306 Euroopa Liidu Teataja 03/1. kd
31972L0199
L 123/6 EUROOPA UHENDUSTE TEATAJA 29.5.1972

KOMISJONI KOLMAS DIREKTIIV,
27. aprill 1972,
millega kehtestatakse loomaséoda ametlikuks kontrolliks vajalikud iihenduse analiiiisimeetodid

(72/199/EMU)

EUROOPA UHENDUSTE KOMISJON,
vottes arvesse Euroopa Majandusiithenduse asutamislepingut,

vottes arvesse néukogu 20. juuli 1970. aasta direktiivi sooda
ametlikuks kontrolliks vajalike ithenduse proovivotu- ja analiiii-
simeetodite kehtestamise kohta ('), eriti selle artiklit 2,

ning arvestades, et:

konealune direktiiv nduab, et loomasdoda kvaliteeti ja koostist
reguleerivate digusnormide nduetele vastavuse ametlik kontrol-
limine toimuks tthenduses kehtestatud proovivotu- ja analiiiisi-
meetodite abil;

komisjoni 15. juuni 1971. aasta direktiivis 71/250/EMU () ja
18. novembri 1971. aasta direktiivis 71/393/EMU (*) on juba
kehtestatud rida iithenduse analiiiisimeetodeid; vOttes arvesse
edusamme parast kdnealuse direktiivi vastuvotmist tehtud to0s,
on soovitav votta vastu kolmas rithm meetodeid;

kiesolevas direktiivis ettenihtud meetmed on kooskdlas alalise
soodakomitee arvamusega,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA DIREKTIIVI:

Artikkel 1

Liikmesriigid nduavad, et s66da tarklisesisalduse ja valgu tldsi-
salduse, pepsiinis ja soolhappes lahustuva valgu ildsisalduse,
vaba gossiipoli sisalduse ja gossiipoli tildsisalduse ning pepsiini
aktiivsuse ametliku kontrollimise analiiiisid tehtaks vastavalt
kiesoleva direktiivi I lisas kirjeldatud meetoditele.

Kéesoleva direktiivi I lisas kirjeldatud meetodite suhtes kohal-
datakse komisjoni 15. juuni 1971. aasta esimese direktiivi
71/250/EMU (millega kehtestatakse loomasddda ametlikuks
kontrolliks vajalikud tihenduse analiiiisimeetodid) I lisa 1. osa
(Sissejuhatus) tildsatteid.

() EOT L 170, 3.8.1970, Ik 2.
() EUTL 155,12.7.1971, Ik 13.
() EUT L 279,20.12.1971, Ik 7.

Artikkel 2

Liikmesriigid nduavad, et sooda tetratsiikliini grupi antibiooti-
kumide sisalduse ametliku kontrollimise ja identifitseerimise
ning kloortetratsiikliini, oksiitetratsiikliini, tetratsiikliini, olean-
domiitsiini, tiilosiini ja virgiiniamitsiini kontsentratsiooni
médramise analiiiisid tehtaks vastavalt kdesoleva direktiivi
II lisas kirjeldatud meetoditele.

Kiesoleva direktiivi II lisas kirjeldatud meetodite suhtes kohal-
datakse komisjoni 15. juuni 1971. aasta esimese direktiivi
71/250/EMU (millega kehtestatakse loomasddda ametlikuks
kontrolliks vajalikud ithenduse analtiisimeetod) lisa 1. osa
(Sissejuhatus) tildsétteid.

Artikkel 3
Liikmesriigid joustavad kdesoleva direktiivi tditmiseks vajalikud

digusnormid hiljemalt 1. juulil 1973. Liikmesriigid teatavad
sellest viivitamata komisjonile.

Artikkel 4

Kiesolev direktiiv on adresseeritud liikmesriikidele.

Briissel, 27. aprill 1972

Komisjoni nimel
president
S. L. MANSHOLT
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I LISA

1. TARKLISE MAARAMINE
Polarimeetriline meetod

Eesmirk ja kasutamisala

Meetod voimaldab mairata tarklise ja selle korgmolekulaarsete laguproduktide sisalduse soodas, vilja arvatud nende
sootade puhul, mis sisaldavad peediliistakuid, peedipulpi, kuivatatud peedipealseid voi -lehti, kartulipulpi, veetus-
tatud parmi, inuliinirikkaid tooteid (nt maapirniliistakuid v6i -jahu) voi korneid.

Pohimote

Meetod holmab kahte médramist. Esiteks toodeldakse proovi kuumalt lahjendatud soolhappega. Pdrast selitamist ja
filtrimist moddetakse polarimeetriliselt lahuse optiline poorang.

Teiseks ekstraheeritakse proov 40protsendilise etanooliga. Pirast filtraadi hapestamist soolhappega, selitamist ja
filtrimist moodetakse optiline poorang, nagu on kirjeldatud esimese mairamise juures.

Nende kahe médramise vahe, korrutatuna teatud faktoriga, annab proovi tirklisesisalduse.

Reaktiivid
3.1. 25massiprotsendiline soolhape, tihedus 1,126 g/ml.
3.2. 1,128(massi/mahu)protsendiline soolhape.

Kontsentratsiooni tuleb kontrollida tiitrimisega, kasutades naatriumhiidroksiidi 0,1-normaalset lahust ning
0,1(massi/mahu)protsendilist metiiiilpunase lahust 94mahuprotsendilises etanoolis. 10 ml = 30,94 ml 0,IN
NaOH.

3.3. Carrez’ I lahus: vees lahustatakse 21,9 g tsinkatsetaati Zn(CH,COO), - 2H,0 ja 3 g jdd-dddikhapet. Lahuse
maht viiakse vee lisamisel 100 milliliitrini.

3.4. Carrez’ II lahus: vees lahustatakse 10,6 g kaaliumheksatsiianoferraati(ll) K,[Fe(CN),] - 3H,O. Lahuse maht
viiakse vee lisamisel 100 milliliitrini.

3.5. 40mahuprotsendiline etanool, tihedus: 0,948 temperatuuril 20 °C.

Seadmed
4.1. 250-milliliitrine Erlenmeyeri kolb standardse lihvi ja piistjahutiga.

4.2. Polarimeeter vdi sahharimeeter.

To6o6 kiik

5.1. Proovi ettevalmistamine

Proovi peenestatakse, kuni see téielikult labib 0,5millimeetriste imaravadega soela.

5.2. Optilise iildpoorangu mddramine (P voi S) (vt markus 7.1)

Kaalutakse 1 mg tipsusega 2,5 g peenestatud proovi ja pannakse 100milliliitrisesse mdotekolbi. Lisatakse
25 ml soolhapet (3.2), loksutatakse, et proov jaotuks ihtlaselt ning lisatakse 25 ml soolhapet (3.2). Kolb
asetatakse keevasse veevanni, loksutades pidevalt ja tugevasti esimesed kolm minutit, et véltida kimpude tekki-
mist. Vannis peab olema piisavalt vett, et vesi jadks kolvi sissepanemisel keemistemperatuurile. Kolbi ei tohi
loksutamise ajal vannist vilja votta. Tdpselt 15 minuti parast vdetakse kolb vannist vilja, lisatakse 30 ml
kiilma vett ja jahutatakse kohe temperatuurini 20 °C.

Lisatakse 5 ml Carrez’ I lahust (3.3) ja loksutatakse 1 minut. Seejirel lisatakse 5 ml Carrez’ II lahust (3.4) ja
loksutatakse jdlle 1 minut. Kolb tdiendatakse veega mirgini, segatakse ja filtritakse. Kui filtraat ei ole tdiesti
selge (seda juhtub harva), korratakse mairamist, kasutades rohkem (nditeks 10 ml) Carrez’ I ja II lahust.
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5.3.

Polarimeetri voi sahharimeetri 200-millimeetrises kiivetis mdddetakse lahuse optiline poorang.

40-protsendilises etanoolis lahustuvate ainete optilise piorangu mddramine (P’ voi )

Kaalutakse 1 mg tdpsusega 5 g proovi, pannakse 100milliliitrisesse mddtekolbi ning lisatakse ligikaudu
80 ml etanooli (3.5) (vt markus 7.2). Kolb jdetakse itheks tunniks toatemperatuurile seisma; selle aja jooksul
loksutatakse kolbi kuus korda tugevasti, nii et proov seguneks pdohjalikult etanooliga. Kolb tdiendatakse
etanooliga (3.5) margini, segatakse ja filtritakse.

50 ml filtraati (= 2,5 g proovi) viiakse pipetiga iile 250milliliitrisesse Erlenmeyeri kolbi, lisatakse 2,1 ml sool-
hapet (3.1) ja loksutatakse tugevasti. Erlenmeyeri kolb ithendatakse piistjahutiga ja kolb pannakse keevasse
veevanni. Tdpselt 15 minuti pdrast voetakse kolb vannist vilja, selle sisu viiakse ile 100milliliitrisesse
mddtekolbi, loputades vihese killma veega ja jahutatakse temperatuurini 20 °C.

Selitatakse Carrez’ 1 (3.3) ja II (3.4) lahuse abil, kolb tdiendatakse veega mirgini, segatakse, filtritakse ja
mdddetakse optiline poorang, nagu on kirjeldatud punkti 5.2 teises ja kolmandas 16igus.

6. Tulemuste arvutamine

Tarklise protsendiline sisaldus proovis arvutatakse jargmiselt:

6.1.

6.2.

Maadtmine polarimeetriga:

Tarklise protsent = Mﬁ,_m
[a];
milles:
P = on ildine optiline po6rang kraadides;
P’ = on 40-protsendilises etanoolis lahustuvate ainete optiline poorang kraadides;
[a]ﬁo = on puhta tirklise optiline eripd6rang, mille véartused on jargmised:

+

185,9° riisitirklis,

+ 195,4°: kartulitirklis,
+ 184,6°: maisitarklis,
+ 182,7°: nisutirklis,

+ 181,5°% odratirklis,
+ 181,3° kaeratirklis,

+ 184,0°: muud tirklise ja tirklisesegude tiiiibid segas6otades.

Maadtmine sahharimeetriga

Tarklise protsent = 20909 . (2N-0665) (S - §) — 266N EOS =)
[alp 100 lalp

milles:
S = on iildine optiline pérang sahharimeetri kraadides;
= on 40protsendilises etanoolis lahustuvate ainete optiline poorang sahharimeetri kraadides;
N = on sahharoosi mass grammides 100 ml vees, mis annab optilise poorangu 100 sahharimeetri

kraadi 200 millimeetrises kiivetis. Mass varieerub olenevalt kasutatud sahharimeetri tiiiibist:
16,29 g prantsuse sahharimeetrite puhul,
26,00 g saksa sahharimeetrite puhul,

20,00 g muude sahharimeetrite puhul,

[}’ = on puhta tirklise optiline eriporang (vt 6.1).
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6.3. Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse mddramise tulemuste erinevus ei tohi alla 40protsendilise tarklisesisal-
duse puhul olla absoluutvddrtuselt suurem kui 0,4 ja tile 40protsendilise tirklisesisalduse puhul iiletada 1 %
tarklisesisaldusest.

Mirkused

7.1. Kui proov sisaldab iile 6 % karbonaate, arvutatuna kaltsiumkarbonaadile, siis tuleb need lagundada tipselt vaja-
liku koguse lahjendatud véivelhappega enne iildise optilise poorangu madramist.

7.2. Suure laktoosisisaldusega toodete, niiteks pulbrilise piimavadaku voi 16ssipulbri puhul, toimitakse pirast
80 ml etanooli (3.5) lisamist jargmiselt: kolb iithendatakse piistjahutiga ning pannakse 30 minutiks veevanni
temperatuuriga 50 °C. Jdetakse jahtuma ja jitkatakse analiiiisi, nagu on kirjeldatud punktis 5.3.

2. VALGU ULDSISALDUSE MAARAMINE

Eesmirk ja kasutamisala

Meetod voimaldab konventsionaalselt leida valgu iildsisalduse sootades Kjeldahli meetodiga méddratud limmastiku-
sisalduse alusel.

Pohimdte

Proov lagundatakse vidvelhappega kataliisaatori juuresolekul. Happeline lahus leelistatakse naatriumhiidroksiidi
lahusega. Vabanenud ammoniaak destilleeritakse ja kogutakse moddetud vidvelhappekogusesse, mille liig tiitri-
takse tdpse kontsentratsiooniga naatriumhiidroksiidi lahusega.

Reaktiivid

3.1.  Kaaliumsulfaat, analiitiliselt puhas

3.2. Kataliisaator: vaskoksiid CuO, analiiiitiliselt puhas, voi kristallitud vasksulfaat CuSO,- 5H,0, analiiiitiliselt
puhas, voi elavhdbe voi elavhobeoksiid HgO, analiiiitiliselt puhas.

3.3.  Granuleeritud tsink, analiiitiliselt puhas.

3.4. Viivelhape, analtititiliselt puhas, tihedus: 1,84.

3.5. Viivelhape, 0,1 N.

3.6. Viivelhape, 0,5 N.

3.7.  Metiiiilpunane: 300 mg metiiiilpunast lahustatakse 100 ml 95-96mahuprotsendilises etanoolis.
3.8.  40(massi/mahu)protsendiline naatriumhiidroksiidi lahus.

3.9. Naatriumhiidroksiidi 0,1 N lahus.

3.10. Naatriumhiidroksiidi 0,25 N lahus.

3.11. Naatriumsulfiidi kiillastunud lahus, analiiitiliselt puhas.

3.12. Analiiitiliselt puhta naatriumtiosulfaadi, Na,S,0; - 5H,0, 8(massi/mahu)protsendiline lahus.

3.13. Peenestatud pimsskivi, pestud soolhappes ja labi kuumutatud.

Seadmed

Seadmed mirgtuhastamise, destilleerimise ja tiitrimise labiviimiseks, vastavalt Kjeldahli meetodile (vt markus 7.1).
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5.

To6 kiik

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Mrgtuhastamine

Kaalutakse 1 mg tdpsusega 1 g proovi ja pannakse mirgtuhastamisaparaadi kolbi. Lisatakse 10 g kaalium-
sulfaati (3.1), sobiv kogus kataliisaatorit (3.2) (0,3-0,4 g vask(Il)oksiidi voi 0,9-1,2 g vask(Il)sulfaati voi tilk
elavhdbedat voi 0,6-0,7 g elavhdbeoksiidi), 25 ml vaavelhapet (3.4) ja moned pimsskivi (3.13) graanulid
ning segatakse. Kolbi kuumutatakse algul moddukalt, aeg-ajalt loksutades, kuni mass on soestunud ja vaht
kadunud; seejirel kuumutatakse intensiivsemalt vedeliku piisiva keemiseni. Valtida tuleb seinte liigset kuumu-
tamist ja orgaaniliste osakeste kleepumist seintele. Kui lahus muutub selgeks ja virvusetuks (voi heleroheli-
seks, kui kasutatakse vasel pshinevat kataliisaatorit), jitkatakse keetmist veel iiks tund, seejdrel jietakse
jahtuma.

Destilleerimine

Pideval segamisel lisatakse ettevaatlikult 250-350 ml vett kuni sulfaatide tdieliku lahustumiseni; jietakse
jahtuma. Lisatakse moned graanulid tsinki (3.3).

Destilleerimisseadme  vastuvotukolbi pannakse tipselt moddetult 25 ml 0,1-normaalset (3.5) voi 0,5-
normaalset (3.6) vadvelhapet, olenevalt eeldatavast limmastiku sisaldusest (vt markus 7.2) ja lisatakse moned
tilgad metiitilpunast (3.7).

Kolb iihendatakse destilleerimisseadme jahutiga ja jahuti ots viiakse vastuvotukolvis olevasse vedelikku vihe-
malt 1 cm siigavusele (vt markus 7.3). Labi tilklehtri valatakse aeglaselt kolbi 100 ml 40protsendilist
naatriumhiidroksiidi lahust (3.8). Kui kasutatakse elavhdbedal pohinevat kataliisaatorit, siis lisatakse ka kas
10 ml naatriumsulfiidi lahust (3.11) voi 25 ml naatriumtiosulfaadi lahust (3.12).

Kolbi kuumutatakse nii, et 30 minuti jooksul destilleeruks umbes 150 ml vedelikku. Selle aja 1opus kontrol-
litakse destillaadi pH véidrtust lakmuspaberiga. Kui reaktsioon on leelisene, siis jitkatakse destilleerimist.
Lopetatakse siis, kui destillaat annab lakmuspaberiga neutraalse reaktsiooni. Destilleerimise ajal tuleb jalgida
virvumist ja loksutada aeg-ajalt vastuvdtukolbi. Kui vedelik muutub kollaseks, siis lisatakse viivitamatult
tapselt moddetud kogus 0,1-normaalset (3.5) vdi 0,5-normaalset (3.6) vddvelhapet.

Tiitrimine

Vidvelhappe liig vastuvotukolvis tiitritakse 0,1-normaalse (3.9) voi 0,25-normaalse (3.10) naatriumhiidrok-

siidi lahusega, olenevalt kasutatud vddvelhappe normaalsusest, kuni virvus muutub kahvatukollaseks.

Meetodi kontrollimine

Kontrollimaks, et reaktiivides ei sisaldu limmastikku, tehakse pimekatse (destilleerimine ja tiitrimine), jdttes
vilja analiitisitava proovi. Meetodi tipsuse kontrollimiseks tehakse analiiis 1,5-2,0 g analiiiitiliselt puhta
atseetaniliidiga (st 114 °C; % N: 10,36) 1 g limmastikuvaba sahharoosi juuresolekul; 1 g atseetaniliidile
kulub 14,80 ml 0,5-normaalset véivelhapet.

Tulemuste arvutamine

Madratakse kulunud vidvelhappe kogus. 1 ml 0,1-normaalsele vidvelhappele vastab 1,4 mg limmastikku.
Limmastiku kogus korrutatakse teguriga 6,25. Tulemus viljendatakse proovi protsentuaalse sisaldusena.

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse mddramise tulemuste erinevus ei tohi tiletada:

— 0,2 (absoluutvairtuses) valgu tildsisalduste puhul alla 20 %,

— 1,0 % (suhtelises véirtuses) valgu iildsisalduste puhul 20-40 %,

— 0,4 (absoluutvadrtuses) valgu iildsisalduste puhul iile 40 %.
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Mirkused

7.1. Voib kasutada seadmeid, mis nduavad lahuse iileviimist uude ndusse margtuhastamise ja destilleerimise vahel.
Sellise seadme kasutamisel ei tohi tilekandmisel esineda kadusid.

7.2. Madala limmastikusisaldusega toodete puhul voib vastuvotukolbi pandavat 0,1-normaalse védvelhappe
kogust vajadusel vahendada 10-15 milliliitrini ja lahjendada veega kuni 25 milliliitrini.

7.3. Kui destillatsiooniaparaadi kolb ei ole varustatud tilklehtriga, lisatakse naatriumhiidroksiid vahetult enne kolvi
tthendamist jahutiga, valades vedelikku aeglaselt kolvi kiilge mooda alla, et see ei seguneks happe lahusega.

3. PEPSIINIS JA SOOLHAPPES LAHUSTUVA VALGU ULDSISALDUSE MAARAMINE

Eesmirk ja kasutamisala

Meetod voimaldab mdéirata valgu seda osa, mis médratletud tingimustes on lahustatav pepsiini ja soolhappega.
Meetod sobib koikide sootade jaoks.

Pohiméte

Proovi hoitakse 48 tundi 40 °C juures pepsiini soolhappelises lahuses. Suspensioon filtritakse ja filtraadi limmasti-
kusisaldus madratakse vastavalt valgu iildsisalduse maaramise meetodile.

Reaktiivid
3.1. Soolhape, tihedus: 1,125.
3.2. Soolhape, 0,075 N.

3.3. Pepsiin aktiivsusega 2,0 ithikut mg kohta; pepsiini aktiivsus on méaratletud kiesoleva lisa 4. osas kirjeldatud
meetodis ja seda tuleb kontrollida tolle meetodiga.

3.4. Umbes 0,2(massi/mahu)protsendiline virskelt valmistatud pepsiini lahus soolhappes (3.2); aktiivsus: 400
tihikut/L.

3.5. Vahutamisvastane emulsioon (nt silikoon).

3.6. Koik valgu tildsisalduse madramise meetodi 3. punktis loetletud reaktiivid.

Seadmed
4.1. Veevann voi inkubaator temperatuuriga 40 + 1 °C.

4.2. Kjeldahli mérgtuhastus- ja destillatsiooniseade.

To66 kiik

5.1. Lahuse valmistamine (vt mdrkus 7.2)

Kaalutakse 1 mg tdpsusega 2 g proovi ja pannakse 500milliliitrisesse mootekolbi. Lisatakse 450 ml eelnevalt
temperatuurini 40 °C soojendatud pepsiini lahust soolhappes (3.4) ja loksutatakse, et valtida kimpude tekki-
mist. Kontrollitakse, et pH oleks alla 1,7. Kolb asetatakse veevanni voi inkubaatorisse (4.1) ja jaetakse sinna 48
tunniks. Loksutatakse 8, 24 ja 32 tunni moddudes. 48 tunni mooddudes lisatakse 15 ml soolhapet (3.1), jahu-
tatakse temperatuurini 20 °C, taiendatakse veega mirgini ja filtritakse.

5.2. Margtuhastamine

250 ml filtraati pannakse destilleerimisseadme (4.2) kolbi. Lisatakse valgu iildsisalduse méddramise meetodi
punkti 5.1 teises lauses nimetatud mirgtuhastamiseks vajalikud reaktiivid. Segatakse ja kuumutatakse keemi-
seni. Vahu tekkimisel lisatakse moned tilgad vahutamisvastast emulsiooni (3.5). Jatkatakse intensiivset keetmist,
kuni vesi on peaaegu tiielikult aurustunud. Vahendatakse kuumust ja korvaldatakse ettevaatlikult viimased vee
jiljed.
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Kui lahus muutub selgeks ja virvusetuks (voi heleroheliseks, kui kasutatakse vasel pohinevat kataliisaatorit), siis
jatkatakse keetmist veel tund aega. Jdetakse jahtuma.
5.3. Destilleerimine ja tiitrimine

Toimitakse, nagu on kirjeldatud valgu iildsisalduse mddramise meetodi punktides 5.2 ja 5.3.

5.4. Pimekatse

Samal viisil viiakse ldbi pimekatse, jittes analiiiisitava proovi lisamata.

Tulemuste arvutamine

Pimekatsele kulunud védvelhappe maht lahutatakse sellest mahust, mis kulus analiiiisitavale proovile. 1 ml 0,1-
normaalset vddvelhapet vastab 1,4 mg limmastikule.

Limmastiku kogus korrutatakse teguriga 6,25. Tulemus viljendatakse proovi protsentuaalse sisaldusena.

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse méddramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:
— 0,4 (absoluutvéirtuses) valgu tildsisalduste puhul alla 20 %,
— 2,0 % (suhtelises vairtuses) valgu iildsisalduste puhul 20-40 %,

— 0,8 (absoluutvartuses) valgu tildsisalduste puhul iile 40 %.

Mirkused

7.1. Selle meetodiga saadud véirtused ei ole otseses seoses seeduvusega in vivo.

7.2. Ule 10 % &li v3i rasva sisaldavad produktid tuleb kdigepealt rasvatustada, ekstraheerides proovi petrooleetriga
(keemistemperatuuri vahemik 40-60 °C).

4. PEPSIINI AKTIIVSUSE MAARAMINE

Eesmirk ja kasutamisala

Meetod voimaldab kindlaks teha pepsiinis ja soolhappes lahustuvate valkude sisalduse maidramisel kasutatava
pepsiini aktiivsuse.

Pohimote

Maéiratletud tingimustes toodeldakse soolhappe keskkonnas pepsiiniga hemoglobiini. Proteiini hiidroliiisumata osa
sadestatakse triklorodddikhappega. Filtraadile lisatakse naatriumhiidroksiidi ja Folin-Ciocalteu reaktiivi. Moddetakse
lahuse optiline tihedus lainepikkusel 750 nm ning kalibreerimisgraafikult loetakse sellele vastav tiirosiini kogus.

Madratlus: Pepsiini ithik mairatletakse nimetatud ensiitimi kogusena, mis antud meetodi tingimustes vabastab iithes
minutis sellise koguse hiidroksiiariiiilrithmi, et nende optiline tihedus parast varvimist Folin-Ciocalteu reaktiiviga
vastab iihele pmoolile samal viisil vdrvitud tiirosiinile.
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3. Reaktiivid
3.1. Soolhape, 0,2 N.
3.2. Soolhape, 0,06 N.
3.3. Soolhape, 0,025 N.
3.4. Triklorodddikhappe 5(massi/mahu)protsendiline lahus.
3.5. Naatriumbhiidroksiidi lahus, 0,5 N.

3.6. Folin-Ciocalteu reaktiiv. 2liitrisesse standardse klaaslihviga iimarkolbi pannakse 100 g naatriumvolframaati
(Na,WO, - 2H,0), 25 g naatriummoliibdaati (Na,MoO, 2H,0) ja 700 ml vett. Lisatakse 50 ml fosforhapet
(tihedus 1,71) ja 100 ml kontsentreeritud soolhapet (tihedus 1,19); kolb iihendatakse piistjahutiga, lahus
kuumutatakse keemiseni ja hoitakse tasasel keemisel 10 tundi. Jietakse jahtuma, eemaldatakse piistjahuti, lisa-
takse 175 g liitiumsulfaati (Li,SO, - 2H,0), 50 ml vett ja 1 ml broomi. Keedetakse 15 minutit, et eemaldada
liigne broom.

Jaetakse jahtuma, lahus kantakse 1liitrilisse mddtekolbi, tiiendatakse kolb veega mirgini, segatakse ja filtri-
takse. Rohekat varvust ei tohi jadda. Enne kasutamist lahjendatakse 1 mahuosa reaktiivi 2 mahuosa veega.

3.7. Hemoglobiini lahus: Kaalutakse hemoglobiini kogus (ligikaudu 2 g proteiinsubstraati, maaratud Ansoni jirgi),
mis vastab 354 mg limmastikule, () ning pannakse see 200milliliitrisesse standardse klaaslihviga kolbi. Lisa-
takse moni ml soolhapet (3.2), iihendatakse kolb vaakumpumbaga ja loksutatakse, kuni hemoglobiin on tiieli-
kult lahustunud. Kolvis taastatakse normaalne rohk ja lisatakse loksutades soolhapet (3.2), kuni lahuse maht
on 100 ml. Valmistatakse vahetult enne kasutamist.

3.8. Tiirosiini standardlahus: Soolhappes (3.1) lahustatakse 181,2 mg tiirosiini ja tiiendatakse sama happelahuse
lisamisega 1 liitrini (varulahus). Voetakse 20 ml saadud lahust ja lahjendatakse soolhappega (3.1)
100 milliliitrini. 1 ml saadud lahust sisaldab 0,2 pmooli tiirosiini.
4. Seadmed
4.1. Veevann, mis on ultratermostaadi abil seatud temperatuurile 25 + 0,1 °C.
4.2. Spektrofotomeeter.

4.3. Stopper tipsusega 1 sekund.

4.4. pH-meeter.

5. To6o kiik

5.1. Lahuse valmistamine (vt mdrkus 7.1)

100 ml soolhappes (3.2) lahustatakse 150 mg pepsiini. 2 ml lahust viiakse pipetiga 5Omilliliitrisesse
mdodtekolbi ja tdiendatakse soolhappega (3.3) margini. pH-meetri abil kontrollitud pH véartus peab olema
1,6 + 0,1. Kolb asetatakse veevanni.

5.2. Hiidroliiiis

Katseklaasi viiakse pipetiga 5,0 ml hemoglobiini lahust (3.7), soojendatakse veevannis (4.1) temperatuurini
25 °C, lisatakse 1,0 ml pepsiini lahust (mis on saadud vastavalt punktile 5.1) ja segatakse, liigutades iihest
otsast jamedamat klaaspulka umbes kiimme korda edasi-tagasi. Katseklaas jictakse veevanni temperatuuriga
25 °C tapselt 10 minutiks, arvestades pepsiini lahuse lisamisest (reaktsiooni kestust ja temperatuuri tuleb
rangelt jargida). Seejarel lisatakse 10,0 ml triklorodadikhappe lahust (3.4), mis on eelnevalt soojendatud
temperatuurini 25 °C, segatakse ja filtritakse 1abi kuiva filtri.

5.3. Virvuse teke ja optilise tiheduse modtmine

5,0 ml filtraati viiakse pipetiga SOmilliliitrisesse Erlenmeyeri kolbi, lisatakse 10,0 ml naatriumhiidroksiidi
lahust (3.5) ja pidevalt loksutades 3,0 ml lahjendatud Folin-Ciocalteu reaktiivi (3.6). 5-10 minuti parast
miiratakse spektrofotomeetriga 1sentimeetristes kiivettides lahuse optiline tihedus lainepikkusel 750 nm vee
suhtes.

(") Médra lammastiku sisaldus Kjeldahli poolmikromeetodil (teoreetiline sisaldus: 17,7 % limmastikku).
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5.4. Pimekatse
Igal madramisel viiakse jargmisel viisil ldbi pimekatse:

Katseklaasi viiakse pipetiga 5,0 ml hemoglobiinilahust (3.7), soojendatakse veevannis (4.1) temperatuurini
25 °C, lisatakse 10,0 ml triklorodddikhappe lahust (3.4), mis on eelnevalt soojendatud temperatuurini 25 °C,
segatakse, seejirel lisatakse 1,0 ml pepsiini lahust, mis on saadud vastavalt punktile 5.1. Segatakse klaaspul-
gaga ning jdetakse katseklaas tdpselt 10 minutiks veevanni (4.1) temperatuuriga 25 °C. Segatakse ja filtritakse
labi kuiva filtri. Jatkatakse, nagu on kirjeldatud punktis 5.3.

5.5. Kalibreerimisgraafik

50milliliitristesse Erlenmeyeri kolbidesse mdddetakse tiirosiini standardlahuse (3.8) alikvootsed osad 1,0, 2,0,
3,0, 4,0 ja 5,0 ml, mis vastavad 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ja 1,0 pmoolile tiirosiinile. Seeria 1dpetatakse tiirosiinivaba
kontroll-lahusega. Lahuse maht kolbides viiakse soolhappe (3.1) lisamisega 5,0 milliliitrini. Lisatakse 10,0 ml
naatriumhiidroksiidi lahust (3.5) ja pideval loksutamisel 3,0 ml lahjendatud Folin-Ciocalteu reaktiivi (3.6).
Mdddetakse optiline tihedus, nagu on kirjeldatud punkti 5.3 viimases lauses. Koostatakse kalibreerimisgraafik,
kandes sellele tiirosiini kogused ja neile vastavad optilised tihedused.

Tulemuste arvutamine

Kalibreerimisgraafikult leitakse tiirosiini kogus pmoolides, mis vastab virvilise lahuse optilisele tihedusele, mida on
korrigeeritud pimekatse tulemuse alusel.

Pepsiini aktiivsus (mg kohta minutis) tiirosiini pmoolides 25 °C juures arvutatakse jargmise valemi jargi:

Uhikud mg kohta (U/mg) = 0’3pz a
milles:
a = on tirosiini kogus pmoolides, leitud kalibreerimisgraafikult;

p = on pepsiini kogus milligrammides, mis on lisatud punktis 5.2.

Mirkused

7.1. Lahustatava pepsiini kogus peab olema selline, et 16pus fotomeetrilisel mootmisel saadaks optiline tihedus
vahemikus 0,35 = 0,035.

7.2. Selle meetodiga saadud 2 iihikut mg kohta vastavad:
3,64 Ansoni milliithikule/mg (umooli tiirosiini/mg - min temperatuuril 35,5 °C), voi

36 400 kaubanduslikule tihikule/g (pmooli tiirosiini/g 10 minutiga temperatuuril 35,5 °C).

5. VABA GOSSUPOLI JA GOSSUPOLI ULDSISALDUSE MAARAMINE

Eesmirk ja kasutamisala

See meetod voimaldab mairata vaba gossiipoli sisalduse, gossiipoli iildsisalduse ja gossiipolile keemiliselt sarnaste
ainete sisalduse puuvillaseemnetes, puuvillaseemnejahus ja puuvillakoogis ning neid aineid sisaldavates segas6o-
tades, kui neid aineid on seal ile 20 mg/kg.

Pohimote

Gosstipol ekstraheeritakse 3-aminopropan-1-ooli manulusel kas propan-2-ooli ja heksaani seguga, et méirata vaba
gossiipoli sisaldus, voi dimetiiilformamiidiga, et madrata gossiipoli tildsisaldus. Gossiipol viiakse aniliini abil iile
gossiipol-dianiliiniks, mille optiline tihedus moddetakse lainepikkusel 440 nm.
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Reaktiivid

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Propan-2-ooli ja heksaani segu: segatakse 60 mahuosa analiitiliselt puhast propan-2-ooli 40 mahuosa
n-heksaaniga.

Lahusti A: 1liitrisesse mddtekolbi pannakse ligikaudu 500 ml propan-2-ooli ja heksaani segu, 2 ml 3-amino-
propan-1-ooli, 8 ml jdd-dddikhapet ja 50 ml vett. Kolb tdiendatakse propan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1)
margini. Saadud reaktiiv piisib tthe nidala.

Lahusti B: 100milliliitrisesse mddtekolbi pannakse pipetiga 2 ml 3-aminopropan-1-ooli ja 10 ml jdd-aadik-
hapet. Jahutatakse toatemperatuurini ning tdiendatakse kolb N,N-dimettiilformamiidiga margini. Saadud reak-
tiiv piisib tthe nadala.

Aniliin, analiiiitiliselt puhas: Kui pimekatses saadud optiline tihedus iiletab 0,022, lisatakse aniliinile tsingitolmu ja
destilleeritakse aniliin, visates dra esimese ja viimase kiimnendiku destillaadist. Kiilmkapis siilib reaktiiv
pruunis korgiga suletud klaaspudelis mitu kuud.

Gossiipoli standardlahus A: 250milliliitrisesse modtekolbi pannakse 27,9 mg gossiipolatsetaati. See lahusta-
takse lahustis A (3.2) ja kolb tdiendatakse sama lahustiga mérgini. 50 ml seda lahust viiakse pipetiga 250milli-
liitrisesse mootekolbi ning tdiendatakse kolb lahustiga A margini. Saadud lahuse gossiipoli kontsentratsioon on
0,02 mg/ml. Enne kasutamist lastakse iiks tund toatemperatuuril seista.

Gossiipoli standardlahus B: 50milliliitrisesse mddtekolbi pannakse 27,9 mg gossiipolatsetaati. See lahustatakse
lahustis B (3.3) ja kolb tdiendatakse sama lahustiga margini. Saadud lahuse gossiipoli kontsentratsioon on
0,5 mg/ml.

Valguse eest kaitstult piisivad gossiipoli standardlahused A ja B 24 tundi.

Seadmed

4.1. Segisti (trummel), umbes 35 p/min.

4.2. Spektrofotomeeter.

To66 kiik

5.1. Analiliisitav proov
Proovi kasutatav kogus soltub analiiiisitava materjali eeldatavast gossiipolisisaldusest. Eelistatav on tootada
viikese prooviga ja filtraadi suhteliselt suure alikvootse osaga, et saada piisavalt gossiipoli tipseks fotomeetrili-
seks mootmiseks. Vaba gossiipoli madramiseks puuvillaseemnetes, puuvillaseemnejahus ja puuvillakoogis ei tohi
proov olla suurem kui 1 g, segasédda puhul voib see olla 5 g. Enamikul juhtudest sobib filtraadi alikvootne
osa mahuga 10 ml; see peab sisaldama 50-100 pg gossiipoli. Gossiipoli iildsisalduse mddramiseks peab proovi
suurus olema 0,5-5 g, et filtraadi alikvootne osa 2 ml sisaldaks 40-200 pg gossiipoli.
Analiiiis tuleb labi viia toatemperatuuril umbes 20 °C juures.

5.2. Vaba gossiipoli madramine

Proov pannakse lihvitud kaelaga kolbi, mille maht on 250 ml ja mille pdhi on kaetud purustatud klaasiga.
Lisatakse pipeti abil 50 ml lahustit A (3.2), kolb suletakse korgiga ja segatakse segistis iiks tund. Filtritakse labi
kuiva filtri ja kogutakse filtraat viiksesse lihvitud kaelaga kolbi. Filtrimise ajal kaetakse lehter uuriklaasiga. Pipe-
tiga viiakse kahte 25milliliitrisesse modtekolbi (A ja B) filtraadi ihesugused alikvootsed osad, mis sisaldavad
50-100 pg gossiipoli. Vajadusel viiakse filtraadi maht lahusti A (3.2) lisamisega 10 milliliitrini. Seejérel tdide-
takse kolb A propan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1) margini. Saadud lahust kasutatakse vordluslahusena, mille
suhtes moddetakse proovi lahust.

Kahte teise 25milliliitrisesse modtekolbi (C ja D) viiakse pipetiga 4 10 ml lahustit A (3.2). Kolb C tdidetakse
propan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1) mirgini. Saadud lahust kasutatakse vordluslahusena, mille suhtes
mdddetakse pimekatse lahust.

Kolbidesse D ja B lisatakse 4 2 ml aniliini (3.4). Virvuse tekkimiseks kuumutatakse 30 minutit keeval
veevannil. Kolvid jahutatakse toatemperatuurini, tdiendatakse propan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1) margini,
segatakse ja lastakse iiks tund seista.



316

Euroopa Liidu Teataja

03/1. kd

5.3.

Spektrofotomeetriga maaratakse 1sentimeetristes klaaskiivettides lainepikkusel 440 nm pimekatse lahuse (D)
optiline tihedus vordluslahuse (C) suhtes ning proovi lahuse (B) optiline tihedus vordluslahuse (A) suhtes.

Proovilahuse optilisest tihedusest lahutatakse pimekatse lahuse optiline tihedus (= korrigeeritud optiline
tihedus). Selle véirtuse pdhjal arvutatakse vaba gossiipoli sisaldus, nagu on niidatud punktis 6.

Gossiipoli iildsisalduse mddramine

1-5 mg gossiipoli sisaldav proov pannakse 50milliliitrisesse mddtekolbi ja lisatakse 10 ml lahustit B (3.3).
Samal ajal valmistatakse ette pimekatse, pannes teise 50milliliitrisesse mootekolbi 10 ml lahustit B (3.3). Neid
kahte kolbi kuumutatakse keeval veevannil 30 minutit. Jahutatakse toatemperatuurini ning tdiendatakse
mdlemad kolvid propan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1) margini. Segatakse ja jaetakse 10-15 minutiks selgi-
nema, seejdrel filtritakse ja kogutakse filtraadid lihvitud kaelaga kolbidesse.

Kahte 25milliliitrisesse modtekolbi viiakse pipetiga & 2 ml proovi filtraati ning kahte teise 25milliliitrisesse
mdodtekolbi 4 2 ml pimekatse filtraati. Tdiendatakse kummagi seeria iiks kolb propan-2-ooli ja heksaani seguga
(3.1) 25 milliliitrini. Saadud lahuseid kasutatakse vordluslahustena.

Kahte teise kolbi lisatakse 4 2 ml aniliini (3.4). Virvuse tekkimiseks kuumutatakse 30 minutit keeval
veevannil. Jahutatakse toatemperatuurini, tiidetakse kolvid propan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1) 25 milliliit-
rini, segatakse ja lastakse iiks tund seista.

Méiratakse optiline tihedus, nagu on kirjeldatud vaba gossiipoli méddramise eeskirja punktis 5.2. Saadud véir-
tusest arvutatakse gossiipoli iildsisaldus vastavalt punktile 6.

6. Tulemuste arvutamine

Tulemused voib arvutada kas optilise eritiheduse (6.1) voi kalibreerimisgraafiku (6.2) jargi.

6.1.

6.2.

Optilise eritiheduse jargi:
Eespool kirjeldatud tingimustes on optilised eritihedused jargmised:

Vaba gossiipoli sisaldus: E 1% 625
1 cm

Gossiipoli iildsisaldus: g L%
1cm

600

Vaba gossiipoli sisaldus voi gossiipoli iildsisaldus proovis arvutatakse jargmise valemi jérgi:

E-1250

Gosstipoli protsent =
1%
Elpra

milles:

E = on korrigeeritud optiline tihedus, mis on maaratud vastavalt punktile 5.2;

p = on proovi mass (g);

a = on filtraadi alikvootse osa ruumala (ml).

Kalibreerimisgraafiku jirgi
6.2.1. Vaba gossiipoli sisaldus

Valmistatakse ette kaks seeriat mootekolbe, kummaski viis 2 5milliliitrist kolbi. Mdlema seeria kolbidesse
viiakse pipetiga gossiipoli standardlahuse A (3.5) alikvootsed osad 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 ja 10,0 ml. Lahuse
maht viiakse kolbides lahusti A (3.5) lisamisega 10 milliliitrini. Molemad seeriad 16petatakse 2 5milliliit-
rise modtekolviga, mis sisaldab iiksnes lahustit A (3.2) (pimekatse).
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6.2.2.

Esimese seeria kolvid (kaasa arvatud kolb pimekatsega) tdiendatakse mirgini propan-2-ooli ja heksaani
seguga (3.1) (vordlusseeria).

Teise seeria igasse kolbi (kaasa arvatud kolb pimekatsega) lisatakse 2 ml aniliini (3.4). Virvuse tekkimi-
seks kuumutatakse 30 minutit keeval veevannil. Jahutatakse toatemperatuurini, tdiendatakse kolvid
propan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1) mérgini, segatakse ja lastakse tiks tund seista (standardseeria).

Vastavalt punktile 5.2 mairatakse standardseeria lahuste optiline tihedus vordlusseeria vastavate lahuste
suhtes. Koostatakse kalibreerimisgraafik, kandes sellele gossiipoli kogused pg-des ja neile vastavad opti-
lised tihedused.

Gossiipoli iildsisaldus

Voetakse kuus 50milliliitrist modtekolbi. Esimesse kolbi viiakse 10 ml lahustit B (3.3) ja teistesse vasta-
valt 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 ja 10,0 ml gossiipoli standardlahust B (3.6). Lahuse maht igas kolvis viiakse
lahusti B (3.3) lisamisega 10 milliliitrini. Kuumutatakse 30 minutit keeval veevannil. Jahutatakse
toatemperatuurini, tdiendatakse kolvid propan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1) mirgini ja segatakse.

2,0 ml neid lahuseid pannakse kahe kuuest 25milliliitrisest m&dtekolvist koosneva seeria igasse kolbi.
Esimese seeria kolvid tdiendatakse margini propan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1) (vordlusseeria).

Teise seeria igasse kolbi lisatakse 2 ml aniliini (3.4). Kuumutatakse 30 minutit keeval veevannil. Jahuta-
takse toatemperatuurini, tdiendatakse kolvid propan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1) margini, segatakse
ja lastakse iiks tund seista (standardseeria).

Vastavalt punktile 5.2 médratakse standardseeria lahuste optiline tihedus vastavate vordlusseerias
lahuste suhtes. Koostatakse kalibreerimisgraafik, kandes sellele gossiipoli kogused pg-des ja neile
vastavad optilised tihedused.

6.3. Korratavus

Uhe ja sama prooviga ldbiviidud kahe paralleelse mé4ramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:

— 15 % suhtelises véirtuses gossiipoli sisalduse puhul alla 500 mg/kg,

— 75 mgfkg absoluutviirtuses sisalduse puhul 500-750 mg/kg,

— 10 % suhtelises véirtuses sisalduse puhul iile 750 mg/kg.
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II LISA

1. TETRATSUKLIINI RUHMA ANTIBIOOTIKUMIDE AVASTAMISE JA IDENTIFITSEERIMISE MEETOD

1. Eesmirk ja kasutamisala

Meetod voimaldab avastada ja identifitseerida tetratsiikliini rithma antibiootikume so6tades, mis sisaldavad vihe-
malt 0,1 mg/kg antibiootikume, samuti kontsentraatides ja eelsegudes.

2. Pohimote

Proov ekstraheeritakse metanooli ja soolhappe seguga. Ekstrakti ja vordluslahuseid uuritakse tdusevpaberkromato-
graafia abil. Antibiootikumid avastatakse ja identifitseeritakse, vorreldes nende Rf-vaartusi standardainete omadega,
kas fluorestsentsi abil ultraviolettvalguses (suure antibiootikumisisalduse puhul) vdi bioautograafiliselt, B. cereus'ega
inokuleeritud agarsootmel.

3. Reaktiivid ja s6ode

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Puhverlahus, pH 3,5

Sidrunhappe monohiidraat, analiiiitiliselt puhas 10,256 g
Dinaatriumvesinikfosfaat, Na,HPO, - 2H,0, analiiiti- 7,45 g
liselt puhas

Atsetoon, analiiitiliselt puhas 300 ml
Destilleeritud vesi kuni 1000 ml
Fosfaatpuhverlahus, pH 5,5

Kaaliumdivesinikfosfaat, KH,PO,, analiiiitiliselt puhas 130,86 g
Dinaatriumvesinikfosfaat, Na,HPO, - 2H,0, analiiiti- 6,947 g
liselt puhas

Destilleeritud vesi kuni 1000 ml

Eluent I:

puhta nitrometaani, puhta kloroformi ja 1,3-dikloropropan-2-ooli segu mahuvahekorras

20/10/1,5. Valmistatakse vahetult enne kasutamist.

Eluent II:
takse vahetult enne kasutamist.

puhta nitrometaani, puhta kloroformi ja 2-pikoliini segu mahuvahekorras 20/10/3. Valmista-

Puhta metanooli ja soolhappe (tihedus 1,19) segu mahuvahekorras 98/2.

Soolhape, 0,1N.

Ammoniaagi vesilahus, tihedus 0,91.

Standardained: kloortetratsiikliin, oksiitetratsiikliin, tetratsiikliin, mille aktiivsused on viljendatud hiidroklo-

riidvormi jaoks.

Mikroorganism B. cereus ATCC nr 11 778

Tivikultuuri sdilitamine, spoorisuspensiooni valmistamine ja s66tme inokuleerimine: jargida juhiseid, mis
on antud kdesoleva lisa 2. osas kirjeldatud kloortetratsiikliini, oksiitetratsiikliini ja tetratsiikliini difusiooni
jargi agarsootmel madramise meetodi punktides 3.1 ja 3.2.
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3.10. Soode (')

Glitkoos 1g
Triiptiline peptoon 10 g
Lihapuljong 15 ¢
Parmiekstrakt 3¢
Agar 20 g
Destilleeritud vesi kuni 1000 ml

Vahetult enne kasutamist viiakse pH véirtuseni 5,8.

3.11. 2,3,5-trifentiiiltetrasooliumkloriidi ~ 0,1(massi/mahu)protsendiline lahus ja  5(massi/mahu)protsendiline
glitkoosilahus.

4. Seadmed

4.1. Tousevpaberkromatograafia seadmed (paberi korgus 25 cm). Schleicheri ja Schilli paber (2040 b voi 2043
b) voi nendega samavairne paber.

4.2. Tsentrifuug.
4.3. Inkubaator, mis on seatud temperatuurile 30 °C.
4.4. Ultraviolettlamp médramiseks fluorestsentsi abil.

4.5. Klaasplaadid, ligikaudu 20 x 30 cm, bioautograafia jaoks.

5. Standardlahused

5.1. Varulahused
Standardainetest (3.8) valmistatakse soolhappe (3.6) abil kloortetratsiikliin-HCl, oksiitetratsiikliin-HCl ja tetra-
tsiikliin-HCI lahused kontsentratsiooniga 500 pg/ml.

5.2. Vordluslahused ultraviolettvalguse abil mddramiseks
Lahused (5.1) lahjendatakse fosfaatpuhverlahusega (3.2), et saada kloortetratsiikliin-hiidrokloriidi, oksiitetra-
tsiikliin-hiidrokloriidi ja tetratsiikliin-hiidrokloriidi lahused kontsentratsiooniga 100 pg/ml.

5.3. Vordluslahused bioautograafiliseks mdadramiseks
Lahused (5.1) lahjendatakse fosfaatpuhverlahusega (3.2), et saada kloortetratsiikliin-hiidrokloriidi, oksiitetra-
tsiikliin-hiidrokloriidi ja tetratsiikliin-hiidrokloriidi lahused kontsentratsiooniga 5 pg/ml.

6.  Ekstraheerimine

Kui eeldatav antibiootikumi sisaldus on alla 10 mg/kg, vdib kasutatakse kas homogeniseeritud proovi véi séelu-
misel saadud koige peenemat fraktsiooni, sest antibiootikume leitakse pohiliselt selles fraktsioonis.

Proov suspendeeritakse segus (3.5) ja tsentrifuugitakse. Supernatant kogutakse ning kasutatakse seda voi vajaduse
korral lahjendatakse seguga (3.5), et saada antibiootikumi kontsentratsiooniks ligikaudu 100 pg/ml (6.1) ja 5 pg/
ml (6.2).

7. Avastamine ja identifitseerimine

7.1. Kromatograafia

Paber kastetakse puhverlahusesse pH vaartusega 3,5 (3.1). Liigne vedelik eemaldatakse, vajutades paberit kahe
kuiva filterpaberilehe vahel. Seejdrel pannakse paberile 0,01 ml vordluslahuseid (5.2 ja 5.3) ning ekstrakti
(6.1 ja 6.2). Hea lahutuse saamiseks peab paber olema dige niiskusesisaldusega; vajaduse korral lastakse veidi
aega kuivada.

() Kasutada voib mistahes kaubastatavat samalaadse koostisega ja samu tulemusi andvat sodet.
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Elueeritakse ainete tdusevkromatograafiliseks lahutamiseks. Bioautograafiliseks avastamiseks kasutatakse
eluenti I (3.3) ja ultraviolettvalguse abil avastamiseks eluenti II (3.4). Kui lahusti front on likkunud 15-20 cm
(umbes 1 tund 30 minutit), lopetatakse kromatografeerimine ja paber kuivatatakse.

7.2. Avastamine ultraviolettvalgusega

Kui antibiootikumide sisaldus on suurem kui 1 pg/cm?, on pdrast kromatogrammi tootlemist ammoniaagi-

aurudega (3.7) ultraviolettlambiga (4.4) valgustamisel niha kuldkollased fluorestseerivad laigud.

7.3. Bioautograafiline avastamine

Soode (3.10), millesse on eelnevalt inokuleeritud B. cereus (3.9), valatakse klaasplaatidele (4.5) ja so6tme peale
pannakse paber. Pirast 5minutist kontakti paber eemaldatakse ning pannakse see s66tme teise punkti, kuhu
see jaab inkubatsiooni ajaks. Inkubeeritakse jirgmise hommikuni temperatuuril 30 °C. Tetratsiikliini rithma
antibiootikumide esinemisel ilmuvad higusesse s66tmesse heledad inhibeerimistsoonid.

Kromatogrammi fikseerimiseks aurustatakse lahus (3.11) paberil pdrast inkubeerimist.

7.4. Identifitseerimine

Tetratsiikliini rithma antibiootikumide suhtelised Rf-véirtused on antud allpool (need véirtused vdivad paberi
kvaliteedist ja niiskusesisaldusest olenevalt veidi varieeruda):

Kloortetratsiikliin (CTC) 0,60
Tetratsiikliin (TC) 0,40

Oksiitetratsiikliin (OTC) 0,20

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

epi-ithendite antibiootiline aktiivsus on normaalsete ithendite omast viiksem.

2. KLOORTETRATSUKLIINI, OKSUTETRATSUKLIINI JA TETRATSUKLIINI MAARAMINE

A. DIFUSIOONI JARGI AGARSOOTMEL

Eesmirk ja kasutamisala

Meetod vdimaldab mairata kloortetratsiikliini (CTC), oksiitetratsiikliini (OTC) ja tetratsikliini (TC) sisaldust
sootades, kontsentraatides ja eelsegudes, kus antibiootikumi sisaldus on ile 5 mg/kg. Sisaldust alla 5 mg/kg voib
hinnata graafilise interpolatsiooni abil.

Pohimdte

Sisalduse puhul kuni 50 mg/kg ekstraheeritakse proov lahjendatud formamiidiga. Sisalduse puhul ile 50 mg/kg
ekstraheeritakse proov atsetooni, vee ja soolhappe seguga CTC mdairamiseks ning metanooli ja soolhappe seguga
OTC ja TC mairamiseks.

Secjidrel ckstraktid lahjendatakse ning madratakse nende antibiootiline aktiivsus, modtes CTC, OTC voi TC difu-
siooni agarsootmel, kuhu on kiilvatud B. cereus. Difusiooni niitab mikroorganismi inhibeerimistsoonide tekkimine.
Nende tsoonide 1dbimddt on vordeline antibiootikumi kontsentratsiooni logaritmiga.
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3. Mikroorganism: B. cereus, ATCC nr 11 778

3.1.

3.2

Tiivikultuuri sdilitamine

B. cereus inokuleeritakse katseklaasi lingagariga, mis on vdetud sootmest (4.1), mis ei sisalda metiileensinist ega
boorhapet. Inkubeeritakse jargmise hommikuni temperatuuril umbes 30 °C. Kultuuri hoitakse killmkapis ja
inokuleeritakse sellega langagarit uuesti iga 14 pdeva jdrel.

Spoorisuspensiooni valmistamine

Kogutakse lingagariga (3.1) katseklaasist bakterid, kasutades 2-3 ml fiisioloogilist lahust (4.5). See suspen-
sioon kiilvatakse Roux’ pudelisse, milles on 300 ml soodet (4.1), mis ei sisalda metiileensinist ega boorhapet ja
mille agarikontsentratsioon on 3—4 %. Inkubeeritakse 3-5 pieva temperatuuril 28-30 °C, seejdrel kontrolli-
takse mikroskoobiga sporulatsiooni toimumist ja kogutakse spoorid 15 ml etanooliga (4.6) ning segatakse.
See suspensioon sailib kiilmkapis viis kuud voi kauem.

Eelkatsetega plaatidel, kus on analiiiisi (4.1) pdhis6ode, tehakse kindlaks inokulumi kogus, mis annab anti-
biootikumi kasutatud erinevate kontsentratsioonide puhul suurimad vdimalikud inhibeerimistsoonid, mis on
veel selged. Tavaliselt on see kogus 0,2-0,3 ml 1 000 ml kohta. S66de inokuleeritakse temperatuuril 50—
60 °C.

4. Soode ja reaktiivid

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Analiliisi pohisdade (")

Glitkoos 1g
Triiptiline peptoon 10 g
Lihapuljong 15 ¢
Parmiekstrakt 3¢
Agar, olenevalt kvaliteedist 10-20 ¢
Tween 80 1 ml
Fosfaatpuhverlahus, pH 5,5 (4.2) 10 ml
5(massi/mahu)protsendiline ~ boor- 15 ml
happelahus

Metiileensinise 0,5-protsendiline 4 ml
etanoolilahus

Destilleeritud vesi kuni 1000 ml

Enne kasutamist reguleeritakse pH véirtuseni 5,8.

Fosfaatpuhverlahus, pH 5,5

Kaaliumdivesinikfosfaat, KH,PO,, analiiiitiliselt puhas 130,86 ¢

Dinaatriumvesinikfosfaat, Na,HPO, - 2H,0, analiiitili- 6,947 g
selt puhas

Destilleeritud vesi kuni 1000 ml

Fosfaatpuhverlahus, pH 5,5, lahjendatud 1/10.

Fosfaatpuhverlahus, pH 8

Kaaliumdivesinikfosfaat, KH,PO,, analiiiitiliselt puhas 1,407 g

Dinaatriumvesinikfosfaat, Na,HPO, - 2H,0, analuitili- 57,539 g
selt puhas

Destilleeritud vesi kuni 1000 ml

Steriilne fiisioloogiline lahus.
20mahuprotsendiline etanool.

Soolhape, 0,1N.

() Kasutada voib mistahes kaubastatavat samalaadse koostisega ja samu tulemusi andvat sodet.
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4.8.  70mahuprotsendiline formamiidi lahus: valmistatakse enne kasutamist ning reguleeritakse vaavelhappe (ligi-
kaudu 2N) abil pH vidrtuseni 4,5.

4.9. Puhta atsetooni, vee ja soolhappe (tihedus 1,19) segu mahuvahekorras 65/33/2.
4.10. Puhta metanooli ja soolhappe (tihedus 1,19) segu mahuvahekorras 98/2.

4.11. Standardained: kloortetratsiikliin, oksiitetratsiikliin, tetratsiikliin, mille aktiivsus on viljendatud hiidrokloriid-
vormi kohta.

5. Standardlahused

5.1. Kloortetratsiikliin

Standardlahusest (4.11) valmistatakse soolhappe (4.7) abil varulahus, mille kontsentratsioon on 500 pg
kloortetratsiikliin-HCl/ml. See lahus sailib killmkapis iihe nidala.

Sellest varulahusest valmistatakse standardtoolahus Sy, mille kontsentratsioon on 0,2 pg kloortetratsiikliin-
HCl/ml. Lahjendamiseks kasutatakse fosfaatpuhverlahust pH véirtusega 5,5, lahjendatud 1: 10 (4.3), millele
on lisatud 0,01 % amidomusta (!).

Seejirel valmistatakse puhverlahusega jarjest lahjendades (1 + 1) jargmiste kontsentratsioonidega lahused:

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

5.2. Oksiitetratsiikliin

Toimides nagu punktis 5.1, valmistatakse varulahusest kontsentratsiooniga 400 pg oksiitetratsiikliin-HCl/ml
standardtoolahus S, mis sisaldab 1,6 pg oksiitetratsiikliin-HCl/ml, ja jirgmiste kontsentratsioonidega

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

5.3. Tetratsiikliin

Toimides nagu punktis 5.1, valmistatakse varulahusest, mille kontsentratsioon on 500 pg tetratsiikliin-HCl/
ml, standardtoolahus Sy, mis sisaldab 1,0 pg tetratsiikliin-HCl/ml, ja jargmiste kontsentratsioonidega lahused:

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

6. Ekstraheerimine

6.1. Kui sisaldus on kuni 50 mg/kg

Analiiiisitavale proovile lisatakse alltoodud tabelis niidatud kogus formamiidi (4.8). Loksutatakse 30 minutit
loksutil. Seejdrel lahjendatakse kohe fosfaatpuhverlahusega (4.3), nagu on ndidatud alltoodud tabelis, et saada
kontsentratsioon Uy. Selle lahuse formamiidikontsentratsioon ei tohi olla suurem kui 40 %.

Tsentrifuugitakse voi dekanteeritakse, et saada selge lahus. Seejdrel valmistatakse fosfaatpuhverlahusega (4.3)
jarjest lahjendades (1 + 1) kontsentratsioonid U,, U, ja U,.

(") Amidomusta kasutatakse selleks, et standardlahuste inhibeerimistsoone paremini esile tuua (sinised ringid).
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Antibiootikum CTC OTC TC
Eeldatav sisaldus, mg/kg 10 50 10 50 10 50
Analiiiisitav proov, g 10 10 24 9,6 20 10
Formamiidi (4.8) ruum- 100 100 80 100 80 100
ala, ml
Fosfaatpuhverlahuse lahj. lahj. 70 200 120 lahj.
(4.3) ruumala, ml 1:5 1:25 1:5
V) () V)
U8 kontsentratsioon, 0,2 0,2 1,6 1,6 1,0 1,0
mg/ml

6.2.

Too

7.1.

7.2

() 20 ml ekstrakti viiakse 100milliliitrisesse mddtekolbi ja kolb tdiendatakse puhverlahusega mirgini.
(") 4 ml ekstrakti viiakse 100milliliitrisesse modtekolbi ja kolb tdiendatakse puhverlahusega mirgini.

Kui sisaldus on iile 50 mg/kg
6.2.1. Kloortetratsiikliin

Analiitisitavale proovile, mis olenevalt selle eeldatavast antibiootikumisisaldusest voi valmistaja garan-
tiist kaalub 2-10 g, lisatakse selle mahust 20 korda rohkem segu (4.9). Loksutatakse 30 minutit
loksutil. Ekstraheerimise ajal peab pH jddma alla 3; vajaduse korral reguleeritakse uuesti pH vaartuseni
3 (kasutades mineraalithendite tarvis 10protsendilist dddikhapet). Voetakse ekstrakti alikvootne osa
ning reguleeritakse pH broomkresoolrohelise juuresolekul védrtuseni 5,5 (indikaator muutub kollasest
siniseks), lisades selleks fosfaatpuhverlahust (4.4), mille pH on 8. Lahjendatakse fosfaatpuhverlahusega
(4.3) (pH 5,5, lahjendatud 1 : 10), et saada kontsentratsioon Uy (vt punkt 6.1).

Seejdrel valmistatakse fosfaatpuhverlahusega (4.3) jdrjest lahjendades (1 + 1) kontsentratsioonid U,,
U,ja U,
6.2.2. Oksiitetratsiikliin ja tetratsiikliin

Toimitakse vastavalt punktis 6.2.1 kirjeldatule, kasutades punktis 4.9 toodud segu asemel punktis
4.10 toodud segu.

kaik

Saétme inokuleerimine

Spoorisuspensioon (3.2) inokuleeritakse temperatuuril 50-60 °C analiiiisi pohisootmesse (4.1).

Plaatide ettevalmistamine

Difusioon agaril viiakse 1dbi plaatidel, kasutades nelja kontsentratsiooniga standardlahuseid (S, S,, S,, S)) ja
nelja kontsentratsiooniga ekstrakte (U, U,, U,, U)). Need neli ekstrakti ja neli standardlahuse kontsentrat-
siooni tuleb panna igale plaadile.

Valitakse plaadid, mis on piisavalt suured, et teha nendele paigutatud agarsootmesse vihemalt kaheksa auku
labimodduga 10-13 mm. Plaatidele valatakse selline arvutatud kogus inokuleeritud sdodet (7.1), et saada
tihtlane umbes 2 mm paksune kiht. Eelistatavalt tuleb katse 14bi viia plaatidel, mis koosnevad klaastahvlist,
millele on pandud taiesti sile alumiinium- voi plastikrongas libimddduga 200 mm ja paksusega 20 mm.

So6tmesse tehakse augud ja viiakse neisse pipetiga tipselt moodetud kogused analiiiisitavaid ja standardlahu-
seid (0,10-0,15 ml antibiootikumi lahust augu kohta, olenevalt augu labimoddust).

Iga kontsentratsiooniga lahust pannakse vihemalt neli korda, nii et iga mairamine pdhineks 32 inhibeeri-
mistsooni hindamisel.
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7.3. Inkubeerimine

Plaate inkubeeritakse umbes 18 tundi temperatuuril 28-30 °C.

Tulemuste arvutamine

Moddetakse inhibeerimistsoonide 1abimdot, eelistatavalt projektsiooni abil. Mddtmistulemused kantakse poolloga-
ritmilisele paberile, seades kontsentratsioonide logaritmid vastavusse nende inhibeerimistsoonide labimdddust. Labi
standardlahuse punktide ja ekstrakti punktide pannakse graafikul jooned. Segavate tegurite puudumise korral on
need kaks joont paralleelsed.

Suhtelise aktiivsuse logaritm arvutatakse jirgmise valemi abil:

(U + U, + Uy + Ug -8, -85, -5, -S;) - 0,602
Uy + Ug + S + S§-U-U,-§ -5,

Tegelik aktiivsus = eeldatav aktiivsus x suhteline aktiivsus.

Korratavus

Uhe ja sama prooviga ldbiviidud kahe paralleelse mairamise tulemuste erinevus ei tohi iiletada 10 % (suhteline
vadrtus).

B. TURBIDIMEETRILISELT

Eesmirk ja kasutamisala

Meetod voimaldab mdirata kloortetratsiikliini (CTC), oksiitetratsiikliini (OTC) ja tetratsiikliini (TC) sisalduse
sootades, kui nende kontsentratsioon on ile 1 gfkg, tingimusel, et puudub ekstrakte higustavate muude ainete
segav moju. Meetod on kiirem kui madramine difusiooni jargi agaril.

Pohimote

CTC mairamiseks ekstraheeritakse proovi atsetooni, vee ja soolhappe seguga; OTC ja TC méidramiseks ekstraheeri-
takse proovi metanooli ja soolhappe seguga.

Seejirel lahjendatakse ekstraktid ning maaratakse nende antibiootiline toime, mddtes valguse ldbilaskvust sootmes,
millesse on kiilvatud Staphylococcus aureus ning millele on lisatud vastavat antibiootikumi. Valguse labilaskvus sdltub
antibiootikumi kontsentratsioonist.

Mikroorganism: Staphylococcus aureus K 141 (')

3.1. Tiwikultuuri sdilitamine

S. aureus inokuleeritakse lingagariga katseklaasi, millesse on pandud s66de (4.1) ja lisatud sellele 1,5-3 % agarit
(olenevalt kvaliteedist). Inkubeeritakse jargmise hommikuni temperatuuril 37 °C. Kultuuri hoitakse kiilmkapis
ja inokuleeritakse lingagarit sellega uuesti iga nelja nidala jdrel. Samal ajal valmistatakse ette subkultuurid
laboratoorseks kasutamiseks.

3.2. Inokulumi ettevalmistamine

24 tundi enne kasutamist inokuleeritakse lingagarit uuesti subkultuuriga ja inkubeeritakse jirgmise hommi-
kuni temperatuuril 37 °C. Kogu agariga katseklaasis sisalduv kultuur suspendeeritakse umbes 2 ml
pohisootmes (4.1), seejdrel viiakse suspensioon steriilsetes tingimustes umbes 100 milliliitrisse samasse
pohisootmesse (4.1). Inkubeeritakse veevannis temperatuuril 37 °C, kuni mikroobitiive kasv liheb e logarit-
milisse faasi (1,5-2 h).

(") Mikroobitiivi, mille on isoleerinud LUFA Kielis, kasvab kiiremini kui S. aureus ATCC 6538 P.
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4. Soodde ja reaktiivid

4.1. Analiiiisi pohisoade (')

Peptoon 5¢

Parmiekstrakt 15¢
Lihapuljong 15 ¢
Naatriumkloriid 35¢
Glitkoos 10 g

Kaaliumdivesinikfosfaat, KH,PO,, analiiiitiliselt puhas 132 g
Dikaaliumvesinikfosfaat, K,HPO,, analiiiitiliselt puhas 3,68 g
Destilleeritud vesi kuni 1000 ml

pH viédrtus pérast steriliseerimist: 6,8-7,0.

4.2. Fosfaatpuhverlahus, pH 4,5

Kaaliumdivesinikfosfaat, KH,PO,, analiiiitiliselt puhas 13,6 g
Destilleeritud vesi kuni 1000 ml

4.3. Soolhape, 0,1N.
4.4. Puhta atsetooni, vee ja soolhappe (tihedus 1,19) segu mahuvahekorras 65/33/2.
4.5. Puhta metanooli ja soolhappe (tihedus 1,19) segu mahuvahekorras 98/2.
4.6. Formaldehiitidi ligikaudu 10(massi/mahu)protsendiline lahus.
4.7. Standardained: kloortetratsiikliin (CTC), oksiitetratsiikliin (OTC), tetratsiikliin (TC), mille aktiivsus on viljen-
datud hiidrokloriidvormi kohta.
5. Standardlahus
Standardainetest (4.7) valmistatakse soolhappes (4.3) varulahused, mille kontsentratsioonid on 400-500 pg

kloortetratsiikliin-HCl (CTC-HCI), oksiitetratsiikliin-HCl (OTC-HCI) vdi tetratsiikliin-HCl (TC-HCI) milliliitris. Need
lahused siilivad kiilmkapis ithe nidala.

6. Ekstraheerimine

6.1. Kloortetratsiikliin

200- voi 250milliliitrisesse mootekolbi pannakse 1-2 g analiiiisitavat proovi. Lisatakse ligikaudu 100 ml segu
(4.4) ja loksutatakse 30 minutit loksutil. Kolb tiiendatakse fosfaatpuhverlahusega, mille pH on 4,5 (4.2),
margini. Segatakse ja jietakse selginema.

6.2. Oksiitetratsiikliin ja tetratsiikliin
200- voi 250milliliitrisesse mddtekolbi pannakse 1-2 g analiiiisitavat proovi. Lisatakse ligikaudu 100 ml segu

(4.5) ja loksutatakse 30 minutit loksutil. Kolb tiiendatakse fosfaatpuhverlahusega, mille pH on 4,5 (4.2),
margini. Segatakse ja jdetakse selginema.

7. Too kiik

7.1. Standardseeriate ja ekstrakti ettevalmistamine

Kontsentratsioonide seeria saamiseks lahjendatakse standardlahust (5) ja ekstrakti (6) fosfaatpuhverlahusega,
mille pH on 4,5 (4.2). Iga mairamise jaoks koostatakse vastava kontsentratsiooni kohta kalibreerimisgraafik,
mis vdimaldab interpoleerida vidhemalt kaks ekstraktiga seotud vaartust. Lahjendused tuleb valida vastavalt
tiivikultuuri kasvatamise tingimustele, mis vdivad eri laboratooriumides olla erinevad. Uldiselt on t66 kaik jirg-
mine:

() Kasutada voib mistahes kaubastatavat samalaadse koostisega ja samu tulemusi andvat sodet.
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7.1.1. Kloortetratsiikliin
Standardlahust (5) lahjendatakse fosfaatpuhverlahusega (4.2), et saada standardtoolahus, mille kontsent-
ratsioon on 0,2 pg CTC-HCl/ml. Seejirel valmistatakse katseklaasides fosfaatpuhverlahusega (4.2) kuus
lahjendust, nagu on niidatud alljargnevas tabelis; iga lahjendust tehakse kaks katseklaasi.
Standardtdolahus, ml Fosfaatpuhverlahus (4.2), ml CTC-HCl kontsentratsioon(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
Ekstrakti (6.1) lahjendatakse fosfaatpuhverlahusega (4.2), et saada eeldatavaks kontsentratsiooniks
0,12 pg CTC-HCl/ml. 1 ml seda lahust pannakse kumbagi kahest katseklaasist ja 0,75 ml seda lahust
(= 0,09 pg) pannakse kumbagi veel kahest teisest katseklaasist. Kahte viimatimainitud katseklaasi lisa-
takse fosfaatpuhverlahust (4.2) kuni 1 milliliitrini.

7.1.2. Oksiitetratsiikliin ja tetratsiikliin
Standardlahust (5) lahjendatakse fosfaatpuhverlahusega (4.2), et saada standardtoolahus, mille kontsent-
ratsioon on 0,6 pg OTC-HCI voi TC-HCI milliliitris. Seejarel valmistatakse katseklaasides fosfaatpuhver-
lahuse (4.2) abil vastavalt jargmises tabelis toodule seitse lahjendust; iga lahjendust tehakse kaks katse-
klaasi.
Standardtoolahus, ml Fosfaatpuhverlahus (4.2), ml OTCHC voi TC-HCl kontsentrat-
sioon(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
Ekstrakti (6.2) lahjendatakse fosfaatpuhverlahusega (4.2), et saada eeldatavaks kontsentratsiooniks
0,48 pg OTC-HCI vdi TC-HCL milliliitris. 1 ml seda lahust pannakse kumbagi kahest katseklaasist ja
0,5 ml seda lahust (= 0,24 pg) pannakse kumbagi veel kahest teisest katseklaasist. Kahte viimatimai-
nitud katseklaasi lisatakse fosfaatpuhverlahust (4.2) kuni 1 milliliitrini.

7.2. Séotme inokuleerimine

7.3.

7.4.

Analiitisi pohisootmesse (4.1) viiakse sisse inokulum (3.2), et saada fotomeetriga lainepikkusel 590 nm 5senti-
meetrises kiivetis valguse libilaskvuseks 85 % voi 2sentimeetrises kiivetis 92 %, kusjuures aparaat on regulee-
ritud nii, et inokuleerimata pdhisootme (4.1) ldbilaskvus on 100 %.

Kiilvamine
Igasse katseklaasi (7.1.1 voi 7.1.2) pannakse 9 ml inokuleeritud s66det (7.2). Katseklaasid tuleb tdita puhastes,
kuid mitte tingimata steriilsetes tingimustes.

Inkubeerimine

Inkubeerimine peab toimuma veevannis, mida hoitakse segamisega iihtlasel temperatuuril 37 + 0,1 °C. Inku-
beerimisaeg (tavaliselt 2,5-3 h) tuleb valida nii, et oleks voimalik tipselt modta valguse ldbilaskvuse soltuvus
kontsentratsioonist. Secjdrel 1opetatakse kasv, siistides igasse katseklaasi kiiresti 1 ml formaldehiitidilahust
(4.6).
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7.5. Kasvu mootmine

Fotomeetriga moddetakse valguse libilaskvus lainepikkusel 590 nm, seades koige selgema standardlahuse
puhul (vastab suurimale antibiootikumisisaldusele) aparaadi libilaskvuse ndiduks 100 %. Kuna higususe erine-
vused eri katseklaaside vahel on viikesed, tuleb kasutada vihemalt 2sentimeetrilisi vdi, eelistatavalt,
Ssentimeetrilisi kiivette.

Tulemuste arvutamine

Millimeetripaberil koostatakse kalibreerimisgraafik, kandes sinna antibiootikumi kontsentratsioonid ja neile vastavad
valguse labilaskvuse véddrtused. Selle graafiku vahemikku pannakse ka valguse labilaskvuse vaartused ekstrakti jaoks.
Arvutatakse proovi antibiootikumisisaldus.

Korratavus
Uhe ja sama prooviga labiviidud kahe paralleelmddramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada 10 % (suhteline
vadrtus).

3. OLEANDOMUTSIINI MAARAMINE

— difusiooni jirgi agarsootmel —

Eesmirk ja kasutamisala

Meetod vdimaldab isegi tetratsiikliinide juuresolekul méddrata sootade, kontsentraatide ja eelsegude oleandomiitsiini-
sisalduse, kui see iiletab 0,5 mg/kg.

Pohimote

Proov ckstraheeritakse tri-(hiidroksiimetiitilamino)-metaani lahjendatud metanoolilahusega. Pirast tsentrifuugimist
lahjendatakse ekstrakti ja madratakse selle antibiootiline aktiivsus, mddtes oleandomiitsiini difusiooni agarsootmel,
kuhu on kiilvatud B. cereus. Difusiooni nditab mikroorganismi inhibeerimistsoonide tekkimine. Nende tsoonide
1abimdot on vordeline antibiootikumi kontsentratsiooni logaritmiga.

Mikroorganism: B. cereus K 250 TR (') (resistentne tetratsiikliinide suhtes)

3.1. Tiikultuuri sdilitamine

B. cereus inokuleeritakse lingagariga katseklaasi, milles on s66de (4.1), kuhu on lisatud 100 pg oksiitetratsiik-
liini 5 ml lahuse kohta. Inkubeeritakse jargmise hommikuni temperatuuril umbes 30 °C. Kultuuri hoitakse
kiilmkapis ja sellega inokuleeritakse lingagarit uuesti iga nelja nadala jarel.

3.2. Spoorisuspensiooni valmistamine

Lingagariga katseklaasist (3.1) kogutakse bakterid umbes 3 ml fiisioloogilise lahusega (4.3). Suspensioon
kiilvatakse Roux’ pudelisse, milles on 300 ml soodet (4.1), mille agarikontsentratsioon on 3—4 %. Inkubeeri-
takse 3-5 péeva temperatuuril 28-30 °C, seejdrel kontrollitakse mikroskoobiga sporulatsiooni toimumist ja
kogutakse spoorid 15 ml etanooliga (4.4) ning segatakse. See suspensioon siilib kiilmkapis viis kuud véi
kauem.

Eelkatsetega plaatidel, millel on analiiiisi pohis6ode (4.2), tehakse kindlaks inokulumi kogus, mis annab olean-
domiitsiini erinevate kasutatud kontsentratsioonide puhul suurimad voimalikud inhibeerimistsoonid, mis on
veel selged. Tavaliselt on see kogus 0,1-0,2 ml 1 000 ml kohta. S66de inokuleeritakse temperatuuril 60 °C.

(") LUFA poolt Kielis isoleeritud mikroobitiivi.



328 Euroopa Liidu Teataja 03/1. kd

4. Sootmed ja reaktiivid

4.1. Tiwikultuuri sailitusséode: (")

Glitkoos 1g
Triiptiline peptoon 10 g
Lihapuljong 15¢
Parmiekstrakt 3¢
Agar, olenevalt kvaliteedist 10-20 g
Destilleeritud vesi kuni 1000 ml

Vahetult enne kasutamist reguleeritakse pH vairtusele 6,5.

4.2. Analiiiisi pohisoade (1)
Soode (4.1), mille pH on reguleeritud vaartusele 8,8.
4.3. Steriilne fiisioloogiline lahus.
4.4. 20mahuprotsendiline etanool.
4.5. Puhas metanool.

4.6. Analiiitiliselt puhta tri-(hiidroksiimetiiiilamino)-metaani 0,5(massi/mahu)protsendiline lahus.

4.7. Ekstraheerimislahus

Puhas metanool 50 ml
Destilleeritud vesi 50 ml

Tri-(hiidrokstimetiitilamino)-metaan, 0,5 g
analiiiitiliselt puhas

4.8. Standardaine: teadaoleva aktiivsusega oleandomiitsiin.

5. Standardlahus

5 ml metanoolis (4.5) lahustatakse veidi standardainet (4.8) ja lahjendatakse punktis 4.6 toodud lahusega, et saada
oleandomiitsiini kontsentratsiooniks 100 pg/ml.

Sellest varulahusest valmistatakse 0,1 pg/ml oleandomiitsiini sisaldav standardt6élahus Sg, lahjendades punktis 4.6
toodud lahusega. Secjdrel valmistatakse punktis 4.6 toodud lahusega jarjest lahjendades (1 + 1) jargmiste kontsent-
ratsioonidega lahused:

S, 0,05 pg/ml
S, 0,025  pg/ml
S, 0,0125 pug/ml

6. Ekstraheerimine

Analiiiisitavat proovi voetakse, olenevalt selle eeldatavast oleandomiitsiinisisaldusest, 2-10 g, lisatakse 100 ml
ekstraheerimislahust (4.7) ja loksutatakse 30 minutit loksutil.

Tsentrifuugitakse, voetakse ekstrakti alikvootne osa ja lahjendatakse punktis 4.6 toodud lahusega, et saada eeldata-
vaks oleandomiitsiini kontsentratsiooniks 0,1 pg/ml (= Uy). Seejirel valmistatakse punktis 4.6 toodud lahusega
jarjest lahjendades (1 + 1) kontsentratsioonid U,, U, ja U,.

() Kasutada voib mistahes kaubastatavat samalaadse koostisega ja samu tulemusi andvat sodet.
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Analiiiisi kiik

7.1. Séotme inokuleerimine

Spoorisuspensioon (3.2) inokuleeritakse analiitisi pdhisootmesse (4.2) temperatuuril 60 °C.

7.2. Plaatide ettevalmistamine

Difusioon agaril viiakse 14bi plaatidel, kasutades nelja kontsentratsiooniga standardlahuseid (Sg, S,, S,, S,) ja
nelja kontsentratsiooniga ekstrakte (Ug, U,, U,, U,). Need neli ekstrakti ja neli standardlahuse kontsentratsiooni
tuleb panna igale plaadile.

Valitakse plaadid, mis on piisavalt suured, et teha nendele paigutatud agarsootmesse vihemalt kaheksa auku
labimodduga 10-13 mm. Plaatidele valatakse selline arvutatud kogus inokuleeritud soddet (7.1), et saada
tihtlane umbes 2 mm paksune kiht. Eelistatavalt tuleb katse ldbi viia plaatidel, mis koosnevad klaastahvlist,
millele on pandud téiesti sile alumiinium- voi plastikrongas libimddduga 200 mm ja paksusega 20 mm.

Sootmesse tehakse augud ja viiakse neisse pipetiga tipselt moddetud kogused analiiiisitavaid ja standardlahu-
seid (0,10-0,15 ml antibiootikumi lahust augu kohta, olenevalt augu labimoddust).

Iga kontsentratsiooniga lahust pannakse vahemalt neli korda, nii et iga mddramine pohineks 32 inhibeerimist-
sooni hindamisel.
7.3. Inkubeerimine

Plaate inkubeeritakse umbes 18 tundi temperatuuril 28-30 °C.

Tulemuste arvutamine

Moddetakse inhibeerimistsoonide 1dbimddt, eelistatavalt projektsiooni abil. Mootmistulemused kantakse poollogarit-
milisele paberile, seades kontsentratsioonide logaritmid vastavusse nende inhibeerimistsoonide labimdddust. Labi
standardlahuse punktide ja ekstrakti punktide pannakse graafikul jooned. Segavate tegurite puudumise korral on
need kaks joont paralleelsed.

Suhtelise aktiivsuse logaritm arvutatakse jargmise valemi abil:

(U + U, + Uy + Ug—S, -8, - S, - S) - 0,602
Uy + Uy + S +S-U; -0, -5 -8,

Tegelik aktiivsus = eeldatav aktiivsus x suhteline aktiivsus.

Korratavus
Uhe ja sama prooviga libiviidud kahe paralleelse mairamise tulemuste erinevus ei tohi iiletada 10 % (suhteline
vadrtus).

4. TOLOSIINI MAARAMINE

— difusiooni jirgi agarsootmel —

Eesmirk ja kasutamisala

Meetod voimaldab maarata sootade, kontsentraatide ja eelsegude tiilosiinisisalduse, kui see on ile 2 mg/kg.

Pohimote

Proovi toodeldakse temperatuurini 80 °C kuumutatud fosfaatpuhverlahusega, pH 8, ja ekstraheeritakse seejdrel
metanooliga. Pdrast tsentrifuugimist lahjendatakse ekstrakt ja tehakse kindlaks selle antibiootiline aktiivsus, modtes
tillosiini difusiooni agarsootmel, millele on kiilvatud Sarcina lutea. Difusiooni naitab mikroorganismi inhibeerimist-
soonide tekkimine. Nende tsoonide 1dbimoot on vordeline antibiootikumi kontsentratsiooni logaritmiga.



330

Euroopa Liidu Teataja

03/1. kd

4.

Mikroorganism: Sarcina lutea ATCC nr 9341

3.1.

3.2.

Tiivikultuuri sdilitamine

Sarcina lutea inokuleeritakse lingagariga katseklaasi, millesse on pandud s66de (4.1) ja mille pH on viidud vair-
tuseni 7,0. Inkubeeritakse jirgmise hommikuni temperatuuril umbes 35 °C. Kultuuri hoitakse killmkapis ja
inokuleeritakse sellega agarit uuesti iga kuu.

Bakterisuspensiooni valmistamine

Hiljuti valmistatud lingagariga katseklaasist (3.1) kogutakse bakterid, kasutades 2-3 ml fiisioloogilist lahust
(4.4). Suspensioon kiilvatakse Roux’ pudelisse, milles on 250 ml pdhisoodet (4.1), mille pH on viidud vaartu-
seni 7,0. Inkubeeritakse 24 tundi temperatuuril 35 °C, seejirel kogutakse bakterid 25 ml fiisioloogilisse lahu-
sesse (4.4). Suspensioon segatakse ja lahjendatakse, et saada lainepikkusel 650 nm valguse labilaskvuseks
umbes 75 %.

Killmkapis siilitamisel voib seda suspensiooni kasutada ithe nidala.
Eelkatsetega plaatidel, kus on analiitisi pdhis6ode (4.1), tehakse kindlaks inokulumi kogus, mis annab tiilosiini

erinevate kasutatud kontsentratsioonide puhul suurimad vdimalikud inhibeerimistsoonid, mis on veel selged.
Soode inokuleeritakse temperatuuril 48-50 °C.

So6tmed ja reaktiivid

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

Analiiiisi pohisoade: (')

Glitkoos 1g
Triiptiline peptoon 10 g
Lihapuljong 15 ¢
Parmiekstrakt 3¢g
Agar, olenevalt kvaliteedist 10-20 g
Destilleeritud vesi kuni 1000 ml

Tivikultuuri séilitamiseks ja bakterisuspensiooni valmistamiseks reguleeritakse pH vahetult enne kasutamist
vairtuseni 7,0 ja madramiseks — vaartuseni 8,0.
Fosfaatpuhverlahus, pH 8

Kaaliumdivesinikfosfaat, KH,PO,, 0,523 ¢
analiiiitiliselt puhas

Dikaaliumvesinikfosfaat, ~ K,HPO,, 16,730 g
analiiiitiliselt puhas

Destilleeritud vesi kuni 1000 ml

Fosfaatpuhverlahus, pH 7

Kaaliumdivesinikfosfaat, KH,PO,, analiiiitiliselt puhas 55 ¢
Dikaaliumvesinikfosfaat K,HPO,, analiiitiliselt puhas 13,6 g
Destilleeritud vesi kuni 1 000 ml

Steriilne fusioloogiline lahus.

Puhas metanool.

40mahuprotsendiline metanool.

Fosfaatpuhverlahuse (4.2) ja puhta metanooli segu mahuvahekorras 60/40.

Standardaine: teadaoleva aktiivsusega tiilosiin.

() Kasutada voib mistahes kaubastatavat samalaadse koostisega ja samu tulemusi andvat sodet.
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Standardlahused

Standardainet (4.8) kuivatatakse vaakumkuivatuskapis (rohk 5 mm,,) kolm tundi temperatuuril 60 °C. Kaalutakse
modtekolbi 10-50 mg, lahustatakse 5 ml metanooliga (4.5) ja lahjendatakse lahus fosfaatpuhverlahusega pH 7
(4.3), et saada tillosiinaluse varulahus kontsentratsiooniga 1 000 pg/ml.

Sellest varulahusest valmistatakse 2 pg tiilosiinalust milliliitris sisaldav standardtoolahus Sg, lahjendades punktis 4.7
toodud seguga.

Seejarel valmistatakse punktis 4.7 toodud seguga jirjest lahjendades (1 + 1) jirgmiste kontsentratsioonidega
lahused:

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

Ekstraheerimine

Kontsentraatide analiiiisiks voetakse 10grammine proov, eelsegude ja so6tade puhul 20grammine proov. Lisatakse
60 ml temperatuurini 80 °C kuumutatud fosfaatpuhverlahust pH 8 (4.2) ja homogeniseeritakse 2 minutit (kodu-
mikser, Ultra-Turrax vms).

Jdetakse 10 minutiks seisma, lisatakse 40 ml metanooli (4.5) ja homogeniseeritakse 5 minutit. Ekstrakt tsentrifuu-
gitakse ja selle alikvootne osa lahjendatakse punktis 4.7 toodud seguga, et saada eeldatavaks tiilosiini kontsentrat-
siooniks 2 pg/ml (= Uy). Seejrel valmistatakse punktis 4.7 toodud seguga jirjest lahjendades (1 + 1) kontsentrat-
sioonid U,, U, ja U,.

Kui tiilosiini sisaldus on alla 10 mg/kg, siis aurutatakse ekstrakt rootoraurutis temperatuuril 35 °C kuivaks ja jadk
lahustatakse 40protsendilises metanoolis (4.6).

Analiiiisi kiik

7.1. Sootme inokuleerimine
Temperatuuril 48-50 °C inokuleeritakse bakterisuspensioon (3.2) analiiiisi pdhisd6tmesse (4.1), pH viiakse
vadrtuseni 8,0.

7.2. Plaatide ettevalmistamine

Difusioon agaril viiakse 14bi plaatidel, kasutades nelja kontsentratsiooniga standardlahuseid (Sg, S,, S,, S)) ja
nelja kontsentratsiooniga ekstrakte (Uy, U,, U,, U,). Need neli ekstrakti ja neli standardlahuse kontsentratsiooni
tuleb panna igale plaadile.

Valitakse plaadid, mis on piisavalt suured, et teha nendele paigutatud agarsotmesse vihemalt kaheksa auku
labimédduga 10-13 mm. Plaatidele valatakse selline arvutatud kogus inokuleeritud so6det (7.1), et saada
iihtlane umbes 2 mm paksune kiht. Eelistatavalt tuleb katse ldbi viia plaatidel, mis koosnevad klaastahvlist,
millele on pandud téiesti sile alumiinium- voi plastikrongas 1ibimddduga 200 mm ja paksusega 20 mm.

Sootmesse tehakse augud ja neisse viiakse pipetiga tipselt moddetud kogused antibiootikumi lahust (0,10-
0,15 ml augu kohta, olenevalt augu 1dbimdddust).

Iga proovi lahusega korratakse difusiooni vihemalt neli korda igal kontsentratsioonil, nii et iga mairamine
pohineks 32 inhibeerimistsooni hindamisel.
7.3. Inkubeerimine

Plaate inkubeeritakse jargmise hommikuni temperatuuril 35-37 °C.

Tulemuste arvutamine

Moddetakse inhibeerimistsoonide 1abimddt, eelistatavalt projektsiooni abil. Mddtmistulemused kantakse poollogarit-
milisele paberile, seades kontsentratsioonide logaritmid vastavusse nende inhibeerimistsoonide 1abimoddust. Labi
standardlahuse punktide ja ekstrakti punktide pannakse graafikul jooned. Segavate tegurite puudumise korral on
need kaks joont paralleelsed.

Suhtelise aktiivsuse logaritm arvutatakse jargmise valemi abil:

(Uy + Uy + Uy + Ug =S -8, -5, —S) - 0,602
U + Usg + S +S8-U;-U,-§ -8

Tegelik aktiivsus = eeldatav aktiivsus x suhteline aktiivsus.
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9. Korratavus
Uhe ja sama prooviga libiviidud kahe paralleelse méddramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada 10 % (suhteline
vadrtus).
5. VIRGIINIAMUTSIINI MAARAMINE
— difusiooni jirgi agarso6tmel —
1. Eesmirk ja kasutamisala
Meetod vdimaldab maarata sootade ja eelsegude virgiiniamiitsiinisisalduse, kui see on iile 2 mg/kg.
2. Pdhimdte
Proovi ekstraheeritakse Tween 80 metanoolilahusega. Ekstrakt dekanteeritakse voi tsentrifuugitakse ja lahjendatakse.
Mairatakse selle antibiootiline aktiivsus, modtes virgiiniamiitsiini difusiooni agarso6tmel, millesse on inokuleeritud
Sarcina lutea. Difusiooni nditab mikroorganismi inhibeerimistsoonide tekkimine. Nende tsoonide 1dbimddt on vorde-
liselt sdltuv antibiootikumi kontsentratsiooni logaritmist.
3. Mikroorganism: Sarcina lutea ATCC nr 9341
3.1. Tiwikultuuri sdilitamine
Sarcina lutea inokuleeritakse lingagariga katseklaasi, millesse on pandud s66de (4.1). Inkubeeritakse jargmise
hommikuni temperatuuril umbes 35 °C. Kultuuri hoitakse killmkapis ja inokuleeritakse lingagarit sellega
uuesti iga 14 péeva jirel.
3.2. Bakterisuspensiooni valmistamine
Hiljuti valmistatud lingagariga katseklaasist (3.1) kogutakse bakterid, kasutades 2-3 ml fiisioloogilist lahust
(4.3). Suspensioon kiilvatakse Roux’ pudelisse, milles on 250 ml soodet (4.1). Inkubeeritakse 24 tundi tempe-
ratuuril 35 °C, seejirel kogutakse bakterid 25 ml fiisioloogilisse lahusesse (4.3). Suspensioon segatakse ja
lahjendatakse, et saada lainepikkusel 650 nm valguse labilaskvuseks umbes 75 %. Kiilmkapis sdilitamisel voib
seda suspensiooni kasutada ithe nddala.
Eelkatsetega plaatidel, kus on analiiiisi pohisoode (4.1), tehakse kindlaks inokulumi kogus, mis annab virgiinia-
miitsiini erinevate kasutatud kontsentratsioonide puhul suurimad vdimalikud inhibeerimistsoonid, mis on veel
selged. Soode inokuleeritakse temperatuuril 48-50 °C.
4. Sootmed ja reaktiivid

4.1.

Analiliisi soade: ()

Glitkoos 1g
Triptiline peptoon 10 g
Lihapuljong 15 ¢
Parmiekstrakt 3¢
Agar, olenevalt kvaliteedist 10-20 g
Destilleeritud vesi kuni 1000 ml

Enne kasutamist reguleeritakse pH véirtusele 6,5.

() Kasutada voib mistahes kaubastatavat samalaadse koostisega ja samu tulemusi andvat sodet.
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4.2. Fosfaatpuhverlahus, pH 6

Kaaliumdivesinikfosfaat, ~ KH,PO,, 8,0 g
analiiiitiliselt puhas

Dikaaliumvesinikfosfaat, ~ K,HPO,, 2,0 g
analiiiitiliselt puhas

Destilleeritud vesi kuni 1000 ml

4.3. Steriilne fiisioloogiline lahus

4.4. Puhas metanool.

4.5. Fosfaatpuhverlahuse (4.2) ja puhta metanooli segu mahuvahekorras 80/20.
4.6. Tween 80 0,5(massi/mahu)protsendiline metanoolilahus.

4.7. Standardaine: teadaoleva aktiivsusega virgiiniamiitsiin.

Standardlahused

Valmistatakse standardaine (4.7) metanooli lahus, mis sisaldab 800 mg virgiiniamiitsiini ml kohta. Sellest varulahu-
sest valmistatakse seguga (4.5) lahjendamise teel standardlahus Sy, mis sisaldab 1 mg virgiiniamiitsiini ml kohta.
Seejirel valmistatakse punktis 4.5 toodud seguga jirjest lahjendades (1 + 1) jargmise kontsentratsiooniga lahused:

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

Ekstraheerimine

6.1. Tooted, mille virgiiniamiitsiinisisaldus on kuni 50 mg/kg

Kaalutakse 10-20 g proovi, lisatakse 100 ml lahust (4.6) ja loksutatakse 30 minutit loksutil. Tsentrifuugitakse
voi filtritakse, vdetakse 20 ml selget lahust ja aurutatakse rootoraurutis kuivaks. Jaik lahustatakse segu (4.5)
kogusega 20 ml v3i enam, et saada ecldatavaks virgiiniamiitsiini sisalduseks 1 pg/ml (= U,). Seejirel valmista-
takse seguga (4.5) jirjest lahjendades (1 + 1) kontsentratsioonid U,, U, ja U,.

6.2. Tooted virgiiniamiitsiini sisaldusega iile 50 mg/kg

Kaalutakse 1-10 g proovi, lisatakse 100 ml lahust (4.6) ja loksutatakse 30 minutit loksutil. Tsentrifuugitakse
voi filtritakse, siis lahjendatakse seguga (4.5), et saada eeldatavaks virgiiniamiitsiini sisalduseks 1 pg/ml (= Uy).
Seejirel valmistatakse kontsentratsioonid U,, U, ja U, nagu kirjeldatud punktis 6.1.

Analiiiisi kiik

7.1. Analiiiisi so6tme inokuleerimine

Temperatuuril 48-50 °C inokuleeritakse bakterisuspensioon (3.2) analiitisi pohisootmesse (4.1).

7.2. Plaatide ettevalmistamine

Difusioon agaril viiakse 1dbi plaatidel, kasutades nelja kontsentratsiooniga standardlahuseid (Sg, S,, S,, S)) ja
nelja kontsentratsiooniga ekstrakte (U, U,, U,, U,). Need neli ekstrakti ja neli standardlahuse kontsentratsiooni
tuleb panna igale plaadile.

Valitakse plaadid, mis on piisavalt suured, et teha nendele paigutatud agarsootmesse vihemalt kaheksa auku
labimooduga 10-13 mm. Plaatidele valatakse selline arvutatud kogus inokuleeritud s66det (7.1), et saada
umbes 2 mm paksune iihtlane kiht. Eelistatavalt tuleb katse ldbi viia plaatidel, mis koosnevad klaastahvlist,
millele on pandud téiesti sile alumiinium- voi plastikrongas 1abimddduga 200 mm ja paksusega 20 mm.
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Sootmesse tehakse augud ja neisse viiakse pipetiga tdpselt moddetud kogused antibiootikumi lahust (0,10-
0,15 ml augu kohta, olenevalt augu 1dbimdddust).

Iga kontsentratsiooniga korratakse difusiooni vihemalt neli korda, nii et iga mddramine pdhineks 32 inhibeeri-
mistsooni hindamisel.

7.3. Inkubeerimine

Plaate inkubeeritakse umbes 18 tundi temperatuuril 28-30 °C.

8. Tulemuste arvutamine

Moddetakse inhibeerimistsoonide 1dbimddt, eelistatavalt projektsiooni abil. Mo6tmistulemused kantakse poollogarit-
milisele paberile, seades kontsentratsioonide logaritmid vastavusse nende inhibeerimistsoonide libimdddust. Labi
standardlahuse punktide ja ekstrakti punktide pannakse graafikul jooned. Segavate tegurite puudumise korral on
need kaks joont paralleelsed.

Suhtelise aktiivsuse logaritm arvutatakse jargmise valemi abil:

(U + U, + U, + Ug—S, -8, - S, - S) - 0,602
Uy +Ug + S +S-U; -0, -5 -85,

Tegelik aktiivsus = eeldatav aktiivsus x suhteline aktiivsus.

9. Korratavus

Uhe ja sama prooviga libiviidud kahe paralleelse méidramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada 10 % (suhteline
vadrtus).



