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ABREVIATURAS

Cd Cadmio

Pb Plomo

FEUM Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
FHEUM Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos
UspP United States Pharmacopeia

OmMS Organizacion Mundial de la Salud

cm Centimetros

msnm Metros sobre el nivel del mar

PNO Procedimiento Normalizado de Operaciones
Ppm Partes por millén

g Gramos

mg Miligramos

ng Microgramos

mL Mililitros

nm Nandmetros

Ccv Coeficiente de variacion

m Pendiente

b Ordenada al origen

r Coeficiente de correlacion

IS Coeficiente de determinacion

L.D. Limite de Deteccion

L.C. Limite de Cuantificacion

p-d Mayor o igual a

= Menor o igual a
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INTRODUCCION

En nuestro pals la informacién acerca de que algunas plantas pueden ser
utilizadas para recuperar o mantener la salud ha pasado de generacion en
generacién hasta nuestros dias; e incluso en ciertas regiones es.la unica forma en
que las personas curan sus enfermedades o padecimientos (Estrada, E. 1 995)._

Sin embargo.“ dvebido‘ al
desencadenado al,

‘lo:c

eslabén de Ias [ adenas tréﬁcas en los ecosistemas;
contra la’ salud.humana por ‘acumulaciéon de metales S cosie

o5 seres’ QiVos
(Barcelo, J.'y Poschenrxeder, Ch. 1989). i

Para los laboratorlos farmacéuticos son de gran reIevancxa los datos provementes
de los’ Procedlmlentos de Aseguramiento. de Calldad en ‘donde. se desarrollan
Sistemas de Calldad. Dichos Sistemas dan respuesta a la gran. demanda de
calidad en las actividades y productos desarrollados por cada compaiiia e incluyen
la validacion de los métodos analiticos. .

Existe un gran numero de laboratorios (Schwabe, Promeco, Medix, Galderma,
Dermaclin y Allen principalmente) que preparan productos a base de extractos

riant d 4
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vegetales (Ginkgo Biloba, Kava-Kava, Aloe Vera, Belladona Atropa y Cynara

scolymys entre otros) .

Actualmente la Secretaria de Salud a través de la Comisidon Permanente de la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) han hecho posible la
publicacion de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos 2001
(FHEUM) en donde se establecen los métodos generales de analisis y requisitos
sobre la identidad, pureza y calidad que garanticen que las plantas son seguras,
para lo cual, es necesario que los métbdps analiticos se 'encuentren validados.

En el presente trabajo, de acuerdo al Método mod|f'cado del MGA - FH 0160
Arsénico y Metales pesados establec:do en la’ FHEUM se realizaron las Pruebas

de Desempeno para la Cuanhfcacnén de Cd y Pb en plantas medicinales asi como

la cuantificacion de dichos metales en Valenana. Gordolobo. Toronjil vy Arnica

(debido a que éstas son las de alto: consumo entre la poblacién) para fnalmente‘

\

presentar los resultados obtenidos a la Cornlslén Permanente de la FEUM para su;‘

consideraciéon en forma de Procedimientd'Ndrmélizado de Operacién (PNO), es
decir en un documento que contiene’ias', instrucciones necesarias para llevar
acabo de manera reproducible una operacién (NOM-059-SSA1-1993).
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MARCO TEORICO

1. PLANTAS MEDICINALES

1.1. ANTECEDENTES HISTORICOS

€l hombre ha hecho uso de los productos de la naturaleza desde tiempos
inmemoriales, no solo para satisfacer su hambre, sino también con el fin de sanar
sus enfermedades. En Irak se han encontrado restos arqueoldgicos que
evidencian que el hombre de Neanderthal ya utilizaba plantas medicinales. En
América, los hallazgos son mas recientes pero también indican que su uso es tan
antiguo como el propio ser humano. En Coahuila se han encontrado restos de
plantas utilizadas con fines médicos en lugares donde el hombre vivid hace 8000
afios mientras que en Peru se hallaron sacos para coca de hace 5000 afos.

Los primeros documentos escritos en la historia de la humanidad que datan de
hace 6000 afos incluyen descripciones de plantas medicinales. A través del
codigo de Hammurabi, valioso documento histérico de 4000 afios de antiguedad,
se tiene conocimiento de las plantas utilizadas por los babildnicos para sanar sus
enfermedades. El interés de las viejas civilizaciones de los Valles dei Tigris y
Eufrates por trasmitir las virtudes curativas del mundo vegetal, cristalizaron en la
civilizacion egipcia. El papiro de Ebers, escrito 2400 afios A. de C, por la cultura
egipcia, describe una larga lista de remedios a base de plantas y es considerado
como el primer documento sobre fitoterapia (Enciclopedia de Plantas Medicinales
de Meéxico, 1995).

TESIS CON ¢
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En Meéxico, esta historia es milenaria y se remonta a los tiempos en que
dominaban los grupos humanos, que organizados en bandas ndmadas o
seminomadas recorrian el territorio buscando cobijo temporal! en cuevas y
sustento en la practica de la caza, la pesca y la recoleccién de plantas silvestres.

Estos grupos, grandes conocedores de las posibilidades alimenticias vy
propiedades curativas de la flora silvestre, heredaron toda su sabiduria a los
pueblos agricolas, origen de las diversas culturas del Meéxico antiguo. Las
sociedades prehispanicas creadoras de grandes ciudades. centros ceremoniales,
una organizacidén social y una religion complejas desarrollaron una tecnologia
capaz de lograr la supervivencia y el crecimiento de la poblacion. EI
aprovechamiento de los recursos naturales - vegetales, animales y minerales -,
para la salud incluia, ademas de tratamientos curativos, practicas de higiene,
cuidados y embellecimiento del cuerpo humano.

Por otra parte, la medicina prehispanica estuvo intimamente vinculada a la religién
y a la magia, de manera que los pueblos mesoameéricanos asociaron e
identificaron cualidades y poderes de plantas, animales y elementos de la

naturaleza a los de sus divinidades.

A mediados dei siglo XVII comenzaron a escribirse, en la peninsula de Yucatan,
los manuscritos mayas que contenian gran cantidad de recetarios sobre las
plantas medicinales en donde se incluia nombre, accidn terapéutica, forma de
preparaciéon y dosis. La primer investigacion sobre medicina indigena la hizo el
también meédico indigena Martin de la Cruz, en el Colegio de Santa Cruz de
Tlaltelolco. Su obra fue publicada en 1552 y es conocida como el Cdodice de la
Cruz-Badiano debido a que Juan Badiano realizdé la traduccién del documento al
latin (De la Cruz, J. 1991).
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A la Nueva Espafia vino Francisco Hernandez, médico personal de Felipe Il, con el
cargo real de estudiar la medicina indigena y entre 1550 y 1587 se publicé el
resultado de su trabajo bajo el titulo Historia General de las Cosas de la Nueva
Espafia. Dicha informacion contiene las caracteristicas de la planta desde el lugar
donde nace, clima y forma de cultivo, hasta la indicacidn de la dosis terapéutica,

forma de empleo y vias de administracion.

Para satisfacer las necesidades basicas de salud, las comunidades de todo el
mundo han utilizado tradicionalmente las plantas medicinales, acumulando
conocimientos y practicas ancestrales de seleccidn, manejo y conservacion que se
han trasmitido de una generacién a otra. Esta informacion etnobotanica y
etnomédica ha sido valiosa para el descubrimiento de algunos principios activos
que han sido utilizados en la fabricacion de medicamentos (Schauenberg, P. y
Paris, F. 1980).

1.2. DEFINICION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera como planta medicinal todo
vegetal que contiene, en uno o mas de sus organos, sustancias que pueden ser
usadas con finalidades terapéuticas o que son precursores en la sintesis quimica

farmaceéutica.

1.3. PREPARADOS BOTANICOS

En el campo se recogen las plantas cuando el contenido de principio activo esta
en su punto optimo. Se elige un dia soleado para facilitar el secado, pues debe
realizarse a una temperatura de 40-60°C.
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Para no tener dificuitad en la conservacidon de las plantas, solo se cosecha la
cantidad tratada inmediatamente, y se conservan los principios activos en forma
de tintura, extracto fluido o seco (Schauenberg, P. y Paris, F. 1980).

Dependiendo del tipo de planta asi como de  la parte que se utilizara sera el
momento de la recoleccidén y el tipo de secado que sea necesario.

Las flores deben recogerse recién abiertas, antes de que los insectos las hayan
invadido y secarilas rapidamente sobre un papel limpio. Las hojas se recogen
antes y durante la floracién; luego para secarlas, se cuelgan las mayores (tabaco
y nogal) y se extienden las pequefias sobre papel. Las plantas enteras deben
limpiarse de tierra y despojarlas de hojas marchitas. Los frutos requieren de un
secado con horno. La corteza y la raiz debe ser limpiada de tierra y después
troceadas.

Para utilizar las plantas medicinales deben emplearse diferentes técnicas de
preparacion como tisanas, extracto e incluso en algunos casos se tritura en un
mortero y el polvo se toma directamente (Schauenberg, P. y Paris, F. 1980).

e TINTURAS Y EXTRACTOS. Se obtienen por la accién de un disolvente
normalmente etanol en diferentes concentraciones sobre el material vegetal
seco. Dependiendo de la concentracion de material activo y su contenido
alcohdlico, se administran generalmente diluidos en agua u otros vehiculos.
Extractos fluidos. Preparaciones liquidas de drogas vegetales que contienen
alcohol como disolvente o como conservador o ambos. Cada mililitro contiene
las sustancias extraibles de 1,0 g de la droga estandar utilizada.

Extractos blandos. Preparaciones de consistencia viscosa con contenido de

agua que fluctia entre 20 por ciento y 40 por ciento.
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Extractos secos. Preparaciones que generalmente contienen no mas de 8 por
ciento de agua.

TISANAS. Preparaciones acuosas de drogas vegetales, enteras o en partes,
convenientemente divididas o trituradas para que el agua las penetre mas
facilmente. Las tisanas se obtienen mas facilmente por maceracion, decoccién
o infusion.

Maceracién: Es una extraccion acuosa realizada a temperatura ambiente.

Decoccitn: Consiste en hacer hervir las plantas con agua durante 20 minutos.

Infusién: Se vierté el égua hirviendo sobre las plantas y se deja en reposo de 5
a 15 minutos y luego se filtra.

TRITURADOS. '‘Se 6btienen por fragmentacién o troceado de plantas y se
utilizan para tisanas, para encapsulacién y para compresidén (Farmacopea
Herbolaria de las Estados Unidos Mexicanos, 2001).

CATAPLASMAS. Las plantas o raices secas son trituradas con un mortero y se
mezclan con agua y una cantidad suficiente de harina para que todo el
preparado pueda cubrir la superficie del cuerpo afectada. El preparado debe
calentarse a fuego lento sin dejar de mover, hasta que se espese. La pasta
obtenida se envuelve en un pafo que se aplica sobre el paciente.

MACERACION. Es adecuada para las plantas cuyas esencias sean sensibles
al calor o contengan gran cantidad de aceites esenciales volatiles. Consiste en
sumergir un pufiado de hierbas secas en agua fria durante doce horas y
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finalmente se calienta ligeramente (Enciclopedia de Plantas Medicinales de
Meéxico.1995).

1.4. PLANTAS MEDICINALES EMPLEADAS EN EL ESTUDIO

1.4.1. ARNICA MEXICANA, FLOR
Heterotheca inuloides Cass.
Familia Asteraceae.

Principalmente se utilizan las flores, aunque también en menor proporcion las
hojas y el tallo de Heterotheca inuioides Cass. La planta crece hasta 1 m de altura
con tallos erectos, estriados; hojas ligeramente alargadas; flores amarillas sin
pétalos y los frutos ataviados de polos duros. El arnica mexicana posee olor débil

y sabor amargo (Argueta, A., et al. 1994)

1.4.1.1. ETNOBOTANICA

Son diversos los padecimientos sobre los que se aplican, por ejemplo para
reumatismo y mareos. Se prepara la planta en coccién y se bebe como agua de
uso. Para eliminar granos se lava la parte afectada con esta coccidén. Cuando se
utiliza como analgésico se macera y se aplica localmente en el lugar del dolor.

El uso prolongado sobre piel dafiada por ejemplo en caso de heridas abiertas o
ulceras de piernas, produce con frecuencia dermatitis edematosa. La flor de arnica
en pomadas, infusiones o fomentos es utilizada por su accion antiinflamatoria,
analgésica y antiséptica (Garcia, R. 1995; Canigueral, S., et al. 1998).

TESIE MNN
FALLA DE uniGEN
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1.4.1.2. QUIMICA
Tanto en las ramas como en la raiz se han identificado los principios activos

constituidos fundamentalmente por los ésteres de la helenalina vy
dihidrohelenalina, de los cuales se ha demostrado accidon antimicrobiana,

antiinflamatoria y antirreumatica (Argueta, A., et al. 1994).

FIGURA 1. Arnica mexicana, flor.
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FIGURA 2 . Hojas de la flor de arnica

1.4.2. GORDOLOBO MEXICANO, FLOR
Gnaphalium semiamplexiacaule DC.
Familia Asteraceae.

Consiste de las flores de varias especies del género Gnaphalium familia
Asteraceae. Entre aigunas de las especies estan G. semiamplexicaule DC, G
oxyphyllum DC, G. Conoideum HBK y G. viscosum HBK. La planta mide de 40 cm
a 1.5 m de altura con tallos aterciopelados, de color blanquecino. Las hojas son
mas largas que anchas pero pequefias, un poco velludas. Las flores son
amarillentas o blanquecinas y estas reunidas en cabezuelas que se ven plateadas
{(Argueta, A_, et al. 1994).

El gordolobo es originario de Meéxico, habita en clima templado entre los 2000 y
3000 msnm (metros sobre el nivel del mar). Asociada a vegetacion de pastizal,

J‘.fau,b CQT
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bosque de encino, de pino y mixto de pino-encino (Argueta, A., et al . 1994;
Garcia, R. 1995).

1.4.2.1. ETNOBOTANICA

El uso medicinal de! gordolobo abarca diversas afecciones respiratorias como
resfriado, tosferina, bronquitis y tuberculosis debido a su efecto expectorante que
probablemente se deba a la irritacidbn que provocan las saponinas en las
terminaciones nerviosas del aparato digestivo; la estimulacién de estos nervios de
la pared intestinal ocasiona el reflejo de [a tos.

Se ocupa como remedio el cocimiento de las hojas, administrando por via oral o
en bafnos para quitar la tos, o las hojas soasadas y colocadas a manera de
cataplasma en caso de bronquitis. En desdrdenes ginecoldégicos como hemorragia
vaginal, se emplea la planta en coccidn, administrada por via oral y para las
mujeres después del parto se aconseja la infusién de gordolobo con mirto.

Se le emplea también en trastormos del aparato digestivo como disenteria, dolor
de estomago, Ulceras y afecciones del higado. Externamente baja las erupciones
de piel, disminuye el dolor en caso de hemorroides, Ulceras y llagas.

1.4.2.2. QuUiMICA

De las hojas se han aislado los alcaloides de isoquinolina, columbamina,
mucilagos, saponinas y flavonoides (Argueta, A., et al. 1994).

TESIS oW
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FIGURA 3. Gordolobo mexicano, flor.

1.4.3. TORONJIL MORADO MEXICANO, HOJAS Y FLOR
Agastache mexicana (Kunth) Lint et Epling.
Familia Lamiaceae.

Planta de 40 a 60 cm, aunque en algunos casos se describe hasta de 1,5 m de
altura. Sus tallos son cuadrados, las hojas tienen forma de lanza y en su parte
inferior son mas anchas que en la superior, los bordes de las hojas son dentados y
con pelos en el envés. Tienen flores con forma tubular, de color rojo vivo o rojo
morado y sus frutos son color café. Posee un aroma débil a limén y su sabor es

oo AP 15
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agradable. El toronjil es utilizado como antiespasmodico y sedante (Argueta, A., et
al . 1994; Garcia, R. 1995).

1.4.3.1. ETNOBOTANICA

En la medicina tradicional, el uso mas frecuente de esta planta es para el
“espanto”. El “espanto” se caracteriza por pérdida del apetito, suefio, cansancio y
miedo. Para su tratamiento se emplea el cocimiento de esta planta junto con flores
de cempasuchil maceradas en agua o alcohol. Dicha solucidn se utiliza para
bafiar al enfermo o basta con tomarla en forma de té por las mafanas.

En el tratamiento de enfermedades de los nervios y el susto que se adquiere por
recibir impresiones fuertes; la planta se prepara combinada con canela
(Cinnamomurm zeylanicum) y tita (Tila mexicana).

El cocimiento administrado por via oral, se recomienda en diversos padecimientos
principaimente en problemas gastricos como dolor de estémago, cdlico, dolor
intestinal y para la digestion. También se usa en alteraciones cardiovasculares
como dolor de corazén y cuando se tapan las venas (Argueta, A., et al.1994).

1.4.3.2. QUIMICA.

El toronjil contiene del 0,02 al 0,2 % de aceites esenciales cuyos principales
componentes son aldehidos monoterpénicos entre los que se encuentran:
citronelal, citrales a y b, germacreno D y (- cariofileno.

TESIS CON
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FIGURA 4. Toronjil morado.

1.4.4. VALERIANA MEXICANA, RAJZ
Valeriana edulis ssp. Procera Meyer.
Familia Valerianaceae.

La raiz de valeriana mexicana proviene de la planta llamada Valeriana edulis ssp.
Procera Meyer conocida también como Valeriana del pais o hierba de gato. La
planta puede medir de 40 cm a 1 m de altura; esta formada de hojas sin division o
divididas por una punta mas alta, ramas delgadas, corola de flor en forma de
trompeta y los frutos son muy pequenos (Argueta, A., et al. 1994).

TESIS COM 17
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1.4.4.1. ETNOBOTANICA

Para utilizar la valeriana contra el dolor de pecho o espalda, las hojas, la raiz o
ambas partes de la planta se curten en alcohol durante ocho dias, al término de
ese tiempo se frota con el alcohol la parte afectada.

Tiene efectos tranquilizantes sobre el sistema nervioso central, es
antiespasmodica y a bajas dosis disminuye la presion- arterial. A altas dosis Ila
sube y es tonificante en casos de cansancio extremo pudiendo anular e! suefio
(Pérez, A. 1990). :

Generalmente es utilizada como sedante en casos de epilepsia y alteraciones
nerviosas (Garcia, R.1995; Caiiigueral, S., et al.:-1998).

1.4.4.2. QUIMICA.

De la raiz de Valeriana edulis se extrae un aceite esencial en el que se han
identificado los monoterpenos butirato e isobutirato de geraniol y el compuesto
fenilico acido anisico. Otros componentes que se han identificado en la raiz
incluyen los monoterpenos acetil valtrato, dihidro-valtrato, valeranona, valepotria-
tidrinas 3,7 y 8, valtrato, isovaltrato y sus derivados clorhidricos y valerol-oxi-
hidrinico (Argueta, A., et al.1994).

1.4.4.3. FARMACOLOGIA.

Se ha demostrado su actividad hipoglicémica, en ratén, con el extracto acuoso de
la raiz cuando se administrd por intubacion gastrica, y por via intraperitonial, en
animales a los que se les indujo hiperglicemia con aloxan (Argueta, A., et al.
1994).
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FIGURA S. Valeriana mexicana.
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FIGURA 6. Raiz de valeriana.
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2. PRESENCIA DE METALES PESADOS EN PLANTAS

En ciertos medios del ecosistema, la concentracion de algunos metales se puede
eievar tanto que llega a constituir un riesgo para la salud. El origen natural de
estos metales puede ser de acuerdo a un ciclo biogeoquimico, o bien puede ser
una contaminacion causada por alguna actividad humana. La contaminacion
natural por metales se produce a partir de la actividad voicanica, procesos de
erosion, escapes de depdsitos profundos y superficiales.

Las plantas en general y en particular las medicinales pueden llegar a
contaminarse mediante su exposicion con depositos atmosféricos, suelo y agua
contaminados (Vargas, S. y Reynaga, J. 1990).
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2.1. DEPOSITOS ATMOSFERICOS

Los metales se encuentran dispersos en la atmoésfera en forma de particulas o
disueltos en el agua. Los metales se transportan, movilizan y finalmente se
depositan scobre el agua, los suelos y la biota terrestre (Vargas, S. y Reynaga,
J.1990).

El 90% del plomo que se acumula en las plantas medicinales se debe a depdsitos
atmosféricos. Las condiciones climaticas afectan la cantidad de metales pesados
en las plantas ya que en invierno se incrementa la presencia de ellos debido a que
se eleva su estabilidad (Hoffman, D., et al. 1995).

2.2. CONTAMINACION DE SUELOS

En el suelo la concentracion de metales varia con la regidn de tal forma que al
acidificarse el suelo aumenta la movilizacion de algunos metales vy
consecuentemente aumenta su absorcién por las plantas.

Los metales que tienen gran movilidad en suelo son: aluminio, cadmio, magnesio y
fierro, cobre y niquel tienen una movilidad media, en tanto que cobalto y plomo

tienen una movilidad baja.
La toxicidad vegetal de los metales dependera de su solubilidad y de su facilidad

para ser absorbidos; estas caracteristicas estan favorecidas por la acidez del agua
de interfase de las raices y del suelo (Vargas, S. y Reynaga, J. 1990).
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2.3. CONTAMINACION ACUATICA

Los cultivos necesitan agua en cantidades adecuadas para poder sobrevivir y
producir. El agua disponible por la planta puede aumentar o disminuir por factores
tales como; infiltracion de agua de lluvia, escurrimiento, infiltracion hacia el
subsuelo, evaporacion del agua presente en el suelo y transpiracion de la planta.
Por lo anterior es indispensable contar con sistemas de riego y de drenaje.

Sin embargo la expansion extremadamente rapida de las areas urbanas, asi como
la multiplicacidon y crecimiento desmedido de los establecimientos industriales a lo
largo de las riberas de los rios y de las costas, que vierten sus aguas de desechos
a las redes fluviales ha contribuido en gran medida a la presencia de metales
pesados en las plantas (Gaucher, G. 1971).

2.4. METALES PESADOS EN PLANTAS

En el suelo los factores que favorecen la disponibilidad de los metales para las
plantas son el descenso de pH, actividad de los microorganismos, condiciones de
oxido-reduccién, presencia de sustancias organicas con capacidad complejante y
condiciones climaticas (Barcelo, J. y Poschenrieder, Ch. 1989).

Una vez que los metales pesados entran en contacto con las plantas mediante
depositos atmosféricos, suelo y agua contaminados, se presenta absorcién,
translocacion y metabolismo de estas sustancias toxicas:

N
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2.4.1. ABSORCION

Los dos centros mas probables de absorciéon son las raices y las hojas. Las raices
absorben principalmente soluciones contenidas en el suelo, dicha absorcion
implica iones y compuestos solubles en agua. Las sustancias téxicas absorbidas
por las raices tienden a persistir alli mucho mas tiempo que en los tallos y las

hojas.

La absorcién realizada por las hojas puede ser. de sustancias procedentes de la
atmosfera disueltas en la lluvia o plaguicidas’ ' rociados. directamente sobre las

plantas.

2.4.2. TRANSLOCACION

Una vez que han sido absorbidos, los metales, pueden pasar de una célula a otra
por medio de plasmodesmos o pueden llegar a la solucidn acuosa existente junto
a las paredes celulares y difundirse a toda la planta a través de ella.

2.4.3. METABOLISMO

El metabolismo de las sustancias toxicas parece ser semejante al que se produce
en las células animales, mediante transformaciones que implican hidrolisis y
conjugacion. El principal medio de excrecion de las sustancias toxicas es mediante
el desprendimiento de tejidos muertos (Duffus, J. 1983).

La cantidad de elementos contaminantes presentes en las plantas medicinales es
directamente proporcional a la posibilidad de causar toxicidad en el ser humano,
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por lo que es de gran importancia contar con métodos analiticos que determinen la
concentracion de los metales antes de ser utilizadas en la preparacion de

medicamentos herbolarios.

En la tabla 1 se muestra una lista de concentraciones consideradas como
aceptables descritas en la literatura para plantas mientras que en la tabla 2 se
encuentran los niveles maximos permisibles para plomo y metales pesados en
algunas plantas medicinales que establece la Farmacopea de los Estados Unidos
(USP). La tabla 3 muestra limites de aceptacion para Pb .y Cd en plantas
medicinales establecidos en la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos

Mexicanos.

ELEMENTO CONCENTRACION REFERENCIA
Caicio 0,1 -2,5% Wwild, 1992
Cadmio 0,5 — 5,0 ppm Geiger, 1993
Cobre 2 — 20 ppm Loué, 1988
Cromo 10 — 190 ppm Alloway, 1990
Hierro 25 - 1200 ppm _ Pravel, et al. , 1987
Magnesio 0.05-2,0% - Mondragén, 1989

Niquel - Kabata Pendias, 1 992

Mondragén, 1989 .
Geiger, 1993

202400 ppm

‘FTabin 1. Concentriacién de elementos metilicos cn plantas
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PLANTA MEDICINAL PARAMETRO LIMITES DE REFERENCIA
ACEPTACION
Acacia senegal Plomo 10 ppm useP, 2002
Metales pesados 40 ppm USP, 2002
Astragalus gummifer Plomo 10 ppm USP, 2002
Metales pesados 20 ppm USP, 2002
Cyamopsis Plomo 10 ppm USSP, 2002
tetragonolobus Metales pesados 20 ppm USP, 2002
Tanacetum Metales pesados 20 ppm USP, 2002
parthenium

Tabla 2. Limites de aceptacidon para Pb y metales pesados en plantas medicinales.

PLANTA MEDICINAL PARAMETRO LIMITES DE REFERENCIA
ACEPTACION
Hippocratea Plomo 10 ppm FHEUM, 2001
excelsa HBK

Smilax spp. Cadmio 10 ppm FHEUM, 2001
Plomo 0.3 ppm

Echinacea Cadmio 10 ppm FHEUM, 2001
purpurea (L) Plomo 0.3 ppm

Tanacetum Cadmio 0,3 ppm FHEUM, 2001
parthenium L. Plomo 10 _ppm

“rabla 3, Limites de aceptacién para Pb y Cd cn plantas medicinales.

2. METALES PESADOS

Un centenar de elementos quimicos, aproximadamente, son los componentes
naturaies de la tierra. De ellos, soélo la cuarta parte interviene en la constituciéon
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normal de los seres vivos. En razén de sus propiedades quimicas y fisicas, los
elementos ocupan lugares diferentes en la tabla periddica. Los metales, un
conjunto muy destacado entre los elementos son la base de muchos materiales y
procesos industriales. Metales pesados son aquellos cuyo peso especifico supera
los cinco gramos por centimetro cubico (Barcelo, J. y Poschenrieder, Ch. 1989).

Desde el punto de vista biologico, los metales pesados estan recibiendo gran
atencion debido a su potencial toxicidad y al incremento de su uso en forma
alarmante, lo cual esta asociado con el crecimiento explosivo de la poblacidon y el

desarrollo tecnoldgico (Albert, L. 1995).

Ante esta situacidn, las plantas constituyen un material idéneo para el estudio de
las acciones de los metales pesados sobre los seres vivos debido a que son ellas
las que forman el primer eslabdon de las cadenas troficas en los ecosistemas
(Barceld. J. y Poschenrieder, Ch. 1989).

3.1. CADMIO
3.1.1. PROPIEDADES

El cadmio (Cd) es un elemento quimico de peso atémico 112,41 g/mol que forma
parte de los metales de transicidn, se funde a 321°C. Es un metal de color blanco
plateado cuyo nuimero de oxidacion es de +2, nimero atomico 48 y densidad de
8,6 g/cm?® (Willard,H., et al. 1991; Friberg, L., et al. 1990).

3.1.2. USOS

El elemento fue descubierto en 1817 y rara vez se utilizd, hasta hace unos 50 afos
se le encontraron aplicaciones metalurgicas en galvanopiastia y en galvanizacion,
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asi como su empleo en plasticos, pigmentos para pinturas y baterias de niquel y

cadmio, fundadas en su gran resistencia a la corrosién.

También es utilizado en fungicidas, como el cloruro de cadmio, sulfato de cadmio
y succinato de cadmio, para el tratamiento de enfermedades que afectan el pasto

vy la corteza de los arboles (Emsley, J. 1991).

3.1.3. TOXICIDAD

Los alimentos no contaminados contienen menos de 0,05ug de cadmio por gramo
de peso humedo. El humo de cigarro influye de manera directa en la ingesta, el
cigarrillo contiene de 1 a 2 ng. Los mariscos, higado y rifiones de animales, son
alimentos que contienen concentraciones mayores de 0,05 ng/g (Friberg, L., et al.
1990). .

3.1.4. FARMACOCINETICA

E! cadmio casi no se absorbe por el sistema gastrointestinal pero si por via
respiratoria. Una vez absorbido, se transporta por la sangre, ligado principaimente .
a celulas hematicas y albumina. Llega primerc al higado, para ser redistribuido
lentamente a los rifones, en forma de complejo de cadmio y metalotioneina. La
metalotioneina es una proteina de bajo peso molecular con gran afinidad por

metales como cadmio y zinc.

La vida media de este mineral en el cuerpo es de 10 a 30 afos y en forma general,
la eliminacion por heces es mas importante que la excrecion del metal por orina

(Hardman, J., et al. 1999).

3.1.5. FARMACODINAMICA
Los efectos toxicos de la exposicion prolongada al cadmio difiere segun la via por

fa que ésta se produzca.
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En los rifiones se lesionan las células renales produciendo dafo glomerular,

disminucion en la filtracion, aminoaciduria y proteinuria.
La inhalacion excesiva de vapores y polvos de cadmio disminuyen la capacidad

ventilatoria produciendo disnea.

El cadmio puede aumentar el efecto cancerigeno del tabaco y la exposicion a este
metal es uno de los factores de riesgo para adquirir cancer pulmonar y en la

prostata.

Uno de los signos mas caracteristicos de intoxicacién por cadmio es la pérdida de
la fuerza en los huesos debido a que el metal reemplaza el calcio de los huesos y
los vuelve quebradizos (Hardman, J., et al. 1999).

3.2. PLOMO

3.2.1. PROPIEDADES

Ei plomo (Pb) no abunda en la naturaleza por lo que generalmente se encuentra
en el mineral llamado galena o sulfuro de plomo. El tratamiento preliminar del
mineral implica su concentracion por el método llamado flotacion el cual consiste
en pulverizar el mineral y mezclario con ciertos aceites y agua, las impurezas son
mas hidrofilicas que la galena, asi que ésta flota en el aceite, de donde se

recupera.

Este metal se encuentra en el grupo IV de los elementos de transicién con peso
atdmico de 207,19 g/mol; nimero atémico 82; densidad 11,34 g/cm?, punto de
fusién 327,5°C y punto de ebullicion de 1749°C. Sus estados de oxidacion son
0, +2, +4. Su numero de valencia es +2, pero también reacciona con valencia de
+4 (Friberg, L., et al. 1990).
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3.2.2, USOS

Las aplicaciones mas importantes se observan en: baterias, tuberias, soldaduras,
ceramica, en la fabricacion de tetraetilo de plomo para la gasolina, recubrimiento
de recipientes, pinturas e inciuso forma parte del plaguicida arseniato de plomo.
(Friberg, L., et al. 1990).

3.2.3. TOXICIDAD

£l plomo se distribuye ampliamente en el aire, alimentos y agua, de modo que es
diﬁci‘i lograr:un ambiente libre de él. La ingestion es nociva cuando supera
0,5 mg/dia (Clark, W., et al. 1993).

3.2.4. FARMACOCINETICA.

Se a'bsorbe"‘pory vinh'alacién y absorcion gastrointestinal. La absorcion por via
respiratdri'a eéflar é;;usa mas comun de intoxicacién. Una vez absorbido, el 99%
del plomo que ﬂﬁye en la corriente sanguinea se fija a los eritrocitos. Solo del 1%
al 3 % del qué (:i‘rcula en el suero es activo o queda disponible para ligarse a los
tejidos. Inicialmente se distribuye en medula 6sea, cerebro y testiculos: su vida
media en estos tejidos es de aproximadamente 30 dias. La mayor parte del metal
que entra en al organismo finalmente se fija a los huesos en donde la vida media
de eliminacién es mayor de 20 afos. El plomo ingerido se excreta por heces,
orina, sudor. (Pravel, M., et al. 1987) e incluso puede detectarse en pelo pero
también representa un riesgo potencial para el feto debido a que cruza la barrera
placentaria (Bruhn, C., et al. 1999).

3.2.5. FARMACODINAMICA

Este metal afecta de forma mas directa al sistemma hematopoyético siendo una
consecuencia comun la anemia microcitica hipocromica pero también se ven
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afectados el sistema nervioso central y periféerico, los rifitones, organos

reproductores y el aparato digestivo.

Algunos individuos no tienen manifestaciones neurolégicas sin embargo el
sintoma mas comun de neuropatia periférica es la debilidad indolora de musculos
extensores de la mano. La encefalopatia por plomo se manifiesta como
convuisiones, hipertension intracraneal y edema cerebral.

E!l plomo puede causar lesidn renal afectando el metabolismo del acido urico y
nefropatia gotosa pero también afecta la funcidon reproductora. En las mujeres se
disminuye la fertiidad y aumenta la probabilidad de tener partos con producto
muerto. En el caso de los hombres se ha observado esterilidad y atrofia testicular.

La intoxicaciéon por plomo provoca pérdida del apetito, dolores abdominales y
estrefiimiento (Katzung, B. 1993).

4. METODOS ANALITICOS PARA LA CUANTIFICACION DE METALES

Para que las plantas medicinales o los principios activos puedan ser utilizados en
cualquier producto farmacéutico es necesario realizar analisis previos a su uso.

Hace treinta afos, las técnicas analiticas colorimétricas, espectroscopicas de
emision y polarograficas fueron las mas utilizadas. A mediados de 1960 se
comenzé a emplear la absorcion atémica como técnica aiternativa que poco a
poco fue introducida en la mayoria de los laboratorios como técnica rutinaria para
la cuantificacién de metales pesados. A continuacion se mencionan algunas de las
técnicas analiticas para la cuantificacion de metales en plantas medicinales
(Friberg, L., et al. 1990).

T HOeT

fae

FALus Dil CoiGREN




@7 MARCO TEORICO
A

4.1. ESPECTROFOTOMETRIA VISIBLE

Fue el primer método moderno para cuantificar metales. La técnica se basa en la
formacién de compuestos coloridos formados por los metales y moléculas
organicas que daran una lectura en el espectro visible.

La prueba limite de plomo se basa en la determinacidon espectrofotométrica del
complejo colorido obtenido al hacer reaccionar con ditizona el plomo presente en
la muestra (Friberg, L., et al. 1990).

Sin embargo los métodos colorimétricos no pueden ser utilizados para todos los
metales, el procedimiento es largo debido a la separacidon del metal y formacién
del compuesto colorido (Wild, A. 1982).

4.2. METODO NESSLER PARA METALES PESADOS

Esta prueba se utiliza para determinar gque el contenido de impurezas metalicas
que son coloreadas por el ion sulfuro no excede el limite de metales pesados,
determinado mediante comparacion visual con un control preparado a partir de
una solucion estandar de plomo. Las sustancias que generalmente responden a
esta prueba son plomo, mercurio, bismuto, arsénico, antimonio, estano, cadmio,
plata, cobre y molibdeno. Sin embargo este método presenta menor sensibilidad
que la absorcion atémica (FEUM.,2000).

4.3. POLAROGRAFIA

Es una forma de electrdlisis en la que el electrodo de trabajo es un microelectrodo
de gota de mercurio (EGM) y en la cual se registra una curva de corriente-energia.
Los metales se cuantifican mediante su reduccion debido a que existe un cambio
de voltaje. Una de las desventajas es que si se oxida el mercurio resulta la
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aparicion de una enorme corriente y ya no se puede observar la oxidacion de otra
especie. Otra gran desventaja es que detecta concentraciones de 102 a 10

molar.

4.4. ACTIVACION DE NEUTRONES

El analisis de activacion de neutrones (NAA) se basa en la formacidon de isétopos
radioactivos cuando la muestra es irradiada con neutrones. El metal de interés es
identificado por el  tipo y e_nergi‘a‘ de radiacidn emitida. Entre las desventajas que
presenta erste‘ método ahaiftico es que con el plomo no se produce la activacion de
productos rédié_éctivos y se trata de un método sumamente caro debido a que es
necesario Un reactor nuclear- (Friberg, L., et al. 1990).

4.5, ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA

Tiene amplias aplicaciones en analisis cuantitativo. Esta técnica se basa en que el
metal en estado basal puede absorber energia a determinada longitud de onda.

A pesar de que actualmente se han desarrollado nuevas técnicas para la
cuantificacidn de metales pesados, la absorcion atémica se considera la mas
adecuada (Wild, A. 1992). Constituye una técnica muy sensible para determinar
mas de sesenta elementos cuyo limite de deteccion puede llegar a ser de 0,002
ppm (Skoog, D. y West, D. 1996).

TETG (O
FALLA Db LouoiN




@ MARCO TEORICO
- ]

5. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA

5.1. ABSORCION ATOMICA

Los atomos estan formados por un nucleo compuesto de neutrones sin carga y
protones cargados positivamente, alrededor del nidcleo se encuentran los

electrones.

La energia del electron esta cuantizada, es decir, que el electron esta limitado sdlo
a ciertas energias permitidas. Estos niveles de energia se representan con la letra
n. Los electrones se encuentran en orbitales (s,p,d.f). Un orbital es una region del
espacio alrededor del niicleo donde la - probabilidad de encontrar determinado
electrén es maxima (Hein, M. y Arena; S.1997; Whittaker, R. 1981).

Cuando los electrones de ’un?étomo se encuentran en niveles energéticos
determinados por su configuracion electronica se dice que se encuentran en
estado basal y pueden absorber cantidades discretas de energia luminosa
(fotones). Como consecuencia de esta absorcion, los electrones se mueven a
niveles energéticos superiores y se dice que el atomo esta excitado, figura 7. La
cuantificacion de la absorcién de energia radiante por los atomos es un medio
analitico para el analisis cuantitativo que se utiliza en los procedimientos
espectroscopicos de absorcion atomica (Whittaker, R. 1981).

Una vez en el estado excitado, las especies pueden eliminar el exceso de energia
mediante varios procesos: en primer lugar, la particula energética puede chocar
con moléculas de disolvente o con otras moléculas vy transferir la energia a su
entorno; en segundo, las especies pueden desactivarse emitiendo un fotén
equivalente a la diferencia energética entre el nivel del estado energético

N
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fundamental y el del estado energético excitado. En ambos casos, la molécula o

atomo retornan a su estado electronico fundamental (Pietrzyk, D. 1983).

EXCITACION

-

O

DECAIMIENTO

O

(49 @) A
Energia
+ —
Estado Estado Estado Estado - Energia
basal excitado excitado basal luminosa
Estados y Estados - :
excitados excitados
4 )
Estado Estado : : .
Basal * Basal
FIGURA 7. Proceso de absorciéon y emision atéomica.
5.2. LEY DE LAMBERT-BEER

Esta ley involucra la cantidad de energia del haz luminoso antes y después de
pasar a través de la nube de atomos en estado basal conocida como absorbancia

(A) la cual se expresa de la siguiente forma

"t

1

FALLA DE OwiGEN

ESIS oW




@ MARCO TEORICO
)

=-log T

En el proceso de absorcidon atdmica la intensidad inicial de luz ( lo ) se alinea sobre
la llama que contiene atomos en estado fundamental. La intensidad de la luz inicial
es disminuida en una cantidad determinada por la concentracion de los atomos en
la llama. Luego la luz es dirigida al detector en donde se mide la intensidad

disminuida.

La transmitancia (T) se define como la razén de la intensidad final ( | ) de la
intensidad inicial (o). .
T=1/1l
'%T—1OOX(lllo)

t a absorbancia es proporcuonal ala. cantldad total de material que absorbe luz
incidente.

Bajo ciertas condiqiones de operacion la absorbancia (A) puede ser expresada por
el producto de la absortividad molar (), la longitud de la celda (b) y la
concentracién (C) concluyendo que: )

A=egbC

La ecuacién anterior corresponde a la ley de Lambert-Beer.

5.3. INSTRUMENTACION

Los componentes basicos de los instrumentos para absorcién atomica deben
liberar el analito, inducir las transiciones espectrales de absorcidn que se
necesitan para la determinacion del analito, aislar las lineas espectrales que se
necesitan para el analisis, detectar el incremento o decremento de la intensidad
de la radiacion en las lineas aisladas y registrar estos datos (Willard, H., et al.
1991).
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5.3.1. FUENTE DE RADIACION

Proporciona la energia luminosa que contiene la longitud de onda caracteristica a
la cual cada elemento puede ser analizado. Generalmente se empiean lamparas
de catodo hueco y de descarga sin electrodos (Willard, H., et al. 1991; Skoog, D. y
West, D. 1996).

La lampara de catodo hueco esta fabricada con un catodo hueco del metal a
cuantificar situado en un tubo de vidric que también contiene un anodo metatico.

E! extremo final del tubo esta cubierto por una ventana de cuarzo, habiéndose
realizado el vacio en el interior del tubo. Una pequefia cantidad de neon o argon
se introduce dentro del tubo el cual se cierra herméticamente.

Cuando la lampara de catodo hueco se conecta a una fuente de alimentacion
apropiada emite radiacion de longitud de onda especifica para el elemento del que

esta fabricado el catodo.
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La lampara de descarga sin electrodos es utilizada para elementos volatiles. Este
tipo de lamparas estan constituidas de un tubo de cuarzo sellado que contiene un
gas inerte a baja presion (0,1 a 5,0 Torrs) y una pequefia cantidad del elemento
para el cual esta fabricada la lampara. No contiene electrodos, pero en su lugar
estd energizada por un intenso campo de radiofrecuencia o radiacién de
microondas. El argén se ioniza en este campo y los iones son acelerados por el
componente de alta frecuencia del campo hasta que ganen energia suficiente para

excitar los atomos del metal.

5.3.2. INTRODUCCION DE MUESTRA: SISTEMA NEBULIZADOR-QUEMADOR.

Este sistema de introduccion de muestra consta de tres componentes: un
nebulizador que dispersa el liquido en gotas pequefas, un modificador de aerosol
que elimina las gotas mas grandes y la flama convierte el analito en atomos libres.

La muestra asciende por el capilar hasta el mechero por la disminucidon de presion
que se produce en el flujo de gas oxidante a través del nebulizador. Debido a este
hecho la corriente de la solucidn de la muestra llega a la regidn de presién
reducida y se transforma rapidamente en gotas. La solucion que no sea lo
suficientemente fina como para ser transportada por la corriente de gas, cae a la
parte inferior de la camara de mezcla y es drenada por el desague (Bender, G.

1992).

La nebulizacion neumatica es la técnica utilizada en la mayoria de las
determinaciones de espectroscopia atdmica. La muestra de la solucién se
introduce a través de un orificio en un surtidor a base de gas de alta velocidad,

generalmente oxidante.

TESIZ 0w
VALLA DE UnGEN
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En la actualidad se cuenta con cuatro diferentes sistemas de atomizacién: llama,
horno de grafito, generacion de hidruros y vapor de mercurio (Willard, H., et al.
1991).

5.3.3. MONOCROMADOR

Tiene la funcion de aislar una determinada linea analitica proveniente del haz de
radiacion y que ha pasado a través de la muestra. Este se compone
principalmente de una ranura de entrada, una rejilla de dispersion o grating y una
ranura de salida o slit (Lajunen, L. 1992).

La ranura de entrada permite el paso de la radiacion y la de salida permite la
entrada de la longitud de onda al detector (Robinson, J. 1996).

La rejilla de dispersidon es una placa de vidrio que cuenta con una superficie
ranurada recubierta de aluminio, su funcidn es separar las diferentes longitudes de
onda provenientes de la fuente de radiacion, para seleccionar la longitud de onda
deseada (Adriano, C. 1992). Para la regién ultravioleta y visible la rejilla de
dispersion puede llegar a tener de 300 a 2000 ranuras/mm. Dependiendo del
angulo con el que es colocada, solo una determinada longitud de onda sera
enviada a la ranura salida y finalmente hacia el detector (Schlemmer, G. y

Radziuk, B. 1999).

W e~

FIGURA 9. Vista superior y vista lateral de una rejilla.
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5.3.4. DETECTOR

Los detectores transforman la sefnal luminosa en sefial eléctrica y la amplifican
para su interpretacién por un sistema de procesamiento de datos (Hardman, J., et

al. 1999).

Existen diferentes tipos de detectores entre los que se encuentran celdas
fotovoltaicas, fototubos, fotomultiplicadores, detectores de fotoconductividad y
fotodiodos de silicio. Sin embargo el mas utilizado es el fotomultiplicador que
consta de una serie de electrodos (dinodos), cuando un fotdn choca con la primera
superficie del detector, un electréon es liberado y atraido hacia el proximo dinodo,
este proceso se repite continuamente hasta obtener una gran cantidad de

electrones los cuales generan una sefial eléctrica.

Los detectores para multielementos constan de un recubrimiento de silicio que
contiene una region rectangular fotosensible (fotodiodo). La seral eléctrica es
generada por el impacto del foton con la interfase entre el silicio (S102) y una hilera
de boro (Schlemmer, G. y Radziuk, B. 1999).

Actualmente se utilizan detectores en estado sdlido que contienen un chip
desarrollado por Hamamatsu Photonics K.K. Este tipo de detectores amplifican la
sefal que llega directamente al chip de tal forma que el resuitado final es la
maximizacion de la sefal provocando una disminucion del ruido. La superficie foto
activa de este tipo de detectores optimiza la eficiencia en la region ultra violeta
(U.V).

TESIS COW
FALLA DE CRIiGEN

39



@; MARCO TEORICO
R

6. VALIDACION Y PRUEBAS DE DESEMPENO

La calidad de un resultado analitico es un factor muy importante en el proceso de
preparacién de productos herbolarios. Por lo que la validacion se ve directamente

afectada por la calidad de los datos.

Los métodos analiticos son realizados de forma diferente por cada laboratorio e
incluso existen variaciones en los resultados dependiendo del analista que los
lleve a cabo. La mejor forma de minimizar problemas es mediante |a validacién de
dichos meétodos permitiendo obtener datos lineales, reproducibles, precisos y
exactos (Green, M. 1996).

6.1. DEFINICION

La F.D.A define a la validacidn como el proceso que establece evidencia
documentada l|a cual provee un alto grado de seguridad de que un proceso
especifico producira consistentemente un producto o resultado con las
especificaciones y atributos de calidad predeterminados (Carleton, F. y Agalloco,
J. 1999).

Los elementos susceptibles de validacion son:

~ Equipos

Sistemas criticos
Instalaciones

Métodos analiticos
Sistemas computarizados

v

AN IR N

Procesos de limpieza
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Las pruebas de desempefio son una serie de repeticiones de analisis de muestras
control, ciegos, duplicados, blancos, o controles internos preparados por el
analista para evaluar el desarrollo de la metodologia durante un periodo de
tiempo hasta acumular un grupo de resultados, los cuales sirven para la

evaluacion del trabajo realizado por el analista.

6.2. TIPOS DE VALIDACION

6.2.1. Validacién prospectiva.

Se realiza antes de la distribucion ya sea de un nuevo producto, o de uno
fabricado conforme a un proceso actualizado de manufactura.

Para llevar a cabo este tipo de validacidon se requiere de documentacién extensa
generada desde el desarrollo del producto hasta la produccion industrial.

6.2.2. Validacion retrospectiva.

Es la validacién de un proceso para un producto que se esta distribuyendo en
base a la produccion acumulada, ias pruebas y en los datos de control obtenidos.
Es decir se basa en la revision y analisis de informacion histdrica.

6.2.3. Validacion concurrente.

Se basa en informacién acerca de validaciones anteriores por lo que sélo es
aplicable a procesos en que puede decirse que estan bajo control y son
suficientes analisis de muestras representativas en diferentes etapas del proceso

{Seminario de validacidn. 1990).
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6.3. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

Todo método analitico tiene como proposito el determinar al analito en una
muestra involucrando un proceso de mediciéon gque da como resultado una
respuesta analitica. El atributo principal que debe cumplir la respuesta es ia
confiabilidad y los modelos que permiten demostrar que el atributo esta presente o
ausente, son los modeios estadisticos. La validacidn de métodos analiticos tiene
como proposito asegurar su calidad y validez (Lual. 1983). En una validacién los

criterios de confiabilidad son:

6.3.1. VALIDACION DEL SISTEMA
6.3.1.1. LINEALIDAD DEL SISTEMA

Es la habilidad para asegurar que los resultados analiticos son proporcionales a la
concentracién de la sustancia dentro de un intervalo determinado (Lual. 1993).

6.3.1.2. PRECISION DEL SISTEMA.

Se refiere al grado de concordancia entre los resultados de cada prueba obtenidos
por repeticién aplicando el método analitico a multiples muestras de una muestra
homogénea (Keith, L_, et al .1983).

6.3.2. VALIDACION DEL METODO

6.3.2.1. ESPECIFICIDAD.

Establece si el método mide exacta y especificamente la respuesta del analito
en presencia de impurezas, excipientes, productos de degradacidn que pudieran
estar presentes en la muestra y dar una respuesta de deteccién (Lual, 1993).
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6.3.2.2. LINEALIDAD DEL METODO.

La linealidad de un meétodo analitico puede ser definida como la habilidad del
meétodo para producir resultados que sean proporcionales (de forma directa o
mediante una transformaciéon matematica) a la concentracion del!l analito presente

en una muestra (Larry, P. 1991).

6.3.2.3. EXACTITUD.
Es la proximidad del resultado de una prueba individual al valor verdadero de la
prueba (Keith, L., et al. 1983).

6.3.2.4. PRECISION.

La precision de un método analitico se determina mediante la repetibilidad y la
reproducibilidad (Lual. 1993).

REPETIBILIDAD.
Determina la concordancia relativa entre determinaciones independientes del

analito, bajo las mismas condiciones de analisis, provenientes del muestreo de un
material, en el cual el analito esta distribuido de manera homogénea (Lual. 1993).

REPRODUCIBILIDAD.

En este caso se determina la concordancia ente determinaciones independientes
de! analito, bajo diferentes condiciones (dias, analista, laboratorio, etc)
provenientes del muestreo de un material, en el cual el analito esta distribuido de

manera homogénea (Lual. 1993).
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6.3.2.5. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

Es la propiedad de una muestra, preparada para su cuantificacién, de conservar
su integridad fisicoquimica y la concentracion de la sustancia de interés, después
de almacenarse durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas .

6.3.2.6. LIMITE DE DETECCION.

La habilidad para cuantificar elementos traza en muestras quimicas o biolégicas
empleando un método analitico especifico se expresa en términos de limite de
deteccion. El limite de deteccion es un nimero en unidades de concentracion que
expresa la concentracion mas baja a la que una muestra puede ser detectada
{Long, G. and Winefordner, J. 1983).

6.3.2.7. LIMITE DE CUANTIFICACION.

Es la mas baja concentracion del analito en una muestra que puede ser
cuantificada con precision y exactitud (Keith, L., et al. 1983).
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PLANTEAMIENTO DEiL. PROBLEMA

En los ultimos afios el desarrollo cientifico y tecnolégico ha producido una intensa
contaminaciéon en el medio ambiente que esta incidiendo negativamente sobre la
calidad de vida de los seres vivos, Entre ios contaminantes toxicos se encuentran
los metales pesados como Cd y Pb que afectan de forma general la salud. Por ello
durante el siglo XXI'temas relacionados con la salud y la seguridad continuaran

experimentando un.gran auge.

Ias plantas :

lat n"cesndad de que en:
“de’concentracion de.

producto f’nal sm afectar Ia s s por ello'que en el presente

peﬁo al, Procedimiento de Prueba

trabajo se realizaron' Ias Prue
> ) les y los resultados que son la evidencia
documentada de. que dlcho procedlrn nto es lineal, preciso, exacto, repetible y
reproducible se presentarén ala Comls:én Permanente de la FEUM.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

Realizar las Pruebas de Desempeiio a través de la Validacion del Método para
cuantificar Cd y Pb en plantas medicinales mexicanas.

OBJETIVOS PARTICULARES

~ Realizar la validacion del sistema mediante la linealidad y precision del mismo
para la cuantificacion de Cd y Pb en plantas medicinales mexicanas (Valeriana
Valeriana edulis ssp. Procera Meyer.V Gordolobo Gnaphalium
semiamplexiacaule DC, Toronjil Agastache mexicana (Kunth) Lint-et Eplmg y

Arnica Heterotheca inuloides ).

Lievar a cabo la validacién del método'mediante" la’ linealidad, .precision;

exactitud, estabilidad de la muestra. lnmlte de deteccidn - y " limite de
specres de plantas mex:canas

cuantificacion para Cd y Pb en cuatro
(Valeriana, Valeriana edulis ssp. Procera Meyer Gordolobo, Gnapha/tum
semiamplexiacaule DC. Toronjil, Agastache mexrcana (Kunth) Llnt et Epl:ng v :

Arnica, Heterotheca inuloides ).

~ Presentar los resultados obtemdos a Ia Comrs:én Permanente de..la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexncanos para que sean considerados en
la proxima edicion de la Farmacopea _Herbolaria “de ‘los™ Estados 'Unidos

Mexicanos.
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HIPOTESIS

Mediante la realizacion de las pruebas de Desemperfio al Procedimiento de Prueba
Limite para Cd y Pb en Plantas Medicinales se tiene la seguridad de que al aplicar
el método a diversas Plantas Medicinales los resultados seran confiables cada vez
que el procedimiento sea utilizado bajo las mismas condiciones.
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MATERIAL

1. MATERIAL

« Material vegetal secado al aire, finamente picado, molido y homogéneamente
mezclado.

« Matraces Kjeldahl de 100 mL Pyrex.

* Matraces volumeétricos de 50 y 100 mL Pyrex.

= Pipetas volumétricas de 1,2, 5, 10 mL Pyre'x’. )

e Vaso de precipitados de 250 y 500 mL Pyrek;’»

2. INSTRUMENTOS

« Balanza analitica. AINSWORTH, MODEL! 100 A--
* Espectrofotémetro de Absorcxén Atémlca VARIAN AA 1475.

3. EQUIPO

» Digestor LABCONCO, <~ [iiaiis ot
e Lampara de catodo huec"o, Pye Unicam para Pb.
e Lampara de catodo hueco F’yér Unicam para Cd.

4. REACTIVOS

s Agua desionizada. c :

« Acido Nitrico J.T. Baker. o

e Acido Perclérico J T B ker. L

* Aire comprimido( pres n dé 2.8 kg/cm ) AGA.
e Acetileno( presion de 0,8 kg/cm ) AGA.

* Reactivos grado analitico.
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5. SOLUCIONES

e Solucidn patrén de 1000 ppm para Pb Merck Titrisol.
e Solucion patrén de 1000 ppm para Cd Merck Titrisol.
e Mezcla acida; acido nitrico: acido perclorico (2:1).

6. POBLACION DE ESTUDIO

- VALERIANA MEXICANA, RAIZ. = *
Valeriana edulis ssp. Procera Meyéru
e GORDOLOBO MEXICANO FLOR i
Gnaphalium sem/amplexlacaule DC )
e TORONJIL MEXICANO HOJAS Y FLOR.
Agastache mexicana (Kunth) tint et Eplmg
«  ARNICA MEXICANA; FLOR.
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La Comision Permanente de la F.E.U.M proporciond para el estudio:

1. VALERIANA MEXICANA, RAIZ
Valeriana edulis ssp. Procera Meyer.

2. GORDOLOBO MEXICANO, FLOR
Gnaphalium semiamplexiacaule DC.

3. TORONJIL MEXICANO, HOJAS Y FLOR
Agastache mexicana (Kunth) Lint et Ephng.

4. ARNICA MEXICANA, FLOR - 1 - :
Heterotheca mulo:des,Cass._u o ‘

Las plantas medicinales se hicierori llegar al laboratorio en forma individual, dentro
de bolsas de polietileno, deb:damente ethuetadas y previamente secas. Las

plantas fueron molidas para reallzar el anéhsns

LAVADO DE MATERIAL :
Todo el material de vidrio usado para el anéllsns debe remojarse en acido nitrico al
30% durante 24 hrs y posterlormente ser enjuagado con agua desionizada.
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1. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE PRUEBAS DE DESEMPENO
PARA LA CUANTIFICACION DE Cd

1.1. LINEALIDAD DEL SISTEMA

Se determindé construyendo una curva de calibracion (concentracion Vs
absorbancia) utilizando las siguientes concentraciones: 0,02; 0,05; 0,1; 0,2 y

0.4 pg/mlL de Cd a partir de una misma solucion patron.

: . separado cantidades conocidas de Cd
(correspondlentes a O 05 O 17y 0,2 pg/mL) a 250 mg de cada una de las cuatro
plantas. Una vez que Ia planta medicinal y el patrén de Cd se encontraban dentro
del matraz Kjeldahl ‘fueron agregados 5 mL de mezcla acida y se procedid a digerir
hasta que la solucuén ‘se observod clara y sin presencia de material organico. La
muestra digerida se coloco en un matraz aforado de 100 mL y se llevo al aforo

51



METODO
PR

con agua desionizada, para finalmente filtrarla y leer su absorbancia. El analisis se
llevd a cabo de forma independiente y por triplicado.

NOTA : Evitar que la solucidn que contiene mezcla acida y es sometida a
digestion llegue a sequedad. (Gutiérrez, E. 1991).

1.6. EXACTITUD Y-REPETIBILIDAD
Se 'deterrriiné;\i '
correspondiente’al’

e‘se'is 'muestras:‘adicio'nadas con 0,1 pg/mL de Cd

00 %.

Cada una de blas,muestras estan constituidas por 250 mg de planta medicinal, el
estandar y ia mezcla acida que juntas fueron digeridas. La muestra digerida. se
colocéd en un matraz aforado de 100 mL y se llevé al- aforo con agua desionizada.
Por ultimo se fiitrd la muestra y se determinaron las absorbancias: E! analisis se
realizé con cada una de las cuatro especies de plantas medicinales.- ’

NOTA : Evitar que la solucidn. que contiene mezcla. acida y. es sometida a
digestion llegue a sequedad. (Gutiérrez, E..1991)."

i.6. PRECISION (REPRODUC!BILIDAD)

Se realizé partiendo de una muestra con 250 mg de planta medicinal y 5§ mL de
mezcla acida a la cual se le adiciéné 0,1 pg/mL de Cd correspondiente al 100 %.
Después de la digestién, la splucién. se aford a 100 mL con agua desionizada, se
filtrd para ser guardéda'en frascos de plastico. El analisis fue realizado por dos
analistas en dos dias diferentes por triplicado y con las cuatro especies de plantas

medicinales.
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1.7. ESTABILIDAD

Se determind mediante e! andlisis de las muestras almacenadas a temperatura
ambiente/48 hrs, temperatura ambiente/96 hrs, refrigeracion/48 hrs vy

refrigeracién/96 hrs.

Una vez que el analisis de linealidad del método fue realizado se colocaron seis
muestras a temperatura ambiente y las seis restantes en refrigeracion de tal forma
que se tuvieran las siguientes concentraciones a las condiciones preestablecidas.

TEMPERATURA REFRIGERACION
AMBIENTE
Cd( ug/mL) | Pb(ng/mL) Cd( pg/MIi) Pb( ug/mL)
0,05 0,1 0,05 0.1
0.1 0,2 0.1 0.2
0.2 0.4 0,2 0.4

Los célculos para determinar los par&ametros de pruebas de desempefio para la
cuantificacién de Cd y Pb se realizaron de acuerdo al anexo 3.

2. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE PRUEBAS DE DESEMPENO
PARA LA CUANTIFICACION DE Pb

2.1. LINEALIDAD DEL SISTEMA

Se determind construyendo una curva de calibracidn (concentracidn vs
absorbancia) utilizando las siguientes concentraciones: 0,05; 0,1; 0,2; 04 y
0,8 ug/mL de Pb a partir de una misma solucion patron.

TRESIS CON -
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2.2. PRECISION DEL SISTEMA

Se preparé una solucidn con una concentracion de 0,2 ug/mL de Pb

correspondiente al 100 % y el analisis se realizd por sextuplicado .

2.3. LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Se prepard una SOlUCIén de concentracuén 0.1 pg/mL y otra de 0,2 png/mL partiendo
fme e de cada una ‘de las soluglones se

de la solumén est
realizaron 20 lec

2.4. LI‘NVE:"LIDAb o

: cantndadesx conomdas : de _Pb

Se determind adicionando por‘
0.4 pglmL) ‘2250 mg:de;cada:
n de b se encontraban dentro :

na de las cuatro

(correspondnentes a 0.1; ‘0.2
plantas. Una vez que la: planta mediclna v elp

dleﬁgt‘e')./',‘p‘dr triplicado.

NOTA : Evnar que,la soluciénd que contlene mezcla ~acida y es. sqrﬁetida a

digestién llegue a: sequedad (Gutié

2.5. EXACTITUD Y REP‘ETIB'ILIDVADV'
Se determiné ai‘partir de fséiémuéstras adicionadas con 0,2 pg/mL de Pb

correspondiente al 100 % e

‘ TFDIC; N =
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Cada una de las muestras correspondia a 250 mg de planta medicinal que junto
con el estandar y la mezcla acida fueron digeridas. La muestra digerida se coloco
en un matraz aforado de 100 mL y se llevé al aforo con agua desionizada. Por

ultimo se filtré la muestra y se determinaron las absorbancias.

NOTA : Evitar que la solucion que contiene mezcla acida y es sometida a
digestidn llegue a sequedad. (Gutiérrez, E. 1991).

2.6. PRECISION (REPRODUCIBILIDAD)

Se realizo pamendo de una. muestra con 250 mg de planta medicinal y 5 mL de
mezcla acida a'la cual se le adiciono 0 2 pg/mL de Pb.correspondiente al 100 %.
Después de la dlgestlén. la solucién se aforé a 100 mL con agua desionizada
para finalmente filtrarla y leer su absorbancia. EI analisis fue realizado por dos
analistas en'dos dias diferentes, por triplicado y.con las cuatro especies de plantas

medicinales.

NOTA : Evitar.-que la soluciébn que contiene mezcla acida y es sometida a
digestion llegue a sequedad. (Gutiérrez, E. 1991).

2.7. ESTABILIDAD
Se determind mediante el analisis de las muestras almacenadas a temperatura
ambiente/48 hrs, temperatura ambiente/96 hrs, refrigeracién/48 hrs vy
refrigeracién/96 hrs.

Una vez que el analisis de linealidad del método fue realizado se colocaron seis
muestras a temperatura ambiente y las seis restantes en refrigeracion de tal forma
que se tuvieran las siguientes concentraciones a las condiciones preestablecidas.
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TEMPERATURA REFRIGERACION
AMBIENTE
Cd{ pg/mL) | Pb( ng/mL) Cd( png/mL) Pb( yg/mL)
0,05 0,1 0,05 0,1
0.1 0.2 0,1 0,2
0,2 0.4 0.2 0.4

B

lL.os calculos para determinar los parametros de pruebas de desempefio para la
cuantificacion de Cd y Pb se realizaron de acuerdo al anexo 3.

3. DETERMINACION DE Cd y Pb EN VALERIANA, GORDOLOBO,
TORONJIL MORADO Y ARNICA.

METODO MODIFICADO DEL MGA - FH 0160 ARSENICO Y METALES PESADOS
ESTABLECIDO EN LA FHEUM .

3.1. Se pesan por triplicado 250 mg de cada una de las plantas medicinales
previamente molidas. Posteriormente se colocan, de forma individual,
dentro de matraces Kjeldahl junto con 5§ mL de mezcla acida.

3.2. Los matraces se colocan en el digestor que debe encontrarse dentro de una
campana de extraccion. La digestion:se fhantiene a temperatura constante

hasta que la soluciéon se observe clara d no: se detecte la presencia de

material organico. Evitar que la solucién que contlene mezcla acida y es
sometida a digestion llegue a sequedad‘ .
3.3. Una vez concluida la digestion,.la solucién resultante se deposita en
matraces aforados de 10 mL.y se ." { aforo con agua desionizada.

Después se filtra la soluciéon y se guarda en frascos de plastico.

3.4. De forma paralela se prepara un ‘blanco de reactivos.
3.5. Se prepara una curva esténdar para Cdy Pb.
3.6. A cada una de las muestras se determina la absorbancia contra el blanco

de referencia.
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RESULTADOS

PRUEBAS DE DESEMPENO PARA LA CUANTIFICACION DE CADMIO Y
PLOMO EN PLANTAS MEDICINALES

LINEALIDAD DEL SISTEMA: Cd

Tabla 4. Lincalidad del sistema para Cd

x y
(ug/mtL) ( Absorbancia )
0,02 0.,0020
0,02 0,0025
0,05 0,0050
0,05 0,0050
0,1 0,0095
0,1 0,0100
0,2 0,0200
0,2 0.0200
0,4 0,0400
0.4 0.0400

Grifico 1. Linealidad del sistema para Cd

Absorbancia

[ 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Concentracion (pg/mL)

“T'abla 5. Resultados de lincalidad del sistema para Cd.

Criterio de Resultados Conclusion
aceptacion

CV = 1.5% C.V =1,4392 El sistema es
r = 0,99 r = 0,9998 lineal

¢ > 0098 r? = 0,9997
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LINEALIDAD DEL SISTEMA: Pb

Absorbancia

‘Tabla 6. Lincalidad del sistema para Pb

x y

(ug/mL ) ( Absorbancia )
0,05 0,0010
0,05 0.0010
0,1 00,0020
0,1 00,0020
0,2 00,0040
0,2 0.0040
0,4~ 00,0080
0,4 0,0085
0,8 0,0160
0.8 0.0160

Grifico 2. Lincalidad del sistema pam Pb.

0.018
g.012 -
0.008
0.004

o 0.2 0.4 06
Concentracion (pg)

‘I'abla 7. Resultados de linealidad del sistema para Pb

Criterio de Resultados Conclusion

aceptacion

CV £1.5% C.V =1,9637 El sistema es
r > 0,99 r = 0,9996 lineal

? > 0.98 r2 = 09992

TESIS COW
FALLA DE ORIGEN
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RESULTADOS
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I

i

PRECISION DEL SISTEMA: Cd

‘Fabla 8. Precision del sistema para Cd

x

(ug/mL)

a y
. - { Absorbancia )

0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0.007

Tabla 9. Resultados de precisidn del sistema para Cd

Criterio de
aceptacion

Resultados

Conclusion

CV = 1.5%

CV = 0.0%

El sistema es
preciso
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P RESULTADOS

PRECISION DEL SISTEMA: Pb

Tabla 10. Precision del sistema_para Pb

x y
(ug/ mL ) ( Absorbancia )

2 0,004
2 0,004
2 0,004
2 0,004
2 0,004
2 0,004

‘Tabla 1 1. Resultados de precisién del sistema _para Pb

Criterio de Resultados Conclusion

aceptacion

CV = 1.,5% CV =< 0,0% El sistema es
preciso
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ARNICA MEXICANA, FLOR
Heterotheca inuloides Cass.

LINEALIDAD DEL METODO: Cd

‘I"abla 12. Linealidad del método Cd. Amica.

x y
Cantidad Cantidad
adicionada ug/mL _recuperada ug/mtL
0,05 0,05
0,05 0,05
0,05 0,05
0,1 0,1
0,1 0.1
0,1 0.1
0.2 0,2
0,2 0,18
0.2 0.2

Grifico 3. Linealidad del método Cd. Arnica.

€ o2s

§ 0.15

s

8 o1

=

8 oos

S o .

© o 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

Cantidad adicionada pg/mL

Tabla 13. Resultados de linealidad del método Cd.  Arnica.
Criterio de Resultados Conclusion
aceptacion S
CV = 3.0% Cc.vV =2,8030 El método
m =~ 1,0 m = 0,9600 es
b = 0,0 b = 0,0028 lineal
> 0,98 2 = 0,9941

TESIS CON “
FALLA DE OKIGEN
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LINEALIDAD DEL METODO: Pb

Tabia 14. Lincalidad del método Pb. Arnica

x y
Cantidad Cantidad
adicionada ug/mL recuperada ug/mi.

- 0,1 0.1
0,1 0,1
0.1 0.1
0,2, 0,2
0,2 0.2
0,2 0,2
0,4 0,4

0.4 0,37
0.4 0,37

Griafico 4. Linealidad del método Pb. Amica.

0.5 - e e e e A ey
0.4
:é 0.3

gpo2
a.1

Cantidad recuperada

o 0.1 0.2 0.3 0.4 05
Cantidad adicionada pg/ml

‘I'abla 15, Resultados de Linealidad del método Pb. Arnica

Criterio de Resultados Conclusion
aceptacion
CV = 3,0% c.v 2,7948 El método

m = 1,0 m = 0,9404 es
b = 0,0 b = (,0083 lineal
r? ? = 09961
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EXACTITUD Y REPETIBILIDAD: Cd

Tabla 16. Exactitud y repetibilidad_Cd. Arica

x y
Cantidad Cantidad
adicionada ug/mL __ recuperada ug/mi

0.1 0.1
Q.1 0,1
0,1 0.1
0.1 0.1
0,1 0,1
0.1 0.084

‘Tabla 17. Resultados de exactitud y repetibilidad Cd. Arica.

Criterio de Resultados Conclusion
aceptacion
CVv = 3,0% C.V = 2,578 & Método
repetible y
exacto
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RESULTADOS
R ———

EXACTITUD Y REPETIBILIDAD: Pb

‘I'abla 18. Exactitud y repetibilidad Pb. Arnica

. x Y-

. Cantidad . Cantidad
adicionada ug/mL___recuperada ug/mtL
0,2 0,2

0.2 o,

0,2 0,2
0.2 0,2
0.2 0,2

194

‘Fabla 19, Resultados de exactitud y repetibilidad Pb. Armica

Criterio de Resultados Conclusién
aceptacion
CV = 3.0% C.V = 1,0541% Meétodo
repetible y
exacto

63
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RESULTADOS

REPRODUCIBILIDAD: Cd

ANALISTA
1 2
< Por ciento { Por ciento
~—— 1@ ado recuperada
(=2 ] 100 o8
100 103
100 100
2 107 100
100 104
100 100

Cuadro 1. Por ciento recuperado de muecstra por
analista 1 y 2 en dos dias diferentes

‘I'abla 20. Resultados de reproducibilidad Cd. Arnica

Criterio de Resultados Conclusion

aceptacion

CV =< 3.0% C.v = 2,51563% Meétodo
reproducible

(<3



RESULTADOS
R ——

REPRODUCIBILIDAD: Pb

ANALISTA
1 2
Por ciento | Por ciento
<t recuperado recuperado
I} 1 100 100
100 103
100 100
2 108 100
100 100
100 100

Cuadro 2. Por ciento recuperado de muestra por
analista 1 y 2 cn dos dias diferentes.

Tabla 21. Resultados de reproducibilidad Pb. Arnica

Criterio de Resultados Conclusion
aceptacién L DI
CV = 3,0% C.V = 2,425% Método: -

reproducible

06



ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA: Cd

RESULTADOS
S ———

Inicial 24 Hrs 48 Hrs
% Tem.: e Tem.a "
o % g % rect
100 100 100 50
100 100 100 83
100 100 105 83

Tabla 22 . Por ciento recuperado de las muestras
sometidas a cstabilidad 24 y 48 hrs.

Criterios de
aceptacion

24 Hrs

48 Hrs

Tem.ambiente

Relrigeracion

Tem.ambiente
% recuperado

I.C Incluye 0.0 10.0a 0,0 -2,2252 a -1.8315a
5,5586 -53,7280
T 97 —-103% |100% 102% 72%

“T'abla 23 . Resultados de estabilidad de las muestras analiticas.

07



RESULTADOS
E———

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA: Pb

Inicial 24 Hrs 48 Hrs
Yo Tem Tem. 1
Yo r % Yo recy
100 100 100 25
100 100 100 25
100 106 100 25

Tabla 24

. Por ciento recuperado de las muestras
somectidas a estabilidad 24 y 48 hrs.

Criterios de
aceptacion

24 Hrs

48 Hrs

Tem.ambiente

Refrigeracion

Tem.ambiente
% racuperado

I.C Incluye 0,0

T 97 —103%

-2,7816 a
6.9482

102%

0.0a 0,0

100%

-75a-75

275%

‘Tabla 25 . Resultados de estabilidad de las muestras analiticas.

68



RESULTADOS
R

GORDOLOBO MEXICANO, FLOR
Gnaphalium semiamplexiacaule DC.

LINEALIDAD DEL METODO: Cd

Tabla 26. Lincalidad del método Cd. Gordolobo.

x y
Cantidad Cantidad
adicionada jug/mL  recuperada ug/mil.
0.05 .05
0,05 0.05
0,05 0,05
0,1 0.1
0,1 0.10
0.1 0,1
0.2 0.2
0.2 0,2
0.2 0.2

Griafico S. Linealidad del método Cd.
Gordolobo

Cantidad recuperada

o 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
Cantidad adicionada ng/mbL

Tabla 27. Resultados de linealidad del método Cd. Gordolobo.

Criterio de Resultados Conclusion
aceptacion

CV £ 3.0% C.V =2,3622 El método
m = 10 m = 0,99865 es

b = 0,0 b = 0.0012 lineal
? = 098 r? = 0,9987

69
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RESULTADOS

LINELIDAD DEL METODO Pb

Tubla 28, Lincalidad del método Pb. Gordolobo.

x vy
Cantidad Cantidad
adicionada ug/ml _recuperada ug/miL
0.1 0.1
0,1 0.1
0.1 0.1
0.2 0,2
0.2 0.2
0.2 0,2
0.4 0,37
0.4 0,37
0.4 0.4

Grifico 6. Linealidad del método Pb. Gordolobo

0.4 4 e e e i

0.3
02 .
i H
0.1 4§ :
i t
2} 4
¢} 0.1 0.2 03 0.4 05

Cantidad adicionada pg/mi.

Tabla 29, Resultados de Linealidad del método. Pb. Gordolobo

Criterio de Resultados Conclusion
aceptacion

CV = 3,0% C\V = 2,7948 El método
m = 1,0 m = 0,9405 es

b = 0,0 b = 0,0083 lineal

~ > 098 2 = 0,9962

70
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EXACTITUD Y REPETIBILIDAD: Cd

‘Tabla 30. Exactitud y repetibilidad Cd. Gordolobo.

x y
Cantidad Cantidad
adicionada ug/miL recuperada ug/mi
0,1 0,1
0.1 0,1
0,1 0,1
0,1 0.1
0,1 0,1
0.1 0,10

“Tabla 31. Resultados de exactitud y repetibilidad Cd. Gordolobo.
Criterio de Resultados Conclusion
aceptacion

CV = 3.0% C.V = 2,6252 % Método repetiblie y
exacto

7



RESULTADOS
S —

EXACTITUD Y REPETIBILIDAD: Pb

Tabla 32. Exactitud y repetibilidad Pb. Gordolobo.

x y
Cantidad Cantidad
adicionada ug/mL recuperada ug/mil
0,2 0,2
0,2 0,2
0,2 0,2
0,2 0,2
0,2 0,2
0,2 0.18

T'abla 33. Resultados de exactitud yvrepélibilidad Pb. Gordolobo.

Criterio de Resultados Conclusion’

aceptacion B G

CV = 3,0% C.V = 2,3552% - Método _repetible
"y exacto




RESULTADOS
T —

REPRODUCIBILIDAD: Cd

ANALISTA
1 2
Por ciento | Por ciento
‘S 1 100 00
=) 1
100 96
100 100
2 100 100
110 100
106 100

Cuadro 3. Por ciento recuperado de muestra por
analista 1 y 2 en dos dias difercntes.

‘Tabla 34. Resultados de reproducibilidad. Cd. Gordolobo.

Criterio de Resultados Conclusion

aceptacion

CV < 3.0% C.V = 2.2748% Método
reproducible




REPRODUCIBILIDAD: Pb

RESULTADOS
R —————

ANALISTA

1

Por ciento | Por cienlo
<L recuperado o
0 1 100 100

100 100

100 100

2 100 100
100 100
100 109

Cuadro 4. Por ciento recuperado de mucstra por
analista 1 ¥ 2 e¢n dos dias diferentes.

Tabla 35. Resultados de reproducibilidad Pb. Gordolobo.

Criterio de Resultados Conclusion

aceptacion

CV = 3,0% C.V = 2.6045% Método
reproducible
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RESULTADOS
——

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA: Cd

Inicial 24 Hrs 48 Hrs
% recuperado Tem.ambiente Tem
% o tECL Yo ract
100 100 100 150
100 100 100 150
91.6666 94 94 188

Tabla 36 . Por ciento recuperado de las muestras
sometidas a estabilidad 24 y 48 hrs.

Criterios de 24 Hrs 48 Hrs
aceptacion ey - Yo
= % recuperado
I.C Incluye 0,0 [-7,4137 a -7,4137 a 35,3761 a
8,8027 8,8027 95,1794
797 ~-103% |101% 101% 168%

‘Fabla 37 . Resultados de estabilidad de las muestras analiticas.



2,

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA: Pb

Inicial 24 Hrs 48 Hrs
Yo Tem e Tem..
o, % recuperado % recuperado
100 100 100 33
100 100 100 50
02 88 88 42

Tabla 38 . Por ciento recuperado de las muestras
sometidas a estabilidad 24 y 48 hrs.

Criterios de 24 Hrs 48 Hrs
aceptacion Tom Tem,
% recuperado
1.C Incluye 0,0 |-13,0827 a -13,0827 a -68,5287a
10,3050 10,3080 -42,5836
T 97 -103% |98% 98% 43%

Tabla 39 . Resultados de estabilidad de las muestras analiticas.

RESULTADOS
R —
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TORONJIL MORADO MEXICANO, HOJAS Y FLOR
Agastache mexicana (Kunth) Lint et Epling.

LINEALIDAD DEL METODO: Cd

Tabla 40. Lincalidad del método Cd. Toronjil.

x Y
Cantidad Cantidad
adicionada ug/mL __ recuperada ug/mi.
0,05 0,05
0.05 0.05
0,05 0.05
0,1 0,10
0.1 0,10
0,1 0,10
0.2 0,20
0.2 0,18
0.2 0,18

Grifico 7. Linealidad del método Cd.
Toronjil.

Canlidad recuperada

0.05 a.1 0.15 0.2 0.25
Cantidad adicionada pg/mL

Tabln 41, Resultados de linealidad del método Cd. Tonjil.
Criterio de Resultados Conclusion
aceptacion
CV £ 3.0% CV =2,7948 El método

m = 1,0 m = 0,9404 es
b = 0,0 b = 0,0041 lineal
~ > 0,98 ? = 0.9961

77
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RESULTADOS
e —

LINELIDAD DEL METODO: Pb

Tabla 42, Lincalidad del método Pb. Toroniil.

x vy
Cantidad Cantidad
adicionada ug/mL__ recuperada ug/mi
0,1 0,1
0,1 0,1
0,1 0.1
0.2 0,19
0.2 0,2
0.2 0,2
0.4 0.4
‘0.4 0.39
0.4 0.4

Griifico 8. Lincalidad del método Pb. Toronjil.

= 0.5 . . U AN
g 04
-

§ \_Eb 0.3

5 202

2 on

= I

= i

S g i
o 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Cantidad adicionada pg/mL -

Tabla 43. Resultados de Linealidad del método Pb. Toronjil.

Criterio de Resultados Conclusion
aceptacion

CVv = 3,0% c.vV = 1,3113 El método
m = 10 m = 0,9896 es

b = 0,0 b = 0,0005 lineal

2 = 098 P = 0,9992

TESIS CON
FALLA DE UniGEN
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EXACTITUD Y REPETIBILIDAD: Cd

Tabla 44. Exactitud y repetibilidad Cd. Toronjil.

X y
Cantidad Cantidad
adicionada ug/mL _ recuperada ug/miL

oo 0 .096
0,1 0,10
0,1, 0.10
0,1 0,10
0.1 0,10
0.1 0.104

Tabla 45. Resultados de exactitud y repetibilidad Cd. Toronjil.

Criterio de Resultados Conclusion
aceptacion
CV = 3.0% C.V = 2,5298% Meétodo
repetible y
exacto

79
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EXACTITUD Y REPETIBILIDAD: Pb

Tabla 46. Exactitud y repetibilidad Pb. Toronjil.

x y
Cantidad Cantidad
adicionada ug/mbL ___recuperada ug/miL
0,2 0.2
0.2 0,2
0.2 0,2
0.2 0,2
0,2 0,2
0,2 0.19

Tabla 47. Resultados de exactitud y repetibilidad Pb. Toronjil.

Criterio de Resultados Conclusion
aceptacion
CV- < 3,0% C.v = 2,0583% Metodo
repetible y
exacto
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REPRODUCIBILIDAD: Cd

ANALISTA

1

Por ciento | Por ciento
<t recuperado. " d
f= 1 100 94

160 100

100 100

2 104 100
100 100
100 100

Cuadro 5. Por ciento recuperado de muestra por
analista 1 y 2 cn dos dias diferentes.

‘Tabla 48. Resultados de reproducibilidad Cd. Toronjil.

Criterio de Resultados Conclusion

aceptacion

CV < 3.0% CV = 2,1007% Meétodo
reproducible

B1



RESULTADOS
R ——

REPRODUCIBILIDAD: Pb

ANALISTA
1 2
Por ciento | Por ciento
rect
'g 1 97 100
100 100
100 100
2 95 100
100 100
100 100

Cuadro 6. Por ciento recuperado de muestra por
analista 1 y 2 en dos dias difcrentcs.

Tabla 49. Resultados de reproducibilidad Pb. Toronjil.

Criterio de Resultados Conclusion
aceptacion
CV =< 3.0% CV = 1,6719% Meétodo
reproducible
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA: Cd

Inicial 24 Hrs 48 Hrs
Y Tem. Refr Tem.;
Yo Tt Yo Ya
100 100 100 67
100 83 100 67
88 100 92 42

‘Tabla 50 . Por ciento recuperado de las muestras
sometidas a estabilidad 24 y 48 hrs.

Criterios de 24 Hrs 48 Hrs
aceptacion

Tem.ambiente efr J Tem. e
% recuperado
1.C Incluye 0,0 [-17,6053 a -10,3050 a -15,7434 a
14,8275 13.0827 -569,2567
T 97 —-103% {99% 102% 60%

Tabla 51 . Resultados de estabilidad de las mucstras analiticas.



RESULTADOS
R —

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA: Pb

Inicial 24 Hrs 48 Hrs
% Tem.ambn i Tem.ambiente
% % ag Yo 14
100 100 100 167
100 100 100 75
100 100 108 75

Tabhla 52 . Por ciento recuperado de las mucstras
sometidas a estabilidad 24 y 48 hrs.

Criterios de 24 Hrs 48 Hrs
aceptacion — on o
% recuperado
I.C Incluye 0,0 |0.0 a 0.0 [-3,7088 a -65,7967 a
9,2643 76,9078
T 97—-103% ]100% 103% 106%

Tabla 53 . Resultados de estabilidad de las muestras analiticas.
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VALERIANA MEXICANA, RAIZ
Valeriana edulis ssp. Procera Meyer.

LINEALIDAD DEL METODO: Cd

‘I'abla 54. Lincalidad del método Cd. Valeriana.

x y
Cantidad Cantidad
adicionada ug/mil._recuperada ug/mt
0,05 0,05
0,05 0,05
0.05 0,05
0.1 0,10
0,1 0,10
0.1 0,09
0.2 0,2
0,2 0,18

0,2 0.2

Griafico 9. Linealidad decl método Cd.

Valeriana.
0.24

0.2
0.16
0.12 -
0.08
0.04

pgiml

Cantidad recuperada

o 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
Cantidad adicionada ug/mL

“Tabls 55. Resultados de linealidad del método Cd. Valeriana.

Criterio de Resultados Conclusion
aceptacion

CV = 3,0% C.V =2,5316 El método
m = 1,0 m = 0,9726 es

b = 0,0 b = 0,0012 lineal

~ = 0.98 2 = 0,9963

RS
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g&f RESULTADOS
———

LINELIDAD DEL METODO: Pb

‘Tablai 56. Lincalidad del método Pb. Valeriana.

x y
Cantidad Cantidad
adicionada ug/mL  recuperada uqg/mli.
0,1 0,1
0.1 0,1
0.1 0,1
0,2 0,18
0.2 0,2
0,2 0,2
0.4 0,38
0,4 0,38
0.4 0.4

Grifico 10. Linealidad del método Pb. Valeriana.

0.5 4~
0.4 | : ' l
=03
=

o2

Cantidad recuperada

0 0.1 0.2 03 0.4 0s
Cantidad adicionada pg/mL

I'abla 57. Resultados de Lincalidad del método Pb. Valeriana.

Criterio de Resultados Conclusion
aceptacion

CV < 3,0% C.V = 2,0432 El método
m = 1,0 m = 00,8761 es

b = 0,0 b = 0,0018 lineal

* > 0,98 ? = 09987

TESIS cnw so
FALLA DE LwGEN
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RESULTADOS
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EXACTITUD Y REPETIBILIDAD: Cd

Tabla 58. Exactitud y repetibilidad Cd. Valeriana.

x y
Cantidad Cantidad
adicionada ug/mL__ recuperada ug/mL

0.1 0,1
0,1 0,1
0.1 0.1
0.1 0.1
0.1 0,1
0.1 0.08

‘Tabla 59. Resultados de exactitud y repetibilidad Cd. Valeriana.

Criterio de Resultados Conclusion
aceptacion
CV < 3.0% C.V = 2,5784% Método repetible y

exacto
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= = RESULTADOS

EXACTITUD Y REPETIBILIDAD: Pb

Tabla 60. Exactitud y repctibilidad Pb. Valeriana.

x y
Cantidad Cantidad
adicionada uyg/mlL __recuperada ug/miL
. 0.2
0.2 0,2
0,2 0.2
0,2 0,20
0,2 0,19
0.2 0,2

Tabla 61. Rcsullados dé cxéctiﬁ:dy re‘ﬁéiibflidad Pb.-Valeriana.

Criterio de .. ... = Resultados. . ;... .~ Conclusion
aceptacion & e L R e T
CV < 3,0% C.V./=:1,0944%" Método

.repetible y
exacto

7
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RESULTADOS
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REPRODUCIBILIDAD: Cd

ANALISTA

1

Por "ciento Por ciento
< . 2 re d
=) 1 100 100

100 100

95 100

2 100 100
100 100
100 100

Cuadro 7. Por ciento recuperado de muestra por
analista 1 y2 en dos dias diferentes.

‘Fabla 62. Resultados de reproducibilidad Cd. Valeriana.

Criterio de Resultados Conclusion

aceptacion

CV £ 3,0% C.V = 1,4494% Método
reproducible
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RESULTADOS
ERERA——

REPRODUCIBILIDAD: Pb

ANALISTA

1 2

Por ciento { Por ciento
< recuperado recuperado
a 1 100 100

94 100

100 100

2 100 100
100 100
101 100

Cuadro 8. Por ciento recuperado de muestra por
analista 1 ¥y 2 en dos dias diferentes.

Tabila 63. Resultados de reproducibilidad Pb. Valeriana.

Criterio de Resultados Conclusién

aceptacion

CV = 3,0% CV = Método
1,6700% reproducible

20
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA: Cd
Inicial 24 Hrs 48 Hrs
% recuperado Tem Tem.ambiente
% recuperada__| % recuperado ] % re
100 100 100 27
100 100 100 27
100 100 100 20
‘Tabla 64 . Por ciento recuperado de las muestras
somctidas a estabilidad 24 y 48 hirs.
Criterios de 24 Hrs 48 Hrs
aceptacion Tem e Tem,
% recuperado
I.Clincluye 0,0 {0.0 a 0.0 {0.0 a 0.0 -80.7448 a
-70.3663
T 97-103% }[100% 100% 24%

Tabla 65 . Resultados de estabilidad de las muestras analiticas.

RESULTADOS
I ————




2 RESULTADOS
"

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA: Pb

Inicial 24 Hrs 48 Hrs
% recL Tem. i Tem, i
% Ya % recuperado
100 100 100 50
100 100 100 125
100 94 100 138

Tabla 66 . Por ciento recuperado de las muestras
sometlidas a cstabilidad 24 y 48 hrs.

Criterios de 24 Hrs 48 Hrs
aceptacion Tem.ambiente Tem.
% recuperado
I.C Incluye 0,0 |-6.9482 a 0.0 a 0,0 -59,6363 a
2,7816 67,9696
T 97 —103% |98% 100% 104%

Tabla 67 . Resultados de estabilidad de las muestras analiticas.



RESULTADOS
S ———

LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION PARA Cd Y Pb.

LIMITE DE 0,0273 ug / mL
DETECCION
LIMITE DE 0,0198 ug / mL

CUANTIFICACION
Tabla 68. Limites de deteccion y cuantificacidn para Cd.

LIMITE DE 0,0193 pg/mL
DETECCION
LIMITE DE 0,0644 png/mL

CUANTIFICACION
Tabla 69. Limites de detecciéon y cuantificacion para Pb.

DETERMINACION DE CADMIO Y_PLOMO EN VALERIANA GORDOLOBO,
TORONJIL MORADO Y ARNICA.

Planta medicinal Cadmio (Cd )| Plomo (Pb)
mg/kg mg/kg
Valeriana 0,9787 N.D
Gordolobo 2.6515 0,6551
Toronjil 2,2913 0.6584
Arnica 3,2760 1.9656

TABLA 70. Valores promedio de la cantidad de Cd y Pb
presentes en las plantas medicinales del estudio.
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RESUMEN DE RESULTADOS

RESULTADOS
——

ALIDAD DEL SISTEMA

CRITERIOS DE DATOS PERINENTALLES
ACEPTACION [T~ Cd Ph
r =099 09998 0.9996
m =098 0,9997 0,9992
C.V = 3.00% 1.4302 1.9637
PRECISION DEL SISTEMA
C.V £ 3.00% 00 0.0
LINEALIDAD DEL METODO
DATOS EXPERIMENTALES
Cd Pb
Armca Gordolobo [ Toronjil | Valeriana Arnica  [Gordolobo | Toronjil aleriana
m= 1.0 0.9600 00,9965 0,9404 0.9726 0.9404 0,9405 0.9896 0,9761
b = 0.0 0,0028 0.0012 0041 0.0012 0.0083 0,0083 0.0005 0,0018
= 098 0.9931 00987 09901 0,9963 0,9961 0,9962 0,9992 0.9987
C.V < 2.00% 2.8020 2.3622 2.7948 2.,5310 2,7948 2.7948 1,3113 2,0432
ACTITUD Y REPETIBILIDAD
C.V o= 300, 2,5780 2.5252 2,5298 2.5784 1.0541 2.3552 20583 1,0944
S T " REPRODUCIBILIDAD
U S, —-
CV s 00, 23153 22748 2007 13404 2.3250 2.6045 1.6719 1.6700
ESTABILIDAD
Noves No s No cs Noes No vs No cs No es Noes
LEstabihdad estable o b oesable a § estable cstable a ble cstabl, estable o | cstable a
c o temperas tempera- tempera- | tempera- tempera- tempera- | tempera-
muestra I s tura tura tura tura tura tura
anallitica aml o u ambiente | amb I ambicnte
despues | despues | despues | despuds fespués | d és de ¢s | a
B doe 48 hirs [ ded8 hrs | de 48 hrs de 38 hrs | de 48 hrs -8 hrs de 48 brs [de 38 h

TABLA 71, Resumen de los resultados obtenidos.
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ANALISIS DE RESULTADOS

En el presente estudio se realizaron las Pruebas de Desempefio para la
Cuantificacion de Cd y Pb en Plantas Medicinales por Espectrofotometria de
Absorcion Atomica; se analizaron Cd y Pb en cuatro especies de plantas
medicinales mexicanas : Valeriana mexicana, raiz: Valeriana edulis ssp. Procera
Meyer; Gordolobo mexicano, flor: Gnaphalium semiamplexiacaule DC; Toronjil
mexicano, hojas y flor: Agastache mexicana (Kunth) Lint et Epling y Arnica
mexicana, flor: Heterotheca inuloides. y finalmente se cred el Procedimiento
Normalizado de Operacidn en las Pruebas de Desempeiio para Ia Cuantificacion
de Cd y Pb en Plantas Medicinales por Absorcion Atémica. ;

Para este estudio se seleccioné el analisis de Cd y Pb en ‘pléhtas medicinales
debido a que éstas son‘ampliamente utilizadas en la poblacién y la presencia de
cualquier elemento contaminante afecta la salud de personas que las consumen.

Por lo anterior es importante que el Procedimiento de Prueba Limite para Cd y Pb
en Plantas Medicinales de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos
Mexicanos cuente con evidencia documentada asegurando que el método es
lineal, preciso, exacto, repetible y reproducible de tal forma que la Industria
Farmacéutica dedicada ‘a la produccibn medicamentos herbolarios puedan
garantizar la calidad del producto final sin afectar la salud del consumidor.

Para la determinacion de Cd y Pb en Arnica mexicana, Gordolobo mexicano,
Toronjil morado y Valeriana mexicana se realizaron tres determinaciones para
cada planta y con cada metal, de los resultados obtenidos se reportaron los
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valores promedio. La determinacion de los elementos contaminantes en cuatro
especies de plantas medicinales demostré que los niveles de concentracion de
Cd en Toronjil, Arnica, Gordolobo y Valeriana fueron mas elevados en relaciéon a
los obtenidos para Pb. En la tabla 70 se puede observar que las concentraciones
promedio de Cd presente en las Plantas Medicinales son: para Valeriana 0,9787
ppm, Gordolobo 2,6515 ppm, Toronjil 2,2913 ppm y Arnica 3,276 ppm.

En el caso de Pb los resultados analiticos demuestran que‘ios promédios de
concentrac:én ‘son: para Gordolobo 0.6551- ppm, TOI’OI‘I]II 06584 ppm, ‘Arnica
1 9656 ppm Yy para Valenana ‘no - se’ detectd - la . presencia” del elemento

Para Cadmio ; y Plomb se encontrd que en raiz de Valeriana existe menor
concentraclén de dlchos elementos en comparacion con el detectado en las hojas
y flores de Toronjll Arnica y Gordolobo.

Es importante mencionar que tanto el Cadmio como el Plomo se absorben como
cationes al igual que los nutrientes esenciales por lo cual compiten con éstos en
algunos procesos metabdlicos causando trastornos fisioldgicos a las plantas (Wild,

A, 1992),

La diferencia entre los resultados analiticos se debe a factores ambientales, a
reacciones que- impuden su movnhdad en la planta.ya sea por insolubilidad en la
raiz, o por comblnaclén con otro radxcal o elemento que tenga alta afinidad (wild,

A. 1992).

Con lo que respecta a las Pruebas de Desempeﬁo los resultados demuestran que,
el sistema es lineal para concentraciones de Cd de 0,02 \0 4 y.g/rnL debldo a que
el C.V = 1,4392, r = 0,9998" y r2 =0, 9997 En el caso de’ Pb el sustema 'es lineal
para concentraciones de 0,05 - 08 pg/mL ya que CV = A '4 0 9996 y
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2 = 0,9992. Para ambos metales el sistema es preciso debido a que los resultados
del analisis por sextuplicado de las muestras que correspondes al 100% muestran
coeficientes de variacién de cero.

Como se puede observar en los resultados utilizando Arnica mexicana para
evaluar el método se observa que: éste"es lineal para los dos . metales; C.V =
2,803, m = 0,960, b = 0,0028, r2 09941 para CdyCV ‘27948 m= 09404 b
= 0,0083, ?=0, 9961 para, Pb.

Empleando Gordolobo m
lineal debido a que
ambos metales;:
C.V =2,7948,m= 0,940

Utilizando ;I’o’ro‘nj mo
para Cd .y CV
demostrando que el método es lin

El método es linéa‘lkeﬁgnple;a»
m = 0,9726, b-=-0,0012;%'r
b = 0,0018, ? =0,9987 parajP

El método es repetnble y exacto ra Cd empleando Arnica mexicana, Gordolobo
mexicano, ‘Toronjil morado Y Valenana mexicana debido a que los coeficientes de

variacién obtenldos fueron 2 578 2 5252 2,5208 y 2,5784 respectivamente.

De igual forma el método es repetlble y exacto para Pb empleando Arnica
mexicana, Gordolobo mexlcano Toronjll morado y Valeriana mexicana debido a
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que los coeficientes de variacidn obtenidos fueron 1,0541, 2,35562, 2,05683 y

1,0944 respectivamente.

Después de que dos analistas realizaron determinaciones independientes en
diferentes dias empleando las cuatro especies de plantas los resultados
demostraron que el método es reproducible para Cd y Pb debido a que los
coeficientes de variacion son menores a 3,0%.

Al evaluar la estabilidad de las muestras analiticas, los resultados demostraron
que los datos de pokcie'ntov’l"ecupérado, obtenidos después de 48 horas a
temperatura ambiente en; las cuatro -especies de plantas y con en ambos
metales, son menores y- mayores al 100%. Los valores promedioc del factor |
después de 48 horas a temperatura ambienten estuvieron fuera del limite
establecido. De tal forma se conf’rmé que las muestras son inestables después de
> bajo Ias condiciones de operacién trabajadas.

48 horas a temperatura amblent
Por lo tanto es conveniente abajar las.muestras analiticas el mismo dia de su

preparacion o 24 horas daspués mantenldas en refrigeracion.
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CONCLUSIONES

1. El Método propuesto por la Comision Permanente de la F.E.U.M y publicado
en la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos, considerando
las modificaciones para la cuantificacion de plomo y cadmio en Arnica
mexicana, Gordolobo mexicano, Toronjil morado "y  Valeriana mexicana
“Prueba LIm‘ite pa‘ra Cadmio y Plomo” es lineal, exacto. preciso, repetible y
reproducnble en un rango de concentracion de O 05 ~'0,2 ;1g/mL para Cd y de

0,1-04 j.lg/ml. para Pb

2. El snstema es lineal y preciso en un rango de con entracufm de 0,02 - 0,4
ng/mL’para Cd y de 0,05 — 0,8 pg/mi. para Pb":;.-"

3. La muestra analitica con Cd es estable después de 24 horas a temperatura,

ambiente y en refrigeracion pero no es convement que-se anahce' después

de 48 horas cuando se mantiene a temperatur ambiente’

4. La muestra analitica con Pb es estable“d temperatura

se anallce después

7. Ellimite de Cuantificacion para Cd es de 0,0198 ppm.
8. El limite de Cuantificacion para Pb es de 0,0644 ppm.
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10.

11.

12.

CONCLUSIONES
—

De las cuatro especies de plantas medicinales utilizadas en el estudio, la raiz
de Valeriana, es la que presenta menor concentracion de Cadmio y no se

detecta la presencia de Plomo.

La concentracion de Cadmio detectada en las Plantas Medicinales se
encuentra dentro del rango establecido en la Farmacopea Herbolaria de los

Estados Unidos Mexicanos.

La concentracion de Plomo detectada en: Ias Plantas Medlcmales se
encuentra dentro del rango establecld 'r’e’ Farmacopea Herbolarla de Ios i

Estados Unidos Mexicanos.

ebas de Desempeﬁo para,
ofotol etrIa de

El método que se llevo a‘cabd para:realizar; las
la Cuantificaciéon Cd y Pb n la
Absorcion Atémica fue dé—:acuer
Arsénico y Metales pesados establecn
de PNO.

en'la:FHEUM vy se presenta en forma
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SUGERENCIAS

Realizar pruebas de desempeiio para la cuantificacion de Cd y Pb en plantas
medicinales utilizando horno de grafito si es necesario obtener resultados con

mayor sensibilidad.

Cuantificar el contenido de metales pesados en diferentes partes de las
plantas medicinales.

Cuantificar ol contenido de metales pesados tomando en cuenta eI lugar de
recoleccion. L

Que la Farmacopea Herbolaria tome en cuenta que la: mezcla;de digestién
formada por acido nitrico y acido percidrico no debe llegar'a sequedad. como
lo sugiere en el método MGA — FH 0160 Arsénico: y Metales pesados
establecido en la FHEUM ya que se reporta que el acido perclorico es rico en
Cl;0O; el cual es la causa de que el acido se descomponga: con explosnén

(Gutiérrez, E. 1991).
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ANEXO I

> Procedimiento Normalizado de Operacion (PNQO) para las
Pruebas de Desempefio para la Cuantificacion de Cd y Pb
en Plantas Medicinales por Espectrofotometria de

Absorciéon Atomica.

TESIS CON
FALLA DE CORIGEN
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PAGINAS: 2,
X de XX UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

FECHA DE EDICION :

25 — ABRIL - 2002

DEPARTAMENTO VALIDACION

FECHA DE VIGENCIA:
3 - MAYO - 2002

REVISION:

Tituto
PRUEBAS DE DESEMPENO PARA LA CUANTIFICACION DECd y
Pb EN PLANTAS MEDICINALES POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
ABSORCION ATGOMICA.

o

I. OBJETIVO

Contar con un procedimiento que permita realizar las Pruebas de
Desempefio para la Cuantificacién de Cd y Pb en Plantas Medicinales por
Absorcion Atomica.

Il. RESPONSABILIDAD

Es responsabilidad del Jefe de Control de Calidad, contar con un
procedimiento normalizado de operacién en las Pruebas de Desemperio
para la Cuantificacion de Cd y Pb en Plantas Medicinales por Absorcion
Atomica.

Es responsabilidad del Jefe de Validacidn contar, dar a conocer y llevar a
cabo el presente procedimiento normalizado de operacién en las Pruebas
de Desemperio para la Cuantificacion de Cd y Pb en Plantas Medicinales por
Absorcién Atomica.

Es responsabilidad del Quimico Analista realizar la cuantificacion de Cd Y Pb
en plantas medicinales con un método al que se le hayan realizado las
Pruebas de Desempeiio.

Itl. ALCANCE

El presente procedimiento es aplicable a las Pruebas de Desemperio para la
Cuantificacion de Cd y Pb en Plantas Medicinales por Absorcion Atdmica.

ELABORO: REVISO: APROBO: AUTORIZO:

Juliana Carolina M en C. Lourdes Bidloga Maricela M en C. Lourdes

Pdrez Reves

Custillo Granadu

Arteaza Meiia

Castillo Granada

FECHA: 03-10-02

FECHA : 03-10-02

FECHA : 03-10-02

FECHA: 03-10-02
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FECHA DE EDICION :

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

25 — ABRIL - 2002

VALIDACION

FECHA DE VIGENCIA: DEPARTAMENTO
3 - MAYO - 2002 TiTULO
REVISION PRUEBAS DE DESEMPENO PARA LA CUANTIFICACION DECd y
) Pb EN PLANTAS MEDICINALES POR ESPECTROFOTOMETRIA DE

ABSORCION ATOMICA.

(*)

IV. MATERIAL

sMaterial vegetal seco al aire, finamente picado y
homogéneamente mezclado.

eMatraces Kjeldah! de 100 mL Pyrex.

eMatraces volumeétricos de 50 y 100 mbL Pyrex.
ePipetas volumétricas de 1, 2, 5, 10 mL Pyrex.
«VVaso de precipitados de 250 y 500 mL Pyrex.
eBalanza analitica. AINSWORTH.MODEL 100 A.

eDigestor LABCONCO.
eLampara de catodo hueco Pye Unicam para Pb.
el ampara de céatodo hueco Pye Unicam para Cd.

Vil. REACTIVOS

eAgua desionizada.

eAcido Nitrico J.T.Baker.”

eAcido Perclérico J.T.Baker.”

esAire comprimido( presién de 2,8 kglcm ) AGA.
eAcetileno( presion de 0,8 kg/cm ) AGA.

* Reactivos grado analitico.

eEspectrofotometro de Absorcion Atdmica VARIAN AA-1475.

ELABORO: REVISO: APROBO:

Juliana Carolina
Pérez Reves

M en C. Lourdes
Castillo Granada

Bidloga Maricela
Artcapa Meifa

AUTORIZO:

M en C. Lourdes
Castillo Granada

FECHA: 03-10-02

FECHA : 03-10-02

FECHA : 03-10-02

FECHA: 03-10-02
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X de XX

25 — ABRIL - 2002

FECHA DE EDICION :

[
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA )

DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

3~ MAYO - 2002

FECHA DE VIGENCIA:

DEPARTAMENTO VALIDACION

REVISION:
o

ThuLo
PRUEBAS DE DESEMPENO PARA LA CUANTIFICACION DE Cd y
Pb EN PLANTAS MEDICINALES POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
ABSORCION ATOMICA.

VIIl. SOLUCIONES

«Solucidn estandar de 1000 ppm para Pb Merck Titrisol.
eSolucion estandar de 1000 ppm para Cd Merck Titrisol.
eMezcla acida; acido nitrico: acido perclérico(2:1).

IX. POBLACION DE ESTUDIO

«VALERIANA MEXICANA, RAIZ.
Valeriana edulis ssp. Procera Meyer
«GORDOLOBO MEXICANO, FLOR.
Gnaphalium semiamplexiacaule DC.
«TORONJIL MEXICANO, HOJAS Y FLOR.
Agastache mexicana (Kunth) Lint et Epling
«ARNICA MEXICANA, FLOR.
Heterotheca inuloides

Toda la cristaleria usada para el analisis
remojarse en acido nitrico al 30% durante 24 hrs y postenormente se
enjuaga con agua desionizada.

en el laboratorio debe

ELABORO:

Juliana Carolina
Pérez Reves

REVISO:

M en C. Lourdes
Castillo Granada

APROBO:

Biéloga Maricela
Artcaga Meiia

AUTORIZO:

M en C. Lourdes
Castillo Granada

FECHA: 03-10-02

FECHA : 03-10-02

FECHA : 03-10-02

FECHA: 03-10-02
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PAGINAS:
X de XN UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FECHA DE EDICION:| pACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

25 ~ ABRIL - 2002
DEPARTAMENTO

VALIDACION

FECHA DE VIGENCIA:

3~ MAYO - 2002 TiTuLo
PRUEBAS DE DESEMPENO PARA LA CUANTIFICACION DE Cd y

REVISION:
(2]

Pb EN PLANTAS MEDICINALES POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
ABSORCION ATOMICA.

X. INTRODUCCION

Todo meétodo analitico tiene como proposito determinar la presencia de un
componente especifico y es un procedimiento que involucra un proceso de
medicién el cual proporciona una respuesta analitica. Un requisito esencial
de un método que tenga aplicaciones cuantitativas es el de realizarle
pruebas de desempeno.

X!l. DESARROLLO
La Comisién Permanente de la F.E.U.M proporciond para el estudio:

*VALERIANA MEXICANA, RAIZ.

Valeriana edulis ssp. Procera Meyer
«GORDOLOBO MEXICANO, FLOR.

Gnaphalium semiamplexiacaule DC.
«TORONJIL MEXICANO, HOJAS Y FLOR.
Agastache mexicana (Kunth) Lint et Epling
«ARNICA MEXICANA, FLOR. .
Heterotheca inuloides

Las plantas medicinales se hicieron llegar al laboratorio en forma individual,
dentro de bolsas de polietileno, debidamente . etiquetadas 'y previamente
secas. Una vez que las plantas fueron rnohdas se encontraron Ilstas para el
analisis.

ELABORO:

Juliana Carolina
DPérez Reves

REVISO:

Men C. Lourdes
Castillo Granada

APROBO:

Bisdloga Maricela
Arteaca Meiia

AUTORIZO:

M en C. Lourdes
Castillo Granada

FECHA: 03-10-02
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FECHA DE EDICION:| FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

25— ABRIL - 2002
DEPARTAMENTO
FECHA DE VIGENCIA: VALIDACION
3-MAYO-2002 TiTULO

PRUEBAS DE DESEMPENO PARA LA CUANTIFICACION DECd y

REVISION: Pb EN PLANTAS MEDICINALES POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
o ABSORCION ATOMICA.

PRUEBA LIiMITE PARA CADMIO Y PLOMO

Método propuesto en la Farmacopea Herbolaria para la cuantificaciéon de
plomo y cadmio en plantas medicinales.

Preparar la siguiente solucién:

a) Mezcla &acida. Preparar una solucion con 2 partes de acido nitrico
concentrado y 1 parte de acido perclérico concentrado.

Método general para el tratamiento de la muestra.

Pesar 250 mg de material vegetal, seco y macerado, en un matraz Kjeldah!
de 30 mL. Anadir 5,0 mL de mezcla acida y colocar el matraz en el digestor
a una temperatura constante hasta que la solucidn se observe clara y sin
presencia de material organico. Una vez terminada la digestion dejar enfriar
y pasar a un matraz aforado de 50 miL, llevar al volumen con agua
desionizada, filtrar y guardar en frascos de polietileno.

Procedimiento

El contenido de cadmio y plomo se determina por espectrofotometria de
absorcion atomica.

ELABORO: REVISO: APROBQO: AUTORIZO:
Juliana Carolina M en C. Lourdes Bi6loga Maricela M en C. Lourdes
Pérez Reves Castillo Granada Artcana Meifa Castillo Granada
FECHA: 03-10-02 FECHA : 03-10-02 FECHA : 03-10-02 FECHA: 03-10-02
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

FECHA DE EDICION :
25 - ABRIL - 2002

VALIDACION

DEPARTAMENTO
FECHA DE VI 1A:
3 - MAYO - 2002 TiTULO .
REVISION PRUEBAS DE DESEMPENO PARA LA CUANTIFICACION DE Cd y
; Pb EN PLANTAS MEDICINALES POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
o ABSORCION ATOMICA.
Limites

#* Plomo no mas de 10 ppm
# Cadmio no mas de 0,3 ppm

NOTA : Estos valores son validos para drogas vegetales secas.

PRUEBAS DE DESEMPENO PARA LA CUANTIFICACION DE CADMIO Y
PLOMO EN PLANTAS MEDICINALES

LINEALIDAD DEL SISTEMA
CADMIO

Preparar las siguientes soluciones:

a) Solucion concentrada de Cd. Pasar 1mL de solucidn estandar.  de 1000
ppm de Cd Merck Titrisol a un matraz volumétrico de 100 mL llevar al”
aforo con agua desionizada y mezclar perfectamente. -

APROBO:

AUTORIZO:

ELABORO: REVISO:

Juliana Carolina
Pérez Reves

M en C. Lourdes

Bidloga Maricela
Arteaga Meiia

M en C. Lourdes
Castillo Granada

Castillo Granada

FECHA: 03-10-02

FECHA : 03-10-02

FECHA : 03-10-02
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FECHA DE VIGENCIA:
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VALIDACION

REVISION:
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TiTULO

PRUEBAS DE DESEMPERO PARA LA CUANTIFICACION DECd v
Pb EN PLANTAS MEDICINALES POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
ABSORCION ATOMICA.

b) Soluciones de prueba para Cd. Cada una de las siguientes soluciones se
preparan por duplicado, partiendo de la misma solucion concentrada:

- Solucién 0,02 ppm. Pasar 0,2 mL de solucién concentrada en un matraz
volumeétrico de 100 mL y llevar al aforo con agua desionizada. K

« Solucién 0,05 ppm. Pasar 0,5 mL de solucién concentrada a un ma‘traz
volumeétrico . de ! 100 mL ‘llevar al volumen con agua desionizada .y

mezclar blen.

. Soluclén O.1pp

. Solbucién'O;Z‘ pprh. Pasar 2,0 mL de solucién concentrada en un matraz
volumétrico e:100 mL, llevar al aforo con agua desionizada y mezclar.

. Solucnén 0.4:p

1 .P:asa'r 1.0'mL de la solucion concentrada a un matraz
volumeétrico de:100 mL; llevar al aforo con agua desionizada y mezclar:

pm. Pasar 4,0 mL de solucién concentrada a un matraz
volumétnco de 100 mL, llevar al aforo con agua desionizada y mezclar

Filtrar y'gualjdar Ia’s’ soluciones en frascos de polietileno.

Procedimiento

Determinar las absorbancias de cada una de las soluciones de prueba a una
longitud de onda de 228,8 nm empleando agua desionizada como blanco de

ajuste.

ELABORO:
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Registrar las absorbancias obtenidas de cada una de las soluciones
preparadas y posteriormente realizar los calculos estadisticos necesarios

para esta prueba de acuerdo con el anexo 3.

PLOMO

Preparar las siguientes soluciones:

a) Solucidn concentrada de Pb. Pasar 1 mL de solucion estandar de 1000
ppm de Pb Merck Titrisol a un matraz volumétrico de 100 mL, llevar al
aforo con agua desionizada y mezclar perfectamente.

b) Soluciones de prueba para Cd. Cada una de las siguientes soluciones se
prepara por duplicado, partiendo de la misma solucién concentrada:

« Solucion 0,05 ppm. Pasar 0,5 mL de solucidn concentrada a un matraz
volumeétrico de 100 mL, llevar al aforo con agua desionizada y mezclar.

- Solucién 0,1 ppm. Pasar 0,1 mL de solucidn concentrada a un matraz
volumeétrico de 100 mL, llevar al volumen con agua desionizada y

mezclar bien.

= Solucion 0,2 ppm. Dentro de un matraz volumétrico de 100 mbL colocar
2,0 mL de solucién concentrada lievar al volumen con agua desionizada

y mezclar.
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- Solucién 0,4 ppm. Pasar 4,0 mL de solucidn concentrada a un matraz
volumétrico de 100 mL., llevar a! aforo con agua desionizada y mezclar,

- Solucién 0,8 ppm. Pasar 4,0 mL de solucién concentrada a un matraz
volumétrico de 50 mL, llevar al aforo con agua desionizada y mezclar
bien.

Filtrar yéi.:ardar las soluciones en frascos de polietileno.

. Procedimiento

.. Determinar las absorbancias de cada una de las soluciones de prueba a una
- longitud de onda de 217,0 nm empleando agua desionizada como blanco de

“ajuste.’”

Registraf; las absorbancias obtenidas de cada una de las soluciones
‘preparadas y posteriormente realizar los calculos estadisticos necesarios
para esta prueba de acuerdo con el anexo 3.
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Pb EN PLANTAS MEDICINALES POR ESPECTROFOTOMETRIA DI

PRECISION DEL SISTEMA
CADMIO

Preparar las siguientes soluciones:

a) Solucién concentrada. Pasar 1mL de solucidén estandar de 1000 ppm

para Cd Merck Titrisol,
llevar al volumen con agua desionizada y mezclar perfectamente.
partiendo de la misma solucién concentrada-

- Solucnén 0 1. ppm. Pasar-1,0. mL de soluctén concentrada en un matraz
‘'volumétrico de 100 mL Ilevar al aforo con agua ¢ desnonlzada y mezclar.

Flltrar y guardar Ia soluc:én de prueba'en frascos 'de polletlleno.v

: Procedlm nto’

Determmar las absorbanclas de cada una de Ias solucnones de prueba a una
longitud de onda de 228,8 nm empleando agua desionizada como blanco de

ajuste.

transferir a un matraz volumeétrico de 100 mL,

b) Soluciones de prueba. La siguiente solucion se prepara por sextuphcado. .
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Registrar las absorbancias obtenidas de cada una de las soluciones
preparadas y posteriormente realizar los calculos estadisticos necesarios
para esta prueba de acuerdo con el anexo 3.

PLOMO

Preparar las siguientes soluciones:

. a). Solucidén concentrada. Pasar 1mL de solucién estandar de 1000 ppm
para Pb Merck Titrisol, transferir a un matraz volumeétrico de 100 mL,
llevar al aforo con agua desionizada y mezclar perfectamente.

b) Soluciones de prueba. La siguiente solucidn se prepara seis veces,
partiendo de la misma solucién concentrada:

- Solucién 0,2 ppm. Pasar 2,0 mL de solucién concentrada en un matraz
volumétrico de 100 mLi, llevar al volumen con agua desionizada y

mezclar.

Filtrar y guardar la solucion de pruaba en frascos de polietileno.
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Procedimiento

Determinar las absorbancias de cada una de las soluciones de prueba a una
longutud de onda de 217,0 nm empleando agua desionizada como blanco de

ajuste.

Registrar las absorbancias obtenidas de  cada una de ' tas soluciones
preparadas y posteriormente realizar los calculos estadlstlcos necesarios
para esta prueba de acuerdo con el anexo 3. S

LINEALIDAD DEL METODO

CADMIO

Preparar las siguientes soluciones:

a) Mezcla acida. Preparar una solucion:'con: 2 partes de acido nitrico
concentrado y 1 parte de acido percldrico concentrado.

b) Solucién concentrada. Pasar 1mL de soiuciéﬁ estandar. - de 1000 ppm
para Cd Merck Titrisol, transferir'a un’matraz volumétrico-de 100 mL,
llevar al aforo con agua desionizada y mezclar perfectamente.
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c) Soluciones de prueba. Cada una de las siguientes soluciones se prepara
por triplicado, partiendo de diferentes soluciones concentradas:

- Soluciéon 0,5 ppm. Pasar 250 mg por separado de cada una de las
plantas a matraces Kjeldahl. Adicionar a cada matraz 0,5 mL de solucién
concentrada. Proceder de acuerdo con el método general propuesto.
Transferir cuantitativamente la solucién resultante a un matraz
volumeétrico de 100 mL y llevar al aforo con agua desionizada.

» Soluciéon 0,1 ppm. Pasar 250 mg por separado de cada una de las
plantas a matraces Kjeldahl. Adicionar a cada matraz 1,0 mL de solucién
concentrada. Proceder de acuerdo con el método general propuesto.
Transferir cuantitativamente I|a solucidén resultante a un matraz
volumeétrico de 100 mL y llevar al aforo con agua desionizada.

* Solucion 0,2 ppm. Pasar 250 mg por separado de cada una de las
plantas a matraces Kjeldahl. Adicionar a cada matraz 2,0 mL de solucidn
concentrada. Proceder de acuerdo con el método general propuesto.
Transferir cuantitativamente la solucién resultante a un matraz
volumeétrico de 100 mL y llevar al aforo con agua desionizada.

d) Solucién blanco. Medir 5,0 mL de mezcla acida dentro de un matraz
Kjeldah! de 100 mlL. Proceder de acuerdo con el método propuesto pero
sin agregar la planta medicinal y finalmente transferir la solucién
resultante a un matraz volumetrico de 100 mL y llevar al volumen con
agua desionizada.
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Filtrar y guardar ia soluciones en frascos de polietileno.

NOTA : Evitar que la solucién que contiene mezcla acida y es sometida a
digestion llegue a sequedad (Gutiérrez, E. 1991).

Procedimiento

Determinar las absorbancias de cada una de Ia's,solticidh"eé de prueba a una
longitud de onda de 228,8 nm. Ajustar con la. ‘solucién blanco.

Registrar las absorbancias obtenidas de cada ‘una de las soluciones
preparadas y posteriormente realizar jos célculos estadlstlcos necesarios
para esta prueba de acuerdo con el anexo 3. :

PLOMO

Preparar las siguientes soluciones:

a).Mezcla‘écida. Preparar una solucién con 2 “partes de acido nitrico
concentrado y 1 parte de acido perclérico concentrado.
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Transferir

Transferir

b) Solucion concentrada. Tomar 1mL de solucién estandar
para Pb Merck Titrisol, transferir a un matraz volumétrico de 100 mL,
aforar con agua desionizada y mezclar perfectamente.

c) Soluciones de prueba. Cada una de las siguientes soluciones se prepara
por triplicado, partiendo de diferentes soluciones concentradas:

- Solucion 0,1 ppm. Pasar 250 mg por separado de cada una de las
plantas a matraces Kjeldahl. Adicionar a cada matraz 1,0 mL de solucién.
concentrada. Proceder de acuerdo con el método general propuesto.

volumeétrico de 100 mL y llevar al aforo con agua desionizada.

« Solucién 0,2 ppm. Pasar 250 mg por separado de cada una de las
plantas a matraces Kjeldahl. Adicionar a cada matraz 2,0 mL de solucién
concentrada. Proceder de acuerdo con e! método general propuesto.
volumétrico de 100 mL y llevar al volumen con agua desionizada.

« Solucién 0,4 ppm. Pasar 250 mg por separado de cada una de las

plantas a matraces Kjeldahl. Adicionar a cada matraz 4,0 mL de solucién
concentrada. Proceder de acuerdo-con e! método general propuesto.

de 1000 ppm

cuantitativamente la solucidn resultante a un matraz

cuantitativamente la solucion resultante a un matraz

Juliana Carolina
Pérez Reves

M en C. Lourdes
Castillo Granada

Transferir cuantitativamente ' la solucidn resultante a un matraz
volumétrico de 100 mL y llevar al aforo con agua desionizada.
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d) Soluciéon blanco. Medir 56,0 mL de mezcla acida dentro de un matraz
Kjeldahl de 100 mL. Proceder de acuerdo con el método propuesto pero
sin agregar la planta medicinal y finalmente transferir la solucién
resultante a un matraz volumétrico de 100 mL y aforar con agua

desionizada.
Filtrar y guardar la soluciones en frascos de polietileno.

NOTA : Evitar que la solucién que contiene mezcla acida y es sometlda a
digestion llegue a sequedad (Gutiérrez, E. 1991). :

Procedimiento

Determinar las absorbancias de cada una de las soluciones de prueba a una
longitud de onda de 217,0 nm. Ajustar con la solucién blanco.

Registrar las absorbancias obtenidas de cada una de las soluciones
preparadas y posteriormente realizar los calculos estadisticos necesarios
para esta prueba de acuerdo con el anexo 3.
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EXACTITUD Y REPETIBILIDAD

CADMIO

Preparar las siguientes soluciones:

a) Solucién concentrada. Tomar 1mL de solucion estandar “de 1000 pbm
para Cd Merck Titrisol, transferir a un matraz volumeétrico de 100 mL,
aforar con agua desionizada y mezclar perfectamente.

b) Soluciones de prueba. La siguiente solucion se prepara por sextuplicado,
partiendo de diferentes soluciones concentradas:

« Solucion 0,1 ppm. Pasar 250 mg por separado de cada una de las
plantas a matraces Kjeldahl. Adicionar a cada matraz 1,0 mL de solucién
concentrada. Proceder de acuerdo con el método general propuesto.
Transferir cuantitativamente Ila solucidn resultante a un matraz
volumeétrico de 100 mL y llevar al aforo con agua desionizada.

c) Solucidén blanco. Medir 5,0 mL de mezcla acida dentro de un matraz
Kjeldahl de 100mL. Proceder de acuerdo con el método propuesto pero
sin agregar la planta medicinal y finalmente transferir la solucién
resultante a un matraz volumeétrico de 100 mL y aforar con agua
desionizada.
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o

Filtrar y guardar la soluciones en frascos de polietileno.

NOTA : Evitar que la solucién que contiene mezcla acida y es sometida a
digestion llegue a sequedad (Gutiérrez, E. 1991).

Procedimiento

Determinar las absorbancias de cada una de las soluciones de prueba a una
longitud de onda de 228,8 nm. Ajustar con la’soluci blanco. ; i

Registrar las absorbancias obtenidas dei cada :Una: de
preparadas y posteriormente realizar los ' célculos estadisticos necesarios
para esta prueba de acuerdo con el anexo 3. ;

PLOMO

Preparar las siguientes soluciones:

a) Solucion concentrada. Tomar 1mL de solucién estandar de 1000 ppm
para .Pb :-Merck -Titrisol, transferir-a. un matraz volumétrico de 100 mL,
"aforar con agua desionizada y mezclar perfectamente.

las : soluciones
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REVISION
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b) Soluciones de prueba. La siguiente solucidon se prepara por sextuplicado,
partiendo de diferentes soluciones concentradas:

» Solucidén 0,2 ppm. Pasar 250 mg por separado de cada una de las
plantas a matraces Kjeldahl. Adicionar a cada matraz 2,0 mL de solucién
concentrada. Proceder de acuerdo con el método general propuesto.
Transferir cuantitativamente la solucién resultante a un’ matraz
volumeétrico de 100 mL y llevar al aforo con agua desuonlzada.

c) Solucién blanco. Medir 5,0 mL de mezcla acida dentro de, un matraz

la “'solucion

sin agregar la planta medicinal y finalmente transferir:
coniagua

resultante a un matraz volumétrico de 100 mL "y afora
desionizada. S

Filtrar y guardar ia soluciones en frascos de polietileno.

NOTA : Evitar que la solucién que contiene mezcla écuda Yy es sometlda a
digestion llegue a sequedad (Gutiérrez, E. 1991) ; i

Procednm:ento

Determlnar las absorbancnas de cada una.de las solucnones de prueba a una
longitud de onda de 217,0 nm. Ajustar con la soluclén blanco

Kjeldah! de 100mL. Proceder de acuerdo con el método propuesto: pero::
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o ABSORCION ATOMICA.
Registrar las absorbancias obtenidas de cada una de las soluciones

preparadas y posteriormente realizar los calculos estadisticos necesarios
para esta prueba de acuerdo con el anexo 3.

PRECISION (REPRODUCIBILIDAD)

CADMIO

Preparar las siguientes soluciones:

a) Solucion concentrada. Tomar 1 mL de soluciéon estandar de 1000 ppm
para Cd Merck Titrisol, transferir a- un matraz volumétrico de 100 mL,
aforar con agua desionizada y mezciar perfectamente.

b) Soluciones de prueba. La siguiente solucién se prepara por triplicado y es
analizada por dos analistas en dos dias diferentes partiendo de distintas
soluciones concentradas:

« Solucion 0,1 ppm. Pasar 250 mg por separado de cada una de las
plantas a matraces Kjeldahl. Adicionar a cada matraz 1,0 mL de solucién
concentrada. Proceder de acuerdo con el método general propuesto.
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Transferir cuantitativamente  la  solucidn resultante a un matraz
volumeétrico de 100 mL y llevar al aforo con agua desionizada.
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RiA DE

c) Solucién blanco. Medir 5,0 mL de mezcla acida dentro de un matraz
Kjeldahl de 100 ml.. Proceder de acuerdo con el método propuesto pero
sin agregar la planta medicinal y finalmente transferir la solucidn
resultante a un matraz volumeétrico de 100 mL y aforar con agua
desionizada.

Filtrar y guardar la soluciones en frascos de polietileno.

NOTA : Evitar quela solru(:ién que contiene mezcla acida y es sometida a
digestion llegue a sequedad (Gutiérrez, E. 1991).

Determinar las absorbancias de cada una de las soluciones de prueba a una
longitud de onda de 228,8 nm. Ajustar con la solucién blanco.

Registrar las - absorbancias obtenidas de cada una de las soluciones
preparadas y posteriormente realizar los calculos estadisticos necesarios
para esta prueba de acuerdo con el anexo 3.
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA ML

DEPARTAMENTO VALIDACION

FECHA DE VIGENCIA:
3 - MAYO - 2002

TiTULO
PRUEBAS DE DESEMPENO PARA LA CUANTIFICACION D : Cd y

REVISION: Pb EN PLANTAS MEDICINALES POR ESPECTROFOTOMETRIA DI

ABSORCION ATOMICA.

]

a)

d)

b)

PLOMO

Preparar las siguientes solucione:

Solucion concentrada. Tomar 1 mL de soluciéon estandar de 1000 ppm

para Pb Merck Titrisol, transferir a un matraz volumétrlco de 100 mL aforar
con agua desionizada y mezclar perfectamente.

Soluciones de prueba. La siguiente solucién se prepara por triplicado y es -

analizada por dos analistas en dos dias diferentes partiendo de distintas
soluciones concentradas:

- Solucion 0,2 ppm. Pasar 250 mg por separado de cada una de las

plantas a matraces Kjeldahl. Adicionar a cada matraz 2,0 mL de solucion
concentrada. Proceder de acuerdo con el método general: propuesto.
Transferir cuantitativamente la solucidn resultante a ' un . matraz
volumeétrico de 100 mL y llevar al volumen con agua desionizada.

Solucion blanco. Medir §,0 mL de mezcla acida dentro de un matraz
Kjeldahl de 100 mL. Proceder de acuerdo con el método propuesto pero
sin agregar |a planta medicinal y finalmente transferir la solucion
resultante a un matraz volumétrico de 100 mL y aforar con agua

desionizada.

ELABORO: REVISO: APROBO: AUTORIZO:
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FECHA DE EDICION | pACULTAD DE ESTUDIOS SUFERIORES ZARAGOZA L

25 - ABRIL - 2002

DEPARTAMENTO VALIDACION

FECHA DE VIGENCIA:
TiTULO
IMPENO PARA LA CUANTIFICACION DEE Cd ¥

3 - MAYO - 2002

- PRUEBAS DE DESE

REVISION Pb EN PLANTAS MEDICINALES POR ESPL
o ABSORCION ATOMICA.

TROVFOTOMIEETRIA DE

Filtrar y guardar la soluciones en frascos de polietileno.

NOTA : Evitar que la soluciédn que contiene mezcla acida y es sometida a
digestion llegue a sequedad (Gutiérrez, E. 1991).

Procedimiento

Determinar las absorbancias de cada una de las soluciones de prueba a una
longitud de onda de 217,0 nm. Ajustar con la soluclon blanco.: ... . :

Registrar las absorbancias obtenldas de cada Una.-de las soluciones

preparadas y posteriormente realizar los calculos estadlstlcos necesarlos‘

para esta prueba de acuerdo con el anexo 3.

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Se determina mediante el reanalisis de muéstra'é' élfnacenadés a
temperatura ambiente / 48 hrs, temperatura ambiente / 96 hrs, refngeraclon /
48 hrs y refrigeracion/g6 hrs.
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FECHADE EDICION | pACULTAD DI l.bllll)l()\ SUPERIORES ZARAGOZA

25 - ABRIL - 2002 -
VALIDACION

DEPARTAMENTO
FECHA DE VIGENCIA
3o AMAYO - 2002 TiTULO . ]
REVISION PRUEBAS DE DESEMPENO PARA LA CUANTIFICACION DI Cd v
Pb EN PLANTAS MEDICINALLES POR PECTROFOTOMIETRIA DE

IMICA.

o ABSORCION A'l

Preparar las siguientes soluciones:

a) Solucién blanco. Medir 5,0 mL de mezcla acida dentro de un matraz
Kjeldah! de 100 mL. Proceder de acuerdo con el método propuesto pero sin
agregar la planta medicinal y finalmente transferir la solucidon resultante a un
matraz volumeétrico de 100 mL y aforar con agua desionizada.

Filtrar y guardar 1a soluciones en frascos de polietileno.

NOTA : Evitar que la solucidn que contiene mezcla acida y es sometida a
digestion llegue a sequedad (Gutierrez, E. 1991). .

La mitad de la solucion blanco se almacena a temperatura amblente y la otra
mitad en refrigeracion. e o
Una vez que el analisis de linealidad del método es realizado se colocan seis

muestras a temperatura ambiente y las seis restantes en refrigeracién; -de
tal forma que se tuvieran las siguientes concentracnones a las condiciones

preestablecidas.

AUTORIZO:

ELABORO:
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REVISO:
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APROBO:
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO
FACULTTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

FECHA DE VIGENCIA: DEPARTAMENTO VALIDACION
3 - MAYO - 2002 TiTuLo -
REVISION PRUEBAS DE DESEMPENO PARA LA CUANTIFICACION |
Pb N PLANTAS MEDICINALES POR ESPECTROFOTOMIE
o ABSORCION ATOMICA.

Procedimiento

Temperatura Refrigeracion
ambiente
Cd(ng/ Pb(ug/ Cd(ug/ Pb(ng/
mL) mL) mL) mL)
0,05 0,1 0,05 0.1
0.1 0,2 0.1 0,2
0,2 0.4 0,2 0,4

Determinar las absorbancias de cada una de las solucidnesi'dé;prueba a una
longitud de onda de 228,8 nm para Cd y. 217,0 nm para Pb Ajustar con la

solucion blanco.

Registrar las absorbancias obtenidas de cada una de las soluciones
preparadas y posteriormente realizar los calculos estadlstlcos necesanos
para esta prueba de acuerdo con el anexo 3.
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DI MEXICO \. i
FECHA DE EDICION | pACULTAD DI ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA f oy,
25 ~ ABRIL - 2002
DEPARTAMENTO T
FECHA DE VIGENCIA VALIDACION
I MAYO - 2002 TiTULO . ]
REVISION PRUEBAS DE DESEMPENO PARA LA CUANFIFICACION DECd y
Pb EN PLANTAS MEDICINALES POR ESPECTROFOTOMITTRIA DI
o ABSORCION ATOMICA

DETERMINACION DE CADMIO Y PLOMO EN VALERIANA MEXICANA,
GORDOLOBO MEXICANO, TORONJIL MORADO MEXICANO Y ARNICA

a

b

MEXICANA.

METODO MODIFICADO DEL MGA - FH 0160 ARSENICO Y METALES
PESADOS ESTABLECIDO EN LA FHEUM.

Preparar las siquientes soluciones:

) Mezcla acida. Preparar una solucion con 2 partes de acido nitrico
concentrado y 1 parte de acido perclérico concentrado.

) Muestras. La siguiente muestra se prepara por triplicado con cada una de

las plantas medicinales
* Colocar 250 mg de material vegetal, seco y macerado, en un matraz

Kjeldahl. Anadir 5,0 mL de mezcla acida vy colocar el-matraz:en-el ..

digestor a una temperatura constante hasta que la solucién se observe
clara y sin presencia de material organico. La solucién resultante se

coloca en un matraz volumétrico de 10 mL y se lleva al aforo con agua .-

desionizada.

Solucién blanco. Medir 5,0 mL de mezcla acida dentro de un matraz

c)
Kjeldahide 100 mL. Proceder de acuerdo con el método propuesto pero
sin agregar la planta medicinal y finalmente transferir la solucion
resultante a un matraz volumeétrico de 10 ml y aforar con agua
desionizada
ELABORO: REVISO: APROBO: AUTORIZO:
Juliana Carolina M en C. Lourdes Bidloga Mariccla M en C. Lourdes
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FECHA DE EDICION . IUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

FACULFAD DI

25 - ABRIL - 2002

DEPARTAMENTO VALIDACION

FECHA DE VIGENCIA
3 - MAYO - 2002 TITULO

PRUEBAS DIE DE

REVISION
o

I'b EN PLANTAS MEDICINALES POR 138
ABSORCION ATONMICA.

IMPENO PARA LA CUANTIFICACION DI Cd v
SPECTROFOTOMETRIA DE

Filtrar y guardar la soluciones en frascos de polietileno.

NOTA : Evitar que la solucion que contiene mezcla acida y es sometida a

digestion llegue a sequedad (Gutiérrez, E. 1991).

Procedimiento

Determinar las absorbancias de cada una de las muestras a una longitud de
onda de 228,8 nm para Cd y 217,0 nm. para Pb. Ajustar:con, la:solucion

blanco.

XI. TERMINOS Y DEFINICIONES

mL = mililitros
mg = miligramos
ng = microgramos
Pb = plomo
Cd = cadmio
nm = nanometros
hrs = horas
Ppm = partes por millon
kg = kilogramos
cm = centimetro
mag/kg = partes por millon
rg/ mL = partes por millén
ELABORO: REVISO:; APROBO: AUTORIZO:
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~ Metodo MGA — FH 0160 Arseénico y metales pesados de la
Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos
2001.
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ANEXO 2

REQUISITOS GENERALES

Todos los materiales provenientes de plantas medicinales deberan ser
examinados y seguir los métodos generales para:

< METALES PESADOS.

+ PLAGUISIDAS

=+  DETERMINACION DE MICROORGANISMOS

&+ MATERIA EXTRARA

Los limites seran los que establezcan en los propios métodos, a menos que en la
monografia particular se indique otra cosa.

PRUEBA LIMITE PARA CADMIO Y PLOMO.

El método de determinacion se deja al analista. Sin embargo,. la determinacion
debe ser lo suficientemente consistente y sensible para determlnar la: comparacnon
del estandar. :

Aparato. El aparato consiste en un vaso de dlgestlén que es:un cnsol de slllca
vitreo, “forma alta”, con una altura de, 62 mm, un-diametro:d “~con
capacidad para 75 mL con una cubnerta de
Los materiales usados son:

< Mezcla de digestion: 2 partes po peso d
parte por peso de acido perclénco

<+ Materiales de referencia: hOjas de olivo (Olea’ europea) :polvo de heno

Limpiar escrupulosamente con élmdo nltrlco co centrado el vaso de dlgestlén y
todo el equipo y todo el equipo que va a ser usado para la determinacién,
enjuagar vigorosamente muchas veces con agua y secar a 120°C.
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Preparaciéon de la muestra. Para el método himedo de digestion en un sistema
abierto, colocar de 200 mg a 250 mg del material vegetal secado con aire,
finamente cortado y homogéneamente mezclado, en un crisol de silica limpio.
Aradir 1.0 mL de la mezcla de digestién, cubrir el crisol sin presion externa y
colocar en el horno a una temperatura controlada y regular el tiempo (controlado
por computadora, si es posible).

Calentar lentamente a 100°C y mantener esta temperatura durante un poco méas
de 3 h, posteriormente calentar a 120°C y mantener esta temperatura durante 2 h.
Aumentar la temperatura muy lentamente hasta 240°C. Evitar posibles reacciones
violentas especialmente en un intervalo de temperatura de 160°C a 200°C y
mantener esta temperatura durante 4 h. Disolver el residuo inorganico seco
resultante en 2.5 mL de acido nitrico concentrado y usarlo para la determinacién
de metales pesados. Cada muestra debe ser probada en paralelo con un blanco.

Procedimiento. El| contenido de plomo y cadmio puede ser determinado por
voltametria inversa o por espectrofotometria de absorcion atomica.

Limites. Las maximas cantidades son basadas en valores ADI.

< Plomo. No mas de 10 mg/kg.

< Cadmio. No mas de 0.3 mg/kg.

Estos valores son validos para drogas vegetales secas. -
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ANEXO 3

DISENO ESTADISTICO.

LINEALIDAD DEL SISTEMA.

1. Tabular los resultados con base al siguiente formato:

CONCENTRACION (x) ABSORBANCIA (y)
X1 Y1, Yz e Y 1n
X2 Y21, ¥ 22, «eeen Y 2n
X4 Vo, Y, ... Y

2. Realizar los siguientes calculos preliminares para coeficiente de correlacion'y

coeficiente de determinacion.
Sx=nlx, 43+ +x,)
Dy =ra Vg b

ST =]+ x] b x?)

S 43 2 2 2 2 2 2 2 2 2
D S s S U U U g i O VTl ot U S B

At Vo Vet Yy,

RIEIh SU T DP I

DAy =X (M e )X (B F Vo et V2 ) bt X, (Vg F Py et V)

3. Calcularry

o [ o) = (0 ]
n (S )~ (S0 (S y ) - (7]

TE‘-

is CON

FALLA Uk uniGEN
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[ul(z.\:\') - (Z.\')(Z_\')]‘
[nl(z.\"' )— (Z_\‘)"'Iul(z.\-" ) — ():,\')"]‘

4. Calcular para cada punto de linealidad del sistema el siguiente factor

absorbancia( \'

=

concentracion(x )

- »
Fn e
Y
v
,:' = = 1

4.1 Calcular la suma de los factores. la suma de-cuadrados de factores y la
media del. factor.

"

ZF':F A Fln + Fl e e FPa o+ Fl+ F2,

> F = I‘,,+I‘,,+I‘,“+..+I‘,,+I‘,1+I‘

TESIS rON 132
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Donde N = es el namero de puntos de la linealidad del sistema.

5. Calculos finales para el coeficiente de variacion

S” o2y Y2 X
PE = [ _Q’D_,L_)_<Z.’_)_]
N(N-=-D

DE
CV =—=X100
7

CRITERIOS DE ACEPTACION
Clr ==<1.5%
r =2 0.99

s

r == 0.98

PRECISION DEL SISTEMA

1. Tabljlar Iosyrésultadros,

Y. Yé. Y3 oeeeeni¥n -

2. Calcular

R e o R

> v =t v v e 3,




A
| ¥ 7]
i

ANEXO 3
T
7 Ty Rt »
/)1;=[N‘2~~‘7’_7‘z-" ]

NN -1

CV = —I—);L;,\’IO()
Vv

CRITERIO DE ACEPTACION
CV =1.5%

LINEALIDAD DEL METODO

1. Tabular los datos en base al siguiente formato:..
Cantidad rec
adicionada(x) ) =
X 11, X 12, «eoen X 1n
X 21, X 22, conen X 2n
X1, X2 il X tn

2. Calcular las siguientes sumatorias
S xm iy, N et Xy Xy Xy X Xyt X,

ZJ’ =¥n f"."ﬁl*"“ff')’»ln "‘yzl,""-"n.'*' +7y

Yy Vg e Y,

2 x? =x% +.\‘2gx +...+,’C!|nr

2+ Xl e i X X X L X,

Z:y2 =)’2|| +y:|;§ Foot Vet Yia+ ¥ o+ yiaa + e y?n +y:12 it Vi

Z":" =XV T R R XV R Xy YV F X0 Var h e X030, e Xy My F X Vs e+ X, Ve

TESIS MOV
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3. Calcularm,byr?

() = (D30 )
III(Z‘\ )—-(Z‘ \)'

SymmS

nr

[III(L-\)’) (_Z-\)(Z)’)]
[/H(Z‘\ -« )zl_nt(Zy) (Z)’)-I

ANIEXO 3
S——

ni

b=

4. Determinar el por ciento recuperado (R) para cada cantidad recuperada
R= (I—Jl 0
X

4.1 Tabular los resultados
R,.R,,R,. R
4.2 Reallzar los slgu:entes céalculos

ZR—I?,~+I\’2 +R,+...+R,,

S RP=R}+RI+R} +..+ R}

(3

2 N2 }{
DE=[N‘Z"’ RO IRY) ]

NN =1
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5. Calcular el coeficiente de variaciéon

o= ( !)5 )l [$18]
r

CRITERIOS DE ACEPTACION
Promedio de recobro = 97 — 103%

CV==3%

EXACTITUD Y REPETIBILIDAD

1. Tabular los resultados en base al siguiente formato
R R, Ry,....R,
2. Realizar los siguientes calculos
SR=R +R,+ Ry +...+ R,
STR* = R} + R} + R} +..+ R}
(34

2 2 y
DE=[_N<Z»' IO IED ] :
NN -1

3. Calcular el coeficiente de variacion

CcV = [-—D:.E—]l 00
R
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CRITERIOS DE ACEPTACION
Promedio de recobro = 97 — 103%
CV = =3%

PRESICION (REPRODUCIBILIDAD)

1. Tabular los resultados de la siguiente forma

ANALISTA
1
=< 1 P Min
o Mtz PeeTH
RATEY Va3
2 M Mo
M2z Mazz
iz Vaza

2. Calcuios preliminares
Yoo = Vi F Vpa FVan F Viag FVgp F Vs F Vo F Ve F V0 Vas Ve F Vo F Ve

Z,\’ cee = ,\'an +_\'=u: +.'\'2u: +,\’:|2| +y2|z: +...+y:::3

1y = (5t 1
DE=[N(Z)’) (-0 ]’
NN =)
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CRITERIO DE ACEPTACION

CV=<3%

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

1. Tabular los resultados

CONDICION / TIEMPO

INICIAL 1 2 m
M Ma ye RO
.V! -‘ ’5 -‘ ‘h .‘ ’n—l
Vs Ve Vo My

2. Calcular la varianza ponderada

Media Vo »1
Varianza s2 S N S,

2852 + 287

Spi =
P 2(c+1)

. 282 +28%
Sp; = 2 ——=%
P = S+
Sp2 = 252 +282

2(c+1)

TESIS CON
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3. Para cada condicion x tiempo calcular el intervalo de confianza

IC=(3- Vo) = ,‘,r\/sp,’[;t]

ANEXO 3
——

Donde " =es el valor de ¢ de Dunnett con c comparaciones y 2(c+1) grados

de libertad y una probabilidad acumulada de 0.975

4. Con la siguiente formula calcular el factor |

1, =24 x100
M

bs

7, =% x100
Nar

7, =2 x100
Ma
Vy

7, =272 3100
M
V'

I, = =2 x100
kLN

7, =2 x100
Vs

7, =&=2 100

7, ==L v100
Vs

1, = 2= x100
Vs
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5. Para cada condicién/tiempo calcular la media del factor /

_ z I (condicion ! ticmpo)

N
I,=!‘+l=+ll
3
; ___IJ+I§+I,_
: 3
1, I, + 1, +1
3

CRITERIOS DE ACEPTACION
La muestra es estable si el /C para la diferencia de la media cbn respecto a la

media del analisis inicial incluye el valor:de. cero y/o la magmtud ‘del efecto no
exceda el 3%.

LIMITE DE DETECCION

1. Tomando en cuenta las 20 lecturas de absorbancla calcular la- desvnacnon
estandar.

2. Determinar el limite de deteccién mediante la siguiente férmula

II)=-3—5\£

LIMITE DE CUANTIFICACION

1. Tomando en cuenta las 20 lecturas de absorbancia calcular la desviacion
estandar.

2. Determinar el limite de deteccion mediante la siguiente férmula

1085C

LD = ——=
X
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