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ANALISIS DE FLOR DE JAMAICA OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una practica para la asignatura de Andlisis de Medicamentos
ensefanza practica, representativa de los métodos de andlisis, especificaciones y
técnicas oficiales nacionales que se establecen en la Farmacopea Herbolaria de
los Estados Unidos Mexicanos y en otras publicaciones, que deben cumplir las
plantas y derivados de ellas, que se utilicen en la elaboracion de medicamentos y
remedios herbolarios.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Realizar una revision del programa de practicas de la asignatura “Analisis
de medicamentos”.

2. Seleccionar una materia prima de las monografias publicadas en la
Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM),
tomando en cuenta los parametros siguientes:

2.1 Materia prima factible de conseguirse en el mercado mexicano, en
cualquier época del ano.

2.2 El manejo de la misma no implique un riesgo a la salud.

2.3 Que contenga métodos analiticos representativos del analisis de las
plantas y derivados de ellas, que se utilizan en la elaboracién de
medicamentos y remedios herbolarios.

3. Utilizar en los casos de omisiones, imprecisiones y/o errores otras
referencias bibliograficas del area.

4. Disefar una practica factible de ser desarrollada con la infraestructura de
los laboratorios de docencia del Departamento de Farmacia en el tiempo
destinado para la ensefianza practica de la asignatura.

5. Proporcionar al alumno, elementos que le permitan desarrollarse en el
area de control de calidad de plantas medicinales y realizar aportaciones
para enriquecer la informacidn oficial nacional existente en esta area.
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I. INTRODUCCION

La practica de la Medicina Tradicional ha estado presente en todas las culturas
del mundo, pero hasta el siglo pasado, las Organizaciones a nivel mundial y
regional se han interesado por implementar politicas y acciones dirigidas a su
inclusién dentro de las practicas oficiales de los Sistemas de Salud.

La Herbolaria es una rama de la Medicina Tradicional, que en nuestro pais se
practica desde la época prehispanica y ha logrado gran arraigo en los ultimos
anos, sin embargo existe la necesidad de garantizar la calidad de las plantas
medicinales, remedios, farmacos y derivados preparados a partir de ellas. Una
de las medidas establecidas para la reglamentacion oficial del control de calidad
de las plantas medicinales en México, es la Farmacopea Herbolaria de los
Estados Unidos Mexicanos.

Una de las actividades primordiales de la asignatura Analisis de Medicamentos
es: que el alumno maneje las referencias basicas para el andlisis de los
medicamentos (Farmacopeas y Normas Oficiales). La inclusién de una practica
basada en la monografia de un producto herbario como es la Flor de Jamaica,
contenida en la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos
(FHEUM) constituye una experiencia enriquecedora en cuanto a:

% Manejo e interpretacién de las indicaciones farmacopéicas.

% Muestreo de material herbolario.

% Tratamiento de la muestra.

% Comprensién de los objetivos y puntos criticos de cada una de las
determinaciones analiticas como una norma para realizar de manera critica
el trabajo experimental.

% Y elimpacto de la generacion de resultados confiables en la toma correcta
de decisiones.

La asignatura Analisis de Medicamentos forma parte fundamental del mapa
curricular del Quimico Farmacéutico Bidlogo, ubicada en el plan de estudios
anterior en el octavo semestre (clave 1846 ), con un valor curricular de 12 créditos
( 3 horas de teoria y 6 horas de practica ); en el plan actual est4 ubicada en el
séptimo semestre, tiene un valor curricular de 10 créditos ( 3 horas de teoria y 4
horas de practica ). Como puede observarse, la reestructuracion del tiempo
destinado a la ensefanza practica requiere de evaluar si se puede implementar
el analisis farmacopéico de Flor de Jamaica como parte de las practicas que
actualmente se realizan dentro del curso experimental, tomando en cuenta la
infraestructura con que cuentan los laboratorios ( 1-E y 1-F) destinados a la
imparticion del curso.
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Para elaborar la propuesta de practica se realizd la siguiente secuencia de

trabajo:

Investigacion bibliografica acerca del andlisis en general de plantas
medicinales, de acuerdo a la Farmacopea Herbolaria de los Estados
Unidos Mexicanos y Reglamentos Oficiales Nacionales e
Internacionales.

Investigacion bibliografica de las Farmacopeas que contienen la
Monografia de la Flor de Jamaica, con la finalidad de realizar un
analisis acerca de las especificaciones y determinaciones analiticas
sobre las similitudes, diferencias que pudieran existir, asi como
subsanar omisiones, imprecisiones y / o errores que fueran causa de la
publicacién.

Muestreo del producto herbario Flor de Jamaica de acuerdo a las
especificaciones y requerimientos de la FHEUM.

Desarrollo del trabajo experimental conforme a las determinaciones
analiticas descritas en la Monografia de Flor de Jamaica de FHEUM,
capaces de implementarse de acuerdo a los recursos materiales y de
infraestructura  disponibles, asi como la inclusibn de otras
determinaciones analiticas de Farmacopeas oficiales que enriquecen el
andlisis y el conocimiento del alumno, siguiendo las Buenas Practicas
de Laboratorio.

Propuesta de las determinaciones analiticas que puedan realizarse
como parte de una practica docente para la asignatura de Analisis de
Medicamentos, ensefianza practica.

Para la eleccion de la Monografia de Flor de Jamaica se consider6 la baja
toxicidad que representa su manejo, la diversidad de pruebas analiticas que son
requeridas, la facilidad del tratamiento de los residuos generados antes de su
disposicion final, ademas que puede encontrarse en el mercado en cualquier
época del ano.
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Il. GENERALIDADES
Il. 1 Medicina tradicional herbolaria

La medicina tradicional en nuestro sistema sanitario es considerada como una
alternativa de tratamiento. Culturalmente ha estado presente desde la época
prehispanica; nuestros ancestros indigenas aprovechaban la riqueza de la flora y
fauna de la regién y alcanzaron un conocimiento de la botanica local, sobre la
determinacién de las propiedades curativas y un sistema de salud organizado e
integrado por tlama (médicos), texoxolatitl (cirujanos), tesor (sangradores), en el
aspecto farmacéutico, a los papini (recolectores y seleccionadores), panamacani
(preparadores de medicamentos), y panamacoyan (boticarios).

Parte de estos conocimientos originales se plasmaron en obras del siglo XVI
como:

s El Libellus de medicinalibus indorum herbis, libro original redactado en
nahuatl del médico indigena Martin de la Cruz ( 1521) traducida al latin por
Juan Badiano, (Cédice De la Cruz-Badiano ).

% EI Cddice Florentino publicado como Historia general de las cosas de la
Nueva Espana escrito por fray Bernardino de Sahagun en su libro Xl
capitulo 7 titulado "De toda clase de hierbas", es un pequefo inventario de
plantas indigenas.

% La Historia de las Plantas de la Nueva Espana, por Francisco Hernandez a
instancia y con el respaldo oficial de la Corona espafiola. Es una obra que
consta de 16 volumenes, numerosos dibujos indigenas y una coleccion de
plantas disecadas.

% La Historia Natural de fray Juan Navarro en el quinto volumen titulado el
Jardin americano, 1801. Es un herbario medicinal ilustrado de caracter
practico, contiene dos indices, uno de plantas y otro de enfermedades .

La OMS define a la medicina tradicional como: “practicas, enfoques,
conocimientos y creencias sanitarias diversas que incorporan medicinas basadas
en plantas, animales y /o minerales, terapias espirituales, técnicas manuales y
ejercicios aplicados de forma individual o en combinacion para mantener el
bienestar, ademas de tratar, diagnosticar y prevenir las enfermedades”.(1).

(1) OMS, Estrategia de la OMS sobre medicina tradicional 2002- 2005, p 7.
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Il. 2 Control de calidad en la medicina tradicional herbolaria

La expansion de la medicina tradicional en el mundo, sin una instrumentacion
paralela de normas internacionales, nacionales, métodos analiticos y
procedimientos, ha originado un amplio debate entre los profesionales del area y
los responsables de las politicas de salud sobre como se debe garantizar la
seguridad, eficacia, calidad, disponibilidad y preservacion de los medicamentos
herbarios.

Los criterios de inclusién de los productos herbolarios en el momento de
clasificarlos como: medicamento herbario, remedio herbolario o alimento varian
de un pais a otro; como una forma de unificar el criterio de medicamento herbario
la OMS ha emitido el concepto siguiente:

“Medicamento herbario : un material derivado de plantas con propiedades
terapéuticas o de otra indole para la salud humana y que contenga ingredientes en
bruto o elaborados procedentes de una o mas plantas. En algunas tradiciones
pueden estar presentes materiales de origen animal o inorganico.”(2)

Sin embargo la misma OMS considera la posibilidad que cada pais determine
de manera especifica de acuerdo con las normas internacionales y nacionales
conceptos particulares, de esta forma en México la definicion de medicamento
herbolario es:

“Medicamento herbolario: cualquier planta cuyo beneficio terapéutico ha sido
demostrado cientificamente, cuya férmula se encuentra registrada y tienen uso
dentro de la Industria Farmacéutica”. Los medicamentos herbolarios, ademas de
contener material vegetal, podran adicionar en su formulacién excipientes y
aditivos.”(3)

También se establece la definicion de:

“ Remedio herbolario: se considera Remedio Herbolario al preparado de plantas
medicinales, o0 sus partes, individuales o combinadas y sus derivados, presentado
en forma farmacéutica, al cual se le atribuye por conocimiento popular o tradicional,
el alivio para algunos sintomas participantes o aislados de una enfermedad.
Cualquier tipo de planta cuyo beneficio terapéutico aun no ha sido demostrado
cientificamente, sin embargo, cuentan con un registro sanitario alfanumérico.”(4)

(2) OMS, Pautas de investigacion para la evaluacién de la inocuidad y la
eficacia de los medicamentos herbarios, Manila, 1993, pp 35-40.

(3) Secretaria de Salud, Reglamento de Insumos para la salud, México, 1998,
Art.66.

(4) Secretaria de Salud, Reglamento de Insumos para la salud, México, 1998,
Art.88.
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El enfoque legislativo internacional para considerar a los productos herbolarios
como medicamentos, remedios o productos alimenticios varia ampliamente.

El desarrollo de las leyes destinadas a regular estos productos no ha sido de
manera armonica, sin embargo de manera general las diferentes situaciones
reglamentarias a nivel mundial, se pueden englobar en las siguientes categorias:

% Los mismos requisitos reglamentarios para todos los productos;

% Los mismos requisitos reglamentarios para todos los productos , con ciertos
tipos de pruebas no requeridas para medicamentos herbarios o
tradicionales;

% Exencién de todos los requisitos reglamentarios para los medicamentos
herbarios o tradicionales;

% Exencién de todos los requisitos reglamentarios para los medicamentos
herbarios o tradicionales en cuanto al registro o la autorizacién de
comercializacion.

% Medicamentos herbarios o tradicionales sujetos a todos los requisitos
reglamentarios, y

% Medicamentos herbarios o tradicionales sujetos a los requisitos

reglamentarios en cuanto al registro o la autorizacién de comercializacion.

Algunos paises incluyen a los productos: “oficialmente reconocidos” y
“oficialmente aprobados”, los cuales se pueden comercializar sin requerir de una
evaluaciéon cientifica, sin embargo existe otros en que no existen érganos
normativos y se requiere implementar un sistema apropiado que garantice la
calidad antes de la comercializacién (5).

La Asamblea Mundial de la Salud en la Declaracién de Alma-Ata (1978),
recomendd la inclusion de medicina tradicional de utilidad comprobada en las
politicas farmacéuticas y las medidas normativas respectivas.

En 1991 la Organizacién Mundial de la Salud, en la Cuadragésima Cuarta
Asamblea Mundial de la Salud presentd la politica referente a la medicina
tradicional, en donde se comprometidé con los estados miembros a colaborar en
las politicas nacionales, la legislacién y las decisiones sobre la naturaleza y el
grado de uso de la medicina tradicional en sus sistemas de salud.

En la cuarta sesion de la Conferencia Internacional sobre Autoridades
Reguladoras de Medicamentos (ICDRA) en 1986 se incluyé al medicamento
herbolario ; en junio de 1991 en Munich Alemania en una reunién de consulta de la
OMS se redactaron Normas para la evaluacién de los Medicamentos Herbarios,
adoptadas en octubre para uso general por la Sexta ICDRA donde se definen los
criterios basicos para la evaluacion de la calidad, inocuidad y la eficacia de los
medicamentos herbarios.

(5) OMS, Situacién reglamentaria de los medicamentos. Una resefia mundial. 2000,
p 2.
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Las recomendaciones de la Sexta ICDRA impulsaron a la OMS a seguir
elaborando monografias farmacopéicas de los medicamentos herbarios, el
Programa de Medicina Tradicional prepar6 un documento titulado “Monografias
de la OMS sobre Plantas Medicinales Seleccionadas”, con 28 monografias,
presentado durante la Octava reunion de la ICDRA en Bahrein en noviembre de
1996.

La Oficina Regional de la OMS para las Américas revisé la situacion y el uso de
la Medicina Tradicional, la reunién regional sobre los aspectos legislativos de los
productos con base de hierbas fue celebrada en el afno 2000. La regulacion y
registro de medicinas herbolarias en América se ha establecido en Bolivia, Chile,
Colombia, Costa Rica, Ecuador, Honduras, Guatemala, México, Pera y Venezuela.

La Estrategia de la OMS sobre medicina tradicional 2002- 2005 agrupa en cuatro
categorias los problemas a resolver :

1. Politica nacional y marco de trabajo legislativos

% Falta de reconocimiento oficial de la medicinal tradicional ( MT )y
medicina complementaria y alternativa (MCA).

% La medicinal tradicional y medicina complementaria y alternativa
no esta integrada en los sistemas nacionales de salud.

% Falta de mecanismos legislativos y legales.

« Distribucién inequitativa de los beneficios del conocimiento y los
productos indigenas de medicina tradicional.

+ Inadecuada distribucion de los recursos para el desarrollo de la
MT / MCA y construccién de la capacidad politica, econémica y
de recursos humanos.

2. Seguridad, eficacia y calidad

+ Falta de metodologia de investigacion.

% Inadecuada base de evidencias para las terapias y productos de
MT/ MCA.

% Falta de pautas internacionales y nacionales para asegurar la
seguridad, eficacia y control de calidad de las terapias y
productos de MT /MCA.

+ Falta de normatividad y registros adecuadas de las medicinas
con base de hierbas.

+ Falta de registro de los proveedores de MT / MCA.

% Inadecuado apoyo para la investigacion.

3. Acceso

% Falta de datos que midan los niveles de acceso y la
asequibilidad.
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% Necesidad de identificar terapias y productos seguros y
eficaces.

% Falta de reconocimiento oficial del papel de los proveedores de
MT / MCA.

% Falta de cooperacién entre los suministradores de MT / MCA y
los médicos alopaticos.

% Uso no sostenible de los recursos de plantas medicinales.

4. Uso racional

% Falta de formacién de los proveedores de MT / MCA vy falta de
informacién sobre MT / MCA para los médicos alopaticos.

% Falta de comunicacién de MT / MCA y los médicos alopaticos y
entre los médicos alopaticos y los consumidores.

% Falta de informacién al publico sobre el uso racional de MT /
MCA.

Constituye una tarea titanica el resolver los puntos citados anteriormente por lo
que la ONU ha conseguido que participen activamente diversas organizaciones
gue a continuacién se mencionan (6):

Organizaciones internacionales:

% La Secretaria de la Commonwealth

% La Agencia Europea para la Evaluacién de Medicamentos
% La Cooperativa Cientifica Europea sobre Fitoterapia

% La Unién Europea

% El Banco Mundial

% La Organizacion Mundial de Comercio

Organizaciones no gubernamentales:
% La Colaboracion Cochrane
% Fundacién Ford
% Foro Mundial para la Naturaleza

Asociaciones profesionales globales:

o Liga Medicorum Homeopatica Internationalis
<> Federacion Mundial de Acupuntura

<> Federacion Mundial de Quiropractica

<> Industria Mundial de Automedicacion

(6) OMS, Situacién reglamentaria de los medicamentos. Una resefia mundial. 2000,
pp 39-45.
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Los objetivos que se buscan con las estrategias y plan de accién de la ONU al
respaldar a los paises miembros son:

% Integrar la MT / MCA en los sistemas de salud nacionales, segun sea
apropiado mediante el desarrollo e implantacion de politicas y programas
nacionales de MT / MCA .

% Fomentar la seguridad, la eficacia y la calidad de la MT / MCA y
proporcionar asesoria sobre pautas normativas y controles de calidad.

% Aumentar la disponibilidad y asequibilidad de la MT / MCA, segun sea
apropiado, enfatizando el acceso a la misma de las poblaciones pobres.

% Fomentar el uso terapéutico sélido y apropiado de la MT / MCA, informar a
los proveedores y consumidores acerca del alcance y limitaciones,
sustentados en estudios confiables de riesgo-beneficio.

En nuestro pais existen numerosos antecedentes donde el esfuerzo por
sustentar y reconocer de manera formal el uso de la flora medicinal, como las
“Tablas Botanicas para el uso mas pronto y facil” por la Academia Médico
Quirurgica de Puebla y el “Estudio de la Ciencia” de Julian Cervantes en 1825,
posteriormente un “Ensayo para la Materia Medica Mexicana” en 1832 como un
antecedente mas sélido de la Farmacopea.

La Academia Farmacéutica de la Ciudad de México ( fundada en 1838 ),
elaboré la primera edicion de la Farmacopea Mexicana en 1846, contenia
exclusivamente sustancias de origen vegetal. Al desaparecer se fund6 la Sociedad
Farmacéutica Mexicana y se publico la segunda ediciébn de la Farmacopea
Mexicana, siendo hasta la cuarta ediciébn en 1896 cuando adquiere su caracter
obligatorio en los Estados de Baja California, Distrito Federal y Tepic, contenia
quimicos aislados y 497 especies vegetales.

En 1930 aparecio la primera edicion de la Farmacopea Nacional producida por
el Departamento de Salud Publica, de uso obligatorio en toda la Republica, en la
segunda edicion, en 1952, se suprimieron monografias de productos naturales y
plantas medicinales siendo menor la proporcion de productos naturales que
productos quimicos, tal exclusion se debid a las dificultades metodoldgicas para el
control de calidad de los productos, no porque consideraran que no tuvieran
eficacia terapéutica.

En la quinta ediciéon de la Farmacopea Nacional, de los 532 productos que
incluye, solo 34 proceden de plantas, estos comprenden: aceites fijos y algunos
excipientes; se observa una tendencia a disminuir progresivamente en las
ediciones posteriores el numero de productos de origen herbolario.

La Secretaria de Salud con objeto de fomentar la regulaciéon sanitaria y
establecer lineamientos oficiales del control de calidad de plantas y derivados de
ellas, publico la primera edicion de la Farmacopea Herbolaria de los Estados
Unidos Mexicanos en el afio 2002.
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En la Ley General de Salud mexicana, desde el 7 de mayo de 1997 esta
reconocida la existencia de medicamentos y remedios herbolarios. (Arts: 224 .
Fraccion B).

En el Reglamento de Insumos para la Salud, se regula y define, sobre el
registro, elaboracion, envasado, publicidad y establecimientos de los
medicamentos homeopaticos, medicamentos herbolarios y remedios herbolarios.
(Arts. 63, 64, 65, 66, 67, 68, 71, 88, 89, 91, 92, 93, 94, 97, 98, 129, 130, 140, 173,
174,175).

En 1999, se publico, en el Diario Oficial de la Federacion, un listado que
prohibe el empleo de 76 plantas en infusiones, decocciones o suplementos
alimenticios, cuyo empleo puede resultar nocivo para la salud; restringe, ademas,
el empleo de 9 plantas en el embarazo .

Es competencia de la Comisién Federal para la Proteccion Contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS), regular la herbolaria, por medio del Departamento de
evaluaciéon de herbolarios, homeopaticos y medicamentos herbolarios, y area de
dispositivos médicos.

La regulacion sanitaria permite que los productos industrializados a base de
plantas puedan ser medicamentos si existe una evidencia clinica comprobada. Se
considera como remedios herbolarios solamente aquellos que se apoyan en el
conocimiento popular o tradicional y se emplean como auxiliares sintomaticos y los
suplementos alimenticios que completan o incrementan la alimentacion.

Al revisar otras Farmacopeas con una tradicion incluyente de productos
naturales y plantas, como la Farmacopea Alemana, la Farmacopea Francesa y la
Farmacopea de la Comunidad Europea, podemos observar que existe una gran
diferencia en cuanto al nimero de monografias de productos naturales que incluye
cada publicacion :

Farmacopea Monografias referentes de productos naturales
o plantas
Alemana (DBA 10) 127
Francesa 1400
Comunidad Europea 26

Fuente: Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos México 2002, p 40.

Esta diferencia tiene que ver con el proceso evolutivo que ha sufrido cada
sistema sanitario. En general el ejemplo méas evidente fue la conformacion del
proyecto de la Farmacopea Europea, a partir del convenio de Estrasburgo el 22 de
junio de 1964 como respuesta a la necesidad de libre circulacién de medicamentos
en Europa, ya sea a nivel de sanidad publica o de intercambios internacionales.
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Esta libre circulacion requiere la unificacién de las normas relativas a la
fabricacion y al control de calidad de los productos farmacéuticos e implica la
normalizacién de las farmacopeas nacionales, que se concreta con la elaboracion
de la Farmacopea Europea publicada por primera vez en 1994 y es adoptada por
los Gobiernos del Reino de Bélgica, Republica Francesa, Republica Federal
Alemana, Republica ltaliana, Gran Ducado de Luxemburgo, del Reino de los
Paises Bajos, de la Confederacion Helvética y del Reino Unido de Gran Bretana e
Irlanda del Norte, en la actualidad es de cumplimiento obligado para 26 paises
europeos.

Sin embargo la inclusiéon de monografias de productos naturales o plantas en la
Farmacopea Europea y la velocidad de inclusibn de nuevas monografias es
claramente insuficiente con respecto a la cantidad de productos que se
comercializan y se usan; simplemente datos de la Comunidad Europea reportan
que los paises miembros utilizan una variedad de 1200 especies vegetales de las
que solo 26 estan incluidas en la Farmacopea Europea; la problematica de
elaboracién de monografias no solo se concreta al establecimiento de métodos y
técnicas analiticas apropiadas y validadas sino también a los intereses por
estandarizar, primero, la calidad de los productos de mayor proyeccion
internacional sobre aquellos que solo tienen ingerencia nacional o regional.

Constituye entonces un reto para los sistemas de salud, tanto internacionales
como nacionales y por consiguiente para los profesionales sanitarios implementar
los mecanismos necesarios Yy los procedimiento metodolégicos que permitan
garantizar la calidad, seguridad, eficacia de los productos naturales y plantas, ya
que el uso rebasa a los existentes y / o regulados.
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Il. 3 Flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa )

Reino : Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase:  Magnioliopsida
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae
Género : Hibiscus
Especie: sabdariffa L

Descripcion

Hibiscus sabdariffa L. pertenece a la Familia Malvaceae. Las diferentes variedades
existentes son: altissima Wester, sabdariffa, H,. acetosella Welw.

12
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La variedad altisima  es de importancia econémica en India, las Indias
Orientales y Nigeria ya que se extrae una fibra parecida al yute, los tallos de esta
variedad son verdes o rojos , las hojas verdes, a veces con las venas rojas, sus
flores son amarillas con calices rojos o verdes, no carnosos y espinosos.

De la variedad sabdariffa H. se han descrito las siguientes subvariedades :
bhagalpuriensi, intermedius, albus, ruber, la primera tiene calices rojos con rayas , la
segunda y tercera de las cuales se obtiene fibra, tienen calices amarillo verdosos,
sin embargo es la subvariedad ruber la que tiene empleo comestible por ser la
menos fibrosa.

La variedad acerosella Welw es un arbusto de Africa tropical, de tallos y hojas rojas
con flores de color rojo oscuro, alcanza una altura de 2.4 m, de empleo ornamental
por la presencia de una vaina cabelluda, generalmente no se ha relacionado con la
flor de jamaica por sus caracteristicas especificas, ademas el caliz no es carnoso y
las hojas son las empleadas en la cocina debido a su sabor acido, al adicionarlas al
arroz o verduras.

El H. sabdariffa variedad sabdariffa H. subvariedad ruber, es un arbusto de
cultivo anual de 2,4 m, de tallos altos cilindricos de color rojo, hojas alternadas de
7,5 a 12,5 cm de largo, verdes con venas rojizas y los peciolos largos o cortos.
Las flores nacen en el axis de la hojas son de aproximadamente 12,5 cm, con
pétalos de 4 a 5 cm de longitud, de color amarillo con una mancha purpura en la
base. Columna estaminal poco saliente. El caliz formado por 5 sépalos en forma
de lenguletas, tiene una longitud de 2 — 3,5 hasta 5 cm; se encuentra fusionado a
un caliculo exterior multifido que comprende de 8 a 12 laminas pequefas con una
longitud de 6 - 15 mm, agudas y mas oscuras. El fruto es capsular ovoide de
longitud de 1 a 2 cm de largo mas pequefnio que el caliz, cubierto de un vello
espeso y fino.

Los nombres referidos de flor de jamaica y flores del Hibisco, generalmente son
incorrectos ya que lo que se encuentra en el mercado en venta son los célices
mezclados con una muy minima proporcién de flores o frutos, por lo que en
realidad son los calices a los que se atribuyen las propiedades medicinales.

El H. sabdariffa es nativo de India y Malasia donde es normalmente cultivado, y
se debe haber llevado a Africa, Egipto, Burkina Faso, Mali, Niger y Ciad . Ha sido
extensamente distribuido en los Tropicos y Subtrépicos de ambos hemisferios,
Sudan, Tailandia, México y Senegal. En muchas areas del Oeste de la India y
Centroamérica se ha naturalizado.

Se introdujo a México en la época colonial y desde entonces se ha cultivado en

regiones calidas y semicalidas de nuestro pais, siendo los estados de Guerrero,
Oaxaca, Colima y Campeche, los principales productores de jamaica.
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Nombre comunes

Abuya, Ibuya, Inkulu, Nsa
Baquitche, Cutcha, Folere,

Basap, Bisap, Bondio, Dakouma, Fasab,
Indian sorrel, Kuges, Red sorrel, Roselle hemp,

Roselle, Senegal bisap,

Gogu, Lal ambari, Patwa, Red sorrel; Roselle

Hamaiga

Hibicusbliten, Jerico rose
Karkade, Red sorrel
Karkade

Karkadeh
Karkadesh, Rosella, Roselle

Krachiap daeng, Roxella- red sorrel

Mesta

Rosa de Jamaica
Roselle

Roselle, Flor de jamaica
Satui, Sawa sawa
Sudan tea

Susur

Pais

Congo
Guinea- Bissau
Senegal

India
Nicaragua
Alemania
Egipto, Alemania,
Italia,

Somalia
Sudan

Egipto
Tailandia
Bangla Desh
Guatemala
Iraq, Japon
México

Sierra Leona
Africa Oriental
Indonesia

14
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Constituyentes quimicos de la flor de jamaica ©
Constituyentes reportados en Constituyentes reportados en cantidades
cantidades no cuantificadas cuantificadas

Acido aspartico Acido ascérbico 0.01-0.11 %
Acido caprilico Acido citrico 3.74-17.00 %
Acido glicolico Acido hibiscus 1.5-2.3 %
Acido oxalico Acido malico 6.5 %

Acido protocatechuico Agua 84.5-88.2 %

Acido utalonico Antocianinas 1.5%
Aluminio Cenizas 0.6-7.7 %
Alcohol bencilico Beta caroteno 0 -21 ppm
Betasitosterol Calcio 0.11-1.74 %
Campesterol Carbohidratos 9.20-76.50 %
Cromo Celulosa 16.8 %
Crisantemin Colesterol 5.1 % esterol
Cianidin-3- sambubidsido Cis-12,13-epoxi-cis-9-acido octadecenoico 4.5% de
Cianidina lipidos

Delfinidina Grasas 0.1-0.11 %
Delfinidin-3- glucésido Fibra 1.0- 14.8 %
Delfinidin-3- sambubidsido Fosforo 180- 4,348 ppm
Gosssipetina Hierro 1- 536 ppm
Gossipetin-3-glucosido Magnesio 0.224 %
Hibiscetina Manganeso 0.151 %
Hibiscin Niacina 71 ppm
Hibiscretin Pectina 1.02 %

Malvin Potasio 0.94 %

Mucilago Proteina 7.0 - 11.0 %
Mirtilin Riboflavina 0- 4 %

Resina Sacarosa 0.24 %
Sabdaretin Tiamina 0-3 ppm
Sabdaritrin

Selenio

Silicio

Sodio

Zinc

(6) lvan A. Ros, Medicinal Plants of the World Chemical Constituents, Totowa New
Jersey 1999, pp 166-167
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Hibiscus sabdariffa en la Medicina Tradicional Mundial

En la siguiente tabla se muestran sus usos en la Medicina Tradicional en

diferentes paises:

Africa El extracto acuoso de las semillas como diurético y ténico. El
aceite de las semillas es usado externamente para curar las
heridas de camellos.

Brasil El extracto acuoso de los tallos es empleado para aliviar el dolor
de estébmago y aplicado externamente en la piel, es emoliente.

Camerun La infusion de las hojas es utilizada como antihelmintico.

Congo El extracto de las hojas es utilizado por la accién laxante.

Africa oriental

Por sus propiedades acidas es empleado como agente
saborizante. Al extracto acuoso se atribuyen las propiedades
siguientes: diurético, colerético, agente hipotensor, disminuye la
viscosidad de la sangre.

Egipto El extracto acuoso caliente es ingerido para aliviar las
enfermedades del corazoén, nervios, laxante, reductor de peso,
activar y neutralizar la secrecion gastrica, arterioesclerosis,
antiséptico intestinal, diaforético, tratamiento del cancer.

Guatemala La infusién de los célices es ingerida con fines diuréticos y de

disminuir la inflamacién renal.

Guinea Bissau

Las semillas son ingeridas por los varones con fines afrodisiacos.

India

Al extracto de las hojas se le atribuye actividad diurética,
hipotensor, disminucién de la viscosidad de la sangre,
estimulacién de la peristalsis intestinal; el extracto de las semillas
es utilizado en casos de disuria, dispepsia y ténico.

México El extracto caliente de las hojas y calices es ingerido con fines
diuréticos, colerético, hipotensor, para disminuir la viscosidad de
la sangre y estimulante de la peristalsis intestinal. Bebida
refrescante.

Senegal El extracto de las hojas aplicado externamente se emplea en la

curaciéon de heridas. El extracto de las flores es ingerido para
combatir la fatiga, agente hipotensor, colagogo, para combatir la
indigestion |, diaforético, diurético.

Sierra Leona

El concentrado de las hojas es tomado para el tratamiento de
hemorragias posparto ,contracciones uterinas y diurético.

Sudan El extracto de las flores se ingiere como purificador de la sangre
y tratamiento de la tos.
Tailandia El extracto de los calices es tomado como bebida refrescante.

(7) Ivan A. Ross, Opus cit. p. 166
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l. 4 Investigacion médica de la Flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa ) ©

A continuacién se muestran los datos reportados sobre los experimentos y
algunos reportes clinicos sobre los efectos que se han estudiado:

Actividad o efecto

Inhibicién de la fosfatasa acida e
inhibicion de la fosfatasa alcalina

Dosis

Infusion del caliz al 10,0% incluida en
cada racion de la dieta de ratas.

Antihelmintico

Se probd el extracto etandlico (95%) a
una concentracion de 50,0 mg/ mL y resultd
inactivo contra Lumbricus terrestris.

Antibacterial

El aceite de la semilla en platos de agar
ha demostrado la accién bactericida contra
Bacillus  anthracis,  Staphylococcus  albus
mientras que no es activo para Proteus
vulgaris y Pseudomonas aeruginosa.

Antiinflamatorio

Aplicacién topica del extracto metandlico
de las flores a dosis de 2,0 mg / oreja en
ratén contrarresto el efecto del TPA inductor
de inflamacién.

Antifangico

Extracto etanol : agua (1:1) a una
concentracion de 250,0 mg/mL en platos de
agar, es activo contra Aspergillus fumigatus,
Botrystis  cinerea,  Penicillium  digitatum,
Rhizopus nigricans, Trichophyton
mentagrophytes. A dosis de 10,0 g/L aun
cuando es inactivo frente a Aspergillus flavus
disminuye la cantidad de aflatoxina.

Antihipercolesterolémico
Antihiperlipémico
Antihipertrigliceridémico

Infusion del caliz a una concentracién de
5,00 en cada comida, disminuy6 los
niveles de colesterol en sangre de ratas.

Antiquistosomiasis

Extracto de hojas a una concentracion de
10,000 ppm es activo contra Schitosoma
mansoni y el extracto de los sépalos a una
concentracion de 100,0 ppm también es
activo contra Schitosoma mansoni.

Antiaflatoxina

Infusion de las flores a una dosis de 1,0
mg /L en cultivo liquido es activo contra la
aflatoxina de Aspergillus flavus.

Antiviral

Infusion de las flores a una concentracién
del 10,0% en cultivo celular es activo
contra el herpes virus, tipo 2.
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Actividad o efecto
(continuacién)
Antilevadura

Dosis

Extracto etanol : agua (1:1) a una
concentracion de 250,0 mg / mL en platos
de agar es activo contra Saccharomyces
pastorianus.

Disminuye los niveles de

Infusion de la fruta y jugo administrada a

creatinina dosis de 24,0 g/ dia .

Colerético Infusion de las flores en humanos varones
adultos es activa.

Citotdxico Extracto de flores etanol (70%) en cultivo
celular en CA-Erlich-Ascites, el efecto
mayor se observa a las 24 horas de
exposicion.

Diurético Infusion a dosis de 1,0 g / kg produce una

fuerte actividad. En adultos humanos el
extracto produce buen efecto.

Estrogénico

Infusion de caliz intraperitonealmente a
dosis de 500 mg / kg es activo en ratas
hembras.

Genitourinaria

Infusion de la fruta administrada oralmente
a dosis de 24 g / dia disminuye los niveles
urinarios de sodio, potasio, fosfatos, acido
arico y calcio.

Inhibicién de la transaminasa
glutamato-oxalacética

Infusion del caliz
racién en ratas.

al 10,0%. en cada

Inhibicion de la transaminasa
glutamato-piruvato

Infusién del céaliz al 10,0%. en cada

racion en ratas.

Hipotensor

Extracto del caliz en etanol
administrado intravenoso en perros a
dosis de 200 mg / kg. La infusién del
caliz en gatos administrada a dosis de 25,0
mg / animal.

(95%)

Inhibicién de la motilidad intestinal

Extracto acuoso del caliz a perros a dosis
de 5,0% es activo.

Actividad mutagénica

El extracto del fruto en platos de agar a
una concentracion de 50,0 pg / plato tiene
actividad en Salmonella thyphimurium TA
100 y TA98.

Relajante del musculo liso

El extracto de pétalos es activo en la
aorta de ratas 1Csp a dosis de 0,53 mg/ mL.

Espasmogénico

El extracto acuoso del cdliz a una
concentracion de 0,4 mg / mL tiene
actividad en el musculo recto abdominal de
la rana; a 1,0 mg / mL en Utero de conejo y
a 0,16 % en ileo de conejo.
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Actividad o efecto

(continuacion)

Espasmolitico Extracto acuoso del <céliz a wuna
concentracion de 0,4 mg / mL, tiene
actividad en el musculo recto abdominal de
la rana; a dosis de 5,0 mg / mL fue activo
en traquea de cerdo de Guinea; a dosis de
10,0 mg / mL es activo en el diafragma de
ratas. EL extracto de los pétalos a
concentracion de 0,6 mg / mL es activo en
aorta de ratas.

Laxante El extracto acuoso de flores en humanos es
activo.

Disminucion de la cantidad de A una dosis de 1.0 g / kg presenta la

urea actividad.

Relajacion del utero El extracto acuoso de las flores es activo en

el Utero de ratas.

Las diferentes acciones farmacolégicas reportadas en la medicina tradicional se
han investigado detenidamente, ademas se han probado otras propiedades
farmacolégicas, el hecho es que aparecen indexados en un periodo de septiembre
de 1999 a junio de 2006, 58 articulos, entre los que destacan propiedades
farmacoldgicas de caracter novedoso como las siguientes:

% Efecto protector hepatico ©,
% Inductor de apoptosis %17,

< Estimulante de proliferacion celular "2 .

Otros autores se han interesado ya en estudiar las propiedades fisicoquimicas y
toxicolégicas de los célices de la flor de jamaica aportando al area aspectos como:

% Estabilidad térmica de las antocianinas de Hibiscus sabdariffa L. tanto en
estado sélido como en solucién ¥,

Toxicidad del extracto acuoso y metanolico ¥ .

Caracteristicas fisicoquimicas de Hibiscus sabdariffa L. .

Degradacién de antocianinas 9.

X/ X/ X/
LS X I X g
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Seguridad vy toxicidad de Hibiscus sabdariffa . " '®

Los extractos de la planta se caracterizan por tener una baja toxicidad, sin
embargo ha sido importante determinar parametros toxicoldégicos que permitan
garantizar la seguridad para las personas que lo consuman.

El extracto del caliz en agua caliente, administrado en conejos por intubacion
gastrica, tiene una DLsy de 129 g / kg.

En ratas se ha reportado una DLsg de 5000 mg / kg. Solo se ha reportado un

efecto nocivo en testiculos de ratas después de un consumo del extracto del céliz
por largos periodos.
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ll. ANALISIS Y JUSTIFICA(}I()N DE LAS EXIGENCIAS FARMACOPEICAS EN
EL ANALISIS DE FLOR DE JAMAICA

Se describe la importancia de cada una de las pruebas farmacopéicas en el
analisis de Flor de Jamaica.

La exigencia farmacopéica para la materia prima herbolaria Flor de Jamaica
descrita en la Monografia publicada en la Farmacopea Herbolaria de los Estados
Unidos Mexicanos ( FHEUM ), menciona como requerimiento aplicar las
determinaciones siguientes:

a) Descripcion macroscépica
b) Descripcidon microscopica
Ensayo de identidad
Materia extrana

Pérdida por secado
Cenizas totales

g) Material extraible

h) Valoracién

~— — — ~—

c
d
e
f

~—

Como requisito general para todas las materias primas que aparecen en la
publicacién, se debe cumplir las exigencias de las siguientes determinaciones:

% Metales pesados

+ Plaguicidas

%+ Determinacidén de microorganismos
% Materia extrana

Dentro de las publicaciones internacionales se encuentra la Farmacopea de los
Estados Unidos (USP ), las pruebas analiticas para los productos de origen
botanico no son considerados en una monografia particular , sino en apéndices,
de manera general son las siguientes "9 :

@ Identificacion de productos de origen botéanico <563>
@ Articulos de origen botanico <561>
Materia extrana
Cenizas totales
Cenizas insolubles en acidos
Cenizas solubles en agua
Extracto soluble en alcohol
Extracto soluble en agua
Fibra cruda
Contenido de almidon
Determinacién de aceite volatiles
Contenido de agua
Prueba de aflatoxinas
Andlisis de residuos de pesticidas
Pesticidas

VVVVVVVVYYVYYVYYVYY
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En el cuadro que aparece a continuacion se comparan las pruebas requeridas
en la FHEUM con otras publicaciones oficiales internacionales, donde aparece la
Monografia de la materia prima Flor de Jamaica :

Publicacioén Pruebas Analiticas requeridas

Farmacopea Herbolaria de
los Estados Unidos
Mexicanos

12 Edicién 2001

Monografia
Jamaica, Flor

|dentidad

a) Macroscépica y Microscopica

b) Cromatografia en capa fina

Materia Extrafa (No mas del 2,0 %)
Material Extraible (No es inferior al 40,0%)

Pérdida por secado (No es superior al 15,0%)

Cenizas totales (No es superior al 12,0 %)
Valoracién ( No menos de 13,5 % de &cidos
organicos, calculados como acido citrico)

Farmacopea Francesa
102 Edicién 1989 "

Monografia
Karkadé

|dentidad

a) Macroscopica y Microscopica

b) Cromatografia en capa fina

Materia Extrafa (No mas del 2,0 %)
Material Extraible (No es inferior al 40,0%)
Pérdida al secado (No es superior al 15,0%)
Cenizas totales (No es superior al 12,0 %)
Valoracién ( No menos de 13,5 % de &cidos
organicos, calculados como acido citrico)

Farmacopea Alemana 1990
(DBA 10)®

Monografia
Red sorrel flower

|dentidad

a) Macroscopica y Microscopica

b) Cromatografia en capa fina
Materia Extrafia (No mas de 2 %)
Pérdida al secado (No mas de 10,0 %)
Cenizas ( No més de 10,0 %)

Color de la solucion

Valoracién ( No menor 13,5 %,calculado como &cido

citrico)

Farmacopea Europea
42 Edicién 2001 @

Monografia
Roselle

Identificacién

a) Macroscopica y Microscopica
b) Cromatografia en capa fina
Materia Extrafa (Maximo 2 %)
Pérdida al secado (Maximo 11,0 %)
Cenizas totales (Maximo 10,0 %)
Color de la solucion

Valoracién ( Maximo 13,5 % &cidos, expresados como

acido citrico )
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Se puede observar una exigencia similar entre la Farmacopea Herbolaria
Mexicana y la Farmacopea Francesa y con respecto a la Farmacopea Alemana
disminuye la exigencia en cuanto a la Materia Extrafia pero se incrementa en las
Pruebas de Pérdida al secado y Cenizas totales, ademas mientras que en las dos
primeras referencias aparece la prueba de Material extraible, en las siguientes no
aparece esta prueba pero incluyen la prueba Color de la solucién.

Debido a que los materiales procedentes de plantas medicinales tienen
caracteristicas particulares, la homogeneidad representa un problema importante,
se deben seguir recomendaciones generales para el proceso de muestreo como lo
marca la FHEUM y el documento emitido por OMS “Quality Control Methods for
Medicinal Plant Materials”®¥, donde se indica el proceso de muestreo del material
a granel y el material que se encuentra en envases al menudeo.

Los siguientes diagramas simplifican los procesos de muestreo :

Muestreo del material a granel

Inspeccionar cada envase o unidad Revisar la integridad del Realizar un
de empaque para que cumpla con empaque exterior y anotar muestreo
lo establecido con respecto a »  cualquier defecto que pueda » individual de los
requerimientos relativos al influir sobre la calidad o empaques
empadque y etiquetado. estabilidad del contenido. danados.
-------------------------------------------------------- A slninieieieielelelelleiolaleloiaiioin,. Anintuiaininieieinel

Si la inspeccion inicial indica que un lote es uniforme se procede a tomar las muestras siguientes:

v v v
Si el lote consta de 5 Si el lote consta de 6 a 50 Si el lote consta de mas de 50
paquetes o unidades se paquetes o unidades se paquetes o unidades se toma una
toma una muestra de toma una muestra de 5 de muestra que represente el
cada uno de ellos. ellos. equivalente al 10 % de las
unidades redondeando el numero

de unidades a la siguiente
decena.

___________________________________________ oo

Abrir cada paquete por muestrear y determinar:
< Caracteristicas organolépticas
Presentacion del material (bruto, cortado, triturado, comprimido)
Presencia de mezclas, materia extrafia o sefiales de descomposicion
Presencia de material de empaque originado por empaques degradados o de mala

calidad.

*,

X3

%

X3

%

X3

%

v

De cada empaque se toman 3 muestras de la parte superior media e inferior, con la mano
evitando la fragmentacion, de peso tan uniforme como sea posible. En el caso de sacos la
primera muestra se toma a los 10 cm de la superficie, de la parte mediay del fondo la
segunda y la tercera después de cortar la parte lateral.

v

Las muestras individuales deben mezclarse de acuerdo al método de cuarteado en una
muestra compuesta .
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Muestreo de material en envases individuales, contenidos en envases colectivos:

Inspeccionar cada envase colectivo Revisar la integridad del Realizar un
para que cumpla con lo establecido empadque exterior y anotar muestreo
con respecto a requerimientos »| cualquier defecto que pueda »| individual de los
relativos al empaque y etiquetado. influir sobre la calidad o empaques
estabilidad del contenido. danados.

\ 4 \ 4
Si la inspeccion inicial indica que un lote es uniforme se procede a tomar las muestras

siauientes:

Al tratarse de un En el caso de lotes
envase colectivo tomar pequenos (1 a5 cajas)
de su contenido al azar tomar 10 envases
2 envases individuales individuales

\ 4 A 4

Abrir cada envase por muestrear y determinar:

% Caracteristicas organolépticas

Presentacion del material (bruto, cortado, triturado, comprimido)
Presencia de mezclas, materia extraia o sefales de descomposicion
Presencia de material de empaque originado por empaques
degradados o de mala calidad.

>

o,
°n

o,
°n

o,
°n

A 4

Mezclar el contenido de los envases seleccionados por el método de
cuarteado, de esta forma se prepara la muestra compuesta.

La muestra analitica, es el material destinado al andlisis, se obtiene por el
método de cuarteado de la muestra compuesta.

La muestra compuesta para fines de mejor conservacién, debe secarse hasta
que la cantidad de agua se encuentre dentro de los limites permisibles.

Una vez obtenida la muestra compuesta seca, hay que garantizar que sea
almacenada en condiciones especificas que eviten la contaminacion y
degradacion. Los factores que influyen de manera determinante son: el envase, la
luz, la temperatura y la humedad.

El envase debe ser quimicamente inerte, se emplean envases cerrados o
herméticamente cerrados dependiendo de las necesidades de almacenamiento,
deben proteger de la luz o bien colocar una cubierta que lo proteja de la luz o
almacenarse en un lugar oscuro. Se deben evitar las temperaturas extremosas y la
humedad debe ser baja , en caso necesario se empleara algun agente desecante.
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De acuerdo a las caracteristicas que se evaltan en las pruebas analiticas del
material herbario se requiere obtener primero la muestra promedio y a partir de ella
la muestra de prueba, ambas conforman la muestra analitica. Se obtienen de
acuerdo a los siguientes diagramas:

Muestra promedio (laboratory sample)

Colocar la muestra compuesta seca, > Dividir » Mezclar las
adecuadamente mezclada en forma diagonalmente en partes
de capa delgada y homogénea cuatro partes opuestas
sobre una superficie plana, iguales.

formando un cuadrado regular.

A 4
Repetir el procedimiento hasta
obtener la cantidad requerida
para las pruebas.

Muestra de prueba ( test sample)

Colocar la muestra promedio , Dividir Mezclar las
adecuadamente mezclada en forma diagonalmente en N partes
de capa delgada y homogénea > cuatro partes g opuestas
sobre una superficie plana, iguales.

formando un cuadrado regular.

A 4
Repetir el procedimiento hasta
obtener la cantidad requerida
para las pruebas.

Realizar la reduccién de tamafio de P
material para lograr una muestra lo -
mas homogénea posible .

En la muestra promedio el material herbario mantiene el tamafo original, por lo
que permite evaluar de la materia prima Flor de Jamaica: la Descripcion
macroscopica y Materia extrana, hay que aclarar que en este punto no se puede
hablar de tener homogeneidad en la muestra, el caso del analisis de materiales
heterogéneos, como son los productos vegetales es dificil de alcanzar la
homogeneidad, pero lo que si se debe alcanzar es la mayor uniformidad posible.

La muestra de prueba debido a la reduccidén de tamafno permite alcanzar cierto
grado de homogeneidad, tener menor variabilidad en el analisis debida a la calidad
de la muestra y mayor confiabilidad en la evaluacién de las pruebas : Descripcién
microscépica, Ensayo de identidad, Pérdida por secado, Cenizas totales, Material
extraible y Valoracion.

En algunos casos el material herbario requiere de procedimientos de muestreo

mas rigurosos, los cuales deberan validarse previamente, antes de pasar a la
etapa analitica.
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A continuacion se comenta acerca de cada una de las pruebas farmacopeicas
requeridas en la Monografia de la Flor de Jamaica de FHEUM:

a) Descripcién macroscépica %24

El objetivo de la prueba es realizar un analisis sistematico de la morfologia y
anatomia de la planta para lograr un diagnéstico botanico. Generalmente los
materiales provenientes de origen herbolario se clasifican de acuerdo a sus
caracteristicas sensoriales, macroscépicas, ya que es una parte esencial que
aporta informacién acerca de la identidad, pureza y calidad.

AuUn cuando en la actualidad no se cuenta con material herbario de referencia
certificado, es recomendable contar con material de referencia de plantas y tejidos
establecidos por botanicos taxonomistas, fitoquimicos, especialistas en anatomia
de plantas, que permita comparar las muestras a analizar, sobre todo para
realizar la diferenciacion en el caso de las especies de caracteristicas semejantes.

La convencion de la Farmacopea de los Estados Unidos Americanos (USP),
tiene en existencia Material de Referencia Certificado de algunas especies de la
etapa madura de la planta, otra fuente auxiliar son los herbarios donde se tiene en
existencia partes de la planta como tallo, raiz, hojas, semillas, flores, frutas; en
México, el servicio de identificacion botanica se realiza en varios herbarios,
principalmente:

% Herbario Nacional del Instituto Nacional de Biologia

% Herbario de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas

% Herbario de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala

% Herbario de la Coordinacién de Investigacion en Salud del Instituto
Mexicano del Seguro Social

% Herbario del Instituto de Ecologia

% Herbario de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco

% Herbario de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn

% Herbario de la Escuela de Biologia de la Universidad Michoacana de
San Nicolas Hidalgo

% Herbario Departamento de Botanica de la Universidad Auténoma de
Guadalajara

% Herbario Escuela Superior de Ciencias Marinas

% Herbario del Centro Interdisciplinario de Investigacién para el
desarrollo Integral Regional

% Herbario de la Division de Ciencias Forestales de la Universidad
Autonoma de Chapingo

% Herbario del INEGI
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En el caso de la materia prima Flor de Jamaica la estructura primordial es la flor,
ademas de ser un criterio principal para la clasificacién taxonémica de plantas en
general. La inspeccion es dirigida a localizar presencia, color, tamafio y numero de
los componentes de la flor como pétalos, sépalos y caliculo.

La prueba que se describe en la FHEUM consiste en identificar la flor, caliz y
caliculo de color rosa a rojo profundo; el caliz formado por 5 sépalos en forma de
lengletas , caliculo exterior multifido, sépalos carnosos con tamano variable que
va de 2 cm hasta 5 cm de largo, libres o asociados; el caliculo pequefio con
laminas pequenas agudas y oscuras en la base de los sépalos. Las flores son
inodoras y con sabor fuertemente acido.

b) Descripcién microscopica (1202124

Una vez que la muestra ha sido caracterizada macroscopicamente el siguiente
paso es el examen microscépico. Cuando no es posible realizar la identificacion
macroscopica por que se encuentre el material herbario triturado o en polvo el
examen microscopico se convierte en una herramienta importante y fundamental
para caracterizarlo, acompafado de pruebas que incluyan el anadlisis de sus
propiedades fisicoquimicas.

Durante la prueba para observar las estructuras a través del microscopio, la
muestra seleccionada debe ser delgada y se debe retirar el exceso del colorante
natural para permitir que el haz de luz pase a través de la muestra.

Las estructuras por observar son : tricomas fusiformes, largos, incoloros de
pared gruesa, pelos flexuosos, incoloros, contorneados, aislados o en pares,
fragmentos de parénquima de color gris con numerosas maclas de oxalato de
calcio, pero también puede observase maclas de oxalato de calcio aisladas y
granos de polen equinulados.

El proceso de preparacion de la muestra descrita en la monografia emplea como
agente clarificante la Solucién de Prueba de Hidrato de Cloral. Las propiedades de
la solucién radican en: el indice de refraccion ( n® ¢:1,44 a 1,48) , ya que si difiere
del indice de refraccién del material por analizar, este se vuelve evidente, ademas
expande tejidos colapsados sin lesionar las paredes celulares o distorsionar los
tejidos, es el mejor reactivo para lograr poner en evidencia las maclas de oxalato
de calcio ya que tiene poca capacidad para disolver el oxalato de calcio. Sin
embargo la adquisicion del reactivo analitico de Hidrato de cloral para preparar la
solucién de prueba se limita por ser considerada en la Ley General de Salud como
una sustancia psicotrépica de uso controlado. ?®

Otra posible opcién para lograr observar las maclas de oxalato de calcio al no
contar con la solucion de prueba de Hidrato de cloral es acido acético o la
observacion a la luz polarizada ya que se muestran birrefringentes.

(25) Articulo 245, Ley General de Salud, Secretaria de Salud , México 1984 .
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c) Ensayo de identidad ('%2%28)

La identificacion quimica de las plantas se realiza frecuentemente por medio del
analisis de un extracto de la planta por cromatografia en capa fina ya que ademas
de ser una técnica confiable es facil de realizar y no requiere de equipo costoso.

La cromatografia consiste en la separacién de una mezcla de compuestos por
distribucién entre dos fases : una estacionaria y otra moévil; el método depende del
fendmeno de superficie llamado adsorcion donde interaccionan electrostaticamente
los solutos, de acuerdo a su polaridad .

El fundamento de la cromatografia en capa fina es la separacién por particion
sélido-liquido donde intervienen el eluyente como fase mévil y el adsorbente como
la fase estacionaria y se lleva a cabo la elusion en forma ascendente por
capilaridad.

La prueba farmacopéica en FHEUM consiste en identificar antocianidinas
componentes de la flor de jamaica como son la delfinidina y cianidina.

Las antocianinas son compuestos fendlicos pertenecen a los flavonoides,
existen como glucosidos de polihidroxi/polimetoxi derivado de la sal, cuando el
residuo de azlcar es hidrolizado de la antocianina, el resultado es la aglicona
llamada antocianidina. Las antocianidinas mas frecuentes de encontrar en los
alimentos son: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, malvidina y
petunidina.

La estructura general de las antocianidina es la siguiente:

El color de las antocianinas a un pH determinado es funcién de los sustituyentes.
Al aumentar el nimero de hidréxidos en el anillo B, se intensifica el color azul
mientras que la presencia de grupos metoxilo (OCH3) genera el color rojo.

Las antocianinas absorben la luz en las longitudes de onda azul-verde, mientras

permite esparcir las longitudes de onda rojas por los tejidos de la planta, lo que
hace a estos 6rganos visibles como color rojo.
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A continuacion se muestra el espectro de absorcién de las antocianinas en la
region visible (380 — 800 nm)

>PTOZ>WIO0ONT>

>D<—-H>»rmxn
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uctravioteTa [T N vrraroso

LONGITUD DE ONDA EN NANOMETROS

En particular la longitud de maxima absorcion de las antocianidinas presentes en
la flor de Jamaica es la siguiente:

Aglicona Amax absorcion (nm)
Cianidina 506 (naranja —rojo)
Delfinidina 508 (azul-rojo)

Por lo que la evaluacién del cromatograma se realiza empleando la luz del dia.

A continuacion se muestra la estructura quimica de las antocianidinas presentes
en la flor de Jamaica:

Delfinidina ©% Cianidina ©°
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El procedimiento de forma general consiste en:

1. Preparar la fase estacionaria empleando celulosa como adsorbente sobre
una placa de vidrio, secar al medio ambiente e impregnarla de &cido
clorhidrico al 1,0 por ciento para activarla.

2. Preparar la fase movil realizando una mezcla de butanol y &cido acético, se
deja reposar y se emplea la fase superior.

3. Preparacién de las soluciones de referencia denominadas a y b; la solucién
de referencia a se prepara con cloruro de delfinidina a una concentracion final
de 0,2 mg/mL; la solucién b con cloruro de cianidina a una concentracién de
0,2 mg/ mL en ambos casos se emplea como disolvente etanol.

4. Realizar la extraccion de la muestra de jamaica pulverizada con acido
clorhidrico diluido (1:5), calentando por 30 minutos a reflujo en un bafo de
agua.

5. Después de enfriar, se realiza la separacidbn de las antocianidinas del
extracto acuoso empleando como fase organica alcohol isoamilico, en la fase
organica se encuentran las antocianidinas delfinidina y cianidina.

6. En la cromatoplaca se aplican en carriles separados las soluciones de
referencia a , b y la fase organica del extracto. Desarrollar la cromatoplaca
hasta alcanzar un recorrido de 15 cm a partir del punto de aplicacién.

7. La interpretacién del cromatograma requiere identificar dos manchas que se
asemejan en posicién, coloracién y tamano con las soluciones de referencia a
y b.

d) Materia extrafia %%

La materia extrafia son las partes de la planta original o de cualquier otra planta
diferente a la nombrada en la descripcién o especificacién, cualquier organismo
parte o producto del mismo o la mezcla adicional de fragmentos minerales como
pueden ser piedras, tierra, arena y polvo.

Por las condiciones de cultivo, recoleccién, secado, almacenamiento y transporte
de los materiales herbarios en el mercado mexicano, no siempre se puede
encontrar libres de materia extrafa, la finalidad de la prueba es realizar la
deteccion de la materia extrafia para garantizar la pureza e inocuidad.

La prueba consiste en la busqueda de materia extrafna mediante el examen

macroscopico de la muestra del material herbario extendida sobre una superficie,
realizar un tamizaje de la muestra, el andlisis microscopico del polvo y residuos
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pequenos, seguido de la determinacién del peso de cada una de las fracciones con
una aproximacion de 0,05 g.

Las plantas medicinales deben estar libres de contaminacion por hongos,
insectos, excremento, animales o restos de los mismos para garantizar la pureza e
inocuidad en cuanto a materia extrana.

Algunas especies de hongos como Aspergillus flavus, en la muestra, pueden
ocasionar la presencia de aflatoxinas; reviste gran importancia garantizar que el
material herbario este libre de hongos ya que puede ocasionar intoxicacion por la
ingestion de las aflatoxinas en el ser humano.

La presencia de insectos, animales o partes de ellos y excremento son causa
potencial de enfermedades transmisibles al ser humano, sin embargo la evaluacién
de los mismos durante la prueba requiere acompanarse en algunos casos de
pruebas fisicas y / 0 quimicas para su caracterizacion.

Fragmentos minerales, tierra, polvo, arena y algunas fibras procedentes de los
envases, son otro grupo de materia extrafia que puede estar presente y convertirse
en materia dafina al ingerirla el ser humano y también ocasionar dificultad al
realizar la reduccién de la muestra analitica, por lo que deben ser retirados tanto
de la muestra como del universo del que proceden.

El material herbario no debe presentar olores anormales, decoloracion o
deterioro.

Con respecto a la presencia de fragmentos de plantas diferentes a la sefialada
en especificacion de la descripcidén, existen especies capaces de ocasionar dafos
a la salud por lo que debe evitarse su consumo.

En México la Secretaria de Salud emitié en 1999 el acuerdo DOF 15-XII-1999

, por el que se determinan las plantas prohibidas o permitidas para té,
infusiones y aceites vegetales comestibles, donde se proporciona el listado de las
plantas que pueden tener efectos tdéxicos o implicar cualquier otro riesgo para la
salud. Es necesario identificarlas claramente, y de ser encontradas formando
parte de la materia extrafa en el material herbario, ser reportadas, para cumplir asi
con la normatividad vigente.

(26)

La cantidad de materia extrafia es la proporcion de ésta por cada 100 g de
muestra secada al aire.

e) Pérdida por secado #% 2%

La prueba de pérdida por secado, determina la presencia de agua y material

volatil. La presencia de agua en el material herbolario condiciona la presencia de
hongos, incremento de los microorganismos y el deterioro del material.
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Para cada material herbolario existe una especificacién determinada en cuanto
al limite del contenido de agua, reviste mayor importancia y aumenta la exigencia
en aquellos materiales que facilmente absorben humedad.

Para la determinacion es crucial el manejo de la muestra, es necesario tener
especial cuidado en prepararla por corte o fragmentacion sin llegar a pulverizar la
muestra y se debe evitar el uso de molinos de alta velocidad que causen una
perdida apreciable de agua .

El tamarno del material de la muestra para la prueba no debe exceder de 3 mm,
en el caso de semillas o frutos menores de 3 mm, deben fragmentarse para
realizar una evaluacion apropiada de la prueba .

La determinacion pérdida por secado especificada para la Flor de Jamaica
consiste en pesar exactamente una muestra, en un pesafiltros previamente seco y
a peso constante, después secar la muestra en un horno a una temperatura de 100
°C a 105 °C, hasta que dos pesadas consecutivas no difieran por mas de 0,5 mg.
Se calcula la pérdida de peso en por ciento de material secado al aire.

f) Cenizas totales %24

En el método de cenizas totales, al final del procedimiento se obtiene como
resultado la cantidad de materia que queda después de la ignicién , incluyendo las
cenizas provenientes del tejido de las plantas y las que proceden de la materia
extrafa adherida a la planta.

Las cenizas totales son materia inorganica que forma parte constituyente de la
planta; es dificil determinarlas tal y como se presentan en el material herbario, la
incineracion pasa a destruir toda la materia organica, cambia su naturaleza, las
sales metdlicas de los acidos organicos se convierten en 6xidos o carbonatos, o
reaccionan durante la incineracién para formar fosfatos, sulfatos o haluros. Algunos
elementos como el azufre y los halégenos pueden no ser completamente retenidos
en las cenizas, pudiéndose volatilizar.

La calcinacién debe efectuarse a una temperatura adecuada, que sea lo
suficientemente alta como para que la materia organica se destruya totalmente,
pero se tiene que observar que la temperatura no sea excesiva para evitar que los
compuestos inorganicos sufran alteracion como fusidon, descomposicion vy
volatilizacion.

El procedimiento consiste en colocar una cantidad de muestra en un crisol
previamente calcinado a peso constante, la cual es incinerada aumentando la
temperatura gradualmente de 500° C a 600°C hasta que adquiere una coloracién
blanca que indica la ausencia de carbdn, después enfriar en un desecador. De no
obtenerse cenizas libres de carbdn, se adiciona al crisol con muestra, una vez
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enfriado, agua; si se adiciona agua se requiere secar en un bafo de agua y
después en una placa de calentamiento y calcinar hasta peso constante.

La cantidad de cenizas totales se calcula en por ciento con respecto al material
herbario secado al aire.

g) Material extraible %24

El método de material extraible, determina la cantidad de constituyentes activos
capaces de ser extraidos con disolventes de una cantidad determinada de material
herbario. Este método es empleado en casos para los que no existe una prueba
bioldgica o quimica adecuada para determinar los constituyentes activos.

En el procedimiento descrito en FHEUM, sobre el material extraible de Flor de
Jamaica, se determina éste mediante una extraccion con agua destilada de una
cantidad previamente pesada de jamaica pulverizada en un matraz agitando
durante 6 horas, se filtra al vacio y se toma una fraccién del filtrado que se
deposita en un crisol a peso constante, se evapora el contenido y se coloca en una
estufa a una temperatura de 100°C a 105°C hasta peso constante.
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h) Valoracién ©% 2%

En el material herbario el contenido de algun principio activo especifico
mayoritario o grupo de principios activos que comparten alguna propiedad
quimica, es un parametro de calidad al cuantificarse y compararse con la exigencia
descrita en la monografia respectiva.

El procedimiento de valoracién de la Flor de Jamaica de FHEUM consiste en
evaluar la cantidad de &cidos organicos presentes en ella. Los principales acidos
que se han reportado en la Flor de Jamaica son:

Acido maélico Acido aspartico Acido caprilico
Q
O OH
HO ” OH o
0 O NH- He T T on
Acido glicélico Acido oxalico Acido ascérbico
GH,OH
HC—OH
0
0 0
HO H Q ] HN
\\/\\DH WQRC—C#/
on’ om OH OH
Acido citrico Acido hibiscus " Acido Protocatecuico ©%
CHaz H(l)
|
HO—C —C00H /C_CHz
| HOOC™ | |
CH C Cx OH
s HOOC | g7 0
COOH H OH
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Conocer la cantidad de cada uno de los acidos presentes es complicado, por lo
que se aprovecha la caracteristica acida en comuin y se cuantifican mediante una
valoracion &cido base en medio acuoso. Se hace reaccionar una alicuota del
extracto acuoso de una muestra de jamaica pulverizada con una solucion valorada
de hidréxido de sodio de concentracién aproximada de 0,1 N.

La cantidad de acidos organicos se calculan como acido citrico y se compara
con la exigencia farmacopéica.

La estequeometria de la reaccion entre el acido citrico y el hidréxido de sodio,
justifica la equivalencia que menciona la metodologia de FHEUM: ...”1 mL de
solucién de NaOH 0,1 N equivalen a 6,4 mg de acido citrico”,

rfooH coo- Nat
|
THE CH»
I
Hc:u—r.lj—r:ot::uH , Ho—C—coo-Nat
||:H2 l|3H2
COOH + 3 NaOH COD-Nat 4 3 H,0
Acido citrico Hidréxido de sodio
M.M. 192,13 g / mol 40 g/mol

LOmL SVNaOH[O,lmEqNaOH J( 1lmmol NaOH J(l mmol dcido cttrlcoj(192,l3mg dcido citrico

=6,4mg dcido citrico
L0mL NaOH M\1 mEq NaOH 3 mmol NaOH

1lmmol dcido citrico

El punto final de la valoracion, segun establece FHEUM, se determina
empleando como indicador las antocianinas presentes en el extracto acuoso de la
muestra.

Las antocianinas se emplean como indicadores acido-base ya que su estructura
quimica varia de acuerdo a determinado pH y como consecuencia la coloracién
varia dependiendo de la estructura quimica que se encuentre en mayor proporcion.

Las antocianinas tienen su mayor estabilidad en un medio acido, donde la forma
predominante es el ién flavilio de color rojo, a medida que se incremente el pH se
forma la base quinoidal de color azul. A un pH basico, es posible el ataque
nucleofilico por parte del agua produciéndose la pseudobase carbinol, esto es
aproximadamente a un pH 4,5 posteriormente se forma la chalcona, ambas son
incoloras. %°)
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La figura siguiente muestra la estructura de la antocianina a diferentes valores
de pH, donde Gl representa al glucésido unido a la antocianidina.

BASE QUINOIDAL CATION FLAVILIO )
(AZUL) (NARANJA-ROJO-MORADOQ)
R1

OH

OH PH=45 o S
ﬁﬂﬁ;‘ﬁgg& PSEUDOBASE CARBINOL

(INCOLORO)

(Rodriguez -Saona y Wrolstad 2001)

En el caso de la Flor de Jamaica la presencia de las antocianinas cianidina ,
delfinidina y otros pigmentos son los causantes de la coloracién del extracto
acuoso de la muestra.

Sin embargo las antocianidinas: cianidina y delfinidina poseen un color
particular si las observaramos por separado: la primera tiene una coloracioén roja y
la segunda coloracién azul, la mezcla de ambos colores varian durante la
valoraciéon. En el punto final de la valoracion, a un pH neutro ambas
antocianidinas son incoloras y la presencia de los otros pigmentos son la causa del
color gris verdoso.?®
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Ademas de las determinaciones establecidas en la monografia de Flor de
Jamaica, deben realizarse las pruebas generales senaladas para los materiales
herbarios. Del grupo de las pruebas generales solo esta incluida en la monografia
la prueba de Materia Extrana. Las otras pruebas requeridas de las materias
primas se comentan a continuacién:

Metales pesados %29

La presencia de metales pesados en el material herbario se debe a la
contaminacién ambiental o a trazas de plaguicidas.

La determinacion de metales pesados en los productos de origen natural
requieren de una degradacién previa de la muestra por un método de digestion
himeda. En un vaso de digestion de silica limpio se coloca la muestra
previamente pesada (alrededor de 200 a 250 mg) y se afade la mezcla de
digestiébn preparada con 2 partes de acido nitrico por una de acido perclérico
concentrado, inmediatamente se calienta lentamente a 100°C y se mantiene por
un tiempo de 3 horas, después se incrementa a 120 °C y se mantiene por 2 horas,
posteriormente se incrementa a 240 °C durante 4 horas. El residuo inorganico se
disuelve en acido nitrico concentrado y es usado para la determinaciéon por
voltametria inversa o por espectrofotometria de absorcidén atémica.

La muestra se prueba con un blanco preparado de forma paralela a la muestra.
Los limites permitidos para productos vegetales secos son:

Plomo: No mas de 10 mg / kg
Cadmio: No mas de 0,3 mg / kg

% Plaguicidas #% 2%

Los plaguicidas son insumos fitosanitarios destinados a prevenir, repeler,
combatir y destruir a los organismos bioldgicos nocivos a los vegetales tales como:
insecticidas, fungicidas, herbicidas, acaricidas, molusquicidas, nematicidas y
rodenticidas.

Los materiales herbarios debido a las condiciones de cultivo y almacenamiento
pueden tener residuos de plaguicidas. El analisis de plaguicidas debe realizarse
lo mas inmediato posible a la colecta del material herbario o garantizar el
almacenamiento en envases herméticos libres de aire, protegidos de la luz y en
refrigeracion, para evitar la degradacion.

Los tratamientos herbolarios requieren de un consumo del producto por un
tiempo prolongado, los limites permitidos de plaguicidas se establecieron basados
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en las recomendaciones de la Organizacién para la Agricultura y la Alimentacion y
la Organizacion Mundial de la Salud.

La determinacion de plaguicidas se realiza principalmente por cromatografia en
columna y cromatografia de gases, previa extraccion de la muestra. En
ocasiones, durante la preparacién de la muestra algunos de los plaguicidas se
pueden descomponer o la técnica analitica tiene un porcentaje de recobro muy
bajo; por lo que de forma general se prefiere utilizar técnicas que permitan detectar
a grupos de compuestos plaguicidas en lugar de una técnica dirigida a la deteccion
de un solo plaguicida.

Entre los métodos analiticos empleados para la deteccién de plaguicidas se
encuentran:

% Determinacién de cloro organico total, para la deteccion de
hidrocarburos clorados y plaguicidas que contienen en su estructura
quimica cloro.

% Determinacién de fésforo organico total, para los plaguicidas que
contienen fésforo total.

% Determinaciéon de arsénico, para los plaguicidas que contienen
arseénico.

% Determinaciéon de plomo total para los plaguicidas, que contienen
plomo.

% Determinaciéon de disulfuro de carbono total, ligado para los
plaguicidas tipo ditiocarbamato.

Por ejemplo cuando no se logra determinar el plaguicida en particular y existe la
posibilidad de que éste contenga cloro en su estructura quimica, se determina el
contenido total de cloro y se basa en el calculo sobre el nivel residual aceptable
( NRA, en inglés acceptable residue level ARL ) del plaguicida clorado mas toxico
reportado

Cuando existe la posibilidad de conocer el plaguicida al que ha sido expuesto el
material herbario se puede emplear el método para la determinacién de ese
residuo en particular.

La FAO establece que el limite maximo de ingestion de plaguicidas que
provienen de plantas en general, no debe ser mayor del 1 % de la ingesta total
permitida.

El NRA son los miligramos de plaguicida por kilogramo de planta, se calcula
basandose en el maximo consumo diario aceptable de plaguicidas para humanos
(CDA), recomendado por la FAO y la OMS, y la dosis media ingerida diariamente
de la planta medicinal. Existen tablas que indican los limites maximos de algunos
plaguicidas, de los que no se tiene un limite establecido en tablas se calcula
mediante la expresion :
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_CDA XE x 60
DMD x 100

NRA

Donde :

CDA = Méaximo consumo diario de plaguicidas para humanos( mg / kg de peso
corporal).

DMD = Dosis media tomada diariamente de la planta medicinal.

E = Factor de extraccion, que determina la velocidad de transicién del plaguicida en
el material vegetal dentro de la dosis.

La constante 60, en el numerador representa el peso corporal promedio de un
adulto, en el denominador el factor 100 representa al 1 % del residuo de
plaguicidas provenientes del material vegetal.

Como se puede observar existe la restriccion de estos limites de seguridad solo
es valida para adultos y no es aplicable en el caso de medicacién herbolaria en
ninos.

« Determinacién de microorganismos % 2%

Las condiciones de cultivo de los materiales herbarios promueven la presencia
de microorganismos, el manejo, transporte y almacenamiento son causa de
contaminacién. La determinacion de microorganismos es un parametro de calidad
sobre las condiciones de produccién, cosecha y transporte; ademas se debe
garantizar que el tratamiento de la muestra del material por analizar no afecte a la
deteccion de los microorganismos presentes, y debe evitarse la contaminacion
accidental.

Una parte de la prueba es la determinacion de microorganismos especificos,
esta dirigida a la deteccion de aquellos que representen un riesgo a la salud al ser
ingeridos con el material herbario o los productos preparados a partir de él, como
son:

% Enterobacterias y otras bacterias Gram negativas
¢ Escherichia coli

s Salmonella spp.

s Pseudomona aeruginosa

s Staphylococcus aureus

Otro apartado lo constituye la determinacién del niumero de microorganismos

aerobios viables, que puede realizarse por cualquiera de los siguientes métodos :
filtracién por membrana, conteo en placa o dilucidén en serie.
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Los limites de contaminacion microbiana se han establecido de acuerdo al tipo de
uso del material herbario.

ANALISIS DE FLOR DE JAMAICA

En la tabla siguiente se muestran los limites que establece FHEUM, basado en
Quality Control Methods for Medicinal Plant Materials.

Tipo de material Limite microbiano

Material herbario
crudo que sera
sometido a procesos

posteriores,
cosechado en
condiciones de

higiene aceptables.

Escherichia coli maximo 10* UFC por gramo.
Propagulos de hongos, maximo 10° UFC por gramo.

Material herbario
pretratado o que son
usados en formas de
dosificacién topica.

Bacterias aerobias, maximo 10" UFC por gramo.
Escherichia coli maximo 10? UFC por gramo.
Levaduras y hongos, maximo 10* UFC por gramo.
Enterobacterias, maximo 10* UFC por gramo.

Salmonella ninguna.

Bacterias aerobias, maximo 10° UFC por gramo.
Escherichia coli maximo 10 UFC por gramo.
Levaduras y hongos, maximo 10% UFC por gramo.
Enterobacterias, maximo 10° UFC por gramo.
Salmonella ninguna.

Material herbario para
uso interno.

UFC: Unidades Formadoras de Colonias.

Como puede observarse, los limites presentados en los tres casos no son
estrictos, sin embargo el control de calidad en la elaboracién de productos de
aplicacion topica y de uso interno requiere de un control microbiolégico estricto
para conservar las caracteristicas de inocuidad y seguridad, que garantice la
ausencia de microorganismos patégenos, que puedan originar un proceso
infeccioso, ya que el propésito de administrar un remedio o un medicamento
herbolario es contribuir a mejorar el estado de salud del consumidor sin ocasionar
algun dano.
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% Deteccién de aflatoxinas *#% 2%

Las aflatoxinas son metabolitos téxicos secundarios que quimicamente
corresponden a derivados isocumarinicos, producidas por los hongos Aspergillus
flavus 'y Aspergillus parasiticus, principalmente. La presencia de aflatoxinas
producidas por microorganismos representa un riesgo para la salud aun en
cantidades minimas por lo que es necesario determinarla.

Existen cuatro aflatoxinas principales, conocidas como aflatoxina B4, aflatoxina
B,, aflatoxina Gy y aflatoxina G,. La letra B indica que estas aflatoxinas tienen
fluorescencia azul (Blue) frente a la luz ultravioleta (365 nm), mientras que la letra
G indica la fluorescencia verde amarillenta (Green). Ademas existen los derivados
Boa Yy Gaa.

Sobre la estructura quimica de las aflatoxinas se puede observar que la
aflatoxina By y la aflatoxina B, difieren entre ellas por la presencia de un doble
enlace mas en la primera. Por su parte, la aflatoxina G+ y la aflatoxina G, difieren
entre si en el mismo detalle estructural. Las aflatoxinas B difieren de las aflatoxinas
G porgue el anillo de furano de las primeras se convierte en un anillo de lactona en
las segundas.

9 9
[o]
G1 G2
0o 0 2 0
4] W . n
0 o]
|
I
HO™S0 o OCH3 HO' :0: :0 \): GCH3
B2a G2a
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La aflatoxina B1 ha demostrado ser carcindgena en todos los animales en los
que se ha probado. El principal 6rgano blanco es el higado, aunque también
pueden aparecer tumores en otros 6rganos.

El grado de toxicidad y carcinogenicidad de las aflatoxinas es el siguiente
B1 > G1 > B2 > Gz

En la especie humana, las aflatoxinas son probablemente responsables de
multiples episodios de intoxicaciones masivas, con produccion de hepatitis aguda,
en distintas zonas de la India, Sudeste Asiatico y Africa tropical y ecuatorial, y son
un factor de agravamiento de enfermedades producidas por la malnutricién, como
el kwashiorkor (malnutricion proteica en nifios) También son responsables muy
probablemente, combinadas con otros factores, de la elevada tasa de cancer
hepatico observado en algunas de esas zonas. Desde 1988, la OMS considera a la
aflatoxina By como un carcinédgeno para el hombre. ©®

La prueba farmacopéica esta encaminada a detectar la posible presencia de las
que son altamente peligrosas para la salud como son: B1, B2, G1 y G2. El
procedimiento general consiste en una extraccion de la muestra , concentrado del
extracto, cromatografia en columna y cromatografia en capa fina. La especificacion
farmacopéica establece que no debe estar presente ninguna de las aflatoxinas

Los analisis de micotoxinas encierran una gran dificultad, debido que se
encuentran presentes en cantidades del orden de ng/g (ppb), especialmente en
alimentos terminados, por lo que son puntos criticos para esta determinacién @9 :

% Contar con una muestra realmente representativa ya que la distribucién de
las aflatoxinas es completamente aleatoria.

% Si bien la farmacopea establece un método de analisis, la FAO sugiere
que para efectuar cualquier determinacion es necesario trabajar con
métodos que hayan sido evaluado por una asociacion analitica de prestigio
internacional como la American Association of Cereal Chemists
(AACC),Americam Oil Chemists' Society (AOCS), Association Official of
Analytical Chemists International (AOAC International), International
Organization for Standardization (ISO), International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC), Codex Committee on Methods of Analysis and
Samples. El punto de vista de la Food and Drug Administration (FDA) de los
Estados Unidos es que, aun trabajando con un método oficial AOAC para
determinacién de micotoxinas, no se tiene la garantia de que los resultados
obtenidos sean correctos y el analista tiene la responsabilidad de demostrar
que utilizé el método adecuado.

%  Otro problema es la obtencién de los estandares ya que en América Latina

no se producen y tienen que ser importados de Estados Unidos o Sudéfrica,
se han reportado problemas con la concentracion de los mismos, al ser
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reconstituidos se ha observado que sélo se recupera del 70 al 90% de la
cantidad que aparece en la etiqueta, asi como con la inestabilidad de las
soluciones de micotoxinas.

% En el analisis por cromatografia en capa fina, de los alimentos que
contienen como ingredientes pigmentos de origen natural que presentan
fluorescencia, ésta interfiere en las determinaciones dando lugar a que se
reporten falsos positivos.

% En México es comun que se reporte la presencia de aflatoxina B; en
harina de pescado o en concentrados de flor de cempasuchil, cuando en
realidad lo que se esta detectando es el antioxidante, etoxiquin, utilizado
para estabilizar estos productos.

Determinaciones farmacopeéicas en otras publicaciones oficiales

Después de revisar los métodos y especificaciones establecidas en FHEUM, se
comentan las principales diferencias metodologicas presentes en las monografias
de flor de Jamaica que aparecen respectivamente en la Farmacopea Alemanay la
Farmacopea Europea.

Respecto a la prueba de identificacién de compuestos quimicos de la materia
prima Flor de Jamaica; en ambas publicaciones, se utiliza la técnica de
cromatografia en capa fina del extracto de la flor , pero la principal variante consiste
en los estandares de referencia que se emplean y por lo tanto también en la
interpretacion.

En la metodologia descrita en la Farmacopea Alemana, se realiza una extraccién
de una muestra de flor de Jamaica pulverizada con una solucion de acido
clorhidrico al 25% en metanol (10:90). Emplea como estandar de referencia una
solucion de azul de metileno de concentracién 0,5 mg / mL que se aplica en una
fase estacionaria en proporcion de 10 pL de estandar por 20 yL de muestra con
una separacion entre ambas de 2 cm. Una vez secas se deja correr 15 cm en una
camara cromatografica empleando como fase mévil una mezcla de agua: acido
féormico anhidro: &cido clorhidrico al 25%: butanol (6:12:12:70).

La evaluacion de la prueba consiste en observar a la luz del dia una mancha
azul en la zona de corrimiento de la solucién de referencia , en la de la muestra se
observa en el punto medio entre la linea de aplicacion y la zona azul de la
referencia una zona intensa rojo violeta e inmediatamente arriba una segunda zona
roja menos intensa, por arriba de la zona azul de la referencia se encuentran una
o dos zonas rojizas, probablemente cerca de la linea de aplicaciéon se encuentre
una zona roja.
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En la Farmacopea Europea, la técnica cromatografica en capa fina se efectla
con la preparacién de un extracto de la flor de jamaica pulverizada en etanol al
60% agitada por 15 minutos y un estandar preparado con rojo de quinaldina de
concentracion 0,25 mg / mL en etanol. Se aplican 20 pyL de la muestra y del
estandar por separado en una placa de silica gel empleando como fase mévil una
solucién de acido acético : agua : butanol (15:30:60), se desarrolla el
cromatograma con un desplazamiento de 10 cm del frente de referencia. Se deja
secar al aire y la deteccion es a la luz del dia, donde se debe observar en la zona
de corrimiento del estandar una zona rojo naranja correspondiente al rojo de
quinaldina y en la zona de la muestra inmediatamente por debajo del nivel de la
mancha de la solucion de referencia se distingue una secuencia de zonas : una
zona violeta palida, seguida de tres zonas azul-violeta.

Otra prueba que esta incluida en las Farmacopea Alemana y en la Farmacopea
Europea es la de Color de la solucion. Esta prueba indica, en ambas
publicaciones, preparar un extracto acuoso a una concentracion determinada de
la muestra de Flor de Jamaica pulverizada, realizar una dilucion del extracto el
cual se compara, en el caso de la Farmacopea Alemana, con un estandar
preparado con cloruro de cobalto hexahidratado disuelto en una solucion de
acido clorhidrico al 36% : agua (25:975) con una concentracion final de 59,5 mg de
CoCly' 6H20; mientras que la comparaciéon que se describe en la Farmacopea
Europea, se realiza midiendo la absorbancia de la dilucién del extracto a 520 nm
empleando como blanco agua grado analitico y comparando con el dato teérico de
absorbancia reportado de 0,250 como limite minimo con el que debe cumplir la
solucién de concentracion determinada en el procedimiento del material
pulverizado de flor de jamaica.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL

IV. 1 Reactivos y equipo

Los reactivos empleados en el trabajo experimental fueron grado reactivo
analitico.

El equipo utilizado fue:
% Microscopio de la marca Carl Zeiss modelo 4346335.

% Balanza granataria marca Ohaus Triple Beam Balance, modelo 700,
sensibilidad de +1 mg.

«+» Estufa marca Felisa, modelo 291.
«» Mufla marca Thermoline 1400, modelo Furnase.
% Potencidémetro de la marca Orién, modelo 920A.

% Balanzas analiticas: Explorer VII , OHAUS, modelo GA200 y Mettler AE
163; con sensibilidad + 0,1 mg .

IV. 2 Muestra Analitica

Las muestras analizadas provienen de tres fuentes:

Muestra A: Flor de Jamaica a granel seca adquirida en la Central de Abastos,
cantidad de muestra 1 kg, a la que se realiza cuarteado hasta obtener una
cantidad de muestra de 500 g; a partir de ella se obtuvieron: la muestra promedio
(100 g ) y la muestra de prueba ( 400 g). La molienda se realizé con licuadora
por fracciones de tiempo de 3 minutos para evitar incremento de la temperatura,
hasta obtener un polvo fino. Las determinaciones analiticas, que se realizaron a la
muestra fueron: descripcion macroscépica, microscépica, pérdida por secado,
ensayo de identidad, cenizas totales, material extraible, valoracion y color de la
solucion.

Muestra B: Flor de Jamaica en polvo para té, cantidad 1 caja con 30 sobres de
1 g cada uno, envasado por Plantas Anahuac, Lote # 012E111, fecha de
caducidad: octubre de 2010. Se realiz6 homogenizado del contenido de los
sobres y molienda en mortero. La determinaciones que se realizaron a la muestra
fueron ensayo de identidad, valoracién y color de la solucién.

Muestra C: Flor de Jamaica en polvo para té, cantidad 1 caja con 20 sobres de
1 g cada uno, envasada por Lag’s, Lote 300651 fecha de caducidad: agosto de
2009. Se realizé homogenizado del contenido de los sobres y molienda en
mortero. Se realizaron las determinaciones valoracién y color de la solucién.

Las tres muestras se almacenaron en envases cerrados y protegidos de la luz.
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IV. 3 Descripcion macroscopica

El procedimiento seguido de acuerdo con lo indicado en FHEUM es el siguiente:

1.

6.

A partir de la muestra promedio, seleccionar al azar 10 unidades de flores
de Jamaica.

Humectar las partes secas de las flores con agua destilada.
Alisar las partes dobladas y / o arrugadas de las flores
Extender las flores sobre una superficie de papel milimétrico.

Identificar las caracteristicas de la descripcion farmacopéica :
a) Color
b) Caliz, nimero de sépalos y caracteristicas
c) Tipo de caliculo
d) Medir la altura de los sépalos
e) Forma del caliculo exterior, nimero de laminas

Comparar con la descripcion farmacopéica.

IV. 4 Descripcion microscopica

El procedimiento segun FHEUM, es el siguiente:

—

. A partir de la muestra de prueba, seleccionar partes representativas del

material como son fragmentos de sépalos y del polvo.
Humectar los fragmentos de la muestra con agua destilada.

Realizar cortes que permitan una preparacion lo mas delgada posible y
colocar sobre un portaobjetos.

Preparar la cantidad suficiente para el analisis de la Solucion de Prueba
de Hidrato de cloral ( 0.5 mL), siguiendo la proporcién indicada en la
farmacopea: ... “Disolver 50 g de Hidrato de cloral en 20 mL de agua
(2.5 g/ mL); guardar en un envase cerrado, protegida de la luz”.

Adicionar una gota de la Solucién de Prueba de Hidrato de cloral sobre la
muestra .

Calentar sobre un mechero intermitentemente, evitando que la muestra se

seque, adicionando la Solucion de Prueba de Hidrato de cloral , hasta lograr
que el espécimen sea transparente.
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Colocar un cubreobjetos sobre la preparacion.

Observar por medio del microscopio la preparacion con los objetivos 10x y
100x.

Realizar la busqueda de las estructuras descritas en la especificacion
como son: tricomas, maclas de oxalato de calcio, granulos.

IV. 5 Ensayo de identidad

No se realizd la determinaciéon descrita en la FHEUM debido a que no fue
posible conseguir los reactivos, que se utilizan como estandares : cloruro de
cianidina y cloruro de delfinidina.

Sin embargo, se escogié entre las alternativas mencionadas en el capitulo
anterior, la metodologia para la identificacién descrita en la monografia de Flor de
Jamaica de la Farmacopea Alemana ( DBA 10 ), ya que el estandar que emplea
es mas factible de conseguirse en el laboratorio escolar.

El procedimiento que se siguid es el siguiente:

1.

g)

Preparaciéon de la fase estacionaria, utilizar como soporte placas de vidrio
de tamafo 20 cm x 7 cm.

Lavar vy secar las placas de vidrio, evitando dejar residuos de jabén y
grasa.

Fijar la placa de vidrio a una superficie horizontal por los lados mas largos
con cinta adhesiva ( masking tape ), y superponer tiras de la cinta hasta
lograr un grosor de = 0,25 mm de espesor.

Pesar 2 g de celulosa en un vaso de precipitados de 50 mL y suspender en
7 mL de agua, agitando hasta lograr homogenizar por 60 s.

Depositar la suspension de celulosa sobre un extremo de la placa de vidrio
y extenderla con un solo movimiento con ayuda de una varilla de vidrio.

Dejar secar la placa de vidrio a temperatura ambiente.

Para activar las placas, se prepara solucién de HCI 1 % y se deposita una
cantidad suficiente para cubrir el fondo de la camara cromatografica, dejar
que se sature la cadmara, colocar la placa dentro de la camara, cerrar el
sistema; esperar hasta que ascienda la solucién por la placa casi hasta el
borde superior.

Extraer la placa del sistema y dejarla secar al aire a temperatura ambiente.
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Preparacién de la fase movil:

Preparar 50 mL de una mezcla: agua : acido férmico anhidro : acido
clorhidrico al 25% : butanol ( 6:12 : 12 : 70).

Mezclar los reactivos hasta lograr homogenizar la solucion.

Guardar en un recipiente seco y con tapa para evitar la evaporacién del
disolvente.

Preparacién de la muestra:

Pesar en una nave 1,0 g de la Flor de Jamaica en polvo (muestra de
prueba).

Preparar 20 mL de una solucion de acido clorhidrico al 25% : metanol,
(10:90).

Colocar la muestra en un matraz redondo de fondo plano, adicionar 6 mL
de la solucién preparada de acuerdo al inciso anterior y colocar una barra
magnética.

Agitar durante 15 minutos.

Filtrar la solucién. Esta es la solucién de prueba.

Preparacioén de la referencia:

Pesar en una nave 5,0 mg de azul de metileno RA.

Disolver en 10,0 mL de metanol.

Guardar en un envase cerrado y protegido de la luz.

Depositar en la placa cromatografica separadas entre si por una distancia
de 2 cm, 20 yL de la solucién de la muestra 'y 10 uL de la solucion de

referencia. Dejar secar al aire a temperatura ambiente.

Verter la cantidad suficiente de fase moévil para cubrir el fondo de la camara
cromatografica y dejar que se sature.

Colocar la placa cromatografica dentro de la camara y dejar que ascienda
la fase movil hasta alcanzar una distancia de 15 cm.
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8.

Extraer de manera cuidadosa la placa del sistema y dejar secar al aire y a
temperatura ambiente.

Evaluacion del resultado: en el cromatograma de la solucién de referencia
aparece una mancha azul; en la solucién de la muestra, aparece una zona
rojo violeta intensa en el punto medio entre el punto de aplicacién y la zona
azul de la referencia, inmediatamente arriba una segunda zona roja menos
intensa. Por arriba de la zona azul de la solucién de referencia se
encuentran una o dos zonas rojizas, probablemente cerca del punto de
aplicacién se puede encontrar una zona roja.

IV. 6 Materia extrana

Se realizé el siguiente procedimiento :

1.

A partir de la muestra promedio, pesar 250 g de muestra del material
herbario.

Esparcir el material de la muestra en una capa delgada sobre una superficie
limpia y seca de tal forma que permita visualizarlo.

Examinar por inspeccion visual o con una lupa 6x o 10x, en busqueda de
material que no cumpla con la descripcion farmacopéica.

Tamizar la muestra a través de una malla 250.

Clasificar los grupos de materia extrafa de acuerdo a su origen (vegetal,
animal y mineral).

Pesar las porciones de materia extrafia con una aproximacién de 0,05 g.

Calcular el contenido de materia extrafia, en gramos por 100 g de muestra
secada al aire.
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IV. 7 Pérdida por secado

Se efectio de acuerdo con el procedimiento gravimétrico citado en FHEUM
como se indica:

1.

Colocar un pesafiltros limpio y seco, previamente secado, en la estufa a
una temperatura entre 100°C a 105°C, por un tiempo de 2 h, después
colocarlo en un desecador hasta que alcance la temperatura ambiente,
pesarlo. Repetir el procedimiento hasta alcanzar peso constante (cuando 2
pesadas consecutivas no difieran por mas de 0,5 mg ).

Pesar exactamente 1,0 g de jamaica pulverizada ( muestra de prueba ) en
el pesafiltros a peso constante.

Colocar el pesafiltros con la muestra en la estufa a una temperatura entre
100°C a 105°C por un tiempo de 2 h. Enfriar en un desecador y pesar.

Repetir el procedimiento, hasta que 2 pesadas consecutivas no difieran
por mas de 0,5 mg.

Calcular la pérdida de peso en por ciento de material secado al aire.

Se recomienda realizar como minimo dos determinaciones con pesadas

independientes bajo las mismas condiciones experimentales.

IV. 8 Cenizas totales

El procedimiento seguido de acuerdo a FHEUM es el siguiente:

1.

Colocar un crisol de silice limpio y seco en una mufla a una temperatura de
500°C durante 2 h, después sacarlo y colocarlo en un desecador hasta
alcanzar la temperatura ambiente, pesarlo. Repetir el procedimiento hasta
alcanzar peso constante ( cuando 2 pesadas consecutivas no difieran por
mas de 0,5 mg ).

Pesar exactamente 1,0 g de jamaica pulverizada ( muestra de prueba ) en
un crisol, previamente llevado a peso constante.

Esparcir el material en el fondo del crisol formando una capa homogénea .
Iniciar la incineracion de la muestra contenida en el crisol con un mechero.
Continuar la incineracion de la muestra en la mufla aumentando

gradualmente la temperatura de 500°C a 600°C hasta que el residuo se
observe blanco. El color blanco indica la ausencia de carbén.
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8.

9.

En el caso de no obtenerse cenizas libres de carbdn, se procede a mojar
con 2 mL de agua o con solucién saturada de nitrato de amonio.

Secar la muestra hiumeda en un bafo de agua y posteriormente en una
placa de calentamiento.

Calcinar la muestra como lo indica el inciso 4.

Enfriar en un desecador el residuo durante 30 minutos.

10.Pesar rapidamente, repetir el procedimiento hasta lograr un peso

constante.

11.Calcular el por ciento de cenizas totales en el material secado al aire.

Se recomienda realizar como minimo dos determinaciones con pesadas

independientes bajo las mismas condiciones experimentales.

IV. 9 Material extraible

El procedimiento seguido de acuerdo a FHEUM se describe a continuacion:

1.

7.

Pesar exactamente 5,0 g de flor de jamaica pulverizada ( muestra de
prueba).

Colocar la muestra en un matraz de bola de fondo plano de 250 mL
provisto de tapoén, se anaden 100 mL de agua y una barra magnética.

Tapar el matraz y agitar mecanicamente durante 6 horas.
El contenido del matraz se filtra al vacio y se colecta el filtrado.

Colocar 20,0 mL de filtrado en un cristalizador, previamente puesto a peso
constante.

Evaporar a sequedad en un bafio de agua y finalizar la evaporacion en una
estufa a una temperatura de 100°C a 105 °C, hasta peso constante.

Calcular, en por ciento, la cantidad de material extraible con agua.

Se recomienda realizar dos determinaciones por pesadas independientes, bajo
las mismas condiciones experimentales.
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IV. 10 Valoracidn
1. Preparacion de la Solucién Valorada de Hidréxido de sodio 0,1 N
a) Pesar 4,0 g de hidroxido de sodio, disolver en un vaso de
precipitados de 250 mL con agua recién hervida y fria ( libre de
diéxido de carbono).

b) Transferir cuantitativamente a un matraz volumétrico de 1000,0 mL,
enfriar y llevar al volumen de aforo con agua.

c) Almacenar en un frasco de plastico bien cerrado.
2. Estandarizacién de la Solucién Valorada de Hidréxido de sodio modificando
la cantidad de estandar primario ( ftalato acido de potasio ).
a) Pesar exactamente 0,5 g de ftalato acido de potasio.
b) Transferir el ftalato acido de potasio a un matraz Erlenmeyer de
250 mL y disolver con 75 mL de agua recién hervida y fria ( liore de

diéxido de carbono ).

c) Titular con la Solucién de Hidréxido de sodio preparada, usando
solucion indicadora de fenolftaleina, como indicador.

d) Se debe realizar un minimo de 3 determinaciones con pesadas
independientes, bajo las mismas condiciones experimentales,
calcular la Normalidad de la solucién, asi como la desviacién
estandar y la desviacion estandar relativa.

3. Valoracion de la muestra de Flor de Jamaica.

a) Pesar 1,0 g de flor de jamaica en polvo ( muestra de prueba ).

b) Colocar en una matraz de fondo plano la muestra con 50 mL de agua

recién hervida y fria ( libre de diéxido de carbono), se coloca una barra

magnética.

c) Extraer durante 5 minutos en un bafio de agua con agitacion continua
mediante un agitador magnético.

d) Filtrar el liquido aun en caliente, recibir el filtrado en un matraz
volumétrico de 50,0 mL.
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e) Lavar el filtro con agua tibia sin llegar al volumen de aforo
(aproximadamente 1 mL).

f) Después de enfriar, llevar al volumen de aforo con agua y mezclar.

g) Tomar una alicuota de 10,0 mL y depositarla en un matraz
Erlenmeyer .

h) Titular con Solucién Valorada de Hidréxido de sodio 0,1 N, el punto
final de la valoracién es cuando la solucion cambia a un color gris
verdoso.

i) Se calcula la cantidad de acidos organicos expresada como &cido
citrico.

Se deben realizar como minimo tres determinaciones con pesadas
independientes.
IV. 11 Color de la solucion
Esta determinacion sélo esta incluida en las referencias: Farmacopea Alemana
y Farmacopea Europea; se eligié realizar la prueba de acuerdo a la técnica
descrita en la Farmacopea Alemana ( DBA 10).

1. Preparacion de la solucién estandar.

a) Preparar 200 mL de una mezcla de &acido clorhidrico al 36 % : agua
(25:975). Una propuesta es medir 5 mL de acido clorhidrico, verter en un
matraz volumétrico de 200,0 mL que contenga la mitad de agua destilada,
enfriar hasta temperatura ambiente y llevar a la marca de aforo con agua
destilada.

b) Pesar 6,0 g de cloruro de cobalto hexahidratado.

c) Colocar el cloruro de cobalto en un matraz volumétrico de 100,0 mL,
disolver con la mezcla preparada en el inciso anterior y llevar a la marca de
aforo con la mezcla.

2. Preparacion de la solucion de muestra.

a) Pesar 4,0 g de flor de jamaica pulverizada ( muestra de prueba ).

b) Pasar la muestra a un matraz de bola de fondo plano, adicionar 100 mL de

agua y una barra magnética, calentar en un bafno de agua por 15 minutos
con agitacion.
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c) Filtrar la mezcla, recibir el filtrado en un matraz volumétrico de 100,0 mL,
esperar que el filtrado adquiera la temperatura ambiente y llevar al volumen
de aforo con agua. El filirado es la soluciéon de comparacién de la muestra.

3. Verter cada solucién en un tubo Nessler y comparar el color de la muestra
con el del estandar.
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IV. 12 Diagramas de trabajo

a) Descripcion macroscoépica (FHEUM 2001)

Muestra

promedio

A 4

Obtencion al azar de muestra

para el analisis

A

y

Humectar las partes secas de la
muestra

A 4

Alisar las partes dobladasy /o
arrugadas

A 4

Extender la muestra sobre una
supetrficie de papel

A 4

a) ldentificar
el color

A 4

b) Contar el v
numer -
sl:ép:I :sd; c) ldentificar v
caracteristicas ;:5&3; d) Medir los
sépalos y
caracteristicas

\ 4

e) Forma
del caliculo
exterior

A 4

Comparar con la descripcion
farmacopéica
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b) Descripcion microscopica (FHEUM 2001)

Muestra de
prueba

A 4

Seleccionar fragmentos
representativos
para analizar

A 4

Humectar las partes secas de la
muestra

A 4

Realizar los cortes de las
muestras

A 4

Colocar en un portaobjetos

A 4

Adicionar Solucion de Prueba
de Hidrato de Cloral

A 4

Calentar intermitentemente
hasta lograr una preparacion
transparente

A 4

Colocar un cubreobjetos

A 4

Observar las preparaciones con
objetivos 10x, 100x

A 4

Buscar las estructuras
caracteristicas de la especie

A 4

Realizar las anotaciones
respectivas
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c¢) Ensayo de identidad (FHEUM 2001)

{ Muestra ] { Referencia ] { Soporte ] { Fase movil
( 'a ( N
Pesar 5,0 g de Referencia (a) Pesar 15 g de Mezcla de
jamaica puIvenzada Pesar 2,0 mg de celulosa butanol y
L cloruro de delfinidina ~ v / acido acético
a ) \f/
/ Extraer durante 30 4 . Mezclar con ; .
minutos , calentando Referencia (b) 100 mL de agua Dejar reposar
a reflujo en un bafio Pesar 2,0 mg empleando una L )
de agua con 25 mL de cloruro de mezcladora
de é&cido clorhidrico L cianidina eléctrica ) S
ilui : eparar
diluido (1:5) v v v
v /Referencia (a)y (b)\ /Cubrir con la mezcla\
. Colocar cada una las placas de vidrio
[ Enfriar ] en un matraz de longitud de 20 cm
v volumétrico de 10 y lo suficiente anchas
[ Filtrar ] mL , disolver en parafcolocgr muestra v
alcohol etilico y reterencias con un -
¥ forar con el mi )r/n grosor de 0,25 mm Utilizar la
Agregar 10 mL de aforar con el mismo . fase
alcohol isoamilico K disolvente / - superior
4 v N\
Dejar secar con aire a
temperatura ambiente
Separar \ J
v
N
Activar las placas con
Fase Fase L0 > P
acuosa [ organlca [ acido clorhidrico al 1,0% Saturar la
¥ “ | cémara
Dejar secar con aire a cromatografica
temperatura ambiente
v v v v
[ PROCEDIMIENTO ]
( * N
Aplicar a la placa cromatografica, en carriles separados, 5 uL de cada solucién
(.
* J
( 2\

Colocar dentro de la camara cromatografica la cromatoplaca y desarrollarla hasta que la fase
mévil haya recorrido 15 cm a partir del punto de aplicacion

v
Retirar la cromatoplaca y dejarla secar al aire. Examinarla a la luz de dia
v

Dos de las multiples manchas rosas de la muestra se asemejan en Rf, coloracion y tamafo a
las manchas obtenidas con las referencias (a) y (b)

A. Neutralizar y desechar al drenaje
<> B. Neutralizar
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d) Ensayo de identidad ( DBA 10)

{ Muestra ] { Referencia ]{ Soporte ] { Fase movil

( ( ( e )
Pesar 1,0 g de flor Pesar 5,0 mg de Pesar 2 g de Mezclar 3 mL de
de jamaica azul de metileno celulosa agua, 6 mL de
pulverizada L RA ~ “ | 4cido  férmico
\ v i - v ~ anhidro, 6 mL de
/ \ e . Mezclar por 60 s acido clorhidrico
Extraer durante 15 Disolver en con 7 mL de agua al 25 % y 35 mL
minutos, con 10,0 mL de empleando una Kde butanol j
agitacion continua  metanol agitador eléctrico
con 6 mL de
solucién de acido — : / Aditar |
clorhidrico 25% : Guardar en gtar 'a
X . mezcla hasta
metanol (10:90) un frasco /Cubnr con la mezcla obtener una
protegido de las placas de vidrio fase
k / la luz de longitud de 20 cm homogénea
\ y lo suficiente anchas J
v para colocar muestra
(] yroforonciaconsn | (" Guargaren
un envase
\ % seco y
Solucioén . , N cerrado
de Dejar secar con aire a hasta su
Prueba L temperatuvra ambiente | utilizacion
Activar las placas en una b
camara saturada con Saturar la
acido clorhidrico al 1,0% cAmara
2 ~ cromatografica
Dejar secar con aire a
[ temperatura ambiente -
v v v o v
[ PROCEDIMIENTO ]
4 * N\

Aplicar a la placa cromatografica, en carriles separados a 2 cm de distancia, 10 uL de la
solucién de referencia y 20 uL de la solucion de prueba

v

Colocar dentro de la camara cromatografica la cromatoplaca y desarrollarla hasta que la fase
movil haya recorrido 15 cm a partir del punto de aplicacion

- J
v

( )

Retirar la cromatoplaca y dejarla secar al aire. Examinarla a la luz de dia

(. J/
v

( )

Evaluar si cumple con el requisito farmacopéico
\\ J/

<> I. Colectar los residuos de flor de Jamaica para su incineracion
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e) Materia extrafha (FHEUM 2001)

Vs

Pesar 250 g de material herbario de la
muestra de prueba

A 4

Esparcir en una capa delgada que
permita visualizar la materia prima

\ 4

Examinar visualmente con ayuda de
una lupa 6x o 10x el material herbario

Separar la materia extrana presente de
la muestra examinada

|

Clasificar en grupos la materia extrana

\ 4

Tamizar el resto de la muestra a
través de una malla 250

\ 4

Pesar las porciones de materiales
extraios con una aproximacion de
0,05¢

\ 4

Calcular el contenido para cada
grupo, en gramos por 100 g de
muestra secada al aire
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f)

Pérdida por secado (FHEUM 2001)

Determinacion gravimétrica

-

-

Pesar exactamente 1,0 g de
jamaica pulverizada en un pesafiltro
previamente puesto a peso
constante

J

A 4

-

Secar la muestra a una temperatura
entre 100°C a 105 °C

~N

\ 4

Enfriar en un desecador hasta
alcanzar la temperatura ambiente
y pesar

J

v

.

Repetir hasta que 2 pesadas
consecutivas
no difieran
por mas de 0,5 mg

~

J

A 4

Ve

Calcular la pérdida de peso en por
ciento de material seco

~N
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dg) Cenizas totales (FHEUM 2001)

-

Pesar 1,0 g de jamaica pulverizada en
un crisol ( platino o silice) llevado
previamente a peso constante

A 4

Esparcir el material formando una capa
homogénea

A 4

-

Iniciar la incineracién de la muestra
contenida en el crisol con un mechero

A 4

-

Continuar la incineracién en una
mufla aumentando gradualmente la
temperatura de 500°C a 600°C,
hasta que el residuo sea blanco, lo
que indica la ausencia de carbon

Vs

J

A 4

~N

Enfriar en un desecador el crisol
con el residuo durante 30 minutos

A 4

Si no se obtienen cenizas

libres de carbdn

~N

v

Mojar el residuo con

alrededor de 2 mL de agua
o de solucién saturada de

nitrato de amonio

v

Secar en bafo de agua y
después en una placa de

calentamiento

A 4

A

Calcular el por ciento de cenizas
totales en el material secado al aire

Calcinar hasta peso
constante
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h) Material extraible (FHEUM 2001)

Pesar 5,0 g de jamaica finamente pulverizada

A 4

&

Colocar la cantidad de muestra en un matraz de
bola, fondo plano de 250 mL provisto de tapén,
adicionar 100 mL de agua destilada

~

J

\ 4

Vs

Tapar el matraz y agitar mecanicamente durante 6
horas

~N

A 4

Filtrar al vacio

\ 4

Colocar 20,0 mL del filtrado en un cristalizador
previamente puesto a peso constante y evaporar en
bano maria.

A 4

Continuar la evaporacion a sequedad en la estufa a
una temperatura de 100°C a 105°C , hasta peso
constante

\ 4

Vs

Calcular la cantidad de material extraible con agua

N
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i) Valoracion (FHEUM 2001)

% Preparacién de la Solucién Valorada de Hidroxido de sodio 0,1 N.

Pesar 4,0 g de hidroxido de sodio

A 4

-

Disolver el hidréxido de sodio con
agua libre de di6xido de carbono en un

vaso de precipitados
J

A 4

-

-

Transferir cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 1000 mL, enfriar y llevar

~N

al volumen de aforo con agua
/

A 4

-

(&

Almacenar en un recipiente de plastico

N

bien cerrado

J

«» Estandarizacién de la Solucion Valorada de hidroxido de sodio 0,1N

Pesar 0,5 g de ftalato acido de potasio

A 4

Transferir el ftalato acido de potasio a un
matraz Erlenmeyer y disolver con 75 mL de
agua libre de diéxido de carbono

~

\_ J
\ 4
( . e ] ’ . \
Titular con la solucién de hidroxido de
sodio, empleando Sl de fenolftaleina,
realizar un minimo de 3 determinaciones
\_ J

A 4

Calcular la Normalidad de la solucién,
desviacion estandar y desviacion estandar
relativa.
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< Procedimiento de Valoracién de Flor de Jamaica

Pesar 1,0 g de jamaica finamente pulverizada

A 4

Colocar en un matraz de fondo plano la
muestra con 50 mL de agua libre de diéxido
de carbono

- J

A 4
( N

Extraer durante 5 minutos en un bano de agua,
con agitacién

A 4

Filtrar el liquido aun en caliente y recibir el
filtrado en un matraz volumétrico de 50 mL

A 4

Lavar el filtro con agua tibia sin llegar al
volumen de aforo

\§ J
A 4

4 N\

Después de enfriar, llevar al aforo con agua y

agitar

\§ J
A 4

4 7\

Tomar una alicuota de 10,0 mL y depositarla
en un matraz Erlenmeyer

A 4

Titularla con solucion valorada de hidroxido de
sodio 0,1 N.
El punto final de la valoracion es

Realizar un minimo de tres determinaciones
\

cuando la solucién cambie a un color gris verdoso.

D

)

A 4

Calcular la cantidad de acidos orgéanicos,
calculada como acido citrico

1,0 mL de la Solucion
valorada de hidroxido de
sodio 0,1 N, corresponde
a 6,4 mg de acido citrico
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j) Color de la solucion (DBA 10)

Muestra

Estandar

Pesar 0,4 g de flor de jamaica
pulverizada

\ 4

Colocar la muestra en un
matraz de bola y extraer con
100 mL de agua por 15
minutos en un bafno de agua
con agitacién
o J

\ 4

Filtrar, colectar el filtrado en un
matraz volumétrico de 100 mL,
enfriar y llevar al volumen de
aforo con agua
N\ Y

A 4

Pesar 6,0 g de cloruro de
cobalto hexahidratado

\ 4

-

Disolver el cloruro de \
cobalto hexahidratado en un
matraz volumétrico de 100 mL

con una solucién preparada
con acido clorhidrico al 36% :
agua (25: 975) y llevar hasta
la marca de aforo con la
misma solucion

\_ )

A 4

-

Colocar la solucién de comparacion de la muestra en un tubo Nessler y
en otro la solucién del estandar

~N

A

Realizar la comparacién de la muestra y la solucion del estdndar de
referencia

El color de la solucién de la muestra no es menos intenso que el de la
solucion estandar
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RESULTADOS Y DISCUSION

V. RESULTADOS

V.1. Descripcion macroscopica

Se obtuvo de la muestra compuesta al azar una muestra de 10 flores en las que
se observaron las siguientes caracteristicas:

a) Color

b) Caliz de 5 sépalos ( forma de lenglietas carnosas)
c) Caliculo exterior multifido
d) Medidas de los sépalos ( 2,0 cm a 3,0 cm de largo hasta 5 cm, libres o

asociados)

e) Caliculo exterior pequefio, numero de lengietas ( pequenas laminas
agudas y oscuras)

El analisis se realizé por duplicado

Muestra 1

Flor |a B c d e

1 Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 3,7cm 1,2 cm 10 lengletas
2 Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 3,5¢cm 1,2 cm 10 lengletas
3 Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 3,9cm 1,1 cm 10 lengletas
4 Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 4,1 cm 1,2 cm 10 lengletas
5 Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 4,3cm 0,8 cm 10 lengletas
6 Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 3,8cm 0,9 cm 10 lengletas
7 Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 3,9cm 0,8 cm 10 lengletas
8 Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 4,3cm 0,7 cm 10 lengletas
9 Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 3,6 cm 0,9 cm 10 lengletas
10 |Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 4,0cm 0,8 cm 10 lenglietas
Muestra 2

Flor |a B c d E

1 Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 3,5¢cm 0,7 cm 10 lengletas
2 Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 3,9¢cm 0,8 cm 10 lengletas
3 Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 3,6 cm 0,7 cm 10 lengletas
4 Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 2,8cm 0,6 cm 10 lengletas
5 Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 3,5¢cm 0,9 cm 10 lenglietas
6 Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 3,5¢cm 0,9 cm 10 lenglietas
7 Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 2,8cm 0,6 cm 10 lenglietas
8 Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 3,2cm 0,8 cm 10 lengletas
9 Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 3,6 cm 0,7 cm 10 lengletas
10 |Rosa intenso 5 sépalos / lengletas carnosas | Si 3,3¢cm 0,8 cm 10 lengletas
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En la imagen siguiente se observa como a partir de la muestra obtenida al azar
se identifica la morfologia y tamafo del material herbario. En el extremo superior
derecho se muestra una vez humectado el material el nimero de sépalos
encontrados; en la parte central derecha la variedad de tamafos en que se
pueden encontrar las laminas que componen el caliculo exterior; en el extremo
inferior se expone una variedad de tamafos de los sépalos que se encuentran
dentro de las especificaciones.

Caliz

Caliculo

Sépalos

Lenguetas
daay
Lenglietas r
! LT
' 1 ¢
y -
Sépalos

Resultado de la determinacion macroscopica:

El material examinado de la muestra cumple con las especificaciones
farmacopéicas.
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V.2. Descripcion microscopica
Del procedimiento descrito en FHEUM aplicado a la muestra de analisis se

observaron alrededor de 25 campos, de los que se muestran, por ser las mas
representativas, las siguientes imagenes al microscopio.

Figura A

Parénquima

vascular

Aumento 800x( Ocular 8x, Objetivo 10x)

[ ] Puntos birrefringentes, maclas de oxalato de calcio
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Red
vascular

Aumento 800( Ocular 8x, Objetivo 10x )

En la figura A se logra observar en el parénquima escasos puntos birrefringentes
al microscopio que se identifican como maclas de oxalato de calcio vy la red
vascular, pero no se localizan tricomas y granos de polen, éstos Ultimos
eliminados durante el tratamiento; la figura B solo se observa el parénquima con la
red vascular, sin puntos birrefringentes.

Las imagenes observadas cumplen parcialmente con la descripcién
farmacopéica en cuanto a las estructuras presentes. Un punto critico de la
determinacién es obtener una muestra translicida que permita ser observada al
microscopio para lo cual la solucidén clarificante de hidrato de cloral es la mas
recomendable, sin embargo hay que recordar que el hidrato de cloral es un
reactivo con restriccidn para la venta y uso, esto complica la adquisicion en un
laboratorio destinado a la ensenanza.

La literatura refiere el empleo de otros agentes clarificantes como son la
Solucion de prueba de acido acético ( 300 g/ 1 L) ?%2%: con el fin de realizar una
adaptacion de la técnica para la practica en el laboratorio se realizd el siguiente
procedimiento:
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a) Preparar 50 mL de la Solucién de Prueba de acido acético, mezclar 13 mL
de acido acético RA con 37 mL de agua destilada.

b) Colocar una muestra de la Flor de jamaica pulverizada en un tubo de ensaye
y verter 5 mL de la Solucion de Prueba, agitar, permitir que la solucién
actle sobre la muestra

c) Cambiar inicialmente cada 3 horas la Solucién de Prueba las primeras 12
horas y posteriormente 2 veces al dia las siguientes 48 horas, hasta lograr
observar el material claro.

d) Colocar la muestra en un portaobjetos. Sila muestra es gruesa realizar los
cortes necesarios hasta obtener una preparacion delgada, colocar el
cubreobjetos y observar al microscopio.

Una vez seguido el procedimiento de la muestra se observaron alrededor de 12
campos de los cuales se muestran las imagenes siguientes:

Figura C Figura D

Aumento 800x ( Ocular 8x, Objetivo 10x ) Aumento 800x ( Ocular 8x, Objetivo 10x )

En la figura C se observa que se logré de forma parcial clarificar la muestra y es
evidente que no se logran observar estructuras birrefringentes, la red vascular del
parénquima se observa con dificultad. En la figura D, no se obtuvo una muestra
los suficientemente clara para observar las estructuras internas. En los casos C y
D no se logran observar los tricomas o granos de polen.

Con el resultado de la determinaciéon no se puede emitir un juicio respecto a la
presencia de las estructuras microscopicas esperadas, se considera que no se
logré realizar la prueba apropiadamente y se requiere mayor entrenamiento en la
preparaciéon y observacién microscépica de muestras de materiales herbarios.
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V.3. Ensayo de identidad

El ensayo de identidad Cromatografia en Capa Fina se realiz6 de acuerdo a la
metodologia descrita en la Farmacopea Alemana ( DBA 10 ).

Se muestra la fotografia de la placa

cromatografica realizada en celulosa (fase ~

estacionaria) y empleando como fase movil
(agua: acido férmico anhidro: acido clorhidrico al
25% : butanol ( 6:12:12 : 70)). se analizaron los
extractos de tres diferentes muestras de Flor de
Jamaica.

Muestra Cantidad de of:171]
muestra extraida

()

A 1,0013
B 1,0007
C 1,0023
Sol. Azul de metileno 1y4
Referencia (0,5mg/mL)

En la zona de corrimiento de la solucién de
referencia ( carril 1 y 4) se observa una
mancha azul.

En los carriles de las muestras A, By C se
observa en el punto medio entre la linea de
aplicacion y la zona azul de la mancha de la
referencia (carril 1 y 4 ) hay una zona intensa
rojo violeta e inmediatamente arriba una zona
rosa menos intensa, por arriba de la zona azul
de la referencia se encuentran una zona
rosada, cerca de la linea de aplicacion se
observa en los tres casos un color lila.

Al comparar entre si las manchas de las
muestras A, B y C, se observan ligeros
cambios en la intensidad de las zonas de las
manchas, que esta relacionado con la cantidad
de antocianinas, pero puede decirse que
presentan un patrén similar de corrida.

EL resultado de la determinacién en los tres
casos de las muestras analizadas, cumplen
con la exigencia farmacopéica.

Frente del disolvente
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En la metodologia descrita la cantidad aplicada en la placa cromatogréafica del
extracto de la muestra especifica como cantidad de muestra 20 pL, sin embargo
era importante determinar si con una cantidad menor del extracto se

lograba obtener una buena resolucién
que permita emitir un resultado.

En la imagen de la derecha se
presenta una placa cromatografica
donde se probd el extracto de la
muestra A, aplicando dos diferentes
volumenes del extracto.

En el carril 2 'y 4 se aplicé el extracto
de la muestra A, 5 uyL y 10 pL
respectivamente; en los carriles 1,3y 5
Solucion de referencia de azul de
metileno.

Se observa que la cantidad de
muestra menor a la indicada en la
especificacién no permite identificar de
forma clara las zonas descritas en la
especificacion.

La cantidad aplicada del extracto de
la muestra es entonces un punto critico
para realizar una evaluacion eficiente
de la determinacion.

- ———

Frente del disolvente
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V.4. Materia extrana

En la tabla se muestra los datos obtenidos para el calculo de la cantidad de
materia extrana presente en la muestra A.

Muestra Peso de la Cantidad de Materia Descripcion de la materia

muestra materia extranha extrana extrana

(¢)) (¢)) (%)

Semillas, fragmentos de

1 250,0 0,89 0,3 cascara secay
polvo.
2 250,0 1,09 0,4 Semillas, fragmentos de

cascara seca, fibra y polvo

Promedio 0,35=0,4

Desviacion estandar 0,06

Comparando con la especificacién ( Maximo 2,0 % ), la muestra contiene la
cantidad de materia extrafa dentro del limite de la especificacion y el tipo de
materia extrafa es considerado como no peligroso para la salud.

En el anexo N. 1 se encuentran los calculos realizados para ésta y las
determinaciones sucesivas.

V.5. Pérdida por secado

Los resultados de la prueba requeridos para el calculo de la pérdida por secado
se muestran a continuacion:

Muestra Peso de la Peso de la muestra Pérdida Pérdida
muestra secada en la estufa  por secado por secado
secada al aire (9) de la (%)
((¢)] muestra
()]
1,0220 0,8686 0,1534 15,0
2 1,0244 0,8719 0,1525 14,9
3 1,0554 0,9026 0,1528 14,5
4 1,0092 0,8646 0,1446 14,3
Promedio 14,7 = 15
Desviacion
estandar 0,3
D.E.R. 2.2 %

El resultado de la prueba 15 %, se encuentra dentro del limite especificado ( No
mas del 15 %). Por lo que la muestra A cumple con la especificacion de la
determinacién.
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V.6. Cenizas totales

El limite de cenizas totales para le material herbario de flor de jamaica es no
mas de 12 %. En la tabla que se muestran a continuacién se presentan los
datos requeridos para el calculo del contenido de cenizas totales en la muestra A;
sin embargo no se puede emitir un resultado de la prueba debido a que en la
replica se rompi6 el crisol después del proceso de calcinaciéon en la mufla.

Muestra Peso de la Peso de las cenizas Cenizas
muestra de la muestra totales ( %)
secada al aire (9)
(9)
1 1,1626 0,0594 5,1
2 1,0729 No valido

V.7. Material extraible

Resultados obtenidos para calcular la cantidad de Material extraible en la
muestra A.

Muestra Peso de la muestra Peso del residuo Material extraible

secada al aire ( %)
(¢) (¢)

1 5,0214 0,4704 46,8
2 5,0136 0,4733 47.2
3 5,0136 0,4709 47.0
4 5,0214 0,4812 47.9
Promedio 472

Desviacién estandar 0.5
DER 1,0 %

La cantidad de Material extraible 47,2 %, cumple con la especificacién ( no
menos del 40,0 %) .
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V.8. Valoracion

a) Resultados obtenidos para realizar los calculos de la valoracién de la Muestra
A.

Muestra Pesodela Pesodela Volumen de la % de Acidos
muestra muestra Solucion Valorada Organicos
secada al corregida de de Hidroxido de calculados como
aire acuerdo a la Sodio 0.1057 N acido citrico
(9) pérdida por (D.E.R 0.3)
secado
(D)
1 0,9726 0,8296 3,42 14,0
2 1,0801 0,9213 3,80 14,0
3 1,0094 0,8610 3,68 14,5
Promedio 14’1
Desviacion estandar 0,3
D.E.R 219,

Nota: En el anexo N. 1 se encuentran los calculos realizados para la
estandarizacion de la Solucion Valorada de Hidréxido de sodio 0,1057 N ( D.E.R
0,3 %).

El resultado obtenido 14,1 %, cumple con la especificacién ( No menos del
13.5 %),

b) Valoracién de la Muestra B y la Muestra C.

Se realiz6 el mismo procedimiento de manera simultanea de las muestra By C,
de acuerdo con la referencia, empleando para la titulacion la misma Solucién
Valorada de Hidroxido de sodio 0,1057 N ( D.E.R 0,3 % ) que se utiliz6 en la
muestra A, sin embargo con la apreciacion visual del punto final de la valoracién
fue complicado detectarlo, ya que las muestras presentaron diferentes tonalidades
de color, entre si y con respecto en lo observado en la muestra A.

Con los resultados obtenidos del andlisis de las Muestras B y C no se consigui6
obtener repetibilidad durante el proceso de titulacion, los valores de desviacién
estandar relativa en ambos casos oscilaron de 3,9 % hasta 9,3 %; tomando en
cuenta que el analisis se realizd en muestras uniformes, la variabilidad observada
solo puede adjudicarse al procedimiento seguido de valoracién. En el capitulo de
Discusion de Resultados, se analizan las posibles causas de esta variacion.
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V.9. Color de la solucioén

El analisis se efectuo para las muestras A, By C, de las que se pesaron las
siguientes cantidades:

Muestra Peso de la muestra
)
A 0,4002
B 0,3999
C 0,3999

Se siguid el tratamiento para cada una tal como se indica en la referencia. Las
tres muestras se prepararon de manera simultanea.

La referencia se prepar6 pesando 6,0012 g de CoCl, e 6H.O RA, disolviendo
y aforando a un volumen de 100,0 mL con acido clorhidrico al 36 % : agua ( 25:
975 ), de acuerdo al procedimiento farmacopéico.

La evaluacion de la prueba se realiz6 en tubos Nessler, a la luz del dia.

A continuacién se muestra los resultados de la prueba.

En la imagen de la derecha se observa
cuatro tubos Nessler que corresponden a:

Tubo Contienen:
marcado
R Solucién de referencia de
COC|2 o 6H20
1 Muestra A
2 Muestra B
3 Muestra C

De la comparacion de las muestras con
respecto a la Solucion de referencia podemos
decir que: la Muestra A 'y C son mas intensas
que la solucién de referencia, por tanto cumplen
satisfactoriamente la prueba.

La Muestra B es de menor intensidad que la
Solucién de referencia, por lo que no cumple con
la especificacién.
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VI. DISCUSION DE RESULTADOS
VI. 1. Muestreo del material herbario

Es importante que el alumno tenga la oportunidad de realizar este tipo de
trabajo, ya que obtener una muestra “homogénea” de material herbario resulta
dificil. El manejo de la materia prima seleccionada no representa riesgos para la
salud. Esta actividad permitirda constatar la trascendencia de la calidad de la
muestra en los resultados analiticos.

VI.2 Descripcidn macroscoépica

Esta prueba introduce al estudio de la botanica, lo que implica que el alumno
investigue y conozca aspectos basicos de la anatomia vegetal para lograr el
objetivo de la determinacién.

No requiere de condiciones ambientales especiales, es factible de implementar
en el laboratorio destinado a la asignatura de Analisis de Medicamentos. El
material requerido consiste en caja de Petri, papel milimétrico, regla o Vernier,
pinzas de diseccion, bisturi o navaja.

Se debe contar con una muestra sin fragmentar. Las muestras molidas y
envasadas para preparar infusiones no son apropiadas para realizar la
determinacién.

El andlisis por duplicado requiere de aproximadamente 25 minutos.

Se recomienda que realizado el muestreo y obtenida la muestra promedio se
continle con la obtencién de la muestra para la descripcion macroscopica y se
realice la determinacion.

VI. 2. Descripcion microscopica

El andlisis microscopico de muestras vegetales es novedoso para los alumnos,
y representa una experiencia enriquecedora.

Para realizar el analisis dentro del laboratorio se requiere de un microscopio de
contraste de fases para deteccidén de estructuras birrefringentes como las maclas
de oxalato de calcio mencionadas en la descripcién farmacopéica.

El material requerido para realizar la prueba son: portaobjetos, cubreobjetos,
bisturi, mechero, gotero.
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La identificacién de las estructuras microscépicas es dificil, se recomienda
contar con bibliografia o un material audiovisual que muestre de manera grafica
las estructuras que se describen en la especificacion.

La metodologia descrita en FHEUM sefiala utilizar para la Solucion de Prueba el
reactivo de Hidrato de cloral, que es la mejor opcién como agente clarificante para
lograr evidenciar las maclas de oxalato de calcio de acuerdo a la bibliografia 9,
ya que como se hizo evidente en la parte experimental la Solucion de Prueba de
acido acético no es una alternativa apropiada para evidenciar las estructuras
microscépicas. Sin embargo, el Hidrato de cloral es un compuesto controlado
dificil de conseguir y podria ser una limitante para realizar la prueba.

El tiempo aproximado de realizacion de la prueba puede variar de acuerdo a la
experiencia que se tenga en la preparacibn de muestras vegetales. De
emplearse la Solucibn de Prueba de Hidrato de cloral el analisis
aproximadamente puede realizarse en 1 hora.

VI. 3. Ensayo de identidad

Al implementar una prueba farmacopéica de identificacion de compuestos
quimicos de la Flor de Jamaica descrita en la Farmacopea Alemana ( DBA 10),
permite que el alumno conozca otro texto oficial y se familiarice con su manejo e
interpretacién.

Con respecto a los resultados obtenidos se observa que la determinaciéon es
factible de realizarse en el laboratorio, donde el alumno al seguir la metodologia
puede realizar el andlisis y la interpretacién de una muestra compleja como es la
de un extracto herbario.

La técnica permite evaluar diferentes muestras de manera simultdnea vy se
requiere de : placas de vidrio rectangulares, una superficie horizontal, camara
cromatografica, agitador magnético, varilla de vidrio, capilares, frascos opacos,
matraz de fondo plano de 50 mL, barra magnética, pipetas graduadas de
diferentes volumenes, probeta, embudo, laboratorio ventilado, estufa.

Para realizar la prueba se debe organizar el trabajo experimental, ya que la
preparacion de las placas cromatograficas, el secado y la activacion requieren de
aproximadamente 3 horas a temperatura ambiente. La preparacion de la
muestra, fase movil, estdndar de referencia y corrimiento del cromatograma
aproximadamente requiere de 1,5 horas.

La metodologia descrita en la Farmacopea Alemana ( DBA 10 ), tiene como
ventajas que los reactivos necesarios para la prueba son de facil adquisicién, no
costosos, su manejo no representan un riesgo potencial a la salud, los residuos
generados de la prueba pueden tratarse facilmente, antes de su disposicion final,
razones por las que se recomienda utilizar dentro de un laboratorio de docencia.
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Las placas cromatograficas se pueden secar previo a la activacion en una
estufa a una temperatura de 30 °C por 1,5 horas, no se recomienda secar
después de la activacién con Solucion HCI 1 %.

Para la eleccion de la fase estacionaria se realiz6 un ensayo comparando
placas de silica gel y la de celulosa. En el caso de la placa de silica gel se
desprendi6 después del tratamiento con la fase moévil. Para el analisis de
antocianinas se reporta el empleo de papel Whatman No. 1 con fase moévil de
composicion semejante al empleado experimentalmente con buenos
resultados®?.

La metodologia de identificacibn que aparece descrita en la Farmacopea
Europea es una opcién alternativa adicional a la de la Farmacopea Alemana.

VI. 4. Materia Extrana

La materia prima elegida para el estudio tiene como ventaja que no existen
especies similares con las que se adultere el producto y se requiere de material
comun en el laboratorio.

Los objetivos académicos son : clasificar el tipo de materia extrana,
comprender la importancia de la prueba y los puntos criticos de la misma.

Se requiere aproximadamente 30 minutos, para realizar el analisis por duplicado.

VI. 5. Pérdida por secado

La realizacion de la prueba permitira al alumno aplicar el concepto de “material
a peso constante” y reconocer el impacto en el material herbario de la presencia
de impurezas volatiles y agua.

Se requiere contar con una estufa asignada a la materia y con seguridad
respecto a su uso, pesafiltros, balanza analitica, pinzas, desecadores.

Espacio fisico en el laboratorio donde pueda permanecer la estufa y los
desecadores durante el proceso de la prueba.

Para tener el material a peso constante se requiere de alrededor de 2 horas, y
en el andlisis de las muestra por duplicado se requiere alrededor de 3,5 horas. El
tiempo necesario para realizar la determinacion rebasa el destinado para la
practica, sin embargo se puede organizar el trabajo para realizarlo en dos
sesiones.
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VI. 6. Cenizas totales

Esta prueba permite al alumno comprender que la cantidad de constituyentes
inorganicos son un parametro de calidad del material herbario, por medio del cual
se puede detectar la adulteraciéon por estos materiales.

Se requiere de una mufla, un numero suficiente de crisoles para realizar el
analisis por duplicado, pinzas, desecadores. Espacio fisico para el equipo,
desecadores, libre se corrientes de aire, campana de extraccién en donde realizar
la incineracion con mechero.

Para obtener los crisoles a peso constante se requiere por lo menos 2 horas; en
el tratamiento de la muestra y analisis se requiere por lo menos de 3,5 horas.

VI. 7. Material extraible

La determinaciéon es importante ya que es una manera indirecta para conocer
la cantidad de principios activos extraibles con agua que tiene la materia prima.

El tiempo necesario para efectuar la determinacién es una desventaja para
incluirse dentro del esquema de la practica debido a que la extraccién de los
constituyentes activos requiere de 6 horas y adicionalmente son necesarias para
la obtencidn del residuo seco del extracto alrededor de 12 horas.

VI. 8. Valoracion

La titulacion de un extracto proveniente de un material herbario constituye un
reto para el analista , ya que por ser una matriz compleja cuyos componentes no
se pueden identificar y conocer la proporcion en que se presentan ( pueden variar
de una muestra a otra ), no es posible elaborar un blanco de la determinacion.

El analisis por triplicado requiere de aproximadamente 3,5 horas, ademas se
sugiere la conveniencia de contar con microburetas.

De los resultados obtenidos en esta determinacion se observa  que existe
problema en la repetibilidad de los mismos. De la revision y analisis del
procedimiento seguido, se concluye que el principal problema es la deteccién del
punto de equivalencia de la valoracién. Debido a esto, se realiz6 un ensayo en
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donde se estudi6 para las Muestras A, B y C la relacién entre el cambio de color
de la muestra con respecto al pH.

A continuacién se muestran los datos de pH y las imagenes obtenidas:

i E oo x A [
Inicial Antes del punto de equivalencia
Muestras B C A C
pH 2 96 2 ,65 4,06 4, 14 4,01

1273

“Punto de equivalencia” Después del punto de equivalencia
Muestra| A B C A B C
pH 7,89 7,93 8,03 10,06 9,99 10,01

El “punto de equivalencia” de la valoracion de las diferentes muestras varia en
tonalidad de color cuando se trata de muestras de origen diferente. Se establecid
como punto de equivalencia la ausencia de la coloracion roja y sélo se observara
el color verde grisaceo. Sin embargo como puede distinguirse en la tabla anterior
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los valores de pH, justo en el punto establecido como equivalencia, varian
significativamente.

Un acercamiento al color de las soluciones de las muestras valoradas permite
observar que a un valor de pH neutro ( 7,0 ) las tres muestras tienen diferentes
tonalidades.

Muestra A Muestra B Muestra C

Esta caracteristica esta relacionada con la proporciéon de los componentes
coloridos. El analista experto no tendrd problema en atender a estos cambios,
pero para la persona que se inicia en este tipo de el analisis de muestras quiza
sea mas claro determinar el punto final mediante una medicién potenciométrica
de acuerdo a como lo establece la Farmacopea Europea y con ello se evita
incurrir en errores de apreciacion y se logra la repetibilidad de los resultados.

VI. 9. Color de la solucion

La determinacion se considera ilustrativa ya que permite evaluar el contenido
minimo requerido de constituyentes (antocianinas), como un parametro de calidad
del material herbario, ademas de ser una determinacién farmacopéica oficial en la
Farmacopea Alemana y Farmacopea Europea, que enriquece la informacién que
tiene el alumno.

La prueba se realiza en aproximadamente 1 hora y requiere de material comun,
los residuos generados pueden tratarse facilmente antes de su disposicién final.
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Vil. CONCLUSIONES

El disefio propuesto para la practica de la asignatura de Analisis de
Medicamentos incluye las siguientes actividades:

+ Realizar el muestreo de la materia prima Flor de Jamaica, para la
obtencién de la muestra promedio y la muestra de prueba.

% Las determinaciones farmacopéicas de FHEUM que forman parte de la
Monografia Flor de Jamaica, que se sugieren incluir dentro del trabajo
experimental, debido a que se cuenta con los recursos materiales, de
infraestructura y tiempo destinado para la sesidon practica son:
Descripcién macroscopica, Materia extrafa y Valoracion.

Respecto al andlisis microscépico la principal dificultad para llevar a cabo el
andlisis es conseguir el reactivo Hidrato de cloral, por ser una sustancia de venta
controlada.

Las pruebas de Ensayo de identidad de FHEUM para su implementacion tiene
como desventaja la adquisicién de los estandares de identificacion (Cloruro de
cianidina y Cloruro de delfinidina), sin embargo por ser una determinacién que
ilustra la identificacién de componentes quimicos en un extracto herbolario se
considerd ofrecer como una alternativa el Ensayo de identidad descrito en la
Farmacopea Alemana ( DBA 10 ) que result6 factible de realizar en cuanto a los
recursos materiales y de infraestructura, sin embargo requiere de organizar el
trabajo experimental ya que se requieren de dos sesiones para realizar la
metodologia descrita y obtener los resultados.

Las determinaciones : Pérdida por secado, Cenizas totales y Material extraible,
permiten al alumno manejar conceptos basicos en el analisis como es el de
“material a peso constante”, ademas de no estar incluidas en ninguna de las
practicas vigentes de la asignatura. Actualmente no se cuenta con: estufas,
muflas y espacio fisico donde se pueda mantener con seguridad las muestras
durante el proceso de analisis. Sin embargo se sugiere subsanar las dificultades
mencionadas e incluir de ser posible las tres determinaciones.

La realizacién de la determinacién Color de la Solucibn que no se encuentra
publicada en la FHEUM, brinda una oportunidad para que el alumno utilice otros
textos oficiales sobre el analisis de productos herbolarios. Ademas, la
implementacion de la prueba puede realizarse con los recursos materiales y la
infraestructura de los laboratorios de docencia en tiempo disponible para la sesion
practica.

EL analisis completo de la materia prima, en un laboratorio en la Industria, tiene

que incluir las determinaciones sefialadas en las pruebas Generales en FHEUM:
Metales pesados, Plaguicidas y Determinaciéon de microorganismos.
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La determinacién de Metales Pesados puede implementarse en el laboratorio
de docencia, sin embargo la infraestructura actual no es suficiente para
desarrollarla, ya que se necesita una mufla porque se determina en las cenizas.

La determinacion de plaguicidas no se recomienda para un laboratorio de
docencia ya que las sustancias de referencia que se utilizan son toxicas y existe
un problema adicional para el manejo los residuos que se generan.

Para la determinacibn de microorganismos existen otros laboratorios de
docencia que cuentan con la infraestructura adecuada para este tipo de trabajo,
por lo que se sugiere se investigue en el Departamento de Biologia si se realiza
alguna practica con contenido semejante a los establecido en FHEUM para
material herbario.

La determinacion de aflatoxinas no se recomienda implementar en un laboratorio
de docencia debido a que no se tiene el equipo y la infraestructura necesaria para
realizarla; asi como la adquisicién, el almacenamiento, manejo y toxicidad de los
estandares necesarios para la determinacion requieren de un analista experto en
la materia debido a las dificultades que se plantearon anteriormente.
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ANEXO |

Calculo realizado para la determinacion de Materia extrana

Muestra 1
0,8 g materia extraiia

250,0 g de muestra
Resultado 0,3 %

100,0 g muestm( ]20,32g de materia extraiia/ 100,0g de muestra

Muestra 2

0 g materia extraiia

13
100,0 g muestm(

=0,40g de materia extrarial 100,0g de muestra
250,0 g de muestra

Resultado 0,4 %
Calculo realizado para la determinacion de Pérdida por secado

Muestrat

1,0220 g —0,8686 g = 0,1534 ¢
0,1534¢g pérdida
1,0220g de muestra

100,0g de muestra[ J=15,009g de pérdida/100,0 g de muestra

Resultado 15 ,0%
Muestra 2

1,0244 9 -0,87199=0,1525¢
0,1525g pérdida
1,0244 g de muestra

100,0g de muestra( J=14,886g de pérdida/100,0 g de muestra

Resultado 14,9 %
Muestra 3

1,0554 g — 0,9026 g = 0,1528 g
0,1528 ¢ pérdida
1,0554g de muestra

100,0g de muestm( j=14,477 g de pérdidal/100,0 g de muestra

Resultado 14,5 %
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Muestra 4

1,0092 g — 0,8646 g = 0,1446 g
0,1446g pérdida
1,0092g de muestra

100,0g de muestm{ j:14,32g de pérdida/100,0 g de muestra

Resultado 14,3 %

Calculo realizado para la determinacion de Cenizas totales

Muestra 1

4 :
1000g de muestr{ 0.05%94g de cemzasj:ill g de cenizas/ 1000 g de muestra

L1626 g de muestra
Resultado 5,1%

Calculo realizado para la determinacion de Material extraible

Muestra 1

0,4704¢ residu{loo’o mL]( 1000g de muestra

20,0 mL
Resultado 46.8 %

=468gde residuo/l 1000g de muestra
50214 g de muestra

Muestra 2

04733g  residu {100,0 ij( 1000g de muestra

200 mL
Resultado 47,2 %

=472gde residuo/ 1000g de muestra
50136 g de muestra

Muestra 3

0,4709¢ residu{loo’o mL]( 1000g de muestra

=4696gde residuol 1000g de muestra
200 mL

50136 g de muestra

46.9 6 = 47.0 g de residuo / 100.0 g de muestra
Resultado 47,0 %

Muestra 4

0,4812¢ residu{loqo ij( 1000g de muestra

200 mL
Resultado 47,9 %

=479gde residud 1000g de muestra
50214 g de muestra
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Calculos realizados para la Valoracion

1. Calculo de la estandarizacién de la Solucién Valorada de Hidréxido de

Sodio.
Muestra Peso del Volumen gastado de la Normalidad de la
biftalato de Solucion de Hidroxido Solucioén Valorada de
potasio de Sodio Hidréxido

(9) (mL) (Eq /L)

1 0,4994 23,2 0,1054

2 0,4049 18,7 0,1060

3 0,5929 27,5 0,1056

Promedio 0,1 057

Desviacion estandar 0,0003

D.E.R. 0.3%

Muestra 1

499.4¢de bifialato de potasi{ 1 mEq biftalato de potasio j(l 1 mEq de NaOH

! =0,1054mEq/ mL
204,2 mg Dbiftalato de potasio

mEq biftalato potasio \ 23,2mL

Muestra 2

4049gde bifialato de pomsi({ 1 mEq biftalato de potasio j[l 1 mEq de NaOH j( 1

=0,1060mEq/ mL
204,2 mg Dbiftalato de potasio 18,7mL

mEq biftalato  potasio
Muestra 3

5929gde bifialato de pomsi({ 1 mEq biftalato de potasio j[l 1 mEq de NaOH j( 1

=0,1056mEq/ mL
204,2 mg biftalato  de potasio 27,5mL

mEq biftalato  potasio

2. Calculo del % de &cidos organicos en la muestra A, calculados como &cido
citrico y en base seca.

a) Correccion del peso de la muestra de acuerdo a la pérdida por
secado (14.7%).

Muestra 1

0,9726 - (0,9726x 0,147)= 0,829 6
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Muestra 2

1,0801 - (1,0801x 0,147)= 0,9213

Muestra 3

1,0094 - (1.0094x 0,147)=0,8610

b) Célculo del contenido % de acidos organicos, calculados como acido
citrico y en base seca.

Muestra 1

dcido

340mL SV NaOH[O,lOS%nEq NaOHj[lmEq dcido czmcoj[S0,0mL extractoj[192,2mg dcido citrico

=115,79mg
1,0mL SV NaOH 1 mEq NaOH 10,0mL extracto

3 mEq dcido citrico citrico

1000 muestra| 1270me dcido_citrico | 10g
0,8296 g de muestra )\ 1000

J =13,95g dcido citrico/100,0g de muestra
mg

1395 % =14,0%

Muestra 2
380mL SV NaOH 0,1057mEq NaOH \(1mEq  dcido citrico | 50,0mL extracto | 1922mg  dcido citrico —128.66mg acl.()
LOmL SV NaOH 1 mEq NaOH 10,0mL extracto \ 3 mEq dcido citrico citrico

12 o i |
100,0 g muestra( 8,66 mg dcido ci rlcoj( Og

=1396¢g dcido citrico/100,0g de muestra
09213 g de muestra \ 1000 mg

1396 % =14,0%

Muestra 3
3.68mL SV NaOH 0,1057mEq NaOH | lmEq  dcido citrico | 50,0mL extracto | 192,2mg  dcido citrico —124.6mg a/cl. 0
1L0mL SV NaOH 1 mEq NaOH 10,0mL extracto \ 3 mEq dcido citrico citrico

124 ici itri 1
100.0 g muestm( ,66mg dcido ci rtco][ 0g

=14,47g dcido citrico/100,0g de muestra
0,8610 g de muestra \ 1000 mg

1447 % =14,5%
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GLOSARIO
Apoptosis : Es un proceso fisiolégico, controlado genéticamente que se da en
todo tipo de células de organismos multicelulares y por tanto en todos los 6rganos
y sistemas, mediante el cual las células danadas o no deseadas  activan
mecanismos que conducen a su propia destruccion; de ahi el nombre alternativo
de “suicidio celular”.
Caliculo : Apéndices de los sépalos ubicados externamente al caliz.
Caliz:: Conjunto de sépalos.

Equinulado: Espinoso, con la superficie cubierta por espinas puntiagudas de
pequeno tamano.

Maclas: Asociaciones regulares de minerales de la misma especie.

Multifido: Dividido en varias lacinias ( Segmento profundo y estrecho de cualquier
6rgano laminar ) o l6bulos.

Peciolo: Pedunculo que une la lamina de la hoja con el tallo.

Propagulos: Unidades de dispersién de las plantas tales como esporas, semillas,
yemas y esquejes a partir de la cual puede desarrollarse o regenerarse un nuevo
individuo.

Sépalos: Hojas modificadas que conforman el caliz.

Tricoma: Excrescencia epidérmica con forma de pelo.
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