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I N T R O D U C C 1 0 N 

Desde la aparición del hombre sobre la faz de la tierra 

hasta la actualidad, éste ha descubierto y generado a través del 

tiempo, un sin fin de productos químicos tanto orgánicos como 

inorgánicos de procedencia natural, semisintética y 

sintética, de los cuales, todos ellos, es necesario 

conocer a ciencia cierta la precisa determinación de las 

características físicas, químicas y fisicaquimicas muy 

particulares de cada uno de estos, para facilitar en extremo su 

preciso manejo y óptima aplicación a cualquier tipa y nivel de 

investigación, por lo cual, se han generado en el trascursu de 

los últimos años, una diversidad de estudias denominados de 

caracterización, los cuales evidencian las propiedades muy 

particulares de cada compuesto que es analizado bajo estas 

estudios. 

Por lo general, una caracterización va desde el análisis 

físico de la muestra hasta la evaluación de su reactividad 

funcional; análisis que deben ser objetivos y prácticos, con 

carácter cualitativo y cuantitativo a niveles de macro y/o 

microescala, propiciando ami la tipificación precisa de las 

sustancias químicas. 
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INTRODUCCION 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

Dentro de la gran gama de compuestos descubiertos por el 

hombre, los glucósidos cardiacos que en su mayoría son 

sustancias de origen natural, 	y que ejercen una intensa 

acción sobre el corazón, aumentando la contractilidad del 

músculo cardiaco en la insuficiencia cardiaca congestiva, y 

que pueden ser altamente tóxicos y mortales en dosis no 

controlada. A través de los siglos, ha sido necesario 

conocer su efecto y mecanismo de acción preciso sobre el 

másculo 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 máximo efecto terapéutico y minimizar la respuesta 

toxicológica en este tipo de sustancias. 	Así, una extensa 

generación de estudios de efecto-•estructura, realizados en el 

Instituto Nacional de Cardiología " Ignacio Chávez " de la 

Ciudad de México, muy particularmente en el Departamento de 

Farmacología, bajo la dirección y diseño de los Drs. Méndez, 

Pastelín y Kabela, y con la colaboración de Niesner en la 

Universidad de Drunswick en Canadá, desarrollaron un glucósido 

cardiaco completamente sintético, cuya funcionalidad resultó ser 

análoga a otros glucósidos ya existentes y cuyos efectos 

terapéuticos eran máximos con niveles de toxicidad mínimos, casi 

nulos, dando con ello grandes espectativas a pacientes con 

insuficiencia cardiaca, a tal producto se le nombró Actodígina y 
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dado que era necesario el conocer más a fondo a dicho glucósido, 

se realizó el presente trabajo de investigación, en la Facultad 

de Estudios Superiores Zaragoza, de la Universidad Nacional 

Autónoma de México, el cual se abocó a efectuar la 

caracterización del mismo para delimitar con mayor precisión 

SU naturaleza física, química y fisicoquímica, basando todo 

ello en el microanálisis. 	En esta caracterización efectuada, 

se encuentra contenida la evaluación de sus propiedades 

organolépticas, análisis estructural, propiedades fisicoquímicas 

básicas, análisis residual y reactividad luncienal asi como 

la implementación de un método de separación cromatográfica en 

capa fina y algunos sistemas de revelado cromatográfico, además 

del desarrollo y validación de un método espectrofotométrico 

para la determinación cuantitativa del glucósido cardiaco, la 

cual, permite conocer más a fonda a la Actodigina. 

Tal aportación al ámbito de la investigación, agilizará en 

extremo, estudios posteriores en el área farmacológica y en la 

farmacéutica así como todo estudio relacionado en torno a 

este activo que forma parte de un grupo de medicamentos de sumo 

interés en cardiología. 

3 



ANTECEDENTES 

Los glucósidos cardiacos son sustancias que ejercen intensa 

acción sobre el corazón, en concentraciones terapéuticas, todos 

actúan aumentando la contractilidad del músculo cardiaco y son 

la base del tratamiento medicamentoso de la insuficiencia 

cardiaca congestiva. En muchas de las enfermedades del corazón, 

el miocardio no tiene la suficiente fuerza para vaciar los 

ventrículos completamente; por lo tanto, la sangre bombeada a 

los diferentes órganos es insuficiente para mantener su 

funcionamiento normal. En un intento por satisfacer las 

demandas de oxígeno y nutrientes del organismo, el miocardio se 

contrae con mayar rapidez, ocasionando un agrandamiento del 

músculo cardiaco 	hipertrofia ), a pesar de la cual no se logra 

un gasto cardiaco normal (".4e'. 

Los cardiotónicos estimulan al músculo cardiaco para que se 

contraiga con mayor fuerza, y asi bombee más sangre al organismo 

con el objeto de mantener las funciones de los diferentes 

órganos. 	Como consecuencia, la frecuencia cardiaca vuelve a 

cifras normales, y al aumentar la circulación a los riñones, 

los glucósidos cardiacos aumentan la diuresis y corrigen 
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el edema, frecuentemente asociado con la insuficiencia 

cardiaca te6...t.4m,4m), 

Los glucósidos cardiacos modifican el transporte de 

electrólitos a través de la membrana mincárdica. 	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 miocardio, dando como resultado una mayor 

fuerza de contracción 141•410. 

Cuando los glucósidos se emplean para el tratamiento de 

determinadas alteraciones del latido cardiaco l arritmias 1, 

frecuentemente ejercen su efecto, disminuyendo la velocidad de 

conducción a través del nodo auriculoventricular 

Estos fármacos, constituyen un grupo de compuestos 

quimicamente similares, obtenidos de fuentes naturales, y se 

hallan entre las drogas más viejas que la humanidad ha conocido; 

se han utilizado no sólo como medicinas sino también como 

venenos 'e6.41›. 

Los glucósidos cardiacos más importantes, por lo menos en 

Europa y Estados Unidos, se obtienen de las hojas de la dedalera 

Dicatalis purpurea ), que crece salvaje en tierras no 
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cultivadas de latitudes nórdicas, incluyendo el Reino Unido; y 

de la dedalera austriaca ( Diqjtalis lanata ), que es indígena 

en el centro y sur de Europa (4,~. 

Hablando con propiedad, el término digital, sólo se refiere 

a los extractos y preparados de hojas de especies de Digitalis, 

pero de hecho, frecuentemente se utiliza en sentido genérico 

para todos los glucósidos cardiacos y preparados que los 

contienen. 	Además, existen otros términos que derivan de éste; 

así, un paciente sometido a tratamiento con un glucósido 

cardiaco puede decirse que esta "digitalizado" y uno que muestra 

signos de dosificación excesiva, está "hiperdigitalizado" (4". 

En la naturaleza existen diversos glucósidos cardiacos como 

la Escila, que es un preparado de las porciones internas del 

bulbo de la Urginea marítima, o sea la cebolla de mar, cuyo uso 

medicinal data desde los egipcios y romanos, quienes lo 

empleaban como tóxico cardiaco y en el tratamiento del edema. 

Estos actives, tienen muy poca aplicación en el efecto 

digitálico sobre el corazón ya que se absorben mal a nivel 

del tubo digestivo, y son menos potentes que los glucósidos 

de la especie Digitalis. 	Sin embargo, el Meproscileno, que es 

un semisintético de la Escila prosilaridin, resulta prometedor 

en ciertos casos clínicos (41*"›. 
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Los Dufadienólidos, son otros glucósidos cardiacos de 

origen natural, pues se extraen del veneno de las glándulas de 

la piel del renacuajo del género Bufo; entre los más empleados 

se encuentra la Bufalina ("."). 

El Estrofanto, es un preparado de las semillas desecadas de 

Strophantus kombé, que fue introducido en la medicina en 11190; 

en la actualidad, aún se siguen utilizando para tratar algunas 

insuficiencias cardiacas, siendo la Estrofantidina la más 

utilizada. 	La Ouabaina o Estrofantídina "S", es un glucósido 

cardiaco extraido de las semillas de Strophantus gratus o de la 

madera de la Acokanthera ouabaio, o bien, de la Acokanthera 

schimperi, tiene una potencia muy superior al resto de los 

digitálicos naturales y semisintéticos; hoy en dia, tiene una 

gran aplicación en padecimientos cardiacos severos <4'~'. 

Los glucósidos de digital, directamente extraidos de 

D. purpurea y D. lanata, tienen una gran aplicación, entre los 

cuales, los más empleados son Digitalina, Digitoxina, Digoxina 

y Lanatósido "C". 

Por lo general, todos estos fármacos tienen una estructura 

muy semejante, ya que son cicloacetales mixtos de azúcares 

y un esteroide alcohólico. 	La porción de la molécula sin 

7 
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azucares se denomina aglicona o genina. 	Todas las geninas de 

los glucósidos cardiacos tienen grupos hidroxilo en la 

posición C3 y C14, un grupo metilo en ClO y C13, un al:lel:ido u 

hidroximetilo en serie y un anillo de lactona insaturada en C17 

de la base esteroidal (Fig. I) (".411~". 	Algunas geninas más 

complejas, pueden tener además grupos metilo, hídróxilo 

ajdObido en otras posiciones. 	El núcleo esteroidal difiere del 
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Fig. 1 : Fórmula general de un glucósido cardiaco. 
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grupo de las hormonas sexuales y corticosuprarrenales, debido a 

la fusión cis-trans-cis de los anillos A-13, 5-C y C-0, 

respectivamente; lo cual propicia que cada anillo fusionado del 

esteroide adquiera una conformación de silla, ocasionando que la 

molécula no sea plana o parcialmente plana, como en las hormonas 

y corticosuprarrenales que tienen una fusión cis-trans-trans. 

El grupo metilo o demás sustituyentes en Cl( y C13, el hidróxilo 

en C14 y el anillo de lactona en C17, todos están orientados 

arriba del plano del anillo esteroidal ( configuración Seta ). 

Los sustituyentes en C3, por lo general, suelen estar también 

orientados en posición Beta. 	El anillo lactánico o éster 

cíclico, 	puede tener cinco o seis miembros, 	con uno o dos 

enlaces dobles, respectivamente, y tienen una estructura 

plana debido a la presencia de enlaces dobles (41~~.c"). 

La porción azúcar del glucosida, puede ser constituida por 

una o cuatro porciones o unidades monosacáridas. Se han aislado 

unos 16 monosacáides diferentes como producto de hidrólisis de 

glucósidos cardiacos, tales como glucosa, ramnosa y fructosa, 

además de variaciones poco comunes de aldohexasas metaxi y 

desoxiladas entre otras c'. 

La actividad farmacológica de los glucásidos cardiacos 

depende de la porción genina. 	Sin embargo, las moléculas de 

9 
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azúcar, modifican la solubilidad y propiedades de fijación, 

lo cual influyen en la distribución de la droga. 	En 

general, los efectos de las geninas son de breve duración en 

comparación con los efectos del glucósido; por lo que, las 

geninas no son adecuadas para empleo terapéutico c"."~", 

Los glucósidos, tienen particular valor cuando hay 

insuficiencia cardiaca por disfunción crónica del músculo o por 

sobre carga de los ventrículos a causa de hipertensión, 

enfermedad coronaria arteroesclerótica, alguna cardiomiopatía, 

defectos congénitos y lesiones valvulares, y a veces, en el 

choque dependiente de infarto de miocardio (41...ei l 

Todos los glucósidos cardiacos tienen el mismo tipo de 

acción inotrópica positiva; por lu tanto, la elección del 

preparado depende simplemente de la rapidez de acción y la 

duración del efecto que se busque. 

Asimismo, estos medicamentos sólo logran acción eficaz 

sobre el corazón que falla, cuando sus concentraciones en los 

tejidos se acercan a las concentraciones que originan efectos 

tóxicos. 	Por lo tanto, la dosificación debe controlarse 

cuidadosamente en cada paciente, sobre todo, teniendo en cuenta 

la semidesintegración prolongada de la mayor parte de 
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glucósidos (""e'5.41..3•00/. 

Aunque los glucósidos cardiacos aumentan el gasto cardiaco, 

disminuyen el volámen del corazón, la presión venosa, el 

volómen sanguíneo, y producen diuresis aliviando el edema; en 

dosis mayores, pueden producir disritmias auriculares que 

constituyen el efecto tóxico más grave, ello es a consecuencia 

de un aumento en el impulso simpático y vagal del corazón, asi 

como de una inhibición de la actividad de la Na/K-ATPasa a nivel 

de memtrana. 	Entre otros eféctos tóxicos secundarios se 

encuentra la anorexia, náuseas y vómitos que suelen ser signos 

tempranos y frecuentes de dosificación excesiva de digital. 	La 

diarrea Y necrosis intestinal son seriales de dosis excesiva, 

además de que un paciente hiperdigitalizado, puede presentar 

trastornos en el sistema nervioso central, tales como fatiga, 

debilidad, letargia, estupor, coma, amnesia, afasia, inquietud, 

irritabilidad, vértigo, excitación, euforia, depresión, 

alucinaciones, ilusiones, confusión, delirio, convulsiones, y 

diversos tipos de dolor como cefalea, dolor de muelas y dolores 

faciales, musculares y de piernas. 	Asimismo, dentro de la 

toxicidad, los glucósidos pueden causar efectos o trastornos 

visuales cama fotofabia, visión borrosa, escotomas, sensaciones 

de centelleo, deslumbramiento y trastornos en la percepción del 

color. 	Además de que tratamientos prolongados con glucósidos 
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cardiacos, pueden producir alteraciones endocrinas de tipo 

estrogénico, como ginecomastia, disminución en la secreción de 

gonadotrofina hipofisaria en mujeres posmenopéusicas y 

maduración de las células epiteliales planas de la vagina en 

mujeres posmenopáusicas. 	Este último efecto, puede interferir 

con el diagnóstico citológico de carcinoma del endometrio "*". 

Valorando todos los beneficios y problemáticas que 

ocasionan los glucósidos cardiacos para obtener una 

digitalizacón óptima del paciente con trastornos cardiacos, los 

doctores R. Méndez, G. Pastelin y E. Kabela, del Instituto 

Nacional de Cardiología "Ignacio Chávez" de la Ciudad de México, 

trabajaron arduamente en el diseóo molecular de un glucósido 

cardiaco completamente sintético, el cual propiciara tanto una 

respuesta terapéutica rápida, así como un margen de seguridad 

amplio para mantener sin efectos tóxicos al paciente 

digitalizado, y en el caso de que los hubiese, estos fueran 

fácilmente revertidos; así pues, desarrollaron en base a arduos 

estudios de efecto-estructura, la molécula AY-22,241 cuya 

síntesis quedó a cargo de Karel Wiesner y Thomas Y. R. Tsae, del 

Centro de Investigación de Productos Naturales de la Universidad 

de New Brunswick, en Drunswick Canadá ",1". 

Una vez sintetizado el producto AY-22,241 ( fi g. 2 ), los 
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doctores Méndez, Pastel in y Kabela, desarrollaron los estudios 

farmacológicos al producto, encontrando que posee una gran 

rapidez de acción 	mayor a la de la Ouabaina 1 y un margen de 

seguridad notablemente mayor al de todos los glucósidos 

cardiacos conocidos, además de que sus efectos tóxicos eran 

fácilmente revertidos "". 

fig. 2 : Estructura del AY-22,241. 
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En base a la suma rapidez con la cual el producto AY-22,241 

genera un efecto terapéutico, sus creadores le dieron el nombre 

de Actodigina, ya que este glucósido cardiaco sobrepasa en 

extremo a todos los demás fármacos de su género. 

A pesar de que la Actodigina es un análogo estructural de 

la Digitoxina, los efectos farmacológicos entre ambos son 

asombrosamente diferentes, 	por lo cual, Méndez, Pastelin y 

Kabela en México, 	Karl Wiesner en Canadá y por separado 

D. Fullerton y R. Mamas en los Estados Unidos, encontraron que 

la Actodigina debe su rapidez a la meso lactona que posee en su 

estructura, la cual difiere de los demás glucósidos cardiacos; 

esta variación estructural, le permite tener una fijación nula a 

las lipoproteínas, que son las causantes del efecto terapéutico 

lento 1 en diferente grado ), del margen de seguridad estrechó, 

y por lo cual, de los efectos tóxicos en el resto de los 

digitálicos tanto naturales, como semisintéticas y sintéticos. 

Así pues, la Actodigina pasa a ser el glucósido cardiaca 

ideal en el tratamiento de pacientes con trastornos cardiacos, 

pero este digital, aún se encuentra en estudio, para en un 

futuro próximo, emplearlo como una herramienta de precisión en 

el campo de la Medicina, muy particularmente en el área de  

Cardiología. 
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GENERALIDADES 

CARACTERIZACION 

La caracterización de productos químicos tanto naturales, 
como semisintéticos y sintéticos, comprende la determinación 
precisa de los atributos físicos, químicos y fisicoquímicos 
muy particulares de cada una de las sustancias que se desean 
estudiar; por lo cual, la principal herramienta de trabajo en 
una caracterización de sustancias desconocidas, es el análisis 
cualitativo, el cual debe ser objetivo y rápido, considerando 
siempre la parte económica, ya que ésta, debe estar encaminada 
a obtener los requerimientos mínimos en tiempo, espacio, equipo, 
material y reactivas, 	sin que esto limite la precisa 
identificación del producto en estudio. 	Por lo cual, se debe 
hacer empleo del microanálisis; 	como consecuencia de ello, 
cada sustancia desconocida, resulta ser un gran desafío, 
ya que en la actualidad, las perspectivas del microanálisis 
no son tan amplias y favorables como en el macroanálisis, por 
lo cual, la mayoría de las veces, se debe diseñar un esquema 
analítico práctico, o bien, adoptar uno ya diseñado por otros 
investigadores y tratar de acondicionarlo a las necesidades de 
detección para la sustancia en estudio, ya que con un esquema 
diseñado adecuadamente, se puede proceder a una caracterización 
mucho más rápida, 	aunque por lo general, 	ocurren fallas 
aparentes que deben modificarse sobre la marcha. A consecuencia 
de ello, hoy en día, no ha sido posible establecer un esquema 
aplicable 	universalmente 	a 	toda la gama 	de 	compuestos 
caracterizados y próximos a caracterizar ""5". 

	

Es preciso establecer 	una 	buena caracterización en base 
a la reactividad de los grupos funcionales, debido a que estos, 
son la base primordial en todo tipo de análisis, pues a partir 
de ellos, se generan las particularidades físicas, químicas y 
fisicoquimicas de cada uno de los compuestos generados o en vías 
de generación, considerando siempre, que tanto los resultados 
negativos como los positivos, 	proporcionan una valiosa 
información, lo cual, está estrechamente ligado a lo que implica 
una caracterización de sustancias químicas. 
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PROPIEDADES ORGANDLEPTICAS  

Las propiedades organolépticas de una sustancia química ya 
sea natur,11, semisintética 	o 	completamente sintética, van 
estrechamente relacionadas con las características físicas 
( líquido, sólido o gas ) y la naturaleza química de las 
sustancias ( ya sea ácido, base, compuesto aromático, nitrado, 
esteroidal, etc. ); por lo cual, para la realización de este 
tipo de análisis, se efectuan tanto pruebas físicas básicas de 
apariencia, cristalinidad, homogeneidad y color, así 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 apreciación del analista 'In'. 

Por otra parte, para la realización óptima de un estudio 
organoléptico, deberán tomarse muy en cuenta las propiedades 
químicas y toxicológicas del producto en cuestión, 
principalmente en las pruebas de olor y sabor, debido a que 
puede suscitarse una irritabilidad en los tejidos epiteliales, 
tanto dérmicos como mucoides, además de posibles intoxicaciones 
ligeras, manifestadas por escosor, adormecimiento, ardor, 
temperatura o eritematósis en la región afectada "aeo'v.30). 

Cuando del producto a caracterizar organolépticamente, no 
se conoce ningun tipo de información, o sea, que la sustancia es 
de resciente descubrimiento, se deberan tomar en cuenta las 
propiedades químicas y toxicológicas de sus posibles análogos 
tanto estructurales como biológicos ""*".74'. 

Las propiedades organolépticas bien determinadas, son muy 
particulares a la sustancia química de la que proceden, por lo 
cual, pueden ser consideradas como identificadores indirectos en 
el análisis de una sustancia <10.".,311.7". 

APARIENCIA 

La determinación de apariencia, de una sustancia química, 
se basa única y exclusivamente en un análisis del aspecto 
físico de la misma, ya sea sólido o líquido, aunque en raras 
ocasiones se efectué a un gas "e".1  b'. 

La prueba para sólidos, se realiza a nivel de macro y 
microanálisis visual, en relación a su homogeneidad y 
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cristalinidad; en tanto que para sustancias líquidas, se 
sustituye la prueba de cristalinidad por la de trasparencia y 
consistencia. En cualesquiera de los casas, el aspecto físico de 
una sustancia, puede ser considerado como una propiedad muy 
particular de productos químicamente puros; la cual, puede 
estimarse como una prueba indirecta de análisis, debido a que 
depende de la capacidad visual y de apreciación del analista, 
por lo cual, resulta poco objetiva pero de gran importancia en 
la caracterización física de una sustancia, a consecuencia de la 
información muy particular que genera ‹"."."1. 

HOMOGENEIDAD 

La determinación de homogeneidad en una sustancia sólida, 
es meramente una prueba física, que se basa en un análisis 
visual a nivel macro y microscópico, para delimitar si existe o 
no una uniformidad en el tamaño y geometria de las partículas de 
un determinado producto en estudio "P.?". 

CRISTALINIDAD 

La cristalinidad, es una prueba física que se emplea para 
delimitar si una determinada sustancia es o no cristalina '01s). 

Por lo general, el análisis se basa en la observación 
microscópica de partículas de un determinada compuesto en 
estudio, suspendidas uniformemente en un medio líquido viscoso, 
en donde se verifica tanto su forma geométrica, así como sus 
características de cristal, 	mediante la presencia de 
birrefrigencia, que es una particularidad muy especial de los 
productos cristalinos, cuando se les hace incidir un haz de luz. 

COLOR 

Un análisis físico de color, se basa en la impresión visual 
que genera una fuente luminosa al reflejarme sobre un cuerpo y 
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ser detectada por la retina; por lo cual, este tipo de prueba, 
debe realizarse primordialmente bajo luz blanca, debido a que la 
mayoría de compuestos orgánicos sólidos son incoloros, además de 
que deberá efectuarse a nivel macro y microscópico para 
delimitar el color físico del producto en estudio (".30'. 

Por otra parte, en un análisis de este tipo, habrá que 
observar la presencia, variación y pérdida del color 
halocromia ), al entrar en contacto determinada sustancia con 

algunos líquidos orgánicos, ácidos y bases, así como al diluir 
las soluciones en agua, ya que una persistencia del color, los 
cambios de tonalidad, o bien, la desaparición del mismo, es en 
algunos casos de gran valor, debido a que estas variaciones son 
especificas para un determinado compuesto, además de 
proporcionar información práctica para subsecuentes análisis 
químicos (74). 

En la prueba de color físico y halocrómico, conviene 
examinar la muestra a la luz ultravioleta de baja y alta 
frecuencia, para determinar propiedades fluorescentes, así como 
posibles variaciones en la misma 	halofluorescencia ), lo cual, 
genera información muy particular para ciertas sustancias (74'. 

En un análisis halocrómico, los fenómenos o efectos de 
presencia, variación y pérdida de la coloración, químicamente no 
han sido aclarados satisfactoriamente, ya que en algunos casos, 
se debe a la formación de subproductos al reaccionar una 
determinada sustancia, ya sea con un liquido orgánico, ácido, 
base o con la misma agua; y en otros, se debe a efectos muy 
particulares de los salvatos coloreados, de los compuestos 
moleculares en disolución o bien, a la presencia de estos dos 
fenómenos. 	Casos muy similares ocurren en el fenómeno de 
halofluorescencia, debido a que ésta, puede verse afectada o 
favorecida por la formación de subproductos y por la solvatación 
de los mismos; además, cuando se llevan a cabo pruebas 
halofluorescentes, conviene tener presente que el estado de 
agregación influye en demasía, debido a que no todos los 
compuestos fluorescen tanto en estado sólido como en solución, 
pues en algunos casos, la fluorescencia se muestra únicamente en 
estado sólido y en otros, en estado liquido y muy raramente 
en estado gaseoso cm". 

Tanto la halocromía como la halofluorescencia, son pruebas 
químicas que acompañan al análisis físico de color, para 
establecer una buena caracterización a una sustancia 
determinada (1..741. 
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OLOR 

La determinación de olor para una sustancia pura en 
estudio, depende de la percepción sensitiva del analista, por lo 
cual es poco objetiva, pero genera una característica física 
odorífera muy particular, que define indirectamente la 
naturaleza del producto, ya que la gran mayoría de los 
compuestos orgánicos son inodoros <u'''. 

En algunas ocasiones, el tipo de olor depende de la 
cantidad o de la concentración de la sustancia, por lo cual, una 
comparación de olor de un producto a caracterizar, con el de una 
pequeña cantidad de un compuesto análogo estructural puro, puede 
servir de orientación "nem'''. 

La temperatura es un factor importante, ya que en la 
determinación de olor, esta favorece la evaporación del mismo, 
facilitando así su percepción "2". 

Entre los compuestos que exhiben olores característicos, 
figuran compuestos tales como alcohóles y fenoles, mercaptanos, 
ácidos grasos, aminas, ácidos carboxílicos, alicíclicos, ácidos 
nafténicos y sus amidas y esteres, aldehídos, esteres de naftol, 
indol y sus derivados, nitrilos e isonitrilos, cumarina y 
compuestos alilicos entre otros. 	Por lo general, pueden ser de 
carácter atractivo o repelente <2,0›. 

Par otra parte, algunos materiales inodoros pueden ser 
corticoesteróides, piranósidos, esteróides, esterinas, ilionas, 
dianilos, rodacilos, esterodipiroles, tetralonas y tetrasolatos 
además de otras '00'. 

Las pruebas de olor indican a veces, la presencia de 
pequeños contaminantes o impurezas en los materiales inodoros, 
aunque en raras ocasiones, materiales odoríferos ligeros, pueden 
ser inodoros, debido a algunas sustancias contaminantes o 
impurezas que inhiben el olor (~1". 

Entre la amplia gama de olores producidos por sustancias 
orgánicas, se tienen los siguientes ejemplos ("I: 
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OLOR EJEMPLO DE SUSTANCIAS QUE LO PRESENTAN 

Etereo Acetato de etilo, 	etanol, 	acetona 	y 
eter etílico. 

Aromáticos 

* Amigdalino Nitrobenceno 	y 	benzaldebido. 

* Canfórico Alcanfor, 	timol, 	safrol 	y 	eugenol. 

* Limonado Citral 	y 	acetato 	de 	linalol. 

Balsámicos 

* Floral Antranilato 	de 	metilo, 	terpineol 	y 
citrorelos. 

* Lilaceo Heliotrópina 	y 	estirona. 

* Vainillado Vainillina 	y 	anisaldebido. 

* Almizclado Almizcle 	y 	muscona. 

* Cacodilico Cacodilo 	y 	trimetilamina. 

Empironeumático Denten°, anilina, cresol 	y 	guayacol. 

Rancio Acido caprolco 	y 	ácido valérico. 

Narcótico Piridina 	y 	pulegona. 

Nauseabunda Indol 	y 	estacol. 

Altamente 
nauseabundo Putrefacina 	y 	cadaverina. 
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SABOR 

La determinación de sabor, es sin duda una prueba física 
organoléptica poco común en una caracterización de compuestos 
orgánicos, pues sólo se realiza en casos muy especiales y bajo 
propio riesgo del analista, ya que una gran parte de compuestos, 
producen efectos tóxicos y corrosivos en distinto grado, pero 
con todo y ello, una buena proporción de sustancias, pueden ser 
sometidas a esta prueba sin ocasionar ningun tipo de problema. 

Al igual que las pruebas físicas de apariencia, 
cristalinidad, homogeneidad, color y olor, el análisis de sabor 
es poco objetivo, ya que depende de la capacidad gustativa del 
analista; pero aún así, los resultados generados deben ser 
considerados como una particularidad muy especial de las 
sustancias, debido a que el sabor, se encuentra estrechamente 
ligado a la naturaleza química del producto, por lo que se puede 
encontrar desde sabores dulces como el del glicerol y 
cloroformo, hasta afrutados como el del citralinio e ilanetol, 
sin dejar de apreciar sabores ácidos, acres, causticos, agrios y 
amargos entre otros. 	Por otra parte, no todos los compuestos 
orgánicos presentan sabor, ya que existen sustancias insaboras; 
aunque, una prueba con resultados de tal índole, no es tan 
particular, y puede pasar a formar parte de un análisis 
complementario en la caracterización física de un producto 
determinado ile.74,. 

pROPIEDADES ESTRUCTURALES 

Un análisis de propiedades o características estructurales 
de un determinado compuesto orgánico, es completamente crucial 
para la precisa caracterización del mismo, dado que de el se 
deriva la definición exacta de la molécula y por subsecuente, 
toda la gama de posibles análisis, tanto químicos como 
fisicoquímicos que resultan del análisis de ésta, para así, 
poder delimitar al compuesto en estudio, dentro de una categoría 
muy particular de sustancias (4'. 

Para este tipo de estudio, se debe considerar siempre, el 
obtener de manera precisa y confiable, la conformación de la 
estructura en base a métodos que delimiten la presencia de 
grupos funcionales, así como métodos que describan la 
disposición espacial de la molécula, para lo cual, se recurre en 
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primera instancia al análisis espectrofotométrico en la región 
infrarroja, además del de resonancia magnética nuclear y 
de masas  c...m,14.1em). 

En la actualidad, estos análisis estructurales se han visto 
desplazados por un método más preciso, especifico y confiable, 
el cual delimita perfectamente la conformación espacial tanto de 
la molécula de interés, como de sus respectivos isómeros por 
separado. 	Este novedoso análisis, es la cristalografía por 
difracción de rayas X computarizada, la cual es herramienta 
suficiente para efectuar una precisa caracterización estructural 
de una sustancia determinada. 	En un análisis cristalográfico, 
es 	conveniente 	efectuar 	previamente 	un 	estudio 
espectrofotométrico en la región infrarroja, para verificar que 
la presencia de los sustituyentes funcionales del producto que 
se va a analizar, son los deseados 414.7""). 

Por otra parte, un análisis infrarrojo determina la 
presencia de grupos funcionales en la molécula, ya sean 
estructurales o sustituyentes, mientras que un análisis 
resonante magnético nuclear, define los acoplamientos 
moleculares de los diversos grupos funcionales constitutivos; en 
tanto que un estudia de masas, sólo proporciona el peso 
molecular de cada una de las fracciones estructurales 
funcionales y de la molécula misma "..15•14.~."). 

Otro análisis que puede aunarse en un estudio de 
conformación estructural como complemento del mismo, es la 
espectrofotometria en la región ultravioleta, el cual de manera 
muy somera, delimita la presencia de un compuesto, en base a su 
categoría química, es decir, que ciertas clases de sustancias, 
siguen 	un 	patrón 	espectrofotométrico 	( en la región 
ultravioleta ) muy semejante, además de ser la pauta primordial 
para el desarrollo cualitativo y cuantitativo de métodos 
espectrofotométricos posteriores '4.11". 

ITECTROFOTOMETRIA  pg INFRARROJO 

Dentro de una caracterización de sustancias químicas, el 
análisis en la región infrarroja es de gran importancia, ya que 
al ser aplicado a una sustancia pura en particular, éste revela 
la presencia de los sustituyentes funcionales que conforman la 
estructura molecular del mismo ( aléanos, alquenos, aromáticos, 
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alcoholes, fenoles, eteres, aminas, carbonilos, etc. ), mediante 
la verificación de bandas de absorción especificas a 
determinada frecuencia; por lo cual, 	éste tipo de prueba 
espectrofotométrica, se basa en la medición de absorción de luz, 
producida por la interacción de los grupos funcionales can 
energía radiante, en el rango infrarrojo, en función de la 
longitud de onda (4.4.7e). 

Para que ello ocurra, se debe asumir que la molécula de una 
sustancia dada, no es una estructura rígida, sino que, a 
temperatura ambiente, presenta distintas formas vibracionales 
( estiramiento lineal a lo largo del enlace y deformación en la 
variación de la posición de los átomos con respecto al eje del 
enlace original ) a través de los átomos que la constituyen; 
estas oscilaciones, tienen un valor de frecuencia muy alto y 
específico al tipo de vibración de los átomos involucrados, y al 
tipo de enlace existente entre ellos. La absorción de energía 
se producirá, cuando la radiación electromagnética tome los 
mismos valores de frecuencia que las oscilaciones vibracionales 
de la molécula; al suceder ésto, se observará una ampliación de 
la excitación en alguna de las formas vibraclonales presentes, 
siendo la radiación infrarroja, la que cuenta con valores de 
frecuencia semejantes para afectar considerablemente la energía 
vibracional natural de una molécula, sin que ello implique la 
ruptura estructural de la misma '4.17.71". 

Tambien debe tomarse en cuenta, que al ocurrir un cambio en 
la vibración molecular, se suscita una variación en el momento 
dipolar eléctrico, al absorver energía radiante en la región 
infrarroJa; siendo el momento dipolar de las moléculas, la 
característica crucial en el análisis infrarrojo, ya que si no 
ocurre un cambio en éste, no podrá absorver radiación infrarroja 
electromagnética, tal como ocurre con el H., O., F y CH0=CHe  
entre otros. 	De lo que se deduce, que solamente aquellas 
moléculas que presenten cambios en su momento dipolar, durante 
sus movimientos vibracionales, absorverán en el infrarrojo; las 
que no presenten momento dipolar o éste permanezca constante, 
sin variaciones en su módulo, sentido y dirección, no absorverán 
en el infrarrojo "'.7e). 

Por otra parte, en el caso de moléculas grandes que 
contienen sistemas de tres átomos en orientación al plano X, Y, 
Z, se deben asumir cuatro modalidades de la vibración lineal 
entre átomos, que son la deformacijn o tijereta, ( los dos 
átomos conectados a un átomo central, se mueven acercándose y 
alejándose uno del otro con deformación del ángulo de 
valencia ), palanceo o flexión plana ( la unidad estructural se 
inclina alternadamente de un lado hacia el otro, dentro del 
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plano de simetría molecular ), oscilación o flexión espacial 
( la unidad estructural se inclina alternadamente de un lado 
hacia el otro en un plano perpendicular a la simetría de la 
molécula ) y torsión 	la unidad estructural gira alternadamente 
en dos direcciones alrededor del plano de simetría de la 
molécula ), por lo cual, las moléculas grandes, no sólo dependen 
de la pura vibración lineal ( alargamiento sobre el eje de 
enlace y deformación ), sino que estas otras cuatro variaciones 
vibracionales, propician sobre tonos muy característicos que al 
involucrarse con el resto de las vibraciones de la molécula, 
generan una vibración armónica, la cual varia en intensidad al 
ser incidida por energía radiante infrarroja a diferentes 
frecuencias, generando diversos niveles de absorción, los 
cuales, al ser detectados, se obtiene gráficamente una serie de 
bandas muy características y complejas de los estados de 
exitación máxima de cada una de las estructuras funcionales 
constitutivas de una determinada molécula (4.""b 

En si, de la suma de energías moleculares, la energía 
radiante infrarroja, actua directamente tanto sobre la energía 
vibracional, como en el momento dípolar y de manera indirecta, 
afecta las energías rotacionales pero no así las de transcición 
electrónica y de inversión de espín. 

La mayoría de estos análisis, se realizan en una región 
estrecha y bien definida del espectro electromagnético, que es 
la región infrarroja, que va de los 0.7 a 500 pm, o en número de 
onda, de los 14000 a 20 cm-' ; esta región, se subdivide en tres 
zonas, 	la 	infrarrojo cercano ( 0.7 a 2.5 pm 6 14000 a 
4000 cm-' ), infrarrojo normal ( 2.5 a 15 pm ó 4000 a 667 cm'' ) 
e infrarrojo lejano ( 15 a 500 pm ó 667 a 20 cm-* ). Para 
generar dichas zonas, normalmente se emplean lámparas con 
filamento de "Narnst", formado de una mezcla de óxidos 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 pequeZa barra de 
carburo de silicio, calefaccionado eléctricamente hasta una 
temperatura de incandescencia de 1200 °C <4.72"« 

De las tres zonas en que se divide el espectro de 
infrarrojo, en la región normal ( 2.5 a 15 pm ó 4000 a 
667 cm'' ), es donde se obtienen los resultados más importantes 
en el trabajo de identificación de estructuras, ya que en esta 
zona, se presentan las magnitudes de energía radiante necesarias 
para generar estados vibracionales que son fácilmente 
detectados, obteniendose gráficamente bandas de absorción 
complejas y muy particulares de la molécula en estudio (41 .. 
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Por lo cual, la espectrofotometría de infrarrojo, en la 
región normal, es utilizada como herramienta primordial en 
estudios de caracterización de sustancias (4."."). 

ESPECTROFOTOMETRIA  DE ULTRAVIOLETA  

Dentro de la espectrofotometría de absorción, que se basa 
en la medida de la absortividad por las diferentes sustancias, 
de una radiación electromagnética de longitud de onda situada en 
una banda definida y estrecha, esencialmente monocromática, la 
ultravioleta ( 100 a 390 nm ), 	tiene 	un 	alto grado de 
especificidad, sin embargo, su aplicación primordial estriva en 
los análisis cuantitativos y muy escasamente en los 
cualitativos, aunque ello no implique, que un espectro en 
la región ultravioleta para un determinado compuesto, pueda 
generar una banda o bandas características, que definan 
indirectamente, en base a su comportamiento, la categoría 
química del mismo; lo cual, dentro de una caracterización de 
sustancias no es tan relevante, pero si complementario para 
definir las particularidades especificas de un determinado 
compuesto en estudio (6'. 

Por regla general, la absorción de energía en la región 
ultravioleta, por una sustancia dada, dependerá de su estructura 
electrónica; pues estando esta perfectamente cuantizada, 
generará una transferencia de electrones de los orbitales de 
menor energía o estado fundamental a orbitales de mayor energía 
llamados también de antienlace, lo cual, esta íntimamente 
relacionado con la frecuencia de la radiación electromagnética. 

Por otra parte, recordando que en el caso de un simple 
enlace entre átomos, por ejemplo el etano, el enlace C-C y el 
enlace C-H, los electrones de valencia estarán describiendo un 
orbital de enlace de tipo sigma (e), que es un orbital de menor 
energía que los orbitales atómicos de los átomos que lo 
originaron; pera al formarse el enlace a, se forma un orbital de 
antienlace ( a* ) de mayor energía que el o-  y de los mismos 
orbitales atómicos que lo originan 16"1". 

En el caso de un doble enlace, además de tener un enlace 
cr, se tiene un orbital u, que tambien tendrá asociado un orbital 
de antienlace n*, generando una transición electronica de u a u* 
al sufrir una exitación por efecto de absorción de energía 'a'. 
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Además, se observa una forma variante de exitación, cuando 
algunos de los átomos de la molécula presentan un par de 
electrones no enlazados, por lo cual, se tiene un estado orbital 
de no enlace, que no estará asociado a un orbital de 
antienlace, esto es en el caso de orbitales atómicos del 
oxígeno, azufre, nitrógeno y halógenos, por lo cual, la 
trancisión electónica por exitación energética, en estos casos, 
se llevará de un orbital de no enlace a uno de antienlace ya sea 
del tipo a* o bien, del tipo 	‹é•I°."). 

Es entonces que al absorver una cantidad suficiente de 
energía, se produce la transferencia de un electrón, desde el 
orbital de enlace al de antienlace, o bien, de no enlace a 
antienlace e* o u*, disminuyendo por lo tanto la densidad 
electrónica entre los dos átomos; por lo cual se dice, que 
absorbe energía para alcanzar dicho estado de exitación 
electrónica, y en base a ello, es como se puede registrar 
gráficamente las diferentes magnitudes de absorción energética a 
diferentes longitudes de onda, con una fuente de energía 
radiante de alta intensidad, como la provista por fuentes 
luminosas de hidrógeno o bien de deuterio, mediante el empleo de 
detectores 14.0.c". 

Para un buen uso de la espectrofotometría 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 
vacío, a la zona de 100 a 200 nm. 	Esta división corresponde a 
los problemas de tipo experimental que se presentan, dado que en 
el primer caso, la atmósfera es trasparente a la radiación 
ultravioleta en ese rango, y se trabaja con celdas de cuarzo 
( SiOe ) que es un material que no presenta problemas ópticos en 
esa zona. Para la segunda instancia, el aire ( especialmente De  
y COe ), absorve fuertemente en la zona de 185 a 200 nm, por lo 
que se debe eliminar su presencia en los instrumentos de 
medición, al momento de llevar a cabo la determinación; así 
pues, la aplicación del vacío, propicia que se pueda trabajar 
sin problema alguno la zona de 100 a 200 nm ya que se evita 
completamente el efecto de absorción de los gases que conforman 
el aire ambiental 'él. 

El conocer que la radiación ultravioleta presenta dos 
variantes, es de vital importancia para llevar a cabo el 
análisis de sustancias, debido a que los hidrocarburos 
saturados, parafinas y compuestos que tienen comprometidos todos 
sus electrónes de valencia en la formación de enlaces simples, 
absorven el la región ultravioleta lejana, por lo cual, 
generalmente son utilizados como disolventes en el análisis 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 sulfóros 
entre otros, absorben en la región del ultravioleta cercano '8). 

Con todo ello, los análisis de absorción en la región 
ultravioleta, se llevan a niveles moleculares y no a niveles 
funcionales tan específicos como la resonancia magnética 
nuclear, espectrafotametría de masas e infrarrojo, debido a que 
la energía global de la molécula sólo se ve afectada 
directamente a nivel de la exitación energética electrónica a lo 
largo de toda la serie de enlaces simples, dobles y triples así 
como a los pares electrónicos libres, que puede presentar una 
estructura determinada; y de manera indirecta, afecta las 
energías vibracionales y rotacionales, pera no así la de 
inversión de espín; por lo cual, un análisis en la región 
ultravioleta puede considerarse como estructural molecular y no 
como estructural funcional, pero aún con todo y ello, la 
información cualitativa que genera, es de gran consideración en 
el estudio de caracterización de sustancias "5-,4›. 

CRISTALOGRAFIA POR DIFRACCION  DE RAYOS  "X" 

La difracción, no es un fenómeno nuevo ya que fue citado 
por Leonardo da Vinci en el siglo XV; sin embargo, su asociación 
con la naturaleza ondulatoria de la luz fue explicada en primer 
lugar por Fresnel, en el siglo XIX. 	La aplicación de esta 
técnica a la estructura química, tuvo que esperar hasta el 
descubrimiento de radiaciones de longitud de onda del misma 
arden de magnitud que las distancias interatómicas, del orden de 
un Angstrom ( 1 A = 10-e cm 1 ( Róntgen, 1895 ). 	Friedrich, 
Kniooing y Lave en 1912, demostraron la difracción de rayos X en 
los monocristales, lo que constituye el punto de partida de la 
nueva ciencia, la cristalografía por difracción de rayos X. Los 
Bragg, padre e hijo, la adoptaron inmediatamente y demostraron 
de forma inequívoca la relación entre un patrón de difracción y 
la estructura del cristal, consiguiendo determinar la primera 
estructura cristalina, la del cloruro de sodio "m". 

A partir de entonces se sucedieron las aplicaciones a 
compuestos jónicos, confirmando los supuestos teóricos que 
tenían de sus estructuras y dando validez absoluta a las leyes 
de Dalton y Avogadro C6M.40). 
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Las teorías de la cristalografía 1:lásica y las 
especulaciones de Hay ( 1784 1 sobre la naturaleza interna de 
los cristales se vieron confirmadas. 	A medida que se afinaron 
las técnicas, se fueron aplicando a un número creciente de sales 
y minerales co,". 

En los últimos 50 años, la cristalografía de rayos X ha 
revolucionado las ciencias biológicas, químicas y físicas, ya 
que los resultados obtenidos con esta valiosa técnica, han 
permitido establecer en forma definitiva y absoluta la 
estructura y, en algunos casos, la fórmula correcta de cientos 
de miles de moléculas orgánicas e inorgánicas. 	Por ejemplo, la 
confirmación de la estructura plana del benceno, el esqueleto 
correcto de los esteroides, la estructura de la penicilina, de 
la vitamina Die, la estructura de la hemoglobina, la del ADN, la 
lisozima, etc. (".4°). 

Las únicas técnicas que proporcionan información 
estructural a una resolución atómica, son: la cristalografía de 
rayos X y la resonancia magnética nuclear bidimencional y 
multinuclear. 	Los análisis estructurales por difracción de 
rayos X proporcionan en una forma única, la estructura 
tridimencional completa y detallada de las moléculas, sin 
embargo, se requiere de cristales para llevar a cabo estudios 
cristalográficos, mientras que los efectuados por resonancia 
magnética nuclear, tienen la ventaja de examinar la estructura 
de las moléculas en disolución "°'. 

Por otra parte, los rayos X, son una forma de la radiación 
electromagnética, asi como lo es la luz visible. La primera, se 
distingue por su longitud de onda relativamente pequeña y por su 
habilidad de propagarse a través de la materia casi en línea 
recta. 	La longitud de onda de la radiación de rayos X que se 
emplea en la determinación de la estructura cristalina de 
moléculas orgánicas e inorgánicas y de macromoléculas, es del 
orden de 1 A y comparable 	con 	la longitud 	de 	enlace 
carbono-carbono simple, 1.54 A. 	El fenómeno de difracción de 
rayos X por cristales, se debe a la interferencia constructiva 
de las ondas dispersadas par los diferentes átomos que contiene 
la muestra cristalina y dependiente del arreglo atómico 
tridimensional de las moléculas en el cristal. 
Desafortunadamente, al hacer uso de la radiación 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 
razón es la siguiente: la propagación de las ondas de la 
radiación de rayos X no es afectada por ningún medio trasparente 
( su indice de refracción es muy cercano a 1.0 1, ni tampoco por 
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campos magnéticos o eléctricos. 	Esto significa que las lentes 
ópticas no desvían ni enfocan esta radiación, que son 
condiciones necesarias para la formación de imágenet. Las 
imágenes de los objetos que reflejan la radiación de rayos X, 
pueden ser recontruldas computacionalmente empleando la 
información experimental ( intensidades difractadas ) obtenida a 
partir de los patrones de difracción y procedimientos 
matemáticos 444.01). 

El objetivo del análisis de un patrón de difracción de 
rayos X, es generar un mapa de densidad electrónica 
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 electrónico de la celda unitaria, el grupo 
espacial, tipo de red cristalina, conjugación de distancias 
interatómicas, etc. (".4°."1). 

Hoy en día los cristalógrafos computarizados, como el 
sistema HI-STAR de Syntex y VULKAN de Kattznner, son los más 
avanzados en la resolución de la conformación estructural de 
compuestos, tanto orgánicos como inorgánicos, de bajo, mediano y 
alto peso molecular, para lo cual, integran en sus procesadores 
las ecuaciones matemáticas que describen de manera precisa y 
confiable a una sustancia a nivel tridimensional, dichas 
ecuaciones son (4°': 

a) Ecuación de densidad electrónica. 
b) Ecuación de factor de estructura. 
c) Síntesis de Patterson. 

Por lo cual, la cristalografía por difracción de rayos X 
computarizada, resulta ser una herramienta primordial en la 
óptima caracterización estructural de un determinado compuesto 
en estudio. 

PROPIEDADES FISICODUIMICAS 

La determinación de ciertas propiedades bajo pruebas 
fisicoquimicas dentro de la caracterización de sustancias, juega 
un papel muy importante ya que estas, permiten delimitar 
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cualidades muy particulares de un compuesto dado, mediante la 
diversificación de respuestas químicas bajo estímulos físicos y 
viceversa; o de manera alterna, de estimulo físico a respuesta 
física y muy raramente, bajo efectos químicos, respuestas 
químicas. 	Así, el análisis bajo pruebas fisicoquimicas permite 
evaluar diversos aspectos de una sustancia, desde los netamente 
fisicoquímicos como punto de fusión, punto de ebullición, índice 
de 	refracción, viscosidad, densidad, solubilidad, etc., hasta 
variaciones de las mismas, ya sea con más carácter químico que 
físico o bien, físico que químico, permitiendo determinar de 
manera directa o indirecta alguna peculiaridad específica o bien 
proximal para una determinada sustancia, tal es el caso del 
análisis cromatográfico, estudios polarográficos, pH de 
disolución y análisis termográfico entre otros ci°» 1". 

En si, el análisis fisicoquímico permite conocer más 
íntimamente a un compuesto incognito, ya que con el análisis 
estructural ( espectroscopia ), 	que es otra modalidad del 
estudio fisicoquímico, sólo se obtiene la definición del 
"cuerpo", 	más no cómo se comparta en su entorno y ante 
situaciones cruciales; por lo cual, un análisis fisicoquímico, 
permite conocer parte del entorno y situaciones que afectan a 
una sustancia, 	siendo inherente a su propia naturaleza a 
determinar; lo cual, se complementa con el análisis de 
reactividad química (el". 

La información tanto positiva como negativa que genera una 
serie de pruebas fisicoquimicas , es netamente una huella 
indeleble que identifica a un determinado compuesto y lo engloba 
con aquellos que le son muy parecidos; por lo cual, la 
caracterización utiliza como herramienta de trabajo, tanto 
pruebas fisicoquimicas netas, así como las basadas en ellas, 
para dar una identificación plena y consisa en el análisis de 
sustancias desconocidas "0,01". 

ANAL 1515 CROMATOGRAFICO  

La cromatografía, es una técnica desarrollada a principios 
de siglo, que permite la separación de sustancias que se 
encuentran en una mezcla. 	El nombre cromatografía, se debe a 
que las primeras separaciones se llevaron a cabo con pigmentos 
coloridos de plantas, los cuáles se observan como bandas de 
color, generando grafias coloridas cae.":, 
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En general, la cromatografia es un proceso de migración 
diferencial, en el cual, los componentes de una mezcla son 
transportados por una fase móvil, gaseosa o líquida, y retenidos 
selectivamente por efectos de polaridad por una fase 
estacionaria que puede ser liquida o bien sólida y en 
algunos casos gaseosa, esta última, en la cromatografía de 
gases  (10.11.14.0Y.70›.  

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

Cromatografia Gas-Liquido ( partición ). 
CROMATOGRAFIA  
U. GASES  -- 

Cromatografía Gas-Sólido ( adsorción ). 

Cromatografía de capa fina 
( adsorción ). 

Cromatografía de papel 
( partición ). 

Cromatografía liquido-sólido 
( adsorción ). 

Cromatografía Ilquido-líquido 
( partición ). 

Cromatografia de intercambio 
jónico. 

Cromatografía de exclusión. 
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De todas las variantes cromatográficas, la de capa fina es 
la más importante, ya que de los estudios efectuados en ésta, se 
puede proceder a un escalamiento sin problema alguno, a 
cualquier nivel cromatográfico, excepto en la de papel; además 
de ser la más empleada dentro de la investigación analítica, ya 
que permite efectuar seguimientos y pruebas diversas a una gran 
variedad de sustancias tanto sólidas como liquidas, ya sean 
coloridas o incoloras, de origen natural, semisintético o 
sintético; además de ser rápida y de fácil manejo. Por lo 
cual, es la herramienta de trabajo diario dentro de la 
investigación de sustancias y componentes (11". 

En si, la técnica de cromatografia en capa fina o delgada, 
es una variante de la cromatografia de adsorción, que consiste 
en un adsorvente sólido ( fase estacionaria ), ya sea alúmina o 
gel de sílice, distribuido uniformemente sobre una superficie 
plana, generalmente de vidrio. 	Este adsorvente presenta cierta 
capilaridad, dada por las partículas finamente divididas, las 
cuales permiten que la fase móvil pase entre ellas 41'1.11". 

La separación ocurre cuando uno de los componentes de la 
mezcla, es retenido en mayor grado por la 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 separación aunque, el factor más importante para 
ésta, es la modificación de la fase móvil '1Q•}0'. 

El movimiento de cada sustancia en un determinado sistema, 
es característica 	y puede ser 	un dato valioso en la 
identificación de ella. 	Esta característica se conoce con el 
nombre de Rf ( relación de frente ) y representa la distancia 
recorrida por el compuesto, en relación a la distancia recorrida 
por la fase móvil, por lo que sus valores, siempre oscilan entre 
cero y uno. Una variante de esta cualidad, el Rx ( relación de 
estandard ) el cual representa la distancia recorrida por una 
sustancia desconocida, en relación a la distancia recorrida por 
una sustancia de referencia, siempre presenta valores de 
uno. Ambas propiedades ( Rx y Rf ), son de gran importancia en 
el campo del estudio analítico, ya que cuando se desarrollan 
perfectamente, generan una particularidad muy especifica para 
identificar una determinada sustancia, siempre y cuando, se 
considere un buen sistema cromatográfico, con relación 
primordial 	a 	las características 	del 	soporte 	( fase 
estacionaría ) y a la composición del eluyente ( fase movil ). 

Por otra parte, no todas las sustancias pueden observarse, 
esto es, que algunas o la gran mayoría de ellas son incoloras, 
por lo que en varias ocasiones, es necesario someter la placa 
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cromatográfica a un proceso de revelado, el cual deja al 
descubierto la presencia de sustancias incoloras. Dentro de los 
sistemas de revelado, se encuentran los destructivos y no 
destructivos, que como su nombre lo indica, van o no a alterar 
la estructura química de la molécula en estudio, para generar un 
color y poder observar su presencia. Entre los no destructivos, 
el más utilizado es el revelado bajo luz ultravioleta, en donde 
se obtiene una fluorescencia del compuesto, siempre y cuando 
éste sea capaz de emitirla; en los casos en que ésta no se 
presenta, 	se utiliza una fase estacionaria ( silica gel ) 
preparada con un medio 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 41°.11.1e~›. 

Entre los destructivos, los más utilizados son los vapores 
de yodo, ácidos, bases y agentes quelantes entre otros (101. 

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

DESARROLLO  DE METODO  pg SEPARACION CROMATOGRAFICA 

El desarrollar un método, implica realizar una serie de 
estudios previos ya sean físicos, químicos o fisicoquimicos, los 
cuales van a delimitar la aplicación precisa y específica del 
misma sobre una sustancia determinada. Por lo cual, el 
desarrollo de un método de separación cromatográfica se basa en 
la realización de pruebas de elución en diversos disolventes 
tanto polares como no polares y de polaridad media, analizando 
su comportamiento a nivel de disgregación o reparto a lo largo 
del soporte, y evaluando los respectivos Rf's (1".7!11• 

Cuando el producto a estudiar se dice que es semisintético 
o completamente sintético, por lo general, para obtener un buen 
sistema de cromatografía, se procede a preparar mezclas de 
análogos estructurales y/o biológicos puros, con la sustancia en 
estudio, tratando de simular un estracto de origen natural, o 
simplemente una mezcla problema; en estos casos, los métodos 
cromatográficos generados, son metodologías piloto o esquemas de 
diseAo, que permiten en un momento dado, el tratar de aplicarlos 
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directamente sobre problemas reales, facilitando en la mayoría 
de las veces, la resolución de éstos, lo cual se logra mediante 
un buen díselo de separación do la mezcla, por estudios diversos 
en la selección del sistema eluyente (1".1". 

La realización de un método cromatográfico, no sólo implica 
( en el caso de sustancias incoloras ) la separación precisa de 
los componentes, sino también, el realizar un sistema de 
revelado 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 "1.10'. 

En si, el desarrollo de un método de esta naturaleza, tiene 
gran aplicación dentro de la caracterización de sustancias, 
debido a que la información que se genera ( Rf's y coloración de 
revelado ) bajo un sistema bien elaborado, es muy particular, y 
en la mayoría de los casos, específica para una sustancia dada. 
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SISTEMAS  REVELUDRES 

Dentro del análisis cromatográfico a nivel de capa fina, la 
obtención de un buen revelado es importante para identificar a 
uno o varios productos, sean estos o no análogos, facilitando 
can ello, los estudios en torno a una sustancia dada, ya sea 
a nivel de síntesis o caracterización entre otros 41"."5"e 

Para diseñar 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 formación de 
sustancias que manifiesten físicamente alguna tonalidad, o bien, 
por formación de complejos de coordinación con átomos metálicos, 
los cuales presentan color. Aunque en algunos casos, se 
propicia la formación 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, cuáles y cuántos 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 o complejos, permitiendo generar una 
particularidad colorida muy especial por formación de derivados 
específicos 110,1*.a0D. 

Asi pues, los esteróides de tipo alcoholico por lo general, 
forman derivados coloridos y hasta en algunos casos 
fluorescentes, 	al 	reaccionar 	ante 	ácidos tales como el 
clorosulfónico, acético glacial, fosfórico y tricloroacético 
entre otros, a diferentes temperaturas que varian de los 80 a 
los 130 °C. 	La gran mayoría de los derivados esteroidales son 
incoloros, pero emiten fluorescencia, por lo cual, se puede 
utilizar un segundo revelador que reaccione, generando un 
compuesto colorido; para ello, se recurre a la formación de 
complejos de coordinación octahédrica, principalmente con el 
aluminio, debido a que este metal, forma fácilmente enlaces de 
coordinación con los átomos de una molécula, los cuales 
contengan pares electrónicos libres, principalmente con el 
oxigeno, halógenos y nitrógeno. 	El color generado, está 
estrechamente relacionado al número de ligandos coordinados con 
el aluminio, así como a la naturaleza química y estructural de 
los mismos (115.4,e04•70). 

Para revelar azúcares, se puede recurrir a la formación de 
colorantes polimetinicos o bien naftenodiónicos; estos últimos, 
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son compuestos que emiten fluorescencia a la luz del dia, la 
cual se intensifica ante luz ultravioleta. 	En tanto que para 
lactonas, la formación de un ácido hidroxámico ligado a un átomo 
metálico de coordinación octahédrica, como el fierro, genera un 
revelado muy caracteristico 	y 	particular a este tipo de 
compuestos "a."). 

Por otra parte, para moléculas de complejidad media, como 
los glucósidos cardiacos, los cuales tienen en su estructura 
grupos funcionales muy reactivas como las lactonas y la 
D-glucosa, en la mayoría 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, la precisión y la 
especificidad en el revelado para un glucósido cardiaco, se 
encuentra en la formación de complejos de fósforo ( cuya 
geometria de coordinación es bipiramidal trigonal ), los cuales 
generan coloraciones características y muy particulares entre la 
diversidad de glucósidos cardiacos existentes "". 

En si, el desarrollo de un buen sistema de revelado es 
crucial para el preciso desarrollo de un análisis cromatográfico 
y por ende, para la óptima caraterización de una sustancia en 
estudio. 

INDICE REFRACCION 

Cuando un rayo de luz pasa oblicuamente de un medio, hacia 
otro de densidad diferente, su dirección cambia al atravesar la 
superficie que los separa. 	A esto se le llama refracción. Si 
el segundo medio es ópticamente más denso que el primero, el 
rayo resultará más perpendicular a la superficie divisoria. El 
ángulo entre el rayo en el primer medio y la perpendicular de la 
superficie divisora, se llama ángulo de incidencia ( i ), en 
tanto el ángulo correspondiente en el segundo medio, se le 
denomina ángulo de refracción ( r ). 	El seno de i y el seno de 
r son directamente proporcionales a la velocidad de la luz en. 
los dos medios. 	La proporción sen i entre sen de r, se llama 
índice de refracción ( n ) (10.11.14.›. 

Si el rayo incidente está en el medio más denso, el indice 
de refracción será menor de uno; si está en el menos denso, será 
mayor que uno. 	Por lo general, se considera que el indice de 
refracción es mayor que uno, cuando el rayo pasa del medio 
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ópticamente menos denso ( generalmente aire ) hacia el más 
denso (11~. 

El indice de refracción de dos medios dados, varia con la 
temperatura y con la longitud de onda de la luz, y también con 
la presión, cuando se trata de un gas. Si estos factores se 
mantienen invariables, el indice de refracción, es una 
característica constante para el medio considerado y se emplea 
en la identificación y determinación de la pureza de sustancias, 
en la caracterización de las mismas y para el análisis de la 
composición de mezclas binarias homogéneas de constituyentes 
conocidos "1.. 4,01. 

El indice de refracción de una sustancia transparente, 
disminuye en forma gradual, al aumentar la longitud de onda, 
excepto en las regiones de absorción donde el indice de 
refraccón varia abruptamente. Al cambio de la refracción con la 
longitud de onda, se le llama dispersión. 	Debido a la 
dispersión, al expresar índices de refracción, es necesario 
especificar la longitud de onda. 	El símbolo .n. con una "D" y 
un número "20", denota el índice de refracción para lineas D del 
sodio ( el doblete amarillo a 5890 / 5896 A, evaluadas a 
20 °C ) ("1.'601. 

Los valores del índice de refracción para líquidos 
orgánicos, varia entre 1.2 y 1.8, mientras que los sólidos 
orgánicos fluctúan entre 1.3 y 2.5; por lo cual, la dispersión 
también es útil en algunos casos para la identificación de 
compuestos, ya sean líquidos, sólidos o gases ‹6e'. 

La escala de pH, es Una serie de números que expresan el 
grado de ácidez ( o alcalinidad ) 	de 	una 	solución, en 
comparación con la cantidad total de ácido o base de algún 
material previamente determinado, por medio de una titulación 
acidimétrica ( o alcalimétrica ). Tal como lo definió Sorensen, 
a quien se le debe la introducción del término "°011.3"/›. 

Esta prueba se basa en la determinación de la cantidad de 
iones hidrógeno, 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 ión hidrógeno "10'. 

Para la medición de pH, se utiliza ampliamente el electrodo 
de vidrio de alta calidad, elaborado con silicatos de litio con 
adición de iones lantano y bario. 	Estos iones, actúan como 
"tensores" de la red cristalina para retardar la hidrólisis del 
silicato y reducir la movilidad de los iones alcalinas, 
especialmente los de sodio. 	Los iones litio, son los 
principales portadores de carga móvil al aplicarse un campo 
eléctrico. Después de sumergir la membrana en agua, la capa 
superficial queda carente de Li+, que son reemplazados 
por H+. 	Practicamente, todos los centros aniónicos de la 
superficie del silicato, son neutralizados por iones H+. El 
contenido de H+ disminuye en una forma compleja al aumentar la 
distancia hacia el interior de la membrana, mientras que la suma 
de iones positivos, portadores de carga y otros cationes, 
balancea la supuesta concentración uniforme de centros fijos. 

La actividad del agua en la solución, parece tener un papel 
importante en el desarrollo de la respuesta al pH de una 
membrana de vidrio. Si la fuerza jónica es extremadamente alta, 
o si esta presenta una relación directa entre la higroscopicidad 
del vidrio y la respuesta al pH. 	Todos los electrodos de 
vidrio, deben acondicionarse por algún tiempo, sumergiéndolos en 
agua o en una solución reguladora diluida, a pesar de que 
después, pueden utilizarse en un medio que sólo sea parcialmente 
acuoso "MI. 

Como el mecanismo de este electrodo no implica un cambio de 
electrones, resulta ser el único electrodo sensible a los iones 
hidrógeno, al cual no perturban los agentes de oxidación o de 
reducción. Como los valores de pH dependen de la temperatura, 
las mediciones se deben efectuar a una determinada temperatura 
constante "0.1". 

Como calibrador se emplea una solución reguladora, la cual 
puede definirse como una solución que mantiene casi constante su 
valor de pH, a pesar de la adición de cantidades sustanciales de 
ácido o base. 	Por lo general, un regulador consiste de una 
mezcla de ácido incompletamente disociado y su base 
conjugada. En la selección de un determinado regulador, deben 
considerarse tres características, el valor regulador, el valor 
de dilución y la variación de pH con cambias de temperatura. 

En si, un análisis de medición de pH de una solución acuosa 
de un fármaco, es poco objetivo dentro de una caracterización de 
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sustancias a nivel de categorías tanto físicas como químicas y 
fisicoquimicas; pero no así, cuando la caracterización se 
desarrolla en vías de una evaluación farmacológica, en donde es 
necesario conocer, controlar y modificar el pH de toda sustancia 
que entra en un organismo vivo "0•2"". 

PUNTO DE FUSION 

El punto de fusión se define convencionalmente como la 
temperatura o intervalo de temperatura, a la cual una sustancia 
sólida se colapsa y funde completamente; en si, es la 
temperatura a la cual se da una trancisión de un estado sólido a 
uno liquido, bajo el equilibrio de las presiones parciales de 
las respectivas fases coexistentes, debido al incremento en el 
choque molecular en la fase sólida al absorver energía térmica. 

El punto de fusión, puede ír acompañado o no de la 
descomposición parcial o total de la sustancia misma, en estos 
casos, se debe reportar tal fenómeno <*a.►i.ao›, 

Este estudio, puede ser considerado como una prueba de 
pureza siempre y cuando el producto no descomponga o bien, sí su 
descomposición es constante, es decir, que siempre se manifieste 
de la misma manera 	a un 	cierto 	intervalo constante de 
temperatura "0.001. 

Dentro de la caracterización de sustancias, el punto de 
fusión, es un parámetro de identificasión si no primordial, si 
muy importante, ya que éste, es inherente a la naturaleza 
estructural y geométrica de cada compuesto en estado sólido. 

SOLUBILIDAD  

La cantidad de una sustancia que se disuelve en otra, 
depende tanto de la naturaleza del solóto, 	así como del 
disolvente, de la temperatura y la presión. En general, el 
efecto de temperatura es muy pronunciado, por lo cual, su 
dirección depende del calor de solución. Sí una sustancia se 
disuelve hasta la saturación con desprendimiento de calor 
< exotérmico 1, la solubilidad disminuye con el aumento de la 
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temperatura. 	Ahora bien, si una sustancia so disuelve con 
absorción de calor ( endotérmico 1, la solubilidad se incrementa 
cuando se eleva la temperatura (''.1g.'"). 

Por otra parte, los compuestos de carácter químico o 
funcional análogo, son más facilmente solubles entre si, que los 
de carácter diferente. 	Cuando entre dos sustancias existe 
semejanza química, la solución de ambas, guarda un agrupamiento 
no muy distinto de aquél de las sustancias puras, y ambas, 
guardan un equilibrio entre si en solución. Cuando la 
naturaleza química de las dos sustancias es considerablemente 
diferente, no hay equilibrio y por lo tanto hay poca tendencia a 
la disolución, esto es debido a los efectos de atracción 
electrice como lo son la formación de puentes de hidrógeno y las 
fuerzas de Van der Walls, que aunadas al momento dipolar, 
propician que el efecto polar, sea el precursor primordial en el 
proceso de solubilidad, ya que lo semejante disuelve lo 
semejante, es decir, una sustancia sólida de características 
polares, será más probable solubilizarla en un medio polar que 
en uno no polar o de polaridad media y viceversa C1°.14.°°1. 

En si, la solubilidad se define como la capacidad que 
tienen los solutos 	para 	ser disociados en un 	medio de 
disolución, y se expresa como la cantidad de soluto dispersa por 
unidad de masa, en una determinada cantidad de disolvente por 
unidad de volúmen 121". 

Dentro del análisis de solubilidad para una óptima 
caracterización de una sustancia en estudio, se debe considerar 
la naturaleza de los disolventes, por lo cual, se hace una 
distinción entre los inertes y aquellos que son químicamente 
activos. 	En el caso de los inertes, el material disuelto no 
sufre cambios, mientras que con los disolventes activos, se 
observa un subproducto o subproductos del proceso de 
disolución. 	En ambos casos, la adición de un soluto produce 
solvatos, es decir, compuestos aparentes formados por moléculas 
de solventes más moléculas o iones del material disuelto, lo 
cual es posible mediante una unión parcial inducida por efectos 
de atracción eléctrica, como lo son las fuerzas de Van del Walls 
y en algunos casos, la formación de puentes de hidrógeno, 
siempre y cuando el soluto pueda formarlos. Las cuales 
contribuyen al proceso de solubilidad en la medida de que tan 
fácil y rápidamente se formen éstas 12°). 

Por lo tanto, obviamente cabe esperar, que se pueden 
obtener conclusiones útiles con respecto a la estructura 
molecular y la presencia de ciertos grupos, por el 
comportamiento de un material orgánico hacia una serie de 
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disolventes seleccionados, primordialmente inactivos y 
posteriormente activos. 	Estos últimos, para un análisis de 
solubilidad dentro de una caracterización de sustancias, resulta 
ser poco práctico, ya que la finalidad de la prueba de 
solubilidad en este caso, es el encontrar el medio o medios de 
disociación en donde el producto como tal, no sufra ningún tipo 
de alteración a nivel estructural y por ende a nivel químico; lo 
cual es importante para análisis subsecuentes en medios de 
disolución. 	Aunque desde otro punto de vista, resulta práctico 
el empleo de disolventes activos, para generar información 
básica para estudios específicos de reactividad química y 
halocromia entre otros ("I."). 

PROPIEDADES QUIMICAS  

Dentro de un estudio de caracterización, después del 
análisis de definición y confirmación estructural 
( espectrofotometria 	de 	infrarrojo 	y 	cristalografia por 
difracción de rayos X ), el desarrollo de la evaluación de 
propiedades químicas, es lo más importante, ya que estas 
permiten conocer la naturaleza química de una determinada 
molécula, además de que genera la información de reactividad 
necesaria para subsecuentes estudios, ya sea en desarrollo 
analítico, químico o biológico entre otros "m.E.). 

Una evaluación de propiedades químicas, está estrechamente 
ligada a las características de los grupos funcionales ( ácidos 
carboxilicos, alcohóles, fenoles, aminas, iminas, amidas, 
carbamidas, tiasoles, furanos, hexosas, lactonas, eteres, 
esteroides, terpenos, quinonas, etc. ), así, algunos pueden 
tener características ácidas, básicas, anfoliticas, oxidantes o 
bien, reductoras entre otras; por lo cual, en base a estas 
propiedades, es como se debe disertar un buen análisis de 
evaluación funcional, los cuales por lo general se realizan 
mediante reacciones específicas y de fácil detección, como lo 
es, la obtención de derivados de reacción de tipo colorido o 
bien, por formación de complejos de coordinación con átomos 
metálicos, y algunas veces, la combinación de ambos ( sin que 
ello implique el no poder utilizar otro método de detección ) de 
manera tal que permita evaluar físicamente mediante una 
manifestación o variación de color, las características químicas 
funcionales de cada uno de los sustituyentes de una molécula 
dada 4,14“1". 
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Por otra parte, dentro de la evaluación de propiedades 
químicas, de manera alterna, se debe considerar la reactividad 
de posibles sustancias residuales o contaminantes en un 
determinado compuesto, ya que estos pueden falsear los 
resultados de la experimentación; para evitar ello, es necesario 
el realizar un estudio de posibles contaminantes generados en el 
proceso de síntesis de una sustancia sintética o semisintética, 
y del proceso de extracción, en el caso de una de origen 
natural; los cuales, muchas de las veces, no se eliminan del 
todo debido a un mal proceso de purificación o bien, a que el 
producto es muy difícil de purificar "3."). 

Tambíen como contaminante se debe tomar en cuenta a la 
humedad 1 He0 ) ya que en el mayor de los casos, se encuentra 
aún en sustancias purificadas exhaustivamente, a consecuencia de 
su higroscopicidad, y a que en algunos casos, esta interfiere en 
determinados procesos de análisis químico; para lo cual, se debe 
evaluar la presencia de ella, para verificar si la cantidad 
residual de humedad, puede o no interferir en el proceso; 
además de evaluar posibles sustancias volátiles, como 
disolventes orgánicos residuales `3.1"••11+'. 

En sí, tanto un análisis de residuos, como un análisis de 
reactividad funcional, son de gran importancia para la 
evaluación de las propiedades químicas de una sustancia dada y 
por lo consiguiente, para la óptima caracterización de la misma. 

ANALISIS RESIDUAL 

Un análisis de este tipo, comprende un estudio minucioso de 
posibles materiales residuales, los cuales son contaminantes en 
una determinada sustancia. 	Estos, pueden provenir del proceso 
mismo de obtención a consecuencia de una técnica inadecuada de 
purificación, o bien, que se hayan acumulado por un mal manejo 
del compuesto, así como por una inadecuada preservación de la 
misma  (2,0,M4,W,D .  

Se debe considerar como material residual, a todo aquel 
compuesto ya sea orgánico o bien inorgánico, el cual es ajeno a 
la naturaleza física y química 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, tanto el análisis de agúa residual como el de sustancias 
orgánicas e inorgánicas entre otros, son pruebas alternativas en 
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la caracterización de un producto, las cuales permiten evaluar 
la naturaleza de posibles productos de interferencia, así como 
de la pureza de una sustancia en estudio 111)."."'". 

ANALISIS  DE IMMO RESIDUAL  

El bromo elemental que ha sido producido durante la 
reacción de oxidación de los compuestos orgánicos, por el ácido 
cromosulfúrico, puede ser detectado directamente y en cantidades 
mínimas, por reacción con el p-aminofenol, ya que forma un 
producto azul, el-cual es soluble en agua. 	La base de la 
reacción de color estriba en que el producto de la oxidación 
inicial, es una p-quinonimina, que reacciona con el p-aminofenol 
inalterado para formar una indamina (4.129). 

El color azul de la indamina formada es específico para el 
bromo, ya que con el cloro no hay presencia de color y con el 
yodo, reacciona formando un color pardo ("'. 

Esta prueba química, es de las más socorridas cuando no se 
cuenta con el equipo necesario para detectar al bromo, por el 
método de absorción atómica. 

DETERMINACION  DE HUMEDAD  

El método más usual para determinar el contenido de agua de 
un sólido, consiste en secar en la estufa, un peso de muestra y 
a continuación, estimar gravimétricamente el agua liberada, ya 
sea por la pérdida de peso de la muestra o 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 interpretación de los datos 
obtenidos por ese procedimiento, ya que con el aumento de la 
temperatura, pueden ocurrir otros procesos diferentes además del 
desprendimiento de agua, tales como volatilización de otros 
componentes; descomposición de uno o más participantes para dar 
productos gaseosos, o incluso oxidación de algún compuesto de la 
muestra por el aire. 	Los dos primeras efectos causan 
disminución del peso de la muestra; la oxidación lo aumenta si 
los productos de reacción no son volátiles, y lo disminuye 
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cuando lo son. La superposición de estos inconvenientes, 
origina una incertidumbre sobre la temperatura adecuada para 
conseguir• eliminar• totalmente el agua. 	El calentamiento a 
105 °C expulsará la humedad adsorbida y a veces, también el agua 
esencial. 	Por otro lado, a esta temperatura suele ser bastante 
incompleta la supresión del agua absorbida y la ocluida. 
Muchos minerales, así como sustancias tales como la alúmina y la 
sílice, necesitan temperaturas de 1000 °C o más, para eliminar 
todo vestigio de agua (1°.11,4"›. 

Así pues, viendo los inconvenientes de esta técnica, se han 
diseñado métodos por• destilación, los cuales operan muy 
prácticamente para determinar agua en materiales que se oxidan 
fácilmente en el aire, utilizandose ampliamente para compuestos 
orgánicos tales como grasas, aceites, ceras, cereales, productos 
vegetales y alimentos (1°•40'. 

La cromatografía gas-liquido, ha sido otro diseño para 
determinar el contenido de agua en sustancias liquidas. Asi 
también, los métodos espectrofotométricos en la región 
infrarroja, se utilizan para detectar agua en productos tales 
como miel, patatas, frutas, café y harinas entre otros, mediante 
una dispersión de la muestra en dimetilsulfóxido, el cual extrae 
casi por completo la humedad, y posteriormente, evaluada su 
absortividad en la región infrarroja 144.4a)u 

Pero en si, los métodos químicos son los más socorridos 
para la determinación de humedad; así, se han descrito muchos 
métodos químicos para determinar el agua. Sin lugar• a dudas, el 
más importante de éstos, consiste en emplear el reactivo de Karl 
Fisher, que es bastante especifico para el agua. 

El reactivo de Karl Fisher• consta de yodo, dióxido de 
azufre, piridina y metanol. Al añadir éste reactivo al agua, se 
desarrollan las siguientes reacciones cuantitativas "°.11.e9›: 

+ I,e + 3CallaN + Hm() 	> 2CulloN-HI + CeilimN-SOn 

CeslioN-SOm + CHm01.4 •---- 	CftlioN-HSO4CHa 

Después de que el agua ha reaccionado con el yodo libre en 
la solución, produce un cambio de color suficientemente intenso 
para poder establecer visualmente el punto final. 	El cambio de 
color, va desde el amarillo característico de los productos de 
reacción, al pardo del exceso de reactivo. El punto final de la 
titulación, se puede determinar alternadamente mediante el 
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empleo de electrodos polarizables y utilizando un 
microamperímetro 110.11.44.46', 

Este método tiene una gran aplicación en un gran número de 
sustancias. Aunque la variación de la técnica depende 
directamente de la solubilidad del material, la forma en la cual 
se encuentra retenida el agua y el estado físico de la 
muestra. 	Si puede disolverse ésta en metanol, resulta factible' 
una determinación rápida y directa. 	Si no es posible disolver 
la muestra en este reactivo, la valoración directa da una 
reacción incompleta. Sin embargo, se logran a menudo resultados 
satisfactorios añadiendo un exceso de reactivo y valorando por 
retroceso con una disolución patron de agua en metanol, tras 
un tiempo de reacción adecuado /1°•11.46' 

También se presentan dificultades en el análisis de la 
humedad sorbida y del agua ligada fuertemente como 
hidrato. 	Para estas , se recurre a técnicas de extracción, las 
cuales suelen ser efectivas ""3•11'. 

En si, la determinación de humedad en una sustancia dada, 
ya sea por cualquier método, es de gran importancia dentro de la 
caracterización, ya que ésta, es una particularidad en 
determinados compuestos con características hidrofílicas. 

PERDIDAS  POR SECADO  E IGNICION 

Tanto la pérdida por secado como la pérdida por ignición, 
para sustancias sólidas, 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 munas, 
estimando gravimétricamente la liberación de la o las sustancias 
volátiles, mediante la pérdida de peso al someter la muestra a 
un proceso de calentamiento constante, durante un margen 
prolongado de tiempo (1°,11."). 

La mayoría de las veces, un estudio de pérdida por secado, 
involucra un tratamiento térmico aproximadamente de 10 a SO 0C 
por arriba de la temperatura de ebullición del agua, para 
asegurar la eliminación de ésta, durante un determinado tiempo 
de exposición. 	En tanto que para la pérdida por ignición, por 
regla general, se efectúa a una temperatura de S a 10 °C por 
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abajo del punto de fusión o sublimación del compuesto en 
estudio; lo cual implica que ésta prueba, está restringida sólo 
para compuestos con punto de fusión o de sublimación muy por 
arriba de la temperatura de ebullición del agua 

Ambos métodos son aplicables, siempre y cuando la sustancia 
en estudio no sea susceptible de sufrir alteraciones por el 
proceso de exposición prolongada a la temperatura, con acceso 
directo de aire, lo cual se ve favorecido en la pérdida por 
ignición, ya que a pesar de no ser una prueba destructiva, en un 
gran número de casos, ciertas sustancias, pueden sufrir una 
transformación por efecto térmico, como por ejemplo, la 
generación de un anhídrido, o bien, en ambos procesos, puede 
suscitarse la volatilización de productos de descomposición 
térmica, además de generar productos de oxidación. 	Ambos casos 
propician alteraciones en la determinación del porcentaje de 
material volatil, debido a que el primer efecto puede ocasionar 
una elevación en la determinación de sustancias volátiles, y si 
lo son, puede incrementar desmesuradamente la evaluación (1°). 

Estas técnicas, son de gran aplicación en una 
caracterización de un determinado compuesto, siempre y cuando 
éste, no sea termolabil; ya que de manera directa, generan 
información en cuanto al porcentaje constitutivo de sustancias 
volátiles 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 
caracterización va encaminado hacía ese fin ‹"."1. 

REACTIVIDAD FUNCIONAL  

Uno de los conceptos más importantes de la química orgánica 
es el de grupo funcional. Un grupo funcional, es un agregado de 
uno o más átomos que conforman una molécula cuya presencia 
confiere a ésta, cualquiera que sea el resto de su estructura, 
un comportamiento químico único, y sobre todo específico, lo 
cual es característico de un grupo funcional. Para ilustrar 
esto, considerese los tres compuestos A, 13 y C de la 
figura 4.2.A.. 	Todos contienen el grupo formilo ( -CH=O ), el 
cual es característico de los aldehídos, y presenta un 
comportamiento químico similar. 	Por ejemplo, se puede reducir 
( H ) al grupo formilo en cada uno de los casos ( A,B y C ) para 
obtener miembros representatívoS de otra clase de compuestos 
llamados alcoholes, todos los cuales contienen al grupo -OH como 
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grupo funcional. 	De manera similar, se puede oxidar ( O ) cada 
aldehído al correspondiente ácido carboxílico que contiene la 
función -COOH. 	Por último, cada aldehído puede reaccionar con 
hídroxilamina ( 1-L,N-OH 1, para dar los miembros de una clase de 
compuestos llamados oximas, cuyo grupo funcional es -CH=N-OH. 

Se ve en seguida que cada una de las trasformaciones 
químicas anteriores, es completamente independiente del grupo 
unido a la función -C1.4,,O. por lo cual, se infiere que las 

     

E H 

t O 3 

E HeN-OH 3 

E H 

O 3 

• CH0-0H 

H-COOH 

> HCH=N-OH 

> ClleCHeCH0-0H 

• CHeCHe-COOH 

• CHeCHe-CH=N-OH 

(A) H-C11,--0 

    

    

     

     

(R) CRW110-CH=O 

    

     

    

t HeN-OH 

      

(C) CHeCHCRe-CH=0 

11401 

R-CH=0 	 R-OH 

Aldehído 	Alcohol 

E 1-1 3 
> CHeCHCReClle-OH 

(11-le 
3 

• CH0CHCHe-COOH 

1.:H„ 
E HeN-OH 3 
	 , CHeCHCHe-CH=N-OH 

R-COOH 	 R-CH=N-OH 

Ac. carhoxíliro 	Aldoxlma 

le Fig. 4.2.A. Ejemplos de reactividad de un grupo funcional. 
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características químicas comunes compartidas por los aldehidos, 
se deben al comportamiento del grupo formilo y no al resto de la 
molécula. 	De la misma manera, los alcohóles, ácidos 
carboxilicos y oximas, muestran sus propiedades químicas 
especificas, determinadas en cada caso sólo por el 
comportamiento característico de los grupos funcionales -OH, 
-COOH y -CH=N=OH respectivamente. 	El comportamiento químico 
distinto de los diferentes grupos funcionales da origen a las 
diversas clases de compuestos orgánicos. 	Asi, los miembros de 
cada clase comparten unas propiedades químicas comunes, las 
cuales están determinadas por el grupo funcional camón y que 
difieren de las propiedades características de otras clases. 

Puesto que el comportamiento químico de las distintas 
clases es esencialmente independiente del esqueleto de carbono 
unido al grupo funcional, a menudo resulta conveniente el 
realizar un estudio descriptivo general de las diversas clases 
de compuestos. 	En la serie alifática, se emplea el símbolo "R" 
para designar un grupo alquilo, el cual se obtiene al eliminar 
un átomo de hidrógeno de la fórmula de un hidrocarburo 
alifático. 	En la serie aromática, "Ar" designa un grupo arilo, 
obtenido al eliminar un átomo de hidrógeno de la fórmula de un 
hidrocarburo aromático. 	Así, en la serie alifática, los 
aldehidos, alcoholes, ácidos carboxilicos y oximas, se pueden 
generalizar por R-CH=O, R-OH, R-COOH y R-CH=N-OH,respectivamente 
mientras que en la serie aromática, estas clases se designan 
Ar-CH=O, Ar-OH, Ar-COOH y Ar-CH=N-OH. 	No obstante, debemos 
hacer hincapié en que en ciertos casos especificas, las 
propiedades de determinados grupos funcionales se pueden 
modificar en alguna extensión por la naturaleza del grupo R a Ar 
al que están unidos, y en algunos casos, estos efectos pueden 
ser considerables ("3.1".124.g"". 

De manera similar, ocurre con toda la gama existente de 
grupos funcionales, por lo cual, la evaluación de la reactividad 
de los mismos es de suma importancia en la caracterización de 
sustancias, ya que en sí, el análisis de reactividad funcional 
es esencial para que ésta se efectué satisfactoriamente, debido 
a que de ello depende tanto la precisa definición de los mismos, 
como de toda la serie de estudios analíticas posteriores que 
delimiten la naturaleza de un determinado componente en estudio. 
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GLUCOSIDOS CARDIACOS 

Los glucósidos cardiacos, tienen una estructura muy 
semejante entre si, ya que son cicloacetales mixtos de azúcares 
y un esteróide alcohólico. 	La porción de la molécula sin 
azúcares, se denomina aglicona o genina. 	Todas las geninas de 
los glucosidos cardiacos tienen grupos hidroxílo en las 
posiciones carbón-3 y carbón-14, un grupo metilo en C-10 y 
C-13, un aldehído o hidroximetilo en serie y un anillo de 
lactona insaturado en el carbón-17 de la base esteroidal. 
Algunas geninas más complejas, 	pueden tener además grupos 
metilo, hidroxilo o aldehído en otras posiciones. 	El núcleo 
esteroidal difiere del grupo de las hormonas sexuales y 
corticosuprarrenales, debido a la fusión cis-trans-cis de los 
anillos A y B, B y C, así como de C y D, respectivamente, lo 
cual propicia que cada anillo fusionado del esteróide, adquiera 
una conformación de silla, ocasionando que la molécula no sea 
plana o parcialmente plana como en las hormonas y 
corticosuprarrenales que tienen una fusión cis-trans-trans. El 
grupo metilo o demás sustituyentes en C-10 y C-13, el hidroxilo 
en C-14 y el anillo lactónico en C-17, todos, están orientados 
arriba del plano del anillo esteroidal ( configuración 4 ). Los 
sustituyentes en C-3, par lo general, suelen estar orientados en 
posición (1, sin 	que 	ello 	implique que no los haya en 
posición a. 	El anillo de lactona, que es un éster cíclico, 
puede tener cinco o seis miembros con uno o dos enlaces dobles, 
respectivamente, y tienen una estructura plana debido a la 
presencia de los enlaces dobles <7."*"."". 

La porción azúcar del glucósido, puede ser constituida por 
una o cuatro porciones o unidades monosacáridas, tales como 
glucosa, ramnosa y fructosa entre otras "54.00'. 

Como se puede observar, los glucósidos cardiacos, son 
sustancias con una variedad considerable de grupos funcionales, 
por lo cual, su reactividad se evalúa en funsión de los 
sustituyentes más activos que lo conforman, como es el caso de 
la porción azúcar y del éster cíclico ( lactona ), aunque en 
pocas de las veces, un análisis de reactividad se encamina a los 
hidróxilos esteroidales, hidroximetilos, aldehídos o bien, a 
cualquier otro sustituyente, pero casi nunca, va orientado hacia 
los grupos metilo, debido a que estos son sumamente estables. 

Así pues, 	al evaluar la reactividad de un glucósido 
cardiaco por la porción azúcar, por lo general, se emplean 
reacciones de sustitución nucleofilica para insertar grupos 
específicos que permitan delimitar, mediante reacciones 
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secundarias, la presencia o ausencia del glucósido mediante la 
evaluación de la porción genina. 

Por otra parte, se puede llevar a cabo una reacción en el 
anillo lactónico, formando hidroxamatos, entre otros productos, 
los cuales al ser acomplejados con iones metálicos como 
fierro ( III 1, 	se obtienen compuestos de coordinación 
específicos, los cuales por lo general, presentan coloraciones 
muy particulares; o bien, se puede combinar la reactividad de la 
lactona con la del azúcar para aumentar la especificidad en la 
evaluación de la reactividad de un glucósido cardiaco (1'5,0'7'. 

Con relación a los hidroxilos, estos suelen tener un 
comportamiento de tipo alcohólico, por lo cual, pueden sufrir 
reacciones de alcoholes secundarios o terciarios, según la 
posición de donde se encuentre unido, ya sea en el carbón-15 o 
bien en el 14 de la base esteroidal, respectivamente. Cuando se 
evalúa la reactividad por un grupo hidroxilo esteroidal, se debe 
considerar la actividad del azúcar y de la lactona ante ciertos 
medios, 	debido a que estos son mucho más reactivas que el 
hidroxilo de interés; para lo cual, se deben emplear reacciones 
selectivas, o bien, bloquear a dichos grupos funcionales para 
neutralizar su actividad "3"*".5"›. 

En si, la evaluación de la reactividad de un glucósido 
cardiaco a nivel global, es sumamente tediosa, por lo cual, se 
recurre al desarrollo de métodos que actúen por la porción 
azúcar y/o la porción lactona y en algunos casos, hasta la 
combinación de azúcar. lactona e hidroxilo esteroidal `7»"•'p'. 

Por otra parte, la determinación de la reactividad de un 
glucósido cardiaco, es de gran importancia cuando se caracteriza 
a éste tipo de sustancias, ya que ello, permite poner en 
evidencia la presencia o ausencia del mismo < 11". 
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GRUPO ETER 

Los éteres son relativamente inertes a casi todos los 
reactivos. Son estables ante bases, la hidrogenación catalítica 
y la mayoría de los demás agentes reductores. También son 
estables con ácidos diluidos; pero reaccionan con ácidos 
concentrados calientes. 	Por ejemplo, el HDr o Hl fuertes, 
producen su separación ("4'. 

CHaCHe-O-CHirCHa + 2 HDr  	2 CHaCHeDr + H2O 

El mecanismo de la reacción comprende un desplazamiento de 
tipo SNe  realizado por el ión bromuro en el éter protonado. 	El 
alcohol producido reacciona posteriormente con HBr para producir 
más bromuro de alquilo 1194 * dms'. 

En los éteres secundarios y terciarios, participan los 
iones carbonlo y las reacciones tienden a ser más complejas. Al 
calentar estos éteres can un ácido fuerte, la principal reacción 
conduce casi siempre a la eliminación "2". 

CHa 	 CHa  
110.504  

CHa-I-O-CHa 	 > CHa-LH0 + CHa-OH 
.4.1or 

Por otra parte, una de las reacciones más importantes de 
los éteres es hasta cierto punto inconveniente, es decir, la 
reacción con el oxígeno atmosférico para formar peróxidos 
y perácidos 1 autooxidación 	"114."›. 

0-0H 

CHa-CH-O-CH-CHa + Oe  	 › CHa--0-CH-CH0  

114a ¿Ha. 	 1Ra  1Ha 

La autooxidación se produce debido a un mecanismo de 
radicales libres "2"."1". 
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Casi todos los éteres que se exponen a la atmósfera durante 
cierto tiempo, contienen invariablemente peróxidos. Los 
peróxidos y los hidroperóxidos, son peligrosos debido a que se 
descomponen violentamente a temperaturas elevadas y pueden 
producirse explosiones severas ("0•117'. 

Una prueba sencilla para identificación de peróxidos, 
consiste en agitar un volúmen pequeño del éter con una solución 
acuosa de K1. 	Si hay peróxidos presentes, oxidarán el 1-1  a 
In°. 	La coloración morada del 1° denota la presencia de 
peróxidos '"›. 

En si, la determinación 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 compuesto. 

GRUPO D-GLUCOSA 

El término carbohidrato, se utiliza de una manera muy vaga 
para caracterizar un grupo general de productos naturales 
relacionados con azúcares simples. 	Dicho nombre se empleó 
inicialmente, debido a que este tipo de azúcares, como por 
ejemplo la glucosa ( C6141.0. ), poseen fórmulas moleculares 
que 	parecen 	ser 	" hidratos 	de 	carbono ", 	esto 	es, 
C614,46  = ( C-11.0 	Aunque las investigaciones estructurales 
subsecuentes pusieron de manifiesto que este concepto simplista 
era erróneo, pero aún así, persistió el uso del término 
carbohidrato ""*"). 

Los azúcares, llamados tambien sacáridos, son el tipo más 
simple de carbohidratos, como por ejemplo, la glucosa, que es el 
hemicetal cíclico de uno de los diastereómeros del 
2,3,4,5,6-pentahidroxihexanal; el cual, en solución parece estar 
en equilibrio con una cantidad diminuta de la forma no cíclica 
del pentahidroxialdehido "3".1/". 

La D-glucosa por ser un monosacárido, su reactividad no es 
tan compleja como en el caso de oligosacáridos ( moléculas 
constitutivas de 2 a 8 monómeros ) y polisacáridos ( unidades 
constitutivas de más de l3 monómeros ). 	Asi, el monómero de 
D-glucosa puede sufrir reacciones de formación de éter, mediante 
la síntesis de Williamson 4U4."). 
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1-0 	 1-0 
/ 	\ 	Na0H-(C)./ eS0., 	 / 	\ 

HO-HC OH CH-OH — - - - - - - - - - - - - - - - - — , CH.O-HC OCH. CH-OCH. 
\I / 	 6 AquO- CH.I 	 \I / 
He--CH 	 HD-CH 

	

(Ill 	 (ICH. 

También pueden sufrir reacciones de formación de acetales y 
cetales cíclicos. 	El mecanismo se complica a menudo debido al 
hecho de que el tamaño del anillo del producto no es el mismo 
que el del azúcar libre "5". 

H0-1 	 HO-1  

141--04 	 HI--0 
/ 	\ 	 Cli.e0eH 	 / 	\ 

HO-HC OH CH-OH 	 > 	He 	CH 
\ 	/ 	 H.S0 	 / \ 	/ \ 
HC--CH 	 O He-CU O 

1 / \ I 

	

IH 	 CH.-C-0 	0-C-CH. 

IH., 	IH. 

Los grupos oxhidrilo de las azúcares, se esterifican para 
formar acetatos, mediante el empleo de anhídrido acético y un 
catalizador básico suave, por ejemplo, acetato de sodio o 
piridina 'e". 

HO-1 
	

AcO 

HI--0 	 HL-O 
/ 	\ 	 Ac.0 	 / 	\ 

HO-HC OH CH-OH 	 5. 	AcO-HC OAc CH-OAc 

\I / 	
Pi 	 \I / 

H --CH 	 He--CH 
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Mediante la aplicación de diversos métodos, los 
monosacáridos se reducen a polialcoholes correspondientes, que 
constituyen una clase denominada alditoles. 	La reducción de la 
D-glucosa da D-glucitol 	que también se conoce corno 
D-sorbitol. 	La reducción ocurre en la pequeña cantidad de la 
forma de cadena abierta que está presente en equilibrio con la 
forma ciclica. 	A medida que la forma de cadena abierta se va 
substrayendo con este método, el equilibrio varia continuamente 
hasta que se reduce todo el azúcar ""3.°7). 

140 

/ 	\ 
HO-HC OH CH-OH 

\I 	/ 
HC--CH 

bH 

 

CHO 	 CHAH 

H-1-0H 
He -Ni 

110-4j-H 	 HO-(1-H 

H-1-OH 	 H-1-014 

1HeOH 	 IHROH 

 

Los azúcares se oxidan siguiendo diferentes métodos, entre 
los más comunes está el empleo de bromo en una solución 
tamponada a un pH de 5 a 6 ("*"). 

HO 	 CHO 	 COM 

H¿--O 	 H-1-OH 	 H-1-OH 
/ 	\ 	 Bre  

HO-HC OH CH-OH 	--2. HO-1-H 	 > HO-1-H 
He0 

HC-- CH 	 14.--OH 	 H---OH 

¡ti 	 H-1-0H 	 H-1-OH 

li:HeOH 	 1HeOH 

En vista de que el producto obtenido es un ácido 
4-hidroxialcanóico, este ácido, se lactoniza con extrema 
facilidad. 	Aunque en principio se pueden formar lactonas de 
cinco o seis miembros, siendo las más estables las de cinco 
miembros "34.1"›. 
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COOH 

H-1-OH 

110-1-H 

H-1-0H 

HO 	OH 
\ 	/ 
CH,CH 

I.11:—..-0 

CD 

H  

. , 
H.----CH 
/ 	\ 

HO 	OH 

Entre otros agentes oxidantes, se pueden emplear Cu(OH)e, 
Ag0H, HNO0/H.0 y HIO4  """. 

Por último, las azúcares en medio ácido fuerte bien 
controlado, sufren una deshidratación, para posteriormente 
condensarse y generar un furano, el cual es poco estable en 

HO 

/ 	\ 
HO-HC OH CH-OH 

\I 	/ 
HC --CH 

¿H 

H.50. 

HO 

CHe  

nc--1H  

O 

HLCH 

OH 

 

medio ácido ya que tiende a la polimerización si éste no se 
encuentra debidamente regulado ("ve". 

En general, la determinación de la reactividad de un grupo 
O-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 O-glucosa, 
en una determinada sustancia. 

55 



GENERALIDADES 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

GRUPO HIDROXIU ESTEROIDAL.  

Los hidróxilos esteroidales de tipo digital, siguen un 
comportamiento de reactividad muy parecido al de un alcohol de 
tipo secundario o bien terciario c'esel"". 

Los alcoholes son clases muy inportantes de compuestos 
orgánicos, debido a que el grupo hidróxilo 'se convierte con 
facilidad, casi en cualquier otro grupo funcional "34.0'2.07'. 

La oxidación de los alcoholes, conduce a las cetonas, 
aldehidos y ácidos carboxilicos. Estos grupos funcionales , a 
su vez, participan en una gran variedad de reacciones. Por esta 
razón, la oxidación de los alcoholes, es la reacción orgánica 
más común "J.". 

Los alcoholes secundarios se oxidan fácilmente para dar 
rendimientos excelentes de cetonas. 	En general, el empleo de 
ácido crómico constituye el procedimiento más eficiente para 
oxidar alcoholes secundarios, formando una cetona, en tanto que 
un primario origina un aldehido; mientras que un alcohol 
terciario, al no tener átomos de hidrógeno enlazados al átomo de 
carbono del alcohol, no puede sufrir una oxidación sin que se 
sucite una ruptura de los enlaces carbono-carbono, por lo cual, 
la oxidación de un alcohol terciario, requiere de condiciones 
drásticas, además, de que se produce una mezcla de compuestos. 
Entre otros oxidantes, se puede emplear permanganato de potasio 
o bien, óxido cúprico (""). 

La reducción de alcoholes a alcanas, no es una reacción que 
se lleve a cabo con frecuencia, ya que elimina un grupo 
funcional, dejando pocas opciones para reacciones posteriores. 
Entre los agentes reductores más comunes, esta el LiA1H4 con 
cloruro de aluminio o bien, cloruro de titanio. 	También puede 
emplearse para reducir un alcohol, cloruro de tosilo en piridina 
y posteriormente el tetrahidruro de litio-aluminio '15."'. 

Uno de los motivos por los cuales, los alcoholes son 
intermediarios químicos versátiles, es debido a que el grupo 
hidróxilo, puede reducirse mediante diversos grupos funcionales. 
En general, esto se puede llevar a cabo de das formas. 	Un 
alcohol, es un nucleófilo débil; los electrones no enlazantes en 
el átomo de oxígeno, pueden atacar un electrófilo fuerte. 	Por 
ejemplo, un alcohol ataca un carbocatión, o bien, el alcohol 
puede convertirse en el ión alcóxido que es un nucleófilo fuerte 
que ataca a electrófilos débiles "9.~1". 
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Un alcohol es un mal electrófilo, porque el grupo hidroxilo 
es un mal grupo saliente. El grupo hidroxilo, se puede 
convertir en un buen grupo saliente ya sea por tosilación o por 
protanación (04"a7). 

En solución ácida, un alcohol está en equilibrio con su 
forma protonada. 	La protonación, 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 las reacciones normales de sustitución y 
eliminación, dependiendo de la estructura del alcohol, es decir, 
si es primario, secundario o terciario ("4."4> o 

Los alcoholes también son susceptibles de sufrir reacciones 
de esterificación de tipo Eischer, entre otras variaciones de 
reacciones especificas ""037'. 

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

GRUPO LACTONA  

Las lactonas, son ésteres de carboxilato formadas 
intramolecularmente a partir de un ácido oxhidrilico, por lo 
cual, son consideradas como ésteres cíclicos. 	En funsión de la 
cadena alquilica ciclada en el ácido oxhidrílico, las lactonas 
se 	clasifican en alfa (a), beta (4), gamma (T) y lamda (6) 
( Fig. 4.2.5.A. ). 	Las a-lactonas, son compuestos inestables 
con anillos de tres miembros. las (1-, T —  y 1-lactonas, tienen 
anillos de cuatro, cinco y seis miembros respectivamente, y son 
más estables que las de tipo a-, principalmente las de tipo T y 
6, debido a que las (1, por lo general, son muy difíciles de 
formar "14."71. 

De todas las reacciones que pueden sufrir las lactonas, la 
hidrólisis tanto ácida como básica y la formación dé complejos 
de fierro III, coordinados con el ácido hidroxámico, resultan de 
la aminólisis de una lactona, son las reacciones más importantes 
en la evaluación de reactividad funcional de esteres cíclicos, 
constitutivos en una molécula en vías de caracterización "e›. 
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Fig. k.2.5.A. Clasificación de lactonas en base a la 
naturaleza del Acido osbidrilico que 
las forma. 
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Asi pues, las lactonas al igual que los ésteres aciclicos, 
son hidrolizados por ácidos o bases acuosas, para producir un 
ácido carboxílico más un alcohol, lo cual ocurre en los ésteres 
aciclicos, y en las lactonas, se forma un ácido oxhidrilico de 
tipo 0, (1, T o 6, según la naturaleza del éster cíclico que lo 
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origina. 	La hidrólisis ácida de ésteres, puede ocurrir por más 
de un camino, dependiendo de la estructura del sustrato; sin 
embargo, el camino usual es justamente el inverso de la reacción 
de esterificación de Fischer. 	En tanto que una hidrólisis 
básica, ocurre por la vía típica de sustitución nucleofilica 
directamente al acilo, en el cual, el ión hidróxilo (nucleófilo) 
se une al grupo carbonilo del éster para formar un intermediario 
tetraédrico. 	La pérdida del ión alcóxido produce entonces un 
ácido carboxilico, que es desprotonado para formar la sal de 
carboxilato. 	El ácido libre se obtiene al adicionar un ácido 
mineral en medio acuoso, para protonar el carboxilato 4113.12". 

Por otra parte, las lactonas reaccionan formando ácido 
hidroxámico, por efecto de la hidroxilamina en medio alcalino, 
lo cual es posible mediante un ataque típico de sustitución 
nucleofílica en el acilo, para producir el hidroxamata 
respectivo "..a". 

Los ácidos hidroxámicos, son sustancias capaces de formar 
rapidamente complejos coloridos con el ión fierro XII en medio 
ácido, generando tonalidades muy particulares, las cuales varían 
en función de la naturaleza estructural, ya sea alquílica o bien 
arílica, unidas al ácido hidroxámico ligado al ión Fe .'3  "Neltl. 

FORNACIUN  pg COMPLEJOS METALIC05 

Un complejo metálico es el resultado de la coordinación de 
un ión metalico con una especie que tenga uno o más pares 
electrónicos no enlazantes, disponibles para ser compartidos. A 
la especie donadora de electrones se le llama ligando 	del 
latín "ligare", unir ) o formador de complejos. Al ión metálico 
del complejo se le llama ión central. 	El ligando puede tener 
uno o más grupos donadores de electrones en cada molécula, por 
lo cual, se clasifican en uni-, bi-, tri-, tetra-,...., 
multidentados ( del latín "dentatus", con dientes ). 	Al número 
máximo de ligandos unidentados que pueden coordinarse con un 
cierto ión central, se le llama número máximo de coordinación de 
dicho ión. 	La carga de un complejo es igual a la suma 
algebraica de la carga del ión central y de los ligandos. 	Por 
consiguiente, un complejo metálico puede ser neutro o de carga 
positiva o negativa <"."'. 

Cuando un ligando es multidentado, esto es, cuando tiene 
dos o más grupos donadores en una sola molécula, existe la 
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posibilidad de que se forme una estructura anular con el ión 
central. 	A estas estructuras se les llama esferas de 
coordinación o anillos quelados. 	El término resulta muy 
apropiado, pues el ión central está 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 coordinación llega a su máximo cuando tiene 5 a 
miembros en la estructura (e.le'. 

Cabe hacer notar, que todos los iones metálicos en solución 
acuosa están presentes en forma de complejos, al menos como 
complejos acuo. 	El átomo de oxigeno de la molécula de agua, 
actúa como donante electrónico. 	Por ejemplo, el ión fierro III 
en agua, existe como Fe(H.0),..* 	aunque al escribir se haga, por 
simplicidad, en la forma no solvatada, esto es, Fe-13, a menos 
que se quiera especificar la solvatación 

La mayor parte de los complejos de coordinación, solo son 
estables en disolución, ya que al sufrir ésta una variación en 
su composición, los esqueletos se rompen formando nuevas 
coordinaciones que no corresponden al punto objetivo del 
análisis inicial. 	Aunque existen esferas de coordinación 
sumamente estables, aún fuera del medio que las genera, siempre 
y cuando se les de una idónea preservación, y ello se debe a que 
ciertas sustancias donadoras de pares electrónicos, se ligan más 
fuertemente a un determinado átomo metálico que otras; tal es el 
caso de las clorofilas y hemoglobina, que son complejos muy 
especiales de coordinación cuyo ión central es el Fe'2, asi 
también, los anillos quelados de E.D.T.A., con átomo central de 
plomo o bien de calcio, entre otras especies de quelatos ‹"7•®' 

Los complejos de coordinación no sólo pueden ser formados 
por átomos metálicos ya que especies como fósforo V, pueden 
formar con facilidad una gran gama de quelatos, desde 
monodentados hasta multidentados, siendo mas estables unos que 
otros, según la afinidad a la naturaleza estructural del o los 
ligandos "e'. 

Para todo estudio de formación de complejos de 
coordinación, es necesario conocer a ciencia cierta, la 
dispocición espacial del átomo central, ya que en base a ello, 
es posible el determinar la estructura del esqueleto, asi como 
del número y la distribución de dos ligandos, debido a que en 
ello es como se generan las diversas tonalidades características 
en cada caso. 	Por lo general, la mayoría de esferas de 
coordinación presentan colorationes muy particulares. 	Por lo 
tanto, se debe asumir que atamos metálicos como por ejemplo, el 
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Aluminio III y Fierro III, adquieren una distribución espacial 
de tipo octaédrico, en tanto que el cobre 11, la adquiere 
cuadrada planar y el fósforo V, bipiramidaltrigonal ("..".194). 

Por otra parte, el color del complejo de coordinación, o 
bien la ausencia de este, va ha depender, para un mismo átomo 
central, del número y la naturaleza estructural del ligando y es 
en base ello, por lo cual, la formación de complejos de 
coordinación 	es 	muy 	utilizada tanto en los estudios de 
reactividad funcional, como en los sistemas reveladoreS en 
cromatografía 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 caracterización de sustancias (14.1"24). 

EFECTOS AMBIENTALES  0 LAS REACCIONES 

Aunque el oxígeno es el elemento más abundante, no fue 
reconocido como tal, sino hasta fines del siglo XVIII "w". 

El oxígeno se presenta abundantemente en la tierra ya que 
la atmósfera contiene un 23.08 % en peso de oxígeno, que 
constituye un 20.99 % de su volúmen; el agua pura, está formada 
por un 88.81 % de oxígeno y la de mar, una disolución salina, 
por un 85.79 %; y los numerosos minerales y rocas constituyentes 
de la corteza terrestre contienen sobre un 46.46 % de oxígeno. 
En la parte accesible de la tierra, existe un 49.40 % de 
oxígeno, siendo el elemento más abundante, y unicamente en la 
composición calculada de todo nuestro planeta, es sobrepasado 
por el hierro, con un 39.76 7., frente a un 27.71 % para 
el oxigeno (14."). 

A temperatura ambiente, el oxígeno es bastante inactivo 
pero a temperaturas elevadas, especialmente si es puro y , en 
presencia de algún catalizador, se combina con la mayoría de los 
otros elementos para formar óxidos. 	La estructura electrónica 
supuesta ( 0=0 ), con dos pares de electrones compartidos 
explica este comportamiento, ya que la reactividad del oxígeno 
va unida a su disociación previa en átomos, la que exige la 
absorción de una gran cantidad de calor, igual a 118.32 
Kcal/mol "4.12.19.14›. 

Por otra parte, la mayor parte de óxidos reaccionan con el 
agua y dan lugar a ácidos o bases. 	Los óxidos que originan 
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ácidos se denominan óxidos ácidos o anhidridos y los que forman 
bases se designan como óxidos básicos. 	En general, los óxidos 
de los elementos no metálicos, son anhidridos y los de los 
metales son bases, pero este comportamiento depende de la 
estructura molecular o jónica del óxido y, por lo tanto, del 
radio y de la carga del átomo del elemento unido al oxígeno. 

Los óxidos moleculares que reaccionan con el agua son 
anhídridos y la fuerza del ácido que resulta depende de la mayor-
fuerza del enlace entre el elemento y el oxigeno respecto a la 
del enlace entre el oxígeno y el hidrógeno. 	Si se representa 
uno de los enlaces entre el elemento y el oxigeno, las 
ecuaciones correspondientes a la hidratación del óxido son ("): 

R->0 	+ 	H.0 	 HU-R-OH 

Y 

R=0 	4- 	H.0 	 HO-R-OH 

• Wellmcm cavallmintm dtatLvn t —> ). 
Enlata covmaarstm dobla t s ). 

El enlace covalente dativo y el doble enlace covalente, se 
rompen en cada caso para dar lugar a dos enlaces covalentes 
sencillos "4.1°'. 

El dióxido de silicio ( Sin. ), se forma por deshidratación 
del ácido y es por tanto umanhídrido, pero no reacciona con el 
agua por formar un cristal covalente "4"4". 

La ecuación correspondiente a la reacción entre un óxido 
jónico de carácter básico y el agua es "1": 

2 R-0- 	 11.0 	 2 R-OH 

El concepto de ácido y base de Lewis, explica también el 
carácter de un óxido como ácido o como base. Si poseen un par de 
electrones no compartidos que pueden ceder el ión oxígeno (0`), 
son bases y si aceptan este par de electrones, son ácidos "34l b 

Los ácidos que pueden obtenerse a partir de un anhídrido y 
agua se denominan oxiácidos en oposición a los ácidos que no 
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tienen oxigeno, y por tanto, no dan anhidrido que %e denominan 
hidrácidos "14'. 

Si un anhídrido se hidrata distintamente y forma varios 
ácidos, el más hidratado se denomina ácido orto y el menos 
hidratado, ácido meta. Asi, del anhídrido fosfórico o pentóxido 
de fósforo, PRO,, se origina el ácido metafoufórico HPO, 
( PRO, + HRO = HPO, ) 	y el ácido artofosfórico, 
( PRO, + 3 HRO = 2 HRPO. ). 	El ácido fosfórico obtenido a 
partir de una molécula de anhídrido y dos de agua, origina el 
ácido pirafosfórico H..PRO7 114."4). 

Por otra parte, la unión de una sustancia con el oxigeno, 
o sea, el aumento del contenido de este elemento en un cuerpo se 
denomina oxidación, y la disminución de oxígeno en un compuesto 
se conoce como reducción. 	En forma particular, se habla de 
oxidación cuando el proceso de unión con el oxígeno es lento y 
el calor que se desprende durante el mismo se disipa en el medio 
ambiente sin que aumente la temperatura del cuerpo que se oxida, 
pero si el proceso es rápido va acompañado de un gran aumento de 
combustión. 	La corrosión del hierro o la putrefacción de la 
madera son procesos lentos de oxidación pero cuando el carbón se 
quema o arde el alcohol, el proceso es en cada caso muy rápido y 
constituye una combustión. 	Asimismo, la transformación del 
óxido férrico ( FeRO, ), en óxido ferroso ( FeO ), con un menor 
contenido en oxigeno, o la de estos óxidos en hierro metálico, 
es una reducción "".".147). 

Si la oxidación de un cuerpo se efectúa de manera que el 
calor se pierde más 	lentamente que como se produce, la 
temperatura aumentará gradualmente lo que a su vez acelerará la 
oxidación y llegará un momento en que al alcanzar el punto de 
inflamación, el material se enciende espontáneamente. Este 
fenómeno se conoce como combustión espontánea <14- 19“."). 

Desde el punto de vista electrónico, se ha definido la 
oxidación como la combinación de una sustancia con el oxígeno y 
la reducción como el proceso inverso de disminución del 
contenido de este elemento en un compuesto. Las ecuaciones 

2 Mg + Da  = 2 Mg0 	y 	2 CuR0 + OR = 4CuO 

en que el magnesio se transforma en óxido magnésico y el óxido 
cuproso se convierte en óxido cúprico, corresponden a procesos 
de oxidación y las ecuaciones: 
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ZnO + C = Zn + CO 	y 	 + E = 2 (=C0 + CO 

en que el óxido de zinc se reduce a metal y el óxido férrico se 
transforma en óxido ferroso corresponden a procesos de 
reducción. 	Puesto que si un átomo pierde electrones otro átomo 
debe ganarlos, todo proceso de oxidaciAn va unido necesariamente 
a uno de reducción; el proceso global es, por tanto, de 
oxidación-reducción. 	Para que un cuerpo se oxide otro tienen 
que reducirse. 	Las dos transferencias se verifican en la misma 
extensión la cual depende, conjuntamente, de la tendencia de 
cada una de lás sustancias. 	El cuerpo que se oxida obliga al 
otro cuerpo a reducirse y recíprocamente, por lo cual, el que se 
oxida se conoce coma reductor y el que se reduce como oxidarte. 

Ahora bien, aunque en muy pequeilo número, ciertas 
reacciones químicas son aceleradas o incluso promovidas por-
acción de la luz y, en general, de la energía radiante. Dejando 
aparte• la acción de las radiaciones de alta energía ( rayos e, 
a, T, neutrones, etc. ) que pueden originar procesos químicos 
muy diversos; es de gran interés el considerar la naturaleza de 
las reacciones causadas por absorción de luz, principalmente 
visible y ultravioleta, o de las regiones que al verificarse a 
temperatura ambiente emiten energía luminosa. 	Estas reacciones 
reciben el nombre de reaciones fotoquímicas <19.e4). 

La absorción de luz consiste sencillamente en la captura de 
fotones cuya energía, depende de la frecuencia. Un fotón de luz 
de 2000 a 8000 A de longitud de onda tienen una energía de 6.2 a 
1.55 electrón-volts, o sea 143 a 35.75 Kcal/mol, muy superior o 
comparable a la energía de los enlaces atómicos por In que, en 
este aspecto, el proceso químico podrá fácilmente producirse. 

El fotón absorvido por la molécula activada puede 
transferir su exceso localizado de energía como energía de 
vibración de un determinado enlace que puede, en consecuencia, 
romperse, pero esto es muy poco frecuente y, en general, dicho 
exceso de energía se pierde como energía cinética al chocar con 
otras moléculas ( que pueden quedar a su vez activadas ), y en 
algunos casos se emite de nuevo como energía radiante de igual a 
casi siempre menor frecuencia, cuando el electrón excitado 
vuelve directamente o por saltos a su nivel normal en la 
molécula. 	Este fenómeno se denomina fluorescencia. 	Como la 
vida de la moléculas activadas es enormemente pequeña, inferior 
a la millonésima de segundo, la fluorescencia se produce 
simultáneamente a la irradiación y la substancia emite luz 
durante un cierto tiempo después de haber sido excitada; el 
fenómeno se denomina entonces fosforescencia "4."1"24.134› . 
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En sí, 	la luz puede efectuar reacciones de diversa indole 
según ejersa su activación en las moléculas orgánicas, así, se 

tienen reacciones de sustitución, saturación, ruptura de 
enlaces, trasposición, reducción, oxidación, etc.; por lo 
cual, es importante el considerar-  siempre en todo proceso de 
análisis de sustancias, los efectos de la luz natural, así como 
de algunas fuentes luminosas, además do las posibles reacciones 
de óxido-reducción que se suscitan en algunos componentes al 
entrar en contacto con el aire ambiental, bajo efectos térmicos; 
teniendo conocimiento de ello, se podrá efectuar de la manera 
más 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 caracterización de compuestos tanto naturales como 
semisintéticos y sintéticos <14.114."7). 

Dentro de la caracterización de sustancias, además de 
considerar las reacciones fotoquímicos de las fuentes luminosas 
y las oxido-reductoras del aire circundante, en un proceso de 
evaluación de reactividad y estabilidad, es importante el 
considerar además los efectos de disolución, ya que ésta puede 
favorecer dichos fenómenos, dependiendo claro esta de que si el 
medio es orgánico, acuoso o bien orgánico-acuoso, en donde en 
cada uno de los casos se deberá conocer experimental o 
teóricamente los posibles efectos del proceso de disolución. 

Algunos medios tanto orgánicos como acuosos, pueden 
acelerar procesos fotoquímicos en algunas sustancias orgánicas 
que sean susceptibles, además de que también un medio mal 
seleccionado puede producir acelerar el proceso óxido-reductor 
de la misma sin que el experimentador lo contemple dentro de su 
estudio; aunque estas dos reacciones involuntarias en ciertos 
compuestos orgánicos, 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 está en vías 
de caracterización de sustancias de reciente descubrimiento. 

Los análisis de estabilidad ante luz, aire y medios de 
disolución, son de gran importancia en la identificación de 
sustancias y sobre todo cuando se desea generar métodos 
analíticos para detección de las mismas o bien, cuando se 
emprende un estudio de formulación o de otra índole, en la cual, 
se desee conocer a ciencia cierta la estabilidad de un producto 
ante estos factores desestabilizantes "4."/'19.24). 
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VALIDACION  

Una parte muy importante en el desarrollo de un método 
analítico es la validación del mismo, esto implica que se 
deberá probar que el método es efectivo. 	La validación de 
manera general, incluye el evaluar la linealidad del método, 
su exactitud, precisión y especificidad, así como la linealidad 
del sistema (U4'. 

La validación es un proceso por medio del cual queda 
establecido, mediante análisis en el laboratorio, que el método 
tienen la capacidad de satisfacer los requerimientos para la o 
las aplicaciones analíticas deseadas ""."). 

Dentro de una caracterización de sustancias desconocidas o 
de reciente diseño, donde aún no se tienen o conocen los 
productos de degradación, basta con aplicar la linealidad, 
exactitud y precisión, omitiendo la especificidad cuando se da 
por hechos comprobables < desarrollo de estudios de reactivídad 
química ) que el método es aplicable únicamente a la sustancia 
en estudio; y que además, éste, no se aplique a nivel de fluidos 
biológicos en primera instancia "10."."1. 

La linealidad de un sistema o método analítico, se refiere 
a su habilidad para asegurar que las resultados analíticos, los 
cuales se pueden obtener directamente o por medio de una 
transformación matemática bien definida, son proporcionales a la 
concentración de la sustancia dentro de un intervalo 
determinado, el cual está definido por las concentraciones 
comprendidas entre los niveles de concentración superior e 
inferior de la sustancia, en el cual se ha demostrado que el 
método o el sistema son lineales <1°.404/. 

La linealidad de un sistema se determina construyendo una 
curva 	de 	calibración < concentración 	contra 	respuesta 1 
utilizando cuando menos cinco diluciones preparadas a partir de 
una misma solución patrón y haciendo el análisis cuando menos 
por duplicado para cada dilución. 	El intervalo entre las 
concentraciones a analizar dependerá del propósito del método. 

Como criterios, se deben considerar los siguientes 
parámetros para aceptar que el sistema es lineal 41°>00•041. 
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* Coeficiente de variación ( CV ) S 1.5 % 

* Coeficiente de correlación lineal ( r 1 1 0.99 

* Coeficiente de determinación lineal ( r" ) 1 0.90 

LAO ECUACIONES APARECEN EN LOB METODOR REOPECTIVOO 

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 análisis por triplicado t1O•561. 

Las concentraciones que se manejen en los placebos cargados 
deberán 	ser las adecuadas para que utilizando el método 
propuesto, las concentraciones de las soluciones finales a 
analizar, estén dentro del intervalo de la linealidad del 
sistema, incluyendo siempre el correspondiente 100 % <10.""). 

Como criterios de aceptación, se consideran los siguientes 
parámetros ("3.'1". 

* Promedio de recobro ( PR ) = 98 — 102 % 

* Coeficiente de variación ( CV ) í 2 % 

* Coeficiente de correlación lineal ( r ) 1 0.99 

* Coeficiente de determinación lineal ( r" ) Z 0.98 

* Pendiente ( m ) = 1 

* Ordenada al origen ( b ) = 

t 1-0,10 ECUACIONES APARECEN EN Loe METODDE REOPECTIVOU 

Ahora bien, la exactitud, es la concordancia entre un valor- 
de referencia. 	Se expresa como el porciento de recobro. 	Aquí 
se adiciona una cantidad conocida del compuesto de interés y se 
determina de cuando menos 6 placebos cargados de manera 
independiente con la cantidad necesaria para obtener la 
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concentración del 100 %, utilizando el método propuesto. Los 
análisis se deben realizar bajo las mismas condiciones de 
operación y por el mismo analista, empleando los siguientes 
parámetros como criterio de aceptación de la exactitud del 
método (i°~•"': 

* Promedio de recobro ( PR ) = 911 - 102 % 

* Coeficiente de variación 	CV ) 5 2 Y. 

1 LAU CCUACIONCU AAAACCEN EN Luta ~reuma neurwc:Tryon 

Con relación a la precisión, se tienen que ésta, es el 
grado de concordancia entre los resultados analíticos 
individuales, cuando el procedimiento se aplica repetidamente a 
diferentes muestreos de una determinada cantidad homogénea del 
producto. 	Generalmente se expresa en términos de desviación 
estandard a del coeficiente de variación. 	La precisión es una 
medida del grado de reproducibilidad y de repetibilidad del 
método analítico bajo las condiciones normales de operación. 

La precisión se determina por el análisis sextuplicado de 
una misma 	solución 	estándard 	correspondiente 	al 	100 Y. 
establecido en la linealidad. 	Como criterio de aceptación, se 
emplea el siguiente parámetro "0.11.06): 

* Coeficiente de variación ( CV ) 1 1.5 % 

LA CCUACION APAACCC EN CL ~TODO REMACCTIVO 

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

En tanto que la reproducibilidad, es la precisión de un 
método analítico expresado como la concordancia entre 
determinaciones independientes realizadas bajo condiciones 
diferentes ( diferentes analistas, en el mismo y/o en diferente 
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laboratorio, en diferentes días, utilizando el mismo y/o 
diferente equipo, etc. 1. En sí, la precisión-reproducibilidad, 
se debe determinar de una muestra homogénea cercana al 100 % de 
la concentración teórica, analizada cuando menos por dos 
analistas, en dos dias diferentes con diferentes equipos y por 
triplicado. 	Pero para los fines de un diseño de método en una 
caracterización, el cual debe ser rápido y objetivo, basta con 
aplicar la precisión como tal, expresada en términos de 
desviación estandard o de coeficiente de variación, mediante un 
análisis por sextuplicado de una misma solución patrón, 
abarcando cuando menos tres niveles de concentración, en lo 
estipulado en la linealidad del sistema, así, esta precisión 
vendrá a ser la precisión del sistema, lo cual es requisito 
mínimo para completar un estudio de validación de sustancias, 
más aún 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 desarrollar una validación 
exhaustiva al diseño de método propuesto, por lo cual se debe 
ajustar al mínimo de parámetros necesarios para considerar una 
validación, los cuales son 1 *0.11.081: 

* Linealidad del sistema. 

* Linealidad del método. 

* Exactitud del método. 

* Precisión del sistema y/o del método. 

En si, estos cuatro parámetros son básicos, además de ser 
los mínimos necesarios para efectuar un proceso de validación, 
el cual no es objetivo primordial en la caracterización de 
sustancias, pero si complementario en el aspecto de análisis 
químico, efectuado a un determinado compuesto en estudio, para 
una finalidad determinada. 
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FUNDAMENTACION 

Dentro del contexto científico, siempre ha existido la 

presencia de sustancias químicas, 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 caracterización de sustancias tanto naturales, 

como semisintéticas y sintéticas, en su mayoría, son de gran 

importancia, ya que su aplicación, 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 ámbito 

profesional del Químico Farmacéutico Biólogo, Bioquímico, 

Químico, Médico, Ingeniero Químico y Bioquímico entre 

otros. 

Por tal motivo, la caracterización de sustancias químicas 

ha sido, es y será, una de las herramientas más importantes Y 

fundamentales en el diseAo y desarrollo científico. 
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PLANTEAMIENTO DEL PRODLEMA 

Tratando de encontrar un fármaco con mejor actividad 
Inotrópica cardiaca que la digital, donde la toxicidad 
( producida por los digitálicos naturales 1 no se manifieste o 
bien se vea minimizada, y que además proporcione un amplio 
margen de seguridad, Karel Wiesner y Thomas Y. R. Tsae < 1' del 
Centro de Investigación de Productos Naturales de la Universidad 
de New Drunswick, en Drunswick Canadá, lograron sintetizar la 
Actodigina, bajo diseño molecular del Departamento de 
Farmacología del Instituto Nacional de Cardiología "Ignacio 
Chávez" de la Ciudad de México, en donde se desarrollaron los 
estudios 	farmacológicos 	correspondientes, 	a cargo de los 
doctores 	R. Méndez, G. Pastelin y E. Kabela <"'. 	Estos 
investigadores describieron que la Actodigina, que es un análogo 
sintético de la digitoxina; posee a diferencia de esta, una gran 
rapidez de acción ( más rápido que la Ouabaina i y un margen de 
seguridad notablemente mayor que el de todas los digitálicos 
conocidos, además de una rápida reversibilidad de efectos 
tóxicos. 

Por tal motivo, se hace necesaria la caracterización 
física, química y fisicoquímica de la Actodigina, ya que esta 
permitirá conocer con mayor precisión al producto, facilitando 
en extremo los estudios farmacológicos posteriores; además de 
que en un futuro próximo, generará una aportación importante en 
el desarrollo farmacéutico, así como en toda investigación 
realizada en torno a este activo, que forma parte de un grupo de 
medicamentos de gran interés en cadiologia. 
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U B 3E:l'EVOS 

* Caracterizar a la Actodiqina, empleando métodos de 

análisis que permitan evaluar tanto sur, propiedades 

físicas, así como sus propiedades químicas y 

fisicnquimicas. 

* Evaluar la apariencia, color, olor y sabor de la 

Actodigina. 

* Realizar una serie de estudios espectrales así como 

de cristalngrafia por difracción de rayos X, al 

activo. 

* Determinar 	mediante 	diversos 	análisis, 	las 

características fisicoquímicas del producto, 

* Llevar a cabo estudios de reactividad funcional y 

ensayos de identidad. 

* Desarrollar y validar un método analítico que 

permita cuantificar al activo. 
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1-11POTESIS 

Si se obtiene una caracterización apropiada 

de la Actodigina en base a un análisis bien 

definido de la conformación estructural, así 

coma de sus propiedades físicas de 

organalópsia, químicas y fisicoquimicas, 

centrando su mayor importancia en la 

reactividad 	funcional, se obtendrá la 

información fundamental para el diseño y 

desarrollo científico de nuevos campos de 

aplicación directa de la Actodigina, 
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MATERIAL 	Y 	EDUIPD 
--------- 

* Adaptadores, pinzas e implementos especile , así romo 
soportes. 

Marca : Diversa. 
Modelo : Diversos. 

« Balanza analítica digital. 

Marca : Ains Worth. 
Modelo : L-11402-10 / AA-250. 

* Cristalería básica. 

Marra : Kimax y Pyrex. 
Modelo : Diversos. 

✓ Cristalería para microanálisis. 

Marca : Pyrex, Endox y Cluifith. 
Modelo : Diversos. 

* Desecador con sistema de vacío. 

Marca : Ains Worth. 
Modelo : Dd-002 / P. 

* Difractor automático do rayos X, cristalógrafo. 

Marca : Syntex. 
Modelo : Hl-STAR / COMP. 

* Equipó para cromatografia en capa fina. 

Marca : Diversas. 
Modelo : Diversos. 

* Equipo para determinación de punto de fusión. 

Marca : Kimmer / Fisher-Jhonss. 
Modelo r AK109 / Hut Stage / Digital. 
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N. Equipo para microanálisis de humedad. 

Marca 	S1NNERNNER. 
Modelo : 11K2.200F / Automatizado. 

* Estufa de secado. 

Marca 2 hakton. 
Modelo : MM-450 Y Digital. 

* Espectrofotómetro de. infrarroio. 

Marca. 	Syntex. 
Modelo : IR / H-12 / Computarizado. 

• Espectrofotómetro de UV-VIS. 

Marca r SIM-AMINCO. 
Modelo : DW.2000 / Computarizado. 

* Lámpara de cuarzo con arco de deuterio, 	para análisis 
halofluorescente. 

Marca 	LINHER. 
Modelo : CD 104. 

* Lámpara de luz de sodio, para análisis halocrómico. 

Marca : LINHER. 
Modelo : S 420 / 100 W. 

* Lámpara de luz ultravioleta de doblé longitud de onda. 

Marca : Cole-Palmer. 	; 	RANHWAP. 
Modelo : CV 420 / 2. 	; 	1040-D2. 

* Mechero fisher con punta de abanico sesgado. 

Marca : IMIG. 
Modelo : 0420 / P. 

* Micropipeta tipo TC con display digital. 

Marca : CALPETTE. 
Modelo : 24600 seriales HD-01 a HD-22. 
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MATERIAL Y EQUIPO 	 unpncTERIzncloN DE Ln ncrominin 

* Microscópio biológico. 

Marca : Zeiss. 
Modelo : 1(7. 

* Microscópio esteroscópico. 

Marca : Nerlen. 
Modelo : 1'110. 

le Mufla. 

* Potenciómetro. 

* Recírculador. 

* Refractómetro de Abbé. 

Marca : IMIG. 
Modelo : 

Marca : Oakton. 
Modelo 	pH / mV / Temp / Renchtop M-). 

Marca : Calo-Palmer. 
Modelo : 01267-62. 

Marca : Raush and Lomh. 
Modelo : At-041. 

* Refractómetro para sólidos. 

Marca : Ilaush and Lomb / Syntex. 
Modelo : SSR-0A41 D2M. 

* Termómetros, Varios. 

Marca : Taylor ; Cole-Palmer ; Gissons. 
Modelo : 041-IT ; ADT-010/890 ; T100-A2. 

039-IP ; ADT-H10/100 ; 6200-A2. 
Cl0A-41. 

* Ultramicrobalanza digital. 

Marca : CAHN. 
Modelo RS-232-C-31 / 1250. 
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REACTIVOS 
----------------------- 

( LIQUIDOS E 

( R.A. 
( R.A. ) 
( R.A. ) 
( R.A. ) 
	 ( R.A. ) 
	 ( R.A. ) 

( R.A. ) 
( R.A. 
( R.A. ) 
	 ( R.A. ) 

( R.A. ) 
	 ( Análisis 

( G.R. ) 
( Análisis 
( R.A. ) 
( R.A. ) 

( H.P.L.C. 
E R.A. ) 
E O.P. ) 
R.A. ) 

( R.A. ) 
( R.A. ) 
( G.R. ) 
( O.P. I 
< O.P. ) 
E R.A. ) 
E R.A. ) 
( O.P. ) 
( G.R. ) 
( R.A. ) 
< R.A. ) 
( Rey. ) 
( Reg. ) 
E Reg. ) 
( Reg. ) 

* Acetona 	  
* Acetato de etilo 	 
* Acido acético 	  
* Acido acético glacial 	 
* Acido clorhídrico 	 
* Acido clorosulfónico 	 
* Acido cromosulfónico 	 
* Acido o-fosfórico 	 
* Acido nitrico 	  
* Acido p-toluensulfonilico 
* Acido sulfórico 	 
* Agua bídestilada 
* Agua de bromo 	 
* Agua destilada 	 
* Anilina 	 
* Benceno 	 
* Cloroformo 	 

Difenilamina 	 
Etanol 	 

* Eter etílico 	  
* Formamida 	  
* Glicerol 	  
* Hidróxido de amonio 50 % 	  
* Metanol 	  
▪ Monobromonaftaleno 1 STD ] 	 
N,N-dimetilformamida 	  

* p-anisaldehído 	  
* Parafina liquida 	  
* Peróxido de hidrógeno 30 Y. 	 
* Piridina 	  
o Reactivo de Karl-Fisher 	  
o Solución reguladora de pH 5 	 
* Solución reguladora de pH 7 	 
* Solución reguladora de pH 9 	 
* Solución de control-prueba de pH  

J. T. Haker. 
J. T. Daker. 
J. T. Daker. 
J. T. Daker. 
J. T. Daker. 
T. Química. 
Aldrich. 
J. T. Baker. 
Merck. 
J. T. Baker. 
Merck. 

) 
	

Sigma. 
Sigma. 

) 
	

Sigma. 
Aldrich. 
Merck. 

) . Merck. 
J. T. Daker. 
Merck. 
T. Química. 
T. Química. 
Merck. 
J. T. Daker. 
J. T. Daker. 
Aldrich. 
Merck. 
Merck. 
Aldrich. 
Sigma. 
Merck. 
Sigma. 
Sigma. 
Sigma. 
Sigma. 
Diomeriux. 
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CARACTERIZAC1ON DE LA ACTODIGINA 

( SOLADOS 

Acido tricloroacOtico 	  ( R.A. ) 	.. J. 	T. 	Baker. 
* Acido 2,4,6-trinitrobenzóiro 	..... ( R.A. 1 	.. Merck. 
* Acido 3,5-dinitrobenzóico 	.......... ( N.A. .. Merck. 
w Acetato de cobre 	  ( R.A. ) Y. 	T. 	Baker. 
* Actodigina   ....... Proporcionado 

por el 	I.N.C. 
de la 	S.S.A. 

Bromuro de potasio 	  ( O.P. 1 	.. Aldrich. 
* Carbonato de sodio 	 ( R.A. ) J. 	t. 	Baker. 
* Cloruro de bencidina 	  ( R.A. 1 	.. Merck. 
* Cloruro de calcio anhidro 	 ( G.R. ) 	.. J. 	T. 	Baker. 
* Cloruro de bidroxilamina 	 ( R.A. 1 	.. J. 	T. 	Baker. 
* Cloruro férrico 	  ( R.A. ) 	.. J. 	T. 	Ilaker. 
* Cloruro ferroso 	  (3.R. ) 	.. T. Química. 
* Cloruro de trifeniltetrazol um ( R.A. 1 	.. Merck. 
* D-glucosa 	  < R.A. Sigma. 
* Difenilamina 	  ( R.A. ) 	.. Merck. 
Digitoxigenina 	  ( R.A. ) 	.. Sigma. 
Digitoxina 	  ( R.A. 1 	., Sigma. 

* Estrio1-3-sulfato-16-glucoronido ( R.A. ) Barthox. 
* Estrofantidina 	  ( R.A. ) 	.. Sigma. 
* Fenacetina 	  ( O.P. ) Aldrich. 
* Fenoftaleína 	  ( R.A. ) 	.. Sigma. 
* Fluoresceina 	  ( R.A. ) Sigma. 
* Fosfato de sodio monobasico 	 ( R.A. 1 	.. J. T. Baker. 
* Hidróxido de potasio 	  R.A. 1 	.. J. T. Baker. 
* Hidróxido de sodio 	  ( R.A. ) 	.. J. T. Baker. 
* Metilestrieno-3-propil-16-etilo ( G.R. ) 	.. Sigma. 
* Metiletilrodamina 	  ( R.A. ) Minhnoss. 
* Nitrato de plata 	  ( R.A. ) 	.. T. Química. 
* p-bromoanilina 	  ( R.A. ) 	.. Merck. 
* Púntacloruro de antimonio 	 ( R.A. ) J. 	T. 	Baker. 
* Permanganato de potasio 	 ( G.R. ) 	.. J. T. 	Baker. 
* Poliestireno, 	film 	  ( O.P. ) Minhonts. 
* Rodamina base tipo 	1A 	......... ( R.A. ) Aldrich. 
* Rodamina base tipo 2A 	  ( R.A. Aldrich. 
* Sacarosa 	  
* Silica gel. 60 	para 	capa fina, 

( 
con 

G.R. 1 Sigma. 

reveador para (iv 	  ( O.P. ) 	.. Merck. 
* Sodio metálico 	  ( R.A. ) T. Baker. 
* Sulfato de sodio anhidro 	 ( N.A. ) J. T. Baker. 
Tartrato dé sodio dihidratado 	 ( R.A. ) 	.. J. 	T. Baker. 
Tiosulfáto de sodio 	  ( R.A. ) T. Baker. 

* Trifenilamina 	  ( R.A. ) 	.. 3. T. Baker. 
Trinitrofenol 	  ( G.R. 1 	.. Merck. 
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REACTIVAS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTUDIGINA 

* Vaselina 	  ( U.P. ) • - Aldrich. 
* Yodo resublimado 	  ( R.A. ) J. 	T. 	Ilaker. 
* Yoduro de potasio 	  ( R.A. ) J. 	T. 	Baker. 
2-aminofenol 	  ( R.A. ) Merck. 

* 3-aminofenol 	  ( R.A. J. 	T. 	Haker. 
* 3-lactona-3'-bidroxidIfenilo 	 ( R.A. ) Merck. 
* 5-hidroximetil furfural 	 ( G.R. ) Merck. 
* 5-bidroxi-l-tetralona 	  ( G.R. ) Sigma. 
* 2,4,2',4'-tetranitrodifenilo ( R.A. ) • • Merck. 
* N-bromosuccinimida 	  ( G.R. ) Merck. 
* N,N-rodamina base Si 	  R.A. ) Minhonss. 
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METODOS 

   

CARACURIZACION DE LA AMODIGINA 

1.- PROPIEDADES ORGANOIEPIICAS 

1.1.- APARIENCIA 

      

1.1.1.- HOMOGENEIDAD 

Colocar 10 mg del producto Actodigina sobre un 

portaobjetos perfectamente limpio y seco; dispersar 

uniformemente y observar al microscopio bajo objetivos 

10X y 40X. 

Por separado, 	dispersar 	50 mg 	del 	producto 

Actodigina sobre un vidrio de reloj perfectamente 

limpio y seco; observar bajo luz blanca. 

En ambos casos, la prueba de homogeneidad es 

positiva si se observa uniformidad en el tamaño de  

particula. 
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METODOS 	 CARAETERIZACION DE LA AUDI/MINA 

1.1.2.- CRISTALINIDAD 

Suspender unas cuantas partículas de Actudigina en 

parafina liquida de alta pureza, sobre un portaobjetos 

perfectamente limpio y seco. Observar la muestra bajo 

un microscópio provisto con lentes condensadores de luz, 

a objetivos 10X y 40X, para observar birrefrigencia y 

forma geométrica de las partículas. 

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, además de su forma 

geométrica. 
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METODOS 	 CARAC,M1LACION DE LA ACTODIGINA 

1.2.- COLOR 

Dispersar- 	uniformeminte 50 mg del producto 

Actodigina, sobre un portaobjetos de silvina perfectamente 

limpio y seco; observar bajo luz blanca el color que 

presenta el producto. 

Posteriormente, colocar el portaobjetos en un 

microsópio con fuente de luz blanca y observar el color a 

objetivos 10X y 40X. 

Reportar el color observado, el cual debe ser el 

mismo en ambos casos, así como la uniformidad do este. 

NOTAS• 

• La luz del microscopio debe ser blanca, ya que 
una luz amarillenta o azulosa, puede falsear los 
resultados. 

* Se recomienda emplear portaobjetos de silvina, 
debido a que este material evita interferencias 
de color por descomposición de la luz incidente, 
que suele ocurrir con el vidrio de algunas 
portaobjetos comunes, o bien, puede emplear 
portaobjetos elaborados con vidrio de buena 
calidad. 

* Puede sustituir el microscopio biológico por uno 
esteroscópíco. 

132 



METODOS 	 CARACTERIZAC1ON DE LA ACTODIG1NA 

1.2.1.- ANALISIS HAIOCROMICO 

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

[7-TUDO ACIDO 
_---------- 

OASII 

1 Acético 
2 Tricloroacético 
3 Fosfórico 
4 Nitrico 
5 Perclórico 
6 Clorhídrico 
7 Clornsulfónico 
O Sulfórico .... 	  
9 Hidróxido de amonio 
10 Anilina 
11 Piridina 
12 Trietanolamina 

___ .. 	_ ---------- ------ 	---------- 

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

Reportar la coloración en cada uno de los casos. A 
continuación, agregar 10 gl de agua bidestilada a cada 
uno de los tubos, mezclar perfectamente y anotar los 
cambios ocurridos. 

NOTAS:  

* Tanto 	ácidos 	como 	bases, 	se 	emplearán 
concentrados y puros. 

* Se recomienda emplear para el análisis, luz de 
sodio de 100 W. 
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MET000S 	 CARACTERIZACION DE LA ACTUDIGINA 

1.2.2.-- ANALIS1S HALOFLUORESCENTE 

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

TUBO ACIDO BASE 

1 Acético 
2 Triclornacético 
3 Fosfórico 
4 Nitrico 
5 Perclórico 
6 Clorhídrico 
7 Clorosulfónico 
B Sulfúrico 
9 Hidróxido do amonio 
10 Anilina 
11 Piridina 
12 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 y aplicar 2 µI de cada una de las 
disoluciones a 2 placas de gel de silice 60, en capa de 
0.25 mm ± 0.01 mm de espesor, y 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 los 
casos en los cuales hay fluorescencia. 

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

NOTAS:  
* Tanto los ácidos como las bases, deberán emplearse 
concentrados y puras. 

* Para evitar falsos positivos por efecto fluorescente 
de algunos ácidos y bases, preparar placas control, 
utilizando 2 µI de cada uno de los ácidos y bases, las 
cuales, se corren simultáneamente con los problemas. 
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METODOS 	 CARACTERIZACTON DE LA ncTopisibin 

1.3.- OLOR 

Colocar aproximadamente de 2 a 3 mq de Actodigina 

sobre una placa de vidrio previamente calentada a 37 °C, 

frotar suavemente con el dedo índice, previamente 

protegido con un dedal do celofán-nylón ( inodoro 1 y 

percibir el tipo de olor que despide el producto. 

Por separado, colocar 10 mg de Actodigina en un 

microcrisol y calentar en una estufa de secado a 100 °C 

durante 10 minutos, retirar el crisol de la estufa y 

tratar de detectar posibles aromas estando aún caliente el 

producto. 

Reportar si en ambos casos hay o no la presencia de 

algún alar, o bien, si desaparece o es reemplazado por 

otro tipo de olor, después de someter al producto a 

ambas pruebas. 

MITAS: 

* Si no cuenta con dedal de celofán-nylon, se puede 
emplear un dedal de cualquier otro material de 
las mismas características, pero que sea inodoro. 

* No efectuar la prueba sin dedal, ya que el 
producto se absorve fácilmente por la piel, y 
además, el propio olor de la piel puede 
interferir en el análisis. 
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METODOS 	 CARACTER1ZACION DE LA ACTODI(iINA 

1.4.- SABOR  

Cubrir tanto el dedo índice como pulgar con dedales 

de celofán-nylón 1 insaboro ), posteriormente, colocar 

apróximadamente 1 mg de Actodigina sobre la yema del dedo 

índice, frotar suavemente con el pulgar y proceder a 

degustar o saborear el producto, únicamente con la punta 

de la lengua y frotando suavemente esta sobre el paladar, 

sin generar hipersalivación. 	Repetir la prueba con 1 mg 

del producto, pero en esta ocasión, sin frotar entre ambos 

dedos. 

Reportar si en ambos casos percibe o no algún tipo de 

sabor. 

NOTAS: 

* Si no cuenta con dedales 	de celofán-nylón, 
emplear dedales de cualquier otro material de las 
mismas características, pero que sea insaboro. 

* No efectuar la prueba sin dedales, ya que el 
producto se absorve fácilmente por la piel, 
además, habría interferencia en la detección del 
sabor, por efecto del propio sabor de la 
piel. 
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METODOS 	 CARACIERIZACION DE LA ACTODIGINA 

2.- PROPIEDADES 1.713rwcfpRALE13 

2.1.- ESPECTROEOTOMETRIA  DE. INFRARROJO 

Triturar 3 mg de Actodigina ( previamente secada 
a 100 °C, durante 1 hora ) hasta polvo muy fino, en un 
mortero de agata. 	Agregar 	400 mg de 	bromuro de 
potasio ( secado a 110 °C, durante 5 horas ), moler y 
mezclar perfectamente ambos materiales, colocar el 
polvo homogéneo 	en una 	matriz cilíndrica de acero 
inoxidable y comprimir con prensa hidráulica a vacío, 
durante 4 minutos, a una presión 	de 	1700 Kg/cm2. 
Preparar otra pastilla, únicamente de bromuro de 
potasio, bajo las mismas condiciones de prensado, la 
cual se empleará como blanco. 

Colocar ambas pastillas en los respectivos porta 
celdas del espectrofotómetro de infrarrojo de doble as 
blanco y problema ), 	seleccionar una velocidad de 

barrido de 10 cm-'/seg en ún rango de 4000 a 500 cm-,, 
seleccionar ajuste automálco a cero de absorvancia y 
100 % de trasmitancia, voltaje y sistema de lámparas, 
así como ajuste automático a cera de absorbancia, 
rejillas, sistema de detección y demás, en el modo 
preescan. Ya verificados los ajustes, proceder a 
registrar el espectro de absorción del producto. 

Reportar la gráfica del espectro y el análisis 
del mismo. 

NOTAS:  

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

* Tanta la muestra a analizar como el bromuro de potasio, 
deben estar perfectamente secos. Además, el bromuro de 
potasio debe ser de una calidad aceptable para análisis 
de infrarrojo. 

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

* Recuperar el producto con etanol anhidro. 
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METODOS 	 CARACTER1ZACION DE LA ACTODIGINA 

2.2.- ESPECTROF010ME1RIA DE ULTRAVIOLETA 

Disolver 3 mg de Actodigina en 2 ml do metanul 

absoluto, mezclar perfectamente y pasar la disolución a 

una celda de cuarzo; emplear corno 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 espectrofetómetro de 

ultravioleta 	de 	doble 	as 	t blanco y problema 1. 

Seleccionar ajuste automático de cero de absorvancia y 

100 % de trasmitancia, cromadores y voltaje de lámparas, 

así 	como el rango de barrido de 200 a 390 nm, con 

incrementos de 1 nm/seg; con fuentes de luz de deuterio y 

filtros de óxido de olmio. 	Correr el sistema en modo 

preescan para verificación y ajuste de los parámetros 

seleccionados. 

Posteriormente, efectuar el registro del espectro 

de absorción de la muestra. 

NOTA: 

* Aún para equipos con 	autocalibrado, conviene 
efectuar una calibración previa con vaselina 
líquida, 	cuyas 	bandas 	de 	absorción 
características, se comparan con las especificadas 
por el proveedor, bajo las mismas condiciones 
estipuladas por éste, para así, verificar el buen 
funcionamiento del equipo. 
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METODOS 	 CARACTER1ZACION DE LA ACTODIGINA 

2.3.- CRISTALOGRAFIA  POR DIFRACLION DE RAYOS " 

En un sistema de difusión de gota para obtención de 
macrocristales, colocar 15 mg de Actodigina, emplear como medio 
de difusión acetato de etilo, variar los rangos térmicos de 20 a 
40 °C, a intervalos de 5 minutos, durante 6 horas. Sobresaturar 
el sistema con vapores de acetato de atila y dejar reposar a 
temperatura ambiente, hasta formación de macrocristáles. 
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 cristalógrafo 
computarizado, el cual se ha programado previamente con la 
información del espectro de infrarrojo, conformación estructural 
y peso molecular teóricos. 	Seleccionar análisis por difracción 
de rayos X para sustancias orgánicas de peso molecular 
seudoelevado. 	Correr el sistema y registrar la conformación 
tridimencional de la molécula, así como las distancias 
interatómicas y ángulos de torción espacial. 

NOTAS:  

* Seguir cuidadosamente las indicaciones de operación, 
establecidas por el fabricante, tanto para el sistema 
de difusión de gota, así como para el cristalógrafo. 

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

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

• Fuente tuntoda de" A Cr) ildlogropttly, Condominio.' Fdtcrn, tutti Ittolotticol Study 
• r Arboiloio < AY 22.2711 oud lit Genio "1 Fulterton, ti. 	l'uomtu, K. o 
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METODOS 	 CARACTER1ZACION DE LA ACTODIGINA 

3.- PROPIEDADES  FIS1COQUIM1CAS 

3.1. ANALISIS CROMNIQURAFICO 

3.1.1.- DESARROLLO  DE METODO DF SFPARAC1ON CROMAlOGRAF1CA EN 
CAPA FINA 

Seleccionar un mínimo de 3 componentes que tengan 
características estructurales y funcionales muy parecidas a la 
Actodigina. Efectuar un análisis cromatográfico en capa fina 
con los diversos disolventes orgánicos, en los cuales son 
solubles, poco solubles e insolubles, cada una de las sustancias 
a utilizar; 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 
proporción ( 1:1 ). 	Efectuar pruebas de elusión con la muestra 
problema, para evaluar el comportamiento en cada caso. Realizar• 
mezclas de los eluyentes que generan prospectos de una buena 
separación cromatográfica, hasta encontrar proporciones que den 
una resolución aceptable. Desarrollar pruebas piloto, para 
verificar el buen funcionamiento del sistema, haciendo todas 
las modificaciones que considere propicias. 

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

Reportar sistema eluyente, sistema de soporte, sistema 
de revelado, composición del problema y metodología. 
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METODOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTDDIGINA 

3.1.2.- SISTEMA  REVELADOR DE ANILLO ESTERDIAI, 

Desarrollar un sistema de revelado cromatográfico, para 

identificación del anillo esteroidal de la molécula de 

Actodigina, mediante la formación de compuestos o complejos 

metálicos coloridos. Basar el diseAo en la reactividad de los 

sustituyentes funcionales del esteroide digitálico; considerar 

que el revelado deberá ser rápido y de fácil aplicación. 

Para tal efecto, se deben realizar aplicaciones de 2 pl 

de una solución metanólica de Actodigina a una concentración de 

5 pg/11, sobre una serie de placas cromatográficas, elaboradas 

con gel de silice, con y sin medio de contraste. 	Preparar la o 

las soluciones reactivas que se emplearán como reveladores 

químicos; aspersar uniformemente las placas y posteriormente, 

someterlas a los tratamientos térmicos más convenientes para que 

la reacción química se efectúe, y quede de manifiesto el 

revelado característico que identifica al anillo esteroidal. 
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METODOS 	 CORACTERIZACION DE LA ACTODIG1NA 

3.1.3.- SISTEMA Will ADOR DE D.-GLUCOSA 

Considerar que la Actodigina posee, en su conformación 

estructural, una molécula de D-glucosa cíclica. Asumir que este 

tipo de compuestos son susceptibles de reaccionar en medio 

ácido. 	En base a ello, 	desarrollar un sistema de revelado 

cromatográfico para la hexosa, 	mediante la formación de 

compuestos o complejos metálicos coloridos; considerar que el 

revelado deberá ser rápido y de fácil aplicación. 

Para lo cual, se deben realizar aplicaciones de 2 p1 de 

una solución metanólica de Actodigina, a una concentración de 

5 pg/pl, sobre una serie de placas cromatográficas, elaboradas 

con gel de silice, con y sin medio de contraste. 	Preparar la a 

las soluciones reactivas que se emplearán como reveladores 

químicos. Aspersar uniformemente las placas bajo el tratamiento 

más adecuado, para que la reacción química se efectúe, y quede 

al descubierto, el revelado característico que indenti ica a la 

D-glucosa, en la molécula de Actodigina. 
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MEMOS 	 CARACIFAIZACION UF LA ACTODIGINA 

3.1.4.- SISTEMA  flEvonnoll DE CLUC051110 CARDIACO 

Dado que la Actodigina es un glucósido cardiaco, 

desarrollar un sistema de revelado cromatográfico par formación 

de compuestos o complejos metálicos coloridos. 	Basar el diseU 

en la reactividad de la molécula, considerando que el revelado 

deberá ser rápido y de fácil aplicación. 

Para tal fin, se deben realizar aplicaciones de 2 a 5 )41 

de una solución etanólica de Actodigina, a una concentración de 

5 pg/pl, sobre una serie de placas cromatograficas, elaboradas 

con gel de sílice, con y sin medio de contraste. 	Preparar la o 

las soluciones reactivas, 	las cuales se emplearán como 

reveladores químicas; aspersar uniformemente las placas bajo el 

tratamiento más adecuado, para que la reacción química se 

efectúe y se pueda observar el revelado característico, el cual 

identifica a la molécula de glucósido cardiaco, la cual 

corresponde a la conformación estructural de la Actodigina. 
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METODOS 	 CARACTERIZAC1ON DE LA ACIDDIGINA 

3.1.5.- SISTEMA REVELADOR DE 1,AGTD9ft 

Desarrollar un sistema de revelado cromatugráfico, para 

identificación de la lactona ( estor cíclico ) constitutiva de 

la Actodígina, mediante la formación de compuestos o complejos 

metálicos coloridos. 	Basar el diseño en la reactividad de la 

lactona en medio ácido, considerando que el revelado deberá ser 

rápido y de fácil aplicación. 

Para lo cual, se realizan aplicaciones de 2 a 5 pl de 

una solución etanólica de Actodigina, a una concentración de 

5 µg/µi, sobre una serie de placas cromatográficas, elaboradas 

con gel de silice, con y sin medio de contraste. 	Preparar la o 

las soluciones reactivas, las cuales se emplearán como 

reveladores químicos; aspersar uniformemente las placas bajo el 

tratamiento más adecuado, para que la reacción química se 

efectúe y quede de manifiesto el revelado característico que 

identifica la presencia del ester cíclico, en la molécula de. 

Actodigina. 
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METIMOS 	 CARACTERMACION DE LA ACTODIOINA 

3.2.- INDICE DE REFRACCION DL I A ACIODIGINA 

Método de film ) 

Disolver de 4. a 5 mg de Actodigina en un mínimo de etanol 

absoluto; colocar la disolución sobre el prisma contenedor de un 

refractómetro para sólidos, dejar evaporar el disolvente para 

formar una película fina y uniforme; cerrar con cuidado el panel 

de prismas, verificar que la temperatura del sistema sea de 

25 °C ± 0.2 0C, la cual se controla con un recirculador; ajustar 

la fuente de luz de sodio sobre el prisma de incidencia, así 

como monocromadores, para visualizar un campo claro y un oscuro, 

perfectamente delimitados y centrados. Una vez efectuados los 

ajustes, proceder a realizar la lectura. Obtener un mínimo de 

3 lecturas por muestra y reportar el promedio. 

NOTAS:  

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

* El límite para la diferencia de resultados entre cada 
lectura para una misma muestra, no debe ser mayor de 
0.0002 
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METODOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTOD1O1NA 

3.3.- INDICE DE REFRACCION DE DISOLUCIONES DE INTIRCS DIOLOOICQ 

Colocar sobre el prisma contenedor de un refractómetro de 

Abbe, 100 a 150 pl de la disolución de Actodigina, cerrar con 

cuidado el panel de prismas, verificar que la temperatura del 

sistema sea de 25 °C -I: 0.2 °C, la cual se controla con un 

recirculador; ajustar la fuente de luz de sodio sobre el prisma 

primario de incidencia, asi como los monocromadores, para 

visualizar un campo claro y un oscuro perfectamente delimitados 

y centrados. Una vez efectuados los ajustes, proceder a 

realizar la lectura. 	Obtener un mínimo de 3 lecturas por 

muestra y reportar el promedio. 

NOTAS: 

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

* El límite para la diferencia de resultados entre cada 
lectura para una misma muestra, no deberá ser mayor de 
0.0002 
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METODOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODISIMA 
-------- 

3.4.- al! DE DISOLUCIONES DE INTERES BIOLOGICO 

Efectuar la determinación a 25 °C ± 2 °C. Calibrar el 

equipo cuando monos, con dos soluciones reguladoras 

certificadas, cuya diferencia de pH no exceda de 4 unidades, ya 

calibrado, efectuar pruebas de funcionamiento con una solución 

de control-prueba de pH, debidamente certificada. Verificado el 

buen funcionamiento del equipo, proceder a determinar el pH de 

cada una de las disoluciones de Actodigina; realizar el análisis 

por triplicado para cada muestra y reportar el promedio. 

NOIAS:  

* El limite para la diferencia de resultados entre cada 
lectura, para una misma muestra, no deberá ser mayor de 
0.5 

* Emplear agua bidestilada para lavar perfectamente el 
electrodo y termómetro, entre cada determinación. 
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METODOS 	 muncTERIzncum DE LA ACTODIGINA 

3.5.- PUNTO DE FUSION 

Depositar unos cuantos cristales de Actodigina en la 

platina térmica de un equipo para determinación de punto de 

fusión, en donde se ha colocado 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 producto se funde, 

realizar un mínimo de 3 determinaciones y reportar el promedio. 

NOTAS: 

* Calibrar el equipo con un estandard de fenacetina, o 
bien, cualquier otro calibrador para determinación de 
punto de fusión. 

* El limite para la diferencia de resultados entre cada 
lectura, para una misma muestra, es cuando más 0.5 °C. 

* Se recomienda que el calentamiento gradual, sea con 
incrementos de 5 °C/min en la primera determinaci6n y 
de 10 0C/min, en las subsecuentes. 
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3.6.— soLunIumn 
( (iicrométodo ) 

Depositar 1 mg de Actodigina en cada una de las 10 posas 

de una placa Hoetch para microdisolución. Colocar la placa bajo 

un microscopio esteroscópico y proceder a evaluar la solubilidad 

del producto a temperatura ambiente, con 10 pl de cada uno de 

los siguientes disolventes. 

a) Acetato de etilo. 
b) Acetona. 
c) Agua destilada. 
d) l3enceno. 
e) Cloroformo. 
f) Cloruro de metileno. 
g) Dimetilsulfóxido. 
h) Etanol. 
i) Eter etílico. 
1/ Eter de petróleo. 
k) Metanol. 
1) PiridIna. 

Reportar el disolvente o disblventes 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 refractario 1, en una 
estufa de secado 	a 00 °C ± 2 °C durante 1 hora; 
recristalizar en etanol. 

* Para confirmar la insolubilidad, adicionar 100 pl más 
del disolvente en cada caso. 

* Estandarizar 	el 	método con 	Cafeína, Fenacetina, 
Digitoxina o algún otra compuesto orgánico, del cual se 
conozca sus propiedades de solubilidad. 
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4--  CIVPIEIPADEs. qUIMWAq 

4.1.- ONALIDIS pEplptylL 

4.1.1.- ANALISIS PARA BROMO GuEMENJAA, lEsrpurffl, 

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; trascurrido el 

tiempo, adicionar 1 ml de una solución saturada de p-aminofenol 

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

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

azul-violeta al cabo de 1 a 3 minutos. 

NOTA:  

* Emplear como control positivo, una disolución de agua de 
bromo, la cual contenga 3 pg/ml de bromo elemental. 
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4.1.2.- ANALISIS PARA MOHO ORGANICO ursmunt 

Colocar 3 mg de Actodigina en un microtubo de ensayo y 

agregar 5 a 6 gotas de ácido cromosulfórico, mezclar 

perfectamente, cubrir el extremo abierto del tubo con un disco 

de papel filtro impregnado con una solución saturada de 

p-aminofenol en etanol y calentar en un bao de agua 

hirviendo. 

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

azul-violeta en el papel filtro, al cabo de 1 a 3 minutos. 

NOTAS: 

* Emplear como control positivo 5 pl de una solución de 
p-bramoacetanilida, o bien, m-bromonaftaleno a una 
concentración de 5 pg/111. 

* Eliminar con sumo cuidado el disolvente empleado en la 
preparación de la solución control positivo, antes de 
efectuar el análisis. 
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4.1.3.- UETERMINACION  DE HUMEDAD 

( Microdeterminación por Karl-Fisher 1 

VALORACION  DEL REACTIVO DE KARL-F1SHPR  

Colocar en un microvaso de titulación alrededor de 

3.6 ml de metanol y suficiente reactivo de Karl-Fisher para 

neutralizar el agua que pudiera contener el metanol. 

Posteriormente, adicionar rápidamente 0.25 a 2.50 mg de 

tartrato de sodio dihidratado pesado exactamente, y valorar 

hasta el punto final con reactivo de Karl-Fisher. 	Calcular el 

factor de equivalencia del agua ( F 1, bajo la siguiente 

ecuación. 

10.021 
U= 2 

Donde: 

230.08 

F : Factor de equivalencia del agua. 

	

P 	Peso del tartrato de sodio dihidratado. 

V : Volúmen de reactivo utilizado. 

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

	

10.02 	Peso molecular del agua. 

	

230.00 	: Peso 	molecular 	del 	tartrato 	de 	sodio 
dihidratado. 
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. 	,-,-._•- 

VALOUAC1ON DIHFETA DE LA (1,wpDIGIN8 

Colocar 3 a ^ mi de metano' en el microvaso de reaccian 

y neutralizar el agua que pudiera contener, con el reactivo de 

karl-Fisher. 	Rápidamente, agregar 10 mg de Actodigina, agitar 

vigorosamente y titular con el reactivo de Karl-Fisher. 

Calcular el contenido de humedad ( % x ), en base 

a la siguiente ecuación. 

100 X 

Donde: 

% H : Porcentaje de humedad contenida en la muestra. 

• Valúmen de reactivo de Karl-Fisher. 

F : Factor de equivalencia de agua del reactivo. 

P ̂  peso de la muestra. 

NOTAS: 

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

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

* Valorar el reactivo de Earl-Fisher momentos antes de la 
determinación del producto. 
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4.1.4.- PERDIDA  POR IGNICION 

En un microcrisol perfectamente tarado, colocar 10 mg de 
Actodigina; efectuar un calentamiento gradual en una estufa de 
secado, 	hasta alcanzar los 100 °C ± 1 cc, 	mantener 	la 
temperatura por espacio de 15 minutos; 	continuar el 
calentamiento 	gradualmente 	hasta alcanzar 225 °C ± 1 °C, 
mantener la temperatura durante 1 hora e inmediatamente después, 
colocar el crisol perfectamente tapado en un desecador, en donde 
se mantiene por un espacio de 2 horas. 

Posteriormente, pesar el microcrisol y determinar el 
porcentaje de pérdida por ignición, mediante las siguientes 
ecuaciones. 

PPI = Pi 

Y. PI 	= 

- Pf 

PP1 
100 % 

Pi 

Donde: 

PPI 	: Peso perdido durante 	la ignición. 

Pi 	: Peso 	inicial de 	la muestra. 

Pf 	: Peso final 	de la muestra. 

% PI 	: Porcentaje de pérdida por 	ignición. 

NOTA a: 

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

* Tarar el crisol bajo las mismas condiciones en las que 
se efectuará la prueba. 
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4.1.5.— PERDIDA POR SECADO 

En un pesafiltro para microanálisis, perfectamente 
tarado bajo condiciones de secado a 100 °C durante 3 horas y 1 
hora en desecador, colocar 10 mg do Actodigina, distribuyendo el 
producto tan uniformemente como sea posible; colocar el 
pesafiltro en una estufa de secado, teniendo cuidado de quitar 
la tapa del pesafiltro, desecar a 100 °C ± 1 °C durante 3 horas. 
Posteriormente, abrir la estufa de secado, tapar inmediatamente 
el pesafiltro y pasarlo a un desecador, en el cual permanece por 
espacio de 1 hora. Trascurrido el tiempo, pesar el pesafiltro y 
proceder a calcular la pérdida por secado, bajo las siguientes 
ecuaciones. 

Po = Pi —Pf 

—Ps7,1 
% Ps = ---- 100 Y. 

Pi 

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. 

1(11A: 

* Manipular durante todo el proceso con guantes y pinzas 
para micropesafiltro. 
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4.1.6,- RESIDUOS DE IGNJCION 

Colocar 15 mg de Actodigina 	en 	un 	crisol 	para 

microensayo, previamente llevado a peso constante. 

Posteriormente, con la ayuda de un mechero Fisher con 

punta de abanico sesgado, calentar suavemente el crisol; 

aumentar gradualmente la intensidad de calentamiento hasta 

combustión total de la muestra. 	Enfriar a temperatura ambiente 

y humedecer el residuo con 10 pi de ácido sulfúrico concentrado 

de alta pureza, calentar suavemente hasta emisión de vapores 

blancos, aumentar el calentamiento cuidando de que no haya 

proyecciones del material; una vez terminada la emisión de 

vapores blancos, aumentar el calentamiento cuidando de que no 

haya proyecciones del material; terminada la emisión de vapores, 

colocar el crisol en una mufla y calentar a 800 °C ± 25 °C 

durante 2 horas. 	Enfriar en un desecador durante 1 hora, pesar 

el crisol y proceder a determinar el porcentaje de residuos de 

ignición, mediante la siguiente ecuación. 

Pr 
100% 

Pi 
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Donde: 

% RT : Porcentaje de residuos de ignición. 

Pr : Peso del residuo. 

Pi : Peso inicial de la muestra. 

Una vez determinado el porcentaje de residuos de 

ignición, suspender los residuos con 5 a (I gotas de agua 

bidestilada, centrifugar a 3500 rpm durante 4 minutos; agregar 

de 1 a 2 gotas de una solución indicadora de fenoftaleina, 

homogenizar suavemente, y la prueba resulta positiva para 

carbonatos alcalinos, si se observa una coloración rosa. 

NOTAS: 

* Si observa particulas que no sucumben completamente a 
la combustión, dejar enfriar y humedecer los residuos 
con 1 a 2 gotas de peróxido de hidrógeno concentrado, o 
bien, con ácido nítrico concentrado; en ambos casos, 
llevar a sequedad y continuar la calcinación. 

* Si emplea ácido nítrico concentrado, el cual es aún más 
efectivo que el peróxido, se debe tener cuidado en la 
cantidad que se utiliza, ya que un exceso forma 
nitratos alcalinotérreos con destrucción de los 
carbonatos, óxidos y háluros, lo cual altera el cuadro 
real de residuos de ignición para una sustancia dada. 
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4. 	REACTIVIDAD FUNCIONAL 

4.2.1.- GLOCOSIDO CARDIACO 

Disolver perfectamente 1 mg de Actodigina en 2 ml de 

reactivo de color. 	Posteriormente, adicionar muy lentamente 

1 ml 	de 	ácida 	sulfúrico 	concentrado 	y 	mezclar muy 

suavemente. Una coloración rojiza inmediata que vira 

gradualmente a azul ciena, verifica la reactividad del glucósido 

cardiaco. 

NOTAS: 

* REACTIVO DE COLOR  

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

* Emplear diversos glucósidos cardiacos, para observar su 
color de reacción respectivo. 

* Emplear geninas 	de los glucósidos cardiacos para 
observar variaciones en las reacciones. 

* Utilizar como control positivo digitoxina. 

103 



MÉTODOS 	 CARACTER1ZACION DE LA ACTODIG1NA 

4.2.2.- GRUPO ETER 

Colocar 1 mg de Actodigina en un microtubo de ensayo, 

agregar 10 pl de metanol 	y 	2 ml de cloroformo, 	mezclar 

perfectamente y colocar en el extremo abierto del tubo, un disco 

de papel filtro impregnado de una mezcla en proporción ( 1:1 ) 

de dos soluciones acuosas saturadas, una de cloruro de bencidina 

y la otra de acetato de cobre. Introducir el tubo en un baño de 

glicerol a 230 °C durante 1 minuto. 	 reactividad del grupo 

eter se manifiesta mediante un cambio gradual del color azul 

palillo del papel filtro, a un azul intenso. 

NOTAS: 

* Es importante que tanto el metanol como el cloroformo a 
emplear, sean de una buena calidad, para evitar 
interferencia de impurezas. 

* Emplear como control positivo 5 pl de eter etílico. 

* Emplear como control negativo 1 mg de estrofantidina, o 
cualquier otra sustancia que no contenga grupo eter en 
su estructura. 
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4.2.3.- GRUPO D-GLUCOSA 

( Método 1 

Disolver 	1 mg de Actodigina en 50 pl de motanol 

absoluto, adicionar 20 pl de una solución acuosa de cloruro de 

trifeniltetrazolium al 0.5 Y., mezclar perfectamente y agregar 

10 pl de hidróxido de sodio 0.5 N. 	Homogenizar y ebuir la 

muestra durante 1 a 2 minutos. 	Un color o precipitado roja 

manifiesta la reactividad del grupo D-glucosa. 

NOTAS: 

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

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

* Emplear como control positivo 1 mg de ácido ascórbico o 
O-glucosa. 
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( Método 11 1 

Disolver perfectamente 1 mg de Actodigina en 50 pl de 

etanol, agregar 10 pl de una solución alcohólica al 0.1 % de 

5-hidrox1-1-tetralona, mezclar perfectamente y agregar 50 pl de 

Acido sulfúrico concentrado, homogenízar suavemente y colocar en 

un baño de agua hirviendo durante 30 minutas; 	enfriar 

temperatura ambiente y agregar 1 ml de agua destilada. 

Se comprueba la reactivídad del grupo 0-glucosa, 

mediante la presencia de una fluorescencia de color verde. 

NOTAS: 

* Los reactives empleados, deberán ser de buena calidad 
para evitar interferencia por impurezas. 

* Emplear como control negativo, 1 mg de lactosa. 

k Emplear como control positivo, 1 mg de dextrosa. 
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( Método 111 ) 

1 mg de Actodigina, se disuelve perfectamente en 1 ml de 

etanol Y 5 pl de ácido sulfúrico concentrado; posteriormente, 

adicionar 1 ml de una solución de 2.23 mg/ml de anilina en ácido 

acético 	glacial 	al 	10 /. 	en 	solución acuosa, 	mezclar 

perfectamente, y calentar a 40 °C durante 5 minutos. 

Una coloración rosa intensa, pone de manifiesto la 

reactividad del grupo D--glucosa. 

NOTAS:  

* Si la calidad de los reactivos no es muy aceptable, 
puede haber la presencia de una coloración y 
precipitado 	rojo ladrillo, lo cual, también puede 
considerarse como prueba positiva. 

* Emplear 	corno 	control 	positivo, 	0.5 mg 
5-hidroximetilfurfural. 
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4.2.4.- GRUPO HIDROX110 t ESICROIDAL ) 

En un sistema para reacciones anhidras, provisto con 

termómetro y agitación continua, colocar 2 ml de ácido acético 

glacial, 2 mg de Actodigina y 3.1 mg de N,N--rodamina base SI, 

mezclar suavemente y dejar reposar durante 5 minutos; 

transcurrido el tiempo, calentar a 80 °C ± 1 "C con agitación 

vigorosa durante 30 minutos. 	La presencia de una coloración o 

precipitado negruzco, indica que la reacción se ha llevado 

satisfactoriamente. A continuación, dejar enfriar a temperatura 

ambiente y adicionar 0.25 ml de una solución acuosa al 5 h de 

cloruro de aluminio y 0.25 ml de ácido sulfúrico concentrado, 

homogenizar perfectamente, dejar reposar 30 minutos. La 

presencia de una coloración escarlata brillante, ratifica la 

reactividad del grupo hidroxilo esteroidal. 

NOTAS: 

El ácido acético glacial, se emplea recién destilado 
bajo condiciones anhidras. 

Secar previamente a la Actodigina y a la N,N-rodamina 
base SI, a 110 °C durante 2 horas. 

La reacción inicial debe llevarse estrictamente en 
condiciones anhidras. 

El calentamiento debe estar perfectamente controlado 
para 	alcanzar 	rápidamente 	los 80 °C ± 1 °C 	y 
mantenerlos durante 30 minutos. 

Emplear como control negativa metilestrieno-3-prop11-
11)-etilo. 
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4.2.5.- GRUPO LACIONA 

Disolver 0.02 g de cloruro de hidroxilamina en 0.2 ml de 

etanol al 75 %. 	Por separado, disolver 0.10 g de hidróxido de 

potasio, en 1 ml de etanol al 90 %. 	Mezclar ambas disoluciones 

y filtrar el precipitado de cloruro de potasio que se forma. A 

la mezcla reactiva filtrada, adicionar 1 mg Oe Actodigina, 

solubilizar perfectamente y dejar reposar 10 minutos a 

temperatura ambiente, 	posteriormente adicionar una mezcla 

previamente preparada de 0.01 g de cloruro férrico en 0.02 ml de 

ácido clorhídrico 	y 	0.2 ml de eter etílico; 	homogenizar 

suavemente y dejar reposar 15 minutos. 

Un color café que vira gradualmente a púrpura, 

manifiesta la reactividad del grupo lactona. 

NOTAS: 

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

* Utilizar como control negativo, 	estrio1-3-sulfato- 
16-glucuronido. 

* Las disoluciones etanólicas, 75 % y 90 %, son en medio 
acuoso. 
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4,3.- PRUEBAS RAP1DAS DE IDENTIFICACION  

4.3.1.- FORMACION  DE COMPLEJO  pE ['ER]O III 

Desarrollar una prueba rápida para identificación de la 

áctodigina, mediante la formación de un complejo colorido de 

Fe"` en medio ácido. 	Basar el diseño en la reactividad de los 

grupos funcionales D-glucosa y lactona, así como del estudio 

holocrómico efectuado al digital en estudio. 	Considerar que la 

prueba debe ser rápida, fácil de realizar y específica en 

relación a la tonalidad del complejo formado. 
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4.3.2.- FORMACION  DE COMPLEJO  DE FOSFURO V -- R131 

Diseñar una prueba de identificación rápida para 

Actodigina, mediante la formación de un complejo colorido de 

P'm-RB1 en medio ácido. 	Basar la formación del complejo, en la 

reactividad del grupo funcional. D-glucosa y lactona. Considerar 

que la reacción debe ser rápida, fácil de realizar y sobre todo, 

especifica para la Actodigina, en relación a la tonalidad del 

complejo formado. 

NOTA: 

* RB1 : Rodamina base Si. 
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5.- DESARROLLO  DE UN ME1ODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA 
DETERMINACION  CUANTITATIVA DF ACTODISJNO. 

5.1.- REACCION  DE COLOR 

( Formación de complejo de fierro III 1 

En un tubo de ensayo, colocar 1 mg de Actodigina, agregar 

3 ml de ácido acético glacial; mezclar perfectamente y adicionar 

0.1 ml de una solución acuosa de cloruro férrico al 5 % y 

0.25 ml de ácido sulfúrico concentrado. 	La reacción deberá 

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

definido. 

NOTAS: 

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

* La coloración rojiza, se forma en el momento de agregar 
el ácido sulfúrico. 
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5.2.- ESTABILIDAD FISICA DE LA REACCION  

5.2.1.- PERMANENCIA  DE COLOR 

En el momento de adicionar el último reactivo a la 

mezcla 	de 	reacción ( método sección 5.1. ), 	homogenizar 

perfectamente y cronometrar el tiempo que tarda en virar el 

color rojo a un tono azul ciega, y posteriormente, el tiempo en 

el cual éste permanece constante, indicando si declina o se 

intensifica dicha coloración. 	Reportar el primer intervalo de 

tiempo cronometrado como el tiempo de reacción, y el segundo, 

como el tiempo de estabilidad colorida de reacción. 	Efectuar 

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

NOTA: 

* Efectuar el análisis bajo un fondo blanco, con la 
finalidad de apreciar perfectamente los cambios 
coloridos 'en la reacción. 
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5.2.2.- EFECTO  DE DISOLUCIUN 

A cada uno de 4 tubos de ensayo ( marcados del 1 al 4 ), 

colocar 1 mg de Actodigina, posteriormente, agregar 1 ml de 

etanol al tubo .1.,  1 ml de metanol al tubo "2", 1 ml de acetato 

de etilo al tubo .311,  Y al "ti", 	1 ml de una mezcla de 

agua-etanol-metanol ( 1:1:1 ). 	Solubilizar perfectamente el 

producto y adicionar 3 ml de ácido acético glacial , 0,1 ml de 

cloruro férrico al 5 11, en agua y 0.25 ml de ácido sulfúrico 

concentrado a cada tubo, homogenizar suavemente. 

Reportar en qué casos no se observa el vire de una 

coloración roja a una azul ciena. Realizar la prueba por 

duplicado. 

NOTA: 

* Todos los reactivas empleados deberán ser de buena 
calidad, para evitar interferencia de impurezas en el 
análisis. 

119 



METODOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTOI)IGINA 

5.2.3.- EFECTO DE LUZ 

En seis tubos de ensayo, numerados del 1 al 6, colocar 
0.2 mg de Actodigina, posteriormente, agregar a cada tubo 0.6 ml 
de ácido acético glacial, 20 pl de una solución acuosa de 
cloruro férrico al 5 % y 50 pl de ácido sulfúrico concentrado, 
homogenizar suavemente y colocar los tubos en exposición a 
diferentes fuentes luminosas, según el cuadro siguiente: 

TUPO FUENTE 	DE LUZ 

1 Mercurio 	( 100 W ) 

2 Neón 	( 10 W ) 

3 Sodio 	( 100 W ) 

4 Tungsteno ( 100 W ) 

5 Solar 

6 Oscuridad total 

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

NOTAS: 

* Para mayor precisión en los resultados, efectuar el 
análisis por duplicado. 

* En la prueba de oscuridad total, establecer intervalos 
cortos y rápidos de lectura visual, para evaluar los 
efectos sobre el tiempo de reacción y estabilidad de 
color; una vez preestablecidos estos, correr nuevamente 
la prueba por duplicadd, bajo los tiempos determinados 
en el primer análisis 
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5.2.4.- EFECTO DE 

En cada uno de tres tubos de ensayo colocar 0.2 mg de 

Actodigina, a continuación, adicionar a cada uno 0.í ml de ácida 

acético glacial, 20 pl de una solución acuosa de cloruro férrico 

al 5 % y 50 pl de ácido sulfúrico concentrado; homogenizar 

suavemente; colocar un tapón de goma a dos de los tubos, de los 

cuales a uno de ellos se le extrae el aire. Posteriormente, 

evaluar los tiempos de reacción y de estabilidad de color en 

cada caso. Correr la prueba por duplicado. 

NOTA: 

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

Colocar 1 mg de Actodigina en un tubo de ensayo, agregar 

3 ml de ácido acético glacial y mezclar perfectamente; adicionar 

0.1 ml de una solución acuosa al 5 % de cloruro férrico y 

0.23 ml de ácido sulfúrico concentrado, homogenizar suavemente y 

dejar reposar 30 minutos, protegiendo la reacción del aire y la 

luz directa. 	Preparar al mismo tiempo y bajo las mismas 

condiciones, un blanco de ácido acético glacial, cloruro férrico 

y ácido sulfúrico. 	Trascurrido el tiempo de reacción,trasvasar 

las soluciones blanco y problema a celdas de cuarzo; colocar 

ambas en los respectivos portaceldas de un espectrofotómetro 

UV-Vis de doble as; seleccionar ajuste automático a cero de 

absorvancia, ajuste de cromadores y voltaje de lámparas, así 

como un rango de barrido de 190 a 1000 nm, con un incremento en 

la longitud de onda de 1 nm/seg; con fuentes de luz de deuterio 

y tungsteno-iodo, además de seleccionar filtros de óxido de 

olmio. 	Correr el sistema en modo preescan para verificación y 

ajuste de los parámetros seleccionado, posteriormente, efectuar 

el registro de absorción a diferentes longitudes de onda; 

denotar en base a él, la longitud de onda de absorción máxima. 

NOTA: 
* Para 	verificar el buen funcionamiento del equipo, 
calibrar el mismo con un estandard de vaselina liquida, 
cuyas bandas de absorción características se comparan 
con las especificadas por el proveedor, bajo las mismas 
condiciones estipuladas por éste. 
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5.4.- ESTABILIDAD ESPECIROMIOMETRICA DE 1p REACCION 

Denotar una celda de cuarzo como problema y otra como 
blanco, colocar 1 mg de Actodigina en la celda problema, 
adicionar a ambas celdas 3 ml de ácido acético glacial, 0.1 ml 
de una solución acuosa de cloruro férrico al 5 % y 0.25 ml de 
ácido sulfúrico concentrado; cubrir ambas celdas con tapones de 
teflón y mezclar suavemente por inversión, evitando la formación 
de burbujas; colocar rápidamente las celdas blanco y problema en 
los respectivos porta celdas de un espectrofotómetro de UV-Vis 
de doble as, el cual se ha ajustado previamente bajo los 
siguientes parámetros: 

Ajuste de cromadores = Automático. 

Ajuste de voltaje de lámparas = Automático. 

Ajuste a cero de absorvancia = Automático. 

Fuente de luz = Tungsteno-iodo. 

Filtros = Oxido de nimio. 

Longitud de onda = 556 nm. 

Tiempo de preincubación = 10 min. 

Tiempo de exposición = 100 min. 

Intervalos de lectura = cada 5 seq. 

Efectuar el registro de estabilidad de la reacción. 

NOTA: 

* La reacción se debe efectuar rapidamente y bajo una 
gran precisión, para dbtener lo más exacto posible el 
tiempo de reacción. 
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5.5.— VALIDACION DEL METODO 

5.5.1.— LINEALIDAD DEL SISTEMA 

Disolver 12.5 mg de• Actodigina en 20 ml de metanol 

absoluto, mezclar perfectamente y aforar a 50 ml con el mismo 

disolvente. 

Preparar una curva estandar en base al cuadro 

siguiente: 

TUBO SOLUCION DE CONCENIRACION 
ACTODIOINA EN 	CADA TUBO 

BLANCO 0.0 ml 0.000 mg 

1 4.0 ml 1.000 mg 
E 3.5 ml 0.075 mg 
3 3.0 ml 0.750 mg 
4 2.5 ml 0.625 mg 
5 2.0 ml 0.500 mg 
6 1.5 ml 0.375 mg 
7 1.0 ml 0.250 mg 
O 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 mg 
12 0.1 ml 0.025 mg 
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METIMOS 	 CARAETERIZACION DE (A ACTODIGINA 

Posteriormente, eliminar con sumo cuidado el exceso de 

disolvente en cada uno de los tubos, secar a 100 °C durante 

1 hora, enfriar a temperatura ambiente y adicionar a cada tubo 

3 ml de ácido acético glacial, 0.1 ml de una solución acuosa al 

5 % de cloruro férrico y 0.25 ml de ácido sulfúrico 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 análisis por duplicado. 

Evaluar la linealidad del sistema, en base a los 

siguientes parámetros: 

Bajo las siguientes ecuaciones: 

E XY 
r 

Ji-( E X2  )( E Y2 ) ) 

E XY )2  

( E X2 )( E Y2  ) 

IP% 



METODOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

( X - 	)2  ) 

n - 1 ) 

CV --- 	S / 	100 Y. 

Donde: 

r : Coeficiente de correlación lineal. 

r2 : Coeficiente de determinación lineal. 

CV : Coeficiente de variación. 

S : Desviación estandard muestral. 

X : Media muestral ( aritmética ). 

S 
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LJNEALJDAB DEL muopp 

Preparar por triplicado, cuatro placebos cargados con 

Actodigina, en base al cuadro siguiente: 

TODO CANTIDAD ADICIONADA 
DE ACÍODIGINA 

BLANCO 0.00 mg 

1 0.15 mg 
2 0.40 mg 
3 0.65 mg 
4 0.90 mg 

Posteriormente, adicionar a cada tubo 3 ml de ácido 

acético glacial, 0.1 ml de una solución acuosa al 5 % de cloruro 

férrico y 0.25 ml ácido sulfúrico concentrado, homogenizar 

suavemente y dejar reposar 30 minutos protegiendo del aire y la 

luz directa. Leer a 556 nm, ajustando a cero de absorvancLa con 

el blanco. 

Evaluar la linealidad del método en base a los 

siguientes criterios: 
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CANTIDAD ADICIONADA vs CANTIDAD RECUPERADA 

= 

= O 

r 0S9 

rt ?. 0.90 

CV 5. p % 

PR = 90 - 102 % 

METODDS 	 cAuncifffluncIoN DE LA ACTODIGINA 

Bajo las siguientes ecuaciones: 

Ye - Y% 

X e  X. 

EY - ( m EX / 
b 

E XV 

( E Xt )( E Yr ) ) 

( E XY it 

( E Xt )( E Yt ) 

CV = ( S / X ) 100 % 
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METODOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

F. ( X - X ) 2  ) 

n 	1 ) 

Cr 
PR = -- 100 % 

Ca 

Donde: 

: Pendiente. 

b : Ordenada al origen. 

r : Coeficiente de correlación lineal. 

r 2  : Coeficiente de determinación lineal. 

CV : Coeficiente de variación. 

5 : Desviación estandard muestral. 

Media muestral ( aritmética ). 

PR 	Porciento de recobro. 

Cr : Cantidad recuperada. 

Ca : Cantidad adicionada. 
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5.5.3.— EXACTITUD DEL METODO 

Preparar 	10 	placebos 	cargados, 	distribuyendo 
apróximadamente y con precisión la Actodigina, en 10 tubos 
de ensayo, en base al cuadro siguiente: 

TUBO CANTIDAD ADICIONADA 
DE ACTODIGINA 

BLANCO 0.000 mg 

1 0.002 mg 
2 0.009 mg 
3 0.019 mg 
4 0.985 mg 
5 0.450 mg 
6 0.727 mg 
7 0.905 mg 
0 0.210 mg 
9 0.059 mg 
10 0.027 mg 

Posteriormente, adicionar a cada tubo 3 ml de ácido 
acético glacial, 0.1 ml de una solución acuosa al 5 % de cloruro 
férrico y 0.25 ml de ácido sulfúrico 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 siguientes 
criterios: 

CANTIDAD ADICIONADA vs CANTIDAD RECUPERADA 

PR -= 90 — 102 % 

CV 5 2 % 
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Bajo las siguientes ecuaciones: 

Cr 
PR = 	100 % 

Ca 

CV = 	5 / X ) 100 Y. 

Jr7-x 	x -• x >t ) 
S = 

n 1 ) 

Donde: 

PR : Porciento de recobro. 

Cr : Cantidad recuperada. 

Ca : Cantidad adicionada. 

: Desviación estandard muestral. 

X : Media muestral ( aritmética 1. 

NOTA: 

* Si no cuenta con ultramicrobalanza para registrar pesos 
del orden de 0.0001 mg, puede emplear disoluciones 
metanólicas 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 análisis 
espectrofotometrico, que la alícuota 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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5.5.4.- PRECISION DEL METODO 

Trabajar por sextuplicado cada una de las siguientes 

cantidades de Actodigina, 0.027, 0.487 y 0.974 mg. Distribuir 

las muestras en tubos de ensayo, adicionar a cada uno de ellos 

3 ml de ácido acético glacial, 0.1 ml de una solución acuosa de 

cloruro férrico al 5 % y 0.25 ml de ácido sulfúrico concentrado, 

homogenizar suavemente, dejar reposar 30 minutos protegiendo del 

aire y la luz directa. 	Preparar al mismo tiempo y bajo las 

mismas condiciones, un blanco de ácido acético glacial, cloruro 

férrico y ácido sulfúrico. Trascurrido el tiempo de reacción, 

leer a 556 nm, ajustando a cero de absorvancia con el blanco. 

Evaluar la precisión del método en base al siguiente 

criterio: 

CANTIDAD ADICIONADA  vs CANTIDAD RECUPERADA 

PR = 90 - 102 % 

CV 	1.5 % 

Bajo las siguientes ecuaciones: 
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• 

Cr 
PR = --- 100 % 

Ca 

CV ..., ( S / 	100 Y. 

I( E ( X -- X )7  

frn - 1 

Donde: 

PR : Porciento de recobro. 

Cr : Cantidad recuperada. 

Ca : Cantidad adicionada. 

S : Desviación estandard muestra'. 

X : Media muestral ( aritmética 1. 
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RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

1.-- PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS 

1.1.— APARIENCIA 

1.1.1.- HOMOGENEIDAD 

La prueba de homogeneidad para la Actodigina fue 

positiva, ya que se observó en ambos casos ( análisis 

microscópico y macroscópico 	una uniformidad en el 

tamaño de particula. 

1.1.2.— CRISTALINIDAD 

La Actodigina presentó una estructura amorfa, la 

cual exhibe una alta birrefrigencia, con lo cual se 

verificó que el producto es cristalino. 
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1.2.- COLOR 

En ambos análisis ( macroscópico y microscópico ), 
se observó que la Actodigina presenta un color-
blanco brillante de apariencia uniforme, 

1.2.1.- ANAL1SIS  IlLOCROMICO 

El análisis halocrómico de la Actodigina ante 
ácidos y bases, generó la siguiente tabla de resultados: 

ACIOOG BASES COLOR AGUA COLOR 1.._TUBO 
(10 µI) (10 pl) 

1 CH°C(El1  1111.1111111111.1 	 10 	pi 

2 CCisC0011 Ismillm 	 10 	pl amarillo 

3 H.PD4 111111110MONI 	 10 	pl 

4 HNO3  imiglim amarillo 10 	pl amarillo 

5 HC104 Illialliall 	 10 	pi 

6 HC1 WOONOWNWAR 	 10 	pi 

7 MC193* 1111111111M ambar 10 	pl ambar 

O HeSO4 ainimme amarillo 10 	pl amarillo 

9  *101111111 /110H 10 	pl 	 

10 miliglig C.H.NH. 10 	pl 

11 mismige C.H.N amarillo 10 	pl amarillo 

12  11111111111 (11/C"144)'N  10 	pl 

C411,51411. Anilina 
CoNaN : Piridina 

(HOC.H.J mN : Trietanolamina 
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1.2.1.- ANALISIS HALOTI UORESCINIF 

Al someter 	la Actodigina a un análisis 
halofluorescente en presencia de ácidos y bases, se generó 
la siguiente tabla de resultados: 

TUBO Acipos BASES In It Pe T2 PI 	TI' P2 T3 
(10 pl) (10 pl) 

1 CH.COOO Alt?Ai: ( 	- 	) ( ( 	-( ) ... 

n c cm.cocui satme, ( 	- 	) < 	- _(- )  

3 H.P0«. amminoM ( 	+ 	I ( 	+ 	1 ( 	+ 4 

4 HNO. ( 	- 	) ( 	4- ~(+ )  

5 HC10.. ( 	- 	) ( 	-- 	1 - 1- ) 

6 NC1 7JJ ( 	- 	) ( 	- - ( 	- 

7 HCISOm U11Lff1( + 	) ( 	-) 
(... _ 

O H.SO4 1111111.1101111 ( 	+ 	) ( 	+ 	) ( 	+ 

9 III 11LJ NII.OH ( 	+ 	1 ( 	- + 	1 - 1 

10  10011111111 e'll."H" - 	) ... - 

11  10111111111111111 ci,"-N ( 	- 	) 

12  111~ (HOC.N4).N ( 	- 	) ( 	-) ( 	- _ 

C41-10NH0  ; Anilina 
Col4iN Piridína 

(HOC.Ha).N : Trietanolamina 

* P1 TI : Cromataplaca 1 sin tratamiento de pulverizado con agua 
y exposición a la luz UV. 

* E . T2 : Cromatoplaca 2 con tratamiento de pulverizado con agua 
y exposición a la luz UY. 
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* PI T3 : Cromatoplaca 1 sin tratamiento de pulverizado con 
agua, activada a 100 °C durante 1 hora y exposición a 
la luz UV. 

* P2 T3 

	

	Cromatoplaca 2 con tratamiento de pulverizado con 
agua, activada a 100 'C durante 1 hora y exposición a 
la luz UV. 

: Presencia de fluorescencia bajo luz UV. 

* ( - ) : No hay presencia de fluorescencia bajo luz UV. 

1.3.- OLOR 

DesptSes de tratar a la Actodigina bajo procesos 

térmicos de baja Y alta temperatura, se detectó que el 

producto no presenta ningún tipo de olor, por lo tanto se 

verifica que el producto es inoloro. 

1.4.- SABOR 

Tras someter a la Actodigina a un análisis de sabor, 

se encontró que este digital no presenta ninguno, por lo 

cual, se asume que el producto es insaboro. 
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2.- PROPIEDADES ESTRUCTURALES  

2.1.- ESPECTROFOTOMETRIA DE INFRARROJO 

En el espectro de infrarrojo efectuado a la 
Actodigina ( Anexo 01 ; pag. 182 ), a los 1736.101 cm-1, 
se detecta la serial característica del grupo carbonilo, 
perteneciente al éster cíclico o lactona y, a los 
1649.1 cm"' se encuentra la banda que identifica la 
insaturación de la meso lactona. 

Entre 3600 y 3200 cm-I, 	se encuentra la banda 
vibracional que indica la presencia de hidroxilos libres y 
asociados constitutivos 	de 	una 	azúcar, lo cual se 
corrobora mediante las señales a 950.9 y 639 cm-I, ya que 
éstas, son características de una a-D-glucopiranosa; 
entre los 840 y 700 cm-/ se observa una banda muy 
particular, la cual pone de manifiesto la presencia de 
una piranosa; así mismo, entre los 1150 y 1040 cm-I se 
localiza 	otra banda 	de 	absorción característica de 
los 	cuatro 	hidróxilos 	constitutivos 	de 	una 
D-glucopiranosa; en tanto que el sobretono para el 
hidroxilo esteroidal, aparece a los 1020.3 cm-1  lo cual se 
ratifica a los 599.8 cm-I. 

Por otra parte, entre 3030 y 2600 cm-1, se localiza 
la señal que pone en evidencia la presencia de un anillo 
esteroidal del tipo alcohólico. 	El eter alifático se 
verifica a los 1168.8 cm-1. 	En tanto que a 1448.5 y 
1352 cm-I, se observa la presencia de metilos en posición 
alfa 	a un alcano cíclico, lo cual 	se 	ratifica a 
599.8 cm-1. 

Así pues, mediante el espectro de infrarrojo 
efectuado, se observó la presencia de un grupo D-glucosa, 
un eter alifático, un anillo esteroidal de tipo 
alcohólico, 	la presencia del hidroxilo esteroidal, una 
meso lactona insaturada y la evidencia de grupos metilo; 
los cuales, todos ellos, son constitutivos estructurales 
de la molécula de Actodigina. 
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2.2.- ESPECTRO DE ULTRAVIOLETA 

En el espectro efectuado a la Actodigina en la región 

ultravioleta cercano ( 200 a 390 nm 1 ( Anexo 02 ; pag. 

163 ), se puede observar una banda de absorción tipica 

de los glucósidos cardiacos, del tipo estructural de la 

digítóxina (lacto-dimetilhidroxiesteral-monodigitohexosa); 

en donde además, se observa que la áctodigina presenta una 

absorción máxima a 270 nm. 

2.3.- CRISTALOGRAFIA  POR DIFRACCION  DE RAYOS X 

En base a los estudios cristalográficos por 

difracción de rayos K efectuados a la Actodigina, se 

obtuvo 	la 	definición de.  la molecula, 	mediante la 

determinación 	de 	las 	distancias 	interatóMicas 

( Anexo 03 ; pag. 164 ) 	;" 	los 	ángulos 	de 	torsión 

espacial ( Anexo 04 ; pag. 185), 	generando 	con 	ello, 

la conformación tridimencional real de la Actodigina 

( Anexo 05 ; pag. 106 ). 

Euvolc Inmuta ele " A Crystallographle,Coolormational Encelo., and Illolugleal SUidy 

uf ArleglIgla AY-11,141 ) and Ile Genio 	Fullerlast, II. S.; Yeabloka, I:. el 

iltakordae /Warp...e/kv; 17:4.141:1981). 
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3.-- PROPIEDADES FISICOQUIMICAS 

3.1.- ANALISIS CROMATOGRAFICO 

3.1.1.- DESARROLLO DE METODO PE SEPARACION CROMATOGNAFICA EN 
CAPA FINA  

SISTEMA ELUYENTA: 

1.- Denceno-tolueno (1:1). 
2.- Metanol. 
3.- Propilenglicol. 
4.- Formamida. 

MUESTRAS PROBLEMA: 

* Actodigina 1 mg. 	— En disolución 
* Digitoxigenina 1 mg. 	etanólica . 
* Digitoxigenina 1 mg. 	(0.6 ml) 

:1 

* Estrofantidina 1 mg. 	— En disolución 
* Estrona 1 mg. 

	

	 clorofórmica. 
<0.4 ml> 

SISTEMA DE REVELADO: 

1.- Nitrato de plata alcalino. 
2.- Tiosulfato de sodio al S %. 
3.- Cloruro de trifeniltetrazolium 

alcalino. 
4.- Yodo-:yoduro de potasio. 
5.- Permanganato de potasio 0.2 %. 
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SISTEMA  12.E. SOPORTE: 

* Placas de 5x25 cm, elaboradas de gel de 
silice 60 Merck, con espesor de 0.25 mm 
± 0.01 mm 	sin 	medio 	de 	contraste, 
preparada en agua destilada y secada a 
150 °C durante 2 horas. 

METODO 

A cada una de cuatro placas cromatograficas colocarle dos 
aplicaciones de 6 pl cada una de la solución etanólica problema, 
teniendo cuidado de distribuir perfectamente a lo ancha y a 
0.5 cm de la base de la placa, dejar evaporar el disolvente a 
temperatura 	ambiente 	y 	aplicar 	4 pl 	de la disolución 
clorofórmica problema sobre cada una de las aplicaciones de la 
disolución inicial, dejar evaporar el disolvente y eluir las 
cuatro placas en el sistema benceno-tolueno, posteriormente 
secar a 40 °C durante AO minutos; ya secas, efectuar una segunda 
elución en metano', secar a 40 °C durante 10 minutos y efectuar 
una tercera elución en propilenglicol, secando posteriormente a 
60 °C durante 20 minutos, y por último, 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 solución 
alcalina de nitrato de plata, hasta transparencia de las mismas, 
dejar secar bajo corriente de aire seco y reportar las 
coloraciones de revelado. 

A continuación, sólo dos placas se pulverizan hasta 
trasparencia con la solución de tiosulfato de sodio, secar a 
60 0C durante 1 hora y observar el revelado. 	Las otras dos 
placas restantes, se atomizan con la solución de 
trifeniltetrasolium, hasta trasparencia, secar bajo corriente 
de aire seco y observar el revelado. 

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

Reportar Rf's y serie de revelado para la Actodigina. 
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NOTAS:  

* Como control, 	emplear A placas 	cromatográficas, 
colocando en cada una de ellas 5 aplicaciones de 3 }Al 
de cada uno de los 5 componentes que conforman el 
problema. 

* NITRATO  DE PLATA ALCALINO:  

A 10 ml de nitrato de plata 0.1 N, se le adicionan 
10 gotas de hidróxido de amonio al 50 % y 5 ml de una 
solución al 10 % de hidróxido de sodio. 	Preparar 
la solución momentos antes de su empleo. 

* TIOSULFATO  DE SODIO Al. 5% 

Se prepara en solución acuosa. 

* CLORURO DE TR1FENILTETRAZOLIUM 

Preparar 	una 	solución 	acuosa 	al 	0.2 % 	de 
trifeníltetrazolium y mantenerla protegida de la luz. 
Momentos antes de emplearla, mezclar 2 partes de la 
solución con 1 parte de una solución de hidróxido de 
sodio al 10 %. 

* YODO-YODURO DE POTASIO 

Preparar una solución al 0.3 % de yodo resublimado con 
una solución acuosa de yoduro de potasio al 5 %. 
Proteger de la luz. 

* PERMANGANATO DE POTASIO  

Preparar la solución al 0.2 h de permanganato de 
potasio con una solución acuosa de carbonato de sodio 
al 5 %. Proteger de la luz. 
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COMPONENTE Rf 	 SECUENCIA DE REVELADO 

Actodigina. 	0.7708 	 INCOLORO 
/ 

AMARILLO AZUL-VERDOSO 
/ 	I 	 [ 

AMARILLO MARRON 	CA1-11 	OCRE 

Digitoxina. 	0.6083 	 INCOLORO 
/ 

AMARILLO GRIS-AZUL 
/ 

AMARILLO CAFE 	elo OCRE 

Digitoxigenina. 0.7333 INCOLORO  
/ 

AMARILLO 	VERDE 
/ 	 / 

AMARILLO GRICAFE AMARILLO OCRE 

       

Estrofantidina. g.3433 INCOLORO  
/ 

VERDE 	AZUL 
/ 	1 	/ 	\ 

AMARILLO GRIS VERDE. OCRE 

Estrona. 	 0.5271 	 INCOLORO 

VERDE 	VERDE 
/ I 	/ \ 

AMARILLO CAFE VERDE OCRE 
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RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

3.1.2.- SISTEMA IPVILADOR DE. ANILLO ESTEROIDAL 

( MET000 I ) 

SOLUCIONES DE REVELADO 

1.- Acido clorosulfónico-ácido acético glacial. 
2.- Trióxido de aluminio al 5 %. 
3.- Hidróxido de amonio al 50 %. 

METODO  

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 solución reveladora (1); calentar de 5 a 10 minutos a 
130 °C y evaluar la fluorescencia bajo luz ultravioleta de onda 
larga. 	A continuación, aspersar con la solución reveladora (2) 
hasta transparencia, e inmediatamente después con la solución 
reveladora (3). La prueba es positiva si hay fluorescencia y el 
revelado 	químico 	genera una coloración verde-azulosa. 	La 
reacción que se efectúa es 1., siguiente 	( ver anexo 06 ; 
pag. 187 ). 

NOTAS: 

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

* ACIDO CLOROSULFONICO-ACIDO ACETICO GLACIAL 

Se agregan enfriando 5 ml de ácido clorosulfónico a 
10 ml de ácido acético glacial. 

* TRIOXIDO DE ALUMINIO AL 5% 

Se prepara con agua bidestilada y libre de gases. 

* Es importante que el calentamiento a 130 °C no tenga una 
variación de cuando más 2 °C, ya que la reacción se 
lleva a cabo satisfactoriamente a esta temperatura. 
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RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 
^ 	--------• 

METODO 

SOLUCION  DE REVELADO  

* Acido o-fosfórico al 15 h en metanol. 

METODO  

Pulverizar la placa que contiene la Actodigina con la 

solución reveladora, hasta transparencia de la misma; calentar a 

05 °C ± 1 °C durante 25 a 30 minutos. 	La prueba es positiva si 

se observa una coloración amarilla después del tratamiento. La 

reacción que se efectúa es la siguiente 	1 ver anexo 07 ; 

pag. 189 1. 

NOTAS:  

* No emplear silica gel con medio de contraste ya que 
interfiere en el análisis. 

* Preparar la solución de revelado momentos antes de 
emplearse. 

* Es importante 	mantener 	el 	rango 	de temperatura 
estipulado, para que se efectúe idóneamente la reacción. 

1115 



RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

( METODO 111 

SOLUCION DE REVELADO 

* Acido tricloroacetico-rloroformo- peróxido de hidrógeno. 

METODO  

Asperear minuciosamente la placa que contiene a la 

Actodigina con la solución reveladora; calentar a 121 "C ± 1 'C 

durante 5 a 10 minutos. 	La prueba es positiva si se observa 

una tonalidad parda. la reacción que se efectúa es la 

siguiente ( ver anexo 08 ; pag. 189 ). 

NOTASI 

* ACIDO TRICLOROACETICO-CLOROFORMO-PEROXIDO DE HIDROGENO  

Disolver 3.3. g de ácido tricloroacetico en 10 ml de 
cloroformo, mezclar perfectamente y agregar 20 pl de 
peróxido de hidrógeno. 	Preparar momentos antes de su 
empleo. 

* El rango de temperatura es vital para que se lleve a 
cabo la reacción. 

* No utilizar silica gel con medio de contraste ya que 
interfiere én el análisis. 



RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

3.1.3.- SISTEMA  REVELADOR DE D-GLUCOSA 

( METODO I ) 

SOLUCION  DE REVELADO 

* o-aminofenol-ácido fosfórico. 

METODO 

Pulverizar minuciosamente la placa que contiene a la 

Actodigina con la solución reveladora, dejar secar a temperatura 

ambiente y observar el revelado. 	La prueba es positiva si se 

observa una coloración café. La reacción que se efectúa es la 

siguiente ( ver anexo 09 ; pag. 190 ). 

NOTAS: 

o-AMINOFENOL-ACIDO FOSFORICO 

Disolver 0.15 g de o-aminofenol en 20 ml de etanol, 
mezclar perfectamente y agregar 10 ml de una solución 
acuosa de ácido fosfórico al 50 %. Preparar la solución 
poco antes de su empleo. 

* No utilizar silica gel con medio de contraste ya que 
puede interferir en el análisis. 
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RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

METODO II ) 

SOLUCION  DE REVELADO 

Anilina-difenilamina-ácido fosfórico. 

METODO 

Aspersar la placa que contiene a la Actodigina con 

la solución reveladora, hasta transparencia de la misma, 

posteriormente, calentar a 85 0C ± 1 °C durante 10 minutos; 

observar la coloración de revelado para D-glucosa. 	La prueba 

es positiva si se observa una tonalidad gris-azulosa. La 

reacción que se efectúa es la siguiente 	ver anexo 10 ; 

pag. 191 1. 

NOTAS:  

* ANILINA-DIFENILAMINA-ACIDO  FOSFORICO 

Disolver 	4 g 	de 	difenilamina en 20 ml de ácido 
fosfórico, posteriormente, agregar 4 ml de anilina, 
mezclar perfectamente y adicionar 200 ml de acetona. 
Conservar la solución protegida de la luz y en 
refrigeración. 

* Mantener el rango de temperatura estipulado para que se 
efectúe satisfactoriamente la reacción. 
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RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

3.1.4.- SISTEMA REVELADOR  DE OLUCOSIDO CARDIACO 

( METODO I ) 

SOLUCIONES REVELADORAS  

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

2.- Hidróxido de potasio al 5.7 % en metanol anhídro. 

METODO 

Pulverizar suavemente a la placa que contiene la 

Actodigina con la solución reveladora (11 e inmediatamente 

después con un exceso de la solución reveladora (2). La prueba 

es positiva si se observa una coloración violeta-azulado. 

La reacción que se efectúa es la siguiente ( ver anexo 11 ; 

pag. 192 ). 

NOTAS: 

* Es importante el emplear metanol anhídro, ya que el agua 
puede afectar la reacción, generando una tonalidad parda 
o azul-grasaseo. 

* De preferencia no utilizar sílice gel con medio de 
contraste, ya que puede interferir en la reacción. 
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RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

( METODO II ) 

SOLUCIONES  DE REVELADO 

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

2.- Carbonato de sodio al 5 %. 

Fosfato monobásico de sodio al 5 %. 

METODO  

Pulverizar la placa que contienen la Actodigina con la 

solución reveladora (1), dejar secar a temperatura ambiente y 

pulverizar nuevamente con (1), e inmediatamente después con la 

solución de revelado (2); calentar a 95 	± 2 °C durante 4 a 5 

minutos, dejar enfriar a temperatura ambiente y pulverizar con 

la solución (3). La prueba es positiva si se observa una 

coloración naranja rojiza. 	La reacción que se efectúa es la 

siguiente ( ver anexo 12 ; pag. 193 ). 

NOTA: 

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

( METODO III ) 

SOLUCIONES  DE REVELADO 

I.- 2,4,2',4'-tetranitrodifenilo saturado en benceno libre de 
tiófeno. 

2.- Hidróxido de potasio al 10 % en metanol acuoso al 50 %. 

1ETODO 

Aspersar la placa que contiene a la Actodigina con la 

solución (1), dejar secar a temperatura ambiente y aspersar la 

placa con la solución (2). 	La prueba es positiva si se 

observa un revelado de color azul. La reacción que se efectúa 

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

NOTAS: 

* Es importante que el benceno esté libre de tiófeno ya 
que puede alterar la reacción. 

* Para verificar si el benceno está libre de tiófeno, 
efectuar la prueba de la isatina. 
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RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

3.1.5.- SISTEMA REVELADOR DE LACTONA 

SOLUCIONES  DE REVELADO 

1.- Hidroxilamina-hidróxido de potasio. 
2.- Cloruro férrico-acido clorhídrico. 

METODO 

Pulverizar la placa que contiene la Actodígina con la 
solución de revelado (1) hasta trasparencia; secar brevemente 
a temperatura 	ambiente 	y 	proceder a pulverizar con la 
solución (2). La prueba es positiva si inicialmente se observa 
una coloración café que vira gradualmente a púrpura. La 
reacción que se efectúa es la siguiente 	( ver anexo 14 ; 
pag. 195 ). 

NOTAS: 

* HIDROXILAMINA-MIDROXIDO  DE POTASIO  

Solución A : 20 g 	de cloruro 	de 	hidroxilamina se 
disuelven 	en 	50 ml de agua, 	mezclar 
perfectamente y aforar a 200 ml con etanol; 
conservar la solución en refrigeración. 

Solución 13 : Disolver perfectamente 50 g de hidróxido de 
potasio en el mínimo de agua, 
posteriormente aforar a 500 ml con etanol. 

Para preparar la solución de revelado, mezclar un 
volúmen de A con dos volúmenes de D. El cloruro de 
potasio precipitada se filtra, y la solución resultante 
se mantiene en refrigeración, en donde se mantienen en 
estable por dos semanas en recipiente de P.V.C.. 

* Es importante que los reactivas sean de buena calidad 
para evitar posibles interferencias 	por 	efecto de 
impurezas. 
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RESULTADOS 	 CARAC1ERIZACION DE LA ACTODIGINA 

3.2.- INDICE DE REFRACCION DE LA ACTODIGINA 

El indice de refracción determinado para la 
Actodigina fue de 1.9055, evaluado como sólido a 
22 °C y con línea D de sodio. 

3.3.- INDICE DE REFRACCION DE osouclows DE INTERÉS  DIOLOGICO 

El indice de refracción determinado para cada 
una de las disoluciones de Actodigina, a 22 °C y con 
linea D de sodio fue el siguiente: 

a) Solución stock ( laig/m1 ) 	  = 1.3255  

b) Dosis terapéutica ( 0.015 pmol/Kg corazón 1 	 . 1.3240 

c) Dosis letal ( 3.46 pmol/Kg corazón ) 	  = 1.3250 

3.4.- pH DE DISOLUCIONEO  RE INTIMES  BIOLOGICO 

El pH determinado para cada una de la disoluciones de 
Actodigina, a  25 °C fue el siguiente: 

a) Solución stock ( 1 mg/m1 ) 	 .. 	  . 6.005 

b) Dosis terapéutica ( 0.015 )+mol/Kg corazón 1 	 . 7.061 

c) Dosis letal ( 3.46 pmol/Kg corazón ) 	  . 7.023 

3.5.- PUNTO DE PUSION 

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

3.6.- SOLUBILIDAD 

Tras efectuar las pruebas de solubilida a la 
Actodigina a nivel de microanálisis, se encontró que el 
activo es soluble en metano', etanol_ y dimetilsultóxido; 
y es poco soluble en acetato de etilo y piridina. 
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RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIOINA 

4.- PROPIEDADES OUIMICAS 

4.1.- ANALISIS RESIDUAL 

4.1.1.- ANALISIS PARA BROMO ELEMENTAL RESIDUAL  

La prueba dió como resultado negativo, con lo cual 
se verifica que la Actodigina no contiene bromo 
elemental residual en su constitución. 

4.1.2.- ANALISIS PARA plum  OROANICO RESIDUAL 

Al someter a la Actodigina a la prueba, el 
resultado fue negativo, por lo cual, se determina que no 
contiene bromo orgánico residual en su constitución. 

4.1.3.- DETERMINACION DE HUMEDAD ( METODO DE KARL-FISHER 

Mediante el micrométado de Karl-Fisher se determinó 
para la Actodigina, una humedad del 0.401 %. 

4.1.4.- PERDIDA POR IGNICION 

La Actodigina no pierde por ignición más de 
0,41 % en pesa. 

4.1.5.- PERDIDA  POR SECADO 

La Actodigina no pierde por secado más del 
0.40 X en pesa. 

4.1.6.- RESIDUOS DE IONICION 

Los residuos de ignición para la Actodigina fueran 
insignificantes, de apróximadamente 0.0007 X en peso. 

La prueba de fenoftaleina, detectó trazas de 
carbonatos alcalinos. 
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RESULTADOS CARACTERMACION DE LA ACTODIOINA 
• 

  

4-P--  WACTIVIDAD FuNPIoNAL 

4.2.1.- GLUCOSIDO CARDIACO 

La prueba generó inicialmente una coloración 

rojiza, la cual viró gradualmente a una tonalidad azul 

ciena, con lo cual, se verifica la reactividad de la 

Actodigina como glucósido cardiaco. 	La reacción que se 

efectuó es la siguiente ( ver anexo 15 ; pay. 196 1. 

4.2.2.- GRUPO EIER 

La reactividad del grupo eter constitutivo de la 

Actodigina, quedó verificada mediante un cambio gradual 

del color azul palido del papel filtro a un tono azul 

intenso, el cual es característico del azul de 

bencidina. 	La reacción que se efectuó es la 

siguiente 1 ver anexo 16 ; pag. 197 1. 

Se confirmó la presencia del peróxidu mediante una 

prueba rápida con sulfato ferroso, la cual díó positiva. 
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RESULTADOS 	 CARACTER1ZACION DE LA ACTOD1G1NA 

4.2.3.- GRUPO D-GLUCOSO. 

( METODO 1 1 

Se verificó la reactividad del grupo 1)-glucosa 

constitutivo de la Actodigina, mediante la formación de 

una 	coloración roja. 	La reacción que, se efectuó es la 

siguiente ( ver anexo 17 ; pag. 198 1. 

( METODO II ) 

Mediante la presencia de una fluorescencia verde, 

característica de la bensonaftenodiona, la cual se 

intensifica bajo luz ultravioleta, se comprobó la 

reactividad del grupo D-glucosa funcional de la 

Actodigina. 	La 	reacción 	efectuada 	es 	la 

siguiente ( ver anexo 19 ; pag. 199 ). 

( METODO 111 1 

La reactividad del grupo D-glucosa constitutivo de 

la Actodigina, se verificó mediante la presencia de una 

coloración cafe-grisasea intensa, característica de los 

compuestos dianilo. 	La reacción que se efectuó es la 

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

4.2.4.- GRUPO HIDROXILO  ( ESTERUIDAL ) 

La presencia de una coloración escarlata brillante, 

ratifica la reactividad del grupo hidróxilo esteroidal 

constitutivo de la Actodigina. 	La reacción que se 

efectúa es la siguiente ( ver anexo 20 ; pay. 201 1. 

4.2.5.- GRUPO LACTONA 

La reactividad de la lactona funcional de la 

Actodigina, se verificó mediante la presencia de un 

color café que vira gradualmente a púrpura. La reacción 

efectuada es la siguiente ( ver anexo 21 ; pag. 202 1. 
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RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIOINA 

4.3.- PRUEBAS RAPIDAS DE 1DENTIFICACION 

4.3.1.- FORMACION DE COMPLEJO DE FIERRO-111 

En un tubo de ensayo, colocar 2 ml de reactivo de color, 
adicionar 	apróximadamente 	1 mg 	de 	Actodigina, 	mezclar 
perfectamente y adicionar 1 ml de ácido sulfúrico concentrado; 
hemogenizar suavemente, la formación de una coloración rojiza 
que vira gradualmente a un tono azul ciena, indica la presencia 
del 	glucásido cardiaco. 	La reacción que se efectúa es la 
siguiente ( ver anexo 22 ; pag. 203 i. 

NOTAS: 

* REACTIVO DE COLOR 

Disolver perfectamente 25 mg de cloruro férrico en 
100 ml de ácido acético glacial. Proteger de la luz. 

* En el caso de disoluciones de Actodigina, ya sean 
orgánicas a acuosas, tomar una alícuota, eliminar el 
exceso de disolvente, secar a 110 °C durante 1 hora y 
realizar la prueba. 	La reacción no se lleva a cabo 
satisfactoriamente estando el digital en solución. 

* La coloración azul ciena es especifica para Actodigina, 
ya que al efectuar la prueba con otros glucósidos 
cardiacos, se observó que generan una tonalidad azul muy 
diferente a la desarrollada por la Actqdigina, tal es el 
caso de Digitoxina que generó una tonalidad azul claro y 
Bufalina, una coloración azul-verdoso. 

* Para observar mejor la coloración, emplear una fuente de 
luz blanca, para lo cual se recomienda utilizar una 
lámpara de luz de sodio de 100 W, 	para análisis 
halocrómico. 

* Entre más puros sean los reactives, se podrá diferenciar 
mejor la coloración caracteritica de la Actodigina. 
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RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

4.3.2.- FORMACION  DE COMPLEJO  DE FOSFORO-V•RD1 

Disolver perfectamente 3 mg de Actodigina en 1 ml de 

ácido sulfúrico concentrado, dejar reposar 10 minutos, agregar 

I ml de una solución etanólica al 1 % de ROI 	rodamina 

base Si ), mezclar suavemente y vertir muy lentamente 1 ml de 

una 	solución 
	acuosa al 5 % de pentacloruro de fósforo; 

inmediatamente se observa la formación de un color rojo-cereza 

que verifica la presencia del glucósido cardiaco. La reacción 

que se efectúa es la siguiente ( ver anexo 23 ; pag. 204 1. 

NOTAS:  

* En el caso de disoluciones de Actodigina, las acuosas y 
de piridina interfieren en el análisis, en tal caso, 
eliminar el disolvente y secar a 110 °C durante 2 horas 
antes de efectuar la prueba. 

* La coloración rojo-cereza es específica para Actodigina, 
ya que Digitoxigenina presentó una tonalidad 
rojo-naranja y Bufalina rojo-violeta. 

* Los reactivas empleados deberán ser de buena calidad, ya 
que las impurezas, pueden interferir en la reacción. 

* Se 	recomienda emplear una lámpara 	para 	análisis 
halocrómico de luz de sodio de 100 W, para apreciar 
mejor la coloración rojo-cereza de la Actodigina. 
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RESULTADOS 	 CARACTERMACION DE LA ACTODIGINA 

5.- DESARROLLO 	DE 	METODO 	ESPECTROFOTOMETRICO 	PARA 
DETERMINACION CUANTITATIVA DE ACTODIGINA 

5.1.- REACCION DE COLOR 

Se seleccionó para desarrollo del método de cuantificación 
espectrofotométrica de la Actodigina, una reacción por formación 
de complejo de fierro III, debido a que éstos, son de fácil 
formación, son bastante estables en disolución y generan 
coloraciones muy particulares dependiendo del tipo y número de 
ligandos unidos al átomo metálico del complejo, además de ser 
propicios para detección de pequeñas cantidades de producto. El 
método seleccionado es el siguiente: 

En un tubo de ensayo, colocar 2 ml de reactivo de color, 
adicionar 	apróximadamente 	1 mg 	de 	Actodigina, 	mezclar 
perfectamente y adicionar 1 ml de ácido sulfúrico concentrado; 
homogenizar suavemente, la formación de una coloración rojiza 
que vira gradualmente a un tono azul ciena, indica la presencia 
del glucósído cardiaco. 	La reacción que se efectúa es la 
siguiente ( ver anexo 24 ; pag. 205 ). 

NOTAS: 

* REACTIVO DE COLOR 

Disolver perfectamente 25 mg de cloruro férrico en 
100 ml de ácido acético glacial. Proteger de la luz. 

* En el caso de disoluciones de Actodigina, ya sean 
orgánicas o acuosas, tomar una alícuota, eliminar el 
exceso de disolvente, secar a 110 °C durante 1 hora y 
realizar la prueba. 	La reacción no se lleva a cabo 
satisfactoriamente estando el digital en solución. 
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RESULTADOS 	 CARACTERIZACIUN DE LA ACTDD1GINA 

* La coloracidn azul ciena es específica para Actodigina, 
ya que al efectuar la prueba con otros glucósidos 
cardiacos, se observó que generan una tonalidad azul muy 
diferente a la desarrollada por la Actodigina, tal es el 
caso de Digitoxina que generó una tonalidad azul claro y 
Bufalina, una coloración azul-verdoso. 

* Para observar mejor la coloración, emplear una fuente de 
luz blanca, para lo cual, se recomienda utilizar una 
lampara de luz de sodio 	de 	100 W, para análisis 
halocrómico. 

* Entre más puros sean los reactivas, se podrá diferenciar 
mejor la coloración caracteritica de la Actodigina. 



RESULTADOS 	 CARACTERIZAC1ON DE LA ACTODIGINA 

5.2.- CS1ADILIDAD FISICA DE 1A REACCIUN 

5.2.1.- PERMANENCIA DE COLOR 

Al efectuar el análisis de permanencia de color, se 
encontró que el tiempo de reacción ( tiempo que tarda en virar 
de un tono rojizo a un color azul ciena 1, fue de 21 minutos. 

En tanto que el tiempo de estabilidad colorida ( tiempo 
en el cual permanece constante el color azul ciena 1, fue de 
3D minutos, después de los cuales el color azul ciena desaparece 
gradualmente. 

5.2.2.- EFECTO DE DISOLUCION 

Tanto en la disolución etanólica como en la metanólica 
de Actodigina, después de someterlas a reacción, se observó una 
coloración amarilla característica 	del 	cloruro férrico en 
disolución, la cual viró muy ligeramente a un tono amarillo 
verdoso, para declinar posteriormente en la coloración amarilla 
inicial, la cual, degeneró gradualmente hasta quedar incolora la 
reacción. 

Por otra parte, al emplear una disolución de Actodigina 
en acetato de etilo y someterla a reacción, se observó 
únicamente la coloración amarilla del cloruro férrico, la cual 
después de algún tiempo, declinó hasta desaparecer totalmente. 

En tanto que al someter la Actodigina a reacción 
encontrandose ésta en una disolución de agua-etanol-metanol 
( 1:1:1 1, se observó inicialmente una coloración amarilla, la 
cual, rápidamente, viró a un tono naranja para posteriormente 
desaparecer tan rápido como se habla formado, quedando 
nuevamente una tonalidad amarilla; ésta, degeneró gradualmente 
hasta desaparecer por completo. 

Por tales resultados, se verificó que el efecto de 
disolución, más concretamente, los disolventes, afectan 
considerablemente a la reacción, por lo que hay que eliminar 
éstos antes de proceder a efectuar la reacción de color que 
identifica a la Actodigina. 
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RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTUDISINA 

5.2.3.- EFECTO  DE LUZ 

TUBO 
FUENTES TIEMPO DE TIEMPO DE 

VIRE DE COLOR DE 	LUZ REACCION ESTAD. COLORIDA 

1  Mercurio 21 min 10 	min naranja a verde 

2 Neón 20 min 21. 	min amarillo rojizo 
a 

azal 	verdoso 

3 Sodio 20 min 29 	min rojo a azul ciena 

4 Tungsteno 25 min 40 	min rojo a azul ciena 

5 Solar 20 min 41 	tilín rojo a azal ciena 

6 Oscuridad 19 min 52 	min rojo a azul ciena 

ingimmi  EFECTO DE LUZ SOBRE LA REACCION DE COLOR 	11: 	Malj 

Con la prueba efectuada, se observó que las fuentes 
luminosas de mercurio y neón, afectan tanto el tiempo de 
estabilidad de la reacción asi como la coloración de la misma, 
en tanto que las expoliciones directas ante luz de tungsteno, 
luz solar y luz de sodio, revelaron que la reacción no sufre 
alteración en la coloración del complejo de fierro III, además 
de propiciar un rango de tiempo aceptable en relación a la 
permanencia o estabilidad del color, lo cual es importante para 
poder efectuar una serie de análisis colorimétricos sin que éste 
se vea afectado. 

Por otra parte, se observó que la reacción al ser 
aislada de cualquier fuente luminosa, ésta se lleva a cabo más 
rapidamente, además, de que la permanencia del color se vió 
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 vió acelerada por esta, al 
registrarse tiempos cortos de permanencia de color. 
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: on capón ae goma. 
: Con tapón de goma y a vacio. 

RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

5.2.4.- EFECTO DE AIRE 

TUBO 
EFECTO TIEMPO DE TIEMPO DE 

ESTAD. COLORIDA  VIRE DE COLOR DE AIRE REACCION 

1 Total...A 20 	min 41 	min rojo a azál ciena 

2 Parcial.B 20 	min 45 	min rojo a azól ciena 
__...t 

3 Nulo....0 20 	min 46 	min rojo a azúl ciena 

EVIIIIIIIIIIIIIA : Sin tan"' 	 11111~1~10 

Con el análisis efectuado se observó que la presencia 
del aire no afecta al tiempo de reacción, pero si causa cierto 
efecto en el tiempo de estabilidad o permanencia del color, ya 
que éste se vió incrementado par la ausencia de aíre, además, 
aunque en los tres casos se verificó el vire de una tonalidad 
rojiza a azul ciena, bajo efecto de aire parcial y nulo, el vire 
a azul ciena fue más intenso que el generado bajo efecto total 
de aire; por lo cual, se procedió a repetir nuevamente el 
análisis, para verificar si esa intensificasión se revierte al 
entrar en contacto la reacción con el aire; para lo cual, se 
retiraron 	los 	tapones a los 30 minutos de efectuada la 
reacción, que es el tiempo aproximado en el cual se efectúa 
ésta, y se verificó que el color azúl ciena intenso no declina 
si no hasta 40 minutos después de haberse generado, lo cual 
implica que el aire no afecta el tiempo de reacción, pero si la 
intensidad de color del complejo de fierro III que se forma 
durante la reacción. 

   

164 



RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

5.3.- DETERMINACION  DE LONGITUD  DE ONDA DE MAXIMA  ADSORCION 

En base al análisis espectrofotométriro efectuado 

( ver gráfica del anexo 25 ; pag. 206 ), 	se observó que la 

longitud de anda de máxima absorción para la reacción de 

formación 	del complejo de fierro III para la Actodigina, 

es de 556 nm. 

5.4.- ESTABILIDAD ESPECTROFOTOMETRICA  DE LA REACCION 

Tras de efectuar el análisis ( ver gráfica del anexo 26 ; 

pag. 207 ), 	se 	obtuvó 	que 	la 	reacción 	requiere 	de 

apróximadamente 30 minutos ( 10 minutos de preincubación más 

16.35  minutos de tiempo registrado 	para alcanzar su 

estabilidad máxima, manteniendose en ella durante 

apróximadamente 39.54  minutos, 	en donde 	después de este 

tiempo, la reacción comienza a degenerar. 

   

165 



TUBO 	Co. DE ACTODIGINA  

0.000 mg 

	

1 	1.000 mg 

	

2 	0.875 mg 

	

3 	0.750 mg 

	

4 	0.625 mg 

	

5 	0.500 mg 

	

6 	0.375 mg 

	

7 	0.250 mg 
0.125 mg 

	

9 	0.100 mg 

	

10 	0.075 mg 

	

11 	0.050 mg 

	

12 	0.025 mg 

f-  1- CURVA 2* CURVA 
(Abs 556 nm) (Abs 556 nm) 

0.000000 0.000000 
0.656789 0.662079 
0.578646 0.582847 
0.499141 0.512724 
0.396998 0.399887 
0.319942 0.322171 
0.245885 0.247576 
0.168970 0.171201 
0.082105 0.081703 
0.068198 0.060794 
0.049201 0.048854 
0.034111 0.034359 
0.016810 0.017002 

r = 0.999731 r = 0.999548 

re = 0.999462 re = 0.999096 

r = 0.999640 * 

r5  = 0.999279 (I 

CV = 0.0130 % 

VAL-OREO PROMEDM 

De ANDA, CURVAB 

RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

5.5.- VALIDACION DEL ME1ODO 

5.5.1.- LINEALIDAD DEL SISTEMA 

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

En ambas curvas, 	"r" 	y 	"ro", 	se encontraron dentro de 
los criterios de 	aceptación para 	la 	linealidad 	del 	sistema 
( r .1 0.99 	y r" 0.98 	), obteniendose además 	un coeficiente 
de variación, de 0.013 %, el 	cual 	está 	dentro del 	límite 
de aceptación ( CV S 	1.5 % 	). 	Por 	lo 	cual 	se infiere que 
EL SISTEMA 	LINEAL. 

166 



RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

VALORES OBTENIDOS 

r = 0.999640 

re = 0.999279  

CRITERIOS DE AEEPJACION 

r ?. 0.99 

r" 0.98 

CV = 0.0130 % 	 CV 5 1.5 % 

WOM DATOS OBTENIDOS PARA In LINEALIDAD DEL SISTEMA .-1111 

5.5.2.~ LINEALIDAD DEI MEIODO 

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

TUBO 
CANT. 	ADIC. 

Abs 556 nm 
CANT. 	RECUP. PORC. DE 

RECORRO DE ACIODIOINA DE ACTODIOINA 

13 0.00 mg 0.000000 0.000000 mg 0.000 % 

1-A 0.15 mg 0.09(3562 0.149985 mg 99.990 % 
1-0 0.15 mg 0.098160 0.149399 mg 99.599 l 
1-C 0.15 mg 0.090599 0.150056 mg 100.037 % 

2-A 0.40 my 0.262435 0.399985 mg 99.991 % 
2-8 0.40 mg 0.261316 0.398270 mg 99.562 % 
2-C 0.40 mg 0.260350 0.396804 mg 99.201 % 

3-A 0.65 my 0.426228 0.650015 mg 100.002 % 
3-0 0.65 mg 0.425400 0.640584 mg 99.782 % 
3-C 0.65 mg 0.425526 0.640776 mg 99.812 % 

4-A 0.90 my 0.590209 0.099997 mg 99.999 % 
4-0 0.90 mg 0.587309 0.895573 mg 99.508 % 
4-1: 0.90 mg 0.584761 0.891606 mg 99.076 % 
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RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

TABLAS DE RESULTADOS DE ANALISIS ESTADISTICO 

TUBO 
CANT. 	ADIC. CANT. 	RECUP. 
DE ACTODIGINA DE ACTODIGINA 

BNC 

1-A 
2-A 
3-A 
4-A 

0.00 mg 

0.15 mg 
0.40 mg 
0.65 mg 
0.90 mg 

0.000000 mg 

0.149985 mg 
0.399905 mg 
0.650015 mg 
0.899997 mg 

«A* 

CANT. ADIC. Vs CANT. RECUP. 

t.-. = 0.99999999 E 1 
t. = 0.99999999 E t 
Mol = 1.00001193 E I 
b. = 0.00000061 E 0 

TUBO 
CANT. 	ADIC. CART. 	RECUP. 
DE ACTODIGINA DE ACTODIGINA 

BNC 0.00 mg 0.000000 mg 

1-8 0.15 mg 0.149399 mg 
2-8 0.40 mg 0.398270 mg 
3-8 0.65 mg 0.648584 mg 
4-13 0.90 mg 0.995573 mg 

CANT. ADIC. Vs CANT. RECUP. 

rs = 0.99999805 E 1 
*B►( ("ft = 0.99999610 E 1 

Ing = 0.99577123= 1 
b,. = 0.00014288 E 0 

CURVA 

CURVA 
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RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

TUBO 
CANT. 	ADIC. 
DE ACTOUGINA 

CANT. 	RECUP. 
DE ACTODIGINA 

BNC 0.00 mg 0.000000 mg 

1-C 0.15 mg 0.150056 mg 
2-C 0.40 mg 0.396804 mg 
3-C 0.65 mg 0.6413776 mg 
4-C 0.90 mg 0.891686 mg 

CANT. ADIC. Vs CANT. RECUP. 

r. = 0.999913540 a 1 
liC* re. = 0.9999709e E 1 

ffic = 0.99207610 E 1 
b. = 0.00079244 E O 

COEFICIENTE DE VARIACION  

= 0.99999999 
r»  = 0.99999805 
r. = 0.99998548 

ir . 0.99999451 
Sr . 0.00000775 

CV , 0.00077 % 
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RESULTADOS 
	

CARACTERIZAC1ON DE LA ACTODIGINA 

PROMEDIO DEL PORCENTAJE DE RECOBRO 

TUBO PORCENTAJE ADICIONADO PORCENTAJE DE RECODR-01 

1-A 100 Y. 99.990 Y. 
1-D 100 Y. 99.599 Y. 
1-C 100 Y. 100.037 Y. 

2-A 100 Y. 99.991 Y. 
2-D 100 Y. 99.562 Y. 
2-C 100 Y. 99.201 Y. 

3-A 100 Y. 100.002 Y. 
3-B 100 Y. 99.702 Y. 
3-C 100 Y. 99.012 Y. 

4--A 100 Y. 99.999 Y. 
4-13 100 Y. 99.500 Y. 
4-C 100 Y. 99.076 Y. 

1 	

1 = 99.713 Y. 

ANALISIS DE 	CANT. ADIC. 	Vs 	CANT. RECUP. 

PARAMETROS EXPERIMENTALES PARAMETROS DE REFERENCIA 

m = 0.995953 m = 

15 = 0.000312 h = O 

r = 0.999995 r 	?_ 0.99 

;le = 0.9999139 r" l 0.90 

CV = 0.00077 Y. CV 1 2 Y. 

PR = 99.713 % PR = 90 - 102 % 

TABLA DE COTEJO DE PARAMETROS ESTADIST1COS 
EXPERIMENTALES Y DE REFERENCIA 

EN BASE A LOS RESULTADOS ANTERIORES, SE INFIERE DIJE 
EL METODO ES LINEAL. 
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[I CV = 0.6302 

TABLA GENERAL DE RESULTADOS EXPERIMENTALES 

RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

5.5.3.— EXACTITUD DEL METODO 

En base al análisis realizado para evaluar la exactitud 
del método, se obtuvieron los siguientes resultados: 

TUBO 
CANT. 	ADIC. 

Abs 556 nm 
CANT. 	RECUP. PORC. DE 

RECOBRO DE ACTODIGINA DE ACTODIGINA 

6 0.000 mg 0.000000 0.000000 mg 0.000 % 

1 0.002 mg 0.001542 0.001996 mg 99.906 % 
2 0.009 mg 0.006130 0.008997 mg 99.967 % 
3 0.019 mg 0.012673 0.018978 mg 99.686 % 
ti  0.985 mg 0.645608 0.984607 mg 99.949 Y. 
5 0.450 mg 0.294572 0.449009 mg 99.779 % 
6 0.727 mg 0.476327 0.726272 mg 99.699 Y. 
7 0.905 mg 0.600611 0.915065 mg 101.201 	% 
O 0.210 mg 0.137728 0.209747 mg 99.1379 % 
9 0.059 mg 0.038674 0.058947 mg 99.911 	% 
10 0.027 mg 0.017673 0.026606 mg 96.539 % 

ANALISIS DE 	CANT. ADIC. 	Vs 	CANT. RECUP. 

PARAMETROS EXPERIMENTALES PARAMETROS DE REFERENCIA 

CV = 
..._ 
PR = 

0.6302 % 

99.892 % 

CV 5 

PR = 

2 % 

98 — 102 % 

TABLA DE COTEJO DE PARAMETROS ESTADISTICOS 
EXPERIMENTALES Y DE REFERENCIA 

EN RASE A LOS RESULTADOS ANTERIORES, SE INFIERE QUE 
EL METODO ES EXACTO. 
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RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODIGINA 

5.5.4.- PRECISION DEL MEIODO 

En base al análisis efectuado, para evaluar la precisión 
del método, se obtuvieron los siguientes resultados: 

TUBO 
CANT. 	ADIC. 

Abs 556 nm 
CANT. 	RECUP. PORC. DE 

RECOBRO DE ACTODIGINA DE ACTODIGINA 

11 0.000 mg 0.000000 0.000000 mg 0.000 Y. 

1-A 0.027 mg 0.017092 0.029940 mg 99.777 Y. 
2-A 0.027 mg 0.017913 0.026972 mg 99.895 % 
3-A 0.027 mg 0.017921 0.026984 mg 99.941 Y. 
4-A 0.027 mg 0.017776 0.026763 mg 99.121 	Y. 
5-A 0.027 mg 0.017740 0.026708 mg 98.918 Y. 
6-A 0.027 mg 0.017941 0.027014 mg 100.054 X 

1-8 0.480 mg 0.313786 0.478320 mg 99.650 Y. 
2-11 0.480 mg 0.311660 0.475076 mg 98.974 Y. 
3-8 0.480 mg 0.313439 0.477790 mg 99.540 Y. 
4-8 0.480 mg 0.311770 0.475244 mg 99.009 Y. 
5-8 0.480 mg 0.312605 0.476518 mg 99.275 X 
6-8 0.480 mg 0.314884 0.479994 mg 99.990 Y. 

1-C 0.975 mg 0.638807 0.974132 mg 99.911 Y. 
2-C 0.975 mg 0.6329132 0.965246 mg 98.999 Y. 
3-C 0.975 mg 0.632990 0.96525(3 mg 99.001 Y. 
4-C 0.975 mg 0.635800 0.969636 mg 99.450 Y. 
5-C 0.975 mg 0.639412 0.975055 mg 100.006 % 
6-C 0.975 mg 0.638705 0.973976 mg 99.895 Y. 

CART. 	ADIC. Vs CANT. 	RECUP. 

CURVA A - CURVA O -I 
CV 	0.476 Y. 

 
Ppn = 99.614 Y. 
Spn = 0.4731153 

= 

Pe. 

CV 

= 99.408 Y. 
S PR = 0.397324 

= 0.399 Y. 

CURVA C 
P,., 	= 99.544 Y.  
Spn  = 0.463043 

1 
CV = 0.465 Y. rn = 99.522 Y. 

1;CV = 0.447 Y. 

magma TABLA GENERAL DE RESULTADOS EXPERIMENTALES 
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RESULTADOS 
	

CARACTERIZACION DE LA ACTODISINA 

ANALISIS DE 	CANT. ADIC. Vs 	CANT. RECUP. 

PARAMETROS EXPERIMENTALES PARAMETROS DE REVERENCIA 

CV = 0.447 % CV 	1.5 % 

PR = 99.522 % PR 	, 913 - 102 % 

TABLA DE COTEJO DE PARAMETROS ESTADISTICOS 
EXPERIMENTALES Y DE REFERENCIA 

111.91.ffl,  

 

EN BASE A LOS RESULTADOS ANTERIORES, SE INFIERE QUE 
EL METODO ES PRECISO. 
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D E 	Fi E 5 11 t. TADOS 

Antes que nada, e% necesario mencionar, que para efecto 

del estudio de caracterización de La Actodigina, el Instituto 

Nacional de Cardiología "Ignacio Chávez", de la Ciudad de 

México, solamente proporcionó noventa y ocho miligramos del 

digital y dos viales con 5 ml cada uno, tie una solución 

inyectable, con una concentración de 1 mg/m1 de Actodigina; por 

lo cual, sólo se procedió a realizar las pruebas de 

caracterización de mayor interés para el departamento de 

Farmacología de ésta institución. 	Cabe hacer notar, que 

antes de aplicar las pruebas correspondientes de caracterización 

a la Actodigina, todas ellas, se evaluaron concienzudamente 

con su análogo funcional, la Digitoxina, asi como con otros 

digit4licos o glucósidos cardiacos, tales como, Digoxina, 

Lanatósido-C y Bufalina entre otros- 	Así, una vez estudiadas 

perfectamente cada una de las pruebas a realizar, se procedió a 

la aplicación directa de éstas, sobre la Actodigina. 

Ahora bien, dado que noventa y ocho miligramos del fármaco 

como tal y 10 mg en disolución, son una cantidad pequeña, de la 

cual, no se puede desperdiciar ni una mínima fracción del 
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ANALISIS DE RESULTADOS 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODISINA 

producto, en primera instancia se avocó el estudio de 

caracterización a efectuar todas aquellas pruebas, en las 

cuales el glucósido cardiaco se pudiera recuperar, para ser 

reutilizado en análisis subsecuentes, empleando para todo 

ello, técnicas de microanálisis bien establecidas, reactivas 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 Farmacología del 

Instituto Nacional de Cardiología " Ignacio Chávez " de la 

Secretaria de Salubridad y Asistencia, otras, en el Laboratorio 

de Materias Primas y Síntesis de Medicamentos de la Facultad 

de Estudios Superiores Zaragoza y en el Departamento de 

Biaestructuras del Instituto de Química, estas dos últimas 

instituciones, pertenecientes a la Universidad Nacional Autónoma 

de México, en donde se tuvo un gran apoyo por parte de les 

investigadores para el diserlo y seguimiento de las pruebas 

de caracterización a la Actodigina, además de proporcionar los 

más modernos equipos para el óptimo desarrollo del estudio. 

Así pues, en primera instancia se desarrollaron las pruebas 

físicas de evaluación organoléptica, en donde se encontró que la 

Actodigina es un producto cristalino amorfo, de color blanco 

brillante, con características inodoras e insaboras. 



ANALISIS DE RESULTADOS 	 CARACTER1ZACION DE LA ACTODIGINA 

Posteriormente, se procedió a la evaluación de propiedades 

estructurales, recurriendo al análisis espectroscópico, para 

lo cual, sólo se determinaron aquellas pruebas en las que se 

pudiera obtener con certeza la composición y conformación de la 

molécula de Actodigina y, que además, se pudiera recuperar el 

producto; 	así, sólo se efectuó el espectro de ultravioleta, 

en donde se obtuvo la banda característica para los ylucasidos 

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

que realmente se tienen los grupos funcionales propuestos, lo 

cual se aunó a los estudios de cristalografia realizados en 1979 

por Dwight S. Fullerton ("'", ratificando así, que el producto 

corresponde al planteamiento de diseño molecular, mediante la 

conformación y distribución espacial de la estructura de la 

molécula de Actodigina, corroborando asi, que la sustancia 

caracterizada realmente es el producto esperado. 

Una vez verificada la conformación y la prespncia de 

ciertos grupos funcionales, se desarrolló un método de 

separación cromatográfica en capa fina, el cual permitiera 

separar perfectamente a la Actodigina de mezclas de sustancias 

análogas, tanto estructurales como biológicas, que resultan de 

evaluaciones farmacológicas; así mismo, se diseñó un sistema de 

revelado cromatográfico de grupos funcionales para dar 

seguimiento tanto a estudios de reactividad funcional como a 
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toda prueba relacionada en turno a este activo, en el cual se 

requería un análisis de esta índole. 

A continuación, se desarrollaron al activo, una serie de 

pruebas fisicaquímicas básicas, como índice de refracción, punto 

de fusión y solubilidad entre otras; pruebas que particularizan 

e identifican indirectamente a la Actodigina. 	Así mismo, dado 

que la Actodigina se genera bajo una síntesis de nueve 

intermediarios, se efectuó un análisis residual para evaluar 

principalmente, posibles residuos de bromo orgánico o bien 

elemental, provenientes de la introducción del grupo D-glucosa 

en el carbón-3 del anillo esteroidal, prueba que resultó 

negativa, lo cual implica que el último proceso de 

recristalización efectuado en la síntesis del activo, es el 

apropiado para eliminar posibles residuos contaminantes de este 

componente. Las pruebas de determinación de humedad, residuos y 

pérdida por ignición, así como pérdida por secado, generaron la 

información propicia para continuar estudios de reactividad, 

además de que dan la pauta para ser considerados como ensayos 

indirectos de identidad que son importantes de considerar en 

estudios posteriores de estabilidad o de otra índole. 

Dentro del análisis de reactividad funcional, esta resultó 

propicia como método de identificación directa y como 
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comprobación de la presencia de los grupos funcionales de la 

Actodigina, así pués, se verificó la existencia de un azúcar, un 

hidróxilo esteroidal, un grupo lactónico, un eter, y de la misma 

molécula de digital. 	Para los grupos metilo, ya que estos son 

sumamente estables, la evaluación de reactividad no se llevó a 

cabo, debido a que ello implicaría el manejo de reacciones 

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

Como medida rápida de identificación especifica para la 

Actodigina, se tuvó la formación de un complejo de fierro-111, 

el cual, al igual que con análogos estructurales, la Actodigina 

genera un color azul, pero de tonalidad muy diferente a estos, 

así mismo, la formación de un complejo de fósforo-V y rudamina 

base-S1, generó un color muy particular para este glucósido 

cardiaco de origen sintético. 

A parte de la caracterización física, química y 

fisicoquímica, se desarrolló un método espectrofotométrico para 

determinación cuantitativa de Actodigina para evaluación de 

estudios invitro; el método se desarrolló en base a la formación 

de complejos de fierro-111, ya que resultó ser la reacción cuya 

coloración fue la más estable y la más fácil de realizar 

entre las diversas evaluaciones de reactividad, tal método se 

selecionó y modificó bajo estudios de estabilidad física de la 
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reacción, considerando las pruebas de permanencia d color, 

efecto de disolución, efecto de luz y de aire, con lo cual, se 

estableció las condiciones de reacción pertinentes para poder 

desarrollar la estabilidad espectrofotométrica de la reacción, y 

para delimitar con ello, el preciso establecimiento de las 

condiciones de reacción. 	Una vez establecido el método, se 

procedió a la validación del mismo, para lo cual, dado que no 50 

contaba con gran cantidad de la Actodigina, sólo se evaluaron 

los parámentros mínimos para efecto de la validación, por lo 

cual, se consideró la linelidad del sistema y del método, la 

exactitud y precisión del mismo, de lo cual, tanto el sistema 

como el método fueron lineales, además de que el método 

resultó ser exacto y preciso. 	La selección del rango de 

concentración para la linealidad, se eligió en base a los 

requerimientos de evaluación invitro en el área farmacológica, 

la cual se puede redisenar a concentraciones más elevadaá. 

En si, con la caracterización básica efectuada a la 

Actodigina, se tiene en general, la verificación de que el 

producto es el propuesto bajo diseño molecular, y que posee 

características muy particulares que lo tipifican y enmarcan 

como glucósido cardiaco. 
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CONCLUS1 UNES 

En base a la recopilación bibliográfica efectuada, para 

desarrollo del estudio de caracterización de la Actodigina, se 

desarrollaron las pruebas básicas mínimas debido a la escasa 

muestra proporcionada (100 mg>, ya que para un estudio completo 

de esta índole se requería una muestra mayor. 	Así pués, 

el presente trabajo contiene tanto 	la 	definición 	de la 

conformación estructural de la molécula, así como los estudios 

espectroscópicos efectuados, de tal manera que el espectro de 

ultravioleta, manifestó que el producto en cuestión, 

corresponde a un glucósido cardiaco; el análisis infrarrojo, 

puso en evidencia a los grupos funcionales de éste, en tanto 

que la cristalografia, 	permitió conocer las distancias 

interatómicas, ángulos de torción y la conformación espacial, 

lo que facilita comprender el por qué de su disposición 

y efecto ante los receptores de la célula cardiaca. En 

base a ello, los estudios generados de diseAo cromatográfico 

en capa fina y la formación de Sustancias y complejos 

coloridos, en relación a la compoSición funcional de la 

Actodigina, resultan ser una herramienta fundamental en 

estudios posteriores, en los que se desee rastrear o verificar 

loo 



CONCLUSIONES 	 CARACTERIZACION DE LA ACTODISINA 

tanto la presencia como la degradación química o biológica de 

este glucósido. 

Por otra parte, las pruebas de organolépsia, como lo son 

apariencia, color, olor y sabor, resultan ser parámetros básicos 

muy peculiares que tipifican físicamente al activo. 

La evaluación de pruebas fisicoquímicas como punto de 

fusión, solubilidad, pH e índice de refracción entre otras, son 

factores que aportan un enriquecimiento al contexto científico, 

agilizando toda investigación en relación a éste compuesto; a 

mismo, contribuye a tal fin, tanto los estudios generados de 

reactividad funcional como los de diseno e implementarán de 

un método de cuantificación espectrofotométrica, además del 

análisis residual efectuado, con lo cual, todo ello, genera una 

caracteistica en extremo particular para el producto, dando por 

hecho el establecimiento de las bases fundamentales para nuevos 

campos de aplicación directa de la Actodigina. 
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ANEXO (02) 

ESPECTRO DE ULTRAVIOLETA 

ESF'ECIRO IJE LA ACK:1(18.W EN LA REGION ULTRAVIOLETA 

1.4 

1.2 

1 

Aln (18 
0.6 

(14 

(12 

0 -4-4 -1-4-4-4-1-4-4-4 	14 4 I 	.4-+4+1 -i  

21 21 22 23 24 25 2) 27 23 23 33 31 32 33 34 35 33 37 33 39 43 41 

Long. de (»la X 10 (twn ) 

RESULTADOS SECC. 2.2. / ESPECTRO DE ULTRAVIOLETA 
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1455 
•••\: 15 

1454 	O 

1544 

ACTODIGINA 

OH 

ANEXO ( 03 ) 

CRISTALOGRAFIA POR DIFRACCION DE RAYOS X 

DISTANCIAS INTERATOMICAS ( Á ) 

OH 
Futede iornade de • A CNNelloguphlr, Centonnallunal En« gy, and 	titud> 

Ad•ftin 	} and b" 	.; hdledon. D. 54 Yeehloks, Id. N 1111 
Alokadar Nolonardlegy, 1141AI:1910, 

RESULTADOS SECC. 	CRISTALOGRAFIA POR DIFRACCION DE RAYOS X 
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OH 

ANEXO ( 04 ) 

CRISTALOGRAFIA POR DIFRACCION DE RAYOS X 

ANGULOS DE TORCION ESPACIAL ( GRADOS ) 

OH 
• l'urnle Manada da ` A Cayalallectrphlt,Coodwnhattemal Enea Ky, and 111elogleal $tudy 

of Adodlen( AY-11,141) and ha Calvin •; fullMnn, U.U. 	Voth14», K. el al 
Moltrular Phormarolon, 17:15.51:191U.  

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

CRISTALOGRAFIA POR DIFRACCION DE RAYOS X 

CONFORMACION ESPACIAL 

ACTODIGINA 

O : OXIGENO 	O : CARBONO 	o : HIDROGENO 

• Fume. %culta k• A Ityfidlogrzytdr, roddndnond kaerp, .Rd 111.1.0d 5.d7 
d Adellitn (AY.11,1411) gni Ilo Genith.; Fulkdon, D.S.; YedvIda, K. N dl; 
Aialecular Narrnocalogy, 	43-51.19b0 

RESULTADOS SECC. 2.4. / CRISTALOGRAFIA POR DIFRACCION DE RAYOS X 
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OH 

1) Hasq 
2) Alp, 

3) NH4OH 

110 
CH.)  

C14, 

COMPLEJO DE AI* 3  

AZUL-VERDOSO 
40 ==. S == O 

1  

3A 1 

O 

O s 

C1.11111.1~ A 

ANEXO ( 06 ) 

SISTEMA REVELADOR DE ANILLO ESTEROIDAL 

METODO 1 

RESULTADOS SECC. 3.1 2. l SISTEMA REVELADOR DE ANILLO ESTEROIDAL 
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HO 
CH3  

O 

ANEXO ( 07 ) 

SISTEMA REVELADOR DE ANILLO ESTEROIDAL 

METODO II 

113PO4  / CH3011 

A O 

COMPUESTO AMARILLO 

p 

Hl  OH 

RESULTADOS SECO. 3.1.2. / SISTEMA REVELADOR DE ANILLO ESTEROIDAL 
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OH 

o 
AC TODIGINA 

OH 

2) 11202  / A ( 120 - 125°C ) 

1) CCI,COOH / CHCI, 	 o 

C 

ANEXO ( 08 ) 

SISTEMA REVELADOR DE ANILLO ESFEROIDAL 

wr(JDt) 111 

COMPUESTO DE COLOR AMARILLO 
EMITE FLOORUCENLIA AMARILLO-VERDOSO 

RESULTADOS SECC. 3.1.2. / SISTEMA REVELADOR DE ANILLO ESTEROIDAL 



HO 	N112  

110 
-0 

OH 

HO 
OH 

ANEXO (09 ) 

SISTEMA REVELADOR DE D-GLUCOSA 

ACTODIGINA 

H3P 04  

HO 

COMPUESTO CAFE 

R : ANILLO ESTEROIDAL CON LACTONA EN CARBON 17 

RESULTADOS SECC. 3.1.3 / SISTEMA REVELADOR DE D.GLUCOSA 
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NH2  

ACTODIGINA 

H 

HO 
OH 

ANEXO ( 10 ) 

SISTEMA REVELADOR DE D-GLUCOSA 

METODO II 

Hp93  A 85 °C 

  

OH 

HO 

COMPUESTO CAFE-GRISASE0 

R : ANILLO ESTEROIDAL CON LACTONA EN CARBON 17 

RESULTADOS SECC. 3.1.3. / SISTEMA REVELADOR DE D-GLUCOSA 
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HO 

OH 

CHA  

ACTODIGINA 

OH 

O 	O • K Holm -0 
N 

, O 
C,1  < 011 ...... 

ANEXO ( 11 ) 

SISTEMA REVELADOR DE GLUCOSIDO CARDIACO 

METODO I 

OH 
	

COMPLEJO AZUL-VIOLETA 

RESULTADOS SECC. 3,1.4 / SIST. REVELADOR DE GLUCOSIDO CARDIACO 
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HO 

Ji 

COMPLEJO ROJO-NARANJA 

O 

CH 

C-- N/ 

L3  

ACTODIGINA 
NO2  

--o 

2) Na2CO3  L\ 95 °C 

3) H2NaP 04  

OH 

HO 

H 

DMF - H20 

N 	 C 	0 tNa 

II 
o 

ANEXO ( 12 ) 

SISTEMA REVELADOR DE GLUCOSIDO CARDIACO 

METOI)O 11 

RESULTADOS SECO. 3.1.4. / sisT. REVELADOR DE GLUCOSIDO CARDIACO 
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ACTODIGINA 

NO, NO2  

COMPLEJO AZUL 

ANEXO ( 13 ) 

SISTEMA REVELADOR DE GLUCOSIDO CARDIACO 

METODO 111 

OH 

( t /O1) 0,„d-at«),   

2)KOH / CH3OH 

RESULTADOS SECC. 3.1 4. / S1ST. REVELADOR DE GLUCOSIDO CARDIACO 
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ACTODIGINA 

OH 

COMPLEJO PURPURA 

1) NH2OH 1 OH 

2) FeCI3 	H 4  

CH3  

OH 

HC) 

Fe
3+  

o 

li 

CH3 

O 

ANEXO ( 14 ) 

SISTEMA REVELADOR DE LACTONA 

METODO 1 

RESUIJADOS SECC. 3.1.5. / SISTEMA REVELADOR DE LAGFONA 
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ACTODIGINA 

ANEXO ( 15 ) 

REACI'IVIDAD FUNCIONAL / GLUCOSIDO CARDIACO 

METODO I 

OH 

1) Cli,C001) 

2) FeCI, 

3) 117SQ 

Fe +3  

COMPLEJO AZUL 

RESULTADOS SECC. 4.2.1. / REAC. FUN. / GLUCOSIDO CARDIACO 
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HO- Cu 

2 HP-0)-(01 -NII2  

HO 

ACTODIGINA 

1) ETER ETILICO 

2) 1120, , 6 230 ''C 

3) Cu'' 	p 230 ''C 

OH 

ANEXO ( 16 ) 

REACTIVIDAD FUNCIONAL / E'FER 

METODO I 

CH 

A 230 'C 

HN=( 

AZUL DE OENCD)NA 

RESULTADOS SECC. 4.22. / REACTIVIDAD FUNCIONAL / ETER 
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HO 

HO 

N=N+ 

ANEXO ( 17 ) 

REACTIV1DAD FUNCIONAL / D-GLUCOSA 

METODO 

ACTOPIGINA 

OH 

ey N-N 

N-NH 

COMPUESTO ROJO 

R : ANILLO ESTEROIDAL CON LACTONA EN CARBON 17 

RESULTADOS SECC. 4.2.3 / REACTivIDAD FUNCIONAL / D-GLUCOSA 

1120 
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HO 

HO 

OH 

OH 

ANEXO ( 18 ) 

REACTIV1DAD FUNCIONAL, / D-GLUCOSA 

METODO II 

ACTODIGINA 

1) H2SO4  A 2) H20 

  

O 

BENZONAFIENODIONA 

R : ANILLO ESTEROIDAL CON LACTONA EN CARBON 17 

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

REACTIV1DAD FUNCIONAL / D-GLUCOSA 

METODO Hl 

ACTODIGINA 

R 

NH2  

H PO 
3 	4 A 85 °C 

  

OH 

(0--N ./"../  
_ 	 =N-- O 

HO 

COMPUESTO CAFE-GRISASEO 

R : ANILLO ESTEROIDAI_ CON LACTONA EN CARBON 17 

RESULTADOS SECC. 4.2 1 / 1211.,:AC1'IVIDAD FUNCIONAL! D- GLUCOSA 
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ANEXO ( 20 ) 

REACTIVIDAD FUNCIONAL / ilinizoxwo EsTERomm, 

METO DO 1 

1) N,NROS2  

2) CH3COOH / tis 80 °C 

3) AlC13  / H,sq.  

OH 

0=S =0 	 0= S ==.0 

CH3  CH3  

AI 	
COMPLEJO DE A13' 

ESCARLATA 

RESULTADOS SECC. 4.2.4. / REAC. FUN. i HIDROXI.L0 FSTEROIDAL 
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ACTODIGINA 

NO 
O 

OH 

HO - 

OH 

COMPLEJO PURPURA 

ANEXO ( 21 ) 

RFACTIVIDAD FUNCIONAL / LACTONA 

METODO 1 

REsuurADos SECC. 4.2.5. / REACTIVIDAD FUNCIONAL / LACTONA 
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ACTODIGINA 

OH 

HO 

ANEXO ( 22 ) 

FORMACION DE COMPLEJOS / COMPLEJO DE FIERRO III 

METODO 1 

OH 

2) FeCl, 

3) HiSq 

Fe 43  

COMPLEJO AZUL 

He(
'  

/
OH 

S 
O 

CH 3 	 1 

CH
..,''''  V"\---  - 	1s 

j  \ 	 1 
-1. 

ti  

O 	O 	

„ ,,,,, Fe  +3 

1 I 
111 i 

L 
CH3 

Fe 4 3  

RusuurApos SIX:ClON 4.3,1. / COMPLEJO DE FIERRO 111 

2(1.3 



ANEXO ( 23 

FORMACION DE COMPLEJOS / COMPLEJO DE FOSFORO V - RES 1 

METODO 1 

ACTODIGINA 

HO 

HO 

OH 

OH 

1) Hpq 

2) ROS1 

3) PCI5  

CH -- CH
2 

OH 

 
S 

S 

CH3 \ 

N 

Cli 
3
j 

COMPLEJO ROJO CEREZA 

RESULTADOS SECCION 4.3,2. / COMPLEJO DE FOSFORO V - RhS 
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ANEXO ( 24 ) 

REACCION DE COLOR 

1) CHFOOH 

2) FeCI3  

3) HiSC) 

COMPLEJO AZUL 

4.3 

RESULTADOS SECCION 5.1. / REACCION DE COLOR 
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0.7 

0.6 

0.6 

0.4 

0.3 
Abs 

0.2 

0.1 

4T+14141-041~-14-11+14+43431304+4+MIIITH-14-1141i4+11THiflii+THifITHRI144ll 

17 19 ► 23 25 27 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 54 55 59 63 68 72 76 80 84 011 93 97 

ANEXO ( 25 ) 

DETECCION DE LA LONGITUD DE ONDA DE MAXIMA Al3SORCION 
PARA LA REACCION COMPLEJOMETRICA DE LA ACTODIGINA Y 

FIERRO-II I 

DETECCION DE LA LONGITUD DE ONDA DE MAXIMA ABSORCION PARA LA REACCION 
COMPLEJOMETRICA DE LA ACTODIGINA Y FIERRO-III 

Long. de onda X 10 (nni ) 

AI3SORCION MÁXIMA - 556 nrn 

RESULTADOS SECO, 5,3. / DETEC. DE LONG. DE ONDA DE MAX. ABSORCION 
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0.7 

0.6 I 

0.5 - 

0,4 - 
Abs 

0.3 - 

0.2 - 

0 	1 1 1-1-1-1-1-H-1-4-4-4-4 

2 6 10 14 10 22 26 30 

0.1 - 

ANEXO ( 26 ) 

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

ESTABILIDAD ESPECTROPOTOMETRICA DE LA REACCION COMPLEJOMETRICA DE LA 
ACTODIGINA Y FIERRO4II 

4-4-H-4 4-1-1-1 
34 	38 

4-4 

42 

1 	1 
46 

1 	1 

50 

1 	1 

54 58 	62 
1-4-1-4-4-4-1-1-4-4-4-4-4-1-4-1-4-4 
66 	70 	74 	78 	82 	66 	90 	94 	90 

Tiempo de exposición (mili I 

TIEMPO DE ESTABILIDAD MÁXIMA A 556 mn 39.74 mili 

RESULTADOS SECC. 5.4, / ESTAD, ESPECTROFOTOMETRICA DE LA REACCION 

207 



PROPUESTAS 

Dado que el Instituto Nacional de Cardiología "Ignacio 

Chávez" de la Secretaria de Salubridad y Asistencia, no posee 

una cantidad relativamente sustanciosa de Actodigina (AY-22,241) 

para completar la caracterización, debido a que Karel Wiesner 

del Centro de Investigación de Productos Naturales de la 

Universidad de New Brunswick, en Brunswick Canadá, no 

proporcionó a Cardiología la cantidad suficiente del fármaco,-

para efectuar toda una serie de estudios y evaluaciones en torno 

al AY-22,241; por tal motivo, se propone llevar a cabo la 

síntesis del activo a nivel de investigación en la Ciudad de 

México, para concluir la caracterización del mismo, tanto en el 

área farmacológica como en la toxicológica, considerando en esta 

última, el análisis de fijación a proteínas ( albúmina y 

globulinas ), para evaluar el por qué de la rapidez en la 

reversibilidad de efectos tóxicos, lo cual difiere en extremo de 

su análogo Digitoxina y de otros glucósidos de su género, tanto 

naturales como semisintéticos y sintéticos, para así conocer más 

a fondo a éste glucósido que es de sumo interés en Cardiología 

Por otra parte, cal método de cuantificación 

espectrofotométrica fue disertado para estudios invitro, como 

lo es el trabajar en corazón aislado sin afluente de sangre y 
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-- 

con irrigación irrigación electrolitica isotónica, por lo que se propone 

realizar un ajuste del mismo a estudios in vivo, considerando 

que algunos componentes de la sangre pueden interferir en la 

reacción, como lo son las proteínas, que pueden acomplejarse 

fácilmente con fierro-111 en medio ácido, generando coloraciones 

que van del púrpura al morado ( en diferente grado ), de tal 

suerte que es aconsejable tratar de eliminar tal efecto mediante 

la precipitación de las mismas, seleccionando el agente 

precipitador más adecuado, para evitar un arrastre o secuestro 

del fármaco de interés en la sedimentación proteica. 	Por lo 

tanto, si ésta propuesta se lleva a cabo, será necesario 

validarla bajo otros parámetros, ya que la selección estadítica 

efectuada al método invitra, no es aplicable a un método invivo, 

por lo que deben agregarse la especificidad, eficiencia, 

eficacia y tolerancia entre otros, 	para así validar 

perfectamente el planteamiento experimental que se proponga. 

Asi mismo, para completar el análisis espectroscópica, se 

sugiere realizar las espectros de masas y resonancia magnética 

nuclear; claro está, que esto será posible cuando se cuente con 

una cantidad suficiente de Actodigina, lo cual facilitará la 

ampliación de los estudios de caracterización efectuados hasta 

este momento, así como toda investigación realizada en torno al 

AY-22,241. 
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