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RESUMO

O 4cido hialurdnico (AH) € um polissacarideo composto de 2000-25000 unidades
dissacaridicas de 4cido glucuronico e N-acetilglicosamina formado por ligagoes B-1,3 e -
1,4 alternadamente. Devido suas propriedades fisico-quimicas como: poder lubrificante, ser
hidrofilico e biocompativel, 0 AH tem sido amplamente aplicado na drea médica. Muitos
estudos comprovam que a producdo de AH por processo fermentativo microbiano
possibilita sua otimiza¢do por meio do conhecimento dos requerimentos nutricionais das
células e controle das condi¢des de cultivo como pH e temperatura. O pH 6timo de
crescimento bacteriano e de producdo do AH é 7,0, embora pHs fora da neutralidade
(quando se € aplicado um tratamento 4cido) induzam mudancas metabdlicas com reflexos
na producdo de AH. Os efeitos do pH ainda sdo pouco reportados na literatura,
principalmente quanto ao tratamento na regido 4cida. Neste trabalho, em sua primeira
etapa, estudou-se os efeitos do tratamento do in6culo em pHs 4,5, 5,0 e 5,5 e com tempos
de 15, 30 e 60 minutos. Foi utilizado um &cido organico (acético) € um inorganico
(cloridrico). As fermentagdes foram conduzidas sem aeracdo forg¢ada, em frascos, com pH
7,0. A melhor producdo do AH (0,74 g/L) foi obtida com o tratamento utilizando acido
cloridrico, comparado ao tratamento com &cido acético (0,49 g/L), e com o in6culo sem
tratamento 4cido (0,31 g/L), usado como controle. Na segunda etapa deste trabalho foi
estudado o efeito do tratamento dcido no indculo utilizando reator de tanque agitado com
aeracdo forcada, nas melhores condi¢des determinadas na primeira etapa, onde foi
observada uma maior producdo de AH (2,5 g/L) quando utilizadas as condi¢des: tratamento
acido no inoculo, pH 7,0 e 2vvm de aeracdo durante a fermentacdo. Na terceira etapa do
trabalho foi realizado um estudo utilizando cardiolipina no meio de cultivo (in vivo), sendo
observado que a cardiolipina desempenha um papel importante quando se quer alcancar

uma alta massa molar para o AH.
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ABSTRACT

Hyaluronic acid (HA) is a polysaccharide composed of 2000-25000 disaccaridic units
of glucuronic acid and N-acetylglucosamine B-bonds formed by 1-3 and 1-4 B-turn. Due its
physicochemical properties such as lubricity, hydrophilic and biocompatible, HA has been
widely applied in the medical field. Many Studies show that production of HA by
fermentation microbial allows optimization through cells nutritional requirements
knowledge and control conditions cultivation as pH and temperature. The optimum pH for
growth and production HA is 7.0, while the pH was neutral ("stress") which induces
metabolic changes with repercussions on the production of HA. The effects of pH are
poorly reported in the literature, especially regarding acid treatment in the region. In this
paper, in first stage, were studied the effects of treatment in the inoculum pH 4.5, 5.0 and
5.5 and with times of 15, 30 and 60 minutes. We used the organic acid (Acetic) and
inorganic (hydrochloric acid). The fermentations were conducted without forced aeration in
flasks with pH 7.0. The best production of the AH (0.74 g/ L) was obtained with treatment
using hydrochloric acid, compared to treatment with acetic acid (0.49 g / L), and the
inoculum untreated acid (0.31 g / L), used as control. In the second stage was studied the
effect of the acid stress in the inoculum using stirred tank reactor with forced aeration in the
best conditions determined in the first stage. It was observed an increased production of AH
(2.5 g / L) when were used the conditions: the acid shock inoculum, pH 7.0 and 2vvm
aeration during fermentation. And the third stage of the work was carried out in a study
using cardiolipin added in the culture medium (in vivo). It was observed that cardiolipin

plays an important role when we want to achieve a high molecular weight for AH.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

O AH possui cadeia linear, ndo ramificada e consiste de unidades dissacaridicas
polianidnicas de acido D-glicurénico (GIcUA) e N-acetil-glicosamina (GlcNAc) unidas
alternadamente por ligagdes glicosidicas B-1,3 e B-1,4. AH existe naturalmente como um
gel hidratado encontrado em tecidos humanos e de animais. Esse biopolimero influencia o
comportamento celular e apresenta significativas func¢des estruturais, reoldgicas,
fisiolégicas e bioldgicas no organismo humano.

Quando o AH, um polissacarideo polianidnico, é incorporado a uma soluciao aquosa
neutra ocorrem ligacdes por pontes de hidrogénio entre as moléculas de dgua e os grupos
carboxila e N-acetil, conferindo ao polimero capacidade de retencdo de dgua e dureza
conformacional, que limita a sua flexibilidade. A molécula pode ainda adotar diferentes
conformagdes que sido dependentes do nivel de hidratacdo, do ambiente idnico e da
temperatura. Solucdes de AH apresentam propriedades viscoeldsticas e seu comportamento

nao ideal tem sido fonte de muito estudo.

A auséncia de imunogenicidade ou toxicidade de AH permite sua ampla aplicacdo
nas inddstrias cosmética, médica e farmacéutica, incluindo hidratantes para a pele,
tratamento de osteoartrite, cirurgia oftalmolégica, preveng¢do de adesdo apds cirurgia

abdominal e cicatriza¢do de ferimentos.



Encontrado naturalmente nos tecidos conjuntivos de mamiferos, o 4dcido hialurénico
pode ser extraido do fluido sinovial, pele, tenddes e particularmente do corpo vitreo dos
olhos, do corddao umbilical e também da crista de galo ou pode ser produzido por
fermentacdo de Streptococcus zooepidemicus. Os polimeros resultantes do microrganismo
apresentam mesma estrutura quimica daqueles encontrados em humanos, podendo diferir

apenas com relacdo a massa molar.

O AH ¢ sintetizado por S. zooepidemicus como um fator de viruléncia do
microrganismo. As por¢des de dcido D-glicurdnico e N-acetilglicosamina que constituem a
molécula de AH sdo derivadas de glicose-6-fosfato e frutose-6-fosfato, respectivamente, e

sdo polimerizados pela enzima hialuronidase sintase.

Estudos sobre a produc@o microbiana de AH apresentam oportunidades de otimizar
o rendimento e qualidade do produto por meio de engenharia genética e controle das
condig¢des de cultivo, visto que a maioria dos produtos formados pelos microrganismos €
resultado de sua resposta a condi¢cdes ambientais como nutrientes, vitaminas, fons,

temperatura, pH e teor de oxigénio dissolvido.

O crescimento celular de S. zooepidemicus compete com a produgdo de AH por
fontes de carbono e energia, enquanto dcido latico pode inibir o crescimento celular e a
sintese de AH. Baseado na caracteristica de S. zooepidemicus, é esperado que o aumento da
producdo de AH pode ser realizado pelo redirecionamento do carbono do 4cido lético para
o dcido acético. Liu et al, 2007 conseguiram redirecionar o fluxo de carbono de S.
zooepidemicus e aumentar a producdo de AH sob condicdes de stress intermitente alcalino

durante fermentacdo em reator tipo tanque agitado.



N

Entretanto, poucos estudos se referem a estratégia de tratamentos acidos em
S.zooepidemicus. Os efeitos do tratamento dcido sobre a fisiologia bacteriana ainda nio sdo
conhecidos em detalhe. Mas como em outras bactérias, respostas adaptativas parecem ser
um modo habitual de protecdo ao tratamento dcido em bactérias lacticas, entretanto, o
modo como isto ocorre pode variar entre as espécies.

Estudos protedmicos realizados em bactérias laticas para o desenvolvimento
de tolerancia ao tratamento dcido mostram que inimeras proteinas sdo induzidas durante a
adaptacdo 4cida nessas bactérias, como também o desvio do fluxo de carbono no
metabolismo celular.

O redirecionamento do fluxo de carbono da produgdo do 4cido latico para a
producdo do dcido acético € uma estratégia vantajosa na producdo de AH. Isto porque sua
sintese ndo serd inibida pela alta concentracdo de &4cido latico no meio. Além disso,
possibilita a formacdo de dcido acético que acompanha a producio extra de ATP, que € de
extrema importancia na sintese de AH.

Desse modo, estudos avaliando a influéncia do tratamento dcido na produgdo de AH
sd0 escassos, embora seja de muita importancia para o aumento da producdo de AH e, até
mesmo, para um melhor entendimento do funcionamento celular em vias enzimaticas, na
sintese desse polissacarideo tao importante.

Neste trabalho foi realizado o tratamento dcido no indculo, em diferentes condi¢des, e
a fermentacao foi conduzida de modo ja estudado em trabalhos anteriores do grupo, como
no trabalho de Pires (2009). Além disso, foram determinadas as concentracdes de AH,

concentracao celular e formacao de metabdlitos ao fim do processo fermentativo.



1.1 Objetivo

O presente trabalho tem por objetivo estudar a influéncia do tratamento 4cido no
in6culo em ensaios sem aeracdo forcada e durante a fermentacdo em reator de tanque

agitado com aera¢do forcada na producdo e massa molar do 4cido hialurénico produzido

por Streptococcus zooepidemicus. Foi realizado também o estudo do efeito do fosfolipideo

cardiolipina quando adicionado no meio de cultivo sob a producao e massa molar do AH.

1.2 Aspectos Abordados e Estrutura do Trabalho

Este trabalho aborda o efeito causado na producdo de AH quando o microorganismo
S. zooepidemicus sofre tratamento 4cido. Este assunto serd apresentado neste texto sob a
forma de artigos cientificos. Serdo trés artigos cientificos que abordardo os seguintes

aspectos:

i.  Escolha do melhor acido (organico ou inorgéinico), tempo de exposicdo e pH para

utilizacdo da estratégia do tratamento acido.

ii. Efeitos da utilizacio de um indéculo que sofreu tratamento 4acido (condicdes

encontradas no artico do item i) em um reator de tanque agitado sob aeracio

constante.

mi.  Efeitos do tratamento de cardiolipina no meio de cultura sob a producido e massa

molar do AH.



CAPITULO 2

REVISAO

BIBLIOGRAFICA

2.1. Acido Hialurénico
2.1.1. Estrutura

O 4cido hialurdnico (AH) é um membro da familia dos glicosaminoglicanos,
também chamado de mucopolissacarideo, e estd presente no cimento intercelular dos
tecidos animais e nas cdpsulas de certas bactérias. O AH € linear, nao ramificado e consiste
de unidades dissacaridicas polianidnicas de &acido D-glicurénico (GlcUA) e N-acetil-
glicosamina (GIcNAc) unidas alternadamente por ligagdes glicosidicas B-1,3 e B-1,4. As

figuras 2.1 e 2.2 demonstram a estrutura espacial e quimica da molécula.



Acido D-glicuronico

N - Acetil glicosamina

Figura 1 - Férmula espacial e molecular da unidade repetitiva dissacaridica, do Acido Hialurénico,
formada por 4cido D-glicurdénico (GlcUA) e N-acetil glicosamina (GlcNAc) (Chong & Blank,

1998).

Figura 2 - Estrutura quimica do 4cido hialurénico. (Syang et al, 2008).

n

O AH pode conter em torno de 30.000 unidades dissacaridicas repetidas na
molécula extraida de tecidos animais, o que significaria uma massa superior a 10’ Da

(Weigel et al.,1997).



2.1.2. Propriedades e Funcoes do Acido Hialurénico

Quando o AH, um polissacarideo polianionico, € incorporado a uma solucao
aquosa neutra, ocorrem liga¢des por pontes de hidrogénio entre as moléculas de dgua e os
grupos carboxila e N-acetil, conferindo ao polimero capacidade de retencdo de dgua e
dureza conformacional, que limita a sua flexibilidade (Chong & Blank, 1998).

O seu comportamento em solu¢do aquosa, portanto, ¢ bem peculiar e a sua
rigidez pode ser justificada, em parte, devido as ligacdes de hidrogénio entre os sacarideos
adjacentes, combinado com algum efeito de repulsdo eletrostitica mutua entre grupos
carboxila (Hardingham, 2004). A solu¢do de acido hialuronico tem consisténcia gelatinosa,
alta viscoelasticidade e alto grau de hidratacdo devido as caracteristicas estruturais da
molécula (Kim et al., 1996). Scott (1989) foi um dos pesquisadores que demonstrou a
capacidade de hidratacdo do AH, que pode atingir a relacdo de 100 vezes a sua massa em
agua.

O AH pode adotar diferentes conformagdes que sdo dependentes do nivel de
hidratacdo, do ambiente i0nico e da temperatura. Solucdes de AH apresentam propriedades
viscoeldsticas e seu comportamento nao-ideal tem sido fonte de muito estudo.

Syang et al. (2008) estudaram as propriedades viscoeldsticas de solucdao de
HA em condi¢des diversas, inclusive, adicionando albulmina bovina na solu¢do. Nesse
estudo, descobriram que a viscosidade de HA diminui consideravelmente a partir dos
seguintes fatores, nesta ordem: o aumento da concentracdo de sal > nivel de pH >
temperatura, sugerindo que esses fatores enfraquecem a atracdo intermolecular entre
moléculas de HA. Por conseguinte, aumentar a liberdade da cadeia, sua extensdo, e

promover a formacdo de hélices sob cisalhamento, reduz o mdédulo de cisalhamento e



viscosidade de cisalhamento. O comportamento nao-tixotrépico da solucdo de AH sugere
que a degradacdo e recuperacio da estrutura do AH devem proceder através dos mesmos
estados intermedidrios, reafirmando o forte desempenho do AH como principal
componente do liquido sinovial. Assim, Syang et al. (2008) chegaram a conclusdo que
albulmina bovina (AB), em solu¢do de AH, atua como lubrificante hidrodindmico e de
fronteira, melhorando substancialmente a habilidade da molécula de reter dgua.

As propriedades viscosas e eldsticas dependem da estrutura primdria e
comprimento da cadeia molecular e sua conformagdo e operagdo de concentracdo
(aglomeracdo). Isso porque a cadeia molecular do acido hialurdnico ndo é ramificada e é
polianidnica, ela tende a ser estendida e um pouco rigida, ambas as caracteristicas
contribuem grandemente para suas propriedades eldsticas. Devido a todas estas
propriedades, esta molécula pertence a classe de polimeros chamados "super-liquidos
elasticos”, o que significa que eles possuem mais caracteristicas eldsticas. Assim, forcas
relativamente pequenas em funcdo do seu impacto e freqii€ncia, podem causar uma
deformacao eldstica muito maior neste liquido que em borracha liquida (Balazs, 2004).

AH, entre seus muitos papéis, é responsdvel por assegurar que os fluidos
sinoviais permanecam viscosos, densos e protetores, permitindo o crescimento da
cartilagem. Devido a presenca da Glicosamina, o dcido hialur6nico também déa forma e
volume ao corpo humano, mantendo-o literalmente unido (Revista de Oxidologia — Set/Out
1996).

Estudos demonstram que as fungdes bioldgicas do AH estdo vinculadas a
existéncia de inimeras conformacdes e de interacdes especificas dessa molécula (Cowman
et al, 2005). E provével, que as conformacdes sejam afetadas pelo ambiente, assim como,

pela acdo de forgas idnicas, interagdes especificas do fon, constante dielétrica local, efeitos
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de exclusdo de volume, exposi¢do a forcas mecanicas, e pela presenca de substancias que
proporcionem uma interagao.

Aproximadamente metade do AH presente no corpo humano ocorre na pele,
sendo grande parte localizada no espacgo intracelular onde pode alcancar concentracdo de
2,5 gL', Além de servir como matriz em que as células estio embebidas, AH é capaz de
imobilizar dgua nos tecidos, alterando o volume dérmico e sua compressibilidade, e
influenciar a proliferacdo celular, a diferenciacdo e reparacdo de tecidos (Kogan et al.,
2007).

Em cartilagens, apesar de sua baixa concentracdio, AH funciona como
importante elemento estrutural da matriz, formando um centro de agregacdo para um
proteoglicano condroitina sulfato, que mantém sua estrutura macromolecular na matriz
devido a interagdes especificas AH-proteina (Prehm, 2000).

Alguns 6rgdos possuem altas concentragdes de dcido hialurénico, tais como
o cordao umbilical, fluido sinovial e o humor vitreo. Na pele e em cartilagens, a sua fungdo
¢ ligar-se a dgua e reter a tonicidade e elasticidade dos tecidos. Nos fluidos das articulagdes,

serve como lubrificante proporcionando um meio protetor para as células (Kim al et.,

1996).

2.1.3. Fontes do Acido Hialurénico

Encontrado naturalmente nos tecidos conjuntivos de mamiferos, o dcido
hialurdnico pode ser extraido do fluido sinovial, pele, tenddes e particularmente do corpo

vitreo dos olhos, do cordao umbilical e também da crista de galo. O 4cido hialurénico



z

disponivel comercialmente € suprido prioritariamente pelas duas ultimas fontes. No
entanto, a obtencdo do dcido puro a partir dessas fontes naturais apresenta duas grandes
desvantagens: necessidade de purificacdo laboriosa, uma vez que esse produto encontra-se
usualmente misturado com outros mucopolissacarideos e proteinas, e redu¢do da sua massa
molar, devido a degradacdo das suas cadeias nos procedimentos complexos requeridos para
a purificacdo (Ogrodowski, 2006).

Estudos mostram que o 4cido hialurdnico estd presente na crista de galo em
quantidades significativas. Os polissacarideos isolados das cristas sem o epitélio consistem
de 4cido hialurénico e sulfato de condroitina na propor¢do 15:1. Em 1958, Balazs e Szirmai
encontraram em polissacarideos isolados da camada mucdide da crista quase que somente
acido hialurdnico (Szirmai, 1956; Szirmai, 1961).

Entretanto, hé restricdes para a extracdo do AH para fins comerciais pelas
vias citadas acima. Estas restricdes sdao devido a reducdo da massa molar do AH apds os
processos de extracdo e purificacdo; a dificuldade na purificacdo do acido, pois este esta
presente em tecidos animais e complexado com proteoglicanas; ao controle da massa
molar; as questdes éticas quanto a utilizacdo de AH vindo de animais e também ao risco de
contaminacdo viral. Assim, uma das maneiras mais vidveis para obtencao do AH € por via

microbiana a partir de bactérias.

2.1.4. Aplicacdes do Acido Hialurénico

O 4cido hialurénico (AH) ndo é imunogénico e, portanto possui um grande

potencial de aplicagcdbes médicas e cosméticas nas dreas de oftalmologia, ortopedia,
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implante de préteses, cicatrizacdo de feridas, terapia de artrite, prevencdo de adesdo de
tecidos em cirurgias, oncologia e dermatologia (Holmstrom & Ricici.,1967).

Este 4cido tem sido aplicado em tratamentos e diagndsticos clinicos, devido a sua
alta biocompatibilidade e o fato de exercer fun¢des fisiolégicas importantes, como por
exemplo, lubrificacdo, difusdo e transporte de proteinas, manutencdo de dgua e eletrlitos, e
aceleracdo de cicatrizacdo de feridas (Swann & Kuo, 1991).

Devido as suas propriedades viscoeldsticas, AH € usado em um grande nimero de
cirurgias oftalmoldgicas. Preparacdes de AH sdo feitas para proteger os tecidos dos olhos
delicados e proporcionar espaco durante a manipulacdo cirdrgica. Entretanto sua maior
utilizacdo encontra-se na substituicdo ou reposi¢do de fluidos vitreos perdidos durante
procedimentos como cirurgia de catarata ou implante de corneas (Kogan et al., 2007).

O AH também tem tido bastante sucesso quando aplicado intra—articularmente para
o tratamento de osteoporose. Greenberg et al. (2006) concluiram que terapias utilizando
AH aumentam os efeitos benéficos contra a osteoartrite, restauram as propriedades viscosas
e elasticas do fluido sinovial, estimulam o organismo a produzir mais AH pelas células e
agem de maneira antiinflamatéria e analgésica.

Devido a sua caracteristica eldstica, AH com ligacdes cruzadas também sdo
utilizados para preencher rugas e cicatrizes profundas, fornecendo a elasticidade necesséria
para este preenchimento. Estudos comprovam o potencial de hidrogéis contendo AH como
material para regeneracdo de tecidos. Shu er al., (2004) descreveram o desenvolvimento
destes hidrogéis, os quais ndo necessitam de implantacdo cirdrgica, sendo portanto
injetados, e a melhoria na citocompatibilidade destes quando incorporados a fibroblastos.

Um novo produto, uma combina¢do de AH com dexpantenol, vem sendo utilizado

como hidratante e preparacdo tépica protetora e regeneradora da pele. Devido as suas
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propriedades antioxidantes, AH atua como um componente antiinflamatério em materiais
para recobrimento de ferimentos (Moseley, 2003).

Rosa (2008) comprovou forte atividade antioxidante do AH presente na crista de
galo. Este AH tem a capacidade de sequestrar o radical DPPH demonstrando que o AH
pode ser utilizado para proteger o corpo humano contra radicais livres e retardar muitas
doencas cronicas. Também pode ser utilizado na inddstria alimenticia como antioxidante
natural.

No estudo da farmacologia, AH pode ser conjugado diretamente a outras drogas ou
usado para preparar microcapsulas para liberacao controlada de medicamentos (Esposito et
al., 2005), bem como pode ser usado para melhorar a biocompatibilidade de microesferas
de quitosana utilizadas como cédpsulas para liberacdo de drogas (Vasiliu et al., 2005).
Microesferas de AH sdo também utilizadas para liberacdo controlada de DNA plasmidial e

anticorpos monoclonais na transferéncia de segmentacdo genes (Yun et al., 2004).

2.2. Produciio Microbiana de Acido Hialurdnico

2.2.1. Bactérias do Género Streptococcus

A producdo de AH por Streptococcus é conhecida ha 50 anos, e a maioria
dos sistemas divulgados na literatura referem-se ao uso de Streptococcus do grupo
Lancefield A e C, onde o grupo A é considerado como patégeno humano e o grupo C,
patégeno de animais. Streptococcus do grupo Lancefield A e C sdo B - hemoliticos por

exibirem B - hemdlise pela estreptolisina do cultivado em placas de dgar sangue. Embora a
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correlagdo entre a capacidade de producdo da estreptolisina e a patogenicidade do
microrganismo nao seja claramente entendida, AH para aplicacdes médicas ou cosméticas
ndo pode estar contaminado com essa proteina. Entretanto, dificilmente consegue-se
produzir AH efetivamente ndo contaminado com estreptolisina (Thonard et al., 1963;
Holmstron e Ricici, 1967; Woolcock, 1974; Pires, 2009).

O uso de bactérias para a produgcdo do AH tem sido defendido por vérias
razdes técnicas, econdmicas e éticas. A producdo do dcido por via microbiana, a partir de
bactérias gram-positivas tais como Streptococcus, mostra a formacdo de uma cépsula
mucdide de polissacarideos, como produto extracelular, ao redor destas. A sintese de AH
como principal polissacarideo capsular nesses patégenos é um fator biocompativel, que
permite a estas bactérias gram-positivas evadir as defesas do organismo, proteger-se contra
fagocitoses, e, consequentemente, causar alto nivel de viruléncia (Roberts et al.,1989). A
formacdo da cdpsula mucéide pode ser vista na Figura 2.3.

O AH produzido por Strotococcus € nao imunogénico, ou seja, €

quimicamente idéntico ao produzido por mamiferos e, por isso, ¢ um dos meios de

producdo mais estudados atualmente.
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Figura 3 - Células de Streptococcus zooepidemicus (bactéria gram-positiva) com suas capsulas de

4cido hialurénico em meio aerado (Chong & Blank, 1998; Ogrodowski, 2006).

O processo de preparacdo do AH produzido por microrganismo vem sendo
desenvolvido para atuar em escala comercial (Holmstrom and Ricica, 1967; Markovitz et
al, 1959 ), entretanto, é muito importante que o AH produzido seja livre de streptolisina
como foi explicado anteriormente. Kim et al. (1996) estudaram a producdo de AH com alta
massa molar utilizando Streptococcus ATCC 6580 mudado geneticamente o qual ndo

produzia streptolisina e enzimas que prejudicam a obtencao do produto.
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2.2.2. Metabolismo do Streptococcus

Streptococcus sao bactérias laticas homofermentativas, nutricionalmente
fastidiosas, que requerem meio de cultivo rico para crescimento. Sob condi¢des anaerdbias,
o principal produto fermentativo derivado do catabolismo de glicose é o acido latico, com
baixos niveis de formato, acetato e etanol. A glicose € principalmente metabolizada em
acido lactico e 4cido acético por reagdes de oxidacdo do dcido pirdvico (Sedewitz et al.
1984). AH € sintetizado através da polimerizacdo de UDPN-acetilglucosamina (UDP-
GIcNAc) e UDP-glicurdnico (dcido UDP-GIcA) catalisada pela sintase. O esqueleto
glicosil de dcido hialurdnico vem da glicose (Dorfman, 1955). A glicose é convertida em
frutose-6-fosfato através da EMP, em seguida, para glucosamina-6-fosfato e, finalmente, a
UDP-GIcNAc. A glicose também pode ser metabolizada em UDP-GIcA em via metabdlica
do 4cido glucuronico (Dougherty & van de Rijn, 1994; De Luca et al., 1995). O fluxo
metabolico de S. zooepidemicus para a sintese de AH € ilustrado na Figura 4.

Gao et al. (2005) construiram uma rede de fluxos para o metabolismo
do S. zooepidemicus. Estas reagdes foram estimadas pelo Andlise de Fluxos Metabolicos
(MFA) com taxas de acumulo de biomassa e de produto, taxa de consumo de glicose,
utilizando fermentacdo em batelada e controlando o oxigénio dissolvido. As alteracdes dos
fluxos foram observadas em diferentes estdgios da fermentacio em batelada e em diferentes
taxas de oxigénio dissolvido (TOD) controladas durante o processo de fermentagdo. Os
resultados desse estudo mostraram que a alta concentracdo de glicose no meio ndo afetou a
distribuicao do fluxo metabdlico, e também nao influenciou a taxa de absorcdo de glicose,

podendo ser concluido que a sintese de AH foi influenciada pelo TOD. O trifosfato de
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adenosina (ATP) e a nicotinamida adenina (NADH) produzidos no processo de

fermentacdo estdo associados com o crescimento celular e a sintese de AH.
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Figura 4 - Via biossintética para producao de dcido hialurdnico por Streptococcus (Chong et al.,
2005; Adaptado por Pires, 2009).
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A biossintese do polimero € dispendiosa para o microrganismo com relacdo
ao consumo de energia e de carbono. Um total de 4 moles de ATP sdo consumidos para
produzir 1 mol da unidade dissacaridica de AH, sendo 2 moles consumidos nas duas
reacOes glicoquinase para fornecer as hexoses precursoras fosforiladas para cada
ramificacdo da via biossintética, e os outros 2 moles de ATP utilizados para regenerar os
doadores UDP. A reacdo de oxidacdo catalisada pela UDP - glicose desidrogenase gera 2
moles de NADH para cada 1 mol de AH sintetizado.

Além de fornecer os precursores para a sintese de AH, essas duas vias
fornecem também constituintes estruturais da parede celular bacteriana, como
peptideoglicano e 4cidos teicdicos. Armstrong (1997) observou uma relacao negativa entre
a velocidade de crescimento e a produtividade especifica de AH e sua massa molar. Mas,
essa relacdo negativa ocorre somente quando a inibi¢cdo do crescimento ndo estd associada
com assimilacdo reduzida de glicose. Quando as condi¢des tornam-se suficientemente
severas para inibir o consumo de glicose, primeiro a produtividade e, em seguida, a massa
molar diminuem. Esse comportamento indica que a producdo de AH compete por fontes
limitadas com a sintese de massa celular. Quando for possivel reduzir a demanda de massa
celular, sem reduzir o fornecimento de nutrientes, maior a quantidade de AH e maior serd a
massa molar produzida (Pires, 2009).

Baseando-se na similaridade entre os tempos de producdo de uma cadeia de
AH e o periodo de meia vida da hialuronidase sintase (2 a 4 horas), se proposto que a
mesma produza apenas uma cadeia do dcido. A hiluronidase sintase ndo aumentard a massa
molar do AH sintetizado, mas poderd reduzir a massa molecular média em caso de

competi¢do (Chong, 1998).
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Assim, como a capacidade de polimerizacdo da hialuronidase sintase, pH e
temperatura também sdo fatores muito importantes e criticos que afetam a producgdo e a
massa molar do 4cido hialurdnico. Observou-se que ha uma diminuicao significativa do
peso molecular de HA em temperaturas inferiores a 37°C, e que o controle do pH em torno
de 7,0 torna a célula mais ativa em relagcdo ao seu crescimento, permitindo maior producao
de 4cido hialurénico, com moléculas possuindo maxima massa molar (Kim et al., 1996).
Em outras condic¢des de pH, tanto a producdo de 4cido hialurénico quanto
sua massa molar diminuiram significativamente. Além disso, parece possivel obter dcido
hialurdnico com massas molares diferentes, controlando pardmetros experimentais como
pH, temperatura e agitacio Algumas estratégias podem ser empregadas com o intuito de
aumentar a massa molar do AH obtido, dentre elas estdo o aumento do tempo de vida da
hialuronidase sintase, a diminuicdo da taxa de sintese de biomassa, para reduzir a
competicdo pelas fontes de carbono e nitrogénio, e aumento do fluxo. Esta discussdo
conduz a um levantamento de vdrias estratégias para aumentar a competicao pelas fontes de
carbono e nitrogénio, aumentando o fluxo dessas fontes para sintese de AH e

disponibilizando a energia eficiente da célula (Chong e Blank, 1998; Pires, 2009).

2.2.3. Meios de Cultura

2.2.3.1. Meios Empregados

Streptococcus dos Grupos A e C possuem exigéncias nutricionais com

relacdo ao nitrogénio organico (Bio - Tecnologia General Corporation, 1986; Denki
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Kagaku Kogyo KK, 1993). Geralmente, no meio utilizado é colocado extrato de levedura,
peptonas ou hidrolisado de caseina como fonte de nitrogénio, e fatores de crescimento, bem
como magnésio e sais fosfato. As fontes de nitrogénio organico sdo consideradas essenciais
para o bom crescimento de Streptococcus, pois ndo hd evidéncias de que esses
componentes também fornecam uma grande quantidade de carbono para a biossintese

celular (Khieokhachee, 1994; O'Regan et al., 1994).

Até agora, ndo h4 trabalhos detalhados sobre os requisitos nutricionais do
Streptococci do grupo C, nem dos Meios Quimicamente Definidos (MQD) para seu cultivo.
No entanto, 0 MQD tem sido relatado para o grupo A (van de Rijn e Kessler, 1980), o
grupo B (Milligan et al., 1978) e o grupo de bactérias de Streptococcus que vivem na boca
(oral) (Terleckyj et al., 1975). Estes MQD sao todos complementados com vérias vitaminas
e os requisitos de nitrogénio organico sdo atingidos pela adicdo de aminodcidos. A
capacidade de Streptococcus para sintetizar aminodcidos é varidvel e dependente das

condi¢des de crescimento.

Milligan et al. (1978) identificaram 12 aminoacidos essenciais para o
crescimento de 16 cepas de estreptococos do grupo B, nas condi¢Oes aerdbia e anaerdbia.
No entanto, a remocao de 3 aminoacidos “ndo essenciais” de um MQD para Streptococcus
agalactiae, um streptococcus do grupo B, levou a uma taxa de crescimento e rendimento
baixos das células (Willet e Morse, 1967). Diferentes cepas de Streptococcus orais tiveram
vérias exigéncias de aminodcidos essenciais, € precisavam de uma gama mais ampla em
condi¢Oes aerdbias (Terleckyj e Shockman, 1975). A identidade de aminoacidos essenciais

para os grupos A e C de streptococci permanece desconhecido.
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Armstrong & Johns (1997) avaliaram os requerimentos nutricionais para o
crescimento e a sintese do dcido hialurdnico por Streptococcus zooepidemicus (Grupo C).
Um MQD foi desenvolvido para o cultivo do Streptococcus zooepidemicus em condi¢oes
anaerdbias, o qual continha apenas 11 aminoécidos, essenciais ao crescimento, € a
glutamina como a principal fonte de nitrogénio. Neste trabalho verificou-se que a taxa
maxima de crescimento especifico e produtividade volumétrica de AH (g/L.h) foi menor no
MQD quando comparada ao meio complexo. Entretanto, a taxa de producdo especifica e a
concentracdo final de AH (g/L) foram compardveis nos dois meios. A massa molar média
do AH produzido no MQD (2600 + 100 kDa) foi maior que no meio complexo (2200 = 100
kDa. Apesar das diferencas obeservadas, a produ¢cdao do AH no MQD foi considerada
promissora.

Amstrong et al. (2008) ainda estudaram alguns componentes do meio MQD
para Streptococcus zooepidemicus do grupo C e chegaram a conclusio de que a
suplementagdo do MQD com citrato de sddio e bicarbonato de sédio foi benéfica. Ambos
causaram um aumento do crescimento do microorganismo. O papel do citrato de sédio é
incerto, embora o envolvimento em quelacdo de ions metdlicos foi proposto (Terleckyj et
al., 1975). O efeito do bicarbonato de sédio estd provavelmente relacionado com a
manutencdo de concentracdes de CO, adequada no meio de crescimento. Gas carbonico ndao
€ produzido por S. zooepidemicus durante fermentacdo em batelada, mas pode desempenhar
um papel importante na conversdao de fosfoenolpiruvato a oxaloacetato, que envolve o

consumo de CO,.

Os custos de producdo microbiana sdo muito influenciados pelo preco dos

meios de cultura, principalmente pelas fontes de proteina, e o uso de caldos com peptonas
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comerciais ndo sdo econdmicos, devido ao seu uso em grande quantidade. No entanto, esses
custos poderiam ser reduzidos utilizando-se materiais residuais. Vazquez et al., (2009)
utilizaram peptonas marinhas de subprodutos de peixe como nutrientes nas formulacdes de
meios, € observaram que estas proporcionaram excelentes resultados em diferentes

producdes biotecnoldgicas, principalmente na produgdo de AH.

Seguindo a linha de utilizagdo de novos meios para fermentacdo de AH,
Macedo (2007) utilizou suco de caju in natura e clarificado como substrato. As amostras de
AH produzidas a partir de suco clarificado em relacdo ao AH produzido a partir do suco in
natura apresentaram um maior percentual de moléculas com massa molar na ordem de 10°,
mostrando que os estudos com novas alternativas de substrato para producao de AH estao

tendo 6timos resultados.

2.2.3.2. Meio Suplementado com Agua de Maceracao de Milho

Estudos para a otimizacdo de varidveis dos processos fermentativos
utilizando residuos e subprodutos agroindustriais, com objetivo de baixar os custos da
matéria prima e de produgdo, sem prejuizo da qualidade do produto final, sdo bem
estimulados. Desse modo, desenvolver processos que valorizem e agreguem valor aos
produtos agricolas produzidos no Brasil e aos residuos por eles gerados é uma a¢do muito
importante (Damasceno et al., 2003; Impactos, 2006).

Atualmente, existem muitas oportunidades para o estabelecimento de
atividades voltadas ao beneficiamento e/ou reprocessamento de bioresiduos, entre os quais

podemos citar, por exemplo, bagaco de cana e de mandioca, palha de cereais, bagaco de
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laranja, dgua de maceracdo de milho, serragem hidrolisada de madeira ou de outros
residuos de atividades florestais. Todos esses materiais sao ricos em substancias de elevado
valor energético como a celulose, as hemiceluloses, a lignina, dleos essenciais e extrativos,
amido, além de agucares diretamente fermentesciveis (Woiciechowski, 2001).

Trabalhos recentes mostram a utilizacdo de meios agroindustriais para a
producdo de 4cido latico a partir de recursos agricolas tais como cevada, trigo e farinha de
milho, sem qualquer suplementa¢do, sendo o processo realizado em biorreator de escala
laboratorial, a fim de investigar a possibilidade de utilizacdo dessas matérias-primas como

uma unica fonte de nutrientes (Ferreira, 20006).

A 4gua de maceracao de milho é um subproduto do processamento dos graos
de milho obtido durante a lavagem e embebicdo dos graos quando ha o fracionamento
destes em amido e germe (6leo). Os graos de amido soldveis sdo liberados e submetidos a
uma suave fermentacgdo latica por bactérias dos proprios graos de milho, resultando em uma
solucdo concentrada que contem em sua composi¢cdo quimica carboidratos soldveis,
aminodcidos e sais minerais. Estd € utilizada principalmente na alimentacdo de ruminantes,
galinhas e em processos fermentativos, por ser fonte dos principais aminodcidos e
nutrientes necessarios a varias espécies de microrganismos (Ferreira, 2000).

A dgua de macera¢do de milho (“Corn Steep Liquor” — CSL) foi utilizada
como fonte de nitrogénio para producdo de acido litico por Enterococcus faecalis, onde o
meio CSL foi suplementado com hidrolisado de farinha de trigo integral (Oh et al., 2005).
A concentragdo celular de E. faecalis RKY 1 aumentou com a suplementacdo de CSL até 10
g/L, mas ndo houve melhora significativa na concentragdo de células além desse valor. A

produtividade de acido latico também foi aumentada de 1,21 g/L.h para 4,14 g/L.h com a
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adicao do hidrolisado de farinha de trigo ao meio CSL, de 0 g/L a 25 g/L. Embora a
utilizagdo do meio CSL com a complementa¢do da farinha de trigo ndo tenha sido tao
vantajosa para o crescimento celular durante a fermentagdo, os efeitos foram benéficos

sobre a utilizacdo da glicose, que melhorou bastante a produgdo de dcido latico.

Quando 1,5 g/L de extrato de levedura foi adicionada no meio contendo 200
g de hidrolisado/L de farinha de trigo e 15 g/L. de CSL, a produtividade de acido latico
obtido foi 41% superior ao da fermentacdo do 4cido latico utilizando hidrolisado de farinha
de trigo sem extrato de levedura. Estes resultados mostram que essa combinacdo pode
aumentar significativamente a producdo de 4cido latico utilizando meios baratos (Oh et al.,
2008).

A 4gua de maceracdo de milho € uma excelente fonte de nitrogénio para a
maioria dos microrganismos, por ser rica em aminodcidos e polipeptideos com quantidades
considerdveis de vitaminas do complexo B (Cardinal et al.,1948), além de ser uma fonte de
baixo custo. Yu et al.,(2007) estudaram o efeito da CSL junto com a glicose, melaco,
Tween80 e MnSO,4, em fermentacao de acido lactico por Lactobacillus rhamnosus CGMCC
1466. Agua de maceracio de milho foi adicionada, como uma tinica fonte de nitrogénio, em
cooperacao com outros componentes para substituir extrato de levedura, buscando a
producdo mais econdmica de dcido ldtico. Verificou-se que a producdo de 4cido latico
alcangou um maximo de 113,05 g/l quando a concentracdo ideal de glicose, melaco,
milhocina, Tween80 e MnSO, foram 118,20 g/L, 37,27 ml/L, 42,54 g/L, 1,52 ml/L e 0,30
g/L, respectivamente. Assim, comparando com a produgdo de acido latico no meio com
extrato de levedura como tunica fonte de nitrogénio, a producdo de acido latico no meio

otimizado aumentou em 30,4%.
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O meio contendo CSL também tem sido utilizado para a producdo de
enzimas como, por exemplo, na producdo de Glicose oxidase (B-glicose; 1 oxigénio oxido-
redutase), uma enzima importante, que tem intimeras aplica¢des na industria de alimentos e
campos clinicos (Buck e Richter, 1983). O microrganismo A. niger foi isolado e produziu
500 + 35 unidades/ml de enzima glicose oxidase e com meio contendo apenas sacarose (60
g/L). O uso da CSL resultou producdo de 640 = 36 unidades/ml de glicose oxidase,

melhorando sua produc¢ao (Kona et al., 2001).

Mesmo com O6timos resultados da utilizacdo de CSL nas producdes
biotecnoldgicas, ndo se tem muitos estudos na literatura do uso desse meio para a produgao

do HA.

Recursos agricolas derivados, tais como a proteina de soja hidrolisada
concentrada (HSPC), concentrado protéico de soro (WPC), e suco de caju (CAJ) foram
estudados para a produgdo de dcido hialurénico (AH) por Streptococcus zooepidemicus.
Pires et al., (2009) avaliaram a utilizagdo de derivados agroindustriais como fonte de
nitrogénio organico para produ¢do microbiana de AH, como por exemplo, a suplementagdao
do meio com milhocina (CSL). A CSL foi usada apenas como um complemento (10% v/v),
devido a sua baixa concentragdo de nitrogénio total (0,07% p/v). Além disso, a CSL
também contém aprecidveis quantidades de vitamina B e nutrientes minerais valiosos,

como cdlcio, magnésio, fésforo, potdssio e ferro (Liggett e Koffler, 1948).

Os dados obtidos por Pires et al., (2009) comparam o desempenho das
fermentacdes em termos de crescimento celular, producdo de HA, coeficiente de

rendimento de HA em relacdo a glicose e a massa molar média do HA produzido.
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O concentrado protéico de soro e proteina hidrolisada de soja concentrada
foram igualmente eficazes na produc¢do de AH, porém, concentragdes mais baixas foram
obtidas se comparado ao controle. Em todos os casos, a producdo de AH foi independente da
suplementacdao com 4gua de maceracdao de milho, e quanto maior o crescimento celular,
menor foi a producdo de AH. O ultimo comportamento estd em conformidade com a relagdo
inversa entre a taxa de crescimento especifico e produtividade de AH descrito por Armstrong
(1997). A maior producdo de AH foi obtida a partir do suco de cajd, mas para ter um bom
resultado, foi necessdria suplementacdo do meio com extrato de levedura. A suplementacao
com 4gua de maceragdo de milho ndo influenciou a producdo de AH em varios meios. No
entanto, ele teve influéncia sobre o consumo de glicose, duplicando o coeficiente de

rendimento de glicose para o meio de controle e reduzindo-o para o meio com suco de caju.

2.3. Condicoes de Operacao do Processo Fermentativo

O efeito de varios parametros da fermentacdo na massa molar do AH
produzido por Streptococcus zooepidemicus foram analisados em diferentes estudos,
podendo-se destacar os fatores mais significativos na produgcdo de AH de alta massa molar
como sendo a temperatura (37°C), a aeracdo do meio e a alta concentracdo de glicose (40
g/L). Entretanto, fatores como o pH e a agitacdo nao influenciam o tamanho da massa
molar, mas o seu controle é fundamental para o aumento da produtividade do processo. A

seguir, estes fatores serdo descritos de forma mais detalhada.

25



2.3.1. Temperatura

No decorrer do processo de fermentacao, a temperatura ¢ um dos paradmetros
que deve receber maior atencdo, pois € um fator que influencia tanto o crescimento celular
como a formacdo do produto fermentativo. Contudo, as temperaturas Otimas para
crescimento e formagdo de produto podem ser diferentes (Shuler e Kargi, 2002).

Em estudos de duas linhagens do microrganismo Streptococcus, a
temperatura 6tima para o crescimento e para maior formag¢do de AH por bactérias lacticas
foi determinada. Esta temperatura 6tima para a linhagem mutante de Streptococcus equi foi
encontrada em torno de 37°C, havendo uma reducio na massa molar do AH produzido em
temperaturas inferiores (Kim et al, 1996). Entretanto, outros dados sdo reportados na
literatura mostrando que a temperatura na qual se consegue maior velocidade especifica de
crescimento para o Streptococcus equi foi a de 40°C e, que em menores temperaturas (entre
32 e 35°C), houve um aumento no rendimento da producdo e massa molar de AH. Os
autores Armstrong e Johns (1997) sugerem que este efeito estd relacionado a reducdo da
velocidade especifica de crescimento com a diminui¢do da temperatura e a competi¢ao por
fontes de substrato e energia entre as vias catabdlicas, anabdlicas e de sintese de AH que
existe durante a fase exponencial de crescimento.

Para a linhagem Streprococcus zooepidemicus, Chong e Blank (1998)
analisaram o efeito de varios parametros da fermentagdo na massa molar de HA produzido
e, dentre outros resultados, puderam determinar que a temperatura 6tima para a producao

de AH de alta massa molar est4 abaixo de 28°C.
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2.3.2. Potencial Hidrogenionico

O controle do pH do meio de cultivo utilizado durante o processo
fermentativo € de grande importincia para o aumento da produtividade de AH, devido a
influéncia exercida na atividade enzimadtica e, portanto, na velocidade de crescimento
celular. Embora o pH exerca uma influéncia considerdvel na taxa de produgdo e rendimento
do biopolimero, foi observada pouca influéncia na massa molar do AH produzido.

Estudos determinaram a temperatura ideal para que a enzima hialuronato
sintase, a qual catalisa a polimerizacdo de AH, apresente atividade maxima. Extratos livres
de células obtidos de streptococci do grupo A de Lancefield mostraram atividade méxima
em pH 7,1 (Stoolmiller e Dorfman, 1969). J4 em trabalhos com hialuronato sintase
extraida de células de Streptococcus equisimils, a atividade maxima foi encontrada para
uma faixa de pH mais ampla, em torno de 6,5 e 11,5 (Tlapak-Simmons et al., 2004)

Diferentes autores avaliaram o efeito do pH no cultivo de streptococci.
Akasaka et al. (1988) demonstraram que pH 7,4 resulta AH de maior viscosidade. Johns et
al. (1994) observaram que o pH 6timo para a produgdo de AH em cultivo em batelada foi
de 6,7 £ 0,2. Adicionalmente, Liu et al. (2008) investigaram uma estratégia de cultivo de
Streptococcus zooepidemicus sob stress alcalino intermitente (8,5), que aumentou a
producdo de HA por meio do redirecionamento do fluxo de carbono de massa celular para o
AH.

Os efeitos do controle do pH do meio de cultura no metabolismo celular de
Streptococcus zooepidemicus foram estudados sob condigdo de manutencdo do pH

constante (7,0) e em condi¢do acidificante, ou seja, sem a constante manutencdo do pH
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(Pires et al., 2009). Resultados mostram que o controle do pH ao longo do cultivo
apresentou além de uma maior produtividade celular (0,21 gL'h™'), uma maior
produtividade de AH (0,10 g.L'l.h'l), com total consumo de glicose como fonte de carbono.
No entanto, no cultivo acidificante uma inversdo da direcdo da fonte de carbono para a
sintese de AH a custa do crescimento celular foi observada. Embora os beneficios
mencionados, o massa molar média de AH produzido em pH constante foi de 4,0x10° Da,
inferior ao obtido sob condi¢des de acidificacdo, que foi de 2,1x10” Da (Pires et al., 2009).
Os resultados de Pires et al., (20091 mostram ainda que, em ambos 0s casos
estudados, a fase exponencial ocorre ao longo das primeiras 6h. A quantidade de glicose
presente no meio foi totalmente consumida apenas para o caso de pH controlado, e também
para esta condicdo, obteve-se a maior producdo de AH, sendo quase duas vezes maior do
que para a condi¢ao de pH acidificante. Para o cultivo com pH néo controlado, o meio teve
seu valor de pH drasticamente reduzido a aproximadamente 5,0, conforme o esperado para

um cultivo de bactéria lactica.

2.3.3. Agitacao e Aeracao

Agitacdo e aeracdo sdo fatores importantes em processos aerdbios € t€m
efeito significativo no rendimento da maioria dos biopolimeros (Richard e Margaritis,
2003).

O processo fermentativo visando a obtencdo de &4cido hialur6nico pode
ocorrer sob condi¢des anaerdbias ou aerdbias, entretanto a aeracdo pode melhorar o seu

rendimento, bem como resultar AH de maior massa molar. O AH obtido em condi¢Oes
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aerdbias possui massa molar média de 2 x 10° Da, contra massa molar de 7 x 10° Da ou
menor resultante de condi¢des sem oxigénio (Akasaka et al.,1988).

Streptococcus sao microrganismos anaerdbios facultativos, que crescem bem
em ambas as culturas aerdbicas e anaerdbias. A funcdo do oxigénio na producio de AH
ainda ndo estd bem esclarecida, acredita-se que o papel do oxigénio na sintese de AH ndo é
de substrato, mas como de estimulante. Como a formagdo do 4cido hialurénico ocorre na
forma de uma pelicula ao redor do microrganismo, sugere-se que AH funcione como uma
protecdo impermedvel aos efeitos téxicos do oxigénio, sendo a sua producdo entdo
estimulada como um mecanismo protetor das células (Huang et al., 2006).

Além disso, Streptococcus é um microrganismo homofermentativo em meios
de baixa ou alta concentracdo de oxigénio, apresentando como produto final de seu
metabolismo 4cido L-lidtico e dcido acético, respectivamente. J4 em concentragdes
intermedidrias de oxigénio, Streptococcus é heterofermentativo, produzindo os acidos L-
latico e o 4cido acético, com predominadncia do primeiro (Swann et al., 1990). Uma
consequéncia do mecanismo desviado para a producdo do acido acético é o aumento no
crescimento celular em detrimento da producdo de dcido hialur6nico. Entretanto,
diminuindo a concentracdo de oxigénio em uma etapa critica da fase exponencial de
crescimento das células, o microrganismo responde com maiores taxas de producdo de AH.
O nivel critico de oxigénio dissolvido para a produ¢do de HA foi determinado em 5% da
saturacao (Huang et al., 2006).

A biossintese do dcido hialurdnico é um processo dispendioso de energia,
assim, o maior rendimento em ATP sob condi¢des aerébias pode explicar o melhor
rendimento e grau de polimerizacio de AH. Estudos demonstraram que a aeracdo de

culturas de Streptococcus zooepidemicus conduziu a um maior rendimento de AH e de
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maior massa molar. Sob condi¢des aerdbias, acetato foi produzido a partir de piruvato, o
que conduz a uma regeneragdo de 1 mol de ATP por mol de glicose consumido, comparado
com a producdo de lactato (Armstrong e Johns, 1997). Ademais, alguns trabalhos sugerem
que condi¢des anaerébias podem aumentar a degradacdo de AH por radicais livres
derivados do oxigénio, o que conduziria a uma redu¢do da massa molar e alargamento da
distribuicao da massa molar.

O efeito da agitacdo ainda nao foi completamente esclarecido, sendo descrita
a necessidade de agitacdo vigorosa para melhorar a transferéncia de massa e de oxigénio do
meio. Em niveis variados de agitacdo, variando entre 300 e 1000 rpm, a massa molar de
AH produzido por Streptococcus zooepidemicus ndo foi afetada, o que sugere que as
moléculas de AH sdo relativamente resistentes a forcas cisalhantes do agitador, podendo
entdo ser empregada alta agitacdo sem danificar as moléculas do biopolimero (Armstrong e
Johns, 1997). Porém, em trabalho recente realizado em reator do tipo Bioflo III, foi
mostrado que para menores niveis de agitacdo as fermentacdes sdo mais controladas
quando comparadas a niveis elevados (por exemplo, 400 rpm), e que estes podem acarretar
o cisalhamento da célula (Ogrodowski, 2006).

Um fator que afeta a aeracdo e a agitacdo da mistura em fermentagdo e,
portanto, deve ser levado em consideracdo, € a viscosidade da cultura e de seus produtos.
Ogrodowski (2006) apresentou a influéncia do tipo de aeracdo na viscosidade do AH
produzido, relacionando dados obtidos através das curvas de viscosidade do AH produzido
em cultivo com aeracgao forcada de 2,0 vvm, em comparagdo com o AH obtido com aeragao
natural e o AH padrao.

O excesso de oxigénio resultante da aeracdo forcada (2,0 vvm) durante a

fermentacdo aumentou a produgcdo de AH para 3,75 g/, quando comparada com a
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producdo de AH em frascos de Erlenmeyer (aeracdo natural) 3,29 g/L. No entanto, ndo ha
evidéncias se 0 AH aumenta com a concentra¢do de oxigénio devido a maior formacao de
ATP ou células, ou devido ao estresse causado no microrganismo, uma vez que Os
Streptococcus sdo anaerdbios facultativos.

Ainda, o AH produzido sob condi¢des de aeracdo for¢ada apresentou viscosidade
913 cP, moédulo elastico 73,1 Pa e massa molar 3,2 x 10° Da. O corte na alimentacdo de
oxigénio causou despolimerizacdo reduzindo a viscosidade e a viscoelasticidade do AH.
Em seus resultados, Ogrodwski (2006) obteve as curvas de viscosidade para o 4cido
hialurénico sob diferentes condi¢des de aeracdo apresentam o mesmo comportamento
reoldgico, porém o AH produzido com aeracdo forcada é mais viscoso que o obtido com
aeracao natural, até mesmo em relacdo ao padrdo.

Assim, pode ser observado que as condi¢des ideais para a producdo de AH, com as
caracteristicas viscosas e viscoeldsticas necessdrias para as aplicacdes pretendidas, foram
niveis baixos de agitacdo (150 rpm) e fornecimento de oxigénio a célula, através de aeracio
continua (2,0 vvm).

No entanto, Ransgaswamy e Jain (2007) estudaram a influéncia das fontes de
carbono e da composi¢do do meio na massa molar do AH e para o processo fermentativo,
utilizaram 400 rpm de agitacdo no reator e 2,0 vvm de aeracdo. A combinacdo desses
fatores (composicdo do meio, aeracdo e agitacdo) levou a uma producdo de moléculas de
AH de alta massa molar, de grau médico e ainda conseguiram uma concentracdo de 5 — 6

g/L. de AH no final do processo fermentativo.
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2.4. Estratégias para Aumentar a Producio de Acido

Hialuronico no Processo Fermentativo

2.4.1. Estratégia do Choque Acido em Bactérias Laicticas

O tratamento 4cido vem sendo usado como estratégia para o desempenho e a
robustez do crescimento de bactérias lacticas. Esses microrganismos devem resistir as
condi¢des adversas encontradas nos processos industriais, como por exemplo, durante o
manuseio e armazenagem (liofilizacdo, congelamento ou “spray-drying”). O
desenvolvimento de novas aplicacdes, tais como vacinas e alimentos probidticos, reforga a
necessidade de bactérias robustas que possam sobreviver no trato digestivo, resistir a flora
intestinal e expressar funcgdes especificas em condi¢des que sdo desfavordveis ao
crescimento, como por exemplo, durante a fase estaciondria ou armazenagem.

Como em outras bactérias, respostas adaptativas parecem ser um modo
habitual de protecdo ao estresse nas bactérias lacticas, mas o modo como ocorre pode variar
entre as espécies. Esta observacdo sugere que as bases moleculares de adaptacdo as
respostas sdo pelo menos em parte, especificas para cada uma das espécies (ou mesmo
subespécies).

Os efeitos do tratamento acido sobre a fisiologia bacteriana ainda ndo sdo
conhecidos em detalhe. Inicialmente, sabe-se que BAL sdo neutréfilas, ou seja, sdo
bactérias que possuem pH 6timo para o crescimento entre 5 € 9, com excecdo de algumas
espécies dos géneros Lactobacillus, Leuconostoc € QOenococcus. Além disso, ja é de

conhecimento que 4cidos podem difundir passivamente através da membrana celular e
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depois adentrar para o citoplasma rapidamente, e dissociar-se em prétons e cargas
derivadas que sdo impermedveis na membrana celular (Presser et al., 1997). Em BAL, a
tolerancia a dacidos (TA) aumenta em pelo menos dois diferentes estados fisioldgicos:
primeiro durante o crescimento logaritmico de uma resposta adaptativa denominada L-
RTA, que pode ser induzida pela incubagdo em um pH &cido nao-letal, e segundo, apds a
entrada em fase estaciondria, TA aumenta, como resultado da indu¢@o de um estresse geral
de resposta (Hartke et al., 1996).

Muitos estudos protedmicos realizados em bactérias ldticas para o
desenvolvimento de tolerdncia ao tratamento dcido mostram que indimeras proteinas sao
induzidas durante a adaptacdo 4cida nessas bactérias (Champomier — Verges et al., 2002).
Ao todo, andlises bioquimicas, protedmicas e genéticas indicam que as respostas ao
tratamento dcido em BL sdo processos intrincados que envolvem a sintese de uma
variedade de proteinas e severos mecanismos (Serror ef al., 2002).

Séa — Correia et al. (1998) estudaram a indugdo da termotolerancia em células
de Saccharomyces cerevisiae YPH499 pré-expostas a um suave tratamento dcido com HCI
em pH 3,5 durante 10 min na presenca de glicose. Examinaram o efeito sobre a
termotolerancia da levedura durante o pré-condicionamento por incubacdo ripida de células
a pH baixo, com a presenca ou auséncia de glicose (0,1 M), usando como acidulantes o
acido cloridrico em valores de pH de 6,5-2,0 ou 4cido acético em pH 3,5. A queda na
concentracdo da glicose, ou outros nutrientes, induz uma resposta a essa condicdo de
concentracdo limitante de glicose para o microorganismo. Isso faz parte da resposta ao
estresse e torna as células resistentes a diferentes condicoes de estresse (de Winde et al.,

1997; Mager e Hohmann, 1997 e SIDERIUS e Mager, 1997 ).
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Foram analisados os resultados da termotolerancia em Saccharomyces
cerevisiae YPH499 em relacdo ao jejum de glicose e choque 4cido e essas duas andlises
foram comparadas. Os microorganismos foram avaliados através da comparacio da perda
de viabilidade, a 47 °C, de células pré-incubadas durante 10 min, em diferentes meios de
cultura.

Tabela 1- Efeitos do tratamento pré-condicionado de S. Cerevisiae YPH499, na ausénsia de glicose
e acidificacdo do meio externo utilizando acido acético ou HCI como acidulante, sobre a taxa de

mortalidade de levedura especifica (kd), a 47 C e em pH citosélico (PHC).

Pré - Tratamento das células kath™)  pH.

Glucose| (M) pH  Acidulante

0.1 6.5 — 5.1 7.1
3.5 Aceticacid 5.0 5.4
3.5 HC 3.6 6.9
2.5 HCI 4.9 na
20 HCIl 5.0 na

0 6.5 — 3.0 6.6
3.5 Aceticacid 3.4 5.2
3.5 HC 29 6.2
2.5 HCI 2.8 na
2.0 HCI 34 na

Valores do pH citosdlico depois dos varios pré - tratamentos
estimados por Carmelo et al. {1997} usando células e condigies de
incubacao identicas.

na, resultadoes naoe avaliados.

Depois que as células de levedura foram cultivadas a 30°C até o fim da fase
exponencial, estas foram transferidas e mantidas (pré-condicionadas) em meio com glicose
e tamponado (MES-TRIS), a pH 3,5 (ajustado com um 4cido forte, HCI). Neste caso, a
perda de viabilidade a 47 °C foi significativamente mais lenta do que quando essas mesmas
células foram pré-condicionadas em pH 6,5. A reducdo do meio de incubagdo de pH abaixo
de 2,5 ou 2,0 (também ajustado com HCI) ndo obteve, aparentemente, nenhum efeito sobre

a termotolerancia da levedura.
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Quando 4cido acético (50 mM) foi utilizado em vez do HCI para acidificar o
meio para pré-condicionamento em pH 3,5, a aquisicdo de termotolerancia demonstrada,
quando se utiliza um &cido forte como acidulante, ndo foi mais observada. Quando a
glicose estava ausente no meio pré-condicionamento, a termotolerincia de S. cerevisiae
YPH499 estava acima dos valores estimados, se comparado quando a glicose estava
presente, independentemente do pH do meio. Estes resultados sugerem que os mecanismos
subjacentes a aquisi¢do de termotolerancia em resposta ao tratamento dcido da auséncia de
glicose e por 4cido ndo sdo absolutamente coincidentes. Eles também dio algumas
indicacOes uteis para orientar o projeto de transformacgdo alimentar e procedimentos mais
eficazes para a inativacdo de microrganismos contaminantes de alimentos.

A utilizacdo do tratamento 4cido para aumentar a producao de bioprodutos
por microorganismos tem sido estudada também para producdo de goma xantana por
Xanthomonas campestris. A adi¢do de dcido acético no inicio da fase exponencial levou a
uma diminui¢do da taxa de crescimento maxima especifica quando comparado com um
conjunto de culturas controle. Produ¢do de xantana foi estimulada no final da fase
exponencial e fase estaciondria. A adi¢do de dcido acético teve aparente contribuicdo para o

crescimento significativo do consumo de glicose (Esgalhado, 2002).

A ativacdo do metabolismo celular parece estar implicada nos mecanismos
de resisténcia desenvolvidos por células na presenca de moléculas lipofilicas e € consistente
com a sintese de proteina ativa observada sob stress dcido subletal. Roseiro et al. (1996)
relataram os efeitos das operagdes de concentracdo residual de &dcido iso-butirico em
culturas continuas de X. campestris. O aumento das atividades das enzimas 6P-gluconato-

DH (via PP) e P-isomerase manose (via xantana) foram observados. O aumento especifico
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das taxas de consumo de glicose, producdo de diéxido de carbono e consumo de oxigénio
também foram detectadas. Em estudos realizados com Saccharomyces cerevisiae, o dcido
acético foi utilizado para estimular o metabolismo, aumentando a atividade das enzimas
glicoliticas (Pampulha, 1990).

A utilizagdo da estratégia do tratamento dcido para aumentar a producdo do
produto de interesse pelos microorganismos € bastante estudada nos processos
fermentativos. Liu et al. (2008) conseguiram redirecionar os fluxos do crescimento celular
e formacdo de é4cido latico para a sintese de AH por uma estratégia utilizando o tratamento
alcalino intermitente, aumentando assim, a sua producdo. O redirecionamento do fluxo de
carbono do 4cido latico para o dcido acético foi vantajosa, pois ndo inibiu a sintese de AH
pelo 4cido lético, e também, possibilitou a formagdao de 4cido acético acompanhada de
producdo extra de ATP, o qual era necessario para produ¢do de AH (Fong Chong e Nielsen,
2003).

Por ser um estudo recente, ainda nao ha muitos dados na literatura
pesquisada, até o momento, sobre o tratamento dcido em Streptococcus zooepidemiccus e

suas influéncias na produgao de AH.

Pires et al. (2009) avaliaram os efeitos do controle do pH do meio de cultura
no metabolismo celular e a evolu¢do da massa molar média de AH produzido ao longo das
fermentacgdes realizadas, comparando-se dois meios de cultivo, um em pH constante e igual
a 7,0, e outro sem o pH constante (condi¢ao acidificante). Seus resultados mostram que a
massa molar média de AH diminuiu ao longo do cultivo, para ambos os casos, sendo o
decréscimo mais intenso no pH neutro com cultivo controlado. No final dos cultivos, a

massa molar média de AH foi de 2,1 x 10" e 4,0 x 10° Da para os cultivos de pH ndo
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controlados e controlados, respectivamente. Estes resultados podem ser atribuidos a maior
suscetibilidade a ruptura das cadeias de AH produzido no cultivo com pH controlado. De
acordo com Morris et al. (1980), as condi¢des acidificantes contribuem para uma rede de
polimero mais resistente a ruptura, uma vez que as interacdes intermoleculares entrépicas

sao favorecidas pela supressao de repulsdes eletrostaticas.

Além disso, os resquicios de glicose no cultivo ndo controlado de pH pode
ajudar o fortalecimento da rede de AH (Kobayashi, 1994). Embora a atividade da
transferase dependa do pH e os mecanismos de controle referentes ao comprimento da
cadeia de AH ainda nao sejam conhecidos, o pH também pode influenciar no alongamento
do AH através da enzima nas mudancas de conforma¢do da molécula, de acordo com a

hipétese de péndulo desenvolvido por Weigel (2009).

Desse modo, os resultados de Pires et al. (2009) mostram que o controle do
desvio da fonte de carbono para a sintese de AH, em detrimento do crescimento celular no
cultivo ndo controlado de pH, pode indicar um mecanismo de defesa do microrganismo em
relagdo ao tratamento 4cido.

Com os resultados desse estudo e os outros dados obtidos da literatura sobre
os beneficios do tratamento 4acido em bactérias l4cticas nos processos fermentativos,

podemos utilizar dessa estratégia para aumentar a producao de AH.
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2.4.2. Estratégia do Tratamento Salino em Bactérias Lacticas

Outra estratégia bastante empregada para melhorar a produ¢do e rendimento
em bactérias laticas homofermentativas é a utilizagdio do tratamento salino. E uma
estratégia menos custosa se comparada ao tratamento 4cido.

Em resposta a alta osmolalidade, as bactérias hialofilicas acumulam solutos
compativeis (betaina, prolina) que restauram o turgor e estimulam o crescimento (Csonka e
Epstein, 1996). A Membrana incorpora os transportadores de solutos compativeis, mas os
mecanismos moleculares de sua ativacdo ainda ndo sdo conhecidos. Eles sao
potencialmente sensiveis as alteracdes da composicio da membrana em resposta ao
tratamento osmotico. Tais sistemas podem ser considerados como osmosensores (Wood,
1999).

O efeito do tratamento osmético nas bactérias Lactococcus lactis foi
observado através do estimulo que a betaina exerce sobre o crescimento dessas bactérias na
presenca de NaCl. O MQD com a adi¢do de 0,4 M de NaCl, aumentou a taxa especifica de
crescimento de 0,21 h™! para 0,53 h' com a adi¢do de 1 mM de betaina (Guillot, 2000). As
células cultivadas em meio com alta osmolalidade exibem uma forte atividade de transporte
quando incubadas em tampao, o qual foi adicionado, 0,3M de NaCl, entretanto, nenhuma
atividade foi detectada na osmolalidade baixa, sem NaCl. A taxa inicial de absorcdo de
betaina € aumentada 5 vezes (6 vs 29 nmol mg'1 min™") do que para as células cultivadas em
baixa osmolalidade. Assim, ficou comprovado que o NaCl pode alterar a composi¢do da

membrana e modificar a ativagdo osmética da atividade de transporte de betaina.
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Mecanismos de sobrevivéncia exibidos pelas bactérias expostas a estresses
sdo geralmente referidos como “estresses respostas”. Bactérias do acido latico reagem as
condi¢des desfavordveis produzindo proteinas de estresse ou modificando a composi¢do da
membrana (Fonseca et al., 2001). A correlacdo entre a resposta ao estresse e autdlise em
bactérias l4cticas (estreptococos) foi analisada por Husson-Kao et al. (1999).

Koch (2008) analisou os efeitos do tratamento salino no rendimento celular,
atividade autolitica e sobrevivéncia a liofilizacdo do Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
para vdrias concentracdoes de sal e temperaturas. Depois de um crescimento inicial em
condi¢des controladas de crescimento 6timo (pH 5,5, 37 ° C, sem sal), células com
crescimento exponencial foram expostas ao sal em diversas concentragdes e temperaturas,
sem controle de pH e com controle de pH. A autdlise foi induzida por concentragdes de sal
de 2,5 ou 3,5% e reprimida a 53,5 °C e pH 4,5. O NaCl, em concentracdes de 2,5 ou 3,5%
com temperatura de 53,5 °C, sem controle de pH ou com pH controlado, aumentou
significativamente a sobrevivéncia do microrganismo durante a liofilizacdo, quando
comparados a sobrevivéncia das células em culturas de controle ou de culturas com sal na
concentracdo de 1 e 1,5%. A condi¢do de sobrevivéncia da bactéria aumentou de 125 e 200
vezes, respectivamente. As culturas cultivadas com sal, 2,5% deram rendimentos elevados
de células vidveis em caldos, antes e apds a liofilizacdo, com nimeros sendo 27 vezes
maior que as culturas controle.

Nao se tem ainda muitos estudos na literatura pesquisada sobre os
efeitos do tratamento salino na produc¢do de AH. Sabe-se que dentre os fons relacionados a
sintese de AH, o magnésio e o manganés destacam-se como cofatores de
glicosiltransferases responsdaveis pela sintese da cadeia repetida de dissacarideos

(Deangelis, 2002). A atividade da maioria das glicosiltransferases depende de um cation
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divalente que contribui para ligacdo dos aguicares e nucleotideos devido a estabiliza¢do da
conformacdo da fracdo pirofosfato, além de auxiliar na estabilizacdo do produto final por
meio da neutralizacdo de cargas desenvolvidas no UDP pelos mecanismos cataliticos
(Petrova et al., 2001).

Cations divalentes, como o célcio, sdo também importantes na conformagao
helicoidal da molécula de AH que, por sua vez, € determinante em sua funcdo bioldgica
(Winter e Arnott, 1977). O fon sédio pode influenciar indiretamente a producdo do
polimero, pois, para algumas bactérias pertencentes ao género Streptococcus, o sédio estd
diretamente envolvido na excrecdo de lactato por meio do simporte de fons sédio e do
produto final da fermentacdo (White, 2000).

Armstrong et al. (1997) suplementaram o meio de cultivo de Streptococcus
zooepidemicus com citrato de sédio e bicarbonato de sédio, e isso foi benéfico para o
crescimento celular. A fun¢do do citrato ainda € incerta, embora esteja relacionada com
quelacdo de fons metdlicos. Ja o efeito do bicarbonato de sddio, provavelmente, estd
relacionado com a manutencdo das concentracdes adequadas de diéxido de carbono (CO,)
no meio de cultivo. O CO, pode exercer importante fun¢do em reacdes anaplerdticas que
envolvem o consumo de CO..

Considerando a importancia dos fons nos processos metabdlicos para
producdo de AH por via microbiana, Pires et al. (2009) realizaram um estudo sistematico
visando avaliar a influéncia dos fons potdssio, magnésio, manganés, ferro, célcio, sodio,
zinco e cobre sobre o crescimento de Streptococcus zooepidemicus, o coeficiente de
rendimento de AH, de glicose, produ¢io de AH e massa molar. A presenca de Na*
individual acarretou uma reducdo de 37% na produgao de AH, quando relacionado com os

controles.
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Os efeitos de Na* sobre a produgio de AH podem estar associados com o
metabolismo de desvio de energia para manter o potencial de prétons no interior das células
(White, 2000). De acordo com Tlapak-Simmons (2000), c4tions monovalentes como K* e
Na® inibem a enzima sintase. O fon Fe®™ © mostrou efeito inibitério quando estava

individualmente no meio, o que sugere um comportamento sinérgico com os outros fons.

Assim, os resultados experimentais indicam que a melhor condi¢do para a
producdo de AH, bem como para o coeficiente de rendimento da AH a partir da glicose, foi
o cultivo com auséncia de fon Na®. A maior massa molecular do polimero foi observada
com a presenca individual de fon Na+, apesar da menor concentragdo de AH. Portanto, a
suplementacdao do meio com fons pode aumentar as unidades do polimero levando a uma
producdo de massa molecular superior de AH, e isso vai depender da qualidade do produto

desejado (Pires et al., 2009).

Dessa maneira, a estratégia do tratamento salino pode ser um grande aliado
no aumento da producdo e massa molecular do AH, e isso vai depender do tipo de sal

utilizado e dos fons que o compde.

2.5. Tratamento Acido e os Mecanismos de Regulacao dos

Microrganismos: Fatores e Cofatores de Resposta

O maior objetivo da biotecnologia industrial € obter alta concentracdao do

produto de interesse, alta produtividade e alta produtividade de massa celular pelos
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processos microbianos. Uma das maneiras de se alcancgar esses objetivos é manipular o
fluxo de carbono e nitrogénio nas cepas industriais. Um exemplo bem conhecido € a via
glicolitica. Em microrganismos eucariotos (Larsson et al, 1997) e procariotos (Yokota et al,

1997), o fluxo através da via glicolitica ndo é expressivamente aumentado pela super-

expressdo de genes codificados das enzimas glicoliticas chaves.

Estudos subsequentes demonstraram que a demanda de suprimento de ATP
desempenha um importante papel na glicélise (Larsson et al., 2000). Tem sido bem
difundido que cofatores tais como ATP/ADP (Aoki et al., 2005; Liu et al., 2006; Yokota et
al., 1997; J. Zhou et al., 2009), NADH/NAD (Sanchez et al., 2005), e acetil CoA/CoA (Liu
et al., 2006), os quais sdo compartilhados entre as vias metabdlicas, executam papéis

importantes na distribuicdo e taxa de fluxos metabdlicos (J. Zhou et al., 2009).

Através de um complicado processo fisiolégico, ATP € envolvido em muitas
rotas metabolicas e produ¢do de muitos dos metabolitos por cepas industriais. Entretanto, a
manipulacdo do suprimento e a demanda de ATP podem ser realizados por ferramentas
poderosas para alcancgar objetivos tecnoldgicos como maior concentragdo de produto,
produtividade, assim como maior resisténcia as condi¢des ambientais e de estresses (Sheng

e Marquis, 2006; Shima et al., 2008); Watanabe et al., 2005; J. Zhou et al., 2009).

A geracdo de ATP em microrganismos ocorre de duas maneiras: fosforilagdo ao nivel
de substrato e fosforilagdo oxidativa. A manipulacdo da fosforilacdo oxidativa parece ser
uma forma mais eficiente de regular a concentracdo intracelular de ATP, porque sob
condi¢es aerdbias, a maior producdo de ATP provém da via de fosforilacio oxidativa. E

provdvel que a disponibilidade de NADH, cadeia de transferéncia de elétrons, gradiente de
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prétons, enzima FyoF; — ATPase e suprimento de oxigénio possam ser pecas chaves para

manipular a disponibilidade de ATP intracelular (J. Zhou et al., 2009) .

O microrganismo sob crescimento aer6bio oxida o NADH através da cadeia
transportadora de elétrons, na qual o oxigénio é usado como aceptor final de elétrons e
grande quantidade de ATP € produzido (Nelson e Cox, 2004). Sob crescimento anaerdbio e
na auséncia de um oxidante alternativo, a oxidacdo do NADH pode ocorrer por rotas
fermentativas, tais como aldeido desidrogenase (Zhang et al., 2006), ou lactato
desidrogenase (Zhu e Shimizu, 2004). Neste caso, a producdo de energia é principalmente

por fosforilagdo do substrato (J. Zhou et al., 2009).

Uma das estratégias de manipular a disponibilidade de NADH para ajustar o
conteddo de ATP intracelular é através da super-expressao ou delecdo de enzimas chaves
relacionadas ao NADH, tais como: acetato quinase (AQ) (Underwood et al., 2002), aldeido
desidrogenase (AD) (Zhang et al, 2006), lactato desidrogenase (LD) (Hols et al., 1999) e

piruvato-formato liase (PFL) (Hasona et al., 2004).

A produgdo de metabdlitos tais como poli-aminodcidos e polissacarideos podem ser
promovidos com a melhora do suprimento de ATP. O aumento no suprimento de ATP pode
melhorar todo o processo porque grande quantidade de ATP estd envolvida na formacao e

na secrecao desses metabolitos (J. Zhou et al., 2009).

Desse modo, € provavel que uma das respostas ao choque 4cido de S. zooepidemicus
seja a producdo de AH se, por exemplo, enzimas como acetato quinase e lactato

desidrogenase, desviarem o fluxo de carbono para a sintese de AH. Ou entdo, a melhora na
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disponibilidade de ATP aumente a producdo de AH. Portanto, o stress dcido € bastante

promissor na drea de producdo de AH.
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3.1. APRESENTACAO

Este capitulo serd apresentado na forma de artigos cientificos, que serdo submetidos a
periddicos cientificos selecionados de acordo com a afinidade do periédico com o aspecto

abordado.

3.2. ARTIGOS
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PRODUCTION OF HYALURONIC ACID STREPTOCOCCUS ZOOEPIDEMICUS.
Artigo submetido a Biochemical Engineering Journal.

3.2.2. KINECTS EFFECTS ON THE PRODUCTION OF HYALURONIC ACID
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3.23. INFLUENCE OF CARDIOLIPIN ON THE PRODUCTION AND
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THE INOCULUM UNDER ACID STRESS INCREASES THE PRODUCTION OF

HYALURONIC ACID BY STREPTOCOCCUS ZOOEPIDEMICUS

Marina Vieira, Aline Mara B. Pires and Maria Helena Andrade Santana’

Laboratory of Development of Biotechnological Processes
School of Chemical Engineering, University of Campinas-UNICAMP
13083-852, Campinas-SP, Brazil

ABSTRACT: The pH has a significant effect on the production of hyaluronic acid (HA)
during the fermentation by S. zooepidemicus. Under acidifying conditions, the cells
overspending of ATP for maintenance activities at the expense of the production of HA.
Therefore, we assume that by stressing the inoculum to the low pH range developed along
the fermentation, the production of HA could be benefited. The inoculum was submitted at
pHs 4.5, 5.0 and 5.5 for 15, 30 and 60 min with hydrochloric (HCI) and acetic (CH;COOH)
acids. The fermentations were carried out in 250 mL Erlenmeyer flasks, at initial pH 7.0,
temperature 37°C and 180 rpm reciprocal agitation. The results were analyzed in terms of
cell growth, production of HA and its yield relative to the cells. The stresses from the HCI
were more effective for the production of HA than those from control (absence of acid
stress) and CH3COOH. Under the best conditions (HCI, pH 5.0), the production of HA and
yield Yya/x were 0.48 g/L. and about 1.4, which were higher than those of control (0.31g/L
and 0.24 respectively). The shift of the carbon metabolic pathway in favor of the production

of HA was demonstrated irrespective of exposure time.

. Keywords: hyaluronic acid, acid stress, fermentation, Streptococcus zooepidemicus.
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1. INTRODUCTION

The hyaluronic acid (HA) is a linear polyanionic biopolymer composed by D-
glucuronic acid (GlcUA) and N-acetylglucosamine (GIcNAc) units alternately linked by -
1, 3 and B-1, 4 glycosidic acids. HA is naturally found in the connective tissues of
mammals, synovial fluid, skin, tendons, eye's vitreous body and umbilical cord. Due to its
unique biological properties, the HA has been used in a wide range of medical,
pharmaceutical and cosmetic applications.

The industrial production is by extraction of rooster combs or by microbial
production. This last route has advantages of greater control over the production process
and requires lower cost in the purification. It a is well- known fact that bacteria from
Streptococci genus synthesize HA as a self- mechanism of protection or a virulence factor.
They are able to hide from the immune system of their hosts by coating themselves with a
thick layer of HA. Therefore, environmental stress during cultivation has been used as a
mechanism to increase the production of HA by this kind of bacteria.

Studies on some types of stress have been reported in the literature, such as due to
excess oxygen [1], and by exposure to alkaline pulses during cultivation [2]. In both cases,
changes were found in the carbon flux that controls the competition between cell growth
and production of HA in the metabolism of Streptococci.

Redirection of carbon flux is an advantageous strategy for the production of HA,
because the induction of acetic acid production at the expense of cell growth and
production of lactic acid prevents the inhibition caused by excess lactic acid in the culture
medium. These changes also promote an extra production of energy (ATP), which is one

important key to the production of HA [2; 3a, b].
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The acid stress has been used as a strategy to get performance and robustness of
lactic acid bacteria during cultivation. Although the effects of acid stress on the bacterial
physiology still are not well- known, adaptive responses appear to be a usual mechanism of
stress protection in lactic acid bacteria. Proteomic studies performed for the development of
tolerance to stress, showed that many proteins and enzymes are induced during the acid
adaptation of lactic acid bacteria, mediated by the carbon flux in the cell metabolism [4].

In previous work, the current authors found that in acidifying conditions (natural
reduction of the pH along fermentation), the glucose uptake was lesser than in pH 7.0
controlled fermentation, while the production of HA was higher in pH controlled
conditions. An analysis of the metabolic fluxes showed that the ATP production was
proportional to the specific glucose uptake rates which resulted in similar ATP yields. The
excessive ATP in the metabolism (VATP) which is consumed by cells for maintenance
activities was lower in the cultivation at controlled pH than under acidifying conditions.

The amounts of ATP and NADH produced in the cultivation did not show a close
relationship with the HA synthesis, and the changes in the HA production pathway were
more related to the distributions of fluxes to the precursors of HA synthesis, UDP-
glucuronic acid (UDPG) and UDP-Nacetylglucosamine (UDPNAG) as reported by Chong
and Nielsen [3.a, 3.b]. Despite the fluxes of precursors, the HA synthesis also seems to be
affected by the pH effects on the activity of hyaluronic synthase. Tlapak-Simmons et al. [5]
determined as 6.5 to 11.5, as the pH range for the optimal activity of a hyaluronan synthase
from Streptococcus equisimilis.

In the present study, we start from the assumption that an inoculum in acid stress
could redirect the flow of carbon to the production of HA because it induces greater

robustness in bacteria and it reduces the expense of ATP for cellular maintenance activities
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as the pH will be reduced during the fermentation. Hydrochloric (HCl) and acetic
(CH3COOH) acids were chosen because of their differences in the degree of ionization,
which can cause different stresses in bacteria cells. The fermentations started at pH 7.0 in
order to benefit from the activity of the hyaluronidase synthase. To the best of our
knowledge there are no reports in the literature on the effects of acid stress on HA

production by Streptococci.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Microorganism Streptococcus equi subsp. Zooepidemicus. ATCC 39920 was obtained
from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) as a lyophilized

culture kept in ampoules.

2.2. Culture Maintenance and Pre-inoculum. The stock culture was kept frozen in Brain
Heart Infusion (BHI) broth containing 10% glycerol and glass beads at -20°C. The pre-
inoculum was prepared by streaking the glass beads onto BHI agar plates supplemented
with 5% sheep blood (Biotério Boa Vista, Sdo Paulo, Brazil) and incubating at 37°C during

24 hours.

2.3. Culture Media. The synthetic medium used in the inoculum preparation and

fermentation was composed of 60 g.L”' yeast extract, 25 g.L” glucose at pH 7.0, according
p

to Pires and Santana [6]. The glucose solution was autoclaved separately.
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2.4. Inoculum Preparation. The colonies from the pre-inoculum were then transferred into
50 mL flask containing 50 mL culture medium and grown on a reciprocal shaker at 150
rpm, 37°C for 12 hours. Next, the inoculum was transferred to a 500 mL flask containing
culture medium which was incubated under the same above mentioned conditions during
12 hours. After that, the inoculum was transferred into 100 mL of culture medium, making
a total 250 mL of inoculum, which was incubated under the same above mentioned
conditions during 12 hours more. A 250 mL total volume of inoculum was prepared
according to the described protocol. Cell concentration was measured as a function of the
optical density (OD) at 600 nm in samples collected in the final inoculum prepared from

the culture medium. A volume containing 6.26 mg of cells was taken to stress.

2.5. Acid Stress. It was prepared 250 mL inoculums, which were equally divided into 10
sterile falcon tubes of 50 mL, containing 25 ml of inoculum, and centrifuged at 10,000 x g
for 20 minutes. After centrifugation, the supernatant was discarded and 10 mL of each
acidified sterile medium, at 4.5, 5.0 and 5.5 pHs were added in the tubes. The cells were re-
suspended by vortexing, and the tubes were incubated at 37 °C and 150 rpm in a reciprocal
shaker at 15, 30 and 60 minutes. For each time, three tubes were withdrawn from the
incubator, in order to have independent triplicates. At the same times, a control tube (no
acid treatment) was also withdrawn from the incubator. After that, each test tube was
centrifuged at 10,000 x g for 20 minutes. The supernatant was discarded and the stressed
cells were re-suspended in 10 mL of the culture medium, which were used to inoculate the

Erlenmeyer flasks for fermentation.
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2.6. Fermentation. The fermentations were carried out in 250 Erlemeyer flasks containing
100 mL of medium, and incubated at 37 °C, 150 rpm for 24 hours. Each flask was
inoculated with 10 mL of cells stressed at the same concentration. Fermentation with the
inoculum which was not subjected to acid stress was used as control. The experiments were

performed in triplicate.

2.7. Analytical Methods

2.7.1. Cell growth. The cell growth was determined by the cell dry weight according to the

gravimetric method.

2.7.2. Cell Viability. The cell viability of the inoculums was determined by micro drops
technique adapted by Romeiro er al. [7], using the glass beads onto BHI agar plates
supplemented with 5% sheep blood. The viability of stressed and non-stressed-cells was

compared and determined before the fermentations.

2.7.3. Concentrations of lactate and acetate. Culture samples were filtered through
membranes with a pore size of 0.2 um (Sartorius, Goettingen, Germany) and 20 puL of
filtered sample were injected into an ion exchange HPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japan) equipped with a 7.8 mm x 300 mm HPX-87H fast acid column Aminex (Bio-Rad,70
Hercules, CA., USA). The mobile phase was composed of 0.004 mol.L™' H,SO, pumped at
a flow rate of 0.6 mL.min"' as described by Chong and Nielsen [3.b]. The column was
maintained at 65°C. The peak elution profile was monitored with a Shimadzu RID-6A

refractive index detector (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).
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2.7.4. HA concentration. Initially the culture broth was centrifuged at 10,000 x g during 20
minutes. The cell-free broth was treated with ethanol in a proportion 1.5:1 v/v ethanol:
supernatant. The solution was cooled down, remaining at 4°C during 1 hour for the
precipitation of HA. The precipitated HA was redissolved in a 0.15 mol.L"' NaCl solution.
Three precipitation and redissolution steps were performed to increase the yield of HA
precipitated. Its concentration was measured by the modified carbazole method by Bitter

and Muir [8].

2.7.5. HA molecular weight. The HA average molecular weight was determined by size
exclusion chromatography, using a Shimadzu chromatography system (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan), containing a 7.8 mm x 35 mm Polysep-GFC-P column guard
(Phenomenex, Torrance, CA., USA) mounted in series with a 7.8 mm x 300 mm 63
Polysep-GFC-P6000 column of the gel filtration (Phenomenex, Torrance, CA., USA) and a
refraction index detector. The analysis conditions were: injected sample of 20 pL, 0.1
mol.L" sodium nitrate as the mobile phase, 1.0 mL.min"' flow rate and 25°C temperature,
as suggested by the column manufacturer. Hyaluronic acid (Hyalose, Oklahoma City,
Oklahoma, USA) with molecular weight ranging from 50 to 1000 KDa was used as a

standard for the calibration curve as described by Balke et al. [9].
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3. RESULTS AND DISCUSSION

Cell viability in the inoculum

The cell viability was the same order of magnitude of 10%, after the stress and
control as shown in Tables 3.1 and 3.2. There were no significant differences in cell
viability between the acids, during the exposure time to stress and compared to control,

considering the order of magnitude of viability.

Table 3.1 - Cell Viability after Treatment with HCl and control according to the

time exposure (CFU.mL'l).

Time (min) pH 4.5 pH 5.0 pH 5.5 Control
15 1.3 x10° <10 1.0 x10° -
30 1.0x 10° <10® 0.6 x10° -
60 13x10°  0.7x10° 1.3 x10% -
- - - - 3.3 x10°

All fermentations had been inoculated with the same order of magnitude viable
cells, in the range 10° UFC.mL™". The differences in the amounts of inoculum did not
exceed 5% of the total volume of the medium. The stress produced with both acids did not
reduce the cell viability significantly compared to the control, which gives us the the

inoculums with the same of viable cells in all fermentations.
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Table 3.2 - Cell Viability after Treatment with CH;COOH and control according
to the time exposure (CFU.mL'l).

Time (min) pH 4.5 pH 5.0 pH 5.5 Control
15 <10° 37x10°  0.3x10° -
30 <10® 43x10° 1.2x10° -
60 <10° 6.0x 10>  0.3x10° -
- - - - 3.3 x10°

Stress with hydrochloric acid

Figure 3.1 shows the effects of stress in the fermentation process when the inoculum
suffered a stress with HCI at pHs 4.5, 5.0 and 5.5 during 15, 30 and 60 minutes. The results
were analyzed in terms of cell growth, production of HA and its yield relative to the cells.

As it can be seen at pH 4.5, cell growth was similar to the control that has not
suffered stress, except for the 60 minute exposure time, which was approximately, 38%
greater than the control. In contrast, the production of HA was higher than control during
all exposure time, reaching 0.74 g/L. (twice higher than the control) for 60 minutes of stress
exposure. The inoculum exposed to pH 5.0 did not recover their ability to grow
independent of time exposition. However the production of HA, though 36.70% lower than

the stress at pH 4.5, was still 33.80% higher than the control.
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Fig. 3.1 — Comparison between cells (a) and HA (b) concentrations after 24 h of
fermentation at initial pH 7.0 with an inoculum under acid stresses with HCI and at the

absence of stress (control).

At pH 5.5 the cell growth and production of HA was higher than control and did not
vary with time of exposure. However, this was the situation that produced less HA

compared to the other pHs.

Stress with acetic acid

The effects of stress with acid CH;COOH were analyzed for the same parameters.
Figure 3.2 shows the results from the exposition of the inoculums at pH 4.5, 5.0 and 5.5

during 15, 30 and 60 minutes.
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Fig. 3.2 — Comparison between cells (a) and HA (b) concentrations after 24 h of
fermentation at initial pH 7.0 with an inoculum under acid stress with CH’COOH and at the

absence of stress (control).

Under stress with CH3;COOH cell growth was higher at pH 5.0 while the pH 4.5
benefited the production of HA. At the best condition (pH 4.5, 15 min) the production of
HA reaching 0.49 g/l was 58% higher than the control, while the cell concentration was
34% lower than control. In other pHs and exposure times the cell concentration was higher
while the production of HA was always lower than the control.

Table 3.3 shows the yields of HA related to cells from the stresses with both acids,
and also compares with the performance of the control.

For the stresses with HCI results show higher yields than the control regardless of
exposure time. Yields had a maximum at pH 5.0, which were larger than 1.0, showing the
redirection of carbon flux in metabolic pathways favoring the production of HA.

All of these results are consistent with our hypothesis that treatment of the inoculum with
acid promotes the adaptation of cells to acidic conditions that are developed during the

fermentation, redirecting the flow of energy and carbon for the production of HA. As can
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be seen in Figure 3.1, the cellular concentrations produced in fermentation with an
inoculum under acid stress at pH 4.5 were equal to or greater than the control, however the

concentrations of HA were always higher than the control.

Table 3.3 — Yield (Yuasx) of HA relative to cells from the fermentations under acid stress

with HCI, CH;COOH and at the absence of acid stress (control).

HCl CH;COOH
Time (min) pH4.5 pHS50 pHS5.S5 pH45 pHS50 pHS5.S5 Control
(ggh) (ggh)
15 0.46 1.41 0.26 0.76 0.06 0.14 -
30 0.45 0.98 0.28 0.55 0.07 0.12 -
60 0.43 1.28 0.30 0.65 0.07 0.13 -

- - - - - - - 0.24

In particular at pH 5.0, despite the production of HA is still higher than the control,
there was a strong inhibition of cell growth. This behavior produced higher yields than 1.0,
effectively demonstrating the redirection of carbon flux in the metabolic pathway for the
production of HA at the expense of cell growth. These effects could be related with the
findings of Nannen and Hutkins [10] which observed for different strains of streptococci, a
critical pH of around 5.0, in which the cell growth is stopped and the cell viability
decreased, concomitant with the transmembrane pH gradient decrease. Although the acid
stress at pH 5.0 did not decrease cell viability compared to other pHs studied, we believe
that in addition, other changes must occur in the cells, preventing them from recovering

their growth during fermentation.
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At pH 5.5 the yields were similar to control, probably because the pH of the
fermentation reaches values in the range of 4.5 to 5.0 and the cells were not adapted.

The stress with acetic acid produced inhibition of cell growth at pH 4.5 as compared
to control. The difference in pH compared to the HCI is due to the difference in the degree
of ionization of acids. However, in this case, the production of acetic acid and its efficiency
in relation to the cells were smaller than in HCI, although still higher than control. In the
other pHs, the acetic acid stress benefited cell growth at the expense of the production of
HA, with yields lower than control.

These results show that the stress of the inoculum with a strong acid such as HCI
favours the production of HA, especially in conditions of inhibition of cell growth.
However, kinetic studies should be conducted under conditions of stress, and forced
aeration, to see if these benefits are provided, as well as to understand the behavior of

glucose uptake and production of intermediate metabolites such as lactic and acetic acids.

Molecular weight of HA

Table 3.4 - HA molecular weight distribution and average molecular weight.

Molecular weight fraction % Average molecular

pH weight (Da)
10° 10°
HCI treatment 4.09 x 10°
(4.5 pH 60 min) 77.09 2291
Control 70.40 29.60 4.99 x 10°
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The distribution of the fractions of molecular weight 10° and 106, as well as the
average molecular weight is shown in Table 3.4, for the stress with HCI at pH 4.5 during 60
minutes. The HA produced with an inoculum under acid stress had the 10° Da fraction
increased at the expenses of thel0® Da fraction compared to control. We believe that this
effect is related only to increased production of HA, as previously observed in several other
situations in which the increase in production causes a reduction in average molecular mass
of HA. This effect is probably due to the limitation of extrusion of the longest chain of HA

through the cell membrane, but this hypothesis must be experimentally proven.

4. CONCLUSIONS

The stress produced by the stress of the inoculum with a strong acid such HC1 favours
the HA production at the expenses of cell growth. This effect was more pronounced when the pH
also inhibited cell growth. The degree of dissociation of the acid influenced the effectiveness of
stress, which was lower for CH;COOH than for HCI. The acid stress effectively redirects the
flow of carbon in the metabolic pathway for the production of HA by adjusting the inoculum to

low pHs that are developed during fermentation.
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ABSTRACT - This work aims to characterize the kinetic performance of fermentations
with the inoculum of Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920 under acid stress
(previous treatment with HCI at pH 4.5 during 60 minutes). The fermentations were
carried out in a 3L bioreactor at 2vvm aeration under uncontrolled or controlled pH
(7.0). The effects of aeration at controlled pH (7.0) were also studied with the inoculum
under acid stress, through the reduction of air supplying to 1vvm. The performances of
the fermentations were analyzed through yield parameters and kinetic behavior. The
inoculum free of stress was used as a control. The results shown that the inoculum under
stress delayed the cell growth due to a lag phase, and deviated the metabolic carbon flux
to the production of HA. The large yields of lactic acid relative to glucose decreased the
molecular weight of HA after the lag phase. The acid stress in the inoculum increased
the HA production compared to control. The best condition for HA production was

controlled pH fermentation at 2vvm aeration.
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INTRODUCTION

Hyaluronic acid (HA) is a natural biopolymer, being the major component of the
extracellular matrix and found in all connective tissues. Structurally it is an unbranched
glycosaminoglycan copolymer of D-glucuronic acid and N-acetyl-D-glucosamine
(Weissman and Meyer, 1954). Its biological activity depends on the molecular weight
(Mw), such as: low-Mw HA plays an important role in cell signalization and angiogenic
activity. High Mw HA is the main component of the synovial fluid in joints (Weindla et al.,
2004) and the vitreous humor (Schramm et al, 2012). In the technological field high-Mw
HA has been used as a viscosupplement, while low Mw-HA has been used for
derivatization of proteins and insoluble compounds (Garg and Hales, 2004; Prestwich et al.,
1998; Prestwich, 2001) and for the production of nanoparticles for drug delivery (Yun et
al., 2004; Hu et al., 2006). Additionally, in vivo tissue regeneration could be modulated by
using HA with different molecular weights as a building block for scaffolds (Kim et al.,
2009)

The wide range of physical chemical and biological properties of HA has provided
many applications, mainly in the medical, pharmaceutical and cosmetics areas. In
consequence, the HA is usually a high value-added product, that can range from U.S.$ / kg
2000 to 60,000 depending on its degree of purity, My and physico-chemical characteristics

(Kogan et al., 2007).

The microbial production of HA by fermentation processes using Lancefield group
A and C streptococci bacteria has been industrially used as an advantageous alternative to

the conventional rooster combs extracting processes. Therefore, the various aspects of the
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fermentation processes have been extensively studied (Armstrong et al., 1997; Chong et al.,

2005; Gao et al., 2006).

In fermentations, HA synthesis and cell growth accounts for about 5% and 10% of
carbon source, respectively, while 80-85% of carbon source is utilized for the production
of lactic and acetic acids (Chong and Nielsen, 2003). Cell growth competes with HA
synthesis for carbon source and energy, while lactic acid could inhibit cell growth and HA
synthesis. Based on the metabolic characteristics of S. zooepidemicus, it is expected that the
enhancement of HA production could be realized by decreasing the competition of cell

growth and the inhibition of lactic acid on HA synthesis (Liu et al., 2008).

Nowadays, it is known that the stress induced by adverse conditions and sudden
environmental changes, alters and redirects the metabolic flux of bacteria due to the
evolution of its defense systems. Although the microorganism has specific regulatory gene
expressions for adaptation to the environment, the genetic control would be much more

complex than the metabolic one. (VanBogelen et al., 1999).

Often, the different types of stress can lead lactic bateria to express new proteins or
enzymes linked to over express the biomolecules. Ogawa (2009) could significantly
increase the production of ceramide by Acetobacter malorum S24 using acid stress and
stress temperature strategies. Escherichia coli reacted to salt stress through the redirecting
of carbon flux from lactic acid to acetic acid (Canovas et al., 2007). S. zooepidemicus under
alkaline stress also redirected its metabolic carbon flux from lactic acid to acetic acid,

favoring the production of HA instead of cells (Liu et al., 2009).
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Previous experimental assays under uncontrolled and controlled pH fermentations
with S. zooepidemicus shown yield ga/cens higher than 1 for uncontrolled pH fermentations
indicating a re-directing of the carbon flux in favor of HA production. The exposition of
cells to low pH could inhibit the cell growth and producing more HA as a self defense
mechanism. Therefore we started from the hypothesis that an inoculum under acid stress
could redirect the flow of carbon to the production of HA, providing greater robustness of
bacteria to the acid exposition. In fact, previous assays in Erlenmeyer flaks also shown the
exposition of the inoculum cells to hydrochloride acid at 4.5 pH during 60 minutes

stimulated the HA production by S. zooepidemicus ATCC 39920.

Thus, the aim of this work was to extend the previous findings to investigating the
effects of acid stress in the inoculum of S. zooepidemicus ATCC 39920, on the kinetic
behavior of batch fermentations under forced aeration, at uncontrolled and controlled pH.
The results were obtained from uncontrolled and controlled pH fermentations. The
influence of the aeration also was investigated in controlled pH fermentations. These results
contribute to the understanding of the metabolic modifications induced by the acid stress in

the inoculum.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Microorganism. Streptococcus equi subsp. Zooepidemicus. ATCC 39920 was obtained
from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) as a lyophilized

culture kept in ampoules.
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2.2. Culture Maintenance and Inoculum Preparation. The stock culture was kept frozen in
Brain Heart Infusion (BHI) broth containing 10% glycerol and glass beads at -20°C. The
pre-inoculum was prepared by streaking the glass beads onto BHI agar plates supplemented
with 5% sheep blood (Biotério Boa Vista, Sdo Paulo, Brazil) and incubating at 37°C during
24 hours. Cell concentration was measured through the optical density (OD = 0.780) of the

broth at 600 nm.

2.3. Culture Media. The synthetic medium used in the inoculum preparation and
fermentation was composed by 60 g.L”' yeast extract, 25 g.L"! glucose at initial pH 7.0,

according to Pires and Santana (2010). The glucose solution was autoclaved separately.

2.4. Acid stress in the inoculum. The acid stress was performed as briefly described: the
250 mL inoculum was equally divided in 10 volumes 25 mL each , placed into Falcon tubes
previously sterile and centrifuged at 10,000 x g for 20 minutes. Afterwards, the supernatant
was discarded and 10 mL of sterile medium acidified with HCI at 4.5 pH were added to the
tubes. The cells were re-suspended by vortexing, and the tubes were incubated at 37 °C and
150 rpm in a reciprocal shaker during 60 minutes. After that, each test tube was centrifuged
at 10,000 x g for 20 minutes. The supernatant was discarded and the cells were re-
suspended in 10 mL of the culture medium at pH 7.0, which were used to inoculate the 3L

bioreactor Bioflo III model (New Brunswick Scientific Co. Inc., Edison, NJ., USA).
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2.5. Fermentation. A 250 mL volume of inoculums prepared as described in item 2.2 was
transferred to a 3L BioFlo III fermentation system (New Brunswick Scientific Co. Inc.,
Edison, NJ., USA) with an operating volume of 2.5 L. The agitation rate and the
temperature were maintained at 250 rpm and 37°C, respectively, for all fermentations. The
bioreactor was sparged with a continuous air supplying at 2 vvm or lvvm. The
fermentations were carried out under uncontrolled or controlled pH (7.0), with inoculums
under the acid stress or free of stress as a control. The pH control was performed through
the feeding of a sterile solution of 5 mol.L”' NaOH along cultivation. Samples were
withdrawn along 24 hours and their cell mass, HA, glucose, lactate and acetate
concentrations were determined. The kinetic of HA molecular weight distribution was also

determined.

2.6. Recovery of HA. The products from fermentation broth were centrifuged at 10,000 x g
for 30 minutes for cell separation and the HA was precipitated from cell free supernatant
with ethanol in a proportion 1.5:1 v/v ethanol: supernatant. The solution was cooled down,
remaining at 4°C during 1 hour for the precipitation of HA. The HA precipitated was
redissolved in a 0.15 mol.L" sodium chloride solution. Three steps of precipitation and

redissolution were performed to increase the yield of HA precipitated.
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2.7. Analytical Methods

2.7.1. Cell growth. The cell growth was determined by cell dry weight according to the

gravimetric method.

2.7.2. Concentrations of glucose, lactate and acetate. Culture samples were filtered through
membranes with a pore size of 0.2 wm (Sartorius, Goettingen, Germany) and 20 puL of
filtered sample were injected into an ion exchange HPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japan) equipped with a 7.8 mm x 300 mm HPX-87H fast acid column Aminex (Bio-Rad,70
Hercules, CA., USA). The mobile phase was composed of 0.004 mol.L™' H2S04 pumped at
a flow rate of 0.6 mL.min"' as described by Chong and Nielsen (2003). The column was
maintained at 65°C. The peak elution profile was monitored with a Shimadzu RID-6A

refractive index detector (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).

2.7.3. HA concentration. The HA concentration was determined by the modified carbazol
(Bitter and Muir, 1967). Sodium hyaluronate (Hylumed™) from Genzyme Corporation

(Cambridge, Massachusetts, USA) was used as a standard.

2.7.4. HA molecular weight. The average molecular weight of HA was determined by size
exclusion chromatography. It was used a Shimadzu chromatography system (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan), containing a (35 x 7.8 mm) Polysep-GFC-P column guard
(Phenomenex, Torrance, California, USA) mounted in series with a (300 x 7.8 mm)
Polysep-GFC-P6000 column of the gel filtration (Phenomenex, Torrance, California, USA)

and a refraction index detector (Shimadzu RID-6A). The analysis conditions were: injected
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sample of 20 pL, sodium nitrate 0.1 mol.L™" as the mobile phase, flow rate of 1.0 mL.min™’
and 25°C temperature, as suggested by the column manufacturer. Hyaluronic acid
(Hyalose, Oklahoma City, Oklahoma, USA) with molecular weight ranging from 50 to
1000 KDa was used as a standard for the calibration curve as described by Balke et al.

(1969).

3. RESULTS

Table 1 shows the yield parameters that define the performance of the fermentations
The profiles along time of uncontrolled (UpH) and controlled (CpH) pH fermentations with
the inoculum under acid stress (AS) and the control (C) are shown in Figure 1 and 2. The

effects of aeration are presented in Figure 3.

The results in Table 1 show that in UpH fermentations, the yields of the main
metabolites related to the consumption of glucose were lesser than 1, including their sum
for AS inoculum, while the yields were higher and the Yiacs exceeded 1 in C fermentation.
In both cases, the highest fractions of the glucose consumption, or the highest percentages
of the produced metabolites were due to the secondary metabolites lactic and acetic acids.
The yield YHA/X was higher (2.31) with AS inoculum than in C (1.68), but the HA

produced per batch (Pt) was 23% higher in the C fermentation.

Figure 1 show the profiles along time for UpH fermentations. For AS inoculums,
the cells had a lag time around 8-10h, in which there was the largest consumption of

glucose (Figure 1b). After that, the production of HA, cells and acetic acid increased
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(Figures 1a, 1c and le), reaching concentrations close to control. The production of lactic

acid also increased but it was lower than the control (Figure 1d).

The CpH fermentations had lower yields relative to glucose than UpH, except to the
yield Yracss, and Yx/s which were higher and equal respectively, for AS inoculum. The sum
of the yields relative to glucose was higher for the fermentations under controlled pH and
inoculum under stress, being more than 1 due to the yield of lactic acid mainly, but they
were lower and lesser than 1 for the control. The cumulative production of HA (P;) was

higher (2.44) for the fermentation under controlled pH with AS inoculums.

Comparing with the UpH fermentation, in CpH the highest fraction of the produced
metabolites were due to the lactic acid and HA with AS inoculum, while they were due to
the lactic acid and cells with C inoculum. The sum of the yields relative to glucose and

Yua/x were higher than 1 for the AS inoculum fermentation only.

Figure 2 shows the profiles of the CpH fermentation at 2vvm aeration. For
fermentations with AS inoculum, a lag phase around 8-10h can be observed in all the
profiles. After that, the glucose consumption, HA and lactic acid productions (Figures
2b,a,d), were similar for both inocula, but the cell growth and the production of acetic acid

were lower for AS fermentation (Figure 2c,e).

Regarding the effects of aeration in CpH fermentations with AS and C inocula, we
can see in Table 1 that the reduction of aeration from 2 to 1 vvm caused highest yields in
cells and lactate. The sum of yields relative to glucose also was higher and more than 1.

However, the Yua/x was lesser than 1 and P, was 38,4 % lower.
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Fig. 1 — Kinetics effects on (a) HA, (b) glucose, (c) cell growth, (d) lactic acid and (e)

acetic acid concentrations under uncontrolled pH fermentations at 2vvm aeration, with

inoculum ( A) under acid stress and (m) free of acid stress (control).
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Fig. 2 — Kinetics effects of (a) HA, (b) glucose, (c) cell growth, (d) lactic acid and (e) acetic

acid concentrations in controlled pH, at 2vvm aeration and inocula (A ) under acid stress

and (m) free of acid stress (control).

87



Hyaluronic Acid (g. L")

Cell Growth {g.L-")

25

20

~
im

.
=

o
m

w
=

ha
o

ra
=

12

=

=
o

=
=

A 30
1
o 5
-
o
=20
a
(7]
Q
Q
315
[}
w
210
]
@
i
5
0
4 6 8 10 12 ® 16 18 0 2 A 0 2 4 6 8 12 ¥4 1B 8 2 2 M
Time (h) Time (h)
(a) (b)
45
40
3
KT
)
=~ 25
b=
[E]
2w
2 5
(5]
o
- 10
5
0 & * ¥
0 2 4 6 8 0 12 14 1 18 2 2 M
0 2 4 6 8 MW 12 14 %6 18 20 2 A Time (h)
Time (h)
() (d)
6
5
L
o
=
.63
<
L
® 2
Q
<
1
0 .
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time (h)

Fig. 3 — Kinetics effects of (a) HA, (b) glucose, (c) cell growth, (d) lactic acid and (e) acetic

acid concentrations in controlled pH, at 2vvm aeration and inoculum (e) under 1vvm

aeration

and

(w)

2vvim

88

(both

with acid stress).



Table 1 — Performance of batch fermentations under uncontrolled and controlled pH at 2vvm for inoculum of Streptococcus

zooepidemicus under acid stress and free of stress. Effects of aeration at controlled pH with inoculum under acid stress.

2vvm - ucontrolled pH

2vvm - controlled pH

1vvim - controlled

pH
Fermentation Inoculum Inoculum free of Inoculum Inoculum free
. . . . Inoculum under
parameters  under acid acid stress — under acid  of acid stress — acid stress (AS)
stress (AS) Control (C) stress (AS) Control (C)
eg) % (gg) % (@gH % (@gH % (gg) %
Yxss, Px 0.03 3.8 0.12 6.9 0.03 2.5 0.07 7.1 0.18 11.8
Yuass, Paa 0.09 114 0.18 10.3 0.07 5.9 0.05 5.1 0.09 5.9
Yiacs, Prae 051 64.6 1.22 70.1 1.07 899 0.84 84.8 1.22 80.3
Yacss, Pace 0.16 203 0.22 12.6 0.02 1.7 0.03 3.0 0.03 2.0
EYwms (gg") 0.79 1.74 1.19 0.99 1.52
Yrax (gg") 2.31 1.68 1.92 0.84 0.59
Piotar (8.L7) 1.03 1.23 2.44 2.32 1.43

YXYM/S — sum of the yields relative to glucose;

PM - percentages of the produced metabolite (Y/XY)

C- control, refers to inoculum free of the acid stress.

Pt - the cumulative HA concentration at the end of the fermentation
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The kinetic effects of aeration are shown in the profiles of Figure 3. A lag phase
along 6-8h could be observed in both aeration rates The larger differences were in the
profiles of HA production and cell growth. The reduction of aeration to 1vvm favored the

cell growth but reduced the production of HA.

Figure 4 shows the distribution of the molecular weight (Myw) of HA along UpH and
CpH with AS inoculum. In all cases, the 10° Da fraction remained at the first 8 h,
decreasing after that. At the first 8h fermentation, in UpH and 2vvm (Figure 3a) the 10° Da
fraction was around around 80%, while in CpH at 2vvm it was around 70% (Figure 3c) and
it was around 50% at lvvm (Figure 3b). The 10’ Da fraction was around 10%, and
appeared at 12h in UpH , at 10h in CpH and 1vvm and at 6h for 2vvm. After 8h, there was

a decline in My along time, being more intense in CpH and 2vvm.

4. DISCUSSION

The effects of the acid stress in the inoculum in fermentations carried out under
uncontrolled and controlled pH shown that the AS inoculum had a lag time at the first 6-8h
fermentation, where the consumption of glucose was higher, due to the energy needs of
cells to maintain its internal pH in favorable conditions (Even et al., 2003). As a
consequence, the cell growth was delayed and the carbon flux in the metabolism was
deviated to the production of hyaluronic acid (Yga/x >1). The deviation was larger in UpH
but the highest cumulative production of HA was observed in CpH fermentation and 2vvm

aeration. C inoculum caused deviation in UpH only. In all situations the highest yields
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relative to glucose were to lactate, being .more than 1 for C in UpH and in CpH with AS.
Yields relative to glucose more than 1 indicate consumption of carbon also from the

nitrogen source.

The yields of acetic acid were lower than those to lactate, being around 10-20% for
UpH and declining to 1.7-2% for CpH. As known, the conversion of piruvate to acetic acid
instead lactic acid generates an additional mol of ATP per mol of glucose (Chong et al.,

2005). Therefore, UpH generated more energy than CpH for both inoculum.

Reduction of aeration to lvvm favored the production of cells instead HA.

Therefore high aeration rate is required for production of HA in CpH.

Regarding HA My, in all case it remained approximately constant during the first
8h, which corresponds to the lag phase of the microorganism under AS inoculums. and
declined after that. The higher decline of the 10° Da fraction was observed in CpH and
2vvm. In general, lower HA My are observed when HA is exposed at the low pH
generated by the growth of S. zooepidemicus and lactic acid production. In fact, the lactic
acid production was higher in CpH and 2vvm than to lvvm (about 90 and 80%
respectively), compared to UpH, which was about 60%. These results explain the highest

HA My in UpH.
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5. CONCLUSIONS

The acid stress in inoculum is a valorous strategy for increase the production of
hyaluronic acid by S. Zooepidemicus. It delayed the cell growth and deviated the carbon
flux to hyaluronic acid. At the best condition (pH controlled fermentation and 2 vvm
aeration), the production of hyaluronic acid was 2.44 g/L. with an average molecular weight

at the magnitude order 10° Da.
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INFLUENCE OF CARDIOLIPIN ON THE PRODUCTION AND MOLECULAR WEIGHT OF

HYALURONIC ACID FROM STREPTOCOCCUS ZOOEPIDEMICUS CULTIVATION
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SUMMARY - This study evaluates the in vivo functions of cardiolipin by adding it in
the culture medium during the Streptococcus zooepidemicus -cultivation.  The
fermentations were carried out in Erlenmeyer flasks, using synthetic medium composed
by glucose and yeast extract. Concentrations of 1.5, 3.0 and 4.5 mg/L of an ethanolic
solution containing 20 g.L'1 of cardiolipin were added in 100 mL culture medium at the
logarithmic growth phase. The production of HA increased from 0.31 g.L" (control) to
0.42 g.L" for cultivations when added cardiolipin. The HA average molecular weigth
increased dramatically from 4.99 X 10° (control) to 2.50 x 10°Da. These results confirm
the previous hypothesis, and point out to the benefits of the increasing of cell membrane

permeability on the production and molecular weight of HA.
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1. INTRODUCTION

Hyaluronic acid (HA) is a linear polysaccharide of high molecular weight
disaccaridic units consisting of D-glucuronic acid and N-acetylglucosamine linked by
glycosidic B-1-3 and B-1-4. HA belongs to a group of similar polysaccharides called

glycosaminoglycans, which includes sulfate chondroitin, dermatan sulfate and heparin.

HA is usually a high value-added product, that can range from U.S.$ / Kg 2000 to
60,000 depending on its degree of purity and final physico-chemical characteristic, as its
molecular weight. (Kogan et al., 2007). According to Balazs (2004) the more applications
are in viscosurgery, Vvisco-increase, viscosdisconexion, viscosupplementation and
viscoprotetion. In cosmetics applications, HA is widely used in moisturizers and creams for

rejuvenation.

In the human body the highest concentrations of HA are found in synovial fluid,
umbilical cord and vitreous humor. In synovial fluid, high concentrations of high (1.0 — 8.0
x 10° molecular weight HA provide the required lubrication for the joints. Recent studies
show that HA is not inert, also playing important roles in embryogenesis, signal translation

and cellular mobility, (Kogan et al., 2007).

The HA commercially available is supplied primarily by extraction from rooster
combs and umbilical cord. However, these sources require laborious purification to prevent

the adverse effects of impurities contaminants. The HA is also found in prokaryotes, mainly
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Streptococcus groups A and C of Lancefield, which synthesize this compound naturally as

part of its outer shell (Armstrong and Johns, 1997).

Although it seems strange that some bacteria can produce the same HA that mammals
actually happens that these microorganisms have created a clever way to survive in a
pathogenic environment. Thus, bacteria such as Group C Streptococcus equisimilis
(pathogen in animals and sometimes humans), Group A Streptococcus pyogenes (a human
pathogen) and Pasteurella multocida (animal pathogen), are capable of hiding from the
immune system of their hosts by coating with a thick layer of HA. Since this barrier of
HA, or capsule, has the same structure as the HA of human tissues, these bacteria are not

easily recognized by antibodies or phagocyted by macrophages (Chong et al., 2003).

The HA-producing bacteria have genes able to expressing enzymes such as
hyaluronidase synthase (HAS), which are responsible for HA synthesis from its precursors.
Although only 64 years after the discovery of AH, the hyaluronidase synthases purification
was achieved, currently, it is known that HAS of Streptococci are similar to each other, and

between the eukaryotic HAS (Chong et al., 2005).

Besides the synthesis and chain elongation of HA inside the cell, the HAS also plays
the assisting function in the extrusion of the HA to the external environment. HAS is
associated with molecules of cardiolipin (14 to 18 molecules), which preserve the enzyme
activity and assist in extrusion of HA. Weigel (1998, 2004) proposed that cardiolipin, along
with HAS create a passage in the form of pores in cell membranes, through which the HA
is transported to the external environment. In this association, the lipid portion of

cardiolipin interact with the lipid bilayer and the hydrophobic portions of the HA chain,
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whereas the acidic groups of cardiolipin interact with the enzyme and the hydrophilic

portions of the HA chain.

In this context, the addition of extra cardiolipin to the culture medium could benefits
the formation and structure of pores in the cell membrane, increasing its permeability. In
this study, the influence of the cardiolipin added (in vivo) to the culture medium at the

exponential growth phase was evaluated on the production and molecular weight of HA.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Microorganism. Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 39920 was obtained
from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) as a lyophilized

culture kept in ampoules.

2.2. Culture Maintenance and Inoculum Preparation. The stock culture was kept frozen in
Brain Heart Infusion (BHI) broth containing 10% glycerol and glass beads at -20°C. The
pre-inoculum was prepared by streaking the glass beads onto BHI agar plates supplemented
with 5% sheep blood (Biotério Boa Vista, Sdo Paulo, Brazil) and incubating at 37°C during
24 hours. Colonies were then transferred into 50 mL of culture medium and grown on a
rotatory shaker at 150 rpm, 37°C for 12 hours. Next, the inoculum was transferred into 100
mL of culture medium which was incubated under the same above mentioned conditions

during 12 hours, after the inoculum was transferred into 100 mL of culture medium which
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was incubated under the same above mentioned conditions during 12 hours, totaling 250
mL inoculum. Cell concentration was measured from the optical density (OD = 0.780) of

the broth at 600 nm.

2.3. Culture Media. The synthetic medium used in fermentations was composed of 60 g.L”!

yeast extract, 25 g.L'1 glucose (pH 7.0), such as Pires and Santana, 2010.

2.4. Fermentation. The fermentations were carried out in Erlemeyer flasks containing 100
mL of medium. Cardiolipin was added to the medium at the exponential phase growth in
quantities of 1.5, 3.0, and 4.5 mg/L, of a ethanolic solution containing 20 g/L. of cardiolipin.
The cardiolipin-free medium was used as control. The experiments were performed in

triplicate. The bottles are incubated at 37 ° C, 150rpm for 24 hours.

2.5. Recovery of HA. The products from fermentation broth were centrifuged at 3200 rpm
for 30 minutes for cell separation and the HA was precipitated from cell free supernatant
with ethanol in a proportion 1.5:1 v/v ethanol: supernatant. The solution was cooled down,
remaining at 4°C during 1 hour for the precipitation of HA. The HA precipitated was
redissolved in a 0,15 mol.L" sodium chloride solution. Three steps of precipitation and

redissolution were performed to increase the yield of HA precipitated.
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2.6. Analytical Methods

2.6.1. Cell growth. The cell growth was determined by cell dry weight according to the

gravimetric method.

2.6.2. HA concentration. The HA concentration was determined by the modified carbazol
(Bitter and Muir, 1967). Sodium hyaluronate (Hylumed™) from Genzyme Corporation

(Cambridge, Massachusetts, USA) was used as a standard.

2.6.3. HA molecular weight. The average molecular weight of HA was determined by size
exclusion chromatography. It was used a Shimadzu chromatography system (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan), containing a (35 x 7.8 mm) Polysep-GFC-P column guard
(Phenomenex, Torrance, California, USA) mounted in series with a (300 x 7.8 mm)
Polysep-GFC-P6000 column of the gel filtration (Phenomenex, Torrance, California, USA)
and a refraction index detector. (Shimadzu RID-6A). The analysis conditions were: injected
sample of 20 pL, sodium nitrate 0.1 mol.L™" as the mobile phase, flow rate of 1.0 mL.min™
and 25°C temperature, as suggested by the column manufacturer. Hyaluronic acid
(Hyalose, Oklahoma City, Oklahoma, USA) with molecular weight ranging from 50 to

1000 KDa was used as a standard for the calibration curve as described by Balke et al.

(1969).
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Hyaluronic Acid Production

Figure 2 (A and B) shows the influence of the cardiolipin on the cellular growth and
HA production at the end of the cultivations. The statistical Tukey test indicates that at the
5% of significance level, there is no difference on the generated biomass, with the three
concentrations of added cardiolipin in fermentations. However, at the presence of
cardiolipin, there was an increase of 47.60% (approx.) on the production of HA while the

biomass decreased 33.96%, compared to control (absence of cardiolipin).

3.2. Distribution of Molecular Weight

The results of the distribution of the HA molecular weight produced by
S.zooepidemicus are presented in Table 1. The statistical Tukey test indicates that at the 5%
of significance level, there is no difference on the fractions of molecular weights around
10° and 10’ Da for the three concentrations of added cardiolipin. However, there was a
large shift compared to control. A distribution of the molecular weight fractions with the
addition of cardiolipin was 2.50 x 10° and 5.40 x 10° Da (Table 1). Therefore, we can infer
that the permeability of the membrane is an important key factor on the molecular weight
of HA, according the hypothesis of Weigel (2004).

Triscott and Rijn (1986) studied the successful reconstitution of activity in vitro of
Streptococcal hyaluronic acid synthetase membrane (HAS) using various phospholipids,

among which had the best performance for reconstitution of HAS enzymatic activity.
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Figure 1. Influence of cardiolipin on the HA production (A) and biomass (B).
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Phospholipids also have previously been demonstrated to play a role in the
activation and stabilization of membrane proteins. In E. coli, the enzymes producing
peptidoglycan (Taku et al., 1980), and in Salmonella typhimurium, the galactosyl
transferase system (Romeo et al., 1970) requires phospholipids for activity (Triscott and

Rijn, 1986).

Table 1. Distribution of fractions of Molecular Weight of HA produced by S.
zooepidemicus.

Fraction Percentage Fraction Percentage
around 10° of the around 10° of the
Added Cardiolipin (Da) average (Da) average
(mg/L) Molecular Molecular
Weight Weight
1.5 6 5
2.53x 10 48.06 5.41x 10 51.94
3.1 2.44 x 10° 49.68 5.47 x 10° 50.32
4.5 246 X 10° 46.49 511X 10° 53.50
Control (absence
of cardiolipin) 1.21 X 10° 29.59 499 X 10° 70.41

4. CONCLUSION

The presence of cardiolipin in the fermentation of Streptococcus zooepidemicus. is a
valuable strategy for production of hyaluronic acid with a high molecular weigh.
Cardiolipin did not altered the production of HA, but it provided a large increase on the

average molecular weight of HA, from 4.99 X 10° (control) to 2.50 x 10°Da.
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CAPITULO 4

CONCLUSOES

4.1. CONCLUSOES

Do estudo realizado no presente trabalho, conclui-se que o tratamento acido
otimiza a produ¢do do HA por Streptococcus zooepidemicus e a sua massa molar. A
descricdao das alteracdes enzimadticas decorrentes das perturbacdes causadas pelo pH
permite um maior entendimento do metabolismo, fisiologia e mecanismos de regulacio

da célula.

As conclusdes abaixo se referem aos aspectos especificos abordados neste

trabalho:

1. O efeito do tratamento 4cido foi mais eficaz com a utilizacdo do HCI comparado ao
acido acético para producdo de AH. O nivel de dissocia¢do do dcido desenvolve um grande

papel na producdo do AH e no crescimento celular.

2. O cultivo no qual houve controle de pH apds o tratamento dcido no inéculo foi o
que mais consumiu glicose como fonte de carbono e também foi o cultivo que obteve as
melhores produtividades se comparados aos outros cultivos. Além disso, o pH controlado
beneficiou o aumento da massa molar media do AH, que ficou na media do 10° Da, isto

acontece devido a mudancas no interior celular.
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3. A cardiolipina no meio de cultura, provavelmente, aumentou a massa molar do
AH quando utilizada in vivo, durante o cultivo do Streptococcus zooepidemicus. A
cardiolipina, possivelmente, aumentou ainda a permeabilidade da membrana celular
beneficiando a extrusdo do AH através da dos poros da membrana celular previamente

demonstrada in vitro.
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4.2. SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS:

1. Estudo detalhado das respostas das células de Streptococcus zooepidemicus ao
tratamento 4cido, antes, depois, e ao longo do cultivo. Utilizando andlises genéticas e

protedmicas do microrganismo;

2. Estudo das condig¢des de tratamento salino;

3. Estudo da suplementacdo do meio com levedo de cerveja em substitui¢do do
extrato de levedura, como uma alternativa mais barata na composi¢cdo do meio de

cultura, em cultivos realizados em biorreator;

4. Estudo de uma maior faixa de concentracdo de cardiolipina adicionada ao

meio de cultura para fermentacdo em frascos de erlenmeyer;

5. Estudo da adi¢do de cardiolipina em cultivos realizados em biorreator de

tanque agitado.
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