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MENDOZA, 31 de mayo de 2010.

VISTO el Expediente N° S$93:0002892/2010, del Registro del

INSTITUTO NACIONAL DE VITIVINICULTURA, y

CONSIDERANDO:

Que por el expediente mencionado en el Visto se tramita la
oficializacién del método de determinacién de natamicina en vinos por cromatografia
liquida de ultra alta resolucién y deteccion masa — masa.

Que la adicion de natamicina no constituye una practica permitida en la
REPUBLICA ARGENTINA, como tampoco en los paises miembros de la UNION
EUROPEA (UE) y en otros paises vitivinicolas,

Que su uso tampoco es practica recomendada por la ORGANIZACION
INTERNACIONAL DE LA VINA Y EL VINO (OIV).

Que por ello, se hace necesario proceder a su control tanto en los vinos
argentinos como en los importados.

Que dicha determinacion posibilita el control de la aptitud para el
consumo de los vinos en relacion a este compuesto por Cromatografia Liquida de
Ultra Alta Resolucion.

Que el INSTITUTO NACIONAL DE VITIVINICULTURA (INV) ha
incorporado recientemente tecnologia analitica de Ultima generacion para optimizar
tal cometido, mediante la adquisicion de un Cromatégrafo Liquido de Ultra Alta

Resolucion Masa-Masa.
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Que durante el afio en curso, se iniciaron las gestiones ante la OIV a
los fines de oficializar el método mediante el cual se establezca un limite de
deteccibn de la precitada sustancia, vinculado a posibles contaminaciones
indirectas.

Que sobre el particular, la REPUBLICA FEDERAL DE ALEMANIA y el
REINO UNIDO, han aceptado como criterio tecnologico un limite de CINCO
MICROGRAMOS POR LITRO (5 pg.L™).

Que Subgerencia de Asuntos Juridicos del INV ha tomado la

intervencion de su competencia.

Por ello, y en uso de las facultades conferidas por las Leyes Nros.

14.878 y 24.566 y el Decreto N°1.306/08,
EL PRESIDENTE DEL
INSTITUTO NACIONAL DE VITIVINICULTURA
RESUELVE:

1°.- Oficializase el método “DETERMINACION DE NATAMICINA EN EL VINO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA ALTA RESOLUCION MASA / MASA” que,
junto a su VALIDACION, obra como ANEXO en la presente Resolucion, en su
version en idioma espafiol.
2°.- A través de Subgerencia de Investigacion para la Fiscalizacion dependiente de
Gerencia de Fiscalizacion, continlense las gestiones iniciadas ante la
ORGANIZACION INTERNACIONAL DE LA VINA Y EL VINO (OIV) para la adopcion,

por parte de dicha Organizacion, del método que por la presente se oficializa para
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vinos, el cual fija el limite de deteccion de CINCO MICROGRAMOS POR LITRO (5
ug.L™), en previsién de posibles contaminaciones indirectas.
3°.- Registrese, comuniquese, publiquese, dese a la Direccién Nacional del Registro

Oficial para su publicacion y cumplido, archivese.

RESOLUCION Ne° C.19

LN.V.

C.P.N. GUILLERMO DANIEL GARCIA
PRESIDENTE
INSTITUTO NACIONAL DE VITIVINICULTURA
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ANEXO A LA RESOLUCION Ne° C.19/10.-

DETERMINACION DE NATAMICINA EN VINOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA

DE ULTRA ALTA RESOLUCION MASA/MASA

1. AMBITO DE APLICACION:
Este método se utiliza para la identificacion y cuantificacion de Natamicina en
vinos blancos, rosados vy tintos.
2. PRINCIPIO:
El método determina la presencia de natamicina en vinos, mediante
cromatografia liquida de Ultra Alta Resolucion - MS/MS, basandose en la
identificacion de la masa del ibn molecular 666,3 y de sus transiciones (hijos):
485,2 y 503,2.
3. REACTIVOS Y SUSTANCIAS:
3.1 Productos Quimicos:
3.1.1 Natamicina Marca Sigma P9703-25 mg o equivalente.
3.1.2 Acetonitrilo f.d. HPLC, z.B. gradiente Fisher A 996-4 CAS 75-05-8 o
equivalente.
3.1.3 Agua W 7-4 filtrada por 0,5 micrones CAS 7732-18-5 o equivalente.
3.1.4 Acido férmico 98% - 100%, z.B. P.A. Merck Art. Nr.: 1.11670 o
equivalente.
3.1.5 Metanol f.d. HPLC, z.B. pro analisis filtrado por 0,2 micrones Fisher

A 454-4 CAS 67-56-1 0 equivalente.
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4. MATERIALES E INSTRUMENTAL:

4.1 Matraz aforado de 100 ml.

4.2 Matraz aforado de 50 ml.

4.3 Pipeta de doble aforo de 25 ml.

4.4 Pipeta de doble aforo de 10 ml.

4.5 Pipeta de doble aforo de 5 ml.

4.6 Pipeta de doble aforo de 1 ml.

4.7 Propipeta.

4.8 Sistema de Filtracion al vacio Millipore o equivalente.

4.9 Filtro de Nylon de poro de 0,22 um x 47 mm de diametro marca picroclar
Y02047WPH o equivalente.

4.10 Membrana de nitrocelulosa blanca reticulada 0,45 um x 47 mm Gamafil
NO04-047 o equivalente.

4.11 Probeta de 1000 ml graduada.

4.12 Frasco Genna de 1000 ml o equivalente.

4.13 Jeringa de volumen variable.

4.14 Filtro de jeringa para soluciones hidroalcoholicas de 0,45 um Pall preferred
(PVDF) 13 mm PG-4457 o equivalente.

4.15 Balanza de precision + 0,01 mg.

4.16 Vial UPLC de 1,8 ml 12x32 GlIs Srw Cap VI w/Bnd pre-slt septa o
equivalente.

4.17 Ultrasonido COLE — PALMER.

4.18 Columna: Acquity UPLC® BECH C18 1.7 pm 2.1 x 50 mm.
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4.19 Precolumna.
4.20 Cromatégrafo UPLC-MS/MS equipado con ionizacion electro spray marca
Waters.
5. PREPARACION DE SOLUCIONES:
5.1 Solucién primaria de natamicina (100 mg.L™)
Pesar 10 mg (4.15) de sustancia estandar (3.1.1), transferir a matraz de
100 mly enrasar con metanol.
5.2 Solucién secundaria de natamicina (5 mg.L™)
Tomar 5 ml de la solucion primaria (5.1), transferir a matraz de 100 ml y
enrasar con metanol.
5.3 Soluciones estandar de calibracién en vino (5 pg.L™"; 10 pug.L™; 25 pg.Lty

50 pg.L ™). Utilizar vinos libre de natamicina.

Tabla N° 1: Descripciéon de Diluciones.

Solucién a 0 Concentracidon de la

o Dilucion . ,
diluir solucion estandar

100 mg.L'* | 5ml/ 100 ml 5 mg.L*
5 mg.L?! 1 ml /100 ml 50 pg.L?
50 pg.Lt 25 ml / 50 ml 25 pg.Lt
50 pg.L?! 10 ml / 50 ml 10 pg.L™
10 pg.L™ 25 ml / 50 ml 5 pg.L*?

Filtrar las soluciones estandar de calibracion en vino antes de la inyeccion

a traves de un filtro de jeringa (4.14).
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5.4 Fase movil:
5.4.1 Eluyente A: Agua, 0,1 % de Acido Férmico.
Medir aproximadamente 1000 ml de agua (3.1.3) en probeta
graduada (4.11). Agregar 1 ml de acido formico (3.1.4) y enrasar con
agua (3.1.3). Homogeneizar y filtrar con membrana de nitrocelulosa
(4.10) y sistema de filtracion (4.8). Envasar en frasco Genna (4.12).
5.4.2 Eluyente B: Acetonitrilo + 0,1 % de Acido Férmico.
Medir aproximadamente 1000 ml de acetonitrilo (3.1.2) en probeta
graduada (4.11). Agregar 1 ml de acido formico (3.1.4) y enrasar con
acetonitrilo (3.1.2). Homogeneizar vy filtrar con filtro de nylon (4.9) y
sistema de filtracion (4.8). Envasar en frasco Genna (4.12).
6. PREPARACION DE LA MUESTRA:
Filtrar el vino a través de filtro de jeringa (4.14), recibir en un vial (4.16) y colocar
en el inyector automatico.
7. PROCEDIMIENTO:

Establecer los parametros de trabajo:

Caudal: 0,3 ml/min.

Temperatura de la columna: 30 °C.

Temperatura de la muestra: 15 °C.

Volumen de inyeccion: 10 pl.

Loop de inyeccion: 10 pl.

Tiempo de retencion: 4.3 minutos.
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Tabla N° 2: Gradiente de Elucion.

Tiempo % Eluyente A | % Eluyente B
(en minutos) (5.4.1) (5.4.2)
0 90 10
10 40 60
15 40 60
16 90 10
20 90 10

Tabla N° 3: Parametros de Deteccion.

Transiciéon T|empo_ ,de Voltaje de | Energia de
retencidn 2
de Masas : Cono Colision
Dwell (min)
666,3>485,2 0,078 14 12
666,3>503,2 0,078 14 11

8. EXPRESION DE LOS RESULTADOS:

Los resultados se expresan en pg.L™ con una cifra significativa.
El'ién de confirmacion es la transicién (idn hijo) 485,2.

El'ién de cuantificacion es la transicion (i6n hijo) 503,2.

Form. N 1159 0. M.

9. PARAMETROS DE VALIDACION INTERNA:

Tabla N° 4: Parametros de validacion.

Validacion interna Vino blanco Vino tinto
LD (Ll,mlte de -1 -1
Deteccion) > Hg.L > Hg-L
r (Indice de 1 1
repetibilidad) 0,7 ng.L 0,7 hg.L
o —
Cv % (coeficiente de 2.4 % 3,4 %
variacion porcentual)
R? (coeficiente de
correlaciéon - 0,995 0,998
regresion)
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Tabla N° 5: Rango dinamico de natamicina en vino blanco.

Std. Vino . . Area de Pico de | Concentracion por
Blanco Area de Pico C tificacion unto de Natamicina
(ug.L'!) | de Natamicina van P -1

503,2 (hg.L™)

0 0 0 0,0
0 0 0 0,0
0 0 0 0,0
0 0 0 0,0
5 2177 980 5,1
5 2445 936 4,9
5 2427 947 5,0
5 2338 917 4,8
10 4181 1738 10,3
10 3968 1660 9,9
10 4133 1611 9,6
10 4242 1683 10,0
25 10113 4061 25,2
25 10029 3993 24,8
25 10171 4055 25,1
25 10478 3986 24,7
50 16815 6885 49,7
50 17541 6943 50,1
50 17218 7010 50,6
50 17079 6829 49,3
9000

6000

3000
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Gréfico N° 1: Rango Dinamico de Natamicina en Vino Blanco hasta 50 ug.L™.
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Tabla N° 6: Rango dinamico de natamicina en vino tinto.

Std. Vino Area de Pico Area de Picolde Concentracion por
Tintf)1 de Natamicina Cuantificacién | punto de Na_Eamicina

(Hg.L™) 503,2 (Hg.L™)
0 0 0 0,0
0 0 0 0,0
0 0 0 0,0
0 0 0 0,0
5 1730 726 5,0
5 1844 688 4,8
5 1642 746 5,2
5 1774 691 4,8
10 3310 1457 10,2
10 3395 1406 9,8
10 3456 1399 9,8
10 3383 1430 10,0
25 8267 3231 24,6
25 8018 3399 25,8
25 8447 3237 24,6
25 8089 3264 24,8
50 16199 6505 50,0
50 16451 6247 48,0
50 16248 6578 50,6
50 15735 6658 51,2
9000
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. 6000 + R®=0,9982

2

%

3

<< 3000 +

0
0 10 20 30 40 50 60
ug.L™

Form. N 1159 0. M.

Gréfico N° 2: Rango Dinamico de Natamicina en Vino Tinto hasta 50 pg.L™,
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10. Cromatograma de vino con 25 pg.L™* de Natamicina.
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Figura N° 1: I6n molecular de natamicina.
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Figura N° 2: lones de transicion (hijos) de natamicina.
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Nota 1. Tanto el equipamiento como las condiciones operativas se describen a modo

de ejemplo.

Nota 2: En caso que la muestra contenga mas de 50 pg.L™ se diluird hasta que el valor

ingrese dentro de la curva de calibracion.
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