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Z Zakladu Badania Organopreparatéw i Witamin Instytutu Lekow w Warszaw1e
Dyrektor: prof. dr P. Kubzkowskz

Badaniem zawartosci witamin z grupy B we krwi ludzkiej zaczeto
zajmowat sie w ostatnim dwudziestoleciu. Dotychczasowe prace na ten
temat nie sg liczne i dotycza gléwnie oznaczania tiaminy, amidu kwasu
nikotynowego i witaminy Bis we krwi. W pracach tych postugiwano sig
zaré6wno metodami chemicznymi jak i mikrobiologicznymi, przy czym
pierwsze oznaczania mlkrobLologlczne we krwi dotyczyly kwasu nikoty-
nowego [2]. . .

Friedemann, Edwards, Ja'nsen iich wsp oznaczali tiamine w postaci
wolnej i zwigzane]j, przy zastosowaniu szczepow Lactobacillus fermenti
i Escherichia coli.

Zawartoscig amidu kwasu nikotynowego we krwi pelnej zajmowali sie
Isbell i Wooley, stosujac szczep Shigella paradesynterice, a Karlin [21]
i Jannes postugiwali sie dla oznaczenia tej Wltammy szczepem Lactobaczl-
lus arabinosus.

Kwas pantotenowy we krwi oznaczali Karlin [20], Jinnes i Owen, sto-
sujac autolize lub hydrolize enzymatyczng. Gounelle i Richet oznaczali
wolny kwas pantotenowy w surowicy. T

Prace z lat ostatnich obejmowaly gléwnie oznaczanie poziomu wita-
miny By w surowicy. Miedzy innymi byly to prace Killandera, Ostrow-
skiego, Wolffa i Karlina, Spraya, Rosenthala, Pitneya, Grossowicza, Maia
i Yavorkowskiego. Badacze ci postugiwali sic w swoich metodach szcze-
pami: Euglena gracilis, Lactobacillus leichmanii i Escherichia coli.

Jedyna praca Pearsona i Brodovskiego, dotyczaca oznaczenia kwasu
foliowego we krwi, byta wykonana ze Streptococcus faecalis. Oznaczano
w niej wolny i zwigzany kwas foliowy, przy zastosowaniu enzymu
z trzustki kurczat. Poza tym Pfander oznaczyl kwas foliowy we.krwi
szczura, stosujac autolize. - A :

Oznaczaniem mikrobiologicznym ryboflawiny we krwi ludzkle] za,}-
mowali sie jedynie Biatecki i Sternal w 1956 r. o
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Nie znalezliSmy prac dotyczacych mikrobiologicznego oznaczania plry—
doksyny i biotyny we krwi.

W naszej pracy zastosowaliSmy dla oznaczania zawartosci witamin we
krwi wylgcznie metody mikrobiologiczne, ktore okazaly sie najbardziej
wybiéreze i najeczulsze, pozwalajgce oznaczy¢ poszezeg6lne witaminy
*w milimikrogramach w 1 ml krwi.

W odréznieniu od wyzej przytoczonych prac, w ktérych oznaczano jedy-
nie poszezegblne witaminy, praca nasza obejmuje oznaczanie we krwi
ludzkiej calego zespolu witamin z grupy B. Majac na celu zastosowanie
opracowanych przez nas metod do celéw diagnostycznych, ustaliliSmy
takie metody analityczne, aby operujac dostepnymi w warunkach klinicz-
nych ilociami krwi, oznaczy¢ w niej zawartos¢ witamin z grupy B. Ma-
teriatlem, ktérym poslugiwaliémy si¢ w pracy, bylta krew ludzi zdrowych
dostarczana przez szpital nr 8 w Warszawie:

We krwi pelnej oznaczyliSmy catkowita zawartos¢ tiaminy, ryboflawiny,
biotyny i kwasu foliowego. We krwi odwléknionej pirydoksyne i niacyne,
a w surowicy krwi kwas pantotenowy w postac1 wolnej i zwigzanej oraz
zespot witamin Bys.

Gléwny nacisk polozyliSmy na opracowanie takich sposobow przygoto-
wania krwi do analizy przy ktérych nastepowaloby catkowite, ilosciowe
uwolnienie poszczegblnych witamin z badanego materiatu.

METODYKA

Oznaczanie tiaminy. Metoda catkowitego uwolnienia tiaminy we krwi z jej poig-
czen w kokarboksylazie oparta zostala na pracach Rerat *, ktory badal te witamine
we krwi zwierzat.

Przygotowanie krwi: 5 ml krwi heparynowanej (zawierajacych okoto 0,35 mikro-
grama tiaminy) hydrolizowano z 20 ml 0,1 n HCL w temp. 100° w ciagu 30 minut.
Po oziebieniu i doprowadzeniu proby do pH 4,5 poddawano jg hydrolizie enzyma-
tycznej z 1 ml 10°/o roztworu enzymow papainy i takadiastazy. Hydrolize przeprowa-
dzano w temp. 37° przez 18 godzin. Po tym czasie inakiywowano w prébie enzymy,
ogrzewajac je krotko w temp. 100°, po czym prdbe oziebiano, dopelniano do objetosci
30 ml i sgczono. Zebrany przesgcz w ilosci 25 ml, po doprowadzeniu do pH 6,5 do-
pelniano woda dest., tak aby kofcowe stezenie witaminy B; wynosilo okoto 0,01 mi-
krograma/ml.

W tak przygotowanej probie oznaczano tlamme w oparciu o metode mikrobiolo-

gicznag Saretta i Cheldelina, przy pomocy szczepu Lactobacillus fermenti 36, wpro-
wadzajac wlasne modyfikacje, ktére polegaty:
.a) na uproszezeniu i skrdéceniu czasu przygotowania pozywki podstawowej. Aby
unikngé pojedynczego dodawania poszczegélnych skladnikéw pozywki podstawowej
zgrupowano je w nastepujacy sposéb: I i II grupa obejmowala witaminy, III grupa
skladala sig z puryn, a IV z mieszaniny soli mineralnych z glukozg w postaci suchej.
Kazeing, pepton i octan sodu dodawano do pozywki osobno.

* Metoda udost’epniona przez dr A. Rerat w L’Institut National de la Recherche
Agronomique, Bellevae, Francja. :
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W naszej pracy zastosowano do trawienia enzymatycznego autolizat $wie
troby szczura, w oparciu o prace Marnay, ktéra, w toku swych badan na o
zwierzecych, stwierdzila, Ze jedynie autolizat watroby jest zdoiny uwolni¢ ca
pantotenowy z réznych jego form zwiazanych, a gléwnie z koenzymu A. ¥
rialach biologicznych. Wartosei kwasu pantotenowego, uwolnionego w ten
byly zawsze wyzsze od znalezionych po trawieniu innymi enzymami,

Przygotowanie surowicy do oznuczania kwasu pantotenowego wolnego. 4
rowicy (0 zawartosci okolo 0,4 mikrograma kwasu pantotenowego wolnego
wano z 4 ml buforu fosforanowego o pH 5,2 w autokiawie pod cisnienien
w ciggu 6 minut. W ozigbionej proébie rozcieranc dokiadnie strat biatkowy i
wywano go dwukrotnie z 10 ml wody destvlowanej. Po kazdym wirowaniu :
plyn z nad osadu. Polgczone plyny po zobojetnieniu, rozcienczano woda dest
tak, aby koncowe stgzenie kwasu pantotenowego wynosilo okoio 0.1 mik
w 1 ml proby.

Przygotowanie surowicy do oznaczania Kwasu pantotenowego. 2 ml surow
wierajacej okoto 0,4 mikrograma kwesu pantotenowego catkowitego) odb
przez ogrzewanie z'2 ml buforu fosforanowego o pH 5.2 w autcklawie pod fat:
1 atm. przez 6 minut. Po cziebieniu i dokladnym roztarciu stragconego biatk
wirowano dwukrotnie z 10 ml wody destvlowanej kazdorazowo dekantujge pkh
osadu. Polgczone ptyny poddawano hydrolizie enzymatycznej z autolizatem
bowvm w ciagu 16-tu godzin w temp. 27°. Po zakonczeniu hydrolizy, inakty
enzymy W probie przez krotkie jej ogrzanie do 100°. Oziebiong prébe zobo
i rozciennczano tak, aby koncowe stezenie kwasu pantotenowego wynosito 0,1
grama w 1 ml.

Przygotowanie autolizatu wqtrobowego. 1 g $wiezej watroby szczura, po dol
jej roztarciu z 25 ml wody destylowane], pozostawiono przez 16 godzin w
stacie w temp. 37°. Nastepnie saczono. Autolizat przechowywano w chiod:
okres 10 dni. .

Do przeprowadzenia hydrolizy enzymatycznej 2 ml surowicy, uzywano
autolizatu, w ktérym réwniez oznaczano kwas pantotenowy. Uzyskang
uwzgledniano w obliczeniach kwasu pantotenowego znalezionego w surowi

W prébach surowicy i w autolizacie watrocbowym oznaczano kwas pant
metoda Skeggs’a i Wright’a z Lactobacillus arabinosus 17—5, wprowadzajac
modyfikacje majgce na celu:

1) Uproszczenie i skrocenie czasu priygotowania pozywki podstawowe
zgrupowanie poszczegélnych skladnikéw pozywki podstawowej w nastepuj:
séb: I roztwér skladal sie z cystyny i tryptofanu, II — z adeniny, guaniny i
111 — z tiaminy, ryboflawiny i biotyny, IV — z pirydoksyny, niacyny i kwa
aminobenzoesowego, V i VI — z mieszaniny soli mineralnych. Poszczeg6lne
jatowiono.

2) Skrécenie czasu inkubacji préb z 48 godzin do 18 godzin i zastapienie
nia acydymetrycznego pomiarem turbidymetrycznym.

Oznaczanie biotyny. Dotychczas oznaczanie biotyny przeprowadzano w tal
terialach jak np. drozdze [27], jaja kurze [1, 2]. Nie znaleziono natomiast pr
czacych oznaczen biotyny we krwi. Metoda, ktorg zastosowano w tej pracy
zastala na pracach odnoszacych sie do oznaczania biotyny w wyZzej wymi
materiatach. Zastosowano metode bardzo prosta polegajgeca jedynie na I
proby hydrolizie kwasowej. Uwalnianie biotyny w $rodowisku HCI i HpSC
zalo, ze hydroliza z kwasem solnym, trwajgca 1 godzine, dawala lepszé wyni
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Przygotowanie krwi: Heparynowsg krew w iloSci 2 ml (zawierajgcych okolo 30
milimikrograméw biotyny) poddawano hydrolizie z 10 ml 2 n HCl w autoklawie
w temp. 121° w ciggu 1 godz. Po ozigbieniu i doprowadzeniu préby do pH 5,3 dopel-
niano ja do 50 ml woda destylowana i sgczono. Zebrany przesacz, po doprowadzeniu
do pH 6,8 rozcieficzanc iak. aby koncowe stezenie biotyny wynosito 1 milimikro-
grama w 1 ml p*o’bt‘.

W tek przrgotcwanym wyelagu w krwi oznaczano biotyne metods mikrobiolo-
giczng Wrioht'a i Skeggs'a z Lactobacillus arab. 175 w modyfikacji Tuszymn-
skiei 1 wsp.

g\y

Qo Bl zach biologicznych, Johnson, Adrian [1], Pearson i wsp., stosowali
.atvezng, poslugujae sie enzymem z nerki $wini, z trzustki kurczat
o z watroby $wini, Na podstawie wynikéw tych prac, w celu uwol-
o : i ilosei kwasu foliowego z krwi zastosowano. do hydrolizy enzyma-
agaze z nerki $wini. Przygotowanie tego enzymu oparto na metodzie
va i Blooma, jako najdogodniejszej w naszych warunkach laborato-
" tak przygotowanym roztwoerze enzymu oznaczano kazdorazowo zawar-
su foliowego, ktora uwzgledniano w obliczeniach. '

rowanie krw 5 ml heparynowej krwi (zawierajacych okolo 60 milimikro-

tra\\lemu enzyvmatyeznemu z 0,5 ml roztworu komugazy Bc w ciggu 48 godzin
w temp. 37°. Po doprowadzeniu préby do pH 7, inaktywowano enzymy przez ogrza-
nie w 100° w ciggu 5 minut. Stracone i dokladnie roztarte biatko odwirowywano
dwukrotnie z woda destylowang. Zdekantowany ptyn dopelniano wodg destylowang
tak, aby koncowe stezenie kwasu foliowego wynosilo okolo 4 milimikrograméow
w 1 ml préby. W tak przygotowanym wyciggu z krwi oznaczano kwas foliowy me-
toda mikrobiologiczng Teply’e i Elvehjem’a ze Streptococcus faecalis R.

O:znaczanie zespotu witamin Bys. Witamine By, 6znaczano w surowicy krwi, opie-
reigc sie na pracach z lat ostatnich Wolffa, Kdrlina i Paysanta [43] oraz Mai’a i wsp.
w wyzej wymienionych pracach bufor octanowy, utrzymujgcy stabo
y.*.'i:ko roztworu surowicy, zastgpiono buforem fosforanowym, ze wzgledu
= - sklad pozyvwki podstawowe]j dla Escherichia coli, sole fosforanowe.

biibeot 5’— zeau. Killander, Spray, Calet i Rerat dodawali chanek potasu do ba-
oTit. zby zabezpieczyé witamine By, przed rozkladem w czasie ogrzewania.
oo vzsze prace, majge na celu uwolnienie z kompleksu bialkowego
B,. i przeksztalcenie réznych jej form w odporng na wysokie
laming, ogrzewano surowice w $rodowisku stabo kwasnym
oocrze przez nas szczepu Escherichia coli, do oznaczania
- Bys w surowicy, zdecydowala jego specjalna wrazli-

. —nacznie wieksza niz na inne postacie witaminy Bis,
=~ pochodzenia naturalnego. Stwierdzono rowniez, ze
=olo l0-krotnie bardziej czuly na cyjanokobalaming niz
:z: i Leichmani, Euglena Gracillis, Lactobac. Lactis Dorner.
7 7 ml surowicy (zawierajgcych okolo 2 milimikrogramow
=12 jej w stesunku 1 : 2 buforem fosforanowym o pH 5,2
= XCN o stezeniu 100 ug'l ml, pozostawiano w ciemnosci
Nzstepnie probe ogrzewano w autoklawie pod ci$nieniem
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1 amt. przez 6 minut. Po oziebieniu préby, rozeierano dokiadniz s
i odwirowywano z 10 m]l wody destylowanej przez 15 minut. W zdekar - oTiz-
tworze, ktérego kohcowe stezenie wynosilo okoto 0,1 milimikrogramg -=: :
w 1 ml oznaczano badana witamine jako cyjanokobalaming.

Do oznaczenia zastosowano zmodyfikowang przez nas metode Burkholderqa z Z::7<-
richia coli mutant 113—3.

Modyfikacje polegaty na:

a) uproszczeniu i skréceniu czasu przygotowania pozywki podstawowej, polegaja-
cym na odpowiednim zgrupowaniu roztwordéw aminokwaséw dodawanych do po-
zywki oraz sporzgdzeniu mieszaniny soli mineralnych z glikozg w postaci sproszko-
wanej, wchodzgcej w sklad pozywki podstawowej,

b) zastosowaniu dla szczepu Escherichia coli pozywki macierzystej, skladajgcej sig
z Bacto-pepionu, wyciggu miesnego o pH 7,2, chlorku sodu, glikozy i agaru. Szczep
hodowany na takiej pozywce dawal, w wyniku oznaczenia cyjanokobalaminy w su-
rowicy, najlepsze wyniki.

Zmodyfikowano rowniez przygotowanie zawiesiny szczepu Escherichia coli do
posiewu préb. W przeddzien oznaczenia przeszczepiano kulture E. coli z pozywki
stalej na pozywke wzrostowg bulionowg f-my Difco i inkubowano przez 24 godziny
w temp. 34°. W dniu oznaczania kulture z pozywki wzrostowej bulionowej prze-
szezepiano na drugg pozywke wzrostowa, skladajgeg sie z pozywki podstawowej
z dodatkiem 0,4 milimikrograma wzorcowej cyjanokobalaminy i inkubowano w ciagu
6 godzin w temp. 30°. W wyniku pasazowania otrzymano szczep dostatecznie rozwi-
niety i uczulony na obecno$¢ badanej witaminy. Po dwukrotnym odwirowaniu dru-
giej kultury wzrostowej i zawieszeniu w pozywce podstawowej, uzywano jej do
posiewu préb w ilosci 5 kropli na probdéwke.

OMOWIENIE WYNIKOW

Stosowanie wyzej podanych metod analitycznvch do oznaczenia po-
szczegblnych witamin we krwi, mialo na celu przede wszystkim catkowite
uwolnienie ich w hydrolizatach krwi, uchronienie od straty przy ozna-
czaniu oraz uzyskanie powtarzalnych wynikow.

W celu upewnienia sie, ze stosowane przez nas metody speinialy wyzej
podane warunki, dodawano do krwi lub surowicy, w poczatkowej fazie jej
przygotowania, okreslone ilosci wzorca badanej witaminy, odzyskiwano,
w przypadku wszystkich witamin, od 93—102% ilosci dodanych witamin.

Zalgczona tabela przedstawia $rednie wartosci liczbowe otrzymanych
przez nas wynikéw w poréwnaniu z analogicznymi danymi w piSmien-
nictwie.

Z podanej tabeli wynika, ze warto§ci otrzymane dla tiaminy, rybo-
flawiny, niacyny, kwasu pantotenowego i witaminy Bjs odpowiadaja
danym zaczerpnietym z prac innych autoréw, przy czym, jedynie dwock
autoréw podaje wartosci kwasu pantotenowego wolnego, a tylko jedsx
kwasu pantotenowego catkowitego w surowicy ludzkiej.



Tabela 1.

Oznaczanie witamin B

(2]
() BIoMm R T T R A I )
[=}
somi | | [ | F 1 | Lol
6 &eads | | | | | | | 18
: Q
(¥g) TeWuosOy [ [ .
(=]
(¢g) moey [ T T S B [
wy
o (zs) Kound R R I N I3
a ] ) . m
8 % (87) PIsmonsQ [ s
g5 3
= vy [7a < <
» :g Goopnn | 2 2 | 8 | s
g N ‘ vy o ' ' 0
£l o fewew | % || 8 | ° 8 =
<
§ ]
. - ;
© (19) urrey R T B - B [
g
g °
i @osowoer ||| | g 1 .
N
(@p wesuer | 2 |} ]| I
(1) alPuN0nH A FR R A w o]
@mwpg | * | 8 | | [
wy
Wespa ! | F 11 I
(S) ousejm ' -2
S T - T
(7 &uépvq FerzoleIN © moaxy (6 eo1moIns
e 7%
>
(¢ Aumrenm g 3
o g 8
g & & B o & g - A

Vitamins contéat .in. ucg in 100 mi 1); Data from literature 2); Vitaniins“B); tested material 4); Our results 5); blood 6); free 7);

total 8); serum 9).

597



598 . S. Tuszyfiska i wsp.

W piSmiennictwie nie udalo sie znalez¢ danych liczbowych dotyczgcych
zawartosci pirydoksyny i biotyny we krwi ludzi, co nie pozwala na po-
réwnanie naszych wynikéw.

Jedyna wartos¢, ktéra. znaleziono w odniesieniu do kwasu foliowego,
podana przez Miicke’a, jest prawie czterokrotnie wyzsza od $redniej war-
toci znalezionej przez nas. Autor nie podaje jednak zrédia ani metody
przy ktorej uzyskano ten wynik. Pearson i wsp. natomiast, podajac metode
oznaczania te] witaminy we krwi, nie podaja wynikéw swej pracy.

Opracowane metody znalazly zastosowanie do badan diagnostycznych
przy obserwowaniu obrazu krwi w réznych stanach chorobowych ludzi.

C. Tywunscra, . Taymm

OH‘PEIIEJIEHHE BUTAMHWH TPYINBI B B KPOBH MUKPOBMOJIOTUYECKUM
IIYTEM

Codepocarue

envio paGoTk 6blmo paspaboTarb TAKOH AHATMTHYECKHN MeTO, IO KOTOPOMY OHIO
OB MOKHEO MONB3YACH MANKIMM, TOCTYIHHMH B KIHHWYECKHX YCIOBHSX KOIHIECTEAMH
KDOBH, ONpeJeNuTh B Hell COfepXEaEWe BHTAMHH I'DyNOH B.

B ucerenoBanEsSx IPHMEHANHCh MHKPOOHOIOTHYECKHe METOAH!, KOTOpPHEe OKa3aluch
Oonee CeleXTHBHLIMH ¥ UYBCTBHTEALHLIMH, IeM XHMHYECKHe MeTONH, M CO3[alH BO3-
MOXHOCTH OUDPEJENUTh CONEeDKAHHe B MAANMMHKPOIDAMMAX BUTAMAH B MI kKpoBm. [mas-
HON 3ajadveli HacroAmed paborel Opa paspaloTka TakWx cH0cO00B ITPHTOTOBIEHHA
KPOBH Jid aHANIW3a, IPH KOTOPHIX HPOHCXOAHRT NOIHOE KOINHYECTBEHHOE OTHelleHHe OT-
TeNbHEIX BHTAMHH H3 HCCIeNyeMOTO MaTépHAIA.

B ornmume oT APYTHX PaboT MO HTOMY BOIIDOCY, B KOTODHIX HCCIEJ0OBAHHSA OTHOCHIHCH
TOXLKO K OTJEeAbHHM BHTAMHUHAM, aBTODH pasdpaloTald MeTOJ AN ONpefieleHHd B KpoO-
BH BCero KOMINEKCa BHTAMHH H3 IDYNNH B, IpHieM BBefeH OJNHOBpPEMeHHO MeTO] MHU-
EPOOHONOrMIeCKOr0 ONpefeleHHs GHOTHHA W NHPONOKCHEA B KPOBH.

PaspaGorannbiii MeTOH OTHOCHTCH K OIpeJieIeHHI0 CIENYIOIINX BATAMEE  B,, By, B, PP,
NaHTOTeHOBON KHCIOTH, OMOTHHA, {ONHEBOH KHCIOTHL M BATAMHHA Bi,.

Tuamnua v puOOPIABHEH ONpeNeNTICT B KHCIOTHO-9H3AMATHIECKHX THILPONU3ATAX Ie-
TOCTHOH KPOBH, HCHONXL3YA mTaMM Lactobacillus fermenti 36 (Buramur B,) ¥ Lactobacil-
lus casei E (BHTaMHHE B,).

[IEpomoKcHE ¥ aMHX HHKOTHHOBON KHCIOTH ONpeNeNsallH B Nel0CTHOH, medubpunm-
POBamHON, IHIMEHAON (eIKa KPOBH, IPHIEM IIA ONPEASIEHHS THPHIOKCHHA HCIOIbRO-
Banw npoxxy Saccharomyces carsberqeusis a IId aMUIa HAKOTHHOBON KHCIOTH — Lacto-
bacillus arabinosus 17—5.

TanToTeHOBY 0 KHCIOTY OLUpeNSIANH B IHNIOHHON GelKa CHIBOPOTKe KDOBH MPUMERAA
Lactobacillus arabinosus 17—5.

Buorun ompenenalm B KHCIHX THAPOTH3ATAX LEIOCTHON KPOBH, HCIONB3Yd MTAMM
Lactobacillus arabinosus 17—5.

Onpenenenme §ormesoll KMCIOTH IPOBOLHIH B HH3HMATHIECKHX THIPOIH3ATAX KPO-
BH IpHMeHASA MTaMM Streptococcus faecalis R.

- Buramum B, ompemensiH B CHIBODOTKE KPOBM, NHIMEHHOH OelKa, NONb3YACH IMTAM-
MoM Escherichia coli mutant 113-3.
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B oTmeapHBIX OlpenelenusiXx BATAMAH aBTODHI BBEJIH MOOHYBEKANHI0, OCHOBHBAKIYOCH
Ha YCOBepIIeHCTBOBABHH M COKDANeHHH INponecca Mmcpoﬁﬂonomqecxnx olnpene-
JTeHUuM,

B pesyunbrate paspaloTAHHLIX METOLOB OIpefleleHHS KOMIIEKCa BHTAMHMH rpynnsl B
B.KPOBH 9e€JI0OBeKa, NONYIeHHl NOBTOpAIIIKecH JaHHAH e, cOTTacywinnaeca B o0menM ¢ IH-
TePATYPALIMH JAHHBIMH.

Paszpaforammabie Meromsl Hamian npmaeHeHne ‘B JWATHOCTHYECKHX HCCIeJOBAHHAX.

St. Tuszynska, J. Taytt
) \
MICROBIOLOGICAL DETERMINATION OF VITAMINS B IN THE BLOOD_
Summary

The object was to find a method that would enable v1tamms B to be determmed’
in the small blood samples routinely used in clinical practice.

The microbiological methods ysed in these investigations proved superior to che-
mical ones in selectivity and accuracy, enabling the particular vitamins to be deter-
mined in concentrations as low millimicrogram/ml.

Attention was focusssed especially on such methods of preparing blood samples
for analysis as would completely release the whole amount of particular vitamins
from the material investigated. ‘

Unlike other investigations, which were concerned with partlcular v1tam1ns separa- -
tely, this-study covers determination in human blood of the entire complex of vita-
mins B, and introduces a microbiological method for determining biotin and pyrl-
doxine in blood.

Methods were developed for vitamins By, B2, Bg, and PP, pantothemc acid, blotm,‘
folic acid, and vitamin By,. :

Thiamine and riboflavine were determmed in acido-enzymatic hydrolyzates of
whole blcod with the aid of Lactobacillus fermenti 36 and Lactobacillus casei E.
respectively. i :

Pyridoxine and nicotinamide were determined in whole defibrinized and depro-
teinized blood with the aid of Saccharomyces carlsbergensis and Lactobacﬂlus arabi-
nosus 17—35 respectively.

Pantothenic acid, free and bound, was determined in deproteinized blood serum
with the aid of Lactobacillus arabinosus 17—5. :

Biotin was determined in acid hydrolyzates of whole blood with the aid of Lacto-
bacillus arabinosus 17—S5.

Folic acid was determined in whole-blood enzymatlc hydrolyzates W1th the -aid
of Streptococcus faecalis R. :

Vitamin By was determined m deprotemlzed blood serum w1th the. ald of Esche-
richia coli mutant 113—3.

Determinations of partlcular vitamins were modified so as to. l.mprove and
speed them. k

The results obtained by the methods developed for the determmatlon of Vita-
mins B in human blood were reproduc1b1e and on the whole concordant with llte",
rature.

The methods have been apphed in diagnostic practice.
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