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Wieland i wsp. w 1952 r. oddzielili za pomocg chromatografii bibulowej
kwas foliowy od citrovorum factor w preparatach watrobowych. W swojej
pracy autorzy poslugiwali sie paskami bibuly Whatman’a Nr 2 o szero-
kosci 3 cm. Badang prébke zawierajacg od 0,005 do 0,02 mcg/ml kwasu
foliowego umieszczano przy pomocy mikropipetki na paskach bibuly
w odleglosci 5 ecm od dolnej krawedzi. Pasek zanurzali w rozpuszczalniku
na wysokosci 4 cm.

Chromatogram rozwijano w naczyniach zamknietych, w temperaturze
pokojowej, w czasie od 8—14 godz., nastepnie po wysuszeniu, paski bi-
buly ukladano na plytach agarowych zaszczepionvch Streptococcus fae-
calis, po czvm inkubowano je w ciagu 16 godzin.

Stosowano przewaznie rozpuszczalniki dwufazowe skladajace sie
np. z alkoholu benzvlowego, izoamylowego lub chloroformu i wody, w sto-
sunku 1 :0,3.

Zakrzewski i wsp. w 1953 r. rozdzielali réwniez przy uzyciu chromato-
grafii bibulowe] mieszanine ztozong z kwasu foliowego i jego pochodnych.
Uzywali oni bibule Whatman’a Nr 1 w paskach szerokosci okoto 1,3 cm,
diugosci 45—50 cm. Probka badana zawierala od 0,5 do 5,0 meg/ml kwasu
foliowego.

Przeprowadzono proby rozdziatu z réznymi rozpuszczalnikami organicz-
nymi i nieorganicznymi. Najlepsze wyniki dalo zastosowanie buforu octa-
nowego o pH = 6,3 i fosforanowego o pH = 7,7. Paski bibuly ukladano
na pltytach agarowych podobnie jak w pracy Wielanda i wsp. W obydwu
wymienionych pracach udalo sie oddzieli¢c kwas foliowy od pozostalych
czynnikéw, znajdujgcych sie zaréwno w ekstrakcie watrobowym, jak
i w mieszaninie pochodnych kwasu foliowego. Ilosciowo oznaczono kwas
foliowy metoda probowkows ze Streptococcus faecalis. Celem niniejszej
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pracy bylo dobranie odpowiedniego rozpuszczalnika pozwalajacego na cal-
kowite i ilosciowe oddzielenie sie kwasu foliowego, ustalenie optymalnego
stezenia badanej préby oraz opracowanie najlepszych warunkéw chro-
matografii, ze szczegélnym uwzglednieniem gleboko$ci zanurzenia paska
i umieszczenia kropli, dajgeych po wywolaniu chromatogramu koliste
strefy wzrostu.

CZESC DOSWIADCZALNA
Zasada oznaczania

Metoda polega na chromatograficznym oddzielaniu kwasu foliowego
w preparatach zlozonych — przy uzyciu odpowiednio dobranych rozpu-
szezalnik6w i zastosowaniu chromatografii wstepujacej — od innych sub-
stancji wzrostowych dla Streptococcus faecalis.

W czasie rozwijania chromatogramu kwas foliowy zostaje przesunigty
na pewng okreslong wysokos¢, podczas gdy pozostale substancje wzros-
towe rozmieszczajg sie wzdtuz paska na innych wysokosciach. Chroma-
togram wywoluje sie na plycie agarowe]j zaszczepionej kulturg Strepto-
coccus faecalis. Zawartos¢ kwasu foliowego w preparacie wylicza sig
z krzywej standardowej wykreslonej dla réznych stezen roztworu wzor-
cowego. Krzywg wykresla sie¢ w ukladzie wspolrzednych, odkladajac na
osi rzednych wielkosci érednic stref wzrostowych roztworu wzorcowego,
a na osi odcietych logarytmy ich stezen.

I. Szczep
a) Przechowywanie

W pracy niniejszej peslugiwano sie szczepem Streptococcus faecalis
Nr 8043 otrzymanym 2z Muzeum Szczepéw Panstwowego Zakladu Hi-
gieny w Warszawie.

Szczep przechowywano w temp. 4°C na agarze prostym, na ktéry

przeszczepiano go co 2 tygodnie.
Agar prosty

glukoza 1%/
ekstrakt drozdzowy 1%/
octan sodu (uwodn.) 0,85%0
agar 1,5%0
s6l A 0,5 ml
s0l B 0,5 ml

So61 A:

KoHPO,; — 25 g )
KH,PO, — 25 g Dopelni¢ woda destyl. do 250 ml. Przechowywaé pod toluenem.
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So6l B:

FeSO4 * THO 05 g
MnSO; * 4H,O 05 g
MgSO, * THO 10 g

Dopelni¢ woda destyl. do 250 ml

b) Pasazowanie

Po kilku miesigcach hodowli szczepu Streptococcus faecalis na agarze
prostym, otrzymywano strefy wzrostowe kwasu foliowego o coraz mniej
wyraznie zarysowanych konturach. Okazala sie wigc potrzeba pasazo-
wania go, tym bardziej, ze Jones i Morris stwierdzili, ze przechowywanie
szczepu Streptococcus faecalis na agarze prostym z dodatkiem ekstraktu
drozdzowego Difco, lub ekstraktu z drozdzy piekarskich, octanu sodu i gli-
kozy daje dobre wyniki dla kwasu foliowego w metodzie probéwkowej
przez okres 4 do 6 tygodni. Przy dalszym przeszczepianiu autorzy ci otrzy-
mywali wyniki gorsze, lub nie mieli ich wcale.

Opierajac sie na wynikach prac Nymana i Gortnera, Jones i Morris
zmienili warunki hodowli Streptococcus faecalis pasazujac szczep z agaru
prostego, na ktérym go hodowano zwykle, na pozywke ptynng z ekstrak-
tem watrobowym i kazeing hydrolizowang trypsyna, a z tego podloza na
agar prosty w takim samym skladzie jak pozywka plynna.

W naszej pracy szczep pasazowano co 4 miesigce, przeszczepiajac go
z agaru sko$nego na pozywke wzrostowa, a po 24 godz. przenoszono go
na pasaz I, tzw. plynny. Po nastepnych 24 godz. szczep przeszczepiano na
pasaz II, tzw. staly, a stad kolejno na 3 agary proste. Cale pasazowanie
przeprowadzano w termostacie w temp. 37°C.

Skiad pozywek uzywanych przy pasazowaniu:

Pozywka wzrostowa

Sklad pozywki jak dla agaru prostego, tylko bez uzycia agaru.

Pasaz I tzw. ptynny

Kazeina hvdrolizowana trypsyna 10g
K>HPO, 0,5 g
glikoza 02 g
ekstrakt drozdzowy (Difco) 02 g
ekstrakt watrobowy 100 g
woda redestyl. (ze szkla) do 100 ml

Pasaz I, tzw. statly
Kazeina hydrolizowana trypsyng 1,0 g
‘KgHPO4 ) 02 g
glikoza 1,0 g
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CaCO3 . 03 g
agar 20g
ekstrakt watrobowy 10 ml
roztwor soli A : 0,5 ml
roztwor soli- B 0,5 ml
woda redestylowana (ze szkla) do 100 ml

Roztwor soli A

KyHPO, 25 g
KH,yPO, 25 g
dopeini¢ woda redestylowana do 250 ml

Przechowywaé pod toluenem.
Roztwoér soli B

MgSO, * THsO 100 g
MnSO, * 4H,O 05 ¢g
FeCl;3 * 6H0 0,03 g
HCI stezony 5 kropli
Dopelni¢ wodg redestylowang do 250 mi

Kazeina hydrolizowana trypsyna [2]

10 g kazeiny zawiesza sie w 100 ml H»O, dodaje 0,2 g KsHPOy oraz
niewielkimi porcjami roztworu ok. 4n NaOH stale wstrzasajae, az do
catkowitego rozpuszczenia sie kazeiny. Roztwér doprowadzd sie do
pH = 8,0—8,4, dodaje 0,5 g trypsyny i pokrywa toluenem. Kolbe z za-
wartosciag wstawia sie do termostatu w temp. 37°C na okres 18 godz., po
czym doprowadza ponownie do pH = 8,0—8,4 i pozostawia w termostacie
jeszeze na 24 godz. Po uplywie tego czasu doprowadza sie roztwor do
pH = 4,0 przy pomocy kwasu solnego, dodaje 4 g Norritu A, miesza do-
kladnie i pozostawia w temperaturze pokojowej, na przeciag 1 godz. Za-
wartos¢ kolby saczy sie przez bibule i przesacz zlewa do butelki, ktora
przechowuje sie w chlodni pod toluenem.

Ekstrakt watrobowy [3]

400 g suszonej zmielonej watroby w kolbie zalewa sie 2 litrami wody
i ogrzewa na wrzgcej tazni wodnej przez 1 godz., po czym zawartosé kolby
saczy przez gaze i przesacz doprowadza do pH = 7,0.

Ponownie ogrzewa sie przez 15 minut, sgczy przez bibule, zlewa do
ciemnej butelki, pokrywa toluenem i przechowuje w chiodni.

¢) Przygotowanie szczepu do oznaczen

W dniu poprzedzajacym wykonanie oznaczenia, szczep Streptococcus
faecalis przeszczepiano z agaru prostego na pozywke wzrostows (1 pro-
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béwka pozywki wzrostowej na 1 plyte). Szezep inkubowano w termostacie
w temp. 37°C przez okres 18 godz., a nastepnie odwirowywano go i prze-
mywano dwukrotnie roztworem soli fizjologicznej. ’

II. Wylewanie podloza na plyte

Kolbe z podtozem do wylewania na plyte rozgrzewano dokladnie, a na-
stepnie studzono do temp. 40°C i zaszczepiano szczepem uprzednio od-
wirowanym i przemytym.

Plyte szklang zmywano alkoholem i nieco nagrzewano plomieniem pal-
nika w celu ulatwienia réwnomiernego rozlewania sie¢ podloza na szkle.
Nastepnie jalows, ciepls pipeta 4 100 ml wylewano szybko podloze, uni-
kajac powstawania pecherzykéw powietrza. Plyte przykrywano szklang
taflg i pozostawiano w temp. pokojowej na 20 minut.

Plyta, na ktérg wylewasie podloze agarowe

Plyta sklada sie z 2 czeSci: dolnej i gornej. Cze$é dolng stanowi tafla
szklana o wymiarach 28 X 28 cm, do krawedzi ktérej przylepione sg
listwy rowniez szklane. Listwy posiadajg szeroko$¢ 15 mm i grubos¢ 5 mm
i razem z tafla stanowia rodzaj zbiornika. Cze$¢ goérng stanowi roéwniez
kwadratowa ptyta szklana o wymiarach 28 X 28 cm, lecz znacznie ciensza
od dolnej tworzaca pokrywe.

a)Sktad podtoza agarowego do wylewania na pltytel[l]

Kazeina (hydrolizat kwasny) 6g
dl — tryptofan 50 mil
1 — cystyna 50 ml
asparagarina . 0,1g

dl — alanina .02 g
adenina -+ guanina + uracil (roztwar) 10 ml
ksantyna (roztwor) 10 ml
biotyna (roztwor) 4 ml
witamina By (roztwor) 2 ml
witamina Bs (roztwor) 16 ml
kwas nikotynowy (roztwor) 6 ml
pirvdoksyna (roztwor) 12 ml
pantotenian wapnia (roztwor) 4 mi
kwas para-aminobenzoesowy (roztwor) 0,1 ml
glikoza 20 g
pepton (roztwor) 2,0 ml
cvtrynian scdu (uwodniony) 25,0 g
NaC! 50 g
K.HPC, 25 g

Acta Physioiogica Poionica — 38
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roztwor soli B 5,0 ml
woda destylowana do 1000 ml
pH = 6,8

agar 158

dl — tryptofan: 4 g di — tfryptofanu rozpuszcza sie na goraco
w 100 ml HpO, dodaje kilka kropli stezonego kwasu solnego i dopelnia
wodg do 1 litra.

1 — cystyna: 4 g cystyny rozpuszcza sie w 100 ml H»0, roztwor pod-
grzewa, dodaje 5 ml stezonego kwasu solnego i dopelnia woda do 1 litra.
Adenina, guaninaiuracyl: 1 mg/l ml — (rozpusci¢ w niewiel-
kiej ilosci stez. NH4OH, a nastepnie rozcienczyé woda).

Ksantyna: 1 mg/l ml — (rozpusci¢ w niewielkiej ilosci stez. NH4OH,
a nastepnie rozciehczyé¢ wods).

Biotyna: 0,1 meg/l ml (w 25% etanolu).

Witamina Bj: 0,1 g rozpuszcza sie w malej ilosci wody, a nastepnie
uzupelnia do 100 ml 2% HCIl. Tak otrzymany roztwér (1 mg/l ml) roz-
cieficza sie tak, zeby otrzyma¢ 100 meg wit. By/ml.

Witamina Bs: 25 meg/ml (w 0,02 n kwasie octowym).

Kwas nikotynowy: 100 mcg/ml (w 25% etanolu).
Pirydoksyna: 100 meg/ml (w 25% etanolu).

Pantotenian wapnia: 100 meg/ml (w 25% etanolu).

Kwas para-amino-benzoesowy: 100 mcg/ml (w 25% etanolu).
Roztwoér soli B:

MgSO4 - 7T H20 10 g
MnSO4 *4 Hgo 0,5 g
FeClg 01g

rozpusci¢ w 250 ml wody dodajac 5 kropli stezonego HCI.

Pepton: 50 g peptonu Difco rozpuszeza sie w 200 ml wody, doprowa-
dza pH = 3 stezonym HCI, dodaje 5 g Norritu i miesza przez 1 godz.,
sgczy roztwoér przez bibule i rozciencza do 500 ml woda destyl.
Przechowuje sie go pod toluenem w chlodni.

II1. Bibula

Bibule Whatman’a Nr 2 o wymiarach 18 X 40 cm, znaczono ostrzem
wzdluz kazdego arkusza otrzymujac slady 6 toré6w o szerokosci 3 cm. Na
kazdym z tych toréw zaznaczono 2 miejsca: pierwsze w odleglosci 2 cm
od jednej z krawedzi bibuly i drugie miejsce w odleglosci 3 cm od tej
same]j krawedzi. Znak pierwszy wskazuje poziom, do ktérego nalezy za-
nurzy¢ bibule w rozpuszczalniku w czasie rozwijania chromatogramu,
a znak drugi zaznacza miejsce, w ktérym ma byé umieszczona kropla
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standardu, czy badanego preparatu. Krople umieszczano zawsze na tej
same] wysokosci, doktadnie posrodku danego toru. :

Poszczeg6ine tory numerowano lub znaczono w jakikolwiek inny spo-
sob zwyklym oléwkiem.

IV. Mikropipeta

Uzywano mikropipete wykalibrowang a 0,004 g.

V. Wzorzec kwasu foliowego

10 mg. kwasu foliowego wysuszonego w eksykatorze prozniowym nad
kwasem siarkowym w ciaggu 24 godz., umieszczano w kolbie miarowej na
100 ml. Dodawano 2 ml. 0,ln NaOH wytrzgsajac do rozpuszczenia sie
kwasu, nastepnie dodawano 5 ml. 1 m buforu fosforanowego o pH="7,0,
25 ml. absolutnego etanolu i dopelniano do kreski wodg destylowanas.
Z roztworu macierzystego sporzadzano kazdorazowo rozcieczenia: 1,0, 0,5,
0,25, 0,125 meg/ml.

VI. Przygotowywanie preparatu do oznaczen

a) Uwalnianie kwasu foliowego

Uwalnianie kwasu foliowego stosowane jest w wypadku badania pre-
paratéw zlozonych zawierajacych ekstrakt watrobowy, tzw. crude liver.

Ze znanych sposob6w uwalniania kwasu foliowego z préb pochodzenia
biologicznego, dobre wyniki daje zmodyfikowana metoda Birda. Z badanej
proéby odwazano zaleznie od zawartosci kwasu foliowego 0,1 g preparatu
i przenoszono go do probowki miarowej. Nastepnie dodawano 0,05 g
suszone], b. dokladnie roztartej nerki i 8 ml 1% roztworu octanu sodu,
o pH = 4,0-—4,2. Zawarto§¢ mieszano dokladnie, powierzchnie pokry-
wano toluenem i wstawiano do termostatu w temp. 37°C na 48 godz.
Dalsze przedluzanie czasu trawienia jak wykazaly do§wiadczenia, nie
wplywa na zwiekszenie sie ilosci uwolnionego kwasu foliowego.

Nastepnie doprowadzano probe badang do pH = 7, ogrzewano przez
15 minut, studzono i odpowiednio rozcienczano.

Wydajno$¢ wyzej opisanej metody uwalniania kwasu foliowego wynosi
okolo 95%o. '

b) Przygotowywanie rozcienczen

W wypadku lekéw zlozonych nie zawierajacych tzw. crude liver stosuje
sie rozpuszczanie kwasu foliowego 0,1 n NaOH.

58*
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Prébe badang rozcienczano woda destylowang tak, aby otrzymaé ste-
zenia podobne jak dla wzorca.

¢) Przygotowanie suszonej nerki [3]

Jedna lub dwie §wieze nerki wieprzowe nalezy dokladnie oczysci¢ z tlu-
szezu i blon, a nastepnie zemle¢ i przenie$é do kolby stozkowej. Zala¢ pie-
ciokrotng objetoscig acetonu, dokladnie wytrzasna¢ i przesaczyé przez bi-
bule. Nerke wymy¢ raz jeszcze nowsg porcjg acetonu, ponownie wytrzasnaé
i przesaczyé. Nerke dokladnie wysuszy¢, zsypa¢ do stoja. szczelnie zamkna¢
i przechowywa¢ w chlodni.

VII. Rozwijanie chromatogramu

Uprzednio przygotowane bibuly kladziono na czystych, dokiadnie od-
ttuszczonych taflach szklanych i przy pomocy mikropipety nakiadano
na nie krople wzorca i preparatu. Wygodnie jest umieszcza¢ odpowiednie
stezenia obok siebie. Nastepnie suszone bibuly bardzo dokladnie i ostroz-
nie zawieszano w komorze chromatograficznej z danym solwentem.

()G

8.5y fml Q125 5fml. I fml. 05 yfml

a) Solwenty

Ryc.bl Ryc. 2
Ryc. 1. CHsCOONa 0,1 m. pH = 6,8. Bibula Whatman’a Nr 2. Czas ciggnienia 6,5 go-
dziny. Chromatografia wstepujaca.
Fig. 1. CH3COONa 0.1 m. pH = 6.8. Whatman filter paper No. 2. Time of drawing
6.5 hours. Ascending chromategraphy.
Ryc. 2. NagHPO, 0,1 m. pH = 7,0. Bibula Whatman’a Nr 2. Czas ciggnienia 6,5 godziny.
Chromatografia wstepujaca. Kwas foliowy czysty, stezenie: 1; 0,5 mcg/ml.

Fig. 2. Na,HPO; 0.1 m. pH = 17.0. Whatman filter paper No. 2. Time of drawing
6.5 hours. Ascending chromatography. Pure folic acid: 1; 0.5 mcg/ml.

Glebokosé zanurzenia bibul do solwentu wynosi 2 cm. Komore za-
krywa sig¢ szczelnie doszlifowang plyts i pozostawia w temperaturze
pokojowej na 24 godziny.
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Ryc. 3. CH3COOH ~alkchol n-butylowy+H,0O 1:4:1. Bibula
Whatman’a Nr 2. Chromatografia zstepujgca. Czas ciggnienia
17 godzin. Kwas foliowy czysty, stezenie 0,5; 0,125 mcg/ml.
~ Fig. 3. CH3COOH — n-butyno alcohol + HoO Li:4:1. What-
man filter paper No. 2. Descending chromatography. Time of
drawing 17 hours. Pure folic acid, concentrations: 0.5;

0.125 mcg ml. Q5piml 0725 ppml
12/l Qspml,  QZspml. 8125y ml.

Ryc. 4. CH3COOH + alkohol n-butylowy + HpO 1:4:1. pH = 6,8 (stezony NH,OH).
Bibula Whatman’a Nr 2. Chromatografia wstepujaca. Czas ciagnienia 19 godzin.
Kwas foliowy czysty, stezenie: 1; 0,5; 0,25; 0,125 mcg/ml.

Fig. 4. CH3;COOH + n-butyl alcohol + HeO 1:4:1. pH = 6.8 (conc. NH4OH). What-
man filter paper No. 2. Ascending chromatography. Time of drawing 19 hours. Pure
folic acid, concentrations: 1; 0.5; 0.125 mecg/ml,

Ryc. 5. Alkohol n-butylowy -+ CH3COOCH
+ H,0 1:4:1. pH = 6,8 (stez. NH4OH).
Bibula Whatman’a Nr 2. Chromatogra-
fia wstepujgca. Czas ciagnienia 6,5 godz.

Fig. 5. n-Butylic alcohol + CH3COOH -+

+ H,O 1:4:1. pH=6.8 (conc. NH,4OH).

Whatman filter paper No. 2. Ascending

shromatography. Time of drawing. 6.5
hours.

Tyfm Gopiml 025pml  0125¢/m
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[ S~ e -~
§8.1pfmt. 0.5y fml. 025 yfmi.

Ryc. 6. 5% kwas cytrynowy -+ chloroform 1:2. PH = 9 (stez. NH4OH). Bibula What-
man’a Nr 2. Chromatografia zstgpujaca. Czas ciggnienia 17 godzin. Kwas foliowy
czysty, stezenie: 1: 0,5; 0,25 mcg ml.

Fig. 6. 5% Citric acid + chloroform 1 :2. PH = 9. (conc. NHyOH). Whatman filter
paper No. 2. Descending chromatography. Time of drawirg 17 hours. Pure folic acid,
conc. 1: 05: 0.25 meg ml.

SEQ25y litrissn 815 St O25e Litn 625y St 05, Litr 05y St 10y Litr 10 g

00O 00000

Ryc. 7. CH3COOH 0,1 n + alkohol n-butylowy + alkohol etylowy 96%0. 9:2:1, Bibula
Whatman’a Nr 2. Chromatografia zstepujaca. Czas ciggnienia 24 godziny. Kwas fo-
liowy czysty (standard) oraz preparat ,Litrison”, stezenie: 1; 0,5; 0,25; 0,125 mcg/ml.
Fig. 7. CH3COOH 0.1 n + n-butyl alcohol + etyl alcohol 96%. 9:2:1. Whatman filter
paper No. 2, Descending chromatography. Time of drawing 24 hours. Pure folic acid
(standard) and preparation , Litrison”, concentration: 1; 0.5; 0.25; 0.125 mcg/ml.

b) Komora chromatograficzna

Komore stanowi wanna szklana o wymiarach 50 X 24 X 21 cm z do-
szlifowang ptytg szklang, stanowigcg pokrywe. '

Sprawg duzej wagi jest to, azeby dno komory bylo dokladnie plaskie,
gdyz tylko wtedy wysokos$é slupa rozpuszczalnika w stosunku do czesci
bibuly zanurzonej jest stala. Dwie boczne, przeciwlegle Sciany komory, -
powinny posiadaé¢ uchwyty do podtrzymywania pretow szklanych. Przez
prety te przewiesza sie bibuly w czasie rozwijania chromatogramu.
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VIII. Wywolywanie chromatogramu

Po 24 godz. bibuly wyjmowano ostroznie z rozpuszczalnika i doktadnie
suszono, a nastepnie rozcinano kazdy arkusz, wzdtuz zaznaczonych toréw,
otrzymujac poszczegoblne paski. Paski te (uprzednio poznaczone) ukladano
na plycie z agarowym podlozem. Plyte przykrywano szklang taflg i in-
kubowano w termostacie w temp. 37°C w ciagu 18 godz. '

IX. Odczytywanie chromatogramu i obliczanie wynikow

Po skonczonej inkubacji plyty wyimowano z termostatu i zdejmowano
paski bibuly, a nastepnie przy pomocy cyrkla mierzono $rednice powsta-
lych stref wzrostowych.

Wykreslano dwie krzywe dla standardu i preparatu odkladajac na osi
odc1etych logarytmy stezen kwasu foliowego uzyte w badaniu, a na osi
rzednych wielkosci otrzymanych $rednic. Réznica odczytana w odpowied-
niej skali, pomiedzy krzywa standardows i preparatu stanowi logarytm M,
ktory po zantylogarytmowaniu i przemnozeniu przez 100, wyraza zawar-
to$é kwasu foliowego w badanym preparacie w procentach.
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Ryc. 8. Krzywa standardowa oraz krzywa preparatu.
Fig. 8. Standard curve of the preparation.

WNIOSK1

1. Dobrano rozpuszczalnik pozwalajagcy na rozdzielenie kwasu folio-
wego w preparatach zlozonych.



880 H. Kakol, J. Bogucka, H. Gajcy

2. Opracowano warunki dla chromatografii wstepujacej, ustalajagc wiel-
kos¢ stezenia préb, miejsce umieszczenia kropli i glebokosé zanurzenia
bibuly, dzigki czemu otrzymano koliste strefy wzrostu.

3. W powyzszej pracy postugiwano sie szczepem Streptococcus faecalis,
a nie Lactobacillus casei ze wzgledu na krétszy okres inkubacji tego
SzZczepu.

I'. Kouxoas, A. Bozyyxa, I'. Tatiyw

XPOMATOTPA®HUUYECKOE OIPEJNENEHHUE ®OJIMEBOI KUCIIOTLI
C IIPUMEHEHUEM HITAMMA STREPTOCOCCUS FAECALIS

Codeporcanue

PaspaoTan OpoCTOH METO KOJIAYECTBEHHOIO onpefierennst GoMeBOH KUCIOTHI ¢ NpHMEHe-
HHEM OYMaKHOM XpomaTorpadsan B CIIOMKHBIX openaparax.

Y CTaHOB/ICHB! ONTHMATHELIE YCJIOBHES K OpOBEICHHIO XpOMAaTOrpaduH. mOIOHMpas COOTBET-
CTBYIOIHE PaCTBOPHTE:T> H Oywary, ompeje:lsid KOHIEHTPAIMIO (OINEBON KHCIOTHI B HCCIe-
AYyEMBIX Npo0axX, MECTO MOMEIEHHA Katd H TIyOHHY MOTPY KEHHA Oymaru.

Y CTaHOBIIEHBI TOUHEIE YCIOBHA BEIDANRBAHIGT H AJANTAMEH [ITAMMA streptococcus  faecalis
K OpPOBEACHHAIO OO0O3HAYECHHASA.

H. Kakol, J. Boguckae, H. Gajcy

CHROMATOGRAPHIC DETERMINATION OF FOLIC ACID WITH THE AID OF
STREPTOCOCCUS FAECALIS

Summary

A simple quantitative method for assaying folic acid in composite preparation by
means of chromatography was elaborated. Optimum conditions for chromatography
were determined, such as choice of solvent, filter paper, amount -of folic acid in the
sample, site of application, and depth of immersion of the filter paper. The condi-
tions - of cultivation of Streptococcus faecalis were also defined, and a strain of
Streptococcus faecalis was adapted to making assays of folic acid.

PISMIENNICTWO

1. Barton C. C., Wright: The M1crob1010g1ca1 Assay of the Vitamin B — complex and
Amino Acids.

. Johnson B. C.: Methods of Vitamins Determination.

. Jones A., Morris S.: The Analyst, 1949, 74, 29.

. Nyman M. C., Gortner W. A.: J. Biol. Chem., 1945, 157, 303.

. Wieland O, P., Hutchings B. L., Williams J. H.: Arch. Biochem. Biophys., 1952, 40,
205.

. Zakrzewski S. F., Nichol Ch. A.: J. Biol. Chem., 1953, 205, 361.

& W N

(=]

Otrzymano: 20, IV. 1961.
Adres autoré6w: Instytut Lekow, Warszawa, ul. Diuga 16.



