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10.9.1981 URADNY VESTNIK EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV L 257/38

DEVIATA SMERNICA KOMISIE
z 31. jila 1981,
ktord ustanovuje metddy analyzy na dradni kontrolu krmiv v spolocenstve

(81/715/EHS)

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,

so zretelom na Zmluvu o zaloZeni Eurépskeho hospodérskeho
spolocenstva,

so zretefom na smernicu Rady 70/373/EHS z 20. jila 1970
o zaveden{ met6d odoberania vzoriek a analyzy na tradnt kon-
trolu krmiv v spolocenstve ('), naposledy zmenenej Aktom o pri-
stapeni Grécka, a najmd jej ¢lanok 2,

kedze tato smernica vyZzaduje, aby sa tradnd kontrola krmiv
na ucel kontroly plnenia poziadaviek stanovenych zdkonom,
inym pravnym predpisom alebo administrativnym opatrenim
v stvislosti s kvalitou a zloZenim krmiv vykondvala pouzitim
metdd spolocenstva na odoberanie vzoriek a analyzu;

kedze smernice Komisie 71/250/EHS (?), 71/393/EHS (3),
72/199[EHS (%), 73/46/EHS (5), 74/203(EHS (), 75/84/EHS (),
76/372[EHS (8), a 78/633[EHS (°), naposledy zmenené a dopl-
nené smernicou z 30. jila 1981, uz ustanovili niekolko met6d
spolocenstva na analyzu; kedZze pokrok v préci si odvtedy vyzia-
dal prijatie deviatej série metdd;

kedZze opatrenia ustanovené v tejto smernici si v stilade so stano-
viskom Staleho vyboru pre krmivd,

.ESL 170, 3.8.1970, s. 2.
.ESL 155,12.7.1971,s. 13.
.ESL 279,20.12.1971,s. 7.
.ESL123,29.5.1972,s. 6.
.ESL 83,30.3.1973, 5. 21.
.ESL 108, 22.4.1974,s. 7.
.ESL 32,5.2.1975,s. 26.
.ESL 102, 15.4.1976,s. 8.
.ES L 206, 29.7.1978, s. 43.
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PRIJALA TUTO SMERNICU:

Clanok 1

Clenské 3tity musia ziadat, aby sa analyzy na tradné kontroly
krmiv v stvislosti s ich obsahom avoparcinu a monenzindtu
sodného vykondvali v stlade s metédami opisanymi v prilohe.

Cldnok 2
Clenské $tity prijmd  zdkony, iné prévne predpisy
a administrativne opatrenia potrebné na dosiahnutie stladu

s touto smernicou 1. decembra 1981 a musia o tom informovat
Komisiu.

Cldnok 3

Této smernica je adresovand ¢lenskym $tatom.

V Bruseli 31. jala 1981.

Za Komisiu
Gaston THORN
predseda
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PRILOHA

1. STANOVENIE OBSAHU AVOPARCINU DIFUZIOU V AGAROVOM MEDIU

UCEL A OBLAST

Metéda slizi na stanovenie obsahu avoparcinu v krmivéch a v premixoch. Dolnd medza stanovitelnosti je 2
mg/kg (2 ppm). Pritomnost polyéterickych antibiotik moze posobit rusivo pri stanovovani.

PRINCIP

Vzorka sa extrahuje zmesou aceténu, vody a kyseliny chlorovodikovej. Antibiotickd aktivita extraktu sa
stanovi meranim diftizie avoparcinu v agarovom médiu naockovanom s Bacilus subtilis. Diftizia sa ukdze
tvorbou inhibi¢nych zén mikroorganizmu. Vztah medzi priemerom tychto zén a logaritmom koncentrécie
antibiotika v rozsahu pouzitych antibiotickych koncentrcii sa povazuje za priamotmerny.

MIKROORGANIZMUS: BACILLUS SUBTILIS ATCC 6633 (NCIB 8054)

Udrziavanie zdkladnej kultiry

Naockujte $ikmé plochy kultivainého média (4.1) v skimavkdch mikroorganizmom Bacillus subtilis
a inkubujte pocas noci pri 30 °C. Skladujte kulttru v chladnicke pri teplote asi 4 °C. Preockujte raz do mesiaca.

Priprava suspenzie spor ()

Zozbierajte produkt z Cerstvo pripravenej sikmej plochy agaru (3.1) pomocou 2 az 3 ml sterilnej vody. Pouzite
tto suspenziu na naockovanie 300 ml kultiva¢ného média (4.1) v Rouxovej banke a inkubujte 3 az 5 dni pri
teplote 30 °C. Zozbierajte produkt do 15 ml etylalkoholu (4.2) po skontrolovani sporuldcie pod
mikroskopom a dobre zmiesajte. Tiito suspenziu mozno skladovat aspon pat mesiacov pri teplote asi 4 °C.

KULTIVACNE MEDIA A CINIDLA

Kultivaéné médium (2)

Misovy bujon 6,0 g
Trypténovy bujon 40 g
Kvasinkovy extrakt 30 ¢
Misovy extrakt 15 ¢
Glukéza 10 g
Agar 150 ¢
Voda 1000 ml

pH 6,5 (po sterilizdcii).

Etylalkohol 20 % (v/v): zriedte 200 ml etylalkoholu s 800 ml vody.

Kyselina chlorovodikovd, d: 1,18 do 1,19

Je mozné pouzit iné metddy za predpokladu, ze ddvaji rovnaké suspenzie spor.
Je mozné pouzit akékolvek komercné kultivatné médium podobného zlozenia s rovnakymi vysledkami.
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Hydroxid sodny, 2 M roztok.

Fosfatovy pufer, 0,1 M:
Dihydrogén fosfore¢nan draselny, KH,PO,: 13,6 g
Voda do 1 000 ml.

Upravte pH na 4,5.
Zmes aceténu, vody, kyseliny chlorovodikovej (4.3): 65/32,5/2,5 (v[v[v).

Standardnd létka: avoparcin sulfit so zndmou aktivitou.

STANDARDNE ROZTOKY

Rozpustite presne odvazené mnozstvo asi 10 mg Standardnej litky (4.7) vo fosfdtovom pufri a rozriedte tymto
pufrom tak, aby ste dostali zdkladny roztok obsahujtici 100 pg avoparcinu na mililiter. Ak sa tento roztok
skladuje v uzatvorenej banke pri 4 °C, udrzf si stabilitu sedem dni.

Pre premixy

Z tohto zékladného roztoku pripravte dal$im riedenim pouzitim pufru (4.5) nasledujiice roztoky:
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Pre krmiva

Z tohto zékladného roztoku pripravte dalsim riedenim pouzitim pufra (4.5) nasledujiice roztoky:
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PRIPRAVA EXTRAKTU A SKUSOBNYCH ROZTOKOV

Premixy

Odvézte dostatocne velkd vzorku s presnostou na 10 mg, ktord obsahuje od 10 do 100 mg avoparcinu.
Preneste do 100 ml odmernej banky so 60 ml zmesi (4.6) a trepte 15 mindt v mechanickej trepacke.
Odmerajte pH a upravte v pripade potreby na pH 2 kyselinou chlorovodikovou (4.3). Dopliite do objemu
zmesou (4.6) a dobre zmiesajte. Prefiltrujte Cast cez vhodny filtraény papier (napriklad Whatman ¢. 1) a prvych
5 ml filtrdtu odstraiite. Zoberte alikvotnt ¢ast a upravte pH na 4,5 roztokom hydroxidu sodného (4.4). Zriedte
tento roztok pufrom (4.5), aby ste dostali o¢akdvant koncentriciu avoparcinu 4 pg/ml (= Uy).

Z tohto roztoku pripravte roztoky U, (ocakdvany obsah: 2 pg/ml), U, (oCakdvany obsah: 1 pg/ml) a U,
(ocakdvany obsah: 0,5 pg/ml) postupnym riedenim (1 + 1) pufrom (4.5).

Krmiva

Odvdzte mnozstvo vzorky 50 g a trepte 100 ml zmesi (4.6) 30 mindt v mechanickej trepacke. Vy¢irte extrakt
odstredenim (pouzitim uzatvorenych odstredovacich skiimaviek), zoberte alikvotnti Cast vy&ireného extraktu
(pozri tabulku nizsie) a upravte pH na 4.5 roztokom hydroxidu sodného (4.4). Zriedte tito alikvotnii Cast
pufrom (4.5) na Ug (pozri tabulku niZsie).
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7.2.
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Z tohto roztoku pripravte roztoky U, (o¢akdvany obsah: 1ug/ml), U, (ocakdvany obsah: 0,5 pg/ml) a U,
(ocakdvany obsah: 0,25 pg/ml) postupnym riedenim (1 + 1) pufrom (4.5).

Predpokladany obsah avoparcinu (mg/kg) 5 7,5 10 15 20 40
Hmotnost vzorky (g (£ 0, 1 g)) 50 50 50 50 50 50
Objem zmesi (4.6) (ml) 100 100 100 100 100 100
Objem vycireného extraktu (ml) 20 15 20 15 20 10
Koneé¢ny objem (ml): Ug 25 25 50 50 100 100
Ocakédvand koncentracia Uy (ug/ml) 2 asi 2 2 asi 2 2 2

POSTUP SKUSKY

Ockovanie skiiSobného média

Naockujte skiisobné médium (4.1) suspenziou spér (3.2) pri teplote od 50 do 60 °C. Predbeznym testovanim
na platniach so skiiobnym médiom (4.1) stanovte mnozstvo suspenzie spor potrebnej na ziskanie najvicsich
a najjasnejsich inhibi¢nych z6n s réznymi koncentrdciami avoparcinu.

Priprava platni

Diftizia v agare sa uskuto¢ni na platniach so $tyrmi koncentrdciami standardného roztoku (S, S,, S,, S;)
a Styrmi koncentrdciami skiobného roztoku (Ug, Uy, U,, U,). Tieto Styri koncentracie extraktu a Standardu
sa musia umiestnit na kazdd platiiu. Na to je potrebné vybrat dostato¢ne velké platne, aby bolo mozné urobit
do agaru aspon osem jamiek s priemerom od 10 do 13 mm a aspoi s 30 mm odstupom medzi ich stredmi.
Test sa moZe urobit na sklenenych platniach s hlinikovym alebo umelohmotnym prstencom o priemere
200 mm a vyske 20 mm pripevnenym na nich.

Nalejte na platne médium (4.1) naockované podla 7.1 v takom mnoZstve, aby ste ziskali asi 2 mm hrubd vrstvu
(60 ml na platiiu s priemerom 200 mm). Nechajte stuhntt vo vodorovnej polohe, urobte jamky a umiestnite
do nich presne odmerané objemy skiobného a standardného roztoku (podla priemeru medzi 0,10 a 0,15
ml na kazdd jamku). Aplikujte kazdid koncentrdciu aspon §tyrikrdt tak, aby predmetom kazdého stanovenia
bolo hodnotenie 32 inhibi¢nych zén.

Inkubdicia

Inkubujte platne od 16 do 18 hodin pri teplote 30 °C.

HODNOTENIE

Odmerajte priemer inhibi¢nych zén s presnostou na 0,1 mm. Zaznamenajte priemerné merania kazdej
koncentracie na semilogaritmicky graficky papier tak, aby sa ukdzal logaritmus koncentrécii vo vztahu
k priemerom inhibi¢nych zén. Vyneste optimalnu rastovd krivku $tandardného roztoku a extraktu ako
v priklade uvedenom nizsie.

Urcite optimélny rastovy bod pre najnizsiu koncentrdciu Standardu (SL) podla vzorca:

7S, 48, + S, 28

a) SL = 8
10
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Stanovte optimélny rastovy bod pre najvyssiu koncentraciu Standardu (SH) podla vzorca:

7S, + S, + S, - 28,

b) SH =
10

koncentraciu extraktu (UH) nahradenim U, U,, U, a Ug za S, S,, S, a Sg vo vysSie uvedenom vzorci.

Zaznamenajte vypocitané hodnoty SL a SH na ten isty graficky papier a spojte ich, aby ste dostali ,optimdlnu
rastovd“ krivku pre $tandardny roztok. Podobne zaznamenajte UL a UH a spojte ich, aby ste dostali ,optimdlnu
rastovi” krivku pre extrakt.

Pri nepritomnosti interferencii maji byt krivky rovnobezné. Z praktickych dovodov sa krivky mozu
povazovat za rovnobezné, ak sa hodnoty (SH — SL) a (UH — UL) nelisia viac ako 0 10 % od ich priemernej
hodnoty.

Ak nie st krivky rovnobezné, mozZeme vynechat bud U, a S;, alebo Uy a Sy a vypocitat SL, SH, UL a UH
pouzitim alternativneho vzorca, ktory ndm dd iné krivky ,optimdlneho rastu®:

58, +2S, -S 58, +2S, -S

@) SL=—L "2 4 eho—2——* 8
6

58, + 2S5, - S 58, + 2§, - S

b") SH=% alebo ——— 4 2

a podobne aj UL a UH. Alternativne krivky ,optimalneho rastu* maji spiiiat obdobné kritérid rovnobeznosti.
Skutocnost, Ze vysledok sa vypocital z troch koncentracif, sa mus{ uviest v zdverecnej sprave.

Ked' sa krivky povazujii za rovnobezné, vypocitajte logaritmus relativnej aktivity (log A) pomocou jedného
z nasledujtcich vzorcov:

Pre Styri koncentrdcie:

(Ul+U2+U4+Ug—Sl—SZ—S4—SS)x0,602
U, + U, +S,+S,-U -U, -8 -5,

o logA =

Pre tri koncentracie:

(U, + U, + U, -8 -8, -8,)x0401

d) logA =
U, +S,-U -8,
alebo
i) Togh (Ut U U =S, -8, - ) < 0,401

U8+587U2782

Redlna aktivita = predpokladand aktivita x relativna aktivita

Ak je relativna aktivita mimo rozpitia 0,5 az 2,0, opakujte skisku a urobte vhodné dpravy koncentracif
extraktu alebo, ak to nie je mozné, standardnych roztokov. Ak nie je mozné dosiahnut, aby mala relativna
aktivita pozadované rozpitie, kazdy dosiahnuty vysledok sa musi povazovat za priblizny a tdto skutocnost
sa musi uviest v zaverecnej sprave.

Ak krivky nie sii povaZované za rovnobezné, opakujte stanovenie. Ak ani potom nedosiahnete rovnobeznost, musi
sa stanovenie povazovat za neuspokojivé.

9. OPAKOVATELNOST

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na tej istej vzorke tym istym
laborantom/analytikom nesmie presiahnut:

— 2 mg/kg v absoliitnej hodnote pre obsah avoparcinu od 2 do 10mg/kg.
— 20 % relativnych z najvyssej hodnoty pre obsahy od 10 do 25 mg/kg
— 5 mg/kg v absoltitnej hodnote pre obsah od 25 do 50 mg/kg

— 10 % relativnych z najvy3sej hodnoty pre obsahy nad 50 mg/kg.
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2. STANOVENIE MONENZINATU SODNEHO DIFUZIOU V AGAROVOM MEDIU

UCEL A OBLAST

Metdda slizi na stanovenie obsahu monenzindtu sodného v krmivich a v premixoch. Dolnd medza
stanovitelnosti je 10 mg/kg (10 ppm) (V).

PRINCIP

Vzorka sa extrahuje 90 % metylalkoholom. Extrakt sa podrobi vhodnému postupu podla obsahu
monenzinitu sodného vo vzorke. Jeho antibiotickd aktivita sa stanovi meranim diftizie monenzindtu sodného
v agarovom médiu naockovanom s Bacilus subtilis. Difizia sa ukdze tvorbou inhibi¢nych zdén
mikroorganizmu. Vztah medzi priemerom tychto zén a logaritmom koncentracie antibiotika v rozsahu
pouzitych antibiotickych koncentracif sa povazuje za priamo Gmerny. Citlivost tejto metodiky skasky sa
znizuje v pritomnosti iénov sodika.

MIKROORGANIZMUS: BACILLUS SUBTILIS ATCC 6633 (NCIB 8054)

UdrZiavanie zdkladnej kultdry

Naockujte $ikmé plochy kultivatného média (4.1) v skiimavkdch mikroorganizmom Bacillus subtilis
ainkubujte pocas noci pri 30 °C. Skladujte kulttru v chladnicke pri teplote asi 4 °C. Preockujte raz do mesiaca.

Priprava suspenzie spor ()

Zozbierajte produkt z Cerstvo pripravenej Sikmej plochy agaru (3.1) pomocou 2 az 3 ml sterilizovanej vody.
Pouzite tdto suspenziu na naockovanie 300 ml kultiva¢ného média (4.1) v Rouxovej banke a inkubujte tri
az pat dni pri 30 °C. Zozbierajte produkt do 15 ml 20 % etylalkoholu (4.3) a po skontrolovani sporuldcie

pod mikroskopom dobre zmiesajte. Ttito suspenziu mozno skladovat aspon pit mesiacov pri teplote asi
4 °C.

KULTIVACNE MEDIA A CINIDLA

Kultivaéné médium (3)

Trypténovy bujén 10,0 g
Kvasinkovy extrakt 30 g
Misovy extrakt 15¢
Glukéza 10 g
Agar (podla kvality) 10,0 a2 20,0 g
Voda 1000 ml

pH 6,5 (po sterilizicii).

SkiiSobné médium

Glukéza 10,0 g
Kvasinkovy extrakt 25 ¢g
Hydrofosfore¢nan dvojdraselny K,HPO,, 0,69 g
Dihydrofosfore¢nan draselny KH,PO,, 0,45 ¢
Agar (podla kvality) 10,0 az 20,0 g
Voda 1000 ml

pH 6 (po sterilizdcii)

(") 1 mg monenzinitu sodného sa rovnd 1 000 jednotiek UK.

() Je mozné pouzit iné metddy za predpokladu, Ze dévaji rovnaké suspenzie spor.
() Je mozné pouzit akékolvek komercné kultivatné médium s podobnym zloZenim s rovnakymi vysledkami.
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7.1.

7.1.1.

Etylalkohol 20 % (v/v): zriedte 200 ml etylalkoholu s 800 ml vody.

Bezvody metylalkohol.

Metylalkohol 90 % (v[v) zriedte 900 ml metylalkoholu (4.4) so 100 ml vody.
Metylalkohol 50 % (v[v) zriedte 500 ml metylalkoholu (4.4) s 500 ml vody.

Granulovany kyslicnik hlinity (alcoa F, me§ 20; aktivovany kyslicnik hlinity UGL: F. Lancaster and Co. alebo
ekvivalentny).

Standardné litky: monenzindt sodny zndmej aktivity (napriklad z International Laboratory for Biological
Standards, Central Veterinary Laboratory, Weybridge, UK-Surrey KT15 3NB).

PRISTROJE
Rota¢nd vakuovd odparka s 250 ml bankou s gulatym dnom.

Sklenend kolénka na chromatografiu, vndtorny priemer: 25 mm, dizka: 400 mm s otvorenym koncom
o priemere 2 mm.

Sklenend kol6nka na chromatografiu, vndtorny priemer: 11 mm, dfzka: asi 300 mm s otvorenym koncom
o priemere 2 mm.

STANDARDNE ROZTOKY
Rozpustite presne odvdzené mnozstvo Standardnej ldtky (4.8) v metylalkohole (4.4) a zriedte tak, aby ste
dostali zékladny roztok obsahujiici 800 pg monenzindtu sodného v jednom mililitri. Ak sa tento roztok

skladuje v uzatvorenej banke pri 4 °C, udrZ si stabilitu do dvoch tyzdnov.

Pripravte z tohto zdkladného roztoku postupnym riedenim 50 % metylalkoholom (4.6) nasledujtice roztoky:

Sg 8,0 pg/ml
S4 4,0 pg/ml
S5 2,0 pg/ml
Sy 1,0 pg/ml

PRIPRAVA EXTRAKTU

Extrakcia

Premixy

Odvazte vzorku o mnozstve 2 g, pridajte 100 ml 90 % metylalkoholu (4.5), zhomogenizujte a odstredte pocas
niekolkych mindt. Zriedte odstredeny roztok 50 % metylalkoholom (4.6) tak, aby ste ziskali o¢akdvany obsah
monenzinatu sodného 8 pg/ml (= Uy).

Krmivd s obsahom monenzindtu sodného 50 ppm a viac

Odvazte mnozstvo vzorky od 10 do 22 g, pridajte 100 ml 90 % metylalkoholu (4.5), homogenizujte 15 mintt
a nechajte usadit.

Vlozte zitku z bavinenej vaty do uzsieho konca sklenenej kolonky (5.2) a vlozte kyslicnik hlinity (4.7), jemne
poklepkavajte, kym stlpec dosiahne vysku 75 az 80 mm.

Naneste extrakt na stipec kysliénika hlinitého a filtrdt zachytavajte. Zriedte 30 ml filtrtu vodou na 50 ml.
Dalej riedte 50 % metylalkoholom (4.6) tak, aby ste ziskali ocakdvany obsah monenzindtu sodného 8 pg/ml

(= Ug).
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7.2

8.1.

8.2.

8.3.

Krmivd s obsahom monenzindtu sodného nizsim ako 50 ppm (az do hranicnej hodnoty 10 ppm)

Odvizte vzorku o mnozstve od 10 do 20 g, pridajte 100 ml 90 % metylalkoholu (4.5), homogenizujte 15
mindt. Odstredte, kym sa roztok vy¢iri.

Pre vzorku obsahujiicu 20 ppm monenzinitu sodného pouzite 40 ml odstredenej tekutiny. Pre vzorku
obsahujtcu 10 ppm pouzite 80 ml a odparte do sucha vo vdkuovej rotacnej odparke (5.1) pri teplote do 40
°C., Odparok rozpustite v 10 ml 90 % metylalkoholu (4.5).

Vlozte zitku z bavlnenej vaty do uZzsieho konca sklenenej kolénky (5.3) a vlozte kyslicnik hlinity (4.7)
i jemnym poklepavanim, kym stlpec dosiahne vysku 75 az 80 mm.

Naneste metylalkoholovy roztok odparku na stlpec kyslicnika hlinitého a zachytévajte filtrt. Premyte stpec
10 ml 90 % metylalkoholom (4. 5) a spojte premyvaciu tekutinu s filtrdtom.

Odparte roztok do sucha vo vakuu v rota¢nej odparke (5.1) pri teplote nizsej ako 40 °C. Odparok rozpustte
v 10 ml bezvodého metylalkoholu (4.4) a dopliite vodou do 20 ml. Odstredte roztok pri otd¢kach najmenej
4000 za mindtu najmenej po dobu pit mindt. Dalej riedte 50 % metylalkoholom (4.6) tak, aby ste ziskali
ocakdvany obsah monenzindtu sodného 8 ug/ml (= Uy).

SkiiSobné roztoky

Z roztoku Uy pripravte roztoky U, (ocakdvany obsah: 4 pg/ml), U, (ocakdvany obsah: 2 pg/ml) a U,
(o¢akdvany obsah: 1 pg/ml) postupnym riedenim (1 + 1) s 50 % metylalkoholom (4.6).

POSTUP SKUSKY

Ockovanie skasobného média

Naockujte do skisobného média (4.2) suspenziu spdr (3.2) pri teplote od 50 do 60°C. Predbeznym
testovanim na platniach so skd$obnym médiom (4.2) stanovte mnoZstvo suspenzie spor potrebnej
na ziskanie najvacsich a najjasnejsich inhibicnych z6n s rdoznymi koncentrdciami monenzindtu sodného.

Priprava platni

Diftzia v agare sa uskuto¢ni na platniach so $tyrmi koncentréciami $tandardného roztoku (Sg, S, S5, S;)
a Styrmi koncentraciami skiSobného roztoku (Ug, U,, U,, U,). Tieto Styri koncentrécie extraktu a Standardu
sa musia umiestnit na kazdd platiiu. Nato je potrebné vybrat dostato¢ne velké platne, aby bolo mozné urobit
do agaru aspori osem jamiek s priemerom od 10 do 13 mm a aspoft s 30 mm odstupom medzi ich stredmi.
Test sa musi urobit na sklenenych platniach s hlinfkovym alebo umelohmotnym prstencom s priemerom
200 mm a vyskou 20 mm pripevnenym na nich.

Nalejte na platne médium (4.2) naockované podla 8.1 v takom mnozZstve, aby ste ziskali asi 2 mm hrubt
vrstvu (60 ml na platiiu o priemere 200 mm). Nechajte stuhnit vo vodorovnej polohe, urobte jamky
a umiestnite do nich presne odmerané objemy skiisobného a standardného roztoku (podla priemeru medzi
0,102 0,15 ml na kazdd jamku). Aplikujte kazdii koncentraciu aspon styrikrét tak, aby bolo kazdé stanovenie
predmetom hodnotenia 32 inhibi¢nych z6n.

Inkubécia

Inkubujte platne asi 18 hodin pri teplote od 35 do 37 °C.

HODNOTENIE

Odmerajte priemer inhibi¢nych zén s presnostou 0.1 mm. Zaznamenajte priemerné merania kazdej
koncentricie na semilogaritmicky graficky papier tak, aby sa ukdzal logaritmus koncentrécii vo vztahu
k priemerom inhibi¢nych zon. Vyneste optimalnu rastova krivku Standardného roztoku a extraktu ako
v priklade uvedenom niZsie.
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10.

Urdite optimélny rastovy bod pre najnizsiu koncentréciu $tandardu (SL) podla vzorca:
7S, *+ S, S, - 28,

a) SL
10

Stanovte optimélny rastovy bod pre najvyssiu koncentraciu standardu (SH) podla vzorca:

78, + S, +S, - 128
b) SH =% 4 2 1
10

Podobne vypocitajte optimélne rastové body pre najniz$iu koncentrdciu extraktu (UL) a najvyssiu
koncentraciu extraktu (UH) nahradenim U,, U,, U, a Ug za S;, S,, S, a Sg vo vyssie uvedenom vzorci.

Zaznamenajte vypocitané hodnoty SL a SH na ten isty graficky papier a spojte ich, aby ste dostali ,optimalnu
rastovd® krivku pre $tandardny roztok. Podobne zaznamenajte UL a UH a spojte ich, aby ste dostali
,optimdlnu rastovd“ krivku pre extrakt.

Pri nepritomnosti interferencii maji byt krivky rovnobezné. Z praktickych dovodov sa krivky mozu
povazovat za rovnobezné, ak sa hodnoty (SH — SL) a (UH — UL) nelisia viac ako 0 10 % od ich priemernej
hodnoty.

Ak nie st krivky rovnobezné, mozete vynechat bud U, a S, alebo Uy a Sy a vypocitat SL, SH, UL a UH
pouzitim alternativneho vzorca, ktory vam dd iné krivky optimélneho rastu:

55 +2S - S 55, + 28, — S
@") sL=—1—2 4 62 4 alebo —2——*+ 8 64 8

55, + 25, — S 58, +2S, - S
b SH=% alebo———*+ 2

a podobne aj UL a UH. Alternativne krivky ,optimalneho rastu* maji spiiiat obdobné kritérid rovnobeznosti.
Skutocnost, Ze vysledok sa vypocital z troch koncentrdcii, sa musi uviest v zdverecnej sprave.

Ked' sa krivky povazujii za rovnobezné, vypocitajte logaritmus relativnej aktivity (log A) pomocou jedného
z nasledujtcich vzorcov:

Pre Styri koncentracie:
(U, +U, +U, +Ug~S ~S, S, - S,) 0,602
U, +Ug+8S,+S,-U -U -8 -5,

o logA =

Pre tri koncentracie:

(U + U, +U, -8 -8, -8,)x 0401

d) logA =
U, +S,-U, -8,
alebo
d") logh (U, £ U+ Uy =S, =8, = S,) < 0,401

Ug + 8- U, = S,
Redlna aktivita = predpokladand aktivita x relativna aktivita
Ak je relativna aktivita mimo rozpitia 0,5 az 2,0, opakujte skiisku a urobte vhodné dpravy koncentracif
extraktu alebo, ak to nie je mozné, standardnych roztokov. Ak nie je mozné dosiahnut, aby mala relativna

aktivita pozadované rozpitie, kazdy dosiahnuty vysledok sa musi povazovat za priblizny a tdto skutocnost
sa musi uviest v zdverecnej sprave.

Ak sii krivky povazované za nerovnobezné, opakujte stanovenie. Ak ani potom nedosiahnete rovnobeznost, musf
sa stanovenie povazovat za neuspokojivé.

OPAKOVATELNOST

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych na tej istej vzorke tym istym
laborantom/analytikom nesmie presiahnut:

— 20 % relativnych z najvyssej hodnoty pre obsahy monenzintu sodného od 10 do 25 mg/kg,

— 5 mg/kg v absoliitnej hodnote pre obsahy od 25 do 50 mg/kg,

— 10 % relativnych z najvyssej hodnoty pre obsahy nad 50 mg/kg.



