ASUNTO N2 8 0 <

MINISTERIO DE SALUD PUBLICA
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES
Montevideo, 22 N/ A3

VISTO: la Resolucibn GMC N° 19/23 del Grupo Mercado Comdun del
MERCOSUR;
RESULTANDO: que por la misma se aprob6 en el marco de lo establecido en la
Resolucion GMC N° 22/14, el método general “FARMACOPEA MERCOSUR:
DETERMINACION DE AFLATOXINAS™................ -
CONSIDERANDO: ) que la Farmacopea MERCOSUR tiene como objetivo
establecer los requisitos minimos en calidad y seguridad de los insumos para

la salud, especialmente de los medicamentos, apoyando las acciones de
reglamentacidon sanitaria y promoviendo el desarrollo técnico, cientifico y
tecnoldgico regional;

I) 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;

Ill) que las especificaciones farmacopeicas son utilizadas
como parametros para las acciones de vigilancia sanitaria, incluyendo el
registro de medicamentos, inspecciones y analisis de laboratorio;--------------

IV) que la Farmacopea MERCOSUR y la produccion de
patrones propios de calidad favorecen al desarrollo cientifico y tecnoldgico de
los Estados Partes, contribuyendo a la disminucion de la dependencia de
proveedores extranjeros y promoviendo a la industria regional;-------- ----------

V) que por el Articulo 38 del Protocolo Adicional al Tratado
de Asuncion sobre la estructura Institucional del MERCOSUR - Protocolo de
Ouro Preto- aprobado por Ley N° 16.712, de 1 de setiembre de 1995, los
Estados Partes se comprometen a adoptar todas las medidas necesarias, para
asegurar en sus respectivos territorios, el cumplimiento de las normas
emanadas de los Organos correspondientes, previstos en el Articulo 2 del
referido Protocolo;-----= —==== ~=mm e

VI) que es necesario proceder de acuerdo al compromiso
asumido por la Republica en el Protocolo mencionado poniendo en vigencia en



el Derecho positivo nacional las normas emanadas del Grupo Mercado Comun
referidas en el Visto;-------—--—-- -—--

VI) que la actualizacion proyectada cuenta con la
aprobacion del Departamento de Medicamentos y Divisién Evaluacion
Sanitaria del Ministerio de Salud Publica;........ T

VIII) que la Direccion General de la Salud de dicha
Secretaria de Estado, no formula objeciones respecto de la internalizacién, por

lo que corresponde proceder en consecuencia; -

ATENTO: a lo precedentemente expuesto y a lo dispuesto en la Ley N° 9.202 -
Organica de Salud Publica - de 12 de enero de 1934 y concordantes;-------------
EL PRESIDENTE DE LA REPUBLICA
DECRETA:

Articulo lo.- Incorpérase al ordenamiento juridico nacional la

Resolucion GMC N° 19/23 del Grupo Mercado Comun del
MERCOSUR, que se adjunta al presente Decreto como
Anexo y forma parte integral del mismo, por la cual se
aprobo en el marco de lo establecido en la Resolucion GMC
N° 22/14, el método general “FARMACOPEA MERCOSUR:
DETERMINACION DE AFLATOXINAS”. - -
Articulo 20.- El presente Decreto tendrd vigencia a partir de su

publicacion en el Diario Oficial. TSR

Articulo 3o0.- Comuniquese.-............ —====== =mmmmmmmmmmmen e

Decreto Interno N°

Decreto del Poder Ejecutivo N°
Ref. N°001/3/4554/2023
MJB

LACALLE POU LUIS



MERCOSUR MERCOSUL

MERCOSUR/GMC/RES. N° 19/23

FARMACOPEA MERCOSUR:
DETERMINACION DE AFLATOXINAS

VISTO: El Tratado de Asuncioén, el Protocolo de Ouro Preto y las Resoluciones
N° 31/11 y 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 reglamentacién sanitaria y promoviendo el
desarrollo técnico, cientifico y tecnolégico 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 tecnoldgico de los Estados Partes, contribuyendo
a la disminucién 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 integracion 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 Reunion de Ministros de Salud del MERCOSUR
constituye un marco de referencia para la Farmacopea MERCOSUR.



MERCOSUR MERCOSUL

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 &mbito del Subgrupo de Trabajo N° 11

“Salud" (SGT N° 11), los organismos nacionales competentes para la implementacion
de la presente Resolucion.

Art. 3 - Esta Resolucién debera ser incorporada al ordenamiento juridico de los
Estados Partes antes de 29/XI11/2023.

LX GMC EXT.- Puerto Iguazu, 02/VII/23.



ANEXO
DETERMINACION DE AFLATOXINAS

Las aflatoxinas son muy toxicas. Manejar con cuidado extremo.
Las aflatoxinas son fotosensibles. Proteger de la luz las soluciones patrén y muestras.

Método |: Determinacidon por Cromatografia en capa delgada

Proceder segun lo descripto para Cromatografia en capa delgada en la Resolucion
GMC N° 34/22 “Farmacopea MERCOSUR: Cromatografia”

Determinacion de las aflatoxinas mediante cromatografia en capa delgada (CCD).
Este método puede ser utilizado para detectar la posible presencia de aflatoxinas en
drogas vegetales y derivados destinados a la elaboracion de infusiones, decocciones
y todos aquellos productos que sufren un tratamiento térmico antes de la
administracion, y en los que la monografia no recomienda otro método especifico.

Fase estacionaria: silica-gel GF2s4 con 0,25 mm de espesor.
Fase Movil: cloroformo:acetona 9:1 (v/v).
Revelador: UV 360-365 nm; solucion de acido sulflrico 30% (v/v).

Solucién reguladora de fosfato pH 7,4: Colocar 1,0 g de cloruro de potasio, 1,0 g
de fosfato de potasio monobasico, 5,8 g de fosfato de sodio dibasico anhidro y 40,0 g
de cloruro de sodio en un matraz aforado de 5 litros. Afiadir aproximadamente 4,5
litros de agua y disolver. Ajustar el pH a 7,4 con acido clorhidrico o hidréxido de sodio.
Completar a volumen con agua y volver a calibrar el pH.

Solucién madre de aflatoxinas: Disolver el contenido del estdndar de aflatoxina en
una mezcla de benceno:acetonitrilo (98:2) (v/v). Diluir cuantitativamente y en etapas
con el mismo disolvente para obtener soluciones con una concentracion de 8 a 10 pg
por mL de cada aflatoxina. Agitar vigorosamente la solucion durante 1 minuto.
Determinar la absorbancia de cada solucién a 350 nm en un espectrofotometro
adecuado, utilizando una mezcla de benceno:acetonitrilo 98:2 (v/v) como blanco.
Calcular la concentracion de cada aflatoxina en pg/mL, usando la siguiente férmula:

1.000 x Ax P
C= -l .
Donde:
P = peso molecular de la aflatoxina, en g/mol;
e = absortividad molar de la aflatoxina en el disolvente correspondiente; y
A= absorbancia de la solucién.

Estos valores estan indicados en la Tabla 1



Tabla 1.

Aflatoxina P (peso £ (absortividad
molecular) molar)
Bl 312 19.800
B2 314 20.900
Gl 328 17.100
G2 330 18.200

Solucién estandar: Transferir a tubos inactinicos de 3 mL con tapén alicuotas de
cada una de las soluciones madre de aflatoxinas preparadas anteriormente. Agregar
cantidades suficientes de benceno:acetonitrilo (98:2) para obtener soluciones de 1,0
pg/mL de B1; 0,5 pg/mL de B2; 1,0 pg/mL de G1 y 0,5 pg/mL de G2.

Solucién muestra (SM): Extraccion de las aflatoxinas de la matriz a analizar.

Columna: Usar columna cromatografica de inmunoafinidad (IAC) con anticuerpos
monoclonales especificos para aflatoxinas.

Solvente de extraccion: Disolver 5 g de cloruro de sodio en 200 mL de metanol: agua
(70:30) (V/v).

Procedimiento: Transferir 25 g de la muestra pesados exactamente, previamente
molida y tamizada por el tamiz N°20, a un erlenmeyer de 500 mL. Agregar alrededor
de 200 mL de solvente de extraccion para embeber toda la muestra. Agitar con
agitador mecanico durante 1 hora o en agitador a alta velocidad por 5 minutos. Filtrar
y recoger el filtrado en un erlenmeyer de 250 mL. Transferir 80,0 mL del extracto,
medidos exactamente, en un erlenmeyer de 250 mL, agregar 160 mL de Solucion
reguladora de fosfato pH 7,4. Agitar y filtrar por membrana de porosidad entre 0,8 a
1,6 pm. Aplicar 120 mL del filtrado, equivalente a 5 g de muestra (p), en la columna
cromatografica de inmunoafinidad, manteniendo un flujo de 1 a 2 gotas por segundo,
teniendo la precaucion de que la columna no se seque. Lavar la columna con 20 mL
de la Solucién reguladora de fosfato pH 7,4y secar haciendo pasar aire a través de la
columna con la ayuda de una jeringa. Descartar el liquido de lavado. Eluir lentamente
las aflatoxinas adsorbidas en la fase estacionaria, por accion de la gravedad, con 2 mL
de metanol. Recoger todo el eluato en un balén de 25 mL con un pequefio reservorio
en el fondo, previamente pesado con exactitud. Secar usando evaporador rotatorio a
60 °C. Disolver el residuo en 100 pL (VR) de una mezcla de benceno:acetonitrilo (98:2)
(Viv)

Solucién fortificada con solucién estandar (SF): Mezclar 10 pL de la Solucion
muestra con 4 pL de la Solucién estandar.

Analisis de aflatoxinas

Procedimiento: Aplicar por separado 10 pL de la Solucion muestra (SM), 2, 4y 6 pL
de la Solucion estandar (SE) y 10 pL de la Solucion fortificada con solucion estandar
(SE). Dejar secar las aplicaciones y desarrollar los cromatogramas hasta que el frente
de! disolvente recorra aproximadamente 11 cm. Retirar la placa de la camara para
marcar el frente del solvente Secar la placa al aire, protegida de la luz. Examinar la
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placa bajo luz UV a 360 nm: las afiatoxinas Bl y B2 aparecen como manchas azules
y G1 y G2 como manchas verdes. Los valores de Rf son aproximadamente: 0,4 para
G2, 0,5 para G1, 0,6 para B2 y 0,7 para B1. Para confirmar, pulverizar el revelador
sobre la placa. Dejar secar al abrigo de la luz y observar bajo luz UV a 360 nm: las
cuatro afiatoxinas se observan como manchas amarillas. Calcular la concentracion de
cada aflatoxina. en pg/kg, en la porciébn de muestra tomada, por la formula siguiente:

VE x CE x VR

Donde

VE = volumen en pL, Solucién estandar (SE), considerar la aplicacion de SE cuya
banda se aproxime mas en tamafio e intensidad a la banda de aflatoxina de la Solucion
muestra (SM)

CE = concentracion de aflatoxina en la Solucion estandar (G1y Bl 1,0 pg/mL G2 y
B2 0,5 pg/mL)

VR =volumen en pL, de la solucion final del residuo

VM = volumen de solucién de la muestra

p = peso de muestra aplicada en la columna de afinidad, en g

Criterios de aceptacion: Ausencia de manchas en las aplicaciones de la Solucion
muestra, en las &reas donde se observan las manchas de la Solucion estandar de
aflatoxina. Si se observa alguna mancha en la Solucibn muestra, verificar la
correspondencia con alguna mancha fluorescente en la Solucién estandar de
aflatoxina para identificar esa aflatoxina. La intensidad de la mancha de la aflatoxina,
Si esta presente en la solucion de muestra, se compara con la intensidad de la mancha
correspondiente de las afiatoxinas en las soluciones estandar, para obtener la
concentracion aproximada de las afiatoxinas en la de muestra. Los limites maximos
aceptados son menores a 5 pg/kg para AFB1 y 20 pg/kg para la suma de AFB1, AFB2,
AFGl y AFG2, a menos que se recomienden otros valores en la monografia
especifica.

Método Il: Determinacién por cromatografia liquida de alta eficiencia.

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

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

Solucién primaria de aflatoxina Bl. Disolver Aflatoxina Bl R (AFB1) en
acetonitrilo:tolueno (2:98) para obtener una solucién de 10 pg/mL. Para determinar la
concentracion exacta de AFB1 en la solucién madre, registrar la curva de absorcion
entre 330 y 370 nm en celda de cuarzo. Calcular la concentracion de AFB1 en pg/mL,
usando de la siguiente férmula:



A x P x 100
C_

Donde

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

P = peso molecular de AFB1 (312 g/mol)

e = absortividad molar de AFB1 en la mezcla acetonitrilo/tolueno (1930 m2/ mol)
| = longitud del camino 6ptico de la cubeta (1 cm)

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

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

Tabla 2 - Soluciones de aflatoxina Bl para preparacion de la curva analitica
Concentracion final de

AFB1 en la solucion
estandar (pL/mL)

Volumen de la solucién

Solucién estandar de AFB1 .
secundaria (pL)

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 1a5, 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 solucion 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 pm.
Fases Moviles

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

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



Flujo: 1,0 mL/min.

Deteccion: Detector de fluorescencia (filtro de excitacién a 360 nm vy filtro de emision
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):

- bomba peristéltica;

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

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

- fase moévil A;

- reactivo de post-derivatizacion: 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 derivatizacién: 0,4 mL/min.

Derivatizacion post-columna con reactor fotoquimico (PHRED):

- 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 didmetro = 0,25 mm, volumen muerto nominal de 1,25 mL;

- tiempo de exposicién = 2 min;

- fase movil A

Derivatizacion post-columna con bromo generado electroqguimicamente

(KOBRA):

- KOBRA-cell: 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 KOBRA-cell que proporciona corriente
constante de aproximadamente 100 pA,;

- tubo de reaccién PTFE, longitud = 0,12 cm y diametro = 0,25 mm;

- fase movil B.

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

Procedimiento: A 5 g de material vegetal seco y pulverizado afiadir 100 mL de
agua:metanol (30:70) y extraer por sonicacion 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 volimenes 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 porciéon de 0,5 mL de metanol en la parte
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superior de la columna. Recolectar la mayor parte del disolvente aplicando presién
con aire comprimido en la parte superior de la columna o 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 soluciéon 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 pm) que no causa la pérdida de las aflatoxinas por la
retencion. Proceder a la derivatizacion de la muestra a analizar por HPLC-FLU para
mejorar la fluorescencia de las aflatoxinas.

Volumen de inyeccioén: 500 pL.
Orden de eluciéon: AFG2, AFG1, AFB2 y AFB1

Calculo: Determinar la ecuacién de la curva analitica (y = ax + b) con la concentracion
de AFB1 (ng/mL) en el eje xy la sefial (S) en el eje y. La concentracién de AFB1 en la
soluciéon muestra es igual a:

a

Calcular el contenido de AFB1 en la droga vegetal, en ng/g, usando la siguiente
expresion:

_VIxVv2xC
T mxVe

Donde

m = masa de droga vegetal, en g

V1 = volumen del solvente usado en la extraccion, en mi

Vi = alicuota utilizada en la IAC, en mL

V2 = volumen final de la solucién después de la elucién de la IAC y la diluciéon, en mL
C = concentracion de AFB1 en la solucion muestra en ng/mL

La presencia de AFB1 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 AFB1.



