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1. WSTLP

Przedmiotem normy jest mikrobiologiczna metoda
oznaczania zawartosc kwasu nikotynowego 1 jego ami-
du w polfamiksach.

2. METODA BADANIA

2.1. Zasada metody polega na spostrzezeniu, z¢ mi-
kroorganizm Lactobacillus arabinosus 17-5 wymaga dla
swego wrzrostu obecnoser pewnych witamin, migdzy in-
nymi kwasu nikotynowego lub jego amidu. Stosujgc po-
dtoze porbawione kwasu nikotynowego lub jego amidu.
dodajac nastgpnie okreslone jego ilosci. uzvskuje si¢
wzrost komorek bakteryjnych proporcjonalny do ilosci
dodane) witaminy. Wzrost poréwnuje si¢ z analogicz-
nym wzrostem uzyskanvm dla wzorca.

2.2. Odczynniki i roztwory. Podczas analizy, jesli nic
zaznaczono inacze), nalezy stosowac¢ wylgeznie odczyn-
niki ¢z.d.a oraz wode¢ redestylowana lub wod¢ o row-
nowazne] czystosci.

a) Bacto agar,

b) bBkstrakt drozdzowy.

¢) Glukoza.,

d) Octan sodowy bezwodny, CH;COONa.

¢) Kwas solny st¢zony, HCL

) SOl fizjologiczna. Nalezy rozpusci¢ 9 g chlorku
sodowego w 1000 em® wody. Rozlaé po 10 em® do pro-
bowek i sterylizowad 20 min w temperaturze 121°C
MPa).

g) Wodorotlenek sodowy, roztwor o ¢(NaOH) =
= mol/dm’.

h) Bacto Niacin Assay Medium.

1) Roztwor soli AL Nalezy rozpusci¢ 25 g bezwodne-

(cisnienie 0,1

go jednozasadowego fosforanu potasowego 1 25 g bez-
fosforanu  potasowego
w 200 em’ goracej wody zakwaszone] kilkoma krop-
lami stezonego kwasu solnego, ozigbié 1 uzupetni¢ woda
do 250 ¢m’.

1) Roztwor soli B. Nalezv rozpusci¢ 10 g siedmio-

wodnego  dwuzasadowego

wodnego siarczanu magnezowego. 0.5 g chlorku sodo-
wego, 0.5 g siedmiowodnego siarczanu  zelazawego,

0.5 g czterowodnego siarczanu manganawego w 200 cm’
gorgee] wody zakwaszonel kilkoma kroplami st¢zonego
kwasu solnego. ozigbi¢ i uzupetni¢c wodg do 250 ¢cm’.

k) Roztwdér L-cvstyny o stgzeniu 4 mg/cm’. Nalezy
rozpusci¢ 4 g L-cystyny w 600 cm’ gorgcej wody za-
kwaszonej kilkoma kroplami st¢zonego kwasu solnego.
ozighi¢ 1 uzupeini¢ woda do 1000 cm’.

) Roztwor dl-tryptofanu o st¢zeniu 2 mg/cm’. Na-
lezv rozpusci¢ 2 g dl-tryptofanu w 600 cm” gorace] wo-
dv zakwaszonej kilkoma kroplami st¢zonego kwasu sol-
nego. ozi¢hi¢ i uzupetni¢ woda do 1000 cm’.

m) Roztwor ryboflawiny o stgzeniu 25 pg/cm?. Nale-
zv rozpusci¢ 25 mg ryboflawiny w 600 c¢cm’ gorgce)
wody z dodatkiem 2.6 cm’ lodowatego kwasu octowe-
go. Ozigbi¢ 1 uzupelni¢ wodg do 1000 cm”.

n) Roztwor biotyny o stezeniu 100 pg/cm?. Nalezy
rozpuscic 25 mg biotyny w 100 c¢cm® 25% (v/v) alko-
holu etylowego, uzupelni¢ tym alkoholem do 250 c¢m’.
Do sporzadzenia pozywki nalezy uzywac roztwoOr bio-
tyny o stezeniu 1 pg/cm’.

0) Roztwor tiaminy o st¢zeniu 100 pg/cm’. Nalezy
rozpusci¢ 25 mg tiaminy w 100 cm® kwasu solnego
o ¢(HCl) = 0.1 mol/dm’, uzupelni¢ tym samym kwa-
sem do 250 cm’.

p) Roztwér adenino-guanino-uracylu o stgzeniu
[ mg/cm’. Nalezy rozpusci¢ oddzielnie: 100 mg adeni-
ny. 100 mg guaniny i 100 mg uracylu w niewielkich
ilosciach goragce] wody zakwaszonej kilkoma kroplami
stgzonego kwasu solnego, nastgpnie wszystkie roztwory
zmieszaé, oziebi¢ i uzupetnié woda do 100 cm’.

r) Roztwor pirydoksyny o stgzeniu 100 pg/cm’. Na-
lezv 1ozpusci¢ 25 mg pirydoksyny w 100 ¢cm’ alkoho-
lu etylowego 25% (v/v), nastgpnie uzupelni¢ tym alko-
holem 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 etvlowego 25% (v/v),
nastgpnie uzupelni¢ tym alkoholem do 250 cm’.

1) Roztwor d-pantotenianu  wapnia o steZeniu
100 pg/cm’. Nalezy rozpusci¢c 25 mg d-pantotenianu
wapnia w 100 cm® alkoholu etvlowego 25% (v/v), na-
stepnie uzupeini¢ tym alkoholem do 250 c¢m’.
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u) Roztwor niacyny o stgzeniu 100 pg/cm’. Nalezy
rozpusci¢ 25 mg niacyny w 100 cm? alkoholu etylowego
25% (v/v), nast¢pnie uzupelni¢ tym akoholem do
250 cm’.

w) Kwasny hydrolizat bezwitaminowy kazeiny.

y) Blekit 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 pomiarowe] pojemnosci
100 cm?. Ustali¢c pH 6.8 za pomoca roztworu wodo-
rotlenku sodowego wg 2.2 g) wobec bigkitu bromoty-
molowego i uzupelni¢ woda do 100 cm’.

Zawarto$¢ koloy nalezy przenies¢ do zlewki, doda¢
1,5 ¢ Bactoagaru 1 ogrzewaé¢ w lazni wodnej do roz-
puszczenia agaru. Nastepnie rozla¢ po 10 cm’ do pro-
bowek bakteriologicznych, nakryé korkami 7z waty 1 ste-
rylizowa¢ 15 min w temperaturze 121°C (ci$nienie
0.1 MPa). Po wyjgciu z autoklawu nalezy pozostawic
do zastygnigcia w pozycji pionowej.

Pozywka stuzy do przechowywania szczepu w postaci
hodowli klutej.

2.4.2. Pozywka testowa

a) Pozywka testowa z gotowej pozywki Bacto Niacin

Assay Medium. Nalezy rozpuscic 7.5 g pozywki
w 100 cm? goracej wody, doprowadzi¢ do wrzenia i po-
zostawi¢ wrzgcg w ciggu 2-3 min. Po ochtodzeniu na-
lezv rozlewa¢ po 5 c¢cm’ do kazdej probowki z ana-
lizowanymi roztworami probek 1 wzorcow. Z powodu
utrzymujgcego si¢ niewielkiego osadu nalezy mieszaé
pozywk¢ przed kazdorazowym pobraniem pipets.
b) Pozywka testowa z poszczegélnych skiadnikow —
przygotowana w laboratorium przy braku pozywki
Bacto Niacin Assay Medium. Nalezy zmieszac¢ ze sobg
nastgpujace ilosci skladnikow 1 roztworow;

— kwasny hydrolizat bezwitaminowy kazeiny —
0,5 g,

— TOZtwor

dl-tryptofanu wg 2.2 1) — 5 cm’.

— roztwOr L-cystyny wg 2.2 k) — 5 cm’,

— roztwor adenino-guanino-uracylu wg 2.2 p) —
I em?,

— roztwoOr tiaminy wg 2.2 o) — 0,1 cm’,

— roztwor ryboflawiny wg 2.2 m) — 0.8 cm’.

— roztwor pirydoksyny wg 2.2 r) — 0.1 cm’,

— roztwoOr d-pantotenianu wapnia wg 2.2 1t) —
0,1 cm’,

— roztwor biotyny o st¢zeniu | pg/cm’® wg 2.2 n) —
0.4 cm?,

— roztwdr kwasu p-aminobenzoesowego wg 2.2 s)
— 0,1 cm’,

— roztwor soli A wg 2.2 i) — 0,5 cm’,

— roztwor soli B wg 2.2 j) — 0.5 cm’,

— glukoza — 1 g,

— octan sodowy bezwodny — 1 g.

Podane skladniki nalezy zmieszac, roztwor doprowa-
dzic do pH 8.8 za pomoca roztworu wodorotlenku
sodowego o ¢(NaOH) = | mol/dm® i uzupelni¢ woda
do 50 c¢m’.

Jjace

2.4.3. Pozywka wzrostowa. Nalezy rozpusci¢ 1 g glu-
kozy, 1 g ekstraktu drozdzowego 1 0.5 g bezwodnego
octanu sodowego w 75 cm® wody. ustali¢ pH 6.8 1 uzu-
petni¢c wodag do 100 cm’,

Pozywke¢ nalezy rozlaé¢ po 10 cm’ do probowek, za-
krvé korkami z waty 1 sterylizowa¢ 15 min w tempe-
raturze 121°C (ciSnienie 0,1 MPa).

2.5. Szczep testowy

2.5.1. Hodowla i przechowywanie szczepu.
Lactobacillus arabinosus 17-5 nalezy przechowywac
w postact hodowh kiute) na stalym podiozu agarowym
wg 2.4.1 w chtodni w temperaturze 4°C nie dluzej jed-

Szczep

nak jak 3 tygodnie. Po uplywie tego czasu szczep na-
iezy zregenerowac przeszczepiajac na pozywke wzrosto-
wa wg 2.4.3 1 hodowac¢ 18 h w temperaturze 37°C.
Nastgpnie nalezy przeszczepi¢ na $wiezg pozywke aga-
rowa wg 2.4.1 1 hodowa¢ 24 h w temperaturze 37°C.

Szczep mozna przechowywac¢ w chtodni dalsze 3 ty-
godnie.

2.5.2. Przygotowanie szczepu do oznaczan. W przed-
dzien oznaczania szczep testowy nalezy przeszezepic
z hodowh klutej na pozywk¢ wzrostowg wg 2.4.3 1 ho-
dowa¢ 18 = 20 h w temperaturze 37°C.

Po okresie inkubacy hodowle nalezy odwirowywac
przez 15 min przy 3000 obr/min. Po wirowaniu pozyw-
ke nalezy zdekantowad, a osad zawiesic w 10 ¢m’
sterylnej soli fizjologiczne) wg 2.2 f) 1 jeszcze raz od-
wirowac w tych samych warunkach. Nastgpnie ptyn na-
lezy zdekantowac, a osadzone komorki bakterii zawie-
si¢ ponownie w 10 cm® sterylnej soli fizjologiczne] wg
2.2 1l

Po dokladnym wymieszaniu 2 krople uzyskanej za-
wiesiny nalezy przenies¢ do 10
fizjologicznej wg 2.2 ) 1 dobrze wymieszac.

Tak rozcienczona zawiesina baktern stuzy do szcze-
pienia probek badanych 1 wzorca.

2.6. Przygotowanie do analiz préby danego polfami-
ksu. Nalezy odwazy¢ 5 + 10 g badanego polfamiksu
tak. aby probka zawierata okoto 5 mg kwasu nikoty-
nowego lub jego amidu i przenies¢ do kolby pomia-
rowej pojemnosci 500 cm?. Dodac¢ 300 cm® wody i wy-
trzasa¢ 15 min.

Nastgpnie nalezy uzupetnic woda do 500 c¢cm’, wy-
mieszac 1 pozostawié probkg do odstania,

; ; )
cm”  stervlne) soli

Nastgpnie rozcienczy¢ wodg tak, aby przyvgotowany
roztwor zawieral w [ em’ okolo 0.1 pg kwasu niko-
tynowego lub jego amidu.

2.7. Przyvgotowanie roztworu wzorcowego. Roztwor
niacyny. przygotowany wg 2.2u), nalezv rozcienczyd
wodg do stezenia 0.1 pg/cm’.

2.8. Wykonanie oznaczania. Do trzech szeregow pro-
bowek nalezy wlaé¢ nastgpujace 1losci roztworu wzorco-
wego o stezeniu 0.1 pg/em’: 0.0 cm®, 0,5 cm®, 1,0 em?,
1.5 em’, 2,0 em’, 2,5 cm®, 3.0 cm’, 4.0 cm’, po czym
uzupelni¢ woda do objgtosci S em”. Nastepnie do kazdej
probowki nalezy dodaé¢ po 5 cm® pozvwki testowe] wg
2.4.2,

Do czterech szeregdw probowek nalezy wiac¢ nastepu-
roztworu badanego o okoto
0.1 pgZem?, 0.5 cm?, 1,0 ecm?®, 2.0 cm?, 3.0 em’, uzupel-

ilosci stgzeniu
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ni¢ wodg do obj¢toscei 5Secm® 1 do kazdej probowki dodac
po 5 cm’ pozywki testowej wg 2.4.2.

W celu sprawdzenia jatowesci probek, nalezy przygo-
towa¢ dwic probki kontrelne w nastgpujacy sposob:
do kazde] probowki wla¢ po 1 em?® wody, 4 ¢cm’® roz-
tworu  wzorcowego kwasu nikotynowego o stgzZeniu
0.1 pg/em® i 5 cm? pozywki testowe] wg 2.4.2.

Po rozlaniu roztworow probéwki nalezy zakorkowac
i sterylizowa¢ 10 min w temperaturze 121°C (ci$nienie
0,1 MPa).

Po sterylizacji probki nalezy szybko schtodzi¢ 1 szcze-
pi¢ | kroplg, uprzednio przygetowane)] wg 2.5.2, za-
wiesiny szczepu Lactobacillus arabinosus 17-5, z wyjat-
kiem jednej probki kontrolney.

Probowki nalezy umiesci¢ w cieplarce o temperaturze
37°C na 48 h. Po uplywie czasu inkubacji zawartosc
probowek nalezy wstrzasna¢ w celu uzyskania jedno-
rodnej zawiesiny wyrosnig¢tego szczepu 1 zmierzy¢ prze-
puszczalnos¢  roztworow fotokolorymetrycznie przy
dtugosci fali 570 nm.

Jako odnosnika w pomiarze nalezy uzy¢ probke za-
wierajgey pozywk¢ zaszczepiong zawiesing
szczepu Lactobacillus arabinosus 17-5.

wode 1

2.9. Obliczanie wynikéw oznaczania. Nalezy obliczy¢
wartoscit srednie przepuszcezalnosct dla kazdych trzech
probek wzorca o jednakowym st¢zeniu. Na podstawie

uzyskanych wynikow wykresli¢ krzywg wzorcowsg ilu-
strujgca zaleznos¢ przepuszczalno$ci roztworu od ste-
zenia wzorca kwasu nikotynowego lub jego amidu.

Nalezy obliczy¢ warto$¢ $rednig przepuszczalnos$ci
dla kazdych czterech prob badanych.

Zawarto$¢ kwasu nikotynowego lub jego amidu
w badanych probkach nalezy odczyta¢ z wykresu krzy-
wej wzorcowe] w oparciu o uzyskane wartosci $rednie
przepuszczalnosci. Obliczy¢ Srednig arytmetyczng steze-
nia kwasu nikotynowego lub jego amidu w prdbce
w pg/em’.

Zawartos¢ kwasu nikotynowego lub jego amidu
w badanym polfamiksie X obliczy¢ w g/kg wg wzoru

R -a
X T ce——————
b - 100
w ktorym:

R — rozcienczenie probki,

a — Srednia arytmetyczna st¢zenia kwasu nikotyno-
wego lub jego amidu w badanej proébce,
pg/cm?,

b — odwazka badanego polfamiksu, g.

2.10. Wynik konicowy oznaczania. Za wynik nalezy
przyjac srednig arytmetyczng co najmniej dwoch row-
noleglych oznaczan. Dopuszczalna rdéznica migdzy
dwoma rownoleglymi oznaczaniami nie powinna prze-
kracza¢ 15% btedu wzglednego.
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I. Instytucja opracowujgca norm¢ — Centralne Laboratorium

Przemystu Paszowego w Lublinie.
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