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L123/6 URADNY VESTNIK EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV 29.5.1972

TRETIA SMERNICA KOMISIE
z 27. aprila 1972
stanovujiica analytické metédy spolocenstva na dradnii kontrolu krmiv

(72/199/EHS)

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,

so zretelom na Zmluvu o zalozeni Eur6pskeho hospodérskeho
spolocenstva,

so zretelom na smernicu Rady z 20. jila 1970 () o zavedeni
met6d vzorkovania a analyz na tradnd kontrolu krmiv v spo-
lo¢enstve, a najmd na jej ¢lanok 2,

kedZe tdto smernica vyZaduje, aby sa dradné kontroly krmiv
vykondvali metédami vzorkovania a analytickymi metédami
spolocenstva na kontrolu stladu s poziadavkami vyplyvajicimi
podla ustanoveni stanovenych zdkonom, inym pravnym pred-
pisom alebo sprdvnym tkonom tykajicim sa kvality a zloZenia
krmiv;

kedZe smernice Komisie ¢. 71/250/EHS () z 15. jina 1971
a ¢ 71/393/EHS () z 18. novembra 1971 uz stanovili urcity
pocet analytickych metéd spolocenstva; kedZe vzhladom na
pokrok dosiahnuty v naslednych ¢innostiach by sa mal prijat
treti sibor metdd;

kedZe opatrenia stanovené v tejto smernici si v silade so
stanoviskom Stéleho vyboru pre krmiv4,

PRIJALA TUTO SMERNICU:

Clanok 1

Clenské staty vyzaduja, aby analyzy na dradné kontroly krmiv,
pokial ide o obsahy skrobu, dusikatych ldtok, strdvitelnych
dusikatych ldtok, ktoré sa daja rozlozit pepsinom a kyselinou
chlorovodikovou, volného a celkového gosypolu a pokial ide
o aktivitu pepsinu, boli vykondvané metédami opisanymi
v prilohe I k tejto smernici.

ES L 170, 3.8.1970, s. 2.
. ES L 155,12.7.1971,s. 13.
ES L 279,20.12.1971,s. 7.

Vieobecné ustanovenia uvedené v Casti 1 (Gvod) prilohy
k prvej smernici Komisie ¢. 71/250/EHS z 15. jina 1971,
ktorou sa stanovuju analytické metédy spolocenstva na tradni
kontrolu krmiv, st pouzitelné na metédy opisané v prilohe
I k tejto smernici.

Cldnok 2

Clenské stity vyzadujd, aby analyzy na tradné kontroly krmiv,
na ucely zistenia a identifikicie antibiotik tetracyklinovej
skupiny a taktiez stanovenia obsahov chlértetracyklinu, oxyte-
tracyklinu, tetracyklinu, oleandomycinu, tylozinu a virginiamy-
cinu v krmivach, boli vykondvané metédami opisanymi v pri-
lohe I k tejto smernici.

Vseobecné ustanovenia uvedené v Casti 1 (Gvod) prilohy
k prvej smernici Komisie ¢. 71/250/EHS z 15. juna 1971,
okrem tych, ktoré sa tykaji pripravy vzorky na analyzu, st
pouzitelné na metddy opisané v prilohe Il k tejto smernici.

Cldnok 3

Clenské $tity uvedti najneskor do 1. jala 1973 do Géinnosti
zakony, iné pravne predpisy alebo spravne opatrenia nevyh-
nutné na dosiahnutie stladu s touto smernicou. Bezodkladne
o tom budi informovat Komisiu.

Cldnok 4

Této smernica je adresovand ¢lenskym $tatom.

V Bruseli 27. aprila 1972

Za Komisiu

predseda
S. L. MANSHOLT
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PRILOHA I

1. STANOVENIE SKROBU

Polarimetrickd metdda

Ucel a rozsah

Této metdda umoziuje stanovit obsah skrobu a produktov degradicie skrobu s vysokou molekulovou hmotnostou
v krmivach, okrem tych krmiv, ktoré obsahuji repné rezky, vylthované repné rezky, repné skrojky alebo listy,
zemiakovt duZinu, dehydrované kvasnice, produkty bohaté na inulin (napr. rezky a mucka z topinamburov) alebo
oskvarky.

Podstata metédy

Této met6da pozostava z dvoch stanoveni. Pri prvom stanoveni sa vzorka za hortca vystavi t¢inku zriedenej kyse-
liny chlorovodikovej. Po vy¢ireni a prefiltrovani sa polarimetricky odmeria optickd otdcavost roztoku.

Pri druhom stanoveni sa vzorka extrahuje 40 % etanolom. Po okysleni filtrdtu kyselinou chlorovodikovou, vycireni
a prefiltrovan{ sa zmeria optickd otdcavost rovnakym sposobom ako pri prvom stanoveni.

Rozdiel medzi tymito dvomi meraniami, vyndsobeny zndmym faktorom ddva obsah krobu vo vzorke.

Chemikdlie

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

25 % (m/m) kyselina chlorovodikovd, d: 1 126.
1,128 % (m/v) kyselina chlorovodikova.

Koncentracia sa musi skontrolovat titratne pouzitim 0,1 N roztoku hydroxidu sodného v pritomnosti 0,1 %
(m/v) metylcervene v 94 % (v.|v) etanole. 10 ml = 30,94 ml 0,1 N NaOH.

Carrezovo ¢inidlo I: Rozpustite 21,9 g dihydrdtu octanu zinoc¢natého Zn(CH, COO),. 2H,0 a 3 g ladovej
kyseliny octovej vo vode a dopliite na objem 100 ml vodou.

Carrezovo c¢inidlo II: Rozpustite 10,6 g trihydrtu ferokyanidu draselného K,[Fe(KN),]. 3H,0 vo vode a
doplite na objem 100 ml vodou.

40 % (v/v)etanol, d: 0,948 pri 20 °C.

Pristroje

4.1.

4.2.

250 ml Erlenmeyerova banka so zdbrusom a so spatnym chladicom.

Polarimeter alebo sacharimeter.

Postup

5.1.

5.2.

Priprava vzorky

Vzorka sa melie dovtedy, kym bude dostato¢ne jemnd, aby celd prepadla cez sito s kruhovymi otvormi o roz-
meroch 0,5 mm.

Stanovenie celkovej optickej otdcavosti (P alebo S) (pozri pozndmku 7.1).

Navédzte 2,5 g pomletej vzorky s presnostou na 1 mg a vlozte do 100 ml odmernej banky. Pridajte 25 ml
kyseliny chlorovodikovej (3.2), pretrepte, aby ste ziskali rovnomerné rozdelenie skisobnej vzorky a pridajte
dalsich 25 ml kyseliny chlorovodikovej (3.2). Ponorte banku do vriaceho vodného kipela a intenzivne
a trvalo pretrepavajte pocas prvych troch mintt, aby sa zabrénilo tvorbe hrudiek. Mnozstvo vody vo vodnom
kapeli musi byt dostatocné na to, aby kipel zostal na bode varu aj po vlozeni banky do kipela. Banka sa
nesmie vybrat pocas pretrepdvania z kipela. Presne po 15 mindtach vyberte banku z kdpela, pridajte 30 ml
studenej vody a ihned ochladte na 20 °C.

Pridajte 5 ml Carrezovho ¢inidla I (3.3) a pretrepavajte jednu mindtu. Potom pridajte 5 ml Carrezovho
¢inidla II (3.4) a pretrepdvajte jednu mindtu. Doplite na objem vodou, premiesajte a prefiltrujte. Ak filtrat nie

10 ml.
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Zmerajte optickil otdcavost roztoku v 200 mm trubici polarimetrom alebo sacharimetrom.

5.3. Stanovenie optickej otdcavosti (Pa S) ldtok rozpustnych v 40 % etanole.

Navdzte 5 g vzorky s presnostou na 1 mg, vlozte do 100 ml odmernej banky a pridajte asi 80 ml etanolu
(3.5) (pozri pozndmku 7.2). Banku nechajte stdt 1 hodinu pri laboratérnej teplote; pocas tejto doby bankou
Sestkrdt intenzivne pretrepte tak, aby sa skiiSobnd vzorka dokladne premiesala s etanolom. Dopliite na objem
etanolom (3.5), premiesajte a prefiltrujte.

Napipetujte 50 ml filtrdtu (= 2,5 g vzorky) do 250 ml Erlenmeyerovej banky, pridajte 2,1 ml kyseliny chlo-
rovodikovej (3.1) aintenzivne pretrepte. Na Erlenmeyerovu banku nasadte spétny chladi¢ a banku ponorte do
vriaceho vodného kipela. Presne po 15 minttach Erlenmeyerovu banku z kapela vyberte, obsah preneste do
100 ml odmernej banky, vyplachnite malym mnozZstvom studenej vody a ochladte na 20 °C.

Vycirte pouzitim Carrezovych ¢inidiel I (3.3) a II (3.4), doplite na objem vodou, premiesajte, prefiltrujte
a odmerajte optickd otdcavost tak, ako je uvedené v druhom a tretom odseku bodu 5.2.

6. Vypocet vysledkov

Obsah skrobu v % zo vzorky sa vypocita takto:

6.1. Meranie polarimetrom

2000(P - P”)

Percento skrobu = 5o
lalp

kde:

P = celkovd optickd otdcavost v uhlovych stupnioch;

P = optickd otdcavost latok rozpustnych v 40 % etanole v uhlovych stupiioch;

[a2’ = $pecifickd optickd otdcavost Cistého Skrobu. Pre faktor sa bezne akceptuji nasledujice ciselné

hodnoty:
+ 185,9% ryzovy skrob,
+ 185,4° zemiakovy skrob,
+ 184,6° kukuri¢ny skrob,
+ 182,7° psenicny Skrob,
+ 181,5°% ja¢menny $krob,
+ 181,3% ovseny skrob,

+ 184,0: ostatné druhy skrobu a zmesi $krobu v kfmnych zmesiach.

6.2. Meranie sacharimetrom

Percento skrobu = 209{9 . (2N-0665) (S-S) _ 266N (S-8)

[a], 100 - laly”
kde:
N = celkova optickd otdcavost v sacharometrickych stupnoch
s = optickd otdcavost ldtok rozpustnych v 40 % etanole v sacharometrickych stupiioch
N = hmotnost g) sacharézy v 100 ml vody, ktord md optickii otdcavost 100 sacharometrickych

stupfiov pri merani v 200 mm trubici. Hmotnost sa meni podla druhu pouzitého sacharimetra:
16,29 g pre franctizske sacharimetre,
26,00 g pre nemecké sacharimetre,

20,00 g pre zmiesané sacharimetre.

s = 3pecifickd optickd otdcavost ¢istého skrobu (pozri 6.1)
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6.3. Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych v rovnakej vzorke nesmie presiahnut 0,4
v absolitnej hodnote pre obsah skrobu mensi ako 40 % a 1 % v relativnej hodnote pre obsahy skrobu

Pozndmky

7.1. Ak vzorka obsahuje viac ako 6 % uhlic¢itanov, vypocitanych ako uhli¢itan vdpenaty, tieto sa musia rozlozit
Gcinkom presne zndmeho mnozstva zriedenej kyseliny sirovej pred stanovenim celkovej optickej otdcavosti.

7.2. V produktoch s vysokym obsahom laktdzy, ako je susené mlie¢ne sérum alebo susené odstredené mlieko, po
pridani 80 ml etanolu (3.5) postupujte takto. Na banku nasadte spitny chladi¢ a banku ponorte na 30 mintt
do vodného kipela s teplotou 50 °C. Nechajte vychladnit a pokracujte v analyze podla bodu 5.3.

2. STANOVENIE DUSIKATYCH LATOK

Utel a rozsah

Téato metdda umoziuje stanovit konvencnou metédou obsah dusikatych ltok v krmivach na zdklade obsahu
dusika stanoveného Kjeldahlovou metédou.

Podstata met6dy

Vzorka sa zmineralizuje za mokra. Kysly roztok sa zalkalizuje roztokom hydroxidu sodného. Uvolneny amoniak
sa predestiluje a zachyti sa do odmeraného mnoZstva kyseliny sirovej, ktorej prebytok sa stitruje roztokom hydro-
xidu sodného.

Chemikilie
3.1. Siran draselny p.a.

3.2. Katalyzdtor Oxid mednaty CuO p.a. alebo krystalicky siran mednaty CuSO,. 5H,0 p.a. alebo ortut alebo
oxid ortutnaty HgO p.a.

3.3.  Granulovany zinok p.a.

3.4. Kyselina sirovd p.a. d = 1,84

3.5. 0,1 N kyselina sirovd.

3.6. 0,5 N kyselina sirova.

3.7.  Metylerven, indikdtor: rozpustite 300 mg metylcervene v.100 ml 95 % az 96 % (v/v) etanolu.
3.8. 40 % roztok (m./v.) hydroxidu sodného

3.9. 0,1 N roztok hydroxidu sodného.

3.10. 0,25 N roztok hydroxidu sodného.

3.11. Nasyteny roztok sulfidu sodného p.a.

3.12. 8 % roztok (m.|v.) tiosiranu sodného, Na,$,0,. 5H,0 p.a..

3.13. Granulovand pemza premytd v kyseline chlorovodikovej a vyzihana.

Pristroje

Pristroj na mineralizdciu spalovanim a destildciu Kjedahlovou metédou (pozri poznamku 7.1).
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5.

Postup

5.1.

5.2

5.3.

5.4.

Mineralizdcia

Navazte 1 g vzorky s presnostou na 1 mg a vlozte do mineraliza¢nej banky. Pridajte 10 g siranu drasel-
ného (3.1), prislusné mnozstvo katalyzatora (3.2) (0,3 az 0,4 g oxidu mednatého alebo 0,9 az 1,2 g siranu
mednatého alebo kvapku ortuti alebo 0,6 az 0,7 g oxidu ortutnatého), 25 ml kyseliny sirovej (3.4) a nie-
kolko grandl pemzy (3.13). Premieajte. Spociatku banku mierne zahrievajte za ob¢asného premiesania az do
zuholnatenia zmesi a do zmiznutia peny; potom zahrievajte intenzivnejsie az kym kvapalina dosiahne staly
var. Zabréante prehriatiu bo¢nych stien a zachyteniu organickych castic na nich. Po vycireni a odfarbeni
roztoku (ak sa pouzije katalyzdtor na bdze medi, roztok je svetlozeleny), varte dalsiu hodinu a nechajte
roztok vychladnat.

Destildcia

Opatrne, za stileho miesania pridajte 250 az 350 ml vody aby sa uplne rozpustili sirany; nechajte
vychladnit. Pridajte niekolko grandl zinku (3.3).

Do zachytdvacej banky destilacného pristroja pridajte presne odmerané mnozstvo 25 ml 0,1 N kyseliny
sirovej (3.5) alebo 0,5 N (3.6) kyseliny sirovej v zdvislosti od predpokladaného obsahu dusika (pozri
poznamku 7.2) a pridajte niekolko kvapiek indikdtora metylcervene (3.7).

Pripojte banku na chladi¢ destilacného pristroja a koniec chladica ponorte do kvapaliny nachddzajicej sa
v zachytdvacej banke do hlbky najmenej 1 cm (pozri pozndmku 7.3). Do banky pomaly nalejte cez prekvap-
kévaci lievik 100 ml 40 % roztoku hydroxidu sodného (3.8). Ak sa pouzije katalyztor na bdze ortuti,
pridajte aj 10 ml roztoku sulfidu sodného (3. 11), alebo 25 ml roztoku tiosiranu sodného (3.12).

Banku zohrievajte takym sposobom, aby sa pocas 30 minit nadestilovalo asi 150 ml kvapaliny. Pred
koncom tejto doby skontrolujte pH vysledného destilitu pomocou lakmusového papierika. Ak je reakcia
alkalickd, pokracujte v destildcii. Ak destildt reaguje neutrdlne na lakmusovy papierik, destiliciu preruste.
Pocas destildcie sledujte sfarbenie v zachytdvacej banke a obsah banky obcas premiesajte. Ak kvapalina
zozltne, ihned pridajte presne odmerany objem 0,1 N (3.5) alebo 0,5 N (3.6) kyseliny sirove;.

Titrdcia
V zachytdvacej banke stitrujte prebytok kyseliny sirovej 0,1 N (3.9) alebo 0,25 N (3.10) roztokom hydro-
xidu sodného, v zdvislosti od normality pouzitej kyseliny sirovej, az do zmeny farby na bledozltu.

Overenie metddy

S cielom zistit, ¢i chemikélie neobsahujii dusik, vykonajte slepy pokus (destildcia a titracia) bez vzorky, ktord
sa md analyzovat. Na kontrolu sprdvnosti metédy vykonajte analyzu (mineralizdcia destildcia a titrdcia)
1,5 g az 2,0 g acetanilidu p.a. (bod topenia 114 °C; obsah dusika 10,36 %:) v pritomnosti 1 g sachardzy
bez obsahu dusika. Na 1 g acetanilidu sa spotrebuje 14,80 ml 0,5 N kyseliny sirove;.

Vypoclet vysledkov

Stanovte objem spotrebovanej kyseliny sirovej. 1 ml 0,1 N kyseliny sirovej zodpovedd 1,4 mg dusika. MnoZstvo
dusika vyndsobte faktorom 6,25. Vysledok vyjadrite ako percento vzorky.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych v tej istej vzorke nesmie presiahnut:

— 0,2 v absolitnej hodnote, pre obsahy dusikatych latok mensie ako 20 %;
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7. Pozndmky

7.1

7.2.

7.3.

3. STAN

. Mozu sa pouzit pristroje vyzadujice prenos medzi mineraliziciou a destiliciou. Ak sa pouzije takyto pri-
stroj, prenos sa musi vykonat bez strat.

Vo vzorkich s nizkym obsahom dusika sa moze podla potreby objem 0,1 N kyseliny sirovej, priddvanej do
zachytdvacej banky zniZif na 10 alebo 15 ml a doplnif na 25 ml vodou.

Ak banka destilacného pristroja nemd prekvapkavaci lievik hydroxid sodny pridajte bezprostredne pred
pripojenim banky na chladi¢ tak, aby kvapalina pomaly stekala po stendch chladica a aby sa nezmiesala
s kyslym roztokom.

OVENIE STRAVITELNYCH DUSIKATYCH LATOK ROZPUSTNYCH PEPSINOM A KYSELINOU
CHLOROVODIKOVOU

1. Ukel a rozsah

Této metdda umoznuje stanovit frakciu stravitelnych dusikatych latok rozpustnych pepsinom a kyselinou chloro-
vodikovou za definovanych podmienok. Je pouzitelnd na vsetky krmiva.

2. Podstata met6dy

Vzorka sa zahrieva 48 hodin pri teplote 40 °C v roztoku pepsinu v kyseline chlorovodikovej. Suspenzia sa prefil-

truje

a obsah dusika vo filtrite sa stanovi metédou na stanovenie dusikatych ldtok.

3. Chemikdlie

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Kyselina chlorovodikovd, d: 1,125.
0,075 N kyselina chlorovodikova.

pepsin, 2,0 j./mg; aktivita pepsinu je definovand v metdde opisanej v Casti 4 tejto prilohy a musi sa stanovit
touto met6édou.

Priblizne 0,2 % (m/v) Cerstvo pripraveny roztok pepsinu v kyseline chlorovodikovej (3.2); aktivita: 400 j./L.
Protipeniaca emulzia (napr. silikénovy olej).

Vsetky chemikalie uvedené v bode 3 v metdde na stanovenie dusikatych latok.

4.  Pristroje
4.1. Vodny kupel alebo termostat nastaveny na teplotu 40 °C = 1 °C.
4.2. Kjeldahlov pristroj na mineralizdciu a titraciu.
5. Postup
5.1. Priprava roztoku (pozri pozndmku 7.2)
Navédzte 2 g vzorky s presnostou na 1 mg a vlozte do 500 ml odmernej banky. Pridajte 450 ml roztoku
pepsinu v kyseline chlorovodikovej, (3.4) vopred zohriatého na 40 °C a premiesajte, aby sa zabrdnilo vzniku
hrudiek. Skontroluje, ¢ je pH suspenzie mensie ako 1,7. Banku vlozte do vodného kipela alebo do termostatu
(4.1) a nechajte ju tam 48 hodin. Po 8, 24 a 32 hodindch obsah banky premiesajte. Po 48 hodindch pridajte
15 ml kyseliny chlorovodikovej (3.1), ochladte na 20 °C, dopliite na objem vodou a prefiltrujte.
5.2. Mineralizdcia

250 ml filtrdtu premiestnite do banky destilacného pristroja (4.2). Pridajte chemikalie potrebné na minerali-
zdciu, uvedené v druhej vete bodu 5.1 met6dy na stanovenie dusikatych latok. Premiesajte a privedte do varu.
Ak sa tvori pena, pridajte niekolko kvapiek protipeniacej emulzie (3.5). Pokracujte v intenzivnom vare az do
takmer plného odparenia vody. ZniZte intenzitu zahrievania a opatrne odstrante posledné zvysky vody.
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Ked sa roztok vyciri a odfarbi (alebo je svetlozeleny, ak sa pouzil katalyzitor na baze medi), varte dalsiu
hodinu a nechajte vychladndt.
5.3. Destildcia a titrdcia

Pokracujte postupom uvedenym v bode 5.2 a 5.3 metddy na stanovenie dusikatych latok.

5.4. Slepy pokus

Vykonajte slepy pokus rovnakym postupom, ale bez vzorky, ktord sa md analyzovat.

Vypocet vysledkov

Odpocitajte objem kyseliny sirovej spotrebovany pri slepom pokuse od objemu spotrebovaného na skasobna
vzorku. I ml 0,1 N kyseliny sirovej odpovedd 1,4 mg dusika.

Mnozstvo dusika vyndsobte faktorom 6,25. Vysledok vyjadrite ako percento vzorky.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych v tej istej vzorke nesmie presiahnut:

— 0,4 v absoliitnej hodnote, pre obsahy mensie ako 20 %;

— 0,8 v absoltitnej hodnote, pre obsahy vicsie ako 40 %.

Pozndmky

7.1. Hodnoty ziskané touto metédou nemajii Ziadne priame spojenie so stravitelnostou in vivo.

7.2. Produkty s obsahom oleja alebo tuku vy$sim ako 10 % sa musia najskor odtucnit extrakciou petroléterom
(bod varu: 40 °C az 60 °C).

4. STANOVENIE AKTIVITY PEPSINU

Ucel a rozsah

Tdto met6éda umoziuje stanovit aktivitu pepsinu pouzivaného na stanovenie stravitelnych dusikatych litok rozpust-
nych pepsinom a kyselinou chlorovodikovou.

Podstata metédy

Hemoglobin sa vystavi t¢inku pepsinu v prostredi kyseliny chlorovodikovej za definovanych podmienok. Nezhy-
drolyzovand frakcia bielkovin sa vyzrdza kyselinou trichléroctovou. Do filtrdtu sa pridd hydroxid sodny a Folin-
Ciocalteuvo ¢inidlo. Zmeria sa absorbancia tohto roztoku pri 750 nm a z kalibra¢nej krivky sa od¢ita zodpoveda-
juce mnoZstvo tyrozinu.

Definicia: Jednotka pepsinu je definovand ako mnoZstvo enzymu ktoré, za podmienok danej metédy, uvolni za
mindtu také mnozstvo hydroxyarylovych skupin, ktoré ma, po vyfarbeni Folin-Ciocalteuvym ¢inidlom, absorbanciu
zodpovedajicu absorbancii jedného pmélu tyrozinu vyfarbenému rovnakym sposobom.
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3. Chemikilie
3.1. 0,2 N kyselina chlorovodikova.
3.2. 0,06 N kyselina chlorovodikova.
3.3. 0,025 N kyselina chlorovodikova.
3.4. 5 % roztok (m.[v.) kyseliny trichléroctovej.
3.5. 0,5 N roztok hydroxidu sodného.

3.6. Folin-Ciocalteuvo ¢inidlo. Do 2 litrovej banky s gulatym dnom a so zdbrusom preneste 100 g dihydratu
wolfrdmanu sodného (Na,WO,. 2H,0), 25 g dihydrdtu molybdénanu sodného (Na,MoO,. 2H,0) a 700 ml
vody. Pridajte 50 ml kyseliny fosfore¢nej (d: 1,71) a 100 ml koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej (d:
1,19), nasadte na banku spitny chladi¢, obsah banky privedte do varu a roztok nechajte mierne vriet 10
hodin. Nechajte vychladnit, odpojte spitny chladi¢, pridajte 175 g dihydrétu siranu litneho (Li,SO,. 2H,0),
50 mlvody a 1 ml brému. Kvoli odstraneniu prebytku brému varte 15 mindit.

Nechajte vychladniit, roztok preneste do 1 litrovej odmernej banky, doplitte na objem vodou, premiesajte
a prefiltrujte. Nesmie zostat ziadne zelenkasté sfarbenie. Pred pouzitim zriedte jeden objemovy diel ¢inidla 2
objemovymi dielmi vody.

3.7. Roztok hemoglobinu. Navdzte mnozstvo hemoglobinu (priblizne 2 g bielkovinového substritu stanoveného
podla Ansonovej met6dy) zodpovedajiice 354 mg dusika () a vlozte do 200 ml banky so zdbrusom. Pridajte
niekolko ml kyseliny chlorovodikovej (3.2), banku pripojte na vyvevu a pretrepdvajte do tplného rozpustenia
hemoglobinu. Vikuum odpojte a za stileho miesania priddvajte kyselinu chlorovodikovii (3.2) az na objem
100 ml. Pripravujte bezprostredne pred pouzitim.

3.8. Standardny roztok tyrozinu. Rozpustite 181,2 mg tyrozinu v kyseline chlorovodikovej (3.1) a dopliite na 1
liter tou istou kyselinou (zdsobny roztok). 20,0 ml zriedte na 100 ml kyselinou chlorovodikovou (3.1). 1 ml
tohto roztoku obsahuje 0,2 pmdlu tyrozinu.
4. Pristroje
4.1. Vodny kupel nastaveny ultratermostatom na teplotu 25 °C + 0,1 °C.
4.2. Spektrofotometer.

4.3. Stopky, s presnostou: 1 sekunda.

4.4. pH meter.

5. Postup

5.1. Priprava roztoku (pozri pozndmku 7.1)

Rozpustite 150 mg pepsinu v 100 ml kyseliny chlorovodikovej (3.2). Do 50 ml odmernej banky napipetujte
2 ml roztoku a banku dopliite na pozadovany objem kyselinou chlorovodikovou (3.3). hodnota pH, skontro-
lovand pH metrom, musi byt 1,6 + 0,1. Banku ponorte do vodného kapela. (4.1).

5.2. Hydrolyza

5,0 ml roztoku hemoglobinu (3.7) napipetujte do skiimavky, zohrejte na teplotu 25 °C vo vodnom kdpeli
(4.1), pridajte 1,0 ml roztoku pepsinu ziskaného podla bodu 5.1 a premiesajte sklenenou ty¢inkou na jednom
konci hrubsou priblizne desiatimi pohybmi sem a tam. Skiimavku nechajte vo vodnom kipeli pri teplote
25 °C presne 10 mindt, pricom Cas merajte od pridania roztoku pepsinu (Cas a teplota sa musia presne
dodrzat). Potom pridajte 10,0 ml roztoku kyseliny trichléroctovej (3.4) vopred zohriateho na 25 °C, premie-
Sajte a prefiltrujte cez suchy filter.

5.3. Vznik sfarbenia a meranie absorbancie

Do 50 ml Erlenmeyerovej banky napipetujte 5,0 ml filtrdtu, pridajte 10,0 ml roztoku hydroxidu sodného
(3.5) a, za stdleho miesania, 3,0 ml zriedeného Folin-Ciocalteuvho ¢inidla (3.6). Po uplynuti 5 az 10 mindit
stanovte absorbanciu roztoku pomocou spektrofotometra pri 750 nm v kyvete o hribke 1 cm proti vode.

() Stanovte obsah dusika semimikro Kjeldahlovou metddou (teoreticky obsah: 17,7 % dusika).
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5.4.

5.5.

Slepy pokus
Pred kazdym stanovenim vykonajte slepy pokus nasledujiicim sposobom:

5,0 ml roztoku hemoglobinu (3.7) napipetujte do skiimavky,zohrejte na teplotu 25 °C vo vodnom kipeli
(4.1), pridajte 10,0 ml roztoku kyseliny trichléroctovej (3.4) vopred zohriatej na 25 °C, premiesajte, potom
pridajte 1,0 ml roztoku pepsinu ziskaného postupom uvedenym v bode 5.1. Premiesajte sklenenou tyc¢inkou
a skimavku nechajte vo vodnom kupeli (4.1) pri teplote 25 °C presne 10 minit. PremieSajte a prefiltrujte cez
suchy filter. Dalej postupujte postupom uvedenym v bode 5.3.

Kalibracnd krivka

Do 50 ml Erlenmeyerovych baniek napipetujte 1,0; 2,0; 3,0 a 5,0 ml Standardného roztoku tyrozinu (3.8),
¢o zodpovedd 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1,0 pmdlu tyrozinu. Sériu baniek doplite porovndvacim roztokom, ktory
neobsahuje tyrozin. Objemy doplite na 5,0 ml kyselinou chlorovodikovou (3.1). Pridajte 10,0 ml roztoku
hydroxidu sodného (3.5) a za stdleho miesania 3,0 ml zriedeného Folin-Ciocalteuvho ¢inidla (3.6). Zmerajte
absorbanciu spoésobom uvedenym v poslednej vete bodu 5.3. Zostrojte kalibraéni krivku vynesenim absor-
bancif proti mnoZstvam tyrozinu.

Vypocet vysledkov

Z kalibracnej krivky od¢itajte mnozstvo tyrozinu, v pmoloch, zodpovedajiice absorbancii farebného roztoku,
a korigujte podla hodnoty slepého pokusu.

Aktivita pepsinu v pméloch tyrozinu pri 25 °C, na mg a na minttu, sa vypocita podla vzorca:

jednotky na mg(U/mg) =

kde:

X}
|

032a
p

= mnozstvo tyrozinu v pmoloch odé¢itané z kalibracnej krivky;

= hmotnost pepsinu v mg pridaného podla bodu 5.2.

Pozndmky

7.1.

7.2.

Mnozstvo pepsinu, ktoré sa ma rozpustit, musi byt také, aby sa pri kone¢nom fotometrickom merani dosiahla
absorbancia 0,35 + 0,035.

Dve jednotky na mg ziskané touto metédou zodpovedaju:
3,64 Ansonovym milijednotkdm/mg (umoly tyrozinu/mg/min pri 35,5 °C alebo

36 400 komerénym jednotkdm/g (umoly tyrozinufg za 10 mindt pri teplote 35,5 °C).

5. STANOVENIE VOINEHO GOSYPOLU A GOSYPOLU

Ucel a rozsah

Tato metéda umozZnuje stanovit obsah volného gosypolu, celkového gosypolu a chemicky pribuznych ldtok
v bavlnikovom semene, v bavinikovom extrahovanom Srote a v bavlnikovych vyliskoch a v kimnych zmesiach

Podstata metédy

Gosypol sa extrahuje v pritomnosti 3-aminopropanolu bud zmesou 2-propanolu a hexdnu, ak ide o stanovovanie
volného gosypolu, alebo dimetylformamidom ak ide o stanovovanie celkového gosypolu. Gosypol sa prevedie
anilinom na gosypol-dianilin, ktorého absorbancia sa zmeria pri 440 nm.
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Chemikdlie

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Zmes 2-propanolu a hexdnu: zmieSajte 60 objemovych dielov 2-propanolu p.a. so 40 objemovymi dielmi
n-hexédnu.

Cinidlo A: vlozte do 1 litrovej odmernej banky priblizne 500 ml zmesi 2-propanolu a hexdnu (3.1), 2 ml 3
aminopropanolu, 8 ml ladovej kyseliny octovej a 50 ml vody. Na objem 1 1 doplitte zmesou 2-propanolu
a hexdnu (3.1). Toto ¢inidlo je stdle jeden tyzden.

Cinidlo B: napipetujte 2 ml 3-aminopropanolua 10 ml ladovej kyseliny octovej do 100 ml odmernej banky.
Ochladte na laboratérnu teplotu a dopliite na objem 100 ml N, N-dimetylformamidom. Toto ¢inidlo je stdle
jeden tyzden.

Anilin p.a.: ak absorbancia pri slepom pokuse presiahne hodnotu 0,022, anilin predestilujte nad praskovym
zinkom, pricom prvych a poslednych 10 % frakcie destilitu odstrante. V chladnicke a v banke z hnedého
skla so zdbrusovou zdtkou sa bude toto ¢inidlo uchovévat niekolko mesiacov.

Standardny roztok gosypolu A: vlozte 27,9 mg octanu gosypolu do 250 ml odmernej banky. Rozpustite
a na objem doplite ¢inidlom A (3.2). Napipetujte 50 ml tohto roztoku do 250 ml odmernej banky
a doplite na objem ¢inidlom A.. koncentricia gosypolu v tomto roztoku je 0,02 mg na ml. Pred pouzitim
nechajte stat jednu hodinu pri laboratérnej teplote.

Standardny roztok gosypolu B: vlozte 27,9 mg octanu gosypolu do 50 ml odmernej banky. Rozpustite a na
objem doplnte ¢inidlom B (3.3). Koncentracia gosypolu v tomto roztoku je 0,5 mg na ml.

Standardné roztoky gosypolu A a B st stdle 24 hodin, ak st chranené pred svetlom.

Pristroje

4.1. Miesa¢ (bubnovy) priblizne 35 ot/min.

4.2. Spektrofotometer.

Postup

5.1. Skisobnd vzorka
Mnozstvo pouzitej skisobnej vzorky zdvisi od predpokladaného obsahu gosypolu vo vzorke. Je vyhodnejsie
pracovat s malou skiSobnou vzorkou a s relativne velkym alikvotnym podielom filtrdtu, tak aby sa ziskalo
dostato¢né mnozstvo gosypolu na presné fotometrické meranie. Na stanovenie volného gosypolu v bavlni-
kovom semene, v bavinikovom extrahovanom srote a v bavlnikovych vyliskoch by mnozstvo sktisobnej
vzorky nemalo presiahnut 1 g; ak ide o kfmne zmesi to moze byt az 5 g. VdcSinou je vhodnd alikvotnd cast
filtrdtu 10 ml; mala by obsahovat 50 az 100 pg gosypolu. Na stanovenie celkového gosypolu by mnozstvo
skasobnej vzorky malo byt 0,5 — 5 g tak, aby alikvotnd cast filtrdtu 2 ml obsahovala 40 az 200 pg gosypolu.
Analyza by sa mala vykonat pri laborat6rnej teplote okolo 20 °C.

5.2. Stanovenie volného gosypolu

Vlozte skiiSobnt vzorku do 250 ml banky so zdbrusovym hrdlom, na dno banky vlozte drvené sklo. Pipetou
pridajte 50 ml ¢inidla A (3.2), banku zazdtkujte a mieajte jednu hodinu v mieSaci. Prefiltrujte cez suchy
filter a filtrdt zachytte v malej banke so zdbrusovym hrdlom. Pocas filtrdcie lievik prikryte hodinovym
sklickom. Napipetujte rovnaké alikvotné casti filtrdtu obsahujiice 50 az 100 pg gosypolu do dvoch 25 ml
odmernych banick (A a B). Podla potreby dopliite na objem 10 ml ¢&inidlom A (3.2). Obsah banky (A)
dopliite na objem zmesou 2-propanolu a hexdnu (3.1). Tento roztok sa pouzZije ako porovnavaci roztok proti
roztoku vzorky pri merani.

Napipetujte 10 ml ¢inidla A (3.2) do dvoch dalsich 25 ml odmernych baniek (C a D). Obsah banky (C)
doplite na objem zmesou 2-propanolu a hexdnu (3.1). Tento roztok sa pouzije ako porovndvaci roztok proti
slepému pokusu.

Do kazdej z banick (D) a (B) pridajte 2 ml anilinu (3.4). Zahrievajte 30 mindt nad vriacim vodnym kipelom
tak, aby sa vytvorila farba. Ochladte na laboratérnu teplotu, dopliite na objem zmesou 2-propanolu a hexanu
(3.1), premiesajte a nechajte stt jednu hodinu.
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6.

5.3.

Zmerajte absorbanciu slepého roztoku (D) v porovnani s porovndvacim roztokom (C), a absorbanciu roztoku
vzorky (B) porovnanim s porovndvacim roztokom (A) na spektrofotometri pri 440 nm v sklenenych kyve-
tich o hribke 1 cm.

Odpocitajte absorbanciu slepého roztoku od absorbancie roztoku vzorky (= korigovand absorbancia). Z tejto
hodnoty vypocitajte obsah volného gosypolu ako je uvedené v bode 6.

Stanovenie celkového gosypolu

Vlozte skisobnti vzorku obsahujicu 1 az 5 mg gosypolu do 50 ml odmernej banky a pridajte 10 ml ¢inidla
B (3.3). Zaroven pripravte slepy pokus tak, ze vlozite 10 ml ¢inidla B (3.3) do dalsej 50 ml odmernej banky.
Obidve banky zahrievajte 30 mintit nad vriacim vodnym kipelom. Ochladte na laboratérnu teplotu a obsah
kazdej banky dopliite na objem zmesou 2-propanolu a hexdnu (3.1). Premiesajte a nechajte usadit po dobu
10 az 15 mindt, potom prefiltrujte a filtrdt zachytte do 25 ml odmernych baniek so zdbrusovym hrdlom.

Napipetujte 2 ml filtrdtu vzorky do dvoch 25 ml odmernych banick a 2 ml filtritu slepého pokusu do dvoch
dalsich 25 ml baniek. Obsah jednej banky z kazdej série doplite na objem 25 ml zmesou 2-propanolu
a hexdnu (3.1). Tieto roztoky sa pouZiji ako porovnavacie roztoky.

Do kazdej z dalsich dvoch baniek pridajte 2 ml anilinu (3.4). Zahrievajte 30 mindt nad vriacom vodnym
kipelom tak, aby sa vytvorila farba. Ochladte na laboratérnu teplotu, dopliite na objem 25 ml zmesou
2-propanolu a hexdnu (3.1), premieSajte a nechajte stdt jednu hodinu.

Zmerajte absorbanciu tak, ako je uvedené v bode 5.2. Z tejto hodnoty vypocitajte obsah celkového gosypolu
ako je uvedené v bode 6.

Vypocet vysledkov

Vysledky mozno vypocitat bud zo 3pecifickej absorbancie (6.1) alebo s pouzitim kalibracnej krivky (6.2).

6.1. Vypocet zo Specifickej absorbancie

Specifické absorbancie, za opisanych podmienok, st nasledujice:

volny gosypol: E|" = 625

1%

celkovy gosypol: E}f/‘(“ = 600

Obsah volného alebo celkového gosyplu vo vzorke sa vypocita s pouzitim nasledujiceho vzorca:

E-1250
El % ‘p-a

1cm

% gosypolu =

E = korigovand absorbancia, stanovend podla bodu 5.2;

la~]
1l

mnozstvo skisobnej vzorky v g;

(%)
1}

alikvétny podiel filtrdtu v ml.

6.2. Vypocet z kalibracnej krivky

6.2.1. Volny gosypol

Pripravte 2 sady po piatich 25 ml odmernych bankédch. Napipetujte 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 a 10,0 ml $tan-
dardného roztoku gosypolu A (3.5) do kazdej sady baniek. Dopliite na objem 10 ml ¢inidlom A (3.2).
Kazda sadu dopliite o 25 ml odmernd banku obsahujicu len 10 ml ¢inidla A (3.2) (slepy pokus).
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Dopliite objem baniek v prvej sade (vritane banky na slepy pokus) na 25 ml zmesou 2-propanolu
a hexdnu (3.1) (porovndvacia sada).
Pridajte 2 ml anilinu (3.4) do kazdej banky v druhej sade (vratane banky na slepy pokus). Zohrievajte
30 mindt nad vriacim vodnym kipelom tak, aby sa vytvorila farba. Ochladte na laboratérnu teplotu,
dopliite objem zmesou 2-propanolu a hexdnu (3.1), premiesajte a nechajte stdt jednu hodinu (Stan-
dardnd sada).
Stanovte absorbanciu roztokov v $tandardnej sade podla bodu 5.2. porovnanim so zodpovedajiicimi
roztokmi porovndvacej sady. Zostrojte kalibra¢na krivku vynesenim absorbancif proti mnozstvaim gosy-
polu (v pg).

6.2.2. Celkovy gosypol

Pripravte Sest 50 ml odmernych baniek. Do prvej banky vlozte 10 ml ¢inidla B (3.3) a do ostatnych
baniek 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 a 10,0 ml standardného roztoku gosypolu B (3.6) Obsah kazdej banky
doplitte na objem 10 ml ¢inidlom B (3.3). Zohrievajte 30 mindt nad vriacim vodnym kipelom.
Ochladte na laboratdrnu teplotu, dopliite objem zmesou 2-propanolu a hexdnu (3.1), a premiesajte.

Napipetujte po 2,0 ml tychto roztokov do dvoch sdd baniek pripravenych po Siestich 25 ml odmer-
nych bankdch. Obsah baniek prvej sady doplite na objem 25 ml zmesou 2-propanolu a hexdnu (3.1)
(porovndvacia sada).

Pridajte 2 ml anilinu (3.4) do kazdej banky v druhej sade. Zohrievajte 30 mindt nad vriacim vodnym
kdpelom. Ochladte na laboratérnu teplotu, dopliite objem zmesou 2-propanolu a hexdnu (3.1), zamies-
ajte a nechajte stat jednu hodinu (Standardnd sada).

Stanovte absorbanciu roztokov v Standardnej sade podla bodu 5.2. porovnanim so zodpovedajicimi
roztokmi porovnévacej sady. Zostrojte kalibraéna krivku vynesenim absorbancif proti mnozstvdim gosy-

polu (v pg).

6.3. Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych v tej istej vzorke nesmie presiahnut:

— 15 % relativnych, pre obsahy gosypolu mensie ako 500 ppmy;
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PRILOHA II

1. ZISTOVANIE A IDENTIFIKACIA ANTIBIOTIK TETRACYKLINOVE] SKUPINY

Ucel a oblast

Tato metéda umoziuje zistovat a identifikovat antibiotikd tetracyklinovej skupiny v krmivich obsahujicich
aspon 0,1 ppm antibiotik, v koncentritoch a v premixoch.

Podstata met6dy

Vzorka sa extrahuje zmesou metanolu a kyseliny chlorovodikovej. Extrakt a porovndvacie roztoky sa podrobia
vzostupnej papierovej chromatografii. Antibiotikd sa zistuji a identifikujii porovndvanim ich Rf hodnot s Rf
hodnotami $tandardnych latok, bud fluorescenciou v UV svetle (vysoky obsah antibiotik) alebo bioautografiou na
agarovom médiu inokulovanom mikroorganizmom B. Cereus.

Chemikilie a Zivné pody

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Tlmivy roztok, pH 3,5

Monohydrit kyseliny citrénovej p-a. 10, 256 ¢
Hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrét pa. 7,45 g
Na,HPO,.2H,0:

Acetén: p-a. 300 ml
Destilovana voda do objemu 1 000 ml

Fosforecnanovy tlmivy roztok, pH 5,5

Dihydrogénfosforecnan draselny KH,PPO, p-a. 130,86 g
Hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat p.a. 6,947 g
Na,HPO,.2H,0:

Destilovana voda do objemu 1 000 ml

Eluent I Zmes disty/nitrometdn/Cisty chloroform/1,3dichlérpropan —2ol: v objemovych dieloch
20/10/1,5. Pripravujte bezprostredne pred pouitim.

Eluent II: Zmes ¢isty nitrometdn/Cisty chloroform/2pikolin: v objemovych dieloch 20/10/3. Pripravujte
bezprostredne pred pouzitim.

Zmes isty metanol/kyselina chlorovodikovd (p:d:1,19 1.19): v objemovych dieloch 98/2.

0,1 N kyselina chlorovodikova.

Amoniak, d: 0,91.

Standardné ldtky: chlortetracyklin, oxytetracyklin, tetracyklin, ktorych aktivita sa vyjadruje ako hydro-
chlorid.

Mikroorganizmus: B Cereus ATCC ¢. 11 778

Udrziavanie zdkladného kmena, priprava sporovej suspenzie a inokuldcia Zivnej pody. Dodrziavajte pokyny
uvedené v bodoch 3.1 a 3.2. metddy na stanovenie obsahu chlértetracyklinu, oxytetracyklinu a tetracy-
klinu difdziou na agare, ktord je opisand v Casti 2 tejto prilohy.
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3.10. Zivnd poda (')

Glukéza 1g
Trypsinovy peptén 10 g
Misovy extrakt 15 ¢
Kvasni¢ny extrakt 3¢
Agar 20 g
Destilovand voda do objemu 1000 ml

Bezprostredne pred pouzitim upravte pH na hodnotu 5,8.

3.11. 0,1 % (w/v) roztok 2,3,5-trifenyltetrazolium chloridu a 5 % (w/v) roztok glukézy.

4. Pristroje

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

Pristroj na vzostupnt papierovii chromatografiu (vyska papiera: 25 cm). Papier Schleicher a Schuell (2040b
alebo 2043b) alebo ekvivalentny/rovnocenny.

Odstredivka.
Termostat nastaveny na 30 °C.
U.V. lampa na zistovanie fluorescencie.

Sklené platne o rozmeroch 20 x 30 cm na bioautografiu.

5. Standardné roztoky

5.1.

5.2.

5.3.

Zdsobné roztoky

S pouzitim kyseliny chlorovodikovej (3.6) pripravte zo Standardnych ldtok (3.8) roztoky s koncentriciami
zodpovedajicimi 500 pg na ml hydrochloridu chlértetracyklinu, hydrochloridu oxytetracyklinu a hydrochlo-
ridu tetracyklinu.

Porovndvacie roztoky na detekciu ultrafialovym svetlom

Roztoky (5.1) zriedte fosforecnanovym tlmivym roztokom (3.2) na roztoky s koncentrdciami zodpovedaji-
cimi 100 pg na ml hydrochloridu chlértetracyklinu, hydrochloridu oxytetracyklinu a hydrochloridu tetracy-
klinu.

Porovndvacie roztoky na bioautograficki detekciu

Roztoky (5.1) zriedte fosfore¢nanovym tlmivym roztokom (3.2) na roztoky s koncentrdciami zodpovedaji-

cimi 5 pg na ml hydrochloridu chlértetracyklinu, hydrochloridu oxytetracyklinu a hydrochloridu tetracy-
klinu.

6. Extrakcia

Ak je predpokladany obsah antibiotika mensi ako 10 ppm, moZze sa pouzit bud zhomogenizovand vzorka, alebo
najjemnejsia frakcia oddelend preosiatim, nakolko sa antibiotikd nachddzajti hlavne najmi v tejto frakcii.

Vzorku rozpustite v zmesi (3.5) a odstredte. Zachytte supernatant a pouzite ho priamo alebo ho v pripade
potreby zriedte zmesou (3.5) tak, aby ste ziskali koncentrdcie antibiotik priblizne 100 pg na ml (6.1) a 5 pg na
ml (6.2).

7. Zisfovanie a identifikdcia

7.1.

Chromatografia

Ponorte papier do tlmivého roztoku, pH 3,5 (3.1). Nadbyto¢nii kvapalinu odstrante vytlacenim medzi dvomi
hérkami suchého filtra¢ného papiera. Potom na papier naneste objemy 0,01 ml porovndvacich roztokov
(5.2 a 5.3) a extraktu (6.1 a 6.2). Na dosiahnutic dobrého oddelovania, musi mat papier spravny obsah
vlhkosti; v pripade potreby ho nechajte trochu vyschnat.

(") Moze sa pouzit akdkolvek komerénd Zivnd poda obdobného zloZenia a poskytujiica rovnaké vysledky.
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Vyvijajte pomocou vzostupnej chromatografie. PouZite eluent I (3.3) na zistovanie bioautografiou a eluent II
(3.4) na zistovanie ultrafialovym svetlom. Ak ¢elo rozpustadla vystdpi do vysky 15 az 20 cm (priblizne
za 1 hodinu 30 mindt), chromatografiu ukoncite a papier vysuste.

7.2. Zistovanie ultrafialovjm svetlom

Ak je obsah antibiotik vicsi ako 1 pg na cm? po pdsobeni na chromatogram parami amoniaku (3.7), tak pri

oziareni ultrafialovou lampou (4.4) buda viditelné zlatozlté fluoreskujice skvrny.

7.3. Zistovanie bioautografiou

Nalejte zivnt podu (3.10) vopred naockovant mikroorganizmom B. Cereus (3.9) na sklené platne (4.5) a na
zivntd podu poloZte papier. Po 5 mindtach papier oddelte a polozte ho na iné miesto na Zivnej pode, kde
zostane pocas inkubacnej doby. Inkubujte celd noc pri teplote 30 °C. Ak je pritomné antibiotikum tetracykli-
novej skupiny, v matnej Zivnej pode sa objavia svetlé inhibicné z6ny.

Kvoli ustdleniu chromatogramu, roztok (3.11) sa po inkubécii odparf na papier.

7.4. Identifikdcia

Relativne Rf hodnoty antibiotik tetracyklinovej skupiny st uvedené nizsie. Tieto hodnoty sa moézZu mierne
1i8it v zéavislosti od kvality papiera a obsahu vlhkosti v nom:

Chlértetracyklin (CTC) 0,60
Tetracyklin (TC) 0,40

Oxytetracyklin (OTC) 0,20

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

Antibiotickd aktivita ,epi“ zIG¢enin je mensia ako aktivita beznych zlicenin.

2. STANOVENIE CHLORTETRACYKLINU, OXYTETRACYKLINU A TETRACYKLINU

A. DIFUZIOU NA AGARE

1. Ucel a oblast

Tato metéda umoziuje stanovit obsahy chlértetracyklinu (CTC), oxytetracyklinu (OTC) a tetracyklinu (TC)
v krmivach, v koncentrdtoch a v premixoch, s obsahom viac ako 5 ppm. Obsahy mensie ako 5 ppm mozno
urcit odhadom grafickou interpoldciou.

2. Podstata metédy

extrahuje zmesou aceténu, vody a kyseliny chlorovodikovej, ak ide o stanovenie CTC, a zmesou metanolu
a kyseliny chlorovodikovej pri stanoveni OTC a TC.

Extrakty sa potom zriedia a ich antibiotickd aktivity aktivita sa stanovi zmeranim difizie CTC, OTC a TC na
agare naockovanom mikroorganizmom B. Cereus. Diftizia sa prejavi tvorbou inhibi¢nych zén v pritomnosti
mikroorganizmov. Priemer tychto zén je priamo timerny logaritmu koncentracie antibiotika.
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Mikroorganizmus: B. Cereus ATCC & 11 778

3.1.

3.2

Uchovdvanie zdkladného kmeria

Naockujte mikroorganizmom B. Cereus skiimavku so $ikmym agarom odobratym zo Zivnej pody (4.1) bez
obsahu metylénovej modrej a kyseliny boritej. Inkubujte celd noc pri teplote asi 30 °C. Kultiiru uchovévajte
v chladnicke a $ikmy agar preockujte kazdych 14 dni.

Priprava spdrovej suspenzie

Baktérie zo skiimavky so $ikmym agarom (3.1) zmyte pouzitim 2 — 3 ml fyziologického solného roztoku
(4.5). Pomocou tejto suspenzie naockujte Rouxovu flasu, ktord obsahuje 300 ml Zivnej pody (4.1), neobsa-
hujticej metylénovii modrti a kyselinu boritii s 3 — 4 % koncentrciou agaru. Inkubujte 3 — 5 dnf pri teplote
28 - 30 °C, potom, po kontrole sporuldcie pod mikroskopom, zmyte spéry do 15 ml etanolu (4.6), a pre-
miesajte. Tdto suspenzia sa moze udrziavat v chladnicke 5 mesiacov alebo aj dlhsie.

Predbeznymi skdskami na platniach so zdkladnou podou na stanovenie (4.1) uréite mnozstvo inokula, ktoré
pre rozne koncentricie pouZitych antibiotik poskytne najvacsie mozné inhibicné z6ny, ktoré budd este stéle
¢ire. Toto mnoZstvo sa obvykle pohybuje od 0,2 do 0,3 ml na 1 000 ml. Zivnd poda sa ockuje pri teplotdch
50 az 60 °C.

Zivné pody a chemikilie

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Zdkladnd Zivnd poda na stanovenie (")

Glukoéza 1g
Trypsinovy peptén 10 g
Misovy extrakt 15 ¢
Kvasni¢ny extrakt 3¢

Agar, v zdvislosti od kvality 102z 20 g
Tween 80 1 ml
Fosfore¢nanovy tlmivy roztok, pH 10 ml

5,5 (4.2)

5 % (w[v) roztok kyseliny boritej 15 ml

0,5 % roztok metylénovej modrej v 4 ml
etanole

Destilovana voda do objemu 1000 ml

Pred pouzitim upravte pH na hodnotu 5,8.

Fosforecnanovy tlmivy roztok, pH 5,5

Dihydrogénfosforecnan draselny KH,PPO, p.a. 130,86 ¢
Hydrogénfosfore¢nan disodny dihydrét p.a. 6,947 g
Na,HPO,.2H,0:

Destilovand voda do objemu 1000 ml

Fosfore¢nanovy tlmivy roztok, pH 5,5, zriedeny 1/:10.

Fosforecnanovy timivy roztok, pH 8

Dihydrogénfosfore¢nan draselny KH,PPO, p.a. 1,407 g
Hydrogénfosfore¢nan disodny dihydrat pa. 57,539 ¢
Na,HPO,.2H,0:

Destilovand voda do objemu 1 000 ml

Sterilny fyziologicky solny roztok
20 % (v[v)etanol.

0,1 N kyselina chlorovodikova.

(") Moze sa pouzit akdkolvek komerénd Zivnd poda obdobného zloZenia a poskytujiica rovnaké vysledky.
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4.8. 70 % ([v|v) formamid: Pripravte Cerstvy pred pouzitim a pH upravte na hodnotu 4,5 pouzitim priblizne
2 N kyseliny sirovej.

4.9.  Zmes Cisty aceton/voda/kyselina chlorovodikovd (d:1,19 1.19): v objemovych dieloch 65/33/2.
4.10. Zmes c¢isty metanol/kyselina chlorovodikové (d:1,19 1.19): v objemovych dieloch 98/2.

4.11. Standardné litky: CTC, OTC, CT, ktorych aktivita sa vyjadruje ako hydrochlorid.

5.  Standardné roztoky

5.1. Chldrtetracyklin

S pouzitim kyseliny chlorovodikovej (4.7) pripravte zo $tandardného roztoku (4.11) zdsobny roztok s kon-
centriciou zodpovedajicou 500 pg na ml hydrochloridu chlértetracyklinu. Tento roztok vydrzi v chladnicke
jeden tyzden.

Z tohto zdsobného roztoku pripravte Standardny pracovny roztok S; s koncentriciou zodpovedajicou 0,2
pg na ml hydrochloridu chlértetracyklinu. Zriedenie sa vykond pouzitim fosfore¢nanového tlmivého roztoku,
pH 5,5, zriedeného 1/:10 (4.3), ku ktorému sa pridalo 0,01 % amidovej Ciernej (').

Potom pripravte ndslednymi riedeniami (1 + 1), timivym roztokom (4.3), nasledovné koncentrécie:

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

5.2. Oxytetracyklin

Postupom uvedenym v bode 5.1 pripravte zo zdsobného roztoku s koncentrciou zodpovedajiicou 400 pg
na ml hydrochloridu oxytetracyklinu, $tandardny pracovny roztok Sy obsahujici 1,6 pg na ml hydrochloridu
oxytetracyklinu, a nasledovné koncentracie:

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

5.3. Tetracyklin

Postupom uvedenym v bode 5.1 pripravte zo zdsobného roztoku s koncentriciou zodpovedajicou 500 pg
na ml hydrochloridu tetracyklinu, standardny pracovny roztok Sy obsahujici 1,0 pg na ml hydrochloridu
tetracyklinu, a nasledovné koncentracie:

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

6. Extrakcia

6.1. Obsahy 50 ppm alebo mensie

S cielom odskasania vzorky pridajte formamid (4.8) v mnoZstvich uvedenych v nizsie uvedenej tabulke.
Pretrepdvajte 30 mindt na trepacke. Potom okamZite zriedte fosfore¢nanovym tlmivym roztokom (4.3) podla
pokynov uvedenych v nasledovnej tabulke, aby ste dosiahli koncentriciu U, Koncentricia formamidu
v tomto roztoku nesmie presiahnut 40 %.

Odstredte alebo nechajte usadit, aby ste ziskali ¢iry roztok. Potom pripravte koncentracie U,, U, a U, ndsled-
nymi riedeniami (1 + 1) fosforecnanovym tlmivym roztokom (4.3).

(") Amidova Cierna sa pouziva na zvyraznenie inhibi¢nych z6n Standardnych roztokov (modré prstence).
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6.2.

Antibiotikum CTC OTC TC
Predpokladany obsah v 10 50 10 50 10 50
ppm
Skisobnd vzorka v g 10 10 24 9,6 20 10
ml formamidu (4.8) 100 100 80 100 80 100
ml fosfore¢nanového riedenie riedenie 70 200 120 riedenie
tlmivého roztoku (4.3) 1:5 1: 25 1:5

© ) ©)
U8 koncentrécia v pg/ml 0,2 0,2 1,6 1,6 1,0 1,0

(%) 20 ml extraktu dopliite na objem 100 ml tlmivym roztokom v odmernej banke.
(") 4 ml extraktu dopliite na objem 100 ml tlmivym roztokom v odmernej banke.

6.2.1. Chldrtetracyklin

Do sktisobnej vzorky o hmotnosti 2 az 10 g, v zdvislosti od predpokladaného obsahu antibiotika vo
vzorke alebo v zdvislosti od deklardcie vyhldsenia vyrobcu, pridajte 20— ndsobny objem zmesi (4.9).
Pretrepdvajte 30 mindt na trepacke. Pocas extrakcie musi zostat pH pod hodnotou 3; podla potreby
znova upravte pH na hodnotu 3 (pouzitim 10 % — nej kyseliny octovej, ak ide o minerdlne zmesi).
V alikvotnej primeranej Casti extraktu upravte pH na hodnotu 5,5 pouzitim fosfore¢naného tlmivého
roztoku, pH 8 (4.4) v pritomnosti bromkrezolovej zelene (farba sa meni zo Zltej na modri). Zriedte
pouzitim fosforenanového tlmivého roztoku s hodnotou pH 5,5 zriedeného 1/:10 (4.3) tak, aby ste
ziskali koncentrdciu Uy (pozri 6.1).

Potom pripravte koncentréicie U,, U, a U, ndslednymi riedeniami (1 + 1) pouZitim fosfore¢nanového
tlmivého roztoku (4.3).
6.2.2. Oxytetracyklin a tetracyklin

Postupujte sposobom uvedenym v 6.2.1, s tym, Ze namiesto zmesi (4.9) pouZijete zmes (4.10).

7.  Metdda stanovenia

7.1.

7.2.

Inokuldcia Zivnej pody

Sporovou suspenziou (3.2) inokulujte zdkladnd Zivni podu urcent na stanovenie (4.1) pri teplote 50 az
60 °C (3.2).

Priprava platni

Diftizia na agare sa vykondva na platniach so 4 koncentriciami Standardného roztoku (Sy, S,, S,, S)) a 4
koncentraciami extraktu (U, U,, U, a U)). Styri koncentracie extraktu a Standardného roztoku sa musia dat
do kazdej misky.

Z tohto dovodu zvolte platne dostato¢ne velké na vyrezanie najmenej 8 jamiek o priemere 10 az 13 mm
do agarovej pody. Vypocitajte mnoZstvo inokulovanej Zivnej pody (7.1) potrebné na ziskanie homogénnej
vrstvy vysokej priblizne 2 mm. Test je vhodné vykonat na sklenenych platniach, s dobre prilichavym hlini-
kovym alebo plastovym kruhovym rdmom o priemere 200 mm a vyske 20 mm.

Do jamiek napipetujte presne odmerané mnozstvd medzi 0,10 a 0,15 ml roztoku antibiotika, v zavislosti
od priemeru jamiek.

Pri kazdej vzorke zopakujte diftiziu najmenej 4- krdt s kazdou koncentrdciou tak, aby sa pri kazdom stano-
venie stanoveni vyhodnotilo 32 inhibi¢nych z6n.
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7.3. Inkubdcia

Platne inkubuijte priblizne 18 hodin pri teplote 28 az 30 °C.

Vyhodnotenie

Odmerajte priemer inhibi¢nych zén, najlepsie projekciou. Vysledky merania vyneste na semilogaritmicky papier,
vynesenim logaritmu koncentrdcii proti priemeru inhibi¢nych zén. Zakreslite krivky Standardného roztoku
a extraktu. Tieto dve ¢iary budd rovnobezné za predpokladu, Ze nedoslo k interferencii.

Logaritmus relativnej aktivity sa vypocita podla nasledovného vzorca:

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

Skuto¢nd aktivita = predpokladand aktivita x relativna aktivita

Opakovatelnost
Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych v tej istej vzorke nesmie presiahnut 10 %
relativnych.

B. TURBIDIMETRICKY

Ucel a oblast

Této metéda umoziuje stanovit obsahy chlértetracyklinu (CTC), oxytetracyklinu (OTC) a tetracyklinu (TC) pri
koncentracidch vicsich ako 1g na kg za predpokladu, Ze nedochddza k Ziadnej interferencii s ostatnymi litkami
a tym k zakaleniu extraktov. Tdto metdda je rychlejsia ako difizia na agare.

Podstata metédy

Pri stanoveni CTC sa vzorka extrahuje zmesou aceténu, vody a kyseliny chlorovodikovej a pri stanoveni OTC
a TC zmesou metanolu a kyseliny chlorovodikove;.

Extrakty sa potom zriedia a ich antibioticky ucinok sa stanovi zmeranim priepustnosti svetla cez Zivnd podu, ktord
bola naockovand mikroorganizmom Staphylococcus aureus a do ktorej bolo pridané antibiotikum. Priepustnost svetla
zdvisi od koncentrécie antibiotika.

Mikroorganizmus: Staphylococcus aureus K 141 ()

3.1. Uchovdvanie zdkladného kmeria

Inokulujte mikroorganizmom Staphylococcus S. aureus skiimavku so $ikmym agarom odobratym zo Zivnej
pody (4.1), ku ktorej sa pridalo 1,5 az 3 % agaru (v zdvislosti od kvality). Inkubujte cez noc pri teplote 37 °C.
Kultdru uchovévajte v chladnicke a $ikmy agar preockujte kazdé 4 tyzdne. Zaroven pripravte subkultiry na
laboratérne pouzitie.

3.2. Priprava inokula

24 hodin pred pouzitim preockujte sikmy agar subkultirou a inkubujte cez noc pri teplote 37 °C. Celt
kultiiru v skdmavke s agarom zmyte do priblizne 2 ml zdkladnej pody (4.1), potom suspenziu preneste za
sterilnych podmienok do priblizne 100 ml tej istej zdkladnej pody (4.1). Inkubujte vo vodnom kipeli pri
teplote 37 °C, aZ kym rast kmeiia nevstiipi do svojej logaritmickej fdzy. (1hodina 30 mindt az 2 hodiny).

(") Tento kmen, ktory izoloval LUFA v Kieli rastie rychlejsie ako S. aureus ATCC 6538 P.
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4. Zivnd pdda a chemikalie

4.1.

4.2

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Zdkladnd Zivnd poda na stanovenie (')

Pepton 5¢
Kvasni¢ny extrakt 1,5 ¢
Misovy extrakt 1,5 ¢
Chlorid sodny 35 ¢
Glukéza 10 g
Dihydrogénfosfore¢nan draselny KH,PO, p.a. 132 g
Hydrogénfosfore¢nan didraselny K,HPO, p.a. 3,68 g
Destilovand voda do objemu 1000 ml

pH po sterilizicii: 6,8 az 7,0.

Fosforecnanovy tlmivy roztok, pH 4,5

Dihydrogénfosfore¢nan draselny KH,PO, p.a. 13,6 g

Destilovand voda do objemu 1000 ml

0,1 N kyselina chlorovodikova.

Zmes Cisty aceton/voda/kyselina chlorovodikovd (d: 1.19): v objemovych dieloch 65/33/2.
Zmes Cisty metanol/kyselina chlorovodikové (d: 1,19 1.19): v objemovych dieloch 98/2..
Priblizne 10 % (w/v) roztok formaldehydu.

Standardné latky: CTC, OTC, CT, ktorych aktivita sa vyjadruje ako hydrochlorid.

5. Standardny roztok

S pouzitim kyseliny chlorovodikovej (4.3) pripravte zo Standardnej litky (4.7) zdsobny roztok s koncentriciou
zodpovedajicou 400 az 500 pg na ml CTC-HCl, OTC-HC], alebo TC— HCl. Tento roztok vydrzi v chladnicke jeden
tyzden.

6. Extrakcia

6.1.

6.2.

Chldrtetracyklin

Vlozte do 200 alebo 250 ml odmernej banky 1 az 2 g skaSobnej vzorky. Pridajte priblizne100 ml zmesi
(4.4) a pretrepavajte 30 mintit na trepacke. Dopliite na pozadovany objem fosfore¢nanovym tlmivym
roztokom, pH 4,5 (4.2). Premiesajte a nechajte usadit.

Oxytetracyklin a tetracyklin
Vlozte do 200 alebo 250 ml odmernej banky 1 az 2 g skaSobnej vzorky. Pridajte priblizne100 ml zmesi

(4,5) a pretrepavajte 30 minit na trepacke. Doplite na pozadovany objem fosfore¢nanovym tlmivym
roztokom, pH 4,5 (4.2). Premiesajte a nechajte usadit.

7. Metéda stanovenia

7.1.

Priprava sady Standardov a extraktu

Zriedte standardny roztok (5) a extrakt (6) fosfore¢nanovym tlmivym roztokom, pH 4,5 (4.2) tak, aby ste
dostali sadu koncentrécii. Pre kazdé stanovenie sa zostroji kalibracnd krivka z prislusnej koncentracie, ktord
umoziuje interpoldciu najmenej dvoch hodnot tykajicich sa extraktu. Tieto riedenia sa musia zvolit podla
podmienok, pri ktorych sa kmen kultivuje, ktoré mozu byt medzi laboratériami rozne. Spravidla sa uplatfiuje
nasledovny postup:

(") Moze sa pouzit akdkolvek komerénd Zivnd poda obdobného zloZenia a poskytujiica rovnaké vysledky.
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7.2.

7.3.

7.4.

7.1.1. Chldrtetracyklin

Zriedte Standardny roztok (5) fosforecnanovym tlmivym roztokom (4.2) tak, aby ste dostali standardny
pracovny roztok s koncentrdciou zodpovedajicou 0,2 pg na ml CTC-HCL. Potom pouzitim fosfore¢na-
nového tlmivého roztoku (4.2) pripravte v skdmavkach nizsie uvedenym sposobom 6 riedeni, kazdé
riedenie dvakrat.

ml érandar(ri(r;;':t};c;( 1llaracovného ml fosforre;ézntaorliiv(é:g)tlmivého KoncentraciaCTC-HCI (ug/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

Zriedte extrakt (6.1) fosfore¢nanovym tlmivym roztokom (4.2) tak, aby ste ziskali predpokladant
koncentrdciu CTC-HCl 0,12 pg/ml. Vlozte 1 ml tohto roztoku do dvoch skdmaviek, a 0,75 ml
(= 0,09 ng) do dalsich dvoch skimaviek. Dopliite objem poslednych dvoch skiimaviek na 1 ml fosfo-
re¢nanovym tlmivym roztokom (4.2).

7.1.2. Oxytetracyklin a tetracyklin

Zriedte Standardny roztok (5) fosforecnanovym tlmivym roztokom (4.2) tak, aby ste dostali Standardny
pracovny roztok s koncentriciou, zodpovedajicou 0,6 pg na ml CTC-HCL alebo TC-HCl. Potom
s pouzitim fosforecnanového tlmivého roztoku (4.2) pripravte v skdmavkdch nizsie uvedenym
sposobom 7 riedeni, kazdé riedenie dvakrat.

ml étandar?onzéi':)(i{ Eracovného ml fosforref;aorllivzéig)tlmivého KoncentraciaCTC-HCI (ug/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

Zriedte extrakt (6.2) fosfore¢nanovym tlmivym roztokom (4.2) tak, aby ste ziskali predpokladand
koncentraciu OTC-HCI alebo TC-HCl 0,48 pg/ml. Vlozte 1 ml tohto roztoku do dvoch skdmaviek,
a 0,75 ml (= 0,24 pg) do dalsich dvoch skamaviek. Doplitte objem poslednych dvoch skdmaviek na
1 ml fosfore¢nanovym tlmivym roztokom (4.2).

Inokuldcia Zivnej pody

Inokulujte zdkladnt Zivnd podu na stanovenie (4.1) inokulom (3.2) tak, aby ste dosiahli na fotometri pri
590 nm 85 % priepustnost svetla v 5 cm kyvete alebo 92 % priepustnost v 2 cm kyvete, pricom pristroj
bude nastaveny na 100 % priepustnost na nenaockovand zdkladnt podu (4.1).

Ockovanie

Vlozte 9 ml inokulovanej Zivnej pody (7.2) do kazdej skimavky (7.1.1 alebo 7.1.2). Skiimavky sa musia plnit
v Cistom, avSak nie nevyhnutne sterilnom prostredi.

Inkubdcia

Inkubdcia sa musi vykonat vo vodnom kupeli, ktorého stila teplota sa udrziava mieSanim na hodnote
37 °C + 0,1 °C. Zvolend doba inkubdcie (spravidla 2 hodiny a 30 mindt az 3 hodiny) musi byt takd, aby

bolo mozné narysovat krivky priepustnosti s gradientmi vhodnymi na presné meranie. Potom zastavte dalsf
rast rychlym vstreknutim 1 ml roztoku formaldehydu (4.6) do kazdej skamavky.
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7.5. Meranie rastu

Zmerajte priepustnosti fotometrom pri 590 nm, s pristrojom nastavenym na 100 % priepustnost pri najcire-
jSom $tandardnom roztoku (zodpovedajiicom najvacsiemu obsahu antibiotika). Nakolko rézne skiimavky buda
vykazovat mierne rozdiely v turbidite, treba pouzivat asponn 2 cm kyvety, a odportica sa pouzivat 5 cm

kyvety.
Vypocet vysledkov
Nakreslite kalibra¢nti krivku na milimetrovy graficky papier vynesenim fotometrickych priepustnosti proti koncen-
trdcidm antibiotika. Hodnoty priepustnosti extraktu interpolujte z krivky. Vypocitajte obsah antibiotika vo vzorke.
Opakovatelnost
Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych v tej istej vzorke nesmie presiahnut 10 % rela-
tivnych.

3. STANOVENIE OLEANDOMY CINU

- difaziou na agare —

Ukel a oblast

Této metdda umoznuje, a to dokonca aj v pritomnosti tetracyklinov, stanovit obsah oleandomycinu v krmivéch,
koncentritoch a premixoch, ak sti pritomné v mnozstvach vicsich ako 0,5 ppm.

Podstata metédy

Vzorka sa extrahuje zriedenym metanolovym roztokom tri(hydroxymetylamino)metdnu. Po odstredeni sa extrakt
zriedi a jeho antibiotickd aktivita sa stanovi odmeranim difdzie oleandomycinu na agarovej pode naockovanej
mikroorganizmom B. Cereus. Diftizia sa prejavi tvorbou inhibi¢nych z6n v pritomnosti mikroorganizmov. Priemer
tychto z6n je priamo timerny logaritmu koncentracie antibiotika.

3. Mikroorganizmus: B. Cereus K 250 TR (') (odolny voci tetracyklinom)

3.1. Uchovdvanie zdkladného kmefia

Inokulujte kmeniom B. Cereus skimavku so $ikmym agarom pripravenym zo Zivnej pody (4.1), do ktorej bolo
pridanych 100 pg na 5 ml oxytetracyklinu. Inkubujte cez noc pri teplote 30 °C. Kultdru uchovavajte v chlad-
nicke a $ikmy agar preockujte kazdé 4 tyzdne.

3.2. Priprava spdrovej suspenzie

Baktérie zo skiimavky so $ikmym agarom (3.1) zmyte priblizne 3 ml fyziologického solného roztoku (4.3).
Touto suspenziou naockujte Rouxovu flagu obsahujicu 300 ml Zivnej pody (4.1) s koncentraciou agaru 3 az
4 %. Inkubujte 3 — 5 dnf pri teplote 28 — 30 °C, potom po kontrole sporuldcie pod mikroskopom zmyte
spéry do 15 ml etanolu (4.4), a premiesajte. Tdto suspenzia vydrzi v chladnicke 5 mesiacov alebo aj dlhsie.

Predbeznymi skiskami na platniach so zdkladnym médiom na stanovovanie (4.2) urcite mnoZstvo inokula,
ktoré, poskytne pre rozne koncentricie oleandomycinu najvacsie mozné inhibicné zény, ktoré budd este stale
¢ire. Toto mnozstvo sa obvykle pohybuje od 0,1 do 0,2 ml na 1 000 ml. Zivnd poda sa ockuje pri teplote
60 °C.

(") Kmen izolovala LUFA v Kieli.
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Zivné pody a chemikilie

4.1. Zivnd poda na uchovdvanie zdkladného kmefia (")

Glukoéza 1g
Tripsinovy peptén 10 g
Misovy extrakt 1,5 ¢
Kvasni¢ny extrakt 3g

Agar, v zavislosti od kvality 10az20 g
Destilovand voda do objemu 1000 ml

Bezprostredne pred pouzitim upravte pH na hodnotu 6,5.

4.2. Zdkladnd Zivnd poda na stanovenie (%)
pH Zivnej pody (4.1) sa upravi na hodnotu 8,8.
4.3. Sterilny fyziologicky solny roztok.
4.4. 20 % (v[v)etanol.
4.5. Cisty metanol.

4.6. 0,5 % (w[v) roztok tri(hydroxymetylamino)metdnu, p.a.

4.7. Extrakéné cinidlo

Cisty’ metanol 50 ml
Destilovand voda 50 ml

Tri(hydroxymetylamino)metdn p.a. 0,5 g

4.8. Standardnd l4tka: oleandomycin o znamej aktivite.

Standardny roztok

Rozpustite Cast Standardnej ldtky (4.8) v 5 ml metanolu (4.5) a zriedte roztokom (4.6) tak, aby ste dosiahli
koncentraciu oleandomycinu 100 pg na ml.

Z tohto zdsobného roztoku pripravte $tandardny pracovny roztok Sy obsahujtci 0,1 pg na ml oleandomycinu zrie-
denim roztokom (4.6). Potom pripravte ndslednymi riedeniami (1 + 1), roztokom (4.6), nasledovné koncentracie:

S, 0,05 pg/ml
5 0,025  pg/ml
) 0,0125 pg/ml

wv »n

Extrakcia

Vezmite sktiSobni vzorku o hmotnosti 2 az 10 g, v zévislosti od predpokladaného obsahu oleandomycinu vo
vzorke, pridajte 100 ml ¢inidla (4.7) a pretrepdvajte 30 mindt na trepacke.

Odstredte, alikvotnti primerand Cast extraktu zriedte roztokom (4.6) tak, aby ste dosiahli predpokladant koncen-
triciu oleandomycinu 0,1 pg/ml (= Uy). Potom pripravte koncentricie U,, U, a U, ndslednymi riedeniami (1 + 1)
roztokom (4.6).

ze sa pouzit akdkolvek komercnd Zivnd poda obdobného zloZenia a poskytujiica rovnaké vysledky.
Ze sa pouzit akdkolvek komerénd Zivnd poda obdobného zloZenia a poskytujiica rovnaké vysledky.
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Metdda stanovenia

7.1. Inokuldcia Zivnej pody

Inokulujte pri teplote 60 °C zdkladni Zivnd podu na stanovenie (4.2) sporovou suspenziou (3.2).

7.2. Priprava platni

Diftizia na agare sa vykond na platniach so 4 koncentraciami $tandardného roztoku (S, S,, S,, S,) a 4 koncen-
trdciami extraktu (Uy U,, U, a U)). Styri koncentrécie extraktu a $tandardného roztoku sa musia naniest na
kazda platiu.

Z tohto dovodu zvolte dostatocne velké platne, aby bolo mozné urobit do agarovej pody najmenej 8 jamiek
o priemere 10 aZ 13 mm. Vypocitajte mnoZstvo inokulovanej Zivnej pody (7.1), potrebné na ziskanie rovno-
mernej vrstvy priblizne 2 mm hrubej. Skisku je vhodné vykonat na sklenenych platniach, s dobre prilicha-
jacim hlinikovym alebo plastovym rémom o priemere 200 mm a vyske 20 mm.

Do jamiek napipetujte presne odmerané mnozstvd od 0,10 do 0,15 ml roztoku antibiotika, v zavislosti od
priemeru jamiek.

Pri kazdej vzorke zopakujte difiziu aspon 4-krdt s kazdou koncentriciou tak, aby sa pri kazdom stanoveni
vyhodnotilo 32 inhibi¢nych zon.
7.3. Inkubdcia

Platne inkubujte priblizne 18 hodin pri teplote 28 az 30 °C.

Vyhodnotenie
Odmerajte priemer inhibi¢nych z6n, najlepsie projekciou. Zaznamenajte merania na semilogaritmicky papier, vyne-
senim logaritmu koncentrécii proti priemeru inhibi¢nych z6én. Zakreslite priamky tandardného roztoku a extraktu.

Tieto dve priamky budii rovnobezné za predpokladu, ze nedoslo k interferencii.

Logaritmus relativnej aktivity sa vypocita podla nasledovného vzorca:

(U, + U, + U, + Ug-S; -S, -S, -Sg) - 0,602
Uy + Ug + S + S-Up -U, -S4 =S,

Skuto¢nd aktivita = predpokladand aktivita x reaktivna aktivita

Opakovatelnost
Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych v tej istej vzorke nesmie presiahnut 10 % rela-
tivnych.

4. STANOVENIE TYLOZINU

— diftiziou na agare —

Ukel a oblast

Této metéda umoziuje stanovenie obsahu tylozinu v krmivdch, koncentrdtoch a premixoch, ak je pritomny

Podstata metédy

Vzorka sa vystavi posobeniu fosfore¢nanového tlmivého roztoku o hodnote pH 8, vopred zahriateho na teplotu
80 °C a potom sa extrahuje metanolom. Po odstredeni sa extrakt zriedi a jeho antibiotickd aktivita sa stanovi
odmeranim difazie tylozinu na agarovej pode naockovanom mikroorganizmom Sarcina lutea. Difizia sa prejavi
tvorbou inhibi¢nych zén v pritomnosti mikroorganizmov. Priemer tychto zén je priamo dmerny logaritmu
koncentricie antibiotika.
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3. Mikroorganizmus: Sarcina lutea ATCC & 9341

3.1. Uchovdvanie zdkladného kmeria

Inokulujte mikroorganizmom Sarcina lutea skimavku so $ikmym agarom pripravenym zo Zzivnej pody (4.1),
pH upravte na hodnotu 7,0. Inkubujte cez noc pri teplote 35 °C. Kultiiru uchovavajte v chladnicke a $ikmy
agar preockujte kazdy mesiac.

3.2. Priprava bakteridlnej suspenzie

Z posledne pripravenej skimavky so sikmym agarom (3.1) zmyte baktérie 2 — 3 ml fyziologického solného
roztoku (4.4). Touto suspenziou naockujte Rouxovu flasu obsahujiicu 250 ml Zivnej pody (4.1), s pH upra-
venym na hodnotu 7,0. Inkubujte 24 hodin pri teplote 35 °C, potom baktérie zmyte do 25 ml fyziologického
solného roztoku (4.4). Premiesajte a zriedte tdto suspenziu tak, aby ste dosiahli priblizne 75 % priepustnost
svetla pri 650 nm.

Ak sa suspenzia uchovéva v chladnicke, mozno ju pouzivat jeden tyzden.

Predbeznymi skiskami na platniach so zdkladnou poédou na stanovenie (4.1) urcite mnozstvo inokula, ktoré

poskytne pre rozne koncentricie tylozinu najvicsie mozné inhibiéné z6ny, ktoré budi este stdle &ire. Zivnd
poda sa ockuje pri teplote 48 °C az 50 °C.

4. Zivnad pdda a chemikilie

4.1. Zdkladnd Zivnd poda na stanovenie ()

Glukoéza 1¢g
Tripsinovy peptén 10 g
Misovy extrakt 15 ¢
Kvasni¢ny extrakt 3¢

Agar, v zavislosti od kvality 10az20 g
Destilovand voda do objemu 1000 ml

V pripade uchovévania zdkladného kmena a pripravy baktériovej suspenzie upravte pH bezprostredne pred
pouzitim na hodnotu 7,0 a v pripade stanovenia na hodnotu 8,0.

4.2. Fosforecnanovy tlmivy roztok, pH 8

Dihydrogénfosforecnan draselny 0,523 g

KH,PO, p.a.
Hydrogénfosfore¢nan didraselny 16,730 g
K,HPO, p.a.

Destilovand voda do objemu 1000 ml

4.3. Fosforecnanovy tlmivy roztok, pH 7

Dihydrogénfosfore¢nan draselny KH,PO, p.a. 55 ¢
Hydrogénfosfore¢nan didraselny K,HPO, p.a. 13,6 g
Destilovand voda do objemu 1000 ml

4.4. Sterilny fyziologicky solny roztok.

4.5. Cisty metanol.

4.6. 40 % (/v/[v)metanol.

4.7. Zmes fosfore¢nanovy tlmivy roztok (4.2)/Cisty metanol: v objemovych dieloch 60/40.

4.8. Standardnd létka: Tylozin o zndmej aktivite.

(") Moze sa pouzit akdkolvek komerénd Zivnd poda obdobného zloZenia a poskytujiica rovnaké vysledky.
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Standardné roztoky

Standardni létku (4.8) vysuste 3 hodiny pri teplote 60 °C vo vakuovej susiarni (5 mm ortutového stlpca). Navéite
10 az 50 mg do odmernej banky, rozpustite v 5 ml metanolu (4.5) a roztok zriedte fosfore¢nanovym tlmivym
roztokom s pH 7 (4.3) tak, aby ste dosiahli koncentrdciu typlozinu 1000 pg na ml.

Pripravte $tandardny pracovny roztok S, obsahujtici 2 pg na ml tylozinu zriedenim zmesou (4.7).

Potom pripravte ndslednymi riedeniami (1 + 1)zmesou (4.7), nasledovné koncentrécie:

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

Extrakcia

Ak ide o koncentréty pouzite 10 g skdSobnej vzorky; ak ide o premixy a krmivd 20 g skdSobnej vzorky. Pridajte
60 ml fosfore¢nanového timivého roztoku s hodnotou pH 8 (4.2), vopred zahriateho na teplotu 80 °C a homoge-
nizujte 2 mindty v mixéri (domdci mixér, Ultra-Turax, atd).

Nechajte stdt 10 mindt, pridajte 40 ml metanolu (4.5) a homogenizujte 5 mindt. Extrakt odstredte a alikvotni
primeranti Cast zriedte zmesou (4.7) tak, aby ste dosiahli predpokladand koncentriciu tylozinu 2 pg/ml (= Uy).
Potom pripravte koncentricie U,, U, a U, naslednymi riedeniami (1 + 1) zmesou (4.7).

Pre obsahy mensie ako 10 ppm odparte extrakt do sucha v rota¢nej odparke pri teplote 35 °C a zvySok rozpustite
v 40 % metanole (4.6).

Metdda stanovenia

7.1. Inokuldcia Zivnej pody
Inokulujte pri teplote 48 az 50 °C zakladnd Zivni podu na stanovenie (4.1), hodnotu pH upravte na 8,0
bakteridlnou suspenziou (3.2).

7.2. Priprava platni
Diftizia na agare sa vykond na platniach so 4 koncentrdciami $tandardného roztoku (S, S,, S,, S;) a 4 koncen-
trdciami extraktu (Uy U,, U, a U)). Styri koncentrécie extraktu a $tandardného roztoku sa musia naniest na
kazdd platiu.
Z tohto dovodu zvolte dostatocne velké platne, aby bolo mozné urobit do agarovej pody najmenej 8 jamiek
o priemere 10 az 13 mm. Vypocitajte mnozstvo inokulovanej Zivnej pody (7.1) potrebné na ziskanie rovno-
mernej vrstvy priblizne 2 mm hrubej. Skiiska by sa mala prednostne vykonat na sklenenych platniach s dobre

prilichajiicim hlinikovym alebo plastovym rdmom o priemere 200 mm a vyske 20 mm.

Do jamiek napipetujte presne odmerané mnozstvd od 0,10 do 0,15 ml roztoku antibiotika, v zdvislosti od
priemeru jamiek.

Pri kazdej vzorke zopakujte difiziu aspon 4-krdt s kazdou koncentriciou tak, aby sa pri kazdom stanoven{
vyhodnotilo 32 inhibi¢nych zén.
7.3. Inkubdcia

Platne inkubujte cez noc pri teplote 35 az 37 °C.

Vyhodnotenie
Odmerajte priemer inhibi¢nych z6n, najlepsie projekciou. Zaznamenajte merania na semilogaritmicky papier, vyne-
senim logaritmu koncentrécii proti priemeru inhibi¢nych z6én. Zakreslite priamky $tandardného roztoku a extraktu.

Tieto dve priamky budii rovnobezné, za predpokladu, Ze nedoslo k interferencii.

Logaritmus relativnej aktivity sa vypocita podla nasledovného vzorca:

(Ui + U, + Uy + Ug -5 =S, -S4 =S;) - 0,602
U, + Uy + Sy + S-Uy -U, =S, -5,

Skuto¢nd aktivita = predpokladand aktivita x relativna aktivita
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9. Opakovatelnost
Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych v tej istej vzorke nesmie presiahnut 10 % rela-
tivnych.
5. STANOVENIE VIRGINIAMYCINU

- difaziou na agare —

1. Utel a oblast

Této metdéda umoziuje stanovenie obsahu virginiamycinu v krmivach, koncentrdtoch a premixoch, ak je pritomny

2. Podstata metédy

Vzorka sa extrahuje roztokom ,Tween 80“ v metanole. Po odstredeni alebo prefiltrovani sa extrakt zriedi a jeho
antibiotickd aktivita sa stanovi odmeranim diftizie virginiamycinu na agarovej pode naockovanej mikroorganizmom
Sarcina lutea. Difiizia sa prejavi tvorbou inhibicnych zén v pritomnosti mikroorganizmov. Priemer tychto zén je
priamo tmerny logaritmu koncentricie antibiotika.

3. Mikroorganizmus: Sarcina lutea ATCC & 9341

3.1. Uchovdvanie zdkladného kmefia

Inokulujte mikroorganizmom S. Lutea skiimavku so §ikmym agarom pripravenym zo Zivnej pody (4.1). Inku-
bujte cez noc pri teplote 35 °C. Kultdru uchovévajte v chladnicke a sikmy agar preockujte kazdych 14 dni.

3.2. Priprava bakteridlnej suspenzie

Baktérie z posledne pripravenej skiimavky so Sikmym agarom (3.1) zmyte 2 — 3 ml fyziologického solného
roztoku (4.3). Touto suspenziou naockujte Rouxovu flasu obsahujicu 250 ml Zivnej pody (4.1). Inkubujte 24
hodin pri teplote 35 °C, potom baktérie zmyte do 25 ml fyziologického solného roztoku (4.3). Premiesajte
a zriedte tto suspenziu tak, aby ste dosiahli priblizne 75 % priepustnost svetla pri 650 nm. Ak sa tito
suspenzia uchovdva v chladnicke, mozno ju pouzivat jeden tyzder.

Predbeznymi skdskami na platniach so zdkladnou podou na stanovenie (4.1) urcite mnozstvo inokula, ktoré
poskytne pri roznych koncentracidch virginiamycinu virginiamycinu najvicsie mozné inhibi¢né zoény, ktoré
budt este stale ¢ire. Zivnd poda sa ockuje pri teplote 48 °C az 50 °C.

4. Zivné pddy a chemikalie

4.1. Zdkladnd zZivnd poda na stanovenie (')

Glukéza 1g
Tripsinovy peptén 10 g
Misovy extrakt 15 ¢
Kvasni¢ny extrakt 3¢

Agar, v zdvislosti od kvality 102220 g
Destilovand voda do objemu 1000 ml

Pred pouzitim upravte pH na hodnotu 6,5.

(") Amidova Cierna sa pouziva na zvyraznenie inhibi¢nych z6n Standardnych roztokov (modré prstence).
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4.2. Fosforecnanovy tlmivy roztok, pH 6

Dihydrogénfosforecnan draselny 8,0 g

KH,PO, p.a.

Hydrogénfosfore¢nan didraselny 2,0 g
K,HPO, p.a.

Destilovand voda do objemu 1000 ml

4.3. Sterilny fyziologicky solny roztok.

4.4. Cisty metanol.

4.5. Zmes fosfore¢nanovy tlmivy roztok (4.2)/Cisty metanol: v objemovych dieloch 80/20.
4.6. 0,5 % (w/v) roztok ,Tween 80“ v metanole.

4.7. Standardnd létka: Virginiamycin o zndmej aktivite.

Standardné roztoky

Pripravte metanolovy roztok $tandardnej latky (4.7) obsahujiici 800 pg na ml virginiamycinu. Z tohto zdsobného
roztoku pripravte Standardny pracovny roztok S, obsahujici 1 pg na ml virginiamycinu riedenim zmesou (4.5).
Potom pripravte ndslednymi riedeniami (1 + 1) zmesou (4.5), nasledovné koncentrécie:

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

Extrakcia

6.1. Produkty s obsahom virginiamycinu 50 ppm alebo menej.

Vezmite 10 az 20 g sktiSobnej vzorky, pridajte 100 ml roztoku (4.6) a pretrepdvajte 30 mintt na trepacke.
Odstredte alebo prefiltrujte, 20 ml ¢ireho roztoku odparte dosucha v rotacnej odparke. Zvysok rozpustite
v 20 ml alebo viac zmesi (4.5) tak, aby ste dosiahli predpokladanii koncentrdciu virginiamycinu 1 pg na ml
(= Uy). Potom pripravte koncentracie U,, U, a U, ndslednymi riedeniami (1 + 1) zmesou (4.5).

6.2. Produkty s obsahom virginiamycinu viac ako 50 ppm.

Vezmite 1 az 10 g skdsobnej vzorky, pridajte 100 ml roztoku (4.6) a pretrepavajte 30 mindt na trepacke.
Odstredte alebo prefiltrujte, potom zriedte zmesou (4.5) tak, aby ste dosiahli predpokladani koncentriciu
virginiamycinu 1 pg na ml (= Uy). Potom pripravte koncentricie U,, U, a U, spdosobom uvedenym v bode
6.1.

Metdda stanovenia

7.1. Inokuldcia Zivnej pody

Inokulujte zédkladnt Zivnt podu na stanovenie (4.1) pri teplote 48 az 50 °C suspenziou baktérif (3.2).

7.2. Priprava platni

Diftizia na agare sa vykond na platniach so 4 koncentraciami $tandardného roztoku (S, S,, S,, S,) a 4 koncen-
trdciami extraktu (Ugy U,, U, a U)). Styri koncentrécie extraktu a $tandardného roztoku sa musia naniest na
kazdd misku.

Z tohto dovodu zvolte dostatocne velké misky, aby bolo mozné urobit do agarovej pody najmenej 8 jamiek
o priemere 10 aZ 13 mm. Vypocitajte mnozstvo inokulovanej zivnej pody (7.1) potrebné na ziskanie rovno-
mernej vrstvy priblizne 2 mm hrubej. Skisku je vhodné vykonat na sklenenych platniach s dobre prilicha-
jucim hlintkovym alebo plastovym rdmom o priemere 200 mm a vyske 20 mm.
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Do jamiek napipetujte presne odmerané mnozstvd od 0,10 do 0,15 ml roztoku antibiotika, v zdvislosti od
priemeru jamiek.

Pri kazdej vzorke zopakujte difiziu aspon 4-krdt s kazdou koncentraciou tak, aby sa pri kazdom stanoven{
vyhodnotilo 32 inhibi¢nych z6n.

7.3. Inkubdcia
Platne inkubujte priblizne 18 hodin pri teplote 28 az 30 °C.

8. Vyhodnotenie

Odmerajte priemer inhibi¢nych zén, najlepsie projekciou. Zaznamenajte merania na semilogaritmicky papier, vyne-
senim logaritmu koncentracif proti priemeru inhibi¢nych z6én. Zakreslite priamky $tandardného roztoku a extraktu.
Tieto dve priamky budii rovnobezné, za predpokladu, Ze nedoslo k interferencii.

Logaritmus relativnej aktivity sa vypocita podla nasledovného vzorca:

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

Skutocnd aktivita = predpokladand aktivita x relativna aktivita

9. Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch paralelnych stanoveni vykonanych v tej istej vzorke nesmie presiahnut 10 % rela-
tivnych.



