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A Bl2vitamin -melynek hiénya a folat (Ujabb nevén folacin (4)) metaboliz-
mus gatlasa révén a DNS szintézishen okoz zavart —igen hatékony biokatali-
zator. Egészséges feln6tt ember napi szikséglete mindossze 2 /ug (1). Elelmi-
szereinkben &ltalaban kis mennyiségben fordul el6; ez jelentds analitikal nehézsé-
gekhez vezet. Az élelmiszerekben jelenlevé kisérd anyagok zavard hatésa kovet-
keztében a kémiai és fizikai modszerek - a radioizotopos technikatol eltekintve
—altaldban nem vezetnek megfelel§ eredményre, ezért a B12vitamin mennyisé-

ét biologiai modszerek segitségével, azaz a vitaminaktivitas mérésével kell meg-
atarozni. Tekintve, hogy az allatkisérletes modszerek kdltségesek, idSigényese
és rutinszer( vizsgalatokra nem alkalmasak, elsésorban a mikrobioldgiai technika
a jarhato at (2).

A BL2vitamin aktivitas mikrobioldgiai Gton torténé meghatarozasa esetén
azonban figyelembe kell venni, hogy egy élelmiszer BI2vitamin aktivitasa ku-
16nb6z6 szerkezet(l és aktivitast rokonvegyuletek egyittesébl adodhat, igy a
kapott eredmény egy vegytletcsoport 0Osszaktivitasat jelenti cianokobalamin
ekvivalensben Kkifejezve.

1UPAC-IUB (3), valamint a IUNS (4) nomenklatira egyértelmiien rogziti,
hogy a BI2vitamin elnevezés vegyiiletcsoportot jelol és vonatkozik minden
olyan corrinoid* tipusu vegytiletre, amely a cianokobalaminéhoz hasonl biolégiai
hatast mutat (1. es 2. 4bra).

Viszonylag csekély azoknak a mikroorganizmusoknak a szama, amelyeknek
esszencialis BI2vitamin szikséglete van és igy teszt-organizmuskent felhasz-
nalhatok. Az élelmiszerek BI2vitamintartalmara vonatkoz6 adatok legnagyobb
részét Lactobacillus leichmannii baktérium segitségével nyerték, de hasznalatos
teszt-organizmus még az Euglena gracil/s-alga és az Ochromonas malhamensis

rotozoon is. Az egyes tesztorganizmusok alkalmazhat6saganak kritikai értéke-
ését {obb kozlemény ismerteti (2, 5).

Elelmiszerek Bl2vitamin aktivitdsanak mikrobioldgiai Uton torténd meg-
hatarozasa esetén problémétljelent az igen alacsony és szlik mérési tartomany a
teszt-organizmusok rendkivili erzékenysége, a vitamin megfelel6 extrakcidja.

E kézlemeny olyan mikrobioldgiai modszer Kialakitasarol szamol be, amely
élelmiszereink BI2vitamin aktivitasanak felmérését lehetévé teszi, és modot
nyujt egyéb rutinszer(i feladatok elvégzésére.

*A ,Corrinoid“ megnevezés altaldanosan vonatkozik az 6sszes ,corrin” gydrit tartal-
maz6 vegylletre (1. abra).
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Mabdszer

A meghatarozds elve. A Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 baktérium
B12vitamin szintézisére nem képes és megfeleléen Osszedllitott tapkozegben
annak BR2vitamintartalmaval 2-40 /ing/ml (azaz pg/ml) koncentracio tarto-
manyban aranyosan névekedik (6, 7, 8, 9). A tapkozeget a teszt-tapoldat, vala-
mint a minta extraktja alkotja. A teszt-tapoldat B1>vitamint nem tartalmazhat,
ez utobbit kizarolag a vizsgalt minta kivonatévalJuttatjuk a tapkozegbe. A
Bl2vitamintartalommal arényos zavarosodast turbidienretridsan mérjik. Refe-
rencia értékeket tiszta vitaminpreparatum felhasznalasaval, standardsorozat
készitésével nyeriink.

Teszt-organizmus. A Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 térzset DIFCO
B2 Culture Agar USP Medium-on szirt kultGrdban tartjuk fonn, hetenként
legaldbb kétszer atoltva (inkubalasi id6 37 C°-on 16-24 6ra). Hiitszekrényben
—4 C°-on taroljuk. Ha a tdrzs nem elég aktiv, napi egyszeri, vagy kétszeri atol-
tassal addig passzaljuk, mig atoltas utan 4-6 oraval az inokulumban definialt
turbiditas mutatkozik.

A minta el6készitése. A BI-vitamin élelmiszerekben altalaban fehérjékhez
kotott formaban fordul el6. A vitamin extrakcidjat a minta protedzos hidrolizisét
kdvetben cianid tartalmua pufferrel végezziik hd (autoklav) segitségével. A minta
hidroxokobalamin-tartalma ekkor cianokobalaminnd alakul at, amely kevéshé
bomlékony (10, 11). A Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 mindkét vitamin
formara egyforman aktiv, a cianidos atalakitas a teszt-organizmus érzékenY-
ségét nem befolyasolja (12). A KCN-nek csupéan stabilizal6 szerepe van, aktivald
hatassal nem kell szdmolni 813).

Az extrakcid folyaman lejatsz6d6é oxidacios karosodasok ellen SH-tipusu
antioxidansok alkalmazédsdval lehet védekezni; ezek egyben biztositjak a tap-
kdzeg redoxpotencialjanak allandésagat is (14).

Tekintve, hogy a Lactobacillus leichmannii a BX2vitamin mellett reagal a
deoxiribonukleotidokra is (15), az extrakt alikvot részében el kell roncsolni a
lagos pH-n bomlékony B12vitamint és a DNS-re utal6 maradék aktivitassal az
eredményeket korrigalni kell. Az extrakcid folyaméan azonban a legtébb élelmiszer
DNS tartalma annyira felhigul, hogy a meghatarozast mar nem zavarja.

Extrakci6: 2 g homogenizalt mintdhoz 20 ml 500 mg %-0s papain oldatot
adunk, majd lcsepﬁ 1%-0s KCN oldattal aktivaljuk. A mintat 2 oran keresztul
55 C°-on inkubaljuk, majd hozzaadunk 20 ml 0,1%-0s —4,6 pH-ji, 20 mg%
KCN-t tartalmazd — natriumacetat puffert és 1 ml 0,2%-os tiodiglikolt. 10
perc 1 att nyoméson torténé autoklavozas utan a pH-t, ha szikséges, vissza-
allitjuk 4,6-ra, az oldatot desztillalt vizzel 100 ml-re feltdltjiik, majd sz(rjik,
vagy centrifugaljuk. A szirletet kétfélekéﬁpen dolgozzuk fel:

a) 20 ml sziirlet pH-jat 6,0-ra allitjuk 1 n NaOH-dal és desztillalt vizzel
40 mi-re feltoltjuk. A kapott oldat az (n. témény teszt-oldat;

b) 20 ml sziirlethez annyi 1n NaOH-t adunk, hogy az oldat pH-ja 11, vagy
ennél nagyobb legyen. 1 6rén keresztiil forrdshan levo vizfurd6n tartjuk, majd
pH-jat 1 n HCl-el visszadllitjuk 6,0-ra és desztillalt vizzel 40 ml-re feltdltjuk.
A kapott oldat az agynevezett tomény, lGggal kezelt teszt-oldat. )

A tomeény teszt-oldatbol a minta varhaté BI2vitamintartalma alapjan
higitasokat végzink ugy, hogy a teszt-oldat koncentracidja 0,1 m fig Bl2vita-
mln/mlkérték ordl legyen. A liggal kezelt teszt-oldathdl hasonlé higitasokat
végzink.

BA-vitamin standard-oldat. Tébb ampulla 300 //g/ml-es cianokobalamin
ini'ekcié Osszekeverésével nyert torzsoldathdl desztillalt vizzel — (0,1 ml — 100
m

-re, majd 0,1 ml — 250 ml-re 1épésekben) — 0,12 m ~g/ml Kkoncentracioju
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Standard oldatot higitunk. A 300/tg/ml koncentraci6ju torzsoldat hit6szekrény-
ben fél évig elall, a standard-oldat mindig frissen készitend6.

A minta extrahalasanal alkalmazott cianidos acetatpuffer nem bizonyult
ﬂt‘)vekedést gatlo, vagy elGsegité hatdsinak, igy a standard oldatbdl el lehetett
agyni.

Teszt-tapoldat (16). Egy Uveg dehidratalt Dano-BI2 Assay Medium tartalmat
(= 73,3 g) 1000 ml vizben oldjuk. Az oldatot 1-2 percig forraljuk, majd hiitjuk.
A pH-t 6,0-ra allitjuk. A tapoldat sz(irpapiron torténd szlirése magas vak-
értekekhez vezethet.

Inoculum. Megfeleléen aktiv, 4 napnal nem id6sebb agar tenyészetbdl folyé-
kony tapkozegbe oltunk, amelyet a kovetkez&képpen készitiink:

Teszx-tapoldat B.,-vitamin standard oldat Desztillalt viz
ml (0,12 ni figlml) mi ml
5 1 4
5 1 4
5 - 5
5 —_ 5

Beoltas el6tt a csoveket 15 percig Koch-fazékban sterilczzik. Az egyik
»vak™ot nem oltjuk be. Ez a sterilezés ellendrzésere szolgal, mig a beoltott
,,vak” cs6 a tapoldat hasznalhatosagat mutatja. Inkubélas 16—24 ora 37 C°-on.
Centrifugaljuk, haromszor mossuk fiziologias NaCl oldattal, majd a végs6 szusz-
penzi6t (10 ml) 100-szorosara higitjuk. Az aIi%opaIeszkélé szuszpenzid _eg%/ csepp-
Jﬁével oltunk be. Inokulum nyeréséhez Difco B,2 Inoculum Broth USP is hasznal-

ato.

A meghatérozas sémaja. A teszt-tég)oldatot, a standardoldatot, a teszt-olda-
tot, valamint a llggal kezelt teszt-oldatot a kdvetkez& séma szerint mérjik az
egyes keémcsovekbe (a bemérések parhuzamosan készitend6k):

(,,A bemérések sémaja” c. tablazat).

A bemérések sémaja

. B.,-vitamin standard T Laggal
Kémcsd Tészt oldat Viz ?Sn kezelt
jele tapoldat ml oldat tesztoldat
ml mi (ml)
ml 1 m)ig Bjicsé
1 2,5 0,1 0,012 2,4 —
2 2,5 0,2 0,024 2,3 — —_
3 2,5 0,3 0,036 2,2 — —
4 2,5 0,5 0,060 2,0 — —
5 2,5 10 0,120 15 — —
0 2,5 15 0,180 1,0 — —
7 2,5 2,0 0,240 0,5 — —_
8 2,5 2,5 0,300 0,0 — —
9 (vak) 25 0.0 0,000 25 — —
10 2,5 — — 2,2 0,3 _
n 2,5 — — 2,0 0,5 —
12 2,5 - — 15 1,0 -
13 2,5 — — 0.0 2,5 —
14 2,5 — - 2,2 — 0,3
15 2,5 - - 2,0 — 0,5
16 2,5 — — 15 — 1,0
17 2,5 0,0 2,5
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Az Osszeallitott kémcsoveket Koch-fazékban 15 percig sterilezziik, gyorsan
leh(tjiik, majd az inokulum 2 cseppjével beoltjuk. Ugyelni kell, hogy a kém-
csovek hémérséklete beoltés el6tt azonos legyen, mert az organizmus rovid
generacids ideje miatt kis héfok eltérések is jelent6s szaporodasi kiilonbségekhez
vezetnek. Inkubalas 37 és 40 C kozott barmely hémérsékleten tdérténhet, id6-
tartama 16—24 éra. Ha a standard-sorozat kémcsoveiben jol lathaté turbiditasi
gradacio fejl6détt ki, a ndvekedést leh(itéssel megallitjuk, majd a kémcsovekben
kapott zavarosodast fotometraljuk. Ez térténhet Pulfrich-fotométeren vilagos-
z0ld szlrével (520-540 mi/t) kétszeresére higitott tapoldattal szemben, vagy
voOros szlir6vel (650—660 m,u) desztillalt vizzel szemben.

Kiértékelés

A standard-sorozat extinkcidt a logaritmikus lépték(i koncentraci6 ftigg-
fényében felrajzoljuk (3. abra), majd a teszt-oldatot tartalmazd kémcsévekben
mért extinkcid értékekbdl a standard-gérbén torténd interpolalassal a B12vita-
min mennyiségét meghatarozzuk. A higitasok figyelembe vételével ezt a B2
vitamin mennyiséget 100 g élelmiszerre vonatkoztatjuk.

3. abra.
A Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 teszt-organizmus szaporodasa a tapkdzeg Biz-vitamin-
tartaimanak fiiggvényében
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Ismeretlen stimulal, vagy inhibitalé faktor jelenlétérél meggy6z6dhetiink,
ha a standardhoz hasonléan a teszt-oldat extinkcio6it is felrajzoljuk. A két gorbe
parhuzamos lefutdsa a mérés specifikussagat jelzi. Megjegyzend6, hogy minden
meghatarozasi sorozathoz (j standard-sorozatot kell késziteni, azonos id6ben,
azonos feltételek mellett.

Az egyes higitdsoknal nyert értékek szadzalékos szérdsa 10—15%-nal nem
lehet nagyobb. A mddszer brutté szazalékos szorasa 15—20%. A mintakhoz
hozzéaadott standard visszanyerési szazaléka 80-110%.

Példa az eredmények kiszamolasara

Sertéshis minta Bl2-vitamintartalmanak meghatarozésa; bemérés 2 g; a
tomény teszt-oldat higitasa kétszeres.

Kémcs6  Extinkciok  Interpolalt értékek Higitasi faktorok Zg B2
jele atlaga m iig Bl2/cs6 100 g minta

n 0,20 0,022 1/0,3.2.200.50 1,47
12 0,37 0,032 1/0,5.2.200.50 1,28
13 0,72 0,06S 1/1,0.2.200.50 1,36
14 1,20 0,190 1/2,5.2.200.50 1,52
15 0,09 -
i6 0,10 —
17 0,13 -
18 0,13 _

Atlag: 1,41

A vizsgalt minta 100g-janak B2 vitaminaktivitasa, tehat 1,4 /ig cianokoba-
lamin aktivitasaval ekvivalens, azaz a minta Bl2-vitamintartalma 14 /<g%
Mint ahogy a ldggal kezelt teszt-oldat esetében kapott extinkcid értékek mutat-
jék, a meghatarozast ez esetben DNS szarmazékok nem zavartak.

A modszer kivitelezéséhez sziikséges elévigyazatossagi kovetelmények

Szem el6tt tartva, hogy a modszer 1-2 /i/ig Bl2vitamin/ml mennyiséget
mar detektal €s a nagy molekulaju vitaminbol ilyen mennyiség szamos vegyszer-
hez és eszkdzhoz kdtddhet, sikeres analizishez nagy gondossag, az eszkdzok alapos
tisztitasa, valamint analitikai tisztasagu veg{szere szlikségesek.

Laboratériumunkban jol bevalt a kévetkez§ tisztitasi eljaras: a kémcsove-
ket, pipettakat és az olyan edényeket, amelyekben BZ2vitamin tdrzsoldat volt,
2-6 oran at kromkensavban allni hagyjuk, a tobbi tUvegeszkozt kromkénsavval
csak oblitjik. Ezt 15-20-szoros csapvizzel torténd, majd haromszoros desztil-
lalt vizzel torténd oblités kovet. Egyes detergensek hasznalatat inhibitalonak
talaltdk (17), ezért kerlilendd. Az analizishez el6készitett eszkdzoket ajanlatos
elktlénitve tarolni.

A kémcsoveket kupakkal lezért allapotban hével szarazon sterilezziik. Ha
nem &l autokldvozhatdo kupak rendelkezésre, papirvatta dugd is megfelel,
azonban ez mar hibaforrasként szerepelhet. loncserélt viz nem hasznalhato fel,
mert az ioncserélé adgyakban BRvitamint termel§ organizmusok telepedhetnek
meg. Célszer(i fémmentes desztillalt vizet felhasznalni. Gumidugék, algasodo
desztillalt viz tarol6 edények, az analizist végz6 személy keze mind a szennyezd-
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dés forrasa lehet, amely magas vak-értékekhez vezet. Magas vak-értékeket ered-
ményezhet a teszt-tapoldat és a tesztorganizmus Bi2vitamin szennyezettsége is.
A rendszertelendl el6fordulé kiugréan magas, vagy tdl alacsony ndvekedési
értékek a helytelen mosogatasra utalnak. A meghatarozasok reprodukaldsa soran
az eredmények kozott tapasztalhato na?yobb eltérések addédhatnak a minta
bakterialis szennyez8désébdl is. Ha ismételt analizisnél minden minta eredménye
felfelé mozog, ez a standard oldat bomlasat jelezheti.

A mikrobiologiai analitikai munka, valamint az eredmények kiértékelése
soran felmerul6 &ltalanos problémakrol kordbbi kozlemények (2, 18, 19, 20)
adtak részletes attekintest, hangsulyozva, hogy a sikeres mikrobiologiai meg-
hatarozashoz a kémiai és bakteriolégiai munkaban vald jartassag mellett elen-
gedhetetlenil fontos a jelentéktelennek tlind, de val6jaban igen lényeges aprd
részletek figyelembe vétele.

Hasznos tanécsaiért kdszonetemet fejezem ki dr. Paal Zoltannénak.
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OMPEAENEHUWE COAEPXAHVA BUTAMWHA B,2 B NMPOOYKTAX
MATAHNA MUKPOBNOJTOTMYECKMM METOAOM .

M. XaregtoLu

ABTOp 03HAKOMAAET MUKPOOMOMOTMYECKWUIA METOA MOAXOAAMIA Ans cre-
g,vlcbmquKoro OnpejieNeHns coaepXKaHna BuUTaMMHa B B NULLEBLIX MPOAyKTax u
MOMOrMYeCKNX BelLecTBax. TecT - opraHusm: 6Gaktepuin Lactobacillus leich-
mami i ATCC 7830. ABTop nog,po6H0 03HAKOM/IAET TEXHWUKY OMnpesesieHns 1 noa-
YEpKMBAET COBEPLUMMbIE OLUMOKM, a Takxe Tpe6oBaHWs OCTOPOXHOCTM COO/MH0-
[aeMbIX MpU NPUMEHEHUN METOJA.
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BESTIMMUNG DES VITAMINGEHALTES B-12 VON LEBENSMITTELN
MIT MIKROBIOLOGISCHEN METHODEN 1.

M. Heged(s

In der Arbeit wird eine fir die s;rj]ezifische Bestimmung des Vitamingehaltes
B-12 geeignete mikrobiologische Methode beschieben. Test-Organismus:Lacfoftn-
cillus leichmanii ATCC 7830. Der Verfasser beschreibt die Technik des Verfahrens
ausfihrlich und macht auf die mdglichen Fehler bei der Durchfiihrung aufmerk-
sam, sowie auf die Bericksichtigung der notwendigen Vorsichtsmassregeln.

DETERMINATION OF THE CONTENTS OF VITAMIN Br, IN FOODS BY
MICROBIOLOGICAL METHOD. |.

M. Heged(s

A microbiological method suitable for the determination of the content of
vitamin BRin foods and biological substances is described, using Lactobacillus
leichmannii ATCC 7830 as test organism. The technique of the determination
is presented in detail, and attention is called to the errors which may be com-
mitted, further to the precaution requirements needed on carrying out the sugges-
ted technique.

LE DOSAGE DE LA TENEUR EN VITAMINE B2 DES DENREES PAR
VOIE MICROBIOLOGIJQUE. 1.

M. Heged(s

La publication traite d’une méthode microbiologique qui se prete au dosage
spécifique de la teneur en vitaminé BI2 des denrées et matiéres biologiques.
La bactcrie Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 sert d’organisme de test.
L’auteur décrit en detail la technique du dosage y met en relief les fautes qu’on
peut y commettre ainsi que les exigences de precaution qui son & suivre en
effectuant le dosage.
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