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S U M Á R I O - VII -

O metodo de determinação de vitamina ' por 
Saccharomyces carlsbergensls ATCC 9080, desenvolvido por 
Atkin et al., foi modificado com relação ao cultivo do 
microrganismo, preparo do inoculo, m o c u l a ç a o  e composi 
çao do meio básico*

0 crescimento do microrganismo foi estudado 
em função da variaçao do tempo, da temperatura de incuba, 
çao, do pH do meio, das fontes de nitrogênio e vitamina 
B g , da ausência de cloreto ferrico, acido nicotínico e 
de ambos na composição do meio*

Observou-se ainda o efeito da ausência de tici 
mina, da concentração da fonte de nitrogênio e carbono e 
da concentração do^meio*

A exequibilidade do metodo foi comprovada ten 
do em vista os resultados concordantes e reprodutíveis 
obtidos *



1 INTRODUÇÃO - 1 -

A existencia da vitamina 3^ como um membro do complexo
B foi determinada por GYORGY em 1934 (28) e por ser um derivado
oxigenado da piridina foi denominada de piridoxina (29, 31 e 32),

0 termo piridoxina se constituiu um sinonimo de vi tarai
na Bg ate 1942 quando foram identificados o piridoxal e a pírido^
xamina como derivados da piridoxina (70)* Em 1960, a Comissão de 
Nomenclatura de Química Biologica, da Uniao Internacional da Quí 
mica Pura e Aplicada, publicou normas para a nomenclatura da vî  
tamina B^ (38)* Piridoxina passou a designar substancias deriva 
das da piridina com atividade de vitamina B^ compreendendo as 
tres formas: piridoxol ( 3 -hi droxi-4 , 5~d ihi dr oxime t i 1-2-me t i 1 pjL 
ridina) , piridoxal (3~hi droxi - 4~ formi l-5~hi dr oxime t i l-2~me t i 1 pjL 
ridina) e pi ridoxamina (3~hidroxi-4-aminome ti1-5-hidroxime ti 1- 2 - 
me ti 1 piridina) .

A vitamina B^ como elemento integrante de numerosos sis 
temas enzimaticos participa, na forma de fosfato, direta ou indi^ 
retamente no metabolismo dos aminoacidos,lipidios,glicidios, hor 
monios e elementos minerais (5, 10, 14, 37, 40, 43, 48, 50, 59,
60, 71, 83, 8 6 , 87, 89 e 92)* Em consequência, a deficiência de
vitamina B^ em animais acarreta uma serie de desordens metaboli
cas (5 , 14 , 26 , 2 7 ,,, 37 , 40 , 143, 48, 59 , 60 , 67 , 86 , 87 , 89 , 91
e 9 2 ) e o conhecimento de sua ocorrência e distribuição quantica
tiva constituem um estímulo para o aperfeiçoamento dos métodos 
exis tentes•

0 s métodos ^sados na determinação da vitamina B^ podem 
ser classificados em: ,bi'ologicos , químicos, físicos, fisico-qují 
micos, enzimaticos e microbiologicos.

Os métodos biologicos foram os primeiros a ser utilizei 
dos e,se baseiam nos efeifos específicos causados em animais de 
laboratoriç, tais como, variaçao de crescimento ou de peso e a_l 
teraçap .deripatologica no rato (acrodinia) t (16 , 33, 15, 18 e 7),



Apresentam as desvantagens de requerer muito tempo para execução, 
de ter grandes limites de erro e de ser normalmente onerosos. 
Sao empregados quando se deseja determinar a facilidade de absor 
çao de vitamina pelo organismo e na impossibilidade de utiliza^ 
çao de outros métodos. Entre os vários métodos biologicos utili 
zados, somente dois apresentam resultados concordantes e basei 
am-se na variaçao do crescimento de frangos e ratos alimentados 
com raçoes carentes de vitamina (16 e 33)*

Os métodos químicos, físicos e fisico-químicos s u b s ú  
tuiram gradativãmente os métodos biologicos. Sao mais rápidos e 
economicos que estes últimos e geralmente os limites de erros 
são muito menores. Devido a escassa especificidade sao usados 
com certas reservas e sua aplicabilidade na determinação em com 
postos naturais e muito discutida. As dosagens por estes métodos 
são efetuadas preferencialmente nas determinações de preparações 
farmacêuticas. Os métodos químicos usados com maior frequencía 
são os que se baseiam no teste do indofenol (74) 9 na reaçao com 
a 2 ,6 -di cloroquinona-cloroimida ( 8 , 34 , 49 , 64 , 65 e 6 6 ), na f 1 ja 
orescencia da lactona do acido 4-piridoxico (22, 23, 24,25 e 36) 
e na reação da cianohidrina com o grupo 4-formil (9 e 8l ). Os me 
todos físicos baseiam-se na absorçao seletiva na região do ultra 
violeta onde e característica e variavel em funçao do pH (42, 49 
e 74). Entre os métodos fisico-químicos podemos destacar os me to 
dos polarograficos (46 e 47).

Alguns métodos baseados na atividade enzimatica foram 
elaborados para determinar o conteúdo de piridoxal fosfato em mja 
teriais biologicos. Estes métodos apesar de terem boa sensibiljL 
dade apresentam serios inconvenientes tais como a preparaçao das 
enzimas e a diminuição da atividade enzimatica. Entre os métodos 
enzimaticos mais empregados estao os que usam a triptofanase(77, 
8 8 ) e a tirosina descarboxilase« (11, 30 e 84).

A maioria dos métodos utilizados para determinar o co£. 
teudo de vitamina B, e de natureza mi crobiologica. Embora sejam
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mais demorados que os métodos químicos, são os mais usados, devi 
do principalmente a sua grande sensibilidade e alta especificida. 
de. Sao preferidos, em grande numero de laboratorios e usados es_ 
pecialmente na determinação de vitamina em materiais de orím 
gem natural, apos previo tratamento hidrolítico.

Vários microrganismos tem sido usados para determinar
0 conteúdo total de vitamina B^ através de inúmeros procedimen 
tos, Estes microrganismos devem satisfazer as seguintes exigen^ 
cias (78) :
1 - nao serem patogênicos;
2 - serem específicos para a vitamina a ser determinada;
3 - terem características absolutamente constantes apos longos

períodos de repicagens;
4 - apresentarem manifestações vitais que proporcionem efeitos

graduais e facilmente detectáveis dentro de um intervalo 
otimo para sua determinação quantitativa.

Métodos microbiologicos que usam bactérias do acido la 
tico, cuja resposta e dada em termos de titulaçao do acido prodii
zido, foram desenvolvidos por vários pesquisadores e sao mais

• ^ ** • • • • adequados para a determmaçao do conteúdo de piridoxal ou pirido
xamina (45, 55, 57 , 5 g e 7 3 ). Outros métodos bastante empregados
usam a mutante Neurospora sitophila "piridoxraLes sn n? 299 , cuja
resposta e dada em termos de raicelio seco. ( 6 , 13 , 75 , 76 e 8 5 ).
Existem ainda, os que empregam a Saccharomyces cerevi s ae ( 6 8 e
9 3 ) , e a Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080 , cuja resposta e
dada em termos de turbidez do meio (1, 2, 3, 52 e 56) ou diame
tro de zona de crescimento (41). As determinações fotoinetricas
do crescimento, através da turbidez do meio onde cresceu o m̂ i
crorganismo, são as mais sensíveis e mais rapidas (4).

0 metodo de ATKIN et al, (3) apesar de simples, pr£
ciso e de ser dos métodos microbiologicos o mais usado, apresen
ta inconvenientes quanto à preparação do inoculo, as condiçoes
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de cultivo e a composição do meio ^ e crescimento. Por estas 
zoes foi modificado, afim de torna-lo ainda mais simples e 
econoraico,'sem prejuízo de sua precisão, e sensibilidade«

r <a 
mais



MATERIAL E MÉTODOS 

Materi ai
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MICRORGANISMO

Cepa de Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080 existente 
no Laboratorio de Fisiologia de Bactéria do Instituto de Bicqux 
mica da Universidade Federal do Parana,

MEIO DE MANUTENÇÃO

A cultura estoque foi mantida em agar-Sabouraud inclina 
do com a seguinte composição:

Peptona BBL (Gelysate)
Dextrose
Extrato de Levedura (Oxoid) batch n? 123 
Apõs o pH ter sido ajustado para 
Agar-agar (Oxoid)
Sgua bi-destilada q.s.p.

MEIO BÁSICO (2x)

Foram preparados meios básicos (2x; a partir das seguin
tes soluçoes:

1. Peptona: Solução a 10,0% "tratada" com Carvão Merck segun
do Isbell (39). Foram usadas peptona BBL (Gelysate lot.803.624), 
Oxoid e Difco.

2. Caserna: Solução de hidrolisado acido ou enzimatico de ca
seína NBCo (livre de sal e de vitaminas) a 5%.

3. Trip tona: Solução de Triptona Difco a 10,0% "tratada" se_

1 . 0 0  g
2 . 0 0  g
0,500 g
6 . 0
1,50 g 

1 0 0 ml
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gundo Isbell (39).

4. Açucar e_ sais ; Esta solução tinha a seguinte composição em
1 . 0 0 0  ml

Glucose anidra - “ (Riedel De
Haen - Sülze Hannover) 200 g

Fosfato Mono-Potãssico anidro - KH„P0, -2 4
(J. T. Baker) 2,2 g

Cloreto de Potássio anidro - KC1 - (E.Merck AG) 1,7 g

Cloreto de Cálcio di-hidratado - CaCl 2 . 2H90 -
(E. Merck AG) 0,50 g

Sulfato de Magnésio hepta-hidratado -
MgS0 4 . 7K20 - CE- Merck AG) 1,0 g

Sulfato de Manganês mono-hidratado -
MnSO, . H 00 - lot, 153. 847 4 2
(Carlo Erba) 11,2 mg

OPCIONAL: Cloreto Ferrico hexa-hidratado -
t . 540.6!
(Cario Erba) 16,6 mg

FeCl 3 . 6H20 - lot. 540.614

5. Tampão : Tinha em 1.000 ml:
20 g de Xcido Cítrico mono-hidratado 

- H 3 C 6 H 5 0 7 . H 20 - (J. ï.Baker)

100 g de Citrado de Potássio mono-hidra. 
tado - K 3 CgHç.07 . H 20 - (J. T.

Baker)

6 . Padrões de Vit amin as preparados a p artir de soluçoes es toque:



Piridoxol. Continha 10 ng de piridoxol-HCl (E. Merck AG) por 
ml. Solução estoque: 1,0 mg/ml»

Tiamina. Continha 10 yg de tiamina. 2HC1 (E. Merck AG) por ml. 
Solução estoque: 1,0 mg/ml.

Inositol. Continha 1,0 mg de i-inositol C.P. (hidrate) - (P.
L.) por ml de solução. Solução estoque: 50 mg/ml.

Biotina. Tinha a concentração de 0,80 yg de biotina cristalí 
na (NBCo) por ml. Solução estoque: 5,0 yg/ml.

Pantotenato de Cálcio» Sua concentração era igual a 0,2 mg de 
D(+) Pantotenato de Cálcio (E. Merck AG). Solução estoque :
1 , 0  mg/ml.

OPCIONAL - Xcido Nicotínico. Obtido pela dissolução de 100 mg 
de acido nicotínico (E. Merck AG) em 100 ml de água bi-destilada.

Tanto o meio básico (2x) quanto as demais soluções apos adi 
çao de preservativos (2 ou 3 gotas de cloroformio e de tolueno) 
eram mantidas ã 4°C, podendo ser usados ate 4 meses apos sua pre 
paração.

SOLUÇÃO SALINA

Tinha concentração igual a 0,88 g de NaCl (E. Merck AG) 
por 1 0 0 ml de agua bi-destilada sendo usada para preparar os inS 
culos.

VIDRARIA

Erlenmeyers de 50 ml para cultivo do microrganismo;

Tubos de ensaio de 1,5 x 15 cm para manutençao do micror 
ganismo e para preparo do inoculo;

Pipeta Pasteur para inoculação do microrganismo nos
meios;
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Erlenmeyer de 21 para preparar soluções "tratadas" com
carvao.

Pipetas de 0,50; 1,0; 2,0; 5,0 e 10,0 ml.

EQUIPAMENTO

1. Aparelho.para destilação de agua modelo AG-10A de Corning 
Water Glass;

2. Potenciometro Zeromatic da Beckman utilizada para deter 
minaçÕes de pH;

3. Fotocolorimetro Klett-Summerson munido de filtro verde 
para aferição de crescimento pela variação da turbidez do meio;

4. Balança Mettler H - 6 usada para determinações analíti_
cas;
5. Autoclave "Fabbe" usado para esterilização com vapor 
fluente e hidrólise com vapor umido a temperaturas superiores 
a 100°C.

MATERIAL DE ORIGEM VEGETAL EMPREGADO PARA TESTAR 0 MÉTODO

1. Semente de cafe Laurina (2 RP) proveniente da Estação 
Experimental de Ribeirão Preto (I. B. C.);

2. Feijão Macassar (Vigna s inens i s cv. serido) cultivado na 
Fazenda Experimental do Vale do Curu (UFCe);

3. Ervilha, lentilha, trigo, soja, milho, cafe solúvel (^e£. 
cafe) obtidos no comercio de Curitiba, Parana;

4. Suco total de laranja e do limão preparados com frutos 
adquiridos no comercio de Curitiba, Parana;

5. Levedura seca de cervejeiro e de padeiro adquiridas no co_ 
mercio de Curitiba, Parana;

6 . Farinha e torta de soja de procedência desconhecida.
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MATERIAL DE ORIGEM ANIMAL EMPREGADO PARA TESTAR O MÉTODO

1. Farinha de carne de Minas Gerais de procedência desconhe
cida;

2o Farinha de peixe n9 153 de procedência desconhecida.

-  y -

Métodos

MANUTENÇÃO DO MICRORGANISMO

Para cada experiencia dois tubos foram semeados a partir 
de uma cultura estoque de microrganismo. Apos incubação a 28°C, 
por um período de 17 a 24 horas, um dos tubos, denominado "cultu 
ra estoque para guardar" era estocado ã 4°C por 15 dias no maxí_ 
mo, e usado exclusivamente para manutenção da cultura estoque. 0  
outro identificado como "cultura estoque para uso", era utiliz_a 
do para preparação do inoculo.

Qualquer um destes tubos uma vez usado era desprezado pa 
ra minimizar a possibilidade de contaminação.

PREPARAÇÃO DO MATERIAL PARA ANÃLISE

Uma quantidade de material encerrando vitamina B^, a ser 
determinada apos hidrólise, foi distribuida em triplicata em
erlenmeyers de 250 ml, tamponados com buchas de algodão hidrofi_ 
lo virgem.

A hidrólise foi feita com 18,0 ml de HC1 1 N durante
60min a 121°C. Apos hidrólise o pH de cada extrato foi levado 
ate 5,0 pela adição de NaOH 10%. Após filtração dos extratos, em 
papel de filtro "frama" o volume de cada filtrado foi levado a



1 0 0 ml lavando-se o respectivo residuo de filtraçao com agua bi­
dês tilada.

PREPARAÇÃO DO MEIO DE MANUTENÇÃO

Obtido o meio de manutençao, conforme descrito,foram dis 
tribuidos aproximadamente 5 ml por tubo de ensaio que, apos tam 
ponados com buchas de algodao hidrofilo, foram submetidos a este 
rilizaçao a 121°C durante 30min, em autoclave» Apos esteriliza 
çao os tubos foram submetidos a uma inclinaçao de cerca de 1 0 ° e 
deixados nesta posição ate completa solidificação dos meios,quan 
do entao fõram estocados na posição vertical, a temperatura de 
4°C. Cerca de meia hora antes de serem usados foram retirados da 
estocagem e submetidos a temperatura de 28°C.

SOLUÇÃO DE PEPTONA A 10,0% "TRATADA"

As soluçoes de peptonas foram preparadas, como descrito 
abaixo, segundo a técnica desenvolvida por ISBELL (39).

Peptona (100,0g) foi pesada em balança analítica, dissol^ 
vida em agua bi-destilada (800ml) e o pH da solução levado a
3,0 pela adi çao do HC1 1 N. A solução foi submetida a agitaçao 
contínua por 60rain em presença de carvao Merck (25,0g)o

Apos agitaçao a solução foi filtrada a vacuo e o pK re.£ 
justado para 3,0<> 0 filtrado foi submetido, mais uma vez, ao tra 
tamento com carvao Merck (10,0g), agitaçao contínua por 60min e 
filtraçaOo 0 novo filtrado obtido foi levado a 1 * 0 0 0  ml com agua 
bi-destilada constituindo a solução de peptona a 1 0 ,0 % "tratada11 *

PREPARAÇAO E COMPOSIÇÃO DO MEIO BASICO (2x)
0 meio básico, em dupla concentração, usado para as dosa 

gens , foi preparado a partir de:

1. Solução de açucar e sais (com ou sem FeCl^) 50,0 ml
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2. Solução tampão

3. Solução de peptona BBL (Gelysate) a 10,0%
"tratada"

4. Solução de tiamina

5. Solução de inosítol

6 . Solução de biotina

7. Solução de pantotenato de
cálcio

8 . OPCIONAL: Solução de aci_
do nicotínico

( 1 0  yg/ml) 
( 1 , 0  mg/ml) 
( 0,80yg/ml)

( 0 , 2  mg/ml)

( 1 , 0  mg/ml)

-  11 -

1 0 . 0  ml

2 0 . 0  ml
5.0 ml

5.0 ml

2 , 0 ml

2,5 ml 

5,0 ml

Após o pH ter sido ajustado para 5,0 com HC1 ou NaOH
o volume da solução foi completado com agua bi-destilada para
1 . 0 0 0  ml.

0 meio básico (2 x) ence rra por 1 0 0 ml, como fonte de:

Nitrogénio: peptona. BB1 (Gelysate) "tratada" 0 , 2 0  g

Carbono: glicose 1 , 0  g

Sais inorgânicos: kh 2 p ° 4 1 1 mg

KC 1 8,5 mg

CaCl2 • 2 H 2 0 2 ,5 mg

MgS 0 4 . 7H20 5,0 mg

MnSO. . 4 h 2o 5 6 yg

OPCIONAL: FeCl3 . 6 H 2 0 83 yg

Compostos Orgânicos;:Citrato de Potássio.H20 0 , 1 0  g

Xcido Cx trico.H-0 2 0 mg

Vi t aminas Tiamina . 2HC1 5,0 yg



Inositol 0,50 mg

Biotina 0,16 yg
. - 2Pantotenato de calcio 5x10 mg

OPCIONAL: Ãcido Nicotínico 0,50 mg

PREPARAÇÃO DO MEIO PADRÃO

0 meio padrao foi preparado tomando-se 5,0 ml do meio ba 
sico (2x), de zero a 5,0 ml de solução padrao de Piridoxol-HCl 
( 1 0  ng/ml) e agua bi-destilada para perfazer um volume final de 
1 0 , 0  ml.

A representação grafica da turbidez do meio em funçao da 
concentração de Piridoxo1-HCl constitue-se a Curva Padrao.

PREPARAÇÃO DO MEIO CONTENDO EXTRATO DO MATERIAL A SER ANALISADO

De modo semelhante ao meio padrao, o meio contendo extra 
to do material a ser analisado, foi preparado a partir do meio 
básico (2x), tomando-se: 5,0 ml do meio basico (2x), um volume 
de extrato que nao ultrapasse a 5,0 ml e de modo que a concentra 
çao de vitamina B̂., total esteja na faixa central da curva padrao 
e, agua bi-des tilada • para perfazer um volume final de 1 0 , 0  ml.

0 valor do conteúdo total de vitamina B^, expresso como 
resultado, corresponde a uma media aritmética obtida do conteúdo 
total de vitamina B^ de 3 extratos, sendo o valor do conteúdo de 
cada extrato aquele obtido, no mínimo, como media aritmética de 
3 determinações em duplicata 0

Para cada determinação do conteúdo de vitamina B^ de
qualquer material e necessaria a obtenção de uma curva padrao 
correspondente.

ESTERILIZAÇÃO DOS MEIOS

Foi feita em vapor fluente durante lOmin.
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PREPARAÇAO DO INOCULO E INOCULAÇAO

Tanto a preparaçao do inoculo quanto a inoculaçao foram 
efetuadas segundo a técnica desenvolvida por CURY et al* ( 17 ) 
conforme descrito a seguir: A partir de uma ’’cultura estoque p<a 
ra uso” foi transferida uma .pequena porçao da cultura para um tu 
bo contendo aproximadamente 5 ml de solução salina 0,88%, de mo 
do a resultar uma turbidez em U.K.S* aproximadamente nula, A sus 
pensão assim obtida foi denominada inoculo«

Com uma pipeta Pasteur, foi adicionada uma gota de inocii 
lo, a cada erlenmeyer contendo meio« Essa inoculaçao foi efetua 
da a 28°C* Apos a inoculaçao foi promovida uma agitaçao em todos 
os erlenmeyers para melhor uniformização do inoculo no meio*

CULTIVO

Apos a inoculaçao seguida de agitaçao, os meios foram in 
cubados a 28°C,~ em regime estacionário, por um período de apro:d 
madamente 24 horas*

PARADA DO CRESCIMENTO

Foi efetuada por aquecimento durante lOmin em vapor f 1 rx
ente .

AFERIÇAO DO CRESCIMENTO
0 crescimento do microrganismo foi aferido pela turbidez 

do meio através de fotocolorímetro. 0 resultado foi sempre ex 
presso em Unidades Klett-Summerson (U*K.S.) as quais podem ser 
convertidas em unidades de Densidade Õtica através da formula 
U •K .S. » 500 u •D •0 .



RESULTADOS E DISCUSSÃO

Condi çoes de Cultivo

0 cultivo da levedura em tubos de 18mm, sob agitaçao no 
aparelho de Fisher Khan, a temperatura de 30°C, foi substituido 
pelo cultivo em regime estacionário, a temperatura de 28°C, em 
erlenraeyers, de modo que a relaçao meio: volume foi de 1 :5 , ten 
do como fundamento os trabalhos desenvolvidos por MORRIS et al. 
(51), CADMUS et al. (12) e SINCLAIR & STORES (69).

Nas condiçoes especificadas e em pH 5,0, os resultados 
demonstram a exequib i lidade do método pela excelente reprodutibjL 
lidade comprovada pelas tabelas I, II, III e IV* Essa reproduti 
bilidade nao foi conseguida por ATKIN et al. (3), possivelmente 
porque o meio usado por estes autores era muito mais concentrado 
do que o empregado no presente trabalho*

Temperatura de Incub áçao

A temperatura de 28°C foi a escolhida como padrao por 
apresentar um bom crescimento da levedura, um menor crescimento 
endogeno e ser a mais usada para microrganismos mesofilos(fig.1 ). 
0 crescimento da levedura a 37°C durante 24 h foi praticamente 
nulov resultado este que diverge daquele obtido por MORRIS et 
al. (51).

Tempo de Incub ação

A faixa de 22 a 2.6 h de crescimento a 28°C foi escolhi^ 
da para a determinação turbidimetrica do crescimento,apos parada 
do mesmo, tendo em vista os resultados apresentados na figura 2 . 
Deste- modo, a flexibilidade para determinação do crescimento da 
levedura foi consideravelmente aumentada, fornecendo uma maior 
faixa de segurança para o presente método.

- 14 -



T ab e 1 a I

Reprodutibilidade do presente método com quantidades conhecidas de Piri 
doxol-HCl. (meio basico (2x) com acido nicotínico e cloreto ferrico).

Pirid„-HCl 
ng/ 1 0 , 0  ml

Cres cimen to em unidades Klett
Total media D. Padrao

0 , 0 39 36 38 37 38 36 37 38 39 37 375 37,5 1 , 1
5,0 70 6 6 69 ' 65 67 64 6 6 6 6 69 6 8 670 67,0 1,9

10 89 85 8 8 84 87 83 8 6 87 90 86 865 8 6 ,5 2 , 0
2 0 116 1 1 1 115 1 1 0 113 1 1 0 1 1 2 114 116 113 1130 113,0 2,3
30 133 129 132 127 130 128 129 132 134 131 1305 130 ,5 2 , 1
40 146 141 143 140 139 143 142 144 145 142 1425 142 ,5 2 , 2
50 153 147 148 149 148 150 148 151 152 149 1495 149 ,5 2 , 0



Tabela II

Reprodutibilidade do presente metodo com quantidades conhecidas de 
Piridoxol-lICl o (meio básico (2x) sem acido nicotínico e cloreto ferrico) .

Pirid.-HCl 
ng/ 1 0 , 0  ml

Crescimento em unidades Klett
Total Media

O«ko 34 39 37 38 39 37 35 34 38 39 370 37,0 2 , 0

5,0 61 65 63 64 67 65 62 61 65 67 640 64,0 2 , 2

1 0 74 79 7 6 78 79 76 75. 74 80 79 770 77,0 2,3

2 0 97 103 99 . 1 0 2 105 1 0 1 98 96 1 0 4 105 1 0 1 0 1 0 1 , 0 3,3

30 115 1 2 0 118 116 1 2 2 118 114 115 1 2 1 1 2 1 1180 118,0 2,9

40 124 128 126 126 129 127 125 123 129 128 1265 126 ,5 2 , 1
50 131 136 132 134 137 133 131 130 135 136 1335 133 ,5 2,5

D. Padrao
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Tabela III

Conteúdo de vitamina B, em semente de caie "Laurina"6
determinado por diferentes técnicos, (resultados expressos em pg 
de vitamina B^ por grama de semente de cafe).

Técnico designado como Resultado obtido

2.5
2 . 6  
2 , 6
2.7
2.7
2,7

B 2,6
2,7 
2,6
2,6
2,6 
2 »7

2.5
2.5
2.4
2.4
2.5
2,4

Medi a 2 , 6 
Desvio Padrao 0,11
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Estabilidade do caio básico (2x) padrão comprovada por 
Ensaio efetuado apos: 1, 43, 60 e 136 dias de preparado.

Tabela IV

Piridoxol-HCl 5 Crescimento em unidades Klett
t ___________________________________________________________________________________________

ng/10,0 ml » 1  dia 43 dias 60 dias 136 dias

O o 38 37 38 37

5,0 67 70 71 72

10 83 87 87 89

2 0 1 1 0 113 114 116

30 130 132 134 131

40 143 144 142 142

50 149 150 149 148
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n g  do P i r i d o s o l - H G  S / iO ,O m l

Fíg. 1. Crescimento da Saccharomvces carlsbergensis 
ATCC 9080 em meio contendo peptona BBL(Gelysate) tra
tada", em diferentes temperaturas: 28°C ( O  ©  ),
30°C ( O  "O ) e 37°C ( &-- — -A ). Tempo: 24 h» pH
5,0. Cultivo: sem agitaçao.
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ng dc P ir idoxo!"HCS/ ?0„0srs!

Fig. 2. Crescimento da Saccharonivces carlsbergensís
ATCC 9080 eir» diferentes tempos: 13 h ( D- -O ),
19 h ( &  Q ), 20 h ( O --- -O ), 21 h ( O — O  ),
22 h ( G— — 3 ) ,  23 h ( O-------O  ) , 24 h ( O — - O  ) ,  .
25 h ( A — A ) } 26 h ( £s---- A ), 27 h ( A A ) e
28 h ( A -■ -A ). Temperatura: 28°C. pH 5,0, Cultivo:
sem agitaçao*
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A influencia da variação do pH do meio (2x) sobre o cres 
cimento da levedura esta apresentada nas figuras 3 e 4 . 0 decres 
cimo de pH de 7,0 a 3,5 causou um estímulo ao crescimento enquan 
to que o pH 3,0 promoveu inibição do crescimento. 0 pH 5,0 foi to 
mado como padrao por apresentar um crescimento mais proporcional 
e estar na faixa central da capacidade tamponante maxima do siste 
ma acido cítrico - citrato de potássio. Estes resultados foram li 
geiramente diferentes dos obtidos por MORRIS et al. (51),provavel 
mente por terem sido obtidos a partir de linhagens diferentes.

Preparaçao do Inoculo

A preparaçao do inoculo conforme descrita, difere daque_
la usada por ATKIN et a l . (3) por dispensar um ajustamento pre
vio da concentração de levedura. A transferencia de vitamina B,o
do meio de manutençao e mínima, o volume do inoculo nao ê crítico 
e a reprodutibilidade não e influenciada, (tabelas I, II, III e 
IV) .

Tomando-se como referencia o crescimento da levedura em 
Sabouraud líquido, ã temperatura de 28°C (figura 5) verificou-se 
que a preparaçao do inoculo pode ser efetuada a partir de 17 h de 
cultivo.

Composição do Meio

Menor crescimento endogeno e crescimento mais proporcio 
nal foi obtido quando o hidrolisado de Caseína, que constitue a 
fonte de nitrogênio para a levedura no meio básico (2 x) desenvol 
vido por ATKIN et al. (3), foi substituido pela peptona B3L 
(Gelysate) "tratada". (figuras 6 e 7). Como fonte de nitrogênio 
foram testadas: hidrolisados acido e enzimatico de caseína NBCo, 
peptonas "tratadas" BBL (Gelysate) e Oxoid ãs temperaturas de 28 
e 30°C (figuras 6 e 7) e ainda peptona e triptona "tratadas" Difco



n g  de P i r i d o x o i - H C  i / IO , O m l

Fig. 3. Crescimento da Saccharonyces carlsbergensis
ATCC 9080 em funçao da variaçao do pH: 5,0 ( O O  ),
5,5 ( D— o ) , 6,0 ( © O ) , 6,5 ( Ar— — A ) , 7,0
( O -O ). Temperatura: 289c. Tempo: 24 h. Cultivo:
sem agitaçao.
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0 ,0  15,0  3 0 ,0  4 5 , 0

n g  de P i r i d o x o l - H C  i / ! 0 ,0 ml

Fig. 4. Crescimento da Saccharomyces carisbergensis 
ATCC 9080 em funçao da variaçao do pII:* 3,0 ( C— —O  ) ,
3,5 ( O O ) > 4,0 ( A- ) , 4,5 ( E _□ ) e 5,0
( Q ) # Temperatura: 28°C. Tempo: 24 h. Cultivo:
sem agitaçao.
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Tempo de Crescimento h

Fig. 5. Curva de crescimento da Saccharomvces
carlsbergensis ATCC 9080 em Sabouraud líquido. Tempe_ 
ratura: 28°C. pH: 6,0. Cultivo: sem agitação em
erlenmeyer de 50 ml com 10,0 ml de meio.
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ng de P ir idoxo! -HC  l / iO £ )m l

Fig* 6 , Crescimento da Saccharomyces carlsbergensis 
ATCC 9080 em meios com diferentes fontes de nitrogê­
nio: Peptona "tratada : Oxoid ( O ™ — O  ), BBL (Gely­
sate) ( A— — A )* Hidrolisado acido de caseina
( ES™ — 3  ), hidrolisado enzimãtico de caseina( 0 ^ 0  ) * 
Temperatura: 28°C. Tempo ̂ 24 h* pH 5,0. Cultivo: sem 
agitaçao.
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ng ds P ir idoxo l-KCI/lO,Orni

Fig. 7. Crescimento da Saccharomyces; carlsbergensls 
ÀTCC 9080 em meios com diferentes fontes de nitrogê­
nio: Peptona "tratada : Cxoid ( O- O ), Difco
( O  O  ), BBL (Gelysate) ( U □ ). Triptona "tra
tada" Difco ( A ~A ). Hidrolisado ácido de caseína
( A ) e hidrolisado enzima tico de ca se in a
( D O  ). Temperatura: 30°C. Tempo: 24 h. pH 5,0.
Cultivo: sem agitaçao.



Ss temperaturas de 30°C (figura 7) e 28°C. Por apresentarem elé^ 
vado crescimento endogeno e baixa proporcionalidade de crescimen 
to nesta ultima temperatura não tiveram seus resultados represen 
tados na figura 6 .

Efeito do cloreto férri co e_ acido nicotxnico

A adição de cloreto férrico foi considerada opcional
(figura 8 ) porque a sua ausência como componente do meio básico
(2 x) alem de não afetar significativamente o comportamento do
crescimento do organismo teste, eliminou o inconveniente da fo_r
maçao ocasional de um floculado possivelmente de fosfato ferri_
co. Deste modo, a concentração de ferro no meio básico (2x) pode
ser exclusivamente devida ã sua presença como contaminante dos
componentes do meio. A presença ou ausência do acido nicotxnico
como constituinte do meio básico (2 x) estabelecido para este me
todo não interferiu de modo significativo no crescimento da leve_
dura conforme mostra a figura 8 . Este resultado diverge daquele
obtido por HOPKINS & PENNINGTON (35) e MORRIS et al. (51)que mos_
traram um efeito estimulador do acido nicotxnico no crescimento
da levedura. A eliminação simultânea do cloreto ferrico e do aci_
do nicotxnico como constituintes do meio básico (2 x) do presente
método, em alguns casos, não chegou a afetar significativamente
o crescimento (fig. 8 ), embora, na maioria das vêzes, houves-

\

se uma diferença significativa no mesmo conforme mostram as fig^
ras 9 e 10 e a comparação dos valores médios apresentados nas ta
belas I e II. A despeito da diferença significativa de crescimen
to neste último caso nao foi observado nenhum comprometimento da
proporcionalidade de crescimento, do crescimento endogeno e u ti_
lização do meio básico (2 x) usado para determinação do conteúdo
de vitamina B, nos materiais analisados.6

Efeito da tiamina
Os resultados obtidos não permitiram chegar a uma con

- 27 -



ng de P ir idoxohHC l/íO,Orn!

Fig* 8 . Crescimento da fraccharomyces carlsbergensis 
ATCC 9080 em meio: com cloreto ferrico e acido nico-
tinico ( C ~ — O  ), sem cloreto ferrico ( A- ),
sen acido nicotinico ( A— — ) e, sem cloreto fêrrjL 
co e acido nicotinico ( O — — O  ). Temperatura: 28?C*
Tempo: 24 h* pll 5,0« Cultivo: sem agitaçao.
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n g  de P i r i d o x o i - M C l / i O , O m !

Fig. 9* Crescimento da Saccha ro:iv c e s caris bergens is
ATCC 9080 em meio: com cloreto ferrico e acido nico-
tinico ( O --O  ), sem cloreto ferrico e acido nico-
tinico ( O--O )• Temperatura: 28°C. Tempo: 24 h.
pli 5,0* Cultivo: sem agitaçao. *
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NG DE PIRIDuKOL- HCL/lOiOML
Fig. 10. Crescimento da Saccharomyces carlsbergensis
ATCC 9080 em meio padrão contendo ou não cloreto fer-
rico e ãcido nicotinico. Curvas traçadas por um compu
tador IBM 1130: Meio padrão com cloreto ferrico e ãci
do nicotinico (2). Meio padrão sem cloreto ferrico e
ácido nicotinico (1). Temperatura: 28(*>C. Tempo: 24 h.
pH 5,0. Cultivo: sem agitação.:

I.



clusao sobre a relaçao vitamina - vitamina B para o microrgaV 1 ~
nismo empregado neste método. Por esta razao os resultados dei 
xam de ser apresentados.

Respostas a formas de Vitamina B ,
_________________     ò

Em quantidades equi-moleculares a atividade da piridoxa 
mina-2HCl em relaçao ao piridoxol-HCl variou de 96 a 102%, A fi 
gura 11 mostra um rendimento de 96%. Nenhum resultado foi deter 
minado para o piridoxal uma vez que piridoxal e piridoxol tem 
uma mesma atividade (41, 51, 52 e 58).

Efeito da concentração do Meio

0 crescimento da levedura foi verificado no meio basico 
(2x) desenvolvido por ATKIN et al, (3) (tabela V) tendo como 
fonte de nitrogênio peptona BBL (Gelysate) "tratada” na concen 
traçao de 2 ,0 g/ 1 0 0 ml de meio, em substituição ao hidrolisado de 
caseína, e em meios básicos (2 x) preparados a partir deste,cujas 
concentrações eram: 70; 40; 20; 10% (figura 12), 8 ; 6 e 4% (figu 
ra 13). Pela analise da figura 12 observa-se que o meio basico 
(2 x ) , que corresponde a 1 0 % do meio basico (2 x) desenvolvido por 
ATKIN et al. (3), com a modificação citada, foi aquele cue apre 
sentou menor crescimento endogeno a mesma proporcionalidade de 
crescimento que os meios 100% e 70%. Este meio basico (2x) que 
equivale em concentração dos constituintes a 1 0 % do meio basico 
(2 x) tomado como referencia, e o meio padrao do presente método. 
Este meio nao e crítico para o desenvolvimento da levedura pois
o meio 8 % (figura 13) apresenta tanto ura crescimento endogeno
como uma proporcionalidade de crescimento muito proximos daque 
les apresentados pelo meio 1 0 %.

Efeito da concentração de peptona "tratada 11
A variaçao da concentração, de peptona BBL (Gelysate)"tx2.

- 31 -
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0.0 15.0 50.0 45.0

/ Pjrsdoxcrnlr.es - 2HCi/50,0rr<l 
| Piridoxol - HC !/SO,Orr

ng
:òU

Fig. 11» Crescimento da Saccharonvces carisbergens is 
ATCC 9080 em meio padrao: contendo piridoxol - HC1
( q 3  ) e contendo piridoxamina - 2HC1 ( G—  O ) ♦
Temperatura: 28^0. Tempo: 2  ̂ h. pH 5,0» Cultivo: sem
agitaçao.
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Composição do meio basico (2x) do presente método e do 
método de ATKIN et al. (3).

Tabela V

Presente Metodo de
método ATKIN et al.

Glicose (anidra) 1 , 0 g 1 0 Oo

k h 2 p o 4 11 mg 0 , 1 1 g
KC 1 8,5 mg 85 mg
C aC12 • 2 H 2 0 2,5 mg 25 mg
MgS04 2,5 mg

*
25 mg

FeCl3 0,05 mg 0,50 • mg
MnSO.

4
0,05 mg 0,50 mg

Peptona BBL (Gelysate) "tratada” 0 , 2 0 cro

Hidrolisado de caseína 0,80 g
Citrato de potássio mono hidratado 0 , 1 0 g 1 , 0 g
Acido cítrico mono hidratado 0 , 0 2 g 0 , 2 0 GrO

Ti amina di clorohidrato 5,0 yg 0 ,05 mg
Inositol (hidrate) O v> *«n O mg 5,0 mg
Bio tina 0 ,16 yg 1 , 6 yg
Pan to ten ato de cálcio 5x1 0 ~ 2 mg 0,50 mg
Acido nicotínico 0,50 *mg
Agua bi- destilada q .s •p . 1 0 0 ml 1 0 0 ml

*OPCIONÀL



34 -

n g  de P i r i t í o x o h H C ! / Í 0 ,0 ml

Fig. 12. Crescimento da Saccharomyces carlsbergensis 
ATCC 9080 em meios de diferentes'concentrações: Keio

t t  I tde Atkin et al. com peptona BBL (Gelysate) tratada 
substituindo hidrolisado de caseína. ( Meio 100% )
( A A ), 70% ( Q 3 ), 4 0% ( A A ), 20%
( o — — o  ) e 10% ( O— — D ). Temperatura: 28°C. Tem­
po: 24 h. pH 5,0. Cultivo: sem agitaçao.
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ng  tio P i r id o x o h H C  l/IO,Orn!

Fig, 13. Crescimento da Saccharomvces carlsbero-ensis 
ÂTCC 9080 em meios de diferentes concentrações em re- 
laçao ao meio desenvolvido por Atkin et al » 5 meio

II **100%, com peptona BBL (Gelysate) tratada substituin
do hidrolisado de caseína. líeio: 1 0 % ( O —O  ), 8 %
( G  O ) , 6 % ( A A ) e 4%,( A A ). Temperatu­
ra: 28°C . Tempo: 24 h. pH 5,0. Cultivo: sem agitaçao.



tada", no meio basico (2 x) padrao foi aferida na faixa de 2 , 0  a 
0,14g/100ml de meio (figura 14). Pelo traçado das curvas de cres 
cimento do organismo tomou-se a concentração de peptona de 0 ,2 0 g/ 
lOOml como a padrao para o metodo por apresentar um pequeno cres 
cimento endogeno e sua concentração não ser crítica para o cresci 
mento da levedura.

Efeito d a concentração de Glicose

0 comportamento do crescimento da levedura em função da 
variaçao da concentração da glicose foi verificada na faixa de 
concentração de 2,0 a 0,50g/100ml de meio basico (2x) padrão (fi_ 
gura 15). Por apresentar um comportamento similar na faixa de 
concentração compreendida entre 0,80 e l,5g/100ml, tomou-se como 
sendo l,0 g/ 1 0 0 ml de meio basico (2 x ) , a concentração de glicose 
no meio padrao. Esta concentração não e crítica para a levedura 
e o crescimento endogeno e um dos menores.

A partir desses resultados foi determinado como meio ba 
sico (2 x) padrão, contendo ou não cloreto ferrico e acido nicotí 
nico, o indicado na tabela V. 0 comportamento do crescimento da 
Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080 neste meio e representado 
por curvas nas figuras 9 e 10.

As equações que representam as curvas da figura 10 sao: 
Y 2 = 38 + 6,7 X - 0,22 X 2 + 41 x 10~4 X 3 - 32 x 10~6 X 4 para cres
cimento em meio contendo cloreto ferrico e acido nicotínico e
Y x = 38 + 5,5 X - 0,17 X 2 + 30 x 10~4 X 3 - 23 x 10_ 6 X 4 para cres
cimento em meio sem cloreto ferrico e acido nicotínico.

Estabelecido o meio basico (2x) padrao, que mostrou uma 
boa estabilidade (tab. IV), foram efetuadas determinações do con 
teudo total de vitamina em materiais cujo teor de vitamina B̂ , 
na maioria era conhecido, com o proposito de testar o metodo (ta 
bela /VI). Os resultados obtidos são compatíveis com os valores 
citados na literatura.-

- 36 -
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ng de PiridoxoS-HC 1 /ÍO,Oml

Fig. 14. Crescimento da Saccharonyces carlsbergensis 
ATCC 9080 em funçao da concentração de peptona BBL 
(Gelysate) tratada” expressa em g/ 1 0 0 ml de meio bá­
sico (2 x) . Peptona: 0,14 ( G— — O ), 0,16 ( D-™— O ),
0,20 ( -- A ), 0,40 ( O — O ), 1,0 ( D — 3 ), 1,5
( A A ) e 2,0 ( — — —O  )• Temperatura: 28°C. Tem­
po: 24 h. pH 5,0. Cultivo: sem agitaçao*
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ng de Pirldoxol-KC l/IO,Omi

Fig. 15. Crescimento da Saccharcravces carisbergensis 
ATCC 9080 era funçao da concentração de glicose expres_ 
sa em g/100ml de meio basico (2x). Glicose:
0,50 ( O O  ), 0,80 ( O O ), 1 , 0  ( ia a ), 1,5
( □ □ ) e 2,0 ( te te ). Temperatura: 28°C. Tem­
po: 24-h. pH 5,0. Cultivo: sem agitaçao.
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Conteúdo medio de vitamina Bg em diferentes materiais d_e 
terminado pelo presente metodc e citado na literatura.

Tabela VI

Materiais analisados Determi Citado 
nado yg/g Ug/g

R e f .Biblio 
grafi cas.

Cafe solüvel "Nescafé" 0 ,29 0,32 (80')
Ervilha • 4,9
Farinha de carne de Minas

Gerais 0 ,65
Farinha de peixe n? 153 2 , 0 1,06 ± 0 , 2 1 (2 1 )

■ 2,5 ± 1 , 6  - 3 , 2 (63)
3,3 ± 1,7 -6,5 (90)

Farinha de soja 6 , 0 5 ,75 (54)
5,4 - 7,7 (63)
7 , 6 . ; 5,3 -10, 6 (90)

Feijão macassar 5,8 5 ,55 ; 5,03- 6 ,0 0 ( 1 )
Lentilha 1 2
Levedura seca de cervejeiro 36 28,0 (57)

29 ,9 ;15 -40 (63)
39 ,3 ( 3)
43,3 (2 0 )

Levedura seca de padeiro 14
Milho 2,7 1,9 (57)

2,4 (54 e 82)
3,6 (61)
3,8 (6 8 )

Semente de cafe "Laurina" 2 , 6  '
Soja . 7,6 7,1 (61)

, 7,1 - 1 2 (7 2)
8 , 0 (53)

Suco total de laranja 0,39 0,52 ( 3)
0,18 - 0,32 (44)

Suco total de limao 0,35 0 ,35 ( 3)
Torta de soja 7,1
Trigo 6,9 4,8 ( 3)

5,3 (19)
6 , 0 (55)
7,6 (79)



A exatidão do método e apresentada nas tabelas VII e 
III em função da recuperação de piridoxol-HCl adicionado a extra 
tos de materiais analisados, e da condução de diferentes ensaios 
de um mesmo material por diferentes técnicos em diferentes condi^ 
ções .
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Tabela VII

Recuperação de Vitamina B 6

Materi al 
analis ado

Vit. B, 6
det. ng

Pi r . -
ad.

-HC1
ng

Total de
v i t ,B. ng o

Re cup. 
%

Feijão macassar 15 1 0 25 1 0 0

Lentilha 23 2 0 45 105

Levedura seca de cerve
jeiro 14 10 26 108

Levedura seca de pa
deiro 5,5 10 16 103

Milho 6 , 8 1 0 17 1 0 1

Semente de cafe
"Laurina" 13 1 0 23 1 0 0

Soja 11 10 2 1 1 0 0

Suco total de limao 14 2 0 37 109

Trigo 1 1 10 23 109

Media 104



CONCLUSÕES
~ 42 -

O método de ATKIN et al . (3) foi modificado em rela
çao ao cultivo, a preparaçao co inoculo e aos aspectos qualicati 
vo e quantitativo da composição do meio basico (2 x ) .

0 cultivo em regime estacionário, nas condiçoes em que 
foi efetuado, alem de mostrar uma excelente reprodutibi1 idade, 
tornou o método mais pratico e economico pela eliminaçao do agi 
tador de Fisher Khan e pela redução da temperatura de incubaçao 
sem alterar o comportamento do crescimento do microrganismo.

À preparaçao do inoculo como foi efetuada, alem de nao 
diminuir a sensibilidade nem a precisão do me todo,tornou-se mais 
simples e mais rapida por nao necessitar de uma concentração de 
levedura pre-determinada no inoculo.

Na composição do meio basico (2x) o hidrolisado de c-a 
seína usado, por ATKIN et al♦ (3), foi substituido por pept£
na BBL (Gelysate) "tratada" um produto mais economico e numa co:n 
centraçao 4 vezes menor, e os demais constituintes do meio tive^ 
ram suas concentrações diminuidas de 10 vezes 0 Nestas condiçoes 
foi opcional a adi çao de cloreto ferrico e acido nicotínicò.

0 presente método mostrou-se exequível para determina 
çao de vitamina em cereais, em raçoes animais e em outros P r£L 
dutos , A exequibilidade do presente metodo foi demonstrada en fun 
ção da recuperação de piridoxol-HCl adicionado a extratos de na 
teriais analisados e dos resultados obtidos na analise de um mes_ 
mo material por diferentes técnicos, portanto em diferentes con 
diçoes .

A precisão e a sensibilidade do presente metodo sao as 
mesmas do metodo original. Concentrações de vitamina B^ da ordem 
de 0,30 a 4 ,5 ng/ml podem ser determinadas por este metodo.

0 tempo necessário para conclusão de um ensaio e prati_ 
camente o mesmo do metodo original, mas a faixa de segurança pja



ra a deterninaçao do crescimenro da levedura da a este metodo uma 
maior flexibilidade.

Qualquer laboratorio de mi crobio logia que disponha de um 
potenciornetro e um fotocolorímetro tem condiçoes de utilizar o 
presente metodo para dosagem de vitamina .

A estabilidade do meio básico (2x) foi comprovada num pe 
ríodo de ate 136 dias.
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