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1. WSTEP

Przedmiotem normy jest mikrobiologiczna metoda
oznaczania d-pantotenianu wapnia w polfamiksach.

2. METODA BADANIA

2.1. Zasada metody polega na spostrzezeniu, ze mi-
kroorganizm Lactobacillus arabinosus 17-5 wymaga dla
swego wzrostu cbecnosct w podtozu pewnych witamin,
mi¢dzy innymi d-pantotenianu wapnia i dodajgc na-
stgpnie okreslone jego ilosci uzyskuje si¢ wzrost komo-
rek bakteryjnych, proporcjonalny do ilosci dodanej wi-
taminy. Wzrost ten pordéwnuje si¢ z analogicznym
wzrostem uzyskanym dla wzorca.

2.2. Odczynniki i roztwory. Podczas analizy, jesli nie
zaznaczono inaczej, nalezy stosowac¢ wylacznie odczyn-
niki cz.d.a oraz wodg¢ redestylowang lub wodg o row-
nowaznej czystosci.

a) Bacto-agar.

b) Ekstrakt drozdzowy.

¢) Glukoza.

d) Octan sodowy bezwodny, CH; COONa.

e) Kwas solny st¢zony, HCL.

f) Sol fizjologiczna. Nalezy rozpusci¢c 9 g chlorku
sodowego w 1000 ¢m® wody. Rozla¢ po 10 cm’ do
probowek 1 sterylizowac¢ 20 min przy cisnieniu 0,1 MPa.
o ¢(NaOH) =

¢) Wodorotlenek roztwor

= 1 mol/dm’.

h) Bacto Pantothenate Assay Medium.

i) Roztwodr soli A. Nalezy rozpusci¢ 25 g bezwodne-
go jednozasadowego fosforanu potasowego 1 25 g bez-
wodnego dwuzasadowego fosforanu  potasowego
w 200 cm? gorgcej wody zakwaszonej kilkoma kroplami
stezonego kwasu solnego, ozigbi¢ 1 uzupetni¢ woda do
250 cm’.

j) Roztwor soli B. Nalezy rozpuscié 10 g siedmio-
wodnego siarczanu magnezowego, 0,5 g chlorku sodo-
wego, 0.5 g siedmiowodnego siarczanu zelazawego,
0.5 g czterowodnego siarczanu manganowego w 200 cm’
gorgce] wody, zakwaszonej kilkoma kroplami stgzone-
go kwasu solnego. oziebi¢ i uzupetni¢ woda do 250 cm*.

sodowy,

k) Roztwor L-cystyny o stezeniu 4 mg/cm’. Nalezy
rozpusci¢c 4 g L-cystyny w 600 cm’® goracej wody za-
kwaszone] kilkoma kroplami st¢Zzonego kwasu solnego,
ozigbi¢ i uzupelni¢ woda do 1000 c¢m’.

I) Roztwor dl-tryptofanu o stgzeniu 2 mg/cm?. Na-
lezy rozpusci¢ 2 g dl-tryptofanu w 600 cm® goracej
wody zakwaszonej kilkoma kroplami st¢zonego kwasu
solnego, ozigbi¢ i uzupetni¢ woda do 1000 cm’.

m) Roztwér ryboflawiny o stezeniu 25 pg/cm?. Na-
lezy rozpusci¢ 25 mg ryboflawiny w 600 cm? goracej
wody z dodatkiem 2.6 cm’ lodowatego kwasu octowe-
go, ozigbi¢ i uzupetni¢ wodg do 1000 cm?.

n) Roztwdr biotyny o stezeniu 100 pg/cm?. Nalezy
rozpusci¢ 25 mg biotyny w 100 cm® alkoholu etyvlowego
259 (V/V). uzupetni¢ tym alkoholem do 250 ¢m®. Po
sporzadzeniu pozywki nalezy uzywaé roztworu biotyny
o stezeniu | pg/em’.

0) Roztwdr tianiny o stezeniu 100 pg/cm’. Nalezy
rozpusci¢ 25 mg tianiny w 100 cm® kwasu solnego
o ofHCI) =
250 cm’.

p) Roztwdér adenino-guanino-uracylu o stezeniu
I mg/cm’. Nalezy rozpusci¢ oddzielnie 100 mg adeniny,
100 mg guaniny i 100 mg uracylu w niewielkich ilos-
ciach gorgcej wody zakwaszonej kilkoma kroplami stg-
zonego kwasu solnego, nastgpnie wszystkie roztwory
nalezy zmiesza¢, ozigbi¢ i uzupetni¢ wodg do 100 cm’.

r) Roztwor pirydoksyny o st¢zeniu 100 pg/cm?. Na-
lezy rozpusci¢ 25 mg pirvdoksyny w 100 cm? alkoholu
etylowego 25% (V/V), nastgpnie uzupelni¢ tym alkoho-
lem do 250 cm’.

s) Roztwor kwasu p-aminobenzoesowego o stezeniu
100 pg/cm?. Nalezy rozpusci¢ 25 mg kwasu p-amino-
benzoesowego w 100 cm? alkoholu etylowego 25% (V/ V).
nastepnie uzupetni¢ tym alkoholem do 250 cm’.

t) Roztwor niacyny o st¢zeniu 100 pg/cm’. Nalezy
rozpusci¢ 25 mg niacyny w 100 cm? alkoholu etylowego
25% (V/V), nastgpnie uzupeini¢ tym alkoholem do
250 cm’.

u) Roztwor d-pantotenianu  wapnia o0

100 pg/cm?. Nalezy rozpuscic 25 mg d-pantotenianu
wapnia w 100 cm’ alkoholu etylowego 25% (V/V), na-
stepnie uzupetnié tym alkoholem do 250 cm’.

0,1 mol/l, uzupetni¢ tym kwasem do

stezeniu
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w) kwasny hydrolizat bezwitaminowy kazeiny.
v) bi¢kit bromotymolowy.

2.3. Aparatura i przyrzady. Fotokolorymetr.

2.4. Pozywki

2.4.1. Pozywka do hodowli i przechowywania szczepu.
Nalezy rozpusci¢ 1 g glukozy, 1 g ekstraktu drozdzo-
wego 1 0.5 g octanu sodowego bezwodnego w niewiel-
kiej ilosci wody w kolbie miarowej pojemnosci 100 cm?,
ustalic pH 6.8 za pomoca roztworu wodorotlenku so-
dowego wg 2.2 g) wobec bi¢kitu bromotymolowego
i uzupetni¢ woda do 100 cm’®. Zawartos¢ kolby nalezy
przenies¢ do zlewki, doda¢ 1,5 g Bacto-agaru 1 ogrze-
waé¢ w lazni wodnej do rozpuszczenia agaru. Nastgpnie
nalezy rozla¢ po 10 cm® do probdowek bakteriologicz-
nych. zakryé korkami z waty 1 sterylizowa¢ 15 min
przy ci$nieniu 0,1 MPa. Po wyj¢eiu 2 autoklawu nalezy
pozostawi¢ do zastygnigcia w pozycji plonowej.

Pozywka stuzy do przechowywania szczepu w postaci
hodowlh ktlutej.

2.4.2. Pozywka testowa

a) Pozywka testowa z gotowej pozywki Bacto Panto-
thenata Assay Medium. Nalezy rozpusci¢ 7,3 g pozywki
w 100 c¢cm’® gorgcej wody, doprowadzi¢ do wrzenia
I pozostawi¢ wrzgca 2-3 min.

Po ochtodzeniu nalezy rozlaé po 5 cm?® do kazdej
probowki z analizowanymi roztworami probek wzor-
coOw. Z powodu utrzymujgcego si¢ niewielkiego osadu
nalezy mieszaé¢ pozywke¢ przed kazdorazowym pobra-
niem pipeta.

b) Pozywka testowa z poszczegolnych sktadnikow —
laboratorium przy braku pozywki
Bacto Pantothenate Assy Medium. Nalezy zmieszaé ze
sobg nastegpujgce ilosct sktadnikow 1 roztwordow:

— kwasny hydrolizat bezwitaminowy kazeiny wg
22 w) — 05 ¢

fe

przygotowana w

— roztwoOr dl-tryptofanu wg 2.2 1) — 2.5 ¢m’
— roztwor L-cystyny wg 2.2 k) — 2,5 cm’
— ¢lukoza wg 2.2 ¢) — | g

— octan sodowy bezwodny wg 2.2 d) — 0.3 ¢

— roztwoOr adenino-guanino-uracylu wg 2.2 p —
I cm?

— roztwor tiaminy wg 2.2 o) — 1 cm’

— roztwor ryboflawiny wg 2.2 m) — 4 cm’

— roztwOr pirydoksyny wg 2.2 1) — 2 cm’

— roztwOr niacyny wg 2.2 t) — 1 c¢m’

— roztwor biotyny wg 2.2 n) — 0,25 c¢m’
— roztwor kwasu p-aminobenzoesowego wg 2.2 s)

— 0.1 cm?
— roztwor soli A wg 2.2 1) — 0,5 ¢m?
— roztwor soli B wg 2.2 j) — 0.5 cm®

Podane sktadniki nalezy zmieszaé ze soba, roztwoér
doprowadzi¢ do pH 6,8 za pomoca roztworu wodoro-
tlenku sodowego o ¢(NaOH) = | mol/dm* wg 2.2 g)
i uzupelni¢ woda do 50 cm’.

2.4.3. Pozywka wzrostowa. Nalezy rozcienczy¢ 50 ¢m’
pozywki testowej wg 2.4.2 w 50 cm® wody, dodaé
0,02 ¢m’ roztworu d-pantotenianu wapnia o stg¢zeniu
100 pg/cm” wg 2.2 n) i wymieszac¢. Rozla¢ po 10 cm?® do
probowek bakteriologicznych, zakry¢ korkami z waty
1 sterylizowac 15 min w temperaturze 129°C przy ci$nie-
niu 0.1 MPa.

2.5. Szczep testowy

2.5.1. Hodowla i przechowywanie szczepu.
Lactobacillus arabinosus 17-5 nalezy przechowywacd
w postact hodowl kiutej na statym podtozu agarowym

Szczep

wg 2.4.1 w chtodni o temperaturze 4°C nie diuzej jak
trzy tygodnie. Po uplywie tego czasu szczep nalezy
przeszczepi¢ na pozywke wzrostowa wg 2.4.3 i hodowac
18 h w temperaturze 37°C.

Nastepnie z hodowli ptynnej nalezy przeszczepi¢ na
Swieza pozywke agarowa wg 2.4.1 i hodowac¢ 24 h
w temperaturze 37°C. Wyhodowany szczep mozna
przechowywaé¢ w chlodni dalsze trzy tygodnie.

2.5.2. Przygotowanie szczepu do oznaczan. W przed-
dzien oznaczania szczep testowy nalezy przeszczepic
z hodowli ktutej na pozywk¢ wzrostowa wg 2.4.3 1 ho-
dowa¢ 15 = 20 h w temperaturze 37°C. Po okresie
inkubacji hodowle nalezy odwirowywaé przez 15 min
przy 3000 obr/min. Po odwirowaniu pozywke¢ nalezy
zdekantowaé, a osad po dekantacji zawiesi¢ w 10 cm’
steryinej soli fizjologicznej wg 2.2 ) 1 jeszcze raz odwi-
rowa¢ w tych samych warunkach. Nast¢pnie pltyn na-
lezy zdekantowadé, a osadzone komorki bakterii zawie-
si¢ ponownie w 10 cm? sterylnej soli fizjologicznej wg
2.2 f) 1 dobrze wymieszaé. Nastepnie kilka kropli uzys-
kanej zawiesiny nalezy przenie$¢ do 10 cm’ sterylne;
soli fizjologicznej wg 2.2 f) i dobrze wymiesza¢. Tak
przygotowana zawiesina bakterii stuzy do szczepienia
probek badanych 1 wzorca.

2.6. Przygotowanie badanej proby do oznaczan. Na-
lezy odwazy¢é 5 = 10 g badanego polfamiksu tak, aby
probka zawierata okolo 5 mg d-pantotenianu wapnia
i przenie$é do kolby pomiarowej pojemnosci S00 cm”.
Doda¢ 300 cm’ wody 1 wytrzasa¢ 15 min. Uzupelni¢
wodg do 500 cm’ 1 wymiesza¢. Pozostawi¢ probke do
odstania. a nastgpnie nalezy wykonac rozcienczenie tak,
aby przygotowany roztwor zawierat okoto 0,1 pg
d-pantotenianu wapnia w 1 cm?,

2.7. Przygotowanie roztworu wzorcowego. Roztwor
d-pantotenianu wapnia przygotowany wg 2.2 u) nalezy
rozcienczyé woda do stezenia 0,1 pg/cm?.

2.8. Wykonanie oznaczania. Do trzech szeregdw pro-
bowek nalezy wla¢ nastgpujace ilosci roztworu wzorco-
wego o stezeniu 0,1 pg/cm?: 0,0 em?, 0.25 em?, 0.50 cm’,
0.75 em’. 1.0 em?, 1.5 cm?®, 2.0 cm?®, po czym uzupetnié
woda do fgcznej objetosci 5 cm’. Nastepnie do kazde]
probowki nalezy doda¢ po 5 c¢cm?® pozywki testowej
wg 2.4.2. Do czterech szeregdw probowek nalezy wla¢
nast¢pujace ilosci roztworu badanego o st¢zeniu okoto
0,1 pg/cm?, 0.5 cm?; 0,75 ecm?, 1.0 cm?, 1.5 ¢m?®, uzu-
pelni¢ woda do objgtosci S ecm? 1 do kazdej probowki
doda¢ po 5 cm’ pozywki testowej wg 2.4.2. W celu
sprawdzenia jalowosci probki nalezy przygotowac dwie
probki kontrolne w nast¢pujacy sposob do kazdej pro-
bowki wla¢ po 3 em® wody, po 2 cm® roztworu wzorco-
wego o stezeniu 0,1 pg/cm?® wg 2.7 1 po 5 cm® pozywki
testowe] wg 2.4.2. Po rozlaniu roztworow probowki
nalezy zakorkowac 1 sterylizowa¢ 10 min w tempera-
turze 121°C przy ci$nieniu 0,1 MPa. Po sterylizacji
proby nalezy szybko ochtodzi¢ 1 szczepi¢ | kropla
uprzednio przygotowane] zawiesiny szczepu wg 2.5.2



BN-86/9160-29 3

7z wyjatkiem 1 probki kontrolnej. Probdwki nalezy
umiescic w cieplarce w temperaturze 37°C na okres
24 h.

Po okresie inkubacji zawartos¢ probowek nalezy
wstrzgsna¢ w celu uzyskania jednorodnej zawiesiny wy-
ro$nigtego szczepu i zmierzve przepuszezalnos$é roztwo-
row fotokolorymetrem przy dtugosci fali 570 nm. Jako
odnoénika w pomiarze nalezy uzyé probke¢ zawierajaca
wode¢ 1 pozywke zaszczepiona zawiesing szczepu
Lactobacillus arabinosus 17-5.

2.9. Obliczanie wynikow oznaczania. Nalezy obliczy¢
wartosct srednie przepuszczalnosct dla kazdych trzech
probek wzorca o jednakowym st¢zeniu. Na podstawie
uzyskanych wynikoéw nalezy wykresli¢ krzywa wzorco-
wa, ilustrujgeg zaleznos¢ przepuszczalnosct roztworu
od st¢zenia wzorca d-pantotenianu wapnia.

Obliczy¢ wartos¢ Srednig przepuszczalnosc dla kaz-
dych czterech probek badanych. Zawarto$¢ d-pantote-
nianu wapnia w badanych probkach nalezy odczytaé

7z wykresu krzywej wzorcowej na podstawie uzyskanych
wartosci srednich przepuszczalno$ci. Obliczy¢ srednig
arytmetyczng st¢zenia d-pantotenianu wapnia w probce
wopg/em’,

Zawartos¢ d-pantotenianu wapnia X nalezy obliczy¢
w g/kg wg wzoru

R -a
b - 1000
w ktorym:
R — rozcienczenie probki,
a — Srednia arytmetyczna st¢zenia d-pantotenianu
wapnia, pg/cm’,
b — odwazka badanego polfamiksu, g.

2.10. Wynik koncowy oznaczania. Za wynik nalezy
przyjaé¢ Srednig arytmetyczng co najmniej dwoch row-
noleglych oznaczan. Dopuszczalna rdznica migdzy
dwoma roéwnoleglymi oznaczeniami nie powinna prze-
kroczy¢ 159% bledu wzglgdnego.
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