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INTRODUCAO

A anélise do &cido nicotinico em materiais os mais diversos vem
sendo largamente explorada, considerando-se a importéncia metahé-
lica da vitamina em relagdo &s svas fun¢des bioquimicas como cons-
tituinte de duas coenzimas vitais como s8o a Coenzima | (difosfopiri-
dino nucleotideo) e a Coenzima 11 (frifosfopiridinonucleotideo).

A escolha de um método de anélise para uma determinada vi-
tamina, depende principalmente dos fins da anélise, do grau de pre-
cisdo requerido, do equipamento disponivel e do tempo necessario
para obtencdo de resultados.

A pesquisa do acido nicotinico foi inicialmente realizada empre-
gando-se animais jovens com caréncia de vitamina provocada artifi-
cielmente. Como a maioria dos métodos bioldgicos empregados ante-
riormente, ofereceram poucas vantagens, exigindo um espago de tem-
po muito longo para obtengdo de resultados e, principalmente por-
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que esfes resultados eram mais de natureza qualitativa do gue quan-
titativa, logo cairam em desuso.

Comparando os métodos quimicos e microbiolégicos, os pri-
meiros apresentam desvantagens, principalmente no que diz respeito
as dificuldades surgidas durante os processos hidroliticos, conforme
revisdo feita, discutida e analisada em defalhes por Gyérgy & Ru-
bin. (8)

A descoberta de que o dcido nicotinico poderia ser exigido por
bactérias como fator de crescimente, data de 1937, quando Mueller
(®) e Knight (%) trabathando separadamente, conciuiram quase que
simultaneamente que o Corynebacterium diphteriae ¢ o Staphylo-
ceccus aureus requeriam &cido nicotinico para se desenvolver em
meio de composigiio definida. Indiretamente esta foi uma importante
descoberta no sefor das dosagens microbioldgicas, visto que, logo a
seguir, comecaram a surgir os primeiros métodos para a dosagem
microbioldgica do 4cido nicotinico.

Empregando uma amostra de Leuconostoc mesenterdides que
utiliza &cido nicofinico, mas ndo nicotinamida, Johnsen (F) desenvol-
veu um método de dosagem para acido nicotinico em presenga de
nicofinamida. Anteriormente, Berkman & Koser (%) j& haviam intro-
duzido o método para dosagem de nicotinamida em presenca do
acido nicotinico, usando como organisme revelador. uma amostra de
Pasteurella suiséptica.

Entre 1938 e 1939, Snell et alii (*%) e Snell & Strong ('2) estu-
dando as exigércias nutritivas das bactérias do écido lactico, deram
os primeiros passos para a introducio do método de dosagem do
4cido nicotinico mais largamente empregado atualmente. Este, preco-
niza o usc do Lactobacilius plantarum ATCC 8014 (Lactobacillus ara-
binosus 17/5) e tem como auiores Snell & Wright. (1) Posteriormente
o método foi revisado por Krell et alii (!) e medificado por Barton-
Wright. (1)

Em 1946, surgiu mais um método microbioldgico para dosagem
do acido nicotinico, o qual emprega como organismo revelador uma
levedura Torula eremoris 2897 (Candida pseudotropicalis), sendo in-
troduzido por Williams. (*%) Por este método, pode-se determinar
quantitativamente, ndo sé o acido nicotfnico, mas também irigonelina
e N-metil-nicefinamida, dependendo do fipo de hidrdlise adotade na
preparacdo dos extratos.

Trabalhos anteriormente realizados por Oliveira et alii (*%) sobre
a andlise microbioldgica do &cido nicotinico em variedades de cafés
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brasileiros, despertaram nosso interesse para realizacdo de um estu-
do comparativo entre os dois métodos: o de Barton-Wright (1) e o de
Williams (1%) que recomendam o emprego do Lactobacillus plantarm
e da Torula cremoris, respectivamente.

MATERIAL E METODOS

Material analisado: Como matéria prima para realizagio das
dosagens foram usadas amostras de café, sofa, lentilha, ervilha e
trigo. Com excecdo das amostras de café que foram fornecidas pelo
Instituto Brasileiro do Café, as demais amostras foram cobtidas em
casas comerciais e usadas em seu estado naturai sem serem subme-
tidas a qualquer processo de torragio ou cozimento.

Produtos quimicos e reagentes: Os produtos quimicos e regen-
tes utilizados foram da seguinte procedéncia: Difco Laboratories;
Merck; Nutritional Biochemical Corporation Chemical Company; Mann
Research Laboratories; Baker; Baltimore Biological Laboratories; Carlo
Erba; Roche; Oxoid e Pfanstiehl Laboraiories.

Afericdo dos resultados: Tratando-se de dois métodos de leitura
turbidimétrica, usou-se para aferigdo dos resultados o fotocolorime-
tro Klett-Summerson com filtro verde (540 mu), sendo os resultados
referidos como Unidades Klett,

Solugdo padrao de icide nicotimico: A solugdo padrio de &cido
nicotinice foi preparada e guardada em refrigerador numa concen-
tragdo de 1 miligrama por mililitro, sendo diluida nas concentragdes
exigidas para a curva padrdo, no momento de usar, de medo que
ficasse reduzida & concentragdo de 0,10 ug de vitamina por mililitro.
Na preparagdo das curvas padrdo usaram-se quantidades conhecidas
dessa solugdo adicionada em 5 ml do meio bésico duas vezes concen-

trado, completando-se o volume final para 10 ml.

Meio basico: O meic bésico correspondente a cada método de
per si, foi previamente preparado em dupla concentragdo e conserva-
da em refrigerador, adicionado de algumas gofas de tolueno e cloro-
férmio para evitar contaminagdo. A posterior autoclavagio do meio
a 121°C, durante 30 minutos, eliminava a interferéncia dos preserva-
tivos,

Salvo casos inerentes a cada método estudado, toda a tecnologia
das dosagens, obedeceu & orientacio dada por Hutner et alii, (#).



METODO DE WILLIAMS (15)

Organismo revelador: Torula cremoris 2897 (Candida pseudotropi-
calis).

Meio de manutencio: Agar Sabouraud inclinado.

Meio bésico:

Glicose anidra (J. T. Baker) ................ 50 g%
Peptona tratada por carvdo * (Difco} ........ 0,03 g%
KH:PO, (Merck) . ... ..., veen 1,0 g%

Tampde de citrato de potdssio ** {J. T. Baker) 5m1/100 ml
Bictina (Nutritional Biochemical Corp Chem. Co. 2,5 ug%

Cloreto de tiamina (Merck) .. .. .. ....... 250 pg%

Cloreto de piridoxina (Merck) ............. 250 pg%

Panfotenato de Calcio (Merck) ............ 250 pg%

Inositol (Pfanstieht Laboratories) ........... 2.5 mg%

MgS0,.7HO (Merek) o ovvnin e 0,01 g%
pH = 5,0

Esterilizagdo: 121°C durante 30 minutos

Inécule: Para indculo foram usadas culturas com 24 horas de cresci-
mentc a 37°C no meio de manutengiio. A suspensdo foi preparada
tocando-se de leve a cultura com agulha de platina, e transferindo-se
pequena porgdo do crescimento (“a loopful”) para um erlenmeyer de
50 m1, contendo 5 mi do meio bédsico e 5 m1 de dgua bidestilada.
Para inoculacio da dosagem propriamente dita, fol usada uma gota
dessa suspensdo semeada com pipeta Pasteur.

Cutva padrdo — 0,0 — 0,05 — 0,10 — 0,15 — 0,20 - 0,30 pg de
deido nicotinico por 10 ml. Foram usados erlenmeyers de 50 ml.
Preparacao das amestras: 0,5 a 1,0 g das amosiras secas e finamente
trituradas foram hidrolizadas com 50 m1 de NaOH durante 60 minu-
tos a 121°C. A seguir o pH foi ajustado em torno de 7,0 com H.SQ,

* Peptona tratada por carvie — 100 gr. de Peptona em 800 ml de &gua bidestilada.
Ajustar o oM a 3,0 com HC1 N. Aparece uma ligeira turvagio. Adicionar 25 ¢ de
carvdo vegetal. Agitar durante uma hora. Filtrar a véicuo. Resjustar o pH a 3,0, Adicionar
10 g de carvio vegetal, Agitar mais uma hora. Filtrar a vécuo. O filtrade néc deve
ter mais do que uma fraca coloragio. Ajustar o volume pera 1.000 com &gua bidestilada.
Tem-se uma solugdio a 10%. Preservar com tolueno.

**  Tampdo de citrato de potassio.

Citrato de potdssic (Carle Erba) ...voivivreiiiniiiinreiiiinnianiones 100 g
Acido citrico (Roche) . .i.uvei i i e e 20 g
Agua bidestilada a8 ... ... e 1,000 ml




2 N e filirado em papel de filtro (Whatman n.° 4). O filirado foi
dilufdo até dar uma concentragio aproximada de 0,05 ug de é&cido
nicotinico por mililitro de exirare, conforme estabelecido em experi-
éncias prévias.

METODO DE BARTON-WRIGHT (1)

Organismo revelador: lactobacillus plantarum ATCC 9014 (Lactoba-
cilius arabinosus 17/5).

Meio de manutengdo: A cultura foi mantida em Tomato Juice 4gar
(Difco).

Meio liquido para preparagio do indculo: Meio Ls

Triptona (Difco} v vv o inin e 1,0 g
Extrato de levedura (Oxoid} ............... 10 g
KoHPO, (Merck) ..o 05 g
Glicose anidra {(J. T. Baker) ................ 0,2 g

pH — 68 — 7,0

Meio basico:

Glicose anidra (J. T. Baker) ...... ... .. v ... 40,09
Hidrolizado de caserna (Nutr. Biochem. Corp. Chem.

CO) e e 12,0g
Acetato de sédio (Carlo Erba) oo vvvvvinnnn.., 20,0g
L-cistina (Balfimore Biological Laboratories) ....... 0,4g

DL - triptofanio (Nutr. Biochem. Corp. Chem. Co) ..  0,2g

Adenina (Mann Research Laboratories) .......... 0,02g

Uracil (Roche) ...t e e 0,02g

Cloreto de tiamina (Merck) ................... 0,2 mg
Cloreto de guanina (Merck) .................. 20,0 mg
Cloreto de piridoxina (Merck) ................. 0.4 mg
Pantofenato de célcio (Merck) ................ 0,2 mg
Riboflaving (Merck) ....... ... .. ... ... ... ... 04 mg
Acido p-aminobenzdico (Merck) ............... 0,1 mg
Biotina (Nutr. Biochem. Corp. Chem. Co) ........ 0,8 ng
K:HPO, (Merck) ..o e 1,09



KHoPO, (Merck) o ove it et e v iene e 1,0g

Cloreio de sédio (Merck) ... ... ... 0,029
Sultato ferroso (Merck) ..., 0,029
Sultato de mangafies (Merck) ........... ... .. 0,02g
Volume final de 4gua bidistilada .............. 1.000 ml

pH = 6,8 — 7,0
Esferilizacdo: 121° C durante 10 minufos

Inéculo: O indculo foi preparado utilizando-se uma algada (“a lo-
opful®) da cultura estoque de Lactobacillus plantarum crescida no
mefo de manutengdo, e semeada em meio liquide L°, incubado a
seguir por 24 horas a 37°C. Em seguida, a cultura foi contrifugada
assépticamenie e as células ressuspensas em 10 m1 de soro fisiolé-
gico (NaCl a 0,85%) estéril. Esia operagdo foi repetida duas vezes
apés o que a suspensdo foi diluida a 1/10 em soro fisioldgico esté-
ril. Uma gota dessa suspensdo foi usada para inccular cada um dos
tubos da dosagem.

Curva-padrio: 0,0 — 0,05 — 0,10 — 0,20 — 0,30 — 0,40 — 0,50 ng
de acrido nicotinico por 10 m1. Foram usados fubos de 18/180 mm,
fechados com tampas metalicas (“screw caps”).

Preparagio cas amostras: 0,5 a 1,0 g das amosiras secas e finamente
trituradas foram colocadas em erlenmeyer de 250 m1 contende 50 m1
de HC1 N e autoclavadas por 15 minutos a 127°C. O pH foi ajustado
em torno de 7,0 com NaOH 30% e filirado em papel de filiro co-
mum. O filirado foi diluido até fornecer uma concentracdo de cerca
de 0,05 pug de écido nicotinico por mililitro, conforme estabelecido
em experiéncias prévias.

RESULTADOS

As curvas padrdo obtidas pela resposta em crescimento propor-
cional &5 concentracdes de acido nicotinico, para a Torula Cremoris e
e para o Lactobacillus plantarum sdo mostradas nas figuras 1 e 2.

Como pode ser ohservado pela figura 1, a Torula cremoris apre-
senta uma sensibilidade que varia de 0,2 a 3,0 pg de acido nicoiinico,
engquanto que ctom o Laciobacillus plantarum, conforme se ve peia
figura 2, essa sensibilidade varia de 0,5 a 5,0 pug de &cido nicotinico.
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FIG. 1 — Curva padrdo para a dosagem de acido nicotinico, usando-se como organismo

revelador a Torula cremoris 2897 {Candida pseudotropicalis) segunde indica o método
de Williams.

Temperatura de incybagao: 37° C

Periodo: 24 horas
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FIG. 2 — Curva padrao para a dosagem do acido nicotinico, usandose como orga-

nismo revelador o Lacichacillus plantarum ATCC 8014 (Laciobacillus arabinesus 17/5),

sequndo indica o métedo de Barton-Wright.
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A Tabela | indica gque a reprodutibilidade em ambos os métodes
é aceitdvel.

As médias dos fratamentos ensaiados foi aplicado o teste “t”,
com o seguinte resultado: + = 0,60, para um valor tabelaao
t (%% 1% 2,29, Verificou-se portanto que ndo hé diferenca signifi-
cativa ao nfvel de 1% de propabilidade entre as médias de repro-
dutibilidade dos métodos.

Teores de acide nicotinico presentes em diferentes produtos na-
turais foram dosados pelos méicdos de Williams (15) e de Barton-
Wright (1), conforme se pode verificar pela Tabela 1, com resultados

satisfatdrios.

Para melhor comprovar a precis@o enire os dois métodos, foram
feitas experiéncias de recuperagio segundo estd exposto na Tabela
lll. A média de écido nicotinico recuperade fol aproximadamente a
mesma para os dois organismos reveladores,

A Tabela Ill, registra também a exequibilidade dos métodos
mediante determinacdes efetuadas sobre produtos naturais.

DISCUSSAO

A observacic da Tabela Il revela que em especificidade e preci-
sdo os métodos sdo equivalentes, visto que os teores de &cido nice-
tinico obtidos sobre os produtos naiurais examinados se correspon-
dem em ambos os métodos. E mister que seja notada a diferenga
para mais no teor de &cido nicotinico encontrado no café com a
Torula cremorls. Esta diferenca corre por conta da sensibilidade do
organismo revelador & trigonelina (*% e (% exitsente em grande
quantidade no café. (1)

Considerando-se a fator econdmico, deve-se ressaltar que o mé-
todo introduzide por Williams (1%), que utiliza como organismo reve-
lador a Torula cremoris é bem mais vanfajoso, pois enquanto o mé-
todo medificado por Barton-Wright (') utiliza um meio basico que
contém vitaminas, purinas, pirididinas e acidos aminados livres, além
do hidrolizado de caseina, que sdo elementos relativamente caros,
perfazendo um fotal de vinte componentes, contando-se os sais mi-
nerais e a fonte de carbono, o método de Williams (*%) reduz a sua
composigdo a dez elementos, sendo as purinas, pirimidinas e os &ci-
dos aminados livres substitufdos por um Unico componente de baixo
cusio — a pepfona tratada por carvio.
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TABELA 1l

Recuperacdo do écido nicotinico e exequibilidade dos métodos

Acido Addo
Organismo Material nicotinico nicotinico Recuperagdo
revelador analisado adicienado encantrado Jar:]
M9 it
tentilha Y 0,050 —
0,050 0,1 1M1
Ervilha 0 i 0,056 -
0,050 0,115 108
o 2
E 2 Trigo 0 0,126 -
S 0,050 0,180 102
Café 0 0,110 -
0,050 0,190 118
Soja 0 0,095 —
0,050 0,135 91
Lentilha Q 0,060 —
0,050 0,110 100
Ervilha o] 0,056 —
5 . 0,050 0,100 98
z 3
2 B Trigo o] 0,120 -
e 5 , 0,050 0,159 92
a =
Café 0 0,200 -
0,050 0,260 104
Soja 1] 0,205 -
0,050 0,295 15

Por outro lade, a preparacdo do meic bésico para dosagem do
4cido nicotinico com a Torula eremoris é de mais fécil execucdo. To-
das as solugBes 580 aquosas e se conservam por longo tempo em
refrigerador. Entretanto, tal ndo acontece com alguns componentes
constituintes do meio bésico utilizado para o crescimento do Lacto-
bacillus plantarum, cujas solugdes tem viabilidade limitada, mesmo
quando conservadas em refrigerador, exigindo amilde preparacbes.

No que diz respeito aos organismos reveladores em suas carac-
terisiicas bioldgicas e fisicas para fins de preservagdo das amostras,

2

é de se notar que o lactobacillus plantarum é um germem altamente

24




exigente e sensivel, necessitando para sua manuten¢do de um meio
a base de triptona, sendo fambém exiremamente suscetivel a peque-
nas variagbes do potencial hidrogeniénico e temperatura. A Torula
cremeris no enftanto, & de facil conservagdo, obiendo-se um cresci-
mento luxuriante em meio de Sabouraud, cuja preparagio é facil e
pouco dispensiosa, resistindo otimamente a variages de pH e tempe-
ratura.

CONCLUSOES

Conclue-se portanto, que em sensibilidade, reprodutibilidade 2
recuperagdo, os métodos estudados sdo equivalentes, considerando-se,
porém, a praticabilidade da tecnologia fnerente a cada método de
per si, o método de Williams (1%) que preconiza o uso da Torula
cremoris, apresenta vantagens sobre o métode modificado de Barton-
Wright () que emprega o Lactobacillus plantarum, sendo consequen-
temente mais indicado para frabalhos de rotina em laboratério.

RESUMO

Foi realizado um estudo comparativo entre dois métodos micro-
biolégicos para a dosagem do &cido nicotinico. Dos métedos anali-
sados, o método de Snell e Wright (%), revisto por Krell et alii (8) e
modificade por Barton-Wright (1) é o de mais larga aplicagdo, en-
quanic que o método infroduzide por Williams (%), embera de uso
relativamente limitado, parece ser t&c bom em sensibilidade, repro-
dutibilidede e recuperacBo quanto o primeiro.

Classificagdo: Dosagem microbiolégica, — &cido nicotinico.

SUMMARY

Lactebacillus plantarum ATCC 8014, is currently used for the
determination of nicotinic acid according to the method of Snell and
Wright (1), rewied by Krell et alii (¥) and modified by Barton-Wrighr.
(1 The determination of nicotinic acid using Torula cremoris 2897 as
a test organism, introduced by Williams (') is also used. A compara-
tive study between the two methods was carried out.

Key Words: Microbiological assay — nicotinic acid.

RESUME

L'analyse comparative a été faite enire deux méthodes micro-
biologiques pour le dosage de l'acide nicotinique. Entre les deux
méthodes, celle de Snell et Wright (1%), révisée par Krell et alii (%)
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et modifiée par Barton-Wright {1) est la plus utilisée tandis que la
métode infroduite par Williams ('¥), quoique moins employée, sem-
bie &fre aussi bonne, du point de vue de sensibiliié et de reproducti-
bilité, que la premiére.

Mots Clés: Dosage microbiclogique, acide nicofinique.
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