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RESUMO
“COMPLEXO NATAMICINA-PROTEINA SOLUVEL”

A presente invengdo refere-se a um complexo compreendendo
natamicina complexada com uma ou mais proteinas, aos
processos para a produgao do mesmo e a composigdes que o
compreendem. A presente invencdo refere-se ainda a
utilizac¢ao destes complexos como um tratamento
antimicobacterianc preventivo para produtos naturais e a um
método para prevenir a infecc¢do de um produto natural por
micobactérias, compreendendo o referido método o tratamento

do produto natural com o referido complexo,



DESCRICAO

“COMPLEXO NATAMICINA-PROTEINA SOLUVEL”

A presente invencdc refere-se a preparacgdo de composicdes
gue compreendem natamicina e a utilizagdo de tais
composicdes para tratar alimentos, tais como queijos e
salsichas, ou produtos agricolas, tais como frutos, graos e
sementes. Saoc também divulgados os referidos produtos

tratados com composic¢des da invencéo.

H4d mais de 20 anos que a natamicina ¢é wutilizada para

prevenir o crescimentc de fungos em queijos e salsichas.

Os queijos sdo tratados por imersdc numa suspensao de
natamicina em &gua, ou mediante revestimento com uma
emulsdo de um polimero em 4gua, principalmente acetato de
polivinilo. As salsichas sado principalmente tratadas por
imersao ou por revestimento por aspersao Com uma Suspensao
de natamicina em &gua. Normalmente, as suspensdes aquosas
para tratamentos de imersdo contém 0,1% a 0,2% em p/v de
natamicina, enquanto as emulsdes poliméricas para
propésitos de revestimento contém 0,01% a 0,05% p/v de

natamicina.

Estes tratamentos podem ser altamente eficazes na prevencgao
do crescimento de fungos na superficie dos queijos e
salsichas. No entanto, devido a baixa solubilidade da
natamicina, as espécies de bolores, as quals saoc menos
sensiveis a natamicina, por vezes ndo sdo completamente
inibidas. Logo, pode ainda ocorrer alguns estragos

provocados por fungos. Exemplos de espécies de fungos que



sac mais tolerantes a natamicina sdo: Verticilium
cinnabarinum, Botrytis cinerea e espécies Trichophyton.
Espécies mais tolerantes podem também ser encontradas entre
as do género Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Um
exemplo de uma tal espécie gue por vezes causa problemas de

bolores na industria de queijos é a Penicillium discolour.

Devido a Dbaixa solubilidade da natamicina, um produto
alimentar tratado com este antimicdético serd protegido
contra o crescimento de fungos durante um periodo de tempo
mais longo. Apenas a natamicina, que estd em solucdo,

estard disponivel para exercer actividade anti-fungica.

A  natamicina possui uma CIM (Concentragdo Inibitdria
Minima) menor do que 10 ppm para a maioria dos fungos que
se desenvolvem nos alimentos, engquanto a sua solubilidade
em dgua é de 30 a 50 ppm [Brik, H.; "“WNatamycin” Analytical
Profiles of Drug Substances 10, 513-561, (1981)]. Apds
muitos anos de utilizacdo continua deste antimicdtico nunca
foram encontrados fungos resistentes a natamicina [De Boer,
E.; Stolk-Horsthuis, M.; “"Sensivity to natamycin
(pimaricin) of fungi isolated in cheese warehouses”, J. Of
Focd Prot. 40, 533-536, (1977)]. Sob condig¢gbes normais, a
natamicina protegerd completamente os produtos alimentares,
tais c¢como os queijos, contra a destruicdo por fungos
durante um curto periodo de tempo. No entanto, algumas
vezes, a quantidade de fungos presente no meio envolvente é
eleveda, por exemplo numa fdbrica de queijos, de tal forma
que, a fracg¢do dissolvida de natamicina é insuficiente para
prevenir o crescimento de fungos no queijo, ou a producdo
ou as condigBes de armazenamento nas fabricas séo
particularmente favoraveis ao crescimento de fungos. Um

exemplo de um factor importante, o qual aumenta o



crescimento de fungos, ¢ o© controlo insuficiente da

humidade relativa.

Em tais casos, as espécies Dbolores mais tolerantes

desenvolvem-se nos produtos tratados com natamicina.

A destruigdo por bolores pode causar considerdveils perdas
econdémicas e é necessario um sistema antiftngico mais
eficaz para proteger os produtos alimentares, tais como
gqueijos, contra a destruicao provocada pelas espécies

bolores mais tolerantes a natamicina.

A Patente Eurocpeia EP 0 466 038 divulga complexos polieno
antifingicos dispersiveis em Agua e processos para a sua

preparacéao.

0O complexo de anfotericina B com desoxicolato possuil
possiveis efeitos secundarios téxicos, sendo o mais grave a
nefrotoxicidade. Estes efeitos secunddrios tdéxicos podem
estar relacionados com a sua fraca solubilidade em &gua. Os
complexos desvendados oferecem a vantagem de libertarem
rapidamente o agente antifingico para dentro da 4&gua sem

redugcdo da sua actividade.

A presente invengdo refere-se a um processo cujo objectivo
¢ a melhoria da actividade da natamicina versus fungos e as
composigdes preparadas de acordo com O referido processo.
Particularmente, tais composicdes podem ser TUteis para
combater bolores e leveduras, o©0s quais sdo normalmente

relativamente menos sensiveis a accgdo da natamicina.

No caso dos fungos com susceptibilidade a natamicina

relativamente baixa, a solubilizacao e a difusao podem



possuir um efeito mais limitativo sobre a sua actividade
antifungica. Quando uma preparacac fungicida convencional
contendo natamicina é utilizada, no estado de equilibrio, a
gquantidade média de natamicina dissolvida pode descer
abaixo da concentracgdo eficaz porque a eliminagdoc nao sera
adequadamente compensada pela dissolugdc e difusdao do

composto antifungico.

A modificacao da forma polimdérfica de compostos
antifungicos a base de polieno, tais como a natamicina,
podem também conduzir a uma actividade melhorada destes
compostos contra as espécies menos susceptiveis [Pedido de
Depdsito da Patente Europeia N° 670 675, (1985)]. Os
exemplos de tais formas modificadas sdo os solvatos de
natamicina, tais como solvato de metanol e modificacdes
cristalinas de natamicina. A actividade dos fungicidas a
base de polienc pode também ser aumentada por conversao do
composto num seu sal de um metal alcalino-terroso, tais

como 0s sals de cdlcio e bario.

Um outro método para aumentar a actividade dos fungicidas a
base de polienc ¢ o de primeiro dissolver o composto
antifungico num solvente e em seguida incorporar o
fungicida dissoclvido numa composicdo aquosa (Pedido de
Depdsito da Patente Europeia N° 670 676). Exemplos de
sistemas solventes adequados sdo 4dlcodis de baixo peso
molecular tais como metanol, etanol e propanol; glicerol e
glicol; metoxietanol e etoxietanol; dcido acético glacial e
solugdes alcalinas e Acidas aquosas; também podem ser

utilizados agentes de solubilizacg¢do adequados.

Estes antibidticos a Dbase de polieno modificado podem

também ser aplicados em substdncias veiculares através de



métodos bem conhecidos; e.g. por técnicas de revestimento
por pulverizacdao utilizando uma solugao da composicgao
antiftngica numa substdncia veicular ou por evaporacao do
solvente a partir de uma mistura de uma solugcao do

antifungico com uma substdncia veicular.

A solugdo do composto antifingico pode ser incorporada
dentro da composigdo final adicionando a solugdo a

preparac¢do ou vice versa.

0 aumento da actividade pode ser alcancado através da
melhoria da disponibilidade do composto antifungico como
resultado duma dissolucdo melhorada (EP 670 676). A
solubilidade em &gua pode ser aumentada utilizando
condig¢bes alcalinas ou acidicas. A solubilidade pode também
ser aumentada mediante a wutilizagcdao de solventes. No
entanto, ¢é bem sabido que, a natamicina dissoclvida é
rapidamente decomposta sob tais condigdes (Brik, vide
supra). Além disso, a natamicina dissolvida € conhecida por
ser menos estdvel em comparagdo com a forma cristalina. A
natamicina, por exemplo, pode ser desactivada por

decomposicdo através da acgao da luz ou por hidrdlise.

Pode concluir-se que todos o©s métodos conhecidos para
aumentar a actividade dos fungicidas a base de polieno por
aumento da biodisponibilidade conduzem a uma decomposigdo

rapida do fungicida a base de polieno.

Inesperadamente, verificou-se que a actividade da
natamicina contra bolores e leveduras pode ser marcadamente
aumentada se a natamicina for complexada com um composto

adequado.



Além disso, verificou-se que os complexos descritos neste
documento sdo muito estdveis sob condigdes aguosas, e.gd.,
revestimento de queijo ou uma solugao para

imersdo/pulverizagao.

A presente invengdo fornece um complexo, o qual compreende
natamicina complexada a uma ou mais proteinas ou
aminodcidos, quando presente em agua, e nao produz cristais
visiveis sob observagdo com um microscépio com uma

ampliagao de 400x.

Vantajosamente, este complexo ndo perde substancialmente
actividade por um periodo de 60 dias. Em geral, a proporgao
de natamicina para a quantidade total de proteinas ou
aminocacidos ¢ de 10.000:1 a 1:10, preferencialmente esta

proporgdo estd compreendida entre 100:1 a 1:1.

Preferencialmente, pelo menos uma das proteinas ¢ uma
proteina do leite, mais preferencialmente é uma proteina do

soro, caseina ou caseinato.

0 complexo pode ser produzido segundo o seguinte método:

(1) dissolver a natamicina num liquido aquoso por
aumento ou reducdo do pH, tal como, mediante a utilizacgao
de métodos bem conhecidos;

(2) misturar a natamicina (dissclvida) com o composto
adequado (ou agente complexante);

(3) aderir a natamicina ao composto adequado mediante
ajuste do pH para o nivel requerido, utilizando métodos bem
conhecidos; e opcionalmente

(4) 1disolar o complexc de natamicina aderido ao
composto adequado a partir da fraccdo liguida utilizando

métodos conhecidos.



0 complexo pode também ser produzido utilizandoc o seguinte
método:

(1) dissolver a natamicina num sistema solvente
adequado;

(2) aderir a natamicina ao composto adequado mediante
mistura da natamicina dissolvida com o referido composto; e

(3) opcionalmente, 1solar o complexo de natamicina
aderido ao composto adequadc a partir da fraccdo liquida,
utilizando os métodos conhecidos per se. Este composto pode

estar presente numa solucdo aquosa Ou sSuspensdo.

0 complexo de natamicina aderida a um composto adequado
pode ser utilizado para aplicag¢des diferentes incluindo a
prevencao de infeccdes e crescimento de fungos em produtos

naturais, sendo estes produtos alimentares ou agricolas.

Antes da aplicagao o complexo formado e opcionalmente
purificado pode também ser misturado com sistemas aquosos,
tais como Agua ou composigdes de revestimento de queijo, ou

com outros compostos adequados.

Em vez de isolar o complexo é também possivel utilizar o
complexo na composigdoc aguosa ou no sistema solvente
directamente, por exemplo, na aplicagao da composicao

revestimento de queijo.

Pensa-se que a actividade aumentada de uma composicdao da
presente invengdo seja devida a disponibilidade melhorada
do composto anti-fungico como um resultado da dissolucgdo

melhorada.



Normalmente, apenas a natamicina que se encontra em solugao
estara disponivel para exercer actividade anti-fungica. No
caso de um fungicida com uma baixa solubilidade, um dos
factores que influencia o efeito fungicida é a dissolucgdo
do fungicida. Outros factores importantes sac a difusao do
fungicida dissolvido para a =zcna de contaminagdo e a
eliminagdo do fungicida disssolvido. A natamicina, por
exemplo, pode ser inactivada por decomposigdc por acgac de
luz ou por hidrdélise (Daamen, C.B.G. e Berg, G. Van den;
“Prevention of mould growth on cheese by means of
natamycin” Voedingsmiddelentechnologie, 18 (2), 26-29,

(1985)).

A natamicina possuili uma concentragdo inibitéria minima
(CIM) inferior a 10 ppm para a maioria dos fungos dJue
nascem em produtos alimentares. Tal como acima mencionado,
a solubilidade da natamicina em &gua é de entre 30 a 50
ppm, © que na maioria dos casos é suficiente para prevenir
0 crescimento de fungos durante um curto periodo de tempo.
A  eliminagdao da natamicina dissolvida ¢é geralmente
suficientemente compensada nestas situag¢des por dissolugdo
de natamicina ndo dissolvida e por difusdo da natamicina

dissolvida para a zona de infecg¢do.

Na presente invencdo é descrito um complexo de natamicina
aderido a um composto adequado. Sdo também divulgados

métodos para produzir estes complexos.

Um método para produzir o complexo de natamicina aderido a
um composto adequado € o de dissolver a natamicina mediante
aumento ou redugdo do pH utilizando métodos conhecidos na
técnica. Preferencialmente, o pH é maior do gque 10 ou menor

do que 4. Exemplos de 4&cidos aquosos adequados sao as



solugdes aguesas de HCL, H;SOq acido c¢itrico e acido
lactico. Exemplos de solugdes alcalinas adequadas sdo as

solugdes de hidrdéxidos, tais como NaOH, KOH e NH.OH.

A natamicina disscolvida ¢ misturada <com o composto
adequado, preferencialmente com uma proteina ou com um
aminodcido. E utilizada preferencialmente uma proteina de
grau alimentar. Os exemplos de proteinas adequadas sao as
proteinas do leite, e.g., proteina do soro, caseina e
caseinatos ou outros compostos, tal como a L-glutamina.
Podem também ser utilizadas misturas de proteinas
diferentes e misturas de proteinas com outros compostos,
tais como gorduras e.g. gorduras vegetais e animais, ou
6leos, tais como gordura do leite, manteiga, éleo de soja e
6leo de girassol. Podem também ser utilizadas composigdes
ou produtos que contém estes compostos (misturas de).
Exemplos de tails misturas sdo leite de wvaca ou leite de

soja.

Apds misturar a natamicina dissolvida com o© composto
adequado, o pH ¢é ajustado para valores entre 5 e 9,
preferencialmente entre 6 e 8. Quando o composto adegquado
ndc estda presente a natamicina cristaliza. Verificou-se
surpreendentemente que a presenca do composto adequado pode
prevenir a formagadc de cristais visiveis quando se utiliza
um microscdpio com uma ampliacdo de 400x. Pensa-se que a
natamicina e o composto (e.g. leite, proteinas) formam um
complexo, o qual ndo ¢ visivel utilizando um microscédpio
com esta ampliagdo. Possivelmente este complexo forma-se a
superficie da proteina. Verificdmos que a proporgdes
elevadas de natamicina/proteina, parte da natamicina nem
sempre forma o complexo, mas, em vez disso, pode formar

cristais.
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Um outro método para produzir um complexo de natamicina com
composto adequado é o de dissolver a natamicina num sistema

solvente adequado.

Os sistemas solventes adequados sao alcodis de baixo peso
molecular, tais como metanocl, etanol, propanol
etilenoglicol, propilenoglicol e glicerol e suas misturas.
Além disso, num solvente alcodlico adequado, um ou mais
grupos hidroxilo podem estar ligados por uma ligag¢do éster
a um acido gordo ou ligados a um outro grupo Aalcool por uma
ligagdo  éter. Os exemplos de  tais solventes 540

metoxietanol e etoxietanol.

Adicionalmente, podem ser adicionados ao solvente agentes
solubilizantes, tais como agentes tensioactivos. Exemplos
de agentes solubilizantes adequados incluem laurilo sulfato
de sdédio, sulfosuccinato de dioctilo, cloretoc de cdlcio ou
agentes tensicactivos do tipo nao idénico, por exemplo, Os
que sao vendidos sob a marca registada Tween, Span, Brij

and Myrj.

A adesdo ou a formagao de complexo entre a natamicina e a
proteina adequada podem ser alcangadas através da adigdo da
proteina a solugdo ou vice versa. A proteina pode ja estar

presente num meio aquosc tal como dgua ou leite.

0 complexo de natamicina e uma ou mais proteinas podem ser
utilizadas directamente na aplicac¢do desejada ou podem ser
posteriormente processadas. Por exemplo, o complexo pode
ser isolado e/ou purificado utilizando métodos bem
conhecidos. Exemplos de métodos de secagem para separar o

complexo a partir de um liquido sao a filtragao,
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centrifugacao, evaporagao do liquido, secagem por
pulverizacdo, secagem por congelamento e secagem em leito

fluido.

Além disso, sob condigdes aquosas, e.g., numa composigao
para revestimento de gueijo, o complexo pode ser armazenado
durante um periodo de tempo longo, e.g., pelo menos meio

ano, sem perder actividade substancial.

O complexo purificado de natamicina e uma ou mais proteinas
¢ utilizado para o tratamento de produtos naturais, sendo

estes produtos alimentares ou agricolas.

0 complexo nao purificado de natamicina e uma ou mais
proteinas no sistema aquoso ou no sistema solvente é também
utilizado para o© tratamento dos referidos produtos

naturais.

As composicdes compreendendo um complexo da invengao podem
ser utilizadas para o tratamento de produtos alimentares e
agricolas de acordo com os métodos de tratamento conhecidos

per se, e. ¢g., por imersdc ou por pulverizacao.

A composigdo antifungica da 1invengdo pode ser utilizada
para tratar produtos alimentares ou agricolas. As
composicbes da 1nvencdo particularmente preferidas para
utilizar em tratamentos sdo as emulsdes preparadas a partir
de emulsbGes de revestimento normalmente utilizadas na
industria alimentar. Por exemplo, para o© tratamento de
queijos pode ser utilizada uma emulsdo polimérica aquosa do
tipo acetato de polivinilo, a qual pode ser aplicada
através de escovagem ou com um dispositivo de pulverizacao.

Uma composicdo da invencgao pode também estar sob a forma de
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emulsdo (e.g. para revestimento) do tipo dlec em agua ou
dgua em O6leo. Exemplos de preparacdes adequadas para o
tratamento de produtos agricolas, tais como frutos, sao
peliculas de materiais poliméricos, tais como, por exemplo,

policlefinas, e.g. polietileno e polipropileno.

A quantidade de natamicina numa composicgdo liquida para um
tratamento de imersao ou pulverizacao pode estar
compreendida entre 0,01% a 2% p/v. Preferencialmente, a
quantidade é de 0,01% a 1% p/v. Em principio o liquido de
imersdo pode ser de uma qualquer espécie. Quando é
utilizado um sistema  aquoso, a adicao de agente
tensiocactivo pode ser vantajosa, particularmente no
tratamento de objectos com uma superficie hidrofdébica.
Agentes tensicactivos uteis sdo, por exemplo agentes
tensiocactivos anidnicos, tais como laurilo sulfato de sddio
ou éteres polietileno alquilo, tal como Cetomacrogol® 1000

ou éteres polioxietileno e.g. Tween® 60, 61 e 65.

Numa emulsao de revestimento de acordo com a invencgao, a
quantidade de natamicina pode ser de 0,005% a 2% p/v,
preferencialmente de 0,01% a 1% em p/v e mais

preferencialmente entre 0,01% a 0,5% p/v.

Legenda das Figuras

* Figura 1 mostra a zona de inibicdo (em mm) de
Penicillium discolour em funcdo de tempo
(dias)

* Figura 2 mostra a quantidade média de coldnias/peca

em funcao de tempo
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A invengdo serd agora descrita para exemplificagdo com
referéncia aos Exemplos que a acompanham.

EXEMPLO 1

Este exemplo descreve um método microbioldgico para
determinar a disponibilidade de um componente antifungico

de uma composicdo antiftngica.

Discos de papel de filtro (S&S Antibiotics Test Discs n°
321260) com um didmetro de 0,6 cm foram carregados com uma
preparacdo a ser testada. Cada disco fol carregado com 250
pg de natamicina, i.e. foram aplicados a um disco 50 npl de
uma amostra contendo 5 000 ppm de natamicina. 0Os discos

foram entdo colocados em agar inoculado com Saccharomyces

cerevisige ATCC 9 763 e incubados a 30 °C durante 24 horas.
Como referéncia, foram frescamente carregados discos com um
intervalo de quantidades conhecidas de natamicina

dissolvida em metanol aguoso.

No dia seguinte, os discos amostra foram transferidos para
novas placas de Petri contendo agar 1inoculado com

Saccharomyces cerevisiae. Foram preparados novos discos

carregados com um intervalo de guantidades conhecidas de
natamicina dissolvida para utilizar como referéncia. As
novas placas com discos amostra e as novas referéncias

foram incubadas a 30 °C durante 24 horas.

0 tamanho da zona de inibicdo é uma medida da natamicina
libertada & partir do disco amostra. A quantidade de
natamicina 1libertada pode entdo ser calculada segundo

métodos conhecidos.
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Ao repetir os procedimentos, a natamicina libertada pode

ser medida numa base didria.

EXEMPLO 2

Este exemplo descreve a prepara¢ao de complexos de

natamicina.

1. Foram dissolvidos 0,5 grama de natamicina em 80 ml de

dgua aumentando o pH para 11,5 utilizando NaOH (4N).

2. 0s compostos adequados utilizados para complexar a
natamicina foram:
- Caseinato de sédio (MIPRODAN® 30, MD alimentar)
3,3% (p/p) dissolvido em &dgua desmineralizada (A)
- proteina de soro (ESPIRON® 580, DMV Veghel) 6,6%
(p/p) dissolvido em Agua desmineralizada (B)
- manteiga (Corman)
- 0leo de soja (Cargill)
- 6leo de girassol (Cargill)
- leite de soja (Provamel) (C)

- leite esterilizado (Campina) (D)

Foram também preparadas emulsdes (500 ml) através da
mistura dos seguintes compostos (complexantes) e incubadas
durante 5 minutos num equipamento Ultra turax T50 (Janke &
Kunkel) a 8.000 - 9.500 rotag¢des por minuto:

- 4gua desmineralizada 96%, manteiga (Corman) 4% (E)

- 4gua desmineralizada 92,7% (p/p), caseinato de sdédio

3,3% (p/p), manteiga (Corman) 4,0% (p/p) (F)

- dgua desmineralizada 92,7%, caseinato de sdédio 3,3%,

6leo de soja 4% (G)
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- agua desmineralizada 89,4%, proteina de soro 6,6%,
manteiga 4,0% (H)

- 4gua desmineralizada 89,4%, proteina de soro 6,6%,
6leo de girassol 4,0% (I)
3. Foram adicionados 5,0 ml de caseinato de sdédio
dissolvido, proteina de soro dissolvida, leite de
soja, leite esterilizado ou das emulsBes preparadas

(A-I) a aliquotas de 80 ml de natamicina dissolvida.

Como controlo fol preparada uma amostra sé com

natamicina. (J)

4, O pH de cada uma das amostras foil reduzido para 5,8
por adi¢do de HCL (4N) . Foi adicionada 4&gua
desmineralizada para obter um volume total de 100 ml

por amostra.

EXEMPLO 3

Este exemplo  descreve a libertagao de diferentes

formulagdes de natamicina numa base didria.

50 pl de cada uma das amostras preparadas como descrito no
Exemplo 2 (Amostras A a J) foram aplicadas a um disco, como

descrito no Exemplo 1.
A libertagdo de natamicina a partir dos discos foil
determinada para 3 dias de acordo com o método descrito no

Exemplo 1.

Os resultados sao apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 : Libertacdo de natamicina (ug/disco) por dia

Dia
Compostos Adequados 1 2 3
J (controlo) 2,5 1,8 1,7
A 8,4 7,6 6,7
B 7,8 5,4 5,3
C 4,2 2,3 2,2
D 6,0 7,4 6,0
E 2,7 2,0 2,1
F 11,3 11,6 5,5
G 9,3 7,7 5,8
H 7,5 6,0 4,0
I 7,8 6,0 4,1

A taxa de libertacdo da maioria dos complexos de natamicina
foi consideravelmente mais elevada do que a taxa de
libertagao do controlo. Este facto i1indica que mais
natamicina esteve provavelmente disponivel para inibir os
bolores. Tal como anteriormente descrito, apenas a
natamicina dissolvida possui actividade antifungica. Apenas
no caso da formulacdo E (manteiga), a taxa de libertacdo de
natamicina naoc é melhorada. No caso da formulagdo C (leite
de soja) apenas fol observada uma maior taxa de libertacdo

no primeiro dia.

EXEMPLO 4

Este exemplo descreve a actividade dos complexos de
natamicina contra o Penicillium discolour, um fungo mais
resistente que por vezes causa problemas de deterioracaoc na

industria de queijos.
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Foi preparada uma suspensdo de esporos por esfregagco de
esporos a partir de uma cultura esporulada de Penicillium
discolour e por suspensdo dos esporos em Aagua esterilizada

Q

com Tween 0,05 %.

A suspensdo de esporos acabada de preparar fol misturada
com agar para fungos para obter uma concentrag¢ao final de
102 esporos/ml de agar, e as placas de agar foram
preparadas. No meio da placa foi feito um orificio com 5mm

de didmetro.

Dentro do orificio foram injectados 25 pl das formulacgdes

A, B, C, D, F, I e J (do Exemplo 2).

As placas foram incubadas durante 6 dias a 24 °C. Apds 2, 3
e 6 dias, as zonas de inibicao foram medidas. 0Os resultados

sdo apresentados na Figura 1.

A Figura 1 demonstra claramente que o P. discolour foi
inibido numa extensdo maior pelas novas concentrag¢des do
gue com natamicina isoladamente.

EXEMPLO 5

Este exemplo ilustra o efeito dos complexos de natamicina

contra a espécie Penicillium discolour no gueijo.

As composicées A, B, D, F e J foram preparadas como

descrito no Exemplo 2.

5 ml de cada composicdo foram misturados com 45 ml de

Plasticoat® (uma emulsdo agquosa de acetato de polivinilo
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fornecida por National Starch and Chemicals B. V.) de tal
forma que as emulsbGes de revestimento foram obtidas

contendo 500 ppm de natamicina.

Foi também preparada uma emulsdo de revestimento sem

natamicina para servir de controlo (K).

As composigdes de revestimento foram aplicadas a superficie

de queijo Gouda de acordo com o seguinte procedimento:

Un queljo Gouda acabado de retirar da salmoura foil primeiro
cortado horizontalmente em duas partes. Cada parte foi
entdo cortada em pedagos de 5 por 5 por 5 c¢cm. Foram
utilizados na experiéncia apenas o0s pedagos com  uma
superficie plana de casca. Estes pedacos foram mergulhados
num banho de parafina fundida a 80 °C, de forma a que a
superficie de casca permanecesse sem parafina, enquanto as
restantes c¢inco superficies foram revestidas por uma

pelicula fina de parafina.

A superficie de casca fol entdo inoculada com cerca de 1,9
x 10° CFU/cm’ de uma mistura de esporos de trés espécies de
Penicillium discolour (numeros CBS: 611.92, 612.92 e
613.92). A 1inoculacac foci levada a cabo mediante a
aplicag¢do, na superficie do cubo de queijo, de 0,15 ml de
uma suspensdo de esporos contendo cerca de 2 x 10° CFU/ml.
0 1indéculo foi espalhado uniformemente pela superficie com
uma escova estéril, estando saturado com uma suspensdo de

esporos.

Apds permanecerem durante a noite em caixas pldasticas
fechadas a cerca de 6 °C, os cubos de queijo foram tratados

com composicdes diferentes. Para cada tratamento foram
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utilizadas 4 cubos de queijo. A cada cubo de queijo foram
aplicados 0,8 ml da composicao A, B, D, F, J ou K e
espalhados uniformemente pela superficie com uma peca de
plastico estéril rectangular de cerca de 2 por 5 cm. Apds
repouso durante 2 horas a condig¢bes ambientes, os cubos de
gueijo foram incubados a 15 °C e a uma humidade relativa de

95%.

Todos os dias o numero de coldnias visiveis formadas em
cada cubo de queijo fol determinado e o numero médio por
cubo foi calculado para cada tratamento. Quando o numero de
coldénias para um cubo de gueijo excedeu o valor de 50, o
cubo de queijo foi considerado como estando completamente

coberto com o fungo.

Os resultados sao apresentados na Figura 2.

Os resultados demonstram claramente a superioridade das
composicdes de acordo com a invencdo sobre a natamicina
isoladamente. A Figura 2 demonstra que as novas composicgdes
reduzem consideravelmente a quantidade de coldnias nos
cubos de queijo. Mesmo apds 3 semanas nao foi observado
crescimento de qualgquer fungo, engquanto gque o0s cubos
controlo tratados com natamicina (J) preveniram o

crescimento de fungos apenas durante 15 dias.

EXEMPLO 6

Este exemplo ilustra o efeito da concentrag¢do de caseinato

de sdédio versus a libertacao de natamicina.



Foi preparada uma solugdo de caseinatc de sddio 15% por
dissolucdo de 15 gramas de caseinato de sdédic em 100 ml de
agua.

Os complexos de natamicina preparados foram como abaixo
descrito:

1. 0,5 gramas de natamicina foram dissolvidas em 75 ml
de Agua por aumento de pH para 11,5 utilizando NaOH
(4I) .

2. 25 (L), 20 (M), 15 (W), 10 (&), 5 (), 1 (@), 0,5
(R), ou 0,1 (S) ml de caseinato de sdédio (15%) foram
adicionados a dagua.

3. O pH de cada uma das amostras foil reduzido para 5,8
por adicdo de HCl (4N). A &gua fol adicionada para um
volume total de 100 ml por amostra.

Como controlo foi preparada uma amostra (J) apenas com

natamicina.

50 pl de cada amostra (formulagbes J e L a 8) foram

aplicados a um disco como descrito no Exemplo 1.

A libertagdo de natamicina a partir dos discos foil
determinada para 3 dias segundo o método descrito no

Exemplo 1.

Verificou-se que a natamicina libertada da amostra controlo

(J) foi de 2 ng por dia

Verificou-se que a natamicina libertada das composig¢des L,
M, N, O, P e Q foi de 3,5 (Q) a mais do que 8 (L) vezes

maior no dia 1.

Nos dias 2 e 3 a libertacdo destas composicgdes foi 2 a 4

vezes maior do que a do controlo (J).



A libertacdo para as composic¢des R e S foi maior no dia 1
(5 pg de natamicina). Nos dias 2 e 3 a libertacao de

natamicina foi comparavel a do controlo (J).

EXEMPLO 7

Este exemplo descreve a libertag¢dc de natamicina a partir
do complexo de caseinato de sdédio “N” (ver Exemplo 6) em
acetato de polivinilo (PVA) utilizando o teste de

dissolucgdao.

A composicao “N” fol preparada comc descrito no exemplo 6.
A referida composicdoc foi misturada com Plasticoat®, uma
emulsao aguosa de PVA fornecida pelo National Starch &
Chemical B. V., comc se segue:
* 5 ml da composicdc “N” foram misturados com 45 g de
PVA (composigac “N-PVA")
* cada disco (ver Exemplo 1) foi carregado com 50 pl
da composigao “N-PVA” (contendo 25 ug de natamicina)
* o0s discos foram secos por incubag¢ac durante 24 horas
a temperatura ambiente
* o0s discos foram colocados em placas de agar (ver
Exemplo 1) e incubados durante 24 horas a 6 °C
* o0s discos foram retirades das placas de agar e
colocados numa outra placa de agar, apds o que as
placas pré-incubadas foram incubadas durante 24 horas
a 30 °C.
* a quantidade de natamicina libertada foi calculada

como descrito no Exemplo 1.

Como controlo foi preparada uma amostra (“PVA-J’) apenas

com natamicina.



A libertacdo de natamicina a partir dos discos foi
determinada durante 3 dias. Os resultados sdo apresentados

na Tabela 2.

Tabela 2 : Libertacgdo de natamicina em PVA (ug/disco)

por dia
Dia
Composicgao 1 2 3
PVA-J 1,5 2,5 2,5
PVA-N 4,0 4,5 3,0

A taxa de libertacao da composicao PVA-N é
consideravelmente maior do que a taxa de libertacao da
composigao controlo; o que significa que se a composigdo N
for adicionada a composigdo de revestimento PVA, mais

natamicina estard também disponivel para inibir os fungos.

EXEMPLO 8

Este exemplo descreve o 1isolamento e & estabilidade das

novas composic¢des de natamicina.

A composicdo N fol preparada como descrito no exemplo 6.
Foi entdo produzido um pd como se segue:
* foram preparados 2,1 1 da composigdo N
* a amostra fol seca wutilizando um secador de
pulverizag¢do (Buchi), utilizando métodos conhecidos,
originando 71 g de pd (POW-N)
* a composicao pd foi armazenada a 6 °C em recipientes

fechados.



A quantidade de natamicina apds secagem por pulverizacao
(14,5%) (p/p) foi praticamente a mesma que a quantidade
maxima de natamicina gue seria de esperar (15,3%) (p/p) com
base na quantidade de natamicina &adicionada antes da

secagem por pulverizacgdo.

A composigdo nova ndo é inactivada pelo processo de secagem

por pulverizacédo.

A estabilidade da composicdo em pd foi determinada através
de medig¢do do teor em natamicina do pd por CLAP (HPLC, de
acordo com IDF standard 140, International Dairy
Federation, 1987) imediatamente apds a preparagdo e 28 dias

depois de armazenamento a 20 °C na auséncia de luz.

Nao ocorreu alteracdo significativa na concentracdo de
natamicina apds 28 dias de armazenamento. Imediatamente
apbés a producdo e depols de 28 dias de armazenamento a

concentracgdo de natamicina era de 14,5% (p/p).

A composicdo em pé YPOW-N” foi dissolvida em &gua e
adicionada & composigdo PVA para obter uma concentragao
final de 250 ppm. A estabilidade da natamicina nesta nova
formulagao (POW-PVA-N) foil determinada por medicao do teor
em natamicina imediatamente apds a preparacdo e depois de
28 dias de armazenamento a 15 °C sob auséncia de luz. Em

ambos 0s casos a concentracdo de natamicina foi de 250 ppm.

A libertacdo de natamicina a partir da formulacao “POW-N”
imediatamente apds a preparagdao e apds 4 semanas de

armazenamento a 6 °C foil determinada como se segue:



*  “POW-N"” foi dissolvida em 4dgua para obter uma
concentrac¢ao final de 5.000 ppm

* cada disco (ver Exemplo 1) foili carregado com 50 pl
da formulacdo dissolvida (contendo 250 ng de
natamicina)

* ©s discos foram colocados em placas de agar (Ver
Exemplo 1) e incubados durante 24 horas a 6 °C.

* o0s discos foram retirades das placas de agar e
colocados numa outra placa de agar, apds o que as
placas pré-incubadas foram incubadas durante 24 horas
a 30 °C.

* a quantidade de natamicina libertada foi calculada

como descrito no Exemplo 1.

Os resultados sao apresentados na Tabela 3.

A libertacdo de natamicina a partir da formulagdao “POW-PVA-
N” imediatamente apds a preparacac e apds 4 semanas de
armazenamento a 15 °C foi determinada como se segue:
* a composicdo em pd “POW-N” foili dissclvida em &dgua e
adicionada a PVA para obter uma concentrac¢do final de
5.000 ppm (POW-PVA-N)
* cada disco (ver Exemplo 1) foil carregado com 50 pl
da composigao  “POW-PVA-N”" (contendo 25 ug de
natamicina)
* o0s discos foram secos por incubagdo durante 24 horas
a temperatura ambiente
* o0s discos foram colocados em placas de agar (Ver
Exemplo 1) e incubados durante 24 horas a 6 °C.
* o0s discos foram retirados das placas de agar e
colocados numa outra placa de agar, apds o que as
placas pré-incubadas foram incubadas durante 24 horas

a 30 °cC,



* a quantidade de natamicina libertada foi calculada

como descrito no Exemplo 1.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Libertagdo de natamicina (pg/disco) imediatamente

apds preparacgdo e apods 4 semanas de armazenamento

Composicao Apds preparacao 28 dias
POW-N 43,0 43,0
PVA-POW-N 3,5 3,5

Nota: a libertacdo a partir de uma formulagdo PVA é sempre
inferior, devido as propriedades de retardamento da matriz

PVA.

Estes resultados demonstram claramente que as novas
formulagdes, quando produzidas sob a formulacdo de pd ou
quando formuladas em PVA, sdo estdveis e mantém a sua

actividade melhorada.

EXEMPLO 9

Este exemplo ilustra o efeitc das novas composigdes de
natamicina sobre os fungos no queijo Edam. A experiéncia
foi realizada numa fébrica de gqueijos na qual se produzia
queijo Edam. Na altura da realizacdao do ensaio em campo
existiam problemas de fungos causados por Peniciliium
discolor. Esta fdbrica de queijo foi escolhida para
demonstrar a actividade aumentada sobre as espécies de

fungos menos sensiveis na pratica.



As composigbes de revestimento foram preparadas como se
segue:
1 A composigao revestimento A fol preparada como
a “POW-PVA-N”" (ver exemplo 8), a Unica
diferenga com a “POW-PVA-N” foi que a
composigdo revestimento A contém 500 ppm de
natamicina.
2 A composigao revestimento B foi uma composigao
padrdo Plasticoat® contendo 500 ppm  de

natamicina padrao.

96 queijos Edam de 2,5 Kg foram produzidos utilizando
métodos bem conhecidos. 48 queijos foram tratados com uma
composicdo revestimento A, 48 queijos foram revestidos com
a composicdo de revestimento B, utilizando métodos bem
conhecidos. 0s queijos foram revestidos duas vezes
(aproximadamente 7 gramas de revestimento por queijo por
tratamento). Apds salmoura, os queijos foram armazenados
durante 3 dias, apdés o que 0s queijos secos foram tratados
com a composigdo revestimento pela primeira vez. Apds 5
dias o©0s queijos foram virados. O segundo tratamento foi
apés 8 dias. Apds 11 dias os gueijos foram virados. Os
gueijos estavam armazenados para maturag¢do sob condigdes

padrdo (humidade relativa de 87%, temperatura de 11 °C).

21 dias depois da produgédo os gueijos foram examinados
visualmente em relagdo ao crescimento de fungos na
superficie. ©Nos 22 queijos tratados com a composicao
revestimento padrdo (composicao de revestimento B) foram
observadas coldnias de fungos. Nos queijos tratados com a
nova formulacao (composicao de revestimento A) apenas foram

observadas coldénias de fungos em 3 queijos.



Estes resultados demcnstram que a nova composigao € também
mais eficaz no combate aos fungos no queijo Edam produzido

e armazenado numa fdbrica de queijo.

Lisboa, 27 de Junho de 2007



REIVINDICACOES

Complexo compreendendo natamicina complexada com uma
ou mais proteinas ou aminodcidos, o qual, quando
presente em 4agua, ndo produz cristais visiveis,
utilizando um microscoépio que possuil uma amplificacdo

de 400x.

Complexo de acordo com a reivindicacao 1, o qual,
quando presente em Agua, ndo perde substancialmente a

actividade durante 60 dias.

Complexo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a
proporcao de natamicina para a quantidade total de

proteina ou de aminodcido é de 10.000:1 a 1:10.

Complexo de acordo com a reivindicagao 3, em que a
proporcao de natamicina para a quantidade total de

proteina ou de aminoacido é de 100:1 a 1:1.

Complexo de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des anteriores, em que pelo menos uma das

proteinas ¢ uma proteina de leite.

Complexo de acordo com a reivindicacgdo 5, em que a
proteina de leite compreende uma proteina de soro,

caseina ou caseinato.

Composigcdo compreendendo um complexo de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes anteriores e uma

gordura ou 6leo.



8.

9.

10

11

12

13

14

Composigao de acordo com a reivindicagao 7, em dque
pelo menos uma das proteinas presentes no complexo e

a gordura ou 6leo sdo ambos origindrios de leite.

Composigao de acordo com a reivindicagao 8, em que ©

leite é leite de vaca ou leite de soja.

.Processo para a preparacdo de um complexo como O
definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 6,
compreendendo:

- dissolver natamicina num solvente,

- misturar a natamicina dissolvida com uma ou mais

proteinas,

- isolar opcionalmente o complexo formado.
.Processo de acordo com a reivindicag¢ao 10, em que o
solvente é um ligquido aquoso e a dissolugdo da

natamicina é alcancgada por redugao ou aumento do pH.

Processo de acordo com a reivindicagao 11, em que o

complexo ¢ formado por ajuste do pH da mistura de
natamicina dissclvida e proteina para valores

compreendidos entre 5 e 9.

Processo de acordo com a reivindicagao 10, em que o

solvente é um solvente orgénico, e o complexo forma-
se neste solvente ou num liquido compreendendo este

solvente,

.Uso de um complexo como © reivindicado em qualquer
uma das reivindicag¢bes 1 a 6, ou de uma composicgao
como a reivindicada em qualquer uma das

reivindicagdes 7 a 9, como um tratamento antimicédtico



preventivo para produtos naturais, o0s quais sao

produtos agricolas ou alimentares.

15. Produto natural, sendc este um produto agricola ou
alimentar, © qual foi tratado com um complexc como ©
reivindicado nas reivindicag¢des 1 a 6 ou composigdo

como a reivindicada nas reivindicagdes 7 a 9.

Lisboca, 27 de Junho de 2007
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