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wane do obrotu po 25 dniach od ostatniego zastosowania antybiotyku. Natamycyna
nie moze by¢ obecna w powierzchniowej 2 mm warstwie sera.

Wykonana w 1994 roku, pod kierunkiem Zaktadu Badania Zywnosci i Przedmiotow
Uzytku PZH 1 kontrola seréw dojrzewajacych (pobieranych od producenta) na zawar-
to$¢ natamycyny wykazata nieprawidtowe, niezgodne z przepisami stosowanie tego
antybiotyku w przemy$le mleczarskim. Stwierdzono jego obecno$¢ w jadalnej czesci
sera, co powinno dyskwalifikowaé¢ produkt [1Q

Do oznaczenia natamycyny w serach stosuje sie gtownie metody spektrofotometry-
czne oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej [2, 4, 5], a takze technike chro-
matografii cienkowarstwowej i metody immunoenzymatyczne [6, 7].

W zwiagzku z koniecznoscig kontrolowania uzycia natamycyny w przemysle mleczar-
skim oprécz rutynowej metody spektrofotometrycznej [8] wydaje sie zasadne zastoso-
wanie metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej.

Celem pracy byta ocena przydatnoSci metody wysokosprawnej chromatografii
cieczowej w rutynowej kontroli oznaczania natamycyny w serach dojrzewajgcych.

MATERIALY | METODYKA

Przedmiotem badania byt ser dojrzewajgcy ,,Edamski” bez antybiotyku oraz fortyfikowany
natamycyng w zakresie stezefn 0,05 - 8,0 mg/kg. Pozostato$¢ natamycyny w serze oznaczano
metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej z fazg stacjonarng C-8 oraz detekcjg UV [5].

Aparatura

1) Chromatograf cieczowy E 600 firmy Waters, USA; 2) detektor UV-VIS 486 Waters; 3)
integrator 746 Waters: 4) kolumna Nova-Pak C 8, 3,9x150 mm, Waters; 5) prekolumna Resolve
C 18, Waters;. 6) wytrzasarka Elpan 357.

Odczynniki i materiaty

Odczynniki: 1) metanol, HPLC Grade, Riedel-de Haen, Niemcy; 2) natamycyna - preparat
Delvocid firmy Gist-Brocades, Holandia, o oznaczonej zawartosci antybiotyku 51, 2%: roztwor
podstawowy | (stezenie 0,5 mg/ml) - 50 mg natamycyny rozpuszczono w 100 ml metanolu,
roztwdr podstawowy Il (stezenie 50 ng/ml) - do kolby 50 ml dodano 5 ml roztworu I i
uzupetniono mieszaning metanol, woda w stosunku 2 : 1; 3) kwas octowy cz. d. a. POCh Gliwice.

Materiaty: 1) kolumny do ekstrakcji Sep-Pack Cie, Waters; 2) saczki Whatmann No 2; 3)
sgczki strzykawkowe Millex HV 0,45 uT, Millipore.

Do oznaczen stosowano wode oczyszczong przez odwrdcong osmoze i dejonizowang.
Przygotowanie Kkrzywej wzorcowej

Przygotowano krzywg wzorcowg w zakresie stezeri od 0,1 do 0,8 (ig/ml. Do kolby miarowej
50 ml odpipetowano 5 ml roztworu natamycyny Il i uzupetniono mieszaning metanolu z wodg
(2 : 1), a nastepnie odpipetowano 1, 2, 4, 6, 8 ml do serii kolb miarowych o pojemnosci 50 ml-
Uzyskano roztwory wzorcowe antybiotyku o stezeniu 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ng/ml. Na kolumne
chromatografu podawano po 20 ul kazdego roztworu i rejestrowano pole powierzchni piku, a
nastepnie sporzadzano krzywa wzorcowg w ukfadzie stezenie-pole powierzchni piku.

Natamycyne i jej roztwory nalezy chroni¢ przed $wiattem.
Warunki pracy chromatografu

Faza ruchoma: metanol, woda, kwas octowy w stosunku 70 : 30 : 5;

1Udziat braly Wojewddzkie Stacje Sanitarno-Epidemiologiczne w Biatej Podlaskiej, Olsztynie
i Poznaniu.
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przeptyw 1 mi/min;

liczba potek teoretycznych kolumny ok. 1600;

dhugos¢ fali detektora 303 nm;

objetos¢ probki podawanej na kolumne 20 ul
Wykonanie oznaczenia

Do 5 g rozdrobnionego sera umieszczonego w kolbie stozkowej (pojemno$¢ 200 ml) dodano
50 ml metanolu i wzorzec o stezeniu 50 (ig/ml (roztwdr 1) w odpowiedniej ilosci wg tabeli I.
Kolbe wytrzasano na wytrzasarce mechanicznej (amplituda 5, 250 cykli na min.), chronigc przed
Swiattem, przez 90 min., a nastepnie dodawano 25 ml wody i przez godzine przechowywano w
zamrazarce w temp. -18°C. Zimny ekstrakt saczono przez saczek bibutowy, odrzucajgc pierwsze
5 ml przesaczu. Po doprowadzeniu przesaczu do temperatury pokojowej, ekstrakt przepuszczano
przez filtr strzykawkowy 0,45 u T i podawano na kolumne chromatografu.

Dla zawartosci natamycyny w serze od 0,05 do 0,4 mg/kg stosowano zageszczenie wyciggu
metodg ekstrakcji do fazy statej: do 50 ml przesaczonego ekstraktu dodano 100 ml wody i
wymieszano. Kolumne Sep-Pak Cis kondycjonowano przepuszczajac (za pomocg strzykawki) 3-5
ml metanolu i 10 ml wody. Nastepnie na kolumne podawano rozcieficzony ekstrakt z szybkos$cia
25 ml/min., po czym przepuszczano 10 ml wody, kolumne wysuszano przepuszczajgc 10 ml
powietrza i wymywano natamycyne 3 ml metanolu. Roztwoér ten podawano na kolumne chro-
matografu jak wyzej opisano.

Stezenie natamycyny odczytywano z krzywej wzorcowej.

Przyktadowe chromatogramy dla wzorca natamycyny oraz fortyfikowanych probek sera
przedstawiono na rycinach 1i 2.

Ryc. 1 Przyktadowy chromatogram wzorca zawierajacego 0,6 ng/ml natamycyny
Example of chromatogram of a standard solution containing 0,6 (ig/ml of natamycin
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Rye. 2. Przykladowe chromatogramy probki sera zawierajacego 0,1 mg/kg natamycyny: a) probka
bez zageszczania, b) prébka zageszczana metodg ekstrakcji do fazy stalej

Example of chromatograms of samples containing 0,1 mg/kg natamycin: a) without concentra-
tion, b) after concentration by solid-phase extraction

WYNIKI | ICH OMOWIENIE
Uzyskane w pracy wyniki z zastosowaniem metody HPLC do oznaczania natamycyny
w serach przedstawiono w tabeli I.

Tabela [|. Oznaczanie natamycyny w probkach fortyfikowanych
Determination of natamycin content in fortified samples

* warto$¢ $rednia z trzech oznaczen
** prébki zageszczone 10 razy
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Odzyski dla badanych prébek fortyfikowanych natamycyng w zakresie od 0,5 do 8
mg/kg wynosity od 87 do 98 %. Sg one poréwnywalne z wynikami uzyskanymi metoda
spektrofotometryczng [8, 11]. Odzyski dla zakresu stezen od 0,05 do 0,4 mg/kg
(zageszczanych z zastosowaniem SPE) wynosity od 89 do 95%; nalezy uznaé je za
dobre. Zaréwno wzgledne odchylenie standardowe w zakresie 1,3 - 7,3%, jak i granica
oznaczalnosci (0,5 mg/kg oraz 0,05 mg/kg z zastosowaniem SPE) sg zgodne z danymi
pismiennictwa [1, 5].

Stwierdzono réwniez liniowa zalezno$¢ ilosci dodanej natamycyny do oznaczanej dla
badanych zakreséw. Wspdtczynniki korelacji dla stezeri 0,05 - 0,4 mg/kg wynosity 0,994,
a dla stezen 0,5 - 8 mg/kg - 0,998, co przedstawiono na rycinie 3.

Ryc. 3. Wykres zaleznosci pomiedzy dodang a oznaczona iloscig natamycyny: a) z zastosowa-
niem ekstrakcji do fazy stalej, b) bez zageszczania
Plot of correlation between added and determined natamycin: a) after concentration
by solid-phase extraction, b) without concentration
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K.Rybinska, J. Postupolski, M. Szczesna

DETERMINATION OF NATAMYCIN RESIDUES IN RIPENING CHEESES BY
HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY

Summary

The purpose of the study was to determine the usefulness of high performance liquid
chromatography (HPLC) for natamycin determination in routine control of ripening cheeses.
In the method the antibiotic is extracted from the studied sample with a 2:1 methanol/water
solution, freezing of contaminants at -18°C and determination of HPLC using a RP Cs column
and UV detection. In case of low concentrations of the antibiotic the extract was condensed
by extraction to solid phase (SPE).

In the study of the fortified samples the basic analytical parameters of the method were
tested (determinability, repeatability, recovery) and its usefulness in the 0.05 - 0.4 mg/kg
concentration range (by SPE) and above 0.5 mg/kg of cheese was checked. Recovery was from
87 to 98%, repeatability was 1.3 - 7.3% and determinability was 0.5 mg/kg (using SPE 0.05
ma/kg).

The obtained results demonstrated a good usefulness of HPLC for routine control of
natamycin content in ripening cheeses. It seems recommendable to apply HPLC for natamycin
determination in ripening cheese by sanitary-epidemiological stations.
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