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1. WSTEP

Przedmiotem normy jest metoda mikrobiologiczna
pivtkowo-studzienkowa oznaczania awoparcyny w pre-
miksach, koncentratach i mieszankach paszowych.

2. METODA BADAN

2.1. Zasada metody polega na pomiarze srednicy ko-
listyeh stref zahamowania wzrostu szczepu testowego
Bacilluy subtilis ATCC 6633 1 obliczaniu na tej pod-
stawie zawartoscl awoparcyny.

2.2. Aparatura i przyrzady
a) Autoklaw.
b} Cieplarka.
¢) Aparat Kocha.
d) Wstrzgsarka laboratoryjna.
¢} Pehametr.
)y Wirowka.
g) Aparat do pomiaru stret zahamowania lub suw-
miarka.
h) Korkobory o $rednicy 10 mm.
1) Ptyvtki Petriego o Srednicy 12 c¢m.
1) Butelki Roux.

2.3. Odczynniki, roztwory i materiaty

Podcrzas analizy, jezeli nie zaznaczono inaczej, na-
lezy stosowal wylacznie odezynniki cz.d.a. oraz wodg
destvlowana lub wodg¢ o roéwnowaznej czystoscl,

a) Substancja standardowa — awoparcyna o znanej
aktywnoscl.
b) Chlorek sodowy — roztwor 0,9%, sterviny.

Odwuzy¢ 9 ¢ NaCl, rozpuscic w wodzie destylowane)
i dopelni¢ do 1000 ml. Stervlizowa¢ 20 min pod cis-
ntentem 0.1 MPa (1 atm).

¢) Kwas solny.

d) Wodorotlenek
= 2 mol/L

¢) Bulor fostforanowy o pH 4.5.
Rozpusci¢c 13,6 g KH:PO4 w 1000 ml wody destylo-
wane). Sterylizowa¢ 20 min pod cisnieniem 0,1 MPa
(1 atm). Po sterylizacji pH powinno wynosic 4.5.

sodowy, roztwor o ¢(NaOH) =

) Mieszanina ekstrakcyjna.
Aceton, woda, kwas solny stgzony, zmieszane w sto-
sunkach objgtosciowych: 65:32,5:2.5.

2.4. Pozywki, szczep testowy

2.4.1. Pozywka do hodowli, przechowywania szczepu
testowego 1 wykonania oznaczen.

a) Pepton — 6 g.

b) Ekstrakt

o

miesny — 1.5 g.
3 g

¢) Ekstrakt drozdzowy —

d) Agar — 20 g.

e) Woda destylowana do 1000 ml.

Sktadniki nalezy rozpus$ci¢ przez podgrzanie. Roziac
po okolo 300 ml do butelek Roux. po okolo 7 ml
do probOowek. a w przypadku stosowanta pozywki do
wykonania oznaczan rosla¢ do kolb stozkowych w ilo-
$ci potrzebnej do jednorazowego uzytku. Sternylizowac
30 min pod cisnieniem 0.1 MPa (i atmi). po steryliza-
cji pH powinno wynosi¢ 6.5 (£0,1).

2.4.2. Szczep testowy Bacillus subtilis ATCC 6633,
Na skos agarowy wg 2.4.1 posia¢ drobnoustrdj testowy
1 inkubowa¢ 18 =+ 24 h w temperatuwrze 30°C. Ho-
dowl¢ przechowywaé w lodowee w temperaiuize +4°C
i przed uptywem miesigca przesiaé na nowy skos aga-
rowy.

2.4.3. Przygotowanie zawiesiny zarcednikéew drobnou-
stroju testowego. Skosy agarowe z wyhodowanym szcze-
pem testowym wg 2.4.2 zmy¢ za pomoca 5 ml chlorku
sodowego wg 2.3b), przy uzyciu jatowych perelek szhiu-
nych. Uzyskana zawiesine przenie$¢ na podloze w bu-
telce Roux wg 2.4.1 1 rownomiernie rozprowadzic po
catej powierzchni podtoza. Inkubowac przes 3 =7 dni
w temperaturze 30°C. Po okresie inkubacji zmy¢ ho-
dowle 10 ml chlorku sodowego wg 2.3b) przy uzyvciu
jatowych perelek szklanych. Sprawdzi¢ pod mikiosko-
pem zdolno$¢ wytwarzania zarodnikow 1 zawicsing do-
brze wymieszaé. Tak przygotowana zawicsing moze
by¢ przechowywana w loddwee przez 5 miesigey.

2.4.4. Okreslanie optymalnej ilo$ci zawiesiny uzywanej
w badaniach. Pozywke wg 2.4.1 rozpusci¢ na luzni wod-
nej i rozla¢ po 30 ml do 6 kolb stozkowych pojemnosc
100 ml. Do kazdej kolby 7 pozywka ostudzong do tem-
peratury okoto 50°C wprowadzi¢ nastepujgce iloscr
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0,1; 0,2; 04; 0,6: 0.8: 1,0 ml zawiesiny zarodnikow
drobnoi}stro_iu testowego. Zawartos¢ kolb dobrze wy-
miesza¢ 1 wyla¢ na plytki Petriego w takiej ilosci, aby
uzyskaé warstwe agarowg okolo 2 mm. Po zastygnig-
ciu podtoza sterylnym korkoborem na kazdej plytce
wycig¢ 4 studzienki. Studzienkr napetni¢ roztworem
w ilosct 0,15 ml wzorca awoparcyny o stezeniu 0.5;
1.0: 2,0, 4,0 pg/ml (S;. Sa. Sy, Sg). Phytki pozostawic
przez 1 h na stole laboratoryjnym, a nast¢pnic prze-
nie$¢ do cieplarki 1 inkubowac przez 16 18 h w tem-
peraturze 30°C. Po inkubacji oceni¢ wielkos¢ 1 ostrosc
uzyskanych strel zahamowania ‘wzrostu 1 wybra¢ opty-
malng 1lo$¢ zawiesiny, ktora bedzie stosowana w ba-
daniach.

Optymalna jest ta ilo$¢ zawiesiny. przy ktorej uzys-
kuje si¢ wyrazne strefy zahamowania wzrostu baktern
o nast¢pujacych srednicach:

S — okoto 15 mm,
S, — okolo 18 mm,
Sy — okolo 21 mm, N
Sy — okolo 24 mm.

2.5. Przygotowanie roztworu standardu

2.5.1. Roztwor wzorcowy podstawewy. Odwazy¢ oko-
o 10 mg awoparcyny wg 2.3a) z dokladnoscia do
0,0001 g 1 rozpusci¢ w buforze fosforanowym wg 2.3¢)
w takiej tlosci, aby powstaty roztwor zawierat 100 pg/ml.
Jezeli roztwor wzorcowy nie ulegnie calkowitemu roz-
puszczeniu nalezy odwazong ilo$¢ awoparcyny rozpu-
sci¢ w mieszaninie ekstrakcyynej wg 2.2f). Przechowy-
waé¢ w zamknigte] butelce w lodowce w temperaturze
4°C. Trwatos¢ roztworu wynosi okolo 7 dni.

2.5.2. Roztwory wzorcowe robocze. 7 roztworu pod-
stawowego sporzadzi¢ w dniu wykonania oznaczania,
roztwory robocze o nastgpujgcym stgzeniu awoparcyny:
w wypadku wykonywania oznaczen w pollfamiksach
I koncentratach 4.0; 2,0; 1.0: 0.5 pg/ml, w mieszan-
kach paszowych 2,0; 1.,0; 0.5; 0,25 pg/ml. Rozcien-
czenia wykonywaé¢ buforem fosforanowvm wg 2.3¢),
stezenia zmniejszad rozcienczajge wostosunku 1:1.

2.6. Wykonywanie oznaczan

2.6.1. Przygotowanie ekstraktéw prob do analizy

2.6.1.1. Przygotowanie ekstraktow awoparcyny z pre-
miksow i koncentratéw. Z przygotowane] wg PN-75/
R-64769 probki  laboratoryjnej, sporzgdzic
z doktadnoscig do 0,01 g odwazke dobrze wymieszane]

sredniej

probki, wg zalycznika 11 umiescié w kolbie pomiarowej
na 100 ml. Zala¢ probke 60 mi mieszaniny ekstrakceyjne]
wg 2.3f). Wytrzgsa¢ przez 15 min na wstrzgsarce. Po
rakonczentu wytrzgsania sprawdzi¢ pH i doprowadzic
do pH 2 uzywajgc HCL Uzupelni¢ objgtosé¢ probki do
100 m! mieszaning ekstrakeying. Sgcezyé przez bibule
do sgczenia Whatman No |. Pierwsze 5 ml przesaczu
nalezy odrzuci¢, nastgpne ilosci przesgczu — zbierad.
Przesgcz nalezy rozcienczy¢ buforem fosforanowym do
stgzenia awoparcyny 4.0 pg/ml wg zatacznika 1. Z tego
roztworu przygotowac st¢zenia 2.0 0.1 i 0.5 pg/ml,
rozcienczajge buforem fosforanowym w stosunku !:1.

2.6.1.2. Przygotowanie ekstraktéw awoparcyny z mie-
szanek paszowych. Z przyvgotowancj wg PN-75/R-64769
sredniej probki laboratorvinej, sporzadzi¢ z doktadno-

$cig do 0,01 g odwazke 50 g dobrze wymieszanej 1 zmie-
lonej probki 1 umiesci¢ w kolbie stozkowe] pojemnosci
250 ml. Zala¢ doktadnie odmierzonymi 100 ml miesza-
niny ekstrakcyjne] wg 2.3f) 1 wytrzgsaé na wstrzgsarce
przez 30 min. Zawarto$¢ przenies¢ do zamknigtych
probowek wirébwkowych 1 wirowa¢ |5 min przy
2500 obr/min. Klarowny roztwoOr osadu nalezy prze-
nies¢ do 150 ml kolbek Erlenmayera 1 doprowadzic
do pH 4.5 7za pomocg NaOH wg 2.3d). Tak otrzy-
many reztwor nalezy rozeienczy¢ wg zatacznika 2, bu-
forem fosforanowym wg 2.3¢). w celu uzyskania probki
o zawartoscr 2,0 pg/ml awoparcyny. Rozcienczenie 1,0;
0.5 1 0.25 pg/ml otrzymac rozcienczajac probke o ste-
zeniu 2,0 pg/ml za pomocyg buforu fosforanowego

w stosunku 1:1.

2.6.2. Przygotowanie plytek do oznaczan i przeprowa-
dzenie badan. Dla kazde) probki nalezy przygotowaé
4 plytki. Rozpudci¢ uprzednio przygotowanyg wg 2.4.1
pozywke agarowa przez podgrzanie, ostudzi¢ do tem-
peratury okoto 50°C i wprowadzi¢ optymalng ilo$¢ 7a-
wiesiny drobnoustroju testowego sprawdzong doswiad-
czalnie wg 2.4.4. Ustawi¢ ptviki Petriego o rOwnym dnie
na wypoziomowanym stole i rozlac po 18 ml zaszcze-
ptonej pozywki, aby uzvska¢ warstwe agarowy grubosci
okoto 2 mm. Po zastygni¢ccin pozvwki wstawi¢ ptytki
do lodowki do temperatury okolo 4°C na 1 h. Na
kazde) plytce po wyjeciu z lodowki nalezy wyciagc kor-
koborem osiem studzienek. Poszezegdlne studzienki na-
petnic roztworem w tloscr 0.15 ml awoparcyny o od-
powiednim st¢zeniu S;, Sa, Sy, Sy wg 2.5.2 oraz roztwo-
rem 0,15 m! badanej probki Uy, U, Uy, Ug wg 2.6.1.1
lub 2.6.1.2, zaznaczajac na obwodzie plytki dermato-
grafem pierwsze st¢zenie. a nast¢pne roztwory wprowa-
dzac¢ zgodnie z kierunkiem ruchu wskazowek zegara.
Ptytki porzostawi¢ przez | h na stole laboratoryjnym,
a nastepnic przenies¢ do cieplarki 1 inkubowaé przez
16 = 18 h w temperaturze 30°C.

2.7. Obliczanie wynikow. Zmicrzy¢ strely zahamowa-
nia wzrostu bakterit z dokladnos$cig do 0.1 mm. Wy-
nik1 pomiarow zapisa¢ w tabeli 1 wyliczy¢ $rednie aryt-
metyczne dla odpowiadajgeych sobie stezen 1 stref
7 4 plytek zarowno dla roztworu wzorcowego, jak i dla
badanego. Uzyskane $rednie sg podstawy do wyliczenia
usrednionc] wielkoScei zahamowania
wzrostu dla najnizszego SL 1 najwyzszego SH stezenia
standardu oraz proby U wg wzorow

781+ 482+ S4- 255

10

wartoscl stref

S =

(1)

18+ 4854+ .82~ 28,
10

SH =

(2)

w ktoryeh: S, 82, Si Sy — $rednie arytmetycezne stref
zahamowania  wzrostu  dla  kolejnych  rozcienczen
wzorca awoparcyny przy stezeniu wg 2.5.2, (mm).
Dla obliczania wielkosci stref zahamowania wzrostu
bakterii dla probki nalezy wykorzystaé te same wzory
wstawlajge zamiast symboli S symbol U. Wyliczy¢ 1r6z-
nice SH — SL 1 UH — UL. Jezeli wyliczone rdznice
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nie sg wigcksze niz 10% ich S$redniej wartosci, nalezy
uznac¢, ze zostal spelniony warunek réwnoleglosci,
obrazujacy zaleznos$¢ pomigdzy stezeniem awoparcyny
a wielkoscig stref zahamowania wzrostu bakterii, od-
powiednio dla roztworow standardowych jak i bada-

nych. Majac zebrane w tabeli $rednie wartosci stref

zahamowania wzrostu bakterii dla poszczegdlnych ste-
zen standardu 1 proby nalezy obliczyé logarytm A4 wg
wzZoru

| (Uit Uyt Us+ Ug-51-5,-5:-55)%X0,602

0g 4= 3

- (/4+(jg+S4+Ss—U["-U2'"Si—Sz ()

a nasigpnie zawarto$¢ awoparcyny w badanej probcee
X = YXA (4)

w ktorym:

Y — zalozona zawarto$¢ awoparcyny w badanym
produkcie,
A — wspdiczynnik  proporcjonalnodci  odczytany

z logarytmu A.

2.8. Wyniki koncowe oznaczan. Za wynik nalezy przy-
jac¢ srednig arytmetyczng wynikéw dwoch rownolegtych
oznaczan, roznigcych sie nie wigee) niz o 5% bledu
wzglednego w przypadku premiksoéw i koncentratow
i 0 10% bledu wzglednego w przypadku mieszanek pa-
szowych.

Wynik nalezy podaé¢ w zaokragleniu do jednego miej-
sca po przecinku.

KONIEC

ZALACZNIK 1

DANE DO PRZYGOTOWANIA EKSTRAKTOW AWOPARCYNY Z PREMIKSOW I KONCENTRATOW

Zakladana zawartoscé Odwazka Obj¢tos¢ mieszaniny Ilos¢ ekstraktu Objetos¢ koncowa | Zawarto$¢ awoparcyny
awoparcyny g ekstrakcyjnej pobrana do konco- ml png/ml
ng/g ml wego rozcienczenia
ml .

1500 26,66 100 2 50 4
750 13,33 100 2 50 4
2000 S0 100 2 50 4
2000 5,0 100 2 50 4
1000 10,0 100 2 50 4
4000 2.5 100 2 50 4

80 25,0 100 10 50 4

0] 25,0 100 10 50 4
108 18,5 100 10 50 4

74 27.0 l 100 10 50 4

ZALACZNIK 2

DANE DO PRZYGOTOWANIA EKSTRAKTOW AWOPARCYNY Z MIESZANEK PASZOWYCH

Zaktadana zawartosé Odwazka Objgtos¢ mieszaniny [loé¢ ekstraktu po- Objetosé¢ koncowa | Zawarto$¢ awoparcyny
awoparcyny g ckstrakeyjne) brana do koncowego ml pg/ml
pne/g ml rozcienczenia
) ml
5.0 50 100 20 25 2
75 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
1. Instytucja opracowujgca norme — Centralne Laboratorium Przemystu Paszowego, Lublin z siedziby w Snopkowie.
A

2. Normy zwiazane
PN-75/R-64769 Pasze. Pobieranie préobek
3. Autor projektu normy — mgr Maria Jakubowska.
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