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PASZE Oznaczanie tylozyny w preparatach, 

koncentratach, premlksach 
i mieszankach paszowych 
metodą mikrobiologiczną Grupa katalogowa 1549 

l. WSTĘP 

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy jest meto­
da mikiobiologiczna : płytkowo-studzienkowa oznacza­
nia tylozyny w preparatach , koncentratach , premiksach 
i mieszankach paszowych . 

1.2. Zakres stosowania normy. Metoda ma zastoso­
wa ni e do oznaczan ia tylozyny w preparacie Tylan, ko n­
ce ntrac ie KT-I , polfamiksach 3P i 3PW oraz mieszan­
kach PP-prestarter i PP-grower zawi erających tylozynę . 

2. METODA BADANIA 

2.1. Zasada oznaczani~ polega na pomiarze średnicy 
ko li styc h stref zahamowan ia wzrostu szczepu testowego 
Sarcina lutea A TCC9341 i obliczeniu na tej podsta­
wie zawartości tylozyny. Czułość metody - 2 mg/kg. 

2.2. Aparatura i przyrządy 
a) Au tok la w. 
b) Cieplarka . 
c) Aparat Koch a. 
d) Wstrząsarka laboratoryjna . 
e) Wirówka . 
f) Spektrokolorymetr. 
g) Pehametr. 
h ) Płytki Petriego o średn i cy 12 -;- 15 cm . 
i) Korkobory o średnicy 10 -;- 13 mm . 
j) Urządzenia projekcyjne lub su wm iarka do pomia­

ru stref zahamo wania wzrostu. 
2.3. Odczynniki, roztwory i materiały . Podczas ana li­

zy, jeżeli nie za znaczono inaczej , należy stosować wy­
łąc znie odczynniki cz.d .a., oraz wodę destylowaną lub 
wodę o równoważnej czystości. 

a) Substancja standardowa - tylozyna o znanej 
aktywności. 

b) Metanol cz. 
c) Sodowy chlorek , roztwór 0.,8% (m/V). Roztwór 

sterylizować 20. min przy c iś nieniu 0.,1 MPa (l atm). 
d) Bufor fo sfo ranowy pH - 8,0.. Odważyć 0.,523 g 

potasowego fos foranu jednozasadowego (KH 2P04) 

16,730. g potasowego fosforanu dwuzasadowego 
(K 2HP0 4) . Oba składniki rozpuścić w wodzie . Końco-

wa objętość uzyskanego roztworu wynosi I I. Bufor 
s tery li zować 20. min przy - c i śnieniu D, I MPa (I a tm) . 
Ustalić pH po ste rylizacji na 8,0.. 

e) Bufor fosforanowy pH - 7,0.. Odważyć 5,5 g 
potasowego fosfo ranu jednozasadowego (K H 2P0 4) 
i 13,6 potasowego fosforanu dwuzasadowego (K 2HP0 4) . 

Oba składnik i rozpuścić w wodzie . Końcowa objęto ść 
uzyskanego roztworu wynosi I I. Bufor sterylizować 

20. min przy ciśnieni u 0.,1 MPa (I atm). Ustalić pH po 
sterylizacji na 7,0.. 

f) Mieszanina bu foru i metanolu. Zmieszać bufor 
o pH 8,0. i metanol w stosunku 60. -;- 40. (V/V). 

g) Papie r półlogarytmiczny lub milimetrowy. 
2.4. Pożywki, szczepy 
2.4.1. Pożywka ' do otrzymywania i przechowywania 

szczepu testowego. 
a) Glukoza - 1,0. g. 
b) Pepton - 6,0. g. 
c) Trypton - 4,0. g. 
d) Ekstra kt mięsn y - 1,5 g. 
e) Eks trakt drożdżowy - 3,0. g. 
f) Agar - ID -;- 20. g. 
g) Woda destylowana do 10.0.0. mI. 
Pożywkę sterylizować przez 15 min przy ciśnieniu 

0.,1 MPa (I a tm). Po stery li zacji pH podłoża ustalić 

na 7,0. . Roz l ać do probówek bakteriologicznych po 
około 3 mi i do butelek Roux po 250. mi pożywki. 

Butel ki Roux ustawić w pozycji poziomej, a probówki 
w pozycji ukośnej, aż do zastygnięcia podłoża . 

2.4.2. Pożywka do wykonania oznaczania. Przygoto­
wać pożywkę o składzie podanym wg 2.4.1. Po stery­
lizacji pH ustalić na 8,0.. 

2.4.3. Szczep testowy - Sarcina lutea A TTC 9341. 
Na skos agarowy o pH 7,0. posiać drobnoustrój tes to­
wy i inkubować 24 h w' temperaturze 35°C. Hodowlę 
bakte ryjną przechowywać w lodówce w temperaturze 
+4°C i przed upływem 4 tygodni przes i ać na nowy skos 
agarowy . 

2.4.4. Przygotowanie zawiesiny komórek drobnoustro­
ju testowego 

Do dwóch probówek hodowli szczepu testowego na 
skosie wprowadzić po 2 mi stery lnego, świeżo przygo-
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towanego roztworu sol i fizjo logicznej wg 2.3c) zmyć 

hodowlę przy użyciu jałowych perełek szkl a nyc h . Uzys­
kaną zaw i esi n ę przenieść na podłoże w butelce Roux 
przygo towane wg 2.4.1 i równomiernie rozprowadzić 

po całej powierzchni podłoża. Inkubować w tempera­
turze 35°C przez 24 h . Po okresie in kubacji zmyć 

hodowlę 25 mi stery lnego roztworu soli fizjologicznej 
wg 2.3c) przy użyc iu jałowych szklanych perełe k . Uzys­
kaną zawiesinę przenieść do kolbki s tożkowej ze szlifem 
pojemności 50 mI. Pobrać jałowo I mi zawiesiny d o 
kolbki pomiarowej pojemności 50 mI i dodać 24 mi 
roztwo ru so li fi zjologicznej. Zawartość kolbki wymie­
szać i zm i erzyć gęs t ość optyc;zn ą uzyskanej zawiesiny 
w spektrokolorymetrze przy długości fali 580 nm i dro­
dze świa tła 10 mm . Przepuszcza lność powinna wynosić 

24 -;- 25 % . Do oznaczan ia używać zawiesinę nieroz­
cień czo ną. uzyska ną 7e zmycia butelki Roux. Zawiesi­
n ę przechowywać w lodowóce do 10 dni . 

2.5. Przygotowanie roztworów standardu 
2.5.1. Roztwór wzorcowy podstawowy. Od ważyć na 

wadze a~la litycznej 10 -;- 50 mg tylozyny o znanej 
aklywności i rozpuśc ić w 5 mi me tanolu cz . Otrzymany 
rOlt wór ta k rozc i eóc zyć za pomocą bj,lforu fosf orano­
wego o p H 7,0, żeb y uzyskać aktywność równą 

1000 ilg/ml. Roztwór przec h owywać w lodówce do 
d l\ ' h tygodn i. 

2.S.2. Roztwory wzorcowe robocze. Z roztworu pod­
S la'ńOwego przyrządzić w dn iu oznacza nia dal sze roz­
ciellczen ie tylozyny mieszaniną buforu fosfora nowego 
i metanolu czyskgo wg 2.31) do uzyska nia n astępują­
cych s tężeI'l: 2,0; 1,0 ; fU; 0,25; Ilg/m1 (Ss. S4. S2, SI). 

2.6. Wykonanie "ozna'czania 
2.6. L Przygotowanie ekstraktów analizowanych prób. 

Spo rządz i ć z dokład n ośc i ą 0,001 g (prepara ty, premik­
sy) lub 0 ,01 g (koncentra ty mie zanki) odważkę p róby 
( zalącznik I) i um i eścić w kolbie s tożkowej zc szl ife m 
pojemności 250 r.l l. Dodać 60 m i buforu fosfo rano­
wego o pH 8 ogrzanego do t.emperat ury 80'J C i za-

. wa rt ość kolby po wymiesza rii t1 wstrząsać na wstrząsar­

n : luboratoryjnej p r7ez 15 mi n . Roztwór pozosta '.v ić 
n.J 10 m in i po tym czas ie dodać 40 mi metanolu 
cz. wg 2.3b) i w~, trz,!sa ć da lsze 5 min . Ekstrak t odwi­
rować przy 3000 obr/m in w ciągu \O min. Pobrać od­
powiedni ą i l o ść supernatanlu (załącznik l ) i za pomo­
Ce) miesza niny b uforu i metano lu wg 2.30 wykonać roz­
cie I'lczen ia zgodn ie 'l za łączn ikiem l. S tęże ni e uzyskane­
go roz tworu wynosi 2 Ilg/ml (Us). 

2.6.2. Przygotowanie rozcieńczeń ekstraktów do ba­
dań. Ek st rakty o s tęże niu 2,0 ~g/m l (Ug) rozci e I'l czyć 

m i esza niną buforu i metano lu wg 2.3f) kolejno w sto­
sunku \: l uzys kując stężenia: 

1,0 pg/ml (U 4), 

0.5 ~lg/m l (U 2), 

0,2 5 Ilg/ml (UI). 

2.6.3. Przygotowanie płytek do oznaczan I przepro­
wadzenie badania. Rozpuścić uprzednio przygotowaną 
wg 2.4.2 pożywkę agarową. ostudzić do temperatury 
około 50°C i wprowadzić dro bnoustrój testowy w ilości 
0,05 mi na 30 mi pożywki . Tak przygotowaną pożyw­
k ę rozlać do jałowych płytek Petriego. Warstwa podło-

ża powinna wynosić około 2 mm. Po wystygnięciu 

agaru na każdej płytce wyciąć za pomocą korkoboru 
po 8 otworów. Dla każdej badanej próby przygotować 
cztery płytki . Na obwodzie płytki zaznaczyć dermato­
grafem miej sce ' jednego z otworów i posuwając się 

zgodnie z ruchem wskazówe k zegara napeln ić otwory 
roztworami wzorca o stężeniu ty lozyny 2,0 ; 1,0; 0,5; 
0,25 ilg/ml oraz roztworami z badanej pró by o ta kim 
samym stęże niu ty łozyny w ilości O, I O -;- 0,15 mł na 
otwó r. Płytki inkubować przez 18 h w temperaturze 
28 -;- 30°C. 

2.7. Obliczenie wyniku oznaczania. Zmierzyć ś red nice 

stref zahamowania wzrostu z dokładnością. 0, I mm . 
Wyniki pomiarów zapisać w tablicy i wyl i czyć średnie 

a rytmetyczne dla odpowiadających sobie st ref z 4 pły­
tek zarówno dla roztworu wzorcowego , jak i badanego. 
Uzyskane średnie wykorzystać do wyliczenia uśrednio­
nej wartości wielkości strefy za hamowania wzrostu dl a 
najniższego i najwyższego stężenia wzorca i próbki. 
Wielkość st refy za hamowania dla najni ższego stężenia 
wzorca (5L), obliczyć wg wzoru 

7 S l + 45 2 + 54 - 2S 8 

5L = 
\O 

( I ) 

w którym SI, 52, 54, 58 - średnic arytmetyczne ś red ni c 

stref zahamowania wzrostu d la roztworów wzorcowych 
tylozyny przy stężen iach 0,25 ; 0,5: 1,0; 2,0 pg/ml , mm . 

Wielkość strefy zahamowania dla n ajwyższego stęże­
l1Ia wzorca (5H), obliczyć wg wzo ru 

5H = 
7 S 8 + 4S 4 + S 2 - 25 l 

10 

w który m 5 1, :Oh 54, S 8 - jak we wzorze (l). 

(2) 

Obliczając wielkość s tref za hamowania wzrostu dla 
próby korzystać z tych sa m yc h wzorów wstawiając 

w miejsce symbolu S symbo l U. Znaczen ie symboli 
5 i U jest identyczne jak we wzorze na oblicza nie 
logarytmu względnej aktywno5c i (lg A). 

Wyliczone wartości dla wzorca i próby nanieść na 
papier półlogarytmiczny z za znaczonym i stężeniam i 

w Ilg/ ml na skali logarytmicznej i średnica mi stref za­
ha mowania wzrostu w mm na skal i arytmetycznej. 
W przypadku braku papieru półlogarytm i cznego śred ­

nice stref zahamowania wzrostu odnieść do logary tmów 
stęże I'l . Przez uzys kane punk ty wykreślić proste dla 
roztworu wzorcowego (S) i badanego (U). Otrzymane 
linie powinny być równoległe, co daje pewność , że pod­
czas badania ni e nastąpiły interferencje . 

Linie można także uZIlać za równo ległe, jeżeli war­
t ości różn i c 5H-5L i UH-UL nie różni ą s i ę więcej niż 

10% ich średniej wartości . Jeżeli warunek równoległości 
liIl ii jest spełniony obliczyć logarytm względnej ak tyw­
ności tylozyny (lg A) wg wzoru 

(3) 
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w którym: 
Ul , U2, U4, U8 średnie arytmetyczne średnic stref 

zahamowania wzrostu dla roztwo­
rów badanych prób przy założo­

nych stężeniach tylozyny 0,25; 0,5; 
1,0; 2,0 Jlg/m l, mm, 

5 1; 5 2;54;58 - jak ' we wzorze I, 
0,602 - współczynnik przeliczeniowy. 

Rzeczywistą zawartość tylozyny w bada nej próbie 
(X) obliczyć wg wzoru 

x = y . z (4) 
w którym: 

y założona zawartość tylozyny , 
z - antylogarytm względnej aktywności . 

Założoną zawartość tylozy ny wraz z jednostkami 
podaje załącznik I. Antylogarytm względnej aktywności 
tylozyny powinien mieścić się w zakresie od 0,5 do 2,0. 
Jeżeli warunek ten nie jest spełniony , oznaczanie na l eży 
powtórzyć zwracając szczególną uwagę na odpowiednie 
dostosowanie stężenia ekstraktu do W7.0rca. 

2.8. Wynik końcowy oznaczania. Za wynik na leży 

przyjąć średnią a rytmetyczną wyników dwóch równo­
ległych oznaczeń nie różniących się więcej niż 5% błę­
du względnego w przypadku preparatu i premiksów 
i 10% błędu względnego w przypadku koncentratu 
i mieszanek. Wynik podać w zaokrągleniu do jed nego 
miejsca po przec inku . 

KONIEC 

ZAŁĄCZNIK 

DANE DLA PRZYGOTOWANIA EKSTRAKTÓW ANALIZOWANYCH PRÓB 

Założona za wartość Wielkość odwa żki Objętość po bra nego R ozc ie ńcze nie do 
Nazwa pró by tylozyny g superna tantu objętości 

mi mi 

T ylan 100 g/kg I 2 łOO ') 

Po lfam iks ]p 5 g/kg 4 I 100 
--

Po lfa misk 31' G 4 g/kg 5 I 100 

Ko ncent rat KT -I 200 mg/kg 10 5 50 

Miesza nka PP-pr~sl ił rter 100 mg/kg 20 5 50 --
Miesza nka PP-growe r 40 mg/kg 20 5 20 

' ) Pobrać 5 mi i rozci c l'1czyć do objętości 50 mI. 

I NFORMACJE DODATKOWE 

I. Instytucja opracowująca normę - Centra lne Laboratorium 
Przem ys iu Pa szowego IV Lub linie z/s w Sno pk owie 2 1-002 Jas tków . 

2. Autorzy projektu normy - mg r Bożena Nogalska , mgr Maria 

Jakubowska - Centralne Laborat o rium Przemysłu Pa szowego: dr 
Boł es ław Woj t o ń. lek . wet. J ad wiga Działoszyń s k a - In stytut We­
teryna rii , Puławy. 
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