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N O R M A B RANŻOWA BN-85 
Oznaczanie awoparcyny 9160-28 

PASZE W premiksach , koncentratach 
, . 

m ieszankach paszowych, I 

metodą mik robiologiczną Grupa katalogowa 1549 

1. WSTĘP 

Pr7ed mi o tem norm y jes t metopa mikrobiologicllla 

pł vtktlwo-s tud zienkowa oznaczania awoparcyn y w pre

mik sach , koncentratach i mieszankach pasLOwych. 

2. METO DA BADAŃ 

2.1. Z asada metody po lega na pomiarze ś rednicy ko

li , ty ch strei' / ahamowania wzrostu szczepu te stowego 

Baci///I.\ suhli/is ATCC 6633 i o blicza ni u na tej p o d

stawie zawartośc i awoparc yny . 

2.2. Aparatura i przyrzą dy 

a) Autoklaw. 

b ) C iepla rka . 

c ) Aparat Kocha. 

d ) W:;[ J"/ (l ~arka laboratoryjna. 

e) Pehametr. 

I") Wiró wka. 

g) A p;lra t do pomiaru stref za ham owan ia lub suw-

miark a. 

h) Kor ko ho ry o ~ redn i cy 10 mm. 

i) Plytki Pet riego o ś redni cy 12 c m . 

jl But e lki ROll X. 

2.3. Odczynniki , roztwo ry i mater i ał y 

PodCla s anali zy . jeż.e l i nie za znac zono In aczej, na

ló .y slosować wył ,!cznie odczynni ki cZ .d.a. oraz wodę 

des ty lowan'J lub wodę o równoważnej czystości. 

a) Substanc ja sta ndardowa - awoparcyna o znanej 

ak tyw n ośc i. 

b ) C h lorek sodow y - roztwór 0 ,9% , s tery ln y . 

Odwa 7.yć 9 g NaCI , rozpu śc ić w wo d z ie de sty lowanej 

i do pe l ni ć do 1000 mI. St e ry lizowa ć 20 min pod c i ś

ni e ni e m 0 , 1 MPa ( l atm) . 

c) Kwas so ln y. 

d) Wodorotlen ek sodowy. I'oz twó r o c(NaOH) 

= 2 mol / I. 

e ) Buror IOs roranowy o pH 4.5. 

Rozpu ś ci ć U ,6 g KH , P0 4 w 1000 m i wody destylo

wan ej. St e ry li zować 20 mln pod ci ś ni en i em 0 . 1 M P a 

( I <ltm). Po stery li zacji pH powinno wy nos ić 4 ,5. 

I') Mi eszan ina eks trak cyjna . 

A ce ton , woda. kwas so ln y s t ężuny, I llll eS/<l nC w sto

sunkac h obję tościowych : 65:32,5: 2,5. 

2 .4 . Pożywki , szczep testowy 
2.4.1. Pożywka do hodow li, przec h owy wania ~;ZC7e pLl 

testowego i wykonan ia o z naczl:Il. 

a) Pe pton - 6 g. 

b) Ek strakt mięsny - 1.5 g. 

c) Ekstrak t dro7dżowy 

d) Agar - 20 g. 

e) W o da destv lo wa na do 1000 mI. 

Składniki należy rozpuśc ić p rzl'l podgr/<t n i,'. R. uzlać 

po okolo 300 IllI do but elek Roux . po okolo 7 mi 

d o probówek. a w p rzypad kLi s tosO\vania pu / ywki do 

wy kon a n ia oZllacza ń rO L l ać do ko lb sto ·l. k owych \\' i 10-

Ś CI potrze bli ej do Jednorazowegu l:ży tku. Stt'l ) li;:oW,I Ć 
30 min pod c i ś nieniem 0,1 MPa ( i ;Itm). po s tery li za

cj i pH powi 11 no wynosić 6.5 ( ± O, I ). 

2 .4 .2. Szczep testowy Bacil/us sub tilis ArCe 6633. 

Na s km; agarowy wg 2.4.1 po s i ać c/J"Obn o U"lr(lJ t es i ()w~ 

i inkubo wać Ig -:- 24 h w tempnatlll lL' ,wc. 110-
dow l ę przec h owy wać w lodówce w tcm pc ratu r"'-' + 4" (' 

i przed upl y",e m mi esi:jca pr/es i ać na no\\<; s kos aga

rowv . 
2.4 .3. Przygotowanie zawiesi ny zarodników drobnou 

stroj u testowego . Skosy agarowe z wyh o do wa ny m sZC7C

pem tes to wy m wg 2.4 .2 zm yć za po mo C<! 5 mi chl orki i 

sodowego wg 2.3 b ). przy u/yciu j ał owyc i} perełek s/ kl :l

n yc h. Uzysk anq zawie s inę prze nieść na podlO Żt' w bu

te lce R o u x wg 2.4.1 i r llw n omiernie w/prowadzić po 

całej 'pow ie rzchni podłoia . Inkubowa ć plZ(:,/ :' -';-7 dni 

w te mperaturze 30°C. Po okres ie in k ubacj i /m yć ho

dow l ę 10 m i ch lorku sodowego wg 2.3 b) p l'/y u;iyciu 

jało\vyc h pe reł ek szk lan yc h. S pra wdz i ć pod mil<;o sk o 
pe m zd o l ność wy twarzania l arodnik ów i / a wi c,. ill ',' do

brze wymi eszać. Tak przygo tqwa n Ci /11 II" i,::, i 11<1 Plll'le 

być p rzechowywa na w lodówce pr/t'I 5 Jlli, ·-; ~ ~· C\' . 

2.4.4. Okreś l anie optyma lnej il ości zawic~iny używanej 

w badaniach. Po ży wkę wg 2.4. I roz pll śe i ć na I;dni wod

neJ i roz la ć po 30 mi do 6 kolb sto ż kowyLlI pojemnośc i 

100 mI. D o ka żdej kolb y / pożywk<, ostu d zon" do tem 

pe ratury około 500 e wprowad /. i ć n a ~ t ę puj;l ce il o ~c i : 
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0 , 1; 0,2 ; 0,4; 0,6 ; 0 ,8; 1,0 mi zawieSIn Y zarodnik ów 
drobnoustroj u tes towego. Zawartość ko lb dobrze wy
mieszać i wy l ać na płytki Petriego w takiej il ośc i , aby 
uzys kać warstwę agarową około 2 mm. Po zastyg nię
ci u podłoża stery ln ym korkoborem na każdej pł ytce 

wyc i ąć 4 stud zienki. Studzi enki n a pełni ć roztworem 
w i l ości 0,15 mi wzo rca awoparcyny o stt;żeni u 0.5; 

l.O ; 2,0; 4 ,0 ~lg/~ll l (SI . S 2. S4 , Sg). Pł ylki pozostawić 

przez 1 h na sto le labora toryjn ym, a nast<;pn ie prze
nieść do ciep larki i inkubować przez 16 -;-. 18 h w tem 
pera turze :lO°e. Po inkuba c ji ocen i ć wie l kość i ostrość 
uzyska nyc h st re f zahamowania 'wzrostu i wybrać opty
malm) il ość zawies in y, która b<; dli e stosowa na w ba
dania ch . 

O pt yma lna jest ta i l ość zawiesiny. przy której uzys 
kuje si<; wyraźne st refy za ham owania wzrostu bakterii 
o nast <;puj ących śred nicach : 

S I około 15 111111. 

S2 okolo 18 ml11. 
S4 okoł o 21 mm , 
SR oko lo 24 mm. 
2.5. Przygotowanie roztworu standardu 
2.5.1. Roztwór wzorcowy podstawowy. Odważyć oko

lo 10 mg awoparcy ny wg 2.3a) z dokładnośc i ą do 
0,0001 g i rozpuśc i ć w buforze fosfo ranowym wg 2.3e) 
w takiej il ości, aby pows t ały roztwó r zaw i e rał 100 ~g/ml. 
Jeże l i ro ztwór wzorcowy nic ulegnie ca lk ow it emu roz
pu szczeniu należy odważoną il ość awop,Hcyl~y rozp u
ścić w mieszaninie ekstrakcyjnej wg 2.3r) . Przechowy
wać w zamkniętej butelce w lodówce w temperatul'Zl 
4°C. Trwałość roztworu wy nosi około 7 dni. 

2.5.2. Roztwory wzorcowe robocze . Z rozt wam pod
stawowego spo rządz i ć w dniu wykona nia oznac.rania , 
ro ztwo ry robocze o na s tępującym st<;żeni u awop<lrcyny: 
w wypadku wykonywania ozn<l czell w pol!amibach 
i koncentratach 4,0; 2,0; l,q; 0,5 pg/rnl, w Illieszan 
kaeh paszowych 2,0; 1,0; 0,5; 0 ,25 pg/ml. Rozciell 
cze ni a wykonywać buforem fosforanowym wg 2.Je) . 
s t <;że ni a 7. lllni e j szać rozciellczając w s tosu n ~ll I: l. 

2.6. Wykonywanie oznaczań 
2.6.1 . Przygotowanie ek:traktów prób do analizy 
2.6.1.1. Przygotowanie ekstraktów awoparcyny z pre-

miksów i koncentratów. Z p rzygo towa nej wg PN-75 / 
R-64769 ś redni ej próbk i labora to ryj nej , s porzą d z i ć 

7. dokladn ośc i " d o 0 .01 g odważkę dobrze w)'m i\:'sza ne i 
próbki, wg 7.a L:lcznika I i umieścić w kolbie pomiarowej 
na 100 m!. Zalać próbkę 60 mi mies/dninv ekst rakcyj nej 
wg 2.3 1'). Wytrzą sać przez 15 min n~l w,trz<j', arce. Po 
zakOJlc7.e niu wyu7,jsa nia sp ra wdz i ć pH i doprowadzić 
do pH 2 u ży wając H C I. Uzupełnić objętość próbki do 
100 11',1 miesza niną e k ., lra~ cyjJl 'I . S'Il'Z)' Ć prZl? hi bule; 
do sącze ni a Wha tma n No I. Pi e rwsze 5 mi pI7es<)C7. U 
n ale ży odrzu c i ć. n astę pn e ilośc i pr zesąC7 l1 - 7bie ra ć. 

Przesclcz n ależy rozc ień uyć bul'orem 1'0sfora n/Jw) 1l1 d o 
s t<; że ni a awopa rcyny 4.0 ~g/ml wg za lc)cznika l. Z lego 
ro7tworu p rzygotowa ć stężen i a 2.0; 0 . 1 i 0 .5 pg/ ml. 
rozeie llczajclc bufo rem fos foranowym w slo~ un ku !: I. 

2.6.1.2. Przygotowanie ekstraktów awopareyny z mie
szanek paszowych . Z przygo towa ne j INg PN-75/R-M 769 
ś redn i ej prób ki laboratorvjnej , s pori'."d z ić z dokładno-

śc ią do 0,0 l g odważkę 50 g dobrze wymiesza nej i zm ie
lo nej próbki i umieścić w kolbie stożkowej pojemnośc i 

250 mI. Za l ać d okładni e odmierzonymi 100 mi m iesza
niny ekstrakcyjnej wg 2.31') i wytrząsać na wstrząsa rce 

przez :lO min. Zawartość przenieść do za mknięt ych 

probówek wirówkowych I w irować 15 m in przy 
2S00 ob r/ mi n . Kla rown y roz twór osadu na leży prze
ni eść do 150 mI kolbek Er lenm ayera i doprowadzić 
do pl-j 4,5 za pomocą NaOI-! wg 2.3d). Tak otrzy
many roz twór należy rozcieóczyć wg załącznika 2, bu
forem fosforanowym wg 2.3e), w ce lu uzyskania pró bki 
o z<lwar tosc i 2,0 ~lg/J1l1 awoparcy ny. Ro zc iellcze nie 1.0; 
0 ,5 i 0.25 pg/ ml otrzymać rozciet1l'Zajclc próbkę o stę

żen i u 2.0 pg/ ml za pOIllOCe! buforu fosforanowego 
w stosunku 1:1. 

2.6.2. Przygotowanie płytek do oznaczań i przeprowa~ 
dzenie badaJl. Dla każdej p róbki należy przygotować 

4 płytki. ROlPU';cić upl7edn io puygotowam, wg 2.4.1 
pożyw k ę ag,l row'l p17ei' podgrza n ie. ost u dzić d o tem
peratury okolo 5()OC i wp rowad zi ć optyma lli'l i l ość za

wies in y dro bnou stroju tes towego sprawdzo n<j dośw i a d

czal ni e wg 2.4.4. Us t aw i ć pl ytki Petricgo o r<~l wnylll dnie 
na wy poziomowanYIll sto le i roz l ać po IS mI zaSZC7.e
pi onej pożywk i. a by u zyskać wa rst wę aga rową gru bośc i 

okola 2 mm. Po zastygnięc i u po7.yw ki ws t awić płytki 

d o lodówk i do tempe ratury okolo 4°C na l h. Na 
każdej płytce po wyj ęc iu z lodówki na l eży wyc i <]ć kor
koborem osiem st udzienek . Pos7czeg{1 ln e st uel lic nki na
pełni ć ro ztworem w ilości 0,15 mI awoparcyny o od
powiednim s t ężeniu SI, S 2, S4. Sx wg 2.5 .2 oral roztwo
rem 0.15 mi bacianejp róbk i Ul, Ul, U4 , Ux wg 2.6. 1.1 
lub 2.6. 1.2, za zna czając na obwodl.ie pły t ki dermato
grafem pierwsze stęże ni e . a na stępne r07.twory wprowa
dzać zgodn ie z kierunki em ruchu wska/ówek 7.egara. 
Pl ytki pozostaw i ć przt'7 1 h na sto le labo rat oryjn ym. 
a n as t ępn i e pr7e ni eść do ciep la rki i inkubować przez 
16 -;-. IS h w temperaturze 30°e. 

1. 7. Ohliczanie wyników. Zmi cr/.yć si refy za ha mowa
nia wnost u bakte ri i z dokladnośc i " do 0.1 mm . Wy
nik i ponliarów zap i sać w tabe li i wy lic zyć ś rednie a ryt
met ycz ne ella o tlpowiad,tj,!cyc h so bie s t<; że ń i s tref 
'f 4 plytek za równo dla ro ztworu wzo rcowego, jak i dla 
badanego . Uzyska ne śred ni e s<! podstaw<-l do wy licze ni a 
uśrednionej wartośc i wielkości , tref za ham owa ni a 
wzros tu dla najni ż'izego SL i najwyższego SH s t ęże n ia 

standardu o raz próby U wg wzo n'>w 

SL = 

SH = 

7 S I -I- 4S 2 -I- S 4 - 2S 8 

10 

10 

( l ) 

(2 ) 

VI; kló ryclJ: SI. 5'2. S4, S g - śre dni e a rytmetycllle stref 
I.a halllowania wnostu dla kolejnyc h r ozc l e n czeń 

w/orca awoparc)ny przy stęże niu wg 2.5.2. (111m). 

D la ob li czc\nia wie lk ośc i stref 7.ahamowa nia wzros tu 
b"kteri i cl la próbki nale ż. y wvkorzys l ać te sa me wzory 
ws tawia.l<!c za mi ast sym bo li S sy mbo l U. Wy li czyć róż

nice SH - SL. i UJ I - UL.. .l eże l i wy li czo ne różn i ce 
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ni e są więk sze niż 10% ich ś redniej wartości, należy 

u znać, że zos tał spełniony warunek równoległości, 

obrazujący za l eżność pomiędzy stężeniem awoparcyny 
a wi e lkośc i ą s tref za hamowa nia wzrostu ba kterii , od
powied nio dl a roztwo rów sta ndard owych jak i bada
nyc h. Mając ze brane w ta beli ś r edn ie wartości s tref 
zaham o wania W7.rostu bakterii dla poszczególnych s tę

żeń stand ardu i pró by należy obliczyć loga rytm A wg 
wzoru 

log A = 
(Ul + U2 + U4 + Ug-SI-S Z- S 4-Sg)XO ,602 

U4 + U8 + S4 + S8 - Ul - Uz - SI - S2 
(3) 

a nas((;pnie 7.awa rt ość awoparcyny w bada nej pró bce 
X = Y X A (4) 

w którym: 
y - za ł ożona zawartość awoparcyny w badanym 

produkcie, 
A - współczynn ik proporcjonalnośc i odczytany 

z logarytmu A. 

2.8. Wyniki końcowe oznaczań. Za wynik n a leży przy
ją ć ś rednią arytmetyczną wyników dwóch równol egłych 

oznaczań . róż niących się nie więcej ni ż o 5% błędu 
wzg l ędnego w przypadku premik só w i ko ncentrató», 
i o 10% blędu względnego w przy padku miesza nek pa
szowych . 

W ynik n a l eży podać w zao krągleniu d o jednego miej
sca po przec inku . 

KONI EC 

ZALĄCZNIK 

DANE DO PRZYGOTOWANIA EKSTRAKTÓW AWOPARCYNY Z PREMIKSÓW I KONCENTRATÓW 

Zak lada na zawartość Odważka Objętość miesza nin y Il ość ekstraktu Objętość końcowa Zawartość awoparcyny 

awoparcyny g ekstrakcyjnej pobra na do końco- mi Ilg/ml 

Ilg/g mi wego rozc ietlc ze nia 

mi . 
IS()O 26.66 100 2 50 4 
7S0 13.33 100 2 50 4 

2 ()()() 5.0 100 2 50 4 
2()()O 5.0 100 2 50 4 
I(){)O 10.0 100 2 50 4 
4000 2.5 100 2 50 4 

' ~ O 25.0 100 10 50 4 
~ () 25 .0 100 \O 50 4 
IO ~ 18,5 100 10 50 4 
74 27.0 100 10 50 4 

DANE DO PRZYGOTOWANIA EKSTRAKTÓW AWOPARCYNY Z MIESZANEK PASZOWYCH 

Zakladana zawartość Odważka Obj, t ość mieszan in y Ilość e kst rak tu po- Objętość końcowa Zawartość awoparcyny 

aW(lparcy ny g eks trak cyj nej brana d o kOlleowego mi pg/ml 

pg/g 111 1 rozcie ll czcn ia . 
mi 

5.0 50 100 20 25 2 
7.5 50 100 15 25 2 

10.0 50 100 20 50 2 
15.0 50 100 15 50 2 
20.0 50 100 20 100 2 
40 .0 50 100 10 100 2 

INFORMACJE DODATKOWE 

I. Instytucja opracowująca normę - Ce ntra ln e Laborat o rium Prze mysiu Paszowego. Lublin 7 siedz ib" w Sno pk owie. 

2. Normy związane \ 

PN-7S/ R-647ó9 Pasze . Pobieranie próbek 

3. Autor projektu normy -- mgr Maria Jakubowska . 
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