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

W ykonana w 1994 roku, pod kierunkiem Zakładu Badania Żywności i Przedmiotów 
Użytku P Z H 1, kontrola serów dojrzewających (pobieranych od producenta) na zawar
tość natamycyny wykazała nieprawidłowe, niezgodne z przepisam i stosowanie tego 
antybiotyku w przemyśle mleczarskim. Stwierdzono jego obecność w jadalnej części 
sera, co powinno dyskwalifikować produkt [1 OJ.

D o oznaczenia natamycyny w serach stosuje się głównie metody spektrofotometry- 
czne oraz wysokosprawnej chrom atografii cieczowej [2, 4, 5], a także technikę chro
m atografii cienkowarstwowej i metody immunoenzymatyczne [6, 7].

W związku z koniecznością kontrolowania użycia natamycyny w przemyśle mleczar
skim oprócz rutynowej metody spektrofotom etrycznej [8] wydaje się zasadne zastoso
wanie metody wysokosprawnej chrom atografii cieczowej.

Celem pracy była ocena przydatności m etody wysokosprawnej chromatografii 
cieczowej w rutynowej kontroli oznaczania natamycyny w serach dojrzewających.

MATERIAŁY I METODYKA

Przedmiotem badania był ser dojrzewający „Edamski” bez antybiotyku oraz fortyfikowany 
natamycyną w zakresie stężeń 0,05 - 8,0 mg/kg. Pozostałość natamycyny w serze oznaczano 
metodą wysokosprawnej chromatografii cieczowej z fazą stacjonarną C-8 oraz detekcją UV [5].
A p a r a t u r a

1) Chromatograf cieczowy E 600 firmy Waters, USA; 2) detektor UV-VIS 486 Waters; 3) 
integrator 746 Waters: 4) kolumna Nova-Pak С 8, 3,9x150 mm, Waters; 5) prekolumna Resolve 
С 18, Waters;. 6) wytrząsarka Elpan 357.
O d c z y n n i k i  i m a t e r i a ł y

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

Materiały: 1) kolumny do ekstrakcji Sep-Pack Cie, Waters; 2) sączki Whatmann No 2; 3) 
sączki strzykawkowe Millex HV 0,45 ц т , Millipore.

Do oznaczeń stosowano wodę oczyszczoną przez odwróconą osmozę i dejonizowaną.
P r z y g o t o w a n i e  k r z y w e j  w z o r c o w e j

Przygotowano krzywą wzorcową w zakresie stężeń od 0,1 do 0,8 (ig/ml. Do kolby miarowej 
50 ml odpipetowano 5 ml roztworu natamycyny II i uzupełniono mieszaniną metanolu z wodą 
(2 : 1), a następnie odpipetowano 1, 2, 4, 6, 8 ml do serii kolb miarowych o pojemności 50 ml- 
Uzyskano roztwory wzorcowe antybiotyku o stężeniu 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ng/ml. Na kolumnę 
chromatografu podawano po 20 ц1 każdego roztworu i rejestrowano pole powierzchni piku, a 
następnie sporządzano krzywą wzorcową w układzie stężenie-pole powierzchni piku.

Natamycynę i jej roztwory należy chronić przed światłem.
W a r u n k i  p r a c y  c h r o m a t o g r a f u

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

1 Udział brały Wojewódzkie Stacje Sanitarno-Epidemiologiczne w Białej Podlaskiej, Olsztynie
i Poznaniu.
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przepływ 1 ml/min;
liczba półek teoretycznych kolumny ok. 1600;
długość fali detektora 303 nm;
objętość próbki podawanej na kolumnę 20 ц1.

W y k o n a n i e  o z n a c z e n i a
Do 5 g rozdrobnionego sera umieszczonego w kolbie stożkowej (pojemność 200 ml) dodano 

50 ml metanolu i wzorzec o stężeniu 50 (ig/ml (roztwór II) w odpowiedniej ilości wg tabeli I. 
Kolbę wytrząsano na wytrząsarce mechanicznej (amplituda 5, 250 cykli na min.), chroniąc przed 
światłem, przez 90 min., a następnie dodawano 25 ml wody i przez godzinę przechowywano w 
zamrażarce w temp. -18°C. Zimny ekstrakt sączono przez sączek bibułowy, odrzucając pierwsze 
5 ml przesączu. Po doprowadzeniu przesączu do temperatury pokojowej, ekstrakt przepuszczano 
przez filtr strzykawkowy 0,45 ц т  i podawano na kolumnę chromatografu.

Dla zawartości natamycyny w serze od 0,05 do 0,4 mg/kg stosowano zagęszczenie wyciągu 
metodą ekstrakcji do fazy stałej: do 50 ml przesączonego ekstraktu dodano 100 ml wody i 
wymieszano. Kolumnę Sep-Рак Cis kondycjonowano przepuszczając (za pomocą strzykawki) 3-5 
ml metanolu i 10 ml wody. Następnie na kolumnę podawano rozcieńczony ekstrakt z szybkością 
25 ml/min., po czym przepuszczano 10 ml wody, kolumnę wysuszano przepuszczając 10 ml 
powietrza i wymywano natamycynę 3 ml metanolu. Roztwór ten podawano na kolumnę chro
matografu jak wyżej opisano.

Stężenie natamycyny odczytywano z krzywej wzorcowej.
Przykładowe chromatogramy dla wzorca natamycyny oraz fortyfikowanych próbek sera 

przedstawiono na rycinach 1 i 2.

Ryc. 1. Przykładowy chromatogram wzorca zawierającego 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. Przykładowe chromatogramy próbki sera zawierającego 0,1 mg/kg natamycyny: a) próbka 
bez zagęszczania, b) próbka zagęszczana metodą ekstrakcji do fazy stałej 

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

WYNIKI I ICH OMÓWIENIE

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

T a b e l a  I . Oznaczanie natamycyny w próbkach fortyfikowanych
Determination of natamycin content in fortified samples

* wartość średnia z trzech oznaczeń
** próbki zagęszczone 10 razy
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Odzyski dla badanych próbek fortyfikowanych natamycyną w zakresie od 0,5 do 8 
mg/kg wynosiły od 87 do 98 %. Są one porównywalne z wynikami uzyskanymi m etodą 
spektrofotometryczną [8, 11]. Odzyski dla zakresu stężeń od 0,05 do 0,4 mg/kg 
(zagęszczanych z zastosowaniem SPE) wynosiły od 89 do 95%; należy uznać je  za 
dobre. Zarówno względne odchylenie standardowe w zakresie 1,3 - 7,3%, jak  i granica 
oznaczalności (0,5 mg/kg oraz 0,05 mg/kg z zastosowaniem SPE) są zgodne z danymi 
piśmiennictwa [1, 5].

Stwierdzono również liniową zależność ilości dodanej natamycyny do oznaczanej dla 
badanych zakresów. Współczynniki korelacji dla stężeń 0,05 - 0,4 mg/kg wynosiły 0,994, 
a dla stężeń 0,5 - 8 mg/kg - 0,998, co przedstawiono na rycinie 3.

Ryc. 3. Wykres zależności pomiędzy dodaną a oznaczoną ilością natamycyny: a) z zastosowa
niem ekstrakcji do fazy stałej, b) bez zagęszczania
Plot of correlation between added and determined natamycin: a) after concentration 
by solid-phase extraction, b) without concentration
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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 
mg/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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