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KVANTITATIVNI STANOVENI VITAMINU B-KOMPLEXU VE CTYRECH
VZORCICH KUKURICNYCH EXTRAKTU MIKROBNIMI TESTY

EDUARD BELIK
Vyzkumny ustav antibiotik v Roztokdch u Prahy

Velmi citlivé mikrobni testy byly pouZity v rtznych modifikacich mnohymi autory
k stanoveni vitamini a rastovych faktoru [1, 2, 3, 4]. Biologické metody a chemické
analysy jsou ve v8tSing pripadi velmi zdlouhavé a méng presné. Mikrobni testy nesmirng
pomohly pfi FeSeni stéZejnich otdzek moderni biochemie a pronikaji éim ddle tim vice
jako analytické metody do pramyslové i 1ékaiské kontroly a vyzkumu.

Mikrobnich testii pomoci laktobacilt Lactobacillus arabinosus CN 1326, Lactobacillus
fermenti CN 1325 a Lactobacillus casei CN 1357 jsme pouZili ke stanoveni kyseliny listo-
vé, biotinu, calcium pantothendtu, aneurinu, nikotinamidu a riboflavinu ve étyfech dru-
zich kukufiéného extraktu (corn-steep).

A. SloZeni a priprava Zivnych prostiedi

SloZeni pevné pudy: 2 9, agaru, 1 %, glukosy, 1 9%, kvasni¢niho extraktu, 0,5 9, peptonu
a 0,1 9, jaterniho extraktu na 100 ml Zivné pudy. pH bylo upraveno na 6,6 pomociledové
kyseliny octové. Zivna piida byla rozlita po 6 ml do bakteriologickych zkumavek, které
byly uzavieny patentnimi Kapsenbergovymi uzdvéry a sterilisovano 3 krat v Kochové
hrnei, vidy po 24 hodinovych intervalech pul hodiny.

SloZeni tekuté zakladni pudy:

enzymaticky natrdveny kasein 400 ml (5 9%)
roztok soli C+ 20 ml
KH,PO, 2,5 g
K,HPO, 2,5 g
L-cystin 100 mg
DL-tryptofan 200 mg
asparagin 100 mg
kyselina L-glutamovéa 50 mg
glukosa 20 g
adenin 10 mg
guanin 10 mg
uracil 10 mg
xanthin 10 mg
aneurin 0,5 mg
pyridoxin 1,0 mg
pyrido::zal 0,5 mg
pyridoxamin 0,5 mg
Ca-pantothenét 0,5 mg
nikotinamid 0,5 mg
d-biotin 0,004 mg
kyselina listové 0,002 mg

kyselina p-aminobenzoové 0,5 mg
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Na-acetét 20,0 g
chlorid amonny 3,0 g
Na-thioglykoldt 0,5 g
doplnit redestilovanou sterilni vodou do 500 ml

a upravit pH na 6,6

Roztok solf C+: MgS0,.7 H,0 10 g, MnSO,.4 H,0 2 g, NaCl 0,5 g, FeSO,.7H,0 0,5 g,
doplnéno redestilovanou sterilni vodou na celkovy objem 250 ml a okyseleno p&ti kapka-
mi koncentrované kyseliny solné p. a.

Roztok purint: adeninsulfitu 0,025 g, guaninu 0,025 g, uracilu 0,025 g a piida se
0,250 g cystinu. Tyto latky byly kvantitativng pfevedeny redestilovanou sterilni vodou
do 25 ml odm&rné nédoby. Uplného rozpusténi bylo dosazeno pi¥idavkem nékolika kapek
koncentrované kyseliny solné a soudasnym zahtatim. Po vytemperovéni byl upraven
objem redestilovanou sterilni vodou.

Roztok vitaminii: vitaminy byly pipetovany do zdkladni tekuté ptady ze zésobnich
roztoki, které byly uchovivéiny 2—3 tydny pii +5 °C.

Do sterilnich zkumavek (viz B) bylo pipetovéno po 5 ml tekutého media a po 5 ml
redestilované sterilni vody. Zkumavky uzavieny Kapsenbergovymi patentnimi uzavéry
a sterilisovdno 15 minut v Kochové hrnei.

B. Pouzité niadoby

Odmérné nadoby véetn& pipet byly vydistény chromsirovou smdsi, peélivé vyprany
pétkrat teplou, p&tkrat studenou vodovodni vodou a nakonec tf¥ikrat vodou destilovanou.
Zkumavky pouzivané k ziskéni inokula a k vlastnimu testovani byly z jenského skla
a vymyty stejnym zpusobem jako odmérné nddoby. Pted pouZitim bylo vSechno sklo
sterilisovdno suchym teplem pii 125 °C. Kapsenbergovy patentni uzavéry byly pfedem
vyvareny v destilované vodé a vysterilisovédny.

C. Pfiprava kultury pro mikrobni test

Laktobacily byly pfechovévany v pevném mediu vyse uvedeného sloZeni a byly kazdy
mésic vpichem pieockovany do stejného media. Po kaZzdém pfeofkovéani inkubovéno
24 hodin pti 37 °C, pak udrZovény pfi teploté + 5 °C.

Do sterilniho tekutého media (viz vyse) byla kultura pfenesena 24 hodin pied testo-
vanim. Po tuto dobu byly zkumavky se zaolkovanym tekutym mediem uchovavany
v termostatu p¥i 37 °C. Suspense byla odstfed&na za dodrZeni aseptickych podminek,
trikrate promyta fysiologickym roztokem, timto roztokem zfedéna a pouZita jako ino-
kulum k vlastnimu testovani.

Priprava &tyf vzorkd, corn-steepu (Csl) k testovdni

Corn-steep, ktery je dtilezitou surovinou k vyrob8 antibiotik, se ziskéva jako odpad po
procesu madeni kukufice ve Skrobarndch. Jednotlivé SarZe jsou casto nehomogenni.
Zahu$téni Csl se provadi ve vakuovych odparkéch pii teplotsé 60 °C. Z téchto duvodii
byly zkouSeny 3 vzorky Csl z b&Zného vyrobniho procesu, pi'i éemZ jeden vzorek je za-
hraniéniho ptvodu (II) a jeden (IV) médeci kukufiénd voda vysuSend pFi nizké teplots.

Pred vlastnim testovéanim byla stanovena jednak vlastni susina, jednak rozpustné
a nerozpustné slozky a dosaZeno t&chto hodnot:
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Csl suSina celkovd  rozpustné latky nerozpustné extrakt
latky
% % % %
I 56,45 96,20 2,17 54,28
I1 50,91 98,57 0,73 50,18
II1 53,86 96,40 1,94 51,92
v 96,97 88,70 10,96 86,01
Susiny rozpustnych latek po jednohodinové sterilisaci pti 115 °C:
Csl suSina celkovd  rozpustné létky mnerozpustné extrakt
latky
% % % %
I 56,45 97,70 1,30 55,15
II 50,91 99,18 0,42 50,49
IIT 53,86 97,37 1,42 52,44
v 96,97 89,54 10,15 86,82

D. Pokusni metodika

K stanoveni jednotlivych ristovych faktora byla. pfipravena tekutd zdkladni ptda
s tou vyjimkou, %e byl vynechén roztok uréovaného vitaminu. 5 ml této pudy bylo pipe-
tovéano do zkumavek a k tomuto byl pfidén pipetovanim roztok uréovaného vitaminu
a to v stoupajicim mnoZstvi. Sterilni redestilovanou vodou doplnén objem presné na
10 m]. Sterilisovdno 15 minut v Kochov& hrnci a po vytemperovéni na pokojovou tep-
lotu zaoékovéno jednou kapkou bakteridlni suspense, pfipravenou sub C. Stejnym zpiiso-
bem bylo postupovéno pf#i pfipravé tekutého media s Csl, kdy misto vitaminu byl pipe-
tovén roztok analysovaného Csl o znémé koncentraci a konstantnim pH. MnoZstvi, které
je k pipetovani nejvhodn&jsi, nutno zjistit orientaénimi pokusy. Kultivovano pti 37 °C;
inkubaéni doba ve v&tsiné pifipada nepiesahovala 24 hodin, JestliZe rtast pfi nejvyssi
koncentraci vitaminu je slaby a je proto nutno inkubaéni dobu prodlouZit, stdva se
stanoveni ménd pfesnym. Zakal ristu byl méfen na Klett-Summersonové fotokolori-
metru. Naméfené hodnoty stanoveni byly vyneseny graficky (graf 1). Kazdé stanoveni
bylo provéddéno souéasnd dvakrate. Zaroveii byla provddéna kontrola zp&tného rustu
(recovery), jejiz vysledky potvrzovaly spravnost postupu.

Prehled vysledkt analys podéva tab. 1.

Tabulka 1
Obsah vitamint v y/g Csl

. Rinti Ca-panto- | Kyselina Nikotin- ; ;
Csl Aneurin Biotin thienat listoos st Riboflavin
I 49 0,37 19 0,6 32 4,7
II 11 0,38 21,5 0,25 34 3,9
11X 48,5 0,34 14,5 0,41 40 4,6
IV 51,2 0,6 47,5 0,78 58 3,2
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Graf 1. Zavislost rastu kmene Lactobacillus arabinosus CN 1326 na koncentraci Ca-pan-
tothenatu v mediu. Filtr s maximalni propustnosti pfi 520 mu, méfeno ve zkumavkéch.

Souhrn

Byl stanoven obsah aneurinu, biotinu, Ca-pantothendtu, kyseliny listové
nikotinamidu a riboflavinu ve &tyfech vzorcich kukufiénych extraktd mikrob-
nimi testy pomoci laktobacilt Lactobacillus arabinosus CN 1326 ke stanoveni
Ca-pantothenatu, Lactobacillus fermenti CN 1325 ke stanoveni aneurinu,
Lactobacillus caset CN 1357 ke stanoveni biotinu, kyseliny listové, nikotina-
midu a riboflavinu.

Yy

Bylo zjisténo, Ze nejvys§$i mnozstvi vitamini B-komplexu obsahuje
kukutiénd maceci voda, kterd byla vakuové pii nizké teploté zahusténa a to
aneurinu 51,2, biotinu 0,6, Ca-pantothendtu 47,5, kyseliny listové 0,78, niko-
tinamidu 58 a riboflavinu 3,2 /g suiny kukufiéného extraktu. Mnozstvi
vitamint B-komplexu ve zbyvajicich tfech vzorcich macecich kukufi¢nych
vod, které byly béznou vyrobni technikou odpafeny, je nasledujici: aneurin
41—49, biotin 0,34—0,38, Ca-pantothenat 14,5—21,5,kyselina listova 0,26 —0,6,
nikotinamid 32—40 a riboflavin 3,9—4,7 /g susiny Csl.

Prdce byly provedeny na Vysoké Skole chemicko-technologické, Katedra kvasné chemie
v Praze, piednosta Doc. Dr. A. Kleinzeller.
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KOJIMYECTBEHHOE OITPEJEJIEHME BUTAMHWHOB B-KOMIIJIEKCA
B YETBIPEX ITPOBAX KYKYPY3HbIX 9KCTPAKTOB ITPHY ITOMOIIH
TECTOB HA MHMKPOBAX

SOYAPI BEJIUK
HayuHo-HceneioBatenbekitif HHCTHTYT aHTHOHOTHKOB B PosTtokax y Ilparu

BriBoasl

Onpenensnioch Colepxanile aHeypHHa, GHOTIIHA, MTAHTOTEHATa KaJblilsl (ONEBOH KHCJIOTHI,
HUKOTHHaMHZa H pHOoduaBHHA B ueThlpex npo6ax KYKypy3HOro 3KCTpPaKTa TecTaMH ITpu
rnomouln Jaktobauuaios: Lactobacillus arabinosus CN®1326 st ormpejeieHHsi MaHTOTeHaTa
Kaabuus, Lactobacillus fermenti CN 1325 nna onpeneseHus aHeypHHa, Lactobacillus casei
CN 1357 ans onpefeneHHs O0HOTHHA, ¢oOJIeBOH KHCJOTHl, HHKOTHHaMHAA M  pHOodJaBHHA.

Bel1o HaligeHo, UYTO HaHBHICLIee KOJHYecTBO D-KOMINIeKCa COLEpXHT 3aMoyHas Boia
C KyKypy3bl, KoTopasi Gbl1a ymapeHa NPH HH3KOIl TeMmepaType Mo BaKyyMOM: adeypHHA
B1.2, 6uoruna 0,6, maHToTeHaTa KaJbuHs 47,5, doneBoil kKucaoTel 0,78, HHKOTHHamHaa 53
H puGocaasiua 3,2 we/r., npi NMepecyeTe HAa CyXOe BELECTBO KyKypY3HOro sxctpakrta. Kouu-
YcCTBO BHTAMHHAa D-KoMMuiekca B OCTaJbHBIX Tpex NpoGax 3aMOYHOH BOJABI, KOTODhle OBLLIH
ynapeHsl MpH TPHMeHeHHH OOLIYHOH TeXHKH, ObLIO Cledyloulee: aHeypHHa 41—49, GloTHHA
0,34—0,38, kanbuus maHtoTeHarta 14,56—21,5, donesoii kHcaoTh 0,26—0,6, HHKOTHHAMHAA
32—40 a puboduasuua 3,9—4,7 wez/r. npu TlepecyeTe Ha CyXoe BeLIECTBO.

IMoctynuao B penakumio 24. 2. 1956 r.

QUANTITATIVE BESTIMMUNG DER VITAMINE DES VITAMIN-B-
KOMPLEXES IN VIER MUSTERN VON MAISEXTRAKTEN MITTELS
MIKROBENTESTEN

EDUARD BELIK

Forschungsinstitut fiir Antibiotika in Roztoky bei Prag

Zusammenfassung

In vier Mustern von Maisextrakten wurde der Gehalt an Aneurin, Biotin, Ca-Pantothe-
nat, Folsdure, Nicotinsdureamid und Riboflavin mittels mikrobialer Teste unter Ver-
wendung von Laktobazillen bestimmt: Lactobacillus arabinosus CN 1326 zur Bestimmung
von Ca-Pantothenat, Lactobacillus fermenti CN 1325 zur Bestimmung von Aneurin,
Lactobacillus caser CN 1357 zur Bestimmung von Biotin, Folsiure, Nicotinsdureamid und
Riboflavin.

Es wurde festgestellt, dass die hochste Menge an Vitamin-B-Komplex in dem Maisein-
weichwasser enthalten ist, welches beiniedriger Temperatur im Vakuum eingedickt wur-
de, u.zw.: Aneurin 51,2, Biotin 0,6, Ca-Pantothenat 47,5, Folsidure 0,78, Nicotinsdurea-
mid 58 und Riboflavin 3,2 y/g Trockensubstanz des Maisextrakts. Die Menge an
Vitamin-B-Komplex in den verbleibenden drei Mustern Maiseinweichwassers, welche
nach der iiblichen Erzeugungstechnik abgedampft wurden, ist folgende: Aneurin 41—49,
Biotin 0,34—0,38, Ca-Pantothenat 14,5—21,5, Folsdure 0,26—0,6, Nicotinsdureamid
32—40 und Riboflavin 3,9—4,7 y/g Trockensubstanz des Maisextrakts.

In die Redaktion eingelangt den 24. 2. 1956
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