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INTRODUCCTION

Desde la aparicién del hombre sobre la faz de la tierra
hasta la actualidad, éste ha descuhbierto y generado a través del
tiempo, un sin fin de productos quimicos tanto orgdnicos como
inorgadnices de procedencia natural, semisintética Y
sintética, de las cuales, todns ellos, es necesario
conocer a ciencia cierta la precisa determinacion de las
caracteristicas fisicas, gquimiras Y fisicoquimicas muy
particulares de cada uno de estos, para facilitar en extrems su
preciso manejo vy optima aplicacién a cualquier tipo y nivel de
investigacidn, por lo cual, se han generado en el trascurso de
los dltimos afos, una diversidad de estudios denominados de
caracterizacion, los cuales evidencian las propiedades muy
particulares de cada compuesto que es analizado bajo estos

estudios.

Par lo general, una caracterizacien va desde el andlisis
fisico de la muestra hasta la evaluacién de su reactividad
funcional; andlisis que deben ser objetivos y prdacticos, con
cardcter cualitativo y cuantitativo a niveles de macro y/o

microescala, propiciando asi la tipificacién precisa de las

sustancias quimicas.




INTRODUCCION CARACTERIZACION DE LA ACTAODIGINA

Dentra de la gran gama de compuestos descuhiertos por el

hombre, los glucasidos cardiacos que en su mayoria son

sustancias de origen natural, ¥ que ejercen una intensa

accién sohre el corazdn, aumentando la contractilidad del

mascula cardiaco en la insuficiencia cardiaca congestiva, vy

que pueden ser altamente téxicos y mortales en dosis no

controlada. A travées de laos siglos, ha sido necesario

conocer su efecto y mecanismo de accién preciso sobre el

misculo cardiaco, para aumentar su efecto y minimizar su

toxicidad, llegando a descubrir hoy en dia, que las propiedades

conformacionales y funcionales son importantes para alcanzar

el maximo efecto  terapéutico y ainimizar la respuesta

toxicoloegica en este tipo de sustancias. Asi, una extensa

generacison de estudios de efecto-estructura, realizados  en el

Instituto Nacional de Cardiologia * Ignacia Chavez " de la

Ciudad de México, muy particularmente en el Departamento de

Farmacologia, bajo la direccion y disefo de los Drs. Méndez,

Pastelin y Kabela, y con la colaboracidn de WHiesner en la

Universidad de Brunswick en Canadd, desarrollaron un glucésido

cardiaco completamente sintétiro, cuya funcionalidad resulté ser

andloga a otros glucdsidos ya existentes y cuyos efeclos

terapéuticaos eran mdximos con niveles de toxicidad minimos, casi

nulos, dandoe con ello grandes espectativas a pacientes con

insuficiencia cardiaca, a tal producto se le nombra Actodigina y

2]



INTRODUCCION CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

dado que era necesario el conocer mads a fondo a dicho glucésida,
se realizé el presente trabajo de investigacion, en la Facultad
de Estudios Superiores Zaragoza, de la Universidad Nacianal
Auténoma de México, el rual se aboco a efectuar la
caracterizacion del mismo para delimitar con mayor precisién
su naturaleza fisica, quimica y fisicoquimica, basando todo
ello en el microanallsis. En esta caracterizaciédn efectuada,
se encuentra contenida la evaluacién de sus propiedades
organolépticas, andlisis estrurtural, propiedades fisicoquimicas
basicas, andlisis residual y reactividad Tuncional asi como
la implementacién de un método de separacion cromatogrdfica en
capa fina y algunos sistemas de revelado cromatografico, ademds
del desarrolle y validacién de un método espectrofotométrice
para la determinacién cuantitativa del glucésido cardiaco, lo

cual, permite conocer mas a fondo a la Actodigina.

Tal aportacién al dmbito de la investigacién, agilizard en
extremo, estudios posteriores en el drea farmacolégica y en la
farmacéutica asi como todo estudio relacionado en torno a
este activo que forma parte de un grupo de medicamentos de sumo

interés en cardiologia.




ANTECEDENTES

Los glucésiénﬁ cardiacos son sustancias que ejercen intensa
accidén sobre el corazon, en concentraciones terapéuticas, todos
actuan aumentando la contractilidad del masculo cardiaco y son
la base del tratamiento medicamentoso de la insuficiencia
cardiaca congestiva. En muchas de las enfermedades del corazon,
el miocardio no tiene la suficiente fuerza para vaciar los
ventriculos completamente; por lo tanto, 14 sangre bombeada a
los diferentes arganos es insuficiente para mantener su
funcionamiento normal. En un  intento por satisfacer las
demandas de oxigeno y nutrientes del organismo, el miocardio se
contrae con mayor rapidez, ocasionando un agrandamiento del
masculo cardiaco ( hipertrofia ), a pesar de lo cual no se logra

un gasto cardiaco normal (®e.e2r

Los cardiotonicos estimulan al misculo cardiace para gque se
contraiga con mayor fuerza, y asi hombee mds sangre al organismo
con el objeto de mantener las funciones de los diferentes
arganos. Como consecuencia, la frecuencia cardiaca vuelve a
cifras normales, 'y al aumentar la circulacién a los rifanes,

los glucasidos cardiacos aumentan la diuresis y corrigen

4



ANTECEDENTES CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

el edema, frecuentemente asociado con la insuficiencia

cardiaca (Bé.si,em,am)

tos glucésidos cardiacos moditfican el transporie de
electrélitos a través de la membrana miocardica. Su efecto
principal es un aumento en la salida de potasio y en la entrada
de sodio y calcio. Se piensa que estos cambios influyen sobre
la contractilidad del miocardia, dando como resultado una mayor

fuerza de contracciagn ¢“t.ce),

Cuando los glucdsidos se emplean para el tratamiento de
determinadas alteraciones del latido cardiaco ( arritmias },
frecuentemente ejercen su efectn, disminuyendo la velocidad de

conduccian a través del nodo auriculoventricular ¢*=>,

Estos farmacos, consti tuyen un grupo de compuestos
quimicamente similares, obtenidos de fuentes naturales, vy se
hallan entre las drogas mds viejas que la humanidad ha conocido;

se han utilizadu no sélo comp medicinas sino tambien como

venenng (Ea,«in

Los glucédsidos cardiacos mas importantes, por lo menos en
Europa y Estados Unidos, se obtienen de las hojas de la dedalera

( Digitalis purpurea ), que crece salvaje en tierras no

4]
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cultivadas de latitudes nirdicas, incluyendo el Reino Unido; vy

de la dedalera austriaca ( Digitalis lapata ), que es indigena

en el centro y sur de Europa ¢#t.e2>

Hablando von propiedad, el término digital, salo se reficere
a los extractos vy preparados de hojas de especies de Rigitalis,
pero de hecho, frecuentemente se utiliza en sentido genérico
para todos los glucdsidos cardiacos y preparados que los
contienen. Ademds, existen otros términos que derivan de éste;
asi, un paciente sometido a tratamiento con un glucéside
cardiaco puede decirse que esta "digitalizade” y uno que muestra

signos de dosificacidén excesiva, estd "hiperdigitalizado® <431,

En la naturaleza existen diversos glucasidos cardiacos como
la Escila, que es un preparado de las porciones internas del
bulbo de la Urginea earitima, o sea la cebolla de mar, cuyo uso
medicinal data desde los egipcios y romanos, quienes lo
empleaban como téxico cardiaco y en el tratamiento del edema.
Estos activos, tienen muy poca aplicacién en el efecto
digitdlico sobre el corazén ya que se absorben mal a nivel
del tubo digestivo, y san menos potentes gque los glucasidos
de la especie Digitalis. Sin embargo, el Meproscileno, que es

un semisintético de la Escila prosilaridin, resulta prometedor

en ciertos casus clinicos $%d.%8
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Los Bufadienslidos, son otros glucésidos cardiacos de
origen natural, pues se extraen del venenb de las gldndulas de
la piel del renacuajo del génerv Bufo; entre los mds empleados

se encuentra la Bufalina («3:.89),

El Estrofanto, es un preparado de las semillas desecadas de

Strophantus kombé, que fue introducidoe en la medicina en 1890;

en la actualidad, adn se siguen utilizando para tratar algunas
insuficiencias cardiacas, siendo la Estrofantidina la més
utilizada. La Quabaina o Estrofantidina "6G", es un glucésido

cardiaco extraido de las semillas de Strophantus gratus o de la

madera de la Acokanthera opuabaio, o© bien, de la Acokanthera

schimperi, tiene una potencia muy superior al resto de los
digitdlicos naturales y semisintéticos; hoy en dia, tiene una

gran aplicacién en padecimientos cardiacos severos (4t.es)

Los glucdésidos de digital, directamente extraidos de
D. purpurea y D. lanata, tienen una gran aplicacidén, entre los
cuales, los mds empleados son Digitalina, Digitoxina, Digoxina

y Lanataésido "C".

Por lo general, todos estos fadrmacos tienen una estructura
muy semejante, ya que son cicloacetales mixtos de azacares

y un esteroide alcohélico. La porcion de la molécula sin
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azucares se denomina aglicona o genina.

los glucdsidos cardiacos ticenen grupas

Todas las geninas de

hidraxila en la

pasician C3 y Ci4, un grupo metilo en £10 y C13, un aldéhido o

hidroximetilo en serie y un anille de lactona insaturada en €17

de la bhase esteroidal (Fig.
complejas, pueden tener ademds grupos

aldaéhido en otras posiciones. El nicleo

1)} (=i am,800

Algunas geninas mas

metilo, bhidréxilo o

esteroidal difiere del

g 2 =2

Fig. ! : Faérmula general de un glucésido

cardiaco.
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grupo de las hormonas sexuales y corticosuprarrenales, debido a
la fusidn cis-trans—cis de los anillos A-B, B-C y C-D,
respectivamente; 1o cual propicia que cada anillo fusionado del
esteroide adquiera una confarmacién de silla, ucasiunandp que la
molécula no sea plana o parcialmente plana, como en las hormonas
y corticosuprarrenales que tienen una fusidn cis-trans-trans.
£l grupo metilo o demds sustituyentes en C10 y C13, el hidréxilo
en Ci4 y el anillo de lactona en 17, todos estdn orientados
arriba del plano del anillo esteroidal ( configuracién Beta ).

Los sustituyentes en £3, por lo general, suelen estar también

orientados en posicion Beta. El anillo lactdnico o éster
ciclico, puede tener cinco o seis miembros, con  uno o das
enlaces dobles, respectivamente, y tienen una estructura

plana debido a la presencia de enlaces dobles ¢«t.42,80,07)

La porcién azdicar del glucosido, puede ser constituida por
una o cuatro porciones o unidades monosacdridas. Se han aislado
unos 14 monosacdidos diferentes como producto de hidrélisis de
glucesidos cardiacos, tales comn glucosa, ramnosa y fructosa,
ademds de variaciones poco comunes de aldohexosas metoxi y

desaxiladas entre otras <2,

La actividad farmacoldgica de los glucésidos cardiacos

depende de la porcidn genina. Sin embargo, las moléculas de
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azacar, modifican la solubilidad vy propiedades de fijacian,
lo cual influyan en la distcibucidn de la droga. En
general, los efectos de las geninas son de breve duracién en
comparacién can los efectos del glucédsido; por lo gue, las

geninas no son adecuadas para emplen terapgutico R4t

Los qlucdsidos, tienen particular valor cuando  hay
insuficiencia cardiaca por disfuncien créanica del masculo o por
sobre carga de los ventriculns a causa de hipertensidon,
enfermedad coronaria arteroesclerdtica, alguna cardiomiopatia,
defectos congénitos y lesiones valvulares, y a veces, en el

choque dependiente de infartoe de miocardio ¢er.%=)

Todos los glucasidos cardiacos tienen el mismo tipo de
accion inotrépica positiva; por lo tanto, la  eleccidn del
preparado  depende simplemente de la rapidez de accidn y la

duracién del efecto que se busque.

Asimismo, estas medicamentos salo  logran accioen eficaz
sobre el corazon que falla, cuando sus concentraciongs en los
tejidos se acercan a las concentraciones que originan efectos
toxicos. Por 1lo tanto, la dosificacian debe controlarse
cuidadosamente en cada paciente, sobre todo, teniendo en cuenta

la semidesintegracion proluﬁgada de la mayor pacte de

10
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glucasidos (SvBaca1,0n,aq0)

Aunque los glucdsidos cardiacos aumentan el gasto cardiaco,
disminuyen el volimen del cocazdn, la presién venosa, el
volamen sanguineo, y producen diuresis aliviando el edema; en
dosis mayores, pueden producir disritmias auriculares gue
constituyen el efecto téxico mds grave, ello es a consecuencia
de un aumento en el impulso simpdtico y vagal del corazan, asi
como de una inhibicién de la actividad de la Na/K-ATPasa a nivel
de memtrana. Entre otros eféctos toxices secundarios se
encuentra la anorexia, nduseas y vomitos que suelen ser signos
tempranos y frecuentes de dosificacién excesiva de digital. La
diarrea y necrosis intestinal son sefales de dosis excesiva,
ademds de que un paciente hiperdigitalizado, puede presentar
trastornos en el sistema nerviose central, tales como fatiga,
debilidad, letargia, estupor, coma, amnesia, afasia, inquietud,
irritabilidad, vértigo, excitacian, euforia, depresiaon,
alucinaciones, ilusiones, confusidn, delirio, convulsiones, vy
diversos tipos de dolor como cefalea, dolor de muelas y dolores
faciales, musculares y de piernas. Asimismo, dentro de la
toxicidad, los glucoesidons pueden causar efectos o trastornos
visuales como fotofobia, visidon borrosa, escotomas, sensaciones
de centellen, deslumbramiento y trastornos en la percepcién del

color. Ademds de que tratamientos prolongades con glucdsidas

18}
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cardiacos, pueden producir alteraciones endocrinas de tipo
estrogénico, como ginecomastia, disminucidn en la secrecian doe
gonadotrofina hipofisaria en mujeres posmenopdusicas y
maduracidn de las células epiteliales planas de la vagina en
mujeres posmenopdusicas. Este altimo efecto, puede interferir

con el diagnéstico citolégico de carcinoma del endometrio <<=,

Valorando todos los beneficios y problemdticas que
ocasionan los glucdsidos cardiacos para abtener una
digitalizacdn éptima del paciente con trastornos cardiacos, los
doctores R. Méndez, G. Pastelin y E. Kabela, del Instituto
Nacional de Cardiologia "Ignacio Chavez" de la Ciudad de Méxicn,
trabajaron arduamente en el disedo molecular de un glucesido
cardiacoe completamente sintético, el cual propiciara tanto una
respuesta terapéutica rdpida, asi como un margen de seguridad
amplio para mantener sin efectos taxicos al paciente
digitalizado, y en el caso de que los hubiese, estos fueran
facilmente revertidos; asi pues, desarrollaron en base a arduos
estudios de efecto-estructura, la molécula AY-22,241 cuya
sintesis quedd a cargo de Karel Wiesner y Thomas Y. R. Tsae, del
Centro de Investigacién de Productos Naturales de la Universidad

de New Brunswick, en Brunswick Canadd ¢*-®>,

Una vez sintetizado el producte AY-22,2841 ( fig. 2 ), los

12
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doctores Méndez, Pastelin y Kabela, desarrollaron los estudios
farmacolégicas al producto, encontrande que posee una gran
rapidez de accion ( mayor a la de la Ouabaina ) y un margen de
seguridad wnotablemente mayor al de todos los glucdsidos
cardiacos conocidos, ademds de que sus efectos toxicos eran

facilmente revertidos 2,

AY-22,241

HO—
o0

OH

HO
OH

fig. 2 : Estructura del AY-22,241.
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En base a la suma rapidez con la cual el producto AY-32,241
genera un efecto terapéutico, sus creadores le dieron el nombre
de Actodigina, ya que este glucéesido cardiaco sobrepasa en

extremo a todos los demds farmacons de su génerao.

A pesar de que la Actodigina es un andlogo estructural de
la Digitoxina, los efectos farmacaldgicos entre ambos son
asombrosamente diferentes, por to cual, Méndez, Pastelin vy
Kabela en México, Karl Wiesner en Canadd y por separado
D. Fullerton y R. Thomas en los Estados Unides, encontraron que
la Actodigina debe su rapidez a la meso lactona que posee en su
estructura, la cual difiere de los demds glucesidos cardiacos;
esta variacion estructural, le permite tener una fijacion nula a
las lipoproteinas, que son las causantes del efecto terapéutico
lento { en diferente grado ), del margen de seguridad estrecho,
y por lo cual, de los efectos téxicos en el resto de leos
digitdlicos tanto naturales, como semisintéticos y sintéticoes.
Asi pues, la Actodigina pasa a ser el glucésido cardiaco
ideal en el tratamiento de pacientes con trastornos cardiacos,
pero este digital, ain se epcuentra en estudio, para en un
futuro préximo, emplearlo como una herramienta de precision en

el campo de la Medicina, muy particularmente en el 4rea de

Cardiologia.
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CARACTERIZACION

La caracterizacisn de productes quimicos tanto naturales,
como semisintéticos y sintéticos, comprende la determinacion
precisa de los atributos fi{slcos, quimicos y fisicoquimicos
muy particulares de cada una de las sustancias que se desean
estudiar; por lo cual, la principal herramienta de trabajo en
una caracterizacion de sustancias desconocidas, es el analisis
cualitativo, el cual debe ser objetivo y rapido, considerando
siempre la parte econsmica, vya que ésta, debe estar encaminada
a obtener los requerimientos minimos en tiempo, espacio, equipo,
material y reactivos, sin que esto limite la precisa
identificacidn del producto en estudio. Por lo cual, se debe
hacer empleo del microandlisis; como consecuencia de ello,
cada sustancia desconocida, resulta ser un gran desafio,
ya que en la actualidad, las perspectivas del microandlisis
no son tan amplias vy favorables como en el macroandlisis, por
lo cual, 1la mayoria de las veces, se debe disefar un esquema
analitico practico, o bien, adoptar uno ya diseRado por otros
investigadores vy tratar de acondicionarlo a las necesidades de
deteccién para la sustancia en estudio, ya que con un esquema
disedado adecuadamente, se puede proceder a una caracterizacidn
mucho mds rapida, aunque por lo general, ocurren fallas
aparentes que deben modificarse sobre la marcha. A caonsecuencla
de ello, hoy en dia, no ha sido posible establecer un esquema
aplicable universalmente a toda 1la gama de compuestos
caracterizados y praximos a caracterizar ¢1w.es)>

Es preciso establecer una buena caracterizacién en base
a la reactividad de los grupos funcionales, debido a que estos,
son la base primordial en todo tipo de andlisis, pues a partir
de ellos, se generan las particularidades fisicas, quimicas y
fisicoquimicas de cada uno de los campuestos generados o en vias
de generacidén, considerando siempre, que tanto los resultados
negativas como los positivos, proporcionan una valiosa
Informacien, lo cual, estd estrechamente ligado a lo que implica
una caracterizacién de sustancias quimicas.

15
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PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS

Las propiedades organolépticas de una sustancia quimica ya
sea natural, semisintética 0 completamente sintética, van
estrechamente relacionadas con las caracteristicas fisicas
( liquido, sdélido o gas } y la naturaleza quimica de las
sustancias ( ya sea d4cido, base, compuesto aromdtico, nitrado,
esteroidal, etc. ); por lo cual, para la realizacién de este
tipo de analisis, se efectuan tanto pruebas fisicas bdsicas de
apariencia, cristalinidad, homogeneidad y color, asi como las
sensitivas de olor y sabor, las cuales en su totalidad son poco
objetivas, ya que van estrechamente ligadas a la capacidad
sensitiva y de apreciacisn del analista ¢392,

Por otra parte, para la realizacién aptima de un estudio
organoléptico, deberdn tomarse muy en cuenta las propiedades
quimicas y toxicoldgicas del producto en cuestion,
principalmente en las pruebas de olor y sabor, debido a que
puede suscitarse una irritabilidad en los tejidos epiteliales,
tanto dérmicos como mucoides, ademds de posibles intoxicaciones
ligeras, manifestadas por escosor, adormecimiento, ardor,
temperatura o eritematsesis en la regién afectada ¢i1@.2v,30),

Cuando del producto a caracterizar organolépticamente, no
se conoce ningun tipo de informacién, o sea, que la sustancia es
de resciente descubrimiento, se deberan tomar en cuenta las
propiedades quimicas y toxicoldgicas de sus posibles andlogos
tanto estructurales como biologicos (®Y«30,74>,

Las propiedades organolépticas bien determinadas, son muy
particulares a la sustancia quimica de la que proceden, por lo
cual, pueden ser consideradas como identificadores Indirectos en
el andlisis de una sustancia <1®,89.30,.74)

APARIENCIA

La determinacidn de apariencia, de una sustancia quimica,
se basa unica y exclusivamente en un andlisis del aspecto
fisico de la misma, ya gea sélido o liquido, aunque en raras
ocasiones se efectud a un gasg ‘i1%.av.300

La prueba para sélidos, se realiza a nivel de macro vy
microandlisis visual, en relacion a su homogeneidad vy
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cristalinidad; en tante que para sustancias liquidas, se
sustituye la prueba de cristalinidad por la de trasparencia y
consistencia. En cualesquiera de los cases, el aspecto fisico de
una sustancia, puede ser considerado como una propiedad muy
particular de productos quimicamente puros; la cual, puede
pestimarse como una prueba indirecta de andlisis, debido a que
depende de la capacidad visual y de aprectacion del analista,
por lo cual, resulta poco objetiva pero de gran importancia en
la caracterizacion fisica de una sustancia, a consecuencia de la
informacién muy particular que gengra (RY,90,7%7,

HOMOGENE IDAD

l.a determinacién de homogeneidad en una sustancia selida,
@s meramente una prueba fisica, que se basa en un andlisisg
visual a nivel macro y microscepico, para delimitar si existe o
no una uniformidad en el tamafo y geometria de las particulas de
un determinado producto en estudia ¢®¥.743,

CRISTALINIDAD

La cristalinidad, ®s una pruecba fisica que se emplea para
delimitar si una determinada sustancia &3 0 no cristalina ‘oa

for lo general, el andlisis se basa en la observacisn
microscdpica de particulas de un  determinada compuesto en
estudio, suspendidas uniformemente en un medio liquido viscoso,
en donde se verifica tanto su forma geométrica, asi como sus
caracteristicas de cristatl, mediante 1a presencia de
birrefrigencia, que es una particularidad muy especial de los
productos cristalinos, cuando se les hace incidir un baz de luz.

COLOR

Un andlisis fisico de color, se basa en la impresién visual
que genera una fuente luminosa al reflejarse sobre un cuerpo y

17
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ser detectada par la retina; por lo cual, este tipo de prueba,
debe realizarse primordialmente bajo luz blanca, debido a que la
mayaria de compuestos orgdnicos solidos son incoloros, ademds de
que deberd efectuarse a nivel macra y microscepico para
delimitar el color fisico del producto en estudio ®®.®0,

Por otra parte, en un andlisis de este tipo, habrda que
gbservar la presencia, variacisgn y pérdida del color
( halocromia ), al entrar en contacto determinada sustancia con
algunos liquidos orgdnicos, dcidos y bases, asi como al diluir
las soluriones en agua, ya que una persistencia del color, los
cambios de tonalidad, o bien, la desapariciéen del mismo, es en
algunos casos de gran valor, debido a que estas variariones son
especificas para un determinado compuesto, ademds de
proporcionar informacién prictica para subsecuentes andlisis
quimicos 7%,

En la prueba de color fisico y halocrémico, conviene
examinar la muestra a la luz wultravioleta de baja y alta
frecuencia, para determinar propiedades fluorescentes, asi como
posibles variaciones en la misma ( halofluorescencia ), lo cual,
genera informacion muy particular para ciertas sustancias ¢7%?,

En un andlisis halocramico, los fenémenos o efectos de
presencia, variacisn y pérdida de la coloracién, quimicamente no
han sido aclarados satisfactoriamente, ya que en algunos casos,
se debe a la formacién de subproductos al reaccionar una
determinada sustancila, ya sea con un l}iquido orgadnico, 4acido,
base o con la misma aguay; y en otros, se debe a efectos muy
particulares de los salvatos coloresdos, de los compuestos
moleculares en disolucién o bien, a la presencia de estos dos
fenémenos. Casos muy similares ocurren en el fendmeno de
halofluorescencia, debido a que ésta, puede verse afectada o
favorecida por la formacien de subproductos y por la solvatacion
de los mismos; ademds, cuando se llevan a cabo pruebas
halofluorescentes, conviene tener presente que el estado de
agregacieén influye en demasia, debido a que no todes los
compuestos fluorescen tanto en estado sélldo como en solucien,
pues en algunos casos, la fluorescencia se muestra dnicamente en
estado sélido y en otros, en estado liquido y muy raramente
en estado gaseoso <®v!,

Tanto la halocromia comn la halofluoregscencia, son pruebas
quimicas que acompa®an al andlisis fisico de «color, para
establecer una buena raracterizacion a una sustancia
determinada ¢3®.7%?,
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OLOR

lLa determinacién de olor para una sustancia pura en
estudio, depende de la percepcidn sensitiva del analista, por lo
cual es poco objetiva, pero genera una caracteristica fisica
odorifera muy particular, que define indirectamente la
naturaleza del producto, ya que la gran mayoria de los
compuestos orgdnicos son inodoros ¢®%2,

En algunas ocasiones, el tipo de oalor depende de la
cantidad o de la concentracion de la sustancia, por lo cual, una
comparacién de olor de un producto a caracterizar, con el de una
pequera cantidad de un compuesto andlogo estructural puro, puede
servir de orientacidn ¢1®.2v>

t.a temperatura es un factor importante, ya que en la
determinacién de olor, esta favorece la evaporaciéen del mismo,
facilitando asi su percepcién <29,

Entre los compuestos pue exhiben olores caracteristicos,
figuran compuestos tales como alcohéles y fenoles, mercaptanos,
4cidos grasos, aminas, Acidos carboxilicos, aliciclicos, acidos
nafténicos y sus amidas y esteres, aldehidos, esteres de naftol,
indol y sus derivados, nitrilos e isonitrilos, cumarinay
compuestos alilicos entre otros. Por lo general, pueden ser de
cardcter atractivo o repelente <307,

Por otra parte, algunos materiales inodoros pueden ser
corticoesterdides, piranesidog, estercides, esterinas, ilionas,
dianilos, rodacilos, esterodipiroles, tetralonas y tetrasolatos
ademds de otros <397,

tas pruebas de olor indican a veces, la presencia de
pequefos contaminantes o impurezas en los materiales inodoros,
aunque en raras ocasiones, materiales odoriferos ligeros, pueden
ser inodocos, debido a algunas sustancias contaminantes o
impurezas que inhiben el olor ¢:®.Bm¥

Entre 1la amplia gama de olores producidos por sustancias
orgdnicas, se tienen los siguientes ejemplos =¥y
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OLOR EJEMPLO DE SUSTANCIAS QUE LO PRESENTAN
Etereo Acetato de etilo, etanol, acetona vy
eter etilico.
Aromaticos

* Amigdalino Nitrobenceno y benzaldehido.

# Canférico Alcanfor, timol, safrol y eugenol.

* Limonado Citral y acetatn de linalol.
Balsamiros

* Floral Antranilate de metilo, terpineol vy

citrorelos.

* Lilacen Heliotrépina y estirona.

* Vainillado Vainillina y anisaldehido.

* Almizclado Almizcle y muscona.

# Cacodilico Cacodilo y trimetilamina.
Empironeumiatico Benceno, anilina, cresol y guayacol.
Rancio Acido caproico y Acido valérico.
Narcdtico Piridina y pulegona.

Nauseabundo Indol y estacol.
Altamente
nauseabundo Putrefacina y cadaverina.
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SABOR

La determinacidén de sabor, es sin duda una prueba fisica
organoléptica poco comidn en una caracterizacién de compuestos
orgdnicos, pues sélo se realiza en casos muy especiales y bajo
propio riesgo del analista, ya que una gran parte de compuestos,
producen efectos tdxicos y corrosivos en distinto grado, pero
con todo y ello, wuna buena proporcién de sustancias, pueden ser
sometidas a esta prueba sin ocasionar ningun tipo de problema.

Al igual que las pruebas fisicas de apariencia,
cristalinidad, homogeneidad, color y olor, el andlisis de sabor
es poco objetivo, ya que depende de la capacidad gustativa del
analista; pero adn asi, los resultados generados deben ser
considerados como wuna particularidad muy especial de las
sustanclas, debido a que el sabor, se encuentra estrechamente
ligado a la naturaleza quimica del producto, por lo que se puede
encontrar desde sabores dulces como el del glicerol vy
cloroformo, hasta afrutados como el del citralinio e ilanetol,
sin dejar de apreciar sabores &cidos, acres, causticos, agrios y
amargos entre otros. Por otra parte, no todos lus compuestos
orgdnicos presentan sabor, ya que existen sustancias insaboras;
aunque, una prueba con resultadeos de tal indole, no es tan
particular, y puede pasar a formar parte de un andlisis
complementario en la caracterizacidén fisica de un producto
determinado ¢1®.74),

PROPIEDADES ESTRUCTURALES

Un andlisis de propiedades o caracteristicas estructuvales
de un determinadeo compuesto orgdnico, es completamente crucial
para la precisa caracterizacion del mismo, dado que de el se
deriva la definicién exacta de la wmolécula y por subsecuente,
toda la gama de posibles andlisis, tanto quimicos como
fisicoquimicos que resultan del andlisis de ésta, para asi,
poder delimitar al compuesto en estudio, dentro de una categoria
muy particular de sustancias ¢*?,

Para este tipo de estudio, se debe considerar siempre, el
obtener de manera precisa y confiable, la conformacién de la
estructura en base a métodos que delimiten 1la presencia de
grupos funcionales, asi como métodos que describan la
disposicion espacial de la molécula, para lo cual, se recurie en
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primera instancia al andlisis espectrofotométrico en la regién
infrarroja, ademads del de rvesonancia magnética nuclear vy
de masas (*eW,1a,m¥)r

En la actualidad, estos andlisis estructurales se han visto
desplazados por un método mds preciso, especifico y confiable,
el cual delimita perfectamente la conformacién espacial tanto de
la molécula de interéds, como de sus respectlvos isémeros por
separado. Este novedoso andlisis, es la cristalografia por
difraccién de rayos X computarizada, la cual es herramienta
suficiente para efectuar una precisa caracterizacién estructural
de una sustancia determinada. En un andlisis crilstalograflco,
es conveniente efectuar previamente un estudio
espectrofotométrico en la region infrarroja, para verificar que
la presencia de los sustituyentes funcionales del producto que
se va a analizar, son los deseados ¢3%.71.7m),

Por otra parte, un andlisis infrarrojo determina 1la
presencia de grupos funcionales en la molécula, ya sean
estructurales [+] sustl tuyentes, mientras que un andllsis
resonante magnético nuclear, define los acoplamientos
moleculares de los diversos grupos funcionales constitutivos; en
tanto que un estudio de masas, sélo proporciona el peso
molecular de cada una de las fracciones estructurales
funcionales y de la molécula misma ‘“«SB.te.ma,78)

Otro analisis que puede aunarse en un estudio de
conformacién estructural como complemento del mismo, es la
espectrofotometria en la regisén ultravioleta, el cual de manera
muy somera, delimita la presencia de un compuesto, en base a su
categoria quimica, es decir, que ciertas clases de sustancias,
siguen un patrén espectrofotometrico ( en la region
ultravioleta ) muy semejante, ademids de ser la pauta primordial
para el desarrollo cualitativo y cuantitative de métodos
espectrofotométricos posteriores 4-to?,

ESPECTROFOTOMETRIA DE INFRARROJIO

Dentro de una caracterizacién de sustancias quimicas, el
analisis en la regién infrarroja es de gran importancia, vya que
al ser aplicado a una sustancla pura en partjcular, éste revela
la presencia de los sustituyentes funcionales que conforman la
estructura molecular del mismo ( alcanos, alquenos, aromdtlcos,
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alcoholes, fenoles, eteres, aminas, carbonilos, etc. ), mediante
la verificacién de bandas de absorcian especificas a
determinada frecuencia; por lo cual, éste tipo de prueba
espec trofotométrica, se basa en la medicién de absorcien de luz,
produclda por la interaccién de los grupos funcionales con
energia radiante, en el rango infrarrojo, en funclén de la
longitud de onda ‘%ee»7e=0,

Para que ello ocurra, se debe asumir que la molécula de una
gsustancia dada, no es wuna estructura rigida, sino que, a
temperatura ambiente, presenta distintas formas vibracionales
( estiramiento lineal a lo largo del enlace y deformacién en la
variacién de la posicidén de los dtomos con respecto al eje del
enlace original ) a través de los dtomos que la constituyen;
estas oscllaciones, tienen un valor de frecuencia muy alto y
especifico al tipo de vibracion de los &tomos invelucrados, y al
tipo de enlace existente entre ellos. La absorcidn de energia
s@ producird, cuando la radiacién electromagnética tome los
mismos valores de frecuencla que las oscilaciones vibracionales
de 1la molécula; al suceder ésto, se observarad una ampliacieén de
la excitacién en alguna de las formas vibraclonales presentes,
siendo la radiacién infrarroja, la que cuenta con valores de
frecuencia semejantes para afectar considerablemente la energia
vibracional natural de una molécula, sin que ello implique la
ruptura estructural de la misma (%-37.7®>

Tambien debe tomarse en cuenta, que al ocurrir un cambio en
la vibracidén molecular, se suscita una variacidn en el momento
dipolar eléctrico, al absorver energia radiante en la regién
infrarroja; siendo el momento dipolar de las moléculas, la
caracteristica crucial en el anAdlisis infrarrojo, ya que si no
ocurre un cambio en éste, no podrd absorver radjacidn infrarroia
electromagnética, tal como ocurre con el Hay Oa, F y CHe=CHe
entre otros. De lo que se deduce, que solamente aquellas
moléculas que presenten cambios en su momento dipolar, durante
sus movimientos vibracionales, absorverdn en el infrarrojoj las
que no presenten momento dipolar o éste permanezca constante,
sin variaciones en su médulo, sentido y direccién, no absorveran
en el infrarrojo ¢“.7e>,

Por ptra parte, en el caso de moléculas grandes que
contienen sistemas de tres dtomos en orientacién al plaro X, VY,
Z, se deben asumir cuatro modalidades de 1a vibracién lineail
entre 4tomos, que son la deform pn o tijereteo ( los dos
dtomos conectados a un 4tomo central, se mueven acercandose y
ale jandose uno del otro con deformacidn del Anqgulo de
valencia ), balanceo o flexidn plana ( la unidad estructural se
inclina alternadamente de un lado hacia el otro, dentro del
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plano de simetria molecular ), gscilacién o flexidn espacial
( la unidad estructural se inclina alternadamente de un lado
hacia el otra en un plano perpendicular a la simetria de la
molécula ) y torsion ( la unidad estructural gira alternadamente
en dos direcciones alrededor del plano de simetria de la
molécula ), por lo cual, las moléculas grandes, no solo dependen
de la pura vibraciéen lineal ( alargamiento sobre el eje de
enlace y deformacidn ), sino que estas otras cuatro variaciones
vibracionales, propician sobre tonos muy caracteristicos que al
involucrarse con el resto de las vibraciones de la molécula,
generan una vibracisdn arménica, la cual varia en intensidad al
ser incidida por energia radiante infrarrpja a diferentes
frecuencias, generando diversos niveles de absorcién, las
cuales, al ser detectados, se obtiene gréficamente una serie de
bandas muy caracteristicas y complejas de los estados de
exjtacion madxima de cada una de Jas estructuras funcionales
constitutivas de una determinada molécula ¢%»7er

En si, de la suma de energias moleculares, la energia
radiante infrarvoja, actua directamente tanto sobre la energia
vibraclonal, como en el momento dipolar y de manera indirecta,
afecta las energias rotacionales pero no as{ las de transclcidn
electronica y de inversion de espin.

La mayoria de estos andlisis, se realizan en una region
estrecha y bien definida del espectro electromagnético, que es
la regién infrarroja, que va de las 0.7 a 500 pm, o en namero de
onda, de los 14000 a 20 cm~* ; esta regién, se subdivide en tres
zonas, la infrarrojo cercano ( 0.7 a 2.5 pm & 14000 a
4000 cm~t ), infrarrojo normal ( .5 a 15 um ¢ 4000 a 667 cm™* )
e infrarrajo lejano ( 15 a 500 pum & 4667 a 20 cm™* ). Para
generar dichas zonas, normalmente se emplean ldmparas con
filamento de "Navrnst", formado de una mezcla de oxidos de
tierras raras, circonio, torio y cerio, y calentado
eléctricamente hasta los 1700 °C; o bien, pueden emplearse
fuentes de “"Globar", que se elaboran con una pequeia barra de
carburo de silicio, calefaccionado eléctricamente hasta una
temperatura de incandescencia de 1200 °C ¢%.7a2

De las tres zonas en que se divide el espectro de
infrarrojo, en la regiéon normal ( 2.% a 15 pm o 4000 a
667 cm~* ), es donde se obtienen los resultados mas importantes
en el trabajo de identificacion de estructuras, ya que en esta
zona, se presentan las magnitudes de energia radiante necesarias
para generar estados vibracionales que son  facilmente
detectados, obteniendose graficamente bandas de absorcidn
complejas y muy particulares de la molécula en estudlc %,

&4
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Por 1o cual, la espectrofotometria de infrarrojo, en la
regién normal, es utilizada como herramienta primordial en
estudios de caracterizaciéen de sustanciag (%rt4.7820

ESPECTROFOTOMETRIA DE ULTRAVIOQLETA

Dentro de la espectrofptometria de absorcidn, gue se basa
en la medida de la absortividad por las diferentes sustancias,
de una radiacion electromagnética de longitud de onda situada en
una banda definida y estrecha, esencialmente monocromdtica, la
ultravioleta ( 100 a 390 nm ), tiene un alto grado de
especificidad, sin embargo, su aplicacion primordial estriva en
los andlisis cuantitativos y muy escasamente en los
cualitativos, aunque ello no implique, que un espectro en
la regidn ultravioleta para un determinado compuesto, pueda
generar una banda o bandas caracteristicas, que definan
indirectamente, en bhase a su comportamiento, la categoria
quimica dei mismo; 1lo cual, dentro de una caracterizacisén de
sustancias no es tan relevante, pero si complementario para
definir las particularidades especificas de un determinado
compuesto en estudio ‘&',

Por regla general, la absorcién de energia en la region
ultravioleta, por una sustancia dada, dependerd de su estvructura
electranicaj pues estando esta perfectamente cuantizada,
generard wuna transferencia de electrones de los orbitales de
menar enerqgia o estado fundamental a orbitales de mayor energia
l1lamados también de antienlace, 1lo cual, esta intimamente
relacionado con ia frecuencia de la radiacién electromagnética,

Por otra parte, recordando que en el caso de un simple
enlace entre A4tomos, por ejemplo el etano, el enlace C-Cy el
enlace C-H, los electrones de vaiencia estardn describiendo un
orbital de enlace de tipo sigma (¢), que es un orbital de menor
energia que los orbitales atomicos de los A4&tomos que lo
originarony pero al formarse el enlace o, se forma un orbital de
antienlace {( o% ) de mayor energia que el ¢ y de los mismos
orbltiles atomicos que lo orlginan ‘4.10.10

En el caso de un doble enlace, ademds de teaer un enlace
o, se tiene un orbital n, que tambien tendrd asociado un orbital
de antienlace w#, generando una transicién electronica de w a w#
ai sufrir una exitacidn por efecto de absorcidén de energia ¢!,
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Ademds, sk observa una forma variante de exitacién, cuando
algunos de los dtomos de la molécula presentan un par de
electrones no enlazados, por lo cual, se tiene un estado orbital
de no enlace, que no estard asociado a un orbital de
antienlace, esto es en el caso de orbitales atomicos del
oxigeno, azufre, nitrégeno y Hhaldgenos, por lo cual, la
trancisidn electdénica por exitacién energética, en estos casos,
se llevard de un orbital de no enlace a uno de antienlace ya sea
del tipo o% o bien, del tipo wE (s.20,112

Es entonces que al absorver una cantidad suficiente de
energia, se produce la transferencia de un electrén, desde el
orbital de enlace al de antienlace, o bien, de no enlace a
antienlace o*% o w#, disminuyendo por lo tanto la densidad
electrénica entre los dos Atomos; por lo cual se dice, que
absorbe energia para alcanzar dicho estado de exitacidn
electronica, y en base a ello, es romo se puede registrar
graficamente las diferentes magnitudes de absorcién energética a
diferentes longitudes de onda, con una fuente de energia
radiante de alta intensidad, como la provista por fuentes
luminosas de hidrégeno o bien de deuterio, mediante el empleo de
detectores ¢4.20?,

Para un buen uso de la espectrofotometria de ultravioleta,
hay que considerar que esta, se divide en dos regiones
denominadas ultravioleta cercano o de cuarzo, a la zona
comprendida entre los 200 y 390 nm, y ultravioleta lejano o de
vacio, a la zona de 100 a 200 nm. Esta divisién corresponde a
los problemas de tipo experimental que se presentan, dado que en
el primer caso, la atmdésfera es trasparente a la radiacieén
ultravioleta en ese rango, y se trabaja con celdas de cuarzo
( 8i0e ) que es un material que no presenta problemas épticos en
esa zona. Para la segunda instancia, el aire ( especialmente 0
y COe ), absorve fuertemente en la zona de 185 a 200 nm, por lo
que se debe eliminar su presencia en los instrumentos de
medicién, al momento de llevar a cabo la determinaciény asi
pues, la aplicacion del vacio, propicia que se pueda trabajar
sin problema alguno la zona de 100 a 800 nm. ya que se evita
completamente el efecto de absorcién de los gases que conforman
el aire ambiental <&,

E]l conocer que la radiacién ultravioleta presenta dos
variantes, es de vital importancia para llevar a cabo el
andlisis de sustancias, debido a8 que los hidrocarburos
saturados, parafinas y compuestos que tienen comprometidos todos
sus electrénes de valencia en la formacién de enlaces simples,
absorven el la regidén ultravioleta lejana, por lo cual,
generalmente son utilizados como disolventes en el andlisis de
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ultravioleta en la zona cercana. Por consiguiente, compuestos
insaturados y saturados con pares de electrones de no enlace,
tales como alcanos, alquinos, aminas, haluros, tioles y sulfuros
entre otros, absorben en la region del ultravioleta cercano te?.

Con todo ello, los andlisis de absorcien en la region
ultravioleta, se llevan a niveles mnoleculares y no a niveles
funcionales tan especiflcos como la resonancia magnética
nuclear, espectrofotometria de masas e infrarrojo, debido a que
la energia global de la molécula solo se ve afectada
directamente a nivel de la exitacién energética electrénica a lo
largo de toda la serie de enlaces simples, dobles y triples asi
como a los pares electronicos libres, que puede presentar una
estructura determinada;j y de manera indirecta, afecta las
energias vibracionales y rotacionales, pero no asi la de
inversién de espin; por lo cual, un andlisis en la regién
ultravioleta puede considerarse como estructural molecular y no
como estructural funcional, pero ain con todo y ello, la
informacién cualitativa que genera, es de gran consideracién en
el estudic de caracterizacien de sustancias ¢ev3%?,

CRISTALOGRAFIA POR DIFRACCION DE RAYOS X"

La difraccién, no es un fendémeno nuevo ya que fue citado
por Leonardo da Vinci en el siglo XV; sin embargo, su asoclacién
con la naturaleza ondulatoria de la ifuz fue explicada en primer
lugar por Fresnel, en el siglo XIX. La aplicacién de esta
técnica a la estructura quimica, tuve que esperar hasta el
descubrimlento de radiaciones de longitud de onda del mismo
arden de magnitud que las distancias interatémicas, del orden de
un Angstrom (1 A = 10~® cm ) ( Rontgen, 1895 ). Friedrich,
Kniooing y Lave en 1912, demostraron la difraccién de rayos X en
los monocristales, lo que constituye el punto de partida de la
nueva cliencia, la cristalografia por difraccién de rayos X. Los
Bragg, padre e hijo, la adoptaron inmediatamente y demostraron
de forma inequivoca la relacién entre un patrédn de difraccion vy
la estructura del «cristal, consiguiendo determinar la primera
estructura cristalina, 1ia del cloruro de sodio ¢=®>,

A partir de entonces se sucedieron las aplicaciones a
compuestos idnicos, confirmando' los supuestos tedricos que
tenian de sus estructuras y dando valldez absoluta a ias leyes
de Dalton y Avogadro <&m,%or
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Las teorias de la cristalografia cldsica y las
especulaciones de Haiy ( [784 ) sobre la naturaleza interna de
los cristales se viernn confirmadas. A medida que se afinaron

las técnicas, se fueron aplicando a un nimero creciente de sales
y minerales ¢=m=)

En los dltimos H50 afos, la cristalografia de rayos X bha
revoluclionade las ciencias biolégicas, quimicas y fisicas, ya
que los resultados obtenidos con esta valiesa técnica, han
permitido establecer en forma definitiva y absotuta la
estructura y, en algunos casos, la fdérmula correcta de cientos
de miles de moléculas orgdnicas e inorgdnicas. Por ejemplo, la
confirmacien de la estructura plana del benceno, el esqueleto
correcto de los esteroides, la estructura de la penicilina, de
la vitamina B,e, la estructura de la hemnglobina, la del ADN, la
lisozima, etc., ¢®E.s0)

Las unicas técnicas que proporcionan informacidn
estructural a una resolucién atémica, son: la cristalografia de
rayos X y la resonancia magnética nuclear Dbidimencional vy
multinuclear. Los andlisis estructurales por difraccién de
rayos X proporcionan en una forma unica, la esgtructura
tridimencional completa y detallada de las moléculas, sin
embargo, se requlere de cristales para llevar a cabo estudios
cristalograficos, mientras que los efectuados pour resonancia
magnética nuclear, tienen la ventaja de examinar la estructura
de las moléculas en disolucién ¢%o?*,

Por otra parte, lous rayoes X, son una forma de la radiacidn
electromagnética, asi como lo es la luz visible. La primera, se
distingue por su longitud de onda relativamente pegquera y por su
habilidad de propagarse a través de la materia casi en linea
recta. La longitud de onda de la radiacidn de rayos X que se
emplea en la determinacién de la estructura cristalina de
moléculas orgdnicas e inorgdnicas y de macromoléculas, es del
orden de | A y conparable can la longitud de enlace
carbono-carbono simple, 1.54 A. El fenameno de difraccién de
rayos X por cristales, se debe a la interferencia constructiva
de las ondas dispersadas por los diferentes Adtomos que contiene
la muestra cristalina y dependiente del arreglo  atémico
tridimensional de las moléculas en el cristal,
Desafortunadamente, al hacer uso de la radiacidn de rayos X, no
se obtiene directamente la Imagen de las moléculas , como sucede
cuando la luz visible es dispersada por un objeto, colectada por
el ojo humano, y de esta forma, obteniéndose la imagen. La
razen es la siguiente: la propagacién de las ondas de la
radiacisén de rayos X no es afectada por ningun medio trasparente
( su indice de refracclén es miy cercanoc a 1.0 ), ni tampoco por
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campos magnéticos o eléctricos. Esto significa que las lentes
opticas o desvian ni enfocan esta radiaciaen, que san
condiciones necesarias para la formacidn de imagenes. Las
imdgenes de los objetos que reflejan la radiacisén de rayos X,
pueden ser recontruidas camputacionalmente empleando la
informacion experimental ( intensidades difractadas ) abtenida a
partlir de los patranes de difraccian Y pracedimientos
matemdticos ¢o0-817,

El objetivo del andlisis de un patron de difraccion de
rayas X, es generar un mapa de densidad electrénica
tridimensional a partir de las intensidades observadas que
permiten dilucidar la estructura de un compuesto. El mapa se
genera a partir de las magnitudes de los factores de estructura,
el contenido electrénico de la celda unitaria, el grupo
espacial, tipo de red cristalina, conjugacién de distancias
interatémicas, etc, ¢®|R,40,n1)

Hoy en dia los cristalégrafos computarizados, como el
sistema HI-STAR de Syntex y VULKAN de Kattznner, son los mas
avanzados en la resolucidén de la conformacion estructural de
compuestos, tanto orgdnicos cemo inorgdnicos, de bajo, mediana y
alto peso molecular, para lo cual, integran en sus procesadores
las ecuaciones matemdticas que describen de manera precisa vy
confiable a wuna sustancia a nivel tridimensional, dichas
ecuaciones son (%92 ;

a} Ectuacidén de densidad electrénica.
b) Ecuacién de factor de estructura.
c) Sintesis de Patterson.

Por lo cual, la cristalografia por difraccién de rayos X
computarizada, resulta ser una herramienta primordial en la
optima caracterizacidn estructural de un determinado compuesto
en estudio.

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

La determinacidn de ciertas propiedades bajo pruebas
fisicoquimicas dentro de 1a caracterlzacién de sustancias, juega
un papel muy importante vya que estas, permiten delimitar
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cualidades muy particulares de un compuesto dado, mediante la
diversificacion de respuestas quimicas bajo estimulos fisicos vy
viceversa; o de manera alterna, de estimulo fisico a respuesta
fisica y muy raramente, bajo efectos quimicos, respuestas
quimicas. Asi, el andlisis bajo pruebas fisicoquimicas permite
evaluar diversos aspectos de una sustancia, desde los netamente
fisicoquimicos como punto de fusion, punto de ebullician, indice
de refraccion, viscosidad, densidad, solubilidad, etc., hasta
variaciones de las mismas, ya sea con mas caracter quimico gque
fisico o bien, fisico que quimico, permitiendo determinar de
manera directa o indirecta alguna peculiaridad especifica o bien
proximal para una determinada sustancia, tal es el caso del
anadlisis cromatografico, estudios polarogréaficos, pH de
dlsolucion y analisis termografico entre otrog 29,212,

En si, el andlisis fisicoquimico permite conocer mds
intimamente a un compuesto incognito, ya que con el andlisis

estructural ( espectroscopia ), que es otra modalidad del
estudio fisicoquimico, sdélo se obtiene la definicidon del
“cuerpo", mds no cémo se comporta en su entorno y ante

situaciones crucialesy por lo cual, un andligis fisicoquimico,
permite conocer parte del entorno y situaciones que afectan a
una sustancia, slendo inherente a su propia naturaleza a
determinar; lo cual, se complementa con el analisis de
reactividad quimica <es’,

La informacion tanto positiva como negativa que genera una
serie de pruebas fisicoquimicas , es netamente una huella
indeleble que identifica a un determinado compuesto y lo englaoba
con aquellogs que le son muy parecidos; por leo cual, la
caracterizacien utiliza como herramienta de trabajo, tanto
pruebas fisicoquimicas netas, asi como las basadas en ellas,
para dar una identificaciaen plena y consisa en el andlisis de
sustancias desconocldas ¢19.88),

ANALISIS CROMATOGRAFICO

La cromatografia, es una técnica desarrollada a principios
de siglo, que permite la separacien de sustancias que se
encuentran en una mezcla. El nombre cromatografia, se debe a
que las primeras separaciones se llevaron & caho con pigmentos
coloridos de plantas, los cudles se observan como bandas de
color, generando grafias coloridas ¢2@.3vr,
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En general, la cromatografia es un proceso de migracion

diferencial, en el cual, los componentes de una mezcla son
transportados por una fase mévil, gaseasa o liquida, y retenidos
selectivamente por efaectos de polaridad por una fase
estacionaria que puede ser liquida o bien soelida y en

algunos casos gasensa, esta yltima, en la cromatografia de
93595 CADG 12,36 ,0%,722) -

De acuerdo a la naturaleza de las fases involucradas y a
los mecanismos de separacién, la cromatografia se divide en:

Cramatografia Gas-Liquido ¢ particien ).

CROMATOGRAF 1A
DE GASES

Cromatografia Gas-Sslido ( adsorcian ).

Cromatografia de capa fina
CROMATOGRAF 1A ¢ adsorcian ).
CROMATOGRAFIA PLANA -
DE LIGUIDOS -] Cromatografia de papel
( particidn ).

Cramatografia liquido-sdlido

CR TOGRAF 1N ( adsorcion ).
EN COLUMNA —
L Cromatografia liquido-liquida
( particidn ),

Cromatografia de intercambio
idnico.

Cromatografia de exclusidn.
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De todas las variantes cromatograficas, la de capa Tina es
la mas importante, ya que de los estudios efectuados en ésta, se
pueade proceder a un escalamiento sin problema alguno, a
cualquier nivel cromatografico, excepto en la de papel;y ademds
de ser la mds empleada dentro de la investigacién analitica, ya
que permite efectuar seguimientos y pruebas diversas a una gran
variedad de sustancias tanto sdlidas como liquidas, ya ssan
coloridas o incoloras, de origen natural, semisintético o
sintético; ademids de ser rdpida y de facil manejo. Por lo
cual, es la herramienta de trabajo diario dentro de la
investigacidn de sustancias y componentes ¢re,

En si, la técnica de cromatografia en capa fina o delgada,
es una variante de la cromatografia de adsorcidn, gue consiste
en un adsorvente sélida ( fase estacionaria )}, ya sea alamina o
gel de silice, distribuido wniformemente sobre una superficie
plana, generalmente de vidrio. Este adsorvente presenta cierta
capilaridad, dada por las particulas finamente divididas, las
cuales permiten que la fase mavil pase entre ellas ¢i1m,avr

La s@éparacion ocurre cuando unv de ios componentes de la
mezcla, es retenido en mayor grado por ia fase estacionaria bajo
efectos de polaridad, entre ésta, el componente y la fase
movil. La fase estacionaria, puede modificarse de acuerdo a las
necesidades de separacién aungue, el factor mds importante para
é¢sta, es la modificacian de la fase mévil t19.18

El movimiento de cada sustancia en un determinado sistema,
es caracteristico y puede ser un dato valioso en la
identificacién de ella. Esta caracteristica se conoce con el
nombre de Rf ( relacidn de frente } y representa la distavncia
recorrida por el compuesto, en relacién a la distancia recorrida
por la fase mévil, por lo que sus valores, siempre oscilan entre
cero y uno. Una variante de esta cualidad, el Rx ( relacién de
estandard } el cual representa la distancia recorrida por una
sustancia desconocida, en relacién a la distancia recorrida par
una sustancia de referencia, siempre presenta valores de
uno. Ambas propiedades ( Rx y Rf )}, son de gran importancia en
el campo del estudio analitico, vya que cuande se desarrollan
perfectamente, generan una particularidad muy especifica para
identificar una determinada sustancia, siempre y cuando, se
considere un buen sistema cromatografico, con relacién
primordial a las caracterigticas del soparte ( fase
estacionaria ) y a la composicién del eluyente ( fase movil }.

Por otra parte, no todas las sustancias pueden ohservarse,
esto es, que algunas o la gran mayoria de ellas son incoloras,
por lo que en varias ocasiones, es necesario someter la placa
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cromatografica a un proceso de revelado, el cual deja al
descubierto la presencia de sustancias incoloras. Dentro de los
slstemas de revelado, se enrcuentran los destructivos y no
destructivos, que como su nombire lo indica, van o no a alterar
la estructura quimica de la molécula en estudio, para generar un
color y poder observar su presencia. Entre los no destructivos,
el mias utilizado es el revelado bajo luz ultravioleta, en donde
se obtiene una fluorescencia de! compuesto, siempre y cuando
¢ste sea capaz de emitirlaj en los casos en que é#sta no se
presenta, se utiliza una fase estacionaria ( silica gel )
preparada con un medic de contraste, el cual es capaz de emitir
fluorescencia bajo luz ultravioleta, dejando zonas incoloras no
fluorescentes, que ponen al descubierto la presencia de
sustancias ¢20.11.18,820)

Entre los destructives, 1los més utilizados son los vapores
de yodo, 4cidos, bases y agentes quelantes entre otros <102,

Con todo ella, la cromatografia es de gran utilidad en la
caracterizacion de sustancias a nivel de desarrollo de sistemas
y en el seguimiento de la reactividad funcional entre otros, ya
que permite delimitar ciertas caracteristicas que identifiquen a
un compuesto del cual se desconoce su naturaleza.

DESARROLLO DE METODO DE SEPARACION CROMATOGRAFICA

El desarrollar un método, implica realizar una serie de
estudios previos ya sean fisicos, quimicos o fisicoquimicos, los
cuales van a delimitar la aplicacidn preclsa y especiflca del
mismo sobre una sustancia determinada. Por lo cual, el
desarrollo de un método de separacidn cromatogréafica se basa en
la realizacidn de pruebas de elucién en diversos disolventes
tanto polares como no polares vy de polaridad media, analizando
su comportamiento a nivel de disgregacidén o reparto a lo largo
del soporte, y evaluando los respectivos Rf's ¢re.78)

Cuando el producto a estudiar se dice que es semisintético
o completamente sintético, por lo general, para obtener un buen
sistema de cromatografia, se procede a preparar nezclas de
andlogos estructurales y/o bioldgicos puros, con la sustancia en
estudio, tratando de simular un estracto de origen natural, o
simplemente una mezcla problemaj; en estos casos, 1los métodos
cromatogrdficos generados, son metodologias piloto o esquemas de
dlsefio, que permiten en un momento dado, el tratar de apllcarlos
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directamente sobre prablemas reales, tacilitande en la mayoria
de las veces, la resolucién de éstos, lo cual se logra mediante
un buen disefio de separacién de la mezcla, por estudios diversos
en la seleccion del sistema eluyente 29113,

La realizacidn de un método cromatogréfico, no sélo implica
( en el caso de sustancias incoloras )  la separacion precisa de
los componentes, sina también, el realizar un sistema de
reveladn que identifique perfectamente a cada una de las
sustancias que conforman la mezcla problema, o cuando menos, que
la sustancia de interés revele de manera diferente al resto de
los componentes ¢it-100,

En si, &1 desarrollo de un método de esta naturaleza, tiene
gran aplicacidn dentro de la caracterizacieén de sustancias,
debido a que la informacién gque se genera ( Rf'e y coloracidn de
revelade ) bajo un sistema bien elaborado, es muy particular, y
en la mayoria de los casos, especifica para una sustancia dada.
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SISTEMAS REVELADORES

Dentro del andlisis cromatografico a nivel de capa fina, la
obtencisén de un buen revelade es importante para identificar a
ung o varies productos, smean estos o no andlogos, facilitando
con ello, los estudios en torno a una sustancia dada, vya sea
a nivel de sintesis o caracterizacidn entre otrog ¢18.93%,

Para disefar un buen sistema de revelado, por regla general
se utilizan reveladores ‘'destructivos”, los cuales les van a
modificar la estructura original de la molécula, para formar
compuestos derivados coloridos, ya sea por formacién de
sustancias que manifiesten figicamente alguna tonalidad, o bien,
por formacidn de complejos de coordinacién con dtomos metdlicos,
los cuales presentan color. Aunque en  algQunos casos, Se
propicia la formacisén de derivados capaces de emitir
fluorescencia bajo luz blanca o bien, ante luz ultravioleta.

Para poder efectuar un sistema apropiado de revelado, es
necesario conocer a ciencia cierta, cuidles y cudntos son los
grupos funcionales que conforman la molécula de una sustancia
dada, pues en base a la reactividad funcional, es como se lleva
a cabo el desarrollo de sistemas de revelado, los cuales pueden
ser sencillos [¢] complejos, permitiendo generar una
particularidad colorida muy especial por formacidn de derivadas
especificos ¢19r11.1ey

Asi pues, los esterdides de tipo alcoholico por lo general,
farman derivados coloridos Y hasta en algunos casos
fluorescentes, al reaccionar ante 4cidos tales como el
clorosulfenico, acético glacial, fosferico y tricloroacético
entre otros, a diferentes temperaturas que varian de los 80 a
los 130 °C. L.a gran mayoria de lus derivados esteroidales son
incoloros, pero emiten fluorescencia, por lo cual, se puede
utilizar un segundo revelador que reaccione, generando un
compuesto coloridoy para ello, se recurre a la formacidn de
complejos de coordinacion octaheédrica, principalmente con el
aluminio, debido a que este metal, forma facilmente enlaces de
coordinacién con los A4tomos de una molécula, los cuales
contengan pares electrdnicos libres, principalmente con el
oxigeno, haldgenos y nitraégeno. El color generado, esté
estrechamente relacionado al ndmero de ligandos coordinadaos con
@l aluminio, asi como a la naturaleza quimica y estructural de
los mismos (1@.4%,84,70

Para revelar azdicares, se puede recurrir a la formacidn de
colorantes polimetinicos o bien naftenodidnicos; estos dltimos,
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0N compuestos que emiten fluorescencia a la luz del dia, la
cual se intensifica ante luz ultravioleta. En tanto que para
lactonas, la formacién de un 4cido hidroxdmico ligado a un 4tomo
metdlico de coordinacién octahédrica, como el fierro, genera un
revelado muy caracteristico y particular a este tipo de
compuestosg (19642

Por otra parte, para moléculas de complejidad media, como
los glucésidos cardiacos, los cuales tienen en su estructura
grupos funcionales muy reactives como las lactonas y 1la
D-glucosa, en la mayoria de las veces, se emplean métodos de
revelado que reaccionen con estas dos partes funcionales, aunque
algunas ocasiones, se prefiere reaccionar a la base
esteroidal. Cualquiera que sea el caso, 1la precision y la
especificidad en el revelado para un glucésido cardiaco, se
encuentra en 1a formacién de complejos de fésforo ( cuya
geometria de coordinacidén es bipiramidal trigonal ), los cuales
generan coloraciones caracteristicas y muy particulares entre la
diversidad de glucdsidos cardiacos existentes ¢¢®?,

En si, el desarrollo de un buen sistema de revelado es
crucial para el preciso desarrollo de un andlisis cromatografico
y por ende, para la éptima caraterizacién de una sustancia en
estudio.

INDICE DE REFRACCION

Cuando un rayo de luz pasa oblicuamente de un medio, hacia
otro de densidad diferente, su direccién cambia al atravesar la
superficie que los separa. A esto se le llama refraccien. Si
el segundo medio es dpticamente mds denso que el primero, el
rayo resultara mds perpendicular a la superficie divisoria. EI
dngulo entre el rayo en el primer medio y la perpendicular de la
superficie divisora, se 1llama 4ngulo de incidencia ( i ), en
tanto el A4ngulo correspondiente en el segundo medio, se le
denomina 4ngulo de refraccion ( r ). £l seno de i y el seno de
r son directamente proporcionales a la velocidad de la luz en
los dos medias. La proporcién sen i entre sen de r, se llama
indice de refraccidn ( N ) 22vdi,14,0,

Si el rayo incidente estd en el medio mds denso, el indice
de refracclidn serd menor de unoj =i estd en el menos denso, serd
mayor que uno. Por lo general, se considera que el indice de
refraccién es mayor que uno, cuando el rayo pasa del medio
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dpticamente menos denso ( generalmente aire ) hacia el mds
denso ¢11.99),

El indice de refracciéon de dos medios dados, varia con la
temperatura y con la longitud de onda de la luz, y también con
la presion, cuando se trata de un gas. &6i estos factores se
mantienen invariables, el indice de refraccioan, es una
caracteristica constante para el medio considerado y se emplea
en la identificaclén y determinacién de la pureza de sustancias,
en la caracterizacién de las mismas y para el andlisis de la
composicién de mezclas binarias homogéneas de constituyentes
conocidos ¢ii.sm,

El indice de refraccidn de una sustancia transparente,
disminuye en forma gradual, al aumentar la longitud de onda,
excepto en las regiones de absorcién donde el indice de
refraccédn varia abruptamente. Al cambio de la refraccién con la

longitud de onda, se Ie llama dispersidn. Debido a la
dispersion, al expresar indices de refraccién, es necesario
especificar la longitud de onda. El simbolo "M" con una "D" y

un numero "20", denota el indice de refraccioen para lineas D del
sodio ( el doblete amarillo a 5890 / 5896 A, evaluadas a
20 °C ) t1e,am)>

Los valores del indice de refraccidén para liquidos
orgdnicos, varia entre 1.2 y 1.8, mientras que los sdélidos
orgdnicos fluctuan entre 1.3 y 2.5; por lo cual, la dispersién
también es util en algunos casos para la identificacién de
compuestos, ya sean liquidos, sdélidos o gases te®),

eH

La escala de pH, es una serie de nameros que expresan el
grado de A4cidez ( o alcalinidad) de una solucidén, en
comparacién con la cantidad total de 4&cido o base de algun
material previamente determinado, por medio de wuna titulacién
acidimétrica ( o alcalimétrica ), Tal! como lo definié Sorensen,
a quien se le debe la introduccion del término ¢1Owx11.30)

Esta prueba se basa en la determipacién de la cantidad de
iones hidrégeno, empleando un instrumento potenciométrico, con
sensibilidad para reproducir valores de pH de 0.05 unidades,
usando un electrodo indicador de vidrio y un electrodo de
referencia apropiado. El aparato debe detectar el potencial en
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milivolts y en unidades de pH, a través del par de electrodos.
El pH, se define convencionalmente como el logaritmo negativo de
la actividad del idén hidrégeno <397,

Para la medicidn de pH, se utiliza ampliamente el electrodo
de vidrio de alta calidad, elaborado con silicatos de litio con
adicion de idones lantano y bario. Estos iones, actdyan como
"tensores” de la red cristalina para retardar 1la hidrdllsis del
silicato y veducir la movilidad de los iones alcalinos,
especialmente los de sodio, Los iones litio, son los
principales portadores de carga mévil al aplicarse un campo
gléctrico. Despuéds de sumergir la membrana en agua, la capa
superficial queda carente de Li+, que son reemplazados
por  H+. Practicamente, tados los centros anidnicos de la
superficie del silicato, son neutralizados por iones H+, EI
contenido de H+ disminuye en una forma compleja al aumentar la
distancia hacia el interior de la membrana, mientras que la suma
de {ones positivos, portadores de carga y otros cationes,
balancea la supuesta concentraciéon uniforme de centros tijos.

La actividad del agua en la solucidén, parece tener un papel
importante en el desarrollio de la respuesta al pH de una
membrana de vidrio. 8i la fuerza idnica es extremadamente alta,
o 31 esta presenta una relacidn directa entre la higroscopicidad
del vidrio y 1la respuesta al pH. Todos 1los electradaos de
vidrio, deben acondicionarse por algin tiempo, sumergiéndolos en
agua o en una solucién reguladora diluida, a pesar de que
después, pueden utilizarse en un medio que solo sea parcialmente
acupso IO,

Camo 21 mecanismo de este electrodo no implica un cambio de
electrones, resulta ser ®] dnlco electrodo sensible a los iones
hidrégeno, al cual no perturban los agentes de oxidacion o de
reduccidn. Como laos valores de pH dependen de la temperatura,
las mediciones se deben efectuar a una determinada temperatura
censtante @s132

Como calibrador se emplea una solucion reguladora, la cual
puede definlrse comg una solucidén que mantiene cast constante su
valor de pH, a pesar de Jla adicidon de cantidades sustanciales de
4cido o Dbase. Por lo general, un regulador consiste de una
mezcla de acido incompletamente disociada y su base
conjugada. En la seleccidn de un determinado regulador, deben
considerarse tres cavacteristicas, el valor regulador, el valor
de dilucidn y la variacidn de pH con cambios de temperatura.

En i, un andlisis de medician de pH de una salucian acuosa
de un f4rmaco, es poco objetivo dentro de una caracterizacian de
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sustancias a nivel de categorias tanto fisicas como guimicas y
fisicoquimicas; pero no asi, cuando 13 caracterizacian se
desarrolla en vias de una evaluacion farmacolsgica, en donde es
necesario conocer, controlar y modificar el pH de toda sustancia
que entra en un organismo viva ¢10e.a),

PUNTO DE FUSION

El punto de fusidn se define convencionalmente como la
temperatura o intervalo de temperaturs, a la cual una sustancia
sdlida se colapsa y funde completamente; en si, es la
temperatura a la cual se da una trancisién de un estado sélido a
uno liquido, bajo el equilibrioc de las presiones parciales de
las respectivas ftases coexistentes, debido al incremento en el
choque molecular en la fase sélida al absorver energia térmica.

£l puntoe de fusidn, puede ir acompafade o no de la
descomposicion parcial o total de la sustancia misma, en estos
casos, se debe reportar tal fendmeng ¢1Q-.11.302

Este estudio, puede ser considerade como una prueba de
pureza siempre y cuando el producto no descomponga o bien, si su
descomposicion es constante, es decir, que siempre se manifieste
de la misma manera a un ciaerto intervalo constante de
temperatura 20,205

Dentro de Ja caracterizacisén de sustancias, el punto de
fusion, es un pardmetro de identificasidn =i no primordial, si
muy importante, ya que éste, es inherente a8 la naturaleza
estructural y geométrica de cada compuesto en estado sdlido.

SOLUBIL IDAD

L.a cantidad de wuna sustancia que se disuelve en otra,
depende tanto de la naturaleza del soldato, asi como del
disolvente, de la temperatura y la presion. En general, el
efecto de temperatura es muy pronunciado, por lo cual, su
direccison depende del calor de solucidn. $i una sustancia se
disuelve hasta la saturacion - con desprendimiento de calor
{ exotérmico )}, la solubilidad disminuye con el aumento de la
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temperatura. Ahora bien, si una sustancia se disuelve con
absorcidn de calor ( endotérmico ), la solubilidad se incrementa
cuando se eleva la temperatura ¢2Ceraviod,

Por otra parte, los compuestos de caracter quimico o
funcional andlogo, son mds facilmente solubles entre si, que los
de cardcter diferente. Cuando entre dos sustancias existe
semejanza quimica, la solucién de ambas, guarda un agrupamiento
no muy distinto de aguél de las sustancias puras, vy ambas,
guardan un equilibrio entre si en solucian. Cuando la
naturaleza quimica de las dos sustancias es considerablemente
diferente, no hay equilibrio y por lo tanto hay poca tendencia a
la disolucién, esto es debido a los efectes de atraccién
electrica como lo son la formaclén de puentes de hidrogeno y las
fuerzas de Van der Walls, que aunadas al momento dipolar,
propiclan que el efecto polar, sea el precursor primordial en el
proceso de solubilidad, ya que lo semejante disuelve lo
semejante, es decir, una sustancia sélida de caracteristicas
polares, serd mds probable solubilizarla en un medio polar que
en uno no polar o de polaridad media y viceversa 19»1%.,30)

En si, la solubilidad se define como la capacidad que
tienen los solutos para ser disociados en un  medio de
disolucién, y se expresa como la cantidad de soluto dispersa por
unidad de masa, en una determinada cantidad de disclvente por
unidad de volumen ¢3°>,

Dentra del ané&lisis de solubilidad para una daptima
caracterizacldn de una sustancia en estudio, se debe considerar
la naturaleza de los disolventes, por lo cual, se hace una
distincidn entre los inertes y aquellos que son quimicamente
activos. En el casa de los inertes, el material disuelto no
sufre cambios, mientras que con los disolventes activos, se
observa un subproducto o subproductos del proceso  de
disolucian, En ambos casos, la adicién de un soluto produce
solvatos, es decir, compuestos aparentes formados por moléculas
de solventes mas moléculas o iones del material disuelto, lo
cual es posible mediante una unién parcial inducida por efectos
de atraccion eléctrica, como lo son las fuerzas de Van del Walls
y en algunos casos, la formacion de puentes de hidraégeno,
siempre y cuando el solute pueda formarlos. lLas cuales
contribuyen al proceso de solubilidad en la medida de que tan
facil y rapidamente se formen éstas ®0?,

Por lo tanto, obviamente cabe esperar, que se pueden
obtener conclusiones Jatiles con respecto a la estructura
molecular Y la presencla de ciertos grupos, por el
comportamiento de un material orgdnico hacia una serie de
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disolventes seleccionados, primordialmente inactivos y
posteriormente activos. Estos Jltimos, para un andlisis de
solubilidad dentro de una caracterizacion de sustancias, resulta
ser poco prdctico, ya que la finalidad de la prueba de
solubilidad en este caso, es el encontrar el medio o medios de
disociacidn en donde el producto como tal, no sufra ningun tipo
de alteracién a nivel estructural y por ende a nivel quimico; lo
cual es importante para andlisis subsecuentes en medios de
disolucién, Aungque desde otro punto de vista, resulta practico
el empleo de disolventes activos, para generar informacian
bdsica para estudios esgpecificos de reactividad quimica vy
halocromia entre otros $:@eter,

PROPIEDADES QUINICAS

Dentro de un estudio de caracterizacién, después del
andlisis de definician y confirmacion estructural
( espectrofotometria de infrarrojo y cristalografia por
difracciéen de rayos X ), el desarrollo de la evaluacién de
propiedades quimicas, es 1o m&s importante, ya que estas
permiten conocer la naturaleza quimica de una determinada
molécula, ademds de que genera la informacidén de reactividad
necesaria para subsecuentes estudios, ya sea en desarrallo
analitico, quimico o bioldgico entre otros ¢=.2«1,

Una evaluacion de propiedades quimicas, estd estrechamente
ligada a las caracteristicas de los grupos funcionales ( 4cidos
carboxilicos, alcohdles, fenoles, aminas, iminas, amidas,
carbamidas, tiasoles, furanos, hexosas, lactonas, eteres,
esteroides, terpenos, quinonas, etc. ), asi, algunos pueden
tener caractecisticas Acidas, bédsicas, anfoliticas, oxidantes o
bien, reductoras entre otrasy por lo cual, en base a estas
propiedades, es como se debe disefar un buen andlisis de
evaluacién funcional, los cuales por lo general se realizan
mediante reacciones especificas y de facil deteccion, como lo
es, la obtencién de derivados de reaccién de tipo colorideo o
bien, por formaciean de complejos de coordinacidén con dtomos
metdlicos, y algunas veces, la combinaciéen de ambos ( sin que
ello implique el no poder utilizar otro método de deteccién ) de
manera tal que permita evaluar fisicamente mediante wuna
manifestacidon o variacidén de color, las caracteristicas quimicas
funcionales de cada uno de los sustituyentes de una molécula
dada (B4, 1Y) -
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Por otra parte, dentro de la evaluacion de propiedades
quimicas, de manera alterna, se debe considerar la reactividad
de posibles sustancias residuales o contaminantes en un
determinado compuesto, ya que estos pueden falsear los
resul tados de la experimentacion para evitar ello, es necesariao
el realizar un estudio de posibles contaminantes generados en el
proceso de sintesis de una sustancia sintética o semisintética,
y del proceso de extraccien, en el caso de una de arigen
naturaly 1los cuales, muchas de las veces, no se eliminan del
todo debido a un mal procesp de purificacidén o bien, a que el
producte es muy dificil de purificar t9-29r,

Tambien como contaminante se debe tomar en cuenta a la
humedad ( He0 ) ya que en el mayor de los casos, se encuentra
aun en sustancias purlificadas exhaustivamente, a cansecuencia de
su higroscopicidad, y a que en algunos casas, esta interfiere en
determinados procesos de andlisis quimico; para 1o cual, se debe
evaluar la presencia de ella, para verificar si la cantidad
residual de humedad, puede o no interferir en el proceso;
ademis de evaluar posibles sustancias volatiles, como
disolventes orgdnicos residuales ‘®-.f4.ev>

En si, tantp un andlisis de residuos, como un andlisis de
reactividad funcional, 50N de gran importancia para la
evaluacion de las propiedades quimicas de una sustancia dada y
por lo consiqguiente, para la optima caracterizacidn de la misma.

ANALISIS RESIDUAL

Un andlisis de este tipo, comprende un estudic minucioso de
posibtles materiales residuales, los cuales son contaminantes en
una determinada sustancia. Estos, pueden provenir del proceso
mismo de obtencidan a consecuencia de una técnica inadecuada de
purificacien, o bien, que se hayan acumulado por un mal manejo
del compuesto, asi como por una inadecuada preservacidn de la
misma (lb,ﬂh,ﬁﬁ).

Se debe considerar como material residual, a todo aguel
compuesto ya sea orgdnico o bien inorgdnico, el cual es ajeno a
la naturaleza fisica y quimica de la sustancia de interés. Asi
pues, el agua se considera como un contaminante en un compuesto
dado, siempre y cuando no se halle formando hidratos; por lo
cual, tantao el andlisis de agua residual coma el de sustancias
orgdnicas e inorgdnicas entre otros, son pruebas alternativas en




GENERALIDANES CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

la caracterizacion de un producto, las cuales permiten evaluar
ta naturaleza de posibles productos de interferencia, asi comn
de la pureza de una sustancia en estudio 1Os12.100

ANALISIS DE BROMD RESIDUAL

El bromo elemental que ha sido producido durante la
reaccion de oxidaciéen de los compuestos orgdnicos, por el acido
cramosul fdrico, puede ser detectado directamente y en cantidades
minimas, por reaccion con el p-aminofenol, ya que forma un
producto azul, el cual es soluble en aqgua. La base de la
reaccien de color estriba en que el producto de la oxidacidn
inicial, es una p-quinonimina, que reacciona con el p-aminofenol
inalterado para formar una indamina ¢(R4.R9»

El color azul de la indamina formada es especifico para el
bromo, ya que con el cloro no hay presencia de color y con el
yodo, reacciona formando un color pardo ¢=%’,

Esta prueba quimica, es de las mds socorridas cuando no se

cuenta con el equipo necesario para detectar al bromo, por el
método de absorcién atdmica.

DETERMINACION DE HUMEDAD

El método mds usual para determinar el contenido de agua de
un solido, consiste en secar en la estufa, un peso de muestra y
a cantinuacién, estimar gravimétricamente el agua liberada, ya
sea por la pérdida de peso de la muestra n gracias al aumento de
peso de un absorvente del agua. La principal ventaja de este
método estriba en su sencillez; por desgracia, esta sencillez no
se  extiende necesariamente a la interpretacidn de los datos
obtenidos por ese procedimiento, ya que con el aumento de la
temperatura, pueden ocurrir otros procesos diferentes ademds del
degprendimiento de agua, tales como volatilizacién de otros
camponentes; descomposicion de uno o mds participantes para dar
productos gaseosas, o incluso oxidacian de algdn compuesto de la
muestra por el aire. los dos primeros efectos causan
disminucidon del peso de la muestraj; la oxidacidén lo aumenta si
los productos de reaccién no son voldtiles, y lo disminuye
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cuande  lo  son, La superposiciéon de estos inconvenientes,
origina una incertidumbre sobre la temperatura adecuada para
conseguir eliminar totalmente el agua. El calentamiento a

105 °C expulsard la humedad adsarbida y a veces, también el agua
esencial. Por otro lado, a esta temperatura suele ser bastante
incompleta la supresidn del agua absorbida y la ocluida.
Muchos minerales, asi como sustancias tales como la aldimina y la
silice, necesitan temperaturas de 1000 °C o mds, para eliminar
todo vestigio de agua ¢2©@s11.,4m)

Asi pues, viendo los inconvenientes de esta técnica, se han
disefado métodos por destilacion, los cuales operan muy
prédcticamente para determinar agua en materiales que se oxidan
fdcilmente en el aire, wutilizandose ampliamente para campuestos
orgdnicos tales como grasas, aceites, ceras, cereales, productos
vegetales y alimentos ¢19.4®),

La cromatografia gas~liquido, ha sido otro disefo para
determinar el contenide de agua en sustancias liquidas. Asi
también, los métodos espectrofotométricos en la regidn
infrarroja, se utilizan para detectar agua en productes tales
como miei, patatas, frutas, café y harinas entre otros, mediante
una dispersion de ia muestra en dimetilsulféxido, el cual extrae
casi por completo la humedad, y posteriormente, evaluada su
absortividad en la region infrarroja ¢e.es

Pero en si, los métodos quimicos son ios mas socorridos
para la determinacién de humedad; asi, se han descrito muchos
métodos quimicos para determinar el agua. Sin lugar a dudas, el
mds importante de éstos, consiste en emplear el reactivo de Karl
Fisher, que es bastante especifico para el agua.

El reactivoe de Karl Fisher consta de yodo, diéxide de
azufre, piridina y metanol. Al afadir éste reactivo al agua, se
desarrollan ias siguientes reacciones cuantitativas (*@s-13.80,

G0m + Ie + 3CaglHaN + HpQ > BLuHuN-HI + CalaN-S04

CusHaN-850x + CHaOH ————-) CuHaN-HE0LCHa

Después de que el agua ha reaccionado con el yoda libre en
la solucion, produce un cambio de colar suficientemente intenso
para poder establecer visualmente el punto final. El cambio de
color, va desde el amarillo caracteristica de los productos de
reaccidn, al pardo del exceso de reactivo. E1 punto final de la
titulacidn, se puede determinar alternadamente mediante el
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emp leo de electrodos polarizables y utilizando un
microamperimetro (10s311,46.0m0

Este método tiene una gran aplicacien en un gran namero de
sustancias. Aunque la variacian de la técnica depende
directamente de la solubilidad del material, la forma en la cual
se encuentra retenida el agua y el estado fisico de la
muestra. Si puede disolverse ésta en metanol, resulta factible
una determinacion répida y directa. Si no es posible disolver
la muestra en este reactivo, la valoracién directa da una
reaccidén incompleta. Sin embargo, se logran a menudo resultados
satisfactorios afadiendo un exceso de reactivo y valorande por
retroceso con una disolucién patron de agua en metanol, tras
un tiempo de reaccion adecuadag ¢1Or13,480,

También se presentan dificultades en el andlisis de la
humedad sorbida y del agua ligada fuec temente como
hidrato. Para estas , se recurre a técnicas de extraccion, las
cuales suelen ser efectivag ¢19@e.21?,

En si, la determinacion de humedad en una sustancia dada,
ya sea por cualquier método, es de gran importancia dentro de la
caracterizacién, ya que #sta, es una particularidad en
determinados compuestos con caracteristicas hidrofilicas.

PERDIDAS POR SECADO E IGNICYON

Tanto la pérdida por secado como la pérdida por ignicién,
para sustancias sélidas, son pruebas térmicas cuya finalidad
primordial es determinar el porcentaje de materia volatil,
generalmente agua residual, contenida en una muestra, bajo
condiciones bien establecidas. Para lograr ello, se recurre a
los métodos por secado en estufa u horno y raramente en muflas,
estimando gravimétricamente la liberacién de la o las sustancias
voldtiles, mediante la pérdida de peso al someter la muestra a
un proceso de calentamiento constante, durante un margen
prolongado de tiempo ¢1O@.11.2%)

L.a mayoria de las veces, un estudio de pérdida por secado,
invalucra un tratamiento térmico aproximadamente de 10 a 50 ¢C
por arriba de la temperatura de ebullicién del agua, para
asegurar la eliminacidn de ésta, durante un determinado tiempo
de exposicion. En tanto que para la pérdida por ignicién, por
regla general, se efectda a una temperatura de S5 a 10 °C por
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abajo del punto de fusion o sublimacien del compuesto en
estudio} lo cual implica que ésta prueba, esta restringida salo
para compuestos con punto de fusién o de sublimacién muy por
arriba de la temperatura de ehbullicidén del agua ¢8¥.39>,

Ambos métodos son aplicables, siempre y cuando la sustancia
en estudio no sea susceptible de sufrir alteraciones por el
proceso de exposicidn prolongada a la temperatura, con acceso
directo de aire, lo cual e ve favorecido en la pérdida por
igniclén, ya que a pesar de no ser una prueba destructiva, en un
gran namero de casos, clertas sustancias, pueden sufrir una
transformaclén por efecto térmico, como por ejemplo, la
generacion de un anhidrido, o bien, en ambos procesos, puede
suscitarse la volatilizacien de productos de descomposicien
térmica, ademds de generar productos de oxidacién. Ambos casos
propician alteraclones en la determinacidn del porcentaje de
material volatil, debido a que el primer efecto puede ocasionar
una elevacidén en la determinaciéon de sustancias volatiles, y si
lo son, puede incrementar desmesuradamente la evaluacién €293,

Estas técnicas, son de gran aplicacion en una
caracterizacion de un determinado compuesto, siempre y cuando
éste, no sea termolabil; ya que de manera directa, generan
informaciéan en cuanto al porcentaje constitutivo de sustancias
volatiles residuales y por lo consiguiente, contaminantes en una
sustancia dada; pero de manera indirecta , puede reportar cierto
grado de afinidad a retener agua, cuando el estudio de
caracterizacién va encaminado hacia ese fin ¢(®%.20>,

REACTIVIDAD EUNCIONAL

Uno de los conceptos mds importantes de la quimica organica
es el de grupo funcional. Un grupo funcional, es un agregado de
uno 0 mas Atomos que conforman una molécula cuya presencia
confiere a ésta, cualquiera que sea el resto de su estructura,
un comportamiento quimico Jdnico, y sobre todo especifico, lo
cual es caracteristico de un grupo funcional., FPara ilustrar
esto, considerese los tres compuestos A, B y C de la
figura ¢.2.A.. Tados contienen el grupo formilo ( -CH=0 ), el
cual es caracteristico de los aldehidos, y presenta un
comportamiento quimico similar, Por ejemplo, se puede reducir
( H) al grupo formilo en cada uno de los casos ( A,By C) para
obtener miembros representativos de otra clase de compuestos
llamados alcoholes, todos los cuales contienen al grupe -OH como
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grupo funcional, De manera similar, se puede oxidar ( 0 ) cada
aldehido al correspondiente A4cido carboxilico que contiene Ja
funcian -COOH, For gltimo, cada aldehido puede reaccionar con
hidraxilamina ( HeN-QH ), para dar los miembros de una clase de
compuestos 1lamados oximas, cuyn grupo funcional es ~CH=N-OM.

Se ve en seguida que cada una de las tragsformaciones
quimicas anteripres, es completamente independiente del grupo
unido a la funcién ~CH=0. Por 1o cual, se infiere que las

L H1I
- > CHa~OH
£t o3
tA) H-CH=Q H-CO0H
[ HeN-OH )
> HCH=N-OH
L Hl
> CHaCHaCHp-0H
£ a3
(B) CHaCHL-CH=0 . > CHaCHe~CODH
£ HaN-OH 3
> CHaCHe-CH=N-OH
[LH1
>  CHaCHCHoCHe~0H
bus
£t ol
(C)  CHaCHCHe-CH=0 >  CHaCHCH~COOH
J;H& J:Hx
{ HaN-OH 3
5> CHRCHCHu~CH=N-0H
L.
A-CH=0 R-OH R~COOH R-CH=N~OH
Aldehido Alcohol Ac. carboxilico Aldoxima

‘ Fig. 4.2.A. Ejemplus de reactividad de un grupo funcional. g

e -
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caracteristicas quimicas comunes compartidas por los aldehidos,
se deben al comportamiento del grupo formile y no al resto de la
molécula. De la misma manera, los alcohdles, Acidos
carboxilicos y oximas, muestran sus propiedades quimicas
espec: ficas, determinadas en cada caso salo por el
comportamiento caracteristico de los grupos funcionales ~OH,
-CO0H y -CH=N=0H respectivamente. El comportamiento quimico
distinto de laos diferentes grupos funcionales da origen a las
diversas clases de compuestos argdnicos. Asi, los miembros de
cada clase comparten unas propiedades gquiamicas comunes, las
cuales estdn determinadas por el grupe funcional comdn y que
difieren de las propiedades caractevisticas de otras clases.

Puesto que el comportamiento quimico de las distintas
clases es esencialmente independiente del esgueleto de carbono
unlde al grupo funcional, a menudo resulta conveniente el
realizar un estudio descriptive general de las diversas clases
de compuestos. En la serie alifadtica, se emplea el simbolo "R"
para designar un grupo alguilo, el cual se obtiene al eliminar
un  &tomo de hidrégeno de la formula de un hidrocarburo
alifatico. En la serie aromdtica, "Ar" designa un grupo arilo,
obtenido al eliminar un Atomo de thidrogeno de la férmula de un
hidrocarburo aromatico. Asi, en la serie alifdtica, los
aldehidos, alcoholes, 4&cidos carboxilicos y oximas, se pueden
generalizar por R-CH=0, R-DH, R-COOH y R-CH=N-DH,respectivamente
mientras que en la serie aromdtica, estas clases se designan
Ar~-CH=0, Ar-0OHd, Ar-CODH y Ar-CH=N-DH. No ohstante, debemos
hacer thincapié en que en ciertos casos especificos, las
praopiedades de determinadaos grupos funcionales se pueden
modificar en alguna extensian par 1a naturaleza del grupo R g Ar

al que estdn unidos, y en algunos casos, estos efectos pueden
ser cansiderables ¢iB.&v,es,ac)

De manera similar, ocurre con toda  la gama existente de
grupos funcionales, por lo cual, la evaluacidn de la reactividad
de los mismos es de suma importancia en la caracterizacisén de
sustancias, ya que en si, el andlisls de reactividad funcional
es esencial para que ésta se efectué satisfactoriamente, debido
a que de ello depende tanto la precisa definicién de los mismas,
como de toda la serie de estudios analiticos posteriores que
delimiten la naturaleza de un determinado componente en estudio.
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GLUCASINOS CARDIACOS

Los glucesidos cardiacaos, tienen una estructura muy
seme jante entre si, ya que son cicloacetales mixtos de azuacares
y un esterdide alcohdlico. La porcion de la molécula sin
azucares, se denomina aglicona o genina. Todas las geninas de
los glucosidos cardiacos tienen grupos hidroxilo en las
posiciones carbén-3 y carbdn~l4, un grupo metilo en C-10 y
C-13, un aldehido o hidroximetilo en serie y un anilloe de
lactona insaturado en el carbén-17 de la base esteroidal.
Algunas geninas mds complejas, pueden tener ademds grupos
metilo, hidroxilo o aldehido en otras posiciones. El ndcleo
esteroidal difiere del grupo de las hormonas sexuales vy
corticosuprarrenales, debido a la fusién cis-trans-cis de los
anillos Ay B, ByC(C, asi como de C vy D, respectivamente, lo
cual propicia que cada anillo fusionado del esterdide, adquiera
una conformacién de silla, ocasionando que la molécula no sea
plana o parcialmente plana como en las hormonas vy
corticosuprarrenales que tienen una fusién cis-trans-trans, E)
grupo metilo o demds sustituyentes en C-10 y C~13, el hidroxilo
en C~-14 y el anillo lactdnico en C~17, todos, estdn orientados
arriba del plano del anillo esteroidal ( configuracisn f# ?. LlLos
sustituyentes en C~-3, por lo general, suelen estar orientados en
posicién #, sin que ello implique que no los haya en
posicidn . El anillo de lactona, que es un éster ciclico,
puede terner cinco o sels miembros con uno o dos enlaces dobles,
respectivamente, y tienen una estructura plana debido a la
presencia de los enlaces dobleg ¢7eTeta,2m

La porcidn azdcar del glucésido, puede ser constituida por
una o cuatro porciones o unidades monosacaridas, tales como
glucosa, ramnosa y fructosa entre otras (@«.no’,

Como se puede observar, los glucésidos cardiacos, son
sustancias con una variedad considerable de grupos funcionales,
por o cual, su reactividad se evalua en funsién de los
sustituyentes mds activos que lo conforman, como es €l caso de
la porcien azucar y del éster ciclico ( lactona ), ‘aunque en
pocas de las veces, un andlisis de reactividad se encamina a los
hidréxilos esteroidales, hidroximetilos, aldehidos o bien, a
cualquier otro sustituyente, pero casi nunca, va orientado hacia
los grupos metilo, debido a que estos son sumamente estables.

Asi pues, al evaluar la reactividad de un glucdsido
cardiaco por la porcién azdacar, por lo general, se emplean
reacciones de sustitucidn nucleofilica para insertar grupos
especificos que permitan delimitar, mediante reacciones
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secundarias, la presencia o ausencia del glucdsido mediante la
evaluacion de la porcidn genina.

Por otra parte, se puede llevar a cabo una reaccisn en el
anillo 1lacténico, formando hidroxamatos, entre otros productos,
jos cuales al ser acomplejados con iones metdlicos como
fierro ( III ), se obtienen compuestos de coordinacién
especificos, los cuales por lo general, presentan coloraciones
muy particulares; o bien, se puede combinar la reactividad de la
lactona con la del azdcar para sumentar la especificidad en la
evajuacion de la reactividad de un glucdsido cardiaco <¢19.e7),

Con relacién a los hidroxilos, estos suelen tener un
comportamiento de tipo alcohdédlico, por lo cual, pueden sufrir
reacciones de alcoholes secundarios o terciarios, seguan la
posicidén de donde se encuentre unido, ya sea en el carbdén-15 o
bien en el 14 de la base esteroidal, respectivamente. Cuando se
evalua la reactividad por un grupo hidroxilo estereoidal, se debe
considerar la actividad del azacar y de la lactona ante ciertos
medios, debido & que estos son mucho mas reactivos que el
hidroxilo de interés; para lo cual, se deben emplear reacciones
selectivas, o bien, bloquear a dichos grupos funcionales para
neutralizar su actividad (@4 8m,.0%

En si, la evaluacion de la reactividad de un glucésido
cardiaco a nivel global, es sumamente tediosa, por lo cual, se
recurre al desarrollo de métodos que actuen por la percisn
azicar y/o la porcién lactona y en algunos casos, hasta la
combinacien de azdcar. lactona e hidroxilo esteroidal ¢7»%¥.38),

Por otra parte, 1la determinacién de la reactividad de un
glucésido cardiaco, es de gran importancia cuando se caracteriza
a eéste tipo de sustanclas, vya que ello, permite poner en
evidencia la presencia o ausencia del mismo %>,
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GRUPD ETER

Los éteres son relativamente inertes a casi todos los
reactivos. Son estables ante bases, la hidrogenacien catalitica
y la mayaria de las demds agentes reductores. También son
estables con Acides diluidosy; pero reaccionan con  Acidos
concentrados calientes. Por ejemplo, el HBr o HI fuertes,
producen su separacign 84>,

saldor

ey 2@ CHaCHeBr 4+ He)

CHyCHa~0-CHeCHa + 2 HDr

El mecanismpo de la reaccién comprende un desplazamiento de
tipo SNe realizado por el ién bromuro en el eter protonado. £l
alcohol producido reacciona pasteriarmente con HBr para producir
m&s bromuro de alquilo (®4,a®)

En los éteres secundarios y terciarios, participan los
janes carbonio y las reacciones tienden a ser mds complejas. Al
calentar estos éteres con un 4cido fuerte, la principal reaccion
conduce casi siempre a la eliminacion ‘292,

CHa CHs

é He50 é
CHy~C~0-CiHs ey CHa~C=CHpm + CHx-OH

é salor
Hax

Por otra parte, una de las reacciones mas importantes de
los éteres es hasta cierto punto inconveniente, es decir, la
reaccidén con el oxigenp atmosférico para formar perdxidos
y peré&cidos ( autooxidacidn ) '®%.87y,

a-aH

CHa~CH-0-CH-CHa + O e -> CH;*&-O*CN*CH,

b b by byt

La autooxidacion se produce debido a un mecanismo de
radicales libres <®%.87),
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Casi todos los éteres que se exponen a la atmésfera durante
cierto tiempo, contienen invariablemente perdxidos. Los
perdxidas y los hidroperdxidos, son peligrosos debido a que se
descomponen violentamente a temperaturas elevadas y pueden
producirse explosiones severas ¢B9.07)

Una prueba sencilla para identificacién de peroxidos,
consiste en agltar un volimen pequedo del éter con una solucidn
acuosa de Kl. Si hay perdxidos presentes, oxidardn el I-* a
In®. ta coloracidén morada del Ix® denota ta presencia de
persxidos =¥,

En si, la determinacion de la reactividad de un grupo éter,
es de gran importancia cuando se caracteriza a una determinada
sustancia, ya que mediante ésta, se pone de manifiesto la
presencia o ausencia del mismo en un determinado compuesta,

GRUPO D-GLUCOSA

El término carbohidrato, se utiliza de una manera muy vaga
para caracterizar un grupo general de productos naturales
relacionados con azacares simples. Dicho nombre se emples
inicialmente, debido a que este tipo de azicares, como por
ejemplo la glucosa ( CaH,e0, ), poseen farmulas moleculares
que parecen ser * hidratos de carbono *, esto es,
CaHiells = ( C-Hel )4 Aunque las investigaciones estructurales
subsecuentes pusieron de manifiesto que este concepto simplista
era errdneo, pPero aun asi, persistid el wuso del término
carbohidrato ¢®«.em

l.os azucares, llamados tamblen sacdridos, son el tipo mds
simple de carbohidvatos, como por ejemplo, la glucosa, que es el
hemicetal ciclico de uno de los diastereomeros del
2,3,4,5,6-pentahidroxihexanal; el cual, en solucién parece estar
en equilibrio con wuna cantidad diminuta de la forma no ciclica
del pentahidroxialdehido ¢o®.e7)

La D-glucosa por ser un monosacdrido, su reactividad no es
tan compleja como en el c¢aso de ollgosacdridos ( moléculas
constitutivas de 8 a 8 monemeros ) y polisacdridos ( unidades
constitutivas de mids de 8 mondmeros ). Asi, el monémera de
D-glucosa puede sufrir reacciones de formacién de éter, mediante
la sintesis de Williamson ¢®s,0m)

ae



GENERAL IDADES CARNACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

HO CHaO-

HC-—-0 ;l»_n
/ \ NaOH - (CHa ) 50, / \
HO-HC GH  CH-OH > CHxa-HC OCH. CH-OCH,
\& / :] AQel) - CHal \| /
HU-—CH HE-.-CH

&H &CH;

También pueden sufrir reacciones de formacién de acetales y
cetales ciclicos. El mecanismo se complica a menudo debido al
hecho de que el tamafo del anillo del producte na es el mismo
que el del azdcar libre ‘@,

HO- HO--

Hl-—-—ﬂ Hl-—~—ﬂ

/ \ CH5LE00H / \
HO-HC OH CH-OH [ U —— > HE CH

\é / HeS0Q. / N\ / N\

HC—CH 0 HC—CH QO

‘g é / \ L
H CHa—-C-0 Q-C~CHa

L. L.

Los grupos aoxhidrilo de las azdicares, se esterifican para
formar acetatos, mediante el empleo de anhidrido acético y un
catalizador basico suave, por ejemplo, acetato de sodio o
piridina 9%,

HO AcO.
o s

/ \ Ac L0 / \
HO-HC OH CH-OH > AcO-HC O0Ac  CH-0Ac
Pi

ud ol i

b b




GENERAL IDADES CARANCTERIZACION DE LA ACTODIGINA

Mediante la aplicacion de diversaos métodas, los
monosacdrides se reducen a polialcoholes rorrespondientes, que
constituyen una clase denominada alditoles. La reduccidén de la
D-glucesa da D-glucital que también se conoce como
D-sorbitel. La reduccion ocurre en la pequefa cantidad de la
farma de cadena abierta que estd presente en equilibrio con la
forma ciclica. A medida que la forma de cadena abierta se va
substrayende con este método, el equilibrio varia continuamente
hasta que se reduce todo el azdicar ‘OS.a”)

HO. CHO CHa(H
;1——0 H—é-UH H—éwﬂﬂ
/ \ Hee-Ni 1
HO-HC OH CH--0OH s HO-C-H ooy HO=C-H
;é*_c; : . H—é-OH H~é—UH
I!JH H—(ll--CIH H-é—ﬂﬂ
éHuUH ('IHnUH

Los azacares se oxidan siguiendo diferentes métodos, entre
los mds comunes estd el empleoc de bromo en una solucidn
tamponada a un pH de 5 a & (a%.8”>

HO CHO CoOH
;l—-o H—é*OH H“é‘ﬂ“
/ \ Bre
HO-HC OH CH-OH — HQ“&*H > HD‘A‘H
:'(!——-Clli D H (ll OH Hed H ll: OH
&H H“é—UH H‘é‘UH
éHgUH é“nﬂ“

En vista de que el producto obtenido es un dcido
4-hidroxialcandico, este acido, se lactoniza con extrema
facilidad. Aunque en principic se pueden formar lactonas de
cinco o seis miembros, siendo las mds estables las de cincoe
miembros t®4.an>,
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Caon HO 0O
é \ /
H~C-0OH CHp-—LCH
\
HD-&—H Hi e —-0
é \
H-C-0H P > C=0
! : t
H~C-0H HC—-CH
é / \
H=0H HO OH

Entre otros agentes oxidantes, se

AgOH, HNOu/HaQ y HIO, @2,

pueden emplear Cu(OH)a,

Por J4ltimo, las azdcares en medio A4cido fuerte bien
controlado, sufren una deshidratacion, para posteriormente
condensarse y generar un furano, el cual es poco estable en

HO HO
'l \
HC—D CHe
/ \ /
HO-HC OH  CH-0OH HC==LH
\$ / HeS0 \
HC--CH > ]
/
éH HO==LCH
\
OH

medlo 4cido ya que tiende

a la polimerizacion si éste no se

encuentra debidamente regulada ¢®e,87>,

En general, la determinacion de la reactividad de un grupo
D-glucosa, es de suma importancia, cuando lo que se desea es
caracterizar a un determinado compuesto, debido a lo cual, se
pone en evidencia la presencia o ausencia de un grupo D-glucosa,
en una determinada sustancia.
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GRUPO HIDROX .0 ESTERQIDA.

Los hidréxilos esteroidales de tipo digital, siguen un
comportamiento de reactividad muy parecido al de un alcohol de
tipo secundario o bien terciario ¢(®B.8¢>

Los alcoholes son clases muy inportantes de campuestos
organicos, debido a que el grupo hidréxile se convierte con
facilidad, casi en cualquier otro grupe funciaonal t®«,o9,87>

L.a oxidacién de los alcoholes, conduce a las cetonas,
aldehidos vy Acidos carboxilicos. Estos grupos funcionales , a
su vez, participan en una gran variedad de reacciones. Por esta
razon, la oxidacién de los alcoholes, es la reaccidén orgdnica
Mas comun 9%,

Los alcoholes secundarios se oxidan fdcilmente para dar
rendimientos excelentes de cetonas. En general, el empleo de
4cido cramico constituye el procedimiento mds eficiente para
oxidar alcoholes secundarios, formando una cetana, en tanto gue
un primario origina un aldehido; mientras que un alcohol
terciario, al no tener 4dtomos de hidrégeno enlazados al 4tomo de
carbono del alecohol, no puede sufrir una oxidacidén sin que se
sucite una ruptura de las enlaces carbono~carbono, por lo cual,
la oxidacidn de un alcohol terciario, requiere de condiciones
drédsticas, ademds, de que se produce una mezcla de compuestos.
Entre otros oxidantes, se puede emplear permanganato de potasio
o bien, déxido cuprice (®~.a0)

La reduccion de alcoholes a alcanos, no es una reacciaon que
se lleve a cabo con frecuencia, ya qgue elimina un grupo
funcional, dejando pocas opciones para reacciones posteriores.
Entre los agentes reductores mds comunes, esta el LiAlH. con
cloruro de aluminio o bien, cloruro de titanio. También puede
emplearse para reducir un alcohol, cloruro de tosilao en piridina
y pasteriormente el tetrahidruro de litio-agluminio ¢#S.84>

Uno de los motivos por los cuales, los alcoholes son
intermediarios quimicos versdtiles, es debido a que el grupa
hidréxilo, puede redutirse mediante diversos grupos funcionales.
En general, esto se puede llevar a cabo de dos formas. Un
alcohol, es un nucledfilo débily los electrones no enlazantes an
2] 4dtomo de oxigeno, pueden atacar un electrafilo fuerte. PFor
ejemplo, un alcohol ataca un carbocaticén, o bien, el alcohol
puede convertirse en el idn alcdxido que es un nuclesfilo fuerte
qQue ataca a electréfilos débiles (F.18,300
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Un alcohol es un mal electraéfilo, porque el grupo hidroxilo
es un mal grupo saliente. £l grupo hidroxilo, se puede
canvertir en un buen grupo saliente ya sea por tosilacién o por
protonacian ¢®«.e@.073,

En solucidén 4cida, un alcohol estd en equilibrio con su
forma protonada. La protonacién, convierte al grupo hidroxilo,
que era un pésimo grupo saliente, en un buen grupo saliente. En
su forma protonada, el grupo hidroxilo puede eliminarse como una
molécula de agua. Una vez que se protona el alcohol, son
posibles todas lag reacciones normales de sustitucien vy
eliminacidén, dependiendo de la estructura del alcohol, es decir,
si es primario, secundario o terciariog ‘®e-89,

Los alcoholes también son susceptibles de sufrir reacciones
de esterificacien de tipo Fischer, entre otras variariones de
reacciones especificasg (Q«.a7),

En si, la determinacién de la reactividad de un grupo
hidroxilo esteroidal, es de gran utilidad cuando se caracteriza
un determinado compuesto, vya que mediante ello, se pone de
manifiesto, la presencia o ausencia de un grupo funcional de
esta naturaleza, en una determinada sustancia.

GRUPD LACTONA

Las lactonas, son  désteres de carboxilato formadas
intramolecularmente a partir de un 4cido oxhidrilico, por lao
cual, son consideradas como ésteres ciclicos. En funsion de la
cadena alquilica ciclada en el 4cido oxhidrilico, las lactonas
se clasifican en alfa (x), beta (8), gamma (1) y lamda (&)
( Fig. 4.2.9.A, ). Las «~lactonas, son compuestos inestables
con anillos de tres miembros, las -, v~ y d&-lactonas, tienen
anillos de cuatra, cinco y séis miembros respectivamente, y son
mds estables que las de tipo «-, principalmente las de tipo 7 y
§, debido a que las f#, por lo general, son muy dificiles de
formar (Bh,07) .

De todas las reacciones que pueden sufrir las lactonas, la
hidrélisis tanto &cida como bdsica y la formacién de complejos
de fierro IlI, coordinados con el 4dcido hidroxdmico, resultan de
la aminolisis de una lactona, son las reacciones mds importantes
en la evaluacién de reactividad funcional de ésteres ciclicos,
constitutivos en una molécula en vias de caracterizacién «*¥?,
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Asi pues, las lactonas al igual que los esteres aciclicos,
son hidrolizados por Acidos o bases acuosas, para producir un
dcido carboxilico mds un alcohol, lo cual ocurre en los ésteres
aciclicos, y en las lactonas, se forma un Acido oxhidrilico de
tipo oy 8, v o &, segun la naturaleza del eéster ciclico que lo

OH
.é H*
R-CH-C=Q > R-—CH--C=0
& < N/
H Y Y1 [s]
Ac. a—-oxhidrilico a-lactona
(inestable)
o+
y
R-CH-CHe~L=0 e s 3 R-CH-CHn
<
u b_deo
Ac. @#~oxhidrilico fg-lactona
(poco  estable)
OH HeCCHye
.é H* \
R-CH~CHp~CHe~C=0Q [ C=0
} ) !
H R-CH-0
Ac. T—-oxhidrilico T-lactona
(estable)
OoH R_HC-—0O
é H* / \
R-CH-CH -"CHQ’CH." =) B e S RV % ch c=0
& < \ /
H Hel-—CHe
Ac. §-oxhidrilico &-lactona
(estable)

Fig. 4.2.5.A. Clasificacién de lactonas en base a la
naturaleza del Aacido oxhidrilico que

las forma.
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origina. LLa hidrolisis 4cida de ésteres, puede ocurrir por mas
de un camino, dependiendo de la estruttura del sustrato; sin
embarge, el camino usual es justamente el inverso de la reaccién
de esterificacién de Fischer. En tanto que una hidrélisis
bssica, ocurre por la via tipica de sustitucion nucleofilica
directamente al acilo, en el cual, el idn hidroxilo (nucledafilo)
se une al grupe carbonilo del éster para formar un intermediario
tetraddrico. La pérdida del ién alcéxido produce entonces un
dcido carboxilico, que es desprotonado para formar la sal de
carboxilato. El Acido libre swe obtiene al adicionar un 4cido
mineral en medio acuoso, para protonar el carboxilato ¢18.2v),

Por otra parte, las lactonas reaccionan formando 4cido
hidroxdmico, por efecto de la hidroxilamina en medio alcalino,
lo cual ps posible mediante un ataque tipico de sustitucidn
nucleafilica en el acilo, para producir el hidroxamato
respectivo (1vs84)

t.os d&cidos hidroxdmicos, son sustancias capares de formar
rapidamente complejos coloridos con el ian fierro IIl en medio
Acido, generando tonalidades muy particulares, las cuales varian
en funcioén de la naturaleza estructural, ya sea alquilica o bien
arilica, unidas al 4cido hidroxdmico ligado al ién Fe*® tim.avs

EORMACION DE COMPLEJINS METALICOS

Un complejo metdlico es el resultado de la coordinacidn de
un ién metalico con una especie que tenga uno o mds pares
electrénicos no enlazantes, disponibles para ser compartidos. A
la especie donadora de electrones se le llama ligando ( del
latin "ligare", unir ) o formador de complejos. ARl ién metdlico
del complejo se le llama idén central, El ligando puede tener
uno o mas grupaos donadores de electrones en cada molécula, por
lo cual, se¢ clasifican en uni-, bi~-, ¢tri-, tetra-,....,
mul tidentados ( del latin “dentatus", con dientes ). Al numerc
maximo de ligandos unidentados que pueden coordinarse con un
cierto ion central, se le llama nimero méximo de coordinacidn de
diche ién. l.a carga de un complejo es igual a 13 suma
algebraica de la carga del ién central y de los ligandos. fPor
consiguiente, un complejo metdlico puede ser neutro o de carga
positiva o negativa ¢*¥.e2v2,

Cuando un ligando es multidentado, esto es, cuando tiene
dos o mds grupos donadores en una sola molécula, existe 1a
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posibilidad de que se forme una estructura anular con el ién
central. A estas estructuras se les llama esferas de
coordinacién o anillos quelados. El  término resulta muy
apropiado, pues el ién central estd sostenido en el anillo como
en las tenazas de un cangrejo. A la totalidad del complejo
multidentado se le llama complejo quelado o simplemente quelato
( del griego “chele", tenazas de cangrejo ). La estabilidad de
una esfera de coovdinacién llega 2 su maximo cuando tiene O a &
miembros en la estructura ¢¥.7r,

Cabe hacer notar, que todos los iones metdlicos en solucien
acuosa estdn presentes en forma de complejos, al menos como
complejos acuo. El 4tomo de oxigenn de la molécula de agua,
actda comt donante electronico. Por ejemplo, el ion fierro II1
en agua, existe como Fel(He0),*¥ aunque al escribir se haga, por
simplicidad, en la forma no solvatada, esto es, Fe+3, a menns
que se quiera especificar la solvatacien «¥.3%.29

La mayor parte de los complejos de coordinacien, solo son
estables en disolucidn, ya que al sufrir ésta una variacian en
su composicidén, los esqueletos se rompen formando nuevas
coordinaciones que no corresponden al punto objetive del
andlisis inicial. Aunque existen esferas de coordinacian
sumamente estables, adn fuera del medio que las genera, siempre
y cuando se les de una idénea preservacian, y ello se debe a que
ciertas sustancias donadoras de pares electronicos, se ligan mas
fuertemente a un determinado 4tomo metilico que otras; tal es el
caso de las clorofilas y hemoglobina, que son complejos muy
especiales de coordinacion cuyo 1idén central es el Fe*?, asi
también, los anillos quelados de E.D.T.A., con atomo central de
plomo o bien de calcio, entre otras especies de guelatos «7»®>,

Los camplejos de coordinacién no sélo pueden ser formados
por Atomos metdlicos ya que especies como fésforo V, pueden
formar con facilidad wuna gran gama de quelatos, desde
monodentados hasta multidentados, siendo mas estables unos que
otros, segun la afinidad a 1la naturaleza estructural del o los
ligandos **®’.

Para todo estudio de formacidn de comple jos de
coordinacion, es necesario conocer a ciencia cierta, la
dispocicién espacial del A4tomo central, ya que en base a ello,
es posible el determinar la estructura del esqueleto, asi como
del namero y la distribucidén de los ligandos, debido a gque en
etlo es como se generan las diversas tonalidades caracteristicas
en cada caso, Por lo general, la mayoria de esferas de
coordinacidén presentan coloraciones muy particulares. Por lo
tanto, se debe asumiv que atomos metdlicos como por ejempla, el
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Aluminio IIl y Fierro 111, adquieren una distribucisn espacial
de tipo octaédrico, en tanto que el cobre II, la adquiere
cuadrada planar y el fésforo V, bipiramidaltrigonal (r%.1%,@,

Por otra parte, el color del complejo de coardinacidn, o
bien la ausencia de este, va ha depender, para un mismo dtomo
central, del namero y la naturaleza estructural del ligando y es
en base ello, por lo cual, la formacien de complejos de
coardinacién es muy utilizada tanto en los estudios de
reactividad funcional, como en los sistemas reveladores en
cromatografia de capa fina, delimitando con ello la presencia de
un determinado tipo de compuesto; por lo cual, es considerada
como una herramienta de trabajo, la cual es de gran utilidad en
la caracterizacion de sustancias (2es-t¥.842

EFECTOS AMBIENTALES EN LAS REACCIONES

Aunque el oxigeno es el elemento mds abundante, no fue
reconocido caomo tal, sino hasta fines del siglo XVI[I <®«),

El oxigeno se presenta abundantemente en la tierra ya que
la atmésfera contiene un 23.08 % en peso de oxigeno, que
constituye un 20.99 % de su volumen; el agua pura, estd formada
por un 88.81 % de oxigeno vy la de mar, una disoluciéon salina,
por un 85.79 %; y los numerosos minerales y rocas constituyentes
de la corteza terrestre contienen sobre un 46.46 % de oxigeno.
En la parte accesible de la tierra, existe un 49.40 % de
oxigeno, siendo el elemento mds abundante, y unicamente en la
composicién calculada de todo nuestro planeta, s sobrepasado
por el hierro, conun 39.76 %4, frente a un 27.71 % para
el oxigeno ¢t4.3ay,

A temperatura ambiente, el oxigeno es bastante inactivo
pero a temperaturas elevadas, especialmente si  es puro y: en
presencia de algun catalizador, se combina con la mayoria de los
otros elementos para formar déxidos. La estructura electronica
supuesta ( 0=0 ), con dos pares de electrones compartidos
explica este comportamiento, vya que la reactividad del oxigeno
va unida a su disociacidn previa en 4tomos, lo que exige la
absgorcién de wuna gran cantidad de calor, igual a 118,32
Kcal/mnl (l‘o;lﬂ.l".ﬂk)'

Por otra parte, la mayor parte de dxidos reaccionan con el
agua y dan lugar a J4cidos o bases. Los  éxidos que originan
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Acidos se denominan éxidos Acidos o anhidridos y los que forman
bases se designan como oxidos basicos. En general, los axidos
de los elementos no metdlicos, son anhidridos y los de los
metdles son bases, pero este comportamiento depende de la
estructura malecular o idnica del éxida y, por lo tanto, del
radio y de la carga del Atomo del elemento unido al oxigeno.

Los oxidos moleculares que reaccionan con el agua son
anhidridos y la fuerza del 4cido que resulta depende de la mayor
fuerza del enlace entre el elemento y el oxigeno respecto a la
del enlace entre el axigena y el hidréqeno. Si se representa
uno de los enlaces entre el elementoc y el oxigeno, las
ecuaciones correspandientes a la hidratacién del déxido san ¢*%?:

R->0 + Hul B — HO-R-0OH

R=0 + Hal) ety HO-R-0OH

* Enlace covalarite dative ¢ => ),

" BEnilace covaleanto dobile ¢ = ),

El enlace cavalente dativo y el doble enlace covalente, se
rompen en cada caso para dar lugar a dos enlaces covalentes
sencillog ¢t«s28)

E! diséxido de silicio ( §i0e ), se forma por deshidratacién
del 4cido y es por tanto un anhidrido, pero no reacciona con el
agua por formar un cristal covalente ¢t%s.i1@3

La ecuacien correspondiente a la reaccién entre un éxido
iénico de cardcter basico y el agua es <34i;

2 R-0~ + Hal) -> 2?2 R~-OH

El concepto de A4cido y base de Lewis, explica también el
cardcter de un éxido como 4dcidoe o como base. Si poseen un par de
electranes no compartidos que pueden ceder el ion oxigeno (0=),
son bases y si aceptan este par de electrones, son dcidog to«r,

Los 4cidos que pueden obtenerse a partir de un anhidrido vy
agua se denominan oxidcidos en oposicién a los Acideos que no
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tienen oxigena, Yy por tanto, no dan anhidrido que se denominan
hidracidos ¢®%?,

S5i un anhidrido se hidrata distintamente y {orma varios
dcidos, el mds hidratado se denomina 4cido orto y el menos
hidratado, acido meta. Asi, del anhidrido fosfdérico o pentéxido
de fdésforo, PeOs, se origina el 4cido metafosférico HPO.
( Palls + Hel = HPOs ) y el 4cido ortofosférico, HalPO..
( PeOs + 3 Hal = 2 HaP0a ). El 4cido fosfarico abtenido a
partir de wuna molécula de anhidrido y dos de agua, origina el
dcido pirofosférico HuaPel, $24.a4)

Por otra parte, la unidn de una sustancia con el oxigeno,
o sea, el aumento del contenido de este elemento en un cuerpo se
denomina oxidacion, y la disminucién de oxigeno en un compuesto
se conoce como reduccidn, En forma particular, se habla de
oxidacién cuando el proceso de unidén con el oxigeno es lento y
el calor que se desprende durante el mismo se disipa en el medio
ambiente sin que aumente la temperatura del cuerpo gque se oxida,
pero si el proceso es répido va acompafado de up gran aumento de
combustisn, l.a corrosidn del hierro o la putrefacciéon de la
madera son procesos lentos de oxidacién pero cuando el carbdén se
quema o arde el alcohol, el proceso es en cada caso muy répido y
congtituye una combustian. Asimismo, la transformacidn del
éxido férrico ( Feala )}, en éxido ferroso ( FeO ), con un menor
contenido en oxigeno, o la de estos éxidos en hierro metdlico,
es una reduccidn (8e.08,a7),

8i la oxidacién de un cuerpo se efectia de manera que el
calor se pierde més lentamente que como se produce, la
temperatura aumentard gradualmente lo que a su vez acelerard la
oxidacion y llegard un momento en gque al alcanzar el punto de
inflamacién, el material se enciende espontaneamente, Este
fenémeno se conoce como combustion espontdnea (1«.18,3:9)

Desde el punto de vista electrénico, se ha definido la
oxidacién como la combinacién de una sustancia con el oxigeno y
la reduccion como el proceso inverso de disminucion del
contenido de este elemento en un compuesto. Las ecuaciones

2Mg + Os = & Mgl y 2 Cugll + 0a = 4Cubd

en que el magnesio se transforma en éxido magnésico y el éxido
cuproso se convierte en oxido cuprico, corresponden a procesos
de oxldacion y las ecuaciones:
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0+ C = Zn + (O y Feplla + € = & Fel + (0O

en que el oxido de zinc se reduce a metal y el axido férrico se

transforma en oxido ferroso corresponden a procesos de
reduccion., Puesto que si un dtomo pierde electrones otro atomo
debhe ganarlos, todo proceso de oxidacidn va unide necesariammnte
a uno de reduccidny el proceso gqlobal es, por tanto, de
oxidacidén-reduccisdn, Para que un cuerpo se oxide otro tienewn
que reducicse, Las dos transferencias se verifican en la misma
extension la cual depende, conjuntamente, de la tendencia de
cada una de las sustancias. El cuerpo que se oxida obliga al

otro cuerpo a reducirse y reciprocamente, por lo cual, el gue se
oxida se canoce como reductor y el que se reduce como oxidante.

Ahora bien, aunque en muy pequera  namero, ciertas
reacciones quimicas son aceleradas o incluso promovidas por
accien de la luz y, en general, de la energia radiante. Dejando
aparte la accidn de las radiaciones de alta energia ( rayos o,
By 7, neutrones, etc. ) que pueden originar procesos quimicos
muy diversos; es de gran interés el considerar la naturaleza de
las reacciones causadas por absorcion de luz, principalmente
visible y wultravioleta, o de las regiones que al verificarse a
temperatura ambiente emiten energia luminosa. Estas reacciones
reciben el nombre de reaciones fotogquimicas 29,242

La absorcién de luz consiste sencillamente en la captura de
fotones cuya energia, depende de la frecuencia. Un fotén de luz
de 2000 a 8000 A de longitud de onda tienen una energia de 6.2 a
1.55 electrén-volts, o sea 143 a 35.75 Kcal/mol, muy superior o
comparable a la energia de los enlaces atamlcos por lo que, en
este aspecto, el proceso quimico podrd fdcilmente producirse.

El foton absorvido por la molécula activada puede
transferir su exceso localizado de energia como energia de
vibracién de un determinado enlace que puede, en consecuencia,
romperse, pero esto es muy poco frecuente y, en general, dicho
exceso de energia se pierde como energia cinética al chocar con
otras moléculas ( que pueden guedar a su vez activadas ), vy en
algunos casos se emite de nuevo como energia radiante de igual o
casi siempre menor frecuencla, cuando el electrén excitado
vuelve directamente o por saltos a sy nivel normal en la
molécula. Este fendmeno se denomina fluorescencia. Como la
vida de la moléculas activadas es enormemente pequera, inferior
a la millonésima de segundo, 1la fluorescencia se produce
simul tdneamente a la irradiavién y la substancia emite luz
durante un cierto tiempo después de haber sido excitada; el
fenomeno se denomina entonces fosforescencia ¢(2%-10.84,860)
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En si, la luz puede efectuar reacciones de diversa indole
sequn ejersa su activacidén en las moleéculas orgdnicas, asi, se
tienen reacciones de sustitucion, saturacian, ruptura de
enlaces, trasposicion, reduccian, oxidacién, etc.; por o

cual, es importante el considerar siempre en todo proceso de
andlisis de sustancias, los efectos de la luz natural, asi como
de algunas fuentes luminosas, ademds de las posibles reacciones
de oxido-reduccién que se  suscitan en algunues componentes al
entrar en contacto con el aire ambiental, bajo efectos térmicos;
teniendo conocimiento de ello, se podrd efectuar de la manera
mas propicia un seguimiento de reactividad enfocado
primordialmente a la estabilidad de una determinada sustancia en
estudio, lo cual es importante considerar cuando se procede a
una caracterizacidn de compuestos tanto naturales como
semisintéticos y sintéticos cre.e%.07,

Pentro de la caracterizaciéon de sustancias, ademas de
considerar las reacciones fotoquimicos de las fuentes luminosas
y las oxido-reductoras del aire circundante, en un proceso de
evaluacidén de reactividad y estabilidad, es importante el
considerar ademds los efectos de disolucidn, ya que ésta puede
favorecer dichos fenomenos, dependiendo claro esta de que si el
medio es orgdnico, 4acuoso o bien orgdnico-acuoso, en donde en
cada uno de los casos e deberd conocer experimental o
tedricamente los posibles efectos del proceso de disolucisén.

Algunos medios tanto orgdnicos como acuosos, pueden
acelerar procesos fotoquimicos en algunas sustancias organicas
que sean susceptibles, ademds de que también un medio mal
seleccionado puede producir acelerar el proceso sxido-reductor
de la misma sin que el experimentador lo contempie dentro de su
estudio; aunque estas dos reacciones involuntarias en ciertos
compuestos orgdnicos, ocupan un porcentaje muy bajo de la gran
cantidad de productos existentes, aunque ello no implique que se
deba despreciar tal posibilidad, y menos cuando se estd en vias
de caracterizacion de sustancias de reciente descubrimiento.

Los andlisis de estabilidad ante luz, aire y medios de
disolucién, son de gran importancia en la identificacion de
sustancias Yy sobre todo cuande se desea generar métodos
analiticos para deteccidn de las mismas o bien, cuando se
emprende un estudio de formulacién o de otra indole, en la cual,
se desee conocer a ciencia cierta la estabilidad de un producto
ante estos factores desestabilizantes (14.18,17,84)




GENERAL IDADES CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

VAL IDACION

Una parte auy importante en el desarrollo de un método
analitico es la validacien del wmismo, esto implica que se
debera probar que el método es efectivo. l.a validacian de
manera general, incluye el evaluar la linealidad del método,
su exactitud, precision y especificidad, asi como la linealidad
del sistema ¢9e?,

tta validacion es un proceso por medio del cual gqueda
establecido, mediante andlisis en el laboratorio, gque el método
tienen la capacidad de satisfacer los requerimientos para la o
las aplicaciones analiticas deseadas (®%.8s),

Dentro de una caracterizacison de sustanrcias desconocidas o
de reciente disefo, donde adn no se tiemen o conocen los
productas de degradacien, basta con aplicar la linealidad,
exactitud y precisidén, omitiendo la especificidad cuando se da
por hechos comprobables ( desarrollo de estudios de reactividad
quimica ) que el método ey aplicable dnicamente a la sustancia
en estudio; y que ademas, éste, no se aplique a nivel de fluidos
bioldgicos en primera ingtanclia ¢20.8&.08)

Lta lineallidad de un sistema o método analitico, se refiere
a8 su habilidad para asegurar que los resultades anmaliticos, los
cuales se pueden abtener directamente o por medio de una
transformacian matemdtica bien definida, son proporcionales a la
concentracién de la sustancia dentro de un intervalo
determinada, e]1 cual estd definido por las concentraciones
comprendidas entre los niveles de concentracidn superior e
inferior de la sustancia, en el cual se ha demostrado que el

método o el sistema son lineales (192.86r

La linealidad de un sistema se determina construyendo una
curva de calibracidan ( concentracian contra respuesta )
utilizando cuando menos cinco diluciones preparadas a partir de
una misma solucién patron y haciendo e) andlisis cuando menos
por duplicado para cada dilucion. El intervala entre las
concentraciones a andalizar dependerd del propdésito del método.

Como criterios, ve deben considerar los siguientes
pardmetros para aceptar que @1 sistema es lingal (1o,sm,mad
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GENERAL.IDADES CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

# Coeficiente de variacion ( GV ) ¢ 1.9 %
# Coeficiente de correlacidn lineal ( v ) 2 0.99

* Coeficiente de determinaciaon lineal ( v® ) 2 0,98

< t.A ECUASIONED APAFRICEN (40 Loe HMeETobos RrREgPECYIVOD

Por otra parte, la linealidad del método se determina a
partir de placebos adicionador de cuando menos tres diferentes
cantidades de la sustancia de interés, cada uno de manera
independiente, haciendo los andlisis por triplicado (1,88,

Las concentraciones que se manejen en los placebos cargados
deberan ser las adecuadas para que utilizando el método
propuesto, las contentraciones de las soluciones finales a
analizar, estén dentro del intervalo de la linealidad del
sistema, incluyendo siempre el correspondiente 100 % ¢1o«mé)

Como criterios de aceptacion, se consideran los sigulentes
pardmetrog ¢1°.®e8),

# Promedio de recobro ( PR ) = 98 - 102 %

# Coeficiente de variacion ( CV ) ¢ 2 %

# Coeficiente de correlacisén lineal ( r )} 2 0.99

# Coeficiente de determinacisén lineal ( r2 ) 2 0.98
# Pendiente (m ) = 1
# (Ordenada al origen (b } = O

¢t l.Aas TECUACIONEDS ArARECEN ©N .o8 METODOS RESPECTIVOE )

Ahora bien, la exactitud, es la concordancia entre un valor
de referencia. Se expresa como el porciento de recobro. Aqui
se@ adiciona una cantidad conocida del compuesto de interés y se
determina de cuandoe menos & placebos cargados de manera
independiente con la cantidad necesaria para obtener la
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GENERAL.IDADES CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

concentracien del 100 %, wutilizando el método propuesteo. Los
andlisis se deben realizar bajo las mismas condiciones de
operacion y por ] mismo analista, empleando los siguientes
pardmetros como criterio de aceptaciéen de la exactitud del
método ¢2o.0m,06),

# Praomedio de recobro ( PR ) = 98 -~ 102 %

% Coeficiente de variacion ( €V ) ¢ 2 %

€ LAl ECUAC TONER AranRigcEN BN LB METODOE REGPECTIVO8 )

Con relacion a la precisidn, se tienen que ésta, es el
grado de concordancia entre  los resultados analiticos
individuales, cuando e! procedimiento se aplica repetidamente a
diferentes muestreos de una determinada cantidad homogénea del
producto. Generalmente se expresa en términos de desviaciaon
estandard o del coeficiente de variacion, La precisidén es una
medida del grado de reproducibilidad y de repetibilidad del
método analitico bajo las condiciones normales de operacion.

{a precisidén se determina por el andlisis sextuplicado de
una misma solucian estdndard correspondiente al 100 %
establecido en la linealidad. Como criterio de aceptacisn, se
emplea el siguiente pardmetro ¢29.11.88);

# Doeficiente de variacian ( LV ) ¢ 1.5 %

¢ LA ECUACTINN AFARECE EN &L METODO RESPECTIVO )

Por otra parte, se debe tener en cuenta que la
repetibilidad es  la precisién de un método analitico expresado
como la concordancia obtenida entre determinaciones
independientes bajo lag mismas condiciones de analista,
laboratorio, equipo, reactivos, etc..

En tanto que la reproducibilidad, es 1la precisidén de un
método analitico expresado como la concordancia entre
determinaciones independientes realizadas bajo condiciones
diferentes ( diferentes analistas, en el mismo y/o en diferente
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GENERAL I DADES CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

laboratorio, en diferentes dias, utilizandn el mismo y/0
diferente equipo, etc. ). €Cn si, Ja precisién-reproducibilidad,
se debe determinar de una muestra homoegénea cercana al 100 % de
la concentracidén tedrica, analizada cuando menos por dos
analistas, en dos dias diferentes con diferentes equipos y por
triplicado. Pero para los fines de un disero de métode en una
caracterizacion, el rual debe ser rdpido y objetivo, basta con
aplicar la precisién como tal, expresada en términos de
desviacion estandard ¢ de coeficiente de variacien, mediante un
andlisis por sextuplicado de una misma solucien patroén,
abarcando cuando menos tres niveles de cancentracisn, en lo
estipulado en la linealidad del sistema, asi, esta precisien
vendrd a ser la precision del sistema, lo cual es requisito
minimo para completar un estudio de validacién de sustancias,
mads adun cuando éstas son costosas o bien no se cuenta con ellas
en abundancia, el analista no puede darse el lujo de emplear
grandes cantidades del producto para desarvollar una validacian
exhaustiva al disefo de método propuesto, por lo cual se debe
ajustar al minimo de pardmetros necesarios para considerar una
validacidn, los cuales son (4©.21,08),

* Linealidad del sistema.

# Linealidad del método.

* Exactitud del método.

* Precisidn del sistema y/o del método.

En si, estos cuatro pardmetros son bdsicos, ademds de ser
los minimos necesarios para efectuar un proceso de validacién,
el cual no es objetiveo primordial en- la caracterizacién de
sustancias, pero si complementario en el aspecto de andlisis

quimico, efectuado a un determinado compuesto en estudio, para
una finalidad determinada.
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FUNDAMENTACT ON

Dentro del contexto cientifico, siempre ha existido la
presencia de sustancias quimicas, de las cuales es necesario
conocer a ciencia cierta, la diversidad de propiedades que
presentan, asi como el comportamiento de las mismas, por ello,
los estudios de caracterizacion de sustancias tanto naturales,
como semisintéticas y sintéticas, en su mayoria, son de gran
importancia, ya que su aplicacioén, permite optimizar, agilizar y
prever entre otras cosas, los efectos y procesos diversos a los
cuales estas sean sometidas; lo cual es vital para el dmbito
profesional del Quimico Farmacéutico Biclogo, Bioguimica,
Quimico, Médico, Ingenieroa Quimico y Biogquimico entre

otros.

Por tal motive, la rcaracterizacisén de sustancias quimicas
ha sido, es y serd, una de las herramientas mds importantes y

fundamentales en el disefo y desarrolle cientifico.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEHMA

Tratando de encontrar un fdrmaco con mejor actividad
inotropica cardiaca que la digital, donde la toxicidad
( producida por los digitdlicos naturales ) no se manifieste o
bien se vea minimizada, y que ademds proporcione un amplio
margen de seguridad, Karel Wiesner y Thomas Y. R. Tsae ‘*! del
Centro de Investigacian de Productos Naturales de la Universidad
de New Brumswick, en Brunswick Canadd, lograron sintetizar la
Actodigina, bajo disedo molecular del Departamento de
Farmacologia del Instituto Nacional de Cardioclogia "Ignacio
Chdvez" de la Ciudad de México, en donde se desarrollaron los
estudios farmacolégicos correspondientes, a cargo de los
doctores R.  Méndez, G. Pastelin y E. Kabela <=7, Estos
investigadores describieron que la Actodigina, que es un andlogo
sintético de la digitoxina; posee a diferencia de esta, una gran
rapidez de accion ( mds rdpido que la Quabaina } y un margen de
seguridad notablemente mayor que el de todos los digitdlicos
conocidos, ademds de una rdpida reversibilidad de efectos
téxicos.

Por tal motivo, se hace necesaria la caracterizacidn
fisica, quimica y. fisicoguimica de la Actodigina, vya que esta
permitird conocer con mayor precision al producto, facilitando
en extremo los estudios farmacolégicos posteriores; ademds de
que en un futuro préximo, generard una aportacidn importante en
el desarrollo farmacéutico, asi como en toda investigacign
realizada en torno a este activo, que forma parte de un grupo de
medicamentos de gran interés en cadiologia.
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OBJIETIVUOS

Caracterizar a la Actodigina, empleando métodos de
andlisis que permitan evaluar tanto sus prepiedades
fisicas, as: como sus  propiedades quimicas  y

fisicogquimicas.

Evaluar la apariencia, color, olor y sabor de la

Actaodigina.

Realizar una serie de estudios espectrales asi como
de cristalografia por difraccién de rayos X, al

activoa.

Determinar mediante diversos andlisis, las

caracteristicas fisicoquimicas del praoducto.

- I levar a cabo estudios de reactividad funcional y

ensayos de identidad.

Desarrullar y validar un método analitice que

permita cuantificar al activo.
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HIPOTESTS

Si se obtiene una caracterizacidn apropiada
de la Actodigina en base a un andlisis bien

definido de la conformacidn estructuval, asi

coma de SUsS propiedades fisicas de
organolépsia, quimicas y fisicoquimicas,
centrando su mayor importancia en la
reactividad funcional, se abtendra la

infarmacian fundamental para ‘el disefo vy
desarrollo cientifico de nuevos campos - de

aplicaciaon directa de la Actadigina.




MOaTERT AL

Y EQuieod

Ndaptadores, pinzas e iaplesentos especiales; asi como

soportes.
Marea
Madela
falanza analitica digital.

Mavca
Hodelo

Cristaleria basicae.

Marci
Modela

2 PDiversas.
: Diveraos.

nins Worth.
L--11R02-10 / AN-250.

21 ze

: Kimax y Pyrex.
3 Diversos.

r Cristaleria para aicroandlisis.

HMarca
Modelo

: Pyrex, Endox y Quifith.
y Diversos.

Desecador con sistema de vacio.

Marca
Madelo

s Ains Worth.
: Dd-GO2 /7 P.

- Difractor automatico de rayaes X, cristaldgrafo.

Harca
Madela

Equipo para cromatografia en

Marca
tModelo

Equipo para determinacidn de

Marca
Modelo

: Syntex.
: HI-B8TAR / COMP.

capa fina.

: Diversas.
: Diversos.

punto de fusidn.

: Kimmer / Fisher-Jhonss,
r AK109 / Hat Stage / Digital.
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MATERIAL V EQULIPG CARBETERTZACTON DE Lo AUTADEGINA

- Equipo para eicroandlisis de humedad.

Marca @ SINNERNNER.
Modelo : MK2.200F /7 Automatizado.

# Estufa de secado.

Marca @ Oakian.
Hodelo : MM-450 7 Digital.

¥ Egpectrofotdeetro de intraveojo.

Marca @ Gyntex.
Modela = TR/ H-182 /7 Computarizado.

* Espectrofoiometro de UV-VIS,

Marca ¢ S5TH-AMTNCO.
Modelo ¢ DW.2000 / Computarizado.
# Lampara de cuarzo con arco  de deuterio, para andlisis

halotluorescente.

Marca @ LINHER.
Modelo 3 CD 104,

® Lampara de luz de sodio, para andlisis halocromico.

Marca ¢ LINHER.
Modelo @ S 480 /7 100 W.

*# LAmpara de luz ultravioleta de doble longitud de onda.

Marca : Cole-Palmer. H RANHWAR .
Modela @ CV 420 /7 2. H 1040~-ha.

* Mechero fisher con punta de abanico sesgado.

Marca @ IMIG.
Modelo : 0420 / P.

* Micropipeta tipo TC con display digital.

CALPETTE.
24600 seriales HD-01 a HD-22.

Mavca
Modelo




MATERLIAL Y EQUIPO

CARACTERIZACTION DE LA ACTADIGING

Mirroscdépio bioldgico.

Marca
Modelo

Mirroscepio esteroscapico.

Marca
Modeln

Mufla.

Marca
ffodelo

Potencidmetro.

Marca
Modelo

Recirculador.

Marca
Modela

- Refractometro de Abbédé.

Marca
Modelo

Refractametro para saélidus.

Harca
Modelo

- Termémetros, Varios.

Marca
Hodela

Ultramicrobalanza digital.

Marca
Modelo

oo

FYITY

re e

o we

e o

Zuiss .
P
(7.

Nesrlen.
Ti10.

IMIG.
Mriat.

Oakton.

pH / @V 7/ Teap / Benchiop M-D.

Cole-Palmer.
0126762,

Baush and Loals.
At-041 .

Baush and Lomb / Syntex.
$5R-0A41 DENM.

Yaylor ; Cole-Palmer ; Gissons.
041~1IT ; ADT-D10/8%90 ; T100-A2.
039~IF ; ADT-H10/100 ; GROO-AR.

C1OA-41% .
CAHN.

R5-232~-C-31 7/ 1850.

76



ot ok ok ok ok ok ok sk ak gk 3k ok ok dk o kR ok kK dk ok ok ok ko ok ot Ak %k kW X

Ncetona

REACTIVAOS

% AP eseemavamMANEE AR AR REEE AR RE

Acetato de etilo ..ot iiinennecnan
Acido aceticn . oiiinieirenenaenneane
Acido arético glacial .. .ireennaane
Acido clorlhdrico ..o iniennunenns
Acido clorosulfonico ciaoviavecevnna
Acido cromosulfdnico .c..oiineecunona
Ncido o-fosftérico ..... trenesansunea
Acido nitrico ..., [ R
Acido p-taluensulfonilico (....0vnn.
Acido sulfdrico «oieeennereiamuonnean
Agua bidestilada ....ocvnvinnninnn
Agua de hromo . ..iueeeivrvovvucnannn
Agua destilada .......cvienennene.

Anilina
Benceno

ss RS s eL A RCaNENURE RS EA e R

Claroformo . .ccveeovvscanavonsnans &
Difenilamina .c.vvcenteernsurnsnvnen
Etanol ...eciecrnnconannansnnarannsn
Eter etilico . vcviaeinrincvncecnnnenss
Formamida .evcecocnvncasnnnenascenns

Gliceral

R R R N NI R AR A A ]

Hidroxido de amonio S50 % ccenevacnns

Metanol

- Monobramanaftaleno [ 5TD 1 ..cuununs
- N,N-dimetilformamida ...ecccensanens

p-anisaldehido .. ... iveinnnninanas

Parafina
Pardxido
Piridina
Reactivo
Solucidén
Solucidén
Salucian
Solucion

liquida c.verenncnccnsnncas
de hidrdgeno 30 % v enees
de Karl-Fisher ....ecuunens
reguladora de pH § s..0.van
reguladora de pH 7 ........
reguladora de pH 9 ...cuvne
de control-prueha de pH ...

(
(
(
(
(
{
(
(
(
(
(

(

(

R.A.
R.A.
R.A.
R.A.
R.AL
R.A.
R.A.
R.A.
R.A.
R.A.
R.A.

G.R.

Analisi

R.A.

)

)

11

)
)

.

Andlisis ) .

) .

¢ LIQUIDONS

J. T. Bake
J. T. Hake
J. T. Bake
J. 7. Bake
J. 7. Bake
T. Quimica
Aldrich.
J. T. Bake
Herck.

J. T. Bake
Merck.
Sigma.
Sigma.
Sigma.
Aldrich.
Merck.
Merck.

J. T. Bake
Merck.

T. Quimica
T. Quimica
Merck.

J. T. Bake
J. 7. Bake
Aldrich.
Merck.
Merck.
Aldrich.
Sigma.
HMerck.
Sigma.
Sigma.
Sigma.
Sigma.
Biomeriux.

)

s
L
.
ra

U,

L

Ve

T
{

77
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¢ SOLTDOS )

* Acido triclaronacetico -......00.. e CRGAL ) L0 e 1L Baker.
* Acido 2,4,6~trinitrobenzdico ..., <o CRWAC D) L. Meralk.

* Acido 3,9-dinitrobenzéico ... ..0nn t R.A. ) .. Herck.

* Acetato de cobre (ool inean <. CR.AL ) L. T. T Baker,
¥ Actodigina ...vavvinrenn P b canrrnnresesas Proporcinnado

por 12l J.NGC.
de la G.5.A,

# Bromuro de potasio .....vouieeinnn o 0P )Y L. Aldrich.
¥ Carbonato de sodio ... .0 0icen vusex CReAL ) Lo T. &, Baker.
# Cloruro de bencidina ........... cene (WAL D) L0 Herck.
* Cloruro de calcio anhidro .........« ¢t G.R. Y .. J. T, Baker.
* Cloruro de hidroxilamina ..... veeaxs CRAG D) L0 TJ. T, Baker,
* Cloruro férrico ... c00nnn vennener (RALG )Y oo Jo To Baker,
#* Claruro ferroso ........ veenareannas CBRG D) L0 T Quinmica.
# Claruro de trifeniltetrazolium ..... ¢ R.A. ) .. Merck.
* D-glucoSa ceceveenniiinies i vaes (R.AL ) .. Sigma.
* Difenilamina ....... R, .o CRABC ) .. Mercl.
* Digitoxigenina ....... .. .ol wveeew ¢ RUALG ) .. Sigma.
» Digitoxina ...viiivniiiiiiiineiaaeees CRAL ) o0 Sigma.
* Estriol-3-sulfato-lé-glucoronido ... ¢ R.A. ) .. Barthox.
* Estrofantidina .............. veesses CR.AL ) L. Sigma.
* Fenacetina ............. Cieernauans QPO ) L. Aldrich.
¥ Fenoftaleina .......viivivnnenns vees CR.AL ) L Sigma.
* Fluoresceina .......evieunns ceareesa CRAL D) L. Sigma.
¥ Fosfato de sodio monobdsico ..... .o (R.A. ) .. J. T. Baker.
* Hidréxido de potasio ............... ( R\A. ) .. J. T. Baker.
* Hidroxido de sodio ...... tecnernsees CRAC D) .. T, T. Baker.
* Metilestrieno—3-propil-lé-etilo .... ¢ G.R. ) .. Sigma.
* Metiletilrodamina ..............ou.. ( R.AL ) .. Hinhnoss.
# Nitrato de plata ............ceavee CR.AL ) L0 T, Ruimica.
* p~bromoanilina ...... . c0iiieeee. ( RAAL ) (. Merck.
* Péntacloruro de antimonio ....... oo CRAL Y L0 0 T, Baker.
#* Permanganato de potasio ............ ( G.R. ) .. J. T. Baker.
* Poliestireno, film ........ cesrnrene QPO ) L. Minhonss,
# Rodamina base tipn 186 .. .......... «. ( R.A. ) .. Aldrich.
* Rodamina base tipo 24 .............. ( R.A. ) .. Aldrich.
* 5ACAr0Sa «ccvnvesrsacscnrssansansavs (GuUR. ) . Sigma.
# S§ilica gel 40 para capa fina, con

raveadaor para UV (... i i ieaea e ERPL ) oL Merck.
* Sodio metdlico ........... vesnesu=es CReAC ) .. J. T. Baker.
* Sulfato de sodio anhidra ...... .00 ( R.AL ) L. J. T, Baker.
*» Tartrato de sadio dihidratado ...... ( R.A. ) .. J. T. Baker.
* Tiosulfdto de sodio (. ..v.venn. canae CRAGY oo o T, Baker.
* Trifenilaming (. .. vveriiinnnsnaenas € RaAL ) o0 J. T, Baker.
* Trinitrofenol ........... veneswannse (GJR. ) .. Merck.
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REACTIVOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINNA

# Vaselina ..ciiienniiinniantnecaenaes (BPO ) o0 Aldrich.

* Yodo resublimado .s.eeieeanncnannanse CRUAL Y o0 J. T. BHaker,
* Yodura de potasio «..vciaveiiinnnnes ( RUA. ) oo J.o T. Baker.
* P-aminofenol ...ciiiianiiinesnnenenes C RAAL ) o0 Merck.

# J-aminofenol .iciviiiriiinieenenacanes (R ) ou J. T. Baker,
* 3-lactona-3‘-hidroxidifenilo ....... ¢ R.A. ) .. Herck.

# S-hidraoximetil furfural ............ ( G.R. ) .. Merck.

* S-hidroxi-l-tetralonag ....vvcceveeas ( G.R. ) . Signa.

® 2,4,2° 4 ~tetranitrodifenilo .. ..... ( R.A. )} . Nerck.

* N~-hromosuccinimida ... vinneanaews C G.R. D .0 Herck.

% N,N-rodamina base 851 ......ccannnn.. ¢ AL ) .. Minhonses.
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METODOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA
t.— PROPIEDADES ORGANOLEPRT [CAS
1.1.~ APARIENCIA

1.1.1.~ HOMOGENEIDAD

Colocar 10 mg del producto Actodigina sobre un
portaobjetos perfectamente limpio y seco; dispersar
uniTforaemente y observar al microscopio bajo objetivos

10X y 40X,

Por separado, dispersar 50 my del producto
Actodigina sobre un  vidrio de relo) perfectamente

limpio y seco; observar bajo luz blanca.

En ambos casos, la prueba de homogeneidad es
positiva =i se observa uniformidad en el tamafo de

particula.
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METODAOS

CARACTERIZACTION DE LA ACTODIGINA

Suspender unas cuantas particulas de Actodigina en
parafina liquida de alta purez2a, sobre un portaobjetos
paerfectamente limpio y seco. Observar la  muestra bajo
un microscopio provisto con lentes condensadores de luz,
a objetivos 10X y 40X, para observar birrefrigencia y

forma geométrica de las particulas.

Posteriormente, agregar una gota de etanol
absoluto, dejar reposar durante 30 segundos y observar
nuevamente a objetivos 10X y 40X, para verificar
birrefrigencia en las particulas. Reportar si el
producto es o no cristalino, ademds de su forma

geometrica.
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METODOS CARNAL, ERIZACTON DE LN ACTODIGIND

1.2.- COLOR

Dispersar uniformemente 50 mg gl prodgucio
Actodiginag, sobre un partasbjetos de silvina perfectanente
limpio y seco} oabservar bajo  luz blanca el color que

presenta el producto.

Posteriormente, colocar i} portaobjetos en un
microsopio con fuente de lur blanca y observar el celor a

objetivos 10X y 40X,

Reportar el color observado, el cual debe ser el

mismo en ambos casos, asi como  la uniformidad de este.

* La luz del microscédpio debe ser blanca, ya que
una luz amarillenta o azulosa, puede falsear los
resul tados,

* Se recomjenda emplear portaocbjetos de silvina,
debido a que este material evita interferencias
de color por descomposicién de la luz incidente,
que suele ocurrir con el vidrio de algunos
portaob jetos comunes, o bien, puede emplear
portaocbjetos elaborados con vidrio de buena
calidad,

* Puade sustituir el microscépin biolégico por uno
esteroscépico.




METODOS

CARACTERIZACION DE Lo ACTODIGINA

t.8.1.-

ANALISIS HALOCROMICO

Colocar 10 pl de cada uno de los siguientes dcidos
y bases, conforme al cuadro siguiente, en microtubos de
ensayo.

TUBO ACINO BASE,

1 Acético Wessusaneounsnanune
a Tricloronacético Casasbamsaveneruesa
3 Fasfdérico vesasnaasssnsannaen
4 Nitrico cmsensvesaneannrena
5 Perclericao g
[ Clorhidrico cesbeasevrvanumavans
7 Clorosulfénico fiimccemarsacesaena
a Sulfdrico sesHamvensarnonanEn
49 teseenamuEnnsuan Hidroxido de amonio
10 Perenm ey Anilina
11 ceretanmweenean Piridina
12 feranasaranaana Trietanolamina

Posteriormente, adicionar 0.1 mg de Actodigina a
cada uno de los tubos, mezclar perfectamente, dejar
reposar 15 minutes y observar hajo luz blanca de sodio.

Reportar la coloracién en cada uno de los ctases. A
continuacien, agregar 10 pl de agua bidestilada a cada
uno de los tubos, mezclar perfectamente y anotar los
cambios ocurridos.

* Tanto Acidos como bases, se emp leardn
concentrados y puros,

* Se recomienda emplear para el andlisis, luz de
sodio de 100 W.
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METODOS

CARACTERIZACION DE LA NCTODIGINA

f.2.2.-

NOTAS:

ANALISTS HALOFLUORESCENTE

Colacar 10 pl de cada uno de los siguientes 4Acidos
y bases, conforme al cuadro siguiente, en microtubos de
ensayo.

TuBg ACIDO BASE

1 Acético Mnesmeseccsssscanan
e Tricloroacético teseeesensanaavunen
3 Fosfarice sestseswusassuncuan
4 Nitrico cucasensssnunansnmas
a Perclaricn enassemsssesrvasnna
[ Clorhidrico emscusaamtounsnnson
7 Clorosulfénico Cesusrnsaaveraurune
2] Sulfdarico csacenmscansraunuos
q csenrsasenanssns Hidrdxido de amonio
10 seerenssetnsoan Anilina
11 shecssnssmunsnsa Piridina
12 ceeusasrsnssacn Trietanolamina

Posteriormente, adicionar 0.1 mg de Actodigina a
cada uno de los tubos, mezclar perfectamente e incubar a
30 °C * 1 °C durante 15 minutos, dejar enfriar a
temperatura ambiente vy aplicar 2 pl de cada una de las
disoluciones a 2 placas de gel de silice 40, en capa de
0.25 mm * 0.01 mm de espesor, Yy con medio de contraste.
Una de las placas, se pulveriza con agua bidestilada
hasta transparencia y ambas se observan bajo luz
ultravioleta de baja y alta frecuencia, reportar las
casos en las cuales hay fluorescencia.

Paosteriormente, colocar las placas en un horno de
secado a 100 °C durante una hora. Observar nuevamente
bajo 1luz wultravioleta de baja y alta frecuencia,
reportar los cambios ocurridos.

# Tanto los Acidos como las bases, deberdan emplearse
concentrados y puros,

* Para evitar falsos positivos por efecto fluorescente
de algunos 4cidos vy bases, preparar placas control,
utilizando @ pl de cada uno de los 4cidos y bases, las
cuales, se corren simultdneamente con los problemas.
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METODOS CARACTERIZACION D LA ACTODIGINA

1.3.- OLOR

Calocar aproximadamente de 2 a 3 mg de Actodigina
sobre una placa de vidrio previamente calentada a 37 °C,
frotar suavemente con &l  dedo indice, previamente
protegido con un dedal de celofdn-nylén ( inodoro ) y

parcibir el tipe de oalor que despide el producto.

flor  separado, colocar 10 mg de Actodigina a0 un
microcrisol y calentar en una estufa de secado a 100 °C
durante 10 minuteos, retirar el crisol de la estufa y
tratar de detectar posibles aramas estando adan caliente el

producto.

Reportar si en ambos casos hay o no la presencia de
algun alor, o bien, si desaparece o es reemplazado por
otro  tipo de olor, despuds de someter al producto a

ambas pruebas.

NOTAS s

* 51 no cuenta con dedal de celofdn-nylén, se puede
emplear un dedal de cualquier otro material de
las mismas caracteristicas, pero que sea inodoro.

* No efectuar la prueba sin dedal, ya que el
producto se absorve fAcilmente por la piel, y
ademas, el propio olor de la piel puede
interferir en el analisis.
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METODOS CARNCTERIZACION DE LA ACTODIGINA

1.4.~ SABOR

Cubrir tanto el dedo indice como pulgar con dedales
de celofdn-nyldén ( insaboroe ), posteriormeate, colocar
aproximadamente 1 mg de Actodigina sobre la yema del dedo
indice, frotac suavemente con el pulgar y proceder a
degustar o saborear el producto, Jdnicamente con la punta
de la lengua y frotando suavemente esta sobre el paladar,
sin generar hipersalivacion. Repetir la prueba con | wy
del producto, pero en esta ocasidn, sin frotar entre ambos

dedos.

Reportar si en ambos casos percibe o no algun tipo de

sabor .

# Si no cuenta con dedales de celofdn-nylan,
emplear dedales de cualquier otro material de las
mismas caracteristicas, pero que sea insaboro.

*# No efectuar la prueba sin dedales, ys que el
producto we absorve fdcilmente por la piel,
ademds, habria interferencia en la deteccidn del
sabor, por efecto del . propio sabor de la
piel.
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METODOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

2.~ PROPIEDADES ESTRUCTURALES

2.1.~ ESPECTROFOTOMETRIA DE INFRARROJIO

Triturar 3 mg de NActodigina ( previamente secada
a 100 °C, durante | hora )} hasta polvo muy fino, en un

mortero de agata. Agregar 400 mg de bromuro  de
potasiao ( secado a 110 °C, durante § horas )}, wmoler y
mezclar perfectamente ambos materiales, colocar el

polve  homogeneo en  una matriz cilindrica de acero
inoxidable y comprimir con prensa hidraulica a vacio,
durante 4 minutos, a una presian de 1700 Kg/emi,
Preparar otra pastilla, anicamente de  bromuro  de
potasio, bajo las mismas condiciones de prensado, la
cual se empleard coame blanco.

Colocar ambas pastillas en los respectivos porta
celdas del espectrofotometro de infrarrojo de doble as
( blanco y problena ), seleccionar una  velocidad de
barrido de 10 em~!'/seg en un rango de 4000 a $00 cm™*,
seleccionar ajuste automdica a cero de abservancia y
100 4 de trasmitancia, voltaje y sistema de ldmparas,
asi como ajuste asutomdtico a8 cero de absorbancia,
rejillas, sistema de deteccion y demds, en el modo
preescan, Ya verificados los ajustes, proceder a
registrar el espectro de absorcien del producto.

Reportar la grafica del espectra y el andlisis
del mismo.

NOTAS:

* Todo el material a emplear debe estar libre de humedad,
ya que el bromuro de potasio es soluble en agua.

* Tanto la muestra & analizar como el bromuro de potasio,
deben estar perfectamente secos., Ademas, el bromuro de
potasio debe ser de una calidad aceptable para andlisis
de infrarrojo.

* Emplear como calibrador una pelicula de poliestireno de
0.05 mm de espesor, cuyas bandas caracteristicas se
comparan con las del proveedor, bajo las mismas
condiciones estipuladas por éste.

* Recuperar el producto cen etanel anhidro.

a7



METODOS CARACTERLZACION DE LA ACTODIGINA

2.2.~ ESPECTROFOTOMETRIA DE ULTRAVIQLETA

Disalver 3 mg de Actodigina en 2 ml de metanol
absoluto, mezclar perfectamente y pasar la disolucian a
una celda de cuarzoj; emplear como blanco 2 ml  del mismo
disolvente, colocados en una celda de las mismas
especificaciones a la de la muestra. Colocar ambas en los
respectivos portaceldas del espectrofotdmetro de
ultravioleta de dobie as ( blancoe y problema ).
Seleccionar ajuste automdtico de cero de absorvancia y
100 % de trasmitancia, cromadores y voltaje de lamparas,
asi como €1 rango de Dbarvido de 800 a 390 mm, con
incrementos de | nm/seg; con fuentes de luz de deuterio y
filtros de oxido de olmio. Correr el sistema en mado
preescan para verificacidn y ajuste de los pardmetros

seleccionados.

Posteriormente, efectuar el registro del espectro

de absorcién de la muestra.

# Adn  para equipos con autocalibrado, conviene
efectuar una calibracién previa con vaselina
liquida, cuyas bandas de absorcién
caracteristicas, se comparan con las especificadas
por el proveedor, bajo las mismas condiciones
estipuladas por éste, para asi, verificar el buen
funcionamiento del equipo.
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METODOS ' CARACTERIZACTON DE LA ACTODIGINA

En un sistema de difusieon de gota para obtencidn de
macrocristales, colocar 19 mg de Actodigina, emplear como medio
de difusién acetato de etilo, variar los rangos térmicos de 20 a
40 °C, a intervalos de 9 minutos, durante & horas. Sobresaturar
el sistema con vapores de acetate de etilo y dejar reposar a
temperatura ambiente, hasta formacién de wmacrocristdles.
Seleccionar un cristal de forma bien definida de cuando menos
4 mg de peso, secarlo a 60 ¢°C durante 1 hora, verificando que no
sufra fracturas, posteriormente, colocarlo en un cristalségrafo
caomputarizado, el cual se ha programado previamente con la
informacién del espectro de infrarrojo, conformacidén estructural
y peso molecular tedricos. Seleccionar andlisis por difraccidn
de rayos X para sustancias orgénicas de peso molecular
seudoelevado. Correr el sistema y vegistrar la conformacién
tridimencional de 1la molécula, asi como las distancias
interatémicas y Angulos de torcion espacial,

* Seguir cuidadosamente las indicaciones de operacieén,
establecidas por el fabricante, tanto para el sistema
de difusidn de gota, asi como para el cristalégrafo,

* Recuperar el producto, recristalizando en etanol o
metanol absolutos.

* Es de suma importancia que el cristal no presente
fracturas, lo cual  se verifica bajo andlisis
microscaplco.

* Fuente tomada de * & Crystallographle, Confermationsl Encegy, and Blotugicut Study a9
af Avtadipia (AV-22.2411 and B Genin®t Fullerton, 1S Yoshioka, K. ot alk



METODOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

3.~ PROPIEDADES FIS1COQUIMICAS

3.1~ ANALISTS CROMATOGRAF1CO

A.1.1.- DESARROLLO DE METORD DE  SEPARAGION CROMATOGRAFICA EN
CAPA FINA

Seleccionar un minimo de 3 componentes que tengan
caracteristicas estructurasles y funcionales muy parecidas a la
Actodigina. Efectuar un analisis cromatografiro en capa fina
con los diverses disolventes orgdnicos, en los cuales son
solubles, poco solubles e insolubles, cada una de las sustancias
a wutilizar; considerar aquellos eluyentes donde se obtengan
RF's de 1.0, 0.5 y 0.0, Preparar una muestra problema,
mezclando la Actodigina con los compuestos seleccionados, en una
proporcioen ( 1:1 ). Efectuar pruebas de elusién con la muestra
problema, para evaluar el comportamiento en cada caso. Realizar
mezclas de los eluyentes que generan prospectos de una buena
separacién cromatogrdfica, hasta encontrar proporciones que den
una resolucien aceptable. Desarrollar pruebas pilote, para
verificar el! buen funcionamiento del sistema, haciendo todas
las modificaciones que considere propicias.

Al mismo tiempo de efectuar el andlisis para seleccieén
del sistema eluyente, desarrollar un método o métodos de
revelado cromatografico para cada uno de los componentes que
constituyen el problema. Aplicarlo a la mezcla, considerando
que cada uno de los elementos que la componen, deberd revelar de
manera diferente, para ser identificados sin problema alguno.

Reportar sistema eluyente, sistema de soporte, sistema
de revelado, vomposicidn del problema y metodologia.
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METODOS CORACTERIZACTON DE LA ACTODIGINA

3.1.2.- SISTEMA REVELADOR DE ANILLO ESTEROIDAL

Desarrollar un sistema de revelado cromatogréfico, para
identificacién del anille esteroidal de 1a moleécula de
Actodigina, mediante la formacién de compuestos o complejos
metdlicos coloridos. Basar el disedo en la reactividad de los
sustituyentes funcionales del esteroide digitdlico; considerar

que el revelado deberd ser rapido y de facil aplicacioen.

Para tal efecto, se deben realizar aplicaciones de 2 pl
de una solucion metandlica de Actodigina a una concentracion de
5 pg/pl, sabre una serie de placas cromatogréficas, elaboradas
con gel de silice, con y sin medio de contraste, Preparar la o
las soluciones reactivas que se emplearan como reveladores
quimicos; aspersar uniformemente las placas y posteriormente,
someterlas a los tratamientos térmicos mas convenientes para que
la reaccien quimica se efectue, y quede de manifiesto el

revelado caracteristico que identifice al anillo estervidal.
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METONOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

3.1.3.~ SISTEMA REVELADOR DE N-BLULOSA

Considerar que la Rctodigina posee, en su canformacion
estructural, una molécula de D~glucosa ciclica. Asumir gue este
tipo de compuestos son susceptibles de reaccionar en medio
acido. En base a ello, desarrollar un sistema de revelado
cromatografico para la hexosa, mediante la  formacidn de
compuestos o complejos metdlicos coloridos; considerar que el

revelado deberd ser rapido y de facil aplicacién.

Para lo cual, se deben realizar aplicaciones de 2 ul de
una soluciéen metandlica de Actodigina, a una concentraciéon de
S pg/pl, sobre una serie de placas cromatogréficas, elaboradas
con gel de silice, con y sin medio de contraste. Preparar la o
las soluciones reactivas que se cemplearan como reveladores
quimicos. Aspersar uniformemente las placas bajo el tratamiento
mas adecuado, para que la reaccién guimica se efectue, y quede
al descubierto, el revelado caracteristico que indentifica a la

D~glucosa, en la molécula de Actodigina.




METODOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

J.1.6.~ SISTEMA REVELADOR DE GLUCOSING CARDIACO

Dado gue la Actodigina es un glucosideo cardiaco,
desarrollar un sistema de revelado cromatografico por formacion
de compuestos o complejos metdlicos coloridos. Basar el disefo
en la reactividad de la molécula, considerando que el revelado

deberd ser r4pido y de fAcil aplicacien.

Para tal fin, se deben realizar aplicaciones de & a 8 pl
de una solucidn etandlica de Actodigina, a una concentracién de
S pg/pl, sobre una serie de placas eromatograficas, elaboradas
con gel de silice, con y sin medio de contraste. Preparar la o
las soluciones reactivas, las cuales se empleardn como
reveladores quimicosy aspersar uniforamemente las placas bajo el
tratamienta mids adecuado, para que la reaccion quimica se
efectue y se pueda observar el revelado caracteristico, el cual
identifica a ta molécula de glucésido cardiaco, la cual

corresponde a la conformacien estructural de la Actodigina.
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METODDS CARNCTERIZACION DE LA NCTODIGINA

3.1.9.- SIGTEMA REVELADOR DE LACTONA

Desarrogllar un sistema de revelado cromatogrdfico, para
identificacion de la lactona ( ester ciclico ) constitutiva de
la Actodigina, mediante la formacion de compuestos o complejos
metdlicas coloridos. Basar ¢l disedo en la reactividad de la
lactona en medio dcido, considerando gue &l revelado deberd ser

rdpido y de facil aplicacian,

Para lo rual, se rralizan aplicaciones de 2 3 § pl de
una solucien etandlica de Actodigina, a una concentracidn de
S pg/pl, sobre una serie de placas cromatograficas, elaboradas
con gel de silice, con y sin medio de contraste. Preparar la o
las soluciones reactivas, lag cuales se empleardn romo
reveladores quimicos; aspersar uniformemente las placas bajo el
tratamiento mds adecuade, para que la reacciéon quimica se
efectue y quede de manifiesto el revelado caracteristico que
identifica la presencia del ester ciclico, en la molécula de

Actodigina.
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METODOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

d.28.~ INDICE DE

( Método de (ilm )

Disolver de 4 a 5 mg de Actodigina en un minimo de etanol
absoluto; colocar la disoluridn sobre el prisma contenedor de un
refractémetro para sdélidos, dejar evaporar el disolvente para
formar una pelicula fina y uniforme; cerrar con cuidado el panel
de prismas, verificar que la temperatura del sistema sea de
25 °C £ 0.2 °C, la cual se controla con un recirculador; ajustar
la fuente de luz de sodio sobre el prisma de inrcidencia, asi
como monocromadores, para visuallizar un campo clare y un oscuro,
perfectamente delimitados y centrados. Una vez efectuados los
ajustes, proceder a realizar la lectura. Obtener un minimo de

3 lecturas por muestra y reportar el promedio.

* Emplear como calibrador 4 a 5 mg de un estandard de
glucosa o bien de urea.

# El limite para la diferencia de resultados entre cada
lectura para una misma muestra, no debe ser mayor de
0.0002 :
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3.3.~ INDICE DE REFRACEION DE DISOLUCIONES DE INTERES BIOLOGICO

Colocar sobre el prisma contenedor de un refractometro do
Abbe, 100 a 150 pl de la disnlucién de Actodigina, cerrar con
cuidado el panel de prismas, verificar que la temperatura del
sistema sea de 25 °C % 0.2 °C, la cual se contreola con un
recirculadory ajustar la fuente de Juz de sodio sobre el prisma
primario de incidencia, asi como los amonotromadores, para
visualizar un campo claro y un oscurao perfectamente delimitados
y centrados. Una ver efectuados los ajustes, proceder a
realizar la lectura. Obtener un minimo de 3 lecturas por

muestra y repurtar el promedio.

NOTAS:

* Emplear comp calibrador primario, un estandard de
monobramonaftalena y como calibrador secundario, agua
bidestilada.

* El limite para la diferencia de resultados entre cada
lectura para una misma muestra, no deberd ser mayor de
0.0002
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METODOS CARACTERLZACION DE LA ACTODIGINA

Efectuar la determinacien a &% *C & 2 °C. (Calibrar el
equipo cuando manos, con dos soluciones requladoras
certificadas, cuya diferencia de pH no exceda de 4 unidades, ya
calibrado, efectuar pruebas de funcionamienlo con una solucien
de control-prueba de pH, debidamente certificada. Verificado el
buen funcionamiento del equipo, proceder a determinac el pH de
cada una de las disoluciones de Actodigina; realizar el andlisis

por triplicado para cada muestra y reportar el promedio.

NOTAS:

* £1 limite para la diferencia de resultados entre cada
lectura, para una misma auestra, no deberd ser mayor de
0.5

* Emplear agua bidestilada para lavar perfectamente el
electrodo y termémetro, entre cada determinacisén.
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METODROS CARACTERIZACION DE 1A ACTODIGINA

3.5.~ PUNTO DE FUSION

Depositar unos cuantos coristales de Actodigina en la
platina térmica de un equipo para determinacion de punto de
fusion, en donde se ha colocvado previamente un contenedor de
vidrio para la muestra. Efectuar los ajustes necesarios y
proceder a realizar un calentamiento gradual. Observar el
intervalo de temperatura en el cual el praducto se funde,

realizar un minimo de 3 determinaciones y reportar el promedio.

# Calibrar el equipo con un estandard de fenacetina, o
bien, cualquier otro calibrador para determinacion de
punto de fusian,

# El limite para la diferencia de resultados entre cada
lectura, para una misma muestra, es cuando mds 0.5 °C,

* Se recomienda que el calentamiento gradual, sea con
incrementos de 5 °C/min en la primera determinacién vy
de 10 °C/min, en las subsecuentes.
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3.6.- SQLUBILIDAD
( Micrométodo )

Pepositar 1 mg de Actodigina en cada una de las 10 posas
de una placa Hoetch para microdisolucion, Colocar la placa bajo
un microscopio esteroscépico y proceder a evaluar la solubilidad
del producto a temperatura ambiente, con 10 pl de cada uno de
los siquientes disolventes.

a) Acetato de etilo.
b) Acetona.

¢) Agua destilada.
d) Benceno.

@) Clovoformo.

f) Claruro de metileno.
g) Dimetilsulfaoxido.
h) Etanol.

i) Eter etilico.

i) Eter de petréleo,
k) Metanol.

1) Piridina.

Reportar el disolvente o disolventes en los cuales el

producto es soluble, poco soluble e insoluble.

NOTAS:

% Los disolventes a emplear, deberan ser de una alta
pureza, para minimizar residuos contaminantes, al
momento de recuperar el producto.

# Para recuperar el producto, colocar la placa Hoetch
( la cual debe ser de vidrio rvefractario ), en una
estufa de secado a 80 °C * & °C durante 1 horaj
recristalizar en etanol.

* Para confirmar la ingsolubilidad, adicionar 100 pi mas
del disolvente en cada caso.

* Estandarizar el matodo can Cafeina, Fenacetina,
Digitoxina o algin otro compuesto orgdnico, del cual se
conozca sus propiedades de solubilidad.
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4. PROPIEDADES QUINICAS

4.1.- ANALIGSIS RESIDUAL

4.1.1.- ANALISIS PARA BROMO CLEMERTAL RESIDUAL

Colocar 3 mg de Actodigina en un microtubo de ensayo,
agregar 0.5 ml de etanol absoluto, mezclar perfectamente y
calentar suavemente a 30 °C durante 5 minutos; trascurride el
tiempo, adicionar | ml de una solucién saturada de p-aminofenol

en etanol absoluteo, continuar el calentamiento a 30 °C.

La prueba es pousitiva, si hay la presencia de un color

azul-violeta al cabo de 1 a 3 minutos.

NOTA:

# Emplear como control positivo, una disolucidn de agua de
bromo, la cual contenga 3 pg/m! de bromo elemental.
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4.1.2.~ ANALISIS PARA BROMO ORGANICH RESIDUAL

Colocar 3 mg de Actodigina en un microtubo de ensayo vy
agregqgar 5 a & gotas de dcido cromosulfarico, mezclar
pevrfectamente, cubrir el extremo abierto del tubo con un disco
de papel filtro impregnade con una solucién saturada de
p-aminofenol en etanol Y valentar en un baro de agua

hirviendo.

La prueba es positiva, i hay }la presencia de un color

azul-violeta en el papetl filtro, al cabo de | a 3 minutos.

* Emplear como control positive 95 pl de una solucién de
p-bromoacetanilida, o bien, «-bromonaftaleno a wuna
concentracidén de 9 pg/pl.

# Eliminar con sumo cuidado el disolvente empleado en la
preparacién de la solucidn control positive, antes de
efectuar el andlisis.
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METODOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

4.1.3.~ DETERMINACION DE HUMEDAD

( Microdeterminacidn por Karl-Fisher )

VALORACION DEL. REACTIVO DE KARL-FIGHER

Colocar en un microvaso de titulacidén alrededor de
3.6 ml de metanol vy suficiente reactivo de Karl-Fisher para

neutralizar el agua que pudiera contener el aetanol,

Posteriormente, adicionar rapidamente 0.285 a 2.50 mg de
tartrato de sodio dihidratado pesado exactamente, y wvalorar
hasta el punto final con reactiveo de Karl-Fisher. Calcular el
factor de equivalencia del aqgua ( F ), bajo la siguiente
ecuacisn.

18.02 P_
Fa=g e e e
£230.08 v
Londe:
F : Factor de equivalencia del aqua.
P 1 Peso del tartrato de sodio dihidratado,
V : Volumen de reactivo utilizaido.

2 : No. de moléculas de  agua presentes en cada
molécula de tartrato de sodio.

18.028 : Peso molecular del agua.

230.08 : Peso molecular del tartrato de sodio
dihidratado.
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METONAS CARNCTERIZACION DE LA AUTODIGING

Colocar 3 a 4 mi de metanasl en el microvaso de reaccian
y neutralizar el agua que pudiera contener, can el reactivo de
Karl-Fisher. Rapidamente, agregay 10 mg de Actodigina, agitar

vigorosamente y titular con el reactivo de Karl-Fisher,

Calcular el contenidn de humedad (4 H ), en base

a la siguiente ecuacidn.

Dondes
4 H 1y Porcentaje de humedad contenida en la muestra,
S 1 Voldamen de reactive de Karl-Fisher.
F 1 Fartor de equivalencia de agua del reactivo.
P : peso de la muestra,
NOTAS:

* No considerar para los calculos, el gasto de reactivo
de Karl-Fisher empleado para neutralizar el agua que
pudiera contener el metanol.

* Se recomienda emplear un reactivo de Karl-fFisher
comercial, si la calidad de sus reactivos no es la
adecuada para su preparacidgn,

* Valorar el reactivo de Karl-Fisher momentos antes de la
determinacidn del producto.
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G.1.4.~ PERDIDA POR IGNICION

n un microcrisol perfectamente tarado, colocar 10 mg de
Actodigina; efectuar un calentamiento gradual en una estufa de
secado, hasta alcanzar los 100 °C 1 e°(, mantener la
temperatura por espacio de 15 minutos; continuar el
calentamiento gradualimente hasta alcanzar 225 °C * 1 o¢,
mantener la temperatura durante 1 hora e inmediatamente después,
colocar el crisol perfectamente tapade en un desecador, en donde
se mantiene por un espacio de & horas.

Posteriormente, pesar sl micrecrisol y determinar el
parcentaje de pérdida por ignicién, mediante las siguientes
ecuaciones. .

PPI = Pi -~ Pf

PRI
% Pl

ft

-1 100 ¥

Pi

Donde:
PPI : Peso perdido durante la ignicidn,
Pi : Peso inicial de la muestra.
Pf : Peso final de la muestra.
4 Pl ¢+ Porcentaje de pérdida por ignicien.
NOTAS:

* Manipular durante todo el praceso con guantes y pinzas
para microcrisol.

% Tarar el crisol bajo las mismas condiciones en las que
se efectuard la prueba.
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4.1.9.- PERDIDA POR SECADD

E£n un paesafiltro para wmicroandlisis, perfectamente
tarado bajo condiciones de secado a 10¢ °C durante 3 horas y 1
hora en desecador, coleocar 10 mg de Acltodigina, distribuyendo el
producto tan uniformemente como sea posible; colocar el
pesatiliro en una estufa de secado, teniendo cuidado de guitar
la tapa del pesafiltro, desecar a 100 °C * 1 ?C durante 3 horas.
Posteriormente, abrir la estufa de secado, tapar lnmediatamente
el pesafiltro y pasarlo a un desecador, en el cual permanece por
espacio de | hora. Trascurrido el tiempo, pesar el pesafiliro y
proceder a calcular la pérdida por secado, bajo las siguientes
ecuaciones.

Ps = Pi - Pf

% Ps = || 100 %

Donde:
Ps : Peso perdido durante el secado.
Pi : Peso inicial de la muestra.
Pf ¢ Peso final de la muestra.
% Pi : Porcentaje de pérdida por secado.
NOTA:

* Manipular durante todo el proceso con guantes y pinzas
para micraopesafiltro,




METODOS CARACTERIZACION DE Lo ACTODIGINA

4.1.46.— RESIDUQS DE IGNICION

Colacar 19 mg de Actodigina en un crisol para

microensayo, previamente llevado a peso constante.

Posteriormente, con la ayuda de un mechero Fisher con
punta dJde abanico sesgado, calentar suavemente el crisaly
aumentar gradualmente la intensidad de calentamiento hasta
combustidn total de la muestra, Enfriar a temperatura ambiente
y humedecer el residuo con 10 pl de 4cido sulfurico concentrada
de alta pureza, calentar suavemente hasta emision de vapores
blancos, aumentar el calentamiento cuidando de que no haya
proyecciones del material; wuna vez terminada la emisidn de
vapores blancos, aumentar el calentamiento cuidando de gue no
haya proyeccianes del materialj terminada la emisidn de vapores,
colocar el crisol en una mufla y calentar a BOO °C & 29 °C
durante 2 horas. Enfriar en un desecador durante | hora, pesar
el crisol y proceder a3 determinar el porcentaje de residuos de

ignicién, mediante la siguiente ecuacidn,

Pr
% RI = J—}] 100 %
i
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Donde:

ignicisn
bidestil
de 1 a

homogeni

carbonat

*

% RT : Porcentaje de residuocs de ignicion.
Pr ¢ Peso del residun.

Pi 3 Peso inicial de la muestra.

Una vez determinado el porcentaje de residueos de
y suspender los residuos con 5 a 6 gotas de agua
ada, centrifugar a 3500 rpm durante 4 minutos; agregar
2 gotas de wuna sgsolucidn indicadora de fenoftaleina,
zar suavemente, y la prueba resulta positiva para

os alcalinos, si e observa una coloracidan rosa.

5i observa particulas que no sucumben campletamente a
la combustion, dejar enfriar y humedecer los residuos
con 1 a @ gotas de peréxido de hidrégeno concentrado, o
bien, con Acido nitrico concentrado; en ambos casos,
llevar a sequedad y continuar la calcinacian,

* 5i emplea &cido nitrico concentrado, el cual es adan més

efectivo que el perdxido, se debe tener cuidado en la
cantidad que se wutiliza, ya que un exceso forma
nitratos alcalinotérreos con destruccion de los
carbonatos, ‘dxidos y haluros, lo cual altera el cuadro
real de residuos de ignicién para una sustancia dada.
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4,.2.~ REACYIVIDAD FUNLIONAL

4.2.1.- GLUCASIDG CARDIACO

Disalver perfectamente 1 mg de Actodigina en 2 ml de

reactivo de calar. Posteriormente, adicionar muy lentamente
1 ml de dcido sulfarico concentrado ¥ mezclar  muy
suavemente. Una coloracien rojiza inmediata que vira

gradualmente a azul ciena, verifica la reactividad del glucdsido

cardiaco.

* REACTIVO DE COLOR

Adicionar 0.5 ml de una solucién acuosa al 5 % de
cloruro férrico, a 100 ml de 4cido acético glacial.
Proteger de la luz.

# Emplear diversos glucdsidos cardiacaos, para aobservar su
color de reaccidén respectivo,

* Emplear geninas de los glucdsidos cardiaces para
ohservar variaciones en las reacciones.

# Utilizar como control positive digitoxina,
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Colocar | mg de Actodigina en un microtubo de ensayn,
agregar (0 pl de metanol y 2 ml de cloroformo, mezclar
perfectamente y'colncar en el extremo abierto del tubo, un disco
de papel filtro impregnado de una mezcla en proporcién ¢ (:1 )
de dos soluciones acuosas saturadas, una de cloruro de bencidina
y la otra de acetato de cobre. Introducir el tubo en un badfo de
glicerol a 230 °C durante | minuta. lLa reactividad del grupo
eter se manifiesta mediante un cambio gradual del color azul

palido del papel filtro, a un azul) intenso.

* £s importante que tanto el metanol romo el cloroforme a
emp lear, sean de wuna buena calidad, para evitar
interferencia de impurezas.

* Emplear como control positivo 5 pl de eter etitico.

* Emplear como control negativo | mg de estrofantidina, o
cualguier otra sustancia gque no contenga grupo eter en
su estruttura.
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4.2.3.— GRUPD D-GLUCASA

( Método I )

Disolver 1 mg de Actodigina en S0 pl de wmetanol
absoluto, adicionar @20 pl de una solution acuosa de cloruro de
trifeniltetrazolium al 0.5 %, wmezclar perfectamente y agregar
10 gl de hidrdéxido de sodio 0.5 N, Homogenizar y ebuir la
muestra durante 1 a 2 minutos. Un color o precipitado rojo

manifiesta la reactividad del grupo D-glucosa.

* Todos 10s reactivos empleados, deben ser de una buena
calidad, para favorecer la reaccion y evitar asi
interferencia por impurezas.

* Emplear como control negative 1 mg de cloruro de
hidroxilamina.

* Emplear como control positivo 1 mg de 4cido ascérbivo o
D-glucosa.
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{ Método 11 )

Disolver perfectamente | mg de Actodigina en 30 pl de
etanol, agregar 10 pl de una solucion alecoholica sl 0.1 % de
S-hidroxi-i-tetralona, mezclar perfectamente y agregar 50 pl de
dcido sulfarico concentrado, homogenizar suavemente y rolocar en
un bafo de agua hirviendo durante 30 minutas; enfriar a

temperatura ambiente y agregar | ml de agua destilada.

Se  comprusba la reactividad del g rupo  D-glucosa,

mediante la presencia de una fluorescencia de color verde.

NOTAS:

* Los reactivos empleados, deberdn ser de buens calidad
para evitar interferencia por impurezas.

¥ Emplear como control negativo, 1 mg de lactosa.

* Emplear como control positivo, § mg de dextrosa.
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{ Método 111 )

1 mg de Actodigina, se disuelve perfectamente en 1 ml de
etanol y 9 pl de 4cido sulfdrice concentrado; posteriormente,
adiciagnar 1 ml de una solucion de 2.23 mg/ml de anilina en 4cido
acético glacial al 10 % en solucion  acuosa, mezclar

perfectamente, y calentar a 40 °C durante § minutas.

Una coloracien rosa intensa, pone de manifiesto la

reactividad del grupo D-glucosa.

NOTAS:

#+ 5i la calidad de los reactivos no es muy aceptable,
puede haber la presencia de una coloracian vy
precipitada rojo ladrilleo, lo cual, también puede
considerarse cpmo prueba positiva.

* Emplear como control positivo, 0.5 mg de
S-hidroximetilfurfural.
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4.2.4.~ GRUPO HIDROXILO ¢ ESTEROIOAL )

En un sistema para reacciones anhidras, provisto con
termometro y agitacién continua, colocar 2 ml de 4cido aceético
glacial, @ mg de Actodigina y 3.1 mg de N,N-rodamina base 51,
mezclar  suavemente y dejar reposar durante 9 minutos;
transcurrido el tiempo, calentar a 80 °C * 1 °C «con agitacién
vigorosa durante 30 minutos. La presencia de una coloraciéen o
precipitade negruzco, indica que la reaccién se ha llevado
satisfactoriamente. A continuacion, dejar enfriar a temperatura
ambiente y adicionar 0.25 ml de una solucidn acuosa at 5 % de
cloruro de aluminio y 0.25 ml de dcido sulfuarico concentrado,
homogenizar perfectamente, dejar reposar 30 minutos, L.a
presencia de una coloranidn escarlata britlante, ratifica la

reactividad del grupo hidroxilo esteroidal.

* El 4cido acetico glacial, se emplea recién destilado
bajo condiciones anhidras.

#* Secar previamente a la Actodigina y a la N,N-rodamina
base §t, a 110 °C durante 2 horas.

# LLa reaccidn inicial debe llevarse estrictamente en
condiciones anhidras,

* El calentamiento debe estar perfectamente controlado
para alcanzar rapidamente los 80 °C + 1 °C y
mantenerlos durante 30 minutos.

* Emplear como control negativa, metilestrieno~3-propil-
16-etilo.
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Disolver 0.02 g de cloruro de hidroxilamina en 0.2 ml de
etanol al 79 X. Por separado, disolver 0.10 g de hidraxido de
potasio, en 1 ml de etanol al 90 %. Mezclar ambas disoluciones
y filtrar el precipltado de cloruro de potasio que se forma. #A
la mezcla reactiva filtrada, adicionar 1 mg de Actodigina,
solubilizar perfectamente Y dejar reposar 10 minutos a
temperatura ambiente, posteriormente adiciganar una mezcla
previamente preparada de 0.01 g de clovuro férrico en 0.02 ml de
dcido clorhidricao Y 0.2 ml de eter etilico; homogeni zar

suavemente y dejar reposar 15 minutos.

Un color café que vira gradualmente a pdrpura,

manifiesta la reactividad del grupo lactona.

NOTAS:

* Emplear como control positivo, 3-lactona-3'-hidroxi
difenilo.

* Utilizar como control negativo, esteriol-3-sulfato~
16-glucuronido.

# Las disoluciones etandlicas, 759 4 y 90 %4, son en medio
acuosa.
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4.3.- PRUEBAS BAPIDAS DE IDENTIFICACION

Desarrollar una prueba rdpida para identifTicacidn de la
dctodigina, mediante la formacién de un complejo colorido de
Fe*** en medio 4cido. Basar el disedo en la reactividad de los
grupos funcionales D-glucoesa y lactona, asi como del estudio
holocremico efectuado al digital en estudio. Considerar que la
prueba debe ser rdpida, facil de realizar y especifica en

relacion a la tonalidad del complejo formado.
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4.3.2.- FORMACION DE COMPLEJO DE FOSFORG V -~ RBL

Diserfar una prueba de identificacién rdpida  para
Actodigina, mediante la formacidn de un complejo colorido de
P+u-RB!I en medio Acido. Basav la formacion del complejo, en la
reactividad del grupo funcional D-glucosa y lactona. Considerar
que la reaccion debe ser rdpida, facil de realizar y sobre todo,
especifica para la Actodigina, en relacién a la tonalidad del

complejo formado.

NOTA:

# RB1 : Rodamina base 6S1.
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S.- DESARROLLO NE UN  MEI0DD  ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA

DETERMINACION CUANTITATIVA DE ACTODIGINA

S.1.~ REACCION DE COLOR

( Farmacidén de camplejo de fierro TI1 )

En un tubo de ensayo, colocar | mg de Actodigina, agregar
3 m] de 4cido acético glacial; mezclar perfectamente y adiciaonar
0.1 ml de una solucidén acuosa de cloruro férrico al 8 % vy
0.25 m1 de 4cido sulfdrico concentrado. t.a reaccion debera

virar gradualmente de un color rojizo a un tono azul ciena bien

definido.

NOTAS:

* Los reactives a emplear, deberan ser de buena calidad
para evitar posibles interferencias por efecto de
impurezas.

¥ La coloracion rojiza, se forma en el momento de agregar
el Aacido sulfurico.
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9.2.~ ESTABILINAD FISICA DE LA REACCION

5.2.1.— PERMANENCIA DE COLOR

En el mamento de adicionar el JGltimo reactivo a la
mezcla de reaccion ( método seccian 5.1, ), homogenizar
perfectamente y cronometrar el tiempo que tarda en virar el
color rojo a3 un tono azul ciena, y posteriaormente, el tiempo en
el cual éste permanece constante, indicande si declina o se
intensiflca dicha coloracloen. Reportar el primer intervalo de
tiempo cronometrade como el tiempo de reaccion, y el segundo,
como el tiempo de estabilidad colorida de reaccian. Efectuar

como minimo 3 pruebas y reportar el promedio en cada caso.

i
]
4

* Efectuar el apdlisis bajo un fondo hlanco, con la
finalidad de apreciar perfectamente los cambios
coloridos ‘en la reaccidn,
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S.2.2.~- EFECTO DE DISOLUCION

A cada uno de 4 tubos de ensayo ( marcados del 1 al 4 ),
colocar | mg de Actodiginag, posteriormente, agregar 1 ml de
etanol al tubo "1", 1 ml de metanol al tube "2", 1 m} de acetato
de etilo al tubo "3", y a1 "4", 1 ml de una mezcla de
agua-etanol-metanol ( f:l:1 ). Solubilizar perfectamente el
producto y adicionar 3 ml de &cido acético glacial , 0.1 ml de
cloruro férrico al 9 % en agua y 0.25 ml de dcido sulfurico

concentrado a cada tubo, homogenizar suavemente.

Reportar en qué casos no se observa el vire de una
coloraclén roja a una azul ciena. Realizar la prueba paor

duplicado.

# Todos los reactivos empleados deberdn ser de buena
calidad, para evitar interferencia de impurezas en el
andlisis.
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5.2.3.~- EFECTO DE LUZ

En séis tubos de ensayo, numerados del 1 al 6, colocar
0.2 mg de Actodigina, posteriormente, agregar a cada tubo 0.4 ml
de 4cido acético glacial, 20 pl de una solucién acuosa de
clorure férrico al 8§ % y 50 pl de dcidao sulfidrico concentrado,
homogenizar suavemente y colocar los tubos en exposicion a
diferentes fuentes luminosas, segin el cuadro siguiente:

TuBg FUENTE DE LUZ
1 Mercurio ¢ 100 W)
a2 Nedén « 10w
3 Sodio ¢ 100 W )
4 Tungsteno ¢ 100 W )
5 Solar
& Oscuridad total

Evaluar el efecto de las diferentes fuentes luminosas,
sobre los tiempos de reaccidn y de estabilidad colerida, asi
como en el vire de rojo a azul ciena.

* Para mayor precisién en los resuitados, efectuar el
andlisis por duplicado,

+ En la prueba de oscuridad total, establecer intervalos
cortos y rdpidos de lectura visual, para evaluar los
efectos sobre el tiempo de reaccien y estabilidad de
colory una vez preestablecidos estos, correr nuevamente
la prueba por duplicada, bajo los tiempos determinados
en el primer andlisis
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En cada uno de tres tubos de ensayo colocar 0.2 mg de
Actodigina, a continuacidén, adicionar a cada uno 0.6 ml de Aacido
acético glacial, 20 pl de una solucien acuosa de cloruro férvico
al 85 % y S0 pl de 4cido sulfurico concentrado; homogenizar
suavemente; colocar un tapdén de guma a dos de los tubos, de los
cuales a uno de ellos e le extrae el aire. Posteriormente,
evaluar los tiempos de reaccien y de estabilidad de color en

cada casa. Correr la prueba por duplicado.

*+ Se extrae el aire de uno de los tubos, por medio de un
sistema estractor a vacio, teniendo cuidado de emplear
tubos de pared gruesa, para evitar rupturas al momento
de generar el vacio.
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5.3.- DETECCION DE LONGITUD DE ONDA DE HAXIMA ABSORCION

Colocar | mg de Actodigina en un tubo de ensayo, agregar
3 ml de Acido acético glacial y mezclar perfectamente; adicionar
0.1 ml oe una solucion acuosa al S % de cloruro férrico vy
0.85 ml de 4cido sulfgrico concentrado, homogenizar suavemente y
dejar reposar 30 minutos, protegiendo la reaccion del aire y la
luz directa, Preparar al wmismo tiempo y bajo las mismas
condiciones, un blanco de 4cido acético glacial, cloruro férrico
y acido sulfdrico. Trascurrido el tiempo de reaccién,trasvasar
las soluciones blanco y problema & celdas de cuarzo; colocar
ambas en los respectivos portaceldas d=2 un espectrofotometro
Uv-Vis de doble as; seleccionar ajuste automdtico a cero de
absoprvancia, ajuste de craomadores y voltaje de ldmparas, asi
como un rango de barrido de 190 a 1000 nm, con un incremento en
la longitud de onda de 1 nm/seg; ron fuentes de iuz de deuterio
y tungsteno-iodo, ademds de seleccionar filtros de dxido de
olmio. Carrer el sistema en modo preescan para verificacién vy
ajuste de los pardmetros seleccionado, posteriormente, efectuar
el registro de absorcién a diferentes longitudes de onda;
denotar en base a ¢], la longitud de onda de absorciaon maxima.
NOTA:
* Para verificar el buen funcionamiento del equipo,
calibrar el mismo con un estandard de vaselina liguida,
cuyas bandas de absorcion caracteristicas se comparan

con las especificadas por el proveedor, bajo las mismas
condiciones estipuladas por éste.
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S.4.— ESTABILIDAD ESPECTROFOTOMETRICA DE LA REACCION

Penotar wuna celda de cuarzo como problema y olra como
blanco, colocar 1| mg de Actodigina en la celda problema,
adicionar a ambas celdas 3 ml de acido acético glacial, 0.} ml
de una solucidén acuosa de cloruro férrico al 5 %4 y 0.25 al de
dcido sulfurico concentrado; cubrir ambas celdas con tapones de
teflan y mezclar suavemente por inversion, evitando la formacion
de burbujas; colocar rdpidamente las celdas blanco y problema en
los respectivos porta celdas de un espectrofotemetro de UV-Vis
de doble as, el cual se ha ajustado previamente bajo los
siguientes pardmetros:

Ajuste de cromadores = Automdtico.
Ajuste de voltaje de lamparas = Automdtico.
Ajuste a cero de absorvancia = Automdtico.

Fuente de luz = Tungsteno-iodo.

i

Oxido de olmio.

Filtros

Longi tud de onda = 354

Tiempo de preincubacién =

B

nm.
10 min.
100 min.

Tiempo de exposicion

i

Intervalos de lectura = cada 3 sen.

Efectuar el rvegistro de estabilidad de la reaccion.

* La reaccion se debe efectuar rapidamente y bajo una
gran precisian, para obtener 1o mas exacto posible el
tiempo de reaccion.
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9.5.~ VALIDACION DEL METODD

5.9.1.- LINEALIDAD DEL SISTEMA

Disolver 12.5 mg de Actodigina en 20 ml de amwtanol
absoluto, mezclac perfectamente y aforar a 50 ml con el mismo

disolvente.

Preparar una curva estandar en base al cuadra
siguiente:

TuBa SOLUCION DE CONCENTRACION
ACTODIGINA EN CADA T4BO

BLANCO 0.0 ml 0.000 mgy

1 4.0 ml 1.000 mg

a2 3.5 ml 0.875 mg

3 3.0 ml 0.730 mg

4 2.9 ml 0.625 mg

5 2.0 ml 0.500 mg

6 1.5 ml 0.373 mg

7 1.0 ml 0.2850 mg

8 0.5 ml 0.125 mg

9 0.4 ml 0.100 mg

10 0.3 ml 0.075 mg

11 0.2 ml 0.050 my

12 Q.1 ml 0.025 mqg
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Posteriaormente, eliminar con sumo cuidado el exceso de
disolvente en cada unp de los tubos, secar a 100 °C durante
| hora, enfriar a temperatura ambiente y adicionar a cada tubo
3 ml de 4cido acético glacial, 0.1 ml de una solucidn acuosa al
5 % de cloruro férrico y 0.25 ml de 4cido sulfarice concentrado,
homogenizar suavemente y dejar reposar 30 minutos, protegiendo
del aire y la luz directa. Leer a 556 nm, ajustando a cero de

absorvancia con el blanco., Efectuar el andlisis por duplicado.

Evaluar la linealidad del sistema, en Dbase a los

siguientes pardmetros:

rr 2 0.98

CV £ 1.9 %

Bajo las siguientes ecuaciones:

XY
r'—?.
Y ETETERATEE
(X XY )1
r? =

(X X2 )0 8 v )
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) ./(z:<x—'i)t)

< et et S e
STh =)
V= (857X ) 100 %

Donde:

r : Coeficiente de correlacion lineal.

r? Coeficiente de determinacion lineal.

-

CV : Coeficiente de variacian.

Desviacion estandard muestral.

43]

>
.

Media muestral ( aritmética ).
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Preparar por triplicado, cuatro placebos cargados con

Actodigina, en base al cuadro siguiente:

Tuno CANTIDAD ADICIONADA

BLANCO 0.00 my
1 0.13 my
2 0.40 mg
3 0.65 mg
4 0.90 meg

Pasteriormente, adicionar a cada tubd 3 ml de 4cido
acético glacial, 0.1 ml de una solucidén acuasa al 3 % de cloruro
férrico y 0.85 ml 4dcido sulfarico concentrado, homogenizar
suavemente y dejar reposar 30 minutos protegiendo del aire y la
luz directa. Leer a 556 nm, ajustando a2 cero de absorvancia con

el blanco.

Evaluar la linealidad del método en base a los

siquientes critecios:
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CANTIDAD ADICIONADA  vs  CANTIDAD RECUPERADA

in

3}

v

(WY

PR

=

2 0.9y

1~

0.90

A

[

= 98 - 102 %

Bajo las siguientes ecusciones:

Yo - Y,
[} ) T B
X.;“'X.
LY - ((m XX )
h =
n
nOXY
o
JOCE Xy rnvyr))
(% XY )t
r? =
(% X2 )¢ % Y )
V=¢85 /X ) 100 %
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/():(x*'i)z)

8 = —
JOn-1)

Donde:

m : Pendiente,
b : Ordenada al origen.
r : Coeficiente de correlacian lineal.

v? Coeficiente de determinacisén lineal.

CV : Coeficiente de variacian.

S ¢ Desviacion estandard muestral.

>
-

Media muestral ( aritmética ).
PR : Porciento de recobro.
Cr : Cantidad recuperada.

Ca t Cantidad adicionada.
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5.59.3.— EXACTITUD DEL METODO

Preparar 10 placebos cargados, distribuyendo
apreximadamente y con precisiéon la Actodigina, en 10 tubos
de ensayo, en base al cuadre siguiente:

1uBsn CANTIDAD ADICIONADA
DE ACTODIGINA

BLANCO 0.000 mg
1 0.002 mg

a 0.009 0ng
3 0.01% 0y

4 0.9485 mqg
5 0.450 my
b 0.727 mg
7 0.905 mg
2] 0.210 mg

q 0.057 my
10 0.027 mg

Posteriormente, adicionar a cada tubo 3 ml de 4acido
acético glacial, 0.1 ml de una solucién acuosa al 5 % de clorure
férrico y 0.85 ml de 4cido sulfurico concentrado, homogenizar
suavemente y dejar reposar 30 minutos protegiendo del aire y la
luz directa. Leer a 556 nm, ajustando a cero de absorvancia con
el blanco.

Evaluar la exactitud del método en base a los siquientes
criterios:

CANTIDAD ADICIONADA vs CANTIDAD RECUPERADA

PR = 98 - 102 %

v 2%
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METODOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

Bajo las siguientes ecuaciones:

Cr
PR = e 100 %
Ca

V= (85 /X ) 100 %

O cx-x1

&
i

(n~-1)

Donde:
PR ¢ Porciento de recobro.
Cr : Cantidad recuperada.

Ca : Cantidad adicionada.

[¢2]

Desviacion estandard muestral.

>
..

Media muestral ( aritmética ).

NOTAs

# 91 no cuenta con ultramicrobalanza para registrar pesos
del orden de 0.0001 mg, puede emplear disoluciones
metanédlicas con la cantidad de Actodigina deseada; se
elimina el exceso de disolvente, secar posteriormente a
100 °C  durante 30 minutos, y proceder a efectuar el
estudio, verificando previamente por andlisis
espectrofotométrico, que la alicuota utilizada,
realmente contiene la cantidad de muestra requerida, o
bien, trabajar con placebos cargados del orden de 0.1 mg
en adelante,
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METONOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

§5.9.4.- PRECISION DEL. METODO

Trabajar por sextuplicado cada una de las siguientes
cantidades de Actodigina, 0.087, 0.487 y 0.974 mg. Distribuir
las muestras en tubos de ensayo, adicionar a cada uno de ellos
3 ml de Adcido acético glacial, 0.1 ml de una solucidn acuosa de
cloruro férrico al § % y 0.25 ml de acido sulfirico concentrado,
homogenizar suavemenge. dejar reposar 30 minutos protegiendo del
aire y la luz directa. Preparar al mismo tiempo y bajo las
mismas condiciones, un blanco de 4cido acético glacial, cloruro
férrico y dcido sulfuarico. Trascurrido el tiempo de reaccidn,

leer a 996 nm, ajustando a cero de absorvancia con el blanco.

Evaluar la precisiéen del método en base al siguiente

criterio:

CANTIDAD ADICIDNADA vs CANTIDAD RECUPERADA

PR = 96 - 102 %

CV € 1.5 %

Bajo las siguientes ecuaciones:
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METODOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA
Cr
PR o= e 100 %
Ca
GV = (S /X ) 100 %
»/():(x»-k')t)
5 = R
Ji{n-1
Donde:s

PR

Cr

Ca

> §

Porciento de recobro.
Cantidad recuperada.
Cantidad adiciaonada.
Desviacidon estandard muestral.

Media muestral ( aritmética ).
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RESUL TADOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

f.- PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS

1.1.— APARIENCIA

1.1.1.~ HOMOGENEIDAD

La prueba de homogeneidad para la Actodigina fue
positiva, ya que se observée en ambos casos ( andlisis
microscépico y macroscépico ) una uniformidad en el

tamafo de particula.

1.1.2.— CRISTAL INIDAD

La Actodigina presentd una estructura amorfa, la
cual exhibe wuna alta birrefrigencia, c¢on lo cual se

verificd que el producto es cristalino.
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RESUL.TADOS CARNCTERIZACION DE LA ACTODIGINA

1.2.- COLDR

En ambos andlisis ( macroscépico y microscépico ),
se observad que la Actodigina presenta un color
blanco brillante de apariencia uniforme,

1.2.1.— ANALISIS HALOCROMICO

£l andlisis halocrdmico de la Actodigina ante
4cidos y bases, generd la siquiente tabla de resultados:

TuBa ACIDnOS DASES COLOR GU COLOR
(10 pl) (10 pl)
1 CHaCOOH wesesses 10 pl vensasas
e CC1aCO0H m [ 10 pnl amarillo
3 Ha PO, m [P 10 pt fensannn
4 HNO s M amarillo 10 pi amarillo
5 HE10., T R S U T B
-] HC1 M cevesane 10 gl secsaans
7 HC 150, m ambhar 10 pi ambar
] He 0. m amarillo 10 pl amarillo
9 ] NHz0H cherunas 10 pil saunssce
10 Y| CoHaNH- cenasane 10 jpl cenessan
11 w CesHsN amarillo 10 ul amarillo
12 w (HOCaH., ) aN Chesaans 10 pl sesmsans
CatlsNHa : Anilina
CaHasN : Piridina
(HOCuHa)aN : Trietanolamina
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RESUL.TANOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

1.2.1.- ANALISTS HALOFLUORESUENTE

At someter la Actodigina a un  andlisis
halofluorescente en presencia de Acidos y bases, se genersd
la siquiente tabla de resultados:

TuBO ACINGS BAGES pLTLpp2aie } P13 | ee 13
(10 pl) (10 p1)

1 CHCO0H « - ¢ - [ ¢~ )
e CC1.CO0H ¢ ~ ) « =) « - « - )
3 Ha PO, N <+ ¢+ ) €+ ) 4 )
4 HNOs m « - ( +) « - )  +)
1 HC10., m « - « - « - (- )
& HC1 m « =) (- « ~) [ |
7 HC1S0s m ¢+ ) « - ¢ - [ |
a HeS0., m 4+ ) ¢+ ( +) ( +)
b W | f=0H ( +) « - 4+ ) =)
10 m CaltaNHe « - ¢t - (- « -
11 NN | Cotad « - « - [ -~ )
12 M| (HOCaHL N | ¢~ ) (A « - « -

CeHuNHe @ Anilina

CoHaN ¢ Piridina

(HOC=HA)aN 3 Trietanolamina

¥ P1 T4 : Cromatoplaca | sin tratamiento de pulverizado con agua
y exposicidn a la luz WV,

% P2 T2 : Cromatoplaca 2 ron tratamiento de pulverizado con agua
y exposicidn a la luz WV,




RESULTADOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

Py T3 : Cromatoplaca 1 sin tratamiento de pulverizado con

agua, activada a 100 °C durante 1 hora y exposicien a
la luz UV,

P2 T3 1 Cromatoplaca 2 con tratamiento de pulverizado con

agua, activada a 100 °C durante | hora y exposician a
la luz UV,

} ¢ Presencia de fluorescencia bajo luz UV,

) 1 No hay presencia de fluorescencia bajo luz UV,

1.3.- OLOR

1.4.-

Despies de tratar a la Actodigina bajo procesos
térmicos de baja y alta temperatura, se detecto que el
praoducto no presenta ningun tipo de olor, por lo tanto se

verifica que el producto es inolaro.

SABOR

Tras someter a la Actoudigina a un andlisis de sabor,
se encontro que este digital no presenta ninguno, por lo

cual, se asume que el producto es insaboro.
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REGUL.TADOS CARACTERIZACION DE LA ACTAODIGINA

2.~ PROPIEDADES ESTRUCTURALES

2.1.- ESPECTROFOTOMETRIA DE INFRARROJO

En el espectro de infrarvojo efectuado a la
Actodigina ( Anexo 01 ; pag. 182 ), a los 1736.101 cm™?,
se detecta la sefal caracteristica del grupo cartonilo,
perteneciente al éster ciclico o lactona v, a Jlos
1649.1 cm™* se encuentra la banda que identifica la
insaturaciéon de la meso lactona.

Entre 3600 y 3200 cm—?, se encuentra la banda
vibracional que indica la presencia de hidroxilos libres y
asociados constitutivos de una azacar, lo cual se
corrobora mediante las sefales a 950.9 y 839 com™', vya que
éstas, son caracteristicas de una o-D-glucopiranosaj
entre los B840 y 700 cm™* se observa una banda muy
particular, la cual pone de manifiesto la presencia de
una piranosa; asi misma, entre los 1150 y {040 cm~* se
localiza otra banda de absorcién caracteristica de
los cuatro hidrdoxilos ronstitutivos de una
D-glucopiranosaj; en tanto que el sobretono para el
hidroxilo esteroidal, aparece a los 1020.3 ecm~?! lo cual se
ratifica a los 999.8B cm—*.

Par otra parte, entre 3030 y 2600 cm™?, se localiza
la seral que pone en evidencia la presencia de un anille
esteroidal del tipo alcohelico. El eter alifAtico se
verifica a los 1168.8 cm—l. En tanto que a 1448.5 vy
1352 cm™?', se agbserva la presencia de metilos en posicién

alfa a un alrano ciclico, lo cual s ratifica a
599.8 cm—t.
Asi pues, mediante el espectro de infrarrojo

efectuado, se observé la presencia de un grupo D-glucosa,
un eter alifético, un anillo esteroidal de tipo
alcohélico, la presencia del hidroxilo esteroidal, una
meso lactona insaturada y la evidencia de grupos metilos
los cuales, todos ellos, son constitutivos estructurales
de la molécula de Actodigina.
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RESULTANOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

2.8.~ ESPECTRO DE ULTRAVIOLETNA

.

En el espectro efectuado a la Actadigina en la regidén
ultravioleta cercano ( 200 a 390 nm ) ( Anexo 02 ; pag.
183 ), se puede observar una banda de absorcien tipica
de los glucdsidos cardiacos, del tipo estructural de la
digitexina (lact0~dimeti)hidruxiesterél—munudigitohexusa);
en donde ademds, se observa que la éctndigina presenta una

absorcian maxima a 270 nm.

CRISTALOGRAFIA POR DIFRACCION DE RAYOS X

En base a los estudios - cristalogréficos por
difraccion de rayos X efectuados a la Actodigina, se
obtuvo la definicion de 1a molécula, mediante la
determinacian de las distancias interatémicas
( Anexo 03 3 pag. 184 ) y los ' dngulos de  torsién
espacial ( Anexo 04 3 pag. 18%9), generandao con ella,
la conformacién tridimencional rveal de la Acfodigina

( Anexo 03 ; pag. 1846 ).

» Fuente tmmada de * A Crystallographie, C lonal Encrgy, and Biological Study
of Actodighy { AY-22,241) and #ts Genlp ¥ Fullertest, .8 Yoshtoka, K. el pll;
Malecular Placmacology; 13:43-81:1980.
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RESULTADOS . CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

3.~ PROPIEDADES £ISICORUIMICAS

d.1.-~ ANALISIS CROMATOGRAFICO

3.1.1.~- DESARROLLO DE METODO DE  SEPARACION CROMATOGRAFICA

CAPA EINNA

SISTEMA ELUYENTA:

{.- Benceno-tolueno (1:1).
2.~ Metanol,

3.~ Propilenglicol.

4.- Formamida.

MUESTRAS PROBLEMA:

* Actodigina 1 mg. — En disolucién
# Digitoxigenina 1 mg. etandlica.
* Digitoxigenina 1 mg. (0.6 ml)
-
* Estrofantidina | mg. — En disolucién
* Egtrona 1 mg. cloroférmica.
.- (0.4 al)

io]

|
|

1

VELADO

SISTEMA DE R

1.~ Nitrato de plata alcalino.

2.~ Tiosulfato de sodio al 5 4.

3.~ Cloruro de trifeniltetrazolium
alcalino.

4,- Yodo-yoduro de potasio.

5.~ Permanganato de potasio 0.2 4.

EN
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RESULTADOS ' CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

SISTEMA DE BOPORYE: : ’

* Placas de S5x23 cm, elaboradas de gel de
silice &0 Merck, con espesor de 0.85 mm
¥ 0.0 mm sin medio de contraste,
preparada en agua destilada y secada a
150 ¢C durante & horas.

METOD(

A cada una de cuatro placas cromatograficas colocarle dos
aplicaciones de 6 pl cada una de la solucion etandlica problema,
teniendo cuidado de distribuir perfectamente a lo ancho y a
0.9 cm de la base de la placa, dejar evaporar el disolvente a
temperatura ambiente y aplicar 4 nl de la disolucisen
cloroférmica problema sobre cada una de las aplicaciones de la
disolucién inicial, dejar evaporar el disolvente y eluir las
cuatro placas en el sistema benceno~tolueno, posteriormente
secar a 40 °C durante 10 minutos; ya secas, efectuar una seqgunda
elucidn en metanol, secar a 40 °C durante 10 minutos y efectuar
una tercera elucisn en propilenglicol, secando posteriormente a
60 °C durante 20 minutos, y por Gltimo, eluir en. formamida
eliminando el eluyente a 60 °C durante 10 minutos.

Una vez secas las placas, proceder a revelarlas, para lo
cual primeramente se pulverizan las cuatro con la solucidn
alcalina de nitrato de plata, hasta transparencia de las mismas,
dejar secar bajo corriente de aire seco y reportar las
coloraciones de revelado, ‘ .

A continuacién, sdlo dos placas se pulverizan hasta
trasparencia con la solucién de tiosulfato de sodio, secar a
60 °C durante | hora y observar el revelado. Las otras dos
placas restantes, se atomizan con ta solucion de

trifeniltetrasolium, hasta trasparencia, secar bajo corriente
de aire seco y cbservar el revelado.

Posteriormente, de las dos placas tratadas con tiosulfata
de sodio, una se atomiza can la salucién de yodo-yoduro de
potasio y la otra con la de permanganato de potasia, se dejan
secar a temperatura ambiente y se observan los respectivos
revelados. De manera identica, se trabajan las dos placas
tratadas con trifeniltetrasolium y se observan los revelados.

Reportar Rf's y serie de revelado para la Actodigina.
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RESULLTADOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

Camo control, emplear A4 placas cromatograficas,
colocando en cada una de ellas 9 aplicaciones de 3 pl
de cada una de los S componentes gque conforman el
problema.

NITRATG DE PLATA ALCALINO:

A 10 ml de nitrato de plata 0.1 N, se le adicionan
10 gatas de hidcdéxido de amonioc al 50 % y O ml de una
solucidn al 10 % de hidréxido de sodio. Preparar
la solucidn mamentos antes de su empleo.

TI0SULFATO DE GODIO AL 5%

Se prepara en solucian acuosa.

CLORURO DE TRIFENILTETRAZOLIUM

Preparar una salucian acuasa al 0.2 % de
trifeniltetrazolium y mantenerla protegida de la luz,
Momentos antes de emplearla, mezclar 2 partes de la
solucion con )| parte de una solucidn de hidréxido de
sodio al 10 %,

YODO-YODURO DE POTASIO

Preparar una solucion al 0.3 % de yodo resublimado con
una solucieén acuosa de yoduro de potasio al § %.
Proteger de la luz.

PERMANGANATD DE POTAS1O

Preparar la solucien al 0,2 4 de permanganato de
potasio con una solucidn arupsa de carbonato de sodin
al 5 %. Proteger de la luz.




RESULTANOS

CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

COMPONENTE

Actodigina.

Digitoxina.

Digitoxigenina.

Estrofantidina.

Estrona.

0.7333

0.5871

SECUENCIA DE REVELADO

INCOLORO
/ A\
AMARILLO AZUL-VERDOSQ
/ & l \

AMARILLO MARRON CAE OCRE

INCOLORD
/ \
AMARILLO GRIS-AZUL
/ A A \
AMARILLO  CAFE PARDD  OCRE

INCOLORO
/ A\
AMARILL.O VERD
/ é / \
AMARILLO GRIS-CAFE AMARILLO OCRE

e

|

INCOL.ORD

/ \
VERDE AzuL

/ A / \
AMARILLO GRIS  VERDE  (CRE

INCOLORO
/ \
VERDE VERDE
/ A V; \
AMARILLO CAFE  VERDE OCRE
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RESULTADOS CARACTERIZACION DE {.A ACTODIGINA

3.1.28.~ SISTEMA REVELADDR DE ANILLO ESTEROIDAL

¢ METODO I )

SOLUCIONES DE REVELADQ

{.- Acido clorosulfanico-dcido acético glacial.
2.- Triaxido de aluminio al 5 %.
3.- Hidrdxido de amonio al S0 4.

HETODO

Antes de proceder a revelar la placa que contiene a la
Actodigina, colocarla a 60 °C durante 20 minutos, posteriormente
y antes de que se enfrie, aspersar la placa hasta transparencia
con la solucién reveladora (1); calentar de S a 10 minutos a
130 °C y evaluar la fluorescencia bajo luz ultravioleta de onda
larga. A continuacion, aspersar con la solucidn reveladora (2)
hasta transparencia, e inmediatamente después con la solucidn
reveladora (3). La prueba es positiva si hay fluorescencia y el
revelado quimico genera una coloracién verde-azulosa. La
reaccidén que se efectida es la siguiente { ver anexo 06 ;
pag. 187 ).

NOTAS:

* Emplear silica gel sin medio de contraste ya que puede
interferir en la reaccidn.

* ACIDO CLOROSULEONICO-ACIDO ACETICO GLACIAL

Se agregan enfriando 3 ml de A4cido clorosulfénico a
10 ml de Acido acético glacial.

* TRIOXIDO DE ALUMINIOQ AL 5%

Se prepara ron agua bidestilada y libre de gases,

* Es importante que el calentamiento a 130 °C no tenga una
varjiacién de cuando mds &2 °C, vya que la reaccidn se
lleva a cabo satisfactoriamente a esta temperatura.
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RESULTADOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

¢ METODO 1L )

SOLUCION DE REVELADO

# Acido o-fosforico al 15 %4 en metanol.

HETODO

Pulverizar la placa que contiene 1a Actodigina con la
solucion reveladora, hasta transparencia de la mismaj; calentar a
85 °C * |t °C durante 23 a 30 minutos, lLa prueba es positiva si

se observa una coloracidon amarilla después del tratamiento. La

reaccion que se efectua es la sigquiente ¢ ver anexo 07 ;
pag, 188 ).
NOTAS:

* No emplear silica gel ron medio de contraste va que
interfiere en el andlisis.

* Preparar la solucién de revelado momentos antes de
emplearse,

* Es  importante mantener el rango de temperatura
estipulado, para que se efectue idoneamente la reaccian.
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¢ METODO 11D )

SOLUCION DE REVELAND

* Acido triclorcacético-cloroformo- perdxido de hidrogeno.

METQDO

Aspersar minuciosamente la placa que contiene a la
Actodigina con la soluciodn reveladoray calentar a 121 °C * 1 ¢C
durante 3 a 10 minutos. La prueba es positiva si se observa
una tonalidad parda. lLLa reaccion que se efectia es la

siguiente ( ver anexo 0B ; pag. 189 ).

NOTAS:

* ACIDO TRICLOROACETICO-CLORDFORMO-PEROXIDO DE HIDROGENQD

Disolver 3.3. g de A4cido tricloroacético en 10 ml de
cloroformo, mezclar perfectamente y agregar @20 pl de
peréxido de nhidrdgeno. Preparar momentos antes de su
empleo.

* EIl rango de temperatura es vital para que se lleve a
cabo [a reaccion,

* No utilizar silica gel: con medio de coontraste ya que
interfiere en el andlisis.
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3.1.3.~ GISTEMA REVELANOR DE D-6GLLCASA

¢ METODD I )

SOLUCION DE REVELADO

# a-aminofenol-4cido fosfdérico.

METONO

Pulverizar minuciosamente 1la placa que contiene a la
Actodigina con la solucidén reveladora, dejar secar a temperatura
ambiente y observar el revelado. f.a prueba es positiva si se
observa una coloracién café. La reaccidén que se efectua es la

siguiente ( ver anexo 09 ; pag. 190 ).

NOyAS:

¢ a-AMINGFENOL-ACIDO FAOSFORICH

Disolver 0.15 g de o-aminofenocl en 20 ml de etangl,
mezclar perfectamente y agregar 10 ml de una solucién
acuasa de 4cido fasférico al 50 4. Preparar la solucion
poco antes de su empleo.

% No utilizar silica gel corn medio de contraste ya que
puede interferir en el andlisis,
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CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

SOLUCION DE REVELADO

¢ METODO II )

¥ Anilina-difenilamina-acido fosfarico.

METODO

Aspersar la placa que

la solucian reveladora, hasta

posteriormente, calentar a 895

observar la coloracién de revelado

es positiva si se observa una

reatcion que se efectia es la

191 ).

pag.

cantiene a

°C %

la Actodigina con

trangparencia de la misma,

1 °C durante 10 minutos;

para D-glucaosa. La prueba

tonalidad gris—azulosa. La

siguiente ( ver anexo 10 ;

* ANILINA-DIFENILAMINA~-ACIDG FOSFORICO

Disolver de
fosférico,
mezclar perfectamente vy
Conservar la solucidn

refrigeracian.

“4q

* Mantener

difenilamina
posteriormente,

en 20 ml de A4cido
4 mlI de anilina,
200 ml de acetona.
de la luz y en

agregar
adicionar
protegida

el rango de temperatura estipulado para que se

efectde satisfactoriamente la reaccian.
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RESULTADOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

3.1.4.~ SISTEMA REVELANOR DE GLUICOSIDO CARDIACH

{ METODO 1 )

SOLUCIONES REVELADORAS

.- Acido 3,5-dinitrobenzdico al 2 % en metanol anhidro.

2.~ Hidréxido de potasio al 5.7 % en metanol anhidro.

METODO

Pulverizar suyavemente a la placa que contiene la
Actodigina con la solucién reveladora (1) e inmediatamente
después con un exceso de la solucidn reveladora (28). La prueba
es positiva si se observa una coloracién violeta—azulado.
La reaccldn que se efectda es la siguiente ( ver anexo 11 j

pag. 192 ).

NOTAS:

¥ Es importante el emplear metanol anhidro, ya que el agua
puede afectar la reaccidn, generando una tonalidad parda
0 azul-grasaseo.

* De preferencia no utilizar silica gel con medio de
contraste, ya que puede interferir en la reaccién,
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( METODO IT )

SOLUCIONES DE REVELADO

1.~ Acido 2,4,6~trinitrobenzdico al 0.1 %, en dimetilformamida y
agua (1:1).

2.~ Carbonateo de sodio al § ¥%.

3.~ Fosfato monobdsico de sodio al 5 %.

HMETONO

Pulverizar la placa que contienen la Actodigina con la
solucidén reveladora (1), dejar secar a temperatura ambiente y
pulverizar nuevamente con (1), e immediatamente después con la
solucion de revelado (2); calentar a 95 °C £ 2 °C durante 4 a S
minutos, dejar enfriar a temperatura ambiente vy pulverizar con
la soluciéen (3). La prueba es positiva si se observa una
coloracidén naranja rojiza. l.a reaccion que se efectuva es la

siguiente ( ver anexo 12 ; pag. 193 ),

* El rango de temperatura es importante para llevar a cabo
la reaccien. :
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RESULTADOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

( METODO IIT )

SOLUCIONES DE REVELADO

1.- 2,4,8',4"'-tetranitrodifenilo saturado en benceno libre de
tiafeno.

2.- Hidroxido de potasio al 10 4 en metanol acuoso al H0 4%,

METODO

Aspersar la placa que contiene a la Actodigina con la
solucion (1), dejar secar a temperatura ambiente y aspersar la
placa con la solucién (2). La prueba es positiva si se
observa un revelado de color azul, La reaccidén que se efectua

es la siguiente ( ver anexo 13 ; pag. 194 ).

NOTAS:

* Es importante que el benceno esté libre de tidfeno ya
que puede alterar la reaccidn.

# Para verificar si el benceno estd libre de tisfeno,
efectuar la prueba de la isatina.
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RESULTADOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

3.1.9.~ SISTEMA REVELADOR DE LACTONA

SOLUCIONES DE REVELADD

1.~ Hidroxilamina-hidréxido de paotasio.
2.~ Cloruro férrico-dcido clorhidrico,

METODO

Pulverizar la placa que contiene la Actodigina con la
solucién de revelado (1) hasta trasparenciaj secar brevemente
a temperatura ambliente v proceder a pulverizar con la
solucidén (8). La prueba es positiva si inicialmente se observa
una caloracidon café que vira gradualmente a parpura. La
reacciéon que se efectua es la siguiente { ver anexo 14 ;
pag. 193 ).

NOTAS:

* HIDROXILAMINA~HIDROXIDG DE POTASIO

Solucién A : B0 g de cloruro de hidroxilamina se
disuelven en 50 ml de agua, mezclar
perfectamente y aforar a 200 ml con etanol;
conservar la solucién en refrigeracién,

Solucién B @ Disolver perfectamente S0 g de hidréxido de
potasio an el minimo de agua,
posteriormente aforar a 500 ml con etanal.

Para preparar .la soluciéen de revelado, mezclar un
valumen de A con dos volamenes de B. El cloruro de
potasio precipitade se filtra, vy la solucién resultante
se mantiene en refrigeracisn, en donde se mantienen en
estable por dos semanas en recipiente de P.V.C.

* Es importante que los reactives sean de buena calidad
para evitar posibles ‘interferencias pov efecto de
impurezas.
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RESULTADOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

3.2.-

INDICE DE REFRAGCION DE LA AGTODIGINA

El indice de refraccison determinado para la
Actodigina fue de 1.7098, evaluado como s6lido a
22 °C y con linea D de sodia.

INDICE DE REFRACCION DE DISOLUCIONES DE INTERES BIOLOGICO

El indice de refraccion determinado para cada
una de las disoluciones de Actodigina, a &2 °C y con
linea D de sodio fue el siguiente:

a) Solucion stock ( Img/ml Jeueervreanoneneveenes = 1,3859

b) Dosis terapéutica ( 0.015 pmol/Kg corazén V... = 1.3240

c) Dosis letal ( 3.44 pmol/Kg corazdn deseveossss = 1.3850

pd DE DISOLUCIONES DE INTERES BIOLOGICO

El pH determinado para cada una de la disoluciones de
Actedigina, a 85 °C Yue el siguiente:

6.085

i

a) Solucidn stock € 1 mg/ml Jeeeiiinnvrenennsnnans

b) Dosis terapéutica ( 0.015 pmol/Kg corazén ).... = 7.061

c) Dosis letal ( 3.46 pmol/Kg corazen d.eseerann.. = 7,023

PUNTO DE FUSION

El punto de fusién determinado para la Actodigina fue
de 236 a 237 °C con descomposicién del producto.

SOLUBIL IDAD

Tras efectuar las pruebas de solubilida a la
Actodigina a nivel de microandlisis, se encontré que el
activo es soluble en metanol, etamnnl y dimetilsulfaxido;

y es poco soluble en acetato de etilo vy piridina.
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RESULTADOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

Gul.1.-

H,1.8.~

L B

4.1.95.-

4olilon—

4.- PROPIEDADES QUIMICAS

4.1.- ANALISIS RESIDUAL

ANALISIS PARA BROMO ECEMENTAL RESIDUAL

La prueba dio como resultado negative, con lo cual
se verifica que la Actodigina no contiene: bromo
elenental residual en su constitucidn.

ANALIGIS PARA BROMD ORGANICO RESIDUAL

Al someter a4 la Actodigina a la prueba, el
resultado Tue pegative, por lo cual, se determina que no
contiene bromo orgdnico residual en su constitucién.

DETERMINACION DE HUMEDAD ¢ METODO DE KARL-FISHER )

Mediante el micrométondo de Karl-Fisher se determind
para la Actodigina, una humedad del 0.401 4.

PERDIDA POR IGNICION

La Actodigina no pierde por ignicién mas de
Q.41 % ©n peso,

PERDIDA POR SECADD

La Actodigina no pierde por secado mads del
Q.40 4 en peso.

RESIDUDS DE IGNICION

Los residuns de ignicién para la Actodigina fueron
insignificantes, de aprdximadamente 0.0007 % en peso.

La prueba de fenoftaleina, detectd trazas de
carbonatos alcalinos.
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REGULTADOS

CARACTERIZACION DE LA ALTODIGINA

4.8, REACTIVIDAD FUNCTONAL

La pruebia  generds inicialmente una coloracian
rojiza, la cual vird gradualmente a una tonalidad azul
ciena, con lo cual, se verifica 1la reactividad de la
Actodigina como glucdside cardiaco. La reaccidén que se

efectud es la siguiente ( ver anexo 13 ; pag. 196 ),

GRUPO ETER

lLa reactividad del grupo eter constitutivoe de la
Actedigina, quedd verificada mediante un cambio gradual
del -color azul palido del papel filtro a un tono azul
intenso, el cual es caracteristice del awal  de
bencidina. La reaccian que e efectud RS la

sigulente ¢ ver anexo 16 ; pag. 197 ).

Se confirme la presencia del peroxido mediante una

prueha rdpida con sulfato fecyaso, la cusl did positiva,




RESUL.TADOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

4.2.3.~- GRUPO D-GLUCOSA

{ METODG T )

Se verificéd la reactividad del grupo D-glucosa
constitutive de ta Actodigina, mediante la formacién de
una coloracion roja. La reaccién que se efectus es la

siguiente ( ver anexo 17 ; pag. 198 ).

( METODO IX )

Mediante la presencia de wuna fluorescencia verde,
caracteristica de ta bensonaftenodiona, la cual se
intensifica bajo 1luz wultravioleta, se comprobé la
reactividad del grupo D-glucosa funcional de la
Actodigina. l.a reaccidn efectuada es la

siguiente ( ver anexo 18 ; pag. 199 ).

¢ MEYODO III )

La reactividad del grupo D-glucosa constitutivo de
la Actodigina, se verifice mediante la presencia de upa
coloracion cafe-grisasea intensa, caracteristica de los
compuestos dianilo. t.a reaccidn que se efectud es la

siguiente ( ver anexo 19 ; pag. 200 ).
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RESULTADOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

4.2.4.~

4.2.9.~

GRUPO HIDROXILO ¢ ESTEROIDAL )

La presencia de una coloracién escarlata brillante,
ratifica la reactividad del grupo hidroxilo esteroidal
constitutivo de la Actodigina. La reaccion que se

efectua es la siguiente ( ver anexo 20 ; pag. 201 ).

GRUPO LACTONA

ta reactividad de la lactona funcional de la
Actodigina, se verifice onediante la presencia de un
color café que vira gradualmente a parpura. La reaccién

efectuada es la siguiente ( ver anexo 21 ; pag. 202 ).
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RESULTADOS CARALTERIZACION DE LA ACTODIGINA

4.3.- PRUEBAS RAPIDAS DE IDENTICICACION

4.3.1.~ FORMACION DE COMPLEJD DE FIERRO-111

En un tubo de ensayo, colocar 2 ml de reactivo de color,
adicianar apraximadamente 1 mg de Actodigina, mezclar
perfectamente y adicionar 1 ml de &cido sulfdrico concentradoj
homogenizar suavemente, la formacién de una coloracién rojiza
que vira gradualmente a un tono azul ciens, indica la presencia
del glucasido cardiaco. La reaccidn que se efectda es la
siguiente ( ver anexo 28 ; pag. 203 ).

# REACTIVO DE COLDR

Disolver perfectamente 25 mg de cloruro férrice en
100 m1 de 4cido acético glacial, FProteger de la luz.

* En el caso de discluciones de Actoedigina, ya sean
orgdnicas o acugsas, tomar una alicuota,  eliminar el
exceso de disolvente, secar a 110 °C durante 1 hora y
realizar la prueba. La reaccién o se lleva a cabo
satisfactoriamente estando el digital en solucion.

* La coloracion azul ciena es especifica para Actodigina,
ya que al efectuar la prueba con otros glucésidos
cardiacos, se observd que generan una tonalidad azul muy
diferente a la desarrollada por- la Actoedigina, tal es el
caso de Digitoxina que genero una tonalidad azul claro y
Bufalina, una coloracién azul-verdasa.

# Para observar mejor la coloracién, emplear una fuente de
luz blanca, para lo cual se recomienda utilizar una
ldmpara de luz de sodio de 100 W, para andlisis
halocraémico.

* Entre mds puros sean los reactivos, se podrd diferenciar
mejor la coloracién caracteritica de la Actodigina.
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RESULTADOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

4,.3.2.- FORMACION DE COMPLEJO DE FOSFORO-V-RB1

Disolver perfectamente 3 mg de Actodigina en | ml de
dcido sulfurico concentrado, dejar reposar 10 minutos, agregar
1 mi de una solucidén etandlica al 1 %4 de RB1 ( rodamina
base 81 ), mezclar suavemente y vertir muy lentamente 1 ml de
una solucisn acuosa al 9 % de pentacloruro de fésforo;
inmediatamente se observa la formacioen de un color rojo-cereza
que verifica la presencia del glurésido cardiaco. La reacciaen

que se efectda es la siguiente ( ver anexo 23 ; pag. 204 ).

NOTAS:

% En el caso de disoluciones de Actodigina, las acuasas y
de piridina interfieren en el andlisis, en tal caso,
eliminar el disolvente y secar a 110 °C durante 2 horas
antes de efectuar la prueba,

# La coloracidn rojo-cereza es especifica para Actodigina,
ya que Digitoxigenina presents una tonalidad
rojo-naranja y Bufalina rojo-vicleta.

* Los reactivos empleados deberdn ser de buena calidad, ya
que las impurezas, pueden interferir en la reaccion.

* Se recomienda emplear uwna ldmpara para andlisis
halocrémico de luz de sodio de 100 W, para apreciar
mejor la coloracidn rojo-cereza de la Actodigina.
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RESULTADOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

5.~ DESARROLLO DE  METONO ESPECTROFOTOMETRICO PARA
DETERMINACION CUANTITATIVA  DE  AGTODIGINA

5.1.- REACCION DE COLOR

Se seleccione para desarrollo del mé#todo de cuantificacian
espectrofotométrica de la Actodigina, una reaccidn por formacién
de complejo de fierro LII, debido a que éstos, son de facil
formacion, son bastante estables en disolucién y generan
coloraciones muy particulares dependiendo del tipo y namero de
ligandas unidos al 4dtomo metdlico del complejo, ademds de ser
propicios para deteccidn de pequefas cantidades de producto. EIl
método seleccionado es el siguiente:

En un tubo de ensayo, colocar & ml de reactivo de color,
adicionar aproximadamente {1 mg de Actodigina, mezclar
perfectamente y adicionar 1 ml de Acido sulfarico concentrada;
homogenizar suavemente, la formacién de wuna coloracién rojiza
que vira gradualmente a un tono azul ciena, indica la presencia
del glucesido cardiaco. La reacciéon que se efectua es la
siguiente ( ver anexo 24 § pag. 2035 ).

* REACTIVO DE COLOR

Disolver perfectamente 25 mg de clorura férrico en
100 ml de Acido acético glacial. froteger de la luz,

# En el caso de disoluciones de Actodigina, ya sean
argdnicas o acuosas, tomar una alicuota, eliminar el
exceso de disolvente, secar a 110 °C durante | hara vy
realizar la prueba. lLa reacrion no se lleva a cabo
satisfactorianmente estando el digital en solucisdn,
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RESULTADOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

'S

La coloracian azul ciena es especifica para Actodigina,
ya que al efectuar 1a prueba con otros glucésidos
cardiacos, se observe que generan una tonalidad azul muy
diferente a la desarrollada por la Actodigina, tal es el
caso de Digitoxina que generd una tonalidad azul claro y
Bufalina, una coloracidn azul-verdoso.

Para observar mejor la coloracidn, emplear una Tuente de
luz blanca, para lo cual, se recomienda utiiizar una
lampara de luz de sodio de 100 W, para andlisis
halocrémico.

Entre mds puros sean los reactives, se podrd diferenciar
mejor la coloracién caracteritica de la Actodigina.
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RESULTADOS CARACTERIZACION DE LA ACTAODIGINA

9.2.~ ESTABICIDAD FISICA

i
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S.2.1.- PERMANENCIA DE COLOR

Al efectuar ¢l andlisis de permanencia de color, se
encantra que el tiempo de reaccison ( tiempe que tarda en virar
de un tono rojizo a un color azul ciena ), fue de 21 minutns.

£n tanto gue el tiempo de estabilidad colorida ( tiempo
en el cual permanece constante el color azul ciena ), fue de
38 minutos, después de los cuales el color azul ciena desaparece
gradualmente.

5.2.8.~ EFECTO DE DISOLUCION

Tanto en la disolucion etandlica como en la metandlica
de Actodigina, después de someterlas a reacrién, se observd una
coloracién amarilla caracteristica del cloruro férrico en
disolucién, la cual viré muy ligeramente a un tono amarillo
verdoso, para declinar posteriormente ©n la coloraciéon amarilla
inicial, la cual, degeneré gradualmente hasta quedar incolora la
reaccian.

Por otra parte, al emplear una disolucien de Acteudigina
en acetato de etile y someterla a reaccion, se observs
anicamente la colorarisn amarilla del cloruroe férrico, la cual
después de algun tiempo, declind hasta desaparecer totalmente.

En tanto que al someter Jla Actodigina a reaccién
encontrandose ésta en una disolucien de agua-etanol-metanol
( 1:1:1 ), se observéd inicialmente una coloracion amarilla, la
cual, rdapidamente, viréd a un tono naranja para posteriormente
desaparecer tan rapido como se habia formado, quedando
nuevamente una tonalidad amarilla; ésta, degenerd gradualmente
hasta desaparecer por completo.

Por tales resultados, se verifice que el efecto de
disolucian, mas concretamente, los disolventes, afectan
considerablemente a . la reaccion, por lo gque hay gue eliminar
éstos antes de proceder a efectuar la reaccién de color gue
identifica a la Actodigina.
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RESUL.TADOS CARNCTERIZACION DE LA ACTODIGINA

5.2.3.~ EFECTD DE LUZ

FUENTES |TIEMPO DE|  TIEMPQ DE
TUB0] DE LUZ [REACCION |ESIAB. COLORIDA|  VIRE DE COLOR

1 Mercurio 21 min 18 min naranja a verde

2 | Nedn 20 min 21 ain amarillo rojizo
a
azal  verdoso

3 Sodio 28 min 8?7 ain rojo a azal ciena
4 Tungsteno 23 min G40 min rojo a azal ciena
3 | Solar 208 min 41 min rojo a azal ciena
6 | Oscuridad 19 min 52 min rojo a azal ciena

w EFECTO DE LUZ SOBRE LA REACCION DE CDLOR §

Con la prueba efectuada, e observéd que las fuentes
luminosas de mercurio y neoen, afectan tanto el tiempo de
estabilidad de la reaccidén asi como la coloracidén de la misma,
en tanto que las exposiciones directas ante luz de tungsteno,
luz solar vy luz de sodio, revelaron que la reaccién no sufre
alteracién en la coloracién del complejo de fierro IIl, ademas
de propiciar un rango de tiempo aceptable en relacién a la
permanencia o estabilidad del color, 1o cual es importante para
poder efectuar una serie de analisis colorimétricos sin que éste
se vea afectado.

Por otra parte, se observé que la reaccion al ser
aislada de cualquier fuyente luminosa, ésta se lleva a cabo mds
rapidamente, ademds, de que la permanencia del color se vié
prolongada por un lapso de tiempo mayor que en los otros casos,
lo cual implica que el complejo es gradualmente susceptible a la
luz, ya que su inestabilidad se vié acelerada por esta, al
registrarse tiempos cortos de permanencia de color.
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RESULTADOS CARACTERIZACION DE LA ACTADIGINA

S.2.4.- EFECTO DE

ier]
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pe
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EFECTO TIEMPO DE TIEMPO DE
TUBO| DE AIRE [REACCION |ESTAB. COLORIDA VIRE DE COLDR

1 Total...A 28 min 41 min rojo a azal ciena
a Parcial.B 28 min 4% min rojo a azal ciena
3 Nulo....C as min 46 min rojo a azal ciena

: Sin tapdn.
: Con tapdan de goma.
: Con tapdén de goma y a vacio.

o

oo>

Con el andlisis efectuado se observe que la presencia
del aire no afecta al tiempo de reaccisn, pero si causa cierto
efecto en el tiempo de estabilidad o permanencia del color, ya
que éste se vid incrementado por la ausencia de aire, ademds,
aunque en los tres casoes se verificd el vire de una tonalidad
rojiza a azul ciena, bajo efecto de aire parcial y nule, el vire
a azul ciena fue mds intenso que el generado bajo efecto total
de aire; por lo cual, se procediée a repetir nuevamente el
andlisis, para verificar si esa intensificasion se revierte al
entrar en contacto la reaccién con el airej para lo cual, se
retiraran los tapones a log 30 minutos de efectuada la
reaccidn, que es el tiempo aproximado en el cual se efectia
ésta, y se verificéd que el color azdal ciena intenso no declina
si no hasta 40 minutos después de haberse generadoe, lo cual
implica que el aire no afecta el tiempo de reaccidn, pero si la
intensidad de color del complejo de fierro Il que se forma
durante la reactcidn.
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RESUL.TADOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

5.3.~ DETERMINACION DE LONGITUD DE ONDA DE MAXIMA ABSORCION

En base al andlisis espectrofotométrico efectuado
( ver grafica del anexo 85 ; pag. 206 ), se abservée que la
longitud de onda de maxima absorcién para la reaccion de
farmacion del complejo de fierro III para la Actodigina,

es de 936 nm.

5.4.- ESTABILIDAD ESPECTROFOTOMETRICA DE LA REACCION

Tras de efectuar el andlisis ( ver grdfica del anexo 26 ;
pag. 207 ), se obtuve que la reaccidn requiere de
aproximadamente 30 minutos ( 10 minutos de preincubacién mas
18.35 winutos de tiempo registrado ) para alcanzar su
estabilidad maxima, manteniendose en ella durante

apréoximadamente 3%9.54 minutos, en donde después  de este

tiempo, la reaccién comienza a degenerar.
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RESUL TADOS CARACTERIZACION DE LA ACTADIGINA

5.%5.- VALIDAGION DEL. METANY

5.5.1.~ LINEALIDAD DEL SISTEMA

En base al andlisis efectuado, para evaluar la
linealidad del sistema, se obtuvieron los siguientes resultados:

1= CURVA 2= CURVA

TUBO Co. DE ACTODIGINA (Abs 536 nm) (Abs 3956 nm)
B 0.000 mg 0.000000 0.000000
1 1.000 mg 0.65678% 0.662079
= 0.875 mg 0.578646 0.582847
3 0.750 myg 0.497141 0.512724
4 0.6283 mg 0.396998 0.399837
S 0.500 mg 0.3199%42 0.322171
& 0.375 my 0.245885 0.247376
7 0.250 mg 0.168970 O.171201
a 0.125 mg 0.082105 0.081703
9 0.100 mg 0.068198 0.0687%4
10 0.073 mg 0.049201 0.048854
11 0.050 mg 0.034111 0.034359
12 0.0835 mg 0.016810 0.017002

r = 0,999731 r = 0.999348

E LINEALIDAD DEL SISTEMA § e = 0.999462 re = 0.997096

T —— ;
r = 0.999640 #
» VALORES FROMEDLCO rL‘. - 0-???879 A
ne aMBAs CUuRvAR
CV = 00,0130 %
En ambas curvas, "r" y "r&", ge encontraron dentro de

los criterios de aceptaciéon para la linealidad del sistema
(r20.99 y r® 2 0.98 ), obteniendose ademds un coeficiente
de variacién, de 0.013 %, el cual estd dentro del limite
de aceptacidn €V £ 1.9 % ). Por lo cual se infiere que
EL SISTEMA ES LINEAL.
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RESULTADOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA
VALORES NBTENIDOS CRITERIGS DE ACEPTACION
r o= 0.999640 "2 0.99
re = 0.997927% re 2 0.9
€V = 00,0130 % CVv € 1.5 %

w DATOS OBTENIDOS PARA LA LINEALLIDAD DEL. SISTEMA ity

5.5.2.~ LINEALIDAD DEL

En base al
linealidad del métocdo,

METODO

andtisis efectuado,
a@ obtuvieron Jos siguientes resultados:

para

evaluar

la

CANT. AbIC. CANY. RECUP. | PORC. DE

TUBO | DE ACTODIGINA | aAbs 556 nm | DE ACTODIGINA | RECOBRQ
B 0.00 my 0.000000 0.000000 mg 0.000 %
1-0 0.19 mg 0.098562 0.149985 mg 99.990 4%
1-B 0.1 mg 0.098168 0.149399 mg 29.999 4%
1-C 0.15 mg 0.0985%99 0.150054 my 100.037 %
2-A 0.40 my 0.268435 0.399985 mg 99.991 %
-8 0.40 mg 0.241316 0.398278 mq 29.5682 %4
2-C 0.40 my 0.260350 0.396804 my 99.201 %4
3-a 0.63 mg 0.4268220 0.650015 mg 100.008 %
3-8 0.65 mgy 0.425400 0.64858% mg 99.7892 %
3-c 0.465 mg 0.4259526 0.648776 mg 99.812 %
40 0.90 mg 0.570209 0.899997 mg 9.999 %
4-B 0.90 my 0.58730% 0.895573 mg 99.508 Y%
40 0,90 mg 0.584761 0.691686 mg 99.076 %

167



RESULTADOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

TABLAS DE RESULTADOS DE ANALISIS ESTADISTICO

CANT. AblIc. CANT. RECUP.
TUBO J| DE ACTODIGINA | DE ACTODIGINA

BNC 0.00 my 0.000000 mg
1-A 0.15 mg 0.149985 mg
e-A 0.40 mg 0.399985 my
3-A 0.65 mg 0.450015 mg
40 0.90 mg 0.899997 mg

CANT. ADIC. Vs CANY. RECUP.

ra = 0.99999999 = 1
CURVA xAx r&, = 0.99999999 =1
ma = 1.00001193 = 1
ba = 0.00000861 = O

CANT. ADIC. | CANT. RECUP.
TuBo || DE ACTODIGIN DE ACTODIGINA

BNC 0.00 mg 0.000000 mg
1-B 0.15 mg 0.149399 mg
2-3 0.40 mg 0.398278 mg
3-8 Q.65 mg 0. 648564 my
4-8 0.90 mg 0.895573 my

CANT. ADIC. Vs CANT. RECUP.

re = 0.99999805 = 1
CURVA *B# re, = 0.99999610 = 1
me = 0.99577123 = 1
be = 0.00014288 = O
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RESULTADOS CARACTERIZACION DE LA ACTUDIGINA

CANT . ADIC. CANY. RECUP.
TuBg DE ACTODIGINA DE ACTADIGINA

BNC 0.00 mg 0.000000 my
1-C 0.15 mg 0.150056 mg
a-C 0.40 my 0.3%6804 mg
3-C 0.65 my 0.648776 mg
4-C 0.90 mg 0.891686 mg

CANT. ADIC. Vs CANT. RECUP.

re = 0.99998548 = 1
CURVA *Cx r®e = 0.99997098 = 1
me = 0.99807610 = 1
be = 0.00079244 = 0

COEFICIENTE DE VARIACION
ra = 0.99999999
re = 0.99999805
re = 0,99998548
Xr = 0.99999451
Sr = 0.00000775
CV = 0.00077 %
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RESULTADOS CARACTERTZACLON DE LA ACTODIGINA
PROMEDIO DEL PORCENTAJE DE RECODRO
TURO | PORCENTAJE ADICIONADO || PORCENTAJE DE RECOBRO
1-A 100 % 99.990 %
1-B 100 % 99.599 4%
1-€ 100 % 100.037 %
a-aA 100 % 99.991 %
2-B 100 % 99.562 %
a-c 100 % 99.201 %
3-0 100 % 100,002 %
3-8 100 % 99.782 %
3-c 100 % 99.812 %
4-n 100 % 99.999 %
4-B 100 % 99.508 %
4-C 100 % 99.076 %
X = 99,713 %
ANALISIS DE CANT. ADIC. Vs CANT. RECUP.
PARAMETROS EXPERIMENTALES PORAMETROS DE REFERENCIA
m = 0.995953 m=1
b = 0.000312 b =0
r = 0.999995 v o2 0.99
re = 0.999989 rE 2 0.98
CV = 0.00077 % CV ¢ av%
PR = 99.713 % PR = 90 - 102 %

EN BASE A LOS RESULTADOS

EL. METODO ES

ANTERIORES,

¢ TABLA DE COTEJO DE PARAMETRDS ESTADISTICOS
EXPERIMENTALES Y DE REFERENCIA

SE

INFIERE QUE
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RESULTADOS CARACTERIZACION DiE LA ACTADIGINA

5.9.3.- EXACTITUD DIEL. METODO

En base al analisis realizado para evaluar la exactitud

del método, se obtuvieron los siguientes resultados:
CANT ADIC. AN[ RECUR. | PORC. DE
TuBO ACTODIGINA | Abs 554 nm ACTODIGINA | RECOBRQ

B 0.000 mg 0.000000 0.000000 mg 0.000 %

1 0.002 myg 0.001543 0.001998 mg 79.908 %

a 0.007 mg 0.006130 0.008997 mg 99.9467 %

a 0.019 mg 0.012673 0.018978 mg 99.886 %

4 0.985 mg 0.645608 0.984807 mg 99.949 %
9 0.450 mg 0.294572 0.44%9009 mg 9R.779 X%
[ 0.727 mg 0.476327 0.726272 mg 99.899 %

7 0.9205 mg 0.600611 0.715865 mg 101.201 4
a 0.210 mg 0.137728 0.209747 mg 99.879 %
9 0.059 mg 0.,038874 0.058947 mg 99.911 %
10 0.027 mg 0.017673 0.026406 mg ?28.539 %

EL

CV = 0.6302 PR = 99.892 %

TABLA GENERAL DE RESULTADDS EXPERIMENTALES

ANALISIS DE CANT. ADIC. Vs CANT. RECUP.

PARAMETROS EXPERIMENTALES PARAMETROS DE REFERENCIA
CV = 0.6302 % oV <@ %
PR = 99.892 % PR = 98 - 102 %

TABLA DE COTEJO DE PARAMETROS ESTADISTICOS
B EXPERIMENTALES Y DE REFERENCIA

EN BASE A LDS RESUL.TADOS ANTERIORES, SE INFIERE QUE

171



RESULTADOS

CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

S5.9.4.- PRECISION DEL METODO

En base al andlisis efectuado, para eva
del método, se obtuvieron los siguientes resultados:

luar la precision

m TABLA GENERAL DE RESULTADDS EXPERIMENTALES §

CANT.  ADIC. CANT. RECUP. | PORC. DE
TUBO | PE ACTODIGINA | Abs 556 nm | DE ACTODIGINA | RECOBRQ
B 0.000 mg 0.000000 0.000000 mg 0.000 %
1-A 0.087 mg 0.017892 0.029940 mg 99.777 %
2-0 0.027 mg 0.017913 0.026972 mg 99.6895 %
3-A 0.027 my 0.017921 0.026984 mg 99.941 %
4-0 0.027 mg 0.017776 0.026763 mg 99.121 %
5-A 0.027 mg 0.017740 0.026708 mg 90.918 %
&-f 0.027 mg 0. 017741 0.027014 wg |[100.054 %
1-B 0.480 mg 0.313786 0.478320 mg 99.650 %
2-p 0.480 mg 0.311660 0.475076 mg 90.974 %
3-8 0,480 mg 0.313439 0.477790 mg 99.540 %
4B 0.480 mg 0.311770 0.475244 mg 99.009 %
5-R 0.480 mg 0.312605 0,47&6%518 mg 99.275 %
4~n 0.480 mg 0.314B84 0.479994 wg 99.998 %
1-C 0.975 mg 0.638007 0.974132 mg 99.911 %
2-C 0.975 my 0.4&32982 0.965246 mg 98.999 %
a-c 0.975 mg 0.632990 0.965258 mg 99.001 %
4—C 0.975 my 0.435800 0.969636 mg 99.450 %
5-C 0.975 mg 0.639412 0.975055 mq [100.006 %
6-C 0.975 my 0. 638705 0.973976 mg 99.895 %
CANT. ADIC. Vs CANT. RECUP.
Ppn = 99,614 % Pph = 99.“08 %
CURVA A —f See = 0.473653 CURVA B -] Sen = 0.397324
CV = 0.476 % €V = 0.399 %
Per = 99.544 %
CURVA € - Sen = 0.463043 -
CV = 0.465 % Prr = 99.522 %
CV = 0.447 %
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RESULTADOS CARACTERLZACION DE LA ACTODIGINA

ANALISIS DE CANT. ADIC. Vs CANT. RECUP.

PARAMETROS EXPERIMENTALES PARAMETROS DE REFERENCIA
CV = 0.447 % KV £ 1.5 %
PR = 99.528 % PRO= 96 ~ 102 %

Cas §

TABLA DE COTEJO DE PARAMETROS ESTADISTI
A EXPERIMENTALES Y DE REFIERENCIA

EN BASE A LOS RESULTADOS ANTERIORES, GE INFIERE QUE
EL. METODO ES PRECISO.
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ANALI SIS n e RES UL TADOS

Antes que nada, es necesario aencionar,  que para efecto
del estudio de caracterizacion de la Actodigiua, el Instituto
Nacional de Cardiologia "Ignacio Chavez"”, de 1la Ciudad de
Méxiro, solamente proparciond noventa y ocho wmiligramos del
digital y daos viales con 8§ ml cada uno, -de una salucisn
inyectable, con una concentracidn de 1 mg/ml de Actodigina; por
lo cual, silo se procedio a realizar las pruebas de
caracterizacian de mayor interés para el dﬁﬁartammntn de
Farmacologia de ésta institucian. Cabe hacer notar, que
antes de aplicar las prucbas corréspondientes de cararterizacion
a la Actodigina, todas ellas, se evaluaron concienzudamente
con su andlogo funcional, la Digitoxina, asi como con otros
digitdlicos o glucdsidos cardiacos, tales como, Digoxina,
Lanatdésido-C y Bufalina entre otros. Asi, una vez estudiadas
perfectamente cada una de las pruebas a realizar, se pracedisé a

la aplicacidén directa de éstas, sobre la Actodigina.

Ahora bien, dado que noventa y ocho miligramos del farmaco
como tal y 10 mg en disolucién, son una cantidad pequeia, de la

cual, no se puede desperdiciar ni una minima fraccien del
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ANALISIS DE RESULTADOS CARANCTERIZACION DE LA ACTODIGINA

producto, en primera  instancia e avocd el estudio de
caracterizacidén a efectuar todas aquellas pruebas, en  las
cuales el qlucdsido cardiaco se pudiera recuperar, pava ser
reutilizado en andlisis subsecuentes, empleando para  todo
ello, técnicas de microandlisis bien estabilecidas, reactivos de
calidad y equipos de alta sensibilidad,. De las pruebas
efectuadas a la Actodigina, algunas de ellas se realizaron
en las instalaciones del Departamento de Farmacologia del
Institute Nacional de Cardiologia " Ignacioc Chavez " de la
Secretaria de Salubridad y Asistencia, oteas, en el Laboratorio
de Materias Primas y Sintesis de Medicamentos de la Fartultad
de Estudios Superiores Zaragoza y en el Departamento de
Bigestructuras del Instituto de Quimica, estas dos dGltimas
instituciones, pertenecientes a Ja Universidad Nacional Auténoma
de México, en donde se tuvo un gran apoye por parte de los
investigadores para el disefo y segquimiento de las pruebhas
de caracterizacidn a la Actodigina, ademds de praporcicnar los

mas modernos equipas para el optimo desarvollo del estudio.

Asi pues, en primera instancia se desarvollaron las pruebas
fisicas de evaluacién organoléptica, en donde se encontré gue la
Actodigina es un producto cristalinoe amorfo, de color blanco

brillante, con caracteristicas inodoras e insaboras.




ANALISIS DE RESULTADOS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

Posteriormente, se procedidé a la evaluacian de propiedades
estructurales, recurriendo al andlisis espectroscopica, pars
lo cual, sdlo se determinaron aguellas pruebas  en las que se
pudiera obtener con certeza la composicidén y conformacian de la
molécula de Actodigina y, que ademds, se pudiera recuperar el
productos; asi, séla se efectus el espectro de ultravioleta,

en donde se abtuvo la banda caracteristica para les glucdsidos

de su tipo y el espectro de infrarrojo, del cual se verifice

que realmente se  tienen los grupos funcionales propuestos, lo

cual se auns a los estudios de cristalografia realizados en 1979
por Dwight §. Fullerton ¢®®, ratificandu asi, que el producto
corresponde al planteamiento de disedo molecular, mediante la
conformacién y distribucién espacial de 1la estructura de la
molécula de Actodigina, corroborande asi, gue la sustancia

caracterizada realmente es el producto esperado.

Una vez verificada la conformacian y la presencia de
ciertas grupes funcionales, s desarrol le un método de
separacien cromatogréfica en capa fina, el cual peraitiera
separar perfectamente a la Actodigina de mezclas de sustancias
andlogas, tanto estructurales como biolégicas, que resultan de
evaluaciaones farmacoldgicas; asi mismo, se disefo un sistema de
revelado cromatografico de grupos funcionales para dar

seguimiento tanto a estudios de reactividad funcional como a

176



ANALISIS DE RESULTADDS CARACTERIZNACION DE LA ACTUDIGINA

toda prueba relacionada en torao a este activo, en el cual se

requeria un andlisis de esta indnle.

A continuacién, se desarrnllaron al activo, wuna serie de
pruecbas fisicoguimicas bdsicas, como indice de refraccidn, punto
de fusian y solubilidad entre otras; pruebas gue particularijzan
e identifican indirectamente a la Actodigina. Asi mismo, dado
que la Actodigina s genera bajo una sintesis de nueve
intermediarios, se efectus wun andlisis vesidual para evaluar
principalmente, posibles residuns de brome urganico o bien
elemental, provenientes de la introduccion del grupo D-glucosa
en el carbon-3 del anillo esteroidal, prueha que resultd
negativa, 1o rual implica quet el altimo proveso de
recristalizacion efectuades en  la sintesis. del activo, es el
apropiado para eliminar posibles residuos contaminantes de este
componente,. Las pruebas de determinacidn de humedad, residuos y
pérdida por ignicién, asi comn pérdida por secado, generaron la
informacidn propicia para contiouar estudios de reactividad,
ademds de que dan la pauta para ser considerados comp ensayos
indirectos de identidad que son importantes de considerar en

estudios posteriores de estabilidad o de otra indole.

Dentro del andlisis de reactividad funcional, esta results

propicia como métodoe de  identificacién directa y como
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ANALISIS NDE RESULTADDS CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA

comprobacién de la presencia de los grupos funcionales de la
Actodigina, asi pués, se verifice la existencia de un azdcar, un
hidréxilo esterpidal, un grupo lacténico, un eter, y de la misma
molécula de digital. Para los grupos metilo, ya que estos son
sumamente estables, la evaluarion de reactividad no se llevé a
cabo, debidae a que ello implicaria el manejuo de reacciones

altamente selectivas, lo cual no es la finalidad del estudio.

Como medida rapida de identificacidn especifica para la
Actodigina, se tuvd la formaciéon de un complejo de fierrvo-Ili,
el cual, al igual que con andlogos estructurales, la Actodigina
genera un color azul, pero de tonalidad muy diferente a estos,
asi mismo, la formacion de un complejo de fasforo-V y rodamina
base-S1, generd un color muy particular para este glucasidoe

cardiaco de origen sintético.

A parte de la caracterizacian fisica, quimica vy
fisicoquimica, se desarrollé un método espectrofotomédtrice para
determinacién cuantitativa de Actodigina para  evaluacian de
estudios invitro; el método se desarvolld en bhase a la formacidn
de complejos de fierro-Ill, ya que resultd ser la reaccian cuya
coloracion fue la mds estable y la mads facil de realizar
entre las diversas evaluaciones de veactividad, tal método se

selecions y modificé bajo estudios de estabilidad fisica de la
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ANALISIS DE RESULTADOS CARACTERIZACION DE 1A ACTODIGINA

reaccion, considerando las pruebas de permanencia de color,
efecto de disolucidn, efecto de luz y de aire, con lo cual, se
establecide las condiciones de reaccion pertinentes para poder
desarrollar la estahbilidad espectrofotométrica de la reaccian, y
para delimitar con ello, el preciso establecimiento de las
condiciones de reacciadn. ~ Una  vez establecido el método, se
procedisé a la ;alidacién del mismo, para lo cual, dado que no se
contaba con gran cantidad de 1a Actodigina, sdélo se evaluaron
los pardmentros minimos para efecto de la validacidén, por lo
cual, se considerd la linelidad del sistema y del métodn, la
exactitud y precigsian del mismo, de lo cual, tanto el sistema
como el método fueron lineales, ademds de que el método
resulté ser exacto y preciso. La seleccion del rango de
concentracién para la linealidad, se eligié en base a los
requerimientos de evaluacién invftru en el area farmacolagica,

l1a cual se puede redisefar a concentraciones mds elevadas.

En si, con la caracterizaciéan bdsica efectuada a la
Actodigina, se tiene en general, la verificacién de que el
producto es el propuesto bajo disefio molecular, y que posee
caracteristicas muy particulares que lo tipifican y enmarcan

como glucesido cardiaco.
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CONCLUSTONES

En base a la recopilacidan bibliografica efectuada, para
desarrollo del estudio de caracterizacion de la Actodigina, se
desarrollaron las pruebas bdsicas minimas debido a la escasa
muestra praparcionada (108 mng), ya que para un estudio completo
de esta indole se requeria una muestra mayor. Asi  puds,
el presente trabajo contiene tanto 1a definician de la
conformacion estructural de la molécula, asi camo los estudios
espectroscépicos efectuados, de tal manera que el espectro de
uttravioleta, manifesta que el producto en cuestidn,
corresponde a un glucdsido 6ardiacu; el andlisis infrarrvojo,
puso en evidencia a los grupes funcionales de éste, en tanto
que la cristalografia, permitio conpcer las distancias
interatomicas, d4ngulos de torcion y la conformacian espacial,
lo que facilita comprender el poc qué de su disposicidn
y efecto ante los receptores de la ceélula cardiaca. En
base a ello, los estudios generados de disefo cromatografico
en capa fina y la formacion de sustancias y complejos
coloridos, en relacién a la composicidn  funcional de la
fAictodigina, resultan serr una  bherramienta fundamental en

estudios posteriores, en los que se desee rastrear o verificar
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CONCLUSIONES CARACTERIZALION DE LA ACTODIGINA

tanto la presencia como la degradacidén quimica o bioldgica de

este glucdsido,

Por atra parte, las prushas de arganolépsia, coma lo son
apariencia, ceolor, olor y sabor, resultan ser pardmetros basicos

muy peculiares que tipifican fisicamente al activo.

La evaluacidn de pruebas fisicoguimicas como punto de
fusiadn, solubilidad, pH e indice de refraccion entre otras, son
factores que aportan un enriquecimiento al vontexto cientifico,
agilizando toda investigacidn en relaciéon a éste compuesto; asi
mismo, contribuye a tal fin, tanto los estudios generados de
reactividad funcional como los de disero e implementacdn  de
un método de cuantificacian espectrofotométrica, ademas del
andlisis residual efectuado, con lo cual, todo ellp, genera una
caracteistica en extremo particular para el producto, dando por
hechao el establecimiento de las bases fundamentales para nuevas

campas de aplicacion directa de la Actodigina.
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ANEXO (02)

ESPECTRO DE ULTRAVIOLETA

ESPECTRO DE LA ACTOOIGINA EN LA REGION ULTRAVIOLETA

14
1.2

1
081
06+t
041
02 -,
0 d ottt et A T T AT A4
D2ARB3A533B3301RRVBHABIIT I BOMA

Long. de onda X 10 (1)

A

RESULTADQS SECC. 2.2. / ESPECTRO DE ULTRAVIOLETA
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ANEXO (03)

CRISTALOGRAFIA POR DIFRACCION DE RAYOS X

DISTANCIAS INTERATOMICAS ( A )

1487

ACTODIGINA

1528

* Furnic tomada de * A Cryuisliographie, Cenfornutional Energy, snd Blological Study
of Actedlpin { AY-22,24) ) and e Genln *; Fullerton, D.S.; Yeshioks, K, ot all:
Molecular Pharmacelogy; §7:4-51:1980,

RESULTADOS SECC. 24. / CRISTALOGRAFIA POR DIFRACCION DE RAYOS X
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ANEXO (04)

CRISTALOGRAFIA POR DIFRACCION DI RAYOS X

ANGULOS DE TORCION ESPACIAL ( GRADDS)

ACTODIGINA

. I'um‘lr tomada de * A Crystaliogruphic, Conformattonal Enet gy, end Blologieal Study
of Actudigln (AY-12,241) 3nd dr Genln *; Fullerfon, D.5.; Vothioka, K. ¢ all;
Moleclar Phormacology; 17:43.51:1980,

RESULTADOS SECC. 2.4, / CRISTALOGRAFIA POR DIFRACCION DE RAYOS X
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ANEXO (05)

- CRISTALOGRAFIA POR DIFRACCION DE RAYQOS X

CONFORMACION ESPACIAL

ACTODIGINA

O : OXIGENO O : CARBONO 0 : HIDROGENO

* Fuente tomada de * A Crysiallographic, Conformationat Ener gy, and Biologleat Srudy
ol Actedigin (AY-22,041) and #y Genln*} Fulketon, D.8.; Yethieks, K. ot all;
. Motecular Pharmacelogy; 11:43-51.19%0. X

RESULTADOS SECC. 2.4, / CRISTALOGRAFIA POR DIFRACCION DE RAYOS X
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ANEXO (006)

SISTEMA REVELADOR DE ANILLO ESTEROIDAL

METODO 1

ACTODIGINA
CH,
HO 2
0 4
oH
I
o
2) AQ,
1) HCISQ / CHCOOH 3) NHOH X
3
VAN
0
N\
COMPLEJO DE AI*3
AZULVERDOSO ceslmo ' “,
ek R > ~ ot
e‘ u"lluuu",, Al 3

s
¢

CAL

W

RESULTADOS SECC. 3.1 2. / SISTEMA REVELADOR DE ANJLLO ESTEROIDAL
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ANEXO (07)

SISTEMA REVELADOR DE ANILLO ESTEROIDAL

METODO 1

ACTODIGINA

0
OH

H o

H

o
0
COMPUESTO AMARILLO AN
P ==0
0= P( ~ wo”
oH OH

H

RESULTADOS SECC. 3.1.2. / SISTEMA REVELADOR DE ANILLO ESTEROIDAL,
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ANEXO (08)

SISTEMA REVELADOR DE ANILLO ESTEROIDAL

METODO 1l

ACTODIGINA

B

1) CCLCOOH / CHCY,

ct COMPUESTO DE COLOR AMARILLO
EMITE FLUORESCENCIA AMARILLOVERDOSQ

RESULTADOS SECC 3.1.2. 7 SISTEMA REVELADOR DE ANILLO ESTEROIDAL
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ANEXO (09)

SISTEMA REVELADOR DE D-GLUCOSA

METODO 1
ACTODIGINA
HO -
-0
OH R oy
o’ O
HO + -
.‘
o HO  NH
H,PO,

COMPUESTO CAFE

R : ANILLO ESTEROIDAL CON LACTONA EN CARBON 17

RESULTADOS SECC. 3.1.3. / SISTEMA REVELADOR DE D-GLUCOSA
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ANEXO (10)

SISTEMA REVELADOR DE D-GLUCOSA

METODO 1

ACTODIGINA
H
OH
% N
T @ - g0
OH Z

HO

COMPUESTO CAFE-GRISASEQ

R : ANILLO ESTEROIDAL CON LACTONA EN CARBON 17

RESULTADOS SECC. 3.1.3. / SISTEMA REVELADOR DE D-GLUCOSA
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ANEXO (11)

SISTEMA REVELADOR DI GLUCOSIDO CARIIACO

METODO 1

o]
ACTODIGINA O== 7

HO
-0
OH
HO
OH
Oy-oom /cujun KGH
Ko
O\ 0 'K wmw .O\N+
O/ —
B NN gy C‘)>ﬂcoon
HO tHy — ON
9 OH
OH
HO Y :
OH COMPLEJO AZUL-VIOLETA
RESULTADOS SECC. 3.1.4. / SIST. REVELADOR DE GLUCOSIDO CARDIACO
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ANEXO (12)

SISTEMA REVELADOR DE GLUCOSIDO CARDIACO

METODO 11

ACTODIGINA

J NO;

1) O;NQ—COON DMF -HO
) 0;

2 NaCO  AgscC

" 3) HpNaPQ,

'R ‘Na w0 ¢

N\, /- -
O//N<C_> «{ﬁmv—o h{a

Q
NO,,

S ssnnrnanen

CH
HBCM- N/

CH
COMPLEJO ROJO-NARANJA :

RESULTADOS SECC. 3.1.4./ SIST. REVELADOR DE GLUCOSIDO CARDIACO
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ANEXO (13)

-SISTEMA REVELADOR DE  GLUCOSIDO CARDIACO

METODO I

Q=¢
ACTODIGINA -__-;7 NO, HO,

2) KOH [ CHOH

-3 .
Q, 0O K O

N N\ ~
CHQ Olhnuun(f/
NO, NO,
H

Q

COMPLEJO AZUL

RESULTADOS SECC. 3.1.4./ SIST. REVELADOR DE GLUCOSIDO CARDIACO
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ANEXO (14)

SISTEMA REVELADOR DE LACTONA

METODO |

ACTODIGINA

HO 0
OH

2) FeCl, HY

1) NHOH / OH™

C pantnnm -rT

COMPLESO PURPURA j ] OH
I e
HC

RESULTADOS SECC. 3.1.5. / SISTEMA REVELADOR DE LACTONA
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ANEXO (15)

REACTIVIDAD FUNCIONAL / GLUCOSIDO CARDIACO

METODO 1

ACTODIGINA
HO
0
OH
/o
HO
OH
1) CHCOON
2) FeCl,
3) HSQ
Fe™
o 3
HO 3
L \ <'0H
Hi
\o
’ %
My Y
CH -
3 *
\C /0 um,,” *
’y \ H tuy,, Fe+3
o
COMPLEJO AZUL :
I
F e +3

RESULTADOS SECC. 4.2.1. / REAC. FUN. / GLUCOSIDO CARDIACO
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ANEXO (10)

REACTIVIDAD FUNCIONAL / ETER

METODO 1

ACTODIGINA

HO Y 1) ETERETILICO

\ 2) w0, , A230C

N

.

S
Cu

QO

HO
cH

A20°C

- Ot OO

AZUL DE BENCDINA

RESULTADOS SECC, 4.2.2. / REACTIVIDAD FUNCIONAL / ETER
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ANEXO (17)

REACTIVIDAD FUNCIONAL / D-GLUCOSA

METODO 1

ACTODIGINA

i 0: " R N~N+)iQ>j
fens O]

OH

S

Ho | A

O~

COMPUESTO ROJO
R : ANILLO ESTEROIDAL CON LACTONA EN CARBON 17

RESULTADOS SECC.42.3 / REACTIVIDAD FUNCIONAL / D-GLUCOSA
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ANEXO (18)

REACTIVIDAD FUNCIONAL / D-GLUCOSA

METODO 1l
ACTODIGINA
Ho OH
%ﬁo
A O
2\ o/ + 1 )
HO ~
OH ]
0

YHSO, A | 2)HO

Q
e
v
BENZONAFTENODIONA

R : ANILLO ESTEROIDAL CON LACTONA EN CARBON 17

RESULTADOS SECC. 4.2.3. / REACTIVIDAD FUNCIONAL / D-GLUCOSA
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ANEXO (19)

REACTIVIDAD FUNCIONAL / D-GLUCOSA

METODO Hi

ACTODIGINA

—-0 NH, #

HPO | A\ 85 °C

HO

COMPUESTO CAFE-GRISASEQ

R ANILLO ESTEROIDAL CON LACTONA EN CARBON 17

RESULTADOS SECC. 4.23 / REACTIVIDAD FUNCIONAL / D-GLUCOSA
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ANEXO (20)

REACTIVIDAD FUNCIONAL /7 HIDROXILO ESTEROIDAL

METODO |

ACTODIGINA

1) NNRBS2
Ho— 2)CHCOOH 1 A 80°C
oM 3)ALC, / HSQ
HO

COMPLEJO DE Ai»
ESCARLATA

RESULTADOS SECC. 4.2.4. / REAC. FUN. / HIDROXILO ESTEROIDAL
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ANEXO (21)

REACTIVIDAD FUNCIONAL / LACTONA

METODO |

ACTODIGINA

HO ™ o
OH
2) FeCl, 1 HY 3+
Fe,
§ ""/,
1) NHOH 1 OH’
2 i N
a N H
H
Ha
CH, - 0
COMPLEJO PURPURA ﬁ\ OH
Ho'
RESULTADOS SECC. 4.2.5. / REACTIVIDAD FUNCIONAL / LACTONA
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ANEXO (22)

FORMACION DE COMPLEJOS 7/ COMPLEJO DE FIERRO 1

METODO 1

ACTODIGINA

CH
HO~ p
0 OH
oK
e " e
o
HO
OH

1) CHCOOM
2) FeCl,

3) 145Q

! N\
COMPLEJO AZUL

RESULTADOS SECCION 4.3.1. / COMPLENO DE FIERRO I
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ANEXO (23)

FORMACION DE COMPLEJOS / COMPLEIO DE FOSFORO V - RBSH

METODO 1

ACTODIGINA
CH,
1) H,5G,
Ho
° OH 2 RBSH
OH o el
Ho
OH

COMPLEJO ROJO CEREZA

RESULTADQS SECCION 4.3.2. / COMPLEJQ DE FOSFORO V - RBS!1

204



ANEXO (24)

REACCION DE COLOR

e )
ACTODIGINA =

HO

OH

HO
OH

1) CHCOOH
2) Fet,
3) 1159

COMPLEJO AZUL

RESULTADOS SECCION 5.1. / REACCION DE COLOR
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ANEXO (25)

DETECCION DE LA LONGITUD DE ONDA DE MAXIMA ABSORCION
PARA LA REACCION COMPLEJOMETRICA DE LA ACTODIGINA'Y

0.7 v
06 1

0.5
0.4

0.3 4

Abs
0.2

0.1

0.1

0.2+

FIERRO-ITI

DETECCION Di LA LONGITUD DE ONDA DE MAXIMA ABSORCION PARA LA REAGCION
COMPLEJOMETRICA DE LA ACTODIGINA Y FIERROXII

1
i

1
+

Hi HHHHH A HHEH A H
17 18 2325 27 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 54 5559636872?60084839397

Long. de onda X 10 (nm)

ABSORCION MAXIMA = 556 nm

RESULTADOS SECC. 5.3. 7/ DETEC. DE LONG. DE ONDA DE MAX. ABSORCION
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ANEXO (206)

ESTABILIDAD ESPECTROFOTOMETRICA DE LA REACCION
COMPLEJOMETRICA DE LA ACTODIGINA 'Y FIERRO-III

ESTABILIDAD ESPECTROFOTOMETRICA DE LA REACCION COMPLEJOMETRICA DE LA
ACTODIGINA Y FIERROAH

B e e e B e o B e e e S
2 6 10 14 10 22 26 30 34 30 42 46 50 54 58 62 66 70 74 78 B2 86 50 94 98

Tiempo de exposicion (min}

TIEMPO DE ESTABILIDAD MAXIMA A 556 nn = 39.74 min

RESULTADOS SECC. 5.4,/ ESTAB. ESPECTROFOTOMETRICA DE LA REACCION
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PROPUESTAS

Dado que el Institute Wacional de Cardiologia “lgnacio
Chavez" de la Secretaria de Salubridad y Asistencia, no posee
una cantidad relativamente sustanciosa de Actodigina (AY-22,241)
para completar la caracterizacian, debido a que Karel Wiesner
del Centro de Investigacién de Productos Naturales de la
Universidad de New Brunswick, en  Brunswick Canadd, no
proporcions a Cardiologia la cantidad suficiente del farmaco,
para efectuar toda una serie de estudios y evaluaciones en torno
al AY-22,241; por tal motivo, se propone llevac a cabo la
sintesis del activo a nivel de investigacian en la Ciudad de
México, para concluir la caracterizarcién del mismo, tanto en el
Acrea farmacolégica como en la toxicolegica, considerando en esta
altima, el andlisis de fijacién a proteinas ( albamina y
globulinas ), para evaluar el por qué de la rapidez en la
reversibilidad de efectos toxicos, lo cual difiere en extremo de
su andlogo Digitoxina y de otros glucdsidos de su género, tanto
naturales comp semisintéticos y sintéticos, para asi conocer mas

a fondo a éste glucésido que es de sumo interés en Cardiologia.

Paor otra parte, el métado de cuantificacieon
espectrofotométerica fue disedadn para estudios invitro, como

lo es el trabajar en corazén aislade sin afluente de sangre y
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PROPUESTAS CARACTERIZACION DE LA ACTORIGINA

can irrigacidan efectrolitica isaotanica, por lo que se prapows
realizar un ajuste del mismo a estudios in viveo, considerando
que algunos componentes de la sangre pueden interferic en la
reaccidon, como lo son las proteinas, que pueden acomplejarse
facilmente con fierro-IIl en medio dcido, generando coloraciones
que van del parpura al morado ( en diferente grado )}, de tal
suerte que es aconsejable tratar de eliminar tal efecto mediante
la precipitacien de las mismas, seleccionando el  agente
precipitador mds adecuado, para evitar un arrastre o secuestro
del farmaco de interés en la sedimentacian protéica. Por la
tanto, si ésta propuesta se lleva a cabo, serd necesario
validarla bajo otros parametros, ya que la seleccidn estaditica
efectuada al método invitro, no es aplicable a un métada inviva,
par lo que deben agregarse la especificidad, eficiencia,
eficacia Y tolerancia entre otros, para asi validar

pertfectamente el planteamiento experimental que se proponga.

Asi mismo, para completar el andlisis espectroscdpica, se
sugiere realizar los espectros de masas y resonancia magnética
nuclear; claro estd, que esto serd posible cuando se cuente con
una cantidad suficiente de Actodigina, lo cual facilitard la
ampliacidn de los estudios. de caracterizacidén efectuados hasta
este momento, asi rvomn toda iovestigacian realizada en torno al

Ay-2a,2at.
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