Estudos sobre a determinacao da vitamina B,
(aneurina, tiamina) na herva mate *

por
(rxilberto (. Villela

(Com 6 graficos no texto e 3 estampas)

A Infusdo de male (chda do Paraguay, herva male, yerba male) ob-
lem-se pela exiracio aquosa a quenle das folhas da planla « Ilex para-
guarensis » St. -Hil. As propriedades fisiologicas desta bebida (ém sido
pouco imvesligadas. Os esludos iniciais se fizeram de modo bastanle em-
pirico, tendo-se alribuido ao male efeilos vagos e indelerminados sobre
o metabolismo e a digeslao gastrica. Lesage verificou que a infusao de
mate attia sobre a alividade muscular e modifica a acidez gaslrica. ksses
resultados devem ser alribuidos em parle & presenca de caleina na in-
lusdo do mate.

O estudo das enzimas oxidantes e a acdo sobre o melabolismo
olicidico do extrato de mate, foi feilo por Otero (23) (24) (25).- A
questdo da presenca de vitamina (C na herva male ainda ¢ disculida.
IKiscudero e colaboradores (5) enconlraram, pela lilulacdo com o coranle
di-clorofenol indofenol, quantidades apreciaveis de acido ascorbico nas
folhas e na infusio do male, ao passo que Mendive nao conseguiu Si-
(quer isolar a vitamina sob a forma de vitamosazona, acreditando que se
esta vitamina exisle deve ser em quanlidade muilo pequena (20). Em
experiencias a serem publicadas proximamenle, nio nos foi possivel
obler respostas posilivas em cobaios lornados escorbulicos, nem lam-
pouco impedir o aparecimento da avilaminose nesses animais, (uer com
o extralo quer com a propria folha. Gatti Menéndez e Knallinsky (20)
tambem nio conseguiram modificar a evolucio do escorbulo humano,
que grassou no exercito paraguaio, com a ingestdo de doses elevadas
da infusio do mate. No cobaio tambem nao obliveram qualquer acao
protetora contra a avilaminose C. Deulofeu, do Instilulo Bacleriologico
de Buenos Aires, nos comunicou recenlemenle, que tambem nao conse-
guira resultados posilivos com a herva male no que respeila o leor em
acido ascorbico.

+ Recebido para publicagdo a 14 de Novembro de 1938 e dado a publicidade em Julho de 1939,
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O valor alimentar da herva mate suscitou até agora numero pe-
queno de {rabalhos. Otero, na Argenlina, procurou verificar se o in-
fuso de male conlinha vitaminas. Para a vitamina A empregou a {ecnica
do crescimento do rato e para as vitaminas do grupo B, instituiu pes-
quizas em ralos e pombos como lambem ensaiou a tecnica do desenvol-
vimento do levedo de Williams e do consumo de glicose de Damianovich
¢ Catan (22). Concluiu Otero que o mate contém vilaminas B, e B, e A\,
enlreltanlo nao foi feita nenhuma delerminacao quantitativa. Os flesls
teitos com o pombo forneceram resultados pouco demonsirativos; nem a
diela nem a sintomatologia foram tampouco referidas. O criterio citado
da hiperglicemia tambem nfo serve como indice da avitaminose. A acio
sobre o crescimento do levedo ¢ igualmenle desliluida de valor porquanto
¢ 1nespecifica. Todavia, os resultados obtidos nos animais fazem enlrever
a presenca de vitamina B na herva mate.

Em 1934, M. Saraiva (30) publicou uma pequena nota sobre o
mate, em revista nao tecnica, em que incidenlemente cita algumas expe-
riencias por ele executadas no Instituto de Quimica sobre a presenca de
vilamina B; na infusdo do mate. Refere este aulor que 40 cc. da in-
fusao a 12,5 grs. %, em substituicio a agua potavel, por dia, evila a
avitaminose dos pombos alimentados exclusivamenie com arroz descor-
licado. Concluiu que a herva mate contém vitamina antineuritica suli-
ciente para prevenir a polinevrile quando minisirada liberalmente. De-
vemos lembrar que nao foi feita nenhuma dosagem quantitativa.

Dado o numero pequeno de observacoes ¢ a falta de determinacoes
quantitativas nos propuzemos a verificar se de falo a herva male encerra
vilamina B; e em que quantidade. Os Irabalhos anleriores niao escla-
recem se a vitamina encontrada ¢ realmente a anlineuritica ou o con-

junto dos fatores do grupo B.

TECNICAS EMPREGADAS

Os ensaios em animais sendo sujeilos a varias causas de erro quando
a percenlagem de vitamina ¢ muilo pequena, procuramos comprova-los
por meio de outros processos hoje bastante empregados e que permitem
dosar a vitamina com material menos abundante e com maior rapidez.
O presente trabalho s6 se refere a vilamina B; que recebeu as denomi-
nacoes de aneurina por Jansen e de tiamina por Williams.

Os tests empregados foram os seguintes:

a) tests do pombo e do camondongo (Peters, Cowgill);
bh) lest vegetal (Schopfer e Jung);
¢) test da fluorescencia do liocromo (Jansen).
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Os tests animais no pombo e no camondongo forneceram resultados

pouco salisfalorios, mas permitiram evidenciar a presenca qualitaliva da
aneurina.

[ENSATO COM O POMBO.

Adotou-se primeiro o criterio curativo (Peters), depois o preventivo e
por Iimn o da manutencao do peso (Carter (2), Cowgill (4)). Os animais para
as primeiras experiencias foram pesados e mantidos inicialmente com a alimen-
tacio de arroz descorticado, polido e lavado. A lavagem e secagem sao indis-
pensavels para relirar qualquer (uantidade de aneurina presente no po que fica
aderente ao grao (Spruyt) (40). A alimentacio com arroz deve ser durante 8
a 10 dias somente, porque o arroz descorticado ndo ¢ um alimento satisfatorio
para o equilibrio alimentar do pombo, nac sO6 no que diz respeito as vitaminas
A e D como tambem as proteinas e sais minerais. Por esse motivo adotamos
uma dieta mixta composta de arroz descorticado e lavado, caseina purificada,
gordura de manteiga, mistura salina (Mc Collum 185). O lodo ¢ adicionado de
agua, séco na estufa e cortado em pequenos pedacos. O o6leo de ligado de
bacalhao foi ministrado por via oral em gotas emulsionadas com agua e intro-
duzido com sonda. A vitamina C ndo foi adicionada porque o pombo ¢ capaz
de sintetiza-la (Simmonet, Sugiura e DBenedict) (39). Em alguns casos em-
pregamos o hidrolizado alcalino de carne (tenddes, aponevroses). Lste era mis-
lurade com maizena, séco a 1200 e triturado. Os animais se adaptam facilmente
a essa dieta.

Cowgill (4) empregou, com bons resullados, os residuos da carne de
vaca como fonte suplementar de proteinas. |

O peso inicial dos pombos variou de 320 a 400 grs., os quais licavam
de 8 a 10 dias com a alimentacao exclusiva de arroz descorticado passando
em seguida a4 diela com caseina acima descrita. Ao cabo de 12 a 15 Jias apa-
reciam os primeiros sintomas. Os fenomenos nervosos eram mais tardios, sobre-
tudo quando a alimentacdo €é forcada. O opistotono nem sempre aparece. Al-
guns morrem sem que se verifiquem sintomas agudos. A questio do apareci-
mento do opislolono parece depender da localizacio da lesio quimica do sis-
tema nervoso, como muito bem fizeram vér recentemente Galvao e Pereira (7).

A prova da cura foi instituida em 4 pombos que apresentaram sintomas
lipicos. A injecio de 20 cc. do extrato aquoso a 109, nao allerou a atitude nem
o opistotono, mesmo a introducdo por meio de sonda (40 ce. do infuso a 5 e
109%) nio determinou nenhuma cura. Em um caso fol possivel pela minis-
tracio de 10 grs. do adsorbato total correspondente a 20 grs. da herva mate
obter melhora sensivel com volta do apelite e desaparecimento do opistotono.

O desaparecimento do opistotono nao indica a rigor que a substancia
contém vitamina B, desde que oulras subslancias podem igualmente gozar desla
propriedade, assim a histamina (Peters). A cura expontanea tambem pode ser
observada (Kon e Drummond) (14). Em Dboas condicdes experimentals o lest
curativo pode ser ulil (Kinnersley, Peters e Reader) (2).

Fizeram-se oulras experiencias com o fim de verificar o 1mpedimento
dos fenomenos polinevriticos (test preventivo) tanto com o emprego da infusio
como do adsorbato. Soémente o adsorbato fol capaz de evitar o aparecimento
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da avitaminose, com relativa manutencio do peso, em 3 pombos dos 6 es+
tudados.

A manutencdo do peso foi possivel quando pela adicio da herva pura A
maizena séca na estufa e (riturada em seguida. A quantidade diaria de herva
foi de 30 grs. O peso se manteve durante 6 a 7 dias. Houve depois quéda de
peso. |

Os pombos mais pesados sido os que se prestaram mais ao ensaio.

A terra de infusorio conhecida como reagente de Lloyd tem grande poder
de adsorcio pela aneurina, como ja fol demonstrado varias vezes (Salmon,
Guerrant e Hay, Levene e van der Hoeven) (28) (29) (16). Ultilizamos tam-
bem com bons resultados o kaolim lavado e séco. |

A ministracio da infusao do mate s6 pode ser feita por meio de sonda
fina introduzida no papo. O volume de liquido ndo deve ultrapassar 15 cc., senio
o animal regorgita todo o conteiido estomacal. A subslituicio da agua potavel
pela mfusao ndo € recomendavel, porque o animal utiliza muito pouco liquido
e cada vez menos.

As respostas pelo peso ndao foram muilto salisfatorias. O grafico 1 (p. 241)
apresenta os ensaios com a infusao aquosa a 5 e 100, e com o adsorbato total
equivalente a 25 grs. da folha original.

O ensaio com o camondongo tambem nido fol muito demonstrativo, ex-
ceplo quando se utilizou o adsorbato. IForam escolhidos camondongos machos
de 28 a 30 dias de idade e pesando 7 a 9 grs. Os animais em numero de 16
foram separados por grupos de 2 em gaiolas metalicas com fundo gradeado para
evitar o acumulo de fezes e a coprofagia. |

A dieta empregada for a de LEvans e Lepkovsky:

Caseina 20 partes
Sacarose ~ 70  »
Mistura salina 450"
LLevedo autoclavado 10! =

A caseina usada foi a de Schuchardt (Gorlitz) purificada 3 vezes. A ca-
seina € primeiro agitada com solucdo acelica a 0,19o durante 2 dias e depoils ex-
traida com alcool. Adicionam-se 2 litros de alcool para 400 grs. Decanta-se,
adiciona-se alcool absoluto, filtra-se no buchner e seca-se na estufa a 600. A
sacarose deve ser pura. A mistura salina ¢ de Mc Collum-Davis N.o 185 e tem

a seguinte composicao.

Lactato de calcio 30,15 grs
[Fosfato de calcio 14,60 >
Fosfato acido de potassio 20,78 , »
Fosfato de sodio 9,38 »
Cloréto de sodio 4,67 »
Sulfato de magnesio 7L bel
Citrato de ferro | 3,19 »

O levedo ¢é preparado como segue:

Seca-se 1 kilo a 600 que fornece perto de 360 grs. Usamos o fermento
Fleishmann fresco em tijolos. Para cada 100 grs. do levedo seco, adicionam-se
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Grafico 1 — Test do pombo.
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125 cc. de soda N/10 formando entio uma pasta leitosa. Leva-se :#@ autoclave
durante 6 horas a 120o. Neutraliza-se com acido cloridrico 0.1 N. Seca-se na
estuta e ftritura-se. O po ¢ adicionado a dieta. Com esta dieta praticamente
isenta de vitamina B; e contendo vitamina B, e os demais fatores, os animais
crescem durante 1 semana até haver parada do peso. Principia-se entio a dar
a substancia a ensaiar. As testemunhas morreram 20 a 22 dias depois.

A ministracdo do adsorbato (1 gr. por dia) foi capaz de manter o peso
durante 8 dias. A injecdo de 1 cc. do liquido concentrado (eluicio de 3 grs. de
adsorbato) repartido em 3 porc¢oes determinou ligeiro aumento do peso. Per-
turbag¢des da marcha e a polinevrite s6 foram obtidas em 4 animais. Para esses
sinfomas serem mais constantes ¢ necessario que a dieta contenha aneurina em
pequena quantidade ou que se injetem pequenas doses (0,5 unidade de dois em
dois dias). O grafico abaixo mostra a resposta ao adsorbato.

ars
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Grafico 2 — Resposta a ingestao do adsorbato e a mjecao do liquido de eluigao
em camondongos carenciados (avitaminose B).
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Os ensaios feitos com os demais tests (Schopfer-Jung, Jansen) permitiram
verificar que o adsorbato, correspondendo a 1 e 2 unidades internacionais de

aneurina, fornece pelos tests do pombo e do camondongo respostas pouco uni-
formes e incertas. Os animais nem sempre reagem bem quando a quantidade
de vitamina é muito pequena.

TEST VEGETAL DE SCHOPFER E JUNG.

Desde os lrabalhos iniciais de R. J. Williams, de Funk e Dubin,
de Eddy, de Bachman e de tantos outros, se procurou mostrar que OS
levedos necessitam de vitamina B para o seu desenvolvimento. Esse
tato mereceu a atencao especial de Williams que propoz um lest para a
dosagem da vitamina B, baseado no crescimento do levedo. Funk e Dubin, -
Eddy e Stevenson, Fraenkel e Schwartz tambem indicaram varias tecnicas
fundamentadas na proliferacdo das células do levedo, avaliadas por ora-
vimelria, por contagem de células ou pela producdo de CO,. As inumeras
pesquizas sobre a natureza dos fatores de crescimento dos microorganis-
mos vieram mostrar que o « bios » que atia com enorme intensidade no
desenvolvimento do levedo nao deve ser confundido com a vitamina B1.
O «bios » é por si consliluido de 2 ou mais fatores. A aneurina é um
falor importante para o levedo, mas que pode em muitos casos ser sin-
lelizada por ¢le. Portanto, os tests baseados no crescimento do levedo
para a dosagem da aneurina deixam de ter valor dada a sua inconstancia
e lnespecificidade (41).

Em 1930, Schopfer verificou que um cogumelo da familia das Mu-
corineas, o « Phycomyces blakesleeanus, Bgf » tem a faculdade de s6
se desenvolver quando o meio encerra a aneurina. Quando este cogumelo
¢ semeado em meio sintético ndo se d4 nenhum ou quasi nenhum desen-
volvimento. A adicdo de quantidades diminutas de aneurina (0,0005 y
por 1 cc. do meio) ja permitem o seu crescimento. A acdo da vila-
mina ¢ proporcional a quantidade adicionada. Quando ¢ atingido um
certo limite, uma nova adicao é sem efeilo e mesmo nociva (Schopfer).
De 1931 a 1935, Schopfer e Jung, propuzeram um lesl para a dosagem
da aneurina baseado na sensibilidade do <« Phycomyces » as pequenas
doses dessa vitamina (31) (34).

As solucdes puras contendo vitamina B fornecem curvas facilmente
interpretaveis (33). Quando se tem que experimentar substancias com-
plexas torna-se indispensavel fazer um tratamento prévio para isolar a
vitamina. O ensaio com as solucoes purificadas da valores bastante cons-
lantes para que sejam ulilizados com proveito nas dosagens quantitativas.
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PURIFICAGAO DOS EXTRATOS AQUOSOS DO MATE.

Os exlratos aquosos simples do mate foram por nés primeiranmente
ensalados e se mostraram ativos sobre o desenvolvimento do « Phyco-
myces » em doses baslante pequenas (0,05 ce. para 20 cc. do meio.
0,0025 cc. para 1 cc. do exlralo a 59%). O grafico abaixo mosira bem
a proporcionalidade da sua acio.
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Grafico 3 — Acdo do extrato aquoso a 5 0/0 sobre o desenvolvimento do “Phycomyces’’.

Eniretanto, para uma delerminacdo mais exala lorna-se necessario
purificar o extrato, eliminando as substancias que possam ler influencia
sobre o crescimento do cogumelo. |
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A regularidade da curva acima (grafico III) mostra que a subslan-
cia alivadora exislente no extrato nao purificado age tal como a aneu-
rina. A presenca de azolo no extrato podia ser um falor perturbador
desde que se sabe que a curva varia com a concenlracio do azolo do
meio. Para verificar esse ponlo, dosamos pelo Kjeldahl a quantidade
exislenle de azolo para 1 cc. do extraloc. A quantidade achada foi de
0,006 mg., que diluida em 20 ce. do meio fica na concentracio de
0,000028 mg. para 0,1 cc. do extrato e 0,0028 mg. se for adicionado 1 cc.,
portanlto nao influe sobre a concentracido lotal em azolo do meio.

A existencia de caleina no malte nos sugeriu que esta subslancia
poderia atuar sobre o desenvolvimento do cogumelo. Os resullados ob-
lidos foram os seguinles:

Quadro 1
Cafeina [solucao 0,2 o/o] Quantidade adicionada | Peso do ‘‘Phycomyces”
1Ree. equivalente a 2 mg. cafeina 23,3 mg.
0,5 cc. < a : 1 mg. 26,4 mg.
0,1 cc. « a 0,1 mg. 30,8 mg.
0,05 cc. « a 0,05 mg. 25,3 mg.
Sem adi¢do de cafeina 246 mg.
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Baltes de 150 cc. com 25 cc. do meio.

Todos os baloes foram adicionados de 0,2 y de aneurina.

As pequenas diferencas, pouco significalivas, devem-se provavel-
mente ao teor em azolo da cafeina. A cafeina conlida em 100 cc. do ex-
trato é de 2,5 mg., sendo que 1 cc. contera séomente 0,0 mg. e 0.1 cc.
0,05 mg. que para o volume de 25 cc. do meio licaria de 0,02 mg. para
1 cc. do meio. Nessa conceniracao como se vé no quadro acima a acao
da cafeina do extrato é pralicamente nula. Os valores referidos na lile-
ratura para o teor em cafeina das folhas variam de 0,520s (Stengel) ate
0,8906 (Konig) e 1,85% (Slenhouse ¢ Stahl) (15) (48). LExperimentamos
lambem a influencia da acelilcolina e da adenina, que ja tém sido encon-
iradas no mate, sem que observassemos gualquer acao estimulante sobre

o desenvolvimento do « Phycomyces ».
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Quadro 2

Aneurina Acetilcolina Peso do cogumelo

0,2 y 10 mg. 23,1 mg.

0,2 » 5 mg. 26,0 mg.
Aneurina Adenina |

0,2 y 10 mg. 25,9 mg.

0,2 y 5 mg. 21,8 mg.
Testemunhas (0,2 y de aneurina) 25,4 mg.
Sem aneurina e com adenina e acetilcolina Ausencia de desen-

volvimento
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O extrato simples foi obtido da seguinte forma:

o grs. de folhas sio exiraidas com 100 cc. de agua em ebulicio
contendo 19o de acido acetico (pH 3.8-4.0). A agua é adicionada por 3
porcdoes de modo a exirair maior quantidade de material. Filtra-se e o
filtrado ¢ ulilizado para os ensaios. A purificacdo foi feita pela adsorcio
da aneurina com tlerra de infusorio, kaolim e carvdo (norita). Todos
oS Ires adsorventes se mostraram ativos, bem que o kaolim e a terra de
infusorio (Merck) tenham dado melhores resultados, com o pH de 4.0.
Levene e van der Hoeven (1924) ja haviam verificado que o reativo de
Lloyd (terra de infusorio) adsorve seletivamente a vitamina B,. A vita-
mina B, s6 é adsorvida quando o pH é muito baixo (0,05 a 0,1) e a elui-
cao muito mais dificil (Narayanan e Drummond) (16) (21).

O preparo do adsorbato foi feito da seguinte maneira. Pesaram-
se 00 grs. das folhas e adicionaram-se 500 cc. de agua contendo 19o de
acido acelico glacial. Deixou-se na geladeira durante 12 horas, agitando-
se frequenlemenle. O liquido foi filtrado ¢ adicionado de alcool a 95°
acidulado com 0,5 cc. de acido sulfurico M/1. Adicionou-se em seguida
20 grs. de kaolim ou de terra de infusorio e deixou-se na geladeira du-
rante 3 horas. Filtrou-se no Buchner e lavou-se o adsorbato com a
solucdao acetica a 19 e alcool a 95°. O adsorbato depois de séco na es-
tufa a 100° foi entdo empregado nas experiencias em animais.

Para os ensaios com a lecnica de Schopfer preparamos -preferente-
mente o adsorbato da seguinte férma: o extrato a 5% em [solu¢do aquosa
contendo 19y de acido acetico é adicionado do adsorvente. Para cada
10 cc. de exlirato empregamos 0,2 ¢g. de kaolim puro lavado ou de iran-
konite ou terra de infusorio Merck. O maximo de adsorcido ¢ obtido
quando o adsorvente fica 12 horas em contato com o extrato, na gela-
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deira. Apés esse lempo cenlrifuga-se ¢ ¢ adsorbato ¢ lavado com SO-
lucio acetica a 195 e alcool a 95° e séco na estufa a 1000

A quantidade de 0.2 grs. ¢ suficiente para a lerra de infusorio
como para o kaolim, bem que esle seja mais ativo. O carvio (norile)
nao ¢ aconselhavel para esle test porque dificulta a separacao do cogu-
melo.

Quadro 3
Peso do ‘““Ph ” _
Quantidade do adsorvente ycomyces™ em mgrs
em mgs. 7
Carvao Terra de infusorio Kaolim
100 5 o g
200 29 o5 .
500 " oAl 9% i

B — = = —— . - i — —
= = = — - = = =

TECNICA DE DOSAGEM.

A tecnica de Schopfer-Jung consisle na semeadura do cogumelo
em melo sintetico adicionado da substancia contendo a aneurina e a pe-
sagem da cultura depois do desenvolvimento complelo no 10.° dia.

MEIO DE CULTURA SINTETICO.

O meio sinletico usado foi o de Schopfer cuja composicio ¢ a se-
guinte:

(zlicose o0 grs.
Asparagina 1 gr.
Fosfato acido de potassio 1,5 gr.
Sulfato de magnesio 0,5 gr.
Agua 1000 cec.

Foram usados baldes de vidro neulro de 150 cc. e de 20 cc. arro-
lhados com algoddao hidréfilo. O algotdo brulo deve ser evitado porque
contém um fator de crescimento (pirimidina) (Schopfer) (35). Em al-
guns casos tambem empregamos (ubos de ensaio.

A substancia a ensaiar (exitrato ou adsorbalo) ¢ adicionada ao meio
sintetico. Os baldes sdo levados ao auloclave onde permanecem a 110¢
durante 10 minutos exatos. Depois de Irios sdo adicionados de 2 golas
da suspensdo recente de esporos do « Phycomyces ». A cultura do « Phy-
comyces blakesleeanus, Bgl, amoslra sexuada, deve ser feita em meio
solido (agar e malt a 206). NOs empregamos amosiras que nos foram
genlilmente enviadas pelo Prol. \WW. H. Schopfer do Instiluto Botanico da
Universidade de Bern.
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VOLUME DO MEIO.

O volume do meio empregado inicialmenle por Schopfer e Jung
fo1 de 25 cc. em baldes de Erlemeyer de 150 cc. de capacidade. A cul-
lura tambem se desenvolve bem em tubos de ensaio, .sendo nesle caso
0 volume de liquido de 1 cc. ou 2 cec. e a concentracio de asparagina
de 2,5 gr. por lilro. A tecnica da cullura em tubos fol por nos anterior-
mente utilizada (42) e recentemente proposta por Schopfer e Jung para
a dosagem de pequenas quantidades de aneurina (33).

COMPOSICAO EM ASPARAGINA.

A concentracio em asparagina ¢ muilo imporlanle para a oblencao

Lo

30 :’.’ >

PHAHYCDMYCES
2
/;

~ @
a RIIR
4 A0 : -
0
h .
A e
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Grafico 4 — Curvas de peso do “Phycomyces’” em tnbos e baloes contendo volumes
variaveis (1,2 e 10 cc.) do meio sintetico.
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de curvas de peso homogeneas. Na férmula de Schopfer a concentracio
¢ de 1 g. por litro e o volume do meio de 25 ce. Meiklejohn obleve
resultados muilto conslanles com a asparagina a 2 ¢. por 1000, usando
volumes pequenos do meio nulritivo (3 ce.). Sendo o peso da colheila
proporcional ao ledr em asparagina, ¢ porlanlo indispensavel que se
tacam dosagens sempre com o meio de composicio ¢ volume idenlicos.
O grafico acima moslra diferentes curvas de peso por nés oblidas com
volumes diversos do meio.

INOCULACAO DO .COGUMELO.

A emulsdo de esporos é preparada no mesmo dia da semeadura,
partindo de uma cultura em meio so6lido bem desenvolvida (7 a 8 dias).
Costumamos adicionar 10 a 15 cc. do meio nutritivo ao tubo conlendo a
cultura e agitar bem até que a emulsio fique lurva. Aspira-se comm
pipela Pasleur e deixa-se cair 2 gotas em cada baldao. Agila-se no mesmo
dia e nos 2 dias seguintes para que a emulsio se distribua bem nos
baldes. A quanlidade de esporos inoculados nao tem grande importancia;
as culluras fornecem finalmente o mesmo peso tanlo com emulsdoes de
300.000 como de 1 milhdo de esporos por mm?® (Schopfer). A quanti-
dade de aneurina que a emulsio pode acarrelar por si sO ¢ insuficiente
para influir no desenvolvimento do cogumelo no meio sintetico. As vezes
aparece uma pequena lurvacio devido a esse falo mas cuja cultura final
nao fornece um peso superior a 10 mg.

SEPARACAO DOS MICELIOS.

Ao cabo de 10 dias a cultura atingiu o crescimento maximo, sendo
entdo retirados os micelios facilmente para a secagem e pesagem. In-
troduz-se um bastio, desprega-se a massa micelar compacia que logo
lhe fica aderente. Lava-se a cullura em agua distilada e seca-se na es-
tufa a 100° durante 1 hora. Pesa-se com balanca analitica. Quando
o desenvolvimento ¢ minimo, como no caso da presenca de (racos de
aneurina, a cultura fica submersa, sem formacdo de hilas aereas ¢ es-

porangios.
PREPARO DO PADRAO.

Ao mesmo tempo que se preparam os baldes com o material a
analizar, prepara-se tambem uma série de baldes de igual capacidade
e com o mesmo volume do meio, e adiciona-se a vitamina padrao de
kaolim ou de terra de infusorio, em que 10 mg. representam uma unidade;
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inlernacional. O adsorbalo padrio ¢ fornecido pelo National Institute for
Medical Resecarch de Hampslead, Inglalerra, oficialmente adotado pela
[Liga das Nacdes (3).

Uma unidade inlernacional equivale aproximadamente a 2 gamas
de aneurina pura cristalizada. O peso de aneurina para produzir, nas
condi¢cdes experimentais acima, 1 mg. séco de cogumelo, represenla o
que Schopfer denominou de unidade-Phycomyces ou seja de 0,005 y ! (33).

O « Phycomyces » se desenvolve produzindo o mesmo peso da cul-
lura com qualquer das preparacdes puras de aneurina em déses equiva-
lenles (31). A aneurina crislalizada ou melhor os preparados comer-
cials conlendo doses conhecidas dessa vilamina, podem (ambem ser empre-
gados dando resullados perfeilamenle comparaveis entre si (Villela) (42).

A comparacao enlre a curva de peso fornecida pelo padriao inler-
nacional ou pela ancurina cristalizada ¢ a curva de peso produzida pela
substancia a ensaiar, permile eslabelecer uma dosagem baslante precisa,
desde que se lenha verificado, por ensaio prévio, qual a diluicio conve-
venienle. Se a quanlidade de vilamina ¢ excessiva, o resultado é falseado
¢ 6S valores oblidos ndo mais exprimem a quantidade existente. O papel
~da aneurina sendo a de um calalizador na ulilizacdo do nitrogenio do
melo (asparagina) ¢ claro que exisle uma dose maxima além da qual a
adicao suplemenlar de vitamina nao pode mais allerar o desenvolvimenlo
do cogumelo.

Para a dosagem em peso, fazem-se diluicdoes crescentes de modo
a obler uma curva em que se lomam os seus valores maximos. Além desse
ponto ha ligeira quéda que se deve ao excesso de vilamina.

ESPECIFICIDADE.

Os primeiros irabalhos de Schopfer faziam crér que o « Phyco-
myces » nao se desenvolvia senao quando a aneurina era adicionada ao
meio de cultura sintetico. Mais larde, porém. esle autor observou que
a destruicao da aneurina pelo superaquecimenlo em melo alcalino nao
fazia perder a sua alividade sobre o cogumelo. Este fato foi posterior-
mente esclarecido quando foram empregados os produlos de desinlegra-
cdo da aneurina (tiazol e pirimidina). Nem a pirimidina (4-metil-4-amino-
5-amino-melil-pirimidina) nem o tazol (4-melil-5-(bela-oxietil )-l1azol) 1so-
lados sdo capazes de atluar como lalores de crescimento, mas quando adi-
cionados conjuntamente eles se lornam alivos para o « Phycomyces ».
[sso significa que o cogumelo ¢ capaz de sinlelizar a aneurina quando 0s

119 -— 1 gama = 1 micrograma = 0,001 mgr.
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componentes da aneurina se acham presentes. A primeira vista, parece
que o test perde a especificidade; de fato, deixa de existir completa es-
pecilicidade, mas a adsor¢do com o kaolim ou a terra de infusorio no
pH dec 4,0 s6 se da para a aneurina, nem o tiazol nem a pirimidina sio
adsorvidas, logo o valor do test persiste. Para a dosagem de produtos
vilaminicos lem-se verificado perfeita concordancia entre este test vegetal
e 0 test do pombo (IFaguet) (6).

Oulros microorganismos tém sido propostos como lest para a evi-
denciacdo e dosagem da aneurina. O tripanosomideo « Strigomonas on-
copelti » sO se desenvolve quando a aneurina esta presente (M. Lwotl)
(17). Com as diluicOoes da aneurina de 1x 10-8 a 1x 10-° ja aparecem cul-
turas (18). A pirimidina e o tiazol ndao substiluem a aneurina, nem 1SO-
lados nem adicionados conjuntamente. A acdo da aneurina € para esse
protozoario muito mais especifica do que para o « Phycomyces ».

Desde que a vilamina ¢ um fator indispensavel para muitos micro-
organismos (bacterias) (Knight) (11, 12, 13), (protozoarios) (L.wolit) (17,
18) e que as substancias pirimidinicas e tiazolicas nao tém influencia,
parece 4 primeira vista que estes microorganismos devam ser preferidos
ao lesl de Schopfer-Jung como indicadores da presenca -de aneurima. En-
lretanto, a dificuldade em se obter uma cultura uniforme, além da im-
possibilidade de avaliar as variacdes quanlilativas, lornam esses microorga-
nismos improprios para um test de dosagem. A inoculacio do meio com
bacterias ou flagelados tem muita importancia, assim pequenas variacoes
no numero de celulas inoculadas ja fornece resultados discordantes, ao
passo que o « Phycomyces » pode ser semeado por meio de emulsoes
de densidade diferente sem que o peso da colheita ofereca variacdes apre-
ciaveis. Outra vantagem reside na medida do .desenvolvimento da cul-
tura que se torna muito dificil com os protozoarios e facil com um cogu-
melo de micelios aereos como é o « Phycomyces ». Nem o bios (inositol)
nem o acido pantolenico de Williams tém ag¢do sobre o « Phycomyces »

(Schopfer, Meiklejohn) (32) (19).
RESULTADOS.

A adsorcio da aneurina existente no extrato aquoso do mate em
pH 4.0, pela lerra de infusorio ou pelo kaolim (pH 3.0), nos forneceu
os resultados que passamos a relatar. As curvas de peso estabelecidas
indicaram que 100 grs. de folhas contém 60 a 280 y de aneurina. O fest
da fluorescencia tambem mostrou valores proximos a esses. lanto o mate
verde como o mate chamado « queimado » contém aneurina em concen-
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ragao proxima. Com o emprego do adsorbato de kaolim em déses cres-
cenles oblivemos curvas lipicas como exprime o gralico abaixo.
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. A lecnica mais favoravel foi a do emprego de dbses crescenles
do adsorbalo.
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ANALISE CROMATOGRAFICA .

Usamos o dispositivo de Mohler e Himmerle (51) que nos forneceu
uma coluna com tres zonas distintas. A primeira zona de cima de 4cm.,
a segunda do meio e a terceira de baixo com 8 em. cada uma. A pri-
meira zona ¢ incolor, a segunda verde e castanho-esverdeado, e a ter-
ceira incolor. A aneurina acompanha o pigmento na zona média, sendo
tambem encontrada na camada inferior. O volume de liquido foi de 10 ce.
e 0 lubo de 24 cm. de comprimento e 0,7cm. de diamelro. O adsorvenle
empregado folr a terra de infusorio.

DOSAGEM DA ANEURINA PELA REACAO DO TIOCROMO (JANSEN).

Diversas reacdes coradas (ém sido propostas para a identificacao
da vilamina B,;. Umas se baseiam na diazo-reacdo e suas modificacoes
(Kinnersley ¢ Pelers, Prebluda e Mec Collum, Willstaedl), oulra na reacao
com o iodelo de bismulo e potassio (Naiman), oulras nas reacdes com
0 2-6-dibromoquinona-cloro-imida (Raybin) ¢ com o p-dimelil-amino-ben-
zaldehido (Tauber) e por fim na fluorescencia do tiocromo (Jansen) (1)
(8) (9) (27).

Quasi todas essas reacoes sO dao resullados salisfalorios com Sso-
lucdes puras de aneurina. A unica que lem provado bons resultados nas
determinacodes da aneurina em produlos biologicos ¢ a do liocromo de
Jansen. |

Em 1936, B. C. P. Jansen (8) (9) publicou um mélodo para a do-
sagem da aneurina lendo por base a fluorescencia produzida pelo tio-
cromo que se obtem depois de oxidar a vilamina. Esla lecnica fol em
seguida aplicada 4 dosagem da aneurina nos liquidos biologicos (urina,
sangue, liquor) (9) (45) (46) (49). Nos livemos ensejo de aplicar esla
lecnica 4 dosagem da aneurina do male, obtendo valores concordantes
com os enconlrados para a tecnica de Schopfer (43) (47).

A tecnica por nés adotada fol a seguinte:

O grs. de folhas de mate sio extraidas a quente com 3 porg¢des de
agua distilada em ebulicio num total de 100 cc., acidulada com acido
acetico até o pH de 4.0. Fillra-se e tomam-se 10 cc. que se adicionant
de 100 mg. de terra de infusorio (frankonile) ou melhor de kaolim pura
lavado. Deixa-se na geladeira duranle 1 hora, agitando-se Irequentemente.
Centrifuga-se e lava-se com uma solu¢do de acido acetico a 10 e depois
com elanol a 96°. O adsorbato ¢ séco na eslufa a 100° e adicionado de
9 cc. de metanol e 1 cec. de soda a 309,. Agita-se e junta-se 0,8 cec. de
ferricianeto de potassio a 194l € 12 ce. de 1sobulanol. Deixa-se em repouso
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durante 1 hora ou centrifuga-se e retira-se a camada de isobutanol que
acarreta o tiocromo, e submete-se 4 luz ultra-violeta em comparacio
com um padrao de aneurina tratado da mesma maneira. Usamos varios
padrdes contendo de 1y a 5y de aneurina sintetica (Benerva Roche).
A 1ntensidade da fluorescencia ¢ medida tambem com mais precisiao
pelo fotometro Pulfrich de Zeiss adaptado a uma lampada de vapor
de mercurio de Hanau. Neste caso mede-se a percentagem de luz trans-
milida ou absorvida e um unico padrio inicial ¢ suficiente. As dosagens
feitas com varias amostras de mate nos forneceram valores variaveis
de 80 a 250 y para 100 grs. de folhas de mate sécas. O mate verde
contém em média quantidades superiores as do mate séco. Das amosiras
estudadas por nods, provenientes de varias fontes, sempre enconiramos
valores médios em torno de 100 y. O mate chamado queimado tambem
contém aneurina em concentracdo proxima a esse valor.

ABSTRACT.

Studies on the determinalion of vitamin B (aneurin, thiamin) in (he

« tea » of Paraguay (yerba mate).

1) The infusion used as a beverage and known as lea ol Paraguay
or male (Ilex paraguarensis, St. Hil.) contains vitamin B
(aneurin).

2) Aneurin determinations were made on the infusion commonly
used (waler extract) and on the complete water and alcohol
extracts. The presence of aneurin was detected in both ex-
tracts. For quantitative study -aneurin was adsorbed irom Lhe
extracts (pH 3.8-4.0) by means of fuller’s earth and kaolin.

3) Animal tests with pigeons and mice (curalive, preventive and
maintenance of body weight) give posilive bul inconstant re-
sults. No exaclt quantitative values could be obtained wilh the

animal test.

4) Schopfer-Jung test -based on the development of the mould
« Phycomyces blakesleeanus, Bgf » showed constant results. Re-
gular growth curves were obtained with the adsorbate of kaolin

and fuller’s earth.

5 The thiochrome fluorescence test introduced by Jansen was
applied to the detection of aneurin in the adsorbate and good
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results were found which check closely with those encoun-
lered by the Schopfer-Jung test.

6) The determinations of aneurin by means of lhe Phy comyces
and thiochrome tesls gave values varying from 60 lo 280
per 100 gr.

7). Green leaves are more rich in aneurin than dry ones.
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Estampa 1|

Fig. 2 — Desenvolvimento do «Phycomyces» pela adicio ao meio sintetico de

200 mgr. do adsorbato de kaolim e 100 ¢ 200 mgrs. do adsorbalo de
lerra de infusorio.
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