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RESUMO

A natamicina é um antifungico produzido @ireptomyces natalensisujo emprego
como aditivo alimentar esta principalmente relaatn ao tratamento de superficie de
gueijos e embutidos. Foi avaliada a presenca desbposto em 138 amostras (16 sucos de
uva, 118 vinhos e quatro derivados) pelo métodmtifativo de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) com Detector de Arranjo deiobos (DAD). A resposta da
natamicina nao foi influenciada pelo efeito dasrine$ avaliadas e o método apresentou
linearidade na faixa de trabalho de 0,1 a 5,0 fhgQ@s limites de deteccdo e quantificacdo
foram, respectivamente, 0,04 e 0,13 my Eoi verificada a auséncia de natamicina em
todas as amostras analisadas por CLAE-DAD. No desémento do método de
confirmacédo (qualitativo) por CLAE acoplado a Espescopia de Massas (EM/EM) foram
considerados os parametros de ionizagao e fragg@nta natamicina de forma a se obter a
maxima sensibilidade; os ions de m/z 503,5 e 4&5@n selecionados para avaliar a
presenca dessa substancia em dez amostras (shts \spaves e trés sucos de uva),
encontrando trés provavelmente positivas (valobasxa do limite de deteccdo do método
CLAE-DAD). Na melhor condicdo de armazenamentoatist amostra protegida da luz e
sob refrigeracdo, a concentracdo inicial (4,96 mY fe natamicina na matriz vinho
diminuiu em 28% (3,55 mg1), em 60 dias.



ABSTRACT

Natamycin is an antifungal agent produced3tseptomyces natalensigs use as a
food additive is mainly related to the surface tmeent of cheeses and sausages. The
presence of natamycin was evaluated in 138 saniptegrape juices, 118 wines and four
grape and wine derivatives), by the quantitativethme of High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) with Diode Array Detector (DA The response of natamycin
was not influenced by the effect of the evaluatedrites and the method was linear in the
range of work from 0.1 to 5.0 mg™L The detection and quantification limits were,
respectively, 0.04 and 0.13 mg'LThe absence of natamycin was verified in all dasp
analyzed by HPLC-DAD. In the confirmation methodigttative) by HPLC coupled with
mass spectrometry (MS/MS) natamycin ionization draymentation parameters were
considered in order to obtain maximum sensitivityz 503.5 and 485.3 ions were selected
to evaluate the presence of this substance orataplses (seven sweet wines and three grape
juice), three of them probably positive (valuesolethe limit of detection by HPLC-DAD).

In the best storage conditions tested, sample @extdrom light and under refrigeration, the
initial natamycin concentration (4,96 m@)Lin the wine decreased 28% (3,55 miy) in 60

days.



INTRODUCAO

A deterioracdo dos alimentos deve-se a uma vaataa gle reagdes, incluindo
fendmenos fisico-quimicos, reacdes enzimaticasceohioldgicas. O uso de conservantes
em alimentos é requerido para prevenir ou retaodarescimento microbiano evitando
alteragbes indesejaveis dos mesmos. A tendéncial dtente as necessidades dos
consumidores é a utilizacdo de procedimentos pateegar alimentos minimamente
processados, livres de aditivos, nutricionalmeiatigddveis, e ainda com alta garantia de
qualidade e da seguranca microbioldgica. Com ikgoum consenso entre 0s 0rgaos
responsaveis pela regulamentagdo do uso de aditiais seguros e com informacao de
técnicas especificas e sensiveis de deteccao.

Os conservantes tradicionais usados em alimeatodados organicos fracos, e seus
sais de sOdio, potassio ou calcio (sorbato, beazgatopionato) e, ainda compostos
inorganicos como sulfito e nitrito. Atualmente, odds de preservacdo incluem a adicao
aos alimentos de enzimas bacterioliticas, baciedece outros antimicrobianos de

ocorréncia natural.

A biopreservacdo € uma técnica utilizada paraemievo crescimento microbiano
por meio do emprego de microbiota protetora e/aus g@eptideos antimicrobianos, as
bacteriocinas. As bacteriocinas podem ser usadgsgitadamente em combinagdo com

outros métodos de conservacao a fim de aumentatigd¢do microbiana.

O crescimento bacteriano em mosto e vinhos é @adty convencionalmente pela
adicdo de dioxido de enxofre. Além deste, o acidobiso também é usado como
conservante para vinhos. No caso de bebidas nddlialts pode-se ainda empregar o acido

benzdico como aditivo para a conservagao.

A presenga do conservante nos sucos e em vinhosdmo finalidade prevenir a
ocorréncia de alteracdes indesejaveis nestas Iselilidaumento da vida de prateleira do
produto representa uma economia significativa @aadeia produtiva vitivinicola. Por
outro lado, é necessario o controle pelos 6rgdogpetentes para coibir o uso abusivo,
acima da legislacao vigente, dos conservantesositad a utilizagdo de substancias ilicitas.

A natamicina € um antifangico do grupo macroligdieno produzido através da
fermentacdo aerdbica dstreptomyces natalensis espécies relacionadas. O primeiro
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isolado data de 1955, em uma amostra de solo dénBi@ Natal, na Africa do Sul; 0 nome
natamicina € em homenagem a essa regido. O usata@l®icina como conservante para a
prevencdo de crescimento fungico em alimentosagackh a mais de 50 anos. Os principais

produtos comerciais apresentam a formulacdo demmate associada a lactose, na

proporcao 1:1.

A natamicina em pequenas quantidades é muitozefmatra fungos, mas nao exerce
nenhum ou muito pouco efeito sobre bactérias; pegariedade a torna conveniente para o
tratamento de alimentos que, ap0s seu processarpasgam por um periodo de maturacgao.

E empregada principalmente no tratamento de sujgedé queijos e embutidos.

O uso de natamicina como aditivo alimentar em dabié permitido em alguns
paises como Africa do Sul (vinhos e sucos de fyigashina (somente em sucos de frutas).
Em contrapartida, sua presenca como aditivo inb@ati em sucos e vinhos ndo é
legalmente aceita no Brasil e demais paises doir@mté Americano e na Comunidade
Européia, caracterizando fraude se encontradasnbstzsidas. Visto que foi recentemente
detectada em vinhos exportados a Alemanha, faboges gerou uma série de medidas de
vigilancia e alertou as autoridades para a neadsidlo seu controle, justificando-se a

importancia da otimizagcdo de metodologias que areras novas demandas.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a presencga de natamicina em sucos de w#ahes nacionais e importados

comercializados no Brasil.

Objetivos Especificos

Otimizar método de andlise para a determinacamtiamicina em vinhos e sucos de
uva por Cromatografia Liquida de Alta Eficiénciant®etector de Arranjo de Diodos
(CLAE-DAD)

Otimizar método confirmatorio para determinacdmadgmicina em vinhos e sucos

de uva por CLAE acoplada a Espectroscopia de M#&Es4s

Estudar o perfil de degradagéo da natamicina dverse e na matriz vinho.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Panorama da producao nacional de uvas e vinhos

A vitivinicultura brasileira teve seu inicio uziindo uvas americanas, as chamadas
uvas comuns, variedades das espévidis labruscae Vitis bourquina usadas para a
elaboracdo de vinhos de mesa. A partir do finalsdoulo XIX, com a chegada dos
imigrantes italianos, o cultivo da uva e a produd&ovinhos tornaram-se atividades de
importancia sécio-econdmica. E, em seguida, coraetarser elaborados vinhos finos, com
uvas de variedades détis vinifera, também conhecidas como uvas finas (EMBRAPA,
2009). Atualmente, o Brasil configura no panoramandml como 14° produtor de uvas
(OlV, 2011) e 16° produtor de vinho (EMBRAPA, 2009)formagbes sobre a producéo,

area plantada, area colhida e rendimento médiag@sentadas na tabela 1.

Tabela 1 - Variacdo (%) relativa a cultura da uva etre as safras 2010-2011.

Periodo Variacao (%)
Safra 2010 Safra 2011
Producéo (toneladas) 1.305.672 1.463.481 +12,09
Area plantada (hectare)  82.201 81.915 -0,35
Area colhida (hectare) 79.970 80.003 +0,04
Rendimento médio (Kg/hectare) 16.327 18.293 +12,04

Fonte: Levantamento Sistematico da Producéo Agrit@®PA) - IBGE

Em 2010, apenas 43,07% da uva produzida no Boasikstinada ao processamento
para elaboragéo de vinhos, sucos de uva e derivaeiodo o restante destinado ao mercado
de uvain natura A analise das informacdes relativas a producéeirdes e derivados no
Rio Grande do Sul permite ter uma boa aproximagdale&sempenho da agroindustria
vinicola do pais, visto que o Estado é respongameterca de 90% da producdo nacional
desses produtos (EMBRAPA, 2011).

Nesse mesmo periodo ainda segundo a EMBRAPA (2€itdbyes climaticos foram
0s responsaveis pela reducdo da producdo de uvasmggquentemente, a elaboracdo de
vinhos, sucos e derivados do Rio Grande do Susaptaram reducao de 4,49% (tabela 2).



Tabela 2 - Producao de vinhos,
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sucos e derivadosn(éitros) no Rio Grande do Sul - safras 2009/2010.

PRODUCAO 2009 2010
Vinho de mesa tinto 164.124.454 157.290.088
Vinho de mesa branco 39.211.278 35.408.083
Vinho de mesa rosado 2.063.474 2.569.809
Vinho fino tinto 18.209.043 11.401.406
Vinho fino branco 21.366.975 13.013.027
Vinho fino rosado 324.550 391.280
Suco de uva integral 16.034.003 26.887.259
Suco concentrado* 115.032.285 116.193.425
Outros derivados 57.462.530 51.210.756
TOTAL 433.828.592 414.365.132

*Transformados em litros de suco simples.
EMBRAPA, 2011

Além do Rio Grande do Sul com 3 regifes vitivifdso a tradicional regido
produtora da Serra Galcha e as regides emergef@aspanha e Serra do Sudeste (figura
la), destacam-se também a regido de Sdo Joaquita, Satarina (figura 1b) e a regido do
Vale do Submédio Sao Francisco, Estados de Permangbda Bahia, no Nordeste do Brasil
(figura 1c), na producao de vinhos finos (EMBRARAD9).
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Fonte: EMBRAPA, 2009

Figura 1 - Localizagdo das regides vitivinicolas produtoraselvinhos finos do Rio Grande do Sul (a), ¢
Santa Catarina (b) e dos Estados de Pernanbuco elia (c).
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1.2 Conservadores em sucos e vinhos

A Resolugéo n° 04, de 24 de novembro de 1988,gé#smdia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) aprovou a revisdo das tabelateremtes a aditivos intencionais
permitidos no Brasil. O uso de &cido soérbico e idiobxde enxofre sdo admitidos para
vinhos, 200 e 350 mg/L, respectivamente (BRASIL88)9 Posteriormente (BRASIL,
2007), foram revisadas as concentracdes destesreantes, incluindo o &cido benzdico,

permitidos em bebidas ndo alcodlicas gaseificadi®ayaseificadas (Tabela 3).

Tabela 3- Conservadores permitidos para bebidas sagdo a Legislacdo Brasileira.

Limite maximo

Conservadores Bebidas
(9/100g — g/100mL)
Acido benzoico e seus sais dé\peritivos, cooler, sangrias, licores 0,05*
sodio, célcio e potassio Bebidas n&o alcodlicas gaseificadas e néo 0. 05+
gaseificadas '
Saqué, vinhos, vinhos de frutas 0,02*
o L , Bebidas néo alcodlicas gaseificadas 0,03**
Acido sérbico e seus sais de B ) ]
o o o Amargos, aperitivos, filtrado doce, licores, .
sadio, potéassio e célcio sidras 0,05
Bebidas nédo alcodlicas nao gaseificadas 0,08**
Cooler; sangria 0,10*
Diéxido de enxofre: i 5 5l ifi 5
_ . . Bebu_jfgs r(;ao alcodlicas gaseificadas e nédo 0,004 (como S **
metabissulfito de sddio, de  9asellicadas

Cervejas (somente ditionito) 0,006*

potassio, de calcio; sulfito de i N ) ) o
Bebidas alcodlicas mistas, bebidas alcodlicas

J R T , . , . *
sodio, de calcio, de potassio; fermentadas, licores de frutas 0,01
bissulfito de calcio, de sddio, Vinhos compostos 0,025*
de potassio Cooler, filtrado doce, sangria, saqué, sidras, 0,035*

vinhos, vinhos de frutas

* ANVISA (1988) - Resolugcdo CNS/MS n° 04, de 24 de novembro de 1988
** ANVISA (2007) - Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC n° 5, ddelfaneiro de 2007

Os principais conservantes usados em sucos es/s#o acidos organicos fracos e
seus sais de soédio, potassio ou calcio, portadm,nsais eficazes em pH baixo quando
comparados a pH mais elevados. Esta caracterggiease as formas ndo-dissociadas dos
acidos, favorecidas em pH baixo, serem capazesagefatiimente atravessar a membrana
celular microbiana e acessar o citoplasma da ¢ébmde os acidos tendem a dissociar-se
fornecendo ions de hidrogénio, juntamente com@ngparticular (GOULD, 2000).
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O crescimento bacteriano em mostos e vinhos éaladb convencionalmente pela
adicdo de dioxido de enxofre (RIBEREAU-GAYG#al, 2006). No entanto, a presenca de
sulfitos em bebidas alcodlicas pode causar reagidegicas com sintomas que vao desde
problemas gastrintestinais a choque anafilatictl @IGEORGIOU, 2005).

A industria investe na pesquisa de novos aditpars a conservacédo dos alimentos.
Novos métodos de preservacao incluem a adi¢do lmesngos de enzimas bacterioliticas,
bacteriocinas e outros antimicrobianos de ocoreééngatural. As bactérias lacticas
empregadas na fermentagéo de alimentos séo cap@ae®ir ou reduzir a contaminacao
por microrganismos deteriorantes e/ou patogénmmsmeio da producdo de varios agentes
antimicrobianos. A acidificagdo €, provavelmentefator primério na preservacao de
produtos de fermentacdo lactica. Entretanto, outooepostos como diacetil, dioxido de
carbono, peroéxido, etanol e bacteriocinas podenncexeacdo inibitdria sobre diferentes

grupos de microrganismos (HELANDER al, 1997).

A biopreservacdo € uma técnica utilizada paraemievo crescimento microbiano
por meio do emprego de microbiota protetora e/aus g@eptideos antimicrobianos, as
bacteriocinas. As bacteriocinas podem ser usadgsgitadamente em combinagdo com
outros métodos de conservacdo a fim de aumentatigdcio microbiana. (GALVEEt al,
2007). A natamicina € um antifangico macrolideo iggml produzida pela bactéria

Streptomyces natalensgsespécies relacionadas

Segundo o0 “Guia para a Industria: perguntas &etps sobre o GRAS” ndo é
necesséria a aprovagdo ou notificagdo do FDA sobreesultados de uma investigacao
conduzida pela Industria, desde que especialisi@jae de acordo sobre a seguranca do
produto (FDA, 2004). Mesmo assim, a grande maidom paises segue a recomendacgdo da
Unido Européia que restringe o uso de natamiciniaaamento de superficie de queijos e

embutidos carneos.
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1.3 Propriedades fisico-quimicas da natamicina

A natamicina (CAS 7681-93-8) apresenta peso mtdeale 665,725 g/mol e a
formula empirica é £H4/NO;3. A natamicina, anteriormente mais conhecida como
pimaricina, € um antifingico do grupo macrolidediggm, produzido poiStreptomyces
natalensise espécies relacionadas. A estrutura primarigliciidada por Ceder em 1964
(Figura 2), consiste em um grande anel lactonaimte e cinco &tomos de Carbono e um
anel piranose unidos por ligagédo glicosidica nacgosdo Gs (CEDER,1964). Brix (1981)
descobriu que a tenecetina, isolada de uma cudter@treptomyces chattanoogensis
1959, se tratava de composto idéntico a natamio®s estudos conduzidos por Lancelin e
Beau (1990), auxiliaram no melhor entendimento e&cBo estrutura-atividade da

natamicina.

Figura 2 - Estrutura quimica da natamicina.

O anel lactona é composto de uma cadeia lipofteal ligacdes conjugadas e de
uma porg¢ao hidrofilica com vérios grupos hidroxilaggse formam uma estrutura cilindrica
de exterior apolar (EFSA, 2009). O tamanho do grapmmo6foro é responsavel pelo
espectro UV caracteristico e contribui para a bibteade a fatores como temperatura, luz e
pH. A presenca das ligacdes duplas conjugadasdar que a absor¢cdo UV ocorra em
comprimentos de onda)(mais longos; correspondentes a intensidade deCmmpostos
trienos sdo incolores ou de um amarelo muito paltétraenos, pentenos e heptenos
apresentam uma coloracdo que vai do amarelo-pgdaksando pelo amarelo até o laranja,
respectivamente (HAMILTON-MILLER, 1973). A natamiei € um tetraeno e apresenta

absorcdo méaxima nos comprimentos de onda 29108m3 e 318 nm.
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Na forma de p6, o composto muito estavel, ndosapta gosto e nem odor. E
praticamente insolivel em agua (20-50 mg/L), endéips e em 6leos minerais; pouco
solivel em metanol e apresenta melhor solubilidade &cido acético glacial,
dimetilformamida e dimetilsulféxido (EFSA, 2009)aNaixa de pH 4,5 a 9, a natamicina
mostra-se com boa estabilidade, sendo o pH 6tirtre ére 7. Em valores de pH baixos, a
degradacédo ocorre rapidamente, formando principgbnea micosamina (figura 3a)
produzida pela hidrélise da ligacdo glicosidicaérmldessa, a degradagdo acida pode gerar
um composto anfotero, que mantém intacto o anwna¢ conhecido como aponatamicina
(figura 3b). Na reacédo de degradacgéo, cada doissnad natamicina originam um mol de
aponatamicina e um mol de micosamina. (BRIK, 1976).

S 0 OH
HO | OH
NH,
Micosamina
(@

Aponatamicina

(b)
Figura 3 - Estrutura quimica dos principais produtcs de degradagéo da natamicina em pH éacido:
micosamina (a) e aponatamicina (b).

Em suspensao aquosa 5%, a natamicina perde camplete sua atividade biol6gica
depois de armazenada no escuro por dois meses pertgaora ambiente, ou em duas
semanas se a temperatura for de 40°C (BRIK, 1981).

Ao ser complexada corfi-ciclodextrina e comy-ciclodextrina mostrou-se mais
estavel comparada ao seu estado livre em solugfiesas estocadas no escuro a 4°C. Na
condicdo de armazenamento no escuro a 4°C, 92,28akddéncia permaneceu na forma
ativa, mesmo apd6s um periodo de 14 dias. Essa eegfm sobe para 96%, quando
associada aos dois tipos de ciclodextrinas citaBosetanto, a natamicina presente em
solu¢cdes aquosas mesmo quando associadas a cidlwaeX completamente degradada
apos 24h de exposicao luminosa a 4°C. (KOONTL, 2003).



18

Flak e Schaber (1988) estudaram a degradacdo dacrémcimo de 7 mg™Lde
natamicina em vinhos armazenados a temperaturdet@ g11°C), com e sem exposicao a
luz. A natamicina provou ser relativamente estawelsmo apos mais de dois meses, quando
protegidas da luz. Nas amostras expostas, no engmbs cerca de cinco a seis semanas a
natamicina degradou a uma concentracao inferidimae de detec¢do do método.

Albertset al (2011) avaliaram a degradacéo da natamicina etmzmnho tinto e
vinho branco em trés condi¢Bes de temperatura.gfadacdo da substancia foi mais rapida
em vinhos brancos quando comparada com vinhoss{iptovavelmente devido ao menor
pH da amostra de vinho branco utilizado para odest® tempo de meia vida para a
degradacéo da natamicina em vinhos tintos foi a@ifiromo 20 dias a temperatura de

20°C, seis dias a 30°C e de apenas dois dias a 40°C
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1.4 Atividade antimicrobiana

A natamicina tem atividade antimicrobiana conggetluras e bolores, mas nao
sobre bactérias, protozoarios e virus. O compastiga com esterdis da membrana celular
do fungo promovendo a formacdo de canais idnicas igterferem na permeabilidade
celular, o que pode levar a morte da célula. A ag@o antimicOtica € explicada pela
preferéncia desta substancia pelo ergosterol,ckgiegsente especialmente na membrana

celular de fungos e muito pouco encontrado na deébas (MYERS, 2006).

Van Leeuweret al(2009) compararam o mecanismo de acao da natanaoim 0S
antimicéticos nistatina e filipina. Os autores daitfam que ela age por um mecanismo
diferente daquele apresentado pelos demais. Adligaspecifica da natamicina com o
ergosterol bloqueando o crescimento fangico foifiomada, porém ndo foram observadas
alteracbes na permeabilidade da membrana plasmdticdlungo como se acreditava

anteriormente.

Esse antifungico é eficaz em doses baixas, umagueza maioria dos fungos é
susceptivel a Concentra¢des Inibitérias Minimas GMta sigla em ingléMinimum
Inhibitory Concentratiojp de 0,1 a 10,0 mgt A Tabela 4 relata a sensibilidade de uma
grande gama de fungos em fungéo da inibicdo deioresto por 14 dias a 25°C a partir da
inoculacdo de TOUFC/mL



Tabela 4 - Fungos sensiveis a natamicina em duasés de Concentragdo Inibitéria Minima (MIC).

MIC” MIC”
(ug/mL) (ug/mL)
Aspergillus chevalierd298 0,1-2,5 Absidia sp. 3,0-10,0
A. clavatus Acremomium sclerotigenum
A. nidulans Alternaria sp.

A. nigerCBS733.88

A. ochraceug069

A. versicolorl08959

Botrytis cinérea

B. nivea 163642

Brettanomyces bruxellensis

Byssochlamys fulv@40021

Candida albicans

C. kruseiH66

C. pseudotropicali$i3

C. validaH74

C.vini

Cladosporium cladosporioides
Debaryomyces hansemii42

Dekkera bruxellensi€BS2796
D.bruxellensisCBS4459

D. bruxellensisCBS6055

Fusarium solan5200

Gloeosporium album

Hanseniasporum uvaru@BS5074
Hanseniula polymorpha

Penicillium candiduns66

. chrysogenum

. chrysogenur$138

. communé&\BC118

. cyclopiumS124

. halgiovens&125

. roquefortiS44

. verrucolosunvar. cyclopium

Sclerotinia fructicola

Pichia membranaefacien$67

Rhodotorula mucilaginos&@BS8161
Saccharomyces (Zygosaccharomyces) bailli
. bayanus

S. bayanu$018-2007

S. carlshergensi€RA6413

S. cerevisiadTCC9763

S. cerevisia€RA124

S. cerevisiaél78
S
S
S
S
T

TTUVTUTTUTUTUTDO

wn

. cerevisiag021

. cerevisia®ar. ellipsoideus
. exiguus

. ludwigii0339

orulopsis candida

Aspergillus flavus CBS 3005
A. flavus BB 67
A. flavus Madagascar

A. flavus Port Lamy

A. niger

A. oryzae

A. versicolor

Candida guilliermondii
C. kefyH2
C. paralopsilosidNCYC458
C. utilisH41
Fusarium sp.

Geotrichum candidum
Kloeckera apiculata
Kluyveromyces lactid17
Mucor mucedo
Penicillium digitatum
P. expansum

P. notatum 4640
P. nigricans

P. roqueforti var. punctaté@i8
P. viridicatum Westling

Rhizopus oryzae 4758
Rhodotorula gracilis
Saccharomyces cerevisiae
S. cerevisiagar. paradoxusH103
S. exiguus Re&BS1514
S. florentinudd79
S. unisporu4104

S. (Zygosaccharomyces) iio0%62
S. sak®305
Scopulariopsis asperula
Torutdpstis-condensi
Torulaspora rosei
Zygosaccharomyces barkerii

’ Concentracao Inibitéria Minima (definida como @igéo de crescimento por 14 dias a 25°C,

quantidade inoculada de*I0FC/mL.
Fonte: DELVES-BROUGHTONMt al, 2005
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A natamicina inibe a producdo de micotoxinas, b@is secundarios produzidos
por alguns tipos de fungos que podem ser carcinog®ee teratogénicos. Esse efeito parece
ser mais pronunciado para a inibicdo da producdonidetoxina do que a inibicdo do
préprio crescimento do fungoELVES-BROUGHTONet al, 2005).

Ray e Bullerman (1982) obtiveram resultados exwes de diminuicdo da
producdo de afatoxina B1 e acido penicilico, 629B@8%, respectivamente, com dose de
ataque de 10 pg riLde natamicina. A mesma dose mostrou-se suficigata eliminar a
producdo de ocratoxina A e patulina. Concentragd®ta menores (50-100 ng iLforam
eficazes na inibicdo de produtores tipicos de oxinad A, comoAspergillus carbonariuse
na diminuigcdo da producao dessa micotoxina (MEDH&AL, 2007).

O seu emprego foi estudado para substituir a l@alimida como fungicida nas
preparacdes de meio de cultura Agar. A recuperag@obactérias ndo foi afetada pela
natamicina, entretanto a contaminacéo fingica dasst@as de solo testadas foi suprimida
significativamente (PEDERSEN, 1992).
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1.5 Dados toxicolégicos da natamicina

Na avaliagdo da seguranca da natamicina pela egd@o Mundial da Saude
(OMS) em 2001, foram reportados dois estudos sobedeitos adversos de doses orais em
humanos. No primeiro, foram administradas doseis diarias de 300-400 mg e observado
nauseas, vomitos e diarréia, sem alteracfes nalacéhnguineas. No segundo estudo, um
grupo de 10 pacientes, acometidos de micoses &st&§meceberam uma dose diaria de 50-
1000 mg por 13-180 dias. Os pacientes tratados doses superiores a 600 mg

apresentaram nauseas, vomito e diarréia.

A Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) foi determinad#e 0-0,3 mg/Kg de peso
corpéreo, ou seja, para um adulto de 60 Kg umastagediaria aceitavel de até 18 mg de
natamicina (JECFA, 1968; JECFA, 1976; JECFA, 20E;FA, 2007).

Posteriormente, considerando-se estimativas basewd&EMS/FOOD — Sistema
de Monitoramento do Ambiente Global/Programa de liagdo e Acompanhamento de
Contaminacdo em Alimentos (WHO, 2006) e calculosapaiancas e consumidores de
elevadas concentragbes de natamicina, a IDA fofirooeda em 0-0,3 mg/Kg de peso
corporeo com a estimativa de que este valor difiite seja ultrapassado (JECFA, 2007).

Em 2009, Rencuzwmllari et al estudaram os efeitos da natamicina sobre a
frequéncia de aberracbes cromossémicas, ocorré@&eidrocas de cromatides irmas e
formacdo de microndcleos em linfécitos humanos.r&@amento com 28 pg riLde
natamicina por 48 horas, acarretou em aumentcedaéncia de trocas de cromatides irmas,
metodologia citogenética bastante sensivel em estgdnotoxicos. Além disso, todas as
concentracBes testadas (13, 18, 23 e 28 ud) rapresentaram aumento da frequéncia de

aberracdes cromossdmicas e de micronicleos quanamacados ao controle.
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Os principais produtos comerciais apresentam auiagéo associada a lactose, na
proporcdo 1:1. Os efeitos genotoxicos do Delicibme comercial da natamicina, foram
avaliados através de aberrac6es cromossémicastgsto do microndcleo em células da
medula 6ssea e ensaio de anormalidade em cabegspeematozdides de camundongos.
Delvocid foi injetado por via intraperitoneal em020400 e 800 mg/kg, ndo induzindo
aberracdes cromossémicas, mas aumentando sigindicente o namero de micronucleos
eritrocitos policromaticos na medula dssea. Ou, sejproduto ndo se mostrou capaz de
causar quebra do cromossomo (clastogénico), magj@anieo - quando um agente causa
perda de cromossomos inteiros - no ensaio do mictea (RASGELE & KAYMAK,
2010).

Segundo os mesmos autores, Delvocid pode ser epad@ como um agente toxico
devido & reducdo do indice mitdtico e da razdo RCE/ (eritrécitos
policromaticos/normocromaticos). Além disso, a $@xs§a apresenta um potencial
mutagénico de células germinativas, devido ao atondose-dependente na frequéncia de
anomalias da cabeca do espermatozoide (figuraof)edta razdo, é necessério ter cuidado
ao usar este aditivo como conservantes em aliméRASGELE & KAYMAK, 2010).

i

Fonte: RASGELE e KAYMAK, 2010
Figura 4 - Anomalias dose-dependentes de cabeca elgpermatozdides: (a) normal; (b) em forma de
banana (200 mg/kg,12 h); (c) sem gancho (800 mg/K®, h); (d) amorfa (400 mg/kg, 24 h); (e) dobra na
juncéo cefalocaudal (400 mg/kg, 6 h) (x1000).
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1.6 O emprego da natamicina em alimentos

A atividade antifungica seletiva da natamicina dam que seja conveniente para a
utilizacdo em alimentos que sédo submetidos a uriogeerde amadurecimento apos seu
processamento. A baixa solubilidade da natamicmaagua e na maioria dos solventes
organicos torna-a adequada para o tratamento @efigig dos alimentos. Seu uso tem sido
recomendado para alguns alimentos solidos, ondes@aoou a pelicula envolvente ndo é

ingerida, tal como em queijos e embutidos carngd&CFA, 2002).

Héa paises que estendem seu uso para uma gamadeaaimentos e bebidas. Na
China, alguns produtos de panificacdo e sucos dmsfrpodem ser adicionados de
natamicina. Na Africa do Sul, o aditivo pode egtegsente em sucos de frutas, vinhos,
iogurtes, entre outrosDELVES-BROUGHTON et al., 2005). A tabela 5 apresenta a
concentragdo de natamicina indicada para algumsealds, além do seu método de

aplicacéo.

Tabela 5 - Concentra¢des sugeridas de natamicina efimentos e os respectivos métodos de aplicacao.

Concentracéo de

Alimentos - Método de aplicacédo
natamicina (ppm)
Quesijos duros e semi-duros 1250-2000 Tratamento de superficie por spray ousifice
) 500 Adicédo direta na emulsdo de revestimento
Produtos carneos: linguica seca 1250-2000 Tratantensuperficie por spray ou imerséo
logurtes 5-10 Adicédo direta na mistura do iogurte
Produtos de panificacdo 1250-2000 Tratamento derBaie por spray
Suco de frutas 2,5-10 Adicao direta
, 30-40 Adicao direta para cessar a fermentagéo
Vinhos e .
3-10 Adicionada ap0s o engarrafamento

Fonte: THOMAS e DELVES-BROUGHTON (2001)

Ao ser aplicada para o tratamento de superficigudgos na forma de suspenséo
aquosa, a baixa solubilidade da natamicina em &guu@e dificultar a distribuicdo
homogénea da substéncia na superficie do produtso@e ciclodextrinas como moléculas
hospedeiras vem sendo utilizado para farmacosseuendo-se como uma técnica muito
atil para melhorar a solubilidade em solugbes aagioEm 2003, Koontz e Marcy,
mostraram que a formagao de complexos natamictfizdeixtrina resultou num aumento da
solubilidade da substancia em solugcédo aquosa safificagdo da estrutura original ou da

atividade antifingica.
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A Legislacdo Européia permite sua presenca emsdigevariedades de queijos e em
carnes trituradas curadas e processadas, na cag@Entmaxima de 40 e 20 mg/Kg
respectivamente. Para ambos os alimentos estastpegomente a aplicacado superficial,
sendo que a migracdo maxima da natamicina paratesioin do alimento ndo deve
ultrapassar 5 mm de espessura. Ainda é permitideateomento de cortes ou pecas inteiras
de carne (gado, aves e produtos de caca) curadacespada num nivel maximo de 6
mg/Kg (WHO, 2009).

A Resolucdo n° 04/1988 da ANVISA aprova a natamicsomente para uso na
crosta de queijos, sendo o limite maximo permitiéa2 mg/100cfnao havendo migracéo
(BRASIL, 1988). A Resolucéo n° 28, de 23 de feverde 2001, aprovou a extenséo de uso
da natamicina como conservador, para tratamentsugerficies de produtos carneos
embutidos no limite méximo de 1 mg/8mcom auséncia em 5 mm de profundidade
(BRASIL, 2001).

Na Alemanha, foi sugerida como aditivo em ceryejashos e sucos de frutas,
porém ao ser testado, foram evidenciadas alterag@esrsiveis em cepas de leveduras e,
portanto, seu uso nao foi implementado na prafi€RRES, 1997). Na Unido Européia a
utilizagdo de natamicina em vinhos é proibida,rassimo a comercializacdo de bebidas
importadas que a contenham, mas esta considera@oé nunanime nos paises em
desenvolvimento; enquanto na Argentina € vetadeew wso, na Africa do Sul ela é
permitida. Em outubro de 2009, a revista ciergifi¢veinwirtschaft” citada por ZUR,
et al (2010) relatou sobre a presenca de natamicin@ieinos argentinos e sul-africanos
avaliados pelo governo da Alemanha, o que resulforetirada de circulagéo destes vinhos

do mercado alemao.

Considerando seu uso como aditivo alimentar emjagjeestudos baseados na
extracdo com solvente orgéanico seguida de anatis€ChAE-DAD foram desenvolvidos
(CAPITAN-VALLVEY et al, 2000; GUARINOet al, 2011). Este método possibilitou a
determinacdo simultdnea de natamicina e dos &sitideco e benzoico na matriz queijo
(GUARINO et al,, 2011).

Na matriz vinho, esses trabalhos sdo mais receatadoco no desenvolvimento de
métodos capazes de detectar niveis tragos desfstn(ZURet al, 2010; ALBERT Set
al., 2011; REPIZCet al, 2012).
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1.7 Andlise de natamicina em vinhos

Em dois estudos realizados na Alemanha empregau&®matografia Liquida de
Alta Eficiéncia como ferramenta analitica.

O primeiro estudo utilizou HPLC/DAD, as seguintesdicdes foram propostas para
a determinacédo de natamicina em vinhos: padraorima solubilizada no eluente (200
mM KH,PO, e CHCN 72,5:27,5 v/v) numa concentracdo de 18mg/L eadéb simultanea
em quatro canais de medidas (254, 290, 303 e 3)8Roram observados dois metabdlitos
com caracteristicas espectrais similares a natamicisem identificacdo se era
aponatamicina ou micosamina (FLAK e SCHABER, 1988).

No segundo estudo a tecnologia por meio do HPL@MSfoi empregada e
possibilitou, diante da instabilidade da natamiogma vinhos, a deteccao de tracos desta
molécula e a identificagdo dos seus produtos deadagdo. O eluente utilizado foi uma
mistura entre solucdo aquosa e metanodlica de acdtatambdnio, sendo que a melhor
separacao foi obtida com um gradiente de eluidagqfde 0,25 mL/min) numa coluna{
com dimensfes de 2,1 mm de diametro, 150 mm de ramemo e com tamanho de
particula de 5 um. A determinacdo foi linear numixa de 8-300 pg/L; os Limites de
Detecc¢éao e de Quantificacéo foram, respectivam@rfies 8 pg/L (ZURet al, 2010).

Recentemente, outros dois trabalhos foram divolgasbbre este tema, ambos
incluindo um procedimento de extracdo em fase a@§#dPE) durante o preparo da amostra e
a utilizacdo o sistema de CLUE (Cromatografia Ldquile Ultra Eficiéncia). No primeiro
trabalho em matrizes de vinho tinto e vinho branficwam estabelecidos os limites de
deteccdo de 0,68 e 1,13 pg le os limites de quantificacdo de 2,07 e 3,42 iy L
respectivamente. Do mesmo modo, foram para essagzesa(REPIZOet al, 2012). O
segundo trabalho, por sua vez, apresentou os safteed,3 e 1 pgtcomo limites de
deteccédo e quantificacéo, respectivamente (ALBERT& 2011).
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Solucao padrao de natamicina (pimaricina)

O padréao pimaricina destreptomyces chattanoogensiSigma-Aldrich —
Referéncia P9703-25MG, pureza minima de 95%) &salvido em metanol originando
a solucdo-padrdo estoque de concentracdo 100'n@dm), armazenada em frascos

ambar sob refrigeragéao.

A partir da solucdo-padrao estoque foram preparadacada dia de uso,
solucdes de trabalho nas concentracdes de 5,@peM@ara a preparagao das curvas de
calibragédo em solvente e em matriz, respectivaménfaixa de trabalho foi de 0,1 -
5,0 mg L%,

2.2 Solugao padrao de eritromicina

A eritromicina foi utilizada como padréo de cotgrde qualidade (QC) para a
corregao de eventuais variagbes no tempo de retathgéaatamicina e avaliagdo do

efeito de matriz.

O padrao de eritromicina (Sigma-Aldrich — Ref. 836250MG — Lote 8057X)
foi dissolvido em metanol, de forma a ser obtidoausolugdo-padrdao de 250 ppm.
Dessa solucdo, foram preparadas novas diluico@s dd serem obtidas solucdes de
trabalho (1 ppm) e demais solucdes-teste. Conveogige a adicdo de uma quantidade
para a concentracdo final de eritromicina de 50Lfidppb) nas solucdes e matrizes
analisadas.

2.3 Reagentes

A 4gua tipo I, 18 Mbcm de resistividade (ASTM) foi produzida pelo siséede
ultra purificacdo de 4gua Master Systemarca Gehaka.

O metanol, grau HPLC, foi adquirido da J.T.Bakég®A).

Acido acético (Sigma-Aldrich — Referéncia 33209-fiireza minima de 99,8%)
foi utilizado para acidificar a agua tipo | e methrdase mével A e B, respectivamente.
Para a validagdo do método quantitativo a conogidrde &cido acético foi de 0,3% em
ambos, enquanto que uma fase movel mais diluid&(Ofoi utilizada na validacdo do

método confirmatério.
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2.4 Equipamentos

2.4.1 Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia com Detecto de Arranjo de
Diodos (CLAE-DAD)

Foram utilizados dois sistemas de cromatografimida de alta eficiéncia
(HPLC) Shimadzu (Kyoto, Japdo). Tais sistemas apteasam modulos de bombas
binarias, degaseificadores, auto amostradoreseetdeds UV/Vis de arranjo de diodos
(DAD), sendo operados pelo software LCsolutions;isdae 1.23 SPI1(Shimadzu).
Somente um dos sistemas possuia forno de columauglizado durante o processo de
desenvolvimento e validacdo do método, além dabksasade amostras de vinhos e
sucos. O outro sistema de cromatografia foi utlizadurante a avaliagdo da
reprodutibilidade do método analitico desenvolvido.

A separagédo foi obtida utilizando uma coluna ZrrB8 C18 (dimensdes 250
mm x 4,6mm; tamanho da particulan®) precedida de pré-coluna Zorbax 300 SB C18.

2.4.2 Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia acoplado aEspectrometros de
Massa em série (CLAE-EM/EM)

Cromatégrafo LiquiddAgilent (Santa Clara, CA, USA), serie 1100, equipado
com bomba quaternaria, degaseificador e auto-aaumstracoplado ao Espectdmetro
de Massas triplo quadrupolo APl 5008pplied Biosystemdoster City, CA, USA)
com uma interface de ionizagéo por eletronebulzgeén ingléseletrospray- ESI), no
modo positivo.

A separacdo cromatografica foi realizada com datiéio de uma coluna C18
(150 mm x 2,1 mm, tamanho de particula de 5um)eglida de coluna de guarda (4mm

x 3mm) de mesmo material de empacotamento.
2.5 Condi¢bes cromatograficas dos métodos quantitative qualitativo

A natamicina foi analisada por CLAE-DAD utilizanfltse mével composta por
(A) 0,3% de acido acético em agua (v/v) e (B) 0d@®@acido acético em metanol (v/v),
em modo isocrético A:B (47:53, v/v), injecdo de [1D, e tempo de analise de 30
minutos. O fluxo da fase mével foi de 0,5 mL thirDs comprimentos de ondas (
selecionados para a natamicina foram 291, 303 &318
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Os mesmos eluentes foram utilizados para a an@is€LAE-EM/EM, porém
numa menor concentracdo de acido acético (0,1%inegcadiente: concentragdo inicial
de 25% de eluente B mantida até 2,5 minutos, eteeaB0% em 3 minutos e mantida
até 8 minutos, retornando a concentracdo inicial prdximos 0,5 minutos; o tempo
total de corrida foi de 12 minutos (figura 5). @lume de inje¢céo foi de 2 pL a um
fluxo de 0,250 mL/min.
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Figura 5 - Esquema da proporcao dos solvente A erla composicao do gradiente da fase movel do
método CLAE-EM/EM.

As analises do método confirmatério por CLAE-EM/Edfam conduzidas no
modo Monitoramento de Reac¢fes Multiplas (MRM) pdtes transicdes com um
intervalo de tempo de 100 ms. Os parametros deadQ@ao e espectrométricos foram
otimizados automaticamente pelo softwAralystver. 1.4.2 Applied BiosystemsGas
nitrogénio foi utilizado para nebulizacdo, desa¢db e fragmentacdo da natamicina.

2.6 Condi¢Oes de ionizacdo e fragmentacao da natamicina

Uma fonte ESI, operada no modo positivo, foi reseel pela ionizacdo da
natamicina e seu direcionamento para o interioesiectrdmetro por um filtro de ions
(Qo). Em seguida, os ions moleculares foram conduziéés primeiro quadrupolo
até a célula de colisdo £Q onde ocorreu a fragmentacdo destes ions. Porofim
fragmentos resultantes foram selecionados peleiterquadrupolo (g e conduzidos

ao detector.



30

Os parametros da fragmentacéo (dependentes daiciagy e da ionizagéo
(dependentes da fonte ESI) foram otimizados autoamente pelo softwarAnalyst.
As principais condicBes espectrométricos obtidda pemizacdo estdo apresentados na
tabela 6. Os parametros de ionizagdo otimizadammfotemperatura de ionizacdo de
600 °C, voltagem dsprayde 5500 V e pressédo de nitrogénio aplicado naneode gas
de 55 psi.

As condicdes de ionizacdo e fragmentacdo adofa@asa eritromicina foram
adaptadas do trabalho de Spissal. (2010).

Tabela 6 — Parametros de ionizagdo e espectroméwida natamicina e da eritromicina
fon lons
fon Precursor Produtos Tempo DP EP CE CXP
(m/z) (m/z)

+ 503,1 100 91 10 15 18
NAT M +H] 666,4 485,2 100 91 10 21 18
ERY M+ H]" 734,5 158 100 91 10 41 18

Legenda: Tempo — intervalo de tempo no Monitoramel® Reacdes Multiplas (MRM); DP — potencial de
desaglomeracéo; EP — potencial de entrada; CE rgiarge colisdo; CXP — potencial de saida da célala
colisdo.

2.7 Estudo do Efeito de Matriz nos métodos quantitativee qualitativo

Foi realizado a partir da analise de amostrasgpageias pela adicdo da solucédo-
padrdo de natamicina em solvente e em matrizetaseata substancia. Em seguida,
foram construidas as curvas de calibracdo, coieacdo as areas da natamicina com

as respectivas concentracées em solvente e enzmatri

O efeito de matriz do método CLAE-DAD foi avaliapela diferenca estatistica
(Teste F) do sobreposicionamento das duas curvealideacdo. As curvas em solvente
e em matriz foram preparadas na faixa de concéurae 0,2 a 5,0 ppm. Cada nivel foi
preparado em triplicata e injetado duas vezes n@amento. A curva em solvente foi

construida seguindo as informagdes relacionaddsioela 7.
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Tabela 7 - Preparacdo da curva padréo da natamicin@m solvente metanol para andlise por
CLAE-DAD.

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
Concentragéo (ppm) 0,2 0,5 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
Solucéo de trabalho 5ppm (uL) 40 100 200 400 600 800 1000
Metanol (uL) 960 900 800 600 400 200 -

Foram selecionadas sete matrizes isentas de ataminho branco meio seco
(VBM), vinho rosado meio seco (VRM), vinho tintocee(VTS), vinho branco seco
(VBS), espumante tinto doce (ETD), vinho tinto ®1&VTU) e suco de uva (SUV), as
quais foram fortificadas com a solucdo padrdo estode natamicina (100 ppm)
originando as solugdes como consta na tabela 8. &eonstru¢cao da curva em matriz,

cada ponto foi diluido dez vezes em metanol.

Tabela 8 - Preparagéo da curva padrao em diferentanatrizes para analise por CLAE-DAD.

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
(vBM) (VRM) (VTS) (VBS) (ETD) (VTU) (SUV)
Concentragéo (ppm) 2 5 10 20 30 40 50
Solugdo-padrédo 100ppm (mL) 2 5 10 20 30 40 50
Matriz (mL) 98 95 90 80 70 60 50

Legenda: VBM - vinho branco meio seco, VRM - vimbsado meio seco, VTS - vinho tinto seco, VBS -
vinho branco seco, ETD - espumante tinto doce, YVldho tinto suave e SUV - suco de uva.

No estudo do efeito da matriz por CLAE-EM/EM, d#etes matrizes foram
adicionadas de natamicina nas concentragdes d&80 ppb, entre as quais, solvente,
vinho tinto seco, vinho tinto suave, vinho braneocs vinho branco suave e suco de
uva. A tabela 9 esquematiza o preparo das mauizaésadas. A solucdo em solvente
diferencia-se pelo ndo acréscimo de 100 puL de maémdo este volume substituido
pelo metanol. As solucdes de trabalho utilizadasatamicina e de eritromicina foram
de 500 ppb e 1000 ppb, respectivamente.

Tabela 9 — Preparo da curva padréo de natamicina emliferentes matrizes para analise por CLAE-
EM/EM.

Conc. (ppb) 0 0 50 100 150 200

Sol. trabalho de natamicina (uL) - - 100 200 300 400
Sol. trabalho de eritromicina (uL) - 50 50 50 50 50

Matriz (uL) 100 100 100 100 100 100

Metanol (uL) 900 850 750 650 550 450

Total (uL) 1000
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2.8 Linearidade, Limite de Deteccao e Limite de Quantitacéo

Foram analisados os dados obtidos de curvas padraoatriz vinho preparadas
em trés dias diferentes, conforme esquematizadabeda 10.

Tabela 10 - Preparo das curvas padrdo em matriz vivo
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

Concentragéo (ppm) 0,1 0,2 0,5 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
Solugéo de trabalho 10ppm (uL) 10 20 50 100 200 300 400 500
Matriz (uL) 100 100 100 100 100 100 100 100

Metanol (uL) 980 960 900 800 600 400 200 -

Procedeu-se a analise dos dados através da regliesséd das curvas e do perfil
de residuos. A partir das informagBes fornecidal mstatistica de regresséo,
calcularam-se os limites de detecc¢éo e quantifecadgdmétodo:

LD= 3*Erro padrédo/Coeficiente angular | LQ= 10*Erro padrao/Coeficiente angular

A elucidacéo da linearidade do método seguiu a ad8® 11095 recomendada
pela Organizacdo Internacional do Vinho - OIV (OI2Q11). O principio dessa
abordagem consiste na comparacgéo do erro residoabcerro experimental usando o
teste de Fischer.

2.9 Estudo da Precisao intra e interdia

Para o estudo de preciséo intra e interdia, tfésisnpréximos ao limite de
guantificacao (0,1; 0,2 e 0,3 ppm) foram adiciorsa€lmm matriz vinho e analisados com
seis repeticoes em trés dias distintos utilizandon@esmas curvas do teste da
linearidade.
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2.10 Precisdo do método qualitativo proximo ao limite dedetec¢cdo do método
guantitativo

A precisdo do método de CLAE-MS/MS foi avaliaddapeerificacdo da
repetibilidade, sendo conduzida pela analise den&#stras na concentragdo de 0,05 mg
L de natamicina, préxima ao Limite de Deteccdo dodw CLAE-DAD, garantindo
assim, que as amostras detectadas no método gqtimatifossem estatisticamente
passiveis de confirmacao. A partir das solucéesatialho de natamicina (0,5 md)Le
eritromicina (1 mg L), foram adicionados, respectivamente, 100 pL @5@m 100
puL de cada matriz analisada e completado o vold®@Q(ju L) com metanol.

2.11 Estudo de degradacao da natamicina em solvente e mavinho

O padrdo pimaricina d8treptomyces chattanoogensgtsigma-Aldrich — Ref.
P9703-25MG, pureza minima de 95%) foi dissolvido metanol e acidificado com
acido férmico 0,1% (Merck, pureza de 98-100%) oagido a solucdo-padrédo estoque
de concentracdo 100 ppm, trés aliquotas foram gag@s e cada uma armazenada em
uma condigdo diferente: protegida da luminosidaddéesmperatura ambiente (esc/amb);
sob luminosidade e a temperatura ambiente (luz/anpbdtegida da luminosidade e sob
refrigeracdo (esc/gel). Do mesmo modo, foram arnmad®s trés aliquotas de matriz
vinho tinto adicionada de natamicina.

As andlises foram realizadas no intervalo de tempo0-7-15-30-60 dias,

diluindo-se as amostras ao nivel de 5 mg.L-1 nas dié ensaio.
2.12 Amostras reais

Foram analisadas 138 amostras provenientes dostitiimi de Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento - MAPA, sendo as amod&aimhos obtidas principalmente
no Laboratdrio Nacional Agropecuario — LANAGRO/R&samostras de sucos de uva
do Laboratério de Referéncia Enologica — LAREN/RSigura 06 mostra o percentual
do tipo de amostra analisada e a tabela 11 afudagsio das mesmas.

As amostras foram filtradas por meio de membrétrarite de polietersulfona
(PES), de 0,45 um de tamanho de poro e 33 mm drettid, marca Millex® HP

(Millipore) e diluidas dez vezes.
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TIPO DE AMOSTRA

OUTROS
3%

SUCO DE UVA
12%

Figura 6 - Tipo de amostras analisadas no método guatitativo

Tabela 11 - Amostras de vinhos, sucos de uva e dadlos analisadas por CLAE-DAD

seco 40
Vinho fino tinto meio seco 6
suave 1
seco 24
Vinho fino branco meio seco 5
suave 2
seco 3
Vinho fino rosado meio seco 1
suave 1
Vinho espumante branco brut 4
doce 5
Vinho frisante tinto Seco 1
doce 1
Vinho de mesa branco Seco 2
suave 5
Vinho de mesa tinto Seco 2
suave 15
Suco de uva 16
Coquetel de vinho 1
Cooler 1
Filtrado doce 2
TOTAL 138

A figura 07 apresenta os paises de origem dos sighe corresponderam a 85%
das amostras analisadas.
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Pais de origem dos vinhos analisados

'51

BRASIL

ARGENTINA

CHILE
TALIA
ESPANHA
FRANGA
PORTUGAL
AFRICA DO SUL

URUGUAI

Figura 7 - Distribuicdo dos paises de origem dosnhios analisados (118 amostras).

Do total de amostras, 10 (sete de vinhos suatessale sucos de uva) foram
também analisadas por CLAE-EM/EM. Além da filtrag@aliluicdo, adicionou-se o
padrdo de eritromicina para correcdo de eventuatidap volumétricas na etapa de
diluicdo e o efeito de matriz. Dessa forma, o padit@ eritromicina foi submetido as
mesmas condi¢cdes de supressdo ionica e de ionizbgdnalito, normalizando a

resposta analitica da natamicina.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Condi¢des cromatogréficas dos métodos quantitative qualitativo

A fase movel A (solucdo de &cido acético 0,3%) és@ucdo de &cido acético
0,3% em metanol) foi inicialmente testada em trésrehtes proporcdes A:B 60:40,
50:50 e 40:60. Na primeira condi¢do, ndo foi padsibbservar o sinal de natamicina em
até 30 minutos. Na segunda e terceira condicdo,t@mpos de retencaog)tde
aproximadamente 30 e 10 minutos, respectivamenteatamicina foi visualizada.
Proporcdes intermediarias foram entdo testadaslosene a condicdo A:B 47:53
permitiu a separacdo cromatografica do compostado®is componentes das matrizes
em um k de aproximadamente 20 minutos, conforme cromatagiirstrado na figura
8):
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Figura 8 - Separacdo cromatografica de natamicina0(3 mg L) adicionada em vinho tinto (k 24
min); fluxo isocratico de solugdo de acido acétidn 3% e solucao de acido acético 0,3% em metanol
(47:583, viv); coluna C18 (250 mm x 4,6mm;Bn); volume de injecéo de 10 puL e temperatura do
forno de coluna de 30°C.

A temperatura do forno de coluna foi ajustada erfiC3@ara melhorar a
reprodutibilidade do tempo de retencdo do analitcate a corrida cromatografica.
Contudo, o método foi reprodutivel também quandaliado no sistema de CLAE-

DAD que nao apresentava forno de coluna.
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A analise de natamicina foi acompanhada pelos domptos de ondas
caracteristicos, sendo’maximo de 303 nm utilizado para a quantificacdosede

291nm e 318 nm utilizados para o monitoramentoedlple absorcéo.
3.2 Condigdes de ionizagéo e fragmentacdo da natamicina

Inicialmente, foi realizado um estudo de formadé&dons negativos e positivos
da natamicina, utilizando a fonte de ESI no modyatieo e positivo, respectivamente.
Como resultado, ndo foi possivel observar a preselegcum ion analitico no modo
negativo (Figura 9A). Por outro lado, no modo pesjtfoi observada a formacao de
jon analitico com relagdo massa/carga (m/z) 666gdi(a 9B).
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A figura 10 apresenta dos principais produtosrdgnientacdo da natamicina
(m/z 666,4). Para um método confirmatério por CLBAE/EM, sdo necessarios
somente dois ions produtos (EEC, 2002). A selegdeed ions foi realizada de forma a
obter um método de méxima sensibilidade. Portaiot@m selecionados os ions de
maior intensidade, a saber os de m/z 503,5 e 485,3.
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Figg(a 10 - lons produtos da fragmentagéo da natarina (Q2-MS) pela fonte ESI no modo
positivo

A utilizacdo da fonte de ESI no modo positivo sete¢do dos ions m/z 503,5
como quantificador e do m/z 485,3 como qualificadstdo de acordo com os
resultados obtidos por outros autores que anafis&ste composto em matriz vinho
(Zuret al, 2010; ALBERT &t al, 2011 e REPIZ(t al, 2012).

3.3 Estudo do Efeito de Matriz nos métodos quantitativee qualitativo

Os dados referentes as seis repeticoes efetuadascada ponto das curvas
padrao em solvente e em matriz encontram-se natasab? e 13, respectivamente.O
estudo do efeito de matriz é importante para avaéiaa matriz interfere na detecgéo da
substancia de interesse (OIV, 2011). As informagdése a intensidade desse efeito e a
eficiéncia cromatografica sdo parametros que deseravaliados para que o método
alcance uma 6tima sensibilidade (ROGATSKY e STER0Q5).
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Tabela 12 - Varidncia média de seis repeti¢cbes pacada ponto da curva padrao de natamicina em
solvente.

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
Repeticdo 1 15919 43283 91816 188713 289495 385332 476663
Repeticdo 2 15742 44062 90866 186057 288680 382932 476417
Repeticdo 3 16236 43695 89860 187671 291154 382899 474377
Repeticdo 4 15757 43746 91375 187013 290332 385615 472496
Repeticdo 5 15736 43602 91312 191231 288603 377460 475706
Repeticdo 6 15016 43534 92746 188476 292219 374874 470554
Média 15734 43654 91329 188194 290081 381519 474369
Desvio- 401 257 961 1778 1434 4378 2421
padréo (S)
Variéncsiza 160470 66271 923959 3161462 2055211 19169732 586134
(S)

Média (S) 4485493

Legenda: P1 — primeiro nivel da curva em solveateancentracéo de 0,2 mg;LP2 — 0,5 mg L; P3 —
1,0mgL: P4-2,0mgL; P5-3,0mgth P6—4,0mg L P7-50mg L.

Tabela 13 - Variancia média de seis repeti¢cbes pacada ponto da curva padrao de natamicina em
matrizes.

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
Repeticdo 1 17843 45835 82037 181094 272352 369148 463142
Repeticdo 2 16887 44440 89133 180030 274441 373647 463878
Repeticdo 3 17978 42401 85163 186871 276182 378440 464719
Repeticdo 4 17867 43172 87381 189556 278668 374726 466362
Repeticdo 5 18165 44294 86683 191066 276251 377194 462303
Repeticdo 6 17785 44823 86822 191169 274700 374605 462472
Média 17754 44161 86203 186631 275432 374627 463813
Desvio 446 1218 2409 4962 2131 3229 1540
padréo (S)
Variéncsiza 198487 1482354 5804660 24621493 4541852 10423717 70223
S)

Média () 7063254

Legenda: M1 — primeiro nivel da curva em matrizaacentracéo de 0,2 m?lj_MZ -0,5mg [} M3 -
1,0 mg L:; M4 — 2,0 mg [; M5 — 3,0 mg [*; M6 — 4,0 mg ['; M7 — 5,0 mg L.

O teste F foi aplicado para analisar as variandass curvas. Secdrulado fOr
menor que krelade COM diferentes matrizes, rejeita-se a hipétesgquieha variancia
significativa entre as curvas testadas. &.frdes CONsiderando a variancia média dos
valores das diferentes curvas, foi igual a 1,5Z&@aentre a Variancia maior sobre a
Variancia menor) e oupsendopara 6 repeticdes (gL = 5) € 5,05. Nesse senpidde-se
afirmar que ndo houve diferenca significativa eatrariabilidade das analises.A figura
11 ilustra as curvas obtidas das médias das répstigealizadas, mostrando

similaridade entre as curvas.
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Figura 11 - Curva padrao de natamicina em solventanetanol (em azul) e curva padrdo de
natamicina em matriz vinho (em rosa); faixa de corentracéo de 0,2 a 5,0 mg L-1

Em matriz soro de leite, também n&do houve efatmdtriz para a determinagao
de natamicina (CAPITAN-VALLVEY et al., 2000). Aldsret al. (2011) utilizaram uma
etapa anterior de extracdo em fase solida amindgram remover os interferentes da

matriz vinho pela eluigéo direta da natamicina.

A matriz pode causar um efeito de supresséo @#media de ionizagdo em
analises por CLAE-EM/EM, principalmente quando éizada fonte do ESI, com
consequente perda na sensibilidade do método.nRmreaavaliagdo do efeito de matriz
€ uma informacgdo importante sobre a qualidade tidagdo (ROGATSKY e STEIN,
2005). A extensédo do efeito de matriz pode sermaaida pela adicdo de um padrao
interno ao solvente e as amostras, procedimentotajabém € passivel de corrigir
eventuais perdas volumétricas no processo de preéparamostras.

Conforme apresentado na figura 12, as matrizelssadas (suco de uva, vinho
branco suave e seco, vinho tinto suave e secogm@nfefeito de matriz sobre o sinal
analitico da natamicina, produzindo diferencas aigswina sensibilidade do método
(diferentes coeficientes angulares e lineares)e [esito foi corrigido dividindo-se a
resposta analitica da natamicina pela respostaitdang@cina como pode ser observado
na figura 13. Dessa forma, ambos o0s coeficientegulares e lineares foram
normalizados, produzindo respostas semelhantes antatamicina em solvente e nas

diferentes matrizes.



41

2,5E+05
* Ay =1126.2x- 5720
By =1082.2x+ 3160
C *
2,0E+05
D
x E y=1025.2x + 360 b
« E Y= 1177x - 4400

1,5E+05
1,0E+05 ~
5,0E+04 ~

(o] 50 100 150 200

0,0E+00

Concentracdo ( pg L™

Figura 12 — Curva padrédo de natamicina em solventmetanol (A) e curvas padrao de natamicina
nas matrizes vinho branco seco (B), vinho branco aue (C), vinho tinto seco (D), vinho tinto suave
(E), suco de uva (F); faixa de concentracdo de @& mg L*
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Figura 13 — Curva padréo de natamicina em solventmetanol (A) e curvas padrao de natamicina
nas matrizes vinho branco seco (B), vinho branco aue (C), vinho tinto seco (D), vinho tinto suave
(E), suco de uva (F), ap6s correcdo pelo sinal dagrdo de qualidade de eritromicina; faixa de
concentracdo de 0 a 0,2 mgt

3.4 Linearidade, Limite de Deteccéo e Limite de Quanti€acédo

Na tabela 14 pode-se observar a estatistica dessfp gerada a partir das
anélises efetuadas que forneceram um R-Quadra)ol¢rR,9992.



42

Tabela 14 - Regresséo linear da andlise das curvaadrédo de natamicina em matriz vinho, faixa de
trabalho de 0,1 a 5,0 mg L (n= 8; 4 repeticbes)
Estatistica de regressao
R mltiplo  0,999607692
R-Quadrado 0,999215538
R-quadrado ajustado  0,999189389
Erro padrdo 4972,126891
Observagbes 32

ANOVA o] SQ MQ F F de significacdo
Regressao 1 9,44698E+11 9,44698E+11 38212,78 83

Residuo 30 741661374,7 24722045,82

Total 31 9,4544E+11
Coeficientes Erro Stat t Valor-P 95% 95%
padrao inferiores superiores

Intersegdo -1501,32 1331,58  -1,13 0,2685 -4220,76 21813

Conc (mg ) 99004,07 506,46 195,48  3,79E-48 97969,73 100038,4

A linearidade é a habilidade de um método analiim produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentracamdlitaem amostras, em uma dada
faixa de concentracdo. A faixa dindmica linear Bdaase os valores residuais estéo

aleatoriamente distribuidos entre os valores posite negativos (OIV, 2011).

A figura 14 mostra a curva padrdao a partir dadises efetuadas em matriz
vinho em trés dias distintos, mostrando que ocBculado foi muito préximo ao

esperado.

600000

400000
R? = 0,9992

Area

200000 +

0 \ |
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
v Area ) Concentracao (ppm)
=  Previsto(a) Area
= = = Linear (Area Prevista)
Linear (Area)

Figura 14 — Curva padrédo de natamicina em vinhos: RcalculadoversusR? previsto
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Na faixa de trabalho de 0,1 a 5,0 mg & método apresentou linearidade, o R-
Quadrado (B foi superior a 0,99 (0,9992) e o perfil de resflipi satisfatério (figura
15).
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o
»
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»
»
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0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0

Concentracéo (ppm)

Figura 15 - Curva padréo de natamicina em vinhos: idtribuicdo dos residuos positivos e negativos

Na tabela 14 pode-se ainda obter os dados pastimagva dos limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método. O fobdeterminado pelo célculo de
trés vezes o erro padrdo (1331,58) dividido peleficente angular (99004,07) que
resultou no valor de 0,04 mg'LO calculo para determinacdo do LQ (dez vezesm er
padrdo dividido pelo coeficiente angular) resuttowalor de 0,13 mgt

Alberts et al. (2011) determinando de natamicina em vinhos peldodaee
CLAE-DAD encontraram os limites de deteccéo e dfieatédo de 0,1 e 0,3 mg™i.
respectivamente. Resultados similares foram ermdo$r em soro de leite na
determinacdo desse antifiingico pelo mesmo métodd®ITAN-VALLVEY et al,
2000).

A sensibilidade do método CLAE-EM/EM é supericdacamétodo quantitativo;
as discrepancias entre os limites de deteccdo cqualetificacdo sdo ainda maiores se
compararmos estes métodos com os que utilizam mafografia Liquida de Ultra
Eficiéncia — CLUE. Os limites de detecc¢éo e queagao, respectivamente, estimados
para as analises de natamicina em vinhos pelo méeCLAE/EM-EM foram de 2,5 e
8 pg L' (ZUR et al, 2010). Quando a técnica de CLUE-EM/EM é empragad
limites de deteccdo e quantificacdo sdo ainda resnale 0,3 a 1,13 pg'lpara os
valores de deteccdo e de 1 a 3,42 [tgphra quantificacdo (ALBERTSt al, 2011;
REPIZOet al, 2012). Estes dados estao resumidos na tabela 15.
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Tabela 15 — Limites de deteccdo e quantificacdo detamicina em vinhos obtidos por diferentes

métodos.
. LD LQ

AUTORES MATRIZ METODO (mg L'l) (mg L'l)
ALBERTSet al, 2011 vinho CLAE-DAD 0,1 0,3
ZUR et al, 2010 vinho CLAE-EM/EM 0,0025 0,008
REPIZOet al, 2012 vinho tinto CLUE-EM/EM 0,0007 0,002
REPIZOet al.,2012 vinho branco CLUE-EM/EM 0,001 0,003
ALBERTSet al, 2011 vinho CLUE-EM/EM 0,0003 0,001

Durante as analises para a determinagcdo da peedengatamicina nas bebidas
estudadas evidenciou-se em VAarios cromatogramas piom mais intenso no
comprimento de onda de 291 nm quando comparadmatogs dois comprimentos
selecionados (303 e 318 nm), considerando queagimsmaxima do acido sorbico é
em 260 nm e o perfil de absorcdo fornecido pelo Dgdda aquele pico, pode-se
suspeitar dessa substancia. A natamicina e o &e&dndico ndo sdo permitidos para
vinhos; o acido sérbico pode estar presente nessdzma concentracdo maxima de

200 mg L2.
3.5 Estudo da preciséo intra e interdia

O grau de concordancia entre resultados de ensalependentes obtidos em
condicbes pré-estabelecidas € conhecido como as@veco método. O valor da
precisdo pode ser interpretado por meio da repdttie e da reprodutibilidade, sendo
usualmente expresso pelo desvio-padrdao ou peloiceogé de variagdo (CV%).
Recomenda-se a selecdo de pelo menos trés difergmtes em torno da concentragéo
de interesse com um minimo de cinco determinagd@secisdo é expressa em termos
do coeficiente de variagcdo, que nédo deve exced®s, ¥xceto para o limite de
quantificacdo que se aceita até 20% (FDA, 2001; FS¥\/ 2003).

As tabelas 16, 17 e 18 apresentam os valoresliati@ concentracdo (mg'Le
de &rea dos trés niveis (0,1-0,2-0,3 rityy tnonitorados do analito no primeiro, segundo
e terceiro dia do estudo, respectivamente. A tali®larelaciona as médias das
concentragfes dos trés dias para o calculo dasgrewiterdia.

O coeficiente de variacdo (CV%), razdo entre aianédo desvio-padréo,
demonstra a precisdo intra e interdia, uma vez asiecoeficientes de variagao
encontram-se abaixo de 15%. O resultado da amds#a@ foi desconsiderado no
calculo do coeficiente de variacao intradia.
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Tabela 16 — Estudo de precisdo intradia (primeiro i@&): andlise de trés amostras de vinho
adicionadas de natamicina nas concentracdes de 6,0,2 e 0,3 mg (6 repeticies).

Amostra  Area Conc Amostra  Area Conc Amostra  Area Conc
(mgL) (mgL-1) (mgL-1)

1.11 6760 0,0916 1.21 14674 0,1721 131 231162570
1.1.2 7179 0,0959 1.2.2 21428 0,2407 1.3.2 23105 0,2578
1.1.3 7351 0,0976 1.2.3 13620 0,1614 1.3.3 225912526
1.1.4 6196 0,0859 1.2.4 14862 0,1740 1.3.4 216072426
1.15 6582 0,0898 1.25 13955 0,1648 1.35 220962476
1.1.6 6407 0,0880 1.2.6 13353 0,1586 1.3.6 22479251@

Média 6746 0,0915 14092 0,1661 22499 0,2516
Desvio-
~ 447 0,0045 655 0,0066 586 0,0060
pacrao(S)
CV(%) 6,62 4,97 4,65 4,01 2,60 2,37

Tabela 17 - Estudo de preciséo intradia (segundo a)i andlise de trés amostras de vinho
adicionadas de natamicina nas concentracdes de 0,2 e 0,3 mg ! (6 repeticdes).

Amosta  Area Conc Amcsta  Area Conc Amosta  Area Conc
(mgL) (mgL) (mgL)

211 7085 0,10409 2.2.1 17009 0,19456 2.3.1 2759729476
21.2 7005 0,10334 2.2.2 24316 0,26371 2.3.2 2801029867
2.1.3 8276  0,11531 2.2.3 18201 0,20585 2.3.3 2930131089
214 7169 0,10489 2.24 17961 0,20358 2.3.4 2848030283
215 7972 0,11244 2.25 18708 0,21065 2.35 29610831389
2.1.6 7984 0,11256 2.2.6 18267 0,20647 2.3.6 2962331394

Média 7582 0,1088 19077 0,2141 28767 0,3058
Desvio-
~ 556 0,0052 2628 0,0249 870 0,0082
pacrao(S)
CV(%) 7,33 4,81 13,78 11,61 3,02 2,69

Tabela 18 — Estudo de precisdo intradia (terceiro id): andlise de trés amostras de vinho
adicionadas de natamicina nas concentracdes de 0,2 e 0,3 mg ! (6 repeticdes).

Conc Conc Conc
(mgL) (mgL) (mgL)

3.1.1 7401  0,10979 3.2.1 16160 0,19849 3.3.1 2748531219
3.1.2 8089 0,11668 3.2.2 16259 0,19948 3.3.2 2878332511
3.1.3 8133 0,11711 3.2.3 18241 0,21936 3.3.3 2718330916
3.1.4 7151 0,10728 3.2.4 17207 0,20775 3.34 27480931194
3.1.5 7836  0,11414 3.25 17799 0,21369 3.35 2868432451
3.1.6 8298 0,11877 3.2.6 16221 0,19786 3.3.6 2720930962

Amosta  Area Amosra Area Amosta  Area

Média 7818 0,1140 16981  0,2061 27787 0,3154
Desvio-
~ 452 0,0045 903 0,0090 735 0,0074
padrao(S)

CV(%) 5,78 3,97 5,32 4,37 2,65 2,34
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Tabela 19 - Estudo da preciséo intra e interdia donétodo de determinagdo de natamicina em
vinhos por CLAE-DAD, 3 concentracdes (0,1 — 0,2 -®mg L) em trés diferentes dias de analise.

Concentracdo Dia Concentracdo CV(%) CV(%)
Referéncia Média (mg L) intradia interdia
Primeiro 0,0915 4,97
0,1 mg L Segundo 0,1088 4,81 11,24
Terceiro 0,1140 3,97
Primeiro 0,1661 4,01
0,2 mg L* Segundo 0,2141 11,61 9,33
Terceiro 0,2061 4,37
Primeiro 0,2516 2,37
0,3mg L* Segundo 0,3058 2,69 11,82
Terceiro 0,3154 2,34

3.6 Precisdo do método qualitativo proximo ao limite dedeteccdo do método

guantitativo

A precisao foi avaliada em termos de repetibilelague representa o grau de
concordancia entre os resultados de medicdes staeske um mesmo mensurando,
efetuadas sob as mesmas condicbes de medicao.fiCece da variacdo obtido foi
inferior a 15% (tabela 20)

Tabela 20 - Estudo de precisédo do método CLAE-EM/EM22 amostras de vinhos adicionados de
natamicina na concentracdo de 0,05 mgt

Amostra Natamicina 648/583 Amostra Natamicina 648/5

1 4,06E+04 12 4, 55E+04
2 5,13E+04 13 4, 56E+04
3 5,34E+04 14 3,86E+04
4 4,95E+04 15 4,28E+04
5 3,72E+04 16 4,23E+04
6 4,76E+04 17 4,19E+04
7 4,49E+04 18 3,59E+04
8 4,23E+04 19 4,60E+04
9 3,87E+04 20 4,28E+04
10 4,32E+04 21 4,38E+04
11 4,31E+04 22 3,97E+04

Média 4,35E+04
Desvio-padréao 4377
Coeficiente de Variagéo - CV (%)10,10
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3.7 Estudo de degradacdo da natamicina em solvente e tmavinho

A figura 16 apresenta o perfil de degradacdo danmaina adicionada em
solvente metanol e em matriz vinho, acondicionadalsminosidade e a temperatura
ambiente. Nos cromatogramas em solvente (esquardegradacao foi mais acentuada

gue em matriz (cromatogramas da direita).
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Figura 16 — Perfil de degradacéo da natamicina enolvente metanol (primeira coluna) e em matriz
vinho (segunda coluna) quando armazenadas sob lunosidade e a temperatura ambiente;
intervalo de tempo das analises: 0-7-15-30 e 60 slia

Na condicdo ideal de armazenamento (protegidauziae Isob refrigeracdo), a
degradagcdo da natamicina na matriz vinho tambénmé&rnos acentuada do que em

solvente (figura 17).
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Figura 17 - Perfil de degradacédo da natamicina enob/ente metanol (primeira coluna) e em matriz
vinho (segunda coluna) quando armazenadas nas copdes ideais - protegida da luz e sob
refrigeracao; intervalo de tempo das analises: 0-I5-30 e 60 dias..
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Na primeira condicdo de armazenamento, a degradegamicina foi de 94% e
86% em solvente metanol e em matriz, respectivasnelda segunda condicdo, a
natamicina degradou 75% e 28%, respectivamenta&ydquadicionadas em solvente e
na matriz vinho ao final dos 60 dias de estuda&gl8).

Degradacao da natamicina em solvente e em matriz

120 —— SOLVENTE ESC/GEL
SOLVENTE LUZ/AMB

—&— MATRIZ ESC/GEL

—8— MATRIZ LUZ AMB

100
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Figura 18 - Perfil de degradacéo da de natamicinane metanol e na matriz vinho (5 mg [') em
duas condi¢des de armazenamento: escuro e refrige@(ESC/GEL) e luz e temperatura ambiente
(LUZ/AMB)

Em suspensdo aquosa 5%, a natamicina perde camplete sua atividade
biolégica depois de armazenada no escuro por demsesna temperatura ambiente
(BRIK, 1981). Quando associada com ciclodextrinesreazenada no escuro a 4°C,
96% da substancia permaneceu na forma ativa emarfodp de 14 dias, sendo
completamente degradada apds 24h de exposicaoosania 4°C (KOONTZt al,
2003).

A natamicina foi quantificada pelo método CLAE-DAIn matriz vinho tinto,
vinho branco e vinho sintético (solucdo a 12% dedate 2,5 g L de 4cido tartarico em
agua). Na menor temperatura avaliada (20°C), odesepmeia-vida da substancia foi
de 20 dias (ALBERT®t al, 2011).
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3.8 Amostras reais

Do total de amostras analisadas pelo método deEGIDAD nao foi detectada a
presenca de natamicina em nenhuma das mesmasjeransio o limite de deteccéo de
0,04 mg L.

Os sinais obtidos pelas amostras analisadas poECHM/EM estéo apresentados
na tabela 21. As concentragoes de natamicina pesastrucédo da curva foram: 12, 60,
120, 180 e 240 ppb, o®Roi igual a 0.9978. Uma amostra é provavelmentsitipa
(valor abaixo do limite de detec¢do do método CLUAMED).

Tabela 21 - Resposta das amostras analisadas pelétodo CLAE-EM/EM
Amostras Sinal
6,57E+04
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,17E+04
0,00E+00
2,31E+04
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

Boo~v~ourwnr
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4. CONCLUSOES

O método quantitativo CLAE-DAD foi seletivo, iserde interferéncia da matriz
na resposta do analito, linear?(Rjual a 0,9992), apresentou todos os valores de
precisao intra e inter-dia abaixo de 15%. Os limtie deteccdo e quantificacédo do

método foram, respectivamente, 0,04 e 0,13 thg L

Analisaram-se 138 amostras de vinhos e sucos aenaesionais e importados
comercializados no Brasil, os resultados foramgnatinente inferiores ao limite de

deteccdo do método.

Apesar do método CLAE-DAD ser seletivo, precisoredativamente nao
oneroso, ndo € suficientemente sensivel quando aranp aos metodos por CLAE

acoplado a espectroscopia de massas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O antifungico natamicina ndo é um constituinteuratdas bebidas analisadas,
vinhos e sucos de uvas. A presenca de natamicindandims argentinos e sul-africanos
foi alertada pelo governo da Alemanha, mas aindaes&assos os trabalhos sobre o
monitoramento dessa substancia na matriz vinhgpd@co em matriz suco. Os estudos
da presenca de natamicina em vinhos se restringeaesenvolvimento de método

analitico para sua determinacéo.

Portanto, o aperfeicoamento desse método paréiitessa analise simultanea
dos conservantes citados nas matrizes analisadasjaégrande oportunidade para

tornar o processo analitico menos dispendioso.

O método por CLAE acoplado a espectroscopia desamasvalidado como
qualitativo-confirmatorio para a presencga de natgraiem vinhos e sucos de uva, pode
ser complementado com o objetivo de validar tamlbénprocedimentos de analise
guantitativa, visto que, evidenciou-se na pratiaravés dos relatos de trabalhos que
utilizaram esta ferramenta analitica, ser maisigehs, deste modo, diminuir os limite

de deteccédo e quantificacdo do método.
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ANEXOS
Conc (ppm) Area (yij) yi (yij -yi)~2
0,1 7871 1.560
0,1 7925 8.742
0,1 7623 43.472
0,1 7907 7832 5.700
0,2 17789 164.025
0,2 17789 164.025
0,2 17585 40.401
0,2 16373 17 384 1.022.121
0,5 47253 360.600
0,5 48174 2.314.962
0,5 45787 749.090
0,5 45396 46653 1.578.792
1,0 95178 1.312.743
1,0 97749 2.031.338
1,0 95558 586.373
1,0 96810 96 324 236.439
2,0 192898 82.469.102
2,0 208154 38.127.538
2,0 211564 91.867.433
2,0 195301 201979 44 .599.023
3,0 296663 440.896
3,0 295300 488.601
3,0 299918 15.358.561
3,0 292115 295999 15.085.456
4,0 390204 23.775.376
4,0 390482 21.141.604
4,0 397434 5.541.316
4,0 402200 395080 50.694.400
50 484900 37.255.764
50 487150 14 .851.389
50 502105 123.237.752
50 489860 491004 1.308.164
y(i)= Q exp=

p=

Fc
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RESUMO DOS RESULTADOS
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Estatistica de regressdo DL (mg.L™%)= 0,04
R mdltiplo 0,999607692
R-Quadrado  0,999215538 QL (mgLh= 0,13
R-guadrado
ajustado 0,999189389
Erro padrao 4972,126891
Observagbes 32
ANOVA
gl SQ MQ F - de significacéo
Regressao 1 9447E+11 9,44698E+11 38212,78 3,78877E-48
Residuo 30 741661375 24722045,82
Total 31 94544E+11
Coeficientes  Erro padrdo Statt valor-P  95% inferiores 95% superiores

Intersecdo -1501,32 1331,58 -1,13 0,2685 -4220,76 1218,13
Conc (mg.L™Y) 99004,07 506,46 195,48 3,79E-48 97969,73 100038,41
RESULTADOS DE RESIDUOS
Observacdo Previsto(a) Area Residuos Residuos padrdo

1 8399,089282 -528,089282 -0,107965592

2 8399,089282 -474,089282 -0,096925523

3 8399,089282 -776,089282 -0,158668129

4  8399,089282 -492,089282 -0,100605546

5 18299,49619 -510,496187 -0,104368759

6 18299,49619 -510,496187 -0,104368759

7 18299,49619 -714,496187 -0,146075685

8 18299,49619 -192649619 -0,393863894

9 48000,7169 -747,716902 -0,152867518

10 48000,7169 173,283098 0,035426987

11 48000,7169 -2213,7169 -0,452584938

12 48000,7169 -2604,7169 -0,532523214

13 97502,75143 -2324,75143 -0,475285471

14 97502,75143 246,248573 0,050344466

15 97502,75143 -1944,75143 -0,397596099

16 97502,75143 -692,751427 -0,141630062

17 196506,8205 -3608,82048 -0,737807888

18 196506,8205 11647,1795 2,381215964

19 196506,8205 15057,1795 3,078375858

20 196506,8205 -1205,82048 -0,246524831

21 295510,8895 115211047 0,235544052

22 295510,8895 -210,889526 -0,04311546

23 295510,8895 4407,11047 0,901014859

24  295510,8895 -3395,88953 -0,694275068

25 394514,9586 -4310,95858 -0,881357015

26 394514,9586 -4032,95858 -0,824521106

27 394514,9586 2919,04142 0,596785516

28 394514,9586 7685,04142 1,571173801

29 493519,0276 -8619,02763 -1,762123279

30 493519,0276 -6369,02763 -1,302120417

31 493519,0276 858597237 1,755365275

32 493519,0276 -3659,02763 -0,748072525

Qres 741661374,7



