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ANMAT-MED-FPM

MERCOSUR/GMC/P.RES. N° 19/23 REV. 01

FARMACOPEA MERCOSUR:
DETERMINACION DE AFLATOXINAS

VISTO: El Tratado de Asuncion, el Protocolo de Ouro Preto y las
Resoluciones N° 31/11y 22/14 del Grupo Mercado Comun.

CONSIDERANDO:

Que la Farmacopea MERCOSUR tiene como objetivo establecer los requisitos
minimos de calidad y seguridad de los insumos para la salud, especialmente de los
medicamentos, apoyando las acciones de reglamentacion sanitaria y promoviendo el
desarrollo técnico, cientifico y tecnoldgico regional.

Que las especificaciones farmacopeicas establecen, por medio de monografias,
requisitos minimos para el control de seguridad y calidad de los insumos,
especialidades farmacéuticas, plantas medicinales y derivados producidos o
utilizados en los Estados Partes.

Que las especificaciones farmacopeicas son utilizadas como parametro para las
acciones de vigilancia sanitaria, incluyendo el registro de medicamentos,
inspecciones y andlisis de laboratorio.

Que la Farmacopea MERCOSUR vy la produccién de patrones propios de calidad
favorecen al desarrollo cientifico y tecnolégico de los Estados Partes, contribuyendo
a la disminucion de la dependencia de proveedores extranjeros y promoviendo a la
industria regional.

Que la Farmacopea MERCOSUR debe ser primordialmente sanitaria, con énfasis en
la salud publica, y presentar una metodologia analitica accesible a los Estados
Partes, buscando su reconocimiento y respetabilidad internacional.

Que el dialogo regulatorio y la integracién entre los Estados Partes promueven el
acceso de la poblacion a medicamentos con mayor calidad y seguridad.

Que el Acuerdo N° 08/11 de la Reunién de Ministros de Salud del MERCOSUR
constituye un marco de referencia para la Farmacopea MERCOSUR.



51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

64
66
67

68
69

EL GRUPO MERCADO COMUM
RESUELVE:

Art. 1 - Aprobar, en el marco de lo establecido en la Resolucion GMC N° 22/14, el
método general “Farmacopea MERCOSUR: Determinacion de aflatoxinas”, que
consta como Anexo y forma parte de la presente Resolucion.

Art. 2 - Los Estados Partes indicaran, en el ambito del Subgrupo de Trabajo N° 11
“Salud” (SGT N° 11), los organismos nacionales competentes para la
implementacion de la presente Resolucion.

Art. 3 - Esta Resolucion debera ser incorporada al ordenamiento juridico de los
Estados Partes antes de 29/X11/2023.

LX GMC EXT.- Puerto Iguazu, 02/VII/23.
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72 DETERMINACION DE AFLATOXINAS
73

74  Las aflatoxinas son muy téxicas. Manejar con cuidado extremo.

75 Las aflatoxinas son fotosensibles. Proteger de la luz las soluciones patron y
76  muestras.

77

78  Método: Determinacion por cromatografia liquida de alta eficiencia.

79

80 Proceder segun lo descripto en la Resolucion GMC N° 34/22 “Farmacopea
81 MERCOSUR: Cromatografia”.

82

83 Sistema cromatogréafico: Utilizar un equipo para cromatografia liquida de alta
84  eficiencia con deteccion por fluorescencia (HPLC-FLU), recomendado para las
85 siguientes drogas vegetales, sus preparados y derivados: ginseng, jengibre, ufia de
86 gatoy las vainas de sen, con la excepcion de que para otras matrices el método sea
87 evaluado, adaptado y validado.

88

89 Solucién primaria de aflatoxina B1l: Disolver Aflatoxina B1 R (AFB1l) en
90 acetonitrilo:tolueno (2:98) para obtener una solucion de 10 pg/mL. Para determinar la
91  concentracion exacta de AFB1 en la solucién madre, registrar la curva de absorcién
92 entre 330 y 370 nm en celda de cuarzo. Calcular la concentracion de AFB1 en
93  ug/mL, usando de la siguiente férmula:

94
AXPx100
95 =
exl
96
97 Donde

98 A = absorbancia medida en lo maximo de la curva de absorcién

99 P =peso molecular de AFB1 (312 g/mol)
100 € = absortividad molar de AFB1 en la mezcla acetonitrilo/tolueno (1930 m? / mol)
101 | =longitud del camino oOptico de la cubeta (1 cm)

102

103  Solucion secundaria de AFB1: Preparar la solucién secundaria que contenga 100
104 ng/mL de AFB1 diluyendo de la solucion madre primaria con acetonitrilo:tolueno
105 (2:98). Proteger el frasco de la solucién con papel de aluminio y esperar a que el
106  contenido alcance la temperatura ambiente. Si la solucion fuera almacenada por un
107 periodo largo (por ejemplo, un mes), pesar la botella y registrar la masa antes de
108  cada uso de la solucion.

109

110  Soluciones estandar de AFB1: Transferir los volumenes de Solucion secundaria
111  de AFB1 indicados en la Tabla 2 a matraces aforados de 250 mL. Evaporar el
112 solvente bajo corriente de nitrdgeno a temperatura ambiente. En cada matraz,
113 afiadir 75 mL de metanol, homogeneizar y completar a volumen con agua.

114

115 Tabla 2 - Soluciones de aflatoxina B1 para preparacién de la curva analitica
116
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Concentracion final de
AFB1 en la solucién
estandar (ng/mL)

Volumen de la solucion

Solucién estandar de AFB1 ;
secundaria (uL)

1 125 0,05
2 250 0,1
3 500 0,2
4 750 0,3
5 1000 0,4

Curva analitica: Preparar la curva de calibracion utilizando las soluciones estandar
AFB1 1 a 5, que cubre un rango de concentracion de 1 a 8 pg/kg de AFB1 en la
droga vegetal. Verificar si la curva tiene la linealidad adecuada. Si el contenido de
AFB1 de la muestra a ser examinada se encuentra fuera del rango de la curva de
calibracion, la solucibn muestra debe ser diluida hasta que el contenido de
aflatoxinas sea adecuado para la curva de calibracion establecida.

Columna: C18, 250 mm x 4,6 mm, 5 um.
Fases Moviles

A (para la derivatizacion post-columna con reactor fotoquimico o bromuro de
piridinio):acetonitrilo:metanol:agua (2:3:6 v/iv/v);

B (para derivatizacion post-columna bromuro generado electroquimicamente):
agregar 0,12 g de bromuro de potasio y 350 mL de acido nitrico diluido R1 por litro
de fase movil A.

Flujo: 1,0 mL/min.

Deteccién: Detector de fluorescencia (filtro de excitacion a 360 nm vy filtro de
emisién a 420 nm). Si se emplea detector de longitud de onda variable, emplear 365
nm para excitacion y 435 nm para emision.

Derivatizacion post-columna con bromuro de perbromato de piridinio (PBPB
por su sigla en inglés):

— bomba peristaltica;

— T con volumen muerto igual a cero (0);

tubo de reaccion de teflon (PTFE) (longitud = 0,45 m, didmetro = 0,5 mm);

— fase movil A;

reactivo de post-derivatizaciéon: disolver 50 mg de PBPB en 1.000 mL de agua
(proteger de la luz y usar hasta en cuatro (4) dias);

flujo del reactivo de derivatizacion: 0,4 mL/min.

Derivatizacion post-columna con reactor fotoquimico (PHRED por su sigla en

inglés):

— reactor con lampara de bulbo de mercurio de baja presién (minimo de 8 W) a 254
nm;

— placa de soporte pulida;

— bobina de reaccion: tubo de PTFE firmemente enrollado en torno al bulbo de UV,
longitud = 25 cm y diametro = 0,25 mm, volumen muerto nominal de 1,25 mL;
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— tiempo de exposicion = 2 min;
— fase movil A.

Derivatizacion post-columna con bromo generado electroquimicamente):

— Celda electroquimica que genera una forma reactiva de bromo para derivatizacion
de la aflatoxina, resultando en la intensificacion de la fluorescencia;

— fuente de corriente continua en serie con la celda electroquimica que genera una
forma reactiva de bromo para derivatizacion de la aflatoxina que proporciona
corriente constante de aproximadamente 100 pA,

— tubo de reaccion PTFE, longitud = 0,12 cm y diametro = 0,25 mm;

— fase movil B.

Columna de inmunoafinidad (IAC por su sigla en inglés): Emplear una columna
de inmunoafinidad conteniendo anticuerpos contra aflatoxina B1, con capacidad de
no menos 100 ng de AFB1 y que debe tener una recuperacion de por lo menos 80%
cuando se aplica una solucién de 5 ng de AFB1 con una mezcla metanol:agua
(12,5:87,5). Acondicionar la IAC a temperatura ambiente.

Procedimiento: A 5 g de material vegetal seco y pulverizado afadir 100 mL de
agua:metanol (30:70) y extraer por sonicacién durante 30 minutos. Filtrar a través de
papel de filtro plegado. Transferir 10 mL del filtrado claro a un erlenmeyer de 150
mL. Afadir 70 mL de agua. Pasar 40 mL a través de una IAC a un flujo aproximado
de 3 mL/min (no exceder de 5 mL/min). Lavar la columna con 2 volumenes de 10 mL
de agua a un flujo que no exceda de 5 mL/min. Secar la IAC usando vacio suave
durante 5 a 10 segundos o pasar aire con una jeringa, durante 10 segundos. Aplicar
0,5 mL de metanol en la parte superior de la columna y eluir por gravedad.
Recolectar el eluido en un matraz aforado de 5 mL. Después de 1 minuto aplicar
otros 0,5 mL de metanol. Después de 1 minuto, aplicar una tercera porcién de 0,5
mL de metanol en la parte superior de la columna. Recolectar la mayor parte del
disolvente aplicando presién con aire comprimido en la parte superior de la columna
0 usando vacio suave. Completar a volumen con agua y agitar bien. Si la solucién es
transparente, se puede utilizar directamente; de lo contrario, pasar la solucion a
través de un filtro antes del andlisis. Utilizar un filtro desechable (por ejemplo, filtro
de politetrafluoroetileno con un tamafio de poro de 0,45 um) que no causa la pérdida
de las aflatoxinas por la retencion. Proceder a la derivatizacién de la muestra a
analizar por HPLC-FLU para mejorar la fluorescencia de las aflatoxinas.

Volumen de inyeccion: 500 pL.
Orden de elucion: AFG2, AFG1, AFB2 y AFBL1.
Célculo: Determinar la ecuacion de la curva analitica (y = ax + b) con la

concentracion de AFB1 (ng/mL) en el eje x y la sefal (S) en el eje y. La
concentracion de AFB1 en la solucion muestra es igual a:
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Calcular el contenido de AFB1 en la droga vegetal, en ng/g, usando la siguiente
expresion:

Vi XV, XC

cm=——
m X Vi

Donde
m = masa de droga vegetal, en g
V1 = volumen del solvente usado en la extraccién, en mL
Vi = alicuota utilizada en la IAC, en mL
V2 = volumen final de la solucién después de la elucion de la IAC y la dilucion, en mL
C = concentracion de AFB1 en la solucion muestra en ng/mL

La presencia de AFB1l puede ser confirmada mediante el registro de un
cromatograma sin derivatizacion post-columna que resulta en una reduccion
significativa (mayor a 10 veces) en la respuesta de AFBL1.

Criterios de aceptacion: Los limites maximos aceptados son, para drogas
vegetales, no contener mas de 2 pg/kg de aflatoxina B1 y un limite de 4 pg/kg para la
suma de las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2, excepto cuando se especifican otros
valores en una monografia individual.



