306 Utedni véstnik Evropské unie 03/sv. 1
31972L0199
L 123/6 UREDNI VESTNIK EVROPSKYCH SPOLECENSTVI 29.5.1972

TRETI SMERNICE KOMISE
ze dne 27. dubna 1972,
kterou se stanovi analytické metody Spolecenstvi pro dfedni kontrolu krmiv

(72/199/EHS)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského hospodéiského
spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady ze dne 20. ervence 1970
o zavedeni metod odbéru vzorkd a analytickych metod Spole-
Censtvi pro dfedni kontrolu krmiv ('), a zejména na ¢lanek 2
uvedené smérnice;

vzhledem k tomu, Ze uvedend smérnice stanovi, Ze dfedni
kontroly krmiv, jejichz cilem je ovéfit dodrzovani pozadavki
stanovenych prdvnimi a spravnimi pfedpisy a tykajicich se
jakosti a slozeni krmiv, se provddéji podle metod odbéru
vzorki a analytickych metod Spolecenstvi;

vzhledem k tomu, Ze smérnice Komise ¢. 71/250/EHS ze dne
15. Cervna 1971 () a 71/393/EHS ze dne 18. listo-
padu 1971 () jiz stanovily fadu analytickych metod Spolecen-
stvi; Ze s ohledem na stav doposud provedenych praci je vSak
nutné stanovit tiet{ sérii analytickych metod;

vzhledem k tomu, Ze opatfeni této smérnice jsou v souladu se
stanoviskem Stdlého vyboru pro krmiva,

PRIJALA TUTO SMERNICI:

Cldnek 1

Clenské stéty stanovi, Ze analyzy pro Gfedni kontroly krmiv,
pokud jde o obsahy Sskrobu, hrubych proteinti, hrubych
proteint rozpustnych pusobenim pepsinu a kyseliny chlorovo-
dikové, volného a celkového gossypolu, jakoz i o aktivitu
pepsinu, se provadéji podle metod popsanych v piiloze I této
smérnice.

(') Ut. vést. L 170, 3.8.1970, s. 2.
() Ut.veést. L 155,12.7.1971,s. 13.
() Uf.vést. L 279,20.12.1971,s. 7.

Obecnd ustanoveni uvedend v &sti 1 (Gvod) piilohy prvni
smérnice Komise ¢. 71/250/EHS ze dne 15. cervna 1971,
kterou se stanovi analytické metody Spolecenstvi pro tfedni
kontrolu krmiv, se pouZiji pro metody popsané v piiloze
I této smérnice.

Cldnek 2

Clenské stdty stanovi, Ze analyzy pro tdiedni kontroly krmiv,
pokud jde o stanoveni a identifikaci tetracyklinovych anti-
biotik, jakoZ i o obsahy chlortetracyklinu, oxytetracyklinu,
tetracyklinu,  oleandomycinu, tylosinu  a virginiamycinu
v krmivech, se provddéji podle metod popsanych v piiloze II
této smérnice.

Obecnd ustanoveni uvedend v ¢asti 1 (4vod) piilohy prvni
smérnice Komise ¢. 71/250/EHS ze dne 15. cervna 1971,
s vyjimkou ¢&asti tykajici se piipravy vzorku k analyze, se
pouziji pro metody popsané v piiloze II této smérnice.

Cldnek 3

Clenské stity uvedou v G&innost prévni a spravni piedpisy
nezbytné pro dosazeni souladu s touto smérnici nejpozdéji do
1. cervence 1973. Neprodlené o nich informuji Komisi.

Cldnek 4

Tato smérnice je urcena ¢lenskym stattm.

V Bruselu dne 27. dubna 1972.

Za Komisi

piedseda
S. L. MANSHOLT
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PRILOHA I

1. STANOVEN] SKROBU
Polarimetrickd metoda
Utel a rozsah
Tato metoda umozZiuje stanovit obsah Skrobu a produktt rozkladu o vysoké molekuldrni hmotnosti $krobu
v krmivech, s vyjimkou téch krmiv, kterd obsahuji fepné fizky, fepnou pulpu, susené fepné skrojky nebo listy,
bramborovou pulpu, suené kvasnice, produkty bohaté na inulin (napf. fizky a moucka z topinambur) nebo
skvarky.

Princip

Metoda zahrnuje dvojité stanoveni. PFi prvnim stanoveni je vzorek osetfen za tepla ziedénou kyselinou chlorovodi-
kovou. Po ¢ifeni a filtraci se polarimetricky zméfi optickd rotace roztoku.

Pii druhém stanoveni se vzorek extrahuje 40 % ethanolem. Po okyseleni filtratu kyselinou chlorovodikovou, ¢ifeni
a filtraci se zméfi optickd rotace za stejnych podminek jako pfi prvnim stanoveni.

Rozdil mezi dvéma méfenimi vyndsobeny zndmym faktorem uddvé obsah skrobu ve vzorku.

Cinidla
3.1 25 % (m/m) kyselina chlorovodikovd, d: 1,126.
3.2 1,128 % (m/V) kyselina chlorovodikova.

Koncentrace musi byt ovéfena titraci za pomoci roztoku hydroxidu sodného 0,1 N a za p¥tomnosti 0,1 % (m/
V) methyl¢ervené v 94 % (V[V) ethanolu. 10 ml = 30,94 ml 0,1 N NaOH.

3.3 Carreziiv roztok I: rozpustit ve vodé 21,9 g octanu zine¢natého Zn(CH,COO0),.2H,0 a 3 g ledové kyseliny
octové. Doplnit vodou na 100 ml.

3.4 Carreztv roztok II: rozpustit ve vodé 10,6 g hexakyanoZeleznatanu draselného [K,(Fe(CN),].3H,0. Doplnit
vodou na 100 ml.

3.5 40 % (V[V) ethanol, d: 0,948 pii 20 °C.

Pfistroje
4.1 Erlenmeyerova barika o objemu 250 ml s normalizovanym zdbrusem a zpétnym chladicem.

4.2 Polarimetr nebo sacharimetr.

Postup

5.1 Priprava vzorku

Rozmélnit vzorek takovym zpiisobem, aby cely prosel sitem s kulatymi oky o priméru 0,5 mm.

5.2 Stanoveni celkové optické rotace (P nebo S) (viz pozndmky 7.1)

Navdzit 2,5 g vzorku s pfesnostina 1 mg a dit ho do odmérné bariky o objemu 100 ml. Pfidat 25 ml kyse-
liny chlorovodikové (3.2), protiepat, aby se zkuSebni vzorek dobfe rozmistil a pfidat dalsich 25 ml kyseliny
chlorovodikové (3.2). Ponofit bartku do vrouci vodni 1dzné a po dobu prvnich i minut silné a pravidelné
protiepévat, aby se zabrédnilo tvorbé hrudek. Mnozstvi vody ve vodni ldzni musi byt dostatené, aby i po
vlozen{ banky zistala 1dzen na bodé varu. Banka nesmi byt vyjmuta z ldzné béhem protiepavani. Pfesné po
15 minutdch vyjmout banku z 1dzné, pfidat 30 ml studené vody a ihned zchladit na 20 °C.

Pridat 5 ml Carrezova roztoku I (3.3) a jednu minutu protfepdvat. Poté piidat 5 ml Carrezova roztoku II (3.4)
a opét jednu minutu protfepvat. Doplnit po rysku vodou, homogenizovat a filtrovat. Pokud neni filtrdt zcela
¢iry (coz je ztidka), opakovat stanoveni za pouziti vétstho mnozstvi Carrezova roztoku I a II, napiiklad 10 ml.
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Poté zméFit polarimetrem nebo sacharimetrem optickou rotaci roztoku v 200 mm trubici.

5.3 Stanoveni optické rotace (P’ nebo S’) ldtek rozpustnych ve 4 % ethanolu

Navdzit 5 g vzorku s pfesnosti na 1 mg, dit ho do odmérné baniky o objemu 100 ml a pfidat asi 80 ml
ethanolu (3.5) (viz pozndmky 7.2). Poté nechat bariku stdt jednu hodinu pfi pokojové teploté a béhem této
doby Sestkrat silné protiepat, aby se zkusebni vzorek dobfe smichal s ethanolem. Doplnit po rysku ethanolem
(3.5), homogenizovat a filtrovat.

Odpipetovat 50 ml filtrdtu (= 2,5 g vzorku) do Erlenmeyerovy baniky o objemu 250 ml, pfidat 2,1 ml kyse-
liny chlorovodikové (3.1) a silné protfepat. Pfipojit na Erlenmeyerovu banku zpétny chladi¢ a ponofit ji do
vrouci vodni ldzné. Pfesné po 15 minutich vyjmou Erlenmeyerovu bantku z vodni ldzné, prelit jeji obsah do
odmérné bariky o objemu 100 ml, vyplachnout chladnégjsi vodou a poté zchladit na 20 °C.

Poté vycifit za pouziti Carrezova roztoku I (3.3) a II (3.4), doplnit po rysku vodou, homogenizovat, filtrovat
a zmgéfit optickou rotaci, jak je uvedeno v bod¢ 5.2 druhém a tietim odstavci.

6. Vypocet vysledki

Obsah skrobu (%) se vypocita takto:

6.1 Meéfeni polarimetrem

procenta Skrobu = %I;O_P)
[a,
kde je:
p = celkovd optickd rotace, v thlovych stupnich.
P = optickd rotace ldtek rozpustnych ve 40 % ethanolu, v thlovych stupnich
[a]éoa = specifickd optickd rotace cistého $krobu. Pro tento faktor se pouziji tyto smluvné pfijaté hodnoty:

+ 185,9°: ryzovy skrob

+ 195,4° bramborovy $krob
+ 184,6° kukufi¢ny skrob
+ 182,7° psenicny $krob

+ 181,5% jecny Skrob

+ 181,3% ovesny skrob

+ 184,0° ostatni druhy skrobu a smési skrobu v krmnych smésich

6.2 Méfeni sacharimetrem

Procenta skrobu = 2000 . (2N-0665) (S-5) _ 266N (S-S)

oy’ 100 - oy’
Kde je:
S = celkovd optickd rotace, ve stupnich sacharimetru
S = opticka rotace latek rozpustnych ve 40 % ethanolu, ve stupnich sacharimetru
N = hmotnost sacharézy v gramech ve 100 ml vody, kterd ma pii tloustce 200 mm optickou rotaci

100 stupnt sacharimetru. Tato hmotnost se méni podle sacharimetru:
16,29 g pro francouzské sacharimetry
26,00 g pro némecké sacharimetry

20,00 g pro smiSené sacharimetry

[} = specifickd optickd rotace cistého Skrobu (viz 6.1).
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6.3 Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u jednoho vzorku nesmi prekrocit 0,4 absolutni
hodnoty pro obsah $krobu niz3i nez 40 % a 1 relativni hodnoty pro obsah skrobu rovnajictho se nebo vyssiho
nez 40 %.

Pozndmky

7.1 Pokud vzorek obsahuje vice nez 6 % uhlicitand, vyjadfenych jako uhlicitan vdpenaty, uhli¢itany musi byt pfed
stanovenim optické rotace znieny za pouZiti pfislusného mnozstvi ziedéné kyseliny sirové.

7.2 V ptipadé produktl s vysokym obsahem laktdzy, jako je susené mlécné sérum nebo susené odstiedéné mléko,
postupovat po piiddni 80 ml ethanolu (3.5) takto: Pfipojit na Erlenmeyerovu banku zpétny chladi¢, ponofit ji
na 30 minut do vodni 1dzné o teploté¢ 50 °C. Nechat vychladnout a pokracovat v analyze, jak je uvedeno
v bodé 5.3.

2. STANOVENI HRUBYCH PROTEINU

Utel a rozsah

Tato metoda umoziuje smluvné stanovit obsah hrubych proteind v krmivu na zdkladé obsahu dusiku stanove-
ného podle Kjeldahlovy metody.

Princip

Vzorek se mineralizuje za mokra. Kysely roztok se alkalizuje roztokem hydroxidu sodného. Uvolnény amoniak se
oddestiluje a shromazdi se v odméFeném mnozstvi kyseliny sirové, jejiz prebytek se titruje roztokem hydroxidu
sodného.

Cinidla

3.1 Siran draselny p.a.

3.2 Katalyzdtor: oxid médnaty CuO p.a. nebo siran médnaty pentahydrit CuSO, - 5H,0 p.a., nebo rtuf nebo
oxid rtutnaty HgO p.a.

3.3 Granulovany zinek p.a.

3.4 Kyselina sirové p.a., d: 1,84.

3.5 Kyselina sirova 0,1 N.

3.6 Kyselina sirovd 0,5 N.

3.7 Indikdtor methyl¢ervené: rozpustit 300 mg methyléervené ve 100 ml 95-96 % (V/V) ethanolu.
3.8 40 % (m/V) roztok hydroxidu sodného.

3.9 Roztok hydroxidu sodného 0,1 N.

3.10 Roztok hydroxidu sodného 0,25 N.

3.11 Nasyceny roztok siranu sodného p.a.

3.12 8 % (m/V) roztok thiosiranu sodného, Na,$,0, - 5H,0 p.a.

3.13 Granulovand pemza, vyprand v kyselin¢ chlorovodikové a zpopelnénd.

Pfistroje

Mineraliza¢ni a destila¢ni aparatura podle Kjeldahlovy metody (viz poznimky 7.1).
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Postup

5.1

5.2

5.3

5.4

Mineralizace

Navdzit 1 g vzorku s pfesnosti na 1 mg a dit ho do banky mineralizacni aparatury. Pfidat 10 g siranu
draselného (3.1), pFislusné mnozstvi katalyzatoru (3.2) (0,3 az 0,4 g oxidu médnatého nebo 0,9 az 1,2 g
siranu médnatého nebo kapku rtuti nebo 0,6-0,7 g oxidu rtutnatého), 25 ml kyseliny sirové (3.4) a nékolik
granuli pemzy (3.13), promichat obsah banky. Zahfivat bariku, nejprve mirné a za obcasného protfepavany,
dokud hmota nezuhelnati a péna nezmizi; poté zahiivat intenzivnéji dokud kapalina rovnomérné nevie.
Zabranit prehidti stén banky a pfilnuti organickych &astic. Kdyz je roztok ¢iry a bezbarvy (svétlezeleny,
pokud se pouzije katalyzdtor na bazi médi), udrzovat var jesté dalsi hodinu, poté nechat vychladnout.

Destilace

Opatrné a za stdlého michdni pridat 250 az 350 ml vody, aby se sulfity zcela rozpustily; nechat vychladnout;
poté pridat n¢kolik granuli zinku (3.3).

Pridat do sbérné banky destilacni aparatury ptresné odméfené mnozstvi 25 ml kyseliny sirové 0,1 N (3.5)
nebo 0,5 N (3.6) v zdvislosti na predpoklddaném obsahu dusiku (viz pozndmky 7.2) a pfidat nékolik kapek
indikdtoru methyl¢ervené (3.7).

Pripojit bantku na chladi¢ destila¢ni aparatury a ponofit konec chladice do kapaliny ve sbérné bance do
hloubky nejméné 1 cm (viz pozndmky 7.3). Pfes ndlevku s kohoutem pozvolna nalit do barikky 100 ml 40 %
roztoku hydroxidu sodného (3.8). Pokud byl pouzit katalyztor na bézi rtuti, pfidat do barky rovnéz bud
10 ml roztoku siranu sodného (3.11), nebo 25 ml roztoku thiosiranu sodného (3.12).

Zahiivat banku takovym zpiisobem, aby se za 30 minut oddestilovalo asi 150 ml kapaliny. Po uplynuti této
doby zkontrolovat pH vysledného destildtu pomoci lakmusového papirku. Pokud je reakce alkalickd, pokra-
Covat v destilaci. Ukoncit destilaci, pokud lakmusovy papirek ukdze, Ze je destildt neutrdlni. Béhem destilace
Cas od Casu promichat obsah sbérné banky a pozorovat zbarveni. Pokud dojde ke zbarveni do Zluta, ihned
pfidat pfesné odméfené mnozstvi kyseliny sirové 0,1 N (3.5) nebo 0,05 N (3.6).

Titrace

Ve sbérné bance titrovat piebytek kyseliny sirové roztokem hydroxidu sodného 0,1 N (3.9) nebo 0,25 N

(3.10) v zévislosti na normalité pouzité kyseliny sirové, dokud se zbarveni nezméni na svétle Zlutou.

Kontrola metody

Za ucelem kontroly, zda ¢inidla neobsahuji dusik, se provede slepy pokus (destilace a titrace), a to bez
vzorku, ktery md byt analyzovan. Za tGcelem kontroly spravnosti metody se provede analyza (mineralizace,
destilace a titrace) 1,5 az 2,0 g acetanilidu p.a. (b.t. 114 °C; % N: 10,36) za piftomnosti 1 g sacharézy bez
dusiku; 1 g acetanilidu spotfebuje 14,80 ml kyseliny sirové 0,5 N.

Vypocet vysledkii

Stanovit mnozZstvi spotiebované kyseliny sirové, 1 ml kyseliny sirové 0,1 N odpovidd 1,4 mg dusiku. Vyndsobit
mnozstvi dusiku faktorem 6,25. Vysledek vyjadiit jako procento vzorku.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u jednoho vzorku nesmi piekrocit:

— 0,2 absolutni hodnoty pro obsah hrubych proteint nizsi nez 20 %;

— 1,0 % relativni hodnoty pro obsah vy3si nez 20 % a niZsi nez 40 %;

— 0,4 absolutni hodnoty pro obsah vyssi nez 40 %.
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Pozndmky

7.1 Je mozné pouzit nékteré p¥istroje, které vyzaduji preliti mezi mineralizaci a destilaci. V takovém piipadé se
pieliti musi provést beze ztrt.

7.2 U produktid s nizkym obsahem dusiku maze byt objem kyseliny sirové 0,1 N, kterd md byt pfipadné nalita
do sbérné banky, sniZzen na 10 az 15 ml a doplnén vodou na 25 ml.

7.3 Pokud nemd barka destilacni aparatury ndlevku s kohoutem, pfidat hydroxid sodny bezprostiedné pred
pfipojenim bariky na chladi¢ a pomalu nalit kapalinu po sténdch banky tak, aby se nesmichala s roztokem
kyseliny.

3. STANOVENI HRUBYCH PROTEINU ROZPUSTNYCH PEPSINEM A KYSELINOU CHLOROVODIKOVOU

Utel a rozsah

Tato metoda umozZiuje stanovit frakci hrubych proteind rozpustnych pepsinem a kyselinou chlorovodikovou za
stanovenych podminek. Metoda je pouzitelnd pro viechna krmiva.

Princip

Vzorek se osetfuje 48 hodin pfi 40 °C roztokem pepsinu v kyseliné chlorovodikové. Suspenze se filtruje a obsah
dustku ve filtrdtu se stanovi metodou pro stanoveni obsahu hrubych proteind.

Cinidla

3.1 Kyselina chlorovodikovd, d: 1,125.

3.2 Kyselina chlorovodikovd 0,075 N.

3.3 2,0 j/mg pepsinu; aktivita pepsinu je definovdna v metodé popsané v &asti 4 této piflohy a musi byt kontrolo-
vana v souladu s touto metodou.

3.4 Asi 0,02 % (m/V), Cerstvé piipraveny roztok pepsinu v kyseliné chlorovodikové (3.2); aktivita: 400 j/L.
3.5 Odpénovaci emulze (napf. silikon).

3.6 Vsechna c¢inidla uvedend v bodé 3 metody pro stanoveni obsahu hrubych proteind.

Pfistroje
4.1 Vodni lazen nebo inkubdtor nastaveny na 40 °C + 1 °C.

4.2 Mineraliza¢ni a destila¢ni aparatura podle Kjeldahlovy metody.

Postup

5.1 Priprava roztoku (viz pozndmky 7.2)

Navazit 2 g vzorku s pfesnosti na 1 mg a dit ho do odmérné banky o objemu 500 ml. Pfidat 450 ml
roztoku pepsinu v kyseliné chlorovodikové (3.4) predehtdtého na 40 °C. Protiepat, aby se zabranilo tvorbé
hrudek. Ovéfit, Ze je pH suspenze nizsi nez 1,7. Vlozit baitku do vodni 1dzné nebo inkubdtoru (4.1) a nechat ji
tam 48 hodin. Protfepat po 8, 24 a 32 hodindch. Po 48 hodindch piidat 15 ml kyseliny chlorovodikové
(3.1), zchladit na 20 °C, doplnit po rysku vodou a filtrovat.

5.2 Mineralizace

Odebrat 250 ml filtrdtu s pfesnosti na 1 mg a dit ho do banky destilacni aparatury (4.2). Pridat ¢inidla
nezbytnd pro mineralizaci, jak je uvedeno v metodé pro stanoveni hrubych proteind, ve druhé vété bodu 5.1.
Homogenizovat a uvést do varu. Pokud se vytvoii péna, piidat nékolik kapek odpéfiovaci emulse (3.5). Pokra-
Covat v silném varu, dokud se voda téméf zcela nevypafi. Snizit ohfev a opatrné odstranit posledni stopy
vody.
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Kdyz je roztok Ciry a bezbarvy (svétlezeleny, pokud se pouzije katalyzdtor na bazi médi), udrzovat var jesté
dalsi hodinu. Nechat vychladnout.
5.3 Destilace a titrace

Postupovat, jak je uvedeno v metodé pro stanoveni hrubych proteint v bodech 5.2 a 5.3.

5.4 Slepy pokus

Provést slepy pokus za pouziti stejného postupu, ale bez vzorku, ktery mé byt analyzovén.

Vypocet vysledka

Odetist objem kyseliny sirové spotiebované béhem slepého pokusu od objemu spotiebovaného zkusebnim
vzorkem. 1 ml kyseliny sirové 0,1 N odpovidd 1,4 mg dusiku.

Vyndsobit mnozstvi dusiku faktorem 6,25. Vysledek vyjadrit jako procento vzorku.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u jednoho vzorku nesmi piekrocit:
— 0,4 absolutni hodnoty pro obsah nizsi nez 20 %,
— 2,0 % relativni hodnoty pro obsah vyssi nez 20 % a nizsi nez 40 %,

— 0,8 absolutni hodnoty pro obsah vyssi nez 40 %.

Pozndmky
7.1 Hodnoty ziskané touto metodou nemaji piimou souvislost se stravitelnosti in vivo.

7.2 Vyrobky o obsahu tuku vyssim nez 10 % musi byt odtu¢nény extrakci petrolétheru (b.v. 40 az 60 °C).

4. STANOVENI AKTIVITY PEPSINU

Ucel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanovit aktivitu pepsinu pouzitého pfi stanoveni hrubych proteint rozpustnych pepsinem
a kyselinou chlorovodikovou.

Princip

Hemoglobin se o3etii za stanovenych podminek pepsinem v prostredi kyseliny chlorovodikové. Nehydrolyzovand
frakce proteinti se vysrdzi kyselinou trichloroctovou. Do filtrdtu se pfidd hydroxid sodny a ¢inidlo Folin-Ciocalteu.
Optickd hustota tohoto roztoku se méi pfi 750 nm a odpovidajici mnoZstvi tyrosinu se odecte z kalibra¢ni
kfivky.

Definice: Jednotka pepsinu je definovdna jako mnozstvi enzymu, které za podminek metody uvoln{ za minutu takové
mnozstvi hydroxyarylovych skupin, jejichz zbarveni ¢inidlem Folin-Ciocalteu md optickou hustotu odpovidajici
optické hustoté jednoho pmolu tyrosinu zbarveného stejnym zptisobem.
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3. Cinidla

3.1 Kyselina chlorovodikovd 0,2 N.

3.2 Kyselina chlorovodikovd 0,06 N.

3.3 Kyselina chlorovodikovd 0,025 N.

3.4 5 % roztok (m/V) kyseliny trichloroctové.

3.5 Roztok hydroxidu sodného 0,5 N.

3.6 Cinidlo Folin-Ciocalteu. D4t 100 g wolframanu sodného (Na,WO, - 2H,0), 25 g molybdenanu sodného
(Na,MoO, - 2H,0) a 700 ml vody do dvoulitrové bariky s kulatym dnem a normalizovanym zdbrusem. Pfidat
50 ml kyseliny fosfore¢né (d: 1,71) a 100 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové (d: 1,19), pfipojit banku
na zpétny chladi¢, uvést do varu a udrzovat roztok v mirném varu po dobu 10 hodin. Nechat vychladnout,
odpojit zpétny chladi¢, pfidat 175 g siranu lithného (Li,SO, - 2H,0), 50 ml vody a 1 ml brému. Vafit po

dobu 15 minut, aby se odstranil ptebytek bromu.

Nechat vychladnout. Pfelit roztok do odmérné banky o objemu 1 1, doplnit po rysku vodou, homogenizovat
a filtrovat. Nesm{ ziistat nazelenalé zbarveni. Pfed pouzitim roziedit 1 objem ¢inidla 2 objemy vody.

3.7 Roztok hemoglobinu: Navdzit mnoZstvi hemoglobinu, asi 2 g proteinového substrtu podle Ansonovy metody
odpovidajictho 354 mg dusiku () a dit do baniky o objemu 200 ml s normalizovanym zdbrusem. Pidat
nékolik ml kyseliny chlorovodikové (3.2). Spojit baiku s vakuovou pumpou a protiepavat, dokud se hemog-
lobin zcela nerozpusti. Uvolnit vakuum a za protfepdvani doplnit kyselinu chlorovodikovou (3.2) az na
100 ml. Pfipravit bezprostiedné pfed pouzitim.

3.8 Standardni roztok tyrosinu: rozpustit 181,2 mg tyrosinu v kyseliné chlorovodikové (3.1) a doplnit do jednoho
litru stejnou kyselinou (zdsobni roztok). Odebrat 20 ml tohoto roztoku a roziedit kyselinou chlorovodikovou
(3.1) ve 100 ml. 1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,2 pmol tyrosinu.
4. Pfistroje
4.1 Vodni ldzen nastavend ultratermostatem na 25 °C + 0,1 °C.
4.2 Spektrofotometr.

4.3 Stopky, presnost: 1 sekunda.

4.4 pH metr.

5. Postup

5.1 Priprava roztoku (viz pozndmky 7.1.)

Rozpustit 150 mg pepsinu ve 100 ml kyseliny chlorovodikové (3.2). Odpipetovat 2 ml roztoku a dit ho do
odmérné banky o objemu 50 ml a doplnit po rysku kyselinou chlorovodikovou (3.3). pH kontrolované pH
metrem musi{ byt 1,6+0,1. Ponofit bafiku do vodni ldzné (4.1).

5.2 Hydrolyza

Odpipetovat 5,0 ml roztoku hemoglobinu (3.7) do zkumavky, zahfdt ve vodni ldzni (4.1) na 25 °C, pridat
1,0 ml roztoku pepsinu ziskaného podle bodu 5.1 a promichat asi deseti pohyby tam a zpét sklenénou
ty¢inkou zesilenou na jednom konci. Nechat zkumavku ve vodni ldzni pii 25 °C pfesné po dobu 10 minut,
pocitdno od piiddni roztoku pepsinu (doba a teplota musi byt pfesné dodrzeny). Poté pfidat 10,0 ml roztoku
kyseliny trichloroctové (3.4) predehidtého na 25 °C, homogenizovat a filtrovat pies suchy filtr.

5.3 Vyvoj zbarveni a méfeni optické hustoty

Odpipetovat 5,0 ml filtrdtu, dat ho do Erlenmeyerovy bafiky o objemu 50 ml, pfidat 10,0 ml roztoku hydro-
xidu sodného (3.5) a za stdlého protfepdvéani 3,0 ml zfedéného cinidla Folin-Ciocalteu (3.6). Po 5 az 10 minu-
tdch stanovit optickou hustotu roztoku spektrofotometrem pii 750 nm v kyvetdch o tloustce 1 cm v porov-
néni s vodou.

(") Stanovit obsah dusiku podle Kjeldahlovy semimikrometody (teoreticky obsah: 17,7 % dusiku).
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6.

5.4

5.5

Slepy pokus

Pro kazdé stanoveni provést tento slepy pokus:

Odpipetovat 5,0 ml roztoku hemoglobinu (3.7) do zkumavky, zahfdt ve vodni lizni (4.1) na 25 °C, pfidat
10,0 ml roztoku kyseliny trichloroctové (3.4) predehidté na 25 °C, homogenizovat a poté pfidat 1,0 ml
roztoku pepsinu ziskaného podle bodu 5.1. Promichat sklenénou ty¢inkou a nechat zkumavku pfesné
10 minut ve vodni ldzni (4.1) pii 25 °C. Homogenizovat a filtrovat pres suchy filtr. Pokracovat v postupu
uvedeném v bodé 5.3.

Kalibracni kiivka

Do Erlenmeyerovy banky o objemu 50 ml dit 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, a 5,0 ml alikvotniho standardniho roztoku
tyrosinu, ktery odpovidd 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, a 1,0 pmolu mnozZstvi tyrosinu. Doplnit sérii referen¢nim roztokem
bez tyrosinu. Doplnit objemy kyselinou chlorovodikovou (3.1) na 5,0 ml. Pfidat 10,0 ml roztoku hydroxidu
sodného (3.5) a za stdlého protfepdvani 3,0 ml zfedéného cinidla Folin-Ciocalteu (3.6). Zméfit optickou
hustotu jak je uvedeno v posledni vété bodu 5.3. Nacrtnout kalibra¢ni kfivku uvedenim optickych hustot proti
mnozstvim tyrosinu.

Vypocet vysledka

Odecist z kalibracni kiivky mnozstvi tyrosinu v pmolech, které odpovidd optické hustoté zbarveného roztoku
a které bylo opraveno slepym pokusem.

Aktivita pepsinu v pmolech tyrosinu na 1 mg a za jednu minutu pii 25 °C se vypocitd podle vzorce:

Jednotky na mg(j/mg) =

kde:

XY
1}

0,32a
p

mnozstvi tyrosinu v pmol odectené z kalibra¢ni ktivky;

= mnozstvi pepsinu v mg pfidané podle bodu 5.2.

Pozndmky

7.1

7.2

Mnozstvi pepsinu, které méd byt rozpusténo, musi byt takové, aby byla pfi konecném fotometrickém méfeni
ziskdna optickd hustota 0,35 + 0,035.

Dvé jednotky na mg ziskané touto metodou odpovidaji:
3,64 Ansonovovym milijednotkdm/mg (umold tyrosinu/mg min. pfi 35,5 °C) nebo

36 400 komercnich jednotek/g (umold tyrosinu/g za 10 min. pfi 35,5 °C).

5. STANOVENI VOLNEHO A CELKOVEHO GOSSYPOLU

Ucel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanovit volny gossypolu, celkovy gossypolu a chemicky piibuzné litky v bavinikovych
semenech, bavinikové mouce a bavinikovych pokrutindch a krmnych smésich, které tyto ldtky obsahuji. Spodni
hranice pro stanoveni obsahu je 20 ppm.

Princip

Gossypol je extrahovdn za pF{tomnosti 3-amino-1-propanolu, a to bud smési isopropanolu a hexanu pro stanoveni
volného gossypolu, nebo dimethylformamidem pro stanoveni celkového gossypolu. Gossypol je prostfednictvim
anilinu pfeménén na gossypol-dianilin, jehoZz optickd hustota je méfena pii 440 nm.
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Cinidla

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

Smés isopropanolu a hexanu: smichat 60 objemovych ¢sti isopropanolu p.a. se 40 objemovymi ¢dstmi n-
hexanu.

Rozpoustédlo A: do odmérné bariky o objemu 1 1 nalit asi 500 ml smési isopropanolu a hexanu (3.1),
2 ml 3-amino-1-propanolu, 8 ml ledové kyseliny octové a 50 ml vody. Doplnit po rysku smési isopropanolu
a hexanu (3.1). Trvanlivost tohoto ¢inidla je jeden tyden.

Rozpoustédlo B: odpipetovat do odmérné banky o objemu 100 ml 2 ml 3-amino-1-propanolu a 10 ml
ledové kyseliny octové. Zchladit na pokojovou teplotu a doplnit po rysku N,N-dimethylformamidem. Trvanli-
vost tohoto ¢inidla je jeden tyden.

Anilin p.a.: pokud optickd hustota slepého pokusu prekroci 0,022, destilovat anilin pfes zinkovy prach s vyloucenim
prvnich a poslednich frakei 10 % destilatu. Toto ¢inidlo se skladuje v chladni¢ce nékolik mésicti v zazdtkované
lahvi z hnédého skla.

Standardni roztok gossypolu A: do odmérné banky o objemu 250 ml dit 27,9 mg octanu gossypolu. Rozpu-
stit a doplnit po rysku rozpoustédlem A (3.2). Odpipetovat do odmérné banky o objemu 250 ml 50 ml
tohoto roztoku a doplnit po rysku rozpoustédlem A. Koncentrace gossypolu v tomto roztoku je
0,02 mg/ml. Pfed pouzitim nechat stdt po dobu jedné hodiny pti pokojové teploté.

Standardni roztok gossypolu B: do odmérné baiky o objemu 50 ml ddt 27,9 mg octanu gossypolu. Rozpustit
a doplnit po rysku rozpoustédlem B (3.3). Koncentrace gossypolu v tomto roztoku je 0,5 mg/ml.

Pokud jsou standardni roztoky gossypolu A a B chrdnény pred svétlem, jejich trvanlivost je 24 hodin.

Pfistroje

4.1

4.2

Mixér (tfepacka): piiblizné 35 ot./mim.

Spektrofotometr.

Postup

5.1

5.2

Zkusebni vzorek

Mnozstvi zkuSebniho vzorku zévisi na pfedpoklddaném obsahu gossypolu ve vzorku. Je vyhodné pracovat
s malym mnozZstvim zkuSebniho vzorku a relativné velkou alikvotni ¢astf filtrdtu, aby bylo mozné ziskat dosta-
tecné mnozstvi gossypolu pro presné fotometrické méfeni. Pro stanoveni volného gossypolu v bavlnikovych seme-
nech, bavinikové mouce a bavinikovych pokrutindch by zkuSebni vzorek nemél piekrocit 1 g; pro krmné
smési to mize byt 5 g. Ve vétsiné pripadd je pouzitelnd alikvotni ¢dst 10 ml filtrdtu; méla by obsahovat 50 az
100 pg gossypolu. Pro stanoveni celkového gossypolu by mnozstvi zkusebniho vzorku mélo byt mezi 0,5 a 5 g,
aby alikvotni ¢ast 2 ml filtrdtu obsahovala 40 az 200 pg gossypolu.

Analyza by se méla provadét pii pokojové teploté kolem 20 °C.

Stanoveni volného gossypolu

Dit zkusebni vzorek do odmérné bariky se zdbrusovym hrdlem o objemu 250 ml, jejiz dno je pokryto sklené-
nymi stiepy. Pomoci pipety pridat 50 ml rozpoustédla A (3.2), zazdtkovat bantku a jednu hodinu promichévat
v mixéru. Filtrovat pfes suchy filtr a zachytit filtrdt v malé barice se zdbrusovym hrdlem. Béhem filtrace zakryt
ndlevku s kohoutem hodinovym sklickem. Pomoci pipety pfidat do dvou odmérnych banék (A a B) o objemu
25 ml stejné alikvotni ¢asti filtrdtu obsahujictho 50 az 100 pg gossypolu. Pfipadné doplnit objem rozpousté-
dlem A (3.2) na 10 ml. Poté doplnit po rysku batiku (A) smési isopropanolu a hexanu (3.1). Tento roztok se
pouzije jako referen¢ni roztok pro méfeni roztoku pro slepy pokus.

Pomoci pipety ptidat 10 ml rozpoustédla A (3.2) do dvou jinych odmérnych bané¢k (C a D) o objemu 25 ml.
Doplnit po rysku banku (C) smési isopropanolu a hexanu (3.1). Tento roztok se pouzije jako referen¢ni roztok
pro méfeni roztoku pro slepy pokus.

Pridat 2 ml anilinu (3.4) do ban¢k (D) a (B). Zahiivat 30 minut nad vrouci vodni ldzni, aby se vytvorilo zbar-
veni. Zchladit na pokojovou teplotu, doplnit po rysku smési isopropanolu a hexanu (3.1), homogenizovat
a nechat stdt jednu hodinu.
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6.

5.3

Stanovit spektrofotometrem pii 440 nm a ve sklenénych kyvetdch o tloustce 1 c¢m optickou hustotu roztoku
pro slepy pokus (D) porovndnim s referen¢nim roztokem (C) a optickou hustotu roztoku vzorku (B) porov-
nanim s referencnim roztokem (A).

Odecist optickou hustotu roztoku pro slepy pokus od optické hustoty roztoku vzorku (= upravend optickd
hustota). Z této hodnoty vypocitat obsah volného gossypolu, jak je uvedeno v bodé 6.

Stanoveni celkového gossypolu

Dét zkuebni vzorek obsahujici 1 az 5 mg gossypolu do odmérné banky o objemu 50 ml a pfidat 10 ml
rozpoustédla B (3.3). Soucasné piipravit slepy pokus a dit 10 ml rozpoustédla B (3.3) do jiné odmérné banky
o objemu 50 ml. Zahfivat obé bariky 30 minut nad vrouci vodni ldzni. Zchladit na pokojovou teplotu
a doplnit po rysku obé bariky smési isopropanolu a hexanu (3.1). Homogenizovat a nechat stit 10 az
15 minut, poté filtrovat a zachytit filtrity v barice se zdbrusovym hrdlem.

Pomoci pipety pfidat 2 ml filtritu ze vzorku do dvou odmérnych banék o objemu 25 ml a 2 ml filtritu
slepého pokusu do dvou jinych odmérnych banék o objemu 25 ml. Doplnit na 25 ml obsah jedné banky
z kazdé série smési isopropanolu a hexanu (3.1). Tyto roztoky se pouziji jako referen¢ni roztoky.

Pridat 2 ml anilinu (3.4) do dvou jinych ban¢k. Zahiivat 30 minut nad vrouci vodni ldzni, aby se vytvofilo
zbarveni. Zchladit na pokojovou teplotu, doplnit na 25 ml smési isopropanolu a hexanu (3.1), homogenizovat
a nechat stdt jednu hodinu.

Stanovit optickou hustotu volného gossypolu, jak je uvedeno v bodé 5.2. Z této hodnoty vypocitat obsah
celkového gossypolu, jak je uvedeno v bodé 6.

Vypocet vysledka

Vypocet vysledki se mize provést bud na zdkladé specifické optické hustoty (6.1), nebo na zdkladé kalibra¢ni
ktivky (6.2).

6.1

6.2

Na zdkladé specifické optické hustoty

Za stanovenych podminek je specifickd optickd hustota tato:

volny gossypol: 1% _ g5
1 cm

celkovy gossypol: E L% _ 00
1cm

Obsah volného nebo celkovy obsah gossypolu ve vzorku se vypocitd takto:

E-1250
El"/T: ‘p-a

1 cm

gossypol % :

kde:

E = opravend optickd hustota, stanovend jak je uvedeno v bodé 5.2
p = zkuSebni vzorek v g

a = alikvotn{ ¢dst filtrdtu v ml

Na zdkladé kalibracni k¥ivky
6.2.1 Volny gossypol

Pripravit dvé série po péti odmérnych bankadch o objemu 25 ml. V kazdé série pfidat pipetou 2,0, 4,0,
6,0, 8,0 a 10,0 ml standardniho roztoku gossypolu A (3.5). Doplnit objemy rozpoustédlem A (3.2) na
10 ml.
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6.2.2

Doplnit bariky prvni série, vetné slepého pokusu, smési isopropanolu a hexanu (3.1) na 25 ml.

Pridat do kazdé banky druhé série 2 ml anilinu (3.4). Zahtivat 30 minut nad vrouci vodni ldzni, aby se
vytvofilo zbarveni. Zchladit na pokojovou teplotu, doplnit po rysku smési isopropanolu a hexanu (3.1),
homogenizovat a nechat stét jednu hodinu.

Za podminek uvedenych v bodé 5.2 stanovit optickou hustotu standardni série roztokdi porovninim
s odpovidajicimi roztoky referencni série. Nacrtnout kalibra¢ni kfivku uvedenim hodnot optické hustoty
proti mnoZstvi gossypolu (v pg).

Celkovy gossypol

Pripravit 6 odmérnych banék o objemu 50 ml. Do prvni bariky pfidat pipetou 10 ml rozpoustédla B
(3.3) a do ostatnich 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 a 10,0 ml standardniho roztoku gossypolu B (3.6). Doplnit obsah
kazdé bariky na 10 ml rozpoustédlem B (3.3). Zahiivat 30 minut nad vrouci vodni ldzni. Zchladit na
pokojovou teplotu, doplnit po rysku smési isopropanolu a hexanu a promichat.

Pridat pipetou 2 ml téchto roztokt do dvou sérif o 6 odmérnych bankdch o objemu 25 ml. Doplnit
obsah ban¢k prvni série na 25 ml smési i isopropanolu a hexanu (3.1) (referencni série).

Pridat do kazdé banky druhé série 2 ml anilinu (3.4). Zchladit na pokojovou teplotu, doplnit po rysku
smési isopropanolu a hexanu (3.1), homogenizovat a nechat stat jednu hodinu (standardni série).

Za podminek uvedenych v bodé 5.2 stanovit optickou hustotu standardni série roztokdi porovninim
s odpovidajicimi roztoky referen¢ni série. Nacrtnout kalibracni kiivku uvedenim hodnot optické hustoty
proti mnozZstvi gossypolu (v pg).

6.3 Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u stejného vzorku nesmi prekrocit:

— 15 % relativni hodnoty pro obsah gossypolu nizsi nez 50 ppm,

— 75 ppm absolutni hodnoty pro obsah od 500 do 750 ppm,

— 10 % relativni hodnoty pro obsah vy3si nez 750 ppm.
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PRILOHA II

1. STANOVENI A IDENTIFIKACE TETRACYKLINOVYCH ANTIBIOTIK

Ucel a rozsah

Tato metoda umozriuje stanovit a identifikovat tetracyklinovd antibiotika v krmivech, kterd obsahuji nejméné
0,1 ppm antibiotik, v koncentritech a premixech.

Princip

Vzorek se extrahuje smési methanolu a kyseliny chlorovodikové. Extrakt je podroben sestupné papirové chroma-
tografii v porovndni s referenc¢nimi roztoky. Antibiotika jsou stanovena a identifikovdna porovndnim jejich
hodnot Rf s hodnotami standardnich latek, a to bud fluorescenci v UV svétle (vysoky obsah antibiotik), nebo
bioautografif na agarovém médiu naoc¢kovaném B. cereus.

Cinidla

3.1 Pufr, pH 3,5
Monohydrat kyseliny citrénové p.a. 10,256 g
Hydrogenfosfore¢nan disodny Na,HPO,.2H,0O p.a. 745 g
Aceton p.a. 300 ml
Destilovand voda ad 1000 ml

3.2 Fosfdtovy pufr, pH 5,5

Dihydrogenfosfore¢nan draselny KH,PO, p.a. 130,86 g
Hydrogenfosfore¢nan disodny Na,HPO,.2H,0 p.a. 6,947 g
Destilovavnd voda ad 1000 ml

3.3 EluentI: smés ¢istého nitromethanu/Cistého chroroformu/a-dichlorhydrinu: 20/10/1,5 objemové. Pripravit
bezprostiedné pied pouzitim

3.4 Eluent I smés Cistého nitromethanu/Cistého chroroformu/a-pikolinu: 20/10/3 objemové. Pfipravit bezpros-
tfedné pfed pouzitim

3.5 Smés cistého methanolu/kyseliny chlorovodikové (d: 1,19): 98/2 objemove.
3.6 Kyselina chlorovodikovd 0,1 N.
3.7 Amoniak, d: 0,91

3.8 Standardni ldtky: Chlortetracyklin, oxytetracyklin, tetracyklin, jejichZ aktivita je vyjddiena v chlorovodiku.

3.9  Mikroorganismus: B. cereus ATCC ¢. 11 778

Udrzovani rodi¢ovskych kment, ptiprava suspenze spér a ockovani kultivacniho média: Fdit se pokyny
podle bodt 3.1. a 3.2. metody pro stanoveni obsahu chlortetracyklinu, oxytetracyklinu a tetracyklinu difazi
na agaru, jak je popsdna v ¢asti 2 této piilohy.
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3.10 Kultivacni médium ()

Glukosa lg
Trypticky pepton 10 g
Masovy extrakt 15 ¢
Kvasnicovy extrakt 3 g

Agar 20 g
Destilovand voda ad 1000 ml

Pred pouzitim upravit pH na 5,8.

3.11 0,1 % (m/V) roztok 2,3,5-triphenyltetrazolium chloridu a 5 % (m/V) roztok glukosy.

4. Pristroje

4.1 Zafizeni pro vzestupnou papirovou chromatografii (vyska papiru 25 cm). Schleich a Schuell papir (2440B
nebo 2043B) nebo ekvivalentni.

4.2 Odstiedivka
4.3 Inkubdtor nastaveny na 30 °C.
4.4 UV lampa pro stanoveni fluorescence.

4.5 Sklenéné desky asi 20 x 30 c¢m pro bioautografii.

5. Standardni roztoky

5.1 Zdsobni roztoky
Na zdkladé standardnich ldtek (3.8) a za pouziti kyseliny chlorovodikové (3.6) pfipravit roztoky, jejichz
koncentrace odpovidd 500 pg chlortetracyklinu-HCL, oxytetracyklinu-HCL a tetracyklinu-HCL na 1 ml.

5.2 Referencni roztoky pro stanoveni UV svétlem
Ziedit roztoky (5.1) fosfitovym pufrem (3.2) s cilem ziskat roztoky, jejichz koncentrace odpovidd 100 pg
chlortetracyklinu-HCL, oxytetracyklinu-HCL a tetracyklinu-HCL na 1 ml.

5.3 Referencni roztoky pro stanoveni bioautografii
Ziedit roztoky (5.1) fosfatovym pufrem (3.2) s cilem ziskat roztoky, jejichz koncentrace odpovidd 5 pg chlor-
tetracyklinu-HCL, oxytetracyklinu-HCL a tetracyklinu-HCL na 1 ml

6.  Extrakce

Kdyz je predpoklddany obsah antibiotika niz$f nez 10 ppm, je mozné pouzit bud homogenizovany vzorek, nebo
nejjemnéjsi frakci oddélenou prosévanim, nebot antibiotika se nachdzeji pfedevsim v této frakei.

Suspendovat vzorek ve smési (3.5) a odstiedit. Sebrat supernatant a pouZit ho p¥imo nebo ho piipadné ziedit
smési (3.5) s cilem ziskat koncentrace antibiotika asi 100 pgna 1 ml (6.1)a 5 pgna 1 ml (6.2).

7.  Stanoveni a identifikace

7.1 Chromatografie

Ponotit papir do pufracniho roztoku, pH 3,5 (3.1). Odstranit prebytek kapaliny vtlacenim papiru mezi listy
suchého filtra¢ntho papiru. Poté kdpnout na papir 0,01 ml referen¢nich roztokd (5.2 a 5.3) a extraktu (6.1
a 6.2). Pro dobré oddéleni musi mit papir spravnou vlhkost; pokud je to nutné, nechat trochu vyschnout.

(") Mize byt pouzito jakékoli komer¢ni kultivacni médium podobného slozeni a dévajici stejné vysledky.
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Rozvinout sestupnou chromatografii. Pouzit eluent I (3.3) pro stanoveni bioautografii a eluent II (3.4) pro
stanoveni UV svétlem. Kdyz ¢elo rozpoustédla dosihne vysky 15 az 20 cm (asi 1 hodina 30 minut), pferusit
chromatografii a vysusit papir.

7.2 Stanoveni UV svétlem

Kdyz je obsah antibiotika vy$3i nez 1 pg/cm?, je mozné po oSetfeni chromatogramu parami amoniaku (3.7)

pozorovat ozdfenim pod UV lampou zluté fluoreskujici skvrny (4.4).

7.3 Stanoveni bioautografii

Nalit kultiva¢ni médium (3.10), které se pfedem naockuje B. cereus (3.9), na sklenéné desky (4.5) a polozit
papir na kultiva¢tni médium. Po péti minutdch kontaktu odejmout papir a polozit ho na jinou skvrnu v kulti-
vaénim médiu, kde zistane béhem inkubac¢ni doby. Inkubovat pfes noc pti 30 °C. PFitomnost tetracyklino-
vého antibiotika se projevi svétlymi inhibi¢nimi zénami v matném kultivaénim médiu.

K fixaci chromatogramu se po inkubaci odpaif roztok (3.11) na papife.

7.4 Identifikace

Relativni hodnoty Rf tetracyklinovych antibiotik jsou uvedeny zde. Tyto hodnoty se mohou mirné ménit
podle jakosti papiru a jeho vlhkosti:

Chlortetracyklin (CTC) 0,60
Tetracyklin (TC) 0,40

Oxytetracyklin (OTC) 0,20

4-epi-CTC 0,15
4-epi-TC 0,13
4-epi-OTC 0,10

Antibiotickd aktivita ,epi“ sloucenin je mensf nez aktivita normélnich sloucenin.

2. STANOVENI CHLORTETRACYKLINU, OXYTETRACYKLINU A TETRACYKLINU

A. DIFUZI NA AGARU

1.  U&el a rozsah

Tato metoda umozZnuje stanovit chlortetracyklin (CTC), oxytetracyklin (OTC) a tetracyklin (TC) v krmivech,
koncentratech a premixech. Spodni hranice pro jejich stanoveni je 5 ppm. Obsahy nizsi nez 5 ppm mohou byt
urceny grafickou interpolaci.

2. Princip

U obsaht rovnych nebo nizsich nez 50 ppm se vzorek extrahuje zfedénym formamidem. U obsahd vyssich nez
50 ppm se vzorek extrahuje smési acetonu, vody a kyseliny chlorovodikové pro stanoveni CTC a smési metha-
nolu a kyseliny chlorovodikové pro stanoveni OTC a TC.

Extrakty se poté zfedi a jejich antibiotickd aktivita se stanovi méfenim diftze CTC, OTC nebo TC na agarovém
médiu naockovaném B. cereus. Difdze se projevi vytvofenim inhibi¢nich z6én za pfitomnosti mikroorganismu.
Primér téchto zon je piimo dmérny logaritmu koncentrace antibiotika.
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3. Mikroorganismus: B. cereus ATCC & 11 778

3.1

UdrZovdni rodicovského kmene

Naockovat B. cereus do zkumavky se sikmym agarem odebranym z kultivacniho média (4.1), bez methylenové
modfe a kyseliny borité. Inkubovat pfes noc pii asi 30 °C. Skladovat kulturu v chladnicce a preockovat
kazdych 14 dni na Sikmy agar.

3.2 Priprava suspenze spor

Smyt bakterie ze zkumavky se Sikmym agarem (3.1) za pouziti 2 az 3 ml fyziologického solného roztoku
(4.5). Naockovat tuto suspenzi do Rouxovy banky obsahujici 300 ml kultiva¢ntho média (4.1), bez methyle-
nové modfe a kyseliny borité, jehoZ koncentrace agaru je 3 aZz 4 %. Inkubovat 3 az 5 dni pfi 28 az 30 °C,
poté smyt spory 15 ml ethanolu (4.6) poté, co byla mikroskopicky ovéfena sporulace, a homogenizovat. Tato
suspenze se mize v chladnicce skladovat nejméné 5 mésica.

Predbéznymi testy na deskdch s bazdlnim médiem pro stanoveni (4.1) uréit mnozstvi ockovaci latky, které
umozni ziskat pro pouzité koncentrace antibiotiky nejvétsi mozné, ale jesté zfetelné inhibi¢ni z6ny. Toto
mnozstvi je obvykle 0,2 a 0,3 mlna 1 000 ml. Ockovani kultiva¢niho média se provadi pii 50 az 60 °C.

4. Kultivaéni média a ¢inidla

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

Bazdlni médium pro stanoveni (')

Glukosa 1g
Trypticky pepton 10 g
Masovy extrakt 15¢
Kvasnicovy extrakt 3 g

Agar, podle jakosti 10az 20 g
,Tween 80“ 1 ml
Fosfatovy pufr, pH 5,5 (4.2) 10 ml

5 % (m/V) roztok kyseliny borité 15 ml

0,5 % ethanolovy roztok methyle- 4 ml
nové modfe

Destilovana voda ad 1000 ml

Pred pouzitim upravit pH na 5,8.

Fosftovy pufr, pH 5,5

Dihydrogenfosfore¢nan draselny KH,PO, p.a. 130,86 g
Hydrogenfosfore¢nan disodny Na,HPO, - 2H,0 p.a. 6,947 ¢
Destilovand voda ad 1000 ml

Fosfatovy pufr, pH 5,5, zfedény 1/10

Fosfdtovy pufr, pH 8,0

Dihydrogenfosfore¢nan draselny KH,PO, p.a. 1,407 g
Hydrogenfosfore¢nan disodny Na,HPO, - 2H,0 p.a. 57,539 g
Destilovand voda ad 1000 ml

Sterilni fyziologicky roztok.
20 % (V|V) ethanol.

Kyselina chlorovodikovéd 0,1 N.

(") Mize byt pouzito jakékoli komer¢ni kultivacni médium podobného slozeni a dévajici stejné vysledky.
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4.8 70% (V|V) formamid: pfipravit Cerstvy pfed pouzitim a upravit na pH 4,5 za pouziti kyseliny sirové asi
2 N.

4.9 Smés ¢istého acetonu/vody/kyseliny chlorovodikové (d: 1,19): 65/33/2 objemove.
4.10 Smés ¢istého methanolu/kyseliny chlorovodikové (d: 1,19): 98/2 objemove.

4.11 Standardni latky: CTC, OTC, TC, jejichz aktivita je vyjddfena v chlorovodiku.

5. Standardni roztoky

5.1 Chlortetracyklin

Na zdkladé standardnich latek (4.11) a za pouziti kyseliny chlorovodikové (4.7) pfipravit zdsobni roztok,
jehoz koncentrace odpovidd 500 pg chlortetracyklinu-HCL na 1 ml. Tento roztok se skladuje v chladni¢ce
jeden tyden.

Na zédkladé tohoto zdsobniho roztoku piipravit standardni pracovni roztok S8, jehoZ koncentrace odpovidd
0,2 pg chlortetracyklinu-HCL na 1 ml. Zfedéni se provede za pouziti fosfitového pufru, pH 5,5, ziedéného
1/10 (4.3), do kterého bylo pfiddno 0,01 % cerné amido ().

Poté pripravit postupnym fedénim (1 + 1) za pouziti pufru (4.3) tyto koncentrace:

S, 0,1 pg/ml
S, 0,05  pg/ml
S, 0,025 pg/ml

5.2 Oxytetracyklin

Postupem podle bodu 5.1 pfipravit na zdkladé zdsobniho roztoku, jehoZz koncentrace odpovidd 400 ug oxyte-
tracyklinu-HCL na 1 ml, standardni pracovni roztok S, obsahujici 1,6 pg oxytetracyklinu-HCL na 1 ml
a tyto koncentrace:

S, 0,8 pg/ml
S, 0,4 pg/ml
S, 0,2 pg/ml

5.3 Tetracyklin

Postupem podle bodu 5.1 pfipravit na zdkladé zdsobniho roztoku, jehoz koncentrace odpovidd 500 g tetra-
cyklinu-HCL na 1 ml, standardni pracovni roztok S; obsahujici 1,0 pg tetracyklinu-HCL na 1 ml a tyto

koncentrace:
S, 0,5 pg/ml
S, 0,25 pg/ml
S, 0,125 pg/ml

6.  Extrakce

6.1 Obsahy rovné nebo nizni nez 50 ppm

Do zkusebntho vzorku pfidat formamid (4.8) v mnozstvich uvedenych v tabulce. Protfepavat 30 minut
tiepackou. Poté ihned zfedit fosfitovym pufrem (4.3) podle odkazd v tabulce s cilem ziskat koncentraci Us.
Koncentrace formamidu v tomto roztoku nesmi piekrocit 40 %.

Odstiedit nebo dekantovat extrakt s cilem ziskat &iry roztok. Poté pfipravit koncentrace U, U, a U,
postupnym Fedénim (1 + 1) za pouziti fosfitového pufru (4.3).

() Cerfi amido slouz{ k oznaceni inhibi¢nich zén standardnich roztoki (modré kruhy).
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Antibiotikum CTC OTC TC
Predpoklddany obsah 10 50 10 50 10 50
v ppm
Zkusebni vzorek v g 10 10 24 9,6 20 10
ml formamidu (4.8) 100 100 80 100 80 100
ml fosfitového pufru fed. fed. 70 200 120 fed.
(4.3) 1:5 1:25 1:5

© () )
Koncentrace U, v ug/ml 0,2 0,2 1,6 1,6 1,0 1,0

() Odebrat 20 ml extraktu a doplnit fosfitovym pufrem na 100 ml v odmérné barce.
(") Odebrat 4 ml extraktu a doplnit fosfitovym pufrem na 100 ml v odmérné bance.

6.2 Obsahy vyssi nez 50 ppm
6.2.1 Chlortetracyklin

V zévislosti na pfedpoklddaném obsahu antibiotika ve vzorku nebo na jeho vyrobni zdruce piidat do
zkusebniho vzorku o hmotnosti 2 aZ 10 g 20ti ndsobek jeho objemu smési (4.9). Protiepavat
30 minut tfepackou. Béhem extrakce musi ztstat pH nizsi nez 3; pokud je to nutné, upravit pH na 3
(u minerdlnich sloucenin za pouziti 10 % kyseliny octové). Odebrat alikvotni ¢dst extraktu a upravit
pH na 5,5 za pouziti fosfitového pufru, pH 8,0 (4.4), za pFitomnosti bromkresolové zelené (ménici se
ze zluté na modrou). Ziedit za pouziti fosfitového pufru, pH 5,5, zfedéného 1/10 (4.3), s cilem ziskat
koncentraci Uy (viz 6.1).

Poté pripravit koncentrace U4, U2 a Ul postupnym fedénim (1 + 1), za pouziti fosfitového pufru
4.3).
6.2.2 Oxytetracyklin a tetracyklin

Postupovat jak je uvedeno v bodé 6.2.1 tak, Ze se smés (4.9) nahradi smési (4.10).

7.  Metoda stanoveni

7.1 Ockovdni kultivacniho média

Naockovat bazalni médium pro stanoveni (4.1) pfi 50-60 °C suspenzi spor (3.2).

7.2 Pfiprava misek

Diftize na agaru se provadi v miskach za pouziti Ctyf koncentraci standardniho roztoku (S, S,, S,, S,) a Ctyf
koncentraci extraktu (U, U,U,, U,). Kazdd miska musi obsahovat ¢tyfi koncentrace standardniho roztoku
a extraktu.

Za timto tGcelem vybrat misky o takové velikosti, aby bylo mozné udélat v agarovém médiu nejméné 8 dér
o praméru 10 azZ 13 mm. Vypocitat mnoZstvi naockovaného kultivaéntho média (7.1), které se md pouzit
pro ziskdni stejnomérné vrstvy o tloustce asi 2 mm. Upfednostiiuje se pouZiti misek sestdvajicich se z plo-
chych sklenénych desek s dokonale rovnym hlinikovym nebo plastovym krouzkem o priméru 200 mm
a vysce 20 mm.

Pipetovat do dér presné odméfend mnoZstvi roztoku antibiotika mezi 0,10 a 0,15 ml, v zdvislosti na
priméru dér.

U kazdého vzorku opakovat diftizi nejméné ctyfikrat s kazdou koncentraci, aby kazdé stanoveni zahrnovalo
vyhodnoceni 32 inhibi¢nich zén.
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7.3 Inkubace

Inkubovat misky béhem 18 hodin asi pti 28 az 30 °C.

Vyhodnoceni

Zméfit pramér inhibicnich z6n, pfednostné projekci. Zaznamenat méfeni na semilogaritmicky papir zanesenim
logaritmu koncentraci proti priiméru inhibi¢nich zén. Naértnout kiivky standardniho roztoku a extraktu. Pokud
nedoslo k interferenci, obé kiivky budou paralelni.

Logaritmus relativni aktivity se vypocitd pomoci této rovnice:

(Ui + U, + U, + Ug S, -S, -S, -Sg) - 0,602
U, + Us + S, + S -U; -U, -S; -S,

Skutecnd aktivita = predpoklddand aktivita x relativni aktivita.

Opakovatelnost
Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u jednoho vzorku nesmi ptekrocit 10 % relativni
hodnoty.

B. TURBIDIMETRICKY

Ucel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanovit chlortetracyklin (CTC), oxytetracyklin (OTC) a tetracyklin (TC) pii koncentracich
vyssich nez 1 glkg, pokud nezasahuje zddnd latka, kterd by dévala vzniknout matnym extraktim. Tato metoda je
rychlejsi nez difize na agaru.

Princip

Pro stanoveni obsahu CTC se vzorek extrahje smési acetonu, vody a kyseliny chlorovodikové a pro stanoveni
obsahu OTC a TC smési methanolu a kyseliny chlorovodikové.

Extrakty se poté ziedi a jejich antibioticky tcinek se stanovi méfenim svételné propustnosti kultiva¢niho média,
které bylo naockovano Staphylococcus aureus a do kterého bylo pfiddno antibiotikum. Svételnd propustnost zdvisi na
koncentraci antibiotika.

Mikroorganismus: Staphylococcus aureus K 14 ()

3.1 UdrZovdni rodicovského kmene

Naockovat Staphylococcus aureus do zkumavky s Sikmym agarem odebranym z kultiva¢ntho média (4.1.), do
kterého se pfidd 1,5 aZ 3 % agaru (podle jakosti). Inkubovat pres noc pti 37 °C. Skladovat kulturu v chladnicce
a pieockovat kazdé 4 tydny na Sikmy agar. Zaroven piipravit subkultury pro laboratorni pouziti.

3.2 Priprava ockovaci litky

24 hodin pfed pouzitim preockovat sikmy agar subkulturou a inkubovat pfes noc pii 37 °C. Suspendovat
celou kulturu obsaZenou ve zkumavce agaru v asi 2 ml bazdlntho média (4.1) a poté prenést suspenzi za
sterilnich podminek do asi 100 ml stejného bazdlntho média (4.1). Inkubovat ve vodni ldzni pii 37 °C dokud
rist kmene nedosdhne logaritmické fize (1h30 az 2h).

() Tento kmen izolovany v Kielu podle LUFA vykazuje rychlejsi rist nez S. aureus ATCC 6538 P.
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4. Kultivaéni média a ¢inidla

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7 Standardni latky: CTC, OTC, TC, jejichz aktivita je vyjadfena v chlorovodiku.

Bazdlni médium pro stanoveni (')

Pepton
Kvasnicovy extrakt
Masovy extrakt
Chlorid sodny
Glukosa

Dihydrogenfosfore¢nan draselny KH,PO, p.a.

Hydrofosfore¢nan draselny K,HPO, p.a.

Destilovana voda ad

pH po sterilizaci: 6,8 az 7,0.

Fosfdtovy pufr, pH 4,5

Dihydrogenfosfore¢nan draselny KH,PO, p.a.

Destilovana voda ad

Kyselina chlorovodikovd 0,1 N.

Smés ¢istého acetonu/vody/kyseliny chlorovodikové (d: 1,19): 65/33/2 objemové.

Smés cistého methanolu/kyseliny chlorovodikové (d: 1,19): 98/2 objemové.

Asi 10 % (m/V) roztoku formaldehydu.

5. Standardni roztok

Na zdklad¢ standardni ldtky (4.7) a za pouziti kyseliny chlorovodikové (4.3) pfipravit zdsobni roztok, jehoz koncen-
trace odpovidd 400 az 500 pg CTC-HCL, OTC-HCL nebo TC-HCL na 1 ml. Tento roztok se skladuje v chladni¢ce

jeden tyden.

6. Extrakce

6.1

6.2

Chlortetracyklin

Do odmérné barniky o objemu 200 nebo 250 ml ddt 1 az 2 g zkuSebniho vzorku. Pfidat asi 100 ml smési
(4.4) a protiepdvat 30 minut tiepackou. Doplnit po rysku fosfitovym pufrem, pH 4,5 (4.2). Homogenizovat

a nechat stét.

Oxytetracyklin a tetracyklin

Do odmérné baniky o objemu 200 nebo 250 ml ddt 1 az 2 g zkuSebniho vzorku. Pfidat asi 100 ml smési
(4.5) a protiepdvat 30 minut tfepackou. Doplnit po rysku fosfitovym pufrem, pH 4,5 (4.2). Homogenizovat

a nechat stét.

7. Metoda stanoveni

7.1

(") Mize byt pouzito jakékoli komer¢ni kultivacni médium podobného slozeni a dévajici stejné vysledky.

Priprava standardnich sérii a extraktu

Ziedit standardni roztok (5) a extrakt (6) fosfitovym pufrem, pH 4,5 (4.2), tak, aby vznikla série koncentraci.
Pro kazdé stanovenf se nacrtne kalibra¢ni kiivka, ne které se zndzornf interpolace nejméné dvou hodnot vzta-
hujicich se k extraktu. Redéni se vyberou podle podminek rtistu kmene, které se mohou lisit laboratof od labo-

ratofe. Obecné se postupuje takto:

58
15¢
15 ¢
35 ¢
10 g
132 ¢g
3,68 g
1000 ml

13,6 g
1000 ml
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7.1.1 Chlortetracyklin

Ztedit standardni roztok (5) fosfitovym pufrem (4.2) s cilem ziskat standardni pracovni roztok, jehoz
koncentrace odpovidd 0,2 pg CTC-HCL na 1 ml. Poté pripravit za pouziti fosfitového pufru (4.2), jak je
uvedeno nize a ve zkumavkach uréenych pro stanoventi, 6 fedéni, kazdé fedéni dvakrat.

ml standarrdor;it};igracovn{ho ml fosfitového pufru (4.2) Koncentrace CTC-HCC(ug/ml)
0,7 0,3 0,14
0,6 0,4 0,12
0,55 0,45 0,11
0,45 0,55 0,09
0,4 0,6 0,08
0,3 0,7 0,06

Ziedit extrakt (6.1) za pouziti fosfitového pufru (4.2) s cilem ziskat pfedpoklddanou koncentraci
0,12 pg CTC-HCL. Dét 1 ml tohoto roztoku do dvou zkumavek a 0,75 ml (= 0,09 pg) do dvou jinych
zkumavek. Doplnit objem dvou jinych zkumavek na 1 ml fosfitovym pufrem (4.2).

7.1.2 Oxytetracyklin a tetracyklin

Ziedit standardni roztok (5) za pouziti fosfitového pufru (4.2) s cilem ziskat standardni pracovni roztok,
jehoz koncentrace odpovidd 0,6 pg OTC-HCL nebo TC-HCL na 1 ml. Poté pfipravit za pouziti fosfito-
vého pufru (4.2), jak je uvedeno niZe a ve zkumavkdch uréenych pro stanoveni, 7 fedéni, kazdé fedéni

dvakrat.
ml standar;ionzl’t};(igracovnﬂqo ml fosfitového pufru (4.2) Koncentrace CTC-HCC(pg/ml)
0,9 0,1 0,54
0,8 0,2 0,48
0,7 0,3 0,42
0,6 0,4 0,36
0,4 0,6 0,24
0,3 0,7 0,18
0,2 0,8 0,12

Zredit extrakt (6.2) za pouziti fosfitového pufru (4.2) s cilem ziskat predpokliddanou koncentraci
0,48 pg OTC-HCL nebo TC-HCL na 1 ml. Ddt 1 ml tohoto roztoku do dvou zkumavek a 0,5 ml
(= 0,24 pg) do dvou jinych zkumavek. Doplnit objem dvou jinych zkumavek na 1 ml fosfitovym
pufrem (4.2).

7.2 Ockovdni kultivacniho média

Naockovat bazdlni médium pro stanoveni (4.1) ockovaci litkou (3.2) s cilem ziskat na fonometru pfi
590 nm 85 % svételnou propustnost v 5 cm kyveté nebo 92 % svételnou propustnost ve 2 cm kyveté pii
nastaveni aparatury na 100 % propustnost nenaockovaného bazdlniho média (4.1).

7.3 Ockovdni
Dét do kazdé zkumavky (7.1.1 nebo 7.1.2) 9 ml naockovaného kultivatniho média (7.2). Naplnéni zkumavek
musi byt provedeno v Cistém, ale nezbytné ne sterilnim prostredi.

7.4 Inkubace

Inkubace se musi provést ve vodni ldzni, jejiz teplota se michdnim udrzuje na 37 °C + 0,1 °C. Inkubac¢ni doba
se zvoli takovym zptsobem, aby bylo mozné nacrtnout kiivky propustnosti, jejichz gradient je vhodny pro
piesnd méfeni (obecné 2h30 az 3h). Poté zastavit dalsi rustu rychlym vstifknutim 1 ml roztoku formaldehydu
(4.6) do kazdé zkumavky.
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7.5 Méfeni ristu

roztoku (odpovidajictho nejvy$simu obsahu antibiotika). Z diivodu malych rozdila v zakaleni rznych

zkumavek se doporucuje pouZit nejméné 2 cm a radéji 5 cm kyvety.
Vypocet vysledka
Nacrtnout kalibra¢ni kiivku na milimetrovém papife zanesenim fotometrickych propustnosti proti koncentracim
antibiotika. Odecist na kiivce hodnoty propustnosti extraktu. Vypocist obsah antibiotika ve vzorku.
Opakovatelnost
Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u jednoho vzorku nesmi prekrocit 10 % relativni
hodnoty.

3. STANOVENI OLEANDOMYCINU

- diftizi na agaru -

Ucel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanovit oleandomycin v krmivech, koncentritech a premixech, a to dokonce v pfitom-
nosti tetracyklint. Spodni hranice pro stanoveni je 0,5 ppm.

Princip

Vzorek se extrahuje zfedénym methanolovym roztokem tris (hydroximethyl) aminometanem. Po odstiedéni se
extrakt zfedi a jeho antibiotickd aktivita se stanovi méfenim difize oleandomycinu na agarovém médiu naocko-
vaném B. cereus. Diftze se projevi vytvofenim inhibi¢nich zén za pfitomnosti mikroorganismu. Primér téchto zén
je piimo tmérny logaritmu koncentrace antibiotika.

Mikroorganismus: B. cereus, K 250 TR (!) (rezistentni vii¢i tetracykliniim)

3.1 UdrZovdni rodicovského kmene

Naockovat B. cereus do zkumavky se $ikmym agarem odebranym z kultivatniho média (4.1) a pfidat 100 pg
oxytetracyklinu na 5 ml. Inkubovat pfes noc pii asi 30 °C. Skladovat kulturu v chladni¢ce a pieockovat kazdé
4 tydny na $ikmy agar.

3.2 Priprava suspenze spor

Smyt bakterie ze zkumavky se $ikmym agarem (3.1) za pouziti asi 3 ml fyziologického roztoku (4.3). Naoc-
kovat tuto suspenzi do Rouxovy baniky obsahujici 300 ml kultivacniho média (4.1), jehoZ koncentrace agaru je
3 az 4 %. Inkubovat 3 az 5 dni pii 28 az 30 °C, poté smyt spory 15 ml ethanolu (4.4) poté, co byla mikrosko-
picky ovéfena sporulaci, a homogenizovat. Tato suspenze se muze v chladnicce skladovat nejméné 5 mésicil.

Predbéznymi testy na deskdch se bazdlnim médiem pro stanoveni (4.2) urcit mnozstvi ockovaci ldtky, které
umozni ziskat pro rizné pouzité koncentrace oleandomycinu nejvétsi mozné, ale jesté zfetelné inhibi¢ni zony.
Toto mnozstvi je obvykle 0,1 a 0,2 ml na 1 000 ml. O¢kovéni kultivatntho média se provadi pti 60 °C.

(") Kmen izolovany v Kielu podle LUFA.
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4. Kultivaéni média a ¢inidla

4.1 Médium pro udrzovdni rodicovského kmene (')

Glukosa 1g
Trypticky pepton 10 g
Masovy extrakt 15 ¢
Kvasnicovy extrakt 3¢

Agar, podle jakosti 102220 g
Destilovand voda ad 1000 ml

Pred pouzitim upravit pH na 6,5.

4.2 Bazdlni médium pro stanoveni ()
Médium (4.1) upravené na pH 8,8.

4.3 Sterilni fyziologicky roztok.

4.4 20 % (V|V) ethanol.

4.5 Cisty methanol

4.6 0,5% (m/V) roztok tris (hydroxymethyl) aminometanu p.a.

4.7 Extrakeni roztok

Cisty methanol 50 ml
Destilovana voda 50 ml

Tris (hydroxymethyl) aminometan 0,5 g
pa.

4.8 Standardni latky: oleandomycin o zndmé aktivité.

Standardni roztok

Rozpustit standardni latku (4.8) v 5 ml methanolu (4.5) a zfedit roztokem (4.6) s cilem ziskat koncentraci olean-
domycinu 100 pg/ml.

Na zdkladé tohoto zdsobniho roztoku pfipravit zfedénim s roztokem (4.6) standardni pracovni roztok S8 obsahujici
0,1 pg oleandomycinu na 1 ml. Poté pfipravit postupnym Fedénim (1 + 1) za pouZziti roztoku (4.6) tyto koncen-
trace:

(%]

Y 0,05 pg/ml
) 0,025  pg/ml
. 0,0125 pg/ml

. n

Extrakce

V zdvislosti na predpoklddaném obsahu oleandomycinu ve vzorku pfidat do zkusebniho vzorku o hmotnosti 2 az
10 g 100 ml roztoku (4.7) a protiepdvat 30 minut tfepackou.

Odstiedit, odebrat alikvotni ¢dst extraktu a ziedit roztokem (4.6) s cilem ziskat predpoklddanou koncentraci
0,1 pg oleandomycinu na 1 ml (= Uy). Poté pfipravit koncentrace U,, U, a U, postupnym fedénim (1 + 1) za
pouziti roztoku (4.6).

(") Mize byt pouzito jakékoli komer¢ni kultivacni médium podobného slozeni a dévajici stejné vysledky.



03/sv. 1 Utedni véstnik Evropské unie 329

7. Metoda stanoveni

7.1 Ockovdni kultivacniho média

Naockovat bazdlni médium pro stanoveni (4.2) pii 60 °C suspenzi spér (3.2).

7.2 Priprava misek

Diftize na agaru se provadi v miskdch za pouziti ¢tyf koncentraci standardniho roztoku (S,, S,, S,, S,) a ¢tyf
koncentraci extraktu (U, U,U,, U,). Kazdd miska musi obsahovat ¢tyfi koncentrace standardniho roztoku
a extraktu.

Za timto dcelem vybrat misky o takové velikosti, aby bylo mozné udélat v agarovém médiu nejméné 8 dér
o pruméru 10 az 13 mm. Vypocitat mnoZstvi ockovactho kultivacntho média (7.1), které se md pouZit pro
ziskdn{ stejnomérné vrstvy o tloustce asi 2 mm. UpFednostiluje se pouziti misek sestdvajicich se z plochych

sklenénych desek s dokonale rovnym hlinikovym nebo plastovym krouzkem o priméru 200 mm a vysce
20 mm.

Pipetovat do dér pfesné odméfend mnoZstvi roztoku antibiotika mezi 0,10 a 0,15 ml, v zdvislosti na praméru
dér.

U kazdého vzorku opakovat difdzi nejméné ctyfikrat s kazdou koncentraci, aby kazdé stanoveni zahrnovalo
vyhodnoceni 32 inhibi¢nich z6n.
7.3 Inkubace

Inkubovat misky béhem 18 hodin asi pfi 28 az 30 °C.

8. Vyhodnoceni
Zméfit pramér inhibi¢nich z6n, pfednostné projekei. Zaznamenat méfeni na semilogaritmicky papir zanesenim
logaritmu koncentraci proti priméru inhibi¢nich z6n. Nacrtnout kfivky standardniho roztoku a extraktu. Pokud

nedoslo k interferenci, obé kfivky budou paralelni.

Logaritmus relativni aktivity se vypocitd pomoci této rovnice:

(U + Uy, + Uy + Us -5, -5, -S, -S5) - 0,602
U, + Ug + Sy + Sg-Uy -U, -5, -5,

Skute¢nd aktivita = predpoklddand aktivita x relativn{ aktivita.

9. Opakovatelnost
Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u jednoho vzorku nesmi pfekrocit 10 % relativni
hodnoty.
4. STANOVENI TYLOSINU

- diftizi na agaru -

1. Utel a rozsah

Tato metoda umozriuje stanovit tylosin v krmivech, koncentrtech a premixech. Spodni hranice pro stanoveni je
2 ppm.

2. Princip

Vzorek se oSetii fosfatovym pufraénim roztokem o pH 8, pfedehidtym na 80 °C, a poté se extrahuje methanolem.
Po odstiedéni se extrakt ziedi a jeho antibiotickd aktivita se stanovi méfenim diftize tylosinu na agarovém médiu
naockovaném Sarcina lutea. Diftze se projevi vytvorenim inhibi¢nich z6én za pFitomnosti mikroorganismu. Pramér
téchto z6n je pFimo Gmérny logaritmu koncentrace antibiotika.
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3. Mikroorganismus: Sarcina lutea ATCC €. 9341

3.1

3.2

UdrZovdni rodicovského kmene

Naockovat Sarcina lutea do zkumavky se sikmym agarem odebranym z kultivaéniho média (4.1) upraveného na
pH 7,0. Inkubovat pfes noc pii asi 35 °C. Skladovat kulturu v chladni¢ce a pfeockovat kazdy mésic na Sikmy
agar.

Priprava bakteridlni suspenze

Smyt bakterie ze zkumavky se sikmym agarem (3.1) za pouziti 2 az 3 ml fyziologického roztoku (4.4). Naoc¢-
kovat tuto suspenzi do Rouxovy banky obsahujici 250 ml kultivacniho média (4.1), upravit na pH 7,0. Inku-
bovat 24 hodin pfi 35 °C, poté smyt bakterie za pomoci 25 ml fyziologického roztoku (4.4). Homogenizovat
a zfedit tuto suspenzi s cilem ziskat 75 % svételnou propustnost pii 650 nm.

Pokud se tato suspenze skladuje v chladnicce, jeji trvanlivost je jeden tyden.
Predbéznymi testy na deskdch s bazadlnim médiem pro stanoveni (4.1) urcit mnozstvi ockovaci latky, které

umozni ziskat pro pouzité koncentrace tylosinu nejvétsi mozné, ale jesté zfetelné inhibi¢ni zény. Ockovani
kultivaéntho média se provadi pii 48 az 50 °C.

4. Kultivaéni média a ¢inidla

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

Bazdlni médium pro stanoveni (')

Glukosa lg
Trypticky pepton 10 g
Masovy extrakt 1,5 ¢
Kvasnicovy extrakt 3g

Agar, podle jakosti 10az 20 g
Destilovand voda ad 1000 ml

Za tcelem udrzovani rodicovského kmene a piipravy bakteridlni suspenze upravit pH na7,0 a za tdcelem
stanoveni na 8,0.

Fosfdtovy pufr, pH 8

Dihydrogenfosfore¢nan draselny 0,523 g

KH,PO, p.a.
Hydrogenfosfore¢nan draselny 16,730 g
K,HPO, p.a.
Destilovand voda ad 1000 ml

Fosfdtovy pufr, pH 7

Dihydrogenfosfore¢nan draselny KH,PO, p.a. 55 ¢
Hydrogenfosfore¢nan draselny K,HPO, p.a. 13,6 g
Destilovana voda ad 1000 ml

Steriln{ fyziologicky roztok.

Cisty methanol.

40 % (V|V) methanol.

Smés fosfatového pufru (4.2)/Cisty methanol: 60/40 objemové.

Standardni ltka: tylosin o zndmé aktivité.

(") Mize byt pouzito jakékoli komer¢ni kultivacni médium podobného slozeni a dévajici stejné vysledky.
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Standardni roztoky

Susit standardni litku (4.8) 3 hodiny pfi 60 °C ve vakuové suddrné (5 mm rtuti). Navazit 10 az 50 mg do
odmérné banky, rozpustit v 5 ml methanolu (4.5) a zfedit roztok fosfitovym pufrem, pH 7 (4.3) s cilem ziskat
koncentraci zdkladniho tylosinu 1 000 pg/ml.

Na zédkladé tohoto zdsobniho roztoku pfipravit rozfedénim smési (4.7) standardni pracovni roztok Sy obsahujici
2 pg zdkladniho tylosinu na 1 ml.

Poté pfipravit postupnym fedénim (1 + 1) za pouziti smési (4.7) tyto koncentrace:

S, 1 pg/ml
S, 0,5  pg/ml
S, 0,25 pg/ml

Extrakce

Pro koncentrity pouzit 10 g zkusebniho vzorku; pro premixy a krmiva 20 g zkusebniho. Pfidat 60 ml fosfato-
vého pufru, pH 8 (4.2), pfedehidtého na 80 °C, a homogenizovat 2 minuty (kuchynsky mixer, Ultra-turrax atd.).

Nechat stdt 10 minut, pfidat 40 ml methanolu (4.5) a homogenizovat 5 minut. Odstiedit extrakt a zfedit ali-
kvotni ¢dst smési (4.7) s cilem ziskat pfedpoklddanou koncentraci tylosinu 2 pg/ml (= Uy). Poté pfipravit koncen-
trace U,, U, a U, postupnym fedénim (1 + 1) za pouZiti smési (4.7).

Pro obsahy nizs{ nez 10 ppm odpatit extrakt do sucha v rotaénim odpafovaci pii 35 °C a rozpustit reziduum ve
40 % methanolu (4.6).

Metoda stanoveni

7.1 Ockovdni kultivacniho média

Naockovat bazdlni médium pro stanoveni (4.1) upravené na pH 8 pii 48 az 50 °C suspenzi bakterii (3.2).

7.2 Pfiprava misek

Diftize na agaru se provadi v miskdch za pouziti ¢tyf koncentraci standardniho roztoku (S, S,, S,, S)) a ¢tyf
koncentraci extraktu (U, U,U,, U,). Kazdd miska musi obsahovat ¢tyfi koncentrace standardniho roztoku
a extraktu.

Za timto ucelem vybrat misky o takové velikosti, aby bylo mozné udélat v agarovém médiu nejméné 8 dér
o pruméru 10 az 13 mm. Vypocitat mnozstvi ockovaného kultivacniho média (7.1), které se md pouzit pro
ziskdni stejnomérné vrstvy o tloustce 2 mm. Upfednostiiuje se pouziti misek sestdvajicich se z plochych skle-
nénych desek s dokonale rovnym hlinfkovym nebo plastovym krouzkem o praméru 200 mm a o vysce
20 mm.

Pipetovat do dér pfesné odméfend mnoZstvi roztoku antibiotika mezi 0,10 a 0,15 ml, v zédvislosti na praméru
dér.

U kazdého vzorku opakovat difdzi nejméné Ctyfikrdt s kazdou koncentraci, aby kazdé stanoveni zahrnovalo
vyhodnoceni 32 inhibi¢nich z6n.
7.3 Inkubace

Inkubovat misky pfes noci pfi 35 az 37 °C.

Vyhodnoceni
ZméFit pramér inhibi¢nich z6n, pfednostné projekei. Zaznamenat méfeni na semilogaritmicky papir zanesenim
logaritmu koncentraci proti priméru inhibi¢nich z6n. Nacrtnout kfivky standardniho roztoku a extraktu. Pokud

nedoslo k interferenci, obé kfivky budou paralelni.

Logaritmus relativni aktivity se vypocitd pomoci této rovnice:

(Ui + U, + Uy + Ug =S =S, -S4 -S;) - 0,602
Uy, + Uy + Sy + S-Up -U, =S -5,

Skute¢nd aktivita = predpoklddand aktivita x relativni aktivita.
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9. Opakovatelnost
Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u jednoho vzorku nesmi pfekrocit 10 % relativni
hodnoty.
5. STANOVENI VIRGINIAMY CINU

- diftizi na agaru -

1. Uéel a rozsah
Tato metoda umoziuje stanovit virginiamycin v krmivech, koncentratech a premixech. Spodni hranice pro stano-
veni je 2 ppm.

2. Princip

Vzorek se extrahuje methanolovym roztokem ,Tween 80“ Po odstfedéni nebo filtraci se extrakt zfedi a jeho anti-
biotickd aktivita se stanovi méfenim difze virginiamycinu na agarovém médiu naockovaném Sarcina lutea. Diftize
se projevi vytvofenim inhibi¢nich z6n za pfitomnosti mikroorganismu. Primér téchto zén je piimo timérny loga-
ritmu koncentraci antibiotika.

3. Mikroorganismus: Sarcina lutea ATCC ¢ 9341

3.1 UdrZovdni rodicovského kmene

Naockovat Sarcina lutea do zkumavky se Sikmym agarem z kultivacniho média (4.1). Inkubovat pfes noc pii
asi 35 °C. Skladovat kulturu v chladnicce a pfeockovat kazdych 14 dni na $ikmy agar.

3.2. Pfiprava bakteridlni suspenze

Smyt bakterie ze zkumavky se $ikmym agarem (3.1) za pouziti 2 az 3 ml fyziologického solného roztoku
(4.3). Naockovat tuto suspenzi do Rouxovy banky obsahujici 250 ml kultivaéniho média (4.1). Inkubovat
24 hodin pii 35 °C, poté smyt bakterie za pomoci 25 ml fyziologického roztoku (4.3). Homogenizovat
a zfedit tuto suspenzi s cilem ziskat asi 75 % svételnou propustnost pfi 650 nm. Pokud se tato suspenze skla-
duje v chladnicce, jeji trvanlivost je jeden tyden.

Predbéznymi testy na deskdch s bazdlnim médiem pro stanoveni (4.1) ur¢it mnozstvi ockovaci latky, které
umozni ziskat pro rizné pouzité koncentrace virginiamycinu nejvétsi mozné, ale jesté zietelné inhibi¢ni zony.
Ockovini kultivaéniho média se provadi pii 48 az 50 °C.

4. Kultivaéni média a ¢inidla

4.1 Bazdlni médium pro stanoveni ()

Glukosa lg
Trypticky pepton 10 g
Masovy extrakt 1,5 ¢
Kvasnicovy extrakt 3g

Agar, podle jakosti 10az 20 g
Destilovand voda ad 1000 ml

Pred pouzitim upravit pH na 6,5.

(") Mize byt pouzito jakékoli komer¢ni kultivacni médium podobného slozeni a dévajici stejné vysledky.
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4.2 Fosfdtovy pufr, pH 6

Dihydrogenfosfore¢nan draselny 8,0 g

KH,PO, p.a.

Hydrogenfosfore¢nan draselny 2,0 g
K,HPO, p.a.

Destilovana voda ad 1000 ml

4.3 Sterilni fyziologicky roztok.

4.4 Cisty methanol.

4.5 Smés fosfatového pufru (4.2)/Cisty methanol: 80/20 objemové.
4.6 0,5 % methanolového roztoku ,Tween 80“ (m/V).

4.7 Standardni latka: virginiamycin o zndmé aktivité.

5. Standardni roztoky

Pripravit methanolovy roztok standardni latky (4.7) obsahujici 800 pg virginiamycinu na 1 ml. Na zdkladé tohoto
zdsobniho roztoku pfipravit rozfedénim smési (4.5) standardni pracovni roztok S, obsahujici 1 pg virginiamycinu
na 1 ml. Poté pfipravit postupnym fedénim (1+) za pouZiti smési (4.5) tyto koncentrace:

S, 0,5 pg/ml
S, 0,25  pg/ml
S, 0,125 pg/ml

6. Extrakce

6.1 Vyrobky o obsahu virginiamycinu rovnym nebo nizsim nez 50 ppm

Odebrat 10 az 20 g zkuSebniho vzorku, pfidat 100 ml roztoku (4.6) a protiepdvat 30 minut tiepackou.
Odstiedit nebo filtrovat, odebrat 20 ml cirého roztoku a odpafit do sucha v rotaénim odpafovaci. Rozpustit
reziduum ve 20 ml nebo vice smési (4.5) s cilem ziskat pfedpoklddanou koncentraci 1 pg virginiamycinu na
1 ml (= Uy). Poté piipravit koncentrace U,, U, a U, postupnym fedénim (1 + 1) za pouziti smési (4.5)

6.2 Vyrobky o obsahu virginiamycinu vyssim nez 50 ppm

Odebrat 1 az 10 g zkuSebniho vzorku, pfidat 100 ml roztoku (4.6) a protfepdvat 30 minut tiepackou.
Odstiedit nebo filtrovat, poté ziedit smési (4.5) s cilem ziskat piedpoklddanou koncentraci 1 pg virginiamy-
cinuna 1 ml (= Uy). Poté pfipravit koncentrace U,, U, a U,, jak je uvedeno v bodé 6.1.

7. Metoda stanoveni

7.1 Ockovdni kultivacniho média

Naockovat bazdlni médium pro stanoveni (4.1) pii 48 az 50 °C suspenz{ bakterif (3.2).

7.2 Priprava misek

Diftize na agaru se provadi v miskdch za pouziti ¢tyf koncentraci standardniho roztoku (S, S,, S,, S,) a ¢tyf
koncentraci extraktu (U, U,, U,, U,).Kazdd miska musi obsahovat ¢tyfi koncentrace standardniho roztoku
a extraktu.

Za timto Géelem vybrat misky o takové velikosti, aby bylo mozné udélat v agarovém médiu nejméné 8 dér
o pruméru 10 az 13 mm. Vypocitat mnozstvi ockovaciho kultivatniho média (7.1), které se md pouzit pro
ziskdni stejnomérné vrstvy o tloustce asi 2 mm. Upfednostiiuje se pouziti misek sestdvajicich se z plochych
sklenénych desek s dokonale rovnym hlinfkovym nebo plastovym krouzkem o primétu 200 mm a vysce
20 mm.
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Pipetovat do dér pfesné odméfend mnoZstvi roztoku antibiotika mezi 0,10 a 0,15 ml, v zédvislosti na praméru
dér.

U kazdého vzorku opakovat difazi nejméné Ctyfikrat s kazdou koncentraci, aby kazdé stanoveni zahrnovalo
vyhodnoceni 32 inhibi¢nich zén.

7.3 Inkubace

Inkubovat misky pfes noc pii 35 az 37 °C.

Vyhodnoceni

Zmgefit promér inhibi¢nich z6n, pfednostné projekci. Zaznamenat méfeni na semilogaritmicky papir zanesenim
logaritmu koncentraci proti priméru inhibi¢nich zén. Naértnout kfivky standardniho roztoku a extraktu. Pokud
nedoslo k interferenci, obé kfivky budou paralelni.

Logaritmus relativni aktivity se vypocitd pomoci této rovnice:

(U, + U, + U, + Ug-S; -S, =S, -Sg) - 0,602
U, + Ug + S + S-Uy -U, -S4 =S,

Skute¢nd aktivita = pfedpoklddand aktivita x relativni aktivita.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u jednoho vzorku nesmi prekrocit 10 % relativni
hodnoty.



