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NEUNTE RICHTLINIE DER KOMMISSION
vom 31. Juli 1981

zur Festlegung gemeinschaftlicher Analysemethoden fiir die amtliche Untersuchung von
‘ Futtermitteln

(81/715/EWG)

DIE KOMMISSION DER EUROPAISCHEN
GEMEINSCHAFTEN —

gestiitzt auf den Vertrag zur Griindung der Europi-
ischen Wirtschaftsgemeinschaft,

gestiitzt auf die Richtlinie 70/373/EWG des Rates
vom 20.Juli 1970 iiber die Einfiihrung gemein-
schaftlicher Probenahmeverfahren und Analyseme-
thoden fiir die amtliche Unterstiitzung von Futter-
mitteln (1), zuletzt gedndert durch die Akte iiber den
Beitritt Griechenlands und insbesondere auf Arti-
kel 2,

in Erwdgung nachstehender Griinde:

Die Richtlinie 70/373/EWG bestimmt, da3 die amt-
lichen Untersuchungen von Futtermitteln zur Fest-
stellung, ob die aufgrund der Rechts- und Verwal-
tungsvorschriften festgelegten Anforderungen hin-
sichtlich der Beschaffenheit und der Zusammenset-
zung der Futtermittel erfiillt sind, nach gemein-
schaftlichen Probenahmeverfahren und Analyseme-
thoden durchgefiihrt werden.

Die Richtlinien der Kommission 71/250/EWG (?),
71/393/EWG (3), 72/199/EWG (*), 73/46/EWG (),
74/203/EWG (¢), 75/84/EWG (7), 76/372/EWG (?)
und 78/633/EWG (°), zuletzt gedndert durch die
Richtlinie vom 30.Juli 1981 haben bereits eine
Reihe von gemeinschaftlichen Analysemethoden
festgelegt.

Der Stand der seitdem durchgefiihrten Arbeiten
ermoglicht es nunmehr, eine neunte Reihe von Ana-
lysemethoden festzulegen.

Die in dieser Richtlinie vorgesehenen Mafnahmen
entsprechen der Stellungnahme des Stindigen Fut-
termittelausschusses —

(1) ABL Nr. L 170 vom 3. 8. 1970, S. 2.
(?) ABL Nr. L 155 vom 12.7. 1971, S. 13.
(®) ABL. Nr. L 279 vom 20. 12. 1971, S.7.
(*) ABL Nr. L 123 vom 29. 5. 1972, S. 6.
(°) ABI. Nr. L 83 vom 30. 3. 1973, S. 21.
(¢) ABL. Nr. L 108 vom 22.4. 1974, S.7.
() ABL Nr. L 32 vom 5. 2. 1975, S. 26.
(%) ABL Nr.L 102 vom 15. 4. 1976, S. 8.
(°) ABIL Nr. L 206 vom 29.7. 1978, S. 43.

HAT FOLGENDE RICHTLINIE ERLASSEN:

Artikel 1

Die Mitgliedstaaten schreiben vor, da3 die Analy-
sen fiir die amtliche Untersuchung von Futtermit-
teln auf ihren Gehalt an Avoparcin und Monensin-
Natrium nach den in der Anlage beschriebenen
Methoden durchgefiihrt werden.

Artikel 2

Die Mitgliedstaaten setzen die erforderlichen
Rechts- und Verwaltungsvorschriften in Kraft, um
den Bestimmungen dieser Richtlinie zum 1. Dezem-
ber 1981 nachzukommen und setzen die Kommis-
sion hiervon in Kenntnis.

Artikel 3

Diese Richtlinie ist an alle Mitgliedstaaten gerichtet.

Briissel, den 31. Juli 1981

Fiir die Kommission

Der Prdsident
Gaston THORN
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ANLAGE

1. BESTIMMUNG VON AVOPARCIN DURCH DIFFUSION IN AGARNAHRBODEN

1. ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Die Methode erlaubt die Bestimmung von Avoparcin in Futtermitteln und Vormischun-
gen. Die untere Grenze der Bestimmbarkeit betrdgt 2 mg/kg (2 ppm). Das Vorhandensein
von Polyither-Antibiotika kann die Bestimmung storen.

2. PRINZIP

Die Probe wird mit einer Mischung aus Aceton/Wasser/Salzsdure extrahiert. Der Extrakt
wird zentrifugiert. Seine antibiotische Aktivitit wird durch Messung der Diffusion des
Avoparcins in einem mit Bacillus subtilis beimpften Agarndhrboden bestimmt. Die Dif-
fusion wird durch die entstehenden Hemmzonen mit dem Testorganismus nachgewiesen.
Der Durchmesser dieser Hemmzonen wird fiir den Bereich der angewandten Konzentra-
tionen als dem Logarithmus der Konzentration an Antibiotikum direkt proportional
angesehen.

3. TESTORGANISMUS: BACILLUS SUBTILIS ATCC 6633 (NICB 8054)

3.5 Haltung der Stammkultur

Agarschriagrohrchen mit Kulturndhrboden (4.1) werden mit Bacillus subtilis beimpft und
iber Nacht bei 30 °C bebriitet. Die Kultur wird im Kiihlschrank bei etwa 4 °C aufbe-
wahrt und jeden Monat neu iiberimpft.

3.2. Herstellung der Sporensuspension (1)

Eine junge Kultur auf Agarschriagrohrchen (3.1) wird mit 2—3 ml sterilem Wasser abge-
waschen. Mit dieser Suspension wird eine Rouxflasche, die 300 ml des Nahrbodens (4.1)
enthilt, beimpft und 3 bis 5 Tage lang bei 30 °C bebriitet. Nach Kontrolle der Sporenbil-
dung unter dem Mikroskop wird die Kultur mit 15 ml Athanol (4.2) aufgenommen und
homogenisiert. Diese Suspension kann mindestens 5 Monate bei etwa 4 °C aufgehoben
werden.

4. NAHRBODEN UND REAGENZIEN

4.1. Kulturniihrbéden (2)

Fleischpepton 6,0 g
Trypton 40¢g
Hefeextrakt 30g
Fleischextrakt - 1,5g
Glukose 1,08
Agar 150 g
Wasser 1 000 ml

PH 6,5 (nach Sterilisation).
42.  Athanol 20 v. H. (V/V): 200 ml Athanol werden mit 800 ml Wasser verdiinnt.

4.3. Salzsédure, D: 1,18—1,19.

(V) Andere Methoden, die entsprechende Sporensuspensionen ergeben, kdnnen verwendet wer-
den.

(?) Jeder handelsiibliche Néhrboden entsprechender Zusammensetzung, der dieselben Ergeb-
nisse erbringt, kann verwendet werden.
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4.4, Natriumhydroxid-Losung, 2 M.

4.5.  Phosphatpuffer 0,1 M:
Kaliumdihydrogenphosphat, KH, PO,: 13,6 g
Wasser: 1 000 ml
pH auf 4,5 einstellen.

4.6. Mischung aus Aceton/Wasser/Salzsdure (4.3) = 65/32,5/2,5 (V/V/V).

47. Standardsubstanz: Avoparcinsulfat mit bekannter Aktivitit.

5. STANDARDLOSUNGEN
Eine genau abgewogene Menge von etwa 10 mg der Standard-Substanz (4.7) wird in
Phosphatpuffer (4.5) aufgeldst und mit diesem Puffer verdiinnt, um eine Stammlésung,
die 100 pg Avoparcin pro ml enthélt, zu erhalten. In verschlossener Flasche und bei 4 °C
aufbewahrt, bleibt diese Losung 7 Tage lang haltbar.

5.1 Fiir Vormischungen
Aus dieser Stammldsung werden durch aufeinanderfolgende Verdiinnungen mit Phos-
phatpuffer (4.5) folgende Losungen hergestellt:
Sg 4 pg/ml
Sq 2 pg/ml
S; 1 ug/ml
S 0,5 ug/ml. '

5.2.  Fiir Futtermittel
Aus der Stamml6sung werden durch aufeinanderfolgende Verdiinnungen mit Phosphat-
puffer (4.5) folgende Losungen hergestellt:
Sg 2,0 ug/ml
Ss 1,0 pg/ml
S, 0,5 pg/mi
S, 0,25 pg/ml.

6. HERSTELLUNG DES EXTRAKTES UND DER TESTLOSUNGEN

6.1. Vormischungen
Eine auf 10 mg genau abgewogene Menge der Probe, die 10—100 mg Avoparcin enthilt,
wird in einen 100 ml MeBkolben mit 60 ml der Mischung (4.6) 15 Minuten lang mecha-
nisch geschiittelt. Der pH-Wert wird kontrolliert und, fails erforderlich, mit Salzsiure (4.3)
auf 2 eingestellt. Mit der Mischung (4.6) wird zum Volumen aufgefiillt und homogeni-
siert. Dann wird eine Teilmenge durch ein geeignetes Filterpapier (z. B. Whatman Nr. 1)
filtriert, und die ersten 5 ml des Filtrates werden verworfen. Ein aliquoter Teil wird abge-
nommen und der pH-Wert mit Natriumhydroxid-Losung (4.4) auf 4,5 eingestellt. Diese
Losung wird mit Phosphatpuffer (4.5) verdiinnt, um einen erwarteten Avoparcingehalt
von 4 pg/mg (= Us) zu erhalten.
Aus dieser Losung werden durch aufeinanderfolgende Verdiinnungen (1 + 1) mit Phos-
phatpuffer (4.5) die Lésungen U, (erwarteter Gehalt: 2 pg/ml), U, (erwarteter Gehalt:
1 pg/ml) und U, (erwarteter Gehalt: 0,5 pg/ml) hergestellt.

6.2. Futtermittel

Eine abgewogene Menge von 50 g der Probe wird mit 100 ml der Mischung (4.6) versetzt
und 30 Minuten lang mechanisch geschiittelt. Der Extrakt wird durch Zentrifugieren (in
verschlossenen Roéhrchen) geklart. Ein aliquoter Teil des klaren Extraktes wird abgenom-
men (siehe nachstehende Tabelle) und der pH-Wert mit Natriumhydroxid-Losung (4.4)
auf 4,5 eingestellt. Diese Lésung wird mit Phosphatpuffer (4.5) verdiinnt, um die Losung
U, (siehe nachstehende Tabelle) zu erhalten.
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Aus dieser Losung werden durch aufeinanderfolgende Verdiinnungen (1+ 1) mit Phos-
phatpuffer (4.5) die Losungen U, (erwarteter Gehalt: 1,0 ug/ml), U, (erwarteter Gehalt:
0,5 pg/ml) und U, (erwarteter Gehalt: 0,25 wg/ml) hergestellt.

erwarteter Avoparcingehalt (mg/kg) 5 7,5 10 15 20 40

Gewicht der Probe in g (£ 0,1 g) 50 50 50 50 50 50

Volumen der Mischung (4.6) 100 100 100 100 100 | 100

Volumen des klaren Extraktes (ml) 20 | 15 20 15 20 10

endgiiltiges Volumen (ml): Uy 25 25 50 50 100 | 100

erwarteter Gehalt Uy in pg/kg 2 et. 2 2 et. 2 2 2
7. TESTVERFAHREN

7.1. Beimpfung des Nihrbodens

Der Testndhrboden (4.1) wird mit der Sporensuspension (3.2) bei 50—60 °C beimpft. Bei
Vorversuchen auf Platten mit dem Testndhrboden (4.1) wird die Menge des Inokulums
ermittelt, die moglichst grofie aber noch scharfe Hemmzonen mit den verschiedenen ver-
wendeten Konzentrationen an Avoparcin ergibt.

7.2. Herstellung der Platten

Der Test ist als Diffusionstest auf Platten mit je vier Konzentrationsstufen der Standard-
18sung (Ss, Sq, Sy, S1) und der Testldsung (Us, Uy, U,, U)) angelegt.

Jede Platte erhilt unbedingt alle vier Konzentrationen des Standards und des Extraktes.
Daher muB die PlattengréBe so bemessen sein, daB mindestens acht Locher mit einem
Durchmesser von 10—13 mm und mindestens 30 mm zwischen den Lochzentren in die
Nihrbodenschicht gestanzt werden kénnen.

Der Test sollte vorzugsweise auf Platten durchgefiihrt werden, die aus einer Glasscheibe
mit einem darauf gelegten plangedrehten Aluminium- oder Kunststoffring von 20 mm
Hohe und 200 mm Durchmesser hergestellt werden.

Auf die Platten wird eine Menge des nach 7.1 beimpften Testndhrbodens (4.1) gegossen,
daB sich eine ca. 2 mm dicke Schicht ergibt (60 ml fiir eine Platte von 200 mm Durchmes-
ser). Nachdem die Schicht fest geworden ist, werden die Locher gestanzt und genau abge-
messene Mengen der Standard- und Testlgsungen einpipettiert (zwischen 0,10 und
0,15 ml pro Loch, je nach Lochdurchmesser). Jede Konzentration mufl mindestens in
4facher Wiederholung angewendet werden, so daB fiir jeden Test 32 Hemmzonen ausge-
wertet werden.

7.3. Inkubation
Die Inkubation erfolgt wéihrend 16 bis 18 Stunden bei 30 °C.

8. AUSWERTUNG

Der Durchmesser der Hemmzonen wird auf 0,1 mm genau gemessen. Fiir jede Konzen-
tration werden die Mittelwerte auf Semilogarithmenpapier aufgetragen, wobei bei Log-
arithmus der Konzentrationen gegen den Durchmesser der Hemmzonen eingetragen
wird. Fiir die Standardlésung sowie fiir den Extrakt werden die geeignetsten Geraden —
wie beispielsweise nachstehend berechnet — gezogen.

Der geeigneteste Punkt fiir das niedrigste Niveau der Standardlésung (SL) wird nach fol-
gender Formel ermittel:

7S, +48S;+84-2
(@ SL= 1 2+ 84-285g

10
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Der geeignetste Punkt fiir das hochste Niveau der Standardlésung (SH) wird nach folgen-
der Formel ermittelt:

(b) SH:7SS+4S4+SQ 25,

10
Genauso werden auch die geeignetsten Punkte fiir das niedrigste (UL) und hochste
Niveau (UH) des Extraktes ermittelt, indem in der obigen Formel — anstelle von S], S5,
S;und Sy — Uy, U,, U, und Us eingesetzt werden.

Die ermittelten SL- und SH-Werte werden auf dasselbe Diagramm aufgetragen. Indem
man die beiden Punkte miteinander verbindet, erhilt man die geeignetste Gerade fiir die
Standardlésung. Ebenso wird mit den UL- und UH-Werten verfahren, um die geeignetste
Gerade fiir den Extrakt zu erhalten.

In Abwesenheit von Stdrfaktoren sollten die Geraden parallel sein. Die Geraden kénnen
als parallel angesehen werden, wenn die Werte (SH-SL) und (UH-UL) nicht mehr als
10 v. H. vom Mittelwert abweichen.

Falls die Geraden nicht parallel sind, kann man entweder U, und S, oder Ug und S; aus-
schalten. Dann sind die Werte SL, SH, UL und UH mit folgenden Formeln zu ermitteln,
um die geeignetste Gerade zu erhalten:

(a) SL = 5S‘+282—S4 oder552+284_'88
6 6

() SH =>54%28:-81 4 585+28:-8,
6 6

Ebenso wird fiir UL und UH verfahren. Mit diesen Alternativen soll auch die Parallelitiit
der Geraden iiberpriift werden. Ergebnisse, die aus drei Niveaus ermittelt wurden, sollen
in dem Analyseprotokoll vermerkt sein.

Wenn die Geraden als parallel anzusehen sind, wird der Logarithmus der relauven Aktivi-
tit (log A) durch eine der folgenden Formeln ermittelt:

Fiir 4 Niveaus
(U +U; +Ug + Ug - S -S,-S4-Sg x 0,602

(c) htlog A=
Usg+Ug+Ss+Sg-U;-U;~-5,-5,

Fiir 3 Niveaus
@  togA= UitUstUs=Si -5, -89 x 0401
UA + S4 - U| - SI

(U, + Uy + Ug - S; - S4 - Sg) x 0,401
Ug +S3-U, - 8§,

(dn log A =

Tatsdchliche Aktivitit = angenommene Aktivitat x relative Aktivitat.

Wenn die relative Aktivitdt auflerhalb des Bereiches der Werte 0,5—2,0 liegt, wird die
Bestimmung bei entsprechender Anpassung der Extraktkonzentrationen bzw. der Stan-
dardlosungen wiederholt. Falls die relative Aktivitdt nicht in den Bereich der erforderli-
chen Werte gebracht werden kann, ist das Ergebnis als annidhernd anzusehen und dies
sollte im Analyseprotokoll vermerkt werden.

Wenn die Geraden nicht als parallel anzusehen sind, wird die Bestimmung wiederholt.
Wenn noch keine Parallelitit erreicht wurde, ist die Bestimmung als unbefriedigend anzu-
sehen.

WIEDERHOLBARKEIT

Der Unterschied zwischen den Ergebnissen zweier Bestimmungen eines Analytikers sollte
bei ein- und derselben Probe bei Gehalten von:

— 2 bis 10 mg/kg Avoparcin 2 mg/kg absolut,

— mehr als 10 bis 25 mg/kg 20 v. H. des hoheren Resultats,
— mehr als 25 bis 50 mg/kg 5 mg/kg absolut,

— mehr als 50 mg/kg 10 v. H. des hoheren Resultats

nicht iiberschreiten.
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2. BESTIMMUNG VON MONENSIN NATRIUM DURCH DIFFUSION IN AGAR-

3.1

3.2

4.1.

4.2.

Q)
®

)

NAHRBODEN

ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Die Methode erlaubt die Bestimmung von Monensin Natrium in Futtermitteln und Vor-
mischungen. Die untere Grenze der Bestimmbarkeit betriagt 10 mg/kg (10 ppm) (!). |

PRINZIP

Die Probe wird mit 90 v. H. Methanol extrahiert. Der Extrakt wird je nach Monensin
Natriumgehalt der Probe geeigneten Verfahren unterworfen. Seine antibiotische Aktivitit
wird durch Messung der Diffusion des Monensin Natriums in einem mit Bacillus subtilis
beimpften Agarnidhrboden bestimmt. Die Diffusion wird durch die entstehenden Hemm-
zonen mit dem Testorganismus nachgewiesen. Der Durchmesser dieser Hemmzonen wird
fiir den Bereich der angewandten Konzentrationen als dem Logarithmus der Konzentra-
tion an Antibiotikum direkt proportional angesehen. Die Empfindlichkeit dieses Verfah-
rens wird bei Gegenwart von Natrium-Ionen herabgesetzt.

TESTORGANISMUS: BACILLUS SUBTILIS ATCC 6633 (NICB 8054)

Haltung der Stammkultur

Agarschriagrohrchen mit Kulturndhrboden (4.1) werden mit Bacillus subtilis beimpft und
iiber Nacht bei 30 °C bebriitet. Die Kultur wird im Kiihlschrank bei etwa 4 °C aufbe-
wahrt und jeden Monat neu iberimpft.

Herstellung der Sporensuspension (?)

Eine junge Kultur auf Agarschrigrohrchen (3.1) wird mit 2—3 ml sterilem Wasser abge-
waschen. Mit dieser Suspension wird eine Rouxflasche, die 300 ml des Nihrbodens (4.1)
enthalt, beimpft und 3 bis 5 Tage lang bei 30 °C bebriitet. Nach Kontrolle der Sporenbil-
dung unter dem Mikroskop wird die Kultur mit 15 ml Athanol (4.3) aufgenommen und
homogenisiert. Diese Suspension kann mindestens 5 Monate bei etwa 4 °C aufgehoben
werden.

NAHRBODEN UND REAGENZIEN

Kulturnihrbéden ()

Trypton 10,0 g
Hefeextrakt 30g
Fleischextrakt ' 1,5¢g
Glukose 10g
Agar (je nach Qualitét) 10,0—20,0 g
Wasser 1 000 ml

pH 6,5 (nach Sterilisation).

Testndhrboden

Glukose 10,0 g
Hefeextrakt 25g
Dikaliumhydrogenphosphat, K,HPO, 0,69 g
Kaliumdihydrogenphosphat, KH,PO, ‘ 045¢g
Agar (je nach Qualitét) 10,0—20,0 g
Wasser 1 000 ml

pH 6,0 (nach Sterilisation).

I mg Monensin Natrium entspricht 1 000 UK Einheiten.

Andere Methoden, die entsprechende Sporensuspensionen ergeben, kénnen verwendet wer-

den.

Jeder handelsiibliche Nahrboden entsprechender Zusammensetzung, der dieselben Ergeb-

nisse erbringt, kann verwendet werden.
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43.

44.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1

5.2.

5.3.

Athanol 20 v. H. (V/V): 200 ml Athanol werden mit 800 ml Wasser verdiinnt.
Methanol, wasserfrei.

Methanol 90 v. H. (V/V): 900 ml Methanol (4.4) werden mit 100 ml Wasser verdiinnt.
Methanol 50 v. H. (V/V): 500 ml Methanol (4.4) werden mit 500 ml Wasser verdiinnt.

Aluminiumoxid, granuliert, (Alcoa F, 20 mesh; Activated Alumina UGI: F. Lancaster
and Co., oder gleichwertiges).

Standard-Substanz: Monensin Natrium mit bekannter Aktivitit (u. a. verfiigbar beim
International Laboratory for Biological Standards, Central Veterinary Laboratory, Wey-
bridge, Surrey KT15 3NB, GroBbritannien).

GERATE
Vakuumrotationsverdampfer mit 250 m! Rundkolben.

Glasrohr fiir Chromatographie, Innen-Durchmesser: 25 mm, Linge 400 mm, mit einer
Offnung von 2 mm Durchmesser an einem Ende.

Glasrohr fiir Chromatographie, Innen-Durchmesser: 11 mm, Linge: etwa 300 mm, mit
einer Offnung von 2 mm Durchmesser an einem Ende.

STANDARDLOSUNGEN

Eine genau abgewogene Menge der Standard-Substanz (4.8) wird in Methanol (4.4) auf-
gelost und verdiinnt, um eine Stammldsung, die 800 ug Monensin Natrium pro ml ent-
hélt, zu erhalten. In verschlossenen Flaschen und bei 4 °C aufbewahrt, bleibt diese
Losung 2 Wochen lang haltbar. )

Aus dieser Stammidsung werden durch aufeinanderfolgende Verdiinnungen mit 50 v. H.
Methanol (4.6) folgende Lésungen hergestellt:

Ss 8 ug/ml
Sy  4ug/ml
S; 2 ug/ml
Sy 1 pg/ml.

HERSTELLUNG DES EXTRAKTES UND DER TESTLOSUNGEN
Extraktion

Vormischungen

Eine abgewogene Menge von 2,0 g der Probe wird mit 100 ml 90 v. H. Methanol (4.5) ver-
setzt, einige Minuten geschiittelt und zentrifugiert. Der Uberstand wird mit 50 v. H.
Methanol (4.6) verdiinnt, um einen erwarteten Monensin-Natriumgehalt von 8 ug/ml
(= Uy) zu erhalten.

Futtermittel, bei denen der Gehalt an Monensin Natrium nicht unter 50 ppm liegt

Eine abgewogene Menge von 10 bis 20 g der Probe wird mit 100 ml 90 v. H. Methanol
(4.5) versetzt, 15 Minuten geschiittelt und stehengelassen.

Ein Wattestopfen wird in das Glasrohr (5.2) eingefiihrt und Aluminiumoxid (4.7) unter
leichtem StoBen des Rohres bis zu einer H6he von 75—80 mm eingefiilit.

Der Extrakt wird auf die Aluminiumoxid-Sdule dekantiert und das Filtrat aufgefangen.
30 ml des Filtrates werden mit 50 ml Wasser verdiinnt. AnschlieBend wird mit 50 v. H.
Methanol (4.6) verdiinnt, um einen erwarteten Monensin Natriumgehalt von § pg/ml
(= Uy) zu erhalten.
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7.13.  Futtermittel, bei denen der Gehalt an Monensin Natrium unter 50 ppm liegt (untere Grenze
10 ppm)

Eine abgewogene Menge von 10 bis 20 g der Probe wird mit 100 ml 90 v. H. Methanol
(4.5) versetzt, 15 Minuten lang geschiittelt und bis zur Kldrung zentrifugiert.

Fiir eine Probe mit einem Gehalt an Monensin Natrium von 20 ppm werden 40 ml des
Uberstands entnommen; fiir 10 ppm 80 ml. Die Losung wird unter Vakuum bei einer
Temperatur nicht iiber 40 °C in dem Rotationsverdampfer (5.1) zur Trockne eingedampft.
Der Riickstand wird in 10 ml 90 v. H. Methanol (4.5) gelst.

Ein Wattestopfen wird in das Glasrohr (5.3) eingefiihrt und Aluminiumoxid (4.7) unter
leichtem Stof3en des Rohres bis zu einer Hohe von 75—80 mm eingefiillt.

Die Methanollgsung des Riickstands wird auf die Aluminiumoxid-S4ule dekantiert und
das Filtrat aufgefangen. Die Sdule wird mit 10 ml 90 v. H. Methanol (4.5) gewaschen und
dieses Filtrat dem ersten Filtrat zugefiigt.

Die Losung wird unter Vakuum bei einer Temperatur unter 40 °C in dem Rotationsver-
dampfer (5.1) zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wird in 10 ml wasserfreiem
Methanol (4.4) gelost und die Lésung mit Wasser auf 20 mi aufgefiilit. Die Losung wird
mindestens 5 Minuten lang bei mindestens 4 000 U/m zentrifugiert. AnschlieBend wird
mit 50 v. H. Methanol (4.6) verdiinnt, um einem erwarteten Monensin Natriumgehalt von
8 ug/ml (= Uy) zu erhalten.

7.2. Testlosungen

Von der Losung Us werden die Losungen U, (erwarteter Gehalt: 4 pg/ml), U, (erwarteter
Gehalt: 2 ug/ml) und U, (erwarteter Gehalt: 1 pg/mil) durch aufeinanderfolgende Ver-
diinnung (1 + 1) mit 50 v. H. Methanol (4.6) hergestellt.

8. TESTVERFAHREN
‘8.1.  Beimpfung des Ndhrbodens

Der Testndhrboden (4.2) wird mit der Sporensuspension (3.2) bei 50 bis 60 °C beimpft.
Bei Vorversuchen auf Platten mit dem Testndhrboden (4.2) wird die Menge des Inoku-
lums ermittelt, die moglichst grole aber noch scharfe Hemmzonen mit den verschiedenen
verwendeten Konzentrationen an Monensin Natrium ergibt.

8.2. Herstellung der Platten

Der Test ist als Diffusionstest auf Platten mit je vier Konzentrationsstufen der Standard-
16sung (Ss, Ss, S», S;) und der Testlosung (Uy, Uy, Uy, U,) angelegt.

Jede Platte erhilt unbedingt alle vier Konzentrationen des Standards und des Extraktes.
Daher muf} die PlattengroBe so bemessen sein, da mindestens acht Locher mit einem
Durchmesser von 10 bis 13 mm und mindestens 30 mm zwischen den Lochzentren in die
Nihrbodenschicht gestanzt werden kénnen.

Der Test sollte vorzugsweise auf Platten durchgefithrt werden, die aus einer Glasscheibe
mit einem darauf gelegten plangedrehten Aluminium- oder Kunststoffring von 20 mm
Hohe und 200 mm Durchmesser hergestellt werden.

Auf die Platten wird eine Menge des nach 8.1 beimpften Testnahrbodens (4.2) gegossen,
so daB sich eine ca. 2 mm dicke Schicht ergibt (60 ml fiir eine Platte von 200 mm Durch-
messer). Nachdem die Schicht fest geworden ist, werden die Locher gestanzt und genau
abgemessene Mengen der Standard- und Testldsungen einpipettiert (zwischen 0,10 und
0,15 ml pro Loch, je nach Lochdurchmesser). Jede Konzentration muBl mindestens in
4facher Wiederholung angewendet werden, so daB fiir jeden Test 32 Hemmzonen ausge-
wertet werden.

8.3. Inkubation

Die Inkubation erfolgt wahrend etwa 18 Stunden bei 35 bis 37 °C.

9. AUSWERTUNG

Der Durchmesser der Hemmzonen wird auf 0,1 mm genau gemessen. Fiir jede Konzen-
tration werden die Mittelwerte auf Semilogarithmenpapier aufgetragen, wobei der Log-
arithmus der Konzentrationen gegen den Durchmesser der Hemmzonen eingetragen
wird. Fiir die Standardlésung sowie fiir den Extrakt werden die geeignetsten Geraden —
wie beispielsweise nachstehend berechnet — gezogen.
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Der geeignetste Punkt fiir das niedrigste Niveau der Standardlosung (SL) wird nach fol-
gender Formel ermittelt:
+ +S4-28

@ sp- IS4 IhoIh
Der geeignetste Punkt fiir das hochste Niveau der Standardlésung (SH) wird nach folgen-
der Formel ermittelt:

7Sg+48S,4+5,-28
(b)  SH= L ‘1‘0 s
Genauso werden auch die geeignetsten Punkte fir das niedrigste (UL) und hochste

Niveau(UH)des Extraktesermittelt, indem in der obigen Formel — anstelle von S,, S,, S,

und S§; — U, U,, U, und U; eingesetzt werden.

Die ermittelten SL- und SH-Werte werden auf dasselbe Diagramm aufgetragen. Indem
man die beiden Punkte miteinander verbindet, erhilt man die geeignetste Gerade fiir die
Standardlésung. Ebenso wird mit den UL- und UH-Werten verfahren, um die geeignetste
Gerade fiir den Extrakt zu erhalten. '

In Abwesenheit von-Stérfaktoren sollten die Geraden parallel sein. Die Geraden kénnen
als parallel angesehen werden, wenn die Werte (SH-SL) und (UH-UL) nicht mehr als
10 v. H. vom Mittelwert abweichen.

Falls die Geraden nicht parallel sind, kann man entweder U, und S, oder U; und S; aus-
schalten. Dann sind die Werte SL, SH, UL und UH mit folgenden Formeln zu ermitteln,
um die geeignetste Gerade zu erhalten:

(") SL = 58, +28,-5,4 oder 58;+28S,-Sg
: 6 6
) sH= 22TERCR gy 21255

Ebenso wird fiir UL und UH verfahren. Mit diesen Alternativen soll auch die Parallelitit
der Geraden iiberpriift werden. Ergebnisse, die aus drei Niveaus ermittelt wurden, sollen
in dem Analyseprotokoll vermerkt sein.

Wenn die Geraden als parallel anzusehen sind, wird der Logarithmus der relativen Aktivi-
tat (log A) durch eine der folgenden Formeln ermittelt:

Fiir 4 Niveaus
(Ul+U2+U4+UR‘S|“SQ*S4*S§;)X0,602
Us+Ug + S84+ S-U,-U;-S,- S,

(c) log A =

Fiir 3 Niveaus
+ + _ _ _ 4
(d) log A = (U +U, +Us-S§,-S,-8,) x 0,401 oder
U4 + s4 - Ul - SI
@) loga= U2+Us* Us—$)-8i- Sy x 0401
Ux + SX - U2 - Sz

Tatsichliche Aktivitit = angenommene Aktivitdt x relative Aktivitit.

Wenn die relative Aktivitit auBBerhalb des Bereiches der Werte 0,5—2,0 liegt, wird die
Bestimmung bei entsprechender Anpassung der Extraktkonzentrationen bzw. der Stan-
dardldsungen wiederholt. Falls die relative Aktivitdt nicht in den Bereich der erforderli-
chen Werte gebracht werden kann, ist das Ergebnis als annihernd anzusehen und dies
sollté im Analyseprotokoll vermerkt werden.

Wenn die Geraden nicht als parallel anzusehen sind, wird die Bestimmung wiederholt.
Wenn noch keine Parallelitit erreicht wurde, ist die Bestimmung als unbefriedigend anzu-
sehen.

WIEDERHOLBARKEIT

Der Unterschied zwischen den Ergebnissen zweier Bestimmungen eines Analytikers sollte
bei ein- und derselben Probe bei Gehalten von:

— 20 v. H. des hoheren Resultats bei mehr als 10 bis 25 mg/kg Monensin Natrium,
— 5 mg/kg absolut bei mehr als 25 bis 50 mg/kg,
— 10 v. H. des hoheren Resultats bei mehr als 50 mg/kg

nicht iiberschreiten.




