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RESUMO 

Neste trabalho, cstudou··se a otimização da produção de ácido hialurômco (HA) por cultivo 

de Streprococcu_y zooepidemicu.v em batelada, com base nas alterações metabólicas ao longo do 

cultivo. As condições ambientais estudadas ihram a concentração inicial de glicose, controle do 

pl-L íons minerais e fonte de nitrogênio orgânico. Nos cultivos c.m frascos, a conccntraç[io inicml 

de g!icosc não alterou nem o crescimento celular nem a produção de HA. Entretanto, no cultiv"t..) 

em biorreator sem o controle do pH, arnbos fOram fortemente dependentes da concentração 

inicial de glicose, com maior produção de HA (!,21 g.L" 1
) no cultivo realizado crn meio com 25 

g.L 1 ghcose. Tal condição nutricional foi a única que apresentou maior conversào de glícose crn 

HA (Yl-1/\,-S) do que conversão de gl!cose em massa celular (Y x:s). O controle do pH ao longo do 

culttvo com 25 g.L~ 1 ghcose resultou em maior produtividade de cólulas (0,21 gJ.,~ 1 J1~ 1 ) c de HA 

(0,10 g,l- 1J(), apesar dos menores rendimentos em relação à glicose, A combinação desses 

resultados relaciona o -rnaior dírecionamcnto da fonte de carbono para HA do que para células a 

urna resposta do microrganismo ao stress ácldo ocorrido no cultivo sem controle do pH. Urna 

análise da distribuição dos fluxos metabólicos nas condições ambientais estudadas demonstrou 

que as alteraçóes: na via de produção de HA foram mais relacionadas à distlibuiçào dos fluxos 

para os açúcares precursores da síntese do polímero que à disponibilidade de encrgm (ATP) ou 

potencial redutor (NADHíNAD+} das células_ A total suplementação do meio de cultura com ions 

minerais. (K''', Mg +f' Na,,, F c+··' Ca H-' Mn +~' Zn H e n.t') íOi benéfica para o crescim.cnto celular, 

porém não alterou a produçào de HA de f(mua significativa. O estudo demonstrou ainda que a 

quahdade do polímero produzido pode ser modulada pela supk:ntcntaçào do meio com íons 

rnincrais. As propriedades reológicas do HA com baixo teor de proteína (0.44 g.g. 1
) e massa 

rrH">lar média de 4.0 x lO(' Da demonstraram elevada densidade de emaranhamtmto das cadeias 

devido à alta dependência do módu!o elàstico com a concentração e desvios da viscosidade 

complexa com relação à regra de CoxAv1erL O estudo de mews altemativos contendo derivados 

agroindustriais demonstrou maiores concentrações de HA em meios contendo extrato de levedura 

como fonte de nitrogênio. Este conjunto de resultados contribui para a otimização da produçào de 

HA" assim como para um melhor entendimento do metabolismo do Strcpwcoccus :::ooepidemicu,v. 

Po!avms-chal'f?: ácido hia!urônico. fermentação. Streptococcus ::ooqJidemicus, metabólitos, massa molar, 

rcnlogia. 
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ABSTRACT 

In this work, it was studicd the optünization of HA production by batch culture of 

Streptococcnv .:mmpidcmicus, wlth focns on the metabolic changes along cultivatiorL Tbe 

enviromncntal conditions studied \vere thc initia! glucose concentration, pH control, nüneral ions 

anJ organic nitrogcn sourcc. In flask cu1tivations, the initial g!ucose concentration had no 

int1uence on thc amounts of cither thc biomass or the HA produccd. Howcver. in bioreactor 

cultivations, at non-controlled pH, both wcrc strongly dcpcndent on the ínit!al g!ucose 

conccntration. The highc>st HA conccntratíon (L21 g.L. 1
) was obtained from 25 g.L" 1 glucose, 

whkh was the only cuhivation \vhere lhe conversion of gl.ucose to HA (Y1H::>) was higher than 

the one o f giucose to biomass (Y :<Js). Not only did the pl:-I control along cultivütion rcsult in 

highcr cell productivity (021 gJ_,~l Jf\ but also in the HA productivity (0.!0 g.L·l .h-1 ). Hov,.·ever, 

thc HA and ceH yields from glucose were !oweL The combination of thcsc results relates the­

higher direction of the carbon source to t'hc HA synthesis at thc ex penses of thc cell growth to a 

microbial response to the acíd stress obscrved in non-controlled pH. An analysis o f the metabohc 

Hux dis.tributíon in the cnvironmenta! conditions studied shmvs that the changes in the _HA 

production pathway were more related to thc distributions of 11uxcs to the prccursors of HA 

synthes1s rhan to thc energy availability (ATP) or redox statc (NADH/NAIY') of thc cdl:L Thc 

total supplemcntarion of the culture me-dium \Vith ions was beneficiai to thc edl growth. 

l-lowcYCL it díd not have any influence on the HA producrion. Morenvcr, thc rcsuhs sho'lvcd rlmt 

thc HA quahty may be modulated through the mineral íon supplementation. Thc rhcological 

propcrtics o f HA with low protein content (0.44 g.g~ 1 ) and average molecular weight o f 4.0 )< 101\ 

Da sho'lved thc high entanglemcmts density of the HA chains due to the bigh s1oragc modulus 

concentration dependcncc as well as to tbe cornplex viscosity deviations with respcct to thc Cox­

Mcrz rulc. Altemativc media containing agricultural resources derivates wellê studitd. The higbcr 

HA concenrrutions were produccd in media whose organic nítrogcn source was ycast extracL 

Tbis set o f results conrributes not only to the optimization o f thtc HA production. but also to a 

bctter undcrstanding o f the Streptococcus :zooepidemicus metabolism. 

Key-wordr: hyaluronic acid, íCrmcntaüon, S'trcptococcus :::ooepídemicus, mctabolitcs, rnolcculur weight, 

rheology. 
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APRESENTAÇÃO 

O presente trabalho foi redigido na fonna de capítulos, para uma melhor organização e 

discussão dos resultados obtidos" Assim, este exemplar é apresentado no scgumre formato: 

• Introdução, apresentando a importância e justificativa do trabalho~ 

• Objetivo e aspectos abordados; 

• Revisão bíbiiogriifica, abordando os principais fundamentos consíderados no 

descnvolvímento do trabalho: 

• Resultados e discussões, apresentados na forma de artigos submetidos a periódicos 

cientH1cos que se referem aos aspectos abordados no desenvolvimento do trabalho, Os materiaís 

e tnétodos empregados serão descritos em cada capítulo; 

• Conclusões gerais; 

• Sugestões para trabalhos futuros; 

• Referências bibliográtlcas, 
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1 •. I.NTRODUÇÃO 

O ácido hialurônico (HA) e um políssacarídeo linear de alta massa molar constituído de 

unidades dissacaridkas de ácído D-gl-icurônico e N-acetilgJicosamina, unídos por ligações 

ghcosidicas !:r·l-3 e f1~l HA existe naturalmente como um gei hidratado encontrado em 

tecidos hmnanos e de animais. Esse biopolíme-ro inHumcia o comportamento celular c apresenta. 

significantes fhnçôes estmturais, reológicas, fisiológicas e biológicas no corpo. 

Soluções aquosas de HA são descritas como polie!etrólitos enovelados de estrutura 

se-m1-rígida. A molécula ocupa um grande volume hidrodinàmico e, mesmo em baixas 

concentrações (1 mg.L-1
), as cadeías são capazes de interagir fbrmando redes. Essas 

earacterísticas estruturals, que são altamente dependentes de sua massa molar., resultmn em seu 

compmiamento viscoelástico e capacidade de retenção de grandes volumes de água, sendo 

determinante em suas funções e aplicações. A ausência de efCitos toxigênicos de HA permite sua 

ampla aplicação nas indústrías cosmética, médica e fannacêutica, incluindo hídratantcs para a 

pele, prcenchedon:s tltciais, tratamento de ostt~oa!trite, cirurgia othllmológica, cicatrizaç<lo de 

ferimentos e liberação- controlada de fán:nacos. Com a incessante busca pela beleza e o 

envelhecimento da população mundial, é crescente a demandn por esses produtos com propósito::: 

cosmêticos e terapêuticos. 

O HA produzido comercialmente pode- ser de origem animal, normalrnente extraído de 

crisw de galo, ou produzido por fCnnentação de .S'treptococcw-: do grupo C de Lancetleld, em 

particular Streptococcus equi sub. equi e Streptococcus equi sub. :zooépidemicus. Os polímeros 

resultantes de ambas ns fOntes apresentam a mesma estrutura quínúca daqm:k~s encontrados em 

humanos, podendo diferir apenas com relação à massa molaL Contudo, a produção de HA por 

processos íbm1entativos tt,'l11 se tomado uma altçmativa cada vez mais ntTatlva e confiável, 

considerando-se a atual prem;upação e restrições quanto ao uso de materiaiS de origem animal 

para aplicaçües biomédicas devido ao perígo de contaminação por agentes vmlis. 

HA é sintetizado como uma cúpsula extnwelular por Streptococcus, produzida como um 

fator de virulência por esses microrganismos. As porções de ácido D-·glicurônico e N­

acetilg!icosam!na que consütuem a molêcula de HA são derivadas de glicose-6*fosfato e frutose-

6-fosfa!o, respecrivamente, c são polimerizados pela enzima HA sintase. Por serem !3-



hemolíticos, Streptococcus dos grupos A e C de Lancefield líberam estreptolisina no meio de 

cultivo e preparações de HA para aplicações médicas ou cosméticas não podem estar 

contaminado com essa proteína. Assim) microrganismos empregados na produção industríal de 

HA nonnalmente são mutantes não ~-hemoliticos e que não sintetizam hialuronidase, enzima que 

degrada a cadeia polimérica do HA. 

A produção microbiana de HA representa ainda uma oportunidade de otimizar o 

rendimento e qualidade do produto por meio de engenharia genética e controle das condições 

cultivo, visto que a maioria dos produtos formados pelos microrganismos é resultado de sua 

resposta a condições ambientais como nutrientes, vitaminas, íons, temperatura, pH e teor de 

oxigênio dissolvído. Além disso, o HA de origem microbiana é excretado no meio de cultivo1 

possibilitando o controle das características do polímero e do rendimento do produto. 

Desde a década de 80, estudos avaliando o efeito de díferentes condições de cultivo (pH, 

temperatura, aeração e agitaç-ão) e fontes nutricionais (glicose, maltose, sacarose) sobre a 

produção de HA foram descrítos. Entretanto, para otímízaçào do processo, esses estudos 

concentraram-se principalmente nas condíções de crescimento e não no metabolismo celular. 

Estudos dos mecanismos de regulação para adaptação aos estímulos ambientais ainda são 

escassos. Assim, o presente trabalho abrange o estudo da produção de HA por Streptococc-rL\" 

zooepidemicu.v, enfocando a otimização de diferentes condíções ambientais por meio de estudos 

metabólicos. 

Os poucos estudos que descrevem o efeito da concentração inicial de ghcose na 

produção de HA por processo fem1entatívo foram desenvolvidos em cultivos com controle do pH 

do meio. Os eshtdos em questão não consideraram as alterações metabólicas decorrentes das 

petturbações ambíentais, o que dificulta o entendimento do metabolismo, fisiologia e 

mecanismos de regulação da célula. Este trabalho estudou o efeito da concentração inicial de 

glicose em cultivos realizados em frascos agitados e em biorreator, sem o controle do pH, 

levando em consideração as alterações nos príncipals metabólit.os celulares ao longo do cultivo. 

O controle do pH do meío é urna condição de cultivo ímportante considerando-se o 

metabolismo de bactérias látlcas, cujo cultivo gem um ambiente desfavorável para s-eu 

crescimento e viabilidade< Entretanto, apesar dos numerosos benefícios do controle do pH 

descritos para bactérías láticas, efeitos específicos na produção e massa moiar dt~ 
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exopolissacarídeos depende da estírpe empregada. Apesar dos dívcrsos estudos empregando o 

Streptococcnv zooepidemicus ATCC 39920, microrganismo empregado neste 1Tabalho, es!udos 

específicos relacionando os efe-itos do pH em seu cultívo assim como as alterações metabólicas 

resultantes ainda não fnram descritos. Este trabalho avaliou o efeito do controle do pH do meio 

ao longo do cultivo nas alterações metabólicas, produção c massa molar de H. A 

Para um melhor t~ntendimemo do metabolismo e fisiologia das células nas condíções 

ambientais estudadas, uma análise da dístribuição dos tluxos metabólicos foi desenvo!vüia_ Essa 

importante ferramenta uúlíza técníeas de balanço de massa e a hipótese de estado esracionário 

metabólico para fomni.lação de restrições lineares, que possibilitam a dctermirmçào da 

distribui9ão dos fluxos metabólicos dentro de uma rede estequiométrica definida. Poucos estudos 

empregaram essa análise na produção de HA, os quais investigaram condições nutJieionais: como 

fOnte de carbono (comparaçào do metabolismo de glicose e maltosc) e condições de cultivo como 

o teor de oxigênio dissolvido. 

Os meios de cultura descritos para produção microbiana de HA normalmente são 

complexos c apresentam ampla variaç-ão do número, tipo e concentração de íons minerais 

empregados na suplementação, Conhecendo~se a importância dos íons minerais como cotlttores 

de díversas reaçôcs intracelulares, neste trabalho i(Ji estudada a rea! necessidade da 

suplementação com íons minerais do meio complexo a base de extrato de levedura c glieose no 

crescimento, produção c massa mo! ar média de HA 

As proptiedadcs reológicas dos biopo!imeros em geral, e especialmente do HA, são de 

fundamenta] importância em suas aplicações c funções biológicas" Visto que o comportamento 

reológico do polímero depende pnncipaimentc de sua concentração, distribmção da massa molar, 

fon;a iônica da solução, temperatura c presença de contaminantes,. o HA produzido neste 

trabalho, com baíxo teor de proteína c alta massa molar foi carscterizado em solução fisiológica, 

em regírne permanente de fluxo e em regime oscilatório. 

Considerando-se a busca atual por uma sociedade sustentável, estudou-se a utilização de 

denvados agroíndustriais como fontes altemativas de carbono e nitrogênio orgânico. As fontes 

fonnn selecionadas com base nos requerimentos nutricionais do microrganismo em questão c 

suas respectivas composições, mantendo-se a mesma razão glicose:nitrogênio do meio complexo 

a base de glicose c extrato de levedura< 
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Os diferentes aspectos abordados no presente trabalho visam contribuir para a 

otimização da produção de HA por processo fermentativo, bem como para um melhor 

entendimento do metabolismo e fisiologia do microrganismo em questão. 
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2. OBJETIVO 

Este trabalho tem como objetivo a oümização de condiçõe1; nutricionais e de cultivo por 

mc1o de estudos metabólicos da produção de ácido hialurônico (HA) por Streptococcus 

zoocpidemicus, além da caracterização do polímero produzido. 

As etapas e aspectos abordados er.n seu desenvolvimento foram: 

l. Alterações metabólicas decorrentes da concentração ínicía! de glicosc no meio de 

cultura para produção de HA. 

2. EfeitDs do controle do pH do meio de cultura no metabolismo celular e nussa molar 

do HA produzido. 

3. Análise da distribuição dos t1uxos metabólicos nas diferentes condições ambientais 

estudadas. 

4. Influência da suplementação com íons minerais no crescimento cdular, rendimento e 

massa molar do HA produzido. 

5. Determinação das príncipais propriedades reológtcas do polímero produzido. 

6. A vali ação de derivados agroindustriais como componentes do meio de cultura para 

produção mícrobiana de HA. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1. ÁCIDO H!ALURÔNICO 

3 • .1.1. ESTRl!TURA QUÍMICA 

O ácido hialurônico (HA) é um polissacarídeo linear de alta massa molar constituído de 

unidades díssacarídicas de ácido D-g!ícurônico e N~acetilglicosamina unidos por uma ligação 

glicosídica !1-·-1 As unidades dissacaridicas são 1íneam1entc polimcrizadas por !ígaçOes 

glicosídicas [1~ 1-4 (Lapcik Jr. et a(, 1998), confOrme demonstrado na Figura 3. L 

Devido à configuração r1 dos açucares, a estrutura do dissacarideo é energeticamente 

estável, visto que os grupos hidroxiL a porção carboxilada c o carbono m1oméJico do açúcar 

adjacente esti:lo em posições equatoriais cstcricamente favoráveis enquanto os útomos de 

hidrogênio ocupam posições axiais menos ü1voráveis cstericamente (Hascall e LaurenL 1997). 

O HA pertence a um grupo de polissacarídcos similares denominados ·'polissacarideos 

do tecido conjuntivo"', "mw:opolissacarídeos" ou "glicosammoglicanos"'. Dentre esses 

polissacarideos estão incluidos condmitina sulfato. dennatana sulfato e heparüm (Lapcík 1L e! 

, !99S). O HA é estruturalmente o mais simples do grupo, sendo o único não covatentemente 

associado a um núcleo protéico e o Unico não sulfatado. O número de unidades dissacurkhcas 

repet-itivas na molécula de ácido hialurõnico pode exceder 30.000.000, ou seja, a massa molar de 

HA pode alcançar valores superiores a l x l 0
7 

Da (Kogan ef a!,, 2007). 
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3.1.2. BREVE HISTÓRICO 

Em 1934, Karl Meye-r e Jo1m Palmer descreveram um novo polissacarídeo contendo 

ácido D-giicurônico e N-acctilghcosamlna~ isolado do humor vltreo de boi. O nome "ácido 

hialurõnico" resultou da junção entre o tenno grego hialóide, que significa vítreo, e ácido urônico 

(Laurent, 2002). Somente 20 anos depois, Meyer completou a determinação da estrutura do HA 

demonstrando consistir de dissacarídeos repetidos unidos por ligações f:>~l-3 e 13--l-4 

(Hardingham~ 2004_). 

Na década seguinte, Meyer e outros colaboradores dedicaram-se ao isolamento de HA 

de tecidos animais incluíndo fluido sinovial, pele, cordão umbilical e crista de galo. As 

preparações de HA extraídas de tecidos sempre retinham alguma pmtdna, o que gerou 

controvérsias debatídas nas décadas de 60 e 70 sobre a ligação de HA a uma proteína. 

As propriedades do HA e seu comportan1cnto em solução, mesmo em baixas 

concentrações, díferem do comportamento newtoniana ou "ideal''~ representando um desafio nas 

décadas de 50 e 60. Muítos trabalhos enfOcaram medidas biofisicas de espalhamento de luz 

("light scattering"), osmometria, viscosidade e sedimentação para modelos de comportamento 

(Hardlngham, 2004). 

O HA apresenta propriedades bíofísicas complexas de uma estrutura quimrca 

inerentemente simples. Diferentes hípóteses e mecanismos são gerados na tentativa de entender 

essa complexidade. Progressos em técnícas experimentais têm elucidado muitas questões 

a.nterionnente dífíceis de serem estudadas. 

3.1.3. PROPRIEDADES DO ÁCIDO HIALURÚNlCO EM SOLlJÇÁO 

3.1.3.]. CONFORMAÇÃO 

Em soluçôes diluídas, sob condições fisiológicas, HA assume uma estrutura enovelada 

randômíca semif1exível, O(,llpando grande domínio hidrodinâmico t~om uma baixa densídade de 

segmentos de cadeia, confonne demonstrado na Figura 32a. Esse comportamento resulta da alta 

massa molar da molécula, da rit:,ridez local decorrente do tamanho das unidades monom.éricas 

(anéís de açucares), do impedimento de rotação das ligações glícosidicas e das pontes de 

hidrogênio dinamicamente fonnadas e quebradas entre os resíduos (Day e Sheehan, 2001), 
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Os átomos de hidrogênio axiais (observados na Figura 3.1) formam uma face 

relativamente hidrofóbica apoiar enquanto as cadeias laterais equatoriais formam uma face 

hidrofílica de maior polaridade, criando uma estru tura de tita torcida (Hardingham, 2004). 

(a) (b) 

Figura 3.2- Modelo da fita de HA em um domínio tridimensional (a) e (b) corte transversal da 

Figura 3a, ilustrando o tamanho médio de poro e exclusão parcial de moléculas grandes (Hascall 

e Laurent, 1997). 

O cubo azul claro demonstrado na Figura 3.2a representa o domínio da molécula de liA 

em solução. As cores azu l e vermelha alternadas representam a estrutura da fita com faces 

hidrofilicas (azuis) e hidrofóbicas (vermelha). A estrutura do domínio de HA tem interessantes e 

importantes consequências: moléculas menores como a água, eletról itos e nutrientes podem 

difundir livremente através do solvente dentro do domínio. Entretanto, moléculas maiores como 

proteínas podem ser parcialmente excluídas do domínio devido a seu tamanho hidrodinâmico em 

solução. No corte transversal apresentado na Figura 3.2b, observa-se porções da molécula de HA 

(regiões azuis e vcnnelhas) e as áreas de diferentes tamanhos disponíveis para difusão de 

moléculas dentro do domínio, representadas pelos círculos amarelos tracejados. As cadeias de 

TIA estão em constante movimento em solução gerando, portanto, contínua alteração no tamanho 

dos "poros" na rede (Hascall e Laurent, 1997). 

Além das pontes de hidrogênio entre os açúcares adjacentes e as interações eletrostáticas 

entre os grupos carboxíl icos, Scott et a/. (1991) observaram regiões hidrofóbicas de 

aproximadamente 8 grupos CH em lados alternados da hélice de HA. Simulações computacionais 
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e cálculos de energia confinnaram que hélices de HA em solução podem ser energeticamente e 

esterícamente capazes de fOnnação dupla entre duas cadeias de HA por meio de interações entre 

as regiões hídrofóbicas da cadeia. As regiões hidrofóbicas são responsávcís não somente pela 

estabilização da fmmação dupla, mas também base da fonnação da rede e agregação lateral de 

cadeias de HA (Lapcik Jr. et ai .• 1998). 

3.1.3.2. PROPRIEDADES DE POUELETRÓUTO 

O pK dos grupos carboxí!icos presentes nos resíduos de ácido D-glicurônico varia entre 

3,0 e 4,0 dependendo das condições iônicas. Portanto, a pH 7,0 esses grupos estão 

predominantemente lonizados sendo a molécula de HA um poliâníon (Hascall e Laurent, 1997). 

Balazs e Laurent ( l951) demonstraram um padrão de viscosidade típico de polieletrófito 

para o HA, verificando uma distância aproximada de I nm entre as cargas ionizadas dos grupos 

carboxílicos presentes nos resíduos de ácido D-glicurõnico. Essas cargas são influenciadas pela 

força iônica e pH do ambiente, influenciando assim a fom1a das cadelas e sua interação com as 

moléculas vízinhas. Cleland ( 1968) demonstrou que cadeias de HA se contraem com o aumento 

da força iônica e diminuíção do pH, o que continua seu comportamento de polietrólito. Laurent 

( 1957) comparou resultados de viscosidade e espalhamento de luz de hialuronato de sódio em 

água e hialuronato de cetilpiridina em metano!, encontrando um raio de gíro de 200 nm para a 

primeira solução e 1.20 nm para a segunda. Observou-se, portanto, que o raio de glro depende do 

solvente empregado sendo a dlmlnuíção observada para o hialuronato de cetilpiridina relacionada 

a um colapso da cadeia quando as cargas tomam-se neutralizadas. 

O pK do polimero, obtido por cxtrapolaçào do grau de ionização para zero, foi estimado 

ser 2,9 (Reed et ai., 1989). 

3.1.3.3. PROPRIEDADES VISCOELÁSTICAS 

Em soluções semidiluídas ou concentradas, os domínios hidrodinâmicos das cadeias de 

HA se sobrepõem. Devído ao grande domínio das cadeias, essa sobreposíção pode ocorrer a 

baixas concentrações. Segundo Fouissac et a!. (1993), cadeias de HA com massa molar de 3 x 

J 06 Da, por exemplo, começam a se sobrepor mesmo a baixas concentrações de 0,6 mg.mL·1
• As 

cadeias se acomodam reduzindo o tamanho do domínio e o movimento dos segmentos 

moleculares toma~se mais restritos, tOnnando uma rede emaranhada de cadeias. 
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Consequentementc, esse sistema molecular compacto apresenta propriedades viscosas e 

elásticas significantes, que dependem da estrutura primária e comprimento da cadeia molecular, 

sua conformação e concentração. Propriedades elásticas são observadas quando o sistema pode 

resistir a um fluxo de fluido rápido de curta duração, distribuindo cargas e forças de cisalhamento 

dentro da rede. Por outro lado, fluxos de fluido lento e de maior duração podem separar 

parcialmente e alinhar as moléculas, permitindo seu movimento e exibindo propriedades viscosas 

(Hasca ll e Laurent, 1997). As propriedades viscosas e elásticas de soluções de HA são 

demonstradas na Figura 3.3. 

Rede emaranhada e 

interações reversíveis 

Fluxo curto e 

~ 

F~ 
prolongado 

Rede elástica 

Solução viscosa 

Figura 3.3 - Modelo demonstrativo das propriedades viscosas e elásticas das soluções de liA 

(Hascall e Laurent, 1997). 

Para o estudo das propriedades reológicas de HA, as condições normalmente 

empregadas incluem o uso de força iônica suficiente para mascarar as repulsões eletrostáticas 

(acima de O, 1 moi. L.1
), utilizando Na CI como eletrólito, a pH neutro c a temperatura de 

aproximadamente 20-37°C. 
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VISCOSIDADE 

A viscosidade é a propriedade mais importante que afeta o comportamento de 

escoamento de fluidos e relaciona-se com a resistência do tluido ao movimento. A Equação 3. J 

válida para fluidos ideais desígnados como fluidos newtonianos, relaciona a tensão (r) e taxa de 

cisalhamento (y) no caso de escoamentos simples. 

(3.!) 

Para fluidos Newtonianos, a razão de todos os pares de t e y é uma constante (11), 

denominada viscosidade de cisa!hamento ou, simplesmente, viscosidade. Os líquidos que 

possuem algum desvio dessas condições ditas "ideais" são classíficados como líquidos não­

newtonümos, podendo apresentar comportamento pseudoplástico, caracterizado pela diminuição 

da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento, ou comportamento diiatante, quando a 

viscosidade aumenta com o aumento da taxa de dsalhamento. Alguns fluidos pseudoplásticos 

apreSL'iltam uma resistência maior ao escoamento, com uma tensão mínima inicial designada 

como tensão miníma de escoamento (to), a pmtir da qual têm o comportamento normal de um 

H ui do pseudopiást.ico (Schramm, 1994). 

Em soluções muito diluídas, a viscosidade de biopolímeros é essencialmente 

independente da taxa de cisalhamento (comportamento Newtoniana). Entretanto, com o aumento 

da concentração, a viscosidade começa a apresentar considerável dependência da taxa de 

cisalhamento< A concentração crítica (c*) con·esponde à concentração de polímero onde ocorre a 

mudança da dependência da concentração e é associada ao início do comportamento de 

emaranhamento das cadeias (Chronakis e Kasapis, 1995). 

ELASTICIHADE 

A elasticidade é uma propriedade importante no estudo dos sólidos. Para sólidos ideais 

(Hookeanos), a Equação 3.2 relaciona tensão de cisalhamento c defOrmação para sólidos «-ideais''. 

A constante de proporcionalidade G, também chamada módulo elástico constítui urna 

propriedade do material. 
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VJSCOELAST!CIDAIJE UNF:AR 

Sistemas polirnéricos apresentam propriedades intermediárias, com respostas à 

defommçào viscosas e elásticas. Portanto, são considerados materims viscoelásticos (Chronakis e 

Kasapís, 1995), 

As respostas viscosas e elásticas são avaliadas por ensaios oscdatórios dinâmicos. 

Quando o sistema est1 sob condições dinâmicas, define-se ángulo de defasagem (0), corno sendo 

o ângulo entre as respostas obtidas da defonnação e da tensão. Para um sólido ideal, o üngnlo de 

defBsagem é zero enqmmto para líquidos Newtonianos, o ângulo de defasagem é de 9(Y'. No caso 

dos sistemas viscodásticos, os ângulos de defasagem estão compreendidos entre os dois casos 

anteriom1ente citadost ou seja, cnh·e a ausênda de defasagem e a dcíàsagG"fl1 de .90'"'. 

A relação entre a ampliütde máxíma de tensão e a amplitude máxima de defonnaçào 

define o módulo complexo I G* I, que fOrnece infúm1ações sobre as propriedades viscoelásticas 

de qualquer substância através de suas duas componentes" A componente elástica (G'), d1amada 

móduJo de rigidez, é a medida da energia armazenada e devolvida pelo materiaL A componente 

viscosa (0"), chamada módulo de dissipação. é a medida da energia dissipada pelo matcnal, 

normalmente na fonna de calor. 

A viscosit:L<tde complexa (TJ*), outra propriedade vi.scodástica, é definida como 

onde m é a frequêncm de oscilação. 

11* '00 G* 
(O (3.3) 

A viscoelasticidade linear depende da estrutura molecular da cadeia poliméríca. c suas 

respectivas conformações. Diferentes fatores podem influenciar as propriedades viscodásticas, 

dentre eles o comprimento, o número e o volume ocupado pelas cadeias poliméricas, as 

interações existentes entre as cadeias do mesmo biopolímero, ou entre outms cadeias polünérícas., 

e finalmente, interações das cadeias pol!méricas com o solvente presente no sistem<:t 
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3.1.3.4.D!STHIBU!ÇAO DE MASSA MOLAR 

HA é pohdisperso e, de-pendendo de sua fonte, apresenta massa molar variando de 104 a 

107 Da. As propriedades físico-químícas e fisiológicas do HA são caracterizadas por sua massa 

molar estando o desempenho do produto, em muitas de suas aplicações, diretamente relacionada 

a esse parâmetro de destacada importância na produção do biopolímero (Amtstrong e Johns, 

1997). Consequentemente, a massa molar do polímero deve ser um dos principais critérios na 

determinação de sua qualídade, sendo de e-xtrema importância o controle da massa molar média e 

polidispersidadc ao longo do processo. 

Os mecanismos que controlam a massa molar do HA ainda não são bem definidos. 

Quando identificados, manipulação das condiçôes de cultivo e modificação da cepa podem ser 

aplicadas mais racionalmente para regular características de tamanho de biopolímeros 

quimicamente lmportantes. Os ±atores detennlnantes parecem ser divididos em duas categorias. 

Primeiro, as células bacterianas podem proceder o alongamento da cadeia sem interrupção até o 

substrato ou fontes de energia se esgotarem. Se&:<tmdo, o térmíno pode ser sinalizado por 

alterações transientes em certos metabólitos (Annstrong e Johns, 1997). Mausolf (1988) sugere 

que uma alta concentração de ATP e, ou, uma baixa concentração de UDP-N-acetílglicosamina 

conduzen:1 a fosforilação do receptor e subsequentc liberação de HA para o meio. 

3.2. FUNÇÜES DO A C IDO HIALURÜN!CO 

HA ocorre ptimeiramente na matriz extracelular e pericelular, embora recentemente 

tenha sido mostrada sua presença íntracelularmentc (Evanco e Wight, 2001 ). 

No corpo humano, as maiores concentrações de HA são encontradas no i1uído sinovia!, 

cordões umbilicais e no humor vítreo. Aproximadamente metade do HA presente no corpo 

humano ocorre na pele, sendo grande parte localizada no espaço intracelular onde pode alcançar 

concentração de 2,5 g.L~ 1 • Além de servír como rnatriz em que as células est~.o embebidas. HA 

exerce uma série de outras funções na pele: imobilização de água nos tecidos, altemndo o volume 

dénníco e compressíb-ihdade; influência na proliferação celular, diferenciação e reparação de 

tecídos (Kogan et al., 2007), Alterações em HA observadas com o envelhecimento. cicatrização 

de ferimentos e doenças degenerativas têm enfatizado sua importância na pele (Juhlin., 1997). 
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Na pele, o maior órgão do corpo humanoj que constitui a pnncipal barreira entre tecidos 

subjacentes e a ação hostil do ambiente, HA exerce uma função de escoamento dos radicais livres 

gerados pelos raios ultravioleta da luz solar que causa stress oxidntivo nas células1 podendo 

danificar seu material genético causando degeneração e morte. 

Em cmiilagens, apesar de sua baixa concentnwão, HA funciona como importante 

elemento estrutural da matriz, fonnando um centro de agregação para um protcoglicano 

condroitina sulfato que mantem sua estrutura macrmnolecular na matriz devído a interações 

especificas HA~pmteina (Prehm, 2000) 

No fluido sinoviaL altas concentrações de HA de alta massa molar Jl:Jmccc lubrificação 

necessária para as articulações, atuando como amortt"'Cedor de choques, reduzindo fricção no 

movimento dos ossos e diminuindo o desgaste das articulações. Sob condiçôes inflamatórias de 

doenças como osteoartrite ou artrite reumatóide, HA de alta massa molar é degradado por 

espécies reativas de oxigênio, reduzindo sua viscosidade e irnpedindo suas propriedades 

lubrificantes e absorvedoras de choques, conduzindo ao movimento deteriorado das articulaçüe:s 

e dor (Soltés et a/<, 2006)< 

Embora inicialmente pensava-se que a maior thnçilo HA era servir como um 

preenchimento molecular inerte do tecido conjuntivo, identificação subseqüente e estudo de HA 

ligado i'l proteínas e receptores específicos revelaram que HA ex~:rce muitas outras atividades 

funcwnais (lammi er ai.. 2002)< Reconhece-se agora que HA exerce importantes funções na 

embriogênese, tradução de sinal e mobílidade celular, estando associado ainda ao dincer e 

mctástase (Kogan ei ar, 2007). 

3.3. APL!CAÇÜES DO ÁC!llO I!IAUJRÚNICO 

As áreas básicas de aplicação clínica de HA são classificadas por Balazs (2004) como: 

1) Viscocirurgia: para proteger tecidos delicados e fómccer espaço durantç 

manipulações cinírglcas como em cirurgias oftalmológicas; 

2) Viscoaumcnto: para preencher e aumentar espaços ern tt:cidos como a pele, músculos 

esfincter e tecidos vocais: 

15 



3) Viscosseparação: para separar superfícíes do tecido conjuntívo traumatizadas por 

procedimentos cmJrgicos ou injúria, no intuito de prevenir adesões c formação excessiva de 

cicatrizes; 

4) Viscossupiementaçào: para substituir ou suplementar t1uidos de tecidos, como 

substituição do fluido sinovial em artrite aguda, e para aliviar dores. 

5) Viscoproteção: para proteger supertlcies saudáveis, feridas ou injuriadas de 

desidratação ou agentes ambientais prejudiciais, e para promover a cura de tais superficies. 

A elevada capacidade de retenção de água e o comportamento viscoelástico de HA lhe 

contere, portanto, um perfil pec·uliar tornando~o apropriado para díversas aplicações médicas e 

fannacêutícas. 

3.3.1. OFTALMOLOGIA 

HA C o maíor componente do humor vítreo c é uma macromolécula chave em 

oftalmologia. Devído a suas propriedades viscoelásticas, HA é empregado em diversas cimrgias 

oftalmológicas. Preparações de HA protegem tecidos oculares delicados e fornecem espaço 

dumnte manipulações cirUrgicas. Entretanto, sua maior utilização encontra-se na substituição ou 

reposição de fluidos vítreos perdidos durante procedimentos como cirurgia de catarata ou 

implante de córneas (Kogan et a!. 2007). 

Devído a suas propriedades viscosas, HA tem sido incluído também na composição de 

co!irios, aumentando seu tempo de residência no local e, conscquentemente, melhorando a 

disponibilidade do fànnaco em questão. Gurny et a!. (1987) concluíram que soluções de HA 

apresentam uma capacidade única de prolongar o tempo de residência na córnea de pilocarpina. 

O primeiro produto a base de HA no mercado foi Healon\0, derivado de crista de galo 

fabricado em 1979 pela Biotrics, Inc. (Arlington, MA) e posteriormente pela Pham1acia, Suécia, 

agora Pfizer (Nova Iorque, EUA). Atualmente, diversas preparações de variadas massas molares 

são disponíveís, incluindo uma combinação de HA e condroitina sulfato. Mais recentemente, 

baseado em estudo de propriedades reológicas de materiais puros e suas misturas, Mahese et a!, 

(2006) concluíram que uma mistura binária de hiaiuronato de sódio e hidroxípropílmetil celulose 

atinge com mais sucesso os requerimentos para utilízação em cirurgias oftalmológicas. 
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3.3.2. CiRURGIA ORTOPÉDICA E REUMATOLOGJA 

A segunda maior aplicação de I1A ocorre na viscossuplementaçáo em articulações 

afetadas por artrite, Uma articulação saudável permite movimento com menos fricção e livre de 

dores. Contudo, quando danificada ou afetada por artrite, as artlculações tomam--se enrijecidas e 

doloridas. Dentre as centenas de doenças de artrite, osteoartritc c artrite reumató1de são as 

condições crônicas mais comuns que aiCtam a população idosa. Enquanto a osteoartritc é uma 

doença degenerativa da cartilagem c osso que resulta em dores e enrijecimento da articulação 

afetada, artrite reumatóide é classificada como uma doença int1amatória síst&mica, em que as 

dores nus articulações são fTequentemcnte acompanhadas por alterações degenerativas crn órgãos 

adicionais como o pulmão, coração c vasos sanguíneos. Embora a etiologia e patogênese da 

artrite reumatóide sejam ainda desconhecidas, progressiva degradação de carboídratos 

polimé!icos, principalmente HA, no fluido sinovia! é observada dumntc o desenvolvimento da 

doença (Kogan et a/., 2007). 

Desde o final da década de 80, aplica\~Õcs íntra-artic.ulares de HA (visco8suplemcntação) 

têm obtido sucesso no tratamento de pacientes com osteoartrite~ A massa molar do HA no fluido 

sinovlal de um adulto saudável encontra-se na faixa entre 2 e 6 x, l 06 Da. Assim, tratamentos com 

preparaçües de rnaior massa molar nonnalmentc requerem 3 injççôes durante 3 scmaTh'lS, 

enquanto medícamemos de menor massa molar devem ser aplicados no mini mo 5 vezes ao longo 

de 5 semanas (Chong et a! .. 2005)< Administração de preparações de HA 10m melhorado os 

síntomas e diminuído a utilizaç.ão de medicamentos anti~inflamatúrios em pacícntcs com 

osteoartrite. Greenberg et al. (2006) sugerem que a terapia empregando HA tenha efeito 

biológico na progressão da osteomirite e propõem 4 mecanismos para o efeito terapêutico: 

1) Restauração de propriedades elásticas e viscosas do fluido sinovia1; 

2) Efeito estimulatório biossintético de HA exógcno nas células: HA injetado pode 

imhmr a síntese endógena de l-lA pelas célula_<;. sinoviais, estimulando a proliferação de 

condrócitos e inibindo a degradação de cartilagens; 

3) Ação anti~inilamatória de 1:-iA, vístn que a te-rapia está associada com diminulção da 

contagem de cdulas inflamatórias no Huido slnovial, modulação da expressão de cítoclna c 

redução da concentração de espécies reativas de oxigênío; 

4) EtCüo analgésico observado da administração de HA 
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3.3.3. ÜTOLARINGOLOGIA 

Embora HA. esteja presente em quase todo o corpo, encontra-se mais concentrado ern 

tecidos em desenvolvímento e especializados como cordas vocais, t1uido sinovtal, cordão 

umbilical c cartilagem. Nesses tecídos influenciam diferentes funções íncluindo viscosidade, 

fluxo e osmosc do tecido, absorção de impactos~ cícatrização de ferimentos c preenchimento de 

espaços. Essas funções são especíalmente importantes nas cordas vocais devido ao constante 

trauma causado pelas ações vibratórías da fonação (Kogan et ar, 2007). As propriedades 

osmóticas, viscoelástícas e de preenchimento de HA são importantes para a voz, uma vez que 

afetam diretamente a espessura e viscosidade das cordas vocais (Chan ct al., 20üí). 

Viscoaumcnto da corda vocal, reparo de cordas vocais injuriadas ou cicatrizadas e tratamento de­

insuficiência da glotc são utilizações adicionais de derivados de HA. A maior desvantagem do 

empre-go de HA corno implante para tratamento de doenças das cordas vocais é seu cmio tempo 

de residência dentro das cordas vocais. 

Ern terapia de doenças auditivas, filmes de ésteres de HA são utilizados em cirurgias nos 

ouvidos e cavidades. Essas preparações promovem a cicatrização de membranas do tímpano, 

facilita a reepitelização e também previne a adesão entre camadas dos tccídos (Kogan et ul., 

2007). 

3.3.4. DERMATOLOGIA E CIRURGrA PLÁSTICA 

Preparações de HA com ligações cruzadas são comumente empregadas para 

preenchimento de rugas faciais e diminuição de cicatrizes. Tais géis são mais efetivos na 

manutenção de con·eções cosmétícas que produtos a base de colàge-no (Narins et a!., 2003). Ao 

contrário de preparações baseadas em colágeno, HA é extremamente elástico~ fornecendo a 

clasticídade rcqucrída pelos espaços em que é ínjetado como rugas filcíais e cicatrizes profundas, 

Preparações de HA também são ativas por tempos mais prolongados, 

Shu et ai. (2004) desenvolveram hídrogéls baseados em HA que não necessüam 

implantação, mas foram injetados e melhoraram a citocompatibilidade com fibroblastos, 

demonstrando o potencial uso desses hidrogéis na regeneração de tecidos. 
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3.3.5. CmtJRGJA E- CICATRIZA('t\0 DE FERJ!\lENTOS 

Preparações de HA de alm massa molar aplicadas topicamcnte promovem. cicatrização 

de ferimentos recentes na pele, reduzindo adesões de tecidos após cirurgias abdominais e 

ortopédicas. Além disso, promovem a cicatrização de ferimentos venosos nas pcmas e são úteis 

na adnünisrração de ferímentos crônicos (l::dmonds c Fostcr, 2006)< 

Um DO\'O produto, uma combinação de HA com dexpantcnoJ vem sendo utilizado como 

hidratante e preparação tópica protetora. e rcgeneradora da pele. Dcvído a suas propriedades 

antioxidantes, HA atua como um componente anti-in!hmatório em mutcríaí.s para recobrimento 

de ferimentos (Moseley, 2003). 

3.3.6. FARMACOLOGiA!:<~ LIBERAÇÃO DE FÁRMACOS 

Os grupos carboxilados de HA têm sido utilizados para criar ligaçôes cruzadas na 

preparação de hidrogd para aprisionamento de DNA c também para liberação de fi!írmaco~L HA 

pode ser conjugado dlretamente com o fánnaco ou utilizado na preparação de rnicrocápsulas para 

liberação controlada do fármaco (Bsposii11 et al., 2005} HA também é empregado para melhorar 

biocompatibiiidade de microcsferas de quítosana empregadas como cápsulas para liberação de 

fánnacos, Micmesfcras de HA são também utilizadas para libera;~ão de plasmidcos c anticorpos 

monoclonais na transkTência de genes (Yun et al., 2004)" 

Na liberação de peptídcos, sabe-se que a administração oral é frequentemente limitada 

pela instabilidade e baixa absorção de peptídeos no trato gt1strointcstinal. Pesquisas 

biofannacéuticas cst§o sendo conduzidas para liberação de peptídcos no sistema circulatório YÍ<J 

nasaL Morimoto et a!. (1993) demonstraram que HA de alta massa molar melhorou 

moderadamente a absun:o~ão nasal de vasopressina em ratos, porém o mecanismo da melhoria 

ainda não foi esclarecido. O interesse industrial pela utilização de UA. por -v-ia nasal é aparente, 

v1sto o grande nUmero de patentes em fommlações nasaís baseadas em HA para liberação de 

vacinJs, inibidores de alcrgius ç pcptideos (Lapcik Jr. era/., 1998). 

3.4. FONTES m: ÁClOO IIIAL!JRÔNICO 

HA é um componente funciona! essencial em quase todos os tecidos de organismos 

vertebrados. Assim. diversos tecidos animais são utilizados como fonte para ísolamento c 

produção de HA de alta massa molar (Tabela 3" l). 
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Tabela 3.1- Ocorrência de HA em díferentes tecidos anímaís e sua concentração. 

Tecido ou Fluido 

Crista de galo 

Cordão umbilical 
humano 

Concentração 

(~g.mL·'l 

7500 

4100 

Observações 

Tecido animal com maior concentração de HA 

Apresenta HA com alta massa molar 
-----------~-------.....,.-

0 volume de fluido sinovial aumenta sob condições 

Fluido sinovial humano 1400-3600 

Cartilagem nasal bovina 1200 

inflamatórias, conduzindo a uma díminuição da 

concentração de HA 

frequentemente empregada como modelo de cartilagem 

em estudos experimentais 
···--·-·-······-·-···-········-·····-···-·-·-········· --·-----

I-Iumor vítreo humano 140-340 

Dcrme humana 200-500 

Epidcnnc humana 100 

Cérebro de coelho 65 

Coração de coelho 27 

Unta torácica humana 0.2-50 

Urina humana 0,1-0,3 

Concentração de HA aumenta próximo a maturação deste 
tecido 

----- --·-··-···-··········--··-·· 
Sugerido como agente rejuvenescedor em dermatologia 

c.osmétíca 

Concentração de HA 6 muito maíor em volta das células 

que sintetizam HA 

Supõe-se que HA atue na rcduyão da probabilidade de 

oconência de tumores cerebrais 

HA é o maior constituinte na matriz patológica que obstrui 

artérias coronárias 

A baíxa massa molar desse HA é explicada pela captação 

pre1Crencia1 de moléculas maiores pelas células endotelíais 

do t1gado 
~-·····~--···-···-······ 

A urína é tambCm uma ímportan1e fonte de hialuronidasc 

···-····-······················-········--·-·······--·····--····-------~··-·~-~---

Soro humano 

Fonte: Kogan et a!., 2007, 
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assim como em pacientes com artrite reumatóide e cirrose 

no tlgado 



O HA disponível comercialmente é suprido prioritariamente pela extra~:ão a partir de 

crista de galo e do cordão umbilical. Visto que em materiais biológicos HA nonnalmentc 

encontra-se complexado com outros biopolímeros, di:I:Crcntcs procedirncntos de separação têm 

sido aplicados no inmiio de obter um composto puro, dentre eles digestão com proteases, 

precipitação de HA. com solventes orgdnicos corno etanol, clorofórmio ou dorero de cetilplridina, 

ultrafíltração por membnmas e, ou, liofilização (Adam e Ghosh, 2001). No enmnto, a obtenção do 

HA puro 11 partir dessas fontes apresenta duas grandes desvantagens: necessidade de purificação 

laboriosa, uma vez que esse produto encontra-se usualmente misntrado com omros 

mucopolissacarideos e proteínas; redução de sua massa molar, devido à degradação das cadeias 

nos procedimentos complexos requeridos para a puríficação. 

Além de estar presente em tecidos animms, HA também é encontrado em procariotos. 

principalmente em Streptococcus dos grupos A e C de Lancefic!d, que sintetJzam esse cmnposto 

naturalmente como parte de sua cápsula externa (An11strong e Jolms, 1997). Embora inicíalmente 

tecidos animaís foram empregados para produção de materiais utilizados clinicamente sob 

aprovação do Food and Dmg Administration (.FDA), ultimamente HA de alta massa molar 

St-"'Cretado por microrganismos vem sendo oferecido por diversas indústria,s" 

Chong c Biank (1998) citam que o processo de extração do I·IA de tecidos anímals 

apresenta algumas desvantagem com relação à obtenção por via mícroblana: l) redução da massa 

molar após processos de extmção e purifícaçào do HA; 2) dificuldades de isolamento de 

moléculas de alta massa molar devido à complexação com proteoglicanos: 3) dificuldade no 

controle da m~1ssa molar do biopolimero quando este é sintetizado nos tecidos nnirnals; 4} 

resistência à utilização de materiais de ongem animal em produtos biomédicos devido ao risco de 

infecções virais. 

A Tabela 3.2 apresenta a variação da massa molar de HA de acordo com a fonte de sua 

extração. 
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Tabela 3.2- Comparação entre massas molares de HA extraído de diversas fontes. 

Fonte 

Fluido sinovíal 

Cordão umbilical 

Crista de galo 

Humor vítreo bovino 

Fermentação microbiana 

Massa Molar (Da) 

l ,O - 8,0 X 1 o 
36-45x!06 

' ' 
!2-!4x 106 

0,38-2,08 X !06 

24-34x 106 

' ' 

Fonte; Ogrodo\vski, 2006: Adam c Ghosh, 2001; lqbal et ai., l 997, 

3.5. MERCAOO OE ÁCIDO !I!ALURÔN!CO 

Como demonstrado no item 3.3, devido a sua variedade de funções, HA tem sído 

empregado em diversas aplicações na medicina e cosmética. Comercializado como Hyalgan pela 

Fidia (Pádua. Itália), HA é utilizado topicamente desde a década de 60 para tratamento de 

queimaduras e ferimentos . .Para aplicações médicas, o primeiro produto comercializado foi 

Healon da Pharrnacia, agora Pfi::er (Nova Iorque, EUA), um auxiliar cirúrgico utilizado na 

extração de catarata, transplante de córnea e círurgía de adesáo de retina. Em base de custos 

hospitalares, no ano de 2005, C-"íse mercado competitívo foi estimado em US $140 milhões em 

todo o mundo e está crescendo lentamente com o aumento da população idosa 

(http:! /www "lifecore.com ). 

A próxima grande aplicação de HA foi a víscossuplementaçào em artículações com 

artrite, primeiramente comercializada pda Seikagaku (Tóquio, Japão) em 1987. Nos Estados 

Unidos, a primeira aprovação de HA para viscossuplementação foi em 1997 mas, desde então, o 

mercado tem crescido cerca de 15% ao ano (Chong et a!., 2005). Em contraste, ainda não ft•i 

estabelecido um forte mercado de HA na Europa, apesar do mercado ter se inicíado antes que nos 

Estados Unidos. O valor atual do mercado mundial é estimado em cerca de US $300 milhões no 

Japão, aproximadamente o mesmo valor nos Estados Unídos e inferior a US $100 milhões na 

Europa (http://www.q-med.com). O campo da viscossuplementação ilustra a crescente 

importância da engenharia de materiais no desenvolvimento de aplicações de HA. 
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Em 1996, a Genzyrne lançou uma baneüa a adesão de carboximetikdulosc coberta com 

HA que, desde então, tüí empregada em 800000 casos. Produtos baseados em HA destmados à 

administração para adesão têm sido desenvolvidos e, nos Estados Unidos. seu mercado potencial 

corrcsponde a lJS $300 milhões por ano (http;//vnv"\v.genzymebio-surgery.com). 

O me-rcado mundial para HA de grau rnédico coJTespondc a aproximadamente 

tonelada por ano, sendo comercíalizado a US $40,000~60,000/kg;. O volmTíC do mercado de HA 

empregado na área cosmética e cerca de lO a 20 vezes superior, enquanto o preço se encontra na 

fui.\Jl de US $1 ,000~2,000/kg, dependendo da qualidade do produto { Chong et ar, 2005). 

3.6. PRO!HJÇÃO MICROB!ANA DE .Á C !DO !IIAl.URÔNICO 

HA produzido por extração de tl.:~cidos animais ou por fcm1entação microbüma aprese-nta 

a mesma estrutura química do polímero encontrado nos humanos, podendo dlfCrir apenas com 

relação à ma'isa molar (Cooney et a!., 1999). Porém, desido às dificuldades c elevado custo 

envolvido no processo de extração e isolamento de l:·IA de alta massa molar e alto grau de pureza 

a pmtir de tecidos animais, o processo i:Crmentativo tem se tornado uma altemativa cada vez mais 

atra1iva e confi<ivel para produção de HA em grande escala, considcrando~.se a crescente 

resistência ã utilização de materiais de orígcm animal em aplicações biomédicas devido ao perigo 

de contaminação por agentes vírais (Chong et ai, 2005). Além disso, o HA de origem microbiana 

é excretado no meio de cultivo, possibilitando o controle illts caracteristicn.s do polírnt>ro e do 

rendimento do produto (Chong e Blank, 1998). 

HA é sintetizado como urna cápsula cxtracdular por Streptococcus dos grupos A c C de 

Lanceficld, em particular Streptococcus equi subespécie equi c Streptococcus equi subespécie 

zooepidemicus. Para simplicação, na !itemtura cíentífica esses microrganismos são citados corno 

.Yrrcptococcus equi ç, Streptococcus zouepidemicus, respectivamente. Análises microscópicas 

dessas bactérias demonstram células esféricas ou ovóides tipicamente arranjadas em pares ou 

cadeias rodeadas por uma cápsula celular conforme apresentado na Fígura 3/L 



Figura 3.4 - Mícrografia eletrônica de células de Streptococcus equi subespécie zooepídemicus 

obtidas no final da fase exponencial de crescimento de uma cultura em bioneator aerado. As 

seções fOram coradas com uranil acetato e cítrato de chumbo e examinadas em microscópio 

eletrônico de transmissão (Chong et ai., 2005). 

A cápsula de HA é produzida como um fator de virulência por esses rmcrorganismos 

que são bactérias Gram-positivas, catalase negativa, anaeróbias facultativas com algumas estirpes 

aerotolerantes, que não esporulam e produz ácido lático como subproduto do catabolismo de 

g!icose (Chong et al., 2005). Segundo Schmidt e! ai. (1996) e Wessels et a!. (1991), a cápsula 

protege a bactéria do sistema imune de organismos superiores que não a reconhecem como um 

corpo estranho. 

As porções de ácído D-glicurônico e N-acetilglicosamina que constituem a molécula de 

HA são detivadas de ghcose-6-fosfato e frutose-6-fosfato, respectivamente, e são polimerizados 

pela enzima HA sintase. A via biossintética para produção de HA é apresentada na Figura 3.5. 

A primeira reação na via a partir de glicose-6-tüsfato é um passo comum na produção de 

polissacarideos de estocagem em muitos organismos. A enz1ma aAOsfOglicomutase (EC 5.4.2.2) 

converte glicose-6-fosfato a glicose-1-fosfflto em uma reação reversíveL UDP-glicose 

pirofosforilase (EC 2.7.7.9) catalísa a reação de UTP e glicose-1-fosfato para produzir o açúcar 

nucleotideo UDP-glicose. Ácido UDP-glicurônico é obtido por oxidação especifica do grupo 

álcool primário de UDP-glicose pela ação de UDP-glicose desidrogenase (EC L L L22). 
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Figura 3.5 --Via biossintêtica para produção de ácido hia]urônico por S"trepfucoccu.Y. Adaptado 

de Chong et a!. (2005). 

A via originada da ü·utose-6- fosfato está envolvida na produção d(~ arninoaçúcarcs. A 

tTansiCrência do grupo amino da glutamina para a frutose-6-fosfato por uma aminotnmsfe:rase 

(EC 2.(d. !6) produz glicosamína-6~fosfato. A transferência do grupo acetil por uma 

acetiltransferase (EC 2.3.1.4) forma N-acetil ghcosamina-6-fosfato. Essa é uma etapa que 

consome energia, uma vez que a hidrólise da lígaç:ão tioéstcr na molécula üc accti!-coA libera 

energia equivalente à hidrólise de ATP. Rcarranjo do grupo fosülto por uma mutase (EC 5.4.2.3) 

gera N-acetil glicosamina-l-fOstato a partir de N-acetil giicosamina-6~fosfato. Por fim. a 

pirofosfori!ase (EC 2.7.723) adiciona UDP para obtenção de LJDP-N-acetilglicosmnina. A 

participação de UTP nessas reações gera doadores glicosil ativados que podem ser pohmerizados 

ern HA por HA sintase (Chong et a!., 2005} 
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A biossintcsc do polímero é dispcndíosa para o microrganismo com relação ao consumo 

de energia e de carbono (Chong e Nidsen, 2003). Um total de 4 moles de ATP é consumido para 

produzir 1 mol da unidade dissacarídica de HA, sendo 2 moles consumidos nas duas reações 

mediadas pela glicoquínase para fornecer as hexoses precursoras tOsforiladas para cada 

ramificação da vía b-iossintética e os outros 2 moles de A TP utilizados para regenerar os doadores 

UTP, A reação de oxidação catalisada pela UDP-glicose desidrogcnase gera 2 moles de NADH 

para cada l mol de HA síntetizado. 

Além de fornecer os precursores para a síntese de HA, essas duas vias fome-cem também 

constituintes estruturais da parede celuJar bacteriana como peptideoglicano e ácidos teicóicos. 

Assírn, para produção de grandes quantidades de HA pelas células) é necessário que esses 

metabólitos sejam mantidos em níveis adequados para sustentar o crescimento celular (Widncr et 

ar, 2005)" Annstrong ( 1997) observou uma relação negativa entre a velocidade específica de 

crescimento e a produtividade específica de HA e sua massa molaL Porém, essa relação negativa 

ocmTe somente quando a inibição do crescimento não está associada com assímilação reduzida de 

glicose. Quando as condições tornam~se severas suficícntes para inibir o consumo de g!icosc, 

primeíro a produtividade e, em seguida, a massa molar dímínuem. Esse comportamento índka 

que a produção de HA compete por fontes limitadas com a síntese de massa celular. Quando for 

possivel reduzir a demanda de massa celular sem reduzir o fomecimento de substrato, maior 

concentração de HA e de maior massa molar será produzida. 

Algumas estratégias podem ser empregadas com o intuíto de aumentar a massa molar do 

HA obtido, dentre elas aumento do tempo de vlda da sintase, diminuição da taxa de síntese de 

biomassa para reduzir a competição pelas fontes e aumento do fluxo. Esta discussão conduz a um 

levantamento de várías estratégias para aumentar a competição pelas fOntes, aum~~nto do fluxo de 

fontes para síntese de HA c aumento da energia cficícnte da célula (Chong e Blank, 1998). 

HA vem sendo produzido comercialmente desde a década de 80. Devído à sua alta 

viscosidade, observam-se restrições práticas quanto à fennentação de HA acima de 5-10 g.L-1
, 

concentrações alcançadas por estirpes selvagens em modo batelada (Chong et al., 2005). Apesar 

dos custos de produção associados a fennentaçües curtas e a necessidade de remoção de proteínas 

contaminantes liberadas no inícío da fitse estacionária, HA normalmente é produzído em 

26 



batelada, urna vez que sua síntese apresenta-se instável em cultura continu;;~.- exceto a wxas de 

diluição muito baixas (Blank et a!., 2005). 

Preparações de HA obtidas por processo fcm1cntativo apresentam alta massa molar. 

Contudo, o risco de mutação das cepas bacterianas e possível co-produção de toxinas, 

pirogênkos e imunogCnicos impcdc:m a ampla aplicação de HA de origem microbiana em 

práticas clinicas. Essa é- a razão pela qual amostras de H,.,; ex!Taídas de crista de galo ainda são 

preferidas em casos de tratamento humano, quando HA é destinado para injcçôcs nos olhos c 

articulações, por exemplo" Os produtos de HA extraídos de crista de galo gerum preocupaçôes 

com relação a pacientes alérgicos a produtos derivados de aves" Assim, fontes alternativas para 

produção de HA estão sendo estudadas (Kogan e! ai., 2007). 

3.6.1, BACTtRIAS DO GÊNEROSTREPTOCOCCVS 

Nos últimos l5 anos ocorreram mudanças na taxonomla e nomenclatura do gênero 

Streptococcu . .,·. Essas mudanças resultam da aplicaçào de técnicas moleculares que ajudam a 

delinear diferenças em gêneros e espécies bacterianas (FackJam, 2002). O manual de 

bacteriologia sistemática de Bergey (Sch!eifer, 1986) listou somente 7 gêneros de cocos Gram­

positivos anaeróbios fa~..~ultativos: Aerococcus, Leuconostoc, Microcor-cus, PedÍtJcoccns. 

Sraph)Jococcus, Streptococcus e Stomafococcus. Atualmente, existem l7 gtneros diferentes de 

cocos gram~positivos, sendo discutido aqm somente o gênero Strep!ococcuv. Os ensaios mais 

aJJtigos para díferenciar Streptococcus provavelmente foram realizados em 1903 por Shottmuller, 

que utilizou âgar sangue para dífCrenciar cepas que foram f:i-hemo!íticas daquelas que nào f(wam. 

Antes de 1933, somente testes de f"CJmentação e toleráncin foram realízados para diferenciar 

muitos dos streptococó. Em 1933, Lanceíleld descreve-u a técnica de demonstrar "gn!j:Jos'' de 

antígenos associado com as cepas !}~hemoliticas. Em l 9:17, Shennan propós um esquema para 

dividir Strcptococcus em 4 catcgonas. Essas categorias forarn organizadas pela reação 

hcmoHtica, grupo de antígenos e testes fcnotipicos (principalmente testes de tCnnentaçào e 

tolerâncw). As t1uatro divisões de Sherman foram: divisão piogênica, divisão viridans, divisão 

láüca e enterococos. A divisão piogênica incluiu as cepas f)-hemolíticas com grupo de antigenos 

definidos (A, R C E, F e 0). Essa divisão não é consideravelmente diferente dos sistemas de 

identificação atuais baseados no sorogmpo. A divisão viridans de Shcrman inclui cspCClcs 

Streptocuccus que não são P-hemoliticas, não toleram condições de crescimento a pH elevado, 
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não são halotolerantes e não crescem a 10°C. Esse grupo ainda hoje é conhecído como 

S'treptococcus víridans. A divisão lática de Shennan inclui cepas que fOram primeiramente 

associadas com a fabricação de produtos lácteos e não foram associadas com infecções humanas. 

Esse grupo difere do piogênico por não ser P-hemolítico, apresentando capacidade de crescer a 

l0°C mas não a 45('C, e por parar de crescer em caldo contendo 6,5%J NaCL A divisão lática de 

Shennan foi reclasslficada como gênero Lactococcus na metade dos anos 80. A quarta divisão de 

Shem1an foi denominada enterococos e incluem 4 espécies conhecidas até aquela data (facklam, 

2002)< Embora alguns dos enterococos foram f-3-hemoliticos, outras características como 

çapacidade de crescer em caldos a pH elevado, alta concentração de sais e ampla faixa de 

temperatura, os diferenciaram das outras 3 dívisões. 

A produção de HA por S'treptococcus é conhecída por mais de 50 anos, e a maloria dos 

sistemas divulgados na literatura referem*se ao uso de Streptococcus dos grupos A e C de 

Lanceficld) onde o grupo A é considerado patógeno humano (Kendall et a!., 1937) e o grupo C, 

patógeno de animaís. Tais microrganismos são P~hemolíticos por exíbirem f1-hemólise pela 

estreptolísina quando cultivados em placas de ágar sangue. Embora a correlação entre a 

capacidade de produç:lo da estreptolisina e a patogenicidade do microrganí.:-mo não seJa 

claramente entendida, HA para aplicações médicas ou cosméticas não pode estar contaminado 

com essa proteína. Dificíhuente eonsegue-sc produzir HA efetivamente não contaminado com 

estreptolísína (Thonard et a!., 1963, Holmstron e Ricici, 1. 967; Woolcock, 197 4). 

A seleção de cepas microbianas para produção de HA nonnalmente é um processo 

randômico. Expressão de hialuronidase, enzima que despolimeriza HA, e outras proteínas 

extncelularcs é uma desvantagem da utilização de cepas selvagens de 5:treptm,;occus. A 

utilização de mutagênese químíca seguida por um esquema de seleção tem sido realizada com 

sucesso para obtenção de mutantes não-hemoliticos e hia!uronidase negativo (Kim el ai., l996). 

Mutagênese randômica tambêrn vem sendo empregada para desenvolver cepas produtoras de HA 

de alta massa molar (Stangohl, 2000; Stangohl, 2003). 

A'isim, foram selecíonados mutantes de S. zooepidemicus, HA-116, ATCC 39920 de 

patogenicidade desprezível (mínimo de hemolisína) (Nimrod et aL, 1988), NH-131, também não 

hemolítico, depositado no Fennentation Re:warch lnstitute corno FERM P-7580 e FERM BP-784 

(Akasaka el ai .. 1989), S. equi NCIMB 40327 (Ellwood. et a/., !985), S.. zooepldemicus NCTC 
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7023 (Swann et a!., 1990). S equi KFCC 10830, mutante derivado do S. equi ATCC 6580 (Kim 

et ar, 1996), o qual teve caracteristicas não hemoliticas e t~ti hia!uronidasc ncgatíva, ou se.ia, não 

produtor de híaluronidasc. Outra linhagem mutante de S. equi, ATCC 39506, também foi 

bia!uronidasc negativa (Brown et ar, 1988} Cepas de Streptococcus supercapsuludas obtidas por 

mutagêncse de S. equi foram utílizadas por Stangohl (2000). 

3.6.2. METABOLISMO OE S7RBPTOCOCCUS 

5'treptococcus são bactérias Játicas nutricionalmcntc Jllstídiosas que requerem meio d~o; 

cultivo rico para crescímcnto (Armstrong et al., 1997). Sob condições anaeróbias, o principa_l 

produto fcnncntativo derivado do catabolismo de glícose é o ácido tático, com baixos nívcís de 

forrnato, acetato e etano!. A Figura 3.6 apresenta as vias metabólicas centrais envolvidas na 

conversão de glicose a HA e outros metabóiítos por Streptococcus z:ooepidemh:·u.Y. 

Ãcldo Hialmónico 

Figura 3.6- Vias metabólicas centrais em Streptococcus zooepidemicus· envolvidas na conversão 

de glicosc a HA e outros metabólítos. HAS: hialuronato síntase; NOX, NADH oxidase; LDH, 

lactato desidrogenase; PFL, pimvato formato liase; PDH, piruvato cksídrogenase; ADI-t álcool 

desidrogenase; AK, acetato qulnase. Adaptado de Chong et ai. (200.5). 
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Tipico para bactérias láticas, CUJas necessidade-S biossíntéticas são supridas 

principalmente pela fonte de nitrogênio orgânico, maíor parte do carbono é recuperado nos 

produtos de fermentação com baixos níveis recuperados em biomassa (Fígura 3. 7). 

Glicose 

~ 100 

DNA .c~GôP -·---;;,;.. UOPG·- 721 ::;. AH 

y FüM =.-: Pollssacarirteos d:à parede celt.dar 

F6P ~--~,~~ UDPNAG >~:~~ Ae~ttos teicoicos 

v _.,....-. ~::::::~-..11!~ Peptideoglicano 
---~__.,.- ~ () ;;::. 

TP ..-:-~-~-~-~ L!pnieos 

V I 
Lactato < S.~L4ô PYR f '" ····""' AcCoA 

r.t1e'k' 
Formato 

Figura 3.7 -- Fluxo de carbono baseado em I 00 C-mol de glicose consumido. Fluxos foram 
estimados a partir das alterações nas concentrações de metabólitos durante a fase exponencial de 
crescimento, utilizando modelo de fluxo metabólico. O balanço de carbono foi próxímo de 98,5% 
e contribuições do metabohsmo de aminoácidos fOram desconsideradas.. G6P: glicose-6-fosfato, 
F6P: tfutosc-6-fosfato, TP: triose fost~ltos, PYR: piruvato, UDPG: UDP-ácido glicurônico, 
lJDPNAG: UDP-N-acetil glicosamina, AcCoA: acetil-CoA. Adaptado de Chong e Nielsen, 
(2003). 

3.6.3. MI~IO DE CULTURA 

3.6.3.1. MEIOS COMUMENTE EMPREGAUOS 

Streptococcus são bactérias láticas nutricionalme.nte fà.stidiosas que requerem meio de 

cultivo rico para crescimento. Geralmente esses microrganismos são cultivados em meios 

complexos contendo extrato de levedura ou extrato animal, peptona e soro. Para estudo do 

metabolismo da bactéria, recomenda-se um meio quimicamente definido (MQD). Variações do 

MQD são descritas na literatura sustentando características de crescimento similares a meios 

complexos (Ríjn e Kessler, 1980). As !Onnulações geralmente incluem ghcose (10~60 g,L~ 1 ), 

aminoácidos, nucleotídeos, sais e vitaminas. 
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Kim et a L ( 1996) cultivaram a cepa de Streptococcus equi A TCC 6580 em mcw 

quimicamente definido, descríto por Stoohniller e Dorfman (l969) para estudar nmtantes 

negativos em hialuronidase. As várias. condições de cultura foram otimizarias em fermentador de 

5 litros para produção de ácido hialurônico de alta massa mo!aL 

3.6.3.2. FONTE llE CARBONO 

A "fOnte de carbono mais comum nos diversos trabalhos envolvendo produção de HA por 

fcnncntação é a glieose (Chong e Níclsen, 2003; Cooney e1 ! 999; AnnstronQ et a!.. 1997: 
~·· ' 

Annstrong e Johns, 1997; Kim et a!., 1996; Johns et ar, !994: Akasaka et ai., 1989; HolmsTrom e 

Ricica, l967; Thonard et a!., 1964). 

Annstrong e Johns (1997) avaliaram o efeito de diferentes condições de cultivo na 

massa molar de HA produzido por Streptococcui,' zooepidemicns e a concentração inicw.l de 

glieose foi a que apresentou efeito mais pronunciado. Os autores sugeriram duas explicaçües para 

este efeito. Primeiro, quando os monôrneros UDP-G e UDP-NAG estão presentes em altas 

concentrações, o alongamento da cadeia persiste. A concentração .::xterna de glicose pode estat· 

ligada à concentração interna desses monômcros, uma vez que esses são derivados da g!icose c 

sua sintesc requer considerável consumo de energia. Segundo, crescimento diáuxico fot 

observado em altas concentrações de ghcose< Embora a massa molar foi maior em concentrações 

de g1icose mais elevadas. o rendimento em HA foí inferior provavelmente devido às limitações 

de transferência de massa decorrente do aumento da viscosidade do meio de fermentação, que 

impede a manutenção de boas condições de mistura no reator mesmo a velocidade de agitação de 

1000 rpm. 

Mais recentemente, Chen et a!. (2009) investigaram o efeito da razão carbono:nitrogênio 

(C/N) na produção microbiana de HA c, para maximizar a capacidade de síntese de HA, 

encontramm um meio balanceado com razão ótima de 2:1 quando o cultivo de Streptococcus' 

zooepidemi(.'US ATCC 39920 é realizado com controle do pii. 

3.6.3.3. FONTE IJE NlTROGl~N!O 

Strep!ococcus dos grupos A e C de Lancefield são nutricionalmcnte Ülstidiosos, 

principalmente com relação ao nitrogênio orgânico. De modo geraL os meios incluem extrato de 

levedura, peptonas ou hidrolísado de caseina como fOnte de nitrogênio e fatores de crescimento 

assim como magnésio e sais fosfato {Armstrong et al, 1997). 
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As fontes de nitrogênio orgfmico são consideradas essenciais para um bom crescimento 

das células, visto que existem evidências que esses componentes fomecem grande parte do 

carbono para biossfntese celular (O'Regan et ai., 1994 ). 

Annstrong et a!. ( 1997) avaliaram os requerímentos nutricíonaís para crescimento e 

síntese de HA por Streptococcus zooepidemicus, definlndo ll aminoácidos essenciais (além da 

glutamlna): arginina, lisina, cistcína, isoleuclna) tirosina, metionina, bistidina, valina, 

fenilaJanina, leucina e triptofano. Os autores observaram menor velocidade de crescimento em 

meio quimicamente ddinido contendo os ll aminoácidos essenciais que em meio complexo com 

extrato de levedura corno fonte de nitrogênio. Segundo os autores, certos aminoácidos competern 

pelo mesmo sistema de transporte e a presença de peptideos no extrato de levedura pe1mite rotas 

alternatívas para assímílação de aminoácidos. Além disso, o transporte de peptideos pode ser 

mais eficiente que o transporte de aminoácidos individuais, 

Estudos envolvendo a produção de ácido híalurônlco por Streptococcus zooepidemicus 

geralmente utilizam extrato de levedura como fonte de nitrogênio orgâníco (Biank ef a! 2005: 

Ogrodowski et a!, 2005; Cooney et a!., 1999; Johns et al, 1994). Segundo Ogrodowskl et ttf. 

(2004), para produção de ácído hialurõnlco o efeito da fonte de nitrogênio (extrato de levedura) é 

muito mais significativo que o da glícosc no meio. 

Para definição das fontes de nitrogênio orgâmco a st.'Tem avaliadas neste estudo, 

utilízou~se como parâmetro os requerimentos nutricionais descritos por Annstrong et a/. (1997). 

A Tabela 3.3 apresenta o perfil dos aminoácidos classificados como essenciais em diferentes 

fontes de nitrogênio orgânico provenientes de subprodutos agroindustriais. 

Apesar de ser considerada uma boa fonte de nitrogênío orgânico devido à sua elevada 

concentração de proteína, o extrato de levedura apresenta um elevado teor de ácidos nucléicos, 

particulannente RNA, o que pode oferecer certas restrições à sua utilização como suplemc"'TitO do 

nwío de cultura, considerando~se a exigência de maior número de etapas no processo de 

recuperação e purificação do bíoproduto. Caballero-Córdoba e Sgarbieri (2000) apresentam um 

procedimento para obtenção de um autohsado de levedura contendo baixo teor de RNA, que 

resulta em uma atrativa fonte de nitrogênio orgânico devido à concentração das proteínas 

presentes na suspensão de células e à redução do teor de ácídos nucléicos. 
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Tabela 3.3 - Perfil dos aminoácidos essenciais para o crescimento de ,','/reptococcus 

::ooepidemicus em diferentes fontes complexas de nitrogênio orgânico< 

Concentrado Hidrolisado de água 
Aminoáddns Extrato de AutoHsado de Concentrado 

(g/lOOg proteína) levedura levedura protéico de soja 
protéko de sorQ de maceração de 

de leite (80%~) mmw 
---·~~··---------- ··------~--------"-"-~-------"-"" ------·---··-----~-----

Arginina l ,O I 2,40 7,90 3,18 8,23 

Lisína 8,58 9,54 6.90 9,83 3.97 

('isteína 1,30 (\90 L40 2,2S 1,22 

ísolcucim 5,{i9 4,87 5,20 6,41 3,40 

Tirosina 2.17 3,57 4,00 3,26 O, 74 

fv1ctiorüna 1,26 I ,2! I ,50 2.35 !,07 

I-Iistidina 3,01 3,15 2,80 2,41 6,78 

Valina 6,76 5,87 5,41) 6,09 :1)~8 

Fcnilalanina 4,74 4,96 5,40 2,05 

Lcucma 8,07 7,tW 8,50 11,60 :5,86 

Triptof;:mo ! ,31 1.55 0,12 1,80 

Total 43.90 45,82 49,12 77 37,20 

Fonte: Sgarbicri et a!., 1999; Kreíder, 2004; Cardinal e Hcdrick_ 1948. 

O concentrado protéico de soro encontra-se entre as fOntes mais complexas de 

nitrogê11io orgânico normalmente empregadas para o crescimento de bactérias !áticas (Shulcr e 

K.argi, 2002). Bury et a!. (1998) utilizaram concentrado protéico de soro como suplemento e 

observaram um aumento significativo no crescimento de bactérias látícas e no tamanho da 

cúpsu!a produzida por ~\'treptococcus thermophi!us. Segundo Zisu e Shah (2.003), que também 

observaram aumento na produção de exopoiissacarideo produzído por Streptococcus 

t!u:rmophilus quando o meio tOi suplementado com concerl1rado proteico de soro, esse 

comportarnento está relacionado não só à ümte de nitrogênio como também à capacidade 

tampo:nante da proteina e de fOsfatos presentes no concentrado pmtéíco de soro, A capacidade 

tamponante do meio toma-se um fator extremamente importante para o crescimento celulaL 

considerando-se a natureza homofermentativa dos strepiococci (Terz.hagi c Sandine, 1975 ), 
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A água de maceração de mílho apresenta~se como uma solução rica crn aminoácidos e 

pohpeptfdeos que são excelentes fontes de nitrogênio para a maioria dos microrganismos (Liggett 

e Koffler, 1948). As proteínas, peptídeos e aminoácidos presentes podem ainda fortalecer a 

capacidade tamponante do meio, confonne demonstrado por Noro et a!. (2004). A água de 

maceração de milho apresenta ainda em sua composíção quantidades consideráveis de vitaminas 

do complexo B e nutrientes mineraiso especialmente cálcío, magnésio, fósforo, potássio e ferro. 

Nmmalmente, pode ser empregada corno suplemento ou como principal fonte de nitrogênio e 

carbono para diferentes tipos de microrganismos (Liggett e Koftler, 1948). 

Com base nos amlnoácidos classificados como essenciais para o crescimento de 

,)"treptococcus ::ooepidemicm\ o eoncentrado protéico de soja apresenta-se como potencial fonte 

de nitrogênio para o meio de cultivo. Gonçalves et a!. (2002) empregaram hidrolisado enzimático 

de soja como fonte de nitrogênio para produção de polissacarídeo capsular por Streptococcus 

pneumoniae sorotipo 23F obtendo bons result3dos, principalmente com relação ao crescimento 

celular. 

3.6.3.4. ÍONS MINERAIS 

Os mineraís fOrnecem elementos necessários ao cultivo da célula, sendo al&runs como 

magnésío (Mg++) e pot<lssio (K") considerados macronutrientes, ou seja, necessários em 

concentrações acima de 10·-4 M, e outros necessários em menor quantidade denominados 

elementos traço como feno (Fe·i+ e Fe+·Hl zinco (Zn""~), manganês (Mn+"'--), mohbdênio (Mo".~), 

cobalto (Co<·'"), cobre (Cu·'""') e câlcio (Ca+-1} 

Esses elementos apresentam variadas funções biológicas (Tabela 3.4) atuando como 

cofatores enzímáticos -de inúmeras reações, síntese de vitamina e transporte através da parede c 

membrana celular (Vogel e Todaro, 1997}. 
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Tabela 3.4- funçües fisiológicas dos principats elementos reque1idos pela cC!ula. 

Eletnento Símbolo 

Sódio Na 

Potássio K 

Magnésio 

Cálcio C a 

Manganês Mg 

Ferro F e 

Cobalto Co 

Cobre Cu 

Zinco Zn 

Molibdênio Mo 

Função fL"liolúgica 

PrincípaJ cátion extracelular, co fator enzimático. 

Principal cátion íntraccl-ular, co fator de cnzn:nas, 

requerido no metabolismo de carboidratos. 

Importante cátlon divalentc celular, cothtor 

ínorgânico de muitas reações enzimáticas. 

Importante cátíon. celular, cofator de cnzirnas 

como protcascs c amíluses. 

Cotàtor de enzimas como proteases, atua na 
regulação do metabolismo secundário e excreção 

de metabólitos primários. 

Constituinte do citocrmllOS c outras proteínas 

hcme ou não heme, co fator de várias enzimas< 

Constituínte da vitamina Bu e suas coenzimas 

derivadas. 

Constítuintes inorgánkos de cnzímas espccials. 

Fonte; Vogcl cTodaro (1997); Shuler e Kargi (2002). 

Dentre os ions relacionados à síntese de HA destacam-se o magnésio e rmmganês. que 

aruam como cofatores de glicosiltransfhases responsávtds pela síntese da cadeia repetida de 

dissacarídeos (Deangelis, 2002). A atividade da maioria das glicosíltransfcrascs depende de um 

cútion dívaleme que, segundo Petrova et a!" {2001 t contribuí para lígaçâo dos açúcarcs­

nudeotldeos devido à cstabílização da conformação da fração pirofosfato, além de auxiliar na 

estabilização do produto final por meio da neutralização de cargas desenvolvidas no UDP pelos 

mecanismos cataliíicos. C:àtion rnonovalentes como sódio e potássio inibiram a atividade d~1 

hialuronaro sintase, confonne obsenrado por Tlapak~Simmons et a!. (2004). Cátions di valentes, 

como o cálcio, são ditos também importantes na coní{mnação helicoidal da rnolécula de HA que, 
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por sua vez, é determinante em sua função biológica (Winter e Amott, 1977), Stem (2003) ínclui 

a concentração de cálcio também como fator detetminante nos níveis de HA sintetizados por 

cultura de células humanas. Ainda em células humanas, a disponibilidade de zínco e magnésio é 

considerada fator de impacto nos níveis de HA (Thompson et a!., 1975). 

Estudos avaliando o envolvimento direto do íon sódio na síntese de HA ainda são 

escassos. Porém, o efeito deste íon pode afetar indiretamente a produção do polimero visto que, 

para algumas bactérias petiencentes ao género Streptococcus, o sódio está diretamente envolvído 

na excreção de lactato por meio do simporte de íons sódio e do produto final da fennentaçâo 

(White, 2000), 

Além de sais, a adição de tampões ao meio de cultivo pode influenciar o crescimento e 

fonnação de produto. A suplementação do melo quimicamente definido empregado por 

Annstrong et a!. (1997} com citrato de sódio e bicarbonato de sóclío foí benéfico para o 

crescimento celular. A função do citrato ainda é incerta, embora foi relacionada com quelação de 

íons. O efeüo do bicarbonato de sódio provavelmente está relacionado à manutenção da'~ 

concentrações adequadas de dióxido de carbono (C02) no meio de cultivo. Embora C02 não seja 

produzido por Streptococcus zooepidemicus durante fermentação homolática, esse composto 

pode exercer ímportante função em reações anapleróticas que envolvem o consumo de CO::.. 

Como Streptococcus não realizam o ciclo do ácido cítrico, as reações anapleróticas podem ser 

importantes para síntese de oxaloacetato, importante precursor de pirimidinas e família aspartalo 

de aminoâcidos, a partir de fosfoenolpiruvato (Kandler, 1983 ). 

3.6.4. CONDIÇÜES DE OPERAÇÃO l)O PROCESSO FERMENT ATIVO 

A produção microbíana de HA apresenta uma oportunidade de otimizar o rendimento e 

qualidade do produto por meio de engenharia genêtíca e controle das condições de cultivo, visto 

que a maioria dos produtos fónnados pelos microrganismos é resultado de sua resposta a 

condíções ambientais como nutrientes, vitaminas, íons, temperatura, pH e teor de oxigênio 

dissolvido (Shuler c Kargi, 2002). 

3,6,4.J. TEMPERATURA 

A temperatura é um importante fator que influencia tanto o crescimento celular como a 

fonnação do produto fennentativo. Contudo, a temperatura ótima para crescimento e formação de 

produto podem ser diferentes (ShuJer e Kargl, 2002). 
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Kirn et ar ( 1996) encontraram. ten1pemtura ótima de 37"C para crescimento c produção 

de HA por um mutante de Streptococcus equi. Uma redução na massa molar do HA produzido foi 

observada a temperaturas inferiores a 37"C. 

Am1strong e Jolms ( 1997) observaram um aumento no rendimento e massa mo! ar de HA 

em rrwnores temperaturas (32 a 35°C), enquanto a velocidade especifica de cn~sciTnento fOi rnaior 

a 4tY'C Os autores sugerem que este efeito está relacionado à redução da velocidade específica de 

crescímento com a díminuiçào da temperatura e à competição por f(mtes de substrato e energia 

c.ntrc as vias catabólicas, anabóiicas e de síntese de HA que existe durante a fase exponencial de 

crescimento. O merabólito UDP-NAG, por exemplo, é um precursor comum ú síntese de parede 

celular e po!irncrizaçilo de HA. Quando a velocidade de cre3cimento m1crobiano é baixa, 

moléculas de precursores príncipalmente glicose e g!utamina e e11ergia podem estar disponiveis 

para a síntese de HA. 

Chong e Blank (1998) analísaram o efeito de vários padmetros da tCnnentação na massa 

molar de HA produzido por Streptococcw,· zooepidemicus· e dctenninaram os fatores que tiveram 

maior dCito sig11ificativo na produção de HA de alta massa molar, dentre eles menor temperatura de 

processo (28°C), 

3.6.4.2. POTENCIAL HWROGENIÔNICO (Pl-1) 

Sabe~se da importância do pl1 do meio de cultivo .. visto sua intluê:ncia na atividade de 

enztmas e, consequentemente, na velocidade de crescimento microbmna (Shulc:r e Kargi. 2002). 

A enzima que catalisa a polimerização de HA, hialuronato síntase, apre:::.:enta atividade 

rnáxima a pH 7,1 em extratos livres de células obtidos de strcptococci do gru.po A de Lanceilc!J 

{Stoo!miHer e Dorfrnan, ! 969), Tlapak-Simmons et ai. (2004) detenmnamm uma ampla faixa de 

a!ivídade (6,5-ll,S) para hialuronato smtase extraída de células de Streptococcus cquisimili.L 

Quanto ao etêito do pH no cultivo de streptococci. Akasaka et a!. (19X8) demonstrararn 

que pH 7,4 resulta em HA de maior viscosidade comparado a plJ 6,0 e 7,9. Os efeitos do pH, 

agitação e aeração sobre a produção de HA por Streptococcus zooepidemicU>i foram estudados 

por Jolms ef ai. (1994)_ Essas variâvcis tiveram grande inlluência na produção de HA em cultivo 

em batelada, sendo que o pH ótímo foi 6,7 .± 0,2. Adicionalmente, Liu et a!. {2008) investigaram 

uma estratégia de cultivo de Slreptococcus ::woepidemicus sob stress alcalino intermitente (8,5), 
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que aumentou a produção de HA por meio do redírecionamento do fluxo de carbono de massa 

celular para o HA. 

A influência do pH do meio nas propriedades de massa molar de HA produzido por 

Sireptococcus zooepídemicus f()i avaliada por Armstrong e Johns (1997). Embora o pH exerça 

uma ínfluêncía consíderável na taxa de produção e rendimento do bíopolimero, tài observada 

pouca ínf1uência na massa molar do HA produzido. 

3.6.4.3. AGITAÇÃO 

Agitação e aeração são fatores importantes em processos acróbios e têm efeito 

significante no rendimento da maioria dos biopolímeros (Richard e Margaritis, 2003). 

HA pode ser produzido sob condições anaeróbias ou aeróbias, sendo a última condição 

mais favorável para obtenção de HA de maior massa mo!aL O efeito da agitação aínda não foi 

completamente esclarecido, sendo descrita a necessidade de agitação vigorosa para melhorar a 

transferência de massa, ainda que a cadeia potimélica possa ser suscetível à tensão mecfmica. 

(Armstrong e Johns, !997). 

Segundo Armstrong e Johns { 1997), a massa molar de HA produzido por Streptococc-us 

zooepidemicus não tói afetada pelos diferentes níveis de agitação (300 a l 000 rpm) no 

ferrnentador, o que sugere que as moléculas de HA são relativamente resistentes a forç-as 

cisalhantes do agitador_ Consequentemente, aftas taxas de agitação, que melhoram o rendimento e 

taxa de produção de HA, podem ser empregadas sem danificar as moléculas do biopolímcro. 

3.6.4.4. AERAÇAO 

Com relação ao HA, aeração pode melhorar de fOn11a considerável seu rendimento 

cornparado com o rendimento correspondente à culhml em anaerobiosc. Srreptococcus são 

microrganismos anaeróbios facultativos incapazes de utilizar a fosforílação oxidativa. Entretanto, 

o oxigênio pode ser utilizado para oxidar o NADH por meio de várias NADH oxidases. Como 

resultado, a produção de etanol não será requerida com esse propósito e a bactéria pode produzir 

exclusivamente acetato, que conduz a um rendimento teórico de 4 ATP por mol (k glicose 

(Chong et a/., 2005). A enzima piruvato formato liase é sensível a oxigênio não contribuindo, 

portanto, para elevar os níveis de acetato na presença de oxigênio (Abbe et al. 1982), Em seu 

lugar, a maior produção de acetato é atribuída à indução da enzima píruvato oxidase, capaz de 
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converter piruvato a acehl~fosfato na presença de oxigênio" Acetii-fosfato é então convertido a 

acetato com concomitante produç.ão de ATP, Alternativamente, descarboxilação rt~dutiva de 

piruvato pelo complexo piruvato dcsidrogenase produz acctil-CoA e C(h. Aceti!-CoA pode ser 

usada para produção de acetato com geração de energia associada. A atividade N ADH oxidase 

(NOX) pode impedir a inibição da piruvato desidrogenasc por altas ralõcs NADH/NAIY' 

conhecidas ocon-er em muitas bactérias Oram-positivas. A desvantagem da aeração é a geração 

de peróxido pela piruvato oxídase c tmíras enzimas que podem lnibír o crescimento do 

Stri!pfococcus que é caralase negativo c conduzir a ücspolimc-rizw;ilo de HA (Chong et ai., 2005). 

Sob condiçôes anaeróbias, o rendimento de HA varia na faixa 0,3 a I ,O gJ:1 

(TbonanJ e! a!., 1964, Holmstrom e Ricicn, 196 7). O HA obtido nessas condíçõcs geralmente 

possui massa molar média 7 x l 05 Da ou menor. Sob condições aeróbias, um produto com maior 

massa molar (cerca de 2 >: 106 Da ou mais) pode ser obtído com rendimento equivalente 

(Akasaka et ai,, \988), 

O papel do oxigênio na produção de HA é controverso, e sugere-se que HA funcione 

como um escudo protegendo o StreptocoL'cus dos efeitos tóxicos do oxigênio. Então, condições 

aeróbias estimulariam a produção de HA por um mecanismo protetor das células. Essa teoria fói 

em parte suportada no trabalho de Swrmn e! ai. (i 990) que. por meio de vários exemplos. 

determinaram que rendimentos mais elevados de HA são obtidos com o crescrmento controlado 

dos :microrganismos. Re-duzindo a disponibilídade de oxig2-nío em uma etapa c.rítica da fase 

exponencial de crescimento das células, o microrganlsmo responde com maiores taxns de 

pn'iduç,ão de l-lA. A escassez de oxigénio prom(JVe a produçilo de ácido látíco c HA, enquanto 

mawres niveis de oxigênio estimulam a produção de biomassa e de ácído acético, em detrimento 

do HA, 

Armstrong e Johns (1997) demonstraram que a aeração de culturas de S'treptococcus 

.cooepidcmicus conduziu a um maior rendimento de HA e de maior massa molaL Sob condições 

acrúbías, acetato foi produzido a partir de pimvato, o que conduz a uma regeneração de l mol de 

ATP por mol de glicose consumido, comparado com a produ\:i'io de lactato. Visto que a 

biossintese ele HA é um processo dispendioso de energia, o :ma10r rendimento em ATP sob 

condiçôes acróbias pode exphcar o melhor rendimento e grau de polimerização de H A. Alguns 

trabalhos sugerem que condíções anaeróbias podem aumentar a degradação de HA por radicais 
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livres derivados do oxigênio, o que conduziria a uma redução da massa molar e alargamento da 

distribuição da massa molar. Esse comportamento não foi observado por Annstrong e Johns. 

( 1997). 

Huang et a!. (2006) avaliaram a função do ox1gêmo dissolvido e da agitação na 

produção de HA por Streptococcus zooepídemicus ATCC 39920 e sugerem que a função do 

oxígênío na síntese de HA não é de substrato, mas sim como estimulante< Além disso, 

determinaram o nível crítico de oxigênio dissolvido para a produção de HA em S%1 de saturaçilo 

do ar. 

Duan et al. (2009) investigaram o efeíro do oxigênio díssolvido no rendimento e massa 

molar de HA e observaram que a expressão do gene has assím como a ativídade da híaluronato 

síntase são reprimidas sob condições anaeróbias. Além disso, a massa molar de HA demonstrou 

dependência do efeito concomitante da geração de ATP e espécies reativas de oxigênio. 

3.7. ANÁLISE DE FLUXOS METABÓLICOS 

3. 7.1. PRiNCiPAIS FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

As respostas bioquimicas às diferentes condições nutricionais e de cultivo descritas nos 

itens 3.6.3 e 3.6.4 podem fornecer um melhor entendimento da fisíologia c m.etabolísmo celular. 

Esse melhor entendünento pode ser obtido por meio da análise de t1uxos metabóhcos (MFA), 

importante ferramenta de análise do metabolismo celular que quantifica os fluxos no 

metabolismo de um dctenninado organismo, sob condições definídas (Stephanopoulos et al., 

1998). 

Considerando-se a importância das vias e f1lL'<OS metabólicos para a MFA, é importante 

elaborar bem suas definições. Uma via metabólica é definida como qualquer sequéncia de 

reações bioquímicas viáveis e observáveis, enquanto o fluxo metabólico representa a taxa na qual 

a substância é processada através desta vía. A importância da viabilídade c observabíhdade das 

reações deve ser ressaltada. Sequência de reações compreendendo enzimas que não estilo 

presentes em uma célula, assim como enumeração de reações viáveis entre snbstratos e produtos 

que não podem ser observadas experimentalmente, são de pouco valor. Os fluxos metabólicos são 

detenninantes fundamentais da fisiologia celular c, juntamente com a concentraç.ão intracelular 
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de metabólitos, definem a infbnuação mínima necessária para descrt:vcr o metabolismo e 

físiofogia celular sob mna série de condições ambientais (Stephanopoulos, ! 999). 

Em termos matemáticos, o problema resume-se a encontrar a solução para um sistema 

Hnear de equações algébricas, as quais representam a estequiometrla das reações metabólicas 

consideradas. Por esta razão, alguns amores preferem utilizar o tenno Balanço de fluxos 

Metabólicos ou ainda Análise de Fluxos Metabólicos (V arma e Pa{sson, !994). 

Os primeiros trabalhos que fizeram uso de um modelo estequiométrico para s 

interpretação de dados experimentais datam de décadas passadas (Aíba e Matsuoka, ! 979; 

Papoutsakís e Meyer, l985). No entanto, somente com o trabalho de Holm~ (!986), a MF A fOi 

introduzida como un:w. técnica de análise do metabolismo e mais tarde, com o trabalho de Vallino 

e Stephanopoulos ( 1990), esta técnica foi sistematizada por meio do uso 

cálculo matriciaL 

álgebra linear e 

O modelo estequiométrico baseia-se na apiícação de balanços de massa aos mctabóli!os: 

considerados, sendo que para os metabólítos lntracelutares assume-se a hipótese de pseudo estado 

estacionário, o que significa que as reações de Ü.Jmtação balanceiam as reações de consumo de 

cada metabóiito (ou que não há acúmulo de metabó!itos in temos) (Gombert, 2001 ). 

O ponto de partida de uma MFA é a estequiometria das reações da rede metabólica, 

descrevendo como substratos são convertidos em produtos e cons!:ítuintes celulares_ A Figura 3.8 

rnostra uma representação gera! das reações envolvidas em uma rede com J t1uxos v~, »-, VJ a 

serem calculados. Os cálculos haseíam-se na medida de taxas especificas de consumo de 

substrato {/V substratos) e secreção de produto (iW produtos). A conversão dos N substratos em M 

produtos ocon·em via K metabóhtos intracelulares (Nielsen et a!., 2003 )" 
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Figura 3.8 -~Representação geral de reações consideradas em uma rede metabólica. N substraJ.Os 

entram na célula e são convertidos a M produtos metabólicos via um total de K metabólitos:. As 

conversões ocorrem via J reações intracelulares pelas quais as taxas são dadas por vh ... , VJ. 

Taxas de consumo de-substrato (-rs,t, . .<, -rs:N) e formação de produtos (l'PJ, ... , nl,M) também são 
mostradas (Modificado de Nielsen et al., 2003). 

O balanço de massa aplicado aos K metabólitos intracelulares é dado pela equação 3.4 

(Stephanopoulos et a!., 1998): 

dCmct k = r mct,k - !lx . Cmct,k 

dt 
(3.4) 

onde Cmet,k é a concentração de cada um dos K metabólitos intracelulares considerados; rme~,k é a 

velocidade de fOnnação do metabólito, que representa a soma de todas as reações nas quais ele é 

fom1ado e consumído; e J..l-x · CmcLk é o tern1o que representa a diluição do metabóiito devído ao 

crescimento celular. Em função do estado estacionário metabólico, o termo da derivada no 

balanço de massa é ígual a zero, ou seja, não exíste acúmulo de metabólitos intracelulares, O 

estado estacíonário metabólico é observado durante a fase exponencial de um cultivo em batelada 

ou durante o estado estacíonário de um cultivo contínuo. Por outro lado, o termo refCrente .i 

díluição do metabólüo pode ser considerado desprezível em relação ao termo rmet,k visto que os 

metabólitos intracelulares têm uma concentração muito p<."quena em relação aos fluxos de sua 

fonnação e consumo (turnover muito rápido). Assim, o balanço de- massa em tomo de um 

metabólito intracelular se resume a: 

rmctk=O (3.5) 
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Considerando-se toda uma rede metabólica) as reações que lev;:un à fünnaçào ou ao 

consumo de tnetabóhtos intracelulares podem ser escrítas como: 

J 
Y' u-k < V 
L, a) J 

I 

(3<6) 

onde o índice k identifíca o melabólito intracelular c o índice j a reação do metabolismo" A 

fransfonnação da equação 3.6 em uma equação matricial permite reunir a ínformação sobre as 

velocidades de formação c consumo de todos os mctabólítos intracelulares de uma rede 

metabólica, obtendo: 

rrnctk = GT. v (<l7) 

onde G é a chamada rnatriz estequiométrica dos metabólitos mtmce!ulares, que contém colunas 

com infonnações sobre as reações de que um detemúnado mctabólito participa e ern linhas 

lnfonnações sobre quais. mctabólitos participam de uma determinada reação; v é o vetor de fluxos 

metabólicos, sendo alguns medidos e outros a serem calcuLados< Combimmdo-sc as equaçõt:s 35 

e 3.7, obtém-se: 

(:U) 

A equação 3.8 pode ser considerada a equação fundamental da MFA e representa K 

balan).~Os algébricos lineares para K metabó!itos com J fluxos desconhecidos. Visto que o número 

de reações (J) é sempre maior que o número de mctabólítos (.K), ex1stc um grau de liberdade (F) 

na série de equações algébricas dado por F'~ J ··- K. 

Quando exatamente F taxas são m.edidas, o sistema torna--se detennmado e a solução é 

única e obtida por ínversào simples da matriz. Quando mais que F taxas são medidas, o sistema é 

sobredetenninado, podendo-se em sua resolução aplicar a matriz pseudo-inversa ou utilizar a 

redundância para verificar a consistêncía dos balanços globais, precisão dos fluxos medidos e 

validade da hipótese do estado estacionário metabólico. No caso de sistemas indetem1inados, ou 

seja, com menos que F taxas medidas, algoritmo de otímização linear é empregado para calcular 

uma fUnção distribuição que satisfaça uma dada função objetivo (Stcphanopoulos et a!., 1998). 

Visto que as soluções das equações matriciais são geralmente dcdt!Zldas empregando-se 

tCcnicas numéricas, é ímportante avaliat a sensibilidade da solução com re!açüo a pequenas 
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perturbações nas taxas extracelulares medidas, A sensibilidade do sistema à propagação de erros 

pode ser checada pelo cálculo do número de condicionamento da matriz (Equação 3,9), que 

depende unicamente da estequíometria das reações da rede metabólica. Se o número de 

condicwnamento é alto (acima de 100), a matriz é mal condicionada e pequenos erros nas taxas 

medidas podem se propagar como grandes erros nos fluxos estímados (Bonarius et a!., 1997). 

número de condicionamento ooll G'llll (G')' 11 (3.9) 

Na equação 3.9, 11 11 indica a nonna da matriz estequiométrica G e (a'1Y é a pseudo 

inversa da matriz estequiornétrica dada pela equação 3.1 O. 

G'' ~ (G1G)"1 G1 (3.10) 

Uma infonnação mais precisa da sensibilidade dos cálculos com relação às variações 

nos tluxos medldos é fornecida pela matriz sensibilidade que é dada pela inversa de GT (equação 

3.11). 

(3.!1) 

A. derivada parcial especifica a sensibilidade de todos os elementos no vetor fluxo às 

taxas individuaís medidas, ou seja, o elemento na j-ésima linha c i-ésima coluna especifica a 

sensibilidade do j-ésimo i1uxo com relação a variações na medida da i-ésima taxa. 

O conceíto de balanço de metabólitos é uma ferramenta poderosa e atrati1.1a, 

principalmente devido à sua símplicidade. Entretanto, apresenta como principal desvantagem seu 

limitado poder preditivo uma vez que infommções regu!atórias não são consideradas na 

formulação do modelo (Gombert and Nielsen, 2000). 

O balanço de metabólitos fomece uma "fotografia" da distribuição dos fluxos 

metabólicos em um instante particular, sob diferentes condições ambientais (Vallíno e 

Stcphanopoutos, 1994). Para extração de maiores infonnações da rede metabólica, e necessária a 

combinação de balanço de metahólitos com cxperímcntos utilizando substratos marcados, que 

pennitcm balanços de massa aplicados a átomos de carbono individuaís. Essas restrições 

adicionais permitem uma estimação maís confiável dos fluxos, além de uma aná!íse das 

estruturas das vias e possíveis reversibilidades (Gombert e Nielscn, 2000). 
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3.7.2. ANÁLISE DE Fl,UXOS METABÓUCOS NA i'RODL!ÇAO DE .ÁCIDO l-HALLRÔNlCO 

Até o presente momenro poucos trabalhos descrevem J utilização da MFA aplicada à 

pnxlu<r:ão de HA por processo fem1entativo< Chong e Nielsen (2003) desenvolveram urn modelo 

de Hlt-x:o metabólico para comparar os metabolismos de glicosc c maltose durante o cultivo 

aeróbio de ~)'treptococcus zooepidemicus ATCC 35246. Apesar das grandes diíCrcnças no 

metabolismo energético, o rendimento e massa molar de HA foram pouco iní1ucnciado:s pelo 

açúcar empregado como substrato. 

Gao et ai. (2006) desenvolveram uma análise de Huxos metabólicos para produção de 

HA por Streptococcus ::woepidemicus H23 em diferentes estágios do cultivo c :mb dlfer~ntes 

tensões de oxigênio dissolvido. Os resultados mostraram que os fluxos para produç[lo de células e 

HA alteraram significativamente para adaptar às condições ambientais, enquanto o :fluxo para 

!actat.o ±Oi praticamente estável. 

Entretanto, Dnan et a!. (2009) compararam a distnbuiçào dos fluxos metabólicos no 

cultivo ae-róbío de S'treptococcus zooepidemicus G 1 em vúrios níveis de oxigênio dissolvido e 

demonstraram que a via para síntese de HA foi pouco afetada pelo nível de oxigênio dissolvido. 

Em contraste, os Huxos para 1actato e ,acetato fOram fortemente inHuenciados. 

Chong e Nielsen {2003) e Duan er a!. (2009) utilizaram o mesmo modelo 

csteqmomCtríco Figura 3.9a, cuja estrutura se baseia na via Embden~Meyerhof .. Pamas (u1-us); vía 

das pentoses (tl 12 e u13); reações responsáveis pela fonnaçáo dos prodmos de fermentação 

(lactato, acetato, formato e etano!) ((uvu 10); dados estimados da composição para ,)'treptococcu,s 

::ooepidemicus, incluindo a síntese de- componentes da parede celular, lipideos de membranas e 

grupamentos açúcar de nudeotideos (Uw'l.\:;u,, D2s-U.n); via de produção de HA 

balanço de cofütores como ATP, NADH and NADPH. 

A rede metabólica construída por Ga.o et a!. (2006) se baseia no rnoddo desenvolvido 

por Chong e Nielsen (2003) desconsiderando, entretanto, a via das pcntoses, a síntese do::s 

grupamentos açúcar de nucleotideos na composição celular e o cofutor NADPH, que ibrnece o 

poder redutor para a biosíntese celular. A1êm disso, o modelo de Gao et a!. (2006) não inclui a 

competição entre a sintese de HA e o crescimento celular por fonte de carbono e energia visto 

que, no modelo em questão, os precursores para a sintese de HA não são também considerados 

precursores parn a biosíntese da parede celular. O modelo de Gao era!. (2006) é apresentado na 
45 



Figura 3.9b. Os metabólitos envolvidos em ambos os modelos são apresentados no Apêndice B 

do item 43 da seção de Resultados e Discussão. 

ADP.., .. 

(a) 

GLC 
Í.--
1 

GLC 

ETOH ..., __ ACOA 

lfw \13 
i<.cidos graxos _____ ' 

(b) 

j 

Figura 3.9 ~ Redes metabólicas para produção de HA por Streptococcus :::ooepídemicu,v definidas 
por (a) Chong e Nie!sen (2003) e (b) Gao et a!. {2006). As abrevíações dos metabólitos são 
apresentadas no Apêndice B do item 4.3 da seção de Resultados e Discussão. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Esta seção será apresentada na forma de capítulos, contendo os artigos subrnetidos a 

periódicos científicos selecíonados de acordo com a afinidade do periódJCü com o aspecto 

abordado, 
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4. L ALTERAÇÜES METAilÚLlCAS DECORRE:lliT!éS !lA CONC!JNTRAÇctO INICIAL l.lE 

GUCOSE NO MElO IJ!: CULHJRA PARA PRODIJÇAO !JE Ácmo ll!ALURÔ~ICO 

ARTIGO Sl.!RiVlET!OO AO PERIÓOICO 

"'APPLJED BIOCHEMISTRY ANO SIOTECHNOLOGY'~ 
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MKIA!lOUC EFHCTS FROM TI!E INITIAI. GLtJCOSE CONCENTRATION ON THE 

M!CROBIAL PRODCCTION OF IIYALl'RONJC ACID 

Aline M. 8, Pires and Maria fL A. Santana., 

Laboratory o f Deve!opment o f Biotcclmo!ogica! Processes 
School ofChcmica! Enginccring, P.O.Box 6066 

University o f Campinas-UN !C AMP 
13083-970, Campinas-SP, Brazí! 

ARSTRACT --- The metabolic effects induced by the ínitial g!ucose concentration (IGC) on t.he 

cultivation of Streptococcus zooepidemicus for thc production of hyaluronic acld (HA) wcre 

.studicd in l'his work These eflCcts vlerc monitored a!ong non-controllcd pH cu!tlvations, CatTied 

out in 125 mL Erlemneyer flasks (natural acration) and in a 3 L bioreactor (fon.:ed acration) as 

\VelL Thc JGC effects were focused on three aspects: thc main mctabo!ites, thc ceU growth and 

HA production and the HA average molecular weight. Addressing the first aspect, the abscnce of 

glucose prornotcd a mixed acid metabolism independcnt from the oxygen supply, whiic for IGCs 

nmging from 5 to 90 g.L-1 the homolactic mctabolism was prevalenL Appruw:.:hing the second 

effect, thc lGC had no influence on thc amounts of eíther lhe biomass or HA produced in 

J1asks cultivations. Howevcr, ín thc bíorcactor cultivations, they wcre strongly dcpendent on the 

JGC. The highcst HA concentration (l.2l g.C1
) was obtained from 25 g.L·! , \Vhich was the 

only cultivation where the conversion of glucose to HA was highcr tban th;; onc of glucosc ro 

biomass, Regardíng the averagc molecular \veight~ it increased \Vith thc 1GC indcpendcntly from 

aeration. However, lt decreased along cultivation under forced aeration, due to !he shear imparted 

by stírring. 

K(y-words: hyaluronic add, :initial glucosc conccntrarion, mctabolítcs, Strcpwcoccus ;;ooepidemirus, 

* Cones:pondwt amhor. Phonc: +55 !9 3521 3921; Fax; +55 19 352! J(\90 
E lcct n:mic address: mcvji!ILt.l!1.!1ii,50illi,'ll!'i5ll!1EI.i.,,v,H!1. 
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l.lNTROUUCTION 

The hyaluronic acid (HA) ís an unbranched polysaccharide wüh high molecular weíght, 

cornposed of D-glucuronic acid and N-acetylglucosamine disaccharides units, linked altemately 

by B-l-3 and ~)-l-4 glycoside bonds ( 1 ). Having uni que hydrodynarnic properties, the HA has 

been vvidcly applied in the cosmetic and medicai Helds (2). The final products containíng HA 

present high aggregated value ranging from US $ 2,000 to 60,000.kg-l regarding the above 

mentloned applications. 

HA is widespread in nature, having been identifíed in vertebrate soft tíssues, cul!ured 

eukaryotic ceH !ines and certain prokaryotes as pathogenic groups A and C streptococci wlüch 

synthesize HA as an extraccllular capsule (3). 

Strcptococci are Gram-positive bactc-ria whose main fCnnentation product from 

carbohydratcs is lactate (lactic acid bactt-'fia - LAB). The homolactic metabolism leads to more 

than 90i}'ó convcrslon of sugars into lactate. Contrary to that, under certaín conditions, it is lost 

and high amounts o f formate (in an anaerobíc environment), acetate and ethanol are produced in 

what is called míxed acid metabolism ( 4). Both metabolisms are depícted in Figure 4.1.!. 

Common to ali oligosaccharides and polysaccharides mícrobiai synthesís, the HA 

pmduction is a carbon-intensive and energy-intensivc process (5). Precursors for the HA 

symhesis (UDP- glucuroníc acid and UDP- N-acetylglucosamine) are also precursors for the cell 

wall biosynthesis, specifically peptidoglycan, teichoíc acíds and antigenic waH polysaccharidcs. 

Thcrefore, the HA synthesís competes with the cell growth for carbon source and energy ( 6, 7). 

Bacteria may alter cell metabolísm and hencc the carbon f1ux direction in response to 

environmental fluctuatíons. Thcnce, the analysis of thc metabolíc changes has been a valuable 

tool in the understand:ing ofhow to manipuiatc the culture conditions of an organism, in order to 
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imprnve the production of intcrcsting substances ( 8), Since the 90's, a myriud o f metabolíc 

studies have focnsed on the effects of the nutrition and cultme conditwns upon the HA 

production by 5t"lreptococcus zooepidemícus, such as thc carbon source, carbon-w-nitrogen ratio, 

initial glucose concent-ratíon (IGC), pH, agitation, aeratíon and temperature (7, 9, 10, 1 J, !2, J 3, 

14, 15, ]6, 17, 18, 19), 

2 UDP 

'"}_,Ar Ky;,;h.tronic Adct 
HA~_.-~_;:r"· 

~··---"~ / 

figure 4-.1.1- Central membolic pathways in Streptococcus zoocpidt:rnlcus involvcd in thc convcrsion of 

glucosc to hyaluronic add and fcrmcntation products. tbrough the (a) hrnnolactic and (b} mixed acid 

mc\abolisms. HAS, hyaluronatc synthasc; NOX, NADH oxidasc; LDH, lactatc dchyürogcnasc; PFL 

p:J11Jvate ftmnmc lyase; POH, pyruvatc dehydrogcna_.;;e; ADf{ alcohoi dehydrogcnase; AK, acew.tc kinase 

(Ad.aptcd from Chong and. Niclscn, 2003b). 

The only studies \Vhich focused upon the lGC effCct on the HA production, wcre performed 

under controlled pH cuitivations. Armstn:mg and Johns (14) investigated such effet:t on the HA 

molecular weight produced by Streptococcus zooepidemicu.\· ATCC 35246; Chen et a!< (15) the 

HA specit'ic productivity by Streptococcus zooepidemicus A TCC 39920, However, beyond the 

scarcity o f studies on this topic, none o f them examined the JGC ettCets either on the metabolite 

quantification or metabolism shifting. 
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Conceming thc metabolic studies role on the improvement o f the HA production, this work 

extended tbe previous findings by systernatically studying the effects of IGC on the 

Streptowccus zooepidemicus A TCC 39920 cultívation under forced or natmai aeration, at non­

controHed pfL The metabolic effects were connected to the main metabolites involved in ceH 

growth, HA production and average molecular weigbt. 

2. MATERIALS ANB METi-IODS 

2.1. Microorganlsm. Streplococcus equi subsp, zooepidemicus ATCC 39920 was obtaincô from 

the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, V A, USA) as a lyophilizcd culture 

kept in ampoules. 

2.2. Culture I\ledium. The synthetic medium contained 6ü g.L-1 yeast cxtract and salts according 

to the compositíon reported by Swann et a!. (16} Thc pH was adjustcd to 7.5 prior to 

sterilization. A 20% (w/v) glucose solution was autoclavcd separately and added to obta.in lGCs 

m the range of O and 90 g. L -l. 

2.3. Culture l'Haintenance and Inoculum Preparation. The stock culture was kept tfozen m 

Brain Heart Infusion (BHI) broth containing l 0% glycerol and glass beads at ~20"'C, The pre­

inoculum was prepared by streaking the glass beads onto BHl agar platcs supplemented wltl1 5?/o 

sheep blood (Biotério Boa Vista, São Paulo, Brazil) and incubating at 37"C during 24 hours:. 

Co1onies were then transferred into the culture medíum. For the cultívation in shake flasks 5 mL 

o f inoculum was prepared at 3 7°C during 12 hours. For the bioreactor thc inoc'Ulum was prepared 

with a series of transfers into the volumes of 25 and 25ü mL of the samc culture medium, both 

incubated at 37°C in a reciproca! shaker under 150 rpm during 12 and 6 hours, respectively. 
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2.4. Cultivations 

2.4.1. Cultivati<m under natural aeration. Ali batch cultures \Vere perfonned in 125 mL 

Erlenmeyer í1asks with :a working volume of 50 mL The media were inoc'tllatcxl \Vith lO% v/v. 

The fíasks were incubated at :noe, undcr 150 1vm fór 24 hours. The evaluated IGCs were O, 5, 

10, 15, 20, 30, 35, 40, 45 g.L~l. The ceH mass, HA, glucose, lactatc, acetate, formate und 

cthanol concentrations '\Vere detennined for cach flask ar the initiai and flnal times. The HA 

avcragc molecular wcight produced at the end o f the cultivation was also determmcd. 

2.4.2. Cultivation tmdc-r forced acration. Ali batch culmres were perftmned using a 3 L 

BioFlo IH fennentation system {New Brunswick Scientific Co. inc., Edison, NJ ., USA) with an 

opcrating volume of 2.5 L, during 24 hours. The media werc inoculated \Vith !0% v/v', The 

agitation rate and temperature adoptcd were 250 rpm and 37°C, respectivdy. The bioreactor \Vas 

sparged with a continuous air supply (2 vvm) and the cu!ture pH was not control1ed during 

cu!tivm:ion. The evaluated IGCs were O, 5. 25, 45, 90 g,L-1
• Samplc-s were withdrawn at intervals 

not 1onger than 2 hours and their ccll mass, HA, glucose, bctate., aceta('(\ formate and ethanoi 

concentratíons wcrc dctcnnined. The kinetíc of HA avcrage molecular Wi;ight \Vas also 

detennincd, 

25, Analytical Methods 

2.5.1. Cell growtb. Cdl growth was detcm1incd by the cdl dry weight according to the 

gravimetric method, 

2.5.2. Concentrations of giucose, iactate, acctate, formate und etharwt Culturc samp!es 

were filtered through membnmes with a pore size nf 0.2 )1Jl1 (Sartorius, Gocttingen, Gcnnany) 

and 20 tJL offiltcred &'lmple were injccted into an íon exchange HPLC (Shimadzu Corporal íon, 

Kyoto, Japan) cquipped with a 7,8 mm x 300 mm HPX-87H fast acid column Aminex (Bio-Rad, 
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Hercules, C A., USA). The mobile phase was composed of0.004 mol.L" 1 H2S04 pumpcd ata flow 

rate of 0.6 mL.mín"l as described by Cbong and Nielsen (13). The column was maintained at 

65"C. The peak elution profile was monitored with a Shímadzu RID-6A retfactive index detector 

(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). 

2.5.3. HA concentration. Initially the culture broth was ccntrifuged at 3200 rpm duríng 20 

minutes. The cell-free broth was treated with ethanol in a proportion 1.5:1 v/v ethano!: 

supematanr. The solution was eooled down, remaining at 4"C during l hour for the precipitation 

o f HA. The precipitated HA was redíssolved in a 0.15 moLL~ 1 NaCl solution. Three precipitation 

and redissolution steps were perfOrmed to íncrease the yíeid of HA precipitated. [ts concentration 

was measured by the carbazole method (20). 

2.5.4. H.A molecular wcight. The HA average molecular \:veight was determined by size 

exclusion chromatography, usmg a Shimadzu chromatography system (Shimadzu Corporation, 

Kyoto, Japan), containing a 7.8 mm x 35 mm Polysep-GFC-P column guard (Phenomcnex, 

Torrance, CiL, USA) mounted in series with a 7.8 mm x 300 mm Polysep-GFC-P6000 column 

of the gd filtration (Phenomenex, Tornmce, CA., USA) and a refraction índex detector. The 

analysis conditions wcre: lnjected samp!e of 20 pL, 0.1 mo1.L"1 sodium nitrate as thc mobile 

phase, l.O mLmin·1 flow rate and 25°C temperature, as suggested by the column manufacturer. 

Dextnm (American Po~ymcr Standards, Mcntor, Oh i o, USA) with molecular weight ranging from 

l 03 to 106 Da was used as a standard for the calíbratíon curve as described by Balke et ai. (2 /). 
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J. RESULTS AND BISCUSSION 

3.1. Thc initial glncose conccntration (lGC) effects on the cultivation tmdH natural aeration 

Thc IGC effects on the metabolism o f S!reptococcus· zooepidcmicus cultured under natural 

aeration m shake flasks are presentcd 111 the Figure 4.L2. lt can bc observed tbat thc ccll growth 

was independcnt ofthe lGC, cven in the abscncc of glucose (O g.L·1 glucose). These results are in 

accordance with the typical behavior {Lfr LAB whose bio.synthesis necds are provlded by thc 

com.plex nitrogen source ( 6, 17). Furthennore, the vast majority o f the glucosc is recovered in the 

fcrmentatlon products, according for the low concentration ofthe lactate (0.25 g.L' 1
) obtained in 

the cu!tivation in thc absence of glucose (Figure 4.l.2a). As a consequcnce of that, a higher 

production of the acetate ( 1.08 g.L-1
) and cthanol (0.20 g.L"1

) was observed in the absencc o f 

giucosc as illustrated ín the figure 4. L2b. 

Under glueose limítations, the results indicatcd the rcdirection o f the carbon flux. LAB shift 

fhm1 a homolactic to a mixed acid metabo!ism ín order to make up for thc decline of thc cdl 

encrgy (i\TP) produetion (4). Conscqucnce upon tbat, one additionalmo!e of ATP is gencratcd 

per mole of glucose, when the pyruvate is converted imo w:ctate lnstead of lactate as shown in 

the Figure 4.1.1 < 

When the JGC increases in the medímn, there is a subsrantiu! incrcmew of thc lw;tatc 

parallel to a reduction o f the acetate and cthanol concentrations. This bchavwr demonstrares the 

change to the homofennentative metabolism, which is thc most ordinary routc for thc glucosc 

catabolisrn in non-limíting condltions (22). 

It \Vas not observed any fOnnate production in the range of glucose concentration used in 

the cultivations sincc the pyruvate fOrmate lyase, involved in the production of thc fOrmate, Is 

inactivated \vhcnever thc exposurc ofthe cells to air occun; (23). 
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Figure 4.L2 -· Effec-ts of thc initial glueose concentration on thc cultivation of 5'treptococcus 

zooepidemicus ín shakc flasks during 24 hours: (a) (•) glucose consumption; (111) lactate; (-+) hyaluronic 

acíd; (.&) ccli growth; (b) (c) acctatc; (o) cthanol; (c){+) hyaluronic acid; (C·) hyaluronic acid avera.ge 

molecular weight 
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Thc low HA production (0.24 gJ.:1
) in the absence of glucose ís due to the activatcd 

monomers' msufficit~nt conccntration for the hyaluronate synthasc (.!3). Thosc monomers are 

produccd !Tom the intermediates glucose-6-P e fructose-6-P (Figure l.l). Tbc HA concentration 

incrcascd four times compareci to the HA conccntration in the absencc o f glucose, when thc IGC 

reachcd 5 gL~ 1
• However, under the shake l1asks limiting aeration, thc HA conct.mtratíon 

remained constant in others studíed iGCs {Fígurc 4. J 2a), 

Tbe IGC aiso afTe-cted the HA average molecular wcight as prcsented in the Figure 4.1.2c" 

The highest avcrage molecular weight (2.11 x lO~ Da) was obtaincd in the abscnce of glucosc, 

nevertheless the !oYvest concentra!ion of HA (0.28 g.L-t). The presence of glucosc caused an 

íncrease i.n the HA average molecular weight when the IGC ranged from 5 to 45 g. L- 1
• 

3.2. The initial gJucose concentrathm (lGC) effects on the cultiva.tion under forced aeration 

Table 4.1. t shows the IGC efK~cts on the cells (Y x.-5) and HA (YHA-·s) yield coefficients, both 

related to g!ucose, as well as the specific growth rate (~x) and vo!umetric producti\riry of l-IA" 

The Mx \Vas somehow constant (02R to 034 h .. 1), except for the 5g.L .. : IGC (0.41 !(\ This is 

consequent of lhe fas.ter exponential phase, 4 hou.rs, compareCI to the mher JGCs. in wh1ch tbe 

exponential phase rem<1ined betvveen 8 and 12 hours. 

Table 4,1.1 · Effects of the initial glucose concentration (IGC) on the spccific growth ratc and 

the yield coefficients rdated !o g!ucose obtalned m thc cultivation of Streptococcus 

:zooepidemicus under ibrced aeration d.uring 24 hours. 

IGC (g.L.1) ' 
YnAIS R' R' !Lx ll' Yx;s 

o 032 0.9894 NC NC NC NC 
5 0.4! 0.9985 0.06 0.9757 O. 14 0.99!6 

25 0.34 0.99!2 O.lR 0.844! o. ll O. 9012 

45 0.3! 0.9967 0.119 0.7129 0.20 0.9655 

90 0.28 0.8470 0.02 0.9543 0.10 (),9514 

J.l.j, ~ spccif1c growth ratc (h.(); Yrt.vs~ HA y!eld from glueosc {g .g. 1
); Yx:;; --· t:dl yicld 

fi.mn glucosc(g .g. 1
; NC) ~ not calculated, 

59 



Among thc constdt.~red IGCs, only at 25 g.L-1 there was a higher glucose conversion into 

HA than lnto ceHs, as observed in the yield cocfficient values (Y HA!S, Y Xis) in Table 4.l.l. This 

result, which has no preccdcnt in thc litcrature, indicates an inversion of tbc carbon source 

direction to rhe HA synthesis at thc cxpense of ccll growth in acidifyíng cultivation. A similar 

ínversion was observed when Streptococcus zooepidemicus WSH-24 was grown under the 

intennittent alkalinc-stress (pH 8.5) strategy at carbon-to-nítrogcn ratio (C!N) of 2.8 (7). B)' 

COITelating these effects, ít may be suggested a rclationship between the C/N ratío and pH 

extremes related to neutra! pH 7.0, whích deserves to bc approached in depth, Thís behavior may 

be in consequence of the rnicroorganism exposition to stress conditions, in which the cells 

produce an HA capsule as a way to shield from the acid or a1kaline rnedium p.H. This protection 

strategy has been described for group A streptococci as a protectivc shield to oxygen (24), in the 

other IGCs, the carbon source was preferentially converted into cell mass ínsread ofHA 

The effect of medlum C/N ratios at constant pH 7.0 influcnced the HA specific 

productivity. However the changes were more attributed to rhe cell yield than to thc HA yie.ld 

( 15). ln this \vork, in non-controlled pH cultívations, it was observed that the changes occurred in 

both yields. For this reason, the pH control could also be related to the observcd inversion o f the 

carbon source direction. 

The lGC effects on the HA volumetJic and specific productlvitles and the HA average 

molecular \Veight are presented in Figure 4, 1.3. The highest volumetric productivity o f I1:A 

happened fOr the 25 g.L-1 IGC (0.06 g.C1.h-1
) which is in accordance wíth the observed behavior 

of the yield coefficiems (Table 4.1.1). The average molecular weíght increascd until45 g.L-1 IGC 

but it was reduced at 90 g.L· 1 IGC. 
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figure 4.1.3 -- EíTccts of the ínitiul glucosc concentrntion on (n') thc hyaluronic aciJ \'Olumctric (•) and 

speciflc {li!) productlvitics and on (b) thc hyaluronic acid avcragc molecular wcighl ·) pro-duced ai thc 

em! o f thc cuhivmion o f S'fn:ptococcus zooepidemícus undcr fOrccd a-.·ratwn. 

A comparison o f the liA average molecular weight obtained at various lG(~s ln cultivmions 

under mnural and fbrced aeration is sbown in the Tahle 4.1 Ar l.he same 1GC, Lhe HA average 

molecular weight was reduced when the cultivatio:n \Vas performed under túrced aemtinn. Theses 

results may be assoc!ated wilh the poly1ner chains degradation along cultivation, imparted by the 

shear from the agimrion and t(>rccd acration. 
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Table 4.1.2 - HA average molecular weight at various initial glucose conccntrations (IGC), 

obtained at the end of the cultivation of Streptococcus zooepidemicus under natural and forced 

aeratlon. 

IGC (g.L.1) 

o 
5 

25 

45 

Avcragc molecular weigbt (Da) 

Natural acration 

2.11x!01 

2.58 X J 07 

5.30 X \07 

Forccd aeration 

6.25 X 106 

L50 X !07 

2.09 X 107 

2.62X !07 

EftCcts o f the !GCs on the organic acids concentratíons as a consequence o f thc metabolic 

changes are presented in the hbrure 4J A The lactate, which ís the rnain product o f the 

homofenuentative metabohsm, was produced in ali cultívatíons. Nevertheless, the mixed acid 

metabolism observed in the absence of glucose yielded the lowest leveis of lactate, which was 

consumed by the ceHs as a carbon source after 12 hours of cultivation (Figure 4.l.4a). Thc kinetic 

o f acetate productíon (Figure 4.1.4b) f()Jlowed the cell growth kinetlc ranging from IGC5 to 45 

g.L· 1 l(iC, reaching concentratíons bet\veen 1.3 and 1.5 g.L- 1
• !n the absence of glucose, rhc 

metabolism from pyruvate shifted to acetate to compensate the reduction o f the A TP production 

as mentioned abovc (figure 4.1.1 ). 

Fom1ate was produced at low concentrations at the IGCs of O and 5g.L"1 glucose, even 

though in both cases it was consumed by the cells due to either the absence or rhe total 

consmnption of glucose at 5 g.L-1 lGC (Figure 4< L4c). The fonnate production, even undcr 

forced aeration, can be associated to anoxic conditions encountered for some cells give:n the 

greater cell aggregatlon in the prest-'11CC of HA (!3). Such aggregation avoids the pyruvate 

formate lyase ínhlbítíon under the excess o f oxygen. Tbe formate was not produced at the other 

lGCs. 
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The ethanol production was observed in the absence of glucose only. H was produced after 

14 hours, at the same time the lactate was consumed by the cells (Figure 4.1.4d). Hence, the 

ethanol production may be associatcd to the lactate catabolísm. 

Considering the above mcntíoned reasons, a metabolic flux ana1ysis will contribute to a 

better undcrstandíng of the mctabolíc changes on the cell metabo!ism and theír ínf1ucnces on tJu.~ 

production of HA. 

4. CONCLl!SIONS 

The tlm.::e main effects of IGC on the Streptococcus zooepidemicus metabolism may be 

descríbed. Firstly, the metabolic changes between the mixed acíd and homolactic metabolisrns. 

The former \Vas. observed only in the absencc of glucose, lndependent ofthe oxygen supply, The 

presence of giucose jnduced the homofermentative metabolism ín which the HA production and 

cell growth were dependent on the IGC under non-limiting oxygen supplying conditions only. 

Secondly, a higher HA production and productívity \Vere observed in the cultivation at 25 g.L- 1 

lGC, which was the only condition where the inversion of the carbon source direction to HA 

occurred. And last but not least, the HA molecular weight increased along with the !GC withín 

the studied range. 
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4.2. EFEITOS DO CONTROLE DO pH DO MElO DE ClJLTVRA NO METABOLISMO CELULAR 

E MASSA MOLAR DO ÁCI!lO HIALURÓNICO PRO!liJZlDO 

ARTIGO S-tlBMETIDO AO PERIÓBICO 

''ENZY!VlE AND MICROBJAL TECH~OLOGY'' 
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MET ABOLI C CHANCES, HYALURONIC A CID PRODUCTION AND MOLECULAR WEIGHT IN 

THE STREPTOCOCCUS ZOOEPIDEMICUS ATCC 39920 CULTIV ATION PROMOTED BY THE 

pHCONTROL 

Aline Mara B. Pires and Maria Helena Andrade Santana* 

Laboratory o f Development of Biotechnological Processes 
School ofChemical Engineering, P.O.Box 6066 

University o f Campinas- UNICAMP 
13083-970, Campinas-SP, Brazil 

ÁBSTRACT - The pH contrai effects on the cultivation of Streptococcus zooepidemicus ATCC 

39920 were studied, with focus on the microbial metabolism changes, the production and the 

molecular weight of hyaluronic acid (HA). The cultivations were performed in a 3 L bioreactor, 

with the maintenance o f constant pH (7 .0) as well as without the constant pH rnaintenance 

(acidifying condition). Not only did the pH contrai along cultivation result in higher cell 

productivity (0.21 g.L.1 h-1
), but also in the HA productivity (0.10 g.L-'.h-1

), wlth total 

consumption of glucose as a carbon source. However, in the acidifying cultivation an inversion o f 

the carbon source direction to the HA synthesis at the expenses of cell growth was observed. 

Among the metabolic changes, the pH control allowed for higher lactate and acetate 

concentrations plus fonnate and ethanol production, metabolites which were not quantified in the 

cultivation performed under acidifying conditions. Although the above rnentioned benefits, the 

HA average molecular weight produced at constant pH (4.0 x 106 Da) was lower than the HA 

produced under acidifying conditions (2.1 x 107 Da). 
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1. INTRODUCTION 

Hyaluronan (HA) is a ubiquitous connective tissue glycosaminoglycan which in vivo ts 

present as a high molecular weight component of most extracellular matrices. The HA IS 

comprised of repeating disaccharide units o f D-glucuronic acid and N- acetylglucosamine linked 

a1temate1y by ~-1-3 and ~-1-4 g1ycosidic linkages [1]. Present1y, the importance of HA in the 

pharmaceutical and cosmetic fields is worldwide recognized, due to its unique physicochemical 

and biological propertíes [2, 3]. The microbial source HA presents properties with a better 

controlled quahty, requires a smaller investment conceming its recovery and purification as well 

as it prevents from viral contamination opposed to the animal tissues extracted HA such as the 

rooster combs [ 4]. Moreover, microbial production allows for the optimization o f the product 

yield, quality promoted through genetic engineering and the control of the culture conditions [5]. 

Streptococci have been the most used genus ofbacteria in the microbial production of HA. 

These bacteria are aerotolerant anaerobes which grow well in both aerobic and anaerobic 

cultures. HA is a capsular biopolymer shedding to the medium, and the HA unreleased amount of 

capsule is relatively insignificant. As ali lactic bacteria, its cultivation is characterized by the 

generation of organic acids, which create an unfavorable environment for its growth and cell 

viability. Benefits from the pH control on the production of exopolissacarides by lactic bacteria 

have been extensively reported in the literature [6, 7, 8, 9], being its influence on this kind of 

cultivation considered more important than the nutrient supplementation in the cultivation media 

[10]. Except for some species of the Lactobacillus, Leuconostoc and Oenococcus genus, the 

lactic bacteria are neutrophiles, i.e., optimum pH for growth in the range o f 5 to 9 [11 ]. 

Although the numerous benefits from pH control on lactic bacteria, it is on the utilized 

strain that specific effects on the production and on the molecular weight of exopolysaccharides 
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depend [12]. Previous studies evaluated the pH influence on the HA production and molecular 

weight frorn different strains of Streptococcus zooepidemicus, such as ATCC 6580 [13], ATCC 

35426 [14, 15], CKD 117 [ 16]. In general, better cell growth and HA production were obtained at 

pH dose to 7 .O and no significant differences in the HA molecular weight were verified at pH 

6.0, 7.0 or 8.0. Definition of operational conditions, such as the pH contrai for HA production is 

necessary for an economical fermentation process, as well as it contributes to the understanding 

of the complex HA fommtion mechanism from streptococci cultivation. 

Even with important contributions from various previous studies, there is still little 

information available regarding the effects of pH and its contrai along cultivations in the 

metabolic changes. Additionally, although the various reports on the Streptococcus 

zooepidemicus ATCC 39920, which has also been used in our studies, there are no specific 

studies involving the pH effect on its cultivation. This is a rnutant strain pointed out for the 

production oflarge amounts ofhigh molecular weight HA [17]. 

Following to the previous findings, this study explored the effects ofthe neutral pH contrai 

on the metabolic changes along the Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920 cultivation, HA 

production and molecular weight. 

2. MATERlALS AND METHODS 

2.1. MicroorganisRL Streptococcus equi subsp. zooepidemicus A TCC 39920 was obtained from 

the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) as a lyophilized culture 

kept in ampoules. 

2.2. Culture Medium. The synthetic medium was composed of 60 g.L-1 yeast extract, 25 g.L-1 

glucose, and salts according to the composition reported by Swann et a!. [18]. The medium pH 

was adjusted to 7.5 prior to sterilization and the glucose solution was autoclaved separately. 
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2.3. Cuiturc Maintenance and .Inoculum Preparation. The stock culture was kept frozen in 

Brain Heart lnfusion (BHI) broth containing 10% glycerol and glass beads at ~20°C. The pre­

inocuium was prcpared by streaking thc glass beads onto BH[ agar platcs supplcmentcd with 5% 

:sheep blood (Biotério Boa Vísta, São Paulo, Brazil) and incubating at 37°C during 24 huurs, 

Colonies were then transferred into 25 ml of cu1ture medi um and grmvn on a rotatory shaker at 

150 rprn, 37'"C for 'J2 hours. Next, the inoculum was transfCrred lnto 250 mL ofculrure medi um 

which was incubated under the sam_e above mentioned conditions during 6 hours. 

2.4. Cultivatious. A 250 mL volume of inoculum, prepared as described in 2.3 item, was 

transferred to 3 L BioFlo IH fenncntation system (New Brunswíck Sc-ientific Co. Inc., Edison, 

NJ., USA) with an opcrating volume of 2.5 L. The agitation rate and temperature adopted were 

250 rpm and 37"C, respectively. The bioreactor was sparged with a continuous air suppiy 

(2 vvm). The cultlvations were carried out at non-controlled pH (addifyíng cuhivation) and pH 

controlled. at 7 .0. The pH control was perfom1ed through the fCeding o f sterile solution 5 moLL-1 

NaOH along cu!tivation. Sarnples were withdrawn along 24 hours and their cell mass, HA, 

glucose. lactate, acetatc, fonnatc and ethanol concentratlons were determincd. The kinetic o f HA 

average molecular weight was also determined. 

2.5. AnaJytica! Methods 

2.5.1. CeH gmwth. Cell growth was detcmlined by the cell dry weigh according to the 

gravimetric method. 

2.5.2. Concentrations of glucose, lactate~ acetate. formate and ethanol. Culture samp!es 

were frltered through rnembranes with a pore size of 0.2 IJ-m (Sarrorius, Goettingen. Germany} 

and 20 J.-LL o f filtered sample were injected intn an ion exchange HPLC (Shimadzu Corporatüm, 

Kyoto, Japan) equipped with a 7.8 mm x 300 mm HPX-87H fast acid column Aminex (Bio-Rad, 
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Hercules, CA, USA). The mobile phase was composed ofO.Oü4 moLL 1 J·hSO.\ pmnpcd ata t1ow 

rate of 0.6 mLmin.·1 as described by Chong and Nid.sen [19]. The column was maintaincd nt 

65"-:JC. The pcak clutlon profíle was monitored with a Shimadzu RlD-6A rcfinctivc indcx detector 

(Shinmdzu CmvoratiorL Kyoto, Japan). 

2.5.3. H.A concentration. lnitially the culture broth was centrífugcd nt 3200 lTH11 during 20 

minutes. The cell-free broth was trcated with ethanol in a proportion LS:l v/v ctbano!: 

supcmatant The solution was cooled dmvn. remaíning at 4"C during l hour for thc prccipitation 

o f HA. ~fhe pn:cipituted HA was redissolved in a O.! 5 moLL-1 NnCl solution. Three prccipitation 

and redisso!ution steps were perfonned to íncrcasc the yield o f H!\ precipitated. íts concemration 

was measured by the carhazolc method [20]. 

2.5.4. HA Molecular weight. Thc HA average molecular weight was detcrmined by size 

exdusion chromatography, usíng a Shirnadzu chromatography sysrem (Shímadzu Corporation, 

Kyoto, Japan), eontaining a 7.R mm x 35 mm Polysep~(JFC~P column guard (Phenmnenex, 

Torrance, C A., tJSA) moumed in serics with a 7.8 mm x 300 mm Polysep-GFC-P6ü00 column of 

the ge! filtratlon (Phcnomenex, Tommce, CA., USA) and a refraction index detector. The 

analys1s conditions were: injected sampie o f 20 iJL, O_l moLL" 1 mdium nítrate as the mobile 

phase, LO mLmin""1 t1ow rate and 25"'C temperaturc. as suggested by the column manutftcturer. 

Dcxtran (American Poly:mer Standards, Mentor, Ohío, USA) with rnolecular \VCight rang1ng ti:om 

l 05 to l 06 Da was used :as a standard for the calíbration curve as dcscribcd by Ba!kc et a!. [2l.J. 
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3. RESl!LTS AND DISCVSSION 

3.1. Metabolic changes aud HA productiou 

Thc behavior of the non~contro!led and pH controlled cultlvations ís shm.vn in Fi&rures 4.L 1 

and 4.2.2, through its kínetic profiles along 24 hours cu!tivations. Tables 4.2.1 and 4.2.2 

summarize the calculated kinetic paramete.rs. 
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.Figure 4.2.1 - Kinetic profiles o f (a) cell growth, (b) glucose concentration, (c) HA concentration and (d} 

pH along cultivatlons using Streptococcus zooepidemicus undcr (•) non-controlled pH and (a) controllcd 

pH at 7.0. 
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The results show, in both cases, the cxponential phase along thc flrst 6h (Fígure 4.2. la). At 

this time, thc pB was drastically reduced to approximatcty 5.0, fbr non-contro1led pH cn!tivation 

(Figure 4.2.1 d), as expected for the cultivation o f n lactic bac\crium. The g!ucose was totaHy 

consumed in the pH controUed cultlvation only (Figure 4.2,lb), and tbe HA production \Vas about 

t\\iice higher for the controHed pH cultívatíon (Figure 42.1 c). 

Table 4.2.1 --- Efrects of the pH control on the spccific vclodty of grO\vth, yidd coefficicnts and 

prodw::tivitít'S obtaincd during thc bate h culture of Strcptococ-cus zoocpidemicu<.·. 

_Parametcrs 
Non-controUed pH ControHcd~ 

\'alue R' \';\hm R' 

llx (h'') 0.34 0,0912 0.::19 0.9867 

Y xrs (g cclls.g glucosc··J) 0.11 0.9541 0.07 0.9634 

v,~AiS (g HA.g glucose-1
) 0.18 0.8441 0.05 0.97M 

P, (g I!A,L'1,h'1) 0.06 0.1 o 
P:x (_g ccils,L·1.h-1

) 0.04 ü-21 

spcclfic growth rate; YnA:s: HA yicld fiom glucosc; Y x ~: HA yicld fí:om g!uc-osc; 
F'r: HA productivity; PX: cc1l productlvity. 

Fmm thc cakulated parametcrs in Table 42.1, ü may be observed thut a!though the ccll 

(\:"" x:s) and HA (Y HM;) yields were higher in t:hc non-controlled cultivation, the productivitles (Px 

and Pp) were higher at control1ed pH due to higher glucosc cowmmption. Furthermorc, Ihe pl-l 

control duplkated the spccifíc gnnvth ratc (J..lx) for pH co.nrrolled cultivation, cornparcd to thc 

aciditymg condilions. 

The lactic bacteria sensitivity to h1\V pH WR''t reportcd by Nannen and Hutkins (221. Thcy 

obscwed for diffe-rent stra1ns of strcptococci, a criticai pH of aroun.d 5.0, dd!ncd us thc pH at 

which the cell growth is stopped and rhe cell viabílity decrcascd, concm.nitant with the 

transmembrane pH gradient decrease. Ou r results also suggest a crítica! pH for thc Streptucoccus 

zooepidemicus, observed when the pH was les:ser tlum 5.0 after iO huurs, in acidl:t)'ing 
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cultivation, dcspite the high remaining glucose concentration (approximatcly 2L4 g.L-1
). In this 

case, the ccH growth imeiTuption ís apparently due to the díssípation of the transmembrane pH 

gradicnt (:_\pl-i) instead of the starvation for glucose in the medium, as occmTed in thc pH 

controHed cuitívation. After 10 hours a tendency for the diauxic behavior, described by 

Am1strong and Johns [14], was also observed in the pH controUed cu!tlvation. 

The highcr HA production at controlled pH may a!so be re!ated to the hyaluronan synthase 

(HAS) activity. Tlapak-Simmons et a!. [23) found an effective pH range o f activity between 6.6 

and ll ,5 for HAS frmn Srreptococcus equisimih'>'. Additionaliy1 HAS lost stability at acidit. pH 

5.0. 

"fhe higher glucose conversion to HA (Y HA:s) than to ceUs ( Y x/s) was observed ín non­

controlled pH cultivation (Table 4.Ll) which suggests an inversion ofthe carbon source direct-ion 

ro the I-IA synthesls at the expense of ceU growth. A similar inversion was observed when 

Streptococcus zooepidemicus WSH~24 was grown under the intennittent aJkailne-stress condi6on 

[24]. Therefore this inversíon may be related to the microorganism exposition to a pH stress 

condítíon, when the cells produce an HA capsule as a way to shield from the acid or alkaline 

medium pH. Cleary and Larkin [25] described a protective HA shield ffom oxygen for group A 

streptococci. By coiT-elating these cffects, a relationship may be suggested bctween the HA 

production and pH extremes related to neutral pH 7 .0, which deserves to be approachcd ln depth. 

The pH control also produced metabohc changes as shown at the Figure 4.2.2 and Tab!e 

4.2.2. In both conditions, the lactate was the main metabolite produced, as expected. The acetate 

was also produced in both cultivations, aHhough at controlled pH its production occurred along 

cultivation, even after the glucose exhaustion. 
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Fignn' 4.2.2 ~ Kinctic prM'iks o f (a) lactatc, (b) acctatc, (c) 1\xmatc and (d) c1nnol along. batch culturc o f 

Stn:ptococcus· ::ooepidemicus under (a) non~controllcd pH and {m) comro!led pH at 7.0. 

Formate and ethanol \vere produced lu small amounts at controlled pH only (Figllra 2). 

Dcspite the pyruvate fom1atc lyase sensitivity to oxygcn, the fommtc production in <H.:robic 

cu!tivation of S'treptococcus :zooepidemicus can be explaincd by the aggrcgation imparted by the 

presence of I-IA in medium as describcd by Chong and Nidsen [l9l All of these eHCcts are 
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consequent upon the activity of the involved enzymes, for which the neutra! or alkaline 

condítions are beneficiai, as reported by Moat et ai. [26]. Platt and Foster [27] pointed out the 

metabolic changes related to the pyruvate metabolism in response to the intracellular pH. Harvey 

[28} demonstrated the glycolitic activity reduction f()r streptococcí, and the specífíc activíties of 

hexoktnase and acetate kinase at p.H lesser than 5.0. 

The yield parameters from Tab!e 4.2.2 show that at constant neutral pH, 89.7 % of the 

carbon from glucose was recovered as metabolites, being 84.0% as lactate, 3J)% as acetate, 2.0% 

a.s fonnate and O. 7 % as ethanot In acidítjing conditions, in addition to the carbon from glucose, 

the carbon üom organic nitrogen source was probably also used, beca use the yíelds from glucose 

were higher than l. Typical o f lactic bacteria, ln both cases, low leveis o f glucose carbon were 

recovered in cells [ 19]. 

Tahic 4.2.2 EffCcts o{ the pH control on yield coefficicnts o f the main metabolitcs produccd 
during the batch culturc o f Streptucoccus zooepidemicus. 

Paramctcrs 
Non-controlle-d pH Controlled pll (7.0) 

V alue R' V alue R' 

1r·L~es {g lactatc.g glucosc-1 
j L23 0.9908 0.84 0.9590 

Y"',;s (g acctatc.g glucosc'1) 0.19 0.9844 0.03 0.9876 

YF,"-s (g formatc.g ghJcosc· 1) 0.00 0.03 0.9912 

Y Etows (g cthanoi.g glucosc-1) 0.00 0.00 0.9731 

For fennentative bacteria as Streptococcus zaoepidemicus, the production of lactate is 

impom:mt, considered the energetic point of vicw. The end-products eftlux coupled to the proton 

translocation may spare ATP, since its hydrolysis, which is used in the pumping ofprotons to the 

extrace!ular medium, is diminished [29]. Hl'TICe, the ATP energetic cquilibríum is a consequencc 

of the metabohc changes promoted by the pH cont:rol in the medi um, and may explain the higher 

HA production. 
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Conccrníng the ahove mentioncd aspects, a metabolic f1ux analysis should be used as a tool 

the better understanding of1-he relationship beiwecn mctahohc changes on thc ccll mc!abolism 

and HA production. 

3.2. HA average molecular \Veight and distribution 

Tbe evolution o f the HA average molecular weighr along cultivations carried out under 

controllcd and non-controlled pH is presented in Figure .3. A!though in both cases a high 

,:rvcragc molecular weight HA was produced, !07 and Hf' Da, the HA average molecular weight 

dccreased along cu!tivation. The dccreasing wa:-; more sevcre m the neutr:t! contro!lcd pH 

cuhivatimL In thc end of cuhivations, the avcrage molecular wcights o f i-IA \Vere 2. l x 107 and 

4,0 x l06 Da for the non-controlled and controlled pH cuhivations, respectivc!y . 

• o 
;::: KOE+07 w, 
~ 6.0E+07 

-~ 4DE+07: 

m ! 
~ 2.0E+07 !· 

.!!! I 

·- • ~ 8.0E+06l 
O'! i 
~ li0E+06t 

g; 4.0E+06 f 
<i ' 

..... '11!'-- !1,, 

'!'k- .. -A!i I 
i 

2DE+06 L---------~-------------------- _j 
0.0 5.0 10.0 15.0 2(U 26.0 

Time (h} 

Figure 4.2.3- EftCci of pH control on thc avcrugc molecular ~vóght of HA produccd undc-r (e) non­

umtrol!ed pH cu1t!vmion and (m.) controllcd pH 7.0 cultivatimL 
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Thcsc results could be attributcd to the higher susceptibility to shearing of thc J .. ·JA chains 

produced at controlled pH 7<0, According to Morrís et al. [30], the acidifying conditions may 

contribute to a polymeric network more shear:ing rcsistant~ given that interrnolecnlar ínteractions 

are cntropica!ly favored by the electrostatic repulsions suppression, Moreover, the remaining 

glucose concentration in the non~controlled pH cultivation may help the strengthening o f the HA 

network by the hydrogen bonds between HA and glucose molecules [.31 ). 

Although the transferase actívity dependence on the pH and rhe mechanism.s controllíng 

chain length are not yet known, the pH m.ay also influence the H:A elongation through enzyme 

conforn1ation changes, according to the pendulum hypothesis developed by Weígel [32]" 

Tab]e 4.2.3 shows the I-lA molecular weight (MW) distribution from both cultivatíons. 

From the acidifying cultivation were observed two populatlons: the first with MW between 

LO x 106 and 7.4 x 106 Da (24.5%) and the sccond with MW hígher than 7.4 x 106 (75.5%), 

which was the highest MW within our standards. At controlled pH 1 an additional populabon in 

the range of l 05 Da appeared in the dlstribution, The HA average MW of AH in the cnd o f 

cultívations was 2.1 x 107 and 4.0 x 106 Da, for non~controlled and controlled pH cultivations. 

Tablc 4.2.3 ~ Effect of pH on thc HA molecular wcight dlstributíon. 

pH 

Non-controllcd 

Controllc-d (7.0) 

80 

Molecular weight fraction C'/u) 

M\V around t05 Da 1 x 10(\ Da< M\V < 7,4 x 106 Da rvtW>7,4 x H't' Da 

0.0 

13.5 

24.5 

52.0 

75.5 

34.5 



4. CONCLt:SJONS 

Various importam featurcs rclatnt to tbe nt:utral pH conirol, wcrc found in thc cultivations 

Yvith S'treptococcus :::ooepidemfnrs ATCC 39920. The control of neurral pH ahmg cu!iivation 

mcreascd both the ccH and HA productíons, with rota!. consumption of glucosc as a carbon 

source, The pmductivíties were also increased compared to non-controlkd pH cultivations. The 

carbon source inversion to the HA <>ynthcsis, at the expense of cell grmvth in the non-controlled 

pH cuhivation, may indicate a defense mechanism ffom acid stress. Among the metabohc 

chunges, thcrc was a higher production o f ucctntc besides production o f ti:.mnate and ethanol 

in controHcd pl-L Undcr non-control!cd pH conditions, formate and cthano! \Vere not dctcctett 

And last but not lcast, thc pH control bcnefíted the production of HA with average molecular 

weight of !06 Da with three populatíons. Non-controHed pH conditions produced lcss HA yet 

\vith a highcr averagc molecular we!ght o f 107 Da within two populations <mly. 
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METAllOLIC FUJX ANAL YSIS OF Til E MICROH!AL PROilUCT!O:'< OF liVAURONIC A CID 

UNOER TIIE EFFECTS OF THE lN!TlAL GLUCOSE COXCENTRATION AXO PII CONTROI., 
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Laboratory o f Development o f Biotcclmological Processes 
School ofChemical Engincering, PD.Box 6066 

Universlty o.fCampinas~UNlCAMP 
13083-970, Campinas-SP, Brazíl 

ABSTRACT ·-A rnetabolic tlux analysis of the hyaluronic acid (HA) production by Strepfococcus 

zooepidemicus ATCC 39920 was carried out in order to investigate the r::ffccts of the imtia! 

glucose concentration (IGC) and pH on the cell mctabolisn:1. The f1uxes through the metabolic 

reactions were estirnated using the rates o f glucose uptake biomass, HA, lac!ate, acetate, formate 

and erhanol. Thc mctabolic Hux dístributions Ü1 the exponentiai-phase growth were described i-11 

cultivations perf'Ormcd under acidlfying conditions at diftCrent !GCs (5, 25 and 45 g.L 1 glucose) 

and ín cuhivation at 25 gJ ... -1 IGC \vith the maintenance of constam pH (7,0). The resu1ts have 

demonstratcd changes in thc metnbolic flux distributions ín most o f metabo!ites .. except tOr the 

Huxes rhrough thc ATP used Ín cell maintenancc \Vhich Víiere similar for rhe various lGCs under 

acidi fying conditions. The lactatc and acct:•te productions .show a dose rclat10nship with the ATP 

and NADH pmductions, Howevcr, the changcs in the HA productíon pathway were more related 

to the distributions of t1uxcs to the precursor& of I--iA synthesis thun to the energy availability or 

redox state ofthe cells. 

Kry~words: hya!uronic acid, metabolic flux analysis (Mf.A), fcrmentation, S'treptococcus :wucpidcmicus. 
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i.lNTRODliCTION 

The hyaluronic acid ( HA) is a linear, high molecular weíght polysaccharíde which eonsists 

o f repeating dlsaccharidc uníts o f 0-glucuronic acid and N-acetylglucosamine residues [ ll HA ls 

produced by almost ali members of thc animal kíngdom as a major component of the­

cxtracc!lular matrix [2], and by streptococci as a mucoid capsule surrounding the cell [3]. 

Among the HA biological roles are included the elastoviscosity maintenance o f connective 

t1ssues, tissue hydration control, supramolccular assembly of proteoglycans in thc cxtracellular 

matrix, and numerous receptor-mediated roles ín ccll dctachment, mitosis, mígration, tumor 

dcvelopmcnt and metastasís, and inflammation [4}. Relleeting upon this variety of natural 

functions, I1A has becn found suitable for a number o f applicatlons ín the cosmetic und medicai 

!ields [5, 6, 7]. 

Traditíonally, HA was extracted from rooster combs; howcvcr, consideríng the limited 

tissue sourccs, viral infection risks and high cost [8], mícrobial produci'lon hns become 

íncreasíngly more attractivc for large-scale productíon [9l Moreover, tbe bacteriai process also 

allows for the optímizatíon o f product yield and quality, through genetic engineering rmd thc 

culture conditíons control [ t 0]. 

HA has bccn produccd commercially since the early t980's through the cultivation o:f 

group C streptococci, in particular S. equi subsp. equi and S. equi subsp. zooepidemicus, 

Thenccforth, traditional methods for HA production cmphasizing mainly on thc ceH growth 

conditions [11, 12, 13, 14, 15, 16] rather than on the ccll metabolism were effcctive in the 

optimization of thc HA microblal production, whercas the cell regulation crücria to adapt to 

environmental stímulation have not been given much consideration [ 17]-
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A very prominent phenotypic investigation method !hat bas been emp!oyed for thç ana1ysis 

of cells in Jifferent environments is the quantHícation of metabo!ic t1uxes in cells grown under 

ba!anced conditions, such as in a steady-state chemostat or during the exponential phase of a 

bate h culture [ 18], A common approach for the estimation o f intracellular tluxcs is the mctabolic 

Hux analysis (MFA) or, more specifically, metabolite balancing [19, 20]" It uses mass balancing 

tedmiqucs and the assmnption o f metabolic s.teady slate for the formulatíon o f linear constraints. 

Thesc constraínts, togcthcr with thc measuremcnts of extracellular uptake and sccretion ratcs, 

allow the cakulation of intracellular nct reaclion rates and, thus, thc: dctenmnnrion of metabolic 

ílux distribuíions In a defincd stoichiometríc network 1 j. Cm:nparison o f mctabolic f1ux 

distributions under different cnvironmcntal perturbaüon may provide vahmb!e knowlcdgc about 

the intcmctions betwccn ditfcrcnt palhways and the ccllular physiology and metabo!ism f21, 22]. 

So fax, few smdics rcgarding the MEl\ and HA production bave heen dcvclopcd. Chong an_d 

Nie!sen [23] developed a metabolic -Jlux modelto compare the glucosc and maltose melabolisms 

during an aerobic batch cultivation of !:>frepwcoccus zooepidemioLv ATCC 35246. Despire the 

large difl'erences in energy rnetaholisrn, the HA yield vvas as largely unaffectcd as was thc 

molecular weight The analysis o f metabo1ic models cmTied our by Gao et a!. [i 71 for 

5:rreptococcus zooepidemicus H23 in dlfthent culture stagcs and under diffCren1 dissolved oxygen 

tension (DOT) showed that the tluxes to biomass and HA changcd significantly in order to adapt 

to envin:mmental condüions, whilc the flux to lactate was quite st<!blc< Howevcr, Duan et a/. [24] 

compared the metaboiic Hux distribution o f Streptococcus zooepidemicus G l under acrobic 

conditions at various DO leveis and demonstrated that the HA synthesis pathway was little 

affected by the DO leve L In contras r, the lactate and acetate 1luxes \Vere greatly infh!cncelt 
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In this shrdy, the metabolic t1uxes were analyzed under environmental perturbat.ions sue h as 

the initial glucose concentrations and non-controlled or controlled pH along cuitivalions. Models 

of metabolic network at different conditíons wcre established using the Mf A approach and the 

relationshíp between celi growth, HA production, metabolites production, energy ílux and 

reducing e-quívalent was discusscd. 

2. MATERL\LS ANO METHODS 

2.1. .Microorganism. Streptococcus equi subsp. zooepidemicus; ATCC 39920 was obtained from 

thc AmcTican Typc Culturc Collcction (ATCC, Manassas, V A, USA) as a lyophi!ized culture 

kept in ampou1es. 

2.2. Culture Medium. The synthetic medium contained 60 g.L-1 yeast cxtract and salts according 

to the composition reported by Swann et a!. [25). The pH was adjusted to 7 5 prior to 

sterilization. A 20% (w/v) glucose solution was autoclaved separately and added to obtain ínitíal 

glucose concentratíon in the range ofO and 90 g.L"1
. 

2.3. Culture Maintenance and lnoculum Prcparation. The stock culture was kept frozen in 

Brain Heart Jnfusion (BHI) broth containing to<x·) glyceroi and glass beads at -20°C. Thc pre­

inoculum was prepared by streaking the glass beads onto BHI agar plates supplcmented whh 5% 

sheep blood (Biotétio Boa Vista, São Paulo, Brazíl) and incubatlng at 3T'C duríng 24 hours. 

Colonies were then transferred in to 25 mL o f cuit-ure medium and grown on a rotatory shaker at 

J 50 rpm and 3TC for 12 hours. Next~ thc inoculum was transferred into 250 mL of culturc 

medi um which was incubated under the same abovc rnentioncd conditions during 6 hours. 

2.4. Cultivations. Ali hatch cultures were pcrfonned using a 3 L BíoF!o IH tbmentation system 

(New Brunswick Scientlfic Co. Inc., Edison, NJ., USA} with an operatíng vohune of 2.5 L. The 

media were inoculated with J0%1 v/v. The bioreactor was sparged with a contínuous aír supp!y 
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(2 vvm) and the agiration rate and temperature adoptcd wcre 250 rpm and JTC, respcctivc!y. Thc 

initial glucose concentrations of 5, 25 and 45 g,L" 1 were stud1ed in cultivations performed under 

non-controlled pH. For the 25 g.L-1 lnitial glucose concentration, the cultívattons were carried out 

under non-con!rolled pH (acidifying cultivation) and contro!lt~d pH at 7.0, by the addition of 

5 moLL··I NaOH solution. Samplcs \vere withdrawn at intervals not· ionger than 2 hours and the1r 

cdl mass, f-IA, giucose, lactate, acetatc, fonnate and ethanol concentrations were detcrmíned. 

2.5. Analytica! Methods 

2.5.1. CcH growth. Ce!l growth was detennincd by the cell dry \Veíght according to tbc 

gravimetric methmL 

2.5.2. Coneentrations of giucose, Jactate, acetatc, formate and ethanol. Culture samples 

were filtered through m.embranes viíth a pore size of 0.2 }lm (Sartoriu....'l, Goeníngen, Germany) 

and 20 pL offiltercd sample were injected into an íon exchange HPLC (Sbimadzu ('orporation, 

Kyoto, Japan) equipped with a 7.8 mm x 300 mm HPX-87H filst acid cohnnn Aminex (13io-Rad, 

Hcrculcs, CA, USA}, The mobile phase was composed of0.004 mou_- 1 H2Sü1 pumped ata t1ow 

ratc of 0.6 mLm.in~ 1 as describc.d by Chong and Nielsen [23l The column was maintained ar 

65°C The peak c!ution profile was monitorcd \Vith a Shimadzu RlD-6A refractive index detector 

(Shimadzu Cmvoration, Kyoto, Japan). 

2.5.3, HA conccntratirm. lnitiaHy the culture broth was ccntrifugcd at 3200 rpm during 20 

rninutcs. The cel!-free broth was treated 1vith ethanol in a proportion L5: 1 v/v cthanol: 

supematant The solution wns coolcd down, remaining at 4"C during 1 hour for thc precipitation 

o f HA. The precipitate:d HA was redíssolved in a O. 15 mo LL 1 NaCi solution. Threo precipitation 

and rcdissolution steps were perfom1cd to increasc the yieid of HA precipitated, [ts concentration 

was measured by tl1e carbazole method [26]. 
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3. RESULTS ANO DISCUSSION 

3.1. The mathematicai aspects o f the stoíchiometric model in Streptococcus zooepidemicus 

Chong and Nielscn [23] constructed a metabo!ic network (Figure 43.1) whose tTamework 

was based on the Embden-Meyerhof-Pamas (EMP) pathway (u 1-u5), the pentose phosphate 

pathway (un and u13), the reactíons n;sponsíble for the fennentation products (u6-uw), the 

estímated compositional data for S. zooepidemicus (u 14-u26, u28-un) including synthesis ofthe cdl 

wall componcnts, lipid membranes and the sugar moiety of nlldeotides, the HA production 

pathway (u2;;, D;;4, u27) and the cofactor balances such as ATP, NADH and NADPtL The final 

modcl prescntcd 33 reactions (Appendlx A), 7 measured nct conversions o f mctabolites and 27 

rnetabollte balances and thercforc was an overdetennined system, i.e.~ there were more m.casured 

rates (7) than there wcre dcgrees of freedom of the systems (6). AH metabolites are described in 

Appendix B. 

ADP 

NAOH~NArt 

A TP v;;;+ ADP 

Figure 4.3.1- Thc metabnlic modelo f Streptococcus zooepidemicus. 
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Givcn that the solutions of matrix equations are gcnerally derivcd using numerical 

techniqucs, it is important to measure the so!ution s:ensitivity \Vith respect to small perturbations 

in the measurcments, 111c first s:tep ín this sensüivity ana!,ysis is to examme \Vhethcr the 

stoichiometric matrix is wdl-conditioned thnmgh the calculatmn of its conditton number. For 

fennentation ratcs, a requírement for a well-conditioned stoichiometric matrix is that the 

condition number be betwecn 1 and l 00. thc condiüon numbcr is grcater than l 00 thc 

stmchiometric matríx is ill-conditioned and even srnall vuriations in the measurer:nents may have 

a very large ímpact on the calculated nuxcs [211. 

Tbe stoíchiometric matrix descrihed by Chong and Nielscn [23] showed a high conditlon 

nmnber of 1.6 x l 0 11
• As an overdetcrmined system, its solution can be found by using thc matrix 

pscudo-inverse which represents the least squares estimate Jür the flux vector or by using a sub­

set of the measured mtes which fonns the deterrnined systern_ [27). The condition number was 

also calculated fúr the determined systems obtained from thc overdetermincd systems and values 

in the range o f 104 were fouml 

A rnost accurate intlxmation ahout thc sensitivity of the calculatiuns with rcspee!. to 

variations in t.hc measurcd fluxes is supp!ied by the sensitive matrix clcments which specify thc 

sensitivity of all the elements in the f1ux vector to the individual measurcd rates [27]. Thc 

ovcrdetennined system used ln this work showed high sensirivliy with elements preseming values 

o f up to l04
. These m.aximum values dccreased and rangmg from l0 1 

10 102 for the detennined 

systcms derivatcd h·om this overdetermined system. 

Therefore, the metabolite balancing approach was used essentia!ly 10 provide a ·'snapshof' 

of the mctabolic Hux distributions at a particular instance [2g] tmder dliltrent environmental 

conditions. To cxtract more ínfOnnation from a metabo!ic network, lt is neccssary to use a 

95 



combination of metabolite balances and Jabelhng experiments (29l Through the use of uC­

labelled g!ucosc and measuremcnts from the intracellu!ar metabolites labeling pattem by either 

nuclear magnetic resonance (NMR) or gas chromatography coupled to mass spcctrometry (GC­

MS), the application of balances fOr the individual carbon atoms in addition to the metabolic 

balances bccomcs feasible [30]. This addltional infmmatíon allows for a more reliable estimat.ion 

o f the fluxes, as well as for the pathway structures analysis and possiblc rcversíbilitics [ 18]. 

3.2. Effect of initial glucose concentration on metabolic flux distribntions 

Bascd on the glucose uptuke rate, HA and other mct.abolic product fonnation rate, and 

biomass fmmatíon rate, the metabolíc fJuxes were cakulated using the stoíchiometric matrix. 'T'he 

metabolíc flux distribut!ons at diffcrent initial glucose concentration (IGC) during the exponential 

phase of cu!tivations performed in acidifying conditions (with no pH control) are illustrated in 

Figure 43.2. 

Lactate and acetate were produced in all IGCs unlike fOrmate that was oniy produced ín a 

5g,L·1 IGC. Ethanol was not produced in any of the [GCs. Thc t1ux to lactate was inversdy 

proportional to the specific glucose uptake rate (Figure 4.3.2) and the highest f1ux to lactate 

occurred in the cultivation that showed the lowest Jlux to NADH (45g.L-l IGC; Figure 43.2c) 

when the-re is likely lmvcr inhibition ofpyruvatc dchydrogenase (PDH) by high NADH/NAD'' 

ratios known to occur in many Gram~positive bacteria [31]. Thc flux to acetate decreased with the 

increase of the IGC which was not related to the ATP flux that was símílar in the ditferem 

conditíons. Usually the pyruvate metabolism shitls to acetate to compensate the reduction of the 

ATP production but here the acetate flux changes seem to be associated with the decrease in the 

!lux to acetyi-CoA. 
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Figun~ 4.3.2 - Flux distribution for thc cxponeníial-phasc grov.-"lh of Strcpmcon:us· .:ooepidcmicus ai 

diffcrent initial glucosc concentrmions (!GC), without the control of the culture pH.: ta) 5gJ __ -l KiC: (b) 

25gL' lGC; (c) 45gL' !GC. All fluxcs are cxprcsscd as a pcrcc:ntage ofthc spccífíc glucosc uptake ratc 

in CmoJ,,LcCmolmm.df' that ~vas (a) 2.31, (b) 4.93, and (c) L5K 

The fluxes to HA lncreased with the decrease of the tluxes to lactate, suggcsting rhe 

inhibit!on oflactate on the HA synthesis as previously described by Cooney et ai. [14] and Liu et 

a!. [ 12]. The Jowest t1ux to biomass occurred in the cultivation that showed the highest flux to 
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HA which is justified by the competitíon bctwecn the ceJl growth and the HA synthesis for 

carbon source and energy [9]. 

3.3. The effect of controHed pH on metaboHc tlux distributions 

Fif,rure 4.3.3 shows the metabolic network model for the exponential phase in batch cultur-e 

oLYtreptococcus zooepidemicus perfonned at 25g.L-l IGC and constant pH. 

1-1.38 J 
co! ... ~' \_.,.FOR 

-~ ... -
ETOH +·-··- /J .. Co.A. -- ACE 

060 '\'" 

2" "" LIP --·· 

62_(1$ + 
NADH ·---- NAD 

ATP 8:37 ADP 

.... -" 

Figure 4.3.3 - flux distribution for the cx.poncntial~phasc growth of Streptococcus ::ooepídcmicus at 

25g.L- 1 initJal glucose conccntratíon and constant culture pH. All Jluxcs are cxprcsscd as a pcrccmagc of 

thc spccific glucosc uptake rate that was 7.67 Cmolm_c.CmoleKlM·h-1 

Lactate was also the- ma in product o f thc metabolism In this new enviromnental condition 

but the continuous pH correction rcsultcd in the depletion o f glucose provided as carbon source 

which was not observed ín the cultivation under acidifying condítions (Fígure 4.3A). 

Thc flux to lactate was also inversely proportional to the specific glucose uptake rate which 

resulted in a lower tlux to lactate (80.60%) compareci to the flux to lactate in the cultivation undcr 

acídifying conditions (93.89%). The flux to acetate which is usually related to ATP producüon 

decreased in the cultivation at constant pH possibly due to lower cd1 maintenance cnergy 
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requlrcd in this envimnmental condition. The mechanisms for the intracdlular pl-l maintenancc <Jt 

a constant !evel even with large variations in the extracelluiar mcdimn pH occur at thc ex pense o f 

a signiflcant increase in the maintenance demands [27] represcntcd by U:n m the stoichiornetric 

modeL A comparison of Figures 4.32 and 4.33 shows the reduction of the cell maintemmce 

energy frorn 30.0 l 0/o to 8.37% of the specific g!ucose upt.ake rate when the cultivation from 25 

gJ~ · 1 IGC was performed at conslant pll Moreover, thc tlm::es to foml3.te and elhanol \Vere 

obscrvcd evcn in smaH amounrs (Figure 4.3.3). 
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Figure 4.3.4 - Profi!cs of thc (u) glucose; conccntration and (b) pH for batch culture of S'trcptococcvs 

::oocpidemiuts at 25g.L'1 ínítial concentnllion glucosc in cultivations pcrÜ.Jmlctl (•"! undcr Hcidify!ng 

conditiom; :md (llll) at constant pH (7.0). 

The continuous cmTcction of culturc pH at 25 g.L-1 JGC did not change thc f1ux to biomass 

{Figure 4.3,2b and 4.3.3) howevcr it decreused thc tlux to HA despite the higher 1--!A productiv1ty 

obscrved dueto higber glucose consumption. 

3.4. Energy and reducing eíjuivaJcnt balance at differcnt cnvinmmcntaJ conditions 

The redox balance and ATP produe-tion calculations are summanzed in Tab!e 4.3.1. NADH 

was produced by the glycerak:lchydc-3.·phosphate íGAPDH}, by PDH and by UDP-ghwose 
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dchydrogenase (HASB) duríng the H:A synthesis< GAPDH was the chief source for the reducing 

equivalent since it provídes 2 moles of NADH per mole of glucose consumcd in the EMP 

pathway. The HASB and PDH contributions change accordíng to thc direction o f the metabolísm. 

The PDH contribution was more pronounced in the 25 g.L·1 IGC cultivatlon at controlled pH 

resu!üng in the higher Hux through NADH oxidase (NOX) as seen in Table 4.3.1. 

Table 4.3.1 - Encrgy and rcducing cquivalent balance for the exponential-phase growth o f S'treptocaccus 

:.:ooepidemicus· at diffcrcnt cnvironmemal conditioT~..i. 

Environmental Conditions 
Para meter 5 g.L· 25 g.L·' 45 g.l.; 25 g.L· 

H (7.0) 

J!~~d~~-~~~~.9_uivalent ·--··· 
l.)NADH " 50.25 49.11 29.86 62.95 

Total NADH produccd (%) 
GAP!JH 69.7 65.1 79.8 67.0 
HAS!l 12.1 18.6 9.3 4.2 
!'!)H 18.2 16.3 10.9 28.7 

Total NADH consumed (%) 
LDH 66.8 65.5 81.2 53.5 

ADH 0.0 0.0 0.0 0.8 
NOX 32.5 34.2 18.1 41.8 
ll!OM 0.7 0.3 0.7 3.1 

~J)!.ergy ---~---~ 
--~---

'HATP 26.06 30.01 32.68 8.37 
' I 3.17 4.94 2.23 9.29 rxrP (Cmolxn•.CmolsJ<n-t.lf) 

YATf'/~d (Cmoh.TI'·CmolGLc.1) L37 1.00 1.41 1.21 

a NADH flux; b ATP f1ux; 'ATP production; <i ATP yield from glucos:c. 

Lactatc dehydrogenase (LDH) and NOX reoxidised most of the reduced cofactor. Some 

NADH \Vas also consumed during the lipids fonnation, teíchoic acids (BJOM) and ethanol by the 

aJcohol dehydrogenase (ADH) though their contribution was very small by comparisorL The 

highest NADH consumption by LDH in the 45 g.L-1 IGC cultívation was responsible tOr the 

I0\\1CSt nux through NOX. 
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Energy was gcnerated by subs!rate~level phosphorylatíon (rAn-') and c:m bc cstimated by u4 

·-f' us + uw ~ u~. Thc ATP production was proponional to the spedfic glucosc uptakc rate which 

rcsultcd in similar ATP yields. The cxcessívc ATP ín the mctaboiism {Dxn') which Js consumed 

by cells tOr maintcnance activitles was símilar in the different IG-Cs studied and it was lower ~n 

tbc cultivation at conslant pH as mentioned above. 

The ATP and NADH produced in the cultivation did not show a dose rclationship wirh thc 

HA synthesis. Changes ín the liA production pathway were more rclated to thc distributions of 

Uuxes to the precursors of HA synthesís, UDP-glucuronic acid (UDPCJ) and UDP-N­

acetylg!ucosamine (UDPNAG), than to the energy availability or redox ::>tate of the cells as 

cqually obscrvcd by Chong and NJelsen (23, 32]. Despüc tbe nuxes of precursors, tbe HA 

synthesis also seems to be aflectcd by the pH effects on thc activity of hyaluronan synthase. 

Tlapak-Simmons et ai. [33] determincd as 6.5 to 1 L5, as the pB range tOr the optirnal activity of 

a hyaluronan synthasc from Streprococcus equisúni!L<;, Hence, the pH comro! at 7.0, beneflts the 

HA production compared to acidifying conditlons, 

4. CONCLLSIONS 

Metabolic f1uxt'5 pnwide the fundamental ba.sis for the charm:terization of cells and ccllulm 

function. Being so, they must bc detennined systematically under diffcrcnt environmenta! 

conditions und for different genetic backgrmmds< This infóm1atlon \-Vi!l allow fbr thc 

understanding of the fundamentais of cellular metabolísm and Viill also provH.k the basi.s for 

rational modífication and flux control. However, although s:toichiometnc models are c!early very 

powerful, the main drawback they prescnt is tbe limited predíctive power. which is due to the 

lack o f regulatory infonnation in the modcl fonnulation. 
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The environmental conditions, IGCs and pH control, studied in this work rcdirected the 

ATP, NADH and metabolites fh.LX. The ATP and NADH produced in the cultivation shmv a close 

re!ationship mainly wlth the lactate and acetate production. Differcntly, the changcs in the I-IA 

producríon pathway were more relatcd to the distributions of f1uxes to the precursors of HA 

sy11thesis than to the energy availability or redox state of the cclls. These results illustrate the 

ditlicultics in 1mproving the production of a substance whose synthesis competes wíth the 

biomass synthesís in precursor and energy requirements. The balancing o f the two principal H A 

pathway branches (t1uxe.s to the two precursors) Js a novel metabolic engíneering challcnge. 

Additionally, the maintenance of pH at 7.0 is favorable for the activity and stability hyaluronan 

syntbase, comparcd to the low leveis of pH rcachcd at acidifying conditions. 
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5. APPENDICES 

Appt'ndlx A- Metabo!ic reacüons in 5'trcptococcus ~ooepidemicus (Chong et a!., 2003 ). 

v, GLC + PEP ~ G6P' PYR 
I v, G6P ·~-• F6P 

l'i F6P + A TP ~ 2 DHAP + ADP P--
DHAP + NAD I ADP + Pl ~ PEP + NADH + ATP I Vi 

• Vi PEP+ ADP 'PYR+ATP 
. v,, PYR + NADH _, LAC + NAD 

1'7 PYR + COA -4 FOR+ ACOA 
v, PYR +COA + NAD -~ ACOA + NADH + C01 

"' ACOA + 2 NADH ~ ETOH +COA+ 2 NAD 

vm ACOA + ADP+ Pl~ ACE+COA + ATP 

Vi 2 NADH +O,-~ 2NAD + 2 l!,O 

Fii G6P + 2 NADP -+ RSP + 2 NADPH + CO, 

VIJ 3 R5P -~ 2 F6P + DHAP 

VH A+ R5P + 4 ATP ~ ATPN + 4 ADP + PPJ 
v,, G + R5P + 4 ATP ~ GTP + 4 ADP + PPl 
V v U + R5P + 4 ATP _, UTP + 4 ADP + PPl 

vn UTP + GLN +A TP __ , CTP + GLU + ADP -1 P! 
VH ATPN + NADPH -~ DATP + NADP 
V';9 GTP + NADPH ,_ .. .,. DGTP + NADP 

VJ!i CTP + NADPH -~ DCTP + NADP 
Vo1 UTP + MTHF + 2 ATP + NADPH --1 DTTP + DHF + 2 ADP + NADP I PPI 
v, F6P + GLN + A ~nA + UTP ~ UDPNAG + GLU t COA+ PP! 
!!2:J 2 UDPNAG + PEP + 3_5 ALA + GLU + L YS + 8 ATP + NADPH _, PEP + 2 

UTP + 8 ADP + 7 Pl + NADP 
1'11 i G6P + UTP ~ UDPG + PPJ 

I V]j UDPG + 3 DHAP + 3 NADH + 5 ATP ~ TEIC + 3 NAD + 5 ADP + UTP + 2 
PP! 

Fzf> UDPNAG t 2 G6P + 2 NADPH + 3 ATP -• AWALL + UTP -+ 2 NADP + 3 
ADP + 2 PPI. 

V+ UDPG + UDPNAG+2 NAD +2 ATP -• HA +2 UTP + 2 NADH + 2 ADP 

"'' 23,9 ACOA + 2,1 Dl!AP + 0,65 UDPG + 43,5 NADPH + 243 ATP + 2_ I NADH 
-~j LlP + 23,9 COA+ 43,5 NADP + 24,3 ADP + 2, I NAD + 0,65 UTP + i I I PP! 
+"l ') PI-L') 1 fbO ,;.,._ - ' ~-

VN JO() +430,6 ATP ~ iOO Protein + 430.6 ADP + 430.6 Pl 

1'30 29 DATP + 29 DTTP + 21 DGTP + 2! DCTP + 137,2 ATP -+ 100 DNA + 137-2 
ADP + 132 Pl + 100 PP! 

v;r 26_2 ATPN -1 2 L6 UTP I 3L2 GTP + 20 CTP + 40 ATP -+ 100 RNA + 40 ADP 
T 40 Pl + !00 Pl 

! Vi) • 86,7 Protein + 2 PEPG + L6 TE!C + ()_7 AWALL +LI DNA + 7_6 RNA + 0-5 

Ã~P-~ 100 BIOM 
1'.11 ATP -1 ADP + Pl 
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Appendix B- Abbreviations for thc metabolítcs. 

Measun~d mctabolites 

Acctatc (ACE) 

Biomass (BlOM) 

Etlwnol (ETOH) 

Formate (FOR) 

Glucos,;; {GLC} 

l-lyalurnmc acid (HA) 

Lactate (LAC) 

.104 

Balanced mctabolitcs Otbers 

Adcnine (A) Acetyl-CoA (ACoA) 

Adcnosine tríphosphate (ATP) 

ATP incorporatecl into biomass (ATPN) 

Antígenic wall polysaccharide (A W ALL) 

Cyticline triphosphatc (CTP) 

Deoxyadenosine triphosphate (DATP) 

Dcoxycytidine triphosphate {DCTP) 

Adcnosine clipho~phate (ADP) 

Alaninc (ALA) 

Carbon dioxide (CO") 

Coemyme A (CoA) 

Dihydrofolate (DHF) 

Guanine (G) 

Deoxyguanosine triphosphate (DGTP) G!utaminc (GLN) 

Dcoxythymidíne triphosphate (DTTP) Glutamatc (GLU) 

Dihydroxyacetone phosphate (DHAP) Glycinc (GLY) 

Dcoxyribormcleic ;tcid (DNA) Watcr (H20) 

Fructose-6-phosphate (F6P) Lysine (LVS) 

Glucosc-6-phosphatc (06f') N5,N 111-mcthylene-THF (MTHF) 

Guanosinc triphosphatc (GTP) Nícotinamide adeuine dinudeotide- (oxidis(~d) (NAD) 

Lípid {LlP) NAD phospha!C' (oxidiscd) (NADP) 

Nicotinamide adcninc dinucleotidc (rcduccd) (NADH) Oxygcn (0::) 

NAD phosphntc (reduccd) (NADPH) Orthophosphatc (Pl) 

Phosphocnolpyruvate (PEP) P)wphosphate (PPI) 

Pcplidoglycan (PEPG) Uracil (U) 

Protein 

Pynwatc (PYR) 

Ribose-5-phosphate { R5f') 

Ribonuclek acid (R.NA) 

Tcichme aeid (TE! C) 

UDP-glu..:osc (UDPG) 

UDP-N-accty!gluçosamine (UDPNAG) 

Uridine triphosphmc (UTP) 
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4.4. INFLIJÊNCIA DA SIJPLEMENTAÇ~O COM ÍONS MINERAIS NO CRESCl~lENTO 

CF, I., !!LAR, RENDlMENTO E MASSA MOLAR DO A C !DO HIALIJRÔNICO PROlllJZ!DO 

ARTifOO SlAiMET!OO AO PERlÚDJCO 

"ENZYME AND fVliCROUlAL TECHNOLOGY" 
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T!IE INFLUENCE OF MINERAL IONS ON TIU: MICROBIAL PROHUCTION MW MOL!éCl!LAR 

WEIG!IT OF HYAU!RONIC A C I!) 

Aline Mara R Pires, Silvia Y. Eguchi and Maria Hdena Andrade Santana~ 

Laboratory o f Devclopment of Biotcdmologícal Processes 
School ofChemical Engineer:ing, PD.Box 6066 

Univcrsity o f Campinas-UNlC AMP 
!3083-970, Campinas-SP, Bruzíl 

ABSTRACT -- The influencc of rhe culture medíum supplemeniation \VÍth !Itmcral íons has bt:en 

studied, with focus on the Streptococcus zooepidemicus grmvth_, thc productlon and thc avcrage 

molecular weight (MW) of hyaluronlc add (HA), Ihe íons wcrc investigated as individual 

absence from thc totally supplemented medium (C+) or indivídual prcscncc to the non-

supplemented medium (C-+ C+ and C- werc used as controls, The difíhences betwccn the 

effects werc analyzed by lhe Turkey test at p< 0J)5. The adopted cri teria considered rcquired, the 

ions whosc individual absence attained at 80%) or less of the C+ and their individual prcsence was 

20% or more than the C>-. The supplementation was either inhíbitory or acted in synergy with 

othcr ions, \vhen the individual absence or presence \vas 20%~ higher than C t- o r 2.0% lower than 

C--- rcspectively. Tbe .results showed that thc C+ or C--- dTects \vere equal for botb the HA 

production and the HA yield tfom glucose. However, C+ was more benefícml to rhe cell growth 

and the indívidual absence of Na··- ion to the HA production. The highest MW of HA 

(7A x Hf Da) was observed in the individual pre.<::ence of Na+ in spite of the lowest HA 

çtmcentratíon (0,65 g.L-!). These resuits suggest that the HA quality may be modulated through 

thc mineral ion supplemcntation. 

Kcr lWJNú: hya!uronic acü:L ion suppkmentatíon, StreptococoJS ::oocpidcmiurs, 

* Con1:~pondcnt au!hor. Phone: -+55 19 352! 192 !.; Fa.'<:: +55 llJ 352! JR90 
E>mail address : mnrinbd<:n:LsJnlmn:tF,gm;;ii,ç\'fJn 
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] .lNTRODliCTION 

The hyaluronic acid (HA) is a linear polysaccharide \Vith high molecuhu- we-ight, composcd 

of disaccharide uníts of D-glucuronic acid and N-acetylglucosamine iinked a!temately by fJ-1-3 

and P-l-4 glycoside bonds [ ll Due to its uníque physicochemlca!, rhco!ogical and biologica1 

propetties, HA is a high aggregated value biopolymer, which has bcen applied to products of 

gTeat importance for the medical, phannaceutical and cosmetic industries [2]. 

Recently, the HA mícrobial production has provcd to be highly attractive since it does not 

present the risk of viral contamination and thc high costs in the HA purification whích 

characterize the HA produced from animal sources [3]. Moreover, the microbial production 

provides opportunities fOr optimization and quality controi o f the produced HA. 

It is a widely recognized fact that environmental conditions such as oxygen) pH, 

ternperature, and the media supplementation wlth nutrients, vitarnms and ions play an lmportant 

role on the gcneration of products by fcm1cntation [4]. Minerais such as magncsimn (Mg 

potasslum (K'"), sodium (Na.'), lron (Fe+~ e Fe+H"), zinc (Zn++), manganesc (Mn 1
.""), mo!ibdenium 

(Mo++), cobalt (Co+.,.), copper (Cu++) and calcium (Ca++), supply esscntial elements for the cell 

growth, which take part in various intracdlu!ar reactions and biological functions [5]. 

Although thcre is thc inclusion of ions in thc varíous culture media used for the HA 

production, thc literaturc rcports variations in the number, type and concentration of ions. 

Furthcrmorc, thc reportcd complex or synthetic media had different compositions, as wcll as 

diffcrent straíns of Streptococcus were uscd in the cultivations. Additionally, there are no studies 

addressíng the indivídual inf1uence of ions on cultivatíons as wdl as their inf1uence on cell 

growth and HA productíon, 
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As reported in general infonnation frmn the literature, Mg'"" and Mn' _, \Vere identil1ed as 

cofactors for glycosyitransfcrases involved in the synthesis of tbc disaccharidcs in polymcr 

chains (6], According to Petrová et al. [7], the activity of the majority of glycosyltTansfcrases 

depends on a divalent cation which contributcs for the binding o f sugaHmd~;otides, througb the 

stabilizatíon ofthe confonnation from thc pyrophosphate fraction. 

!n the spc-cific case of HA, dívalent cations such as 0:('-, play an important role on its 

helicoidal confonnatíon and bio!ogical function [8]. Stem [9] considered thc conccntration of 

·'·"" ion as a detcnnlmmt fUctor tOr the synthesis of f-IA in cu!turcs of human cclls. The 

availability ofZn-'"~ as weH, strongly contributcs for the HA metabolic symbesis in animais [Hl_j_ 

Monovalent cations (K'"'" and Na·'-) inhibüed the hyaluronan synthase, wh!ch is the enzyme 

responsible fOr the binding o f sugar nucleotides precursors of the HA synthesis [ lll Moreover, 

thc Na" ion may contlibute JOr the HA microbial production, due ro its role in the !actate 

excretion in hacteria of Strep!OCOCCliS genus r 12]. 

Considering the importance of íons in the metabolic processes as vvell as thc lack of 

int;xmation in the literature focusing upon the real necessity for the ions whích are used in the 

culture media for the J.lA microbial production, it was performed a systemat!c study aiming to 

cvaluatc the inJlucnce of potassiun1, magnesium, rnanganesc, írcm, calei um, sodium zinc and 

copper mineral ions on the Streptococcus ::ooepidonlcus gmwth, yield coefficient nf HA from 

glucose, the HA production and molecular weight. 

2, MATERIALS ANO METHOUS 

2.1. Microorganism. S'treptococcus equi subsp. :zooepidemicus ATCC 39920 was obtained fhxn 

the American Type Culture CollectJon (ATCC, Manassas. V A, USA) as a lyophilized culture 

kept in ampoules. 
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2.2. Control Media. Two contro! media containing glucose and yield extract \vere used ln the 

assays: one o f them was supplemented with salts (Table 4.4.1 }, based on the composition 

reported by Swann et a!. [13], which corresponds to the supplemented C+ controL The other 

medíum, the C- control, was composed by glucose and yeast extract only at the smne 

concentral.ion. Table 4.42 shows the content of ions ín the yeast extract used in both media. 

Thus, the C+ and C- control media were not positive and negativc controls, respcci:ively, but they 

represent the total supplementcd (C+) and non-supplemented (<>) mcdía. The glucose and the 

salts stock solutions were autoclaved scparately and the FcS04 solution was steril!zed by 

filtration ln 0.22 ~lm membranes (Millipore, Bedford, MA, USA). The pH was adjusted to 7.5 

before sterilizatíon. 

Table 4.4.1 - Composition of the salt-supplemented complex mcdium (C+ control) based on 
Swann et ai. [ t3 ]. 

~~--------------------~-------

ll4 

Components Concentration (g.L-1 of dcionlzed water) 

G1ucose 25.0 

Y cast extract 60.0 

K' 

M " g 

Na 
ca··' 

fc'" 

Mn~· 

Zn"" 

Cu .. 

Po,.-· 

"' mg.L; 1 of de-ionized water 

pH 7.5 

0.58 

O. lO 

0.03 

2.73* 

LOO* 

0.25* 

0.23* 

0.03* 

0.97mL 



Tabie 4.4.2-- Composition ofsalts in the non-supplementcd complcx medium (C~· control), 

lons 

K' 

Mg" 

Na' 

Ca'~ 

Fe·' 

Mn'·­

Zn'' 

Cu''' 

Conccmration (g.L'1 ofdclonized water} 

3.44 .±0,09 

< l.Q (24.3)' 

1.54 ± 0.1 l 

< I.Q (23.8)* 

< Lll (8.97)* 

< LD (5.00)* 

< LD (8.50)* 

<L!) (15.8)* 

Thc results are tbc averagc and s\and.ard dcviution oftbrce d0h~rminut!ons; 
,;, mg,l_ -I of deionizcd water; LD: Detection limit; LQ: Quantification Limit 

2.3. Cultun: Maintenance and l"nAm)culum Preparation. Thc stock cu!ture was maintaíned 

hozcn in Brain Heart 1nfusion (Bl--H) broth containing 10°/t) glycerol and g1ass beads at -20"C 

Tbe pre-inoculum was prepared by streaking the glass beads onto BHI agar plates supp!cmentcd 

with S%1 sheep blood (Biotério Boa Vista, São Paulo, Brazil) and incubat1ng at 37°C during 24 

hours. 

2.4. htoeulum Propagation. Aimíng to exhaust thc minem! ions a.ccumulatcd inside the cell, the 

inoculum propagation W1t5 perfórmed in four steps. In ali o f thc steps the culture medi um was thc 

C~ comroL In the firsT step a loop o f slant from the rcactivated colonics (prc~i:nocu1um) was 

transfcned to 5mL o f the culture mcdimn and incubatcd at 3 7"C along !2 hours, The subsequent 

steps involvcd in the transfer o f crescc.nt inoculums volumes (L 5 and lO mL} pmpagatcd at thc 

previous steps in 9, 45 and 90 mL of sterile mcdium respectivdy, at thc samc temperature and 

time. Tbe volumes from the thírd and fourth steps \Vere sürred at 150 rpm< 

2.5. Cuitivatimts. Tbe cu!tivations were cani.eJ out in i25 mL Erlcnmeycr Hasks \/;'ith J working 

volume- of 50 mL medíum. inoeulatcd with 10% v/v of the cu!ture tfom thc fourth step of 

propagation, stlrred at 150 rpm and incubated at 37"C during 24 hours. Thc cultívations v-vere 
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conducted in duplicate and the pH, ce!l mass, glucose and HA concentrations, were determined 

for each flask at the inítíal and final tímes. The HA average molecular weight was a!so 

determined. The analyses were perfom1ed in tríplícate. The mineral ions lnfluence \vas evaiuated 

in rcm1s o f the indívidual absence or presence o f the ion under evaiuation in the culture medimn. 

The ions individual abscnce was evaluatcd in culture media supplemented wíth ali o f the studied 

salts, as dcscribcd in Table 4.4.1, except for the salt containing tbe ion under evaluatí011. The 

cffccts o f the ions individual presencc wcre evaluated through thc addition o f the sa1t ç,ontaining 

the ion being evaluated, to the medium containing glucose- and ycast cxtract only. Thc 

cultivatíons were carried out in sets o f lO flasks contaíning the cont.rol media and the othcr clght, 

containing the appropriate medium for the íons cvaluation. Both the supplcmented (C+) and non­

supplemented (C~") media were used as controls in the analysís. 

2.6. AnaJytical Methods 

2.6.1. CeH growth. Thc cell growth in the cultivations was dctermincd by the cell dry weight 

according to g:ravimetric mcthod and in the ínoculurn propagation steps by viablc cells counting 

uslng a microdrop plating techniquc [14]. 

2.6.2. GJucosc conc-eutration. The glucose concentration was determined through a glucose 

oxldase comrnercial kit (LABORLAB, São Paulo, Brazil). 

2.6.3. HA concentration. lnitiatly the culture broth was ccntrifuged at 3200 rpm during 20 

minutes. The ceH~free broth was treated wíth ethanol ln a proportion L5: 1 v/v cthanol: 

supernatant The solution was coolcd down, remaining at 4<lC duríng l hour fOr the precipitation 

o f HA The precipitated HA wa.'i rcdissolved in a 0.15 moLL- 1 NaCl solution. Three precipitation 

and redissolution steps were performed to increase the yield of HA precipitatcd. Its concentration 

was measunxl by the carbazole method [ 15]. 
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2.6.4. HA average molecular weigilt. The average HA molecular tveighr was determined by 

size exclusion chromatography, using a Shimadzu chmmatography system (Shimadzu 

Corporation, Kyoto, Japan), conraining a 7.8 mm x. 35 mm Polysep-GH>P eolumn guard 

(Phenomenex, Ton-ance, CA, USA) mounted in series with a 7.8 rnm x 300 mm Polysep-GFC-

P6000 column of the gel filtration {Phenomenex, Torrance, , USA) and a relfaction index 

detector (Shimadzu RID-6A). The analysis conditions were; injcctcd samp!e o f 2.0 ~LL, 0.1 moi. L-

1 sodium nitrnte as thc mobile phase, f1ow rate o f l. J) mLmin -I flow rate and ternperat.ure, 

as suggested by the column manutllcturer. Dextran (Amcncan Polymer Standards, Mentor, OH, 

USA) with mokc,ular weight ranging from l 03 to 106 Da vvas uscd as a standard for the 

calibration curve as described by Balke eJ a!. [i 6]. 

2.6.5. lons concentration. The concentration of the iorLS was detcnnined in the medium 

containing glucose and yeast extract only (C~ contro!). The ions ca·""+, Ctt", f c-··+, Mg·H-, Jvh("', 

and Zn H were analysed by optical emission spectmrnetry with plasma coupkd indiviJually ~ 

JCP-OES (Perkin Elmcr ·~ 3000 DV, Nonvalk, Cmmccticut, USA), while the Na+ ion was 

quantified by atomic absorption spectrometry - AAS (Nov AA 300 ·-- Analylik Jena AO, Jena. 

Tmíngia~ Alemanha). 

2.7. Statisticaí anaiysis. The vanance \Vas analysed by ANOVA method and the media 

comparcd through the Turkey test at YYo probability Jevel (p < (),05). 

2.8. Analys:is criteria. The fúllowing analysís críteria were adopted, aiming at a better results 

evaluation: The ions whose individual absence attained at 80% or !css o f C+ and their individual 

presence was 20% more than C--. 'tNere considered required íons. The supplementatíon was 

considered either in.hibitmy or acted in synergy with other ions, whcn the individual absence or 

presence \vere 20% higher than C+ or 20% lowcr than C·~, respectively. 

117 



3. RESULTS A~B DISClJSSlON 

3.L !noculum propagation 

The inoculum was prepared through a previous starvation of thc ions from the cells. The 

growth and viability of thc microorganisms ín the incubatíon steps in the non~supplemented 

medium (C-- control) me shown ín Tablc 4.4.3. The results demonstrate the inoculum 

preparation's reproducibility for both treatment types for the evaluation of the íons inf1uencc in 

the cultivations. The same magnitude order of the cell counting, along the four steps incubation, 

assure similar starting conditions in the cuhivations. The observed ceil mass dcdine following 

the incubations dcmonstrates the starving ofthe ions inslde the cclls. 

Tabk~ 4.4.3 -· Growth and cell viability from incubations for ínoculum propagations m non­
suppiernemed medium for applications in the evaluation o f the ions int1uence on the cultivations. 

Trcatment Abscnce of the individual ion Prcsc-ncc of fhc individual ion 

type CcU counting (UFC.mL~ 1 ) CeH mass (g.I;1
) Ccll counting (UFC.mL~ 1 ) Ccll mass (g.l:1

) 

I"' incubation ND 0.84 8.6 X 108 1.33 

zt'd incubation 5.3 x !08 0.71 4.6 X lO~ 0.63 

3'd incuiJation 7.J X ] Üb 0.51± 0,02 8.6 X lOg 0.40 ± 0.04 

4'h incubation 4.6 x lOs 0.40 ± 0,03 4.6 X lOs 0.35 ± 0.05 

*ND ~ Not delemlined. 

3.2. Tbe influencc o f íons on thc cultivations 

Cu+'"'· mineral íons on the growth o f Streptococcus zooepidemicus, yield coefficicnt o f HA from 

glucose, the HA production and molecular weight, considering the criteria described in item 2.8, 
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3.2. L Ce.ll growtll 

The inHuence o f thc ion supplemcntation on thc Streptococcus ::ooepidcmicus cdl growth 

is presentcd in Figure 4.4.!, .According to thc adoptcd criteri<L tbe individual nbsencc o r prcscncc 

o f ions was dassified as non~required. Howevcr, the total presencc o f ions was considercd 

required for a better reli growth vvhich evidenciates the ions synergíc bchavior. Surprisingly, the 

control medium \Vas not strongly deleterious to cel!s sim',c the ceH growth attained at 69% in 

the C+ control. 
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Figure 4.4.1- Effccts ofthc individual (a) abscncc or (b) prcscncc ofthc mineral ions ou thc growth of 

:5treptocot:cus zooepidemicus. a~ the reference value ofthc avcrage ccll grmvth (0.91 g.L.() in thc conlrol 

medi um supplcmcutcd with all o f thc cvaluatcd ions (C+- control). b ~ the retCrcncc valuc o f the avcrage 

cell grmvth (0.62 g,L 1) in the non-supp!cmcnted control medi um (C- control). Thc lcttcrs above the bars 

mcan the statistical comparisons perfünned by the Tmkey te~i at 5% probability (p <. 0.05). Bars ~Nith thc 

samc tctters are not significantly diffcrenL 
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3.2.2. Jlroduction o f byaluronic add (HA) 

Thc results in Figure 4.4.2 show that thc total supp!ementation of thc cu!ture mcdium with 

ions did not have any influence on the HA production (C+ "" (>). The individual absence or 

presence revealed inhibitory e-fh~cts especiaUy due to the Na·l· íon whose individual abscncc 

resulted in 22% increase in the HA production and individual presence in 3 7';<l reduction related 

to the controls. The Nzt"' effects on the HA production may be associated witb tbe metabohc 

energy deviation to maintaín the protons potential inside the cdls [12J. Addüionally, according to 

Tlapak-·Símmons [ll] monova!ent cations such as i<..+ and Na·!- in.J-nbitcd the hyaluromtn s.ynthase. 

The Fe·'+ ion showcd inhibítory effect in individual presence on!y, suggcsting a synct1?ÍC behavior 

with the other ions. 
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Figure 4.4.2- EtlCcts ofthe individual (a) absencc or (b) prescncc ofthe mineral ions on thc production 

o f HA. a - thc referencc valuc o f thc HA production ( 1.03 g.L- 1
) in the controt mcdlum supp1cmented with 

all ofthe cvaluatcd ions (C+ control). b- thc refcrcnce valuc ohhe HA productíon (L03 g.L' 1
) i.n thc non­

supp!ernented control medíum (C- control). The letters above the bars mean thc staüstical comparisons 

perfúnncd by thc Turkcy test at 5% probability (p < 0.05). Bars with the samc letters are not signifkantly 

diftCrent 
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3.2.3. Yield <>oefficient of HA from glm~osc 

Figure 4.4.3 shows the effects of lhe ions on the yíeld coe:fficient of HA fh'Hn g!ucose 

(YrL\,·,;). Similar to the HA production, no diiTerence \Vas identified between the total 

supp1ementation and non-supplementation of thc culture medium with !Ons ( , ) '!'I . :;;.,; .. -~ ' us 

result ngrees with the individuai bchavíor, in which none of thc ions could be classiticd as 

rcquircd for thc YrJA,-5 , according to the adoptcd critería. However, the analysis of individual 

absence or presencc s.pectra points out the Na+ as the ma in ínhibitor o f the Y !-LV~· Minor cffects 

may attributt-xi to Mn ++ Zn ++ and Cu H· ions, which wcre .rHm~rí-'quin:d in thc individual abscnce or 

!n the indi'vidual presence only. Considering the iowcr conccntration in thc cuiture medium 

(bclow 025 mg.L-1
) cornpared thc other ions, thesc cftCcts suggest a syncrgic actíon with othcr 

lOJJS. 
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Figure 4.4.3 ~ Effects o f thc -individual (a) abscncc or (b) presencc ofthe míncral íons on the global yield 

codficicnt of HA from glucosc-. a~ the rcfcrcncc va1uc of the yidd (0.1.7 g.g. 1
) in thc control medium 

supplemented wirh all of the cvaluated ions (C+ control). b ~ the rcft::rence yield valuc (0.16 g.g. 1
) in tbc 

non-supp!emented control medium (C- control). The !ctters above thc bars mean the statistical 

comparísons pcrformed by thc Turkey tcst at 5% probability (p < 0.05). Bars wlth thc samc 1ctk'l'S are not 

significantly diffcrcnt 
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3.2.4. Til e liA molecular wcigilt (MW) 

The total supplementation o f thc culture rnedium \Vith ions was no! fU.vorablt: to thc M\V o f 

HA, as shown in l'ígure 4AA (C--> ). ·n1e spectra show that the individuai absence ofthe ions 

had the sarnc ínfluencc that the C+ contTOl, except to Mg-i-,, whose índividual ahscnce or presence 

!eaded thc MW to 1he same level ofthc c~ controL Thus, the maín inhibition obscrved in the C+ 

control may be relatcd to Mg++ ion. 

According to the critería, none of the individual ions could hc c!assificd as required based 

on thc spectrum o f the individual presence) except Na+ \Vhü.:h im:rea.sed the .M\V in more than 

20% of the C-- con1roL Hcnce, the individual supp!ementation of the cu!ture medium with Na--c 

represents the best condition for a higher M\V ofl-l.A (7A- x 107 Da) in the cu!tivation studied in 

this \vork, in spite ofthe !owest HA concentration (Figure 4A.2)" 
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Figure 4.4.4- EJTects. of thc individual (a) abscncc or (b) prcscncc o f the mineral ions on thc molecular 

wcight (MW) of HA. a - the refcrcnce value of thc MW of HA (2.0 x 107 Da) in the control medium 

supplemcntcd with an ofthc cvaluated íons (C+ control). b- thc rcfcrcncc va1ue ofthe MW (3.3 x 107 Da) 

in the non-supptemented contro! medium (C~ control). Thc !ctters abovc the bars mcan thc statistícul 

comparisons pt'1"f0nncd by the Turkey test at 5%) probability (p < 0.05). Bars wilh the same lctters are not 

significantly differcnt 
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4. CONCLUSlONS 

The experimental results indicare that the non-supp!ernent:x! cuJture medium used in this 

work (C~ control), containing 25 g.L·! glucose and 60 g.L·l yeast cxtract, do nüt rcquire ion 

supplementatwn to be favorable for the HA production. lhe total rmpplementation o f the ctJlture 

mcdimn (C+ control) \\-'as the best situation for the cdl growth only. Howevcr, thc best condition 

for the HA production as well as f{)r the yicld coefliclent of HA from g!ucosc was thc individuar 

absence ofNa + iort Opposirc conditions bendlt the .HA production and MW. The hight~st MW o f 

po!y111Cr V/il5 observed ín the indh··idual presence ofNa+ ion despite thc lowefit HA concm1tration, 

Therefore, Inedium supplementation with ions rnay dáves to a higher HA production or M\V, 

depcnding the quality o f desíred product. 
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RHE:OLOGICAL ASPECTS OF MICROBIAL HYALCRO:\iC AClD 
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ABSTR/>,(T -- Thc rhcological pmpcrtics of the hyaluronic acid produced by the Streptococcus 

zooepidemícus ATCC 39920 cuhívation ín synthetic medium ut constant pH of 7.0 were 

dctcnnined. lnitially, the HA purcness related with prote-imL the average molar \Vc!ght and 

distribution were dctermined, as basic requirements for its rhcological study. Thc protein content 

o f HA was reduced through cultivation at controUed pH and precipitation with cthanol at p.H 7<0. 

A concentration as low as 0.44 mg.g·1 was reached. Thc H.A average molecular wdght was 

:u x 107 and 4.0 x JOfi Da, for non-controlled pH cultívation and precipitution at pH 4.96 anà 

controllcd pH 7.0 cultlvation and precipítation rcspcctively. The concentratlon depcndcnce of 

specific viscosity showed two linear regimes that interccpt at criticai overlap concentration (/) 

equa! to 4 mg<mL' 1
• The storage (G') and loss (G") modu!i incrcasing. nlong the HA 

concentration. Estimates out o f the smdied range indica te that a cross-í.Ner frçqucncy dccreasecl 

\Vith the increasing HA concentralion< The high Q' concentration clcpcndcncc as v.'ell as thc 

deviations of the Cox-Merz rule für most of the HA conccntrations indicate hyperentangled 

propertics for the HA chaíns, \vhich could bc visua!ized through atomic fOrce microscopy images 

even at 0.01 mg<mL~ 1 concentration. 

Kcy-wurds: hyalunmic ac-id, rhcology, vis.codasticity, Slrcpfococi:Us zoucpidcmicus, 

* Corrcspondent authnL f'hone; +55 19 352! 3921: Fax; -t-55 19 352l 3890 
Elccmm\c nddrcss: 'B!lUlllcl!urr,SHlli!l"!jLU'O"'i,g'D 

!33 



l.lNTRODUCTION 

The hyaluronic acid (HA) ís a naturally occumng, biocompatible, and biodcgradablc 

po!ymer which was ídentified ín vertebrate soft tissues, cultured eukaryotic cell lincs and certain 

prokaryotes as pathogenic group A and C streptococcí .HA is a línear polysaccharide composed 

by repeating disaccharidc units composed o f N-acetylglucosamine and D-glucuronic acid linked 

by a ~-1-4 glucosidic bond \YhiJe the disaccharides are linked by f}-l-3 bonds. h has one 

carboxylate gro11p per disaccharide unit, and ís therefore a polyelectrolyte. HA ls polydisperse 

with molecular weight typically ranging from I04 to 107 Oa. 1 

lt is rcmarkablc that HA shows high specificity and versatility interacting with 

proteoglycans, cell membranes, and receptors on a rnoleculc-to-molecule basis.2 Amongst its 

biological functions are include the maintenance of elastoviscosíty of hquid connective tissues 

such as lhe joint synovial f1uid and eye vitrcous, control o f tíssue hydration and water transport, 

supramolccular assernbly of proteoglycans in the extracellular matrix, and numerous receptor-

mediated roles ln ceH detachment, mitosis, migratíon, tumor development and metastasis, and 

inflammation.3 

Dcspüe the sirnp!e, well-ddined chemical stmcture of HA and research on its prope1ties 

solutions tix o ver 60 years, the HA contOrmation in solution is still controversiaL 4 lt may adopt 

difkrent conformations dependlng on the level of hydration) the ionic environment and the 

temperature. 5 According to Gatcj et u/.6
, it may be possíble that for the polymeric chain, dynamic 

H-bonded regions exist, controlling the molecule average stiffness. Thusl on the basis of 

hydrodynamic, spectroscopic and theoretlcal investigations, in di1utc solution under physiologlcal 

solvcnt conditions, HA chains adopt semif1exible random coii configurations. 7 The- chaíns occupy 

largc hydrodynamic domains with a low density o f chain sq,rments, as a resu!t of thc high HA 

molecular weíght, the local stlffness arising from the intrinslcally largc size of tbe monomeric 
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units (sugar rings), thc hindcred rotations about the glycosidic linkages rmd the dynamicaHy 

formed and broken interresidue hydrogen bonds.8
·
9 The HA conformation is sensítive to üs 

clcctrolyte enviromnent In solution, it undcrgoes dectrostaücally induced coil contraction witb 

incrcasing e1ectrolyte conccntration due to thc interaction of thcse íons with the nurnerous 

b I l , , h I I " 0 car oxy ate groups: t 1{lt ex 1st m t c rnacromo ecu e.,---· 

Balazs and Gibbs 11 showcd that at low ffcquencies (long pcriods of de1:0nnution) HA 

macromolecules have enough time to readjust themse!vc_s to Lhe original confonnation through 

the discntanglements o f chain segments. Under !"hís condítion, the material response ís essentíally 

viscous. On the other hand, when HA is sul~jected to mpid defürmation, at higb frequencies, thc 

entanglc-d network structure can readjust itself very quickly and reíbnn other entanglements 

giving ri se to the overall elas ti c res:ponse o f the material. These structural featurcs account fOr thc 

viscoclastic rheoiogy and abihty of th(~ polymer to retain large volumes of \vater which are 

important in determining the HA functions. 12 

The biological spccitkities and remarkable vi.scoclastic propertíes make the HA an 

. b. . 1 ,. . 1· , , I h I I '' h I '' I I " aHractlve wmatena 10r vanous app KatJons m op 1t a mo ogy, · r eumato ogy, c ennato ogy · 

pharmaco!ogy and dmg delivery16
. ln some app!ications, HA is crosslinked to increase its 

molecular wcight and altcr its physícal properties and resorptlon rate. 
17 

Thc rheological analysis is a useful tool to explore relationships bct\vecn mechanícal 

bchavior and stmcture, concentration and molecular weight o f biopolymers so!utions. 18 Whereas 

rheological propcrtics relate directiy to many paramcters of commercial intcrest, devdopers anel 

manuü1cturers of a wide range of products need to mcasure, understancL and c:ontrol rhcologica! 

properties. 19 It providcs valuablc indlcatíons to better des:~gn proper substitutes for specífic 

medical and cosmetic applícation< Thc rhcological behav10rs are of dccisivc importance for aH 
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The aim of this work. was to determine the main rheologícal properties of microbial HA 

produced by Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920 cultivated at controlled pH 7 ,O and 

prceipitated with ethanol at the same pH. The confonnation of polymer from solution was also 

observed by atomic force microscopy (AFM). 

2. MATERIAL AND METHODS 

2.1. HA production. Thc: HA used in this study was produced by Streptococcus equi subsp. 

zooepidemicus ATCC 39920 cultivation in synthctic medium c.ontainíng glucosc, ycast extract 

and salts. The cultivations were carried out at non-controlled pH (acidifyíng cultivation) and pH 

controUed at 7.0 ovcr 24 hours, using a 3 L Bíoflo Jll fcnnentation system (Nt.~w Brunswick 

Scientific Co. Inc., Edison, New Jersey, USA), 

2.2. HA precipitation. Iniüally tbc cultivation broth was centrifuged at 3200 rpm during 20 

rninutcs, The ccH-ffce broth was trcated with ethanoi in a proport10n 1.5:1 v/v ethano!: 

supematant. The solution was cooled down, remaining at 4"C during 1 hour for the precipitation 

of HA The precipltated HA was redissolved ín a 0.15 mou_- 1 NaCl solution. Thrcc steps of 

precipitation and redissolutlon were perforrned to increase rhe yicld o f precipitated HA 

2.3. Analytical Metltods 

2.3 •. 1. HA concentration. The HA concentration was measured by the carbazole tncthod, 21 

2.3.2. HA Molecular weight. The average molecular weight of HA was detcrmined by sízc 

exdusion chromatography (SEC). lt was used 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 i.n series with a 7.8 mm x 300 mm Polysep-GFC­

P6000 column of the gel fíltratíon (Phenomencx, TO!Tance, CA, USA) and a refraction index 
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detector (Shimadzu RlD-6A). lhe analysis conditions were: injected sample of 20 ~tL, 

O. l mnl NaN03 as the mobile phasc, f1mv ratc of ! .O rnLmin~l and 25°C ternperature, as 

suggested by thc colu:mn manufacmrer. Dextran (American Polymer Standards, Mcntor, OH, 

USA) with molecular v;reight ranging ffom l03 to l 06 Da was used as a standard fOr thc 

calibratíon curve as described by Balke et a/, 12 

2.3.3. Protein concentration. Tbc protein content m fiA precipítate was detcrmined by UV 

absorption at 280mn,2:-; using bovine scrum albumin (BSA, Sigma, SL Louis, MO~ USA) as a 

standard. 

2.3.4. Rheological analysis: steady shcar tes.ts and dynamic osdHatory tcsts. Rheologicai 

propetiies \Vere measured by a Haakc RheoStress 1 rhcomcter (Haake lnc., Kadsruhe, BW, 

Gennany). R.heoiogicai behavior ofthe microbial HA in 0.15 moi -i NaCl sotution was asscsscd 

by measuring the osciHatory viscociastic parameters and the pcm1tment flow amtlysis at 2Y'C, 

using 35 mm parailel plates. Coaxial cylinder sensor system was tr:;cd for lower HA 

conccntratü.m samples. Oscillatory measurements were conductcd in thc linear region. at a strcss 

of U88 Pa, under a ffequency range ofO.l-12.92 Hz. Stcady shear m,casurcmcms \\-'ere carricd 

out at shear rates of 1-50 

2.3.5. At:omic H)rce :microscopy. In the AFM analysis, thc HA precipitt1te \Vas rcdissolved in 

water in a!! precipitatlon steps to avoid the prcscncc of NaCl. At the emi o f the precipitation, the 

HA precipitate was (hssolved ata conccntration of 10 mg.ml: 1 and fihercd through 0.45 ttm 

rncmbranes (Sartorius, Goettingen, Gerrmmy). The HA solution was dilutcd to fina! 

concentrations of 0.01 and l mg.mL-1 with 0.01 mol.C1 MgCb solution and equilibrated under 

1.nagnetic stirring for t6 hours at 25°C Aftcr c!eavagc, mica was hydrated 'vith 100 FL of 

0.01 moLL"1 MgCb so!ution for 15 s which was draincd on a fíltcr papcr. The surface was rinscd 
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with 3 x J 00 ~L o f deíonized water and 70 ML o f di lute HA solution was deposíted on mica 

surface, allowed to intcract for 5 mín, then rinsed wlth deíonízed water and dried under a gentle 

stream of Nz. The mica surface was used immediately fOr AFM studíes. The AFM inst111ment 

\vas an Autoprobe cp (Park Scíentific, Sunnyvale, CA) and images were obtained in air at room 

tempt~rature and humidity. The tapping mode was employed, using sibcon probes of 125 jlnl 

nominal !ength, ata drive fl·equcncy of ~160kHz. Data were stored in 256 x 256 pixel format 

and images \Vere proccssed using the Gwyddion software (Gwyddion 2.15, GNU General Publlc 

License, http://Mv\v.gwyddion.net, 2009), 

3. RESlJl TS AND DISCLiSSION 

3. t. HA pnreness characterization for tbe rheological studies 

Proteins are the main contaminam of HA. Jn general, the contamínant proteins cause 

allergenic and/or adverse effects on the HA for pharmaceutical or cosmetic applícations. In tem1s 

of rheology, the protein content changes the entanglement, f1exibility and confonnation of the 

HA chain, whieh contribute to the HA viscosity and viscoelasticity properties. Therefore, the HA 

puriflcation and the precise characterization of the protein content in HA are rritical aspects to 

the understanding o f its rheology, 

Considt'Ting the above mentioned reasons, the protein content in the HA obtained from the 

Streptococcus ::ooepidemicus ATCC 39920 cultivation was quantified prior to the rheological 

studies. Aiming to decrease the protein content in order to reach the medicai grade specification.s, 

HA was precipitated with ethanol from the cultivation broths at pl-1. 7.03 and 4.06. Figure 4.5.la 

prescnts the chromatogram from the UV-VIS detector signal at the wavelength 280nm. The 

results illustrate the pH influence on the protein concentration in both aspects: the cultivation 
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broths of the Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920 at acidifying conditions and control lcd 

pH 7 .0, as well as on the precipitation with ethanol. The pro te in contents o f HA precipitatcd at 

pH 4.96 was 86.4 mg.g·1
• However, the one from the HA precipitated at pH 7.0 was 0.44 mg.g .J 

which complies with the British Pharmacopeia 2003 specifications24 for medicai grade HA 

(< I mg.g·1 
). The HA pureness grade may also be observed through the color o f the obtained 

precipítates (Figure 4.5.1 b and 4.5.1 c). The strong reduction of the color identifies the absence of 

protcins and the other contaminants. 
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Figure 4.5.1 - The pH effects on (a) the protcin content and (b, c) the color of the obtaincd precipitatcs 

from thc Streplococcus zooepidemicus ATCC 39920 (- , b) cu ltivation in acidifying conditions 

precipitated at pH 4.96; (-- , c) cultivation and precipitation at pH 7.0. Thc intensity measuremcnts 

wcrc obtained from a UV-VIS detector at 280nm. 
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3.2. HA molecular weigh.t 

The HA average molecular weight (MW) in the end of cultivations was 2.1 x 107 and 

4.0 x l0 6 Da, for non-controlled pH cultivarion and precipitatíon at pH 4.96 and controllcd pH 

7.0 cultivation and precipitation respectívely. The MW distributions from both cultivations are 

shown in Figure 4.5.2. 
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Figure 4.5.2 ~ Thç pH cffc-cts on thc molecular weight distribution of HA produced from thc 

Srreptococcus :::ooepidemicus ATCC 39920 (a) cultivation at acidifying conditíons and prccipitatcd at pH 

4.96; (b) cultivation and prccipitaJion at pH 7.0. 

3.3. Rheological characteristics o f microbial HA 

Oncc thc rheological behavior of HA solutions ís extremely sensitive to protein 

contamination, the polymer produced in thc controlled pH cultivation (lower protein content} was 

uscd in detcnnination of thc main rheologica! characteristics. 

3.3.1. Sbear flow measurcmcnts 

Shear-thinning (viscosíty decreasing with íncreasing of the shear rate) is a weli-known 

polymer solutions prope1t)l5 \Vhich is typical of entangled networks. In thcse networks, thc 

rhcologica1 response ís control!ed by the entanglement fonnation and disruption rates. At lmv 
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shc-ar the two ratcs are similar and the active entanglement total number is almost constam. As 

thc shcar rate incrcases, thc dlsruption rate becomes predominant, leadíng to thmning. :w Figure 

4.5.3a shows this rhcological behavíor fOr the higher HA conccntrations studicd. 

6 L A 6 
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• • .... .::::~~·:,·; " -"' lllii • RI llll Bllillilllt 

""' 
1000.0 

1.0 10.0 100.0 

'I (s'1) 
flgurt~ 4.5.3 - The inHucnc.c of shçar ratc (Y'J on thc. spccific viscosity (1lsp) of microbial HA ai diftCrcnt 

concentratíons ln O.l5 moLL- 1 NaCl so!ution at 25"C: (11) 50; ("t) 60; (,&) 70; (<>) f\0; (O) 9ü; 

(L) 100 lTtg.mL-t. All conccnirations are cxpressed as mg.mL-J _ 

The TLr concentration depemknce defines thc fractional increase in viscosity due to the 

presence of the poly1ner. Taking the maximum value of fl>r (lhe "zero shcar viscosity'", ll,prl), 

Morris et a(!6 obscrved that this depcndence sho\Vs similar bchavíors f(}f various random-cnil 

po!ysaccharides such as dextran. alginatc, carboxymethylamylose, ~md k-carrageenan. Once íi 

was not possíble to detcnninc T\snn fOr ali HA conccntratíons, in this study, the concentntíon 

dependcnce \vas observed using 11sp at shear rate- o f 50s~ 1 (Figure 4,5.3). 

Two distinct slope tinear regimes (Figure 4.5.4) may bc identified which are consistem wíth 

data repmted by MolTis et a!. 16 The first regime with a slope of I ,02 com:sponds to the dilu.tc 

solutíon \Vhere isolated chains are prescnt. The sccond onc vvith a s!opc oC\.09 reprcsents s'~mi-
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di lute solutions. Monis et al.26 found a slope of 1.4 in the dilute solution for all polymcrs studied, 

while in the conct.-'11trated region the slope increased to 33. 
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Figure 4.5.4 - Spccífic viscosity (ll,p) depcndencc on thc concentration for the microbial HA m 

O. l. 5 moLL-1 NaCl solution at 2Y'C 

From the hvo stralght-hnes intersection (Figure 4.5.4) the criticai ovedap concentration (c*) 

was calculated to be 4.0 mg.mL ·1
• IJ1e c* corresponds to the concentration at which the chains 

start to ovedap and the free motion of a síngle chaln is restricted by the presence of the others. 

This value is close to that estimated by Mo et a/.27
, 2 mg.mL-1

, for HA in O.l moLC1 NaCI 

solution at 20°C \Vith MW of2.0 x 106 Da. 

3.3.2. Dynamic measuremcnts 

The viscous and e1astic responses of viscoelastic systems can be quantified by dynamic 

oscíllatory measurernents. The storage (0') and loss (G") moduli are functions o f frequency and 

may be expressed in tenns o f the amp!ítude ratio and phase shift relatívc to the st:rain, as defined 

by the Equations 1 and 2: 2
8. 
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(!) 

( "' ( ' ) ' (') J = Gol Yo sm o (2) 

where (ao/ Yo) Js the amplitude ratio, ó i.s the phase shift, cr11 is the amplitude o f shcar stress and y, 

ís the amplitude of the strain equal to Uh, when thc motion o f the upper ( osril!anting) plate is L 

sin (cor), m is the frequency expressed in rad.s·\ which is equivalem to oJ(ln) t1z, and h is thc 

distance between the pintes. 

The complex viscosity 11~, defined hy equation 3, desc.ribes tbe total resistance to a dynmníc 

shear. 

(3) 

In this work, both (G') and (CJ") moduli increased with fi·equency (Figure 4.5.5). Since the 

stomge modulus usuaHy represents t.hc elastic charactcr and the !oss modulus describes the 

viscous behavior, this result suggests that the enhancement in structural enhmgiement mcreases 

the G' modulus. while structural brcakdown increuses the G" modulus?) ln addition, \Vith 

incrcasing HA concentration, thc moduli .at thc same angular frequency increased. 

Dynamic rheological tcsts also sho\ved that the magnitudes of wcre greater than thosc o f 

thc G' for the other concentralions, in of the angular frequency studied range (Figure 4.5.5). 

HA solutíons with concentration below 10 mg.mL·1 showed unsatisütctory results with 

oscillations in dynamic rheological t.-::sts due to the rheometcr sensitivity and limitations in the 

used gcomctry. 
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Figure 4.5.5- Storage (a) and loss (b) shcar modu!i ofmicrobial HA solutions in 0.15 moLL-1 NaCl at 

25°C as o function ofangular lrcqucncy: (O) 10; (O) 30; (0) 40; (li) 50; (<O) 60; ( .. ) 70; (+) 80; (.!.) 90; 

(+) 100 mg.mL· 1
. All concentrations are cxpressed as rng.mL-1

• 

Although G' and G" values were símilar, the G' were slightly higher than the G" slopes for 

each concentration (Figure 4.5.5), indicating that a probable cross-over point at tfequency úXJ 

should takc place at frequencics higher than the studied range. According to the estímated 

intercepts in Table 4.5.1. the cross-over frequency (mo) should dccrcase with the incrcasing HA 

concentration. 

Table 4.5.1 - G' and G" slopes and intcrcepts dctcrmining thc cross~over frcqut.'Ucy (mo) from 

microb-ialliA solutions in 0.15 moLL' 1 NaCl at 25°C. 

HA COtlccnt"ration G' G'' Interccpt 

(% w/v) Slope R' Slopc R' (log ú;,) 

4 1.099 0,9983 (),901 0,9998 H3 

5 1.030 0.9980 0.848 0,9985 350 

6 1.019 0.9993 0,821 0.9981 3.09 

7 1.016 OS997 0.781 0,9949 2J>7 

8 0.999 0,9995 0.740 0,9935 2AO 
9 0.966 0,9989 0.726 0,9912 235 
10 0.925 0.9987 0.679 0.9909 2.09 
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As shown in Figure 4.5.6, measured values of log G' for HA in 0.15 moLL~t Na CI solution 

at 25"C increased linearly along with the polymer concentration logaríthm Oog c). Slopes of thc 

double-logarithmic plot dose to va!ue 2 are often observed fl1r biopolymers with a large number 

of potential binding sites along: each chain (Le. high 'f'unctionality') at concentrations 

substantiaHy higher than rhe minimum required íür a continuous network fOrmation.:w fn this 

work, the tdope was 331 which suggests a very coíled poly111er with intensc mtra and 

in1cm1olecular cham imeractions. According to Bozzi el a/:11 these high va!ues are due to an 

incrcasc m the yiekl of crosslinks when polymer concentration mcreases. Xu et a/:
12 t{mnd a 

slope of 3.97 for tbt~ A gum, exopolysacclmride produced by Aemmmras nichidcnii 5797, at 
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) 

Figure 4.5.6- Storagc modulus (G') concentration depcndcnce for microbial HA in O.l5 moLL' J\aCl 

solution at 25"C .. rncnsurcd at frequcncy of0.63 rad.s-1
• 

lt is o f interest to derenníne the relationsh!p hetwecn tbe rheological pararncters dctennined 

from osciHatory t.ests sue h as complex viscosíty (11') and the apparent visco~úty ('fl), from steady 

shear flmv tc:sts>n The superimposítíons of 11 and l) * at equal va!ucs of Jicqucncy ( ro) and shear 

rate (y) are known as the Cox-Merz mie, defined by equation (l ). 
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(1) 

This empirical COITelatlon was found to be applicable to f1uids with a homogeneous 

structure, such as random-coil polysaccharide solutions. 26 Good superpositíon of11 (Y) and 11'' (w) 

was found only for HA concentration of 40 mg.rnL'1, as shown in Figure 4.5.7. Deviatlons in 

behavíor from theorctical predíctions, a_.::; observed for the other HA concentrations, occur for 

biopolymer dispersions with either hyperentanglements (i.e., high density entanglements) or 

aggregates~
4 whenever 11 ~ is higher than 11 at equívalcnt rates o f dcformatíon indicating a tenuous 

network which remains its integrity under low-amplitude oscillation but is disruptcd by 

continuous shear.35 

-" oi n. ! 
E 10000.0 I 
~ 

• I r= 
k I o 
r= 

! 

'1000.0 l 
I 

O eOfP§~UiiMiil'lll'#!ill"<IINIIlti+NN ..... ? •ttoiOI!>ol!> 

L 
1.0 iü.O 100.0 

y (s-1) or ro (rad.s'1) 

Figure 4.5.7- Cox-Mcrz plot ofthe microbial HA ín 0.15 mol.L" 1 NaC! solution at 25"C, with varíous 

c:oncentrations: (O) 40; (O) 50, (0) 60; (L) 70; ( ) 80; C:::) 90; (") 100 mg.mL·i. Ali concentrati\ms are 
I ' cxprcsscd as mg.mL- . Opcn symbo1: l); Closc.d symbol: 11 . 

3.4. Thc mkrohial HA conformations 

HA conformatíon was observcd through the tapping mode atomic force microscopy (AFM) 

in a ir. Whcn deposíted on mica and studied undcr butano] or in air through a thin layer o f water 
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existing on the mica surface, HA has a tremendous tendency to self-associate,3.36 fonning 

networks of fibri ls and fenestrated stmctures as may be seen in Figure 4.5.8. 

(c) (d) 

Figure 4.5.8 - Nctworks formed by microbial HA in 0.01 moi.L"1 MgC12 solution deposited on mica: (a) c 

(b) 0.01 mg.mL-1; (c) c (d) 1.0 mg.mL·'. Height imagc lJ.Lm x 1 J..Lm. 

Neither homogeneous networks nor meshes were found within the samc sample, which 

were not related to the deposited solution concentration. As observed by Scott et a l,2 the thickness 

of the strands increased with the HA concentration (Figure 4.5.8). Large spherical shape clusters 

of HA chains with d iameters of 1.4 !Jm were observed for 0.0 I mg.mL-1 HA solution (Figure 

4.5.9). 
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F igure 4.5.9 - Clusters o f microbial HA chains obscrved when 0.01 mg.m L·1 HA solution were dcpositcd 

on mica . Hcight image 1.5 11m x 1.5 J.lm. 

4. CONCLUSIONS 

Thc rheological analysis has been a usefu l tool to explo re relationsh ips between mechan ical 

behavior and structure, concentration and molecu lar weight of the HA produced by Streptococcus 

zooepidemicus ATCC 39920 in cultivation performed at constant pH 7.0 fo llowed by 

precipitation with ethanol at pH 7.0. 

The specific viscosity (ilsp) concentration dependence showed behavior s imi lar to most 

random-coil polysaccharide solutions and polyelectro lytes. Frequency sweeps showed a 

concentration dependence, with the storage (G') and loss (G") moduli increasing along with the 

HA concentration. Estimates out thc studied range indicate that the cross-over frequcncy should 

decrease with the increasing HA concentration. 

The G' slope along with HA concentration was abovc the c2 -dependence often observed for 

biopolymers with high funct ionality Regard ing the correlation between the rheological 

parametcrs determined from oscillatory and steady shear tlow tests, the Cox-Merz rule was not 
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obeyed for the majority o f conccntnnions. Thus, thc devíations o f thc Cox-·Merz rule as \Vell as 

thc high G' conccntration dependcnce confinn the high cntanglements density of the HA dm!ns. 

Lnrge spherical shape dusters of chains were obscrvcd through AFM even at O.Oi mg.mt··l HA 

concentrations. 

Thcse results contribute to a better understanding of the rhcologicnl I-lA behavior m 

solution, which is o f extreme importance iOr specitlc medica! and cosmetíc applications. 

A .. CKNO\\'LEDGEME.l\:TS 

The authors acknowledge rhe CNPq and FAPESP fOr the financm! supp011: and the 

Investiga Group {Campinas, São Paulo~ Bmzil) for the rnaíntenance of the bacteria culíure. Wc 

also thanks Pmf. DL Edvaldo Sabadini (lnstitutc of Chemistry, University nf Carnpínas) for the 

permissíon o f the use o f rheometer and Prof"'. Df. Mônica Cotta (!nstitute o f Physics, University 

o f Campinas) for thc pcnnission of the use o f atomic force microscopc. 

149 



REfERENCES 

L Garg, H. G.; H ales, C. A. Chemisny and biology ofhyaluronan; Elsevicr: Oxford, 2004; 415-

455. 

2. Scott, J. E.; Cummings, C.; Brass, A.; Chen, Y. Biochem J 1991,274,699-705. 

3. Cowman, M. K.; Spagnoli, C.; Kudasheva, D.; li, M.; Dyal, A.; Kanai, S.; Balazs, R A. 

Biophys J 2005, 88, 590---602. 

4. Krause, W. E.; Bellomo, E. G.; Colby, R. H. Biomacromol200J, 2, 65w69. 

5. Gómez-Alejandre, S.; Sánchez, E.; Abradeio, C.; Rey-Stollc, M. F.; Hemández-Fuentes, 1. Int 

J Biol Macromoi2001J, 27,187-290. 

6. Gatt~j, L; Popa, M.; Rinaudo, M. Biomacromol2005, 6, 61-67. 

7. Cowman, M. K.; Li, M.; Dyal, A; Kanai, S. In: Hyaluronan; Kennedy, J. J.; Phillips, (i 0.; 

Williams, P. A., Eds. Woodhead Publishing,: Cambridge, 2002; 109-116. 

8. HascaH, V. C; Laurent, T. C. in: Science ofhyaluronan today; Hascall, V. C.; Yanagishita, M., 

Eds. Seikagaku Corp.: Tokyo, 1997. Aval!able at: www.g!yeofürum.gr.jp/science/ 

h ya lurona n/b yaluronan E. h tml. 

9. Cowman, M. K.; Matsuoka, S. ln: Hyaluronan; Kennedy, J. J.; Phillips, G. 0.; Wi!Iiams, P. A., 

Eds. Woodhcad Publíshing,: Carnbridge, 2002; 75-79. 

!0. Gribbon, P.: Heng, B. C.; Hardingham, T. E. Biochem J 2000,350,329-335. 

ll. Balazs, E A.~ Gibbs, D. A In: Chemistry and molecular biology of the intercellular matrix.; 

Balazs, E. A, Ed. Academic Press: London, 1970; 1241-1253. 

12. Annstrong, D. C.; Johns, M. R. Appl Environ Microbioll997, 63,2759-2764. 

13. Maltese, A.; Borzacchiello, A.; Mayol, L.; Bucolo, C.; Maugcrí, F.; Nicolaís, L; Ambrosio, 

L Biomaterials 2006, 27, 5134~ 5142. 

!50 



14. Kelly, M. A,; Kurzweil, P. R.; Moskowüz, R, W. Am J 011hop 2004,33, I 

15, Kanchwala, S_ K,; Holloway, L; Bucky, L P, Ann Plast Surg 2005, 55,3tH5. 

16. Esposito, E.: Menegatti. E.; Cortesi, R. Int J Pharm 2005, 2X8, 35--49. 

17. Falconc, S. J.; Palmcri, D. M.; Berg., R. A J Biomcd Matcr Res 2006, 76A, 721"·728. 

18, Chamberlain, K,; Rao, IVL A Food Hydrocoll 2000, !4, 163~ !7 L 

19, Hill, A,; Carrington, S, Am Lab 2006, 38, 22-24. 

20. Arnbrosio, L; Borzaccbiello, A; Netti, P. A.; Nicolais, L. J Macromol ScL Pure Appl Chem 

1999, A36 (7,8), 91-!000. 

2L Dischc, J Biol Chem !946, !67, 189-198. 

22. Balke, S.; Hamíclcc, A; Leclkair, B.; Pearcc, S. fnd Eng Chem Prod Res Dcv 1969, X, 54-57. 

23. Stoschcck, C. M. Methods Enzymol 1990,182, 50-68. 

24. Rangaswamy, V.; Jain, D. Biotechnol LeU 2008, 30,493----496. 

25. Macosko, C W. Rheology. Principies, Measuremcnts and Applications: VCH Publishers; 

New York. 1994. 

26. Morris, E R.; Cutler, A. N.; Ross-Murphy, S. B.; Rces. D. A.; Príce, J. Carbohydr Polym 

198L 1, 5-21, 

27. Mo, Y.; Takaya, T.~ Nishinari, K.; Kubota, K.; Okarnoto, A. Biopolymcrs 1999,50, 23~··34. 

2.K StctlC, J. F. Rheological methods in food engineering; Freeman Press: Michigan, 1996 .. l ~9! 

29, Rwei, S.!'.; Chcn, S. W,; Mao. C L fang. H. W, Bíochcm Eng J 2008,40, 211 17. 

30. Hember. M. W. N.; Morris, R. Carbohydr Polym 1995, 27. 23-36. 

3L Bozzi, L: rvmas, M.; Rinaudo, M.lnt J Bio! Macromol1996, 18, 83-9L 

32. Xu, X; Líu, W.; Zbang, L food Hydrocoll2006, 20, 723,729_ 

151 



33. Lopes Da Silva, 1. A.; Rao, M. A. In: Food polysaccharides and their applications; Stcphen, 

A. M.; Willíams, P. A., Eds. 2nd ed. Mareei Dekker: Ne\v York, 2006. 

34. Yoo, R; Yoo, D.; Kim, Y. R.; Lim, S. T. Food Sei Biotechnol2003. 12,316-319. 

35. Chronakis, L S.; Kasapis, S. In: Food tlavors: Generation, analysís and proccss ínf1uence; 

Charalambous, G., Ed. Elsevier: Amsterdam, 1995; 75-109. 

36. Jacoboni, L; Vaklrê, U.; Mori, G.; Quaglino Jr., D.; Pasquah-Ronchetti, L J. J Stmct Biol 

\999, \26, 52·58. 

152 



4.6. AVALIAÇAO DE DERIVADOS AGROlND!JST!llAIS COMO COMPONENTES DO MEIO DE 

Cl!LTVRA PARA !'RODt:ÇAO MICRO!IIANA DE ÁCIDO DJALI!RÔN!CO 

ARTH:;o SliBiHETIOO AO PERJÓDICO 

"8lORESOLRCE TECHNOLOGY"" 
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M!CROBIAL PROOUCT!ON OF HYAUJRON!C A CID FROM AG!UCULH.IRAL RFSOURCE 

DERIVATES 

Aline M. R Pires, André C Macedo, Silvia Y, Eguchi and l'v1aria H. A~ Santana" 

Laboratory ofDcvclopmem ofBiotcchnologicat Processes 
School ofChemkal Enginccring, PD.Box 6066 

Univcrsity ofCampinas-UNfCAMP 
! 3083-970, Campínas-SP, Brazil 

ABSHtACT --- Agricuhural resources derivates (ARD) sue h as hydrolysatc soy pro te in concemrate 

{HSPC), whey protcin concentrare (WPC)! and c;·t;;;hew apple juice (CAJ) wcre studwd for thc 

pmduction ofhyaluronic acid (HA) by S!reptococcus :::oor:pidemicus. The supplementation oftbc 

media with com stecp Jiquor (CSL) was also cvaluated. Synthctic mcdium containing glucose 

and yeast cxtract was used as a control. Thc A RD were promlsing for the production of H A. Thc 

CAJ produced thc highcst amount of HA (0.89 g.L-1
), similar to thc controi (0.86 g"L-1

), foHmved 

by thc HSPC (0, 17 gr 1
) and WPC (0, I O gr\ The CSL díd not ínfluence thc productíon o f HA 

when the HSPC and "\VPC were uscd, Howcvcr, in tbe synthctic mcdlmn it duplicated the yidd 

coefficient of the: product rclatcd to glucose. The average molecular \Vcight of the HA runged 

from !03 to 104 Da for ARD and it \Yas l0
7 

Da for the synthctic medium. 

Ker-\Mn.b: hyalmonit:: m:id, agiicultural n;;-;ources dcrívmcs, fcrmcnta!ion. Stn:procucws ::oncpidemiun. 

* Corrcsponding au:hor: Phonc: +55 19 3521 3921: Fax; +55 19 3521 3890 
E--mail adJress: Lu.<n 
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l.INTRODUCTION 

The hyaluronic acid (HA) is a linear polysaccharide with hlgh molecular weight composed 

of dí.saccharides units of D-g!ucuroníc acíd (GlcUA) and N-acetylglucosamine (GicNAc) joined 

alternately by ~-l-3 and P-1 A glycosidíc bonds (Chong et a/., 2005). Due to its high 

viscoelasticity and abi!íty of the polymer to retain large volumes of water, HA has significant 

applications ín the cosmetic and medica} industries (Annstrong and Johns, 1997). The final 

products containing HA present high aggrcgated valuc ranging from US $ 2,000 to 60,000/kg in 

the abovc mcntioned applications. 

Traditionally, HA is produccd by the extraction of animal tissues, mainly rooster combs. 

The microbial production of H.A bas become increasingly attractivc for large-scale production 

duc to the limited anímal tissuc sources, the risk of viral contamínation and high costs on the 

recovery and purification, involved in the HA from animal sources. (Cooncy et a!., 1999; Gao 

er a!., 2006). Furthennon:. thc production of HA by the fcrmentation process allows the 

optimizatíon o f the product yield and quality through genetic cngineering and thc control of thc 

cu1ture conditions (Arrnstrong and Johns, 1997). 

The mos! frequent bacteria used ín the industríal productlon o f HA are Lancefield group A 

and C streptO\:OCCÍ. Thcsc bactcria are nutrítíonally fastidious microorganisms vvhich requi:rc 

complex nutrients duc to thcir limited abilíty to synthcsize spe-ciiic amino acids and B-vitamíns 

(Füzpatrick and O'Kecffc, 2001: Hofvendahl and Hahn-Hagerdal, 2000). Additíonally tbcrc is 

the nutritional requirement with respect to organic nitrogen, which also supplies a large 

proportion o f carbon for the cellular bíosynthesis (Am1stnmg et al., 1997). 
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In general, thc culturc media used for the microbial production üf HA contam glucose as a 

carbon source (Akasaka et ar, 1989; Am1strong et a!., 1997; Anustrong and Johns, 1997; Chong 

and Nielsen, 20(}3; Cooney et ui., 1999; Johns e! a!., 1994; Km1 ct ai., 1996), apprc:x::íable 

amounts of complex n-itrogen sources like yeast extract, peptones, cascin hydroiysatc. beyond 

growth factors such as magnesium and phosphates (Armstrong et a/,, 1997). 

The needs of a sustainable socicty aud thc políticnl priorities havc sho\ved tbe use of 

renewab!e resources such as agricu!rmal ones, which can be convened into biocncrgy or vaiuablc 

bioproducts (Angenent et ai., 2004). Thesc aspects have encouragc:d the studies using altema!'ivc 

media tOr fCrmcntation processes. Moreover, these agricultura! resources havc low cost and allow 

thc productlon of valuable main components and supplernents of culture media \vbich are 

met:abo!izcd as carbon and energy somces, dueto micmhíal abi!ity (Thomsen., 2005). 

Consideriug this context1 thc objective of this work was to evaluate main components or 

supplements of culture media obtained fí·om agricultura i resources derivates (ARDs), for the 

micmbial production of HA. The evaluated agricultura{ main components 1-vere the hydrolysatc 

soy protcin conccntrate (HSPC). thc wbey protein concentrate (WPC') ;:md the cashew apple juice 

(CAJ). The com steep hquor (CSL) \Vas also evaluated as a supplement They were se!ected 

based on the amino acids rcquirements of the Streptococcus :::ooepidemfcus, as des:cribed hy 

Armstrong et a!< ( 1997), as weU as on thc qualitatíve and qnantitative variability o f a mino acids 

in the different sources (Cardinal and Hedr:ick, 1948; Kreider, 2004; Sgarbicn e! ai., ! 999). 

2. MATERIAL AND METHODS 

2.1. Microorganism. 5'treptococcus equi subsp. zooepidemicus A TCC 39920 was obtained f!"om 

the American Type Culture Collectíon (ATCC, Manassas, V A, USA) as a lyopbilized culturc 

kept in ampoules. 
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2.2. Cultun~ Maintenance and lnoculum Pre-paration. The stock cu!ture was maintained 

frozen in Braln Heart Infusion (BHl) broth containing 10% glycerol and glass beads. Thc 

inoculum was prepared in t\VO steps: initially five glass beads were transfem:d to tubes 

containing 5 mL ofthe culture medium and íncubatcd at 37°C for 24 hours. Later on, tbe medium 

h:om the tuhe was transferred to 125 mL Erlenmeyer t1asks, containing 40 mL ofthe fresh culture 

medium, and incubated under reciproca! shaking at 150 rpm~ 3T'C, during lO h. In a!l thc cases, 

the sarne media wcre used in thc rwo steps ofthe inoculum prcparation and in the fcrmentations. 

2.3. Culture Media 

2.3.1. Synthetic medium. The compos.ition of the synthetíc medium used as a control was 

bas.ed on thc composition proposed by Swann et a!. ( 1990), presentcd in the Table 4.6.1. 

Table 4.6.1 Cnmposítion ofthe synthetic medium used as a controL 

Componcnt 

Giucose 

Yeast extract 

K,so, 
MgS0,.7H,O 

Na2S04.!2H20 

CaC!,.2H,O 

FeS04.7H20 

MnS0,.4H,O 

ZnS0,.7!!,0 

CuS0,.5H,O 

H,PO, 

* mg.L- detonízed water 

Concentration (g.L-1 deionizcd water) 

pH 7.5 

45.0 

60.0 

!.3 

1.0 

0.2 
5.0* 

5.0* 

I. O* 

LO* 

0.! * 
1.0 ml. 

2.3.2. AR.Ds mt~ia. The studied culture media based on AROs were composed by HSPC, 

\VPC or CAJ as main cornponents and the CSL as a supplement, which were gíven as gifts by the 

foHmving Brazílian índustries: the WPC from Tangará Dairy Jndustries (Vila Velha, Espírito 
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Santo, Brazil), the soy flakes and the CSL fmrn Canmmru Alimentos S,A (Silo Simão. Goiás, 

Brazil), the cashew apple from CAJU GAJA (Itaueira Agropecuária S/ A, Russas, Ceará, Brazil) 

at harvesting season, 

main components of the medium were obtained fmm the AROs, applying the follmvillg 

procedurcs: the HSPC was prepared with soy flakes through thc acid exrraction according to the 

mcthodology described by Johnso:n ( 1999); the HSPC \vas obtamcd by enzymatic hydro!ysis 

using pcpsin as describcd by Fan et a{ (2005); the WPC was used with no prevmus treatment; the 

CAJ was extractcd by the mechanica1 pressing o f its pulp. 

The 1otal nitrogen of thc main components and thc supplemcnt wcre dctennined by the 

Kjeldahl method (AOAC, 1995), and thc g!ucose was quantifíed using a glucose oxidasc 

commercial kit (LABORLAB Ltda, Guamlhos, São Paulo, Brazil). Aíming to have thc 

g!ucose:nitrogen ratios simílar to the synthctic medium onc, tbe conccnrraüons of thc total 

nitrogen and glucosc were adjusted in the various culture media, by addition of anhydrous 

g!ucose and yeast cxtract The salts wcre added at the same concentrations to tbc \·arious media, 

including the controL and afterwards th~"; pH was adjustcd to 7.5. Tahlc 4.6.2 shows thc 

qualitative compositíons ofthe eva1uatcd cultur-e media. 

2.4. Fermentation. The fem1entations \Vere carried out in batches, using 250 mL 

Edenmeyer flasks containing 100 mL of the evaluated mcdium, whích \Vere maintaini:d undcr 

rcciprocal shaking, 37°(', ar l50rpm during 24 hours, Thc media wcrc inoculated \\-'ith lO~,í) v/v. 

The fermentations werc conducted in duplicate and the pH, cell mass, HA anel glucosc 

concentrations were determined for cach f1ask at the initial and fínal time~;, The analyses wcre 

pcrfonned in triplicate. 
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Table 4.6.2 ·· Qualitative composition ofthe synthetic (!,2) and ARDs (3-8) media. 

Mcdium Carbon Source Nitrogen Sourcc Supplementation 

Glucose Yeast extract Salls 

Glucose Y east extract 
Sal.ts and com steep 

liquor (CSL) 
2 

Glucose 
Whey protein concentrare 

Salts 
(WPC) 

3 

Glucose Whey protein concentrate Salts and com steep 
(WPC) liquor (CSL) 

4 

5 Glucose 
Hydrolisate soy protein 

Salts 
concentrate (HSPC) 

Glucose 
Hydrolisate soy protein Salts and com steep 

concentrate (HSPC) liquor (CSL) 
6 

Cashew apple 
Y east extract Salts 

juice (CAJ) 
7 

Cashew apple 
Y east cxtract 

Salts and com steep 
juice (CA.J) líquor (CSL) 

2.5. Analytical Methods 

2.5. i. C eU growth. The cell growth was determined by ceH dry weight accordíng to the 

gmvimetric method< 

2.5.2. Glucose concentration. The glucose concentration was determined using a glucose 

oxidase commercial kit (LABORLAB .Ltda, Guarulhos, São Paulo, Brazil). 

2.5.3. HA conccntration lnitiaUy thc fennented medium was centrífuged at 3200 rpm during 

20 minutes. The cell free supematant was treated with ethanol in a proportlon L5: l v/v 

cthanol: supernatant The solution was cooled down, remaining at 4°C dur:ing l hour for the 

precípítation of HA. The precipitated HA was redissoJved ín a 0,15 moLC1 sodium chloride 

solution. Three steps of precipitation and rcdissolutíon were. pcrfonned to increase the yield of 

precípitated HA. The HA concentration was detc1mined by the carbazol reagcnt (Dische, 1946). 
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2.5.4. HA molecular ·weight. The average molecuLar \veight of HA was detennincd by size 

exclusion chromatography. It was used a Shimadzu chromatography system (Shimadz:u 

Corporation, Kyoto, Japan), containing a (35 x 7.8 rnm) Polysep··GFC-P column guard 

(Pbenomcncx, Tonance, Califomia, USA) mountcd in ser!es with a (300 x ~u~ mm) Polysep­

GFC-P6000 co!umn of the gcl fíltration (Phenomenex, Torrancc, Ca!ifornia, USA) and a 

refraction index detector. (Shirnadzu Rl.D-6A). The ana!ysis comlüions were: injccted samplc of 

20 pL, sodium nitratc 0.1 moi.L··l as thc mobíle phase, f1ow ratc of 1.0 mLmin~ 1 and 25°C 

wmpcrature, as suggested hy the column marruhicturcr. The de-xtrane {Amcrícan Polymcr 

Standards, Met1tor, Ohio, USA) with molecular wcight ranging from 103 to l 06 Da \Vas used as a 

standard for the calibration curve as described by Ba!ke et a f. ( 1969} 

3, RE:Sl...'LTS AND DISCIJSSION 

3.!. Total nitrogen and glucose in tbe agrir,uUural rcsourccs dcrivatcs (ARDs) 

The total nitrogcn and g!ucosc conccntrations in thc AR Ds uscd as ma in componcnts and 

supp!cment in ihe media as well as in tbe ycast cxtract uscd as a nitrogcn :ooun:c in thc control 

medium, are sho\ved in Table 4.63, 

Based on the results of Table 4,63, the total nitrogen and glucose concentmtions \-Vere 

adjusted to 45.0 g.L'1 glucosc and 5.R gJ_-l total nirrogen, in ordcr to have similar ratios in the 

various: media (7.8:1 gJucose:nitmgen). The CSL was used on!y as a supplement (10% v/v), duc 

to its low total nitrogen concentration (0.07°/o pív). Moreover, thc CSL also contains appreciable 

amounts o f B-vitamin and val.uable mineral nutrients such as calei um, magnesium, phosphorou-s, 

potassium and iron (Liggett and Koff1er, l94R). The iow total nitrogcn content in thc CAJ 

required an addltional supplcmentation with yeast extract, to reach thc g!ucosc:nitrogen ratio, 
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Tabie 4.6.3 ~ Total nitmgen and glucose concentrations in the ag:ricultural resources derivates 

and in the yeast extract used in the culture media. 

Agricultura! Resources Dcrivates Total Nitrogen (%) Glueose (g.L.1
) 

Yeast extract* 

Cashew applejuice (CAJ)** 

Whey protein concentrare (WPC)* 

Com stccp liquor (CSL)** 

Hydro!ysate soy protein concentrate 
(HSPC)** 

* %1 (w/w); **% (w/v). 

j Ü.JI cc 1.33 0.44 ± 0.0! 

0.04 ±0.00 47.40±0.74 

1 !.91 '" 0.13 0.61 ± 0.00 

0.07 ± 0.01 0.09 ± 0.02 

3.2. Comparative analysis of the fermentations 

The results from the termentations are presented ín Tables 4.6.4 and 4.6-5 for the non-

supplernented and supplemented CSL media, respectively. The data compare the perfonnance of 

the fcmwntations in ten11s of cell growth, production ofHA, HA:glucose yield coeff:icient and the 

average molecular weight o f the HA produced. 

Table 4.6.4 -- Ccll growth, HA production, HA:glucose yield coeffícient and HA avemgc 

molecular weight using non-supplemented ARDs media. 

ARDs Media 
Cen Growtb 

(g.l:') 

0.77 ± 0.08 

. . HA avcrage 
HA Prod_?ctwn YuAIS -1 molecular weight 

(g.L ) (g HA.g glucose ) (Da) 

0.86 ± 0.06 0.10 ± 0.04 (3_77 "' O.l9)xl0
7 Synthctic 

(contrai) 
-------· -"--- ~~- -~~- ----

Whey protein 

concentrate {WPC) 

Hydro!ysate soy protdn 
concentrate (HSPC) 

Cashew apple juice 

(C A.!) 

41.63 ± 0.04 

2.31 ± 0.29 

!.39 ± 0.10 

Yn.-'\.·:S ~ HA:gtucose yield coefficient. 

!62 

0.!0±0.00 0.01 ± 0.00 (2.20 cL 0.02)x 101 

0.17 ± 0.03 0.01 ± 0.00 (2.09 ± 0.03)x I 01 

0.89 ± 0.02 0.09 ± 0.01 ( 1.84 ± OJJ)xJ04 



Table 4.6.5 ~ Cell growth, HA production, H_A:glucose yidd oJefticient and HA average 

molecular weight using the CSL supplemented ARDs media. 

ARDs Media 

Syntlletic 

(contrai) 

Whcy protein 

conccntrate (WPC) 

Hydrolysate soy proteín 
concentrate (HSPC) 

Cashew npple juice 
(CAJ) 

Celi Growth 

(g.L·') 

0.73 ± 0.12 

40.20 l 0.00 

2.65 ± 0.1 () 

0.33 ± 0.06) 

Ynxs HA:glucose yicld cocffícicnt 

. y HA avcragc 
HA Productmn - HMS 

1 1 
· L 

.J mo ccu ar wetout 
(g.L ) (g HA.g glucose 1) (!la) • 

0.84 ·'· 0.07 0.24± 0.05 

O.! H 0.02 0.01 lt 0.00 

0.85 ± 0.05 0.05 ±O. O! (1.92 HHJ9) X 101 

Analyzing thc data from Tables 4<6.4 and 4.6.5 we observe that the evaluated ARDs media 

increased the cel1 growth compared to the control medíutn, except for thc CAJ supplernented witb 

CSL, in which thc ccH growth (0.33 gJ.: 1
) was haif of tlw control mcdium (0.73 g.L.1

). Thc 

highest cell mass values werc obtaincd using the WPC medía, \.vhich wcre about 50 times higher 

t.han the control medíum. 

Thc production of HA was dose to thc control for thc CAJ mc(lium only. Thc WPC and 

HSPC were also etfcctívc in the HA production howcvcr, lovver conccntrations were obtained 

compared to t11e controL In ali thc cases, ihc HA produci'ion was indcpendcnt from thc CSL 

supplcmentation, and the bighcr thc cell growth thc Jower was the HA production. Thc tast 

bchavior is in accordance with the inverse relation bctwecn the growth rate and spccific 

productivity o f HA dcscribed by Annstrong ( 1997). The production o f HA anel cdl mass 

sym.hesis really compete with thto same energy sources fmm the culture medíum. rn the case of 

_HA production from the CAJ medi um, the hígher production is not rdated to thc suppk:mentation 
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with yeas;t extraer only. According to Amrane and Pringent (1994), the main contributions o f the 

yeast extract to the HA production are the purine and pirímidine bases and the B-vitamins which 

are essemíal to the streptococcí cultivatíon. The CAJ also contalns B-vitamins, malnly thiamin, 

ríboflavin) niacin and folic acid (Sancho, 2006), which are beneficia] to HA produclion. The B-

vitamin content in cultivation medíum seems to be a ímportant requirement for thc Streptococcus 

zooepidemictL\' growth and productíon of HA. 

The HA: glucose yield coetTicient (Yp;s) obtained ttom the non-supplemented CSL medium 

CAl was cioser to the contTol media than the HSPC and WPC media (Table 4l).4). The CSL 

supplementation duplicated the Yp.1s o f the control medium as well as reduced to the half the Yris 

from the CAJ medlum, compareci to the non-supplemented medium (Tables 4.6.4 and 4.6.5). Thc 

supplemcntation did not affect the Yp;s of the other evaluated media. Although the CSL 

supplementation had any influence on the HA produced amount, the effCct on the Yrrs of the 

control medium is due to the incremcnt of the nutrients provided by the supplemenration, 

rcducing the consumption of glucose. ln thc case o f the CAJ medlum, both tbe cell growth and 

Yp,-s were strongly re.duced. This behavior may be related to a disturbance o f the electrolytic and 

osmotic equilibrium ínsidc the cells, ímpatted by the excess of minerals in the medium. Thc 

cquihbrium disturbancc demands a highcr glucose consumption in consequence of the higher 

energy requirement for the cell maintenance compared to non-disturbed cells. 

The high concentrations o f minerais such as calei um, sodium, manganese and zinc have 

been idcntified in CAJ (Soares et al., 2004), ycas.t extract (Sgarbicri, 1999) and CSL {Karnpen, 

1997; Ligge-tt e Koff1er, 1948). Among the minerais, the calclum concentration in the CAJ juice 

supplemented wtth CSL is 5 times higher than the non~supplemented medium. furthennore, that 

cakium concentration levei is 69 tímes higher than the levei recommended by Swann et ar 
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(1990) for the supplementation of our control media. Ahhough spccítlc stuí.lies on the inHuence 

of mineral nutrients on the Srreptococcus zooepidemicus' growrh and HA producthm al"e still 

scarce in the literature, the various bio!ogical functions o f minerals in the cells, suéh as em the 

vitamin synthesis, the transport through rhe membranes and as enzyme cotf!ctors m severa! 

reactions are \-Vell known (Kampen, 1997), 

Tables 4.6.4 and 4.65 also show that the CSL supplementation did not have mt1uence on 

tht: averagc molecular wcight of the HA produccd. However, the avcragc molecular \veight o f the 

HA produced from thc ARDs media \V as fbur magnitude order lotver ( l 03 
·-- 1 0_. Da) tban the 

control medium (107 Da). In the case of thc CAJ medium1 its C-vitamin conte11t may bc 

intluencing the decremcnt of the averagc molecular weight due to HA depolymcrízation, a.s. 

reported by Liu et ai. (2009) for thc ascorhate influence, 

4. CONCLVSIONS 

From the experimental resuhs we condude that the studied ARDs are promising media for 

thc production o f HA in the mnge o f 10 3 a tO.; Da average molecular weight Among the AR.Ds. 

thc highest HA prod.uction \vas obta1ned from the CAJ, in spite of its requircd supplementation 

with yeast extract. Thc WPC and HSPC media were the most eftCctive für the production of 

bionuss. The CSL supplementation did not inf1uence the HA productíon fi·om the various rnedia. 

HcnvcveT, it had int1uence on the glucose consumption, duplicating the HA:glucose yidd 

cocfrícicnt for the control medium and reducing it for the CAl medmrrL 
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5. CONCLUSÕES 

Do estudo realizado no presente trabalho, conclui-se que as condições ambientais otinüzam 

a produção do HA por 5'treptococcus zooepidemicus c a sua massa molac A tkscriçào das 

a iterações metabólicas decorrentes das perturbações ambientais permite um maior entendimento 

do metabolismo, tlsiologia e mecanismos de regulação da célula< 

As conclusões abaixo referem-se aos aspectos especít1cos abordados neste trabalho: 

l. Na faixa de concentração inicial de glicose estudada, a maior produção de HA 

(1,21 gJ._:l) foi obtida no cultivo realizado em bioreator, com 25 g"L"1 glicose e sem controlç do 

pH elo meio ao longo do cultivo; 

2, O contn:.1le do pH (7,0) do meio ao longo do cultivo aumentou a produtividade de células 

c HA mas não seus rendimentos em relação à glicose. 

J. A análise de f1nxos metabólicos demonstrou que o aumento do fluxo através da 

hialuronato sintase está mais relacionado à disponíbilidade dos açúcares precursores que ao 

estado energético e potencial redutor das células. 

4. As propriedades reológicas do polímero com baixo teor d,; proteína (0,44 mg.g"1
) c alta 

nJ.assa molar (4.0 x l0° Da) contlnnam a alta densídadc de emaranhamento das cadeias 

5. A qualidade do polímero produzido pode ser JTtoduluda pela suplementação do me1o 

con1plexo corn íons minerais. 

6. A utilização de meios alternativos contendo derivados agroindustriais demonstrou que 

maiores concentrações de H.A foram produzidas em meios contendo extrato de levedura como 

fonte de nitrogênio orgânico. 

Assim, para maior produtividade de HA, o cultivo de Streptococcus zooepidcmicus deve ser 

rt"alizado com controle de pH, empregando-se extrato de levedura como tl}nte de nitrogênio 

orgânico. A defímção dos ions minerais a serem empregados na suplementas~ão do meio depende 

da massa molar desejada para o polimero. Para o cultivo com controle de pH, c<mcentrações 

imciais de ghcose rnalores que 25 gJ~-l podem ser empregadas. 
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6. SUGESTÕES !'ARA TRABALHOS FUTUROS 

l. Estudo detalhado das respostas das células de Strep!ococcus :::ooepidemicus a "strcss"' 

ácido, antes e durante o cultivo; 

L Estudo de condições de "stress'' de menor custo como o "stress" salino; 

3, Estudo da sup!emcnta~~ão do meio com água de macc'ração de milho em cultivos 

realizados em biorreator; 

4, Estudo da superexpressào das enzimas envolvídas na sintese dos precursores UDP-ácido 

glíeurômco e N-acetilglicosamina; 

5. Estudo do efeito do pH do meio de cultivo na precipitação com etanol; 

6, Estudo de cultivos realizados com substratos marcados com'\:, 
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