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Con fundamento en el numeral 4.11.1 de la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SSA1-2010, se publica el presente proyecto a efecto de que los interesados, a partir

del 1° de agosto y hasta el 30 de septiembre de 2020, lo analicen, evalien y envien sus observaciones o comentarios en idioma espafiol y con el sustento técnico

suficiente ante la CPFEUM, sito en Rio Rhin nimero 57, colonia Cuauhtémoc, cédigo postal 06500, Ciudad de México. Fax: 5207 6890

Correo electronico: consultas@farmacopea.org.mx.

DATOS DEL PROMOVENTE

Nombre: Cargo:
Institucion o empresa: Direccion:
Teléfono: Correo electrénico:

EL TEXTO EN COLOR ROJO HA SIDO MODIFICADO

Dice ‘ Debe decir ‘ Justificacion*

MGA-FH 0180. DETERMINACION DE

AFLATOXINAS

RECOMENDACIONES GENERALES. Antes de
llevar a cabo la prueba es importante realizar un
procedimiento adecuado de limpieza, teniendo cuidado
de no exponer al personal, medio ambiente de trabajo a
sustancias peligrosas y téxicas. El personal debe seguir
las buenas préacticas de laboratorio y las buenas
practicas de manufactura.

PRUEBA PARA AFLATOXINAS. La prueba esta
disefiada para detectar la posible presencia de
aflatoxinas By, By, G1 y G2 las cuales son contaminantes
altamente toxicos en un material de origen vegetal. Solo
deben evaluarse los productos que tienen un historial de
contaminacion por aflatoxinas.

Consideraciones del método. El método descrito no
requiere el uso de disolventes toxicos, como cloroformo
y diclorometano. Se utiliza una columna
multifuncional, que contiene sitios lipofilicos y sitios
activos cargados, de alto rendimiento para
cromatografia liquida (CLAR), para determinar las
aflatoxinas By, By, Gy G se utiliza detector de
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fluorescencia. Las ventajas de emplear una columna
multifuncional son:

Altos recobros totales de aflatoxinas B1, Bz, G1y G2
(més del 85 porciento %).

La columna puede permanecer en inventario a
temperatura ambiente y por un tiempo
considerablemente largo tiempo antes de su uso.
Preparaciones de referencia de aflatoxina Bi, By, G1 y
G2 (2.5 ng/mL).

Preparacion inicial de referencia. Pesar exactamente
1.0 mg de cada uno de los materiales cristalinos de
aflatoxinas B1, Bz, G1y G2 y disolver en 50 mL de una
mezcla de tolueno:acetonitrilo (9:1), y agitar
vigorosamente. Esta solucién tiene una concentracion
de 20.0 pg/mL.

Conservar la solucion en un envase con cierre
hermético, cubrir con papel aluminio, mantener en
obscuridad y refrigerar a 4 °C.

Preparacidn de referencia (de trabajo). A 0.5 mL de
la preparacion inicial de referencia, adicionar mezcla de
tolueno:acetonitrilo (9:1) y llevar a un volumen de

200 mL, para obtener una concentracion de 50.0 ng/mL.
Preparacion final de referencia. Tomar 1:6 mL de la
preparacién de referencia de trabajo y adicionar mezcla
de tolueno:acetonitrilo (9:1) y llevar a un volumen de
20 mL, para obtener una concentracion de 2.5 ng/mL.
Preparacion de referencia para analisis. Transferir
0.25 mL de la preparacion final de referencia a un tubo
de vidrio para centrifuga y evaporar hasta secado a 40
°C o usando una corriente de aire de nitrégeno. Para
derivatizar las aflatoxinas By y G1 (precolumna de
derivatizacion), adicionar 0.1 mL de solucion de &cido
trifluoroacético al residuo del tubo, cerrar
herméticamente el tubo y agitar vigorosamente.
Reposar el tubo a temperatura ambiente durante 15 min
y en la obscuridad. Adicionar al tubo 0.4 mL de una
mezcla de acetonitrilo:agua (1:9). Someter al analisis de
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cromatografia de liquidos, una alicuota de 20 uL de la
solucién de la muestra.
Preparacion de la muestra. Triturar la materia vegetal
para uniformizar la consistencia utilizando un molino
de café. Utilizar un matraz de vidrio adecuado con
tapon y extraer 50.0 g de la muestra con 400 mL de una
mezcla de acetonitrilo:agua (9:1), agitar vigorosamente
durante 30 min o por usar agitacion mecéanica durante
5 min. Filtrar la solucién a través de papel filtro o
centrifugar. Transferir una proporcion de 5 mL del
filtrado, o la capa superior clara, a una columna
multifuncional como la Multisep#228 cartucho de
columna (Romer Labs) o a un Autoprep MF-A (Showa-
denko) y pasar a una velocidad de flujo de 1 mL/min.
La aflatoxina presente en la muestra pasa a través de la
columna como el primer eluato. Utilizar el primer
mililitro obtenido como muestra.
Evaporar 0.5 mL de la preparacion de la muestra en un
tubo de vidrio para centrifuga a sequedad a 40 °C o
usando una corriente de aire de nitrégeno para remover
el disolvente.
Para derivatizar las aflatoxinas B1 y G1 (precolumna de
derivatizacion), adicionar 0.1 mL de solucion de acido
trifluoroacético (TFA) al residuo en el tubo, cerrar
herméticamente y agitar vigorosamente. Dejar que
reposar el tubo a temperatura ambiente durante 15 min
en la oscuridad. Adicionar al tubo 0.4 mL de la mezcla
de acetonitrilo:agua 1:9. Someter al andlisis de
cromatografia de liquidos, una alicuota de 20 pL.
Condiciones del equipo
Fase movil. Mezcla de acetonitrilo:metanol:agua
(1:3:6). Desgasificar la fase mévil sometiendo a bafio
de ultrasonido.
Nota: si la preparacion de la muestra tiene demasiadas
impurezas, se debe lavar la columna con acetonitrilo
durante 5 a 10 min y reacondicionar con la fase movil
durante 10 min antes del siguiente andlisis.
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Columna para cromatografia de liquidos. Octadecil
silice Gel (ODS), de 4.6 mm de diametro interno x x
250 mm de largo, y con un tamafio de particula de 3 um
aspum.

Temperatura de la columna a 40 °C. Velocidad de flujo
de 1 mL/min. La aflatoxina y sus derivados son
detectados a una longitud de onda de excitacién y
emision de 365 am-y 450 nm, respectivamente.
Volumen de inyeccion: 20 pL.

Si un pico de impureza se sobrepone al pico
correspondiente a aflatoxina, se recomienda utilizar las
siguientes condiciones cromatograficas:

Condiciones alternativas de cromatografia de
liquidos

Fase movil. Mezcla de metanol:agua (3:7). Desgasificar
la fase movil sometiendo a bafio de ultrasonido.
Columna fluorocarbonada, de 4.6 mm x x 250 mm

(5 pm). Temperatura de 40 °C con una velocidad de
flujo de 1 mL/min. La aflatoxina y sus derivados son
detectados a una longitud de excitacién y emision de
365 am y 450 nm, respectivamente. EIl volumen de
inyeccion es de 20 pL.

Interpretacion de resultados. Comparar los tiempos
de retencién de area del pico o las alturas de los picos
de aflatoxinas. Si son mas grandes o mas altas que las
obtenidas en una preparacién de referencia de
aflatoxina bajo investigacion, se debe considerar como
resultado positivo a la presencia de aflatoxinas en
preparacion de la muestra.

*Para una mejor comprension de su solicitud adjunte bibliografia u otros documentos que sustenten sus comentarios.
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