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SMERNICE KOMISE
ze dne 20. prosince 1983,

kterou se méni smérnice 71/393/EHS, 72/199/EHS a 78/633/EHS tykajici se stanoveni analytickych metod
Spolecenstvi pro dfedni kontrolu krmiv

(84/4/EHS)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského hospodéiského
spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 70/373/EHS ze dne 20. cer-
vence 1970, kterou se zavadéji metody odbéru vzorkd a analyzy
Spoleenstvi pro tfedni kontrol krmiv ('), naposledy pozméné-
nou Aktem o pfistoupeni Recka, a zejména na ¢ldnek 2 uvedené
smérnice,

vzhledem k tomu, Ze smérnice Komise 71/393/EHS (?),
72[199/EHS (3) a 7863 3/EHS (*) stanovi analytické metody pro
stanoveni obsahu surovych oleji a tukd, virginiamycinu a zink-
bacitracinu; Ze vznikla potfeba nahradit tyto metody metodami,

které by odrazely vyvoj védeckych a technickych poznatcich;

vzhledem k tomu, Ze opatfenti této smérnice jsou v souladu se sta-
noviskem Stdlého vyboru pro krmiva,

PRIJALA TUTO SMERNICE:

Cldnek 1

V pifloze smérnice 71/393/EHS se ¢st 4 ,Stanoveni obsahu tuku*
nahrazuje prilohou I této smérnice.

() Ur. vést. L 170, 3.8.1970, s. 2.
() Ur vést. L 279, 20.12.1971,s. 7.
() Uk vést. L 123,29.5.1972, s. 6.
(4 Uf. vést. L 206, 29.7.1978, s. 43.

Cldnek 2

V piiloze 1I smérnice 72/199/EHS se ¢dst 5 ,Stanoveni
virginiamycinu difizi na agaru“ nahrazuje pfilohou II této
smérnice.

Cldnek 3

V pilloze smérnice 78/633/EHS se cast 1 ,Stanoveni
zinkbacitracinu diftz{ na agaru“ nahrazuje p¥ilohou III této
smérnice.

Cldnek 4
Clenské stity uvedou v Géinnost prévni a sprdvni predpisy
nezbytné pro dosazeni souladu s touto smérnici nejpozdéji do
1. dubna 1984 a neprodlené o nich uvédomi Komisi.

Cldnek 5

Tato smérnice je urcena ¢lenskym statim.

V Bruselu dne 20. prosince 1983.

Za Komisi
Poul DALSAGER

clen Komise
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5.1

PRILOHA I

,4. STANOVENI SUROVYCH OLEJU A TUKU

Utel a oblast pouziti

Tato metoda umoziuje stanovit obsah surovych olejti a tukd v krmivech. Nevztahuje se na analyzu olejnatych
semen a plodi olejnin ve smyslu nafizeni Rady 136/66/EHS ze dne 22. zafi 1966.

V zavislosti na povaze krmiva se musi pouzit jedna z dvou popsanych metod.

Metoda A

Pouzitelnd pro krmné suroviny rostlinného ptvodu s vyjimkou téch, o kterych je zndmo, Ze obsahuiji oleje
a tuky, jez nemohou byt dplné extrahovdny petroletherem bez pfedchozi hydrolyzy. Mezi né patii lepky,
kvasnice, séja a bramborové proteiny. Tato metoda je rovnéz pouzitelnd pro krmné smési s vyjimkou téch, které

obsahuji susené mléko nebo z nichz nemohou byt oleje a tuky plné extrahovany petroletherem bez predchozi

hydrolyzy.

Metoda B

Pouzitelnd pro krmné suroviny Zzivocisného piivodu, jakoz i pro krmiva uvedend v bodé 1.1., u kterych je
vylouceno pouziti metody A.

Princip

Metoda A

Vzorek se extrahuje petroletherem. Roztok se destiluje a zbytek se ususi a zvazi.

Metoda B

Vzorek se zahtivé s kyselinou chlorovodikovou. Smés se zchladi a prefiltruje. Zbytek se propere a ususi a obsah
se stanovi podle metody A

Cinidla

Petrolether, destila¢ni rozmezi: 40 aZ 60 °C. Index bromu musi byt niZsi nez 1 a zbytek po odpateni nizsi nez
2 mg/100 ml.

Siran sodny, bezvody
Kyselina chlorovodikové 3N.

Pomocny filtracni prostiedek, napf. Kieselgur, Hyflo-supercel.

Pistroje a pomiicky

Extraktor. Je-li vybaven uzdvérkou (aparatura Soxhlet), mél by refluxni pratok umoziovat dosazeni p¥iblizné
10 cyklt za hodinu; jednd-li se o bezuzévérkovy typ, mél by byt refluxni priitok okolo 10 ml za minutu.

Extrakéni patrony neobsahujici ldtky rozpustné v petroletheru a s pérovitosti, kterd odpovidd pozadavkiim
bodu 4.1.

Susdrna, bud vakuovd dosahujici teplot 75 £ 3 °C nebo teplovzdusnd dosahujici teplot 100 + 3 °C.

Postup

Metoda A (viz bod 8.1)

Odvazi se 5 g vzorku s piesnosti na 1 mg a pfemisti do extrakéni patrony (4.2) a zakryje ucpavkou z vaty
neobsahujici tuk.

Patrona se umist{ do extraktoru (4.1) a Sest hodin se extrahuje petroletherem (3.1). Extrahovany petrolether se
sbird do batiky vysusené na konstantni hmotnost, kterd obsahuje dlomky pemzy (1).

Roztok se destiluje. Zbytek po odpafeni se ususi ponechdnim banky na hodinu a ptl v susdrné (4.3). V exsikdtoru
se zchladi a poté se zvdzi. Opét se susi po dobu 30 minut, aby se zjistilo, zda zistdvd hmotnost oleji a tukt
konstantni (hmotnostni ztrdty mezi dvéma po sobé jdoucimi méfenimi musi byt niZ$i nez 1 mg).
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5.2 Metoda B

8.1

Odvizise 2,5 g vzorku s presnosti na 1 mg (viz bod 8.2), umisti se do kddinky o objemu 400 ml nebo do kénické
bariky o objemu 300 ml a pfidd se 100 ml kyseliny chlorovodikové 3N (3.3) a nékolik tilomk pemzy. Kddinka
se piikryje hodinkovym sklickem nebo se konickd banka opatif refluxnim kondenzatorem. Za pomoci malého
plamene nebo deskové ohiivace se smés pfivede k mirnému varu a ponechd se tak po dobu jedné hodiny.
Produkt nesmi ulpivat na sténdch nadobky.

Po zchlazeni se pfidd pomocny filtra¢ni prostiedek (3.4) v takovém mnozstvi, které je dostatecné k tomu, aby
zabranilo ztrdtdm oleje a tuku béhem filtrace. Filtruje se pfes dvojity navlhceny filtra¢ni papir, ktery neobsahuje
tuk. Zbytek se promyvé studenou vodu dokud se ziskd neutrdlni filtrat. Zkontroluje se, zda filtrdt neobsahuje
zadny olej nebo tuk. Jejich pfitomnost znamend, ze vzorek musi byt extrahovadn petroletherem za pouziti
metody A pied hydrolyzou.

Dvojity filtra¢ni papir obsahujici zbytek se umisti na hodinkové sklicko a po dobu jedné a ptl hodiny se susi
v suddrné pii teploté 100 + 3 °C.

Dvojity filtra¢ni papir obsahujici ususeny zbytek se umisti do extrakéni patrony (4.2) a zakryje ucpavkou z vaty
neobsahujici tuk. Patrona se umisti do extraktoru (4.1) a postupuje se tak, jak je uvedeno v druhém a tietim
odstavci bodu 5.1.

Vypocet a vyjidieni vysledka

Hmotnost zbytku se vyjadfuje v procentech vzorku.

Opakovatelnost

Rozdil mezi dvéma vysledky paralelnich zkousek provadénych na stejném vzorkd a stejnym analytikem nesmi
piekrodit:

— 0,2 %, v absolutn{ hodnoté, u obsahti surovych olejt a tukd nizsich nez 5 %,
— 4,0 % nejvyssiho vysledku u obsahti od 5 do 10 %,

— 0,4 %, v absolutni hodnoté&, u obsahti nad 10 %.

Pozndmky

U produktd s vysokym obsahem oleji a tukdl, které se obtizné drti nebo u kterych neni vhodné odebirat
redukovany homogenni testovaci vzorek, se postupuje ndsledovné:

Odvidzi se 20 g vzorku s pfesnosti na 1 mg a smichd se s 10 g nebo vice bezvodého siranu sodného (3.2.).
Extrahuje se petroletherem (3.1.) tak, jak je uvedeno v bodé 5.1. Ziskany extrakt se smichd s petroletherem (3.1)
tak, aby se ziskalo 500 ml a homogenizuje se. 50 ml roztoku se umisti do malé baiky vysusené na konstantni
hmotnost, kterd obsahuje tilomky pemzy (*). Roztok se destiluje, ususi a postupuje se podle posledniho odstavce
bodu 5.1.

Od zbytku, ktery zistal v po extrakci v patroné, se oddéli fedidlo a zbytek se rozdrti na jemny podil o velikosti
1 mm, opét se umisti do extrakéni patrony (jiZ se nepfiddvd siran sodny) a postupuje se podle druhého a tiettho
odstavce bodu 5.1.

Obsah olejt a tukd se vypocitd jako procento vzorku za pomoci nésledujictho vzorce:
(10a +b) x 5

kde:
a = hmotnost zbytku po prvni extrakei (alikvotni ¢dst extraktu), v gramech,

b = hmotnosti zbytku po druhé extrakci v gramech.

8.2 U produkti s nizkym obsahem tukd a olejii muZe testovaci vzorek dosahovat hmotnosti az 5 g.

(*) Pokud md byt olej nebo tuk ndsledné podroben testiim jakosti, nahrazuji se llomky pemzy sklenénymi kulickami.”
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PRILOHA 1l

,5. Stanoveni virginiamycinu

— difdzi na agaru —

Utel a oblast pouziti

Metoda je urcena pro stanoveni obsahu virginyamicinu v krmivech a premixech. Dolni mez stanovitelnosti
obsahu je 2 mg/kg (2 ppm) (V).

Princip

Vzorek se extrahuje methanolickym sméacedlem Tween 80. Extrakt se dekantuje nebo odstiedi a rozfedi. Jeho
antibiotickd aktivita se stanovuje méfenim diftze virginiamycinu na agaru, na néjz byl naockovan Micrococcus
luteus. Diftize se projevuje vytvofenim inhibi¢nich z6n mikroorganismu. Pramér téchto z6n je povazovén za
piimo dmérny logaritmu koncentrace antibiotik pro stupnici pouzitych koncentraci.

Mikroorganismus: Micrococcus luteus ATCC 9341 (NCTC 8340, NCIB 8553)

Uchovdvdni kultury

Kultivaéni médium (4.1) v $ikmych zkumavkéch se naockuje mikroorganismem Micrococcus luteus a 24 hodin
se nechd inkubovat pfi teploté 30 °C. Kultura se skladuje v chladni¢ce pfi teploté okolo 4 °C. O¢kovéni se
obnovuje kazdé dva tydny.

Piiprava bakteridlni suspenze (%)

Vytvorend Cerstva kultura z neddvno pfipraveného agarového média (3.1) v sikmych zkumavkdch se sklidi
za pomoci 2 az 3 ml roztoku chloridu sodného (4.3). Touto suspenzi se naockuje 250 ml kultivacniho média
(4.1) umisténého do Rouxovy banky a nechd se inkubovat po dobu 18 az 20 hodin pfi teploté 30 °C. Porost
se sklidi pomoci 25 ml roztoku chloridu sodného (4.3) a zamichd se. Suspenze se rozfed{ v poméru 1/10
roztokem chloridu sodného (4.3). Priichod svétla suspenze musi byt okolo 75 %, méfeno pti 650 nm a tloustce
1 c¢m ve srovndni s roztokem chloridu sodného (4.3). Tato suspenze muze byt uchovéna po dobu jednoho
tydne pii teploté okolo 4 °C,

Kultivaéni média a ¢inidla

Kultivacni a zkuSebni médium (b)

Masovy pepton 6,0g
Trypton 40¢g
Kvasnicovy extrakt 30¢g
Masovy extrakt 15¢
Glukéza 10¢g

Agar 10,0 a2 20,0 g
Voda 1 000 ml

pH 6,5 (po sterilizaci)

Fosfdtovy tlumivy roztok, pH 6

Hydrofosfore¢nan draselny, K,HPO, 20g
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH,PO, 80¢g
Voda az do 1000 ml

Roztok chloridu sodného 0,8 % (hmot.[obj.): 8 g chloridu sodného se rozpusti ve vodé a roziedi se na
1 000 ml; sterilizuje se.

Methanol.
Smés fosfatového tlumivého roztoku (4.2) a methanolu (4.4): 80/20 (obj./obj.).

0,5 % (hmot./obj.) methanolické sméacedlo Tween 80: 5 g Tweenu 80 se rozpusti v methanolu (4.4) a dofed{
se methanolem na 1 000 ml.

Standardni substance: virginiamycin zndmé aktivity.
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6.2

7.1

7.2

7.3

Standardni roztoky

Presné navdzené mnozstvi standardni substance (4.7) se rozpusti v methanolu (4.4) a methanolem (4.4) se
doftedi tak, aby se ziskal roztok obsahujici 1 000 pg virginiamycinu na ml.

Je-li tento roztok uchovédn v uzdtkované bance pii teploté 4 °C, je stabilni po dobu 5 dni.

Z tohoto zdsobniho roztoku se postupnym fedénim za pomoci smési (4.5) pfipravi nasledujici roztoky:

sg 1 pg/ml
sy 0,5 pg/ml
s, 025 pg/ml
s, 0,125 /ml

Piiprava extraktu a extrahovanych roztokd

Extrakce

Produkty s obsahem virginiamycinu do 100 mg/kg

Odvézi se 50 g vzorku se, pfidd se 200 ml roztoku (4.6) a po dobu 30 minut se protiepavd. Poté se nechd
usadit nebo se odstfedi. 20 ml roztoku se odebere z povrchu a odpatuje se na 5 ml v rotaéni odparce pii teploté
nepfesahujici 40 °C. Zbytek se rozfedi smési (4.5) tak, aby se ziskal pfedpoklddany obsah virginiamycinu
1 pg/ml (= uy).

Produkty s obsahem virginiamycinu nad 100 mg/kg

Odvazi se mnozstvi vzorku nepievysujici 10 g a obsahujici mezi 1 a 50 mg virginiamycinu, pfidd se 100 ml
roztoku (4.6) a po dobu 30 minut se protiepava. Nechd se usadit nebo se odstredi, poté se rozredi smési (4.5)
tak, aby se ziskal predpoklddany obsah virginiamycinu 1 pg/ml (= ug).

Extrahované roztoky

Z roztoku ug se ptipravi roztoky u, (predpoklddany obsah: 0,5 pg/ml), u, (pfedpoklddany obsah: 0,25 pg/ml)
a uy (predpoklddany obsah: 0,125 pg/ml) prostiednictvim postupného roziedovani (1 + 1) se smési (4.5).

Postup rozboru

Naockovdni kultivacniho média

Zkusebni kultivatni médium (4.1) se naockuje bakteridlni suspenzi (3.2) pii teploté piiblizné 50 °C.
Pfedbéin)'fmi testy na miskéch s kultivaém’m médiem (4.1) se stanovi mnozstvi bakteriélm’ substance

vixs

Priprava misek

Diftize na agaru se provadi na miskdch se ¢tyFmi koncentracemi standardniho roztoku (sg, s,, s, a s;) a CtyFmi
koncentracemi extrahovaného roztoku (ug, uy, u, a u;). Na kazdé misce musi byt nezbytné umistény ctyfi
koncentrace standardu a Ctyfi koncentrace extraktu. Za timto Gcelem se zvoli takovy rozmér misek, ktery
umoziuje vytvorit v prostiedi agaru alespon osm otvort o priméru 10 az 13 mm, jejichz stfedy jsou od sebe
vzdéleny alespont 30 mm. Test by mél byt provddén pfedevsim na miskdch, které jsou vyrobeny ze sklenéné
desky, na kterou se umisti hlinikové nebo plastové krouzky o vysce 20 mm a praméru 200 mm.

Na misky se nalije kultiva¢ni médium (4.1) naockované podle bodu 7.1. v takovém mnozstvi, které umoznuje
ziskat pfiblizné 2 mm tlustou vrstvu (60 ml na misku o priméru 200 mm). Nechd se ztuhnout, vytvoii se
otvory a do nich se umisti pfesné naméfené objemy extrahovanych a standardnich roztokd (mezi 0,10
a 0,15 ml na otvor v zdvislosti na praméru). Kazdd koncentrace se pouzije alespon Ctyfikrat tak, aby se pii
kazdém stanoveni obsahu hodnotilo 32 inhibi¢nich zén.

Inkubace

Misky se nechaji inkubovat po dobu 16 az 18 hodin pfi teploté 30 + 2 °C.

Hodnoceni

Primér inhibi¢nich z6n se zméi s presnosti na 0,1 mm. Primérné rozméry pro kazdou koncentraci se
zaznamenaji na semilogaritmicky papir grafem zndzorfujicim logaritmus koncentraci v zdvislosti na
pramérech inhibi¢nich zén. Nejlépe vyhovujici pfimky standardniho a extrahovaného roztoku se
zaznamenaji napf. ndsledovné:
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Nejlépe vyhovujici bod* pro nejnizsi troven standardniho vzorku (SL) se stanovi za pouZiti vzorce:

78, tas ts, - 2s8

(@) SL = 0

Nejlépe vyhovujici bod* pro nejvyssi droven standardniho vzorku (SH) se stanovi za pouZiti vzorce:

78, +4s,+s,—2s
(b) SH = A e M
10
Nahrazenim u,, u,, u, a ug, za sy, s,, S, a sg ve vyse uvedenych vzorcich se podobnym zptisobem vypocitaji
;nejlépe vyhovujici body* pro nejnizsi tiroven extraktu (UL) a nejvySsi troven extraktu (UH).

Vypocitané hodnoty SL a SH se zaznamenaji na stejny graficky papir a jejich spojenim se ziskd ,nejlépe
vyhovujici pfimka standardniho roztoku. Podobné se zaznamenaji i hodnoty UL a UH a jejich spojenim se
ziskd ,nejlépe vyhovujici piimka extraktu.

Nejsou-li pfimky ni¢im ovlivnény, mély by byt rovnobézné. Z praktickych diivodii se pifimky povazuji za
rovnobézné, pokud se hodnoty (SH-SL) a (UH-UL) nelisf o vice nez o 10 % od své priimérné hodnoty.

Jestlize ptimky nejsou rovnobézné, je mozné eliminovat bud'u, a s, nebo ug a sg a hodnoty SL, SH, UL a UH
se poté vypocitaji za pomoci ndsledujicich vzorc:

55, +2s —s 5s,+2s,—s

(a') SL = B e nebo —2——4 8
6 6

5s,+2s,—s 5s,+2s,—5s

(b’) SH = % nebo %

a podobné pro hodnoty UL a UH. Pfi pouziti této alternativy by méla byt dodrzena stejnd kritéria pro
rovnobéznost. Skutecnost, Ze byl vysledek vypocitan ze tif mezi, se poznamend v zdvérecné zpravé.

Pokud jsou piimky povazovany za rovnobéziné, vypocitd se logaritmus relativni aktivity (log A) pomoci
jednoho z nésledujicich vzorct podle toho, zda byly pro hodnoceni rovnobéznosti pouzity tii nebo Ctyfi
arovné.

Pro Ctyfi Grovné

(u+u

Hutut ugfslfsfsfss) x 0,602

(c) LogA =
+uqts,+s,—u —u,—Ss —
U, ugts,Fs,—u —u,-s, s,

Pro tfi trovné

(u1+ u,+ u4—s1—sz—s4) x 0,401

(d) LogA =
u,ts,—u s,
nebo
@) Logh - (u,t utug—s,—s,—s.) x 0,401

ugt sg—u,=s,

Aktivita extraktu vzorku = aktivita odpovidajicitho standardu x A

(ug =55 x A)
Jestlize se relativni aktivita nachdzi mimo rozmezi od 0,5 do 2,0, zkouska se zopakuje, pficemZ se
odpovidajicim zptsobem upravi koncentrace extraktu nebo, jestlize to neni mozné, standardnich roztoka.

Jestlize neni mozné dostat relativn{ aktivitu do pozadovaného rozmezi, je tieba povazovat vysledek za
piiblizny a tato skute¢nost by méla byt uvedena v zdvérecné zprave.

Pokud pfimky nejsou povazovany za rovnobézné, stanoveni se opakuje. Nenf li dosazeno rovnobéznosti,
povazuje se stanoveni za nevyhovujici.

Vysledek se vyjadif v miligramech virginiamycinu na kilogram krmiva.
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9. Opakovatelnost

Rozdil vysledka mezi dvéma paralelnimi stanovenimi provadénymi na stejném vzorku stejnym laborantem
nesmi byt vyssi nez:

— 2 mg/kg, v absolutni hodnot¢, u obsahii virginiamycinu niz$ich nez 10 mg/kg,

— 20 % nevyssiho vysledku pro obsahy od 10 do 25 mg/kg,

— 5 mg/kg, v absolutni hodnot¢, u obsahil virginiamycinu od 25 do 50 mg/kg,

— 10 % nevyssiho vysledku pro obsahy nad 50 mg/kg.

(") 1 mg virginiamycinu se rovnd 1 000 UK jednotek.
(%) Ostatni metody mohou byt pouzity pod podminkou, Ze bylo zji§téno, Ze vytvéreji podobné bakteridlni suspenze.
(°) Maze byt pouzito jakékoliv komeré¢ni kultivaéni médium podobného slozeni a poskytujici stejné vysledky.
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3.1

3.2

4.1

4.2

4.3

4.4

PRILOHA 1II

,1. STANOVENI ZINKBACITRACINU

— difdzi na agaru —

Utel a oblast pouiti

Metoda je ur¢ena pro stanoveni obsahu zinkbacitracinu v krmivech a premixech. Dolni mez stanovitelnosti
obsahu je 2 mg/kg (2 ppm) (V).

Princip

Vzorek se extrahuje pfi pH 2 se smési methanolu/vody/kyseliny chlorovodikové a roztokem siranu sodného.
Pridani siranu sodného md urychlit rozpusténi soli médi, které mohou byt pfi stanoveni obsahu prekdzkou.
Extrakt upraveny na pH 6,5 se koncentruje (je-li to nezbytné) a roziedi. Jeho antibiotické aktivita se stanovuje
méfenim diftize zinkbacitracinu na agaru, na néz byl naockovan Micrococcus luteus. Difiize se projevuje
vytvofenim inhibi¢nich zén mikroorganismu. Primér téchto z6n je povazovan za pifimo tmérny logaritmu
koncentrace antibiotik pro stupnici pouzitych koncentraci.

Mikroorganismus: Micrococcus luteus (flavus) 10240

Uchovdvdni kultury

Kultiva¢ni médium (4.1) v sikmych zkumavkdch se naockuje mikroorganismem Micrococcus luteus (flavus)
a 24 hodin se nechd inkubovat pii teploté 30 °C. Kultura se skladuje v chladnicce pfi teploté okolo 4 °C.
Ockovdni se obnovuje kazdé dva tydny.

Priprava bakteridlni suspenze (%)

Cerstva kultura na agaru (3.1) v §ikmé zkumavce se sklidi za pomoci 2 a7 3 ml roztoku chloridu sodného (4.3).
Touto suspenzi se naockuje 250 ml kultivatntho média (4.1) umisténého do Rouxovy bafky a nechd se
inkubovat po dobu 18 az 20 hodin pfi teploté 30 °C. Porost se sklidi pomoci 25 ml roztoku chloridu sodného
(4.3) a zamichd se. Suspenze se roziedi v poméru 1/10 roztokem chloridu sodného (4.3). Priichod svétla
suspenze musi byt okolo 75 %, méfeno pfi 650 nm a tloustce 1 cm ve srovnani s roztokem chloridu sodného
(4.3). Tato suspenze mize byt uchovdna po dobu jednoho tydne pii teploté okolo 4 °C.

Kultiva¢ni média a ¢inidla

Kultivacni médium (°)

Masovy pepton 6,0g
Trypton 40¢g
Kvasnicovy extrakt 30¢g
Masovy extrakt 15¢
Glukdza 10g

Agar 10,0 a2z 20,0 g
Voda 1 000 ml

pH 6,5 az 6,6 (po sterilizaci).

Zkusebni médium (°)

Trypton 10,0 g
Kvasnicovy extrakt 30¢g
Masovy extrakt 15¢
Glukéza 10¢g
Agar 10,0 a2 20,0 g
Tween 80 1 ml
Voda 1000 ml

pH 6,5 (po sterilizaci).

Roztok chloridu sodného 0,8 % (hmot./obj.): 8 g chloridu sodného se rozpusti ve vodé a rozfedi se na
1 000 ml; sterilizuje se.

Smés methanolu, vody a kyseliny chlorovodikové (4.6):

80/17,5/2,5 (obj./obj.[obj.).
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4.5

4.6
4.7
4.8
4.9

4.10

4.11

6.2

Fosfdtovy tlumivy roztok, pH 6,5:

Hydrofosfore¢nan draselny, K ,HPO, 22,15¢
Dihydrogenfosforecnan draselny, KH,PO, 27,85¢
Voda az do 1000 ml

Kyselina chlorovodikovd (d: 1,18 az 1,19).
Kyselina chlorovodikové (0,1 M).

1M roztok hydroxidu sodného.

0,5 M roztok siranu sodného.

Roztok bromokrezolového nachu 0,04 % (hmot./obj.): rozpusti se 0,1 g bromokrezolového nachu v 18,5 ml
roztoku hydroxidu sodného 0,01 M. Objem se dorovnd vodou na 250 ml a zamichd se se.

Standardni substance: zinkbacitracin zndmé aktivity (v i.u.).

Standardni roztoky

Odvézi se presné mnozstvi standardniho zinkbacitracinu (4.11) odpovidajici 1 050 iu. (podle uvedené
aktivity). Pfidd se 5 ml 0,1 M kyseliny chlorovodikové (4.7) a po dobu 15 minut se nechd usazovat. Pidd se 30 ml
vody, pH se tlumivym fosfatovym roztokem (4.5) (pfiblizné¢ 4 ml) upravi na 4,5 a objem se vodou dorovnd na
50 ml a dobfe zamichd (1 ml = 21 iu.).

Z tohoto zdsobniho roztoku se postupnym fedénim fosfatovym tlumivym roztokem (4.5) pfipravi ndsledujic
roztoky:

sg 0,42 iu/ml

s, 021  iu/ml

s, 0,105 iu/ml
|

s;  0,0525 iu/ml

Piiprava extraktu a extrahovanych roztokd

Extrakce

Premixy a minerdlni krmiva

Odvézi se 2,0 az 5,0 g vzorku se, pridd se 29,0 ml smési (4.4) a 1,0 ml roztoku siranu sodného (4.9) a krétce
se protiepdva. Zkontroluje se, zda je pH pfiblizné 2. 10 minut se protiepdvd, pfidd se 30 ml sulfitového
tlumivého roztoku (4.5), po dobu 15 minut se protiepava a odstfedi se. Odebere se vhodnd alikvotni ¢dst
roztoku z povrchu a pomoci 1 M roztoku hydroxidu sodného (4.8) s pH metrem nebo roztokem
bromokrezolového nachu (4.10) se pH upravi na 6,5, pficemz se jako indikdtor pouzivad pH metr nebo roztok
bromokrezolového nachu (4.10). Roziedi se tlumivym fosfitovym roztokem (4.5) tak, aby se ziskal
piedpokladany obsah zinkbacitracinu 0,42 i.u./ml (= ug).

Proteinové koncentrdty

Odvézi se 10,0 g vzorku se, ptidd se 49,0 ml smési (4.4) a 1,0 ml roztoku siranu sodného (4.9) a kratce se
protiepdva. Zkontroluje se, zda je pH pfiblizné 2. 10 minut se protiepavd, pfidd se 30 ml sulfitového
tlumivého roztoku (4.5), po dobu 15 minut se protiepdvd a odstiedi se. Odebere se vhodnd alikvotni ¢dst
roztoku z povrchu a pomoci 1 M roztoku hydroxidu (4.8) se pH upravi na 6,5, pii¢emz se jako indikdtor
pouzivd pH metr nebo roztok bromokrezolového nachu (4.10). Piiblizné polovina objemu se odpafuje
v rota¢ni odparce pii teploté nepfesahujici 35 °C.

Roziedi se tlumivym fosfitovym roztokem (4.5) tak, aby se ziskal pfedpoklddany obsah zinkbacitracinu 0,42
iu./ml (= ug).

Ostatni krmiva

Odvézi se 10,0 g vzorku (20,0 g pro pfedpoklddany obsah zinkbacitracinu 5 mg/kg). P¥idd se 24,0 ml smési
(4.4) a 1,0 ml roztoku siranu sodného (4.9) a po dobu 10 minut se homogenizuje. Pfidd se 25 ml sulfitového
tlumivého roztoku (4.5), po dobu 15 minut se protiepdva a odstredi se. 20 ml roztoku se odebere z povrchu
a pomoci 1 M roztoku hydroxidu sodného (4.8) se pH upravi na 6,5, pficemz se jako indikdtor pouzivd pH
metr nebo roztok bromokrezolového nachu (4.10). Odpatuje se na piiblizné 4 ml v rota¢ni odparce pii teploté
nepfesahujici 35 °C. Rozfedi se tlumivym fosfitovym roztokem (4.5) tak, aby se ziskal pfedpoklddany obsah
zinkbacitracinu 0,42 i.u./ml (= ug).

Zkusebni roztoky

Z roztoku ug se piipravi roztoky u, (ptedpoklddany obsah: 0,21 i.u./ml), u, (pfedpoklddany obsah: 0,105
i.u./ml)au, (pfedpoklddany obsah: 0,0525 i.u./ml) prostfednictvim postupného roziedovani (1 + 1) tlumivym
fosfatovym roztokem (4.5).
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7.1

7.2

7.3

Postup pfi stanovovini obsahu

Naockovdni zkusebniho média

Zkusebni médium (4.2) se naockuje bakteridlni suspenzi (3.2) pii teploté pfiblizné 50 °C. Pfedbéznymi testy
na miskdch se zkuSebnim médiem (4.2) se stanovi mnozstvi bakteridlni substance umoznujici ziskat

Priprava misek

Diftize na agaru se provadi na miskdch se ¢tyfmi koncentracemi standardniho roztoku (sg, s,, 8, @ s,) a CtyFmi
koncentracemi zku$ebniho roztoku (ug, uy, u, a u;). Na kazdé misce musi byt nezbytné umistény Ctyfi
koncentrace standardu a ¢tyfi koncentrace extraktu. Za timto tcelem se zvolf takovy rozmér misek, ktery
umoziiuje vytvorit v prostiedi agaru alespon osm otvort o priméru 10 az 13 mm, jejichz stiedy jsou od sebe
vzdéleny alespoit 30 mm. Test by mél byt provddén predevsim na miskéch, které jsou vyrobeny ze sklenéné
desky, na kterou se umisti hlinikové nebo plastové krouzky o vysce 20 mm a priméru 200 mm.

Na misky se nalije médium (4.2) naockované podle bodu 7.1. v takovém mnozstvi, které umoziuje ziskat
piiblizné 2 mm tlustou vrstvu (60 ml na misku o praiméru 200 mm). Nechd se ztuhnout, vytvoii se otvory
a do nich se umist{ pfesné naméfené objemy zkusebnich a standardnich roztok (mezi 0,10 a 0,15 ml na otvor
v zdvislosti na priméru). Kazdd koncentrace se pouzije alespon ¢tyfikrdt tak, aby se pfi kazdém stanoveni
obsahu hodnotilo 32 inhibi¢nich zén.

Inkubace

Misky se nechaji inkubovat po dobu 16 az 18 hodin pii teploté 30 * 2 °C.

Hodnoceni

Primér inhibi¢nich z6n se zmé{ s presnosti na 0,1 mm. Pramérné rozméry pro kazdou koncentraci se
zaznamenaji na semilogaritmicky graf zndzornujici logaritmus koncentraci v zdvislosti na pramérech
inhibi¢nich zoén. Nejlépe vyhovujici piimky standardniho a extrahovaného roztoku se zaznamenaji napt.
ndsledovné:

Nejlépe vyhovujici bod* pro nejnizsi troven standardniho vzorku (SL) se stanovi za pouZiti vzorce:

+4s +s —
7s1 452 S, 2s8

(@) SL = 0

Nejlépe vyhovujici bod* pro nejvyssi Groven standardniho vzorku (SH) se stanovi za pouziti vzorce:

7s,t4s,+s —2s
(b) SH - 8 4" 2 1
) 10

Nahrazenim u,, u,, u, a ug, za sy, S,, S, a sg ve vyse uvedenych vzorcich se podobnym zptisobem vypocitaji
;nejlépe vyhovujici body* pro nejnizsi tiroven extraktu (UL) a nejvySsi troven extraktu (UH).

Vypocitané hodnoty SL a SH se zaznamenaji na stejny graficky papir a jejich spojenim se ziskd ,nejlépe
vyhovujici pfimka standardniho roztoku. Podobné se zaznamenaji i hodnoty UL a UH a jejich spojenim se
ziskd ;nejlépe vyhovujict' piimka extraktu.

Nejsou-li pfimky ni¢im ovlivnény, mély by byt rovnobézné. Z praktickych divodi se piimky povazuji za
rovnobézné, pokud se hodnoty (SH-SL) a (UH-UL) nelisi o vice nez o 10 % od své pramérné hodnoty.

Jestlize piimky nejsou rovnobézné, je mozné eliminovat bud'u, a s; nebo ug a sg a hodnoty SL, SH, UL a UH
se poté vypocitaji za pomoci ndsledujicich vzorc:

5s, +2s —s 5s, +2s —s

(@) SL = B e nebo ———2 4
6 6

5s,+2s,—5s 5s,+2s,—5s

() SH = % nebo %

a podobné pro hodnoty UL a UH. Pfi pouziti této alternativy by méla byt dodrzena stejnd kritéria pro

rovnobéznost. Skutecnost, ze byl vysledek vypocitan ze tif mezi, se poznamend v zdvérecné zprave.
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Pokud jsou piimky povazovany za rovnobéziné, vypocitd se logaritmus relativni aktivity (log A) pomoci
jednoho z ndsledujicich vzorcii podle toho, zda byly pro hodnoceni rovnobéznosti pouzity tii nebo Ctyfi
arovné.

Pro Ctyfi drovné

—g —§ —§ — X
(u1+u2+u4+u8 $,=5,~8, sg) 0,602

(© logA =

+u+s,+s.—u, —u,—s, —
u gt ugt s, tso—u —u, -, =,

Pro tfi tirovné

(u1+ Ut u, s, —52—54)><0,401

(d) logA =
u,+s,—u, s,
nebo
@) logh - (u2+ u,+ ug—sz—s4—sg)><0,401

+9 —4. —
Ugt s, —u,=s$

8§ 8 2

Aktivita extraktu vzorku = aktivita odpovidajictho standardu x A
(ug = sg x A)

Jestlize se relativni aktivita nachdzi mimo rozmezi od 0,5 do 2,0, zkouska se zopakuje, pficemz se
odpovidajicim zptisobem upravi koncentrace extraktu nebo, jestlize to neni nutné, standardnich roztoka.
Jestlize neni mozné dostat relativni aktivitu do pozadovaného rozmezi, je tieba povazovat vysledek za
piiblizny a tato skutecnost by méla byt uvedena v zavérecné zprave.

Pokud piimky nejsou povazovany za rovnobézné, stanoveni se opakuje. Neni li dosaZeno rovnobéznosti,
povazuje se stanoven{ za nevyhovujici.

Vysledek se vyjadii v miligramech zinkbacitracinu na kilogram krmiva.

9. Opakovatelnost

Rozdil vysledkdt mezi dvéma paralelnimi stanoveni provddénymi na stejném vzorku stejnym laborantem
nesmi byt vyssi nez:
— 2 mg/kg, v absolutni hodnot¢, u obsahti zinkbacitracinu nizsich nez 10 mg/kg,
— 20 % nejvyssiho vysledku pro obsahy od 10 do 25 mg/kg,
— 5 mg/kg, v absolutni hodnot¢, u obsahti zinkbacitracinu od 25 do 50 mg/kg,
— 10 % nejvyssiho vysledku pro obsahy nad 50 mg/kg.
(1) 1 mg zinkbacitracinu se rovna 42 mezindrodnich jednotek (i.u).

(%) Ostatni metody mohou byt pouzity pod podminkou, Ze bylo zjisténo, Ze vytvafeji Eodobné bakteridln{ suspenze.
(v) Muize byt pouzito jakékoliv komercni kultivaéni médium podobného slozeni a poskytujici stejné vysledky. “



