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i presenga da biotina, vitamina do complexo R, a&r correntes 2
quaticas ¢ a dificuldade de nbter biotina com atividades kio
lTogicas pela sintese quirica, motivaram a busca de novos mito
dos .

“tualmente se obtem bietina por fermentacac, anrovaitando a
feaculdade de binssintese de Esperobororyces. Nesta investigg
a0 hibliografica, seo analisa a possibilidade «d¢ nroaduzir bio
tina em lagoas facultativas que recebem os rosiduos de indus
trias de batatas auo san estabilizados per oxidacao biologica,
¢ utilizades come meios nutricntes. 9 qruro E.Coli,e em asne
cial Aerobacter acrogenes, tem a faculdade do sintetizar bin
tina. Hesse precosse estdo associadas as algas (Chlorella vul
garits) responsaveis pola fotossintesc o as bact@rias ( TZocap
sa floridana ) que consomem ¢ armazonam hiotina o além disso
permitem o desonvolvimente das a2lgas.

) tratamento & foitc princinalmente em Tagnas facuitativas om
quc se dosconvolver organismns tante aerdbios o anagrnbies.

"s concicoes otimas om Tanoas facultativas nara a hinssinte
¢ sao: temnoratura A~ Aqua 10 a 300C. tomncratura  ambiento
15 a2 25°C, profundidode  da lacoa 1,2 a 2,6m K 7 a 7,5, car
g2 residual tratade 17 2 250kg de BOD/ha/diz o ausincia to
tal dc algas verdes azuladas, causadoras do odor desagradavel
cda lagoa. Come pracursores para a 3iossintesc se requarem ari
noacidos livros o hidratos ¢o carbono.

Mos rosiducs  de batata so encontram asnocialmante L-alanina,
serina, acido glufarico, quo respendemem forma coxcelonte as

axigéncias do  A. cerogenes.



Jutre nrocurser indispansavel nara & binsssintose & o Acide ni
melice, cdbtidn nala draradacas 4os carbpidratns. % secquencia
mais accitavael da biossintess 7o

Teide pimdlico (A8 )e————p 7-0x0-8-amine pelaroinice{7-K P)—b

Teivo 7,8-diamineg roiargénice (DAP)——-—dostichiotine ~( UTR)

———pBicotina .

G predute final que £ retirado des lagoas erm forme 4o uma mas
sa micazliar do a2lgas., bact3rias o bintins node scr utilizade
circtamentc come moio nutritivo nara a sintose microbiolidgica,
cu nara a alimentacaon J2 noixos, aves o outres animais,

Ba massa miceliar hidrnlizada so podo senarar a hieotira 2 nu
rifica~Ta nara usc mcdicinal,

Os rendimuntas alcancados sao de 55-10.000 ng/litro de  Agua
residual tratada.



La presencia de Ga bistina, vitemina dal comnlern B, cm cor-

rientes acuaticas y "2 Zificultad deo rhioncr hictina con acti
vicade nor la sintesis quimica, motivarsrn 1z bhus guaria do nuc-
VoS métodms. actuaimento so obtiegne bintina por fermentacion,
aprovechande Ta faculted de biosTntesis del fisporoboromyces
Er esta investigacitn bibiiografica, so analiza 1a posibili
dad de¢ producir biotina on lagunas facultatives que reciten
1os residuos do industrias do patata que son estahilizados -
por oxidacion hiciogica y utilizados como medins nutricntes .
ET grupo de E.coli y en esnecial el Zerobagcter aerogenes, tic
ne ia facultad de sintetizar biotina. Fn cste procosn estan -
asoctadas las algas (C.vulgaris) resnonsahles per la fotosin-
tesis y Jas bacterias (7. floridana) aue consumen ¥ almaccnam
biowina v adamis purmiten el <desemvolvimiente de las ziaas.

tratamiconto es reatizado em lagunes facultativas zn Jas -

£l
que se desaroilan organismos tanto acrohics como anacrobing .

Las condiciones optimzs on las lagunes

’Iu

p
binsintesis son: temporatura o) agua i1 a 3000, tomneraturea

ambicnte 15 3 259C. nrofundi‘ad do 1a la2quna 1.2 a 7 hm, nH
7 a 7.5, caraa recidual tratods 17 a Ah0kg o RBOT/ha/di2 v oau

J

sencia total de algas verde-azuledas. quo

c
aradatle en Ta laguna. Como procursoras naraz 1a biosintesis

se requicren amino acidos Vibres o hidratss ¢ carhono. Fp o -
Tos residuos de patata se cncucntran cspecialmente L-alanina,
serina, acidc qlutarico, quec responden en forma exclante a
las exigencias del 4. cerogenes., O%tro procursor indispensa-

Ele para Ta bicsintesis ¢s ¢l dcido piméiicn, obtenide nor 1a

degradacion de los carbohiZratos. La socucncia mas aceptable



de la hiosTntesis cs:

# Acido 7-cxe-"-~aminopelaracnico

Acide pimélico (AP)——
(7-KAP )~ icido 7,3-diamincpciarcanico (APY
—* Desthiobictina (OTE) ——-———w Tintina.

E1 producto final que es retirado de las iaadunas en forma de
una masa miceliar <e aigas, Lacterias v Liotina, puede ser
utilizada dircctamente come medio nuiritivo para la sintesis
microbiclogica, ¢ para la alimentacifn de peces, aves Yy otros
animales.

De la masa miceliar, se puede separar la biotina y nurificar-
Ta para usc medicinal. Los rendimientos alcanzados son dc¢ 55-
16.000 ng/de biotinaslitro de agua residual tratada.



The presence of biotin in lakes, rivers and sea and the diffi
culty in obtaining hiclogically active biotin by chemical syn
thesis motivated the search for new methods of synthesis.

At present biotin can be obtained by fermentation with Espero
boromyces.

In this biblicgraphic investigation the nossibility of produc
tion of biotin in facultative Tagoons receiving potatocs in
dustrial waste is considered. The wastes are first stabilized
by oxidation and then fermecnted by various microorganisms
with production of bictin and other vitamins of the B complex

The Escherichia Coli group and specially derobgcter aerogenes
nroduce biotin and in this proccss they arc in association
with the alga Chlorella vulgarzs and  the nurple sulfur hac
terium Tiocapsa floridana that storcs most of the vitamin
(biotin) produce: in their cells.

The most comum trcatment is made in facultative Tagoons under
aerobic and anacrolic conditions requerina ir addition the
fellowing: water tempecraturce 10 to 30¢C; ambient temnerature
15 to 209C; deepness of the tagoon 1.2 to Z.fm; pH 7-7,5 ;
treated residual load 17-250kg of BOC/ha/day. It is also re
auired absence of green-bivish algal raspensible for unplea
sant codor in the lagoon. The precursors of biotin are free a
mino acids and carkohvdrates. In the wastes from pnotatoes are
feund mainly L-alanina, serine, glutaric acid, which satisfy
the requirement of 4. aerogenes for the biosvrthesis of bio
tin.
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indispensibie precursor of biotin is pimelic acid that
be formed trough the degradation of carbohydrates.

O
jol}
=3

The most acceptable sequence for the biosvnthesis is:

Pimeiic Acid (AP) ——_, 7-oxo-8-aminopclaraonic acid(7-KAP)
— & 7,8-diaminopeiargonic acid (DAP) » desthiobio

tin (DTB) L biatin,

The final product which is recovered from the lagoon as a
miceiliar mass of algal and bacteria can be used as such in
microbiologic madia or as feed for fishes, pounltry and other
animals. The purified final product of the microbiological -
synthesis (biotin) can be used in medicine.

The yield in the process rance from 55 a 10,000 ng/1 of trea-
ted residual water (1iquid waste).



INTRODUCEOQ

1. Gencralidades

0 progressoc da tecnologia de alimentos implica enfrentar no
vos problemas quc s2 resolvem na maioria dos casos, a custos
elevados.

No processamento de vegetais e frutas o problema da poluigdo
causado pelos residucs que em grande parte esti3c dissolvidos
na agua, agrava-se dia a dia.

Tal @ o caso,no processamento de batatas cujcs residuos nodem
ser aproveitados comc uma fonte de matéria organica para a ob
tengdo de proteinas ou vitaminas. Consideramos nc  presente
trabalho, a possibilidade de se obter biotina, uma vitamina
do complexo B, utilizando-se os residuos de batatas e aplican
do os principios de um ncvo campo de estraordinarias perspec
tivas para a Ciéncia e A Tecnologia de Alimentos que & 2 sin
tese microbioldgica.

Como os residuos de batatas s3o ricos em carbeidratos, proted
nas, amincacidos livres e minerais, considerou-se sua utiliza
cao em lagoas de oxidacdo ou estabilizagdo onde se realiza a
biossintese de biotina, que se cré esta =z cargo do Aerobac

ter aerogenes.
Propoe-se alem disso, a possibilidade de utilizar os residuss
da produgao de amido e da induUstria agucareira, especialmente

beterraba.

0 processo, do ponto de vista de equipamentos e tecnicas e



per demais simpias ¢ (e baixo custo, o qual 2st2 nestas condi
¢oes, ¢m amplo contraste com a possibilidade que se visa, da
obtencin de produtcs do alto valer nutricional ¢ comercial.,

1.1. Biotina

Corresponde ac acide (+) - cis-hexahidro-2-ceto-TH-thieno
(3,4)-imidazolidonico-4-valérico (CIOHlsHZOBS)’ oticamente a
tivo, comportandc-s¢ como acide monocarboxilico.

Os primeiros trabalhos d¢ sintese (1745-1947), foram nuramen
te quimicos., partindo dc¢ 3cido clorcacitico = derivados sodi
cos da cisteina. Em tode caso foi estabelecide que a forma
dextro ¢ binlogicamente ativa ¢ que existem derivados com ati
vidade biclogica semeclhante, como 2 biccitina cncontrada nos
tecidos animais ¢ 1 desticbiotina ativa, ¢ncontrada nos mi
crorganismos.

A biotina participa durante o m:tabolismo numa seérie de rea
¢oes de imnortancia comc desaminagao, carboxilagdo & descarbo
xilagao.

Sua deficiéncia node ser causada pcia avidina, uma proteina
gue bloqucia a suz agao vitaminica. Comnrovou-se em animais e
aves quz a deficicncia de biotina facilita a infacciaoc causada
nor Plasmodium lophurce. Comprovou-se em ratos guc a deficiéﬂ
cia de biotina diminuia a producao de anticorncs nermitindo a
reprodugao do Trypanosoma lewigi. Estima-sc¢ também quc existe
uma relagdo entrc a deficiencia de biotina ¢ a de 3cido nanto
tenico. Em ratos a deficiencia <2 biotina causa anemia, tendo
-se demonstradc que 2 possivel evita-la com 0.005 a 92.125 mg/
100g de dieta.
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flakanara e YVianoaud comnrovaram quo © cancer que o induzido
em ratos peic pigmente da manteica (NN~dimet1 l-aminc-azo-ben
zenc) era controlado nela administracac de bi~tina. Efeitcs
cancerigenos wambém foram comprovados com Avidina de ove.

W0 homem comprovou-se a sua essencia
deficiéncia induzida que se manifesta c¢~m derm
$30 ¢ nauseas.

8 valor comercial, tirado dos Artarios d¢ Comercic Exterior,
na se¢ic importagdes 2 de catdlogos de produtos quimicoes  de
Pierse Products, para biotina em cristais, ¢ de Cr$40C,0C por
grama.

1.2 Residuos de batatas

1
1

Esses residucs contem Egua de Tavagem, amido e rostos de pele.
A presenca Jde hidrates e carbono, proteinas, aminoa acidos 11
vres (alanina, Jcido glutamico, tirosina, leucina, valina) e
sais minerais, satisfazen os requerimentos para a sintese mi

crobionlogica.

0s residucs que serdo utilizados para 2 producdan de biotina
sdo tratados previamentce por nenciramentc ¢ scdimentacan para
raduzir o valor e BGD (demande bioldgica de oxigenio) e em
sequida sdo despejadoes em lagos facultatives de oxidagao ou
estabilizagio onde se processa uma série '+ rcagdes aerdbicas,
anaerobicas e facultativas com a participagdc dcs microrganis
mos prosentes.,



1.3 Producao de biotina, a partir de resTduos da batata.

Tomando como antecedente a presenca e biotina no mar, 1lagos

e rios, foram realizadas em Grafton-Forks, Morth Dakota, Esta
dos Unidos durante 1968-13%69, as primeiras experiéncias para

se obter biotina a partir dos residuos ¢e batatas. O0s micror-

ganismes participantas foram derobacter aerogens,produtor (ex
cretor) da biotina, Chlorella vulgaris ¢ Thiocapsa floridana,
utilizadores da biotina. Obtiveram-se rendimentos (comprova
¢os por ensaios microbiologicos) da ordem d¢ 55-10.800  ug/1

de carga residual tratada. Estudaram-se, alem disso, as pos
sibilidades de sc obter biotina a partir dos residuos de 1in
diustrias agucareiras de beterraba e residucs domésticos.

Estudou-sc cuidadosamente as relagoes ecolcaicas para a produ
¢ao de¢ biotina espocialmente temperatura, nH, profundidade de
ltagoa, altitude, volume ¢ condig¢oes da carga residual tratada.

h presenga de biotina, foi constatada atraves de provas de la
boratdric realizadas com mutantes de Serratia marinorubra
consumidores de bioctina. Qutra prova foi realizada com 4dmpht
dinium carteri mediando-se a absorcgao de 1% e ceterminandn-
-se a biotina nos residuos organicos com Lactobacillus arabi

nosus Lactobacillus plantarum.

1.4 EBiossintese <a biotina

A possibilidade de se obter bictina como produto excretado pe
lo Aerobacter aerogenes tinha sidc delineade sem contudc ter-
-se estudado os mccanismos da biossintese. Ho presente traba
Tho faz-se refersncia a varias experiéncias sobre a biossinte
se de biotina, qus tem sido devidamentc comprovadas.

-l -



A - A partir de Acido pimdlice - Estc acidos 2 nrecursor na
biossintese (possivelmente se forma a partir de trés molécu
las de malonil coenzimo A), combhinando-se com a cisteina e
ccm o carbamil fosfato (produzido no ciclo da uraia em presen
¢a da carbamil-fosfoguinase).G microrganismo responsave! per
tence ao aénero Acromobacter.

B - Sintese enzimdtica do dcido 7-oxo-8-aminopclargdonico (7-
KAP). Hoste caso parte-se da alanina e pimelil COF para obter
um intermediario da biossintese que & o 7-KAF. © micreraanis
mp responsavel & o mutante K-12 Je Escherichia coli o qual
excreta 7-KAP. Considera-se alem disso, a possibilicade de
inTcio da sTntese com serina ou acido glutdrico.

C - Sintesec enzimdtica do acido 7,8-diaminopelaradnico (DAP).

E outro intermedidrio na biossintese, o qual foi obtido a nar
tir de¢ serina, bicarlonato do sodio e qlicose como fontes de
co
0 enzimo desta cat3lise foi nurificado ¢ caracterizado como

2" Neste casc o acido pimelico furciona como seu precursor.

sendo o responsivel nela formacéo do anel uréido da hintina.
0s microrganismos participantes correspondem 20 aruno de mu
tantes K-12 do Escherichia coli.iA Sequéncia na sintesc ficou
bem estabelecida na scgquinte ordem:

Rcido pimeiice 3 7-KAP e DAP

D - Biossintesc de “ictina a partir de destiobiotina-A destio
biotina € ¢ Ultimo irtermediario na sTntﬁse da biotina. Tal
aspectoc pode Ser ocbservado no metaLolismo de Rhodotorula fla
va cuja sequencia estatelecida foi a scauinte:

fcide pim@lico-———— —— [Destiobintina —————» biotina

(DTB)
-5-



Foram difurenciadas 60 tinos da auxdtrofae e tiotina, perten

centes a esnccie EFscherichia coli ¢ classificadns em quatro

grupos, tres dos quais  excretam bictina. Com estas difuercn
gas comprovou-se gue na biossintesc da hHiotina,a destiobioti
na & um intermediaric.

AHoseguencia da sintcse & cemo SEIng -

Ac. Pim&lico —— 7-KAP «eeeef> DAP ———of> TDB ———p Lintina

I{

A cisteina nao intervom como precursor.

Finalmenta, a titulc de informagdo dd-s: » conhecer alguns de
talhes da sintesc industrial (ja patenteada) que sc baseia no
scguinte:

0 g-nero Esporoboromices forma bictina om meics que contem
acido azeldico.

A Produgac @ por formentacao.

i

A biotina obtida ¢ purificada,pode ser utilizagda cm medicina
ou sem purificacdo, na alimentacds e animais.



2. DESEMVILVILEWTS

2.1 -~ iipting

I biotira & imnortaste, especialmerce no “esenveivimentn de
microraanismos. Pastenr e Liehin (1890), astahaieceram que
crescimento de leveduyrds era eficiente quando se partia 2
substratos formades nor materiais albumirosns, considarados

como “fatores essepciais’. Em 1902, se estaheleceu que as 1i
nhaoens e levecduras ndo alcancavam um “esenvolvirentn normal
em solugoes de sal e agucar, ¢ que os resultados eram bons a-
dicionando peptona ou extrato de carne. ™ conjunto de fatores
que aceleravar a atividade das linhagens foi danominadan da
"Rios”. Im 1927, fni fseclado e fracionrdo em trés suhrstancias
essenciais para o crescimento de microroanis~os. (20,13,22),

‘Pios” I, identificado como feso-innsitel.

"Bios™ ITA, substituivel por acide pantoténico para algumas
lirhaaens de micrornanis~os e por R-alanina suniamentada com
L~Tevcina para outros.

"Bios™ ITR, jdentificade como Riotina.

0SS anos seauintos atd 1230, so estabelecou que o Rijops IIR
era um fator parz resnivacac e crescimenin da Fhizodbium trifo
1ii. Este Fztor foi censiderado como Tater © (codnzimo) om nu
tricac, e denominacda vitamina ¥. Testericrmento. o Fator R,

™

ceenzime % ouw vitamina ¥, foi identificade como Riotina.

Js primeiros trabalhes de isolamento apresentarsm sérias difi
culdacdes., sende necessarions nrocurar substratos mais ricos. £
gema de ovo deu os melhores resultados, servinde de base rara
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isolar a hictins na Torme Aos souy Ss*tor matilice cristalin~.

Ma mesma cprca , foram i

sclados do oraganismos vives um  fater
¢r oprotocan. fator X a vitemina B o um outrn fator nrototor
‘e lesces, causadas naln usn oxcessive €0 cves 22 alimentacan
Todos cstes  fatoras “emonstrarsm ter idintica atividade on
ralac?o a hiotina, diferanciandc-se no nentn de ebulicao ¢ no

pocer retatiric,

Yos Ultimos anos ., commrovou-so que a hiotina cxtraida da gema

20 ove (alfa-biotinn) 2 a oxtraida do arganismos vivos {beta-

Bietina), san nraticamente iguais.

2.1.1. - Isolamante

E possivel sepsrer 2 bictina de extrates hidrolizados com na

paina, pensina, oy 4o Taveduras. Um trasalhe tinice consti

tuiu em saparar 2 bistina do 1000 ovos Frosces . tratades - com

acctena, nracinitande » filirade com auatro voniumes “c alenol
o eliminando as imnurozas cda solugdo acuns~ gcam acetato an
chumbe (4¢). @ peincinie ativo foi procipitaro cop Zcidn  fos
fo-tungstinics. Postoriermente . a amostra foi nurificada com
hicdraxids de D2ric. utilizando-se Adopeis carvdo ativade nara
adscrcao 2a bioctina nrosente no filtradne . Tinalmante, efo
tanol a 590%,

cucu-s2 uma lavagom preoliminar do adsorvontc com ot
em seauida, sernaveu-st a bintina com acctrne a 60% contendon

[0

&

2,5% <o amonia, Para uma climinacin teotal “as imnurezas, uti-

Tizaram-se acidos hromopicrotdnico o rufinica. £ Sistina foi
cbtida em forma cristalina, com um rendimanto de 1,1 mqJ. de

bictine cristalizada nnor 252 kg do oeme da cve scca.



2.1.2 -~ Estrutur=s

20 acido (+) - cis-hexaidro-2-cets-TH-ticno

-

18rico., que se comporta c¢omo acids carboxilico. A figura 1

e

Foi comprovado, gue 2 hiotina’citado em (42,12,42) corresnonde
“(3)-imidazol-4-va

mostra a estruturz da bioctina, demonstrada cem as sequintes
reagoes:

a. maediante provas com ninidrina e nelo métodn “e  Van Slvke,
demonstrou-se 2 auscncia <e grupos aminc o ancis nitrogenados
basicos. Além disso, pelas rcacdes com acide iodTdrico (RI),

S
5e comprovou a ausancia de grupos OCH39 HCH, e SCH

3 37

L. por hidrolise com hidrixido de bario, s
diaminocarboxilico (, )s © por oxidagao se
obteve acidc adipico (3'). Se o Ister atTiico de biotina(§')
e submetidro a céo de Curtius, da um derivado uretano

¢ transformou a bin
tina (1') em acidn

degrada
(6'), gue em presenca de hidroxido ¢o Eiric. sc¢ transforma em
Acido adipics {37), cvidenciando assim, a nroscenca de um aci
do d-valeérice como caduia lateral da hiotina.
2.1.3. Sintcse “uimica

A biotina contén tris centros e assimciria, o
pode ocerrer cum oricntacaoc c¢is cu trans. cm f
pares racemicos. As cduas formas cis cstio renr
(X)-tioting ¢ () cpitictina. As duas formas tra
dem 3 (+)-allobintina e (¥)-e2piallobictina. De
meros somente a forma (+)-bictina aprescnta atividade biologi
ca (49,13,42).

A primeira sintesc foi realizada cm 1843/45, por Harris, e co
lab. a partir de derivados do tiofeno.



% sintase inicia~5? com A condonsaciao do Acido cleraciticn(a)
¢ 0o darivade sddico da cisteina (&) para chter-sa um amincaci
do intermediario (c ), Este amincacide nor benzoilacde ¢ oste-
rificagac origina o Zetor banzoamida  aus nor ciclizacds Alca
Ti-induzida o descarbaxilagac Acide-catilitica. se £ran

em &-benzamida-3-coto-tinfano (A) o A-banzanido-3-coto-tinfa
a0, nor condcnsag?o com gama-carbometil - butiraidei’~ on nre
senca de acide  valirico, 3 2 alfa-gamn-cotona insatura da(e),
quc em presaenca 2 Aidroxilamina s¢ ansforma na oxima  insa
turacda (f). Em scouida, osta oxima @ reduzice com zince e Aci
do aciticn a 3¢ac:t*=amino~4~benzamidan2w’ﬂncar?omosoxibuti1)
.8~ diicrotinfene (3) que Por hidrooenrcae cm nresenca de  na

Tadio da origoem an “orivado tinfonn (") . sta otara foram i

sclados do cnnjuﬂto de reacocs dois racomates,

M osintesc prossague com 2 hidrolise o dorivano de tiofeno(h)
que em nresenca do hidroxide ¢o bario 25 um nrodute diaminico
(1), quo tratad. com fosgl@nio on nrosenca de carbonatn de so
die produz a Lictina (i) . FigurssZa e 25.

So(+j-biotina so docomnen gm nrasanca 4o Acide mancélicn em
B 5

um isimere, o cual, @ id3ntice A hintina natural.

Em 1245 Grussner =~ celaboradnres roalizaram  outra sintesc,em
quc, partindr-se do tiofaone também Aeoobteve a bintina., 7 inm

portancia  desto trahalhn 0std no cuifade que  so tomou  nara
astabelccer a ¢
¢oes 3 o 4

niicuragac ostorica das substituintes on nosi

Aoprasenca fo oancl dmidazolidinico fei comnrovoda hidralizan
dovse a bictina cem hidrdxido de bario nara orter Acide ciami

nocarboxilico (2'). £ presenga de deis grunns aminns nrimar]-
OS5 no nrodute hidenlizado foi confirmada madiante titulacio



pelo metodo de Van Slyke; guandc o acido diaminocarboxilico
foi tratado (2') com fosgdnio, regencrou~-se a hictina. Obser
vou-se ainda, a existencia de uma fungao ciclica da  uréia,
entretantc nao se chegou a aclarar si se¢ tratava de um anel
com 5 ou 6 atomos. Foi necessario, entdo, tratar o acido dia
minoccarboxilico (2') com fenantroquinona, ottendo-se a diben
zoquinoxalina (7), determinando-se sua estrutura por ospec
troscopia no ultra-violeta. Ha etapa sequinte determinou-sc a
estrutura, que cartinha o atomo de cnxofre., admitindo-sc que
estava 1igado a um ciclo de tio@ster, comprovando-se a ausen
cia do grupo SCH3 com o teste d¢ nitroprussiato, o qual foi
negativo. Alem dissc, fixou-sc posicdes aparentes relativas
aos gquatro atomos de carbtono, consideranZo-se entic a possiti
Tidade de que um sexto membro do anel continha o enxofre, por
que a biotina podia ter uma cadeia lateral de 4 ou § atomos
de carbono. Heste caso, havia a possibilidade de obter-se aci
do adipico a partir de um derivado do acido aminocarboxilico.
Se a biotina contivesse um acido como cadeia lTateral, entao o
acido intermediaric, diaminocarboxilico, poderia ser um deri
vado tetraidroc tiaporanico [5') que por oxidacao se transfor
maria em acido aifa-ceto-dicarboxilice (8°) ou num dcido tri-
carboxilico (10) que se transforma em acido adipico (3').

Continuardo com os trabalhos (47.,13), o guinto membro do anel
que contirha enxofre foi determinado em presenca de Higuel-Pa
ney, obtendo-se destiokiotina (11') que por hidrolise se
transformou em acido destiodiaminico, o qual, em presenca de
periodato de potassio deu o acido pimelico (13').

A presenga do anel de tiofeno em posicdc alfa, com relacao a
cadeia lateral foi demonstrada pela conversdo do acido diami
1

nocarboxilice (2') em acide alfa-(2-tienil)-valérico (14')por
metilacao exaustiva. Figuras la a 1b.

-11-
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2.1.4. ~ Sintese comercial

A sTntese comercial desenvolvida nos Tatoratdrios da Heffa
mann-La Roche Inc. (U.S.patent 2.48%.232 ce nov./1040, por H.
1. Goldberg e L.J.Sternback) consiste em formar,inicialmente,
urt anel imidazolidOnico e em sequida o anel tiofenico, de tal
forma que o grupo amino tenha orientacao cis. evitando-se a
formagao de allobiotina e epiallobiotina.

ifecanismos:o acido meso-dibromossuccinico & convertido a dci
do bisbenzilamincssuccinicn(1") que em presenca de  fosgénio
da o acido 1,3-dibenzil-2-imidazolidonico-cis-4,5-dicarboxiii
co (2") que se transforma no anidride correspondente (3"). Es
te anidrido se reduz, com zinco em presenga de anidrido e aci
do acetico a um aldeVdo ciclico (dcido derivado) (4") que se
converte em tiolactona (5"), a qual por condensagcao com o com
posto de Grignard, brometoe dc 4-metoxibutil maanésio, da o de
rivado carbinol (6"), aue por desidratacdo ¢ reducdo da dupla
ligagao forma o l-benzil-isdmero (7"). Pela acao do acido bro
midrico, hd o rompimento do grupo metoxilo e formacao dc derj
vado de metila. Este derivado por hidrdlise produz monobenzil
-biotina (8"} do aual sc libera o grupo benzoil ¢ produz (+)-
biotina (9"), conforme mostram as figuras 3a e 3b.

2.1.5. - Derivados com atividadc biologica semelhante

Sao substancias capazes de substituir a biotina no crescimen
to de ricrorganismes @ no controle de deficiéncia em animais,

(13).

A Biocitina - Isnlada em 1950 por Wright = cnlaboradores tem
L-Tisina na cadeia lateral e acredita-se que atue na

-12-



ithoracac do hintine os coxtratos do lovecduras o axtratos

que contem Biotinn Tie=da 2s protoivn s om fapms covaleate.Suva

estrutura o1 comnrovara nor Hecradacan ¢ sintesc . /1 Linoiti-

na se oncontra nos tocetdas  animais ¢ om matoriais nrturais.

B Destiobintina - Foi pronaresa 2 partiy da intina ¢ tom o a o mos

ma atividedo nes microraanismos.,

C. Oxibictina - Existe samants na fForma cis o tom ape ativida

o d2 apenss 25% ¢m rolacao A (+) ~hictina.

-

< @

B, Sulfoxido & Piotine - Sintetizade om FREL L Aoy HCTvid

isolada do fiitrado do Aspergillis niger. tem atividade meta

)

bolica quande combinada com wvidina. oy & 2 npotocineg
causadora dz initigan da biotina. Fai tombim iselada da 1aite
concentrado, om duas formes oticamonte ativas:

L-sulfoxide d-bhictina p.f. 238-240 0C (a). = -50_8C
c-sulfoxido d-Hintina p.f  260-203 00 (g)o7'= + 1300

E. Sulfonbictina -~ Conzideradc como um notontc antagenistr da

Q
Q
o
<
[ey)
Q
Q
o~

bictina no crosciments &2 La v e Jtaphylocecet.

C

Fo Bictinol - Tlecnnl Aderivade da bintina (P F. 1740¢C ( )™= +

36 .7

KA N

Fei preparada per Goldber & Sternback (pat.nb 2.080,237) . /irre
senta atividade somonte apds a sua oxidacic anzimitica nos
animais . transfrermando-se om hiotina. “os microrganismnas nac

aprasenta aenhuma atividado.,

4
—
a2



2 1.6, - Utilizacic “a 8iotin

o
ot
o

e tetabolism

Soparticiragdc da Bictinae ac metebolisss & Jireta o indireta

) . . . e - (N N <. g : N
centro Ot ouma seric 2o reacgos gue incluom

PR

chesaminac Ao Ao oAagida aspirtico.

~farboxilagae fo Acide sivtivico. adenina e guaninz.
~Poscarlexiiagas <o oxaiacetato 2 succinatn

~Binssintese 2o citrulina ¢ acido olcéico.

A oprimeira asssociagas da biotina cOm ¢ metabolismo tecve 1y

&

e -
Gar na hionssinte

L0 12,871,12).

2 e acido aspartico "or Torula eremoris. |

Noutitizagdo fa bictin: nas reacées do carhoxilacdn ¢ descar
+

1 tudada ¢ comproveda nelas se

aracamenty Qs

boxilagas tom sids

a. Lom Lactobacilius arabinosus om meins <oficientes em aci
droasnarticn o hicerhonato. so domansirou auz2 a hietina atua

va como  cstipuianto para scy dosenvolvimonte (42,173,224),

Quando o meio ¢ra doficicnte em hiotine nis havia  crescimen
to. Podo-s2 estanciccor quaz  haviz uma deficilneia que nac
permitiz a condensagic do piruveto com “ioxide do carbono na
ra formar oxalacctate. <40 qual o acide asndrtice nedia sar

fermade ror trensaminagan.

Lo Perda do habhilitade do Eochericehia coli vpara liborar dié
xide o cerbone “o ousnartato. 2 aqual f2i rastaurada nela

adican de bintina



c. a4 bictina narticina da Miocssintese dns Acidrs pxalacatico o
alfa-cetoglutarico, da acords com os traSalhos o Shievao, e
Rogers .
¢. Ur Snzimo extraidr do tecido de neri com deficifncia de hio
tina demenstrou sua incapacidade para doscardoxilagho oxidati
va do malats e oxalrcetato, enquanto a atividade 42 outroes en
zinos prasentes foi normal.
¢, Ectudes rcalizados (4S.713,51.42Y, com carbene 12, sobre a
acao de bicarbonate nor L.arabinosus. estabeclieceram que
noscu crascimento om meies deficientes era limitade o aye nac
ccorrria com meios ricos om hicotina. Naos realizava-sc a fixa-
cao o dioxide de carlono ¢ 2 transfcormacan do 14, do bicarbo
n

ato em acido aspartico.

f. Trabalhando com bhicarbenato 13C ¢ avidipa ( inativador da
biotina) (29). compravaram que a avidina bHlogqueia o fixacgar
do o dioxide o carbone, de tal mancira qQu> nao sz formava 0Xa
tacotato, povam a atividade ora rostauracs auando se adicin

nava biotina.

i

g. Hac loard o Landy ostudarvam a incornoracio de Exidn do ca
A

3

bono em varias tociing. rclacionada cor as doficidncias

[

biotine nes animais . Fm ratns oor exen.io. comnrovou-se aue

a ceficicncia de hintina impodia a fixacsn Ac 140
c0., .

Come o dioxide #2 c=itone & incorporade & arcinina pela crnve
versac  da ornitina om citrulina no cicie de¢  ¥rehbs Henseleit
(“Ureia) comprovou-sc que. ao diminuir 2 hicssintese dn argi

4

nina, diminuia rtam%Cn a2 binssintese da citrulina. 0s estudns
demonstraram que os ratos com deficidncia da hiotina convarti

am orni%in? am ¢itrulina porem em guantidades minimas., ¢ que

H

Jog
rou-

= W
D
[ Q]

-

[

dc biatine restaurava a sintesc denois de 24 haras,
tambem quc carbhamii-L-qglutarats & um metaholitoe es

At

(+:5
w
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sencial para a conversac de ornitine em citrulina, aiéem disson,
a conversao de bL-glutarato requer a presenca de biotina.

h. A conversao de propionato em succinato pela fixacdo de dio
xido de carhbono foi dcemonstradeo que se realiza em 4 ctanas:
h]-Conversﬁo de propicnato em propionil coenzimo A.
ho-Convers3c, com a utilizagao de um ATP, do propionil coénzi
mo A, por carboxilacdo em metilmalonil (isosuccinil) coenzimo
A, com a participacac de um cnzimo que centém biotina.
h3misomerizag50 quantitativa do metilmalonii coenzimo A, em
succinil coenzime A.

hy-oxidagae <o succinil coenzimc A pelo ciclo dos acidos tri
carboxilicos.

i. Estudos recentcs com células extraidas de Propienibacte
rium shermanii, confirmaram a participacac da biotina na des
carboxilagao do pronisnato a metilmalonato (£2%2).

0s enzimos que contém biotina participam da sintese dos aci
dos graxos, catalizando a carhoxilac3oe do acztil coénzimo & a
malonil ceenzime A, em presenca de ATP (1,2). Fica assim ccm

provada a importincia metabllica da biotina.

B. Valor nutricisnal ¢ terapeutico (13,4.342).

a. Em animais: Comprovou-se que ratos cem deficiencia de bic
tina, aprescntam varias alteragfes, como dermatite , alopécia
em torno dos olhos, naralisia. Deficiéncia de biotina pode
ser induzida e¢m cacs, porcos, perus ¢ pecixcs. Yarios estudos
tem sido realizados, especialmente com ratos alimentades com
cdara de ove, em que ectd presente a avidina, que induz a defi
ciencia de hiotina.

=16~



b. Em microrcanismos: A bictina funciona como fator de cresci
mento.

c. Em seres humanos: até o presente nic se demonstrou a ocor
rénciu de avitaminose natural.Duficiancias induzidas tém cau
sado dupressac, nauseas, dores musculares, daescamacio da pele,
etc. km adultos, se estima que 0 rcquerimento @ de 0,15 a 0,3
mg diarios. As fantes dec bLiotina de maisr imrertincia saon:car
ne, cereais, extratos <de leveduras. Acredita-se que sua de
ficiencia, agrava a deficiéncia de acido pantoténico (42).

2.1.7. Valor Comercial

No Anuario do Comércio Exterior do Brasil de 1970, secgdo im
portagao s Se encontram os seguintes dados:

Partida 54229: Outras vitaminas do complexc B
Total Varics Paises  Kg Cr$ (cruzeiros) Valor em Dclar
314 69)150 CIF FOR
15.331 13.7€9
Ho catdloge de produtos quimicos a Pierse Products (7),a Pier
se Chemical Co., estabelece os szquintes valorcs para a bioti
ra em cristais: 31132 D-Liotina cristalina, US. § 4.00/100ma.

Valor médic: US.$ 0,04/m3 ou Cr$ 400/q.

Apresentamos a seguir varics, aspectos da nroducdo de biotina
a partir de¢ residuos do batata.

-17-



2.2.1. Aspectos gorais.

Considerando o volume de tratamento, 2550 x 107 tons, de¢ mate
rial fresco durante 1967, nos Estados Unidos. a industria dc
batatas ocupa o segunco lugar entre os princinais vegetais
processados. Quadre 1

0s residucs resultam da manufatura de amidc, farinha, pure,
batata frita (u). Isto requer uma demanca Hinlogica de oxige
nio (BOD) de 356 ko/ton. de residuc para sua cxidacdo (estabi

lizagan).

Uma andlise dos componentes ca batata que dovenm ser  estabili
zados esta expressa no Quadro 2, com as percentagens medias e
variagces.

Como na sintesc da biotina tomam parte varias substancias or

-~

ganicas que foram cstabilizadas (4?), rosumimos no Quadro 3

os componentes mais comuns da batata

Existem daterminados amincdcidns, tais como cisteina, alanina,
dcido glutamico, etc., gue tomzm parte na sintese da  biotina,
razao porgue procura=se combdrevar sua presenca na tatata =
nos residuos (46). Fara estudes nutriciconais ¢

[{¥]

armazenamen
tc, realizaram-sc¢ anilises dus »principais aminoacides -a bata
ta, Quadro 4. Comec naic foi encontradc cist:zina na batata, pre

-, - ¥ s oA Bioaddan S ¥ e 4
sume-se que a sintese da bicting em rosiduns dasse . material
deve iniciar-se com alanina ou acido glutarico.

~-18-~



2.2.2 Corndigoes dos residuos

Para efuite de tratamente biolOwico, ¢ nrecessario conhecer-se
as condigoes dos residuos, especialmente solideos t

da biclogica de oxigeénio (BOD), = a demanda quimica de Oxiagg
nio (C02). Geraimente, o5 valores da descarga resi

sao grandes sendc entdo submetida a um tratamento pravio,(qua
dro 5)

A carga residual estd formada por restos de material  1lavado,
pele (6-16%), tecidos mcles, recortes, norcoes defeituosas, i

gquas d¢ lavagem do amido, rastos do tratamento pelo calor
processamento final d:¢ conscrvagac e embalaaem.

Quands os rasidues provém somente de fabricas de amido  (390),
nac resuerem tratamento primirioc porgue a quantidade de soli
dos totais € Laixa.

Numa industria cndo se produzem todos os derivados da batata,

0s residucs estic constituidos por aguas ¢ iavagem e restos
acuas residuais ultrapas

]

de pele (30). Em indUstrias onde as
sam de 2 milhGes dc litros por dia. as matlrias organicas
sac aproveitadas para ragac animal. Quadro 7.

-

A presencga de proteinas, hidratos «

s

¢ carbono ¢ minerais nns
resTduos, assecura sua utilizaglo come nutricntes para sinte
se microbiologica, ambora nos ultimos ancs algumas dificulda
des tenham surgide devido a presenga do residues de pestici
das que atuam como inibifores dos rrocaessos hioldgicos.Quadro
8.
0s residuos recebem difceraentes tipos de tratamento para a sua
utilizagao. Pevisarcmos em seguida mctode d¢ oxidagao ou
estabilizacac <m lagoas facultativas.

-1o-
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2.2.3. Tratamentio dos Xesiduos.
A - Tratamentc nrimirioc.

Corresponde a saparagio dos solidos totads noy neneiramento,
clarificagas ¢ sedimentacac, aue se realiza pars o cerriciv g

valor do 500 (250-300 kg/ha./242) asszqurar o nresenca  do

o©

~

exigenio que ndo deve soer inferior a Amg. /1. Figura 4,

i

- - 3 i
Imnhoff (23), recomenda o valor de 9 2 18g. BOD/m” /por 4ia,pa
ra uma carga residual que chega a uma Tagea ¢@ 1,20m  de pro
fundidade, na qual se realiza o trataments biciCgico.

Dados (41), de¢ tratamento primario, provonientss do industri
as indicam quc so¢ oconseque reduzir o valor do BROD om £0% €

os solidos em suspensio om 9N%, quando se mapien uma carga -

2 _
residual de 20,000 & 25,0900 1/m° por duas a tras horas  num
tanque de ciarificrcgldo.

B -~ Tratanmznto sccundiario.

E feito para decomnor as matirvias orginicas A caraa residual
u

em prosenge de micvrorganismos, nor riz Jd¢ rcacghos aero-

-

S
bias, anaerdbics ou facultativas (41, 2), do achrdo com o mi
i

crorganismo envoivido. As reagfes de maior importancia que ]

correm nas lagoas facultativas sao:

Aerdbias:

Matcria . -
. Sicrdo, aervohios . .
+ 0, -+  Microrganismos + CO,
[ [N

Organica come catalizadores




Anaerobias:

fateria

“dicror. Anaerobios

Micror. anacrob.

Crganica Como

Fotossintese:

Micror.

catalizadores

+C0, + CH4 + H,0

2 2

fotossintetico

€0, + H,O

2 2

como catalizador

t,;-Miqror. fotossin
tetico + 0

2
Respiracaoc:
C6H1206 + 6 02 > C02 + 6H20
Sintesa:
+
! < b - £l ‘J
5 C6h1206 + fJF\.H(,_l > 6C5H7h02+18H20 + 6H
Adimitindo-se um rcndimente de 0,5 moles de C5H7N02/mol. de
glicose, a rclagdc 17guida seria:
z s Y+ 3,5 0 1,501 3,5
V6H]206+ OQSqu + 3,5 J2 > 5 7"02 + 3,5 C02

Autoxidagao (autodestruigio de microrganismos):

U e + > T

\»5H7I102 + H + 5 02 7 5602 + l.!H4 H20
Presenga de acide sulfirico:

H2504 + ZCHQO > HZS + ?COZ + HZO

Em determinadas concentragoes o H?S ¢ toxico para as metanobac

térias.

™)
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Em fasc anaercbia , ccorre dissaciacdo do H2S:

decomposigao da olicose em prescnge de derivados de  amonio

(n

(39), da um comnosto que nara fins de calcuic & considerado

0s tratamentos sccundarios sropriamonts iitos podem ser fai-
tos por um dos siguintes processos:

2.1. Lodos ativados: procura-se em tanques (piscinas), um am
biente faveravel para o desenvolvimentn de bact&rias em gran
des massas que s denominam "lodes ativados®™ que podem ser re
tiradas ou recirculalias para o trataments de nnvas carnas  re
siduais (12).

b.2. Filtres LiolCoices: os residuos sdc distribuidos . sabre
Teit filtrante Je rocha ou plastico ({%Linc rashing), ne

qual ¢ oxigenic s¢ move peios aspacos livres do meio filtran
te, fazendo com que @ massa e bactérias ligadas ac meic, au
mente podende finaimante ser recuperada por lavagem do meio
filtrante (2,372).

b.3. Lagoas de estabilizacao cu oxidagac (14,11,12,48): nodem

ser acrobias, anacerobizas ou facultativas.

¢

£.3.1. tagoas facultativas - Occerram simultaneamente ©s  pro
Cessns aerobics e anaerdbios. A maioria dos tratamentos ne
tencem 2 esta categoria. Ho caso da biotina, o producdc e fei
ta em lageas facuitativas. (41,19,36,11).



Mecanismo dc processo:

Em relagao a fase aerdbia,o mecanismo #sta  representacds sim
plificadamente na figura 5. As bactérias oxidam a matéeria or
ganica, COZ’ NH3 ¢ cutras substancias que sac absorvidas pe
las algas, que participam da fotossintesc. £ massa de algas e

N

bacterias preduzidas podem ser retiradas pericdicamente.

No tratamentc biologico dos residuos organices das industrias
de alimentos (19,25), tantc algas comec bacterias transformam
a materia organica. Ficcu comprovado quc 75% 4o processo se
realiza em fasc anaerohbia para alcancar a estabilizagao dos
residucs. A figura £ coriresponde a uma lagca convencional em
que a melhor distribuigdo de residucs & consecuida quando a 2

limentacdo e feita pelo fundo.

0 mecanismo de estabilizacdo esta resumido nas figuras 7 e §

(31), representando o processo que se¢ realiza em lagoas facul
tativas.

Eficiancia:

Tem-se comprovads a eficiencia das lagoas, cultivando peixes
que requerem um tecr de oxigénis superiocr a2 3 mg./1 (17).Além
disso, deve-se assogurar 2 remocac dg¢ 20% de BOD, em 10 dias

~ - 2
a 209C, em uma area do 20m

. A perda de nivel de agua em cli
mas friocs deve ser da ordem de 0,6~-Im/anc ¢ ¢m climas quentes
nao deve ser superior a 3m/ano. As perdas por evanoragao Sac

estimadas em 20% no inverno e 80% no verao.
Determinacdes:

0s parametros reiacionados com ¢ tratamento em Tageoas faculta
tivas sao determinados pelas expressoces sequintes: (37,36).
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ad.

tempo de retengac, t =

O =<

- . - . 3
onde t ¢ o tempo em dias; V & a canacidade da lagoa em m
e Q

2 o volume da carga residual em m3/dia.
o K. d. L. - . oo
oxigenio para BOD, W = T W e a massa de oxigenio ,
em gramas, produzida por unidade de area em mé; d & a pro

fundidade media da lagoa; L ¢ a percentagem de luz recebi

da (urnidades de energia); t e o tempo dz retencao e K e
uma constante.

citado em (33)
0 mEtodo de Hiser V para determinar BOD, consiste em re

lacionar o valor de demanda quimica de oxigenio (COD) com

a oxidagao biologica. de acoro c~m a seauinte técnica:

¢y - vesenvolver uma cultura adequada.

C, - Tomar uma amestra da carga residual e determinar o va
lor de COD (Standard methods for the Examination of
Water and Waste Water).

Cy - Tomar uma amcstra da cultura e determinar ¢ COD.

Cq - A cultura ¢ 2 carga rasidual sao em seguida mistura
das nas pronorgdes adequadas.

Cg - Determinar o COD da mistura:

VC CODC + vw CODw

mist. *
VC + vw

C0D onde:

Ve

v
W

Cg - Manter a mistura aerada.

[}

Volume da cultura
Volume da agua residual

c7 - Tomar amostras da mistura em intervalos convenientes,
para mediw a concentragdc de s3lidos  soluveis por

_2;1_



imetria ¢ & variagao de CO2 ati a transformacgaoc

Resultados:

0 valor cde BOCD corresronde a diferenga entre a medida inicial
¢ final Je COD. Ver figcurss 9 - 10,

Conhecidas a natureza dos residuos ¢ as condicdes nara o seu
tratamento, examinaremos em seguida, os aspectcs que se rela
cionam diretamente com a producac da biotina.



2.3. - PRODUGCAC DE BIOTIMA

Mos primeiros trabalhos sobre a obtengdao de biotina om Tagoas
de estabilizagas. tipo facultativa (41,17.36,25,20), utiliza~
ram residucs dc batata. Tambem Filipi e colab. realizaram em
Grafton Forks, Morth Dakota experimentos <e¢ fermentagao, uti-
lizando o mesmo tipo de residuo (11). © derobacter aerogens ,
participou como produto de biotina ¢ a Chlorella vulgaris e
Thioecupsa floridana, armazenam a biectina formada. Ficou com
provado em escala de laboratdoric, que 2 possivel utilizar os
residuos das usinas de agucar, cspecialmente beterraba e 0s
residuos comesticos para a produgao de biotina.

0 trabalho ¢ de alto interesse porque, além de alcangar o ob
jetivo principal que & o tratamento da agua residual, obtém-
se quantidades relativamentec grandes de biotina, que ¢ um -
produto de alto valor biologico e comercial.

Revisaremos os antecedentes que propiciaram as pesquisas sO-
bre a producao de biotina em lagoas facultativas.

2.3.1. - Presenga de biotina em lagos ¢ correntes.

Investigando em 1542, a presenca de tiamina nas algas removi
das de lagos (22), Hutchinscn encontrou guantidades conside~
raveis de biotina, embora a extracdo por centrifugacao tenha
sido incompleta, cbtiveram-sc¢ valores de 3mg./1.

A presenga de biotina foi comprovada mediante provas com Sac
charomyces cerevisiae, utilizando-se agua concentrada de la
goa. Comprovou-se tambcém a presenca de biotina na aqua do
mar (3). As concentracoes variavam de 3-12 uug/ml e os micror
ganismos responsaveis pela sua producdc foram identificados
como bactérias marinhas e as provas em laboratdorio com agua

-26-



do mar, sinteética, foram concluidas atraves de testes turbidi
métricos ¢ espcctrofotométricos.

Aatia  {3) cita que Rurkholder comproveu a presenca de bioti
na, biocitina destiobiotina na agua do mar, ndo encontrando a
cio pimeélico ou ocldido.

Em 1965, utilizando agua proveniente dn gdolfo do México (27),
foram realizadas prcvas com mutantes auxotroficos de Scrretia
marina rubra, que demonstraram uma sensibilidade de 5 a 13 mug
de biotina / 1. Néste trabalho, ficou evidenciada a possibili
dade de que a ocorréncia de biotina no periodo primavera-ve-
rdo podia ter uma significagdo ecologica e quimica (13, 4, 47,
21).

Posteriormente, encontrou-se um metodo (6) rapido e simples -
para a determinagdo da biotina dissolvida na agua do mar. A
fixagao dea 14002 por celulas de ‘mphidinium carter:t foi pro-

porcional 3 concentragac de biotina na agua.

Para a prova utilizaram-se algas fotctroficas radioativas con

14

tendo C e mediu-se posteriormente a quantidade de bictina -

no meio, obtendo-se concentracoes de 0,2 a 6ug de biotina/l.

Apos ter-se demonstrado a presenca de biotina no mar ¢ em la-
gos, iniciaram-se¢ trabalhos para determinar a sua presenga -
também em residuos domésticos (32). Tomandc amostras de dife-
rentes sctores do tratamento bioldogico, se comprovou a inten-
sa atividade microbiana capaz de utilizar cs componentes resi
duais e sintetizar produtos de importancia industrial como -
biotina, outras vitaminas e proteinas.

Em trabalhos com Proprzonibaeterium shermenit, determinou - se
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também a presenca de biotina em residuos oroanicos industriais.

ab

i

Como a biotina esta presente nos tecidos animais ¢ vegetais ,
sc estabeleceu qus sua saparagdo somentc era nossivel depois
de uma hidrdlise acida vigorosa. Portanto todas as provas mi
crobiclogicas foram realizadas apds a hidrclise das amostras.

Estudando os componentes dc cemplexo B presentes na agua (29),
realizaram-se uma série de provas biolcgicas no Sudeste do A
laska para cstabelecer-se que c©s mutantes da bacteria mariaha,
Serratia marinorubrq, Ytilizavam para seu desenvolvimento, bio
tina o niacina. De 20 amostras tomadas cm diferentes sectores,
8 continham biotina perfazendo a percentagem de 35-40%, com
uma concentracao de 3,1 ug/l.

Déstes trabalhos, um aspecto ficou bem definido: a biotina ,
cianocobalamina, tiaminza e niacina, sao determinantes da pro-
dutivicdade biologica nos oceanos.

Ho presente trabalho sao analisados varios fatores que permi-
tiram obter-se em Grafton (11), rendimentos de biotina de 55~
10.8CC mg/1., 2 partir de residuos de batata, que juntamente

com os rasiduos domésticos, foram dgescarregados na primeira -
lagoa na ordem d& 250kg/ha./dia, durante os mazses de sctembro
a maio (invernc) ¢ 17kg./ha./dia., durante o veras. As condi-
¢fes no periodo d¢ inverns - primavera foram anaerobias, de
pois no periodo de verao, o processc esteve na dependéncia das
bactérias sulfurosas purpuras gue sao facultativas (11, 13).

Comprovou-se que 2 fase de bactérias sulfurosas purnpuras pre-
cedia a formacdo de algas nos altimos dias de verdo. Ficou de
monstrado tambZm a astabilizacdo Zos residuos descarregados e

sua utilizagac por rerobactcr ccrogenes. Enterococcus e Salmo-
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elle para formar LDiotina. Para uma melnor comnreensao da STQ

—

tese da biotina seria intercssante poaci 50 oo v 09

9D
(%]

cTsnhectan

rafacinns Tas oo e ioUe iTRanmet iy Liotaantes.,

n

R, = Aerobreter necocencs

a

Pertence av generc scvobaeter. (5, 14, 8) familia matorcbaate
e 2 Apresenta-se comebastonetes de 0,2 a 2,%u. Frequente
mente esporulados, nao apresentammobilidade e sac Gram negati
vos. As colonias em gelatinas apresentam-se espessas, 0Dacas
e hrancas. Ha prova de Litmus milk, forma-se acido com ccagqu-
lagao, nao peptoniza, nao produz acido sulfidricc. Em peptona
agar, produz acido acetico,2cicdo succinice e gas, a partir de
glicose, fruicse, galactose, amido, dextrina, glicerol e mani
tol. Nao fermenta a sacarose, inulina, dulcitol. £ relacao de
produgan de gas & de 2C0,:1H. Utiliza acido citrico ou citra-
tos como fontes de carbonc, produz nitritos de nitratos e sin
tetiza a maicria das vitaminas que necessita. Podem ser aerc-
bios, anaerdbios cu facultativos. Para seu desenvclviments -
normal, a temperatura otima & 300C, antretantc, nas aguas re-
siduais 2le poade se desenvolver antra 10 e 4090 (5). 3o pre
duz gas pelo teste de Eijkman, 45-47.C. Foi isclado de fezes
de criancas ¢ sc¢ cncontra em cercais, plantas, agua, leite ,
residucs alimenticios (3).

No estudo da ecoulogia considera-se tedo ¢ grupo colzforme{90%
de coii fecal ¢ 10% ce coli nao fecal su derobucter aerogenes).

Em 1965, em Logan, Utah (15, 40) foi estudada a2 ecolcgia das
bactcrias prescntes no lago "Great Salt", determinando-se os
eguintes narametros cue s3ao essenciais para o desenvolvimento
@sses microrganismos:
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a. temperatura da agua a 15cm de profundidade

entrada 9,5-229C e saida 8,5-259C

temperatura do ar 23,5¢C

profundidade da lagoa 1.,2-2.6m

area 6 hectares

altura dc nivel do mar 1372 matros

volume tratado 4000 m3 / dia

quantidade de bactérias: Coliformes foram determinados no

@ ~Hh O o O o

caldo lactosado em trés tubos pelo método MPN (fermentacao
de lactose) e confirmado em lactose verde brilhante, segun
do Standard HMethods, (APHA, 1945). A contagem foi feita -
pelo método de membrana filtrante com meic MFE ¢ pela téc-
nica de Geldreich e colab.

Também mediante andlise de regressaoc multipla determinou-se ©
crescimentc de E.ColZ em fungdo da temperatura, o que, permi-
tiu tracar a curva da figura T1, mediante as seguintes equa-

goes:
T1 = -6,0 + 0,95 T2 + 0,04 langleys + 0,14 T3
onde:T] = temperatura dc¢ entrada de carga residual.
T, = temperatura de saida da agua.
T3 = temperatura maxima do ar.

Langleys = unidades de energia solar / m2

- 2
19, NO celulas E. Colé = 3.73 - 0,000126 T°
B. Bacterias sulfurosas purpuras: Thiocapsa floridana .

Determinam uma fase do tratamento dos residuecs porque permitem
o desenvolvimento das algas durante o periodo final de verao -
(11, 20) e paralelamente, a estabilizagao (oxidagac) da carga
residual para formar biotina (20).

h Thiocapsa floridana, pertence ac grupo das bactérias sulfurc
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S8 & WTvizZa a Liobliua sintetizada it AL coproucncs (FV, 40,

20). feduz sulfitss; a sulfa

quando se elavam as concentracoes de suifitns o acidos vola-

ns o alcanga a maior repradugao -

tuis, wnauantce os carboeidratcs e compostss aicalinos permanc-

cem estaveis. Tom uma forma autotrdfica do nutricdo, quando

utiliza sulfitos ¢ cutros substratos comofontes de ¢i1Ctrons

no processo fotossintético. Anresentam-so come cocos (esferi-

cas) zm cclonjas de¢ forma irregular ou isoladas cm capsulas -

de limo sao imoveis, ¢ quando crescem as carsulas se¢ rebentam

@ as c2lulas se dispersam. A morfolegia ¢ o desenvolvimento -

sav seimclhantes ao do génerc Aphanocaps~ qua sc encontra entre
as algas verdes azuladas. Contem clorofila

w

pigmentos carcte
ntides e 530 capazes de fotossintetizar em nrosenca do  acido
sulfidrico para armazcnar enxsfre.

Para o descnvolvimente normal Za Thioea onra.vn/, foram

C"U

determinados os valores drimos de pH, sulfitos ¢ temperatura
(20), depois de tor sido isolada de tago (11), onde se reaii-
zaram as primciras provas para a obtengao de biotina. Foi uti
Tizade o mein do Pfennigs. Inccularam-s¢ as c¢~lonias, incuban
do-se a 2500 com iiuminagdo observando-so crescimonto abundan
te. Emosceguida foram adicionadas 5x10 c¢Zlulas em tubos de
60mY. quc continha o meio basico de Pfennigs, a fim 4« anali-
tes wtiiizadns

] I ol i
s5ar o notoncial dos subsira comn Tonte ¢ cavrbo

no e, o doadoy do oliotrens nara a Thiceapsco flor~demea g subs
tratos organicos adicionados ac meio (€,1%) incluia succinato,
piruvato, fumarato, maiato, giicolato, lactatc, etc. F1&m des
tes, ainda foram adicionados: farmiatos, valerate, butirato ,

isobutirato, pronionats, em concentragdas de (,05%.

Ficou comprovad: que 2 Thiceapsce floridens so descnvolvia ner

maimente em meios cem concentragoes de z0uq de sulfitos /ml .

0 pH Stime foi de 7.5 temneratura da agua residual derante o
verdo 18-300C. Fiquras 12. 13 2 14.

Comprovou-se quc 0s compostes da carga residual, tambem podem
ser utilizades como substratos organicos (quadro 9).



C. Chiorella vulgaris

F a alga relacioneda com o armazanamento & a utiltizacao da
biotina e responsavel pela maicr parte -a fotossintese na la
goa (11.20.2%Y.

Conhecem-se cstudos 4¢ simbiose entre alcas e tactérias (Chlo
rella-Sulfurbactérias) cue participam na utilizacao das subs
tancias orginicas em condicdes aerdbias (21), sendo o princi
pal procuto o CCG, que & o nutriente essencial para as algas
as quais pelo prbcesso de fotossintese produzem oxinénio. Tu
do ocorre normalmente quando as condignes de respiracac, e a
tividade metahdolica e condigcoes ecologicas estao soh controle.

Humenik em 1970 . (21), realizaram trabalhos interessantes so
brz as relacoes simbioticas algas-bact@rias,utilizando  resi
duos industriais e cdom@sticos e estabelecaram que a3 Chlorello
vulgaris atuava como um inibidor do crescimento de bactérias
quando os niveis de nitrog&nio eram baixos.

Fxames microscopicos rovclaram gque as alaas znvolviam comple
tamente as bactérias, formandc uma massa nicclial que sobrana
da c¢a qual podia-se seperar os bprodutos da sintese.

Com estes antocedentes, revisamos em scauide alauns aspéctos

O

da biossintese da biotina.
2.3.2 Riossintesa da Riotina
A. A partir de rcsiduos da batata.

Filtlipi ¢ Vennes (1068) realizaram a primcira  experiencia
nz obtencdo de biotina utilizando residuos de batata ( 11 ).



As praovas foram realizades num sistema de lagoas facultativas
(12.48,12,11) , com uma area de trinta hectares e 1-1,5 m de
profundidade, que rccebiam 250kg “e BOD/ha/dia no inverno e
17-20ka e BOD/ha/?ia no verao. A presenca de biotina nos reqi
duos =2stabilizados foi comprovada tomando-sa amostras e fazen
do~-se cyperiéncias microbiologicas. A produc?o d2 biotina foi
feita com culturas puras de derobacter aerogeres, Enterococ-
cus ¢ Salmonella. & utilizagao e armazenamznte da vitamina se
dava pelos microraanismos Lactobacillus arabinosus, Chlorella
vulgaris ¢ Thiocapsa floridana (40,20). 0s rendimentos foram
significativos, alcangando valores de 10.00C ng/1 (1,500 ug /
mg de BOD) ver guadroc 11 Nesta experiéncia somente foi estu
dada a possibilidade de utilizacao dos residuos de batata pa
ra a obtengao de biotina sem dar a conhecer ¢s mecanismos da
sintese.

B. & partir do acido pimdlico

Vignecaud e colaboradores estabeleceram a estrutura da hioti
na e sugeriram qua ¢ possivel precursor era o acido nimalico.

£akin 1961 demonstrou qiue a producao de biotina por Aspergil
lus niger era incrementada adicionando-s2 acido pimelice a
que quando a sintese nartia de cisteina aumentava o ofeito do

(3]

dcido pimElico o qual podia contribuir com os carbonos 2 a
ou & a3 10 da tiotina.

0
C
Helig s o il=H “
L = d-biotina
H L3 0
. | | 10
S/
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Assim mesmo supos-se que a molacula da cisteina poderia forne
cer o atomo de enxGfre, o Atomo de nitroadnio e os atomos de
carbonc 4 ¢ E.

Considerou-se tambem a destiobiotina como um possivel interme
didrio na sintese da tiotina porque rarticipa no desenvolvi

mento do Saecharomyces cerevisiae.

Winestock e Plaut (51) comprovaram quec 0 Aspergillus niger
convertia destiobiotina em biotina~1-sulfoxido auc atua como
uma verdadecira vitamina.

Eisenberc e Star, (10) demonstraram que a destiobiotina pode
scr produzida por varics microrganismes. mas que, no caso do
Lactobacillus caser atua como anti-metabolito.

tl1for e Wright citados em (10) estabcleceram que somente uma
molecula de pimelatc era incorporada a cada molécula da hioti
na e aque no carbono 10 estava localizado o arupo carboxilico.

Lynen, tambZm citado em (10) estudou a bionadnese da biotina
em rume de ovelha, isciando c2iulas de dehromobacter (IVS)que
foram desenvolvidas em mcio sintético com icido isovalérico ,
como unica fonte de carbonc. A adicdo de cictoina-3- oc permi
tiu comprovar qus o atomo marcado foi incerporado no carbono
5 do anel na bictina.

Quando 0 Achromobacter se desenvolveu em prescnca de 1460?, 0
carbonc do ureido (C-2') e o carbono do carboxil (C-10) foram
iguaimente marcados ¢ juntos mantinham €9% da radioatividade.

Lynen e colaboradores citados em (10) propuscram aque ¢ Adehro
mobacter formava a bictina a partir de cistecina, pimetil CoA
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e carbamil fosfato, Figura 15. Marifestaram ainda que o dcido
e

pimeéiice podia ser formado por trés moléculas de malonil CoA,

como acontece na biossintesc dus dcidos-graxos.

Da figura 15 pode-sc¢ concluir que a destiobintina nao ¢ neces
sariamente um intermediario na formacdo da vitamina, porcue a
parece apenas como uma alternativa na via sintctica de varios
microrganismos (E1) podando ocasionalmente transformar em bio
tina.

Wright citado em (51) cstabeleceu que a destiobintina. se
transformava em biotina pela agao do Aspergillus niger,c qual
demonstrava cecrta habilidade para transformar oxibiotina em
bictina-1-sulfoxido.

Descobriu-sc alzm disso, que a biotina formada atuava como
grupo prostetico <os &nzimos por ligacao covalente.

(]

Sintese o &cicn 7-oxo-8-amino pelargonico (7-KAP)

% partir de L=-ajarnina o pimelil CoA, Eisenbern ¢ Star (10)
obtiveram o acido-7-oxn-¢-amino pelargdnico (7-KAP).

As experiencias forar recalizadas com um mutante K-12 de Esche
richia coli a nual excrctava (7-KAP). A formacdo “deste acido
Toi comprovaca por cromatografia. Observaram que somente trés
subgrupos dos mutartes cxcretavam o acido ¢ o quarto carecia
de pos ' r dc sintese,

0 acido pimélico particinou na sTntese da biotina para formar
um intermediario, a ‘estiobiotina. Por con‘ensacac do acido
piméiico ¢ L-alanina obteve-se 7-KAP.Foi cstudada tambam a
participagao do acido glutdrico (25) como precursor da bioti
ha nos processos <o fermentagao. Alias, Ogata e colab. (35)



encontraram que o acido 7,8-dioxopelarqdnico era 0 primeiro
produto formado a partir do acido pimélico e que o sequndo
composto na sintese de 7-KAP poderia se formar

Outro aspécto estudado foi a utilizagao de¢ scrina ou alanina
como doadores de carbono. Pai e Lichstein citadoscm (10,9)com
evidencias bem fundamentadas mostraram que havia uma conver
sao direta de destiobiotina em biotina quando o 7-KAP estava
presente como intermediario da sintese, demonstrando ainda
que a sintese do 7-KAP por mutantes, ndaoc se realizava sem a
presenca de um enzimo especifico.

Foi comprovado que o acido pimélico € um precursor na sintese
da biotina (51,10,9), porem, no curso das investigagdes da
sTntese microbiana verificou-se que o género Agrobacterium
sintetiza os intermediarios da sintese, como deshiotina, par
tindo do acido glutdrico, o que ndo ocorre, quando este géne
ro esta presente em meios contendo o acido pim&lico.

Para as provas foram usados Agrobacterium  tumefaciens IA™
1525, A. radiobacter IA¥ 1256 e A. radiobacter IBM 157,

As bactérias foram cultivadas a 280C durante 24 horas, com a
gitacao, em meio contendo especialmente os acidos glutarico
e pimélico para sua comprovacao. Depois deste periodo, as cé
lulas foram recolhicdas e os intermediarios da biotina foram
quantitativamentc doterminados mediante ensaios microbiologi-
C0Ss com Sacaharomyces cerevisiae Lactobacillus arabinosus
para determinar o rendimento a partir dos acidos usados no
meio. Quadro 13.

Comprovou-se também a efetividade dos aminoacidos que tomavam
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parte comc precursores na sintese, determinando-se que a L-

alanina ¢ o acide glutdri o somente eram afotivos para o A.ra
diobacter, enquanto que 2 L-Tisina ¢ra cfotiva para as trés

bactérias. JQuadro 14,

rara cencluir a preova, Toram detormipnadas tamhérm.as nodifica
coes na p=oducio de intzrmediarios, quando so modificava a

concentracao dgc acido clutarice e L-Tisina. Ficura 16. 0s re
sultados foram Otimos para concentragdes aon redor de 3-4na/ml.

™~

5. Sintese do acide 7,8-diaminopelargdnico (RAP)

E um intermedi@ric na biossintese da biotina. Fisenberg e Krell
(9) encontraram que o mutante K-12 biol e Fscherichia cc
li era capaz ¢ sintetizar destiobiotina, partindna 2m dltima
instancia dn DAP, “oterminando além disse, 2s concdicoes para

a sintesc. % dectiobiotina formada foi idantificada por croma
tografia e eletrofcerese. Nas provas foram utilizadas serina,
bicarbonate o glicose que atuaram aparentemente como fontes
de COZ‘ Verificou-sc qua 9s passss na sintesce foram os seguin
tes:

Rcido pimélico ———s 7=X/P > DAP —> Nzstiobiotina—~
io

Ies)

fd

> ina.

A conversacp d~ destiobiotina em biotina ficou nor sor compro
vada tomando-se nor referancia traba2lhos 2 Fisenberg 2 Star
(10) e Sekijc

psintese do Acido 7.2-diaminnnelargdnico (DAP), fei ravisada
(®) e os detalhes do &nzimo que cataliza a biossintase do
anel ureide, n3o foram, entretanto, estudados.



Yang, Han-Chul e colab.(54Y, nurificaram o Anziro que sinteti

zz o TR osteavEs da dncorporaczs o Fﬁn noe znel ureidn e Az
. © - - .
terminaram o racunrinento do cofatrres neva a sintese. Ficou
» el 3 » — -
cornrovacn guz 2852 2rzino era indispoencavel para a sintesc

do acide dieminonelarginico  [20AF).

A purificacins enzimetico o1 conduzida com as condigoes fixa

mistura 2 ONOC, durante dois mi
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tos). Ts proautos do sintesc foram dcterminades aquantgiva
mante com Lactobaeillus arabinosus, S. cerevisiae @ B. =s8ubtz
s c comnrovade que no meio com  Aci
do0 diaminocarsoxilico somaente se desenvolvizm 9. cerevisiae 2

L. arabinosus © gue. com TAP, sarvia monte pnara o 4esaenvol-
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vimentn dn S, cercvisiae, nao se do para L. arabinosus nem

para B.subtilis.
A purificacao ¢
to de €0%.

o 2nzimo foi cornduzida a 620 ¢ deu um rendimen
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2
5
)
n
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Fei necessarin utilizor virias suhstancias comn cofatn
ficou cemcrovads aue sua aficiongiz ara isual tants no cas”

d T toaea ~am P v - m 1Ay A N Q o
¢a sintese <om Pseudomona graveolens, COMN QUANTO S@ usava 2X

)
s PN . -y [ J2a B (T Al
trato crv ¢& E. 2o0li. %5 cefatoras foram 270, Ta o MaHCD, ,que
foram corsiderados comn 0SSONCiAIS . frc 16

e suhstratas aspocificos de anzine foram determinados, junta
to com biotinz e destiobiotinaque formavam somonte quando
M usaﬁas)cemﬂ subgtra%cs,o acido bintindiaminrcarboxilicn
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r2lacao ontrs 05 2cidns Toermadoras de biotira o de
destiobiotina f~i o 1:10.rgspactivamente. Quadro 17Comprovou
~s2 tambim, que o acido 7-2mino-2-cotoneisrgonico foi inativo
como substrat o . At3 1971, nac fol possivel conseaquir dados

sobre o mocanisto A roacdo enzimatica.

I
w
)

F]



Yana ¢ colab. (53), baseados em trabalhos antericres, Aotermi
naram a atividade o CZnzimn isnlado. .\ incubaczo foi de duas
horas ¢ a temperatura 379C, usando-~se como substratos DAP e o
acido biotindiaminocarboxTlico (figuras 17,18),

E. Biossintese e biotinz a partir de “estiobintina.

Sekijo e colab. (45), estudaram o metabolismn cda destiobioti-
na por Rhodotorula flava . sua conversao em biotina realiza
da por Bacillus IFG 3013. Comprovaram alem  dissn,
que a destiobiotina foi dearadada também por Aspergillus ory
zae e Aspergillus niger, estabelecencdo que 2 sintese nbedeceo
a seguinte sequencia (51):

Kcide pimelico — Destiobiotinad ——————> Biotina

Rolfe e Eisenberg (43), realizaram um interessante trabalho ,
isolanco mais ce 60 auxdtrofss de biotina, pertencente a E.co
17 X-12. Inicialmente foi feita uma classificacar em quatro
grupos, trés dos quais deram resultacos positivos em ralacin
a sintese de biotina. om a classificacio cos mutantes foi
possival obsorvar os sequintes spéctos:

e.1. Ma biossintese ca biotina, a “estiohiotina & um interme
diario.

e.2. £ aceitavel a suposician de Okumurz citado em (£3) da
que a sequencia das reacbes ohedece a sequinte orcem:

Fc. pimélico —————> Kc. 7,8-dicetopelargonico——> fc. 7-oxo0-
-8-aminopelargonico >destiobiotina ————3 biotina.




e.?. Esta s2quancia de roaghes estz er desacords cor o qua SU
poa fisenbore o Star (10), aue utilizaram acide pirdlico
(comp pimelilfnAY ¢ cisteina.

A8, N Jiference entre as duss supasicons ja foi  esclarecida

l’}
., no casc de Fisenbero (10), o Atomn Az onxafro

andn qua

S r
sa incornora no inicio o ntose . oncuartn auc n2 sinte

s
se o Ykumvra o Atomo de enxofre so incorpora nn final,

F. Sintese o bintina a2 nertir o 2cido hiotindieminocarboxi-

Yano @ colah. (58, ohservaram que a bictina npode ser sinteti
zada por carboxilacze <o &cido hiotindiaminccarboxilico.
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0 carboxilacao %?
CH(CH?)QCOOH H2C H(CH°\9COOH

fc, biotindiaminocarhny., Biotina

uc sphericus ¢ Rhodotorula ru
bra em naics gspecifices auo contirnham difcorontes aminodcides
]

2 temporatura do 2000 cop oasitacae, durante 7 o 172 heoras cnmo
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condicces ¢a cultive (Luadre 18)., & formaciae do hiotine foi

em secuian mzdiante ensz2ics osm 5. cerevieae G B,

subtilis.
G. Niossintese incustriel

sezquir foram descriters 0s mitedos industriais <z prrducan
b

ibata o colab. (pat. americana nao 3.2772120)
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(28). GLabemos que Aiferontes microrganismes s3n capezes de
sintetizar biotina cm meios propicios, mas. na maioria cos ca
s0s, as substancias acumuiadas pelos respectivas microraanis-
mos nao podem ser idantificadas come d-biotina. apesar de que
er outros casns a2 quantidade sintetizade &€ tan nequena que
nao permite seu aproveitamento om 2scala comercial.

Tomando por basc estes conhecimentns, Shibatz ¢ col
taram noves matndos, consicerando os seguintes aspdctos:

g.1. Fxisterm microrganismos capazes de sintotizar bictina em
quantidacdas aprcciaveis.

6]
n

Estes microrganismoes correspondem especialmente ao géng
ro Sporobolomices 2 sao formadores de bhintina em meics
que contém acicdo azeldico.

9.3. ~ producao neste casc: realize por fermentagao e em es
cala industrial.

I biotina sintetizada por Shibata o colab. node ser uptilizada
em mecdicina quando purificada para a ~limentacao de peixes ,
e neste caso nas reayzy nurificacan.

O0s melhores rosuitacdos na producan 2 biotina foranm obtidos
com os sequintes tipns Jo microrwanismos'£7mrbéoromrces para
noseus, Esporoboromiccs salmonicolor, Eecporchoromices ecarntco
lor e Mutantes.,

0 meiec para incubac?o cnntinha fontes de carbono assimilavel,
nitroqgenrio, enxdfre e outros nutrientes necessirios para 2
crescimento des microrcanismos. Crmo fonte de carbono foram
emprogados alicose, amido, lacteso. maltose, galactose ,
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dextrina o glicer~i. Como fontes da nitrooénic: peptona,pd dn
soja, licer do mitho macerardo, extratoe 4¢ crrne, sais de amﬁ
nio, material orcanico o inorgdnice que contdm aitroanénio. Co
mo fontes de enxcfra: sulfaio d¢ sodic, sulfatn <& amonin.cis
tina, cisteina, motionina., acido tinmalicn. tiourdia, Acicde
TipZice, etc. Mutras substancias corn sais de sadio. fosforo,
calcio, maan@sin, zinco, atc., Foram temhdm adicionados Hleos
veaetais o anirais romn anti-espumantes.

Soutilizacao do acide azeldice. ou seus sais, deran resulta
dos positivos corn 52 node ver am sequicac

lendimentn de biotina (ma/ml) +

5
-
o}
7]
ol
[O;
-
3
9]
=
L o
)

Yy
)

i
~

o 270 AQ0
g.nn2 R0 a7
2,005 630 13170
.01 £20 1167
.02 5¢9 TAED

+ miligrama por mililitro

As exporiencias nera comprovaer a a2ficidnci» Ao 2cide azelaico
¢ c

foram realizadas cnim Esporoboromices carnicolor.

m 2scala incustrial, os molhores rosultados foram obtidnos
om culturas submersas, e¢m oxperiencias realizadas conm anite
ac, temperaturas de 25-409Ce pH ontre 5.0 2 7.0

A d-bintina acumulaca ne meio de cultive foi recolhida purifi



caca o identificada atravis do espectroscenia Ze  infra-verma

i N

T

fames a scequir un dos mitedoas dosenva

vidos nor Shibata o co
A

k]

1
Teb. (28). Nes damais casns . apenas se rmuda o ting de micrar-
racteristicas -n mn1ﬂ par  exam

garismo wtilizade ¢ alaoumas ca
plo,a adig2o de acide azoldico.

U meio de culture z2quoso contendo aglicnsc, sacarcse, extrate

de levedura, asperacinato de sddic, fosfato ¢z notassio o sul

fato <o magnésio (nH 7,0), & inoculaco com Esporobolomices pa

raroseus RTCC 168745, Tras litros deste weic & incuhadn a 280
a

e mantido por 48 horas com agitacio. Tosteriormente, o indcy
1o e transferido nara formentador de aco com 600 Yitros d0

meio mantide a 2°8C & ol 2.0 (ac. sulfirico). Avrarte 7 dias.
N farmentacado foi corduzisa com agitacdo e aeracdo. O nroduto
de ferrentacao fei filtrado e no filtrade determinou-se a biog
tina, que acusou ura atividade de 45N ro/ml, cornrovadoe me
dignte ensaic cor L. crabinosus. Posteriorreﬂte) o filtrado
fei tratado er ura coluna cor carvan ativacde Jleavandp-go ar
secuica cer selucdae aguosa de amdnic. ohten-n-se um efluente
Gue se concentrou & yAcuo. atd obter uma solucio com concentra
cao de 600" ra/ml corevovada com L.arebinosus. ° cristaliza-
cao da hiotina nura cor nupezz da 102.108% £ai cornrovada por
n se 4z espocivrs Jdo dnfra-vervrelho, o velaran »  d-biotine

a i
ebtica nor matodns quimicos.

Em seguida daremos una s@rie de nrovas sohre A biessin
tese de hipgtina pelas bactZrias.



2.3.3. Provas HMicrokiologicas da biossintese
A. Biossintese da biotina a partir dec residuos de batata.

Fillipi ¢ Vennes (11) saoc autores dos primeiros experimentos
para obter biotina a n¥vel de lazboratdri,a partir dé residuos
de batata.

As experiencias foram inicialmente feitas com Lactobacillus
plantarum ATCC 8N14 (18). % habilidade dos hceterdotrofos de la
goa para sintetizar biotinz foi determinada isolandco~-se cul-
turas puras da lagoa en meios de HacConkey, eosina azul de me
tileno, nutrientes ¢ extrate de triptora, glicose e agar (Tfi
co). & incubagdo foi tanto acrobia como anaerobia.
Postericrmente, inoculou com heterotrofos icolados do meio
modificado de “right-Skegqs & incubado estaticamente com a
proximadamente 105 celulas em tubos aue continhan 15 ml do
meio. Regularmente foram retiradas amostras, num intervalo de
44-213 horas para a <oterminacac da biotina.

Em 60 ml do filtrado dc lagona (usando filtro tipo HA Mil1li po
re) a pH 7,0, deotocrminou~-se a habilidade dos microrcanismos
para utiiizar e armazcnar biotina do filtrado de lagoa. A a

mostra do filtrado foi incubada com 6 Erienmcyers a 300C nas
seguintes condigocs:

a. em presenca da juz
b. na obscuridadec

Culturas de T. jFloridana (isoladas de lagoa) foram mantidas em
meio de Pfennina's.
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Em 124 ml, dn fiitrado Toram adicionados 10 c¢cflulas e Thioca
paa floridenc. FTronarou-so tamhim ume aposira para controle

(sem filtrace ¢2 lagea ¢ incubacda a 30020 nas cendicoes a e b)),
"Tgas ¢ bactlirias sulfurcsas nurouras.,
h o Chlorella vulgarie foi mantida or meic aspecial (Pifco).

D BOD, nY o Coliformes foram dotorminados pelios métodos pa-
droes para analisc 4o Aaua o Zgua residual (12,11,14,70),

Ttado A2 nenducao do hiotina na legoe nrimaria que rc
cebia resi uos “e batata, foi incrementaco 100 vizes Aurantc
a2 fase anacrobia (a0 passar de IND a2 10,000 ne/1.) o na  fasc
das bactirias sulfurnsas purpuras. Figura 10,

Ma scaqunda lraca A formacao e biotina diminuiu porqur o con
teudo do matiria gradnica cra infevior {2 roduczo de RPNAD foi
somcnte e 70°%) no periodo do verao.

Ha o pnroducae de hictina por heterdtrofos do lagoa tomar parte
Aues aspécins 4o Jerobacter, urn? 40 Enteorococeus ¢ uma  Salmo
nella. As :splcins o Aerobacter e Entervccoccus demonstraram
sintctizar arandos cuantidaces e hiectine depoeis de 270 haras

de incubacan. 9 principal pradutor foi n Ao A.gercoenes.

Quanto 2 utilizacro de bhiotine,2 amostra prevaracda sem filtra
do da lagoz demnonstrou auseéncia de biotina (ircuhada 2 3007
na obscuridade). "« amostras incubadas corm iluminacac demong
traram a utilizacao Je biotina por parts “asc alaas Chlorella
vulgaris . As determinacoes foram realizacas nos intervalos
e 26,168 ¢ 26" horas Nuacdro 19. Ficou assim comprovao aue
as algas nao utilizavam arandes quantidades de hiotina nas
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amostras incubadas na obscuridade Quadro 20.

A bactéria Thiocapsa floridana porém ndo demonstrou variacoes
nas quantidades utilizadas tanto em prasenca como na ausancia
de luz. Quadro 21.

O0s limites de produgao de biotina foram de 10-4.400 ng/1 para
uma mistura de residuos de batata e domésticos. Quadro 12.

B. - BiossTntese do 7-KAP - Comprovagdo com Escherichia (auxo
trofo de biotina). O mutante de E. colZ K-12-Y10 foi utiliza-
do nesta prova (43).

Foi preparado um extrato de celulas livres proliferadas a
370C com agitagao, utilizando-se um meio minime com 10'4 uga .
de biotina/mi. Paralelamente preparou-se uma amostra em bran
co para referéencia. As c&lulas incubadas foram centrifugadas,
lavadas e mantidas em refrigeragaoc.

A mistura de reagao foi preparada com fosfatoc de piridoxal ,
aminodcidos (L-alanina, serina ou cistina) de acordo com o ro
teiro da sintese. Foi adiciona! amb&m o &nzimo que se acre
dita seja o responsavel pela sintese de 7-XAP. Como reativos

utilizaram 7-KAP sintetizado pelo metodc de Suvama citado em

(3) e "5 sminacidng Foram Trrnecidss napr E-stman kodak Co.

Preparacao do pimilil CoA - 0 acido pimelico forma o anidrido
monomero somente em condigOes especiais. 0 monotioester do 3
cido pimélico necessario para as reagdes subsequentes n3o po
de ser preparade por nenhum dos meétodos conhecidos sem a si-
multanea formacdo de tio&ster. Nestas circunstiancias foi ne
cessario procurar um metodo para preparar o tioester.



A preparacdo do &ster mono-D-tiacresol do acido pimélico se
efetuou pelo metodo de Hill e Crothers citados em (10) e fo
ram obtidos simultaneamente mono e ditio@ster que necessitaram
ser purificados.

O pimelil CoA foi preparado a partir do mono-derivado e o CoA
pelo meétodo de Kloss e Dickinson.

0 pimelil CoA pode ser usado sem purificacao. Quando o pime-
1i1 CoA e alanina foram adicionados ao meio para o cultivo
das celulas em presenca de fosfato de piridoxal, obteve-se um
composto intermediario da sintese, que substitui a biotina no
desenvolvimento de leveduras.

Na omissao de pimelil CoA, ndo se formava o composto interme-
diario, da mesma forma, a auséncia de alanina reduzia em 20%
a quantidade de vitamina formada, e o fosfato de piridoxal a

tuava como um cofator na reacdo e sua ausencia tambeém, dimi-
nuia a quantidade do produto final.

Quando se substituiu a alanina por serina, o resultado foi o
mesmo. Concluiu-se¢ entio que, a atividade das duas substancias
poderia estar relacionada com a presenca da alanina endogena,
nc enzimo impuro. Quando e€ste enzimo foi submetido a didlise,
o rendimento em biotina diminuiu, ndo mais existindo a equiva
léncia. Quadro 22.

Substituindo a alanina por cisteina, nao houve producac de
biotina a partir do enzimo natural.

0 sobrenadante da reacao entre a alanina ou serina e o extra-



to diaiisado foi submetido a prcvas de cromatografia em papel
com tres tipos de¢ sclventes. O0s resultados permitiram afirmar
que o intermediario formadc enzimaticamente a partir da alani
na tinha a mesma eficacia que o 7-KAP sintetizado. Recspostas
semelhantes fcram obtidas por cromatoaratia ¢ eletroforese -
combinadas.

A presenga de 7-KAP nos microrganismos formadorss de biotina
foi uma confirmagdc de que este compostec atuava como interme-
diario na sintese de biotina. Foi comprovado também que  nem
todos os mutantes tinham a capacidade de sintes<- ou seja, nao
possuia ¢ enzimc. 0O grupc de mutantes IV 317 dav o valor mais
elevado de producido ou scja, 2.600 moles/mi. Quadro 23.

Estudos prévios com P. chrysogenum haviam indicado quc a
quantidade de 7-KAP ¢ a destiobiotina excretada no meioc de
crescimentc e2stavam sob controle da biotina. Féz-se uma ava-
liagao do papel da biotina na sintese do 7-KAP, utilizando-se
0 grupo de mutantes II 134, Verificou-se quc, incrementando a
quantidade de biotina, cbtinha-se o valor otime de 0,20ng/ml,
¢ qual corresrondia a maxima atividade znzimatica. Esta ativi
dade decrosccu quandce a quantidade de biotina cheqou a 9,5nq9/
ml. Ver Quadrs 24,

C. - Biossintese do zcido 7,8 - diaminopelargonico (DAP).

Foram utilizados os nmutantes bio A105, bio A310 isolados das
culturas de E. Colz K-12, tipo Y10-1 e HfH (10, 43).

Para o cultivo foram utilizados o meic Penassay Broth e &agar
nutriente de Difcc para ¢ preparado do meio basice, adicionan
do-se glicose (2g/1), L-leucina (0,1g/1) e tiamina. Em segui-
ga o meio foi filtrado ¢ esterilizado.
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Todas as colonias foram cultivadas a 370C com agitacao. Para
isso 2ml.do meio foram inoculados e incubados durante 18 hs.
As celulas em seguida foram recuperadas nor centrifugacio e
a concentragao determinada colorimetricamente com filtro 6¢.
Aliquotas de 2ml do meio recchberam 0,img de biotina, e apos
inoculagao e incubacio obteve-se uma concentracao de 1,5x106
celulas/ml. Um segundo tubo fcoi inoculado e incubade . somente
com o meio basico para servir de controle. Ao fim de 18 ho
ras de incubagdo, a cultura que continha biotina foi transfe
rida para 100m1 do meio minimo; quando se alcangou a fase es
tacionaria de crescimento, procedcu-se a recuperaciao das celu
las por centrifugacao a frio.

Para estudo da quantidade de biotina armazenada, as celulas
foram desenvolvidas em meio minimo, scparadas por centrifuga
cao e lavadas. As celulas assim obtidas foram distribuidas em
porgoes iguais de 10Mm1. do meio basico adicionando-se bioti
na até uma concentracdo de 5mg/ml. Os frascos foram incubacos
por duas horas e posteriormente as celulas foram separadas pa
ra submeterem-se as provas de atividade de sTntese da destio-
biotina. Para essas provas, tomou-se um ml da mistura de vrea
¢ao e adicicraram-se Zmg de c2lulas (base do neso seco), 150n
moles de fosfatn de potascio (pH 7,5). 2 moles de acido d41-7,
8-diaminopelargonicc, incubando-se a mistura a 370C. Apos a2
incubagao o sobrenadante foi decantado e determinado o contel
do de destiobiotina.

0s niveis de destiobiotina foram determinados usando-se mutan
tes dc grupo III bic A302. A quantidade de celulas que depen
de da sintese de destiobiotina foi dcterminada  paralelamen
te por um mZtodo turbidimetrico modificado por Snell citade
em (9), usando-se meio basico e discos dc Senghof, também fo
ram praparados padrdes de destiobiotina.
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A presenga de intermedidrios da sintese foi revelada npor cro-
matografia com papel Whatman 3hif e . eletreforesc em uma cély
1a Spinco-Durrum, usando um tampao 2,025 molar d¢ citrate de
sodio (pH 3,6).

As posigoes dos intermedidrios da cintese da biotina foram re
veladas por bicautografia com bic A302 ou com laeveduras.

Células do mutante bio A310 (grupo IV), incapazes de desenvol
ver-se em prasenca de destiobiotina, foram incubadas por tres
horas com DAP. Formou-se um intermediaric, o qual suportou o
desenvolvimento de um mutante bio A302. Fste intermediario -
nao foi encontrado posteriormente gquande o DAF foi eliminade
da mistura.

Provas cromatograficas com o sobrenadante revelaram trés areas
de deslocamento, com Ffs 0,417 , 0,63 e 0,83. 0s valores de Rf
nara OAP, 7-KAP, biotina ¢ destiobiotina puros correspondem a
0,38-0,40; 0,63-0,65; 0,75-G,77 e 0,83-0,85 respectivamente ,
concluindo-se que a destiobiotina pocssui o maior Rf.

O - Biossintesc da destiobiotina..Para esta prova foi utiliza
da uma cultura de bin A105. Figura 20.

A Figura 20A corresponde ao tempc necessaric nara a sintese
a partir do DAP; dopois de 3 horas a sintese comega a decres-
cer. A Figura 20B, reiaciona a concentracgao de DAP com a for-
macao de destiobiotina. Quando a concentragaoc de DAP atinge
250nmoles/ml, a concentracac de destiobiotina nermanece cons-
tante em scu valor maximo. A Figura 20C relaciona a concentra
gac de cclulas com a de destiobiotina.

A producao de destiobiotina e interrompida quando a concentra
cao de células atinge a 8 a 10mg/ml1 (peso seco). A Fiqgura 20D
relaciona a formacdo de destiobiotina com o pH:; o valor otimo
de pH esteve entre 7,0-7,5.
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kB sintese, no caso de E. coli, & inibida quando as celulas se
encontram em meio com concentraglo elevada de biotina.

No caso de 7-KAF utilizou-se mutante bio A10% ¢ inoculou-se -
em meio que continha biotina, a 370C, com agitagao por duas -
horas. Obscrvou-se um decrescimo na sintese de destiobiotina,
com uma quantidade <¢¢ 3mg. de biotina/ml. Quandce se adicionou
cloranfenicolramistura reagente inibiu a sintese. Estes resul
tados permitiram verificar que a biotina atuava como um re-
prescor na sintese de destiobiotina. Figura 21.

VAarios rprecursores taém possibiiidade de formar o grupo ureido
carbamil. 0 efeito da adic¢io de varias fontes de carbono na -
mistura mostraram quc a glicose apresentava os melhores resul
tados, com uma concentragao de¢ 28 umoles/ml; consequiu-se -
€,87 umoles de destiohiotina por horza.

A histidina, glicina e formiato apresentam possibilidades e
podem ser considurados como doadores de C-1. A serina ¢ o car
bonato acido de sodisc nac foram tao bens quantc 2 L-alanina -
como doadores do carbone em relagac com a alicese.

A destiobiotina pode tambem ser convertida em bictina por Rhag
dotorula flava, cultivada om meio contande 500uq/ml de dl-des
tiobiotina, em condi¢das idanticas as <as provas com ¢ 7-KAP.

A formacao de tiotina. verificada mediante &nsaio com S. ce-
revisiae, apbs um dia de incubagio, dou um rendimento de 250
ug/ml, a producdc de biotina foi maxima com 48 horas de incu-
bacds. Resultados identicos foram observados com B.arabinosus
apresentands desenvolvimente significativo entre o primeiro e
o terceiro dia. Figura 22.



Verificou-se tambem que na sintese de biotira a partir da des
tiobiotina, existc a possitbiiidade de se obter dois derivados
com caracteristicas scmclinantes as da biotina e que correspon
dem a bionnrdestiobistina ¢ destiobiotinamida.

Algumas consideracbes aenéticas e hinguimicas snhbre 2 bios
rtir da Jdestiobictina foram feitas uti
Tizando-se mutantes da E. ColZ K-12, colonia Y10-1 e HfrH. Pa
ra a detecgao da bietina utilizaram-se mutantes K-12 (T5-2 e
T50-1) e preparou-se um fage A+ irradiandc com luz ultra-vio-

sintese da hiotina a pa

1

ieta o lisogenio Y 10-1. Aiem disso, foram preparados dois mu
tantes o Yd bio t 75 e Y bio t103.

Utilizou-se como meio geral um caldo autritivo em tampao de
fosfato e como meio minimo sais de amonio, potassio, magnésio,
glicose, tiamina, L-leucina. Para as provas cmpreqou-se tam
bem agar minime (Difco).

0 isolamento de mutantes aque requorem biotina, foi feito hasc
ando-se na tecnica do limite de enriaquecimento e obtiveram-se

. . - .+ . . -
misturas da bic ¢ btic quando cultivadas em meio com 10 “ug
de biotina/mi.

Para ensaios de cruzamento foram aplicados Zois metndos:

a. fazendo-se picagem em nlacas com agar nutriente dos tres
tipos de bLio mutantes.

. Tomou-sc uma porcao de agar, onde se inoculou colonias dc
um mutante individual, as quais receberam uma solugao de
biotina. 0 cruzamento neste caso resuita pcla difusao dos

intermediarios “a sintesc.



A biotina total contida no filtrade de cada mutante foi deter

minada atraves de 2nsaios com S.cerevisiae [(discos), utilizan

do-se 0s reativos d-biotina. di-desticbictina (2TR), DAP 2
7-KAP

Para a determinagao dos pontss de muiacdo, realizou-se uma -
analise genetica dos mutantes gus reaueram hiotina. A anali-
se Toi feita por transdicao com sod bio {um tipo de fagqo),pre
parando-se tambem oz lisantes sdos fagos Z¢d bio.

Resultados: =~ Foram isolados 6 grupos <de E.colZ K e um total
de 52 tipos de mutantes que mostraram diferentes niveis de a
bsorcao dos nutrientes (o meio foi suplemuntado com louéug de
biotina/mil).

Foi encontradc 1ﬂm4ug de biotina exdgena, que ndc causava re-

pressac na‘bioss?ntese. das provas cem meio minimo suplementa

do com TOmdug de biotinz exogena, encontrou-se que os niveis -

da bigtina total prescnte no fiitrado)flutaavam entre 4.0 X

O”]ug/m1 & menos do 2x10 Vug/ml; @ste Ditimo valor represen-
r3

1
ta a menor concentracac que pode detcctar-se nor esta prova.

A bioautografia demonstrou que os mutantes excratavam diforen
tes intermediirios, ent3ao dividiu-sc s mutantes zm 4 arupos,
que tinham o scquinte compertamento:
Grupos I Il IT1 IV
Rf 0)62»0,67 0,62-0,¢€7 0,62-0,67
0,36-~0,45 0,36-0,45
ﬂ,82=0,87

Us cromatogramas deram valores de Rf semcihantes aos da bios-
sintese do DAP. € grupo I ndo cxcretou nenhum intermcdiario -



com atividade vitaminica; o mutante II excretou somente o in
termediario n91, que tinha comportamento similar ao 7-KAP(Rf=
0,64); ¢ grupo de mutantes IIl, excretou o 7-KAP e o interme
diario n92, ou seja, DAP (Rf = 0.38): o grupo IV excretou 0
7-KAP, DAP e o intermedidrio n93 ou destiobiotina (DTB) (Rf=
0.83). Quadro 25 e 286.

A presenga de biotina no grupo IV permitiu delinear as seguin
tes ctapas na biossintese de biotina:

Rc.Pimelico 7-KAF KAP — DTB Biotina

A completa coincidencia deste delineamento foi .substanciada
mediante cruzamento entre os mutantes e utilizando o fago Y10
1. 0 grupo IV teve capacidade para manter aos outros tros gru
pos; os mutantes do grupo II e III tem capacidade para manter
somente o grupo I; este por sua vez foi incapaz de mater qual
quer um dos outros grupos. Quadro 26.

Todas as provas realizadas serviram para cornfirmar que a des
tiobiotina, @ ¢ Ultimo intermediario na biossintese. E pcs
sTvel que o processo se inicie com a condensacdo do acido pi
melico € L-alanina. Figura 23.
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DISCUSSEC 2 CONCLUSDES

A importancia da biotina esta amplaments comprovada pela rcla
¢do com todas as reagdes de carboxilagac. Sua deficiencia em
animais de laboratorio favorece o descnvolvimento de infeccoes,
anemia e efcitos cancerigenos (relacionado com o pigmento ama
relo NN-dimetil-amino-azo-benzeno, presente na manteiga ¢ na
biotina nos

3
seres humanos, salvo quando esta 2 induzida. (13, 24, 49. 51,
4).

avidina). N3o se conhece casos de deficicncia d

Portanto, do ponte de vista nutricional, sua utilizagao € no
tadamente para alimentacao animal (racgocs) e como nutriente -
de microrganismos; foi comprovado por exempic, que as levedu-
ras necessitam de biotina para scu crescimente, sua deficien-
cia provoca uma diminuigdc na produgidc de alcool, sendo ncces
sario fornecer~lhe 0,23-0,76ug/g de nutriente para que seu de
senvolvimento saja normal. Em fungos., a biotina estimula 0
crescimento (Peniciliwn digitatun) embora cxistam especies co
mo Ficomyces brakesleanus ¢ Esporoboromyces, que em meios es
peciais sintetizam biotina. Esta comprovado assim masmo que
as bactérias necessitam desta vitamina. Uma cxperiincia muito
interessantc com bictina foi a criagac de peixas, tipc "Cat -
Fish" ¢ Tilapia, obtendo-se¢ rendimentos <e 600 a 1600kg/ha. /
anc. (45, 49, 17)

Comprovada sua importancia ¢ basczando-se na presenga de bicti
na nas correntes aquaticas, foi estudada sua produgao, seja
por fermentacdo ou por processc de oxidacao hicloaica, que e
o metodo revisadoc neste trabalho. Na pesquisa de precursores,
encontrou-se que a analise quimica da batata e de seus residu
os demonstraram ser possivel a utilizagac como precursores da
biotina., (9. 10, 11, 28, 1, 41, 43, 46, 47)
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O0s residuos industriais de batata sofrem uma eliminacao pre-

via dos solidos em suspensao que podem ser utilizados para a

Timentagao de aves e animais. A fracdo residual de materia or
ganica dissolvida na Zgua & conduzida a lagoas de estabiliza
¢do, com um valor de BOD de 9-18g/m>/dia, ou 10-50g de BOD/ha/
dia. A materia organica & parcialmente oxidada pelas bactéri
as (Thiocapsa floridana) para produzir C029 NH3 e outras subs
tancias que sao metabolizadas pelas alaas (Chorella vulgarie),
que fornecem oxigenic por fotossintese. (11, 2, 1, 15, 16, 20,
21). Outra fracao desta materia organica. representada por a
mincacidos livres, carboidratos, etc., & utilizada pelas bac-

terias do grupo E. coli, caso do Aderobacter aerogenes, para

seu metabolismo e sintese da biotina. Podemos dizer que os -

tres microrganismos estao intimamente relacionados com a bios
sintese e para seu desenvolvimento normal sdo necessarias de
terminadas condigoes acologicas, tais como temperatura da a-

gua (38-250C), temperatura ambiente (15-300C), profundidade me
dia da lagoa (1,5m) e pH (7,0-7,5). Determinou-se por exemplo,
que a elevagao da temperatura diminuia a contagem de bactari-

as; que nas lagoas muito profundas a producao de bioctina era

reduzida e que as correntes de vento favoreciam a aeracdo (40,
25, 26, 31, 32, 36, 39, 46, 45),

A presenca de biotina pode ser comprovada mediante o emprego
de‘%v . Sua absorgao relaciona-se¢ com a biotina armazenada

nas cclulas. Assim por exemplio, celulas de 4. Carteri que ab
sorviaml%.‘ em quantidades de 2500 c.p.i., demonstraramn ter
armazenada 9,2ug/1. Cumprindo-sc todas as exigencias e assim
mesmo determinando-se a presenga de biotina em residuos de a
Timentos tratados pelo metodo de lodos ativados. encontrou-sc
valores de 50ug/1., que sac superiores aos resultados encon-

trados ao analisar a presenca de biotina em lagoas facultati-

vas (27, 29, 18, 22, 11, 6).



Outro aspecto interessante relacionado com a presenca de bio
tina nas lagoas & o 7vato de estarem sempre presentes outros
integrantes do complexc B, como a tiamina, cianocobalamina,
niacina, etc., e que nos leva a admitir a possibilidade de ob
ter estas vitaminas no tratamento dos residuos. (22, 2¢, 3 ,
42, 29).

Concretamente sobre residuos de batata, tem-s¢ comprovado com
cuituras puras que ¢ possivel a obtengdo de biotina poraue es
ta presente no tratamento por lTagoas facultativas, em quanti
dades mais elevadas no periodo do verdo; embora os resultados
tenham sido aceitaveis, verificou-se que tratando residuos de
usina de agucar a partir de beterraba e residuos domasticos .
os resultados foram melhores em relagao aquales obtidos com oS
residuos de batatas. Admite-se portanto, que os residuos de
beterraba ¢ os residuos domésticos t2m precursores mais efeti
vos, especialmentc cisteina e ¢licosc. (11).

0 fato de se utilizarcm residuos do custos praticamente insig
nificantes justifica todas as experiencias que sc intentam le
var avantc, alem de outros aspectos a considerar sobre a2 sin
tese de biotina. Sabemos que & possivel chti-la p.r sintese
quimica, mas o procedimento além de apresentar grandes difi-
culdades origina um produto dc sintesc, uma mistura, da qual
e muito dificil se separar a biotina com atividade bioldaica
semelhante @ biotina natural. Mo proccsso de biossintesa ob-
tem-se diretamente a d-biotina. (i3, 49, 42, 51).

Qualquer quec seja ¢ processo empregado, em lageas de estabili
zagao ou oxida¢do, utilizando bactérias (E. Coli) & necessa-
rio conhcecer o mecanismo de sintesc, estabelecido recentemen-
te atraves dos sequintes trabalhos:

Partindo de materiais simples, aminoacidos, alicose, comprovou

H
[}
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Se que ¢ derobacter tem a faculdede do sintetizar bicotina na
ordem do 12 ,2ug/1000m1 deo cultura. Comnroveou-se qua n Asper
gtlluc niger tambem tom a faculdade do sintetizar bhiotina o
que a sintese dava meiores rendimentos cuandns se acrescentava
ao moie acido pimdlico e cisteina: nosts caso acreditava-so .
tamhém, que se¢ formava um intermediario, o qual sc  “Aencminny
tiobiotina (2,9.10,26,28,36,43,51).

Continuande os ensaics encontrou-se quc um tipo 42 pehromobae
ter IVS. tinha a faculdade dc sintetizar hintina partindo do
acide isovaldrico o cisteina.(13,26). Do todns os ensaios an
teriores pelo menes um aspacto estava ficande claro: o  acice
pimclice era o precurser na sintese da hiotina. A nrimeira ex
neriéncia de sintese na que s¢ considercu o aspecte enzimati-
co foi realizada com Achromobacten, ¢ qual tinha a faculiace
de sintetizar biotina partindo de cistcoina, carbamil fosfato
e pimelil Colt; comproveu-se a presenca da detiohiotine como
intermediario. Embcre a cisteina atuasse como um excelente
precursoer,; outras pessibilidades foram pasquisadas. om esne
cial nara aguéles matoriais aue nao tinham cisteina em sua -
¢ casc dos rasiduns de batata.(9,10,11). As

composicac come &
primeirac expericénecies a resn2ito foram realizacdas com mutan
tes K-12 de B, colz,0s auais em prescnga &2 nipalil Cof e L-a
Tanina, formavam um cemnosto que era intermediarin na sinteso
@ correspondia an acide 7-oxo-8-amincnclargdnice (7-KAP):acre
ditave-sc que sua formagio cco-rie nossivelmente nor  transa-
minagao. Verificcu-se também que serina., lisina ¢ acidn ¢lu-
tarico atuavam como nrecursores dando bons recsultados quando

a sintese era realizada nor Radiobacter T/ 1256 e Radiobac—
ter IAM 157. Foi demonstrada avynda nesta experidncia a rresen
¢a 6o um intermcdiaric, a destiobintina quo se diferenciava -
da detiohiotina por carecer de um atome de enxdfre (34,35).

Continuande, oncontrou-se que denois de 7-KAP, oxistia na se
quencia cda sintesa nutrn comnosto Ggue cerrespondia ac acido
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7,8-diamino-pelargonico, o qual era sintetizado por um tipo -
de mutante K-12 de E. Col<, capaz de se desenvolver em meios
bue continham desbiotina. Estas afirmagdes foram plenamente -

comprovadas quando se realizaram experiéncias cromatograficas,
obtendo-se valores de Rf bem definidos, que s3o:

DAY e, 0,32-0,40 Dcstiobiotina .... 0,83-0,85
7-KAP ..., 0,63-0,65 Biotina .......... 0,75-0,77

Comprovou-sc também que a serina, histidina o glicina ( que
nao tem enxofre em sua molécula), atuavam como bons precurso
res e que o enzimo especifico utilizava como cofatores ATP ,
magnesio e bicarbonato de sodio (43, 45). At3 aste ponto  sO
faltava demonstrar concretamente a participacio da destiobioti
na na sintese. Ensaiando-se conm R.flava, comprovou-se a trans
formagao dedestibiotina em bictina; em tode caso, persistia a
duvida de que sc tal caso aconteceria com bacterias, especial

mente com o qrupo E. ColZi. Foi somente em 1968-1269, que se¢ -
comprovou mediante trabainos de ordem genética e bioquimica ,

a2 possibilidade de sintetizar biotina quando atuava em altimo

termo a destiobiotina. (52, 53, 54). A experiencia consistiu

em classificar cerca de 60 auxotrofos da tiotina, em particu-

lar mutantes K-12 dez. Colt,. Tal classificacdo resultou em

quatro grandes grupos e mais a utilizacao de L-alanina ¢ acido
pimelico como precursores, permitiu atravis de ensaios croma-

tograficos definir a sequéncia da sintese o a participacdo da

destiobiotina. Foram obtidos os seguintes resultados de Rf:

7-KAP ... ... .. 0,62 - 0,67 DTB ...uvn.... 0,83 - 0,87
DAP ............... 9,38 - 0,45 Biotina ...... n,72 - 0,78

Estes valores comrarados com 0s obtidos na sintese de CAP,
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praticamente sac icuais ¢ jurntamcnte com as provas geneticas
de diferenciagao cos aquatro grupos (ILIT,IIT,IV), permitiram
estabelecor a sequinte sequincia nas sinteses:

AP - 7-¥AP ————d DAP ————p DTB — Biotina

Resta apesar ceg tudo. comprovar a responsabilidade dos mutan
tes na formacac 4o pimelil CoA (42, 9, 10).

0 mecanismo antericr parece ser o0 mais apropriado para a s?g
tose da biotina pels derobacter aerogencs, a partir dos resi
duos de batata (o de outros residuos em geral), nos quais en

contrem aminoacicns ~omo precursorcs zm cujas molcculas nao
esteja presente o enxcfre.

Cre-s¢ por tudo o que foi exposto que o presente trabalho se
justifice npor sc¢ haver analizado as possibiiidades de wutiii
zagao dos residucs das indidstrias de alimentos aue represen-
tam custos muito haixcs. Alem disso, foi nossivel estabelecer
2 sequ2ncia na sintesc ¢ os precursores necessarios. Entretan
to, ericora o metodo de lagoas facultativas tenha sido mais u
sado, podemcs ¢izer quc esse método ndoc € o0 mais aconselh3vel
pois pode-se obter também a biotina em maiores concentracoes
nor tratamento de iacdos ativados e digestio,e por fermentagzo
a nivel industrial.
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Em todc casc nao cabe a menor divida sobre a possibilidade de

a
utilizagao dns rasTducs das indiistrias << alimentns para a ob
tengio de produtos do muito significado no campo nutricional.
Deve-se contudc considerar qus apesar da maioria dos traba
Thos descritos terem sido feitos em carater exnerimental,exis
te a possibililade do se utilizar arandes volumes <de residuos
da industria alimentar nara a produgic dessa vitamina.
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CONCLUSOES

A maior utilidade da biotina foi comprovada nas sinteses mi-
crobioldgicas, na alimentacios de animais.

As analises quimicas dos residuos da batata demonstram o con
teudo de aminodcidos livres, carboidratos, etc., que se uti-
lizam como precursores na sintese da biotina.

0 tratamento em lTagoas de estabilizacdao n3ao parecc ser o m§
todo mais adequado para a obtengd3o da biotina, porquanto no
tratamentc de 15odos ativados os rendimentos s3oc mais altos.

A E.Coli tem a faculdade de sintese da biotina; supde-se que
no caso des residuos da batata, participe o 4. aerdgenes como
formador. A C. vulgarie fornece maior quantidade de oxigenio
e nas lagoas deve evitar-se a presenca das alaas verde-azula-
das que alterem o processo da sintese e produzem odor desagra
davel ; no caso de niveis baixos de nitrogénio, as algas (.
vulgaris atuam como inibidoras do crescimento das hacterias e
geralmente envolvem as bactérias e os produtos de sintese
tornando 4ificii sua szparacdo.

A bacteria T. floridana © responsdavel pela oxidacdo de sulfi-

tos a sulfatos; consome ¢ armazena a biotina formada. A pre
senga de concentragoes elevadas de zinco, magnesio e postici-
das da batata, atuam como inibidores na biossintesc.

Os aminoacidos livres L-alanina, serina, cisteina, acido

»w 0
- —
SRS

tarico e acido pimélico s3ao os principais precursores na
tese.



No caso em que a sintese so inicia com Zcido nim3lico ¢ cis-
an

teina, o atoms do xovre - ligade no infcin da sirtese,7firman
do ' o dntermediiric detiobiotina, N0 CHSO e cUe 2 sintese
inicia-se com Acids nimilice ¢ L-3lanine, 2 3tomo do enxcfre

4

Tiga-se ros passcs finais da sintose,

Ma binssintese com bactirias o precursor & um amincacide 3«
Vre gque n3o tam o atomo do cnxofre em sua wolZcula, como L-a-

™M

Tanina; no caso ‘& biossintesc com leveduras o procursaor
um aminoadcido livre gque contém enxdfro. casc da cisteina.

”,

Lo sintesc dos intermedidrios da biotina 3 enzimdtica.

A sequencia da siatese quando se wtiliza rasiduos da batata e
=m geral para cos meios com aminoacidos livros comn L-alanina,
e acido pimilic

no), € a swguinto:

)
]
——~

-#

ormado na degradagac dos hidratos de carho

—

AP ————3 7-KiP —==e3 DAP ————= TR ———— BIOTIHA

Aoscquancia T a mais indicada porauc os residuos de batata
nao possucm cisteina quo€outro possivel pracursor..

Sugere-se estudar a utilizacac dos residuos nara a ohtencao -
da outras vitaminas Lo complexo B, como tiamina, cianoc b 1a-
mina, niacina, ctc., gque estac presentes guase sempre com a
biotina.



(a)

QUADRD 1 - Residucs das inddstrias de vegetais

at. Hat. Asua BOD Sols. Sols.
Prima fresco. res. em susp. res. totais
ton. 103 1t./ton KG/ton. Kz./ton
Aspargos 120 40 5 4 325
Hervilha 750 30 15 2 190
Beterraba 270 16 70 20 4ace
Cenoura 2810 18 25 17 450
Milho 2800 & 11 5 500
Tomate 5000 g ) 2 92
Batata 2550 16 36 23 345
(a) Valores para 1967, Census of Manufactures, U.S. Department of
Commerce.
QUADRC 2 - Composicao da Batata
Componentes % médias Limites
Agua 77,5 £3,2 - 86,9
Sdlidos Totais 22.5 12,1 - 36.8
Proteinas 2,0 07 ~ 4,6
Corddras 0,1 0,02 - 3,86
Carbchidratos 19,4 12,3 - 30,52
Fibras cruas G.% 0,7 - 3.30
Cinzas 1,0 g.44 - 1.990

'
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QUADFC 3 - Anzlise gualitativa da batata fresca.

Aminodcidos livres:

asparagina . treonina., glutamina

A a, tirosina., valina e meteonina
Kcidos crganicos: Citpico, isocitrico. ascorbico, lactico
¥ gt

‘21ico, tartarico, succinico, oxalico
Hidroxilamino, aconiticc. alfa-ceto-glu-
taricc, cafeinico, clorogénico.

Enzimas: Amilase. tirosinase., fosforibosase, catala

ce, aldeidase, polifenolase, cxidase, fos-

[

atase, peroxidase, glioxalase, deidrogena
se. sistoamilase, zimoxas=, transaminase ,
descarboxilase.

Lipideos: Lincléico, linolénico. palmitico, estearico

Vitaminas, minerais. alcalcides.

- . - . » . -~ . - 4 - -
Quadro 4 Aminoacidos livres, nitrogenic. gravidade especifica e

s6lides +totals da batata pung des Tstados Unidos

(19663 (a).

Amino batata 2 Meses 5 mé&ses 1 més
acidos . __ .. _fresca_ . 10°C_ S O A A S
Alanina 1.0 . Su .

65.71 3 E.83
Arglnlnd 5,00 §.29 5.8¢9 7.99
Ac. auDarflco 11.38 1.8 S 5.59

Cisteina (b} “ - S ————
Ac.glutarico 14.71 2.80 4.33 6.29
Clicina 1.3¢ 2.62 1.62 3.35
Histidina 2.98% 4. 80 3.04 4.57
Isoleucina 2.90 8.01 4.00 6.13
Leucina 0.82 2.57 2.68 2.20
Lisina 3.92 b.01 3.40 4.92
Metionina 2.10 3.54 2.96 2.42

continua

(]
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continuacio.

B3

Quadre 4 Aminocacidos. liv

Amido batats 2 Méses

acidos fresca 109C

(A

Fenilalanina 11 2.5
Prolina 5.38 13.82
Serina y (c)

Treonina 14 .54 25.13
Triptofanio (d4) =-~=-- e
Tirosina 2.22 5.27
Valina 5.9¢ 15.27

Hitrogénio 0.1 0
Crav.especif. 1.088 1.
Sol.totals. 2L .0 23

Estados Uni

(a) Os aminoacideos foranm expressos em micromoles/gr. de batata

(b) nao se encontrou cistina

(o) a serina & ‘treonina, foram calculacdas como serina

(d) nao se determinou o triptofano

(e) variedade de batata pungo



Quadro 5

Produgao de residuos por tonelada de batata fresca

Parametro Valores
KL.
BODS U%0;
COD5 S0
Solidos volateis totais 70
S6lidos suspendidos 4
S6lidos voldteis em suspensao 45
FO,, (fésforo total com P) 0.3
Nitrogenio total (N) 1.5
1t.
Agua para o processo/ton 20,000

(a) BOD € a demanda bloquimica de oxigénio depois

de 5 dias de retencao a 20°C,

Quadro 6

Analise quimica na agua de lavagem do amido
Componentes rorcentagens
S6lidos totais 10.85
Proteinas (Xjeldhal x 6.25) 28,50
Protelnas (reativeo de Riuret) b 60
Asparagina 20.40 (a)
Aminados compostos (analise automatica) 18.80 (b)
Agucares redutores totais 35.40
Fotassio 17.70

(a) Da porcentagem de aminoacidos
(b) Da porcentagem de aminoacidos




Quadro 7

- - - b
Analise dos residuos da batata (casca e agua de lavagem)

Parametro kg . /ton de material
fresco
Agua 110.0
BOD 6.0
COD 11.0
S6lidos totais 11.5
S50lidos volateis totais 8.0
S01idos em suspencgdo 8.5
Nitrogénio total (Kjeldhal) 0.12
Fosforo total (P) G.05
Alcalinidade 1.5
pH 11.4
Quadro 8
Analise dos residuos da hatata
(Laboratdorio HIBBS dos Estados Unidos)
Pardametros percentagem
Umidade 9y .5
Proteina 1.9
Gordura 0.02
Cinzas 0.1¢
Nitrogenio livre extraido 1.64
Nutrientes digeriveis totais 2.78
Cidlcio 0.30
FSsforo 0.051
Hierro 0.0028
Sddio 0.08¢
pH 6.6
Pesticidas ppMm
Lindane 0.005
Aldrin 0.01
Heptacloroepoxi 0.01
Dieldrin 0.05
Endrin 0.05
DDE 0.5
DDD 0.1
DDT 0.1
Metoxicloro 0.2




Quadro 9

Utilizagac de substratos organicos por
o d:

Thiocapea floridana

Adicoes do Substrato Subst. mais Subst. meis Subst. mais
substrato sS HCO, s HCO, + &
Nenhum nac (a) nao nac sim (cduplo)
Glucose nao sim (duplo) eim (duplo) sim triplo
Frutose nao sim (duplo) sim {(duplo) sim triplo
Maltose nao nao sim (b) sim triplo
Lactose nao sim (duplo) sim sim triplo
Sacarose nao nao sim (duplo) sim triplo
Clutamato nao nao nao sim duplo
Histidina sim (duplo) sim (duplo) sim (duplo) sim triplo
Metionina nao nao sim sim duplo
Treonina nao nao nao sim duplo
Aspartato nao nao nac naoc
Valerato nao sim nao sim duplo
Butirato nao nao nao sim duplo
Propionato nao sim nao sim duplo
Isobutirato nao nao nao sim duplo
Hexanoato nao sim nao sim duplo
Isovalerato nao nao nao sim duplo
Fermiato nao nao nao nao
Acetato nao sim nao sim duplo
Succninato nao sim nao sim duplo
Piruvato sim (duplo) sim (duplo) sim (duplo) sim duplo
Fumarato sim (duplo) sim (duplo) sim duplo
Malato nao nao sim duplo
Clicolato nao nao sim duplo
a - nao, indica que = presenca da Substincia adicionada ao subs-
tratc nao aumenta o desenvolvimento das bactérias.
b - ginm, indica que sua presenga estimula o desenvolvimento das

bactérias.



Quadro 10
Composigan do meioc complete para microrganismos

que requerem bhlotina para seu desenvolvimento.

Componentes Quantidades
KNO,, 50 mg.
KH, PO, 7 mg.
CoCl, .6H,0 0,00
Cuso,, . 5h2 0,00u
FeCl, 6H,O0 1,0
ZnSOu 1H2O 0.30
MnSO,, . 1K, 0 0,60
Nazl"ou.ZHzO 0,15
EDTA 6,00
Vitaminas 0,.0
Biotina 0.10
Acido nicotinico 0.10
Ac. pantotenico 0,10
Cianocobolamine 0,50
Inositol 3.0
Tlamina 5.0
Timina 0,01
Ac. pramino benzoico (PAR) 0,02
Ac. folico 0,002
Carvao etivado 1000,0 ml.




Quadro 11

Concentragoes de Biotina er varias arostras tomadas NOS
tratamentos.

Conteldo da biotinea

Origem da
amostra

cont. médio

Am. hidrolizada nao hicr. PR
: e ' ug/gr. solido

Fes. fresco 21 5 1.0
Res. de digestao 50 100 0,5
Sobrenadante de

estanques 390 2 1.0
Lodo ativado 10 15 0,7

Em termos gerais a presenga de biotina nas Aguas residuais em

tratamento foi de 10-50 ug/lt.

Quadro 12

Valores de Biliotina e BOD5 para

residuos industriais e domésticos

. Biotina RO
Origem e tratament P . o5
£e © (ng/1.) ug/ml.
Lagoas que recebem resi
duos de hatatac 1,226 12.70¢C
Lagoas que recebem resi
duos de usina de acgucar 3,660 542
Lagoas que recebem resl
duos domesticos 77 50
Lagocas facultativas que
recebem residucs domes
ticos 122 25




Quadro 13

Efeito dos dcidos dicarboxilicos na biossintese dog interme

diarios da biotina por Agrobacterium ap.

Adigoes A. tumefaciens A radiobacter A.radiobacter
TAM 1525 TAM 1226 [AM 1527

Acido oxalico tracos tracos tracos
Acido malonico ‘ v X

Acido glutarico 2,70 G,88% 0.u43

Acido adipico tracos tracos tracos
Acido lewjlco " " ‘

Acido subéric i i &

Ecido azcla¢co : i K

Acido sebacico " o "

Quadro 14

Lfeitos dos aminoacidos na binssintese dcs

Intermediarics de bictina por Agrobacterium sp.

AdicBes Intgrmgdlarlos sintetizados (ug/ml)por:
" 2faciens A.rvadrobacter A.radioshacter
1AM 1226 AfA 1827
L-alaninea tragos 0.33 tragos
L-leucina ! tracos a
L—d01d glutamico " 0.34 N
L~2 1&0 aspartico ! tragos "
L-lisi 2.60 0.5¢ 0.48
Lmarginina tragos tragoes tragos
L~ornitina g " o
-treonina N i N
L-cisteina i a i
DL~metionina " N !




Quadro 15

Purificagao de &nzimo

Elementos Proteinas Ativid. espocffsa) Ativ. total
mg. BDC DAPA BDC DAPA

Ixtrato

crd 22,800.0  0.022 0.2u5 550 5,500

AmSO,

(20-80%) 13,440.0 ©.032 0.333 L2 4,480

DEAE: Celu

iosa 177.5 0.873 10.662 530 7.650

FHidroxila

patita 66 .5 5.697 76 .94Y4 320 5,130

Sephadex

5-200 7.2 41.944% 516.667 3072 3,720

(a) milimicromoles de destiobiotina formada/mg.de proteina/2h

Substrato:DAPA: 7,8-dcido diamino rzlargdlico
EDC : acido biotina diaminocarboxilico

Quadro 16

Necessidade de cofatores

Cofator omitido Rictine formada DTB formado(a)
Nenhum 0.u491 b.,293
ATP 0,061 0.u1s
NaHCO3 0.065 0.373
Mgz 0.0u49 0.181

Foi usado 12.5 ug de cénzimo purificado
(a) milimicromoles de biotina ou desticbiotina formada/por 12.5
ug. de protelna/2hr.



Quadro 17
Substratos especificos do énzimo
Substrates Biotina Destiobiotina
formada (a) formada(a)
Kc. 7-ceto-8-eminopelarg. C 0
Ac. 7-amlino-8-cetopelarg. C Q
Ac. biotina diaminocarbox. C.u09 0
Kc. 7,8-~diaminopelargon. 0 4.433
Foi usado 12.5 ug. de énzimo purificado
(a) mlllcrowol de biotina ou destiobisotina formada/ por 12.5
ug protelna /2hr.
Quadro 18
Efeitos de diferentes aminodcidos na producao
de biotina a partir do dcido biotindiaminocarboxilico
B. sphaericus (/) R. rubra (B)
Aminoacido .
: o L. arabinosus B.subtzillis
(ug./ml) (ug./ml.)
Nenhuma anva 1,8 1.0
Ac. L~ dePIlPO 2,3 1,2
LEe. -—glutamlco 5,5 2,9
L~ 3rg1nlna 2.1 1,9
L-lisina 2,3 3,1
L-alanina 5.3 1,0
L-leucina 2,0 1,0
L-valina 3,1
(A) - a mistura reagente continha 45,5 my. de células, 10 ug.
de acido butindraminoc carboxilico (atividade comparada
com d-biostina) ¢ 2mg de amincacido como indicado em 1
ml de Tris buffer 0,2 M (pH 7,2), 2 incubado por 12 ho
ras.
(B) - A mistura reagente continha 45.5 mg. de células, 10 ug.

de dcido biotindiaminocarboxilice (atividade comparada
com d-biotina) ¢ 2mg. de aminoacido comn indicade em 1

nl. de tampao de fosfato,pH 7,2 e incubado por 12 ho
ras.
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Quadroc 16

Producac de Riotina

N

L

oY

™

'

culturas

nuras

de lagocas

Microrganismos

(n)

Tempo de

b4 horas

rendimen

o em mg/lt.

b 21 19
16 (Salmeonella sp.) 41 356
19 23 3213
20 (A, aerogenes) 734 663
21 (Aerobacter sp.) 43y yu
22 32 181
24 (Enterococcus) 14y 13
Controle {(nao inoculado) 1u
Quadro 20
Utilizagao de biotina
Tempo de in . Experimento Controle *
cubagao biotina alga biotina alga
(ng/ml.) por ml ng/ml por ml
0 293 1,1,102 283 1,1.102
25 150 1,5.10; e 1,4.107
48 180 2,0F105 - 1.,4.10°
67 172 7,4.107 - - .
SE 62 2§6u10g 270 i,4.10
120 32 2,3.10; - -
138 26 1,6.107 - -
168 21 156010g 280 1,3.1¢C
183 20 1.3.10¢ a -
216 19 1,2.107 - -~ &
2614 113 1,2.10° 280 1,3.10

% Amostra incubada no escuroc

*% Amostra nao analizeda
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Quadro 21
Utilizagao de Biotina por Ti<ocarasa [loridona
Biotina (ng/litro)
. ~ T Ty 7 P ey
Tempo de incubacio Experimental Controle
Luz Iscurc Lz Escuro
0 8.500 8.500 2.500 8.500
53 4.8500 3.600 8.500 B.500
182 - Z2.800 8.500 8,500
Quadro 22
Biossintese dos intermedidarios da biotina em
em extratos livres de células de P coli (mutantes).
Equivalentes de biotina (ng/ml)(a)
M e g
Mistura reagente : : ;
- = Enz. impuro Enz. dializada

Completa

(b)

-L-alanina

249 160

50 5

~Pimelil CohA 0 2

~Tosfato de piridoxal 10

L~gerina 60 25

L-cistelina i

-9

(a) ng/ml = 10 “gr/ml.

(b) A mistura reagent: completa continha 0.04 umel de fosfato de
piridoxal, 0.15 a 0 .45 umol de pimelil Ccéh, 50 umol de tampic
(tris), 25 umol dz L-alanina e 0,2 ml de énzimo em um volume
final de 1 ml.0nde indicado, a alanina foi substituida por se
rina ou cisteina.
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Quadro 23
Distribuicao do énzimo de condensacio do

7-KAP em varios crupos de mutantes pro-dutores de biotina

at. especifica

Mutante bio Fgulvalente de

A biotina (pmoles/ml) <Sﬁ2%§§g§§:(2?

Crupo la 110 <5
Grupo Ib 124 300 20
Grupo I_ 123 1500 120

131 1300 120
Grupo Il 44, 1100 130
Grupo I1l,4, 1300 190

308 2000 170
Crupo IV 44 2600 190
Y10-1 110 10
T50-1 <5

Quadro 24

Efeito da concentragao de biotina na formacao do

enzimo de cordensagdo e na excregdo do 7-KAP,

Equivalentes de biotina

Melo c/bioctina —_ —

At ., enzimatica Filtrado
mg /m1 mg /ml. me . /1.
0,05 180 80
0,10 230 30
0.20 5380 17¢
0.50 280 90
1,00 170 uo
5.00 <5 <5




Quadro 25

Identificacao por cdromatografia e electroforésis intermediarios
T—

da biotina excretados pelos mutantes de F. ecl.

Exemplos n? de interme valor R
diario médio

Grupo II 1 0.64
(colonia 3u4)
Grugo IT1T 1 V.63
Colonia 3907 2 0.37
Grupo IV 1 0.563

2 0.39

3 0.83
Linha extranha 1 0.64

2 C.39

2 0.83
7--KAFP 0.62 - 0.67
DAP 0.38 0,45
DTR 0.83 - 0.87
Pictina 0.72 .78
Quadroc 256

Istudos de cruzamentos

T

Pessibhilidades de cruzarmen®o

Grupos d¢ mutantes que i
intervem no cruzamento . Grupos de mutantes
Y10-1 ¢ —— ——
- I i1l 1y
I + % o + + +
I + % - - +
II1I + ! - - - +
Iv + ‘ - - -
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