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SUMZEZRTIO - VII

0 método de determinagao de vitamina B6 " por

Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080, desenvolvido por

Atkin et al., foi modificado com relagao ao cultivo do
microrganismo, preparo do indculo, inoculag3o e composi
¢ao do meio basico.

0 crescimento do microrganismo foi estudado
em funcao da variacao do tempo, da temperatura de incuba
¢ao, do pH do meio, das fontes de nitrogénio e vitamina
B, da auséncia de cloreto férrico, acido nicotinico e
de ambos na composigao do meio.

Observou—-se ainda o efeito da auséncia de tia
mina, da concentragao da fonte de nitrogénio e carbono e
da concentragao do, meio,

A exequibilidade do método foi comprovada ten
do eﬁ vista os resultados concordantes e reprodutfveis

obtidos.
;

L



I INTRODUCAO -1-

A existéncia da vitamina 36 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 vitami
na B, até 1942 quando foram identificados o piridoxal e a pirido
xamina como derivados da piridoxina (706). Em 1960, a Comissao de
Nomenclatura de Quimica Biologica, da Uniao Internacional da Qui
mica Pura e Aplicada, publicou normas para a nomenclatura da Vi
tamina B6 (38). Piridoxina passou a designar substancias deriva
das da piridina com atividade de vitamina B6 compreendendo as
tres formas: piridoxol (3-hidroxi-4,5~dihidroximetil-2-metil PL
ridina), piridoxal (3-hidroxi-4-formil-5-hidroximetil-2-metil pi
ridina) e piridoxamina (3-hidroxi-4-aminometil~5-hidroximetil-2-
metil piridina).

A vitamina B6 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, 86, 87, 8% e 92). Em comsequéncia, a deficiencia de
vitamina B, em animais acarreta uma série de desordens metaboli
cas (5, l4, 26, 27, 37, 40, 43, 48, 59, 60, 67, 86, 87, 89, 91
e 92) e o conhecimento de sua ocorréncia e distribuigao quantica
tiva constituem um estimulo para o aperfeicoamento dos metodos
existentes, \ 

/. ... 0Os metodos usados na determinagao da vitamina B6 podem
ser classificados em: bioldgicos, quimicos, fisicos, fisico-qul
micos, enzimaticos e microbiologicos.

Os métodos biologicos foram os primeiros a ser utiliza
dos Q,se.béseiam nos efeitos especlLficos causados em animais de
laboratorio, tais como, variacao de crescimento ou de peéso e al

teragao dermatolggica no rato (acrodinia) (16, 33, 15, 18 e 7).
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Apresentam as desvantagens de requerer muito tempo para execugao,
de ter grandes limites de erro e de ser normalmente onercsos,
Sao empregados quando se deseja determinar a facilidade de absor
¢ao de vitamina pelo organismo e na impossibilidade de utiliza
¢ao de outros métodos. Entre os varios métodos bioldgicos wutili
zados, somente dois apresentam resultados concordantes e baseli
am-se na variagZo do crescimento de frangos e ratos alimentados
6 (16 e 33).

-t D . . . . ~ . .
O0s metodos quimicos, fisicos e fisico-quimicos substi

com ragoes carentes de vitamina B

tuiram gradativamente os métodos biologicos. Sao mais rapidos e
economicos que estes ultimos e geralmente os limites de erros
s30 muito menores. Devido a escassa especificidade sao usados
com certas reservas e sua aplicabilidade na determinacao em com
postos naturais e muito discutida. As dosagens por estes métodos
sao efetuadas preferencialmente nas determinagoes de preparagoes
farmaceuticas. Os métodos quimicos usados com maior frequencia
sao os que se baseiam no teste do indofenol (74), na reaggo com
a 2,6-dicloroquinona-cloroimida (8, 34, 49, 64, 65 e 66), na flu
orescencia da lactona do acido 4-piridoxico (22, 23, 24,25 e 36)
e na reagao da cianohidrina com o grupo 4-formil (9 e 81). Os mé
todos fisicos baseiam-se na absorgao seletiva na regiao do ultra
violeta onde & caracteristica e variavel em fungao do pH (42, 49
e 74). Entre os metodos fisico=-quimicos podemos destacar os métg
dos polarograficos (46 e 47).

Alguns métodos baseados na atividade enzimatica foram
elaborados para determinar o conteUdo de piridoxal fosfato em ma
teriais biologicos. Estes métodos apesar de terem boa sensibili
dade apresentam sérios inconvenientes tais como a preparacgao das
enzimas e a diminuigao da atividade enzimatica. Entre os metodos
enzimaticos mais empregados estao os que usam a triptofanase (77,
88) e a tirosina descarboxilase. (11, 30 e 84).

A maioria dos metodos utilizados para determinar o con

. . - . . - . - .
teudo de vitamina B6 e de natureza microbiologica. Embora sejam
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mais demorados que os métodos quimicos, s3ao 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 determinacao de vitamina B, em materiais de ori
gem natural, apos prévio tratamento hidrelitico.

‘ Varios microrganismos tém sido usados para determinar

o conteudo total de vitamina B6 atraves de inumeros procedimen

tos, Estes microrganismos devem satisfazer as seguintes exigEE

cias (78) :

1 - nao serem patogeéenicos;

2 - serem especificos para a vitamina a ser determinada;

3 - terem caracteristicas absolutamente constantes apcs longos
periodos de repicagens;

4 - apresentarem manifestagoes vitais que proporcionem efeitos
graduais e facilmente detectaveis dentro de um intervalo
otimo para sua determinacgao quantitativa.

Métodos microbioldogicos que usam bactérias do acido lé
tico, cuja resposta e dada em termos de titulacao do acido produ
zido, foram desenvolvidos por varios pesquisadores e sao mais
adequados para a determinagao do conteudo de piridoxal ou pirido
xamina (45, 55, 57, 58 e 73). Outros metodos bastante empregados

usam a mutante Neurospora sitophila "piridoxiwless"™ nQ 299, cuja

resposta & dada em termos de micelio seco. (6, 13, 75, 76 e 85).

Existem ainda, os que empregam a Saccharomyces cerevisae (68 e

93), e a Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080, cuja resposta e

dada em termos de turbidez do meio (1, 2, 3, 52 e 56) ocu diamg
. . -~ - .
tro de zona de crescimento (41). As determinagoes fotometricas
. o o 3 -
do crescimento, atraves da turbidez do meio onde cresceu O mi
. ~ . ~ . . - . .
crorganismo, sao as mals sensiveis e mais rapidas’ (4).
0 método de ATKIN et al. (3) apesar de simples, pre
. - - - o . .
ciso e de ser dos metodos microbiologicos o mals usado, apresen

ta inconvenientes quanto & preparagao do indculo, as condigoes



. . ~ . - .
de cultivo e a composigao do melio Jc crescimento. Por estas ra

~ P . . . - . 4 . .
zoes foi modificado, afim de tornz-1o ainda mais simples e mais

-~ . . . el ~ . . -
economico, sem prejulzo de sua precisao e sensibilidade.
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Material

MICRORGANISMO

Cepa de Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080 existente

no Laboratorio de Fisiologia de Bactéria do Instituto de Bicqui

mica da Universidade Federal do Parana.

MEIO DE MANUTENCAO

A cultura estoque foi mantida em agar-Sabouraud 1inclina

. . ~
do com a seguinte composigao:

Peptona BBL (Gelysate) 1,00 g
Dextrose : | 2,00
Extrato de Levedura (Oxoid) batch n?Q 123 0,500
Apos o pH ter sido ajustado para 6,0
Agar—-agar (Oxoid) 1,50 g
Kgua bi-destilada q.s.p. 100 ml

MEIO BASICO (2x)

Foram preparados meios basicos (2x) a partir das seguin

tes solugoes:

1. Peptona: Solucao a 10,0% "tratada™ com Carvao Merck segun
do Isbell (39). Foram usadas peptona BBL (Gelysate lot.803.624),

O0xo0id e Difco.

~ . . - . 4 - -t -
2. Caseina: Solugao de hidrolisado acido ou enzimatico de ca

—

seina NBCo (livre de sal e de vitaminas) a 5%.

3. Triptona: Solugao de Triptona Difco a 10,0% “tratada” se

v



gundo Tsbell (39).

4. Acucar e sais: Esta solugao tinha a seguinte composicao em
1.000 ml

Glucose anidra - C6H1206 (Riedel De

Haen - Sulze Hannover) 200 g
Fosfato Mono-Potassico anidro - KH,PO, -

(J. T. Baker) 2,2 g
Cloreto de Potassio anidro = KC1 - (E.Merck AG) 1,7 g
Cloreto de Calcio di-~hidratado ~ CaCl, . 2H,0 -

(E. Merck AG) 0,50 g

Sulfato de Magnésio hepta-hidratado -

MgSOa o 7H20 - (E. Merck AG) 1,0 ¢

Sulfato de Manganés mono~hidratado -
MnSOa o HZO -~ lot, 153.847
(Carlo Erba) 11,2 mg

OPCIONAL: Cloreto Ferrico hexa-hidratado -
FeCl3 R 6H20 - lot. 540.614
(Carlo Erba) 16,6 mg

5. Tampao: Tinha em 1.0C0 ml:
20 g de Acido Citrico mono-hidratado

- H3C6H507 . HZO - (J. T.Baker)

100 g de Citrado de Potassio mono-hidra
tadO - K3C6H507 ° Hzo - (Jo T.
Baker)

6. Padroes de Vitaminas preparados a partir ggsuﬂmgsesestoqye:
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Piridoxol. Continha 10 ng de piridoxol-HCl (E. Merck AG) por

ml. Solugao estoque: 1,0 mg/ml,

Tiamina. Continha 10 pg de tiamina. 2HC1l (E. Merck AG) por ml.
Solugao estoque: 1,0 mg/ml.

Inositol. Continha 1,0 mg de i~inositol C.P. (hidrate) - (P.

L.) por ml de solugao. Solugao estoque: 50 mg/ml,

Biotina., Tinha a concentracao de 0,80 pg de biotina cristali

na (NBCo) por ml., Solugdao estoque: 5,0 ug/ml,

Pantotenato de Calcio. Sua concentracao era igual a 0,2 mg de
D(+) Pantotenato de Calcio (E. Merck AG). Soluggo estoque
1,0 mg/ml.

OPCIONAL - Acido Nicot¥nico. Obtido pela dissoluczo de 100 mg
de acido nicotinico (E. Merck AG) em 100 ml de 2gua bi~destilada.
Tanto o meio biAsico (2x) quanto as demais solugoes apos adi
gZo de preservativos (2 ou 3 gotas de cloroformio e de tolueno)
eram mantidas a 4°C, podendo ser usados até 4 meses apos sua pre

-~
paragao.

SOLUCAO SALINA

Tinha concentragZo igual a 0,88 g de NaCl (E. Merck AG)
por 100 ml de agua bi-destilada sendo usada para preparar os ing

culos,

VIDRARIA

Erlenmeyers de 50 ml para cultivo do microrganismo;

Tubos de ensaio de 1,5 x 15 cm para manutengzo do microxr

. . -
ganismo e para preparo do 1noculo;

. . ~ - .
Pipeta Pasteur para inoculagao do microrganismo nos

melos;



Erlenmeyer de 21 para preparar solugoes 'tratadas" com
carvao. \

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

EQUIPAMENTO

1. Aparelho . para destilagZo de 3gua modelo AG-10A de Corning

Water Glass;

2. Potenciometro Zeromatic da Beckman utilizada para deter

minagoes de pH;

3. Fotocolorimetro Klett-Summerson munido de filtro verde

para aferigao de crescimento pela variacao da turbidez do meio;

4. Balangca Mettler H=~6 usada para determinagoes analiti
cas;
5. Autoclave "Fabbe" wusado para esterilizagao com vapor

. - . - . o
fluente e hidrolise com vapor umldo a temperaturas superiores

a 100°c.

MATERIAL DE ORIGEM VEGETAL EMPREGADO PARA TESTAR O METODO

1. Semente de <cafée Laurina (2 RP) proveniente da Estacgao

Experimental de Ribeirao Preto (I. B. C.);

o o~ . . . . - .
2. Feijao Macassar (Vigna sinensis c¢cv. serido) cultivado na

Fazenda Experimental do Vale do Curu (UFCe);

3. Ervilha, lentilha, trigo, soja, milho, cafée soluvel (Nes

- . -t . . N -t
cafe) obtidos no comercio de Curitiba, Parana;

4, Suco total de laranja e de¢ limao preparados com frutos

4 k3 - I3 . . -
adquiridos no comercio de Curitiba, Paranaj

5, Levedura seca de cervejeiro e de padeiro adquiridas no co

mércio de Curitiba, Parana;

6. Farinha e torta de soja de procedencia desconhecida.



MATERIAL DE ORIGEM ANIMAL EMPREGADO PARA TESTAR O METODO

1. Farinha de carne de Minas Gerais de prccedencia desconhe

cida;

2. Farinha de peixe n?® 153 de procedéncia desconhecida.

Mctodos

MANUTENQXO DO MICRORGANISMO

Para cada experiencia dois tubos foram semeados a partir
de uma cultura estoque de microrganismo. Apos incubacgzo a 28°C,
por um periodo de 17 a 24 horas, um dos tubos, denominado "cultu
ra estoque para guardar" era estocado & 4°C por 15 dias no méxi
mo, e usado exclusivamente para manutengao da cultura estoque, O
outro identificado como "cultura estoque para uso", era utiliza
do para preparag¢ao do inodculo.

Qualquer um destes tubos uma vez usado era desprezado pa

ra minimizar a possibilidade de contaminagao.

PREPARACAO DO MATERIAL PARA ANALISE

Uma quantidade de material encerrando vitamina B a ser

s
determinada apos hidrolise, foi distribuida em triplicatg em
erlenmeyers de 250 ml, tamponados com buchas de algodzo hidrafi
lo virgem.

A hidrolise foi feita com 18,0 ml de HCl 1 N durante
60min a 121°cC. Apods hidrolise o pH de cada extrato foi levado
até 5,0 pela adigao de NaOH 10%. Apos filtragao dos extratos, em

papel de filtro "frama"™ o volume de cada filtrado foi 1levado a
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100 ml lavando-se o respectivo residuo de filtracao com agua bi-

destilada.

PREPARACXO DO MEIO DE MANUTENGAO

Obtido o meio de manutencao, 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
rilizacao a 121°C durante 30min, em autoclave. Apos esteriliza
¢ao os tubos foram submetidos a uma inclinacao de cerca de 10° e
deixados nesta posigao ate completa solidificacao dos meios,quan
do entao foram estocados na posigZo vertical, a temperatura de
4°C. Cerca de meia hora antes de serem usados foram retirados da

estocagem e submetidos a temperatura de 28°¢.

SOLUCAO DE PEPTONA A 10,07 "TRATADA"

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

Peptona (100,0g) foi pesada em balanca analitica, dissol
vida em 3gua bi-destilada (800ml) e o pH da solugao levado a
3,0 pela adigao do HCl 1 N. A solugao foi submetida a agitagzo
continua por 60min em presencga de carvao Merck (25,0g) .

Apos agitacao a solugao foi filtrada a vacuo e o pH rea
justgdo para 3,0, O filtrado foi submetido, mais uma vez, ao tra
tamento com carvao Merck (10,0g), agitacao continua por 60min e
filtragao., O novo filtrado obtido foi levado a 1.000 ml com agua

bi-destilada constituindo a solugio de peptona a 10,0% "tratada".

PREPARACAO E COMPOSTICAO DO MEIO BASICO (2x)

. - . -~
0O meio basico, em dupla concentracao, usado ara as dosa
> s o

gens, fol preparado a partir de:

1. Solucao de agucar e sais (com ou sem FeC13) 50,0 ml



2. Solugao tampao

3. Solugao de peptona BBL (Gelysate) a 10,0%

4, Solugao de tiamina
5. Solugao de inositol
6. Solugao de biotina

7. Solugao de pantotenato de

- .
calcio

8. OPCIONAL: Solugao de aci

do nicotinico

Apos o pH ter sido ajustado para 5,0 com HCl ou

o volume da solugao foi completado com agua bi-destilada

1.000 ml.

0 meio basico (2x) encerra por 100 ml, como fonte

Nitrogenio: peptona BBl (Gelysate) "tratada"

Carbono: glicose

Sais inorganicos: KH, PO,

KC1

CaCl2

MgSO4

MnSO4

OPCIONAL: FeCl3

“"tratada"

(10 Hg/ml)

( 1,0 mg/ml)

( 0,80ug/ml)

( 0,2 mg/ml)

( 1,0 mg/ml)

6H20

Compostos Organicos:Citrato de PotEssio.Hzo

Acido C{trico.qu

Vitaminas: Tiamina . 2HC1

10,0

20,0

5,0

ml

ml

nl

ml

ml

ml

ml

NaOH

para
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Inositol 0,50 mgz
Biotina 0,16 ug
Pantotenato de,cﬁlcio 5x10”2 ng
OPCIONAL: Acido Nicotinico 0,50 mg

PREPARACAO DO MEIO PADRAO

0 meio padrao foi preparado tomando-se 5,0 ml do meio bg
sico (2x), de zero a 5,0 ml de solucao padrao de Piridoxol-EC1l
(10 9g/m1) e agua bi-destilada para perfazer um volume final de
10,0 ml.

A representacao grafica da turbidez do meio em fung¢zo da

concentragao de Piridoxol-HCl constitue-se a Curva Padrao.

PREPARAQKO 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
[ . -, .
basico (2x), tomando-se: 5,0 ml do meio basico (2x), um voiune
de extrato que nao ultrapasse a 5,0 ml e de modo que a concentra
¢ao de vitamina B6 total esteja na faixa central da curva padrao
e, agua bi~destilada para perfazer um volume final de 10,0 ml.

- - .
0 valor do conteudo total de vitamina B6’ expressc coOmo
. ] .
resultado, corresponde a uma media aritmeética obtida do conteldo
. . - .
total de vitamina B6 de 3 extratos, sendo o valor do conteudo de
o . ~w . -, . -,
cada extrato aquele obtido, no milnimo, como media aritmetica de
3 determinagoes em duplicata,
. ~ - 3 .
Para cada determinagao do conteudo de v1tam1na_B6 de
. - ~ -~

qualquer material & necessaria a obtengao de uma curva padrao

correspondente,

ESTERILIZACAO DOS MEIOS

Foi feita em vapor fluente durante 10Omin.
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PREPARACAO DO INOCULO E INOCULACAO

Tanto a preparaggo do inoculo quanto a inocula§zo forano
efetuadas segundo a técnica desenvolvida por CURY et al. ( 17 )
conforme descrito a seguir: A partir de uma "cultura estoque pa
ra uso" foi transferida uma .pequena porgao da cultura para um tu
bo contendo aproximadamente 5 ml de solucao salina 0,88%, de no
do a resultar uma turbidez em U.K.S. aproximadamente nula. A sus
pensao assim obtida foi denominada indculo.

Com uma pipeta Pasteur, foi adicionada uma gota de inaci
lo, a cada erlenmeyer contendo meio. Essa inoculacao foi efetua
da a 28°c. Apos a inoculagao foi promovida uma agitacZo em todos

. . ~ . - -
os erlenmeyers para melhor uniformizagcao do inoculo no meio.

CULTIVO

Apds a inoculag2o seguida de agitagao, os meios foram in
- [e] . . - . « .
cubados a 28°C, em regime estacionario, por um periodo de aproxi

madamente 24 horas.

PARADA DO CRESCIMENTO

Foi efetuada por aquecimento durante 1Cmin em vapor flu

ente.

AFERIGAO DO CRESCIMENTO

O crescimento do microrganismo foi aferido pela turbidez
do meio atraves de fotocolorimetro. O resultado foi sempre ex
presso em Unidades Klett-Summerson (U.K.S.) as quais podem ser
convertidas em unidades de Densidade Otica atraves da formula

U.K.S. = 500 u.D.O.



RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Condicoes de Cultivo

O cultivo da levedura em tubos de 18mm, sob agitaggo no
aparelho de Fisher Khan, a temperatura de 3OOC, foi substituido
pelo cultivo em regime estacionario, a temperatura de 2800, em
erlenmeyers, de modo que a relagao meio: volume foi de 1:5, ten
do como fundamento os trabalhos desenvolvidos por MORRIS et al.
(51), CADMUS et al., (12) e SINCLAIR & STOKES (49).

Nas condigoes especificadas e em pH 5,0, os resultados
demonstram a exequibilidade do método pela excelente reprodutibi
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 Incubacao

A temperatura de 28°C foi a escolhida como padrgo. 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
nulo’ resultado este que diverge daquele obtidc por MORRIS et
al. (51).

Tempo de Incubagzo

A faixa de 22 a 26 h de crescimento a 28°C foi escolhi
da para a determinagao turbidimétrica do crescimento,apos parada
do mesmo, tendo em vista os resultados apresentados na figura 2.
Deste modo, a flexibilidade para determinagao do crescimento da
levedura foi consideravelmente aumentada, fornecendo uma maior

faixa de seguranga para o presente metodo.



Tabela

I

Reprodutibilidade do presente método com quantidades conhecidas de Piri

doxol-HCl. (meio basico (2x) com acido nicotinico e cloreto ferrico).

Pirid.-HC1

Crescimento

em unidades Klett

T 1
1 ]
) '
ng/10,0 ml ! Total média !D. Padrao

] '
‘ ;

0,0 ! 39 36 38 37 38 36 37 38 39 37 375 37,5 ! 1,1
\ 4
? . 1

5,0 !'70 66 69 65 67 64 66 66 69 68 670 67,0 ! 1,9
? 1
3 4

10 ! 89 85 88 84 87 83 86 87 90 86 865 86,5 ! 2,0
1 ]
] - 1

20 ‘116 111 115 110 113 110 112 114 116 113 1130 113,0 ! 2,3
$ ]
1 ?

30 '133 129 132 127 130 128 129 132 134 131 1305 130,5 ! 2,1
1 )
? ]

40 1146 141 143 140 139 143 142 144 145 142 1425 142,5 ' 2,2
? 1
? t

50 '153 147 148 149 148 150 148 151 152 149 1495 149,5 ' 2,0
1 . 1]
i |}




Tabela II

Reprodutibilidade do presente método com quantidades conhecidas de

Piridoxol—HClq (meio basico (2x) sem acido nicotinico e cloreto ferrico).

¥

Coe g '
Pirid.-HCI, Crescimento em unidades Klett

\
\ ]
: :
ng/10,0 ml} . Total Média !D. Padrao
s e
1 ?
0,0 ! 34 39 37 38 39 37 35 34 38 39 370 37,0} 2,0
] 1
] ]
5,0 ! 61 65 63 64 67 65 62 61 65 67 640  64,0! 2,2
1 ]
] 1
10 ''74 79 76 78 79 76 75 74 80 79 770 77,0} 2,3
% ?
. 1 ]
20 ! 97 103 99 . 102 105 101 98 96 104 105 1010 101,07 3,3
1 1
] )
30 115 120 118 116 122 118 114 115 121 121 1180 118,07 2,9
? ]
b 1
40 124 128 126 126 129 127 125 123 129 128 1265 126,57 2,1
% '
1 1
50 131 136 132 134 137 133 131 130 135 136 1335 133,57 2,5
) !
t 1
1 ]

- 91



Tabela I11L

- . . -t
Conteudo de vitamina B6 em semente de carfe

determinado por diferentes tecnicos.

"Laurina”

(resultados expressos em ug

de vitamina B6 por grama de semente de cafée).

Ld . .
Tecnico designado como

Resultado obtido

A

NN
-
NN NN OOy

-

-

NN NN
-

-

N
«
~

NN NN NN
v - - “ -
v &~ >~

-
Fa

Media

Desvio Padrao

2,6
0,11




Tabela IV

Estabilidade do meio basico (2x) padrao comprovada poOr

Ensaio efetuado apos: 1, 43, 60 e 136 dias de preparado.

v
Piridoxol-HC1 E Crescimento em unidades Klett
ng/10,0 ml g 1 dia 43 dias 60 dias 136 dias

;

0,0 ! 38 37 38 37
!

5,0 ! 67 70 71 72
'

10 t 83 87 87 89
i

20 110 113 114 116
5

30 ' 130 132 134 131
1
v

40 r143 144 142 142
:

50 1149 150 149 148
?
%
Y
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Fig. 1, Crescimento da Saccharomyces carlsbercensis

ATCC 9080 em meio contendo peptona BBL(Gelysate)"tré
tada", em diferentes temperaturas: 28°C ( G—-=O ),
30°C ( O—0 ) e 37°9C ( &

5,0, Cultivo: sem agitacao.
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A influ€ncia da variagao do pH do meio (2x) sobre o cr
cimento da levedura esta apresentada nas figuras 3 e 4., O decr
cimo de pH de 7,0 a 3,5 causou um estimulo ao crescimento enquan
to que o pH 3,0 promoveu inibi¢ao do crescimento. O pH 5,0 foi to
mado como padrao por apresentar um crescimento mais proporcional
e estar na faixa central da capacidade tamponante mzxima do siste
ma zcido citrico - citrato de potassio. Estes resultados foram 1i
geiramente diferentes dos obtidos por MORRIS et al., (51) ,provavel

mente por terem sido obtidos a partir de linhagens diferentes.

Preparacao do Inoculo

A preparagao do inoculo conforme descrita, difere daque
la usada por ATKIN et al. (3) por dispensar um ajustamento pré
vio da concentragao de levedura. A transferéncia de vitamina B6
do meio de manutencao & minima, o volume do indculo n3o & critico
e a reprodutibilidade nao & influenciada. (tabelas I, II, III e
Iv). ‘

Tomando~se como referencia o crescimento da levedura em
Sabouraud 1liquido, a temperatura de 28°¢ (figura 5) verificou-se

que a preparagao do indculo pode ser efetuada a partir de 17 h de

cultivo.

Composicao do Meio

Menor crescimento endogeno e crescimento mais proporcio
nal foi obtido quando o hidrolisado de Caseina, que constitue a
fonte de nitrogenio para a levedura no meio basico (2x) desenvol
vido por ATKIN et al. (3), foi substituido pela peptona BBL
(Gelysate) '"tratada'". (figuras 6 e 7). Comoéfonte de nitrogenio
foram testadas: hidrolisados acido e enzimatico de caseIna NBCo,
peptonas "tratadas" BBL (Gelysate) e Oxoid as temperaturas de 28

e 30°C (figuras 6 e 7) e ainda peptona e triptona 'tratadas" Difco
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Fig. 3. Crescimento da Saccharomvces carlsbersensis

ATCC 9080 em funcao da variacac do pH: 5,0 ( O—O ),
5,5 (B—"‘"‘"‘D )9‘ 6’O ( e—=0 ); 6a5 ( &— )) 7:0
( B—— ). Temperatura: 28°9C., Tempo: 24 h. Cultivo:

sem agitaggo.
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Fig. 6. Crescimento da Saccharomyces carlsbergensis
ATCC 9080 em meios com diferentes fontes de nitrogc-
nio: Peptona "tratada' : Oxoid ( O—O ), BBL (Gely-
sate) ( &——& ), Hidrelisado acido de caseina
(&

Temperaturas 28°cC. Tempos 24 h., pH 5,0, Cultivo: sem

3 ), hidrolisado enzimatico de caseina( OO ).

agitacao.
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( O——0 ). Temperatura: 30°C. Tempo: 24 h. pH 5,0,

Cultivo: sem agitagao.
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@s temperaturas de 30°C (figura 7) e 28°c. Por apresentarem eleée
vado crescimento enddogeno e baixa proporcionalidade de crescimen
to nesta ultima temperatura nao tiveram seus resultados represen

tados na figura 6.

Efeito do cloreto ferrico e acido nicotinico

A adigao de cloreto férrico foi considerada opcional
(figura 8) porque a sua ausencia como componente do meio basico
(2x) alem de nao afetar significativamente o comportamento do
crescimento do organismo teste, eliminou o inconveniente da for
magao ocasional de um floculado possivelmente de fosfato fgrri
co., Deste modo, a concentragzo de ferro no meio basico (2x) pode
ser exclusivamente devida a sua presenga como contaminante dos
componentes do meio. A presenga ou auséncia do acido mnicotinico
como constituinte do meio basico (2x) estabelecido para este mg
todo nao 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 nicotinico no crescimento
da levedura. A eliminag3ao simultanea do cloreto férrico e do aci
do nicotinico como constituintes do meio basico (2x) do presente
método, em alguns casos, nao chegou a afetar significativamente

o crescimento (fig. 8), embora, na maioria das vezes, houves-
AN
se uma diferenga significativa no mesmo conforme mostram as figu
ras 9 e 10 e a comparagao dos valores médios apresentados nas ta
belas I e II., A despeito da diferenga significativa de crescimen
- . ) ~ . .

to neste ultimo caso nao foi observado nenhum comprometimento da

[3 . . . * - '3
proporcionalidade de crescimento, do crescimento endogeno e utl
lizag3ao do meio basico (2x) usado para determinagao do conteudo

de vitamina B6 nos materiais analisados.

Efeito da tiamina

Os resultados obtidcs nao permitiram chegar a wuma con
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CRESCIMENTO EM UeKe FILTRO VEROCE

CRESCIMENTO DA SACCHARGMYCES CARLSBERGENSIS ATCC 9080 30
MEID BASICO (2X) COM CLOSETO FERRICD £ ACIDD NICOTINICC 2
MEIO BASICD (2X) StM CLORETO FERRICO E ACIDO NICOTINICS 1

+ . C
% L
12.5]
75:01
EQUACOES CESTAS CURVAS
37,5/ Y2=38 + 6,7 x ~ 0,22 X%+ 41x107%x>~ 32x1070%"
Y1238 + 5,5 x = 0,17 x%+ 30x10"%x3- 23x107%%*
0 15 O 5o

NG Ot PIRIOOXCL» HCL/2050M

Fig. 10, Crescimento da Saccharomyces carlsbergensis

ATCC 9080 em meio padrao contendo ou nao cloreto fer-
rico e acido nicotinico. Curvas tragadas por um compu
tador IBM 1130: Meio padrao com cloreto ferrico e Eci
do nicotinico (2). Meio padrao sem cloreto ferrico e
acido nicotinico (1). Temperatura: 28%c. Tempo: 24 h,

pH 5,0, Cultivo: sem agitaggo.
/.
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clusao sobre a relagao vitamina B, - vitamina B, para o microrga

1 =
. Cad -~ -
nismo empregado neste metodo. Por esta razao os resultados de1l

xam de ser apresentados.

Respostas a formas de Vitamina B6

Em quantidades equi-moleculares a atividade da piridoxa

Hh
(k|

mina-2HCl em relagao ao piridoxol-HCl variou de 96 a 102%. A

gura 11 mostra um rendimento de 967. Nenhum resultado foi deter
minado para o piridoxal uma vez que piridoxal e piridoxol tem

uma mesma atividade B6 (41, 51, 52 e 58).

Efeito da concentracao do Meio

0 crescimento da levedura foi verificado no meio basico
(2x) desenvolvido por ATKIN et al., {3) (tabela V) tendo cono
fonte de nitrogenio peptona BBL (Gelysate) "tratada" na concen
tragao de 2,0g/100ml de meio, em substituicao ao hidrolisado de
caseina, e em meios basicos (2x) preparadcs a partir deste,cujas
concentragoes eram: 70; 40; 20; 107 (figura 12), 8; 6 e 4% (figu
ra 13). Pela analise da figura 12 observa~se que o meio basico
(2x), que corresponde a 107 do meio basico (2x) desenvolvido por
ATKIN et al. (3), com a modificagao citada, foi aquele que apre
sentou menor crescimento endogeno a mesma proporcionalidade de
crescimento que os meios 100%Z e 70%. Este meio basico (2x) que
equivale em concentracao dos constituintes a 10% do meio basico
(2x) tomado como referéncia, € o meio padrao do presente método.
Este meio nao é critico para o desenvolvimento da levedura pois
o meio 87 (figura 13) apresenta tanto um crescimento endbogeno
como uma proporcionalidade de crescimento muito proximos daque
les apresentados pelo meio 10%.

Efeito da concentracao de peptona "tratada

A variagEo da concentragzo,de peptona BBL (Gelysate)'ma
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Tabela V

. -~ . o . -
Composigao do meio basico (2x) do presente metodo e do

metodo de ATKIN et al. (3).

Presente Método de

metodo ATKIN et al.
Glicose (anidra) 1,0 g 10 g
KHZPO4 11 mg 0,11 g
KC1 8,5 mg 85 mg
CaCl2 . 2H20 2,5 mg 25 mg
MgSO4 2,5 mg 25 mg

%

FeCl3 0,05 mg 0,50 - mg
MnSO4 0,05 mg 0,50 mg
Peptona BBL (Gelysate) '"tratada™ 0,20 s ===
Hidrolisado de caseina = ===—= 0,80 g
Citrato de potassio mono hidratado 0,10 g 1,0 g
Kciéo citrico mono hidratado ' 0,02 g 0,20 g
Tiamina di clorohidrato 5,0 ug 0,05 mg
Inositol (hidrate) 0,50 mg 5,0 ng
Biotina 0,16 ug 1,6 g
Pantotenato de calcio 551072 ng 0,50 mg
Ecido nicotinico 0,50 mg* —————
Kgua bi-destilada q.s.p. ' 100 - ml 100 ml

%
OPCIONAL
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tada", no meio bisico (2x) padrao foi aferida na faixa de 2,0 a
0,14g/100ml de meio (figura 14). Pelo tracado das curvas de cres
cimento do organismo tomou-se a concentracao de peptona de 0,20g/
100ml como a padrao para o método por apresentar um pequeno cres
cimento endOgeno e sua concentra¢ac nao ser critica parao cresci

mento da levedura.

Efeito da concentracao de Glicose

O comportamento do crescimento da levedura em funcgao da
. ~ ~ . ) 3 . . -
varliagao da concentragao da glicose fol verificada na faixa de

concentragao de 2,0 a 0,50g/100ml de meio basico (2x) padrao (£

e

gura 15). Por apresentar um comportamento similar mna faixa de
concentragao compreendida entre 0,80 e 1,5g/100ml, tomou-se como
sendo 1,0g/100ml de meio basico (2x), a concentracao de glicose
no meio padrao. Esta concentra¢ao nao é critica para a levedura
e o crescimento endogeno ¢ um dos menores.

A partir desses resultados foi determinado como meio bg
sico (2x) padrao, contendo ou nao cloreto ferrico e acido nicotl
nico, o indicado na tabela V. O comportamento do crescimento da

Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080 neste meio e representado

por curvas nas figuras 9 e 10.

As equagoes que representam as curvas da figura 10 sao:

Y, = 38 + 6,7 X - 0,22 x2 + 41 x 10°%%% - 32 x 107%%* para cres
cimento em meio contendo cloreto ferrico e acido nicotinico e
Y1 = 38 + 5,5 X - 0,17 X2 + 30 x 10-4X3 - 23 x 10-6X4 para cres

cimento em meio sem cloreto férrico e acido nicotinico.
Estabelecido o meio basico (2x) padrao, que mostrou uma
boa estabilidade (tab. IV), foram efetuadas determinagges do con
teudo total de vitamina B6 em materiais cujoc teor de vitamina By
na maioria era conhecido, com o proposito de testar o método (ta
bela NI). Os resultados obtidos sao compativeis com os valores

citados na literaturas
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Fieg, 14, Crescimento da Saccharonyces carlshergensis
ATCC 9080 em funcao da concentracao de peptona BBL
(Gelysate) "tratada" expressa em g/l00ml de meio ba-
sico (2x)., Peptona: 0,14 ( &—C ), 0,16 ( T—4 ),
0,20 ( &—a ), 0,40 ( &C—~—O ), 1,0 ( &—0 ), 1,5
( &4—4A ) e 2,0 ( &—=> ). Temperatura: 28°C, Tem-
po: 24 h., pH 5,0, Cultivo: sem agitacao.
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Fig. 15. Crescimento da Saccharcmvces carlsbercencis

ATCC 9080 em funcao da concentragao de glicose expres
sa em ¢g/100ml de meio basico (2x). Glicose:
0,50 ( &—& ), 0,80 ( &—0 ), 1,0 ( &——a ), 1,5
(O—0 ) e 2,0 ( &
po: 24 h, pH 5,0. Cultivo: sem agitaggo.
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Tabela VI

Conteldo medio de vitamina B, em diferentes materiais de

. - . .
terminado pelo presente metodc e citado na literatura.

Materiais analisados Determi Citado Ref.Biblio
" nado MUg/g vglg graficas.
Café soluvel "Nescafe" 0,29 0,32 (8M)
Ervilha 4,9
Farinha de carne de Minas
Gerais 0,65
Farinha de peixe n® 153 2,0 1,06 £ 0,21 (21)
‘ | ' 2,5 + 1,6 -3,2 (63)
3,3 + 1,7 =6,5 (20)
Farinha de soja , 6,0 5,75 (545
5,6 = 7,7 (63)
7,6 3 5,3 -10,6 (90)
Feij3ao macassar 5,8 5,55 3 5,03~ 6,00 (1)
Lentilha 12
Levedura seca de cervejeiro 36 28,0 (57)
29,9 ;15  -40 (63)
39,3 ¢ 3
‘ 43,3 (20)
Levedura seca de padeiro 14 _
Milho 2,7 1,9 (57)
| 2,4 (54 e 82)
3,6 (61)
3,8 (68)
Semente de cafe "Laurina" 2,6
Soja . 7,6 7,1 A (61)
‘ 7,1 ~12 - (72)
. - 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 (1)
6,0 (55)
7,6 (79)
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A exatidao do método & apresentada nas tabelas VII e

III em fungEo da recuperacgao de piridoxol-HCl adicionado a extra
tos de materiais analisados, e da conducao de diferentes emnsaios

de um mesmo material por diferentes técnicos em diferentes condi

coes.



Tabela VIIT

Recuperagao de Vitamina B

6

Material Vit. B6 Pir.-HC1 Total de Recup.
analisado det. ng ad. ng vit.B6 ng Z
Feijzo macassar 15 10 25 100
Lentilha 23 20 45 105
Levedura seéca de cerve

jeiro 14 10 26 108
Levedura seca de pa

deiro 5,5 10 16 103
Milho 6,8 10 17 101
‘Semente de café

"Laurina” 13 10 23 100

Soja : 11 10 21 100
Suco total de limao 14 20 37 109
Trigo 11 10 23 109

Media 104



0 método de ATKIN et al.
o

el

20 ao cultive, 2 preparagao <o in
vo e quantitativd da composiggo do meio bZsico (2x).

0 cultivo em regime estacionario, nas condicoes em que
foi efetuado, alem de mostrar uma excelente reprodutibilidade,
tornou o método mais pratico e econdmico pela eliminacao do a i
tador de Fisher Khan e pela redug2ao da temperatura de incubag
sem alterar o comportamento do crescimento do microrganisco.

A preparaggo do inoculo como foi efetuada, além de nao
diminuir a sensibilidade nem a precisao do método,tornou-se mais
simples e mais rapida por nZo necessitar de uma concentragao de
levedura pré-determinada no indculo.

Na composigao do meio basico (2x) o hidrolisado de ca
seina usado, por ATKIN et al. (3), f£foi substituido por pepto
na BBL (Gelysate) "tratada" um produto mais econOmico e numa c

centragao 4 vezes menor, e os demais constituintes do meio tive

ram suas concentragoes diminuidas de 10 vezes., Nestas condigoe

0

. . . ~ - . - . . el . '
foi opcional a adigao de cloreto ferrico e acido nicotinico.

-> .
O presente metodo mostrocu-se exequivel para determin

Im

-~

¢ao de vitamina By em cereais, em racgoes animais e em outros pro

(oW

dutos. A exequibilidade do presente méetodo foi demonstrada em fun
cao cda recuperacgao de piridoxol-HCl adicionado a extratos de na
1

teriais analisados e dos resultados obtidos na analise de um mes

digoes.
. ~ 3 . . e -~
A preciszo e a sensibilidade do presente matodo sao as
nesmas do método original. Concentragoes de vitamina B, da ordem

de 0,30 a 4,5ng/ml podem ser determinadas por este método.

. . -~ . - L.
O tempo necessario para conclusao de um ensalo e pracl

- . . ~ .
camente o mesmo do metodo original, mas a faixa de seguranga pa



- 4

L

ra a determinagao do crescimento da levedura da a este método uma
maior flexibilidade.

Qualquer laboratorio de microbiologia que disponha de um
potenciometro e um fotocolorimetro tem condicoes de utilizar o
presente método para dosagem de vitamina B.

A estabilidade do meio basico (2x) foi comprovada num pe

riodo de ate 136 dias.
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