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Dnlum: 1980-09- ï.~ 

J'r.nr.: 7.LJ76 

LAllORATORlut1 ADDITIEVEN 

VERSLAG 80 G 1 7 80/49 

Project: Ontwikkeling methoden voor het aantonen en bepalen van 

schimmelwerende middelen 

Onderwerp: HeU1oden voor het bepalen van natamycine 

Bijlagen: Intern voorschrift "Leusden"(!) + G 160(2) 

Doel: 

Het testen en becommentariëren van de door het Zuivelcontrole-Instituut 

te Leusden voorgestelde bepalingsmetbode voor natamycine in kaaskorst. 

Samenvatting : 

Een monster fijngesneden kaaskorst afkomstig van het Zuivelcontrole-instituut 

is onderzocht : 

- volgens de voorgestelde methode; 

volgens een enigszins gewijzigde "methode Leusden"; 

-volgens RIKILT intern voorschrift (G 160). 

Tevens is de opgegeven factor gecontroleerd aan de hand van oplossingen 

van delvocid . 

Conclusie: 

De voorgestelde methode is voor beperkte aantallen monsters. bruikbaar, 

voor grotere aantallen monsters (> 4 à 5) is de methode hijzonder arbeids

intensief. Dit kan voor een deel worden ondervangen met de t door ons voor

gestelde wijzigingen. 

RIKILT voorschrift G 160 geeft hogere uitkomsten en is eenvoudiger toe te 

passen dan het aangeboden voorschrift van de Z.C.I. 

Verantwoordelijk: dr W.G . . de Ruig 

Mederwerker/samensteller: 1"J.J. van Oos'trom ~ 
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Inleiding: 

Op 1980-09-23 werd een monalcr fijngc~n~den kaaakorsl ontvangen . De dikt~ 

van deze kaaskorst bedroeg volgens opgave in schrijven L 795 d.d. 1980-09-16, 

5 mm. 

Er werd gevraagd het monster te onderzoeken volgens een bijgevoegd analyse-

voorschrift . 

Het monster is met deze methode onderzocht en tevens volgens een gewijzigde 

methode. Bovendien is de methode ve rgeleken met de RIKILT methode (G 160). 

Onderzoek volgens "methode Leusden" (zie bijlage I) 

Dit voorschrift is zo veel mogelijk nauwgezet gevolgd . Op praktische 

gronden moesten enige kleine wijzigingen aangebracht worden . 

De voorgestelde verkleining van he t monstermateriaal met behulp van een 

koffiemol en is uitgevoe rd met een moulinex. 

Het centrifugeren bij 600 x g is uitgevoerd bij 4800 rpm . 

Het mengen me t een "paddle" is overbodig bij gebruik van cuvetten met een 

inhoud van 3 rol, he t is dan voldoende om de met een teflon s top afgesloten 

cuvet enige malen om te schudden. 

Voor het overige is he t voorschri ft exact gevo l gd vanaf punt 5.5 . Als blanco 

is methanol gebruikt, hierover zij n geen gegevens opgenomen in he t voor-

schrift. 

De verkregen uitslagen Z1Jn vermeld 1n de tabel (onder nr . 1). 

·2 Onderzoek volgens gewijz i gde "method e Leusden" 

Uitgaande v an het RIKILT voorschrift G 160, waarbij wordt gewerkt met 

fijngesneden in plaats van gemal en kaas(korst), werd besloten om het 

aangeboden monster direc t af te wegen en te extraheren. 

Voor het overige is de werkwijze van I gevol gd . 

Zie voor de uit slagen de tabel (ond er nr. 2) . 

3 Onderzoek volgens intern voorschrift G 160 (zie bijlage 2) 

nij deze bepaling is gemeten bij de opgegeven golf lengten en 1s ook 

als blanco methanol gebruikt . De uits l agen zij n verme ld in de tabel 

(onder nr. 3). 

- 3-



- 3-

4 liepalen van de te gebruiken factor 

Door het Zuivelcontrole-instituut is als factor 12.12 opgegeven . 

Aangezien dezè factor afhankelijk is van de exacte golflengten waarbij 

wordt gemeten en de golflengte- instelling weer afhankelijk van 

Je het gebruikte apparaat 

2e de .voorhanden zijnde oplossing 

was het wenselijk om de factor onder de eigen meetomstandigheden vast te 

s tellen. 

Hiertoe zijn 5 oplossingen van Delvocid Instant gemaakt van verschillend 

gehalte. 

Van deze oplossingen is eerst he t exacte gehalte bepaald aan de hand van 

voorschrift G 160, dus met de z.g. "ee rste piek". 

Hierna is gemeten bij de door het ZCJ opgegeven golflengten en 1s de factor 

berekend . De factor bleek onder onze omstandi gheden gemiddeld 12,45 te zijn 

in plaa ts van 12,12. 

Alle metingen Z1Jn ook met deze factor berekend en ver zameld 1n de tahel 

(onder nr. 4). 

5 Neting bij 330 run in plaats van 329. 

Het z . g. 2e minimum bij meting van de piek bij ca. 318 nm i s in werkelijk

heid géén minimum . 

Het zei schrijft 329 run voor, wij gebruiken.330nm. De keuze is arbitrair 

Bij 330 nm is de factor door ons in he t verleden v as t gesteld: F = 12,39 

Alle monsters zijn tevens bij 330 nm gemeten en be rekend met genoemd e 

factor. Deze uitslagen zijn eveneens vermeld 1n de tabe l (onder nr. 5) 

2 
Tabel: uitslagen opgegeven 1n mg/dm 

Leusden 
methoden 

2e m1n. I! 

Fac t or I 2 , I 2 329 I, 99 

Factor 12 ,45 329 

4--) 2,05 

Factor I 2,39 

5~ 2, 07 
330 

gewij z i gde 
Leusden G-160 

methoden 

2 { 3~ HPLC 

I, 87 2 , 23 2,66 

I, 92 2, 29 

I, 94 2,32 
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Overwegingen en concluaies: 

Principe: Het principe vun de methode ia aantrekkelijk , de voorgesteld~ 

monsterneming volgens NEN 375 1 geeft inderdaad de grootste kans op een 

representatief monster . 

Ook de bereiding van het analysemonster is a antrekkelijk . 

2 Apparaten: He t schilapparaat 3.5 moet nader gedefinieerd worden . 

De koffiemolen, die volgens het begeleidend schrijven gebruikt moet 

worden is niet vermeld in het voorschrift . 
' 

3 Verkleiningsmethode: In de voorgestelde methode geschiedt dit met een 

koffiemolen, in voorschrift G 160 wordt hiervoor een mes gebruikt. 

Het is de vraag of een koffiemolen tijdwinst oplevert, wanneer men ook 

het schoonmaken tussen de opeenvolgende monsters meerekent, Bij grotere 

aantallen zal dit zeker niet het geval zijn. 

Een ander punt is of een gemalen monster door een fijnere verdeling beter 

extraheerbaar is, of anders gezegd of de stukjes bij eenmet een mes 

gesneden monster niet te groot zijn voor volledige extractie . 

Dit is door ons nagegaan door de beide methoden naast elkaar toe te 

passen . Om e en goede verge lijking mogelijk te maken is de meting volgens 

het ontvangen voorschri f t uitgevoerd . 

Uit de cijfers in de tabel onder nrs. I en 3 blijkt dat de voorbereiding 

van het monster volgens voorschr ift G 160 hogere uitkomstengeeft dan de 

voorbereiding met het ZCI voorschrift, voorbereiding met een mes volgens 

G 160 levert een gehalte op van 37, 2 1 mg/kg , voorbere iding met een koffie

molen/moulinex vo l gens ZCI voorschrift 33,23 .mg/kg. 

Statistisch blijken de uitkomsten ook significant te verschillen. 

Dit kan twee oorzaken hebben, een vollediger extractie en/of een meer 

geconcentreerde meetoplossing. 

4 Meting: Volgens het voorschrift van de ZC l wo r dt het verkregen extract 

in een cuvet verdund . 

Dat heeft twee nadelen: 

Je Er kunnen verdunningsfouten ontstaan 

2e Cuve tten moeten na elke meting gereinigd en gedroogd worden. 

De extractiemethode volgens voorschrift G 160 l evert een he lder en direct 

meetbaar extract op. 

Tevens is ruim voldoende extract voorhandenomcuvetten voor te spoe len 

zodat reinigen en drogen achterwege kan blijv~n . 
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Een ander voordeel is dat de meetoplossing meer geconcentreerd is dan 

de meetoplossing volgens ZCl voorschrift. 

5 Omrekeningsfactor: Deze is zoals beschreven van verschillende factoren 

afhankelijk. 

Het is noodzakelijk dat deze factor per apparaat eerst bepaald wordt. 

6 Tweede minimum: Aangezien hier geen echt m1n1mum optreedt moet dit 

dwingend voorgeschreven worden. In 5.8 ware dit duidelijk te maken 

door te lezen: "bij circa 310 en bij 329 nm". 

In het voorschrift wordt voor dit tweede m1n1mum 329 nm voorgeste ld. 

Wij gebruiken 330 nm, met als factor 12,39 . 

Het voordeel van 330 nm is dat het meetpunt l ager op de he lling van de 

piek ligt en dus op een minder steil gedeelte . 

Een tweede voordee l voor ons is dat 330 nm nauwkeuriger 1s 1n te stellen 

op onze spectrofotometer . 

Uit het cijfermateriaal in de tabel blijkt dat zowel de voorbereiding als 

meting volgens voorschrift G 160 de hoogste uitkoms t geef t. 

Verkleining van het monster volgens voorschri ft G 160 en extractie met 

ZCI voorschrift blijkt niet te voldoen, de c ij fers 1n kolom 2 z ijn 

het l aags t. 

Jv0/'1-iA 
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De bepaling vn.n het netD.lJl.Yc:inegc)Ja)te vnn }.: un~;. 

, . Principe 
Het nat~cinegehalte van kaaskorst ~ordt bepnald door kaaskorst te extraheren met 
~ethanol en ~an het verkreeen extract de e xtincties te met e n bij: 
het absorbtiemaxiroum. circa 317 nm en de aboorbtieminima. _circa 310 en 329 n m .• 2 
Met behulp van de~e extincties Yordt het nnt~cinegehalte.ui~gedrukt ~n rog/ dm , 
berekend. = ·I · 

2. 
I 
I ,. 

Reagentie 

2.1 Jnethanol, chemisch zuiver. 

3. Apparatuur 

3.1 balans. tot op 1 mg ·nauwkeurig. 
3.2 spectrofometer, ~aarmee in het UV-gebie d kan ~ord en gemeten en kwarts cuvetttn met 

een veglengte van · 1 cm. 
3 . 3 ultrason- bad. . 
3.~ centrifuge (600 x g ) en centrifugebuizen van circa 30 m1 met glazen stop . 
3 .5 sehilapparaat, · ~anrmee een kaaskorst van 5 mm dikte k an worden afgesneden . 
3.6 mal van 5·x 5 cm; van kunststof (b.v. perspex of roestvrijstaal ) 

~. Mons terneming I 
I 

·~.1 Neem een sektormons ter kaas volgens NEN 375 1. 

5 -

5- 1 

5.2 
5-3 

5-~ 

5-5 

5 .6 

5-7 

5 . 8 

Werkwijze 

Snijd, indien nodig, de sektor in "dunnere " sektoren, waarvan de maximale dikte 
( gemeten aan de ronde buitenzijde ) circa 5 cm bedraagt . 
Sni jd van de gehele sektor(en) de korst met een dikte van 5 mm. . 
Snijd 'uit de verk regen korst met b ehulp van de mal een s tuk korst van 25 ~m2 . De 

2 1 . a· 2 25 cm .eventuee l samens~e len. m t l. verse2~tukl<en korst. '\-leeg de 25 ei!! kaasr.orst. 
Snijd alle kaaskors t - ~nclusl.ef de 25 cm gewogen korst - tot kleine stukj es va n 
1 à 2 mm dikte en . ho~ogeni see~ het gesneden onderzoekmater iaal . 
Weeg zoveel gesneden'kaaskor~t in als ongeveer overeenkomt met 25 cm

2 
en breng ~it 

over in een,br~ne erlenmeyer van 250 ml. · Voeg 50 ~methanol toe e n extraheer 30 
nànute ri met behulp van het -Ultrason~bad. · 
Plaats de erlenmeyer gedll!,ende c~rca 15 minuten in h et .diepvriesvak van de koelkast . 
Giet een deel van bet extrakt (circa 10-20 .ml ) .over i n de centrifugebuis en centri - . 
.fugeer ge.du_r:ende ~ö minuten bij ·circa· 600 . x g . . ·. ':· · . 
Breng 0~5· ml van ··de b ovenstaande oplossing over in e en cuvet.!Voeg 2 :ril methÏmol tof 
Meng a·e inhoud van de cuvet met behulp . van een 11paddle" . 
Meet de minimale- en maximale extincties bij circS.:.310 en 329 nm, resp~c~ievelijk 
ei ren 3 17. nm. . . . 

6. Be rekening 

6.1 Bereken het .nata.mycinegebaite·rvan .de kaaskorst, l.n mg/dm
2

., met b ehulp van de formulE 

12 ,12 { E1 
i. 

hierin is' 
. . i 

.. . E1 = maxi~e extinctie bij circa 317 nm 

·... . :E~ . / .minimum ex-tinctie bij circa 3 10 nm . . . . t 
.·. ··.: . . E~ : 7=.'.: :ininÎmum extinctie. bij c~rca 329 . nm 

. . . . . . .. I ,- ,. . ." 

I ' 
• •• 0 . 4 

.-• 

... . ·· . . ' . . ·. . . -: ! : . 
.. · .. : : . .. ·· .. · . ·' .·· \ 

. . · ··. .. .. . · . . 
. •.. . . . .. 

"; ~ . • : • 0 • • ... .. • 
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_Qpmerkin.een 
De faktor .12,12 dient te ~orden vaatgesteld ~et behulp vnn een stnndanrdoplossi~g 
·van nate.mycine. Maak daartoe een oplosr..ing van -zuivere natruziycine in ~ethanol van 
circa 4·~g/ml. Meet de e~incties E1, ~2 enE, van deze oplossing bij de in punt 
6.1 genoemde golflengtenlten opzichte van ~ethanol. 
Bereken de faktor f uit de vergelijking 

· .. m 
~. = -----------------

E)-~(E2-E3) 

}IÎ crin :i u rn het uW1tul lJg nnturnyc:ÏJJc/ml vun dt: gemetr:n oploo:Jing. 

7. 2 Bi j 329 nm wordt geen miniurnextinctie van natamycine ~aargenomen. 
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Intern Analyse voorschrift Nr. C. 160 (kaas dckmiddelen). 

le oplage(l980-04-29). 

BEPALING VAN N~TAMYCINE IN KMS EN KAASKORST. 
! . . 

-------------------------------------
1. Beginsel ;. • 

Na~amyclne wordt uit kaas of kaaskorst geëxtraheerd en spectrofoto

metrlsch bepaald • 

. 2. Reagentia 

2.1. Methanol p.a. 

3. Apparatuur en glaswerk 

3.1. Erlenmeyers 150 200 ml. 

3.2. Maatcylind.e.Fs~O - 100 ·ml. 

3.3. Schudapparaat voor erlenmeyers. 

3.4. Trechters_:~.: 8,·cm. 

3.5. Filters Whatman 540. 

3.6. Spectrofotometer geschl~t voor u.v. 
3.7. Cuvetten, kwarts 1 cm. 

4. Werkwijze 

Snij=· de kaas of . k.aas~orst in kleine stukjes . 

Weeg ·nauwkeurig 5 o~ 10 g af in een erlenmeyer. 

·Voeg •respectievelijk -toe 50 of 100 ml methanol. 

/ 

Plaats. de· _erle~eyer in een s chudappparaat. en laat li .. .uur .schudden. 

Ditmoet in een ·verduisterde ·ruimte _geschieden. 

Filt reer de oplossing -door een Whatman 540 filter, ·eventueel een tweede 
·. . . . . . - . 

m~al als het filtraat riiet helder is. 
• ' . ' I -. ' 

t1eet het filtraat bij 295,5 en -311 nm (minima) en 303 nm ·· (maximum) in 

een 1 cm kwartscuvet: 

Deze golflengten dienen gecontroleerd te worden. · 

Gebruik als blanco een extract van ~atamycinevrije kaas. 

. : ... . . · . . . 
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WAGl:NINGEN 

Berekenin_g 

C = A { E1 
j (~2 

I 

-+ [.3 ) \ 

Waarin: I 
I 

c = concentratie n~tamycine in lJQ/ml. 

A = constante faotor 15,7. 

El = [303 
[2 = [295,5 
E3 = [311 

Wageningen , 1980~05 -13. 

Paraaf schelkundige : dr W.G. de Ruig. 

Paraaf · sa~ensteller/medewerker: J.J. van Oostrom. 

c •. c. De Ruig, 

.van Oostrom, 

Van Doesburgh, 
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