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Einleitung

Nisin 1st ein von Bakterien (z.B. Lactococcus lactis subsp. lactis) gebildetes
Peptid, das andere Mikroorganismen hemmt oder gar abtotet (1, 2, 3, 4).

Nisin wird deshalb bereits seit Jahrzehnten als nattirliches Konservierungsmittel
fir diverse Lebensmittel wie Gemiise, Kise, Fleisch und Kakao verwendet (5, 6, 7).
In den letzten Jahren sind viele neue Anwendungen fiir Nisin publiziert und oft
auch patentiert worden. So wurden 2004 in den Chemical Abstracts nicht weniger
als 141 Publikationen iiber Nisin ausgewertet, davon 32 Patente. Hiufigste Anwen-
dung bleibt die Nahrungsmittelkonservierung (8, 9, 10). Nisinbeschichtete Verpa-
ckungsmaterialien verhindern die Bildung von Mikroorganismen in vor- und vaku-
umverpackten Nahrungsmitteln (11, 12, 13). Grosses Potential wird Nisin in der
Entwicklung neuer Medikamente und Kosmetika und fiir weitere medizinische
Applikationen zuerkannt (14, 15, 16, 17, 18).

Es ist auch gegen einige bei der Kaseherstellung unerwiinschte Bakterien wirk-
sam, z.B. solche, die Buttersdure bilden und damit Fehlgirungen und/oder Spitbla-
hungen verursachen (19). Nisin ist in der EU und der Schweiz als Konservierungs-
mittel in Kise zugelassen, im Endprodukt dirfen aber nicht mehr als 10 bzw.
12,5 mg/kg nachweisbar sein (Hochstwerte fiir ungereiften, bzw. gereiften Kise).
Wihrend in einigen EU-Lindern Nisin als Konservierungsmittel bei der Kisepro-
duktion eingesetzt wird, hat die Branche in der Schweiz einen freiwilligen Verzicht
beschlossen.
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Nisin kommt in zwei Formen als Nisin A und Nisin Z vor, die sich in einer
Aminosaure unterscheiden (2, 20). In der Literatur sind verschiedene Methoden fiir
die analytische Bestimmung von Nisin publiziert worden (21, 22, 23, 24, 25), die
sich aber fiir die Uberwachung der Hochstmengenregelung durch die staatliche
Lebensmittelkontrolle oder durch die Produktionsbetriebe im Rahmen der Selbst-
kontrolle nur mit Einschrankungen eignen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Methode zur Bestimmung von Nisin A
(nachfolgend als Nisin bezeichnet) in Kise fiir die Uberwachung der vorgeschriebe-
nen Hochstmengen zu entwickeln. Die Bestimmungsgrenze der Methode sollte
zwischen 1 bis 5 mg/kg liegen und Nisin mit MS und MS/MS detektiert werden.

Methode

Vorversuche

Die Extraktion von Kise mit verdiinnter Ameisensiure bei 80°C ergab stark
triibe Losungen. Nach Zentrifugation bei 3000 g waren die Losungen immer noch
trtib. Mit Ultrazentrifugation (mindestens 20000 g) konnte aber der Extrakt geklart
werden.

Die direkte LC/MS/MS-Bestimmung von Nisin in den Extrakten ohne zusitzli-
che Reinigungsschritte scheiterte, weil die nisinspezifischen Signale mit stérenden
Matrixsignalen tiberlagerten.

Fir die chromatografische Trennung von Peptiden werden meistens Eluenten
mit einem Zusatz von Trifluoressigsaure verwendet. Erfahrungsgemass verschlech-
tert sich aber die Ionisation von Peptiden vor dem MS-Detektor in Anwesenheit
von Trifluoressigsdure. Bei der Bestimmung von Nisin mit LC/MS/MS muss aut die
Zugabe von Trifluoressigsiure zum Eluenten verzichtet werden, da sonst der sehr
selektive Ubergang m/z 672>811 nicht beobachtet werden kann.

Fiir die Bestimmung von Nisin mit LC/MS wurde zuerst ebenfalls ein Eluent
ohne Trifluoressigsaure erprobt. Das Signal auf der Masse m/z 672.1 [Nisin +5H]>*
war deutlich starker als das Signal auf der Masse m/z 839.6 [Nisin +4H]**. Erste
Messungen mit Kiseextrakten zeigten aber, dass das Signal auf der Masse m/z 672.1
im Gegensatz zum Signal auf der Masse m/z 839.6 stark durch unbekannte Signale
aus der Matrix gestort wird (Abb. 1). Die Reproduzierbarkeit des Signals auf der
Masse m/z 839.6 war unbefriedigend. Viel versprechender waren Versuche mit
Eluenten, die kleine Mengen Trifluoressigsiure enthielten. In einer Versuchsreihe
wurde fur das Signal auf der Masse m/z 839.6 eine optimale Konzentration der Tri-
fluoressigsaure im Eluenten von 0,01 % ermittelt (Abb. 2).

Standardl6sungen mit Konzentrationen unter 0,5 mg Nisin/L (90 nM) waren
nicht immer stabil. Vermutlich adsorbieren die Oberflichen von Gefassen je nach
Vorbehandlung geringe Mengen Nisin. Durch Zugabe von Rinderalbumin (BSA)
kann die Adsorption von Nisin an die Gefasswinde weitgehend verhindert werden,
so dass die Standardlésungen auch iiber mehrere Tage stabil sind.
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Abbildung 1 Matrixinterferenz auf dem Signal m/z 672 mit LC/MS
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Abbildung 2 Einfluss der Trifluoressigsiure-Konzentration auf die Ladungsverteilung,
LC/MS, Intensititsskala (Ordinate) bei allen vier Massenspektren gleich
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Prinzip

Die Probe wird zerkleinert und mit verdiinnter Ameisensiure extrahiert. Nach

Ultrazentrifugation werden storende Proteine mittels Filtration durch ein Moleku-
larsieb oder Gelchromatographie (GFC) abgetrennt. Im gereinigten Extrakt wird
Nisin an einer Polymer-Phase getrennt und mittels Massenspektrometrie detektiert.

Geréate

LC/MS mit folgenden Komponenten:

Autosampler ASI-100, Dionex AG
Hochdruckgradientenpumpe P680, Dionex AG
Saulenthermostat TCC-100, Dionex AG

Sdule PLRP-S 150-2 mm, 300 A, 3 pm, Polymer Laboratories
Massenspektrometer MSQ, Dionex AG

Integrationssoftware Chromeleon mit Excalibur, Dionex AG

LC/MS/MS mit folgenden Komponenten:

Hochdruckgradientenpumpe LC-10Advp, Shimadzu

Kontroller SCL-10Avp, Shimadzu

Autosampler Perkin Elmer Series 200 mit thermostatisierbarem Probenrack
(Betriebstemperatur 10°C)

Sdule PLRP-S 150:2 mm, 300 A, 3 ym, Polymer Laboratories

Saulenofen Pelcooler, Portmann Instruments AG

Massenspektrometer API 3000, Applied Biosystems

Weitere Gerite:

Analysenwaage, Genauigkeit +0,01 mg

Laborwaage, Genauigkeit +10 mg

Ultrazentrifuge mind. 20800 g

Laborzentrifuge mind. 3000 g

Membranfilter (z.B. Millex-GV PVDF 0,22 pm, Millipore Art. SLGV 013 NL)
Molekularsieb (z.B. Centricon YM-30, Millipore Cat. No. 4208)

GFC-Siule (z.B. Macherey Nagel Nucleogel GFC 300, 7,7 mm-300 mm)
Ultraschallbad (Telsonic TPC-120)

Reagenzien

Nisin, Reinheit >95% (z.B. AMBICIN N, Nutrition 21, Inc. 4 Manhattanville
Road, Purchase, New York 10577-2197)

Nisin aus Streptococcus lactis, 2,5 % (z.B. Fluka 72535)

Albumin, Bovine (BSA), Reinheit >96 % (z.B. Sigma)

Ameisensaure, Reinheit >99 % (z.B. Merck pro analysi)

Trifluoressigsiure, Reinheit >99,8 % (z.B. Uvasol, Merck)

Acetonitril, Reinheit >99,8 % (z.B. LiChrosolv, Merck)

Reinstwasser Reinheit >18,2 M)
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Losungen

Stamml6sung BSA
10 mg BSA in 10 mL Reinstwasser losen.

Puffer BSA

80 mL Reinstwasser mit 20 mL Acetonitril, 0,5 mL. Ameisensiaure 100 %, 0,01 mL
Trifluoressigsdure 100 % und 1 mL Stammlésung BSA mischen.

Ameisensiure B=5 g/L

0,50 mL. Ameisensdure 100 % in einen 100 mL Messkolben pipettieren und mit
Reinstwasser zur Marke auffiillen.

Standardstammlésung Nisin=100 mg/L

10,00 mg Nisin (Gehalt >95 %) in einen 100 mL Messkolben einwigen und mit
Ameisensdure B=5 g/L zur Marke auffiillen. Taglich neu herstellen.
Standardlésungen mit Standardstammlosung und Puffer BSA taglich neu her-
stellen:

Standardlésung 1: Nisin=0,10 mg/L

Standardlosung 2: Nisin=0,20 mg/L

Standardlosung 3: Nisin=0,30 mg/L

Eluenten fiir LC/MS

Eluent A: 2,5 mL Ameisensaure 100 % und 0,05 mL Trifluoressigsiaure 100 % in
500 mL Reinstwasser pipettieren.

Eluent B: 350 mL Acetonitril mit 150 mL Reinstwasser, 2,5 mL Ameisensaure
100 % und 0,05 mL Trifluoressigsaure 100 % mischen.

Eluenten fiir LC/MS/MS

Eluent C: 50 mL Acetonitril mit 450 mL Reinstwasser und 2,5 mL. Ameisen-
saure 100 % mischen.

Eluent D: 400 mL Acetonitril mit 100 mL Reinstwasser und 2,5 mL. Ameisen-
saure 100 % mischen.

Herstellung von Kase mit und ohne Nisin

Fiir die Uberpriifung der Richtigkeit der Methode wurden in der Forschungsan-
stalt Agroscope Liebefeld-Posieux 5 Kise mit und ohne Zusatz von Nisin (Applied
Microbiology Inc, Tarrytown NY 10591, USA) in die Késemilch hergestellt (siehe
Tabelle 1). Zu 200 g Milchkonzentrat (5fach konzentriert) wurden 3 mL Nisinlo-
sung (in 0,01 mol/L HCI) zugegeben und auf 35°C erwarmt. Die Mischung wurde
mit 4 g Starterkultur MK 401 und 2 g Oberflichenkultur OMK 701 (beide von
ALP) versetzt und gut gemischt. Danach wurden 0,04 mL Labextrakt (Hansen
Standard 225) zugegeben, gut geriithrt und in die Formen abgefullt. Die Proben
wurden anschliessend bei =18°C gelagert.

Probenlagerung
Die Kiseproben werden nach Eingang im Laboratorium bei max. 6°C gelagert.
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Tabelle 1

Herstellung von Kise mit Nisinzusidtzen

Probe berechneter Zusatz Nisin (mg/kg) Bemerkungen

1 0

2 755

3 15,0

+ 22.5

5 Z.5 ohne Zusatz von Starterkultur MK 401
Probenzerkleinerung

Fir die Untersuchung wird eine reprisentative Teilprobe mit einer Kiseraffel

geraffelt (handelstibliche Kaseraffel, Lochdurchmesser ca. 2 mm).

Arbeitsvorschrift mit Molekularsieb (=A1)

2,50 g Probematerial in einen 100 mL Messkolben einwigen, mit 70 mL Reinst-
wasser und 0,5 mL. Ameisensaure 100 % versetzen.

Messkolben im Schiittelwasserbad wihrend 30 Minuten bei 80°C schiitteln.
Nach dem Abkiihlen mit Wasser zur Marke auffiillen, schiitteln =Extrakt.

Ca. 1,5 mL Extrakt in ein 1,5 mL Tube (z.B. Eppendorf) pipettieren und
wiahrend 10 Minuten bei 20800 g zentrifugieren.

Tara des Auffangbehilters fiir das Molekularsieb (Centricon 30) auf der Analy-
senwaage bestimmen.

Auffangbehilter auf das Molekularsieb aufsetzen und Analysenwaage auf null
tarieren.

0,6 mL—-0,7 mL des Extraktes durch ein Membranfilter (z.B. Millex-GV PVDF
0,22 pm) in das tarierte Molekularsieb filtrieren.

Die Menge des Extraktes im Molekularsieb auf der Analysenwaage wigen.
Molekularsieb wihrend 45 min bei 2800 U/min zentrifugieren.

Brutto des Filterbehilters bestimmen, Nettogewicht Filtrat mit Wasser auf die
Menge der Einwaage erginzen (Korrektur der Peptidverteilung im Centricon
30, in der Regel ist die Wasserzugabe ca. 15% des zum Zentrifugieren eingesetz-
ten Extraktes).

Filtrat in ein HPLC-Vial transferieren und messen.

Arbeitsvorschrift mit Gelchromatographie (=A2)

2,00 g Probematerial in ein 60 mL Zentrifugenglas mit Schraubverschluss einwa-
gen, mit 50 mL Reinstwasser und 0,5 mL Ameisensaure 100 % versetzen.

Das Gemisch im verschlossenen Probegefiss wihrend 10 Minuten bei 80°C im
Ultraschallbad behandeln, anschliessend 30 Sekunden von Hand kriftig schiit-
teln und weitere 10 Minuten bei 80°C im Ultraschallbad behandeln.

Die milchige Emulsion im Kihlschrank auf ca. 30°C abkiihlen und wéihrend
45 Minuten bei 15°C und 3000 g zentrifugieren.
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— 2-mal 1,8 mL der triiben Losung in ein 2 mL Tube (z.B. Eppendorf) pipettieren
und 20 Minuten bei 20°C und 20800 g zentrifugieren.
— Aus den zentrifugierten Tubes ca. 1mL der klaren Losung entnehmen und

durch ein Membrantfilter (z.B. Millex-GV PVDF 0,22 pm) filtrieren.
— Den filtrierten Extrakt wie folgt iiber eine GFC-Saule reinigen:

Saule: GFC 300, 7,7 mm-300 mm
Eluent: Wasser/Methanol/Trifluoressigsaure (800:200:2 v:v)
Fluss: 1 mL/min

Detektion: 210 nm

1,0 mL des filtrierten Extraktes auf die GFC-Saule geben, im Elutionsbereich
(9,2 min. bis 12,2 min.) von Nisin die Fraktion wihrend 3 Minuten auffangen.
Die erhaltene Fraktion gut mischen und zirka 1 mL in ein HPLC-Vial trans-
ferieren und gemass den Bedingungen in der Tabelle 2 messen.

Tabelle 2
Bedingungen LC/MS und LC/MS/MS
Bedingungen LC/MS (=B1) LC/MS/MS (=B2)
Einspritzvolumeninpl 5 10
Siule PLRP-S 150-2 mm, 300 A, 3 um, Polymer Laboratories
Temperatur Sdule in °C 40 30
Massendetektor Ion Mode ESI + Ion Mode ESI +
Probe 500°C Stickstoff 8§ L/Min
Needle 3,5 kV 350°C
Detektion Masse 839,6 Masse Q1/Masse Q3
Span 0,5 672/672
Dwell Time 1,0 672/811 :
(selektivster Ubergang)
Cone 60V 672/649
840/840
Flussrate 0,25 ml/min 0,20 ml/min
Retentionszeit Nisin etwa 13 min etwa 5,7 min
Gradient Min %A %B Min %C %D
0 70 30 0 85 15
13 40 50 1 85 15
13,1 0 100 4 65 35
17 0 100 6 65 35
17,1 70 30 9 10 90
23 70 30 12 10 90
12:1 85 15
16 85 L5
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Berechnung

Aufarbeitung mit Molekularsieb

MW -100
EW

MW =Messwert der Probelésung (mg/L)
EW=Einwaage (g)

mg Nisin pro kg=

Aufarbeitung mit GFC

MW -157,52
EW

MW=Messwert der Probelésung (mg/L)
EW=Einwaage (g)

a: 50 ml Wasser plus 2 g Probenmaterial (ca. 2 ml) plus 0,5 ml Ameisensiure multipliziert mit einem Faktor von 3 (bedingt durch

die GFC)

mg Nisin pro kg=

Ergebnisse und Diskussion

Kalibrierung LC/MS (B1)

Die Standardlosungen wurden je dreifach gemessen. Die prozentuale Standard-
abweichung lag im Bereich von 3%-5% und die Kalibrierkurve war im Mess-
bereich linear (R?>0,99).

Kalibrierung LC/MS/MS (B2)

Alle Glaswaren wurden unmittelbar vor Gebrauch mit Methanol und dem
Losungsmittelgemisch gespiilt. Die Standardlésungen wurden aus einer Stamm-
16sung durch Verdiinnen mit einem Losungsmittelgemisch bestehend aus Wasser/
Acetonitril/Trifluoressigsaure (500:500:1 v:v) hergestellt.

Die Kalibrierung mit vier Messpunkten ergab eine lineare Funktion (R?>0,99).
Die Bestimmungsgrenze in der Messlosung (Ubergang 672 >811) lag bei 0,01 mg
pro L.

Vergleichsversuch und Wiederholprézision

Eine Kiseprobe mit Nisin wurde gemass den Arbeitsvorschriften A1/B1 und
A2/B2 mehrfach aufgearbeitet und gemessen. Die Ubereinstimmung der Resultate
und die Wiederholprizision waren gut (Tabelle 3).
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Tabelle 3

Bestimmung der Wiederholprizision mittels LC/MS und LC/MS/MS

Al/B1 A2/B2

Bestimmung 1 1,7 mg/kg 1,9 mg/kg
Bestimmung 2 1,8 mg/kg 1,9 mg/kg
Bestimmung 3 1,8 mg/kg 2,1 mg/kg
Bestimmung 4 1,9 mg/kg 2,0 mg/kg
Bestimmung 5 1,8 mg/kg 1,6 mg/kg
Bestimmung 6 1,8 mg/kg 2,4 mg/kg
Mittelwert 1,8 mg/kg 2,0 mg/kg
Standardabweichung 0,06 0,25

Variationskoeffizient 3,3% 13%

Al Aufarbeitung Molekularsieb

Bl Messung LC/MS

Wiederfindung von Nisin in Kase

A2 Aufarbeitung Gelchromatographie
B2 Messung LC/MS/MS

Die in der Forschungsanstalt Agroscope Liebefeld-Posieux hergestellten Kise-

proben (siehe Abschnitt Herstellung von Kise mit und ohne Nisin) wurden gemiss
der Arbeitsvorschrift A1/B1 aufgearbeitet und mit LC/MS (B1) gemessen. Die
Wiederfindung lag im Bereich von 58 % —81 %. Sie war unabhingig von der Lager-
zeit und der zugesetzten Menge Nisin (Tabelle 4). Fur die Bestimmung der Wieder-

findung wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

Tabelle 4

Wiederfindung von Nisin in Kise mit Zusitzen (N=2)

Probe berechneter Zusatz Wiederfindung Wiederfindung

Nisin (mg/kg) sofort nach 2 Monaten

1 0 n.n. n.n
2 755 63,2+1,9% Z1,7%27.95%
3 15,0 65,5+2,1% 63,9x1,7%
4 925 58.8+0.3 % 60,8+5.8%
3 735 67,7+3,8% 81,1+2,3%

n.n. nicht nachweisbar
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Kéaseproben ohne Nisin («Nullproben»)

Verschiedene Kisesorten wurden gemiss Arbeitsvorschriften Al oder A2 aufgear-
beitet. Die Chromatogramme der Probeldsungen von Kuhmilchkise wie Grana Padano,
Mascarpone und Fol Epi wiesen im Bereich von Nisin keine storenden Matrixsignale auf
(Abb. 3, Grana Padano, Nisin <0,5 mg/kg, nach A1, LC/MS und Abb. 4, Grana Padano,
nach A2, LC/MS/MS). In den Chromatogrammen von Probelosungen aus Schafmilch-
kise traten jedoch mit LC/MS — im Gegensatz zur Bestimmung mit LC/MS/MS
(Abb. 5, Manchego ohne Nisin und mit Nisin dotiert, A2, LC/MS/MS) — storende
Matrixsignale auf (Abb. 6, Manchego ohne Nisin und mit Nisin dotiert, A1, LC/MS).
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Abbildung 4 Nullprobe Grana Padano mit LC/MS/MS
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Abbildung 5 Manchego ohne Nisin und mit Nisin dotiert mit LC/MS/MS
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Abbildung 6 Manchego ohne Nisin und mit Nisin dotiert mit LC/MS

Vergleich der Aufarbeitungen mit Molekularsieb und GFC

7 zerkleinerte Kiseproben wurden mit 10 mg Nisin/kg dotiert, gemiss den
Arbeitsvorschriften Al und A2 aufgearbeitet und mit LC/MS (B1) und LC/MS/MS
(B2) gemessen (Doppelbestimmungen). Die Ubereinstimmung der Resultate und
die Wiederauffindungsraten lagen im Bereich von 61 % —105 % (Tabelle 5). Die Ver-
suche zeigten aber, dass die Gefahr von Querkontaminationen beim GFC-Vertfah-
ren grosser ist als beim Molekularsieb-Verfahren. Der Blindwert muss daher bei

diesem Verfahren regelmaissig tiberpriift werden.
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Tabelle 5
Vergleich der Aufarbeitungen Molekularsieb und GFC, Gehalte und Wiederfindungen
von Nisin in Kise

Einheit  A1/B1  A1/B2 A2/B1 A2/B2

Kuhmilch Fol Epi mg/kg 1,1 2,0
Fol Epi dotiert mg/kg 9,4 10,5 4 :
Wiederauffindungsrate % 83 85
Grana Padano 1 mg/kg <0,5 <0,5
Grana Padano 1 dotiert mg/kg 9,0 10,5 ] :
Wiederautfindungsrate % 90 105
Grana Padano 2 mg/kg <0,5 <0,5 0,6 0,9
Grana Padano 2 dotiert mg/kg 10,4 7,4 10,2 8,5
Wiederauffindungsrate % 104 74 105 84
Mascarpone 1 mg/kg <0,5 <0,5
Mascarpone 1 dotiert mg/kg 91 8,1 : 1
Wiederauffindungsrate % 91 81
Mascarpone 2 mg/kg <0,5 <0,5 <5 - <08
Mascarpone 2 dotiert mg/kg 8,8 8,1 9,4 8,1
Wiederauffindungsrate % 88 81 103 89
Schafmilch Manchego mg/kg <0,5 <0,5 <0,5 15
Manchego dotiert mg/kg 7,8 8,0 7,8 8,9
Wiederauffindungsrate % 78 80 86 81
Ziegenmilch  Chavroux mg/kg <0,5 <0,5 0,6 <0,8
Chavroux dotiert mg/kg 7.2 6,7 8,0 8,9
Wiederauffindungsrate % 72 67 81 98

! Nicht untersucht

A1 Aufarbeitung Molekularsieb Dotierung=10,0 mg Nisin/kg
A2 Aufarbeitung Gelchromatographie Dotierung=9,1 mg Nisin/kg
B1 Messung LC/MS

B2 Messung LC/MS/MS

Vergleich der Bestimmungsmethoden LC/MS und LC/MS/MS
Verschiedene Probelésungen (Aufarbeitungen Al und A2) wurden mit den bei-

den Bestimmungsmethoden B1 und B2 untersucht. Die Resultate stimmten gut
tiberein (Tabelle 5).

Abschéatzung der Bestimmungsgrenzen

Die abgeschitzte Bestimmungsgrenze fiir Nisin in Kise liegt bei beiden Verfah-
ren (A1/B1 und A2/B2) im Bereich 0,5 bis 1 mg/kg.

Dank

Die Autoren danken dem BAG, vertreten durch Herrn Urs Stalder (Vollzug
Lebensmittelrecht), fiir das Interesse und die Bereitschaft eine Expertengruppe ein-
zusetzen und die Arbeiten finanziell zu unterstitzen.
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Zusammenfassung

Es wurde eine Methode zur Bestimmung von Nisin A in Kise mit LC/MS und
LC/MS/MS fiir die Uberwachung der vorgeschriebenen Hochstwerte fiir Nisin in
Kise entwickelt. Die Bestimmungsgrenze liegt im Bereich von 0,5 mg/kg bis 1 mg/kg.

Résumeé

Une méthode LC/MS et LC/MS/MS a été développée pour la dosage de la
Nisine A dans le fromage pour la surveillance des valeurs de tolérance. La limite de
quantification se situe entre 0,5 mg/kg et 1 mg/kg.

Summary “Determination of Nisin A in Cheese by LC/MS and LC/MS/MS”

A LC/MS and LC/MS/MS method for the determination of Nisin A in cheese
was developped for the surveillance of the official limits. The limit of determination
is in the range of 0.5 mg/kg to 1 mg/kg.

Key words
Nisin, ambicin N, cheese, HPLC, LC/MS, LC/MS/MS
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