

los filtrados se juntan para proceder a la segunda clarifi

cación por adición de 10 g de pasta de hidróKido de plomo. 

La pasta de hidróxido de plomo .. prepara con 10 9 

de acetato de plomo cristalizado, ~e disuelv.n en 10 ml de 

agua caliente y se precipita el hidróxido de plomo con un 

g~~l19 !ig~(Q de una solución de sosa caástica al 201., se 

filtra y se lava con agua hasta reacción neutra del filtrado. 

La torta se suspende en suficiente metanol al 75~ para obte

ner una pasta fluida. 

Precipitación de digitoxina. 

Después de separar los sólidos por filtración, la 

solución se neutraliza con fosfato monosódico, se concentra 

por evaporación <presión reducida> y el extracto se deja re-
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posar toda la no7he en refrigeración para obtener la primera 

digitoxina precipitada. 

La fig. 8 presenta el diagrama del Método de 

e>:tracci ón I. 

Método de extracción IA <modificación a O.Kell> 

Este método es prácticamente igual al anterior, ex

cepto la adición de la pasta de hidróxido de plomo <agente 

clarificante> la cual se substituyo por 75 ml de acetato de 

plomo al 157. El acetato de plomo se preparó con 50g de óHi

do de plomo los cuales se disuelven calentando en 4cido acé

tico al 30~, se filtra en caliente y se deja cristalizar en 

lugar frio. Se lava con la mínima cantidad de ~cido acético 

diluido. 

El uso de acetato de plomo fuén base a lo• resulta

dos obtenido& por el m•todo original. CFig. B> 

M•todo de eHtracción II 

<Derivado de Harry Rosen 1950> 

. El procedimiento citado por este autor no menciona 

los tratamientos de desengrase y maceración con bicarbonato 

de sodio, si·n embargo en el presente trabajo se llevaron a 
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EXTRACCION ETER DE PETROLEO 

1 
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1 
EXTRACCION CLOROFORMO 

1 
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1 
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1--- - -
CLARIFICACION Pb<OH~ 

1 
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FIG. 8 METODOS DE EXTRACCION I V IA CON CLOROFORMO. 



cabo para todas las muestras. 

Clarificación-Extracción 

Terminada la maceración de la muestra con bicarbo

nato de sodio, se agregan 500 ml de acetato de plomo al 15Y., 

homogenizar y dejar reposar 1 hr., Adicionar enseguida 500ml 

de etanol al 50%, al término de otra hora de reposo cubrir 

la muestra con •uficiente etanol al 50% y macerar durante 24 

horas. 

El extracto de maceración se decanta; el residuo se 

lava con etanol al 50Y., este licor se Junta con el extractor 

a continuación se elimina el etanol del extr~cto; la fase 

acuosa ee extrae 3 veces con cloroformo. 

Separación de Digitoxina 

Los extractos clorofórmicos se concentran por eva

poraciOn a presión reducida.hasta sequedad; el residuo se 

disuelve con una mezcla de metanol-agua (1:1>, la solución. 

se transfiere a un embudo de separación, se extrae 2 veces 

con mezcla de tolueno-he)cano (111) y posteriormente &e ex -

trae 3 veces con dicloroetano (selectivo para digitoxina>. 

Los entractos de dicloroetano se juntan y evaporan a 



sequedad (bajo presión reducida). Este residuo se disuelve 

con mezcla cloroformo-metanol (1:1> ·y se afora a 25 ml con 

la misma mezcla; a esta muestra se le denominó E. 

La fase acuosa residual de la extracción con diclo

roetano se extrae 3 veces con cloroformo el cual se recupe -

ra y evapora a sequedad como en el caso anterior. El resi -

duo se disuelve en mezcla cloroformo-metanol <1: 1> y se afo

ra a 25 ml; esta muestra se denominó X. 

Finalmente los lavados de Na~co3 al 11. también se 

extraen con cloroformo y se prosigue como en las muestras E 

y x. Esta 1'.lltima se denominó muestra Y. 

La figura 9, muestra el Método de extracción II. 

IV.2.4. Purificación de extractos de glucósidos 

cardiacos. 

Este procedimiento se efectuó sólo con las muestras 

de los experimentos del Método I • 

••• Al no observar precipitación de digitoxina en el 

extracto acuoso dejado en refrigeración <Mét I>, se procede 

a extraer éste con cloroformo <2 a 3 veces). Los extractos 

clorofórmicos se juntan y evaporan hasta un volumen de 5 a 

10 ml los cuales se adsorben en 5.5 g de tierra de diatoma -
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HOJA SErA MOLIDA 

EXTRACCION ETER DE PETROLEO 

MACERAC IOJ NaHC03 1 Cli: 

MACERACIONIA,OPb '"' 
EtOH 50i:, 24 HRS. 

1 
FILTRACION 

1 
CONCENTRACION 

1 
CLOROFILAS, TANINOS 

EXTRACCION D¡CLOROET"'° t PASE ACUOSl ' 

LAVADOS Na~CO~ 1i: CLOROFDR"O 

, ... ------#J FASE AcuolA + 
EXTRACTO DICLOROETANO 

1 
CONCENTRACION 

CRUDO DIGtTOXINA 
E 

FIG. 9 METODO DE EXTRACCION II CON ETANOL 
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ceas y se deja secar toda la noche. La tierra con el e>:trac

to adsorbido se coloca en un cartucho para Soxhlet y se ex -

trae con eter de petróleo durante 7 hrs., al cabo de las cua

les se cambia el disolvente por nuevo y se continúa la e>: -

tracción por 10 horas. Enseguida se elimina el eter de pe -

tróleo, se seca el cartucho con tierra-muestra para extraer 

en So>:hlet pero ahora con cloroformo-metano! (111> durante 

30 horas. 

JV.2.5. Separación cromatográfica de glucósidos cardiacos 

a> Cromatografla en capa delgada. 

Esta técnica es interesaante en razón de la rapidez 

con la que se obtienen resultados. 

Para la separación e identificación .de cardenOlidos 

se utilizan cromatofolios de sflica gel (20cm x 20cm x 0.2cm> 

como reactivo de detección una mezcla de a volumenes de Aci

do tricloroacético al 25Y. en etanol con 2 vol~menas de clo

ramina-T al 17. en aguas calentamiento a 100 C por 10 minutos 

y observación en luz U.V •• 
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TABLA 3 SISTEMAS DE DISDl.VENTESS ENSAYADOS 

COMPONENTES 

1. - Tolueno-acetato de etilo-n,propanol 

2.- Acetona-acetato de etilo 

3.- Cloroformo-benceno 

4.- Acetato de etilo-cloroformo 

:5. - Etilmetilcetona con :5.4Y. de agua 

6.- Benceno-acetato de etilo-metanol 

1.- Benceno-acetato de eti lo-metanol 

e.- Cloroformo con 47. etanol 

9.- Cloroformo-et•nol 

10.- B~nceno-acetato de etilo 

11.- Cloroformo-etanol 

12.- Cloroformo-metanol 

13.- Diclorometano-metanol-forma~ida 

PROPORCION 

20166:14 

60140 

1:3 

80120 

217.510.5 

6014017 

9812 

40160 

911 

91 l 

901911 
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b) Cromatograf!a en columna 

En esta técnica la eficacia de la separación depen

de de factores como la naturaleza qu!mica de los componenetes 

a separar, del disolvente, la geometr!a de la columna, la ve

locidad y el flujo de la disolución y del disolvente utiliza

do en el desarrollo del cromatograma. Las caracterfsticas de 

las columnas empleadas fueron las siguientes: 

longuitud = 30cm 

diametro interno = 2.2cm 

adsorbente = sllica gel o albómina 

velocidad de flujo = 1 ml/min 

volumen de fracción = 20ml 

La resolución de la separación por cromatograffa 

en columna se siguió por cromatografla en capa delgada de ca

da una de las fracciones. 

Acontinuaci6n se indica el tratamiento de los adsor-

bentes1 

Sllica gel (44), se mezclan 150g de s!lica gel con 

1 lt de HCl 3N, se lleva a ebullición por 10 min; una vez que 

se ha enfriado la mezcla, se filtra y lava con agua hasta pH 

neutro. Se seca a 105"C durante la noche, enseguida se cal

cina a 500°C por 2 horas, 
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La colt.1mna cromatográfica se empaca de la siguien

te manera: 

en un matraz de 100 ml se mezclan 2 g de adsorbente <tratado) 

con 1 ml de agua, cuando la mezcla es blanda y uniforme se 

vierte en el tubo de cromatograffa. Simultáneamente se mez

clan otros 6 g de stlica gel con 4 ml de dimetilformamida y 

suficiente agua para obtener una suspensión, la cual se vier

te a la columna para terminar de empacarla. La muestra di -

suelta en 1 ml de cloroformo se deposita en la superficie de 

la column·a y se procede a la eluciOn con benceno-cloroformo 

(3t l > .• 

Al~mina. Se activan 15 g de alúmina a 12o"C duran

te 90 min enseguida esta alúmina se desactiva, por suspensión 

en acetona por 30 mín <26). La columna se empaca con 10 g de 

al~mina, se lava con 18 ml de mezcla cloroformo-ácido acético 

(19.~:0;~) drenando este disolvente; se procede a aplicar la 

muestra disuelta en 2 ml de mezcla cloroformo-4cido acético 

y se inicia la eluciOn con el primer sistema l~O ml de cloro

formo+ 1Y. de etanol, segundo sistema 100 ml de. cloroformo+ 

4Y. de etanol, tercer sistema 150 ml de cloroformo+ 40X de 

etanol. 

Alúmina. Sin tratamiento pero con los mismos siste

mas de elución que el caso anterior. 
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Silica gel. Sin tratamiento, se suspende la sili -

ca gel en hexano-acetato de etilo (1:1). El primer sistema 

de elución es he>:ano-acetato de etilo <1: 1l, segundo siste -

ma metanol al 5% en acetato de etilo. 

Sephadex LH-20, La ventaja de usar este adsorben -

te e• poder conjugar su caracterlstica de tamiz molecular a 

la polaridad de los disolventes usados. 

Una columna de vidrio de 30cm >: 1.2cm, se empaca con 

7.0 g de Sephadex previamente hinchado en el sistema de di -

solventes tolueno-ciclohexano-cloroformo-metanol 140:401201 

10), Se equilibra la columna durante 4 hrs. con un flujo de 

2~ ml/h, se aplica la muestra disuelta en 0.5 ml del siste -

ma de eluci6n, una vez adsorbida se inicia la elución con la 

mezcla de disolventes seleccionada, 

IV.2.6. Determinación de glucósidos cardiacos con 

el Reactivo Alcalino de Picrato. 

Esta técnica estébasada en la reacción de la lacto

na alfa, beta insaturada del cardenólido con el compue•to ni

troaromético en medio bésico 131>, formando un cromóforo ana

ranjada cuya intensidad es tomada como medida del contenido 

de cardenOlidos a 495 nm. 
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Cromóforo resultante: 

Proc:edimiento: 

Soluc:ión A.- Ac:ido pícrico al O.ó% en agua CP/Vl 

Soluc:ión B.- Hidróxido de sodio al 3% CP/Vl 

Reactivo Alcalino de Picrato.- En un Matraz aforado 

de 100 ml depositar 20 ml de solución A y 10 ml de solución 

B, completar hasta el aforo con agua destilada; aste reactivo 

se prepara antes de cada determinación. Las soluciones es -

tandar y los extractos se preparan por disolut:ión de las 

muestras respectivas en una mezcla cloroformo-etanol (111> 

de las cuales se toma 1 ml de allcuota, se evapora a seque -

dad <calentamiento suave> en un vaso deprecipitado de 50 ml. 

Al residuo obtenido se adicionan 5 ml de etanol al 

96%, mezclar perfectamente y agregar 5 ml de reactivo alca -

lino de picrato en un lugar protegido de la luz; dejar re -

posar durante 30 min y medir la absorbancia a 495 nm respec

to a un blanco que contenga 5 ml de alcohol y 5 ml de reac -

tivo tratado de manera semejante. 

Para efectuar la cuantificación se establecen 3 cur-
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vas tipo con soluciones estandar de digitoxina, digoxina y 

digitoxina-digoxina respectivamente a concentraciones de 

(1,004-0.036 mg/ml y 0.04-0.36 mg/ml. CFigs. 10 y 11> 

IV.2.7. Espectros en I.R. de digitoxina y digoxina 

Los espectros de las muestras de digitoxina y digo

xina se determinaron en un espectrofotometro de infrar\'Ojo 

<PVE-UNICAM.Mod. SP1050), En el caso de los estandares se 

prepara ~1na pasti 11 a a una presión de 10 Ton/cm que conti e

neu 

1 mg de muestra y 200 mg de KBr, se mezclan en un 

agitador eléctrico. 

La absorción de la muestra se registra desde 4000 -

600 cm1 (2.5 -)t>. 
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V. RESULTADOS V DISCUSION 

V.1. Análisis químico de la hoja Q~ B!d(B!:!C~ª 

En la tabla No. 4 se presentan los análisis efec -

tuados a 1 a hoja de Qi_g,U;.ªli§ B!:!t:B!:!Cfü!· 

TABLA No. 4 ANALISIS DE LA HOJA 

Q... B!:!C:B!:!C:~!\! 

Humedad 

Protefnas 

Extracto etéreo 

Fibra cruda 

Extracto no nitrog. 

Cenizas 

83.0(I 

27.30 

4.36 

11. 41 

48.52 

8.41 
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El objetivo de este análisis fué principalmente el 

dé conocer el contenido de l!pidos en la hoja, usando para 

la extracción eter et!lico de acuerdo al A.O.A.e. y comparar 

la eficiencia de eliminación de estos compuestos en el pro -

ceso de e>:tracción para cardiotónicos con eter de petróleo. 

Como se observa en la tabla 4 el contenido total de lipidos 

fué de 4.36Y. y la cantidad de lípidos que se logró eliminar 

con ~ter de.petróleo fué de 1.03Y.. 

Por otra parte el contenido de cenizas comcuerda con 

lo reportado en la literatura. 

V.2. Método de extracción I 

Los resultados obtenidos en los experimentos lleva

dos a cabo con el método de ex.tracción I fueron negativos, 

ya que el extracto contenta bastantes lfpidos_y clorofilas. 

Por esta razón los extractos se sometieron a un proceso de 

purificación (inciso 4) que fué la extracción con eter de 

petroleo en Soxhlet durante 17 hrs. para eliminar las subs 

tancias antes mencionadas. El extracto obtenido en las pri

meras 7 }irs mostró un color verde intenso y la cromatograffa 

en capa delgada no detectó presencia de activos. Al térmi -

no de 10 hrs· más de eHtracción con eter de petróleo renovado, 

el disolvente ten!a un color amarillo verdoso y la cromato -
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graf:[a de este e>:tracto tampoco mostró presencia de activo. 

Terminada la eliminación de clorofilas y lipidos la muestra 

se e>:trajo durante 30 hrs; con cloroformo-metanol <1:11 con 

el fin de remover los activos adsorbidos en la tierra de 

·diatomeas. La solución presento un color anaranjado la cual 

se analizó por e.e.o. haciéndose evidente la presencia de di

gitoxina y digoxina-gitoxina, sin embargo de acuerdo al ero -

matograma, se puede deducir que la pérdida de activos fLlé ma

yor. 

Por otra parte los extractos obtenidos por el Méto

do de extracción I y purificado por medio de.precipitaciones 

sucesivas <cuatro> con hidróxido de plomo, mostraron una 

pérdida de activos todavla mayor q~e en el caso anterior; es

to se comprobó por e.e.o. 

V.3. Método de extracción IA 

Este. método es una variación del método l, debido a 

una simple sustitución·: de la pasta de hidróxido de plomo por 

acetato de plomo al 15~ como agente defecante y la elimina -

ción del filtro ayuda:! 

Con el hidróxido de plomo se tenia una precipita -

ción incompleta de sustancias contaminantes, y cuando se pro

cedia a purificar aumentando el número de precipitaciones se 
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perdfan los activos. Por otra parte la preparación del hi

dróxido de plomo requiere el doble de plomo y el procedimien

to es más largo. 

El extracto obtenido de la precipitación con aceta

to de plomo mostró mayor contenido de glucósidos cardiacos, 

los cuales fueron detectados por cromatograf fa en capa del -

gada y cuantificados con el Reactivo Alcalino de Picrato des

pués de ser fraccionados en una columna cromatográfica. 

V.4. Método de extracción JI 

El método JJ que consistió en emplear etanol al 50Y. 

para la eHtracción de glucósidos cardiacos en presencia de 

acetato de plomo al 151. y posterior recuperación de esto• 

compuestos con dicloroetano; resultó ser un método adecuado 

debido • que el contenido de clorofilas y lfpidos se disminu

yó, esto se debe a que estas sustancias son menos solubles en 

etanol que en cloroformo y la recuperación de glucósidos car

diacos después de eliminar el etanol es mejor. El uso de 

dicloroetano para e>:traer los glucósidos digitálicos permi

tió observar una selectividad parcial de este disolvente para 

la digitoxina tal como lo muestran los resultados por croma

tograffa en columna de Sephade>: LH-20. <Tabla No. !> 
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V. 5. Separación de glucósidos por CCD de Kieselgel GF\.Si 

La mejor resolución cromatogréfica que tuvieron los 

testigos digitoxina, digoxina y gitoxina a una concentración 

de 0.5 mg/ml en los diferentes sistemas de elución se mues -

tran en 1 a Tabla No. 5. De acuerdo a 1 a reproduci bi li dad de 

Rfs, el mejor sistema de separación fué con cloroformo-meta

no! C91ll. Cuando se usaron 2 sistemas de disolventes en 

nuestros problemas; 1. el oroformo-metanol C9: 1 l y 2. di el o -

rome~ano-metanol-formamida (90:9:1) la separación fué mejor 

ya que se separan muchas impurezas. 

Los cardiotónicas de extractos obtenidos por el Mé

todo de eKtracción I fueron separados.por e.e.o. donde se de

tectó la presencia de digito>:ina y digo>:ina-1;iitoxina. Debido 

'a la pequeña cantidad de muestra no se procedió a la cuanti

ficación de e&tos compuestos. 
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TABLA 5 SISTEMAS DE DISOLVENTES PARA 
SEF'ARACION DE CARDIOTDNICOS 

Rf Rf 
Disolventes Relacion 

Rf 
Digito~:ina Digoxina Bitoxina 

AcOEt-CHCl -CH COOH 90:5:5 0.27 0.14 0.15 

Tolueno-AcOEt~ 20:66:14 0.47 0.42 
n,propanol 

Cloroformo-metanol 90:1 0.52 0.38 

Cloroformo-etanol 90: 1 0,49 0.35 
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V.ó, eromatograflaen columna 

De los diferentes sistemas (adsorbernte-eluyente> 

ensayados por cromatograf:[a en columna, sólo el Sephade>: LH-

20 con eluyente tolueno-hexano-cloroformo-metanol (40:40:20: 

10> dió buenos resultados. 

Los extractos obtenidos por el Método de extracción 

IA y II fueron separados en este tipo de columna. Del ex -

tracto clorofórmico IA se obtuvieron 100 fracciones, cuya 

composición en cuanto a cardiotónicos se analizó por e.e.o. 

que indicó la presencia de digito>:ina en las fracciones nos. 

8 a 40 denominadas CF-1 y digoxina-gitoxina en las fracciones 

nos. 41 a 100 asignadas como CF-2. No obstante de encontrar

se una separación entre estos com~uestos se observa la pre -

sencia de otras sustancias, por lo cual estas fracciones CF-1 

y CF-2 fueron respectivamente separadas en placa preparativa 

con el objeto de aislar digitoxina y digoxina-gitoxina, es -

tas muestras corresponden a las subfracciones es, y es1 de 

acuerdo al diagrama de purificación en la Fig. 12 

Del e>1tracto etanólico IJ se obtuvieron las muestras 

E, X y Y. La muestra E corresponde al extracto de dicloro -

etano, el c~1al se dice selectivo para digito>:ina. La mues -

tr.a X se obtuvo de entraer con cloroformo la fase acuosa re

sidual del dicloroetano con el objeto de verificar que car -
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cuencia anterior. 

EXTRACTO CLOROFORMICO IA 

1 
COrMNA SEPHAOEX Lr20 

CF-1 CF-2 

1 ' CROMATOGRAFIA PREPARATIVA 

1 t 
es es 

1 1 
CUANTIFICACION CON PICRATO ALCALINO 

FIG. 12 PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE GLUCOSIDOS 
CARDIACOS DEL EXTRACTO CLOROFORMICO. 
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diotónicos restaban en dicha fase. Finalmente la muestra y 

resultó de la extracción con cloroformo de la solución de 

carbonato de sodio al 1'.i'. usada para lavar la solución E de 

dicloroetano, en este caso la extracción también fué con el 

objeto de saber si se perdían principios activos. 

La separación por cromatografía en columna de Sepha

dex LH-20 sólo se realizó con la muestra E de la cual se ob

tuvieron 90 fracciones que fueron analizadas por cromatogra

fía en capa delgada indicando que de las fracciones número 11 

a la 42 contenian digitoxina y de las fracciones 43 a la 90 

contenfan digoxina-gitoxina; estas fracciones se denominaron 

EFJ. y EF2.. respectivamente. <Fi g. 13). 

El an~lisis cromatográfico en capa delgada de l•s 

muestras X y Y mostró la presencia de digoxina-gitoxina. 

En base a éstos resultados se procedió al aisla 

miento de estos compuestos por cromatografía en placa prepa

rativa en las muestras Efi ; EF1.. ; X y Y, en los cuatro casos 

se recuperaron dos subfracciones que correspondían a digito

xina y digoxina-gitoxina de acuerdo a los testigos. Estas 

subfracciones se denominaron el , ei. en EF1 1 e¡ , ei , en 

EF1 ; x.l 1 M1. en X e '11. , y1. en Y. 

En la figura 14 se presenta el diagrama de la se -

64 



,. 
... 

FIG. 1~ Identificaci~n cromatog1·~fica de Digitcxina 
. Digoxiña y Gitoxina en los extractos E, X, 

Y, y las fracciones EP-1, F.F-2. 
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EXTRACTO ETANOLICO II 

1 1 1 
E X y 

1 
COLUMNA SEPHADEX LH-20 

1 1 
EF-1 EF-2 

l 1 
·C R O M A T O G R A F 1 A p R E P A R A T I V A 

l 1 1 1 •,•i. e' 9i xf~ ly~ ¡ 1 
CUANTIFICACION CON PICRATO ALCALINO . 

FIG. 14 PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE GLUCOSIDOS 
CARDIACOS DEL EXTRACTO ETANOLICD 
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V.7. Cuantificación de glLlcósidos cardiacos 

Con el fin de determinar que método de extracción de 

cardiotónicos era más adecuado, se procedió a cuantificar el 

contenido de digito>:ina y digo>:ina-gito>1ina en las diferentes 

muestras <tabla 6>. 

En el caso del extracto clorofórmico IA después de 

haber sido separado en columna se encontró un total de 0.0397. 

donde CF-1 contenia 0.01857. de digitoxina y 0.02037. de mezcla 

digoxina-gitoxina. Estos resultados son buenos si se compa

ran con el rendimiento 0.047. reportado por O.Kell y si se 

considera que en este caso la• muestras son mé• puras. 

Los valores de cuantificación de digitoxina en CS1 

y digo>:ina-gitoxina en CSi, fueron 0,0037. y 0.00337.1 estoa 

datos y la observación de cromatogramas permiten senalar la 

presencia de otros compuestos dificiles de eliminar <tabla 7> 

Respecto al extracto etanólico II, el contenido to

tal de cardiotónicos fué de 0.06187. integrado por las frac

ciones EF-1 y EF-2 <obtenidas por separación en columna 

cromatográfica de E > con un valor de 0.01297. para digitoxina 

y 0.01347. de digoxina-gitoxina respectivamente. Las muestras 

X e V contentan solamente digoxina-gitoxina en 0~0207. y 

0.01557. respectivamente. Los valores de digitoxina y digo

>:ina-gitoxina determinados en las subfracciones e 1 e~ 
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TABLA 6 GLUCOSIDOS CARDIACOS SEPARADOS EN SEPHADEX LH-2Ct 
CUANTIFICADOS POR PICRATO ALCALINO 

MUESTRA Y.DIGITOXINA Y.DIGOXINA-GITOXINA Y. TOTAL 

-----------------------------------------------------------
CF-l 0.0185 

CF-2 0.0203 

0.0389 

EF-1 0.0129 

EF-2 0.0134 

X 0.020 

V 0.0155 

0.0618 
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x.1 x'I. e y
1 

Yz. (tabla 7) 1 muestran qL1e e.l. e2. solo 

contenían digitoxina, mientras que e¡ ei 

contenían digoxina-gitoxina; por lo tanto EF-1 contiene bá

sicamente digitoxina , EF-2, X, Y digoxina-gitoxina. 

Si comparamos los porcentajes de cardiotónicos obte

nidos con el método de extracción IA y II, es evidente que 

la e>:ttracción de estos compuestos es mejor con .el método de 

extracción II. 

v.e Espectros en I.R. de digitoxina y digoxina CFig. 15> 

La comparación del espectro en IR del estandar 

digitoxina con el estandar digoxin'a conduce a la!i siguientes 

observaciones : 

Ambos espectros son prácticamente idénticos; pre

sentan siete bandas características correspondientes a1 0-H, 

C-H, '1 lactona .L 1 /S insaturada, C=C, C-D, alcoholes terciarios, 

deformación C-H. 

Es evidente que la diferencia entre estos compuestos 

un hidroxilo en el C-12 para digoxina no es detectable por 

espectroscopia IR. 

La comparación de los espectros de digoxina y digi

toxina (aisladas en el laboratorio) con sus respectivos es-
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TABLA 7 CLUCOSIDOS CARDIACOS SEPARADOS EN PLACA PREPARATIVA 
DE ~:IESELGEL GF,_l'-f 1 CUANTIFICADOS POR PICRATO 
ALCALINO. 

MUESTRA Y.DIGITOXINA Y.DIGOXINA-GITDXINA Y.TOTAL 

cs1 0.003 

es,_ 0.0033 

e' 1 

e' 1 

0.0044 

0.00026 

0.00013 

0.00013 

- .- - - - - - - - - -

0,00046 

o.001e 

0.001 

0.0019 

0.0063 

0.01 
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t4ndares muestran la presencia de las siete bandas caracte

rf sticas asignadas a estos compuestos. 

Cabe se~alar una diferencia en el espectro IR de la 

digo>:ina aislada respecto a su estándar; ésta es la banda a 

1275 cm que puede ser debida a una impureza. 
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TABLA 8 ASIGNACION DE LAS SENALES EN LOS ESPECTROS 
EN I.R. DE LA DIGOXINA Y DIGITOXINA DE 
Qigitª!i§ QY[QY[~ª 

FRECUENCIA 
•I cm 

3680-3060 
3450 

2962-2853 
2'140 

1760-1740 
1745 

1680-1620 

1485-1445 

1410-1310 

1150<1l70) 

1150( 1130) 

INTENSIDAD 
DE ABSORC ION 

<BANDA> 

f 

f 

f 

"' 

m 

f 

f 

f 

ENLACES O GRUPOS 

Vibración longitudinal 0-H 
hidrógeno unido intermo
leclllarmente, a•ociación 
polimérica. 

Vibración longitudinal C-H, 
al cano, "'i as, -. s. 

Vibraciones longitudinales 
de éstare• Y l actona"" • 111 
in&aturada. 

Vibración longitudinal del 
enlace m~ltiple C•C, al
queno no cpnJugado. 

Deformación C-H, 'ras, 
C>\ tijera, alcano -c~-

Vibraciones de deforM.a -
ción 0-H y estiramiento 
e-o alcoholes terciario&. 

" 
Vibración longitudinal 
e-o, alcoholes terciarios. 

-------~----~-----------------------------------------------
f•f uerte 
m•raeseta 
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CONCLUSIONES. 

De los diferentes procedimientos de extraccmn el 

método II basado en la disolución de cardiotónicos con eta

nol di ó un rendi mi ent.o de O. 062'Y., superior al porcentaje ·cib 

tenido con el método IA y al reportado por O.Kell de 0.04% 

con l• caracterlstica adicional de tener un mayor gra·r.10 1h. 

pureza. 

Sin embargo, si se comparan estos resultados con 

los reportados en la literatura <Claus, P.E.>, que son de 

0.2 a 0.6~, los valores encontrados en este tr•bajo son muv 

bajos. La explicación a este respecto deriva esencialmente 

de las condiciones de secado • las que sometió la hoja 

<un mes a 40ºC> es evidente que los cardiotónicos fueron de

gradados por las enzimas hidrollticas presentes en el mate

rial. Desafortunadamente esto fue inevitable debido a1 

to. Porque la colecta de hojas sólo puede efectuarse una vez. 

•l año. 

2o. Debido a la infraestructura con la que se contab• p•r• 

el secado y, 

3o. Porque habla que esperar un año para colectar nuevo ma

terial y someterlo a las condiciones adecuadas de se- ,, 

cado. 
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La extracción de l!pidos con éter de petróleo re

presenta sólo un 23X del total de estos compuestos, los cua

les debido al uso de otros disolventes durante el proceso de 

extracción de cardiotónicos son arrastrados creando proble

mas para la purificación de activos. Por lo cual ·es necesa

rio usar otro tipo de disolvente para la eliminación de l!

pidos, como serfan heptano o he>:ano. 

El uso de etanol al 50X como disolvente de cardiotó

nicos permite disminuir los costos de extracción respecto al 

empleo de cloroformo. 

Los resultados de cuantificación de las diferentes 

muestras indican el efecto del dicloroetano para separar la 

digitoxina de otros cardiotónicos sólo es parcial, puesto 

que el carbonato de sodio extrae digoxina-gitoxina y todavfa 

queda un remanente en la fase de dicloroetano; sin embargo 

el remanente quiza se pueda eliminar aumentando el nl'.1mero de 

extracciones con carbonato de sodio. 

La cromatograffa en columna de Sephadex LH-20 mos

tró ser .Ltn bLten sistema de purificación de cardiotónicos. 

La cuantificación de glucósidos cardfacos con el 

reactivo de picrato alcalino sólo es válida para muestras ya 

aisladas como digitoxina o digoxina. 
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Los espectros de IR realizados en las muestras de 

digoxina y digitoxina aisladas de los extractos obtenidos en 

el laboratorio, indican que efectivamente se trata de digo

xina y digitoxina como se esperaba. 

El presente trabajo se realizó a escala de labora

torio con lotes de 500 g de hojas, a este nivel se estudiaron 

algunos métodos de e>:tracción de cardiotónico& que se permi

tieran aislar principalmente digitoxina; sin embargo es ne

cesario llevar a cabo la optimización del proceso de extrac

ción de estos comp1.1estos en lotes m4& grandes <5 a 10 Kg) 

que permitan la recuperación de activos. 
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