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TRZECIA DYREKTYWA KOMISJI
z dnia 27 kwietnia 1972 r.
ustalajaca wspélnotowe metody analiz do celéw urzedowej kontroli pasz

(72/199/EWG)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,

uwzgledniajgc  Traktat ustanawiajgcy Europejska Wspdlnote
Gospodarczg,

uwzgledniajac dyrektywe Rady z dnia 20 lipca 1970 r. () w
sprawie wprowadzenia wspdlnotowych metod pobierania
probek i analizy do celéw urzgdowej kontroli pasz, w szczegodl-
nosci jej art. 2,

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

dyrektywa wymaga, aby urzedowa kontrola pasz byla przepro-
wadzona z uzyciem wspélnotowych metod pobierania prébek i
analizy, w celu sprawdzenia zgodnosci z wymaganiami wyni-
kajacymi z przepiséw ustawowych, wykonawczych i admini-
stracyjnych dotyczacych jakosci i skladu pasz;

dyrektywa Komisji nr 71/250[EWG z dnia 15 czerwca
1971 r. () i dyrektywa nr 71/393/EWG z dnia 18 listopada
1971 r. (%) ustality pewna liczbe wspdlnotowych metod analizy.
Biorac pod uwage postep, jaki dokonal si¢ w czasie pdzniej
prowadzonych prac, powinien zostal przyjety trzeci zestaw
metod;

$rodki przewidziane w niniejszej dyrektywie sa zgodne z opinig
Stalego Komitetu ds. Pasz,

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE:

Artykut 1

Pafistwa Czlonkowskie wymagajg, aby analizy do celow urze-
dowej kontroli pasz w zakresie poziomu skrobi, surowych
bialek, surowych bialek rozpuszczonych w pepsynie i kwasie
solnym, wolnego i catkowitego gossypolu oraz aktywnosci
pepsyny byly przeprowadzone z uzyciem metod opisanych w
zalgczniku I do niniejszej dyrektywy.

Przepisy ogélne wymienione w czgsci 1 (wprowadzenie)
Zalacznika do pierwszej dyrektywy Komisji nr 71/250[EWG z
dnia 15 czerwca 1971 r. ustanawiajacej wspolnotowe metody

() Dz.U.L 170 z 3.8.1970, str. 2.
() Dz.U.L 1552 12.7.1971, str. 13.
() Dz.U.L 279 z 20.12.1971, str. 7.

analizy do celéw urzedowej kontroli pasz stosuje si¢ w odnie-
sieniu do metod opisanych w zalgczniku I do niniejszej dyrek-

tywy.

Artykut 2

Panistwa Czlonkowskie wymagaja, aby analizy do celéw urz¢-
dowej kontroli pasz w celu zidentyfikowania i wykrywania
antybiotykéw z grupy tetracyklin oraz w celu wykrycia
poziomu chlorotetracykliny, oksytetracykliny, tetracykliny,
oleandomycyny, tylozyny i wirginiamycyny w paszach byly
przeprowadzane z uzyciem metod opisanych w zalgczniku II
do niniejszej dyrektywy.

Przepisy ogélne wymienione w czg$ci 1 (wprowadzenie)
Zalacznika do pierwszej dyrektywy Komisji 71/250(EWG z
dnia 15 czerwca 1971 r., z wyjatkiem dotyczacych przygoto-
wania probek do analizy, stosuje si¢ w odniesieniu do metod
opisanych w zalgczniku II do niniejszej dyrektywy.

Artykut 3

Panistwa Czlonkowskie wprowadzaja w zycie przepisy usta-
wowe, wykonawcze i administracyjne niezbedne do wykonania
niniejszej dyrektywy najpdzniej do dnia 1 lipca 1973 r. i
niezwlocznie powiadamiaja o tym Komisje.

Artykut 4

Niniejsza dyrektywa skierowana jest do Panstw Czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 27 kwietnia 1972 r.

W imieniu Komisji
S.L. MANSHOLT

Przewodniczgcy
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ZALACZNIK I

1. OZNACZANIE SKROBI
Metoda polarymetryczna

Cel i zakres

Metoda ta pozwala na oznaczenie w paszach poziomu skrobi i wielkoczasteczkowych produktéw jej rozpadu, z
wyjatkiem tych pasz, ktore zawieraja platki buraczane, mas¢ buraczana, suszone pedy nadziemne lub liscie
burakéw, mase ziemniaczang, suszone drozdze oraz produkty bogate w inuling (ptatki i make stonecznika bulwias-
tego).

Zasada

Metoda ta obejmuje dwa oznaczenia. W pierwszym podgrzana probka traktowana jest rozcieficzonym kwasem
solnym. Po sklarowaniu i przefiltrowaniu roztworu dokonuje si¢ pomiaru jego skrecalnosci optycznej metoda pola-

rymetryczng.
W drugim oznaczeniu przeprowadza si¢ ekstrakcje probki 40-procentowym roztworem etanolu. Po zakwaszeniu
filtratu kwasem solnym, sklarowaniu i przefiltrowaniu dokonuje si¢ pomiaru skrecalnosci optycznej, tak samo jak
W pierwszym oznaczeniu.
Réznica pomigdzy dwoma pomiarami, pomnozona przez znany wspélczynnik, oznacza zawarto$¢ skrobi w
prébee.
Odczynniki
3.1. 25-procentowy (w|w) roztwor kwasu solnego d: 1,126
3.2. 1,128-procentowy (w/obj) kwas solny
Stezenie kwasu musi by¢ sprawdzone za pomocg miareczkowania 0,1 N roztworem wodorotlenku sodu w
obecnosci 0,1-procentowego (w/obj) roztworu czerwieni metylowej w 94-procentowym (w/w) etanolu.

10 ml = 30,94 ml 0,1 N NaOH

3.3. Roztwor Carreza I: rozpusci¢ w wodzie 21,9 g octanu cynku Zn(CH,COO), - 2H,0 i 3g kwasu octowego
lodowatego. Dopelni¢ woda do objetosci 100 ml.

3.4. Roztwér Carreza II: rozpusci¢ w wodzie 10,6 g zelazocyjanku potasu K,[Fe(CN),] - 3H,0. Dopelni¢ woda do
objetosci 100 ml.

3.5. 40-procentowy (obj/obj) roztwér etanolu, d: 0,948 w temperaturze 20 °C.

Aparatura
4.1. Kolba stozkowa o pojemnosci 250 ml ze standardowym szlifem szklanym i chlodnicg zwrotna.

4.2. Polarymetr lub sacharymetr.

Metoda

5.1. Przygotowanie probki

Rozdrobni¢ prébke, az wszystkie czastki beda mogly przej$¢ przez sito o Srednicy otworéw 0,5 mm.

5.2. Oznaczenie catkowitej skrecalnosci optycznej (+ lub -) (patrz: uwaga 7.1)

Odwazy¢ 2,5 g probki z dokladnoscig do miligrama i umiesci¢ w kolbie pomiarowej o pojemnosci 100 ml.
Doda¢ 25 ml kwasu solnego (ppkt 3.2). Wytrzasa¢ do otrzymania jednolitego roztworu préby, a nastgpnie
doda¢ kolejne 25 ml kwasu solnego (ppkt 3.2). Zanurzy¢ kolbe we wrzacej tazni wodnej, silnie wytrzgsajac
przez pierwsze 3 minuty, co zapobiega tworzeniu si¢ skupiel. llos¢ wody w tazni wodnej musi by¢ wystar-
czajaca, aby pozostala ona w stanie wrzenia, kiedy kolba zostanie do niej wlozona. W czasie wytrzgsania nie
mozna wyja¢ kolby z lazni wodnej. Dokladnie po 15 minutach wyja¢ kolbg z fazni, doda¢ 30 ml zimnej
wody i natychmiast schlodzi¢ prébe do temperatury 20 °C.

Doda¢ 5 ml roztworu Carreza I (ppkt 3.3) i wytrzgsa¢ przez minute. Nastepnie doda¢ 5 ml roztworu Carreza
II (ppkt 3.4) i zndéw wytrzasaé przez minute. Dopelni¢ woda zawartos¢ kolby do kreski, wymieszac i filtrowac.
Jesli filtrat nie jest catkowicie przezroczysty (co zdarza si¢ rzadko), powtdrzy¢ oznaczenie, uzywajac wigkszych
ilosci roztworéw Carreza 11 11 (na przyklad po 10 ml kazdego)
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5.3.

Za pomocg polarymetru lub sacharymetru mierzy¢ skrecalno$¢ optyczng roztworu w rurce polarymetrycznej
o dlugosci 200 mm.

Oznaczenie skrecalnosci optycznej (P' lub S') substandji rozpuszczalnych w 40-procentowym roztworze etanolu

Odmierzy¢ 5 g badanej substancji z dokladnoscia do miligrama. Umiesci¢ probke w kolbie pomiarowej o
pojemnosci 100 ml i doda¢ okolo 80 ml etanolu (ppkt 3.5) (patrz: uwaga 7.2). Pozostawi¢ kolbe na godzing
w temperaturze pokojowej. W miedzyczasie szeciokrotnie silnie wytrzasna¢ jej zawarto$¢, tak aby badana
substancja byla dobrze wymieszana z etanolem. Dopelni¢ do kreski zawarto$¢ kolby etanolem (ppkt 3.5),
wymiesza¢ i filtrowac.

Odpipetowaé 50 ml filtratu (= 2,5g prébki) do kolby stozkowej o objetosci 250 ml. Doda¢ 2,1 ml kwasu
solnego (ppkt 3.1) i silnie wstrzasnaé. Zamocowaé chlodnicg zwrotng i zanurzy¢ kolbe we wrzacej fazni
wodnej. Dokladnie po 15 minutach wyja¢ kolbe z tazni, przenies¢ zawarto$¢ do kolby pomiarowej o pojem-
nosci 100 ml, obmy¢ chtodng woda i schtodzi¢ do temperatury 20 °C.

Sklarowa¢ roztwor, uzywajac roztworéw Carreza I (ppkt 3.3) i II (ppkt 3.4), dopehi¢ zawarto$¢ kolby woda
do objetosci 100 ml, wymieszad, filtrowad i mierzy¢ skrecalno$¢ optyczna tak samo, jak w ppkt 5.2 akapit
drugi i trzeci.

6. Obliczenie wynik6w

Zawarto$¢ procentowa skrobi (%) w probce oblicza si¢ w nastgpujacy sposéb:

6.1.

6.2.

Pomiary przeprowadzone polarymetrem

2000 (P - P')
20°

procentowg skrobi =
[al,

gdzie:

P = calkowita skrgcalno$¢ optyczna w stopniach katowych

P’ = skrecalno$¢ optyczna w stopniach katowych substancji rozpuszczalnych w 40 % etanolu.

[a]éoh = szczegblna skrecalno$¢ optyczna czystej skrobi. Wartosci konwencjonalnie uznane za wspélczyn-

niki s3 nastepujace:
+ 185,9° skrobia ryzowa
+ 195,4°: skrobia ziemniaczana
+ 184,6° skrobia kukurydziana
+ 182,7° skrobia pszeniczna
+ 181,5% skrobia jgczmienna
+ 181,3°: skrobia owsiana

+ 184,0° pozostale rodzaje skrobi, jak réwniez mieszanek skrobi w paszach wiclosktadnikowych

Pomiary przeprowadzone sacharymetrem

procentowq skrobi = 2000 (2N - 0,665) (S - §') _ 266N (S-57)

oy 100 - laly’
gdzie:
N = calkowita skrecalno$¢ optyczna w stopniach sacharymetrycznych.
S’ = skrecalno$¢ optyczna w stopniach sacharymetrycznych substancji rozpuszczalnych w 40-procen-
towym etanolu.
N = waga w g) sacharozy w 100 ml wody wytrzymujaca skrecalno$é optyczng 100° sacharymetrycz-

nych podczas pomiaru rurkg o grubosci 200 mm.
16,29 g dla sacharymetréw francuskich
26,00 g dla sacharymetréw niemieckich

20,00 g dla sacharymetréw mieszanych

[as’ = szczegodlna skrecalno$¢ optyczna czystej skrobi (patrz. 6.1).
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6.3. Powtarzalnosé

Réznica migdzy wynikami dwdch réwnoleglych oznaczen przeprowadzonych na tej samej prébce nie moze
przekraczaé 0,4 w wartoSci bezwzglednej dla zawartoici skrobi nizszej niz 40 % i 1,1 % w wartosci
wzglednej dla zawartosci skrobi réwnej lub wyzszej niz 40 %

Uwagi

7.1. Jesli probka zawiera wiecej niz 6 % weglanéw, obliczonych jako weglan wapnia, musza one zosta¢ zwigzane
poprzez dodanie odpowiedniej iloSci rozcieficzonego kwasu siarkowego jeszcze przed przystapieniem do
oznaczania calkowitej skrecalnosci optyczne;.

7.2. W przypadku produktéw o wysokiej zawartosci laktozy, na przyklad sproszkowanego mleka lub mleka
odtluszczonego, nalezy postepowal w nizej opisany sposob: po dodaniu 80 ml etanolu (ppkt 3.5) nalozy¢
chlodnice zwrotng na kolbe i zanurzy¢ ja na 30 minut w fazni wodnej o temperaturze 50 °C. Pozostawi¢ do
wystygniecia. Dalej postepowac jak opisano w ppkt 5.3.

2. OZNACZANIE SUROWYCH BIALEK

Cel i zakres

Metoda ta pozwala na oznaczenie w sposéb tradycyjny surowych bialek zawartych w paszach, na podstawie
zawartosci azotu. Oznaczenie przeprowadzane jest metodg Kjeldahla.

Zasada

Prébke poddaje si¢ rozktadowi metodg spalania na mokro. Kwasny roztwér neutralizowany jest roztworem wodo-
rotlenku sodu. Uwolniony amoniak jest usuwany w procesie destylacji i zbierany w naczyniu zawierajacym
odmierzong ilo$¢ kwasu siarkowego. Jego nadmiar miareczkuje si¢ roztworem wodorotlenku sodu.

Odczynniki

3.1. Siarczan potasu (cz.d.a.)

3.2. Katalizator: tlenek miedzi (1) (cz.d.a.) lub krystaliczny siarczan miedzi (Il ) CuSO, - 5H,0 (cz.d.a.) lub rtgé
albo tlenek rteci(ll) HgO (cz.d.a.)

3.3.  Granulowany cynk (cz.d.a.)

3.4. Kwas siarkowy (cz.d.a.), D: 1,84
3.5. 0,1 N kwas siarkowy

3.6. 0,5 N kwas siarkowy

3.7. Wskaznik - czerwien metylowa: rozpusci¢ 300 mg czerwieni metylowej w 100 ml 95-96-procentowego
(obj) etanolu

3.8.  40-procentowy (w/obj) roztwér wodorotlenku sodu

3.9. 0,1 N roztwér wodorotlenku sodu

3.10. 0,25 N roztwér wodorotlenku sodu

3.11. Nasycony roztwér siarczku sodu (cz.d.a.)

3.12. 8-procentowy (w/obj) roztwér tiosiarczanu sodu (Na,S,0, 5H,0) (cz.d.a.)

3.13. Pumeks granulowany, przemyty kwasem solnym i spopielony

Aparatura

Aparat do ekstrakgji na cieplo i do destylacji metoda Kjeldahla (patrz uwaga 7.1)
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5.

Metoda

5.1.

5.2

5.3.

5.4.

Rozktad

Odwazy¢ 1g badanej substancji z dokladno$cig do miligrama i umiesci¢ w kolbie aparatu do ekstrakgji na
cieplo. Doda¢ 10 g siarczanu potasu (ppkt 3.1), odpowiednia ilo§¢ katalizatora (ppkt 3.2) (0,3-0,4 g tlenku
miedzi lub 0,9-1,2 g siarczanu miedzi lub krople rteci lub 0,6-0,7 g tlenku rteci), 25 ml kwasu siarkowego
(ppkt 3.4) i kilka granulek pumeksu (ppkt 3.13). Wymiesza¢. Kolbe lekko podgrzaé, wstrzasajac do czasu do
czasu, dopoki mieszanina nie ulegnie zwegleniu i nie zniknie piana. Nastgpnie zwigkszy¢ temperature, az
mieszanina zacznie silnie wrzec. Scianki naczynia nie moga si¢ przegrzaé, a czastki organiczne przyklejac sig
do nich. Kiedy roztwor stanie si¢ przejrzysty i bezbarwny (lub lekko zielony w przypadku uzycia katalizatora
miedziowego), kontynuowaé gotowanie przez nastgpna godzing, a potem pozostawi¢ do wystygniecia.

Destylacja

Ostroznie doda¢ 250-350 ml wody, przez chwile mieszajac, az do catkowitego rozpuszczenia si¢ siar-
czanéw. Pozostawi¢ do wystygniecia. Dodac kilka granulek cynku (ppkt 3.3)

Odmierzy¢ dokfadnie 25 ml 0,1 N (ppkt 3.5) lub 0,5 N (ppkt 3.6) kwasu siarkowego (w zalezno$ci od
przewidywanej zawartoSci azotu - patrz uwaga 7.2), umiesci¢ go w odbieralniku aparatu do destylacji i dodaé
kilka kropli czerwieni metylowej (ppkt 3.7).

Polgczy¢ kolbe z chlodnicg aparatu do destylacji i zanurzy¢ koniec chlodnicy w cieczy znajdujacej si¢ w
odbieralniku na gleboko$¢ przynajmniej 1 cm (patrz uwaga 7.3). Powoli wla¢ wkraplaczem 100 ml 40 -
procentowego roztworu wodorotlenku sodu (ppkt 3.8). Jesli uzyty zostal katalizator rteciowy, doda¢ 10 ml
roztworu siarczku sodu (ppkt 3.11) lub tez 25 ml tiosiarczanu sodu (ppkt 3.12).

Podgrzac kolbe w taki sposob, aby Srednio 150 ml cieczy oddestylowato w ciggu 15 minut. Pod koniec tego
czasu sprawdzi¢ odczyn uzyskanego destylatu za pomoca papierka lakmusowego. Jesli odczyn jest zasadowy,
kontynuowac destylacje. Przerwac proces, kiedy odczyn destylatu zmieni si¢ na obojetny. W czasie destylacji
uwaznie obserwowaé barwe destylatu. Od czasu do czasu wstrzgsaé zawartoscia odbieralnika. Jesli roztwor
przybierze barwe z6lta, natychmiast doda¢ dokladnie odmierzong objetos¢ 0,1 N (ppkt 3.5) lub 0,5 N (ppkt
3.6) kwasu siarkowego.

Miareczkowanie

Miareczkowaé nadmiar kwasu siarkowego w odbieralniku roztworem 0,1 N (ppkt 3.9) lub 0,25 N (ppkt
3.10) wodorotlenku sodu w zaleznosci od normalnosci uzytego kwasu siarkowego. Miareczkowanie prowa-
dzi¢ do momentu, az roztwér zmieni barwe na bladozoélty.

Weryfikacja metody

Aby ustalié, czy odczynniki s3 wolne od azotu, nalezy przeprowadzi¢ prébe Slepa (destylacje i miareczko-
wanie), bez dodawania badanej préby. Aby sprawdzi¢ dokladno$¢ metody nalezy przeprowadzi¢ analize
(rozklad, destylacj¢ i miareczkowanie) z wykorzystaniem 1,5-2,0 g acetylofenyloaminy (cz.d.a.) (temp.
topnienia 114 °C; N: 10,36) w obecnosci 1 g sacharozy pozbawionej azotu. Na 1 g acetylofenyloaminy
przypada 14,80 ml 0,5N kwasu siarkowego

Obliczenie wynikéw

Oznaczy¢ objeto$¢ uzytego kwasu siarkowego. 1 ml 0,1 N kwasu odpowiada 1,4 mg azotu. Pomnozy¢ ilo¢
azotu przez 6,25. Wyniki przedstawi¢ jako zawarto$¢ procentows probki.

Powtarzalnos¢

Réznica pomigdzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczen przeprowadzonych dla tej samej prébki nie moze
przekraczaé:

— 0,2 w wartodci bezwzglednej dla zawartosci surowych biatek nizszej niz 20 %;

— 1,0 % w wartosci wzglednej dla zawarto$ci nie nizszej niz 20 % i nie wyzszej niz 40 %

— 0,4 w wartodci bezwzglednej dla zawarto$ci wyzszej niz 40 %
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Uwagi
7.1. Moze by¢ wykorzystywany typ aparatu wymagajacy przenoszenia badanej substancji z jednego naczynia do

7.2.

7.3.

3.

drugiego pomigdzy etapem ekstrakcji na cieplo i destylacji. Konieczne jest wtedy takie przenoszenie badanej
substancji, aby nie wystapily straty.

W przypadku produktéw o niskiej zawarto$ci azotu objetos¢ 0,1 N kwasu siarkowego dodanego do odbie-
ralnika moze by¢ zmniejszona do 10 lub 15 ml (uzupelniona wodg do objetosci 25 ml).

Jesli odbieralnik aparatu destylacyjnego nie jest wyposazony we wkraplacz, nalezy doda¢ wodorotlenek sodu
tuz przed przylaczeniem kolby do chlodnicy, wlewajac go powoli po Sciance chtodnicy w taki sposéb, aby
nie mieszat si¢ z kwasnym roztworem.

OZNACZENIE SUROWYCH BIALEK ROZPUSZCZONYCH W PEPSYNIE I KWASIE SOLNYM

Cel i zakres

Metoda pozwala na oznaczenie frakcji surowych bialek rozpuszczonych w pepsynie i kwasie solnym w okreslonych
warunkach. Mozna ja stosowa¢ do badania wszystkich rodzajéow pasz.

Zasada

Préb

ke ogrzewal przez 48 godzin w temperaturze 40 °C w roztworze chlorowodorku pepsyny. Zawiesing filtruje

si¢, a nastepnie oznacza zawarto$¢ azotu w filtracie, zgodnie z metodg opisana dla oznaczenia tego pierwiastka w
surowych biatkach.

Odczynniki

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Kwas solny, d: 1,125
0,075 N kwas solny

2.0 U/mg pepsyny. Aktywno$¢ enzymatyczna pepsyny jest oznaczana wedlug metody zawartej w czesci
czwartej tego zalacznika i musi by¢ wykonana zgodnie z zamieszczong tam metoda.

Okolo 0,2 % (w/obj) $wiezo przygotowanego roztworu pepsyny w kwasie solnym (3:2); aktywnos¢ 400 U/l
Emulsja zapobiegajaca spienianiu (np. krzemionka)

Wszystkie odczynniki wymienione w pkt 3 metody pozwalajacej na oznaczenie surowych biatek

Aparatura

4.1.

Laznia wodna lub inkubator nastawiona na temperaturg¢ 40 + 1 °C

4.2. Aparat Kjeldahla

Metoda

5.1. Przygotowanie roztworu (patrz uwaga 7.2)
Odwazy¢ 2 g probki z dokladnoscig do miligrama i umiesci¢ ja w kolbie z podziatka o pojemnosci 500 ml.
Dodaé¢ 450 ml roztworu chlorowodorku pepsyny (ppkt 3.4), ogrzanego wczesniej do temperatury 40 °C.
Wytrzgsnaé, co zapobiegnie tworzeniu si¢ skupief. Sprawdzié, czy odczyn zawiesiny jest nizszy niz 1,7.
Umiesci¢ kolbe w tazni wodnej lub inkubatorze (ppkt 4.1) i pozostawi¢ na 48 godzin, wstrzasajac po 8, 24 i
32 godzinach. Po 48 godzinach doda¢ 15 ml kwasu solnego (ppkt 3.1), schodzi¢ do temperatury 20 °C,
dopei¢ wodg do 500 ml i filtrowac.

5.2. Rozklad

250 ml filtratu umiesci¢ w kolbie aparatu do destylacji (ppkt 4.2). Doda¢ odczynniki niezbedne do przepro-
wadzenia reakcji wymienione w zdaniu drugim ppkt 5.1 metody oznaczania surowych bialek. Wymieszad i
doprowadzi¢ do wrzenia. Jesli pojawi si¢ piana, doda¢ kilka kropli emulsji zapobiegajacej spienianiu (ppkt
3.5). Gotowa¢ do momentu, az prawie cala woda wyparuje. Obnizy¢ temperaturg i dokladnie usuna¢ resztki
wody.
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Kiedy roztwér stanie si¢ przezroczysty i bezbarwny (lub jasnozielony, w przypadku uzycia katalizatora
miedziowego), kontynuowaé gotowanie przez nastgpna godzing. Pozostawi¢ do wystygniecia.
5.3. Destylacja i miareczkowanie

Postepowa¢ wedlug opisu z ppkt 5.2 i 5.3 metody oznaczania surowych bialek.

5.4. Proba slepa

Przeprowadzi¢ prébe $lepa, stosujac t¢ sama procedure, jak opisano powyzej, bez dodawania probki.

Obliczenie wynikéw

Odjac objetos¢ kwasu solnego uzytego w probie Slepej od objetosci zuzytej przy badaniu prébki. 1 ml 0,1 N
kwasu solnego odpowiada 1,4 mg azotu.

Pomnozy¢ ilo§¢ uzyskana dla azotu przez wspolezynnik 6,25. Wyniki przedstawi¢ jako zawarto$¢ procentowa
probki.

Powtarzalnos¢

Réznica pomigdzy wynikami dwéch réwnoleglych oznaczen prowadzonych dla tej samej probki, nie moze prze-
kraczaé:

— 0,4 w wartosci bezwzglednej dla zawartosci nizszej niz 20 %;
— 2,0 % w warto$ci wzglednej dla zawarto$ci nie niZszej niz 20 % i nie wyzszej niz 40 %;

— 0,8 w wartoci bezwzglednej dla zawarto$ci wyzszej niz 40 %

Uwagi

7.1. Wartoéci uzyskane przy zastosowaniu niniejszej metody nie maja bezposredniego odniesienia do proceséw
rozkladu in vivo.

7.2. Produkty o zawartosci oleju lub tluszczu przekraczajacej 10 % musza najpierw zosta¢ poddane odtluszczeniu
przez ekstrakeje frakcja ropy naftowej (temp. wrzenia 40-60 °C)

4. OZNACZENIE AKTYWNOSCI ENZYMATYCZNE]J PEPSYNY

Cel i zakres

Metoda ta pozwala na ustalenie enzymatycznej aktywnosci pepsyny wykorzystywanej w oznaczaniu surowych
bialek rozpuszczonych w pepsynie i kwasie solnym.

Zasada

Hemoglobina poddawana jest dzialaniu pepsyny w srodowisku kwasu solnego w $cisle okreslonych warunkach.
Frakcja niehydrolizujacych bialek jest wytragcana kwasem trichlorooctowym. Do filtratu dodawany jest wodorot-
lenek sodu i odczynnik Folina-Ciocalteu. Gesto$¢ optyczng tego roztworu mierzy sie przy dlugosci fali 750 nm.
Odpowiadajaca mu ilo§¢ tyrozyny odczytuje si¢ z krzywej wzorcowej.

Definicja: Jednostka pepsyny jest to taka ilo§¢ enzymu, ktoéra w warunkach wymaganych przez metode powoduje
uwolnienie w ciggu minuty takiej iloSci grup hydroksyarylowych, ktére wybarwione odczynnikiem Folina-Ciocalteu
majg warto$¢ absorpcji odpowiadajaca gestosci optycznej 1 pmola tyrozyny poddanej takiej samej reakcji barwne;j.
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3. Odczynniki
3.1. 0,2N kwas solny,
3.2. 0,06N kwas solny,
3.3. 0,025N kwas solny,
3.4. 5-procentowy (w/obj) roztwér kwasu trichlorooctowego,
3.5. 0,5N roztwor wodorotlenku sodu,

3.6. Odczynnik Folina-Ciocalteu: umiesci¢ 100 g tetraoksowolframinianu sodu (Na,WO, - 2H,0), 25 g molibde-
nianu sodu (Na,MOO, - 2H,0) i 700 ml wody w kolbie okraglodennej o pojemnosci dwéch litréw z dopaso-
wanym zlaczem szlifowym. Dodaé 50 ml kwasu fosforowego (d: 1,71) i 100 ml stezonego kwasu solnego (d:
1,19). Do kolby podlaczy¢ chlodnice zwrotng. Doprowadzi¢ roztwér do wrzenia. Gotowaé na malym ogniu
przez 10 godzin. Pozostawi¢ do wystygniecia. Odlaczy¢ chlodnice, dodaé 175 g siarczanu litu (Li,SO, -
2H,0), 50 ml wody i 1 ml bromu. Gotowa¢ przez 15 minut w celu pozbycia si¢ nadmiaru bromu.

Pozostawi¢ do wystygnigcia. Przenie$¢ roztwor do kolby pomiarowej o pojemnosci 1litra. Dopelni¢ wodg,
wymiesza¢ i filtrowa¢. Roztwdr nie moze mie¢ zielonego zabarwienia. Przed uzyciem rozcieficzy¢ 1 objetosé
odczynnika z 2 objetosciami wody.

3.7. Roztwér hemoglobiny: odwazy¢ ilo§¢ hemoglobiny (Srednio 2 g substratu biatkowego oznaczonego zgodnie
z metodg Ansona), odpowiadajaca 354 mg azotu (') i umiesci¢ w kolbie o pojemnosci 200 ml z dopaso-
wanym zlgczem szlifowym. Doda¢ kilka kropli kwasu solnego (ppkt 3.2). Podlaczy¢ kolb¢ do pompki
prozniowej i wytrzasaé, dopoki hemoglobina nie rozpusci si¢ catkowicie. Odlaczy¢ pompke i nadal
wytrzasajac roztwor, dopelni¢ go kwasem solnym (ppkt 3.2) do objetosci 100 ml. Przygotowywaé bezposrednio
przed uzyciem.

3.8. Wzorcowy roztwér tyrozyny: rozpusci¢ 181,2 mg tyrozyny w kwasie solnym (ppkt 3.1). Dopemi¢ tym
samym kwasem do objetosci 1 litra (roztwor podstawowy). Pobra¢ 20,0 ml i rozcieficzy¢ do 100 ml kwasem
solnym (ppkt 3.1). 1 ml tego roztworu zawiera 0,2 pmola tyrozyny.

4. Aparatura
4.1. taznia wodna nastawiona na temperature 25 * 1 °C, wyposazona w ultratermostat.
4.2. Spektrofotometr

4.3. Chronometr, dokladnoséé: 1 sekunda

4.4, Pehametr

5. Metoda

5.1. Przygotowanie roztworu (patrz: uwaga 7.1)

Rozpusci¢ 150 mg pepsyny w 100 ml kwasu solnego (ppkt 3.2). Odpipetowaé 2 ml roztworu do kolby
pomiarowej o pojemnoséci 50 ml i dopetni¢ do kreski kwasem solnym (ppkt 3.3). Sprawdzi¢ odczyn pehame-
trem. Powinien wynosi¢ 1,6 + 0,1. Zanurzy¢ kolbe w tazni wodnej.

5.2. Hydroliza

Do probéwki odpipetowaé 0,5 ml roztworu hemoglobiny (ppkt 3.7). Podgrza¢ do 25 °C w lazni wodnej
(ppkt 4.1). Doda¢ 1,0 ml roztworu pepsyny przygotowanego wedlug przepisu w ppkt 5.1 i wymieszaé
szklang bagietka, rozszerzong na jednym koncu (okoto 10 ruchéw do przodu i do tytu). Pozostawi¢ probowke
w lazni wodnej, w temperaturze 25 stopni dokladnie na 10 minut, liczac od momentu dodania roztworu
pepsyny (dokladnie kontrolowa¢ czas i temperaturg). Nastepnie doda¢ 10,0 ml roztworu kwasu trichloroocto-
wego (ppkt 3.4), ogrzanego uprzednio do temperatury 25 °C. Wymiesza¢ i filtrowac przez suchy filtr.

5.3. Reakcja barwna i pomiar gestosci optycznej

Do kolby stozkowej o pojemnosci 50 ml odpipetowaé 5,0 ml filtratu. Dodaé¢ 10,0 ml roztworu wodorot-
lenku sodu (ppkt 3.5) i wytrzasal. Nie przerywajac wytrzasania doda¢ 3,0 ml rozcieficzonego odczynnika
Folin-Ciocalteu (ppkt 3.6). Po 5-10 minutach mierzy¢ gesto$¢ optyczna roztworu za pomoca spektrofoto-
metru, przy dlugosci fali 750 nm w kuwecie 1 cm, wobec wody.

() Obliczy¢ zawarto§¢ azotu mikrometoda Kjeldahla (zawarto$¢ teoretyczna: 17,7 % azotu).
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5.4. Préba slepa
Dla kazdego oznaczenia przeprowadzi nastgpujaca probe $lepa:

Do probéwki odpipetowa¢ 0,5 ml roztworu hemoglobiny (ppkt 3.7). Ogrzewaé w azni wodnej (ppkt 4.1) w
temperaturze 25 °C. Doda¢ 10,0 ml roztworu kwasu trichlorooctowego (ppkt 3.4) podgrzanego uprzednio
do tej samej temperatury. Wymiesza¢, a nastepnie doda¢ 1,0 ml roztworu pepsyny przygotowanego wedtug
przepisu w ppkt 5.1. Wymiesza¢ szklang bagietka. Pozostawi¢ probdéwke w lazni wodnej (ppkt 4.1) na
doktadnie 10 minut, w temperaturze 25 °C. Wymieszal i filtrowa¢ przez suchy filtr. Dalej postgpowal
wedlug przepisu z ppkt 5.3

5.5. Krzywa wzorcowa

Odmierzy¢ do kolb stozkowych o pojemnosci 1,0 ml, 2,0 ml, 3,0 ml, 40 ml i 50 ml wzorcowego
roztworu tyrozyny (ppkt 3.8), co odpowiada 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 i 1,0 pmola tyrozyny. Uzupehi¢ seri¢ o
roztwoér poréwnawczy wolny od tyrozyny. Dopekni¢ kolby kwasem solnym (ppkt 3.1) do objetosci 0,5 ml.
Doda¢ 10,0 ml roztworu wodorotlenku sodu (ppkt 3.5), a nastepnie, caly czas wytrzasajac - 3,0 ml rozciei-
czonego roztworu odczynnika Folina-Ciocalteu (ppkt 3.6). Mierzy¢ gesto$¢ optyczng, jak podano w ostatnim
zdaniu ppkt 5.3. Wyznaczy¢ krzywa wzorcowa, nanoszac na osie ukladu wspélrzednych kolejne poziomy
tyrozyny i odpowiadajace im wartosci gestosci optyczne;.

Obliczenie wynikéw

Odczytaé na krzywej wzorcowej ilo$¢ tyrozyny, w mikromolach, odpowiadajaca gestosci optycznej roztworu barw-
nika, korygowanego $lepg préba.

Aktywno$¢ pepsyny, w mikromolach tyrozyny, w mg i na minutg, w 25 °C, podaje si¢ nastepujagcym réwnaniem

0,32 a

jednostki na miligram (U/mg) = .

w ktorym:
a = ilo§¢ tyrozyny, w pmol, odczytana na krzywej wzorcowej;

p = waga w mg ilosci pepsyny dodanej w ppkt 5.2.

Uwagi

7.1. llo$¢ rozpuszczonej pepsyny musi by¢ tak dobrana, aby podczas ostatecznego pomiaru fotometrycznego
otrzymac gesto$¢ optyczng wynoszacg 0,35 = 0,035

7.2. Dwie jednostki na miligram uzyskane za pomoca tej metody odpowiadajg
3,64 jednostki Ansona na miligram (umol tyrozyny/mg/min przy temperaturze 35,5 °C) lub

36 400 jednostkom handlowym (przemystowym) na gram (umol tyrozyny/g/10 min w temperaturze 35,5 °C)

5. OZNACZANIE WOLNEGO I CALKOWITEGO GOSSYPOLU

Cel i zakres

Metoda ta umozliwia oznaczenie poziomu wolnego gossypolu, catkowitego gossypolu i pokrewnych mu chemiczne
substancji w nasionach bawelny, mace z nasion bawelny i wytlokach oraz w paszach mieszanych zawierajacych te
substancje (gossypol wolny i catkowity) w ilo$ci wyzszej niz 20 ppm.

Zasada

Gossypol jest ekstrahowany w obecnosci 3-aminopropano-1-olu lub mieszaniny 2-propanolu i heksanu - w przy-
padku oznaczania jego wolnego zwigzku - lub tez w obecnoséci dimetyloformamidu, gdy oznaczany jest poziom
catkowitego gossypolu. Gossypol reaguje z aniling tworzac gossypolo-dianiling, ktérej gestos¢ optyczna mierzona
jest przy dlugosci fali 440 nm.
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Odczynniki

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Mieszanina 2-propanolu i heksanu: zmiesza¢ 60 cz¢sci 2-propanolu (cz.d.a.) z 40 cz¢Sciami n-heksanu

Rozpuszczalnik A: do kolby pomiarowej o pojemnosci jednego litra wlaé 500 ml mieszaniny 2-propanolu i
heksanu (ppkt 3.1). Doda¢ 2 ml 3-aminopropan-1-olu, 8 ml kwasu octowego lodowatego i 50 ml wody.
Dopehi¢ do kreski mieszaninag 2-propanolu i heksanu (ppkt 3.1). Odczynnik zachowuje stabilno$¢ przez
tydzien.

Rozpuszczalnik B: odpipetowa¢ 2 ml 3-aminopropano-1-olu i 10 ml kwasu octowego lodowatego do kolby
pomiarowej o pojemnosci 100 ml. Ochlodzi¢ do temperatury pokojowej i dopeni¢ do kreski n,n-dimetylofor-
mamidem. Odczynnik zachowuje stabilno$¢ przez tydzien.

Anilina cz.d.a.: jesli ggsto$¢ optyczna Slepej proby przekracza 0,022, poddaé aniling destylacji nad proszkiem
cynkowym, odrzucajac pierwsze i ostatnie 10 % frakcji destylatu. Przechowywaé w lodéwce, w butelce z
brazowego szkla ze szczelnym szklanym korkiem. Odczynnik nadaje si¢ do uzytku przez kilka miesigcy.

Wzorcowy roztwor gossypolu A: w kolbie pomiarowej o pojemnosci 250 ml umiesci¢ 27,9 mg octanu
gossypolu. Rozpusci¢ i dopelni¢ do kreski rozpuszczalnikiem A (ppkt 3.2). Odpipetowaé 50 ml roztworu do
kolby pomiarowej o pojemnosci 250 ml i ponownie dopelni¢ do kreski rozpuszczalnikiem A (ppkt 3.2).
Stezenie gossypolu w tym roztworze wynosi 0,02 mg/ml. Przed uzyciem pozostawi¢ na godzing w tempera-
turze pokojowej.

Wzorcowy roztwdr gossypolu B: w kolbie pomiarowej o objetosci 50 ml umiesci¢ 27,9 g octanu gossypolu.
Rozpusci¢ i dopelni¢ do kreski rozpuszczalnikiem B (ppkt 3.3). Stezenie gossypolu w tym roztworze wynosi
0,5 mg/ml.

Wzorcowe roztwory gossypolu A i B zachowuja stabilno$¢ przez 24 godziny, jesli sa chronione przed $wiatlem.

Aparatura

4.1. Mikser (bgben obrotowy):okoto 35 obrotéw/min

4.2. Spektrofotometr

Metoda

5.1. Prébka badana
Wielkos¢ uzytej w oznaczeniu probki uzalezniona jest od zakladanej zawartosci gossypolu. Zalecana jest praca
z mozliwie niewielkg probka i relatywnie duza objetosciowo iloscig filtratu. Pozwala to na otrzymanie wystar-
czajacej iloci gossypolu do precyzyjnego oznaczenia fotometrycznego. W przypadku oznaczania wolnego
gossypolu w nasionach bawelny, mace z nasion lub wytlokach, masa prébki nie powinna przekraczaé 1 g. W
przypadku mieszanek paszowych moze wynosi¢ ona 5 g. W wigkszosci przypadkéw wystarczy uzyé 10 ml
otrzymanego filtratu. Powinien on zawiera¢ od 50 pg do 100 pg gossypolu. Przy oznaczaniu catkowitego
gossypolu masa probki powinna wynosi¢ od 0,5 g do 5,0 g. 2 ml pobrane z uzyskanego filtratu bedg
zawiera¢ od 40 pg do 200 pg gossypolu.
Analiz¢ nalezy prowadzi¢ w temperaturze pokojowej (okoto 20 °C).

5.2. Oznaczanie wolnego gossypolu

W kolbie o pojemnosci 250 ml ze szlifowana szyjka umiesci¢ badana prébke. Dno kolby powinno by¢ wysy-
pane pokruszonym szklem. Za pomoca pipety dodaé 50 ml rozpuszczalnika A (ppkt 3.2), zamkna¢ kolbe i
mieszal przez godzing w mikserze. Filtrowal przez suchy filtr i zebraé filtrat w malej kolbie ze szlifowana
szyjka. W czasie filtrowania przykry¢ lejek szkietkiem zegarkowym. Do dwéch kolb pomiarowych o pojem-
nosci 25 ml kazda (A i B), odpipetowal identyczng objetos¢ filtratu zawierajaca od 50 pg do 100 pg gossy-
polu. Jesli to konieczne dopelni¢ do objetosci 10 ml rozpuszczalnikiem A (ppkt 3.2). Nastgpnie dopelnié
zawarto$¢ kolby A do kreski mieszaning 2-propanolu i heksanu (ppkt 3.1). Ta mieszanina bedzie roztworem
poréwnawczym wzgledem ktdrego beda dokonywane pomiary.

Do kolejnych dwéch kolb pomiarowych (C i D) o pojemnosci 25 ml kazda odpipetowaé 10 ml rozpuszczal-
nika A (ppkt 3.2). Roztwér w kolbie C dopelni¢ do kreski mieszaning 2-propanolu i heksanu (ppkt 3.1). Ten
roztwor zostanie wykorzystany jako roztwor poréwnawczy wzgledem ktérej zostanie dokonany pomiar préby
Slepe;j.

Do kolb D i B doda¢ po 2 ml aniliny (ppkt 3.4). Ogrzewa¢ przez 30 minut we wrzacej fazni wodnej, aby
pojawilo si¢ zabarwienie. Kolby schlodzi¢ do temperatury pokojowej, dopeni¢ do kreski mieszaning 2-propa-
nolu i heksanu (ppkt 3.1), wymieszac i pozostawi na godzing.
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5.3.

Oznaczy¢ gestos$¢ optyczna proby Slepej D, prowadzac pomiar wzgledem roztworu odniesienia C oraz gesto$é
optyczna roztworu B, dokonujgc pomiaru wzgledem roztworu odniesienia A. Dhugos¢ fali 440 nm w kuwecie
szklanej Tem.

Odja¢ wynik gestosci optycznej uzyskany z proby D od wyniku gestosci optycznej uzyskanego z préby B
(= skorygowana gesto$¢ optyczna). Korzystajac z tej wartoéci, wyliczy¢ zawarto$¢ wolnego gossypolu, jak
wskazano w pkt 6.

Oznaczenie catkowitego gossypolu

W kolbie pomiarowej o pojemnosci 50 ml umiesci¢ probke zawierajaca od 1 mg do 5 mg gossypolu. Dodaé
10 ml rozpuszczalnika B (ppkt 3.3). W tym samym czasie przygotowal probe $lepa, umieszczajac 10 ml
rozpuszczalnika B (ppkt 3.3) w drugiej kolbie pomiarowej o pojemnosci 50 ml. Podgrzewaé obydwie kolby
przez 30 minut we wrzgcej fazni wodnej. Schlodzi¢ do temperatury pokojowej i dopelni¢ zawarto$¢ kazdej z
kolb do kreski mieszaning 2-propanolu i heksanu (ppkt 3.1). Wymieszaé i pozostawi¢ na 10-15 minut.
Nastepnie filtrowad i zebrad filtrat do dwdch kolb ze szlifowanymi szyjkami.

Do dwoéch kolb pomiarowych o pojemnosci 25 ml odpipetowaé po 2 ml filtratu uzyskanego z probki. Do
dwoch innych kolb pomiarowych o pojemnosci 25 ml odpipetowaé po 2 ml filtratu z préby Slepej. Zawar-
t0$¢ jednej kolby z kazdej pary dopelni¢ do kreski mieszaning 2-propanolu i heksanu (ppkt 3.1) - ich zawar-
to$¢ bedzie roztworem poréwnawczym.

Do pozostatych dwoch kolb dodaé¢ po 2 ml aniliny (ppkt 3.4). Podgrzaé przez 30 minut we wrzacej fazni
wodnej, do pojawienia si¢ zabarwienia. Ochlodzi¢ do temperatury pokojowej, dopetni¢ do 25 ml mieszaning
2-propanolu i heksanu (ppkt 3.1), wymieszac i odstawi¢ na godzing.

Oznaczy¢ gesto$¢ optyczng tak, jak opisano dla wolnego gossypolu w ppkt 5.2. Korzystajac z otrzymanych
wartosci, obliczy¢ calkowita zawarto$¢ gossypolu, jak wskazano w pkt 6.

Obliczenie wynikéw

Obliczenia wynikéw mozna dokona¢ albo za pomoca gestosci optycznej (ppkt 6.1), albo odnoszac si¢ do krzywej
wzorcowej (ppkt 6.2).

6.1.

6.2.

Obliczanie za pomocqg szczegdlnej gestosci optycznej
W warunkach opisanych szczegélne gestosci optyczne sg nastgpujgce:

Wolny gossypol: E 1%

= 625
1cm

Catkowity gossypol: £ L% _ 600
1 cm

Zawarto$¢ gossypolu wolnego lub catkowitego w probee wyraza sig nastgpujgcym réwnaniem:

E-1250
E]% ‘p-a

1 cm

gossypol % =

W ktérym:

E = gesto$¢ optyczna skorygowana, okreslona jak w ppkt 5.2,

p = pobieranie probki w g,

a = podzielnik filtratu w ml.

Za pomocg krzywej wzorcowej
6.2.1. Wolny gossypol

Przygotowaé 2 serie w 5 kolbach pomiarowych o pojemnosci 25 ml. W kazdej serii wprowadzi¢
pipeta do kolb pomiarowych odpowiednio wielkosci 2,0 — 4,0 — 6,0 — 8,0 i 10,0 ml roztworu wzorco-
wego A gossypolu (ppkt 3.5). Dopehni¢ objetosci do 10 ml za pomocy rozpuszczalnika A (ppkt 3.2).
Dopehi¢ kazdg seri¢ probka w kolbie pomiarowej o pojemnosci 25 ml zawierajaca jedynie 10 ml
rozpuszczalnika A (ppkt 3.2).
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6.2.2.

Dopehi¢ do 25 ml objetos¢ kolb pomiarowych pierwszej serii (wlacznie z probka) mieszaning
2-propanolu i heksanu (ppkt 3.1) (seria odniesienia).

Doda¢ 2 ml aniliny (ppkt 3.4) w kazdej kolbie drugiej serii (wlacznie z prébka). Podgrzewal przez
30 minut we wrzacej tazni wodnej, aby pojawilo si¢ zabarwienie. Schtodzi¢ do temperatury pokojowej
i dopelni¢ do kreski mieszaning 2-propanolu i heksanu (ppkt 3.1), wymiesza¢ i pozostawi¢ na
1 godzing (seria wzorca).

Oznaczy¢ w warunkach okreslonych w ppkt 5.2 gesto$¢ optycznag roztworéw serii wzorca przez
poréwnanic z odpowiadajacymi roztworami serii odniesienia. Na papierze milimetrowym wyznaczy¢
krzywa wzorcowa nanoszac gestosci optyczne wzgledem ilosci gossypolu (w pg).

Catkowity gossypol

Przygotowaé 6 kolb pomiarowych o pojemnosci 50 ml. W pierwszej kolbie umiesci¢ 10 ml rozpusz-
czalnika B (ppkt 3.3), a w pozostalych odpowiednio 2,0 - 4,0 - 6,0 - 8,0 10,0 ml roztworu wzor-
cowego B gossypolu (ppkt 3.6). Dopelni¢ zawarto$¢ kazdej kolby do 10 ml rozpuszczalnikiem B (ppkt
3.3). Podgrzewal przez 30 minut we wrzacej fazni wodnej. Schlodzi¢ do temperatury pokojowej i
dopehi¢ do kreski mieszaning 2-propanolu i heksanu (ppkt 3.1) i wymieszac.

Umie$ci¢ 2,0 ml tych roztworéw odpowiednio w dwéch seriach 6 kolb pomiarowych o pojemnosci
25 ml. Dopeni¢ do 25 ml zawartos¢ kolb pomiarowych pierwszej serii mieszaning 2-propanolu i
heksanu (ppkt 3.1) (seria odniesienia).

Doda¢ 2 ml aniliny (ppkt 3.4) w kazdej kolbie drugiej serii. Podgrzewa¢ przez 30 minut we wrzacej
fazni wodnej. Schlodzi¢ do temperatury pokojowej i dopelni¢ do kreski mieszaning 2-propanolu i
heksanu (ppkt 3.1), wymieszac i pozostawi¢ na 1 godzing (seria wzorca).

Oznaczy¢ w warunkach okreSlonych w ppkt 5.2 gesto$¢ optyczng roztworéw serii wzorca przez
poréwnanie z odpowiadajacymi roztworami serii odniesienia. Na papierze milimetrowym wyznaczy¢
krzywa wzorcowq nanoszac gestosci optyczne wzgledem ilosci gossypolu (w pg).

6.3. Powtarzalnosé

Roéznica pomigdzy wynikami dwéch réwnoleglych oznaczenn prowadzonych dla tej samej probki nie moze
przekraczac:

— 15 %, w wartosci wzglednej, dla zawartosci gossypolu nizszej niz 500 ppm,

— 75 ppm, w wartoéci bezwzglednej, dla zawartosci migdzy 500 a 750 ppm,

— 10 %, w warto$ci wzglednej, dla zawarto$ci wyzszej niz 750 ppm.
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ZALACZNIK I
1. OZNACZANIE I WYKRYWANIE ANTYBIOTYKOW Z GRUPY TETRACYKLIN
1. Celi zakres

Metoda ta pozwala na oznaczanie i wykrywanie antybiotykéw z grupy tetracyklin w paszach zawierajacych przy-
najmniej 0,1 ppm antybiotykéw, a takze w koncentratach i premiksach.

2. Zasada dzialania metody

Prébka poddana zostaje procesowi ekstrakcji mieszaning metanolu i kwasu solnego. Ekstrakt i roztwory odnie-
sienia poddaje si¢ rozdzialowi metoda bibulowej chromatografii wstepujacej. Antybiotyki sa wykrywane i identyfi-
kowane poprzez poréwnanie ich wartosci wspétczynnika Rf (odleglos¢ od czota rozpuszczalnika) z warto$ciami
uzyskanymi dla roztwordw wzorcowych, lub tez poprzez badanie ich fluorescencji w ultrafiolecie (wysoka zawar-
to$¢ antybiotykéw), badZ na drodze oceny mikrobiologicznej - na zelu agarowym szczepionym koloniami B.

cereus.

3. Odczynniki i pozywka

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Roztwér buforowy, pH 3,5

Jednowodzian kwasu cytrynowego (cz.d.a.)
Wodorofosforan sodu Na,HPO, - 2H,0 (cz.d.a.)
Aceton (cz.d.a.)

Woda destylowana - dopelni¢ do objgtosci

Roztwdr buforu fosforanowego

Diwodorofosforan potasu KH,PO, (cz.d.a.)
Wodorofosforan sodu Na,HPO, - 2H,0 (cz.d.a.)
Woda destylowana - dopelni¢ do objgtosci

Eluent I Wymiesza¢ czysty nitrometan, czysty chloroform i 1,3-dichloropropan-2-ol w stosunku objetos-
ciowym 20:10:1,5. Przygotowac bezposrednio przed uzyciem.

Eluent II: Wymiesza¢ czysty nitrometan, chloroform i 2-pikoling w stosunku objetosciowym 20:10:3.
Przygotowaé bezposrednio przed uzyciem.

Mieszanina czystego metanolu i kwasu solnego (d: 1,19) w stosunku objeto$ciowym 98:2

0,1 N kwas solny

Amoniak (d: 0,91)

10,256 g
7,45 g
300 ml
1000 ml

130,86 g
6,947 g
1000 ml

Wzorce: chlorotetracyklina, oksytetracyklina, tetracyklina

Drobnoustroje B. cereus ATCC nr 11 778

Przechowywanie szczepu macierzystego, przygotowanie zawiesiny zarodnikow i zaszczepienie ich na
pozywce nalezy przeprowadzi¢ zgodnie z opisem znajdujacym si¢ w ppkt 3.1 i 3.2 metody oznaczania
zawartosci chlorotetracykliny, oksytetracykliny i tetracykliny przez dyfuzje w agarze, opisanej w czgsci 2

niniejszego zalgcznika.
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3.10. Pozywka ()

Glukoza 1g

Pepton trypsynowy 10 g
Wycigg miesny 15¢g
Wyciag drozdzowy 30g
Agar 20 g

Woda destylowana - dopeni¢ 1000 ml
do objgtosci

Przed uzyciem doprowadzi¢ do pH 5,8

3.11. 0,1-procentowy (w/obj) roztwor chlorku 2,3,5-trifenylotetrazolu i 5-procentowy (w/obj) roztwoér glukozy

4. Aparatura

4.1. Aparat do chromatografii bibulowej wstepujacej (wysoko$¢ papieru 25 cm). Papier Schleiter i Schuell
(2040B lub 2043B) albo jego odpowiednik

4.2. Wiréwka
4.3. Cieplarka nastawiona na temperaturg 30 °C
4.4. Lampa UV do wykrywania fluorescencji

4.5. Plytki szklane 20x30 c¢m do metody mikrobiologicznej

5. Roztwory wzorcowe

5.1. Roztwér podstawowy
Uzywajac kwasu solnego (ppkt 3.6) przygotowal roztwory substancji podstawowych (ppkt 3.8) o stezeniach
chlorotetracykliny-HCl, oksytetracykliny-HCl i tetracykliny-HCl odpowiadajacych 500 pg na ml.

5.2. Roztwory odniesienia do wykrywania substancji za pomocg lampy UV
Rozcienczy¢ roztwory (ppkt 5.1) buforem fosforanowym (ppkt 3.2), aby otrzymal roztwory o stezeniach
chlorotetracykliny-HCl, oksytetracykliny-HCl i tetracykliny-HCl odpowiadajacych 100 g na ml.

5.3. Roztwory odniesienia do wykrywania substancji metodg mikrobiologiczng
Rozcieficzy¢ roztwory (ppkt 5.1) buforem fosforanowym (ppkt 3.2) aby otrzymal roztwory o stezeniach
chlorotetracykliny-HCl, oksytetracykliny-HCl i tetracykliny-HCl odpowiadajacych 5 pg na ml.

6.  Ekstrakcja

Jesli zakladana zawarto$¢ antybiotykéw jest mniejsza niz 10 ppm, mozna wykorzysta¢ do analizy wymieszang

probke badZz najbardziej drobnoziarnista frakcje uzyskana przez przesianie probki, poniewaz antybiotyki

wystepuja gléwnie w tej whasnie frakeji

Przygotowaé zawiesing prébki w mieszaninie (ppkt 3.5) i odwirowac. Zebra¢ ciecz sklarowang nad osadem, aby

uzywaé go w stanie nierozcieficzonym lub, je$li konieczne, rozcienczy¢ mieszaning (ppkt 3.5) dla uzyskania
stezen antybiotykéw okoto 100 pg na ml (ppkt 6.1) i 5 pg na ml (ppkt 6.2).

7. Wykrywanie i identyfikacja

7.1. Chromatografia

Zanurzy¢ papier chromatograficzny w buforze o pH 3,5 (ppkt 3.1). Odcisngé nadmiar cieczy miedzy
dwiema kartkami bibuly filtracyjnej. Nanie$¢ po 0,01 ml roztworéw wzorcowych (ppkt 5.2 i 5.3) oraz
ekstraktu (ppkt 6.1 i 6.2). Aby rozdzial przebiegal prawidtowo, papier musi mie¢ odpowiednia wilgotnos¢.
Jesli trzeba, mozna zostawi¢ go na chwilg, aby podsecht.

(") Do oznaczen mozna wykorzysta kazdy rodzaj pozywki dostepny w handlu, pozwalajacy na uzyskanie takich samych wynik6w.
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7.2.

7.3.

7.4.

Rozwijanie chromatografii wstepujacej. W przypadku korzystania z metody mikrobiologicznej przy wykry-
waniu antybiotykéw, uzywac eluentu I (ppkt 3.3). Przy wykrywaniu metodg fluorescencji w $wietle UV
uzywac eluentu II (ppkt 3.4). Kiedy czolo rozpuszczalnika znajdzie sie na wysokosci 15-20 cm (mniej wigcej
po 1,5 godziny) zakonczy¢ proces chromatografii i wysuszy¢ papier.

Wykrywanie za pomocg lampy UV

Jesli poziom antybiotykdw jest wyzszy niz 1 pg na cm? na chromatogramie poddanym dzialaniu rozpylo-

nego amoniaku (ppkt 3.7) w $wietle lampy UV (ppkt 4.4) pojawia si¢ $wiecace, zlotozolte plamy.

Wykrywanie za pomocg metody mikrobiologicznej

Pozywke (ppkt 3.10), szczepiong kulturami B. cereus (ppkt 3.9) wyla¢ na szklane plytki (ppkt 4.5) i na
pozywce umieSci¢ papier. Po 5 minutach zdja¢ papier i umiesci¢ go w innym miejscu na pozywce, gdzie
pozostanie przez okres inkubacji. Inkubowa¢ calg noc w cieplarce ustawionej na temperature 30 °C. O obec-
nosci antybiotyku z grupy tetracyklin $wiadczy jasna, martwa strefa na metnej pozywce w ktérej rozwijajg
si¢ bakterie.

Aby utrwali¢ chromatogram, nalezy po inkubacji spryska¢ papier roztworem (ppkt 3.11)

Identyfikacja

Nizej podano wzgledne wspétczynniki Rf dla antybiotykéw z grupy tetracyklin. Moga one zmieniaé si¢
nieznacznie w zaleznosci od jakosci papieru i stopnia jego nawilzenia:

chlorotetracyklina (CTC): 0,60

tetracyklina (TC): 0,40

oksytetracyklina (OTC): 0,20

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

Zwiazki ,epi” maja aktywno$¢ antybiotyczng nizsza niz zwiazki normalne.

2. OZNACZANIE CHLOROTETRACYKLINY, OKSYTETRACYKLINY I TETRACYKLINY

A. PRZEZ DYFUZJE W AGARZE

Cel i zakres

Metoda ta pozwala na oznaczenie pozioméw chlorotetracykliny (CTC), oksytetracykliny (OTC) i tetracykliny (TC)
w paszach, koncentratach i premiksach, gdzie s3 one obecne w ilo$ci wyzszej niz 5 ppm. Zawarto$¢ nizsza niz
5 ppm moze by¢ oznaczona przez graficzng interpolacje.

Zasada

W przypadku zawartosci antybiotykéw nizszej lub réwnej 50 ppm przeprowadza si¢ ekstrakcje probki rozciei-
czonym amidem kwasu mréwkowego (formamidem). Dla zawartosci wyzszej niz 50 ppm ekstrakcje prowadzi sig
mieszaning acetonu, wody i kwasu solnego w celu oznaczenia CTC lub mieszaning metanolu i kwasu solnego w
celu oznaczenia OTC i TC.

Ekstrakty rozciencza sig, a aktywno$¢ antybiotyczng oznacza, mierzac dyfuzj¢ CTC, OTC lub TC w agarze szcze-
pionym B. cereus. Przebieg procesu dyfuzji jest widoczny dzigki powstaniu stref inhibicji w o$rodku zakazonym
drobnoustrojami. Srednica strefy inhibicji jest wprost proporcjonalna do logarytmu st¢zenia antybiotyku.
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4,

Drobnoustroje B. cereus, ATCC nr 11 778

3.1.

3.2

Szczep macierzysty

Zaszczepi B. cereus na agarze z pozywka (ppkt 4.1) umieszczonym w sko$nie ustawionej probéwee, wolnym
od blekitu metylenowego i kwasu borowego. Inkubowaé przez noc w temperaturze okoto 30 °C. Przecho-
wywaé w lodéwce. Ponownie szczepi¢ agar co 14 dni.

Przygotowanie zawiesiny zarodnikow

Zebra¢ kolonie bakterii z agaru (ppkt 3.1), uzywajac 2-3 ml roztworu soli fizjologicznej. Ta zawiesing
zaszczepi¢ 300 ml pozywki (ppkt 4.1) wolnej od blekitu metylenowego i kwasu borowego, umieszczonej w
kolbie Roux. Stezenie agaru wynosi 3 %-4 %. Inkubowa¢ przez 3-5 dni w temperaturze 28-30 °C. Po
sprawdzeniu zarodnikowania pod mikroskopem zebra¢ zarodniki do 15 ml etanolu (ppkt 4.6). Zawiesing
wymieszaé. Mozna przechowywac ja w lodowce ponad 5 miesigcy.

Przeprowadzi¢ wstepne badania na plytkach z pozywka (ppkt 4.1). Pozwola one na ustalenie ilosci zawiesiny
zarodnikéw niezbednej do zaszczepienia pozywki przeznaczonej do oznaczen, ktéra, dla réznych stezen
antybiotykéw, da najwicksza mozliwg strefe inhibicji. llos¢ zawiesiny wynosi zwykle 0,2-0,3 ml na
1000 ml. Pozywke nalezy zaszczepiaé zarodnikami w temperaturze 50-60 °C.

Pozywki i odczynniki

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Pozywka podstawowa do oznaczer (')

Glukoza 1g
Pepton trypsynowy 10 g
Wyciag migsny 15¢
Wyciag drozdzowy 3¢
Agar — zaleznie od jakosci 10-20 g
+~TWEEN 80” 1 ml
Bufor fosforanowy o pH 5,5 (ppkt 10 ml
4.2)

5-procentowy (w/obj) kwas borowy 15 ml

0,5-procentowy roztwér blekitu 4 ml
metylenowego w etanolu

Woda destylowana - dopelni¢ do 1000 ml
objetosci

Przed uzyciem doprowadzi¢ odczyn do 5,8

Bufor fosforanowy, pH 5,5

Diwodorofosforan potasu KH,PO, (cz.d.a.) 130,86 g
Wodorofosforan sodu Na,HPO,- 2H,0 (cz.d.a.) 6,947 g
Woda destylowana - dopetni¢ do objgtosci 1000 ml

Bufor fosforanowy, pH 5,5, rozcienczony 1:10

Bufor fosforanowy, pH 8

Diwodorofosforan potasu KH,PO, (cz.d.a.) 1,407 g
Wodorofosforan sodu Na,HPO, - 2H,0 (cz.d.a.) 57,539 g
Woda destylowana - dopeni¢ do objetosci 1000 ml

Sterylny roztwoér soli fizjologicznej
20-procentowy etanol

0,1 N kwas solny

(") Do oznaczen mozna wykorzysta kazdy rodzaj pozywki dostepny w handlu, pozwalajacy na uzyskanie takich samych wynik6w.
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4.8. 70-procentowy (objjobj) formamid: przygotowac bezposrednio przed uzyciem. Doprowadzi¢ do pH 4,5
stosujgc 2N kwas siarkowy

4.9. Mieszanina czystego acetonu, wody i kwasu solnego (d: 1,19) w stosunku obj¢tosciowym 65:33:2
4.10. Mieszanina czystego metanolu, kwasu solnego (d: 1,19) w stosunku objetosciowym 98:2

4.11. Substancje podstawowe: CTC, OTC i TC, ktérych aktywno$¢ wyrazona jest w chlorowodorku

5. Roztwory wzorcowe

5.1. Chlorotetracyklina

Uzywajac kwasu solnego (ppkt 4.7), przygotowac z roztworu wzorcowego (ppkt 4.11) roztwoér podstawowy
o stezeniu chlorotetracykliny-HCl odpowiadajacym 500 pg na ml Roztwér mozna przechowywaé w
lodéwece przez tydzien.

Z roztworu podstawowego przygotowaé wzorcowy roztwor roboczy S8 o stezeniu chlorotetracykliny-HCl
odpowiadajgcym 0,2 pg na ml. Rozcieficzaé, uzywajac roztworu buforowego o pH 5,5, rozcieficzonego
1:10 (ppkt 4.3), do ktorego dodano 0,01 % czern amidowsa (!).

Uzywajac buforu (ppkt 4.3) przygotowal kolejne roztwory o nastepujacych stezeniach:

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

5.2. Oksytetracyklina

Postepowac tak samo, jak w ppkt 5.1. Przygotowaé z roztworu podstawowego o stezeniu oksytetracykliny-
HCl odpowiadajacym 400 pg na ml wzorcowy roztwor roboczy Sy zawierajacy 1,6 pg/ml oksytetracykliny-
HCl oraz kolejne roztwory o nastepujacych stezeniach:

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

5.3. Tetracyklina

Postepowa¢ tak samo, jak w ppkt 5.1. Przygotowaé z roztworu podstawowego o stezeniu tetracykliny-HCl
odpowiadajgcym 500 pg na ml roztwor roboczy S8 zawierajacy 1,0 pg/ml tetracykliny-HCl oraz kolejne
roztwory o nastepujacych stezeniach:

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

6.  Ekstrakcja

6.1. Zawartos¢ réwna 50 ppm lub mniejsza

Do badanej probki doda¢ formamid (ppkt 4.8) w iloici podanej w tabeli znajdujacej si¢ ponizej. Wytrzasaé
przez 30 minut na platformie wytrzasajacej i natychmiast rozcieficzy¢ buforem fosforanowym (ppkt 4.3)
zgodnie ze wskazéwkami podanymi w tabeli ponizej, aby otrzymac stezenie Uy. Stezenie formamidu w tym
roztworze nie moze przekraczaé 40 %.

Wirowa¢ lub dekantowaé dla otrzymania przejrzystego roztworu. Uzywajac buforu fosforanowego (ppkt
4.3), przygotowac stezenia U,, U, i U, przez stopniowe rozcieficzanie (1 + 1).

(") Czerni amidowej uzywa sig, aby strefy inhibicji roztworéw wzorcowych byly lepiej widoczne (blgkitne pierécienie).
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Antybiotyk CTC OTC TC
Przypuszczalna zawar- 10 50 10 50 10 50
to$¢ w ppm
Pobranie probki w g 10 10 24 9,6 20 10
Formamid w ml (ppkt 100 100 80 100 80 100
4.8)
bufor fosforanowy w ml | rozcien- rozcien- 70 200 120 rozcien-
czonyw czonyw czonyw
stosunku stosunku stosunku
1:5 1:25 1:5
O () V)
Stezenie Uy w pg/ml 0,2 0,2 1,6 1,6 1,0 1,0

6.2.

() Pobra¢ 20 ml ekstraktu i dopemi¢ do 100 ml buforem w kolbie pomiarowej.
b) Pobra¢ 4 ml ekstraktu i dopelni¢ do 100 ml buforem w kolbie pomiarowej.

Zawartos¢ wyzsza niz 50 ppm
6.2.1. Chlorotetracyklina

Do badanej probki o wadze 2-10 g, w zaleznosci od przewidywanej zawartosci antybiotyku lub ilosci
podanej przez producenta analizowanej substancji, doda¢ w stosunku do jej objetosci 20 razy tyle
mieszaniny (ppkt 4.9). Wytrzasa¢ przez 30 minut na platformie wytrzasajacej. W czasie ekstrakcji pH
musi by¢ nizsze niz 3. Jedli okaze si¢ to niezbedne, doprowadzi¢ roztwér do pozadanego odczynu
(uzywajac 10-procentowego kwasu octowego). Z roztworu pobra¢ cze§¢ ekstraktu i doprowadzi¢ pH
do 5,5, uzywajac buforu o pH 8 (ppkt 4.4). Jako wskaznik zastosowal zielen bromokrezolows
(zmiana barwy z z6ltej na nicbieska). Aby otrzymaé stezenie U, (ppkt 6.1) rozcieficzyé, uzywajac
buforu fosforanowego o pH 5,5, rozcieficzonego w stosunku 1:10 (ppkt 4.3).

Nastgpnie uzywajac buforu fosforanowego (ppkt 4.3), przygotowac roztwory U,, U, i U, przez stop-
niowe rozcienczanie (1 + 1).
6.2.2. Oksytetracyklina i tetracyklina

Postgpowac jak opisano w ppkt 6.2.1, uzywajac mieszaniny (ppkt 4.10) zamiast mieszaniny (ppkt
4.9)

7.  Metoda oznaczania

7.1.

7.2

Szczepienie pozywki

Szczepi¢ odzywke (ppkt 4.1) zawiesing zarodnikow (ppkt 3.2) w temperaturze 50-60 °C.

Przygotowanie tacek

Dyfuzja w agarze odbywa si¢ na tackach z uzyciem czterech stgzen roztworu wzorcowego (S, S,, S, S,) i
czterech stezen ekstraktu badanej prébki (Ug, U,, U2, U)). Na kazdej tacce muszg znaleZ¢ si¢ cztery stezenia
roztworu wzorcowego i ekstraktu.

Nalezy wybra¢ tacki, ktore beda wystarczajaco duze, aby zmiescito si¢ na nich przynajmniej 8 otwordéw o
$rednicy 10-13 mm, wykonanych w agarze. Obliczy¢ ilo§¢ zaszczepionej pozywki (ppkt 7.1) potrzebna do
jednolitego pokrycia tacki warstwa o grubosci okolo 2 mm. Badanie najlepiej prowadzi¢ na tackach
ztozonych ze szklanych plytek zaopatrzonych w idealnie dopasowany aluminiowy lub plastikowy piersciefi o
$rednicy 200 mm i wysokosci 20 mm.

Odpipetowaé do kazdego otworu dokladnie odmierzong ilo$¢ (migdzy 0,10 a 0,15 ml) roztworu antybio-
tyku, w zaleznosci od $rednicy otworu.

Dla kazdej probki powtarzaé dyfuzje przynajmniej 4 razy z kazdym ze stezen, tak aby kazde oznaczenie
bylo wypadkowa wynikéw uzyskanych z 32 stref inhibicji.
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7.3. Inkubacja

Inkubowa¢ tacki przez okoto 18 godzin w temperaturze 28-30 °C.

8. Ocena

Zmierzy¢ $rednice kazdej ze stref inhibicji, najlepiej metodg rzutowania. Nanie$¢ wyniki na papier péHogaryt-
miczny, zaznaczajac na ukladzie wspolrzednych logarytmy kolejnych stezen i odpowiadajace im $rednice strefy
inhibicji. Wyznaczy¢ krzywe dla roztworu wzorcowego i dla ekstraktu. Krzywe nie powinny w Zadnym punkcie
styka¢ si¢ ze soba, musza przebiegaé réwnolegle.

Logarytm aktywnosci wzglednej oblicza si¢ stosujac nastepujacy wzor:

(U, + U, + U, + Ug =S, =S, =S, =S;) - 0,602
Uy + Us + Sy + S -U, U, =S, S,

Aktywnos¢ rzeczywista = aktywno$¢ przypuszczalna x aktywno$¢ wzgledna.

9.  Powtarzalno$¢
Réznica migdzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen przeprowadzonych dla tej samej prébki nie moze prze-
kracza¢ 10 % w wartosci wzglednej.

B. TURBIDYMETRIA

1. Celi zakres

Metoda ta pozwala na oznaczenie pozioméw chlorotetracykliny (CTC), oksytetracykliny (OTC) i tetracykliny (TC),
kiedy stezenia tych antybiotykéw przekraczaja 1g/kg i nie wystepuja substancje, ktérych obecno$¢ moglaby
wplynaé na odczyt wynikéw. Metoda ta jest szybsza niz wcze$niej opisana dyfuzja w agarze.

2. Zasada

Oznaczanie zawarto$ci CTC odbywa si¢ na drodze ekstrakeji z uzyciem mieszaniny acetonu, wody i kwasu solnego.
Oznaczenie zawartosci OTC i TC odbywa si¢ poprzez ekstrakcje z uzyciem mieszaniny metanolu i kwasu solnego.

Ekstrakty sa nastgpnie rozcieficzane, a obecno$¢ antybiotykéw oznaczana jest przez pomiar transmitancji Swiatla
pozywki, ktora zostala zaszczepiona bakteriami gronkowca zlocistego (Staphylococcus aureus) i do ktérej dodano
antybiotyk. Warto$¢ transmitancji $wiatla zalezy od st¢zenia antybiotyku.

3. Drobnoustroje: gronkowiec ztocisty (Staphylococcus aureus) K 141 (!)

3.1. Szczep macierzysty

Zaszczepi¢ S. aureus na pozywce (ppkt 4.1), do ktérej dodano 1,5 %-3 % agaru (w zaleznosci od jakosci),
umieszczonej w sko$nie ustawionej probéwce. Inkubowaé przez noc w temperaturze okoto 37 °C. Przecho-
wywaé w lodéwce. Ponownie szczepi¢ agar co 4 tygodnie. W tym samym czasie przygotowaé podkultury do
uzytku laboratoryjnego.

3.2. Przygotowanie zawiesiny do szczepienia

24 godziny przed uzyciem zaszczepi¢ ponownie agar podkulturg i inkubowaé przez noc w temperaturze
37 °C. Zawiesi¢ wszystkie kultury znajdujace sic w probdwce z agarem w 2 ml pozywki (ppkt 4.1), a
nastepnie przenie$¢ zawiesing w sterylnych warunkach do okoto 100 ml tej samej pozywki (ppkt 4.1). Inku-
bowaé w lazni wodnej w temperaturze 37 °C, dopoki wzrost szczepoéw nie wejdzie w faze logarytmiczng
(godzina 30 minut do dwéch godzin)

() Ten szczep, wyizolowany przez Lufe i Kiela, namnaza si¢ znacznie szybciej niz S. aureus ATTC 6538 P.
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4. Pozywka i odczynniki

4.1.

4.2

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Pozywka podstawowa do oznaczer (')

Pepton 5¢
Wyciag drozdzowy 15¢
Wyciag migsny 1,5¢g
Chlorek sodu 35¢
Glukoza 1,0 g
Diwodorofosforan potasu KH,PO, (cz.d.a.) 132 ¢
Wodorofosforan potasu K,HPO, (cz.d.a.) 3,68 g
Woda destylowana - do dopelienia do objetosci 1000 ml

Odczyn po sterylizacji: 6,8-7,0

Bufor fosforanowy, pH 4,5

Diwodorofosforan potasu KH,PO, (cz.d.a.) 13,6 g

Woda destylowana - do uzupelnienia do objetosci 1000 ml

0,1 N kwas solny

Mieszanina czystego acetonu, wody i kwasu solnego (d: 1,19) w stosunku objetosciowym 65/33/2
Mieszanina czystego metanolu i kwasu solnego (d: 1,19) w stosunku objetosciowym 982
Okolodziesigcioprocentowy (w/obj) roztwér formaldehydu

Substancje podstawowe: CTC, OTC, TC, ktérych aktywno$¢ wyrazona jest w chlorowodorku.

5. Roztwory wzorcowe

Uzywajac kwasu solnego (ppkt 4.3), przygotowaé z substancji podstawowych (ppkt 4.7) roztwér podstawowy o
stezeniach CTC-HCl, OTC-HCl i TC-HCl odpowiadajacych 400 pg do 500 pg na ml. Roztwér mozna przecho-
wywaé w lodéwee do tygodnia.

6. Ekstrakcja

6.1.

6.2.

Chlorotetracyklina

Umiesci¢ 1 g do 2 g badanej substancji w kolbie pomiarowej o pojemno$ci 200 ml lub 250 ml. Dodaé
okolo 100 ml mieszaniny (ppkt 4.4) i wytrzasa¢ przez 30 minut na platformie wytrzasajacej. Dopehni¢ do
kreski buforem fosforanowym o pH 4,5 (ppkt 4.2). Wymiesza¢ i odstawié.

Oksytetracyklina i tetracyklina
Umiesci¢ 1 g do 2 g badanej substancji w kolbie pomiarowej o pojemnosci 200 ml lub 250 ml. Dodaé

okolo 100 ml mieszaniny (ppkt 4.5) i wytrzasa¢ przez 30 minut na platformie wytrzasajacej. Dopehi¢ do
kreski buforem fosforanowym o pH 4,5 (ppkt 4.2). Wymieszaé i odstawic.

7. Oznaczenie metody

7.1.

Przygotowanie serii wzorcow i ekstraktu

Rozcienczy¢ roztwor wzorcowy (pkt 5) i ekstrakt (pkt 6) buforem fosforanowym o pH 4,5 (ppkt 4.2) dla
otrzymania serii st¢zef. Dla kazdego oznaczenia wyznaczy¢ krzywa wzorcowa z odpowiedniego stezenia,
korzystajac z przynajmniej dwoch wartodci powiazanych z ekstraktem. Rozcieficzenia powinny zostaé
dobrane w zaleznosci od warunkéw, w ktérych rosng bakterie. Warunki te mogg zmieniac si¢ w zaleznosci od
laboratorium. Ogdlny sposéb postgpowania przedstawia si¢ nastepujaco:

(") Do oznaczen mozna wykorzysta kazdy rodzaj pozywki dostepny w handlu, pozwalajacy na uzyskanie takich samych wynik6w.
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7.1.1. Chlorotetracyklina
Rozcienczy¢ roztwor wzorcowy (pkt 5) buforem fosforanowym (ppkt 4.2), aby otrzymal roztwor
roboczy o stezeniu CTC-HCl odpowiadajacym 0,2 pg na mg. Nastepnie, uzywajac buforu fosforano-
wego (ppkt 4.2), przygotowal w probéwkach 6 rozcieficzen, kazde w dwéch powtdrzeniach.
Roztwor Wzorrcl;)lwy roboczy w Bufor fosforanowy w ml (ppkt 4.2) Stezenie w CTT — HCl(pg/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
Rozcienczy¢ ekstrakt (ppkt 6.1) buforem fosforanowym (ppkt 4.2) do otrzymania zakladanego stezenia
CTC-HCl wynoszacego 0,12 pg/ml. Po 1 ml tego roztworu umiesci¢ w dwoch probowkach. W kolej-
nych dwoch probéwkach umiesci¢ 0,75 ml (= 0,09 pg) roztworu. Dopelnic¢ je buforem fosforanowym
(ppkt 4.2) do catkowitej objetosci 1 ml.

7.1.2. Oksytetracyklina i tetracyklina
Rozcienczy¢ roztwor wzorcowy (pkt 5) buforem fosforanowym (ppkt 4.2), aby otrzymal roztwor
roboczy o stezeniu OTC-HCl i TC-HCl odpowiadajacym 0,6 pg na mg. Nastepnie, uzywajac buforu
fosforanowego (ppkt 4.2), przygotowaé w probéwkach 7 rozciefczen, kazde w dwoch powtérzeniach.
Roztwor Wzor;:nolwy roboczy w Bufor fosforanowy w ml (ppkt 4.2) Stezenie w CTT — HCl(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
Rozcieficzy¢ ekstrakt (ppkt 6.2) buforem fosforanowym (ppkt 4.2) do otrzymania zakladanego stezenia
OTC-HCl lub TC-HCl wynoszacego 0,48 pg/ml. Po 1 ml tego roztworu umiesci¢ w dwoch probow-
kach. W kolejnych dwdch probéwkach umiesci¢ 0,5 ml (= 0,24 pg) roztworu. Dopei¢ je buforem
fosforanowym (ppkt 4.2) do calkowitej objetosci 1 ml.

7.2. Zaszczepienie pozywki

7.3.

7.4.

Zaszczepi¢ pozywke podstawowa do wykonywania oznaczen (ppkt 4.1) zawiesing (ppkt 3.2), tak aby transmi-
tancja $wiatla mierzona przy dlugosci fali 590 nm wynosita 85 % dla kuwety 5 cm lub 92 % dla kuwety
2 cm. Ustawi¢ aparat tak, aby transmitancja niezaszczepionej pozywki wynosita 100 %.

Posiew

Umiesci¢ po 9 ml zaszczepionej pozywki (ppkt 7.2) w kazdej probéwce (ppkt 7.1.1 lub 7.1.2). Przy napel-
nianiu probéwek nalezy pracowal w czystosci, cho¢ sterylne warunki nie s3 wymagane.

Inkubacja

Inkubacje nalezy prowadzi¢ w lazni wodnej z mieszadlem, utrzymujacym temperature na stalym poziomie
37 £ 0,1 °C. Czas inkubacji (2,5 godziny do 3 godzin) powinien by¢ tak dobrany, aby mozliwe bylo

wykreslenie krzywych transmitancji nadajacych si¢ do wykonania dokladnego pomiaru. Zatrzymaé wzrost
bakterii, szybko wstrzykujac po 1 ml formaldehydu (ppkt 4.6) do kazdej probéwki.
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7.5. Pomiar wzrostu

Dokona¢ pomiaru transmitancji przy dtugosci fali 590 nm. Fotometr wyskalowaé w taki sposéb, aby transmi-
tancja najbardziej przejrzystego roztworu wzorcowego wynosita 100 % (co odpowiada najwyzszemu stezeniu
antybiotykéw). Poniewaz rézne proboéwki wykazuja niewielkie roznice zmetnienia, nalezy korzystaé z kuwet
2 cm, a najlepiej 5 cm.

Obliczenie wynik6w

Na papierze milimetrowym wyznaczy¢ krzywa wzorcowsq, nanoszac na ukladzie wspétrzednych stezenia antybio-
tyku i odpowiadajace im wartosci transmitancji. Nanie$¢ na krzywa wartosci transmitancji ekstraktu. Wyznaczy¢
zawarto$§¢ antybiotyku w prébce.

Powtarzalno$¢
Roéznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczen przeprowadzonych dla tej samej probki nie moze
przekraczaé 10 % warto$ciach wzglednych.

3. OZNACZENIE OLEANDOMYCYNY

— przez dyfuzje w agarze —

Cel i zakres

Ta metoda pozwala na oznaczenie, nawet w obecnosci tetracyklin, zawarto$ci oleandomycyny w paszach, koncen-
tratach i premiksach, przy jej zawartosci wyzszej niz 0,5 ppm.

Zasada

Prébka jest poddana ekstrakcji roztworem hydroksymetyloaminometanu w metanolu. Po odwirowaniu ekstrakt
zostaje rozcieficzony, a aktywnos$¢ oleandomycyny oznaczona na drodze dyfuzji w pozywce agarowej zaszcze-
pionej bakterig B. cereus. O procesie dyfuzji informuje powstanie stref inhibicji w pozywce zawierajacej drobnou-
stroje. Srednica stref inhibicji jest wprost proporcjonalna do logarytmu stezenia antybiotyku.

Drobnoustroje: B. cereus K 250 TR (') odporne na tetracykliny

3.1. Szczep macierzysty

Zaszczepi¢ B. cereus na agarze z pozywka (ppkt 4.1), do ktérej dodano oksytetracykliny w ilosci 100 pg na
5 ml pozywki, umieszczonym w sko$nie ustawionej probéwee. Inkubowaé przez noc w temperaturze okolo
30 °C. Przechowywa¢ w lodéwce. Ponownie zaszczepia¢ agar co 4 tygodnie.

3.2. Przygotowanie zawiesiny zarodnikow

Zebraé kolonie bakterii z agaru (ppkt 3.1), uzywajac 3 ml roztworu soli fizjologicznej (ppkt 4.3). Ta zawiesing
zaszczepi¢ 300 ml pozywki (ppkt 4.1) zmieszanej z agarem (stezenie agaru 3 %-4 %) i umieszczonej w
kolbie Roux. Inkubowaé przez 3-5 dni w temperaturze 28-30 °C. Po sprawdzeniu zarodnikowania pod
mikroskopem, zebra¢ zarodniki do 15 ml etanolu (ppkt 4.4). Zawiesing wymiesza¢. Mozna przechowywac ja
w lodéwece przez 5 miesiecy lub dluzej.

Przeprowadzi¢ wstgpne badania na plytkach z pozywka do oznaczen (ppkt 4.2). Pozwola one na ustalenie
ilosci zawiesiny zarodnikéw niezbednej do zaszczepienia ktéra, dla réznych stezen antybiotyku, da najwigksza
mozliwg strefe inhibicji. lo§¢ zawiesiny wynosi zwykle 0,1-0,2 ml na 1000 ml. Pozywke nalezy zaszczepial
zarodnikami w temperaturze 60 °C.

(") Szczep wyizolowany przez Lufe i Kiela.
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Pozywka i odczynniki

4.1. Pozywka dla szczepu macierzystego (')

Glukoza lg

Pepton trypsynowy 10 g

Ekstrakt migsny 15¢
Ekstrakt drozdzowy 3g

Agar - w zaleznosci od jakosci 10 gdo 20 g
Woda destylowana do uzupelnienia objetosci do 1000 ml

Przed uzyciem doprowadzi¢ pH do wartosci 6,5

4.2. Podstawowa pozywka do oznaczeri (%)
Pozywka (ppkt 4.1) o odczynie doprowadzonym do 8,8
4.3. Sterylny roztwor soli fizjologicznej
4.4. 20-procentowy (obj/obj) etanol
4.5. Czysty metanol

4.6. 0,5-procentowy (w/obj) roztwér hydroksymetyloaminometanu (cz.d.a.)

4.7. Roztwdr do ekstrakgji

Czysty metanol 50 ml
Woda destylowana 50 ml
Hydroksymetyloaminometan 05¢g
(cz.d.a)

4.8. Roztwér wzorcowy: oleandomycyna o znanej aktywnosci

Roztwor wzorcowy

Rozpusci¢ pewng ilos¢ wzorca (ppkt 4.8) w 5 ml metanolu (ppkt 4.5) i rozcieficzy¢ roztworem (ppkt 4.6) do
otrzymania stezenia oleandomycyny wynoszacego 100 pg/ml.

Z otrzymanego roztworu podstawowego przygotowaé roztwér roboczy Sy zawierajacy 0,1 g oleandomycyny na
ml, rozcieficzajac roztworem (ppkt 4.6). Nastepnie, uzywajac roztworu (ppkt 4.6), przygotowac kolejne roztwory
(1 + 1) o nastgpujacych stezeniach:

S, 0,05 pg/ml

S, 0,025  pg/ml

S, 0,0125 pg/ml

Ekstrakcja

W zaleznosci od przewidywanej zawartosci oleandomycyny przygotowaé probke o masie od 2 g do 10 g. Dodaé
100 ml roztworu (ppkt 4.7) i wytrzasaé przez 30 minut na platformie wytrzasajacej.

Odwirowac. Pobra¢ czg$¢ cieczy sklarowanej nad osadem i rozcienczy¢ go roztworem (ppkt 4.6) dla otrzymania
przypuszczalnego stezenia oleandomycyny wynoszacego 0,1 pg/ml (Uy). Nastepnie przygotowal stezenia U,, U, i
U,, przez stopniowe rozcieficzanie (1 + 1) roztworem (ppkt 4.6).

(') Do oznaczen mozna wykorzysta¢ kazdy rodzaj pozywki dostgpny w handlu, pozwalajacy na uzyskanie takich samych wynikow.
() Do oznaczen mozna wykorzysta kazdy rodzaj pozywki dostepny w handlu, pozwalajacy na uzyskanie takich samych wynik6w.
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Metoda oznaczania

7.1. Szczepienie pozywki

Szczepi¢ pozywke do oznaczen (ppkt 4.2) zawiesing zarodnikéw (ppkt 3.2) w temperaturze 60 °C.

7.2. Przygotowanie tacek

Dyfuzja w agarze odbywa si¢ na tackach z uzyciem czterech stezen roztworu wzorcowego (Sg, S, S, S,) i
czterech stezeni ekstraktu badanej probki (Ug, U,, U,, U,). Na kazdej tacce musza znaleZ¢ si¢ cztery stezenia
roztworu wzorcowego i ekstraktu.

Nalezy wybra¢ tacki, ktére beda wystarczajaco duze, aby zmiescilo si¢ na nich przynajmniej 8 otwordéw o
Srednicy 10-13 mm wykonanych w agarze. Obliczy¢ ilo§¢ zaszczepionej pozywki (ppkt 7.1) potrzebng do
jednolitego pokrycia tacki warstwa o grubosci okolo 2 mm. Badanie najlepiej prowadzi¢ na tackach
ztozonych ze szklanych plytek zaopatrzonych w idealnie dopasowany aluminiowy lub plastikowy pierScient o
$rednicy 200 mm i wysoko$ci 20 mm.

Odpipetowaé do kazdego otworu dokladnie odmierzong ilo$¢ (migdzy 0,10 ml a 0,15 ml) roztworu antybio-
tyku, w zaleznosci od $rednicy otworu.

Dla kazdej probki powtarzaé dyfuzje przynajmniej 4 razy z kazdym ze stezen, tak aby kazde oznaczenie bylo
wypadkowa wynikéw uzyskanych z 32 stref inhibicji.
7.3. Inkubacja

Inkubowa¢ tacki przez okoto 18 godzin w temperaturze 28-30 °C.

Ocena

Zmierzy¢ Srednice kazdej ze stref inhibicji, najlepiej metodg rzutowania. Nanie$¢ wyniki na papier potlogaryt-
miczny, zaznaczajac na ukladzie wspélrzednych logarytmy kolejnych stezen i odpowiadajace im $rednice strefy
inhibicji. Wyznaczy¢ krzywe dla roztworu wzorcowego i dla ekstraktu. Krzywe nie powinny w zadnym punkcie
styka si¢ ze sobg, musza przebiegaé réwnolegle.

Logarytm aktywnosci wzglednej oblicza si¢ stosujgc nastepujacy wzor:

(U + Uy + Uy + Uy =S, =S, =S, S;) - 0,602
Uy + Us + S4 + Sg-U; -U, =5 =5,

Aktywnos¢ rzeczywista = aktywnos¢ przypuszczalna x aktywno$¢ wzgledna.

Powtarzalno$¢
Réznica migdzy wynikami dwoch réwnoleglych pomiaréw przeprowadzonych dla tej samej probki nie moze prze-
kracza¢ 10 % w wartoSci wzglednej.

4. OZNACZENIE TYLOZYNY

— przez dyfuzje w agarze —

Cel i zakres

Metoda ta pozwala na oznaczenie zawartosci tylozyny w paszach, koncentratach i premiksach, przy jej zawartosci
wyzszej niz 2,0 ppm.

Zasada

Prébka jest rozpuszczana w buforze fosforanowym o pH 8, ogrzanym do temperatury 80 °C, a nastepnie ekstra-
howana metanolem i odwirowywana. Po odwirowaniu ekstrakt zostaje rozcieficzony, a aktywno$¢ tylozyny ozna-
czona na drodze dyfuzji w pozywce agarowej zaszczepionej bakteria Sarcina lutea. O procesie dyfuzji informuje
powstanie stref inhibicji w pozywce zawierajacej drobnoustroje. Srednica stref inhibicji jest wprost proporcjonalna
do logarytmu ste¢zenia antybiotyku.
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3. Drobnoustroje: Sarcina lutea ATTC nr 9341

3.1.

3.2.

Szczep macierzysty

Zaszczepi¢ Sarcina lutea na agarze z pozywka (ppkt 4.1), w sko$nie ustawionej probéwce i doprowadzonego
do pH 7,0. Inkubowa¢ przez noc w temperaturze okolo 35 °C. Przechowywac w lodéwce. Ponownie szczepié
agar co miesigc.

Przygotowanie zawiesiny bakterii

Zebraé kolonie bakterii z ostatnio szczepionego agaru (ppkt 3.1), uzywajac 2 ml-3 ml roztworu soli fizjolo-
gicznej (ppkt 4.4). Tq zawiesing zaszczepi¢ 250 ml pozywki (ppkt 4.1) umieszczonej w kolbie Roux i dopro-
wadzonej do pH 7,0. Inkubowal przez 24 godziny w temperaturze 35 °C. Nastgpnie zebra¢ bakterie do
25 ml roztworu soli fizjologicznej (ppkt 4.4). Wymiesza¢ i rozcieficzy¢ do uzyskania roztworu wykazujacego
transmitancje $wiatla 75 % przy dlugosci fali 650 nm.

Zawiesina przechowywana w lodéwce zachowuje trwalos¢ przez okres jednego tygodnia.
Przeprowadzi¢ wstepne badania na plytkach z pozywka (ppkt 4.1). Pozwola one na ustalenie ilosci zawiesiny

bakterii niezbednej do zaszczepienia pozywki do oznaczen, ktéra, dla réznych stezen antybiotyku, da
najwiekszg mozliwa strefe inhibicji. Pozywke nalezy szczepi¢ zarodnikami w temperaturze 48-50 °C.

4. Pozywka i odczynniki

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

Pozywka podstawowa dla oznacze (')

Glukoza 1g

Pepton trypsynowy 10 g

Ekstrakt migsny 15 ¢
Ekstrakt drozdzowy 3 g

Agar - w zaleznosci od jakosci 10 gdo 20 g

Woda destylowana do uzupelnienia 1000 ml
objetosci do

Przed uzyciem doprowadzi¢ pH do wartosci 7,0, co jest potrzebne do przygotowania szczepu macierzystego i
zawiesiny bakterii. Pozywka przeznaczona do przeprowadzenia oznaczenia musi mie¢ odczyn wynoszacy 8,0.

Bufor fosforanowy, pH 8

Diwodorofosforan potasu KH,PO, 0,523 g

(cz.d.a)
Wodorofosforan  potasu  K,HPO, 16,730 g
(cz.d.a)
Woda destylowana - dopelni¢ do 1000 ml
objetosci

Bufor fosforanowy, pH 7

Diwodorofosforan potasu KH,PO, (cz.d.a.) 55 ¢
Wodorofosforan potasu K,HPO, (cz.d.a.) 13,6 g
Woda destylowana - dopetni¢ do objgtosci 1000 ml

Sterylny roztwor soli fizjologicznej

Czysty metanol

40-procentowy (obj/obj) roztwér metanolu

Mieszanina buforu fosforanowego (ppkt 4.2) i czystego metanolu, w stosunku objetosciowym 60/40

Substancja podstawowa: tylozyna o znanej aktywnosci

(") Szczep wyizolowany przez Lufe i Kiela.
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Roztwory wzorcowe

Suszy¢ substancje podstawowa (ppkt 4.8) przez 3 godziny w temperaturze 60 °C w piecu prézniowym (ci$nienie
5 mm stupa rteci). Odwazy¢ do kolby pomiarowej 10-50 mg. Rozpusci¢ w 5 ml metanolu (ppkt 4.5) i dopelni¢
buforem fosforanowym o pH 7 (ppkt 4.3) do takiej objetosci, aby otrzymal roztwér o stezeniu tylozyny
wynoszacym 1000 pg/ml.

Z otrzymanego roztworu podstawowego przygotowac roztwor roboczy S, zawierajacy 2,0 g tylozyny/ml, rozcien-
czajac roztworem (ppkt 4.7).

Nastepnie, uzywajac roztworu (ppkt 4.7), przygotowa¢ kolejne roztwory (1 + 1) o nastepujacych stezeniach:

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

Ekstrakcja

W przypadku koncentratu przygotowaé probke o wadzie 10 g, w przypadku premiksu lub paszy - masa prébki
powinna wynosi¢ 20 g. Doda¢ 60 ml buforu fosforanowego o pH 8,0 (ppkt 4.2), ogrzanego do temperatury
80 °C i miesza¢ przez 2 minuty (uzywajac kuchennego miksera lub innego, podobnego urzadzenia).

Po wymieszaniu pozostawi¢ na 10 minut. Doda¢ 40 ml metanolu (ppkt 4.5) i miesza¢ kolejne 5 minut. Zawiesing
odwirowaé i czg$¢ cieczy sklarowanej nad osadem rozcieficzy¢ mieszaning (ppkt 4.7) w celu otrzymania przypusz-
czalnego stezenia tylozyny wynoszacego 2,0 pg/ml (Uy). Nastgpnie przygotowaé stezenia U,, U, i U,, przez stop-
niowe rozcieficzanie (1 + 1) roztworem (ppkt 4.7).

Dla stezen nizszych niz 10 ppm catkowicie odparowal ekstrakt na wyparce obrotowej w temperaturze 35 °C, a
nastepnie rozpusci¢ pozostatosci w 40-procentowym metanolu (ppkt 4.6)

Metoda oznaczania

7.1. Szczepienie pozywki

Szczepi¢ pozywke do oznaczen (ppkt 4.1), doprowadzong do pH 8, zawiesing bakterii (ppkt 3.2) w tempera-
turze 48-50 °C.

7.2. Przygotowanie tacek

Dyfuzja w agarze odbywa si¢ na tackach z uzyciem czterech stgzefi roztworu wzorcowego (Sg, S, Sy, S) i
czterech stezen ekstraktu badanej probki (U, U4, U,, U)). Na kazdej tacce muszg znalez si¢ 4 stezenia
roztworu wzorcowego i ekstraktu.

Nalezy wybrac¢ tacki, ktore beda wystarczajaco duze, aby zmiescilo si¢ na nich przynajmniej 8 otworéw o
$rednicy 10-13 mm wykonanych w agarze. Obliczy¢ ilo$¢ zaszczepionej pozywki (ppkt 7.1) potrzebna do
jednolitego pokrycia tacki warstwa o grubosci okolo 2 mm. Badanie najlepiej prowadzi¢ na tackach
ztozonych ze szklanych plytek zaopatrzonych w idealnie dopasowany aluminiowy lub plastikowy pierScien o
$rednicy 200 mm i wysokosci 20 mm.

Odpipetowaé do kazdego otworu dokladnie odmierzong ilo$¢ (miedzy 0,10 ml a 0,15 ml) roztworu antybio-
tyku, w zaleznosci od $rednicy otworu.

Dla kazdej probki powtarzaé dyfuzje przynajmniej 4 razy z kazdym ze stezen, tak aby kazde oznaczenie bylo
wypadkowa wynikéw uzyskanych z 32 stref inhibicji.
7.3. Inkubacja

Inkubowa¢ tacki przez noc w temperaturze 35-37 °C.

Ocena

Zmierzy¢ Srednice kazdej ze stref inhibicji, najlepicj metodg rzutowania. Nanie$¢ wyniki na papier potlogaryt-
miczny, zaznaczajac na ukladzie wspélrzednych logarytmy stezen i odpowiadajace im $rednice stref inhibicji.
Wyznaczy¢ linie dla roztworu wzorcowego i dla ekstraktu. Linie nie powinny w zadnym punkcie stykaé sie ze
soba, muszg przebiega¢ réwnolegle.

Logarytm aktywnosci wzglednej oblicza si¢ stosujac nastepujacy wzor:

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

Aktywno$¢ rzeczywista = aktywno$¢ przypuszczalna x aktywno$¢ wzgledna.
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4.

Powtarzalno$¢
Réznica miedzy wynikami dwéch réwnoleglych pomiaréw przeprowadzonych dla tej samej prébki nie moze prze-
kracza¢ 10 % w wartosci wzglednej.

5. OZNACZENIE WIRGINIAMYCYNY

przez dyfuzje w agarze -

Cel i zakres

Metoda ta pozwala na oznaczenie zawartosci wirginiamycyny w paszach, koncentratach i premiksach, przy jej
zawartoéci wyzszej niz 2,0 ppm.

Zasada

Prébka jest ekstrahowana roztworem ,TWEEN 80" w metanolu. Po odwirowaniu i filtrowaniu ekstrakt zostaje
rozcieiczony, a aktywno$¢ wirginiamycyny oznaczona na drodze dyfuzji w pozywce agarowej zaszczepionej
bakterig Sarcina lutea. O procesie dyfuzji informuje powstanie stref inhibicji w pozywce zawierajacej drobnoustroje.
Srednica stref inhibicji jest wprost proporcjonalna do logarytmu stezenia antybiotyku.

Drobnoustroje: Sarcina lutea ATTC nr 9341

3.1. Szczep macierzysty

Zaszczepi¢ Sarcina lutea na agarze z pozywka (ppkt 4.1), w skosnie ustawionej probdwce. Inkubowaé przez
noc w temperaturze okoto 35 °C. Przechowywaé w lodéwce. Ponownie zaszczepia¢ agar co 14 dni.

3.2. Przygotowanie zawiesiny bakterii

Zebraé kolonie bakterii z ostatnio szczepionego agaru (ppkt 3.1) uzywajac 2-3 ml roztworu soli fizjologicznej
(ppkt 4.3). Tq zawiesing zaszczepi¢ 250 ml pozywki (ppkt 4.1) umieszczonej w kolbie Roux. Inkubowaé
przez 24 godziny w temperaturze 35 °C. Nastepnie zebral bakterie do 25 ml roztworu soli fizjologicznej
(ppkt 4.3) i wymieszaé rozcienczy¢ do uzyskania roztworu wykazujgcego transmitancje $wiatla 75 % przy
dlugosci fali 650 nm. Zawiesina przechowywana w lodéwce zachowuje trwalo$¢ przez okres jednego
tygodnia.

Przeprowadzi¢ wstepne badania na plytkach z pozywka (ppkt 4.1). Pozwola one na ustalenie ilo$ci zawiesiny
bakterii niezbednej do zaszczepienia pozywki do oznaczen ktéra, dla réznych stezen antybiotyku, da
najwigksza mozliwg strefe inhibicji. Pozywke nalezy zaszczepiaé zarodnikami w temperaturze 48-50 °C.

Pozywka i odczynniki

4.1. Pozywka podstawowa dla oznaczeti (')

Glukoza 1¢g

Pepton trypsynowy 10 g

Ekstrakt migsny 1,5 ¢
Ekstrakt drozdzowy 3¢g

Agar - w zaleznosci od jakosci 10 gdo 20 g

Woda destylowana do uzupelienia 1000 ml
objetosci do

Przed uzyciem doprowadzi¢ pH do wartosci 6,5

(") Do oznaczen mozna wykorzysta kazdy rodzaj pozywki dostepny w handlu, pozwalajacy na uzyskanie takich samych wynik6w.
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4.2. Bufor fosforanowy, pH 6,0

Diwodorofosforan potasu KH,PO, 8,0 g

(cz.d.a)

Wodorofosforan  potasu K,HPO, 2,0 g
(cz.d.a)

Woda destylowana - dopehi¢ do 1000 ml
objetosci

4.3. Sterylny roztwér soli fizjologicznej

4.4. Czysty metanol

4.5. Mieszanina buforu fosforanowego (ppkt 4.2) i czystego metanolu, w stosunku objetosciowym 80/20
4.6. 0,5 % (w/obj) roztwér ,TWEEN 80" w metanolu

4.7. Substancja podstawowa: wirginiamycyna o znanej aktywnosci

Roztwory wzorcowe

Rozpusci¢ substancje wzorcows (ppkt 4.7) w metanolu, aby otrzymaé roztwér o stezeniu wirginiamycyny
wynoszacym 800 pg/ml. Z otrzymanego roztworu podstawowego przygotowal roztwor roboczy S, zawierajacy
1,0 pg wirginiamycyny/ml, rozcieficzajac roztworem (ppkt 4.5). Nastepnie, uzywajac roztworu (ppkt 4.5), przygo-
towac kolejne roztwory (1 + 1) o nastgpujacych stezeniach:

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

Ekstrakcja

6.1. Produkty o stezeniu wirginiamycyny do 50 ppm

Odwazy¢ 10-20 g badanej substancji. Doda¢ do odwazki 100 ml roztworu (ppkt 4.6) i wytrzasa¢ 30 minut
na platformie wytrzasajacej. Odwirowac lub filtrowaé. Pobra¢ 20 ml klarownego roztworu (cieczy sklarowanej
nad osadem lub filtratu) i odparowaé na wyparce obrotowej do catkowitego wyschnigcia. Pozostatosci
rozpusci¢ w 20 ml lub wigcej mieszaniny (ppkt 4.5), w celu otrzymania przypuszczalnego stezenia wirginia-
mycyny wynoszacego 1 pg/ml (U8). Nastepnie przygotowac stezenia U,, U,, i U,, przez stopniowe rozcien-
czanie (1 + 1) roztworem (ppkt 4.5).

6.2. Produkty o stezeniu wirginiamycyny wyzszym niz 50 ppm

Odwazy¢ 1-10 g badanej substancji. Doda¢ do odwazki 100 ml roztworu (ppkt 4.6) i wytrzagsaé 30 minut
na platformie wytrzasajacej. Odwirowac lub filtrowaé. Rozcieficzy¢ mieszanina (ppkt 4.5), w celu otrzymania
przypuszczalnego stezenia wirginiamycyny wynoszacego 1 pg/ml (Uy). Nastepnie przygotowal stezenia U,
U,, i U,, jak opisano w ppkt 6.1.

Metoda oznaczania

7.1. Szczepienie pozywki

Szczepi¢ pozywke do oznaczen (ppkt 4.1) zawiesing bakterii (ppkt 3.2) w temperaturze 48-50 °C.

7.2. Przygotowanie tacek

Dyfuzja w agarze odbywa si¢ na tackach z uzyciem czterech stezent roztworu wzorcowego (Sg, S, Sy, S,) i
czterech stezen ekstraktu badanej probki (Ug, U,, U,, U,). Na kazdej tacce musza znaleZ¢ si¢ cztery stgzenia
roztworu wzorcowego i ekstraktu.

Nalezy wybraé tacki, ktére beda wystarczajaco duze, aby zmiescilo si¢ na nich przynajmniej 8 otworéw o
Srednicy 10-13 mm wykonanych w agarze. Obliczy¢ ilo§¢ zaszczepionej pozywki (ppkt 7.1) potrzebng do
jednolitego pokrycia tacki warstwa o grubosci okolo 2 mm. Badanie najlepiej prowadzi¢ na tackach
ztozonych ze szklanych plytek zaopatrzonych w idealnie dopasowany aluminiowy lub plastikowy pierScient o
$rednicy 200 mm i wysokosci 20 mm.
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Odpipetowad do kazdego otworu dokladnie odmierzong ilo$¢ (migdzy 0,10 ml a 0,15 ml) roztworu antybio-
tyku, w zaleznosci od $rednicy otworu.

Dla kazdej probki powtarzaé dyfuzje przynajmniej 4 razy z kazdym ze stezen, tak aby kazde oznaczenie bylo
wypadkowa wynikéw uzyskanych z 32 stref inhibicji
7.3. Inkubacja

Inkubowac tacki przez 18 godzin w temperaturze 28-30 °C.

Ocena

Zmierzy¢ Srednice kazdej ze stref inhibicji, najlepiej metoda rzutowania. Nanie§¢ wyniki na papier pélogaryt-
miczny, zaznaczajgc na ukladzie wspétrzednych logarytmy kolejnych stezeni i odpowiadajace im Srednice stref inhi-
bicji. Wyznaczy¢ krzywe dla roztworu wzorcowego i dla ekstraktu. Krzywe nie powinny w zZadnym punkcie stykaé
si¢ ze sobg, muszg przebiegaé rownolegle.

Logarytm aktywnosci wzglednej oblicza si¢ stosujac nastepujacy wzor:

(U, + U, + U, + Ug =S, -S,ndash; S, —S;) - 0,602
U, + Uy + Sy + S -U, -U, =S, =S,

Aktywno$¢ rzeczywista = aktywnos¢ przypuszczalna x aktywno$¢ wzgledna.

Powtarzalno$é

Réznica migdzy wynikami dwoch réwnoleglych pomiaréw przeprowadzonych dla tej samej probki nie moze prze-
kracza¢ 10 % w warto$ciach wzglednych.



