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A vitamina B, que corresponde ‘4 fracdo termo-resistente do complexo
B e tem acao nitida sobre o crescimento do rato foi identificada a riboflavina
depois dos estudos de Kuhn e colaboradores, Ellinger e Koschara, Karrer e
de Euler. As substancias corantes (flavinas) isoladas do leite (lactofla-
vina), do ovo (ovoflavina), do figado (hepatoflavina) e da urina (urofla-
vina) sao hoje consideradas como uma mesma substancia, atualmente de-
nominada de riboflavina (1). O grupo dos pigmentos soluveis na agua é
tambem conhecido com o nome de liocromo (Koschara) em oposicdo ao dos
lipocromos que sao soluveis nos solventes lipidicos (carotendides).

A riboflavina encerra um ntcleo aloxazina por férmula C,.. H., O, N,
sendo quimicamente denominada de 6,7-dimetil-9-(d-1-ribitil)-iso-aloxazina.
Uma das propriedades caracteristicas desta flavina é a fluorescéncia ama-
relo-esverdeada que apresenta quando irradiada pela luz ultra-violeta. Em
meio neutro ou levemente acido a riboflavina se transforma, depois de irra-
diada, em lumicromo, e em meio alcalino em lumiflavina, ambas podendo
ser extraidas pelo cloroférmio apos acidificacado. A lumiflavina é amarela e
da uma fluorescéncia idéntica a da riboflavina, ao passo que o lumicromo ama-
relo-palha, em meio neutro produz uma fluorescéncia azul ou azul-esver-
deada e em meio alcalino uma fluorescéncia amarela. A fluorescéncia da
ribotlavina ¢ mais intensa no pH de 3 a 9 (maximo de 6 a 8), isto é, quando
a molécula estd eletricamente neutra (Kuhn e Moruzzi) (2). Sob a acio
redutora do hiposulfito de s6dio a riboflavina se descora (leuco-derivado),
mas a cor se regenera pela passagem de oxigénio atmosférico. A adsorcao da
riboflavina se faz com a terra de infusério em solucio normal de acido, com
a "Frankonite” em meio neutro ou com o carvdo animal em meio acido. O
sulfato de chumbo foi tambem usado como adsorvente por Koschara e por

Emmerie. Neste caso a eluicao é obtida com uma mistura de acido acético
e piridina.

* Recebido para publicacfio a 26 de agosto e dado a publicidade em setembro de 1942,



428 Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz

——_— . - - - —— . r —

37, (3) 1942

—— e —————— = - - ——— —— e o —— s s = = [ . " ———————————— —— — ——— ——

A riboflavina existe no organismo sob duas formas : livre e combinada.
Na retina, no leite e na urina toda a flavina, praticainente, acha-se em estado
livre. Nos tecidos a flavina faz parte da enzima ou fermento amarelo de
Warburg, estando unida ao acido fosférico e a uma proteina. E um trans-
portador de hidrogénio de grande importéncia para o metabolismo celular e
foi tambem isolado do miusculo por Banga e Szent-Gyoérgyi que a denomi-
naram de cifoflav.

A urina deve a sua cor amarelo-alaranjada a diversos pigmentos nela
contidos. Foi Thudichum, que em 1864 descreveu o pigmento urinario, ba-
tizando-o com o nome de urocromo. Qutros autores tambem descreveram os
corantes urinarios até que se descobriu a urobilina (Jaffé), a uroeritrina (Zoja,
Riva, Garrod) e as porfirinas (Garrod). Todos esses compostos contribuem
para formar o corante total da urina. Weiss considerou o urocromo como
um produto de oxidagcdo do urocromogénio contribuindo somente parcial-
mente para a cor total da urina. Segundo Heilmeyer e Will, na urina
normal a urobilina contribue com 1 %, a uroeritrina com 15 % e as por-
firinas com quase nada do pigmento total. Heilmeyer e Otto isolaram duas
fracdes do urocromo (A e B) usando o sulfato de aménio saturado como
precipitante. A fracdo I que fica em solu¢do (urocromo A) pode ser sub-
dividida em duas: uma soluvel no butanol e outra insoluvel neste alcool.
O urocromo A corresponde a 26-42 % do total. A parte precipitada (fracédo
I1) encerra o urocromo B que compreende 50 a 74 % do pigmento total, a
uroeritrina (0 a 15 %) e a urobilina (0 a1 %) (3). S¢é a primeira fracao
(urocromo A) que é sensivel & oxidagdo pelo permaganato de potassio.

Em 1925, Kinnersley e colaboradores acharam que a substancia fluo-
rescente azul da urina era o urocromo. Numerosos tecidos conteem subs-
tdncias azuis e que foram notadas por numerosos autores desde Helmholtz
(Bence Jones, Langecker, Rosenheim, Euler e Adler, Peters, Kuhn, Barger,
etc.). Kinnersley, O'Brien e Peters denominaram de “quinocromos™ as subs-
tancias de fluorescéncia azul da urina e dos tecidos do organismo.

"

Koschara verificou que o liocromo da urina (uroflavina) é identica a
lactoflavina de Kuhn. Alem da uroflavina, Koschara mostrou que existem
na urina outras flavinas que foram por ele isoladas pela analise cromatogra-
fica e a fotdlise alcalina. Estas flavinas sdo uma aquaflavina e dois lio-
cromos. s liocromos compreendem varias flavinas com propriedades se-
melhantes. A quantidade de liocromo eliminada normalmente é muito pe-
quena cerca de 10y no inverno e 30 a 50y para 100cc no verdo (Koschara)
(4). O liocromo é um corante soluvel na agua e pode ser adsorvido pela
terra de infusério ao passo que o urocromo ndo se adsorve neste adsorvente.
A adsorcdo é feita na urina acidificada com acido acético (5).
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Emmerie, empregando o método de Koschara, modificou-o e adaptou-o
a analise da urina. Os resultados expressos em lactoflavina deram para 5
individuos normais a eliminacdo de 54 a 83v para 100cc de urina e 819 a
1250y para 24 horas (6). A elimina¢do horéaria é constante (27 a 42v).
(Quando aumenta o consumo de alimentos ricos em flavina a eliminacdo cresce
sensivelmente. Numa experiéncia realizada durante 30 dias as respostas

apresentadas pela eliminag¢do urinaria da riboflavina foram proporcionais a
quantidade ingerida desta flavina (7).

A eliminacdo normal de riboflavina, que poderemos denominar de ribo-
[laviniria, pode variar muito sem que se observem sinais clinicos de defi-
ciéencia. Najjar e Holt verificaram que numa pessoa normal submetida a
uma dieta isenta de riboflavina esta desaparece na urina depois de 14 a 15
dias sem que se observem sintomas de arriboflavinose (8). Em casos hu-
manos de deficiéncia teem-se encontrado valores baixos (Spies, Bean e Ashe)
como tambem na arribotlavinose experimental (Vivanco, Frazer e colabora-
dores, Axelrod e colaboradores). Entretanto, até agora ainda nao foi pos-
sivel estabelecer quel o valor minimo normal para a riboflaviniria abaixo do
qual aparece um deficiéncia em vitamina B, .

A ministracdo de riboflavina por injecdo ou por ingestio determina nos
individuos em dieta normal um grande aumento da riboflaviniria, ao passo
que nas pessoas em caréncia og¢ valores pouco se elevam  Esta prova pode
portanto fornecer dados uteis para o estudo das deficiéncias em vitamina
B2. Para que esta prova de carga tenha significacido, torna-se mister que as
doses ministradas sejam pequenas, conforme mostraram Najjar e Holt.
Assim é que Axelrod, Spies e Elvehjem nao lograram obter diferencas sen-
siveis entre doentes e normais, usando doses elevadas como teste de sa-

turacao (9).

A ribotlavina pode ser dosada pelos métodos biolégico, microbioldgico
e fisico-quimico.

O método biologico baseia-se na acao da vitamina sobre o crescimento
de ratos mantidos em dieta deficiente. Este método ndo é utilizavel para a
dosagem na urina. Um método bastante empregado ultimamente é o método
microbiolégico de Snell e Strong. Sendo a riboflavina um fator de cresci-
mento para o Lactobacillus casei’’ é possivel cultivar este microorganismo em
meio basal sintético adicionado de quantidades conhecidas de riboflavina. O
desenvolvimento da cultura é medido pelo grau de turvacdo num nefelémetro
ou pela produgao de acido titulavel. Estabelecem-se entido curvas padrdes
com riboflavina pura. Os valores obtidos com as amostras de material adi-
cionadas as culturas em meio de cultura idéntico sdo facilmente comparaveis

aos valores das curvas padrdes (10). Os métodos fisico-quimicos medem a
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intensidade da cor amarela da flavina, num colorimetro, antes e depois de
eliminar os demais pigmentos, ou utilizam a propriedade da ribotlavina de
fluorescer sob a acdo da luz ultra-violeta. Ultimamente tambem se tem pro-
curado determinar a riboflavina pela analise polarogratica.

Dentre os métodos colorimétricos deve ser mencionado o de Koschara
modificado por Emmerie. A urina é tratada pelo sulfureto de chumbo que
adsorve a riboflavina. O precipitado de chumbo ¢ lavado e eluido com a mis-
tura acido acético-agua-piridina que retira toda a flavina adsorvida. O li-
quido da eluicido é oxidado rapidamente com permaganato de potassio em
solucdo a 5 % e adicionado de perdxido de hidrogénio a 3 9« para retirar
o excesso de permaganato. A cor obtida é lida no fotometro gradual de
Pulfrich com o filtro S 47 e na cuba de 3cm (11). Com esta técnica o vo-
l[ume de urina inicial deve ser de 50 a 100 cc para que a cor seja bem intensa.
A extincdo encontrada pode ser referida em riboflavina sabendo-se que 0,5 v
por 1 cc d& uma extincdo de 0,4. Para maior facilidade construimos uma

curva com riboflavina sintética (Hoffman-LaRoche) dissolvida em agua

distilada no pH de 7.0 (Fig. 1).

A riboflavina sendo intensamente fluorescente em solugac aquosa, a sua
dosagem baseada nesta propriedade foi estudada por Euler, Adler, Vivanco
¢ Fesrebec. A conversdao da riboflavina em lumiflavina, que é soluvel no clo-
roformio, tambem serviu de base para a sua determinagdo (Kuhn e cola-
boradores ; Charite e. Khaustov). FEntretanto, Theorell nao conseguiu re-
cuperar toda a flavina adicionada pela técnica da lumiflavina. Mais adiante
damos o resultado de experiéncias por nos executadas pela técnica da trans-
formacdo em lumiflavina mas determinando por diferenga. Neste caso os

resultados foram satisfatdrios.

Os métodos fluorométricos teem a vantagem de ser mais sensiveis e
portanto de empregar quantidades muito menores de urina. Nas urinas
pobres em riboflavina, o método fluorométrico é o unico aplicavel com se-
quranca. Ferrebee procurou dosar a riboflavina da urina por meio de duas
técnicas : a direta e a indireta. Na primeira a urina € diluida e os pigmentos
nao flavinicos sao oxidados, sendo a fluorescéncia medida antes e depois
da oxidacao num aparelho especial que é o fluorofotémetro. Na técnica
indireta, principalmente indicada para as urinas pobres em ribotlavina, se-
para-se esta pela adsorcdo com floridina ( terra de infusério especial ) ou
supersorb ( adsorvente sintético ) . O adsorvente depois de lavado é subme-
tido & eluicdo com uma mistura de piridina e acido acético a 20%. O eluato
¢ oxidado pelo permanganato de potassio a 5% e descorado pelo perdxido
de hidrogénio a 3%. A solugdo ¢ entao levada ao fluorototémetro e a fluores-

céncia lida no galvanémetro. O valor obtido é comparado ao de uma solugao
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padrdao de riboflavina ou é lido diretamente no gratico. Na técnica direta a
urina , depois de diluida e os pigmentos oxidados, como na técnica anterior
¢ levada ao fluorémetro e a fluorescéncia medida. Os volumes de urina em-
pregados sdo de 1 a 3cc. A prova em branco é feita com a mesma dilui¢ao
da urina onde se colocou um cristal de hiposulfito de sédio que reduz a
flavina para a sua forma leuco nao fluorescente. A diferenca entre a prova
em branco e a outra determinacido exprime a quantidade de riboflavina da
amostra de urina (12 ) .
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Fig. 1
Curva fotométrica da riboflavina obtida com o fotOmetro de Pulfrich

Najjar em trabalho recente modificou a técnica de Ferrebee empre-
gando alem da mistura de piridina tambem o butanol que é miscivel com esta
mas nao com a agua, permitindo uma separacao nitida das camadas liquidas .
Praticamente toda a riboflavina é retida na camada de piridina. Acha este
autor que o uso de um meio aquoso para as determinag¢des da fluorescéncia
é pouco indicado devido a ftormagao de pequenas bolhas gasosas que ficam’

dispersas no meio e aumentam a fluorescéncia quando da adicdo do perdxido
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de hidrogénio. (13). Najjar acha que é util tambem neste caso fazer um
padrdo tendo como solvente a piridina e o butanol. A dosagem indireta que
se deve fazer com as urinas muito pigmentados ou pobres em flavina pode
ser feita pela combinacdo das técnicas de Emmerie e de Ferrebee como
prcpés Najjar. Neste caso a urina no volume de 10 a 30cc é adicionada
de sulfureto de chumbo que se prepara no mesmo dia. Tomam-se 40cc de
nma solucao de acetato de chumbo a 5 % contendo acido acético a 0,25 %
e faz-se passar uma corrente de gas sulfhidrico. O sulfureto formado é lavado
com agua (300cc) trés a quatro vezes. Ao precipitado ainda umido junta-se a
urina e agita-se durante uns 10 minutos. Filtra-se lentamente num filtro
Jena (N. 3 G4) e lava-se 3 a 4 vezes com agua, evitando-se que o precipi-
tado apresente fissuras. Ao precipitado adicionam-se 20cc da mistura de
70cc de agua, 30cc de piridina e 2cc de acido acético glacial. Filtra-se len-
tamente e o eluato é adicionado de 3cc de acido acético e 2cc da solucao de
permaganato de potassio a 5 % . Apds um minuto de oxidacdo juntam-se
2cc de agua oxigenada a 3 % para descorar. Completa-se o volume do
eluato até 30cc com agua. Toma-se 10cc desta solucdo e junta-se sulfato
de s6dio anhidro e 10cc de &lcool butilico. Agita-se bem e separa-se a ca-
mada de piridina e butanol que se leva ao flurémetro. O padrao é tratadc
de maneira idéntica partindo-se de uma solu¢ao méae contendo 10mg de ribo-
tflavina por litro que é mantida no escuro e em baixa temperatura. O padrio
diario taz-se diluindo na propor¢ao de 1 : 50 com agua e tomando 5cc desta
(contendo 1 microg. de ribotflavina) para se proceder como no caso da urina.
As comparagdes entre a intensidade da fluorescéncia da urina e do padrédo

sao feitas na mesma hora.

As técnicas de fluorescéncia acima descritas foram por nds repetidas e
verificadas em seus detalhes. Descreveremos a sequir as varias causas de
erro e as variantes que podem ser empregadas na determinacdo da ribo-
flavina da urina.

Substancias tluorescentes da urina.

Aproveitamos a oportunidade para passar em revista as diversas subs-
tancias fluorescentes que teem sido descritas na urina normal e patolégica e
que podem de algum modo interferir nas determinac¢des da riboflavina. Em
alguns casos a medida da fluorescéncia da urina tem sido utilizada para
o estudo de certas perturbac¢des do metabolismo.

Alem dos pigmentos ja referidos (urobilina, uroeritrina, porfirinas, uro-
cromos, indigorrubina, etc), a urina encerras substancias que produzem fluo-
rescéncia de dois tipos: amarelo-esverdeada e azulada. A pesquisa dos
liocromos da urina feita por Koschara, revelou a existéncia de pelo menos
dois pigmentos fluorescentes. Um deles se encontra na urina normal na con-
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centracao de 1 :1.000.000 e foi denominado de uropterina. E uma subs-
tancia pertencendo ao grupo das purinas e dotada de fluorescéncia esverdeada
em meio acido. No pH de 7 a 11 a fluorescéncia é azulada lembrando a do tio-
cromo. As demais substdncias xanticas da urina tambem podem apresentar
fluorescéncia. A bilirrubina de fluorescéncia amarela, sendo oxidada, trans-
forma-se em biliverdina de fluorescéncia verde. A indigorrubina existente
nas urinas ricas em indican é dotada de fluorescéncia azulada (Yone-

yama) (14).

A oxidacdo com o permaganato de potassio reduz grandemente a cor
da urina e das substancias fluorescentes nao flavinicas. O extrato urinario
acidificado pelo acido acético e depois extraido pelo alcool amilico apresenta
uma fluorescéncia amarela (Yoneyama). A extracdo com o isobutanol tam-
bem retira certas substancias fluorescentes azuladas. Em 1940, Koschara con-
seqguiu isolar outra substdncia da urina normal contendo 209 de enxofre e
possuindo uma fluorescéncia amarelo-oliva a luz ultra-violeta. Este pigmento
foi denominado por Koschara de urotion (15). E interessante notar que o fi-
gado humano tambem encerra este composto. A significacdo fisiolégica do

-~

urotion é ainda desconhecida. ,

A urina das pessoas que tomam certos medicamentos como a aspirina,
a codeina, e a quinina, mostra uma fluorescéncia azulada intensa que fornece
uma prova em branco elevada (Borson) (16). Os doentes de anemia per-
niciosa eliminam tambem uma substancia fluorescente que parece relacionar-se
com a gravidade da doencga.

Najjar e Wood notaram que a urina normal quando adsorvida pela per-
mutita (zeolite sintética) e esta tratada pelo KC1 e pela soda, apresenta um
eluato com fluorescéncia azulada que pode ser medida no fluorémetro (17).
Esta substancia foi denominada de F, e existe na urina de individuos nor-
mais, mas desaparece na urina dos doentes de pelagra. Em compensacgac. a
urina dos pelagrosos contem outra substancia fluorescente designada como
F. que se encontra no eluato de zeolite nao alcalinizada. Na pelagra, quanto
mais adiantado é o caso, tanto maicr é a quantidade de F, e menor a de F..
O tratamento pelo acido nicotinico faz com que desapare¢a F, e aumente F..
Nos individuos normais a quantidade de F, é insignificante.

Para Najjar e Holt o aumento de F, e o seu desaparecimento pelo em-
prego do acido nicotinico indicam que deve haver alguma relagdao entre a
substancia fluorescente e o metabolismo do acido nicotinico. Foi o que eles
procuraram estudar em outro trabalho (18). O espectro da fluorescéncia na
luz de Wood da substancia F., da urina assemelha-se ao do nuclotideo de
difosfopiridina. Parece que esta substancia fluorescente tem como precursor
o acido nicotinico. s individuos normais quando ingerem acido nicotinico
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ou nicotinamida eliminam logo nas 4 primeiras horas 8 a 10 vezes mais da
substancia fluorescente (F,). A medida desta fluorescéncia se faz compa-

rando-a com a fluorescéncia de uma solucdo de sulfato de quinina contendo
[0 a 25 microg. para 100cc de acido sulfurico 0.1 N. A fluorescéncia é
expressa em unidades Najjar-Wood, sendo que 1 unidade equivale a fluo-
rescéncia causada por 1 microg. de sulfato de quinina. A fracdo F, pode
tambem ser aumentada nos doentes de pelagra e no normal pela ministragao
de piridoxina (Singal e Seydenstricker) (19). Quanto as substancias de
fluorescéncia azulada da urina deve ser lembrada ainda o tiocromo que é o
produto de oxidacdo da tiamina (vitamina B,). Um derivado da tiamina,

contendo um grupo carbinol na cadeia lateral do nitcleo tiazdlico, tambem é
climinado pela urina e apresenta fluorescéncia esbranquicada (Kofler e

Sternbach) (20).

Colheita da urina e conservacéo.

A urina deve ser colhida em frasco escuro contendo 1 a 2 % de acido
acético glacial. As manipulacdes para a dosagem devem ser feitas na luz
vermelha ou difusa. Procedemos sempre evitando a luz direta e sempre
que possivel colocamos a urina tratada em ambiente escuro (suportes fechados,
tiltracdbes em camara escura, etc.). A riboflavina conserva-se bem na urina
quando em meio acido em temperatura fresca e abrigada completamente da
luz. Em algumas determinac¢des verificamos que em 3 dias a perda ndo ul-
trapassou de 22 9o do valor inicial. Em 24 horas praticamente a conservagao
¢é perteita .

Técnica empregada.

Para as urinas pouco pigmentadas ou para aquelas em que a eliminagao
da riboflavina é elevada (acima de 0,5 microg. por lecc) aplica-se a técnica
csimples ou direta, sem adsor¢do. A urina no volume de 2,4cc é colocada em
tubo de ensaio graduado e adicionada de 6cc de agua distilada. Agita-se
sem fazer espuma e deitam-se 2 a 3 gotas da solucdo de permaganato de
potassio a 5 % . Deixa-se 1 a 2 minutos para completar a oxidacdo e cla-
reia-se com 2 a 4 gotas de perdxido de hidrogénio a 3 % . Agita-se bem.
nesta fase a solugdo fica incolor. As bolhas de gas devem ser eliminadas
com um bastae finc de vidre. Conipletam-se 12cc com agua distilada (1lcc
tica igual a 0,2cc de urina) e passa-se para a cuba do fluorofotémetro onde
a fluorescéncia é medida.

Em outro tubo graduado colocam-se 2,4cc de urina e completam-se 12cc
com agua distilada. Deitam-se 1 a 2 cristais de hiposulfito de sédio. Mis-
tura-se bem sem produzir bolhas, passa-se para a cuba do fluorofotéometro e

mede-se a fluorescéncia. LEsta constitui a prova em branco cujo valor se
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subtrai do da medida anterior. Ao mesmo tempo prepara-se uma solucao
padrdo diluida de riboflavina contendo 0,4 microg. para lcc. Para isso
toma-se 1,2cc (equivalente a 4,4 microg.) da solugdo concentrada de ribo-
flavina contendo 50 mg para 1000cc de agua que é conservada adicionando-se
2cc de acetona em vidro escuro e na geladeira e dilui-se para 12cc com
agua (lcc fica sendo igual a 0,4 microg.) . Esta solugdo é colocada na cuba
do aparelho e a fluorescéncia lida. Todas as 3 determina¢des sdo feitas no
mesmo momento e rapidamente para evitar qualquer perda da fluorescéncia.
O resultado da determinacdo da urina subtraido da prova em branco, ex-
oresso em unidades do galvandémetro, é dividido pelo valor encontrado para
o padrao e multiplicado por 0,4 e por 500 para se obter a ribotlavina em 100<c
de urina.

Pela técnica indireta, que é indispensavel para as urinas pobres e muito
pigmentadas, a urina é tratada pelo sulfureto de chumbo ou pela terra de
infus6rio em meio neutro. A adsor¢do pelo sulfureto de chumbo ja foi descrita
mais acima. INo caso da floridina ou do supersorb faz-se passar a urina no
volume de 2 a 10cc através de uma coluna de adsorvente com lcm de dia-
metro e 15¢m de comprimento. A urina deve ser previamente aciduladada com
acido acético até o pH de 5.0 e conservada em frasco escuro. A passagem
da urina deve levar de 8 @ 10 minutoy. Lava-se o adsorvente com agua 2 a
3 vezes e procede-se a eluicdo com 20cc de uma mistura de piridina a 20 %
em agua contendo 2 % de acido acético. O eluato é oxidado pela solugao
de permaganato de potassio e descorado pelo peréxido de hidrogénio.
Completa-se o volume para 25cc com agua distilada. Passa-se para a cuba
do fluorémetro e mede-se a fluorescéncia em comparagao com a de uma so-
lucdo padrao de riboflavina. Quando se usa a terra de infusoério (Merck) a

urina deve ser neutralizada.

Fluorometro e fluorofotémetro.

Existem varios tipos de fluorémetros. Um dos primeiros construidos
para as determinacdes quantitativas do tiocromo e da ribofiavina foi o de
Cohen (21). Compode-se o aparelho de uma lampada de luz ultra-violeta
(vapor de mercirio) cuja radiagdo passa através de um filtro de 6xido de
niquel, indo atingir a cuba com o liquido a ser medido. A ftluorescéncia pro-
duzida impressiona uma célula fotoelétrica de selénio depois de passar através
de um filtro “euphos” que evita as radia¢des U.V. parasitas. A corrente
da célula é medida num galvanémetro de espelho, bastante sensivel. O fluo-
rodmetro de Cohen foi muito usado pelos pesquisadores holandeses (Cohen,
Emmerie, Westenbrink) .

Noés empregamos o fluorofotémetro da firma Pfalz e Bauer Inc. modelo
A que se baseia no mesmo principio do fluordmetro de Cohen, possuindo
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porem maior sensibilidade. O esquema do aparelho, para maior esclareci-
mento, acha-se representado na Fig. 2. A lampada geradora dos raios U.V .
¢ uma lampada de vapor de Hg de 85 wts. e de fabricacao G.E. A luz é
tiltrada através de uma placa filtrante que s6 deixa passar ¢ espectro U.V'.
(maximo de intensidade de 3700 A) evitando qualquer radiacao visivel.
Entre a cuba e a fotocélula lateral, sensivel a luz fluorescente, se interpoe
2 tiltro, um amarelo-alaranjado (Jena O G 1) e outro azul (Jena B G 12)
que sao especiais para a Huorescéncia da riboflavina e do tiocromo. O apa-
relho traz outra fotocélula para medir a intensidade da luz U.V . emitidu pela
lampada (luz transmitida) e que pode ser regulada por um diagrama e por
um reostato. A medida faz-se num galvanometro de espelho com grande
sensibilidade (aproximadamente 3 x 10° amp. por mm.) e com a resisténcia
de 600 ohms. As cubas sdo de vidro especial transparente a luz U.V. e
de material nao fluorescente.

- M T
L l :

QQ

-

Fig . 2

lisquema do fluorofotometro de PPfalz e Bauer

Na tig 2 tem-se C e C' que sao as duas fotocélulas, F, F' e F" os filtros.

L a lampada, G o galvanémetro e T o transformador.

Desde que a fluorescéncia é diretamente proporcional & concentracio
da ribotlavina, quando se mede na mesma intensidade da luz ultra-violeia.
pode-se aferir o fluorémetro fazendo-se determinacoes da tuorescéncia en:
varias intensidades e com solucoes de concentracoes crescentes. Como é dificil
conseguir-se em dias diferentes, uma intensidade perfeitamente igual, acha-
mos mais conveniente fazer a determinacdao da fluorescéncia do padrao na
mesma ocasiao em que se procede a determinacao na urina. Entretanto, re-
produzimos na Fig. 3 um grafico onde se encontram os valores lidos no gal-
vanometro em funcao de varias concentracdes de riboflavina e numa mesma
intensidade. Na Fig. 4 veem-se as varia¢oes obtidas quando se modificam
as intensidades da luz transmitida.
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Para maior uniformidade nos resultados, procuramos trabalhar sempre
com uma intensidade pouco variavel (diafragma em 30 e reostato em 1,2)
que para o padrdo de 4 microg. de riboflavina no volume de 12¢cc (0,4 microg,/
lcc) da em geral o desvio no galvanémetro de 16-18, na intensidade de 30-
32. Cada vez torna-se necessario acertar a intensidade por meio de pequenos
movimentos do diafragma. Fazendo-se a determina¢do no momento com a
urina e com o padrdo a regulagem fica muito simplificada. Observamos que
nos circuitos muito carregados, como nos laboratérios em que existem varios
aparelhos elétricos em funcionamento, a corrente apresenta quedas periddicas
que se observam no galvanémetro. Para isso devem-se fazer duas leituras,
uma no maximo e outra no minimo, para todos os casos, porque representam
duas intensidades diterentes.

Substancias que interferem.

Alem das substancias fluorescentes ja mencionadas existem outras ainda
mal conhecidas e que possuem um espectro de fluorescéncia semelhante ao
da riboflavina. Mas como estas substdncias existem em quantidade muito
diminuta pode-se considera-las como nado significativas. A concentragdo dos
sais tambem fornece material fluorescente que mesmo na urina diluida pode

falsear os resultados. Nesse caso a técnica de adsorcao é a unica reco-
mendavel.

A reacdo da urina é outro ponto a ser considerado. Como a fluores-
céncia da riboflavina varia com o pH, é necessario que este nao seja muito
variavel. Achamos que o pH de 5.0 a 6.0 é o mais conveniente.

Adsorventes.

Antes de se processar na adsor¢do da urina pelo método indireto deve-se

"

verificar o poder de adsor¢do do adsorvente a ser empregado. E interes-
sante notar que nem sempre o melhor adsorvente se presta para o caso porque
retem tambem outras substdncias pigmentares indesejaveis e a eluicao é in-
completa. Abaixo damos o resultado’por nés encontrado com varios adsor-

ventes e expressos em unidades galvanométricas.

Adsorvenfe Riboflavina unidades
em microg. pH  galvanométricas
terra de infusério (Merck) .. .. .. .. .. 4 3 9
terra de infusério (Merck) 4 7 1
carviao animal (Merck) p. a. 4 3 1
carvao animal {Merck) p. a. 4 7 6
supercel .. .. .. .. . .. a0 el s 1 / 15
testemunhas 4 / 18

Como se pode deduzir dos resultados acima, tanto o carvao como a terra
de infusério adsorvem bem quando em pH apropriado. Para o caso da urina
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0 carvao nao se presta visto reter todos os pigmentos e ser de eluicao dificil.
A floridina ou o supersorb sio preferiveis, conforme mostrou Ferrebee (11).

Para todos os casos ¢ indispensavel fazer-se uma prova em branco com
o adsorvente porque este pode conter substdncias dotadas de fluorescéncia.

Recuperacdo da riboflavina.

QQuando se adiciona uma certa quantidade da solucdo padrdo de ribo-
tlavina & urina, os valores lidos no galvanémetro nao sdo equivalentes a soma
das tluorescéncias da urina e do padrdo adicionado. Ha sempre um erro que
pode atingir de 20 a 50 % . A recuperacdo é melhorada quando se adicionam
quantidades variaveis do padrdo & mesma urina em natureza, isto é, sem des-
truir outros pigmentos pela oxidagdo com o permaganato de potassio. A
oxidagdo aumenta sempre os valores da fluorescéncia. Quando se adiciona
o padrdo a urina tratada pela técnica de Emmerie ou de Najjar as recupe-
racbes sdo mais satisfatorias, bem que nao sejam perfeitas. Devemos lembrar
aqui o fato mencionado por Spies, Bean e Ashe (20) de que a fluorescéncia
da flavina urinaria difere da que se produz com a riboflavina sintética em

F

concentragao equivalente. A cor da fluorescéncia da riboflavina sintética é
amarélo-esverdeada e a da uroflavina é azulada. Quando se injeta ribofla-
vina na veia a substancia eliminda (flavina) tambem apresenta uma fluores-
céncia amarelo-esverdeada. Nos dias seguintes a fluorescéncia volta a ser
azulada. Parece, portanto, que a uroflavina ndao é completamente idéntica
a ribotlavina, mas deve ser substancia quimicamente muito préxima e re-

sultante do metabolismo da flavina.

Pela irradiagdo com lampada ultra-violeta (Hanau de vapor de Hg)
durante 20 minutos, da urina diluida e da urina adicionada de riboflavina,
depois de alcalinizada e posteriormente extraidas com cloroférmio, obtivemos

os resultados abaixo. A fluorescéncia é analisada na camada aquosa, depois
da extracao cloroférmica.

Recuperacao da riboflavina (valores em unidades do galvanémetro)

Antes da

irradiacdo Depois

Urina (2,4cc.) diluida para 12c¢cc. com agua . .. .. 21 3
Urina (2,4cc.} adicionada de 4 microg. de riboflavina f

e diluida para 12cc. com agua .. .. .. .. .. 33 20
Riboflavina (4 microg.) em 12cc. de agua .. .. .. 26 5

A urina adicionada de riboflavina deu um valor exatamente igual a
soma dos dois outros valores, ¢ que prova ter sido boa a recuperacao.
Prova de carga e eliminacdo normal .

A eliminacdo da uroflavina (riboflavina) é proporcional a quantidade
existente na alimentacdo. Nos individuos em deficiéncia da vitamina B,

bl

100,218 — B, I¥ —
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a urina é muito pobre em flavina. A injecdc ou ingestdo de riboflavina nos
individuos normais mostra a retencao de 30 a 70 % da dose. Na primeira

meia hora, segundo Najjar e Holt, a eliminagdo ja é completa em pessoas
normais com a dose de lmg. dada na veia. Em dois casos normais verifi-

camos que a maior eliminacdo se faz depois de 2 a 5 horas, quando a ribo-
flavina é injetada por via intramuscular na dose de Img. (Lactoflavina

Bayer)
PROVA DE CARGA
Caso [ microg/ lce microg/100cc Volume de urina Total
em CcC. em microg.

antes .. .. .. 0,62 62 730 446
depois de 2 hs. 1,24 124 110 136
depois de 5 hs. 1,7 170 420 697

Caso 11
antes .. .. ., 1,0 100 160 160
depois de 2 hs. 1.8 180 420 756
depois de 5 hs. 0, 80 450 360

Os valores normais sdo bastante variaveis quando a alimentac¢do nao é
uniforme. Em 12 casos normais por nds dosados encontramos os valores
variando de 12 a 145 microg. para 100cc. Em 4 casos a eliminagdo diaria
variou de 76 a 1300 microg. Em um caso normal seguido durante 25 dias, as
variacdes foram de pequena monta. Neste caso os afastamentos nao ul-
trapassaram 12 microg. para 100cc.

ABSTRACT

Urinary determinations of riboflavine were done with the methods of
Emmerie, Ferrebee and Najjar. Recovery experiments gave better results
with the method of Ferrebee and the modification of Najjar. Some details
are presented and calibration curves are constructed for the use of the Pul-
frich fotometer and the Pfalz and Bauer fluorphotometer. In two normal
cases it was observed that the excretion of riboflavine is great after 2 to 5hs
of the injection of 1mg. of synthetic riboflavine. Normal cases excreted in
an adequate diet 12 to 145 microg. of riboflavine per 100cc. of urine and 76
to 1300 microg. per day.
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