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1. WSTEP

Przedmiotem normy jest metoda plytkowo-studzien-
kowa oznaczania cynk-bacytracyny w premiksach
1 mieszankach paszowych.

2. METODA BADANIA

2.1. Zasada metody polega na pomiarze Srednicy stref
zahamowania wzrostu szczepu testowego Micrococcus
Sflavus ATCC 10240 1 obliczeniu na tej podstawie za-
wartosci cynk-bacytracyny.

2.2. Aparatura i przyrzady

a) Autoklaw.

b) Cieplarka.

c) Aparat Kocha.

d) Wstrzgsarka.

e) Pehametr.

f) Wirowka.

g) Aparat do pomiaru stref zahamowania lub suw-
miarka.

h) Korkobor o $rednicy 8§ mm.

1) Plytki Petriego o Srednicy 12 cm.

1) Butelki Roux.

2.3. Odczynniki, roztwory i materialy. Podczas ana-
lizy, jezeli nie zaznaczono inaczej, nalezy stosowac od-
czynniki cz.d.a. oraz wodg¢ destylowang lub o réwno-
waznej czystosci. W przypadku stosowania roztworéw
sterylnych, sterylizacj¢ nalezy prowadzi¢ w autoklawie
pod cisnieniem 0,1 MPa przez 20 min. Szkio nalezy
sterylizowa¢ w suszarce laboratoryjnej w temperaturze
160°C przez 1,5 h.

a) Substancja wzorcowa cynk-bacytracyna o znanej
aktywnosci.

b) Chlorek sodowy 0,9% sterylny.

c¢) Alkohol metylowy, cz.

d) Kwas solny 36%.

e) Kwas solny o ¢(HCI) = | mol/I: do kolby pomia-
rowej pojemnosci 100 ml wprowadzi¢ 8,3 ml HCI 36%
i uzupeini¢ woda destylowana do kreski.

f) Kwas solny o ¢(HCl) = 0,1 mol/l: do kolby
pomiarowe] pojemnosci 100 ml wprowadzi¢ 0,83 ml

HCI 36% 1 uzupetni¢ do kreski woda destvlowang.
g) Wodorotlenek sodowy o ¢(NaOH) = 1,0 mol/l:

do kolby pomiarowej pojemnosci 100 ml wsypac 4,0 g

NaOH i uzupetnié woda destylowana do kreski.

h) Siarczan amonowy 20%: do kolby pomiarowe]
pojemnosci 100 ml wsypaé¢ 20,0 g siarczanu amono-
wego 1 uzupeini¢ do kreski woda destylowana.

i) Bufor fosforanowy o pH 6,5: odwazy¢ 22,15 g
K,HPO4 1 27,85 g KH,PO., przenies¢ do kolby pomia-
rowej pojemnosct 1000 ml 1 uzupetnié do kreski woda
destylowang.

j) Mieszanina ekstrakcyjna: do kolby pomiarowej
pojemnosci 1000 ml wprowadzi¢ 800 ml alkoholu mety-
lowego 25 ml 36% HCI i 16 ml 20% siarczanu amo-
nowego, uzupelni¢c woda destylowana do kreski.

2.4. Pozywki, szczep testowy

2.4.1. Pozywka do hodowli, przechowywanie szczepu
testowego i wykonanie oznaczenia

a) Pepton 6.0 g.

b) Trypton (wyciag trzustkowy kazeiny) 4,0 g.

¢) Ekstrakt drozdzowy 3,0 g.

d) Ekstrakt migsny 1.5 g.

e) Glukoza 1,0 g.

f) Agar 20,0 g.

g) Woda destylowana do 1000 ml.

Sktadniki pozywki nalezy rozpusci¢ w wodzie przez
podgrzanie. Rozla¢ po okoto 300 ml do butelek Roux
1 po okoto 7 ml do probdowek, sterylizowaé. Po stery-
lizacji pH powinno wynosi¢ 6,5. Butelki Roux po ste-
rylizacji ustawi¢ w pozycji poziomej, a proboOwki w po-
zycji ukosnej 1 pozostawi¢ do zakrzepnigcia podioza.

24.2. Hodowla i przechowywanie szczepu. Na skos
agarowy wg 2.4.1 posia¢ drobnoustrdj testowy i inku-
bowa¢ 48 h w temperaturze 37°C. Hodowl¢ nalezy
przechowywaé¢ w lodowce w temperaturze 4°C 1 przed
uptywem trzech tygodni przesia¢ na S$wiezy skos
agarowy.

2.4.3. Przygotowanie zawiesiny drobnoustroju testo-
wego. 2 skosy agarowe ze $wiezo wyhodowanym szcze-
pem Micrococcus flavus zmy¢ 5 ml roztworu chlorku
sodowego wg 2.3b) przy uzyciu jalowych peretek szkla-
nych. Uzyskang zawiesing przenie$s¢ na podloze w bu-
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telce Roux wg 2.4.1 i rOwnomiernie rozprowadzi¢ po
catej powierzchni podioza. Inkubowaé¢ 24 h w tempe-
raturze 37°C. Po okresie inkubacji hodowle zmy¢ 25 ml
chlorku sodowego wg 2.3b) przy uzyciu jalowych pe-
retek szklanych i przenies¢ do jalowej kolby stozkowe;.
Zawiesina bakteryjna moze by¢ przechowywana w lo-
dowce w temperaturze 4°C przez 12 dni.

2.4.4. OkresSlenie optymalnej gestosci zawiesiny uzy-
wanej w badaniach. Pozywke¢ wg 2.4.1 rozpusci¢ na
tazni wodnej 1 rozla¢ po 30 ml do 6 kolb stozkowych
pojemnosci 100 ml. Do kazde) kolby z pozywka ostu-
dzong do temperatury okoto 50°C wprowadzi¢ nastg-
pujace ilosci 0,1; 0,2; 0.4; 0,6; 0,8; 1,0 ml zawiesiny
Micrococcus flavus przygotowane] wg 2.4.3. Zawartosc¢
kolb dobrze wymiesza¢ 1 po 18 ml wla¢ na przygoto-
wane uprzednio ptytki Petriego. Po zastygnieciu podlo-
za sterylnym korkoborem na kazdej ptytce wyciac 4 stu-
dzienki. Studzienki napetni¢ 0,15 ml wzorca cynk-bacy-
tracyny o st¢zeniu 1,0; 0,5; 0,25; 0,125 j- m/ml. Plytki
pozostawi¢ przez 2 h na stole laboratoryjnym, a nast¢p-
nie przenies¢ do cieplarki 1 inkubowaé przez 24 h
w temperaturze 37°C. Po inkubacji ocenié¢ wielkos¢
i ostro$¢ uzyskanych stref zahamowania wzrostu 1 wy-
bra¢ optymalng ilos¢ zawiesiny, ktora bgdzie stosowana
w badaniach.

Optymalna jest ta ilo$¢ zawiesiny, przy ktorej uzysku-
je si¢ wyrazne strefy zahamowania wzrostu bakterii
o nast¢pujacych Srednicach:

S — okoto 15 mm,
S, — okoto 18 mm,
S; — okolo 21 mm,
S4+ — okoto 24 mm.

2.5. Przygotowanie roztworéw standardowych

2.5.1. Roztwor wzorcowy podstawowy. Odwazyc
z dokladnoscia do 0,001 g taka ilos¢ substancji wzor-
cowej o znanej aktywnosci, aby po rozpuszczeniu
w 50 ml otrzymac st¢zenie antybiotyku 100 j-m/m!.
Do kolby pomiarowej, w ktore] umieszczono wzorzec
cynk-bacytracyny nalezy wprowadzi¢c 5 ml kwasu sol-
nego o ¢(HCI) 0,1 mol/l wg 2.3d) 1 po 15 min doda¢
30 ml H:O, a nast¢pnie buforu fosforanowego wg 2.3i)
w takiej ilosci, aby pH roztworu wynosito 4,5. Uzupet-
ni¢ woda destylowang do kreski.

Trwato$¢ roztworu przechowywanego w temperatu-
rze 4°C wynost 7 dni.

2.5.2. Roztwory wzorcowe robocze. Z roztworu pod-
stawowego wg 2.5.1 wykonaé¢ roztwory standardowe
robocze o stgzeniu 1,0; 0.5; 0,25; 0,125 j-m/ml w bu-
forze fosforanowym wg 2.3i). Stgzenie nalezy zmniej-
szy¢ rozcienczajac w stosunku 1:1.

Roztwory wzorcowe robocze nalezy przygotowacd
w dniu oznaczenia. B¢da one oznakowane w dalszym
ciggu badan jako S4 S3 Sa S

2.6. Wykonanie oznaczania

2.6.1. Przygotowanie ekstraktéw probek do analizy

2.6.1.1. Przygotowanie ekstraktow z premiksow. Sred-
nig probke laboratoryjng przygotowa¢ wg PN-75/
R-64769. Odwazy¢ 5 g badanego premiksu z doktad-
noscig do 0,01 g do kolby pomiarowej pojemnosci

100 ml, doda¢ 10 ml kwasu solnego o c¢(HCIl) =
= 1,0 mol/l wg 2.3e) 1 50 ml buforu fosforanowego
wg 2.3i) i wstrzgsa¢ na wstrzgsarce laboratoryjne]
przez 20 min. Nast¢pnie uzupetni¢ buforem fosforano-
wym wg 2.3i) do kreski, doktadnie wymiesza¢ 1 prze-
saczyé. Z otrzymanego przesgczu nalezy przygotowac
roztwory o stezeniu 1,0; 0.5; 0,25; 0,125 j - m/ml, roz-
cienczajac probke buforem fosforanowym wg 2.31).

Stezenie nalezy zmniejszaé rozcienczajgc w stosunku
1:1. Beda one oznakowane w dalszym ciggu badan
jako U4, U3s Uz, Ul.

2.6.1.2. Przygotowanie ekstraktéw z mieszanek paszo-
wych. Srednig probke laboratoryjng przygotowaé wg
PN-75/R-64769. Odwazy¢ z dokladnoscig do 0,01 g,
20 g probki do kolby stozkowej pojemnosci 250 ml.
Dodaé¢ 50 ml mieszaniny ekstrakcyjnej wg 2.3j). Wstrzg-
sa¢ na wstrzgsarce 10 min, nast¢pnie doda¢ 50 ml bu-
foru fosforanowego wg 2.31) i wstrzgsac¢ dalsze 15 min.
Do zamknigtej probowki wirowkowej przenies¢ okoto
50 ml ekstraktu i wirowa¢ 5 min przy 3000 obr/min.
Z probowki wir6wkowej pobra¢ 20 ml klarownego
ekstraktu do kolby z dnem okragtym. Doprowadzic
pH badanego ekstraktu do 6,5 za pomocg wodoro-
tlenku sodowego o ¢(NaOH) = 1 mol/l wg 2.3g).
Ekstrakt zaggsci¢ na odparowywaczu pod préznig przy
temperaturze fazni wodnej 35°C do objgtosct okoto
4 ml. Otrzymany zagg¢szczony ekstrakt rozcienczy¢ bu-
forem fosforanowym wg 2.31) do zawartosci 1,0 j - m/ml.
Z tego roztworu za pomoca rozcienczen buforem fos-
foranowym wg 2.31) w stosunku 1:1, przygotowac roz-
twory o st¢zeniu 0,5; 0,25: 0,125 j-m/ml. B¢dg one
oznakowane w dalszych badaniach jak roztwory Us, Us,
U, U.

2.6.2. Przygotowanie plytek do oznaczan i przeprowa-
dzenie badan. Dla kazdej proby nalezy przygotowac
4 ptytki. Rozpusci¢ uprzednio przygotowang wg 2.4.1
pozywke agarowa przez podgrzanie i ostudzi¢ do temn-
peratury okoto 50°C, aby wprowadzi¢ zawiesing szcze-
pu bakteryjnego Micrococcus flavus otrzymanej wg 2.4.3
w ilosci okreslonej jako ilos¢ optymalna wg 2.4.4. Usta-
wi¢ plytki Petriego o réwnym dnie na wypoziomowa-
nym stole 1 rozla¢ po 18 ml zaszczepione] pozywki.
Po zastygnigciu pozywki wstawi¢ plytki do lodowki
o temperaturze okotc 4°C na 1 h. Na kazdej plytce
po wyjeciu z lodéwki nalezy wycia¢ korkoborem osiem
studzienek. Studzienki powinny si¢ znajdowa¢ w jedna-
kowej odleglosci jedna od drugiej z jednoczesnym za-
chowaniem odst¢pu okoto 1,5 cm od brzegu ptytki.
Poszczegdlne studzienki napetni¢ w ilosci 0,15 ml wzor-
cem cynk-bacytracyny o odpowiednim stgzeniu S, S,
S2, 81 wg 2.5.2 oraz roztworem badanej probki w iloSci
0,15 ml (U4, Us, Uy, Uy), zaznaczajgc na obwodzie der-
matografem pierwsze st¢zenie, a nastgpnie st¢zenie roz-
tworu wprowadzi¢ zgodnie z kierunkiem ruchu wska-
zOwek zegara. Plytki pozostawi¢ przez 2 h na stole
laboratoryjnym w temperaturze pokojowej w celu uzys-
kania dobrej dytuzji roztwordw, nastgpnie nalezy wsta-
wi¢ je do cieplarki 1 inkubowa¢ 24 h w temperaturze
ki
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2.7. Obliczanie wynikéw. Po okresie inkubacji nalezy
zmierzy¢ Srednice stref zahamowania wzrostu szczepu
testowego przyrzadem do pomiaru stref z doktadnoscia
do: 0,1 mm. Wyniki pomiaré6w zapisa¢ w tablicy 1 wy-
liczy¢ $rednie arytmetyczne wynikOw pomiaréw dla od-
powiadajacych sobie stgzen i stref z 4 ptytek, zarbwno
dla roztworu wzorcowego jak i dla badanego. Uzyskane
srednie wyniki sg podstawa do wyliczenia usrednione;]
warto$ci wielkosci stref zahamowania wzrostu dla naj-
nizszego SL 1 najwyzszego SH st¢zenia standardu oraz
probki U wg wzordw:

78:1+48:+ S3- 28,

SL = 1
10 (1)
78, +4S8;+ 5,- 28,
SH = (2)
10
w ktorym S, 82, §3, S+ — $rednie arytmetyczne stref

zahamowania wzrostu dla kolejnych rozcienczen wzor-
ca cynk-bacytracyny przy stgzeniach wg 2.5.2.

W celu obliczenia wielkosci stref zahamowania
wzrostu bakterii dla proby nalezy wykorzystaé te same
wzory wstawiajgc zamiast symboli S, symbol U. Wy-
liczy¢ roznice SH-SL 1 UH-UL. Jezeli wyliczone roznice
nie sa wigksze niz 10% ich $redniej wartosci, nalezy
uznac, ze zostat spetniony warunek rownoleglosci obra-
zujacy zaleznos¢ pomigdzy st¢zeniem cynk-bacytracyny
a wielkoscig stref zahamowania wzrostu bakterii, odpo-
wiednio dla roztworéw standardowych jak i badanych.

Majac zebrane w tablicach $rednie wartosci stref zaha-
mowania wzrostu bakterii dla poszczegdlnych stezen
standardu i préby, nalezy obliczy¢ logarytm N wg
wzZoru

o (U+U+ U+ Uy - 8,-85,-53-84) -0,6021 (3)
gV = Us+Us+Ss+85: - Ui-U,-8:-8; ’

Zawarto$¢ cynk-bacytracyny (X) obliczy¢ w g/kg
lub mg/kg w badanej probie wg wzoru

N -M: R
¥ 42 - b .
w ktorym:
N — wspoétczynnik  proporcjonalnosci  odczytany
z logarytmu N,
M — zatozona moc dla roztworu badanego,
] -m/ml,
R — rozcienczenie probki,
b — odwazka, g,
42 — teoretyczna zawartos¢ jednostek cynk-bacytra-

cyny w | mg substancji wzorcowej.

2.8. Wynik koncowy oznaczania. Za wynik nalezy
przyja¢ srednig arytmetyczng wynikéw dwodch réwno-
legtych oznaczan. Dopuszczalna r6znica migdzy dwoma
rOwnoleglymi oznaczeniami nie powinna przekraczac
15% biedu wzglednego dla premikséow 1 10% bledu
wzglednego w przypadku mieszanek paszowych. Wynik
nalezy poda¢ w zaokragleniu do jednego miejsca po
przecinku.

KONIEC

INFORMACJE DODATKOWE

1. Instytucja opracowujgca norm¢ — Centralne Laboratorium
Przemystu Paszowego, Lublin z siedzibg w Snopkowie.

2. Normy zwigzane
PN-75/R-64769 Pasze. Pobieranie probek

3. Autorzy projektu normy — mgr Maria Jakubowska — Cen-
tralne Laboratorium Przemystu Paszowego, Lublin; mgr inz. Ewa
Garstka — Kutnowskie Zaktady Farmaceutyczne POLFA, Kutno.
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