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PASZE Oznaczanie 
d-pantotenianu wapnia 

w polfamiksach Grupa katalogowa 1549 

1. WSTĘP 

Przed mi o tcm no rm y jest mikrobi o log iczn a metoda 
oznacza nia d-pant o ten ia nu wapnia w pólfamiksach . 

2. METODA BADANlA 

2.1. Zasada metody polega na s postrzeżeniu , że mi
kroo rga ni zm Laclobacif/us arabinosus 17-5 wymaga dl a 
swego wzrostu o becności w podłożu pewnych witamin, 
między innymi d-pantotenianu wapnia i dodając na
s tępni e o kreś l o n e jego il ośc i uzys kuj e się wzrost komó 
rek bakteryjnych, proporcjonaln y do il ośc i dodanej wi
taminy . Wzrost ten porównuje s ię z analogicznym 
wzrostem uzys kan y m dla wzorca. 

2.2. Odczynniki i roztwory. Podczas analizy , j eś li nie 
zaznaczono .inaczej , należy stosować wyłącznie odczyn
niki ez. d.a o ra z wodę redesty l owaną lub wodę o ró \\ 
n owa żn ej czystośc i. 

a) Bacto-agar. 
b) Ekstrakt drożdżowy . 

c) Glukoza. 
d) Octan sodowy be zwod ny , C H ] COONa . 
e) Kw as solny s tężony, HCL. 
f) Só l fi zjologiczna. Na l eży ro zpu śc ić 9 g c hlorku 

sodowego w 1000 cm ] wody. Roz l ać po 10 c m ] d o 

probówek i s teryli zować 20 min przy ciśnieniu O, I MPa. 

g) Wodo ro tl enek sodowy, ro ztwó r o c(NaOH) = 
= I mol/dm ). 

h) Bacta Pantothenate Assay Medium . 
i) Ro ztwór soli A. Należy rozpuścić 25 g be zwodne

go jednozasadowego fosforanu pota sowego i 25 g bez
wodnego dwuzasadowego fosfo ra nu potasowego 
w 200 cm ] gorącej wody zakwaszonej kilkoma kroplami 

s tężonego kwasu so lnego , oziębić i uzupełnić wodą do 
250 cm ]. 

j) Ro ztwór soli B. Należy rozpuścić lOg s iedm io
wodnego siarcza nu magne zo wego, 0,5 g ch lorku sodo
wego , 0 ,5 g siedmiowodnego siarczanu że lazawego , 

0,5 g czterowodnego siarczanu manganowego w 200 cm ] 
gorącej wody, zakwaszonej kilkoma kroplami s tężone

go kwa su so lnego , oz i ębić i uzupełnić wodą do 250 cm 3 

k) Roztwó r L-cystyny o s tężeniu 4 mg/cm J Należy 
rozpuścić 4 g L-cystyny w 600 cm ) go rącej wody za 
kwaszonej kilkoma kropla mi s tężo nego kwas u so lnego, 
ozi ębić i uzupełnić wodą do 1000 cm 3 

I) Roztwór dl-tryptofanu o stęże niu 2 mg/cm J Na
l e ży rozpuścić 2 g d l-tryptofanu w 600 c m ) gorącej 
wody za kwaszo nej kilkoma kroplami s tę żo nego kwa su 
so lnego , oz ię bić i u zupełnić wodą do 1000 cm J 

m) Roztwó r rybo flawin y o s tężeniu 25 Iig/cm 3 Na
leży rozpuścić 25 mg ryboflawin y w 600 cm ] go rąccj 

wody z d odatkiem 2,6 cm ] lodowa tego kwasu oc towc
go, oziębić i u zupełnić wodą d o 1000 cm ). 

n) Roztwór biotyn y o stęże niu 100 Iig/c m 3. Nal eży 
rozpuścić 25 mg biotyny w 100 cm 3 a lkoho lu e tylowego 

25 o/c ( V/V). u z upełnić tym alkoh o lem do 250 cm ). Po 
s porzą dzeni u poży wki n a l eży u żywać ro ztwo ru bio tyn y 
o s t ę że niu I lig/c m ). 

o) Ro ztwór tianiny o s tężeniu 100 lig/ cm]. Należy 
ro zpuśc ić 25 mg tianin y w 100 cm ] kwas u solnego 

o c(Hel) = 0 , 1 mol/I , uzupełnić tym kwase m d o 
250 c mJ . 

p) R oztwór adenino-g ua ni no-uraeylu o stężeniu 

I mg/c m J . Nal eży rozpuśc i ć oddzi eln ie 100 mg aden in y. 
100 mg guaniny i 100 n~g uracylu w niewie lkich il oś 

ciac h go rącej wody za kwa szo ne j kilkoma kroplami s t ę 

żonego kwasu so lnego, na s t ę pni e wszystkie roztwo ry 
należy zmieszać, oziębić i uzupełnić wodą d o 100 c m 3 

r) Ro ztwór pirydoksyny o s tęże niu 100 Iig/cm 3
. Na

l eży rozp uścić 25 mf! pirvdoksyny w 100 cm ] al koholu 
ety lowego 25% (V/ V) , na s t ę pni e uzupełnić tym alkoho
lem do 250 cm ). 

s) Roztwór kwasu p-aminoben zoesowego o stężen iu 

100 Iig/ cm J . Na l eży ro zpuśc ić 25 mg kwas u p-amin o
ben zoesowego w 100 cm J a lk o holu e tylowego 25 o/r, (V/ V). 

następnie uzupełnić tym alkoholem do 250 cm 3 

t) Roztwór niacy ny o s t ęże niu 100 Iig/c m 3 Należy 
r07puśc ić 25 m g niacyn y w 100 cm J a lkoh o lu e tylo wego 

25 % (V/ V). n a s tęp ni e u z upełnić tym a lk o ho lem d o 
250 cm 3• 

u) Roztwór d-pantotenianu wapllI a o s tężeniu 

100 lig/cm l . Na l eży rozp uś cić 25 mf! d-pa nt o teni a nu 
wapnia w 100 c m ) a lk o ho lu ety lowego 25% ( V/V), na
s tępnie u z upełni ć tym a lko ho lem d o 250 c m). 
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w) kwaśny hydroli za t bezwitaminowy ka zeiny . 

y) błt;k it bromotymolowy. 
2.3. Aparatura i przyrządy. Fotokolorymetr. 

2.4. Pożywki 
2.4.1. Pożywka do hodowli i przechowywania szczepu. 

Należy rozp u śc ić I g gluk ozy, I g ekstraktu drożdżo
wego i 0.5 g octanu sod o wego bezwodnego w niewiel
kiej ilości wody w ko lbi e miarowej poj em nośc i 100 cm ]. 

u s talić pH 6,8 za pomocą roztwo ru wodoro tl e nku so 
dowego wg 2.2 g) wobec błękitu bromotymolowego 
i uzupe ł nić wodą do 100 cm]. Zawartość kolb y należy 
przenieść do zle w ki, dodać 1,5 g Bacto-agaru i og rze

wać w ła źn i wodnej do rozpuszczenia agaru. Następnie 
należy roz l ać po 10 cm] do probówek bakteriologicz
nych, zakryć ko rkami z waty i sterylizować 15 min 
prl., ciśn ieniu 0,1 M Pa. Po WYJ~ClU L autllklawu nal eży 
pozos t~lw i ć do zas tyg ni t;c ia w pozycji pionowej. 

Pożywka służy do przechowywania szczepu w postaci 

hod o wli kłutej. 

2.4.2. Pożywka testowa 
a) Pożywka testowa z gotowej pożywki Bacto Panto

thenata Assay Medium. Na l eży rozpu śc i ć 7,3 g pożyw ki 

w 100 cm ] gorącej wody, doprowadzi ć do w rzen ia 

i pozostawić wrzącą 2-3 min. 
Po ochłod zen iu n a l eży rozlać po 5 cm 3 do ka żdej 

probówki z anal izowa n ym i ro zt woram i próbek wzor
ców. Z powodu utrzym ującego się niewielkiego osad u 

nal eży mieszać pożywkę przed każdorazowym pobra

niem pipetą. 

b) Pożywka testowa z poszczególnych składników -
przygotowana w labora torium przy braku pożywki 

Bacto Pan tOlhe nate Assy Med ium. Należy zm i eszać ze 
s() b~) na s t ępujące il ośc i składni ków i ro zt worów: 

- kwaśn y hydroli za t bezwitaminowy kaze in y wg 

2.2 w) - 0,5 g 
roztwó r d l-tryptofanu wg 2.2 I ) - 2,5 c m] 

roztwór L-cys tyn y wg 2.2 k) - 2,5 cm 3 

glukoza wg 2.2 c) - I g 
oc ta n sodowy bezwod ny wg 2.2 d) - 0,3 g 

roztwó r adenino-guanino-uracy lu wg 2.2 p -, 
cm " 

ro ztwó r tiamin y wg 2.2 o) - I cm] 

roztwó r rybonawiny wg 2 .2 m) - 4 c m ] 
roztwór pirydoksyny wg 2.2 r) - 2 cm 3 

roztwór niacyny wg 2.2 t) - I cm 3 

ro ztwór biotyny wg 2.2 n) - 0,25 cm 3 

roztwór kwa su p-aminobenzoesowego wg 2.2 s) 
- 0 . 1 cm 3 

- ro ztwór so li A wg 2.2 i) - 0,5 cm ] 
- roztwór soli B wg 2.2 j) - 0,5 cm] 

Podane sk ładn iki n a l eży zmieszać ze sobą. roztwór 

doprowadzić do pH 6,8 za pomocą roztwo ru wodoro
Ilenku sodowego o c(NaO H ) = I mol/dm ] wg 2.2 g ) 

i uzupełni ć wodą do 50 cm 3• 

2.4.3. Pożywka wzrostowa. Należy rozc i eńczyć 50 cm ] 
pożywki tes towej wg 2.4.2 w 50 cm ] wody, dodać 

0.02 cm ] roztwo ru d-pantotenianu wapnia o stęże niu 

100 ~lg/cm ] wg 2.2 n) i wym i eszać. Rozlać po 10 cm ] d o 

probówek bakteriologicznych, zak ryć korkami z waty 
i st e ry li zować 15 min w te mperaturze 129° e przy c i ś nie

niu 0.1 MPa. 

2.5. Szczep testowy 
2.5.1. Hodowla i przechowywanie szczepu . Szczep 

Laclobacil/us arabinosus 17-5 n a le ży przec howywać 

w postaci hodow li kłu t ej na sta ł y m podłożu agarowym 

wg 2.4.1 w chłodni o temperaturze 4°e nie dłużej jak 

trzy tygodnie. Po upływie tego czasu szczep należy 

przeszczep ić na pożywkę wzrostową wg 2.4.3 i h odować 
18 h w temperaturze 37° C. 

Następni e z hodowli płynnej należy przeszczepić na 
świe żą pożywkę agarową wg 2.4.1 i h odować 24 h 
w temperaturze 37°C. W yhodowan y szczep można 

przechowywać w c hł od ni da l:,ze trzy tygod nie. 

2.5.2. Przygotowanie szczepu do oznaczań. W przed
dzieó oznaczania szczep testowy należy przeszczepić 

z hodowli kłutej na pożywkę wzrostową wg 2.4.3 i ho 
dować 15 -:-- 20 h w te mperaturze 37°C. Po okres ie 

inkuba cji hodowlę należy odwirowywać przez 15 min 
przy 3000 obr/ min. Po odwirowaniu pożyw kę nal eży 

zdeka ntować , a osad po dekantacj i zawies ić w 10 cm ] 

sterylnej so li fizjologicznej wg 2.2 f) i jeszcze ra z odwi
rować w tych samych warunkach. Następni e płyn na 

leży zde kantować, a osadzone komórki bakterii za wie
s i ć ponownie w 10 cm] stery lnej so li fizjo logicznej wg 
2.2 f) i dobrze wymieszać. Następnie k il ka krop li uz ys

kanej zawiesiny należy prze nieść do 10 cm ] ste rylnej 

so li fizjo logicznej wg 2.2 f) i dobrze wym i eszać. Tak 
przygo towa na zawiesi na bakterii słu ży d o szczep ie nia 

próbek badanych i wzorca. 
2.6. Przygotowanie badanej próby do oznaczań. Na

l eży odważyć 5 -:-- 10 g badanego polf'amiksu tak . aby 

próbka zawierała około 5 mg d -pantoten ian u wapnia 
i prze nieść do ko lby pom iarowej pojemności 500 cm 3 

Dodać 300 cm] wody i wytrząsać 15 min. Uzupełni ć 
VI ud'l do 5UlJ Clll ' i wymieszać. Pozostawić prób"~ do 

odstania, a następnie należy wy konać rozc iell eze ni e ta k. 

aby przygo towany ro ztwór za wiera! okoł o 0.1 pg 
d -panto tenianu wap nia w I cm 3 

2.7. Przygotowanie roztworu wzorcowego. Roztwór 
d-pantotenianu wapnia przygotowany wg 2.2 u) n a l eży 

rozcieńczyć wodą do stężenia 0. 1 pg/c m 3 

2.8. Wykonanie oznaczania. Do trzec h sze regów pro
bówek należy w l ać następuj ące il ości ro ztworu wzorco
wego o s tęże niu O, I pg/em ]: 0 ,0 cm ], 0.25 cm ]. 0,50 cm ]. 

0,75 cm ]. 1,0 cm 3, 1,5 cm 3, 2,0 cm ]. po czym uzupełni ć 

wodą do łącznej objętości 5 cm ]. Na s t ęp ni e do k ażdej 

pro bówki należy dodać po 5 cm] pożyw ki tes to wej 

wg 2.4.2. Do czte rech szeregó w probówek należy w l ać 

następujące ilośc i ro ztworu badanego o stężen iu oko lo 
0.1 pg/cm ], 0 ,5 cm]; 0.75 cm], 1.0 cm ], 1,5 cm 3, uzu

pełnić wodą do objętości 5 cm ] i do każdej probówk i 

dodać po 5 cm] pożywk i testowej wg 2.4.2. W cel u 

sprawd zen ia jałowości próbk i na l eży przygo t ować dwi e 

p róbki kontrolne w nastę pują cy sposó b do każdej pro
bówki wlać po 3 cm ] wody. po 2 cm ' roztworu wzo rco
wego o s tęże niu 0,1 pg/c m] wg 2.7 i po 5 cm ] pożywki 

testowej wg 2.4.2. Po rozlaniu roztwo rów probówki 
należy za korkować i s tery li zować 10 min w tempera
turze 12l oe przy ciśnieniu 0. 1 MPa. Po stery li zacji 

próby należy szyb ko ochłodzić i szczep i ć I kroplą 

uprzednio przygotowanej zawiesiny szczepu wg 2.5.2 
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z wyjcltki e m pró bki kontro lnej. Pro bówki należy 

umi eśc i ć w cieplarce w te mperaturze 37° C na okres 
24 h. 

Po okresie inkubacji zawa rt ość probówek należy 

wstrząsllClć w ce lu uzyskania jednorodnej zawiesin y wy
rośniętego szcze pu i zmierzyć prze puszczalność roztwo
rów I"o to ko lo rymetrem przy długości fa li 570 nm. Jak o 
od n oś nika w pomiarze należy użyć próbkę za wierającą 
wodę pożywkę zaszczep IOną za WleSll1ą szczepu 
LaClobaci//us arabinosus 17-5. 

2.9. Obliczanie wyników oznaczania. Należy obliczyć 

wart ośc i ś redni e prze puszc za ln ośc i dl a każdych trzech 
pró bek wzorca o jednakowym s tęże niu . Na podstawie 
uzys kan yc h wyników n a l eży wykreś li ć krzywą wzorco
wą , ilu s trują cą za l eżność ' przepuszeza ln ośc i roztwo ru 
od qężenia wzo rca d-pantotenianu wapnia. 
Ob li c zyć wartość średn i ą prze puszcza ln ośc i dla każ

d yc h czterech próbe k bada nyc h. Zawartość d-pantote
nlan u wapnia w bada nych próbkach n a l eży odczytać 

z wykresu krzywej wzorcowej na podstawi e uzyskanych 
wartośc i ś rednich przepuszcza ln ośc i . Obliczyć średnią 

a rytme t yczną s t ęże nia d-pant ote nianu wapnia w próbce 
w ~g/cm J . 

Zawartość d-pantotenianu wapnia X należy obliczyć 
w g/kg wg wzoru 

R . a 
X 

b . 1000 

w którym : 
R rozc i e ń cze ni e próbki , 
a - ś redni a arytmetyczna s tęże nia d-pa nto tenianu 

wapn ia, ~g/cm), 

b odważka bada nego po lfa mik su, g. 
2.10. Wynik końcowy oznaczania. Za wynik należy 

przyjąć średn ią arytmetyc zn ą co najmniej dwóc h rów
n o l egłych oznacza ń . Dopuszcza lna różnica między 

dwoma ró wn o l egły mi oznaczenianli nie powinna prze
kroczyć 15% błędu wzg l ędnego. 

KO N I EC 
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