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Oznaczanie kwasu nikotynowego 
i jego amidu 

l. WSTĘP 

Pllcdmiotelll no rm y jest mikro biologi czna mel0d~1 

()i'n;IClania i'awa rtoś c i kwas u n ikot ynowego i jego am i­
du VI poli';lmiksa c h. 

2. METODA BADANIA 

2.1. Zasada metody polega Ila spostrzeżen iu , Le mI­

k rom1,!a n ii'm l~ aCf()ha('illus arabinosus 17-5 wymaga dla 

~we1,!() Wi'rost ll obecności pewn ych wita m in . mi~dzy in ­

nymi kwasu nikotynO\i'cgo lub jego a m idu . Sto s uj ąc po­

d ł ożc p07h;lwio ne kwasu niko tynowego lub jego a mi du . 

dodaj;!c Il<ls tc;pnie o kreśl o n e jego i loś c i . uzvskuje s i ~ 

wnos t kO I11{)rek baktcryjn yc h propo rc jo na ln y do il ośc i 

dmj;lll ej wita min y. W zros t porównuje s i ę z a na log icz­

nym w7 roste m uzyska ny m dla wzo rca. 

2.2 . Odczyn nik i i roztwory. Podc zas ;l na lizy, j eś li ni e 

/ai'llaUO Il O inaczej. należy s t osować wy l ą c zni e o d czy n­

n ik i CI. d. a o ra7 wnet.;: rede s tyłowa n ą lub wodę o rów­
IW\v;lżnej Ci'ys t ośc i . 

a) Bauo a gar. 

b) H.strakt drożd żowy. 

c ) G luk o i'a. 

d) Oc ta n sodo wy hezwod n y. C H ,1COONa. 

c ) Kwas so ln y s t c;ż.o n y, flCI . 
i') Sl'll i'i? jolog iC7 na, N al eży rozpuśc ić 9 g chlo rk il 

sodowego w 1000 cm ' wod y. R ll z l ać po 10 cm ) do pro­

hllwek i s tery li zować 20 min w tempe ra turzc 12 1° C 

( c i ś ni e ni c 0 . 1 MPa ). 

g ) Wo d o rotlen e k sodo wy, roztwór o c(NaO I-ł) = 
= l11 o l/ dm '. 

h) BaClo N ia c in Assa y Medi llm. 

i) Roztwór so li A . Należy ro zpuścić 25 g bezwo dne­

go j ednoza sadowego fo sfo ranu po taso wego i 25 g bez­

wod Il cgo dwu zasadowego f'os f'o ra n u pota so wego 
w 20() cm ' go r~)cej wod y za kwaszo nej kil koma kro p­

lami stC;711nego k '.\ asu so lnego , ozięb i ć i u zu pełnić WOde) 
do 250 cm ' . 

.I) Rp / twó r so li B. Należv r07p uścić 10 g siedmio­

wod nego si;l rcza nu m ag nezowego . 0 .5 g c hlorku sodo­

wego. 0.5 g s iedmi owod nego sia rczan u że l azawego , 

wpolfamiksach 
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U,5 g cz terowodnego siarc7(lIlu manga na wego w 200 c m ' 

gor:.)L'ej wod } zakwa s70nej kilk o ma kro pla mi s t ę7on ego 

kwas u so lnego , 07 iębić i u zu pełnić wodą do 250 cm ' . 
k) Roztwór L- vqyny o s t ę że ni u 4 mg/ cm ] Należy 

rOLpuśc i ć 4 g L-,:ystyny w 600 c m ' go rącej wod y za­

kwaszonej ki lkoma krop lam i s t ężonego kwasu so ln ego , 

07 i ę bić i u zupełnić wodą do 1000 c m '. 

I) Ro ztwór dl -t rypt ora nu o s t ęże niu 2 m g/cm ). Na­

Iejy ro zpuścić 2 g d l- tryptoi'anu w 600 cm ' gon)cej wo­

d y zak waszo nej k ilkoma k rop la mi s t ężo nego kwasu so l­

nego, ozi~b i ć i u z upełni ć wodą do 1000 cm] 

m) Ro z twó r rybo fl awi ny o s t ęże nill 25 ~g/cm] Nale­

ży rozp uśc i ć 25 mg ryb o flawi ny w 600 c m! gorącej 

wod y z dod atk ie m 2,6 cm ) lod o watego kwa s u octowe­

go. Ozi~b i ć i u zupełnić wodą do lono cm ). 

n ) Roztwó r bi o tyny o s t ężen iu 100 pg/c m '. Należy 

rozpuśc i ć 25 m g biotyny w łOO cm ) 25% (v/v) a lk o­

ho lu e ty lowego , uzupełnić tym a lkoho le m d o 250 cm ). 

D o sporzą dzen i a pożywki na l eży uży wać ro ztwór bi o­

tyny o s t c;żen iu I ~lg/c m ' . 
o) Ro ztwó r ti a mi ny o s t ężen iu 100 ~g/cm ) . Należy 

ro/.puśc i ć 2.5 mg tiam in y w 100 c m " kwa su so lnego 

o c( H C I) = 0. 1 mol/dm ). u zupełn i ć tym samym kwa­

sem do 250 cm ]. 

p) Roztwór a den in o -g uanino-m a cy lu o s tęże niu 

I mg/c m ] N a l eży rozp uśc i ć o dd zie ln ie: łOO mg ade ni ­

ny_ 100 mg g ua n in) i 100 m g uracy lu w niewielkich 

ilośc iac h go rącej wod y za kwaszonej k ilko m a krop la mi 

s t~żonego kwa su su ln ego. na stc; pnie wszys tki e roztwo ry 

zmieszać. oz i ę b i ć i u zupełni ć wodą do 100 cm '. 
r) Ro ztwó r pirydok sy ny o s tęże niu 100 pg/c m ), Na­

le7y lozpu ś cić 25 mg pi ryd o ksy ny w 100 cm ) a l ko ho­

lu ety lowego 25% (v/\·). n astęp ni e u z upełnić tym alko­

h o le m d o 250 cm' . 

s) Roztwór kwa s u p-a min o be r. zoesowego o s t ężeniu 

100 ~lg/em '. N a l eży ro zpuśc i ć 25 mg kwas u p-amin o­

be nzoesowego w 100 c m ) a lko ho lu ety lowego 25 o/r (v/\·l. 

n astę pni e u wpcłn i ć tym a lkohole m d o 250 cm ). 

I) Ro ztwór d- panto teni a nu wapn ia o s t ężen iu 

100 pg/cm ). Należy rozpuści ć 25 mg d-pantote nianu 

wapn ia w 100 cm' a lk o ho lu ety lowego 25 o/c (v/v) . na ­

s t ęp ni e u z u pełni ć tym a lk o ho lem do 250 cm ). 
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u) Roztwór nIacyny o stężeniu 100 ~g/cm J . Należy 

rozpuścić 25 mg niacyn y w 100 cm ) a lko holu etylowego 

25% (v/ v), na stępnie u zu pełnić tym akoholem d o 

250 cm J. 
w) Kwaś ny hydro liza t bezwitaminowy ka Le iny. 

y) Błękit bromotymolowy. 
2.3 . Aparatura i przyrządy. Foto ko lorymetr. 

2.4. Pożywk i 

2.4.1. Pożywka do hodowli i przechowywania szczepu. 
Należy rozpuśc ić I g glukozy, l g ekstrak tu d rożdżo­

wego i 0.5 g oc ta nu sodowego bezwodnego w niewie l­
kiej ilośc i wody w kolbie pomiarowej pojemności 

IDO cm 3 Us t alić pH 6.8 za pomocą roztworu wodo­
rot lenku sodowego wg 2.2 g) wobec błękitu bromoty­
mol owego i u z upełnić wodą d o 100 cm'. 

Zawartość kolb y należy prze ni eść do zlewki, dodać 

1.5 g Bacto agaru i ogrzewać w łaźni wodnej do roz­
puszczenia agaru. Na s tępni e r ozla ć po ID cm ) d o pro­
bówek bakte ri o logicznych, nakryć ko rk ami z wa ty i ste­
ryli zować 15 min w tempera tu rze 121 °C ( ciśn ienie 

0 . 1 MPa). Po wyjęciu z autoklawu na leży pozostawi ć 

do zastygnięcia w pozycji pio nowej. 
Pożywka służy do przechowywania szcze pu w postaci 

hodowli kłutej . 

2.4.2. Pożywka testowa 

a) Pożywka testowa z gotowej pożywki Bacto Niacin 
Assay Medium. Należy roZpUSCIC 7,5 g pożywki 

w 100 c m ) goqcej wody , doprowadzić do wrzenia i po­

zosław ić wrzącą w c ią gu 2-3 min . Po ochłodzeniu na­
leżY roz l ewać po 5 cm' d o każdej probówki z a na ­

li zowa n ym i roztw o rami próbek i wZllrców. Z powodu 
utrzy mującego się niewielkiego osad u należy mieszać 

pożywkę przed każdorazowym pobran ie m pipetą . 

b) Pożywka testowa z poszczególnych składników -
przygo towa na w laboratorium przy braku pożywk i 

Bacto Niacin Assay Medium. Należy zmi eszać ze s obą 

nast<; pujące il ości s kładników i roztworów: 
- kwaśny hydrolizat bezwita min owy kazeiny-

0 ,5 g. 
roztwór dl-tryptofa nu wg 2.2 I) - 5 c m ). 

- rozt.wór L-cystyny wg 2.2 k) - 5 cm ), 

- roztwór aden ino-guanino-uracylu wg 2.2 p) -
cm), 

roztwór tiamin y wg 2.2 o) - O, ł c m ). 

roztwór ryboflawiny wg 2.2 m) - 0.8 cm'. 
roztwór pirydoksyny wg 2.2 r) -- 0, I cm ', 
roztwór d-pantotenianu wapnia wg 2.2 t) 

0, I cm ). 

- roztwór bi otyny o s t~ żeniu I pg/cm ) wg 2.2 n)-
0,4 c m ), 

- roz twór kwasu p-aminobenzoesowego wg 2.2 s) 
- 0, I cm ). 

roztwór so li A wg 2.2 i) 0,5 cm ), 

roztwór so li B wg 2.2 j) 0,5 cm ' 
glukoza - I g, 

octa n sodowy be zwod n y - I g. 

Podane składniki należy zmieszać , ro ztwó r doprowa ­

d zić d o pH 8,8 za pomocą ro ztwo ru wodorotlenku 
sodowego o c(NaOH) = I mol/ dm) i uzupeł nić wodą 
do 50 cm ). 

2.4.3. Pożywka wzrostowa. Na Idy rozp u ścić I g glu­
ko zy . l g ekstrak tu drożdżowego i 0 .5 g bezwodnego 
octanu sod o wego w 75 cm) wody , us t a li ć pH 6.8 i uzu­
pełnić wodą do 100 cm) . 

Pożywkę należy roz l ać po 10 cm" do probówek, za ­

kryć korkami z waty i ste ry l izować 15 min w tempe­
ratllrze 12 1°C (c iśnien i e 0,1 MPa ). 

2.5. Szczep testowy 
2.5 .1. Hodowla i przechowywanie szczepu. SZC7C p 

LactobaciIlus arabinosus 17-5 należy przcc h owywać 

w postaci hodowli kłL!tej na s l ałym podlożu aga rowym 
wg 2.4.1 w c hłodni w te mpe ra tu r7e 4°C ni c dłu żej jed­

nak jak 3 tygodn ie. Po upływi e tego cza su ~,7.CZCp na­

icży zregenerować przeszczep i ając na pożvwkę wzrost 0-

w'1 wg 2.4. 3 i hodować 18 h w temperaturze 37°C. 
Następni e n a l eży prze s zczepić na ś wieżą pnżywk~ aga­
rową wg 2.4.1 i hodować 24 h w temperaturze 37° C. 

Szczep można przechowywać w c hł odni dal sze 3 ty­
godni e. 

2.5.2. Przygotowanie szczepu do oznaczań. W przed­

dziell oznacza nia szczep testowy n a le ży przeszcze pić 

z hodowli kłutej na pożywkę wz ros t o w<ł wg 2.4.3 i ho ­
d ować 18 -:- 20 h w tempera turze :. 7°C. 

Po o kres ie inkubacji hodow lę n a l eży odwirowywać 

przez 15 min przy 3000 o br/ min . Po wirowaniu pożyw­
k ę należy zdekantować , a osad zaw ie s i ć w lO cm ) 

steryln ej so li fizjologicz nej wg 2.2 f) i jeszcze raz od­
w i rować w tych sa mych warunkach. Następnie pł y n na­

l eży zdekan t ować . a o sa d zo ne ko mó rki b ,lkterii zawie­
sić ponownie w lO c m 3 sterylnej so li fi?jologic znej wg 

2.2 n. 
Po dokładn ym wym ieszan iu 2 kro ple u zys kane l za­

wiesiny należy prze ni eść do 10 cm ) sterylnej so li 

fi zjo logicznej wg 2.2 f) i dobrze wymieszać. 

Tak rozcieńczona zawiesina bakterii służy d o szcze­

pi e nia próbek badanych i wzo rca . 

2.6. Przygotowanie do analiz próby danego polfami­
ksu . Należy odważyć 5 -:- lO g badanego polfamiksu 
tak, aby próbka zawierała okolo 5 mg kwasu niko ty­

nowego lub jego amidu i prze ni eść do ko lb y pomia­
roweJ poj e mnośc i 500 cm ). Dodać 300 cm ] wody i wy­

t rz;1sać 15 min. 
Następnie n a leży uzupełnić wodą do 50() c nr' . wy­

mieszać i pozostaw ić próbk ę do ods ta nia. 

Następni e rozc i eIlczyć wodą tak, ab y przygotowan y 
r ~)Ztwór za wi e rał w I cm ) o kol o 0.1 ~lg kwa su nik o­

tyn o wego lub jego amidu. 

2.7. Przygotowanie roztworu wzorcowego. Ro zt wó r 
niacyny. przygo towany \vg 2.2u). nal eżv rozciell czyć 

wod q d o s t ężenia O, I pg/c m3
. 

2.8. W ykonanie oznaczania. D o trzec h szeregv w pro­

bówek należy wlać następujące il ośc i roz two ru wzorco­
wego o s t ęże niu 0 , 1 ~g/cmJ : 0.0 cm -' . 0 ,5 c m '. 1.0 cm ' . 
1.5 cm ). 2.0 cm! , 2.5 c m!. 3 ,0 cnrl . 4.0 cm ). po czy m 

u zupełni ć wodą do o bjęt ośc i 5 cm 3 Następnie do ka żdej 

probó wki na l eży d odać po 5 cm! pożywki te stowej wg 
2.4. 2. 

Do czterech szeregów probówek należy wlać n as t ~p ll­

jące il ośc i roztworu bada nego o s t~że niu około 

0,1 pg/cm', 0.5 cm ), 1,0 cm ). 2.0 cm". 3.0 cm ), ll ZUpel-
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nić wod,) do obję t ośc i 5 cm! i do każdej probówki dodać 
po 5 cm! poż.ywk i tes towej wg 2.4.2. 

W celu sprawdzeni a jałowcści pró':Jek , należy przygo­
to\Vać dwie próbki kontro lne w następujacy s posób : 
do k ażdej probówki wlać po I cm ] wocly, 4 cm3 ro z­
tworu wzorcowego kwasu nikotynowego o s tężeniu 

0,1 ).łg/cm 3 i 5 cm! pożywki testowej wg 2.4 .2. 
Pu r07janiu ro ztwo rów probówki na l eży za k o rkować 

i stery lilować 10 min w tempe raturze 121 °C (ciśnienie 
0,1 MPa). 

Po stery li zacj i próbki należy szybko schłodzić i szcze­
pić I k rop l ę, uprzednio przygotowanej wg 2.5 .2, za­
wiesiny szczepu Lactobacillus arabinoslIs 17-5 , z wyjąt­
kiem jed nej prt)bk i kontrolnej. 

Probówk i na le ży um i eścić w ciepla rce o tem pera turze 
:-'7°(' na 4X h . Po upl ywie czasu inkubacji za wartość 

probówek na l eży wstrzą snąć w celu uzys kania jedno­
rodnej za wiesi ny wyrośniętego szczepu i zmierzyć prze­
puszcza l ność roztwo rów rotoko lory metryczn ie przy 
d lugośc i rali 570 nm . 

Jak o odnoś nika w pomiarze należy uzyc próbkę za­
wleral<)C<1 wodę i pożywkę zaszcze pioną za W l eS lll ą 

szcze pu LaClobar'i/lu s arabinoslIs 17-5. 

2.9. Obliczanie wyników oznaczania . Należy o bli czyć 

wartośc i ś redni c przepuszcza ln ośc i dla ka żdych trzec h 
próbek wzo rca o jednakowym s t ężen iu . Na podstawie 

uzys kan ych wyn ików wykreś li ć krzywą wzorcową ilu­
S tI'uj ącą za l eżn ość przepuszcza ln ośc i roztworu od stę­

żenia wzorca kwasu nikotynowego lub jego amidu. 
Należy obli czyć wartość śred ni ą przepuszcza l ności 

dla każdych czterech prób badanych. 
Zawartość kwasu nikotynowego lub jego amidu 

w bada nych próbkach na leży odczytać z wykresu krzy­
wej wzorcowej \V opa rciu o uzyskane wa rt ośc i śred nie 

prze p u szcza ln ośc i . Obliczyć ś red ni ą arytme tyczną s tęże­

nia kwasu nikoty nowego lub jego a midu w próbce 
w J.lg/c m3. 

Zawa rt o~ć k.\'asu niko tynowego lub jego a mid u 
w badanym polfami!<sie X ob li czyć w g/kg wg wzoru 

R . a 
X= 

b . 100 

w którym : 
R rozcle nczellI e próbki, 
a - śred ni a <lry tmetycz na s tęże ni a kwasu nikotyno­

wego lub jego a midu w badanej próbce, 
).łg/cm 3 , 

b - odważka badanego polfamiksu , g. 
2.10. Wynik końcowy ozna::zania. Za wynik należy 

przyj ąć śreą nią a rytme tyczną co najmniej dwóch rów­
no l egłych oznaczań . D o puszczal na różnica między 

dwoma równo l egłymi oznaczaniam i nie powinna prze­
kraczać 15% błędu względnego. 

KONI EC 
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