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RESUMO 
 
 
O objetivo desse trabalho foi caracterizar e aplicar o ácido hialurônico (AH) 
produzido em melaço de cana-de-açúcar por Streptococcus zooepidemicus ATCC 
39920. Para a produção de ácido hialurônico, a concentração de sacarose, melaço 
de cana-de-açúcar, extrato de levedura, glutamina, glutamato e ácido oxálico foram 
estudadas. Fermentações foram realizadas em frascos Erlenmeyers e biorreator. A 
melhor produção de AH foi de 2,825 g.L-1 obtida em biorreator, com controle de pH 
em 8,0, e meio contendo melaço de cana-de-açúcar pré-tratado a 85,35 g.L-1 de 
açúcares totais e extrato de levedura a 50 g.L-1. O AH foi caracterizado por 
espectroscopia de FT-IR, UV-Vis e RMN, confirmando estrutura equivalente ao 
padrão e massa molecular de 1,35 × 103 kDa. A atividade sequestrante do radical 
DPPH do AH a 1 g.L-1 foi de 41% e o polímero não apresentou atividade 
antimicrobiana. Filmes biodegradáveis e biocompatíveis de AH e álcool polivinílico 
(PVA) foram produzidos por técnica de casting. A adição de AH aos filmes de PVA 
aumentaram sua estabilidade térmica, solubilidade, grau de intumescimento, 
permeabilidade ao vapor de água e habilidade de elongação. O melaço de cana-de-
açúcar mostrou ser um substrato alternativo para a produção do AH, sendo este 
polímero um material promissor para aplicações biomédicas.  
 
Palavras-chave: Ácido Hialurônico. Polissacarídeo. Fermentação. Biorreator. Álcool 

Polívinilico. Filmes biodegradáveis . 
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ABSTRACT 
 
 
The aim of this work was to characterize and apply the hyaluronic acid (HA) 
produced in sugarcane molasses by Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920. For 
the HA production, the concentration of sucrose, sugarcane molasses, yeast extract, 
glutamate, glutamine and oxalic acid were studied. Fermentations were carried out in 
Erlenmeyer flasks and bioreactor. The best HA production was 2.825 g.L-1 obtained 
in bioreactor with pH control in 8.0 and medium containing pretreated sugarcane 
molasses at 85.35 g.L-1 of total sugars and yeast extract at 50 g.L-1. The HA was 
characterized by the FT-IR, UV-Vis and NMR spectra, confirming structure equivalent 
to the standard and molecular weight of 1.35 × 103 kDa. The DPPH radical 
scavenging activity of HA at 1 g.L-1 was 41% and the polymer showed no 
antimicrobial activity. The biodegradable and biocompatible films of HA and polyvinyl 
alcohol (PVA) were produced by casting technique. The addition of HA on PVA films 
increased their thermal stability, solubility, swelling index, water vapor permeability 
and elongation ability. Sugarcane molasses showed to be an alternative substrate for 
the HA production, being this polymer a promising material for biomedical 
applications. 
 
Keywords: Hyaluronic Acid. Polysaccharide. Fermentation. Bioreactor. Polyvinyl 

alcohol. Biodegradable films. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O ácido hialurônico (AH) é um polissacarídeo linear composto de unidades 

dissacarídicas de ácido D-glicurônico (GlcUA) e N-acetilglicosamina (GlcNAc) unidos 

alternadamente por ligações β (1→3) e β (1→4). O polímero é higroscópico, 

viscoelático, biocompatível, biodegradável, não-antigênico e apresenta atividade 

antioxidante. Em humanos, o AH está presente em todos os tecidos, sendo abundante 

no cordão umbilical, fluido sinovial, humor vítreo do olho e pele. Dentre suas funções 

biológicas, o AH atua na lubrificação das articulações, hidratação da pele e 

preenchimento de espaço. Durante uma lesão tecidual, o AH age na regulação do 

reparo tecidual, ativação de células inflamatórias e regulação do comportamento das 

células epiteliais e fibroblastos. Além disso, estudos demonstram que o polímero 

apresenta função em vias de sinalização e regulação de processos patológicos e 

exibe potencial terapêutico em doenças humanas, como osteoartrite, câncer, 

diabetes, fibrose cística, asma e cicatrização de feridas. 

Comercialmente, o AH é quimicamente extraído da crista de galo ou 

produzido via fermentação por Streptococcus dos grupo A e C de Lancerfield. 

Atualmente, a produção de AH microbiano vem sendo preferida devido ao risco de 

contaminação viral e de agentes infecciosos provinda dos tecidos animais. Embora a 

produção microbiana apresente vantagens devido a produção controlada e economia 

no processo de extração e purificação do polímero, o alto custo das matérias-primas 

comerciais utilizadas no meio de fermentação reduz sua competitividade no mercado. 

Estima-se que mais de 80% do custo de produção do AH microbiano por 

Streptococcus são pelos nutrientes (açúcares e proteínas) do meio de fermentação. 

Portanto, faz-se necessário encontrar substratos de baixo custo que possam substituir 

as fontes de carbono e nitrogênio comerciais, como glicose e extrato de levedura, 

visando reduzir os valores de produção. Outro aspecto importante, é otimizar as 

concentrações desses substratos no meio de cultivo e as condições da fermentação 

para que se obtenha alta produção do polímero. 

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de açúcar, sendo que 

segundo o relatório anual da UNICA (2017) a última safra 2016/2017 foi de 38.734 mil 

toneladas. Considerando que para 1 tonelada de açúcar processado obtém-se 0,3 

toneladas de melaço de cana-de-açúcar, estima-se que no Brasil 11,6 milhões de 

toneladas desse subproduto são gerados anualmente.  
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Devido à alta concentração de sacarose, glicose, frutose e uma grande 

variedade de sais e fontes de nitrogênio, o melaço de cana-de-açúcar vem sendo 

estudado como uma matéria prima de baixo custo em processos fermentativos. 

Partículas suspensas e estruturas complexas presentes no melaço de cana-de-açúcar 

bruto causam heterogeneidade no meio de fermentação e podem afetar a taxa de 

crescimento microbiana. Nesse contexto, pré-tratamentos são propostos para o 

preparo de um meio de melaço de cana-de-açúcar homogêneo, visando aumentar a 

produção microbiana. Esse substrato tem sido utilizado para produção de polímeros 

como celulose, goma velana, succinoglucana e levana.  

Crescente interesse no uso de polímeros naturais, como o ácido 

hialurônico, para aplicações biomédicas e farmacêuticas ocorre devido à sua 

habilidade de formação de filmes biocompatíveis e biodegradáveis. Trabalhos 

recentes estudam o desenvolvimento de novos materiais, combinando AH com outros 

polímeros, sejam eles naturais ou sintéticos, para melhorar as propriedades físicas e 

biológicas destes, visando aplicações nas áreas de engenharia de tecido e liberação 

controlada de fármacos. Adicionalmente, considerando o alto custo do ácido 

hialurônico (U$ 2.000 a U$ 60.000 kg-1) e seus derivados, a combinação deste com 

diferentes polímeros têm como vantagem reduzir o custo do material destinado às 

aplicações. Álcool polivinílico (PVA), celulose bacteriana, gelatina, ácido polilático, e 

quitosana são alguns dos polímeros combinados com AH para síntese de novos 

materiais. 

Filmes de PVA e AH têm sido reportados como um material promissor para 

aplicações biomédicas. PVA é um polímero hidrofílico sintético não tóxico, não 

cancerígeno, biocompatível, biodegradável e bio-adesivo. Em escala industrial o PVA 

é obtido por hidrólise parcial ou completa de acetato de polivinila para remover os 

grupos acetato. Estudos mostram que a combinação desses polímeros gera filmes 

biodegradáveis, biocompatíveis, com boas propriedades mecânica, de barreira e 

térmica. 

As inúmeras aplicações do AH nas áreas médicas, farmacêuticas e 

cosméticas, justificam os esforços na busca por uma produção economicamente 

viável e sustentável. O objetivo desse trabalho foi produzir o ácido hialurônico por 

Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920 em melaço de cana-de-açúcar, 

caracterizar e aplicar em filmes biodegradáveis. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Produzir ácido hialurônico por Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920 

em melaço de cana-de-açúcar, caracterizar e aplicar o polímero em filmes de álcool 

polivinílico.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICO 

 

 Estudar o meio de fermentação para a produção de ácido hialurônico em 

sacarose utilizando metodologias estatísticas; 

 

 Otimizar a produção de ácido hialurônico em melaço de cana-de-açúcar 

utilizando metodologias estatísticas; 

 

 Avaliar o efeito do controle do pH para a produção de ácido hialurônico em 

biorreator;  

 

 Caracterizar o ácido hialurônico quanto à estrutura química, massa 

molecular, atividade antioxidante, antimicrobiana e estabilidade térmica; 

 

 Produzir e caracterizar os filmes de ácido hialurônico e álcool polivinílico.  
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 ÁCIDO HIALURÔNICO 

 

3.1.1 Estrutura 

 

O ácido hialurônico (AH) é um glicosaminoglicano linear, não sulfatado, que 

consiste em unidades dissacarídicas repetidas de ácido β (1 → 4) - glicurônico 

(GlcUA) e β (1 → 3) - N-acetilglicosamina (GlcNAc) (Kogan et al. 2007). A massa 

molecular do polímero pode variar de 104 a 107 Da, dependendo da fonte e dos 

procedimentos de extração e purificação utilizados (Lapcik et al., 1998). A estrutura 

do AH é mostrada na Figura 1. 

 

Figura 1 - Estrutura química do ácido hialurônico 
 

 

 

Fonte: Adaptado de Wu (2011) 

 

Além da estrutura primária, o AH apresenta estrutura secundária e terciária 

em solução aquosa. A estrutura secundária é estabilizada por ligações de hidrogênio 

inter e intramoleculares entre grupos carboxila e N-acetilglicosamina que geram faces 

hidrofóbicas formadas por átomos de hidrogênio axiais (SCOTT et al., 1991). Tais 

emplastros hidrofóbicos favorecem energeticamente a formação de uma estrutura de 

fita torcida, originando a estrutura terciaria como resultado da agregação molecular. A 

estrutura terciária é estabilizada por interações hidrofóbicas, eletrostáticas e ligações 

de hidrogênio (HASCALL; LAURENT, 1997; BROWN; JONES, 2005).  
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Em solução aquosa, o comportamento do AH passa de Newtoniano para 

não-Newtoniano com o aumento da massa molecular, concentração, ou taxa de 

cisalhamento. Além disso, os aumentos na concentração e massa molecular do AH 

elevam a viscoelasticidade da solução. Esta, por sua vez, é dependente do pH e é 

afetada pela força iônica do meio. O valor de pKa dos grupos carboxílicos dos resíduos 

de ácido D-glicurônico encontra-se próximo de 3. Por conseguinte, uma alteração no 

pH irá afetar a ionização das cadeias de AH, e essas variações irão alterar as 

interações moleculares do polímero e suas propriedades reológicas (BROWN; 

JONES, 2005).   

 

3.1.2 Propriedades 

 

As propriedades químicas e biológicas do AH, tais como capacidade de 

retenção de água, viscoelásticas e antioxidantes, fazem do polímero um produto de 

interesse para aplicações médicas, odontológicas, farmacêuticas e cosméticas, 

incluindo tratamento de osteoaritrite (YU et al. 2014), cirurgia oftálmica (KRETZ; 

LIMBERGER; AUFFARTH, 2014), cirurgia plástica (COLEMAN, 2006), liberação 

controlada de drogas (TRIPODO et al., 2015), periodontite (FUJIOKA-KOBAYASHI et 

al., 2017), hidratantes para a pele e cicatrização de feridas (SHIN et al., 2016). 

 

3.1.2.1 Capacidade de retenção de água 

 

O AH apresenta elevada capacidade de retenção de água. Em solução 

aquosa, as ligações de hidrogênio ocorrem entre as carboxilas adjacentes e o os 

grupos N-acetil, permitindo que o AH mantenha a rigidez conformacional e retenha a 

água (DAHIYA; KAMAL, 2013). De acordo com Sutherland (1998), a capacidade de 

ligação do polímero à água está correlacionada com a massa molecular. Quanto maior 

a massa molecular maior a quantidade de água retida. Guillaumie et al. (2010) 

verificaram que a capacidade de retenção de água do AH de massa molecular 770 

KDa, 1140 KDa e 1500 KDa variou de 4 – 5 g.g-1.  

Presente na matriz extracelular, o AH exerce uma modulação importante 

na hidratação do tecido e no equilíbrio osmótico (NECAS et al., 2008). Essa 

propriedade é importante à proliferação e migração celular (CHEN; ABATANGELO, 

1999). A capacidade de retenção de água é explorada em procedimentos de 
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preenchimento de linhas faciais e rugas. Após a injeção do AH na área específica, o 

polímero pode aumentar a correção em 10 – 15%, uma vez que esse se incha 

absorvendo água da atmosfera circundante (MOHEIT; COLEMAN, 2006).   

 

3.1.2.2 Propriedades reológicas 

 

As propriedades reológicas das soluções do polímero depende da 

concentração e massa molecular do AH. Acima do ponto de emaranhamento, a 

viscosidade aumenta exponencialmente com a concentração e a elasticidade 

aumenta com o peso molecular e concentração (LAURENT; LAURENT; FRASER, 

1996). Para atingir o ponto de emaranhamento, Ambrosio et al. (1999) verificaram que 

o aumento na massa molecular do AH é mais eficaz que o aumento na concentração. 

Na concentração de 20 mg.mL-1 o AH de massa molecular 150 kDa apresentou 

características Newtonianas em taxas de cisalhamento de 100 a 103 s-1, sendo que 

nenhum emaranhamento ocorreu entre as cadeias do polímero. O comportamento 

pseudoplástico foi observado para o polímero de massa molecular 1,2 MDa. O 

comportamento reológico dessas soluções é típico das redes emaranhadas. Os 

autores relatam que em baixa frequência de oscilação, a solução apresentou 

comportamento viscoso, enquanto em alta freqüência um comportamento elástico foi 

observado (AMBROSIO et al., 1999). De acordo com Balazs (1958), a concentração 

crítica de emaranhamento para o AH de massa molecular de 2 × 103 – 3 × 103 kDa é 

de aproximadamente 0,54 – 1 mg.mL-1.  

A natureza viscoelástica do polímero pode influenciar nas funções celulares 

e pode contribuir para dificultar a passagem de vírus e bactérias através da zona 

pericelular rica em AH. Como componente do humor vítreo do olho e do líquido 

sinovial, a viscoelasticidade do AH apresenta uma importante função de 

amortecimento e lubrificação (CHEN; ABATANGELO, 1999). A viscoelasticidade do 

AH é a principal característica responsável pela sua aplicação na cirurgia oftálmica. A 

alta viscosidade da solução de AH permite manipular tecidos oftalmológicos e manter 

o espaço cirúrgico (SCHIRALDI; GATTA; ROSA, 2003).  
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3.1.2.3 Biocompatibilidade, biodegradabilidade e não-antigenicidade  

 

A biocompatibilidade, biodegradabilidade e a não-antigenicidade do AH 

fazem do polímero um material adequado para uso em oftalmologia (CALLES et al., 

2016), preenchimento (MOHEIT; COLEMAN, 2006), tecido periodontal (MIRANDA et 

al., 2016), engenharia de tecidos (EBRAHIMI-HOSSEINZADEH et al., 2016) e 

administração de fármacos (SGORLA et al., 2016). Essas propriedades estão 

presentes tanto no AH extraído de fontes animais quanto no AH produzido por 

bactérias. O AH microbiano é quimicamente idêntico ao polissacarídeo do mamíferos 

e assim garante sua não imunogenicidade (Chong and Nielsen 2003). Além disso, a 

biocompatibilidade e biodegradabilidade de polímeros naturais como AH, garantem 

uma similaridade do polímero com a matriz extracelular, propriedade que é explorada 

no campo da medicina, para tratamento de feridas e queimaduras (MOGOŞANU; 

GRUMEZESCU, 2014). 

 

3.1.2.4 Atividade antimicrobiana 

 

A atividade antimicrobiana do AH é controversa e poucos estudos foram 

realizados para avaliar esse efeito do polímero. Pirnazar et al. (1999) sugeriram que 

o AH de alta massa molecular pode ser benéfico na redução da contaminação 

bacteriana em cicatrização de feridas. Esses autores observaram que 1 mg.mL-1 do 

AH de massa molecular elevada (1.300 kDa) não teve efeito bactericida, mas 

apresentou efeito bacteriostático, inibindo o crescimento de Actinobacillus 

actinomycetemcomitans, Prevotella oris, Staphylococcus aureus e cepas de 

Propionibacterium acnes. Kang et al. (2011) observaram que o AH retardou o 

crescimento, mas não causou a morte da célula de Candida. Ardizzoni et al. (2011) 

mostraram que diferentes espécies microbianas e, às vezes, diferentes cepas 

pertencentes à mesma espécie, são afetadas de forma diferente pelo polímero. A 

inibição no crescimento microbiano dose-dependente foi observada para 

Staphylococci, Enterococci, Streptococcus mutans, Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, Candida glabrata e C. parapsilosis. Contudo, não apresentou efeito para 

a estirpe E. coli ATCC 13768. O crescimento de C. albicans, e S. sanguinis foi 

favorecido pelo polímero a 4 mg.mL-1 (ARDIZZONI et al., 2011). A atividade antiviral 

do AH foi também observada por esse grupo de pesquisa (CERMELLI et al., 2011). 
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Em controvérsia, Cerbo et al. (2013) não observaram qualquer atividade 

antimicrobiana do AH quando testadas estirpes de bactérias láticas, mas, ao invés 

disso, a viabilidade bacteriana aumentou na presença do polímero, sugerindo que o 

AH pode ser aplicado em uma nova fórmula oral probiótica. Tang, Hou, and Chen 

(2002) não verificaram efeito bacteriostático do AH  para Proteus mirabilis, E. coli, C. 

albicans, P. aeruginosa e S. aureus. Costagliola et al. (1996) verificaram um aumento 

em cerca de 50% no crescimento de Staphilococcus e Streptococcus  em 72 h de 

cultivo utilizando 0,7% de AH.  Zhang et al. (2007) também observaram  um aumento 

da biomassa de S. pyogenes em meio enriquecido com AH, assim como o aumento 

na regulação dos fatores de virulência. Segundo esses autores, a capacidade de 

degradar o polímero deve ser considerada como um fator de virulência de 

streptococcal. 

Em algumas aplicações do AH, tais como cicatrização de feridas, cirurgias 

oftalmológicas e tratamentos de periodontites, as infecções ainda não são 

completamente evitadas (LEQUEUX et al., 2014). Segundo Kemp et al. (2009), os 

glicosaminoglicanos são açúcares e podem suportar o crescimento microbiano 

quando usado nestas aplicações. Logo, devido à sua atividade antimicrobiana 

controversa, o AH tem sido utilizado em combinação com agentes antimicrobianos, 

como nanopartículas de prata (KEMP et al., 2009; ABDEL-MOHSEN et al., 2013; 

CHUDOBOVA et al., 2013; MOHANDAS et al., 2015), antibiótico (AHIRE; DICKS, 

2016) e quitosana (HOYO-GALLEGOA et al., 2016). Kemp et al. (2009) observaram 

uma concentração inibitória mínima de 0,025 e 0,1 μM para soluções de 

nanopartículas de prata combinadas ao AH para S. aureus e E. coli, respectivamente. 

O uso da solução de AH isolado não exibiu atividade antimicrobiana para 

concentrações de até 1 μM para ambas as bactérias. Atividade antimicrobiana 

também não foi observada em concentrações variando de 1 a 10 mg.mL-1 para S. 

epidermidis e S. aureus, enquanto o AH combinado com nisina exibiu elevada 

atividade antimicrobiana em ambas as espécies bacterianas. Nesse estudo, atividade 

antibacteriana de 99,50% foi observada para S. epidermidis utilizando solução de 1 

mg.mL-1  de AH-N0.01 (0,01 eq de nisina utilizada na reação em relação a um ácido 

carboxílico do AH) e aproximadamente 99.95% para S. aureus utilizando 2 mg.mL-1 

de AH-N0.01 (LEQUEUX et al., 2014). Hernández-Montelongo (2016) produziram 

nanofilmes de ácido hialurônico e quitosana associando a capacidade do AH de 

formar filmes flexíveis, altamente hidratados e não tóxicos com a propriedade 
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antimicrobiana da quitosana. Os filmes apresentaram atividade antibacteriana contra 

Xylella fastidiosa.  

 

3.1.2.5 Atividade antioxidante 

 

O AH exibe efeito antioxidante, pois atua como agente sequestrante de 

radicais livres, o que aumenta a proteção da pele em relação à radiação UV e contribui 

para aumentar a capacidade de reparação tecidular (GUILLAUMIE et al., 2006). O 

mecanismo pelo qual o AH reduz os danos dos radicais livres esta baseado em sua 

estrutura, a qual apresenta ligações cruzadas com grupos carboxílicos. Desta forma, 

esses grupos carboxílicos podem interagir com íons metálicos como Cu2+ e Fe2+, 

permitindo que essas moléculas funcionem como quelantes de metais (CAMPO et al., 

2004). 

Estudos revelaram que o AH apresenta atividade antioxidante in vivo e in 

vitro (ROSA et al., 2008; EL-SAFORY; LEE, 2010; KANCHANA et al., 2013). A 

atividade antioxidante in vitro pode ser determinada usando diferentes metodologias: 

inibição da peroxidação lipídica, e redução dos radicais hidroxila, 2,2-difenil-1-picril-

hidrazila (DPPH), 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-ácido sulfônico (ABTS) e 

eliminação de ânions superóxido. Ke et al. (2011) mostraram forte inibição (92,86%) 

da peroxidação lipídica com o uso de 1120 μg.mL-1 do AH com massa molecular de 

1,45×105 e moderada atividade (59,38% em 1600 μg.mL-1 de AH) eliminadora dos 

radicais DPPH. A atividade sequestrante de radicais DPPH por AH de massa 

molecular 1,35×103 kDa na concentração de 1000 μg.mL-1 foi de 41% (PAN et al., 

2017). O efeito antioxidante do AH na eliminação do radical DPPH é devido à sua 

capacidade de doação de hidrogênio, uma vez que o DPPH aceita um elétron ou um 

radical de hidrogênio para formar uma molécula diamagnética estável (ANRAKU et 

al., 2015). Anraku et al. (2015) também avaliaram a atividade sequestrante do AH nos 

radicais DPPH e ABTS e sugeriram que o AH é um antioxidante potencial. Os autores 

mostraram uma concentração inibitória de 50% para 1,69 mg.mL-1 de AH em DPPH e 

a redução do radical ABTS atingiu 100% em 2,5 mg.mL-1 de AH em 5 h. 

In vivo, a atividade antioxidante de AH com alto peso molecular (1000 kDa) 

foi estudada em células epiteliais da córnea humana, utilizando o ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA) como o agente indutor do estresse oxidativo. Os 

resultados mostraram que a incubação a 0,2% de AH com células durante 30 min 
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levou a uma diminuição na síntese de espécies reativas de oxigênio e decréscimo do 

dano do DNA induzido por EDTA (YE et al., 2012). Estudos em pacientes com 

osteoartrite mostraram que as injeções intracelulares de AH reduzem os níveis de 

peróxido de hidrogênio e superóxido no fluido sinovial (Yu et al. 2014). Em modelo de 

camundongos imunossuprimido induzido por ciclofosfamida (CY), Ke et al. (2011) 

também mostraram que a administração oral de AH de baixo peso molecular foi capaz 

de superar a imunossupressão induzida por CY e aumentar significativamente a 

atividade de superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e capacidade 

antioxidante total. Trabucchi et al. (2002) relataram que AH de baixa massa molecular 

é capaz de permear a pele, protegendo o tecido de granulação de espécies reativas 

de oxigênio estimulando a cicatrização de feridas. 

 

3.1.2.6 Funções Biológicas 

 

Nos vertebrados, o AH é um componente importante da matriz extracelular 

(GALL, 2010). Altas concentrações de AH são encontradas no cordão umbilical (4,1 

mg.mL-1), líquido sinovial (1,4 a 3,6 mg.mL-1) e humor vítreo dos olhos (0,14-0,34 

mg.mL-1). Contudo, a maior concentração está na pele, a qual retém 50% do AH do 

corpo humano (KOGAN et al., 2007; MARCELLIN; CHEN; NIELSEN, 2009). Estima-

se que no corpo de uma pessoa de 70 Kg, cerca de 15 g  de AH é encontrada nos 

diferentes tecidos (GALL, 2010).  

As funções do AH estão associadas às suas propriedades reológicas. 

Enquanto os fragmentos de AH estimulam a expressão de genes por meio de 

diferentes células que regulam as respostas inflamatórias e o reparo tecidual, o ácido 

hialurônico presente na superfície celular fornece proteção contra danos nos tecidos 

causados pelo meio ambiente e promove a regeneração e reparação (LIANG; JIANG; 

NOBLE, 2016).  

No fluido sinovial, devido à sua viscoelasticidade e propriedade hidratante, 

o AH fornece a lubrificação necessária às articulações, atuando como amortecedor de 

choque, reduzindo a fricção durante o movimento dos ossos e diminuindo o desgaste. 

Na cartilagem, atua como um elemento estrutural da matriz extracelular, formando um 

centro de agregação para proteoglicanos, os quais mantém a estrutura 

macromolecular devido suas interações específicas. Na pele, o polímero retém água 

no tecido, alterando o volume dérmico e compressibilidade. Alterações na massa 
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molecular e concentração de AH no corpo humano são observadas durante o 

envelhecimento, cicatrização de feridas e doenças degenerativas (KOGAN et al., 

2007). 

No processo de cicatrização de feridas, o AH e seus fragmentos 

desempenham um papel essencial promovendo o aumento da contração da ferida e 

proliferação epidérmica, regulação de citocinas e adesão de moléculas, aumento da 

deposição de colágeno e estimulam a neovascularização. Adicionalmente, devido ao 

seu efeito antioxidante, o AH protege a ferida contra os radicais livres (CHEN; 

ABATANGELO, 1999; BROWN, 2004).  

 

3.2 PRODUÇÃO MICROBIANA DO ÁCIDO HIALURÔNICO 

 

Tradicionalmente, o ácido hialurônico é extraído quimicamente de tecidos 

animais, como crista de galo, cordão umbilical e humor vítreo de boi. No entanto, 

esses recursos são limitados e o AH desses tecidos geralmente está associado a 

proteoglicanos e frequentemente contaminado com enzimas que degradam o 

polímero, tornando a obtenção do AH de alta pureza e alto peso molecular muito difícil 

e dispendioso (YAMADA; KAWASAKI, 2005). Além disso, a utilização de compostos 

bioquímicos derivados de animais para uso humano não são recomendados devido 

aos riscos de contaminação viral e de outros agentes infecciosos. Portanto, a 

produção microbiana vem substituindo a extração de tecidos animais, com menor 

custo de produção, purificação mais eficiente, maior rendimento e menos poluição 

ambiental. Os produtos microbianos encontraram um campo de aplicações muito 

grande em medicina clínica (CHONG et al., 2005; LIU et al., 2011; MOSCOVICI, 

2015). 

Streptococcus dos grupos A e C de Lancefield e Pasteurella multocida são 

bactérias que produzem o AH naturalmente. Dentre as cepas selvagens de 

Streptococci capazes de produzir o AH estão Streptococcus equisimilis, S. pyogenes 

e S. uberis. Contudo, entre estas, a espécie Streptococcus equi subsp. equi e S. equi 

subsp. zooepidemicus são as mais utilizadas comercialmente (MARCELLIN; STEEN; 

NIELSEN, 2014; DE OLIVEIRA et al., 2016).  

Alternativamente, engenharia metabólica tem sido usada para obter cepas 

recombinantes produtoras de AH. Inicialmente, foram criadas cepas recombinantes 

de Bacillus subtilis e E. coli para a produção do polímero (WIDNER et al., 2005; YU; 
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STEPHANOPOULOS, 2008; MAO; SHIN; CHEN, 2009; JIA et al., 2013). Atualmente, 

o AH já foi produzido por uma grande variedade de hospedeiros heterólogos como 

Lactococcus lactis (PRASAD; JAYARAMAN; RAMACHANDRAN, 2010), Pichia 

pastoris (JEONG; SHIM; KIM, 2014), Agrobacterium, Corynebacterium glutamicum 

(CHENG et al., 2016) e Pasteurella (CHU et al., 2016). 

 

3.2.1 Produção de Ácido Hialurônico por Streptococcus  

 

Streptococcus produzem AH como uma cápsula extracelular. Estas 

cápsulas são conhecidas como fatores de virulência por protegerem a célula 

bacteriana do sistema imune de organismos superiores que não a reconhecem como 

um corpo estranho. Adicionalmente, Streptococcus são bactérias Gram-positivas, 

catalase negativas, anaeróbias facultativas com algumas estirpes aerotolerantes, que 

não esporulam e produzem ácido lático como subproduto do catabolismo da glicose 

(CHONG et al., 2005).  

A Figura 2 descreve a via metabólica de biossíntese do AH por 

Streptococcus zooepidemicus. O AH é obtido da polimerização dos açúcares 

precursores UDP-glicurônico e UDP-N-acetilglicosamina pela enzima ácido 

hialurônico sintase (TLAPAK-SIMMONS, 1999). Em Streptococcus, as unidades de 

ácido UDP-GlcUA e UDP-GlcNAc são derivadas de glicose-6-fosfato e frutose-6-

fosfato, respectivamente (Figura 2) (CHONG et al., 2003). O processo consome 4 

moles de ATP para produzir 1 mol da unidade dissacarídica, sendo 2 moles 

consumidos nas reações mediadas pela glicoquinase para fornecer as hexoses 

precursoras fosforiladas e 2 moles de ATP utilizados para regenerar os doadores UTP. 

A reação de oxidação catalisada pela UDP-glicose desidrogenase gera 2 moles de 

NADH para cada 1 mol de AH produzido (YAMADA; KAWASAKI, 2005). 
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Figura 2 - Via metabólica de biossíntese do ácido hialurônico por Streptococcus zooepidemicus. 

 

 

Fonte: O próprio autor, 2017 
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Em Streptococcus, a biossíntese do polímero compete pelas fontes de 

carbono com o crescimento celular, via glicolítica e via das pentoses-fosfato (SHAH; 

BADLE; RAMACHANDRAN, 2013). Contudo, as necessidades biossintéticas de 

bactérias láticas são em grande parte supridas por fontes de nitrogênio complexas. 

Logo, elevada quantidade da fonte de carbono é convertida nos produtos de 

fermentação, sendo baixos níveis recuperados na biomassa (CHONG et al., 2005). 

Aproxidamente 5 a 10% do carbono metabolizado são direcionados à produção de 

ácido hialurônico (CHONG et al., 2003) e 90% convertido em ácido lático. No entanto, 

sob determinadas condições, o metabolismo homolático pode ser perdido e elevadas 

quantidades de ácido fórmico (em condições anaeróbicas), acético e etanol são 

produzidos, caracterizando o metabolismo heterolático (GARRIGUES et al., 2001). O 

redirecionamento do fluxo de carbono do ácido lático para o ácido acético pode 

favorecer a produção de AH, pois a síntese de ácido acético gera ATP, necessário 

para a produção do polímero (CHONG et al., 2003) .  

 

3.2.2 Fermentação e Condições de Cultivo 

 

Os estudos de produção de ácido hialurônico por fermentação têm 

enfatizado as condições de cultivo, avaliando o metabolismo celular e sua regulação, 

visando maior rendimento e controle da massa molecular (SHAH; BADLE; 

RAMACHANDRAN, 2013). Tradicionalmente o polímero é produzido por fermentação 

em batelada, em temperaturas próximas a 37°C e pH 7,0 (LIU et al., 2011). Contudo, 

apesar da enzima ácido hialurônico sintase apresentar um pH ótimo em 7,1 

(STOOLMILLER; DORFMAN; BTRY, 1969), trabalhos recentes evidenciam um 

aumento na produção do polímero quando a bactéria é exposta à condições de 

estresse na qual a célula produz a cápsula de AH para se proteger do meio alcalino 

ou ácido (LIU et al., 2008; PIRES; SANTANA, 2010).  

Liu et al. (2008) investigaram uma estratégia de cultivo de S. 

zooepidemicus WSH-24 sob estresse alcalino intermitente, variando pH de 7,0 para 

8,5; o que aumentou a produção do AH de 5 g.L-1 (fermentação com pH fixo em 7,0) 

para 6,5 g.L-1. Os autores justificam que o fluxo de carbono foi redirecionado, 

aumentando a produção de ácido hialurônico em 30% e decrescendo a síntese de 

biomassa em 24%. Pan et al. (2015) observaram o efeito significativo (p<0,001) do pH 
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por delineamento Box-Behken e concluiram que a condição ótima para produção do 

polímero é em pH 8,0. O efeito do controle do pH na produção do polímero também 

foi avaliado. Pan et al. (2017) observaram um aumento na concentração de AH de 

2,86 vezes quando comparada a fermentação com controle de pH em 8,0 com a 

realizada sem controle de pH (pH inicial 8,0). O pH controlado em 8,0 também gerou 

aumento na produção de ácido lático, acético e biomassa.  

A temperatura de 37°C foi reportada como condição ótima para a produção 

do polímero por Streptococcus zooepidemicus (PAN et al., 2015a). A mesma também 

foi reportada para a produção de Streptococcus equi KFCC 10830, sendo que em 

temperaturas abaixo de 37°C a massa molecular do polímero também foi reduzida 

(KIM et al., 1996). Efeito significativo da temperatura para a produção do polímero 

também foi observado utilizando delineamento Plackett-Burmann em que a maior 

produção do AH foi a 40 °C (KHUE; VO, 2013).   

A disponibilidade de oxigênio é outro fator que influência na produção do 

polímero uma vez que o fluxo de carbono é direcionado da produção de ácido lático 

para a de ácido acético, levando ao aumento da síntese de ATP (2 moles de ATP/mol 

de ácido lático; 3 moles de ATP/ mol de ácido acético) (CHONG et al., 2003; DUAN et 

al., 2009). Além disso, o oxigênio gera um estresse oxidativo sobre a célula, 

estimulando a produção do AH pelo mecanismo de proteção (HASEGAWA et al., 

1999; HUANG; CHEN; CHEN, 2006). Oliveira et al. (2013) avaliaram a produção do 

AH em condições anaeróbias e com aeração de 2 vvm, as quais resultaram em 0,12 

g.L-1 e 1, 88 g.L-1 do polímero, respectivamente. Jagannath e Ramachandran (2010) 

mostraram um acréscimo de 28% na produção e aumento de 11% na massa molecular 

do polímero quando comparado o cultivo anaeróbio com o cultivo nas condições de 1 

vvm e 30% de oxigênio dissolvido (OD) (agitação variando de  200 – 800 rpm). Esses 

autores também observaram um decréscimo na produção de ácido lático e aumento 

na concentração de ácido acético em condições aeróbias.  

O acúmulo de AH durante sua biossíntese gera um aumento significativo 

na viscosidade do meio de cultivo. Logo, maiores níveis de agitação são requeridos 

de modo a manter as condições aeróbias durante a fermentação. No entanto, 

elevadas taxas de OD e altos níveis de agitação foram associados com a redução na 

massa molecular, devido a degradação do AH por espécies reativas de oxigênio e 

danos mecânicos (DUAN et al., 2008; DUAN et al., 2009). Duan et al. (2009) 

verificaram um aumento das espécies reativas de oxigênio em cultivos com OD ≥ 50%. 
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Uma alternativa para melhorar o fornecimento de oxigênio, portanto, é aumentar sua  

solubilidade no meio pela adição de vetores de oxigênio (LIU et al., 2009b). A adição 

de 0,05% de n-dodecano gerou um aumento de 73% na produção do AH e sua massa 

molecular aumentou de 5,2 × 106 Da para 1,54 × 107 Da (LAI et al., 2012). O uso de 

antioxidante para inibir a formação de espécies reativas de oxigênio também foi 

reportado (ZHANG; DUAN; TAN, 2010; SHAH; BADLE; RAMACHANDRAN, 2013). Im 

et al. (2009) observaram um aumento de 17% na produção do polímero quando 

adicionado 0,05% (v/v) de ácido oxálico. Zhang, Duan e Tan (2010) relataram um 

aumento de 33% na massa molecular do polímero quando 0,1 g.L-1 de ácido salicílico 

foi adicionado. Porém, de modo controverso, têm-se que Liu et al. (2009b) e Macedo 

e Santana (2012) adicionaram ácido ascórbico no meio de cultivo, visando a 

despolimerização do AH para a obtenção de um produto de baixa massa molecular. 

Macedo e Santana (2012) observaram um decréscimo da massa molecular de 2,5 × 

105 Da para 2,0 × 104 Da e aumento de 56% na produtividade do AH quando a 

concentração de ácido ascórbico aumentou de 1,7 para 10 mg.mL-1.  

A composição do meio de cultivo também influencia diretamente no 

metabolismo da bactéria. Streptococcus requer meio de cultivo rico em aminoácidos, 

bases nucleotídicas e vitaminas, necessárias ao crescimento microbiano e produção 

do polímero. Esses requerimentos são tipicamente encontrados em fontes de 

nitrogênio complexas, como peptonas e extrato de levedura (MARCELLIN; CHEN; 

NIELSEN, 2009). Além disso, as fontes de nitrogênio orgânico são consideradas 

essenciais para o bom crescimento do microrganismo, uma vez que existem 

evidências de que estes componentes fornecem elevada quantidade do carbono 

requerido para a biossíntese celular (ARMSTRONG; COONEY; JOHNS, 1997).  

Em diferentes meios de cultivo, extrato de levedura mostrou ser a variável 

explicativa com maior efeito positivo para a produção de AH, sendo esta significativa 

(p<0,001) (PAN et al., 2015a, 2017). Patil, Kamalja e Chaudhari (2011) também 

verificaram por ensaios estatísticos que a peptona de soja apresentou elevado efeito 

(p<0,001) na produção do polímero por S. zooepidemicus MTCC 3523.  

A glutamina é um dos aminoácidos considerados essenciais ao 

Streptococcus (ARMSTRONG; COONEY; JOHNS, 1997). Sua adição ao meio de 

cultivo é conhecida por aumentar a produção de AH devido a esta ser doadora do 

grupo amino para a síntese de N-acetilglicosamina (IM et al., 2009; AROSKAR; 

KAMAT; KAMAT, 2012). Shah, Badle e Ramachandran (2013) observaram que a 
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adição de 5 g.L-1 de glutamina ao meio de cultivo gerou decréscimo na síntese de 

ácido lático e aumento na concentração de biomassa. A produção de AH aumentou 

de 2 g.L-1 para 3,3 g.L-1. Porém, não houve efeito significativo sobre a massa molecular 

do polímero. Adicionalmente, a avaliação do fluxo de carbono mostrou um decréscimo 

na síntese de frutose-6-fosfato e aumento na produção de ribose-5-fosfato, ácido 

UDP-glicurônico e N-acetilglicosamina. Logo, os resultados mostraram que um 

possível balanço no fluxo de carbono para os precursores UDP-GlcUA e UDP-GlcNAc 

levou ao aumento na produção de AH. 

Trabalhos indicaram uma correlação positiva entre a concentração 

intracelular de UDP-GlcNAc e a massa molecular do polímero (CHEN et al., 2009, 

2014; BADLE; JAYARAMAN; RAMACHANDRAN, 2014), o que pode ser justificado 

pela afinidade do precursor pela enzima hialuronato sintase. O valor de Km, 

concentração de substrato necessária para que a enzima atinja a metade da sua 

velocidade máxima, para UDP-GlcNAc é de 150 – 1.000 μM, enquanto para UDP-

GlcUA é significativamente menor, 30 – 75 μM, mostrando maior especificidade 

(ITANO et al., 1999; TLAPAK-SIMMONS, 1999). Logo, maiores concentrações de 

UDP-GlcNAc são requeridas para manter a função da enzima hialuronato sintase 

(MARCELLIN; STEEN; NIELSEN, 2014). 

Im et al. (2009) também avaliaram o efeito da adição de diferentes íons e 

aminoácidos ao meio de cultivo, sendo que os que apresentaram maiores efeitos 

sobre a produção de ácido hialurônico foram magnésio e manganês, ambos cofatores 

das glicosamiltransferases responsáveis pela síntese de ácido hialurônico, e 

glutamina e glutamato. 

O rendimento de ATP durante o catabolismo pode ser aumentado por 

limitação de carbono. No entanto a limitação da glicose reduz a massa molecular do 

AH devido a um inadequado suprimento de açúcares à AH sintase. Por tanto, a 

utilização de açúcares complexos, como amido e sacarose, em excesso tem sido 

relacionada a um maior rendimento de ATP. Em síntese, tem-se que a natureza e o 

nível de complexidade da fonte de carbono pode alterar o processo glicolítico 

regulando a produção e massa molecular do polímero (CHONG et al., 2003; 

JAGANNATH; RAMACHANDRAN, 2010).  

Pan et al. (2015b) observaram maior produção de ácido hialurônico em 

sacarose (0,488 g.L-1), comparado a glicose (0,429 g.L-1). A concentração de glicose 

avaliada por ensaio fatorial não apresentou efeito significativo para a produção do 
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polímero quando avaliada concentrações de 10 a 30 g.L-1 (PAN et al., 2015a). Patil, 

Kamalja e Chaudhari (2011) obtiveram que a concentração ótima de glicose para a 

produção do polímero foi de 40,5 g.L-1. 

Fatores que inibem parcialmente a via glicolítica também tem sido 

estudados, visando maior produção de AH. A adição de 25 μM de iodoacetato de 

sódio, 5 g.L-1 de triptofano e 10 g.L-1 de piruvato aumentaram a massa molecular para 

3,2; 3,2 e 3,1 MDa, respectivamente, comparado ao controle (2,4 MDa). O aumento 

na produção do polímero (50%)  foi mais pronunciada com a adição de iodoacetato 

de sódio (25 μM), o qual reduziu a síntese de ácido lático de 18,6 g.L-1 para 10 g.L-1, 

indicando o decréscimo da função glicolítica (SHAH; BADLE; RAMACHANDRAN, 

2013).  

Outra estratégia já utilizada que indicou um efeito positivo na produção e 

no aumento da massa molecular do polímero por Streptococcus foi a adição de 

lisozima no meio de cultivo (KIM et al., 1996). Jagannath e Ramachandran (2010) 

avaliaram a adição de 20.000 e 60.000 U.L-1 de lisozima no meio, após 4 h e 7 h, 

respectivamente, e os resultados indicaram um aumento de 46% na massa molecular 

e  27% para  a produção do polímero. Esse aumento, pode ser devido à detecção dos 

danos provocados pela lisozima, na  camada de peptidoglicano e a resposta celular 

para repará-los, desviando o fluxo de carbono para a síntese de AH. Sun et al. (2012), 

por sua vez, estudaram o efeito da adição de 80 mg.L-1 de fosfatidilcolina ao meio de 

cultivo no inicio da fase exponencial de S. zooepidemicus. O redirecionamento no 

fluxo de carbono da via glicolítica e síntese de biomassa para a produção de AH foi 

observado, o que resultou no aumento de 17,4% e 67,1% na produção e massa 

molecular do polímero, respectivamente. A análise por cromatografia gasosa acoplada 

a espectrometria de massa dos ácidos graxos da membrana do plasma mostrou que 

a adição de fosfatildicolina pode promover a mobilidade e a permeabilidade da 

membrana celular, facilitando a passagem do polímero pela membrana, o que diminui 

o consumo de energia. 

 

3.2.3 Substratos Alternativos para Produção de Ácido Hialurônico 

 

O alto custo das matérias-primas para o meio de cultivo, principalmente 

fontes de nitrogênio e de carbono comerciais (VÁZQUEZ et al., 2010), reduzem a 

competividade do AH microbiano no mercado. Estima-se que aproximadamente 80% 
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do custo de produção do polímero são devido a esses nutrientes (açúcares e 

proteínas). A formulação de meios de fermentação econômicos é então um tema 

chave para manter os baixos custos da produção de AH microbiano em comparação 

com a extração de fontes animais (VÁZQUEZ et al., 2010; AMADO et al., 2016).  

O uso de recursos renováveis de baixo custo e subprodutos agroindustriais, 

em meio de fermentação é uma alternativa para tornar a produção do AH 

economicamente viável (AMADO et al., 2017). Resíduos e subprodutos 

agroindustriais, em sua maioria, apresentam composição rica em açúcares, minerais 

e proteínas, condições estas, ideais para o crescimento de microrganismos 

(MUSSATTO et al., 2012). Para a produção de ácido hialurônico, os subprodutos e 

resíduos agroindustriais já estudados são: caldo e melaço de cana-de-açúcar, suco 

de caju, soro de leite e de queijo, leite desnatado, proteína e melaço de soja e 

milhocina. Adicionalmente, subprodutos marinhos como peptonas obtidas a partir de 

resíduos de víscera de peixe e águas residuais do processamento de mexilhões 

também foram explorados (Tabela 1). 

Uma simples análise de custo estima que a utilização de meios de cultivo 

formulados com subprodutos pode reduzir em mais de 50% o custo do processo, 

quando comparada com as fermentações em meios sintéticos (VÁZQUEZ et al., 2010; 

AMADO et al., 2016). O soro de leite, subproduto da fabricação de queijos, e as 

peptonas geradas a partir de resíduos da pesca demonstraram ser um substituto 

adequado às peptonas comerciais na produção do polímero (AMADO et al., 2016). 

Pires et al. (2010) e Pan et al. (2015b) estudaram subprodutos 

agroindustriais, tais como hidrolisado de proteína de soja, concentrado proteico de 

soro de leite, suco de caju, melaço e caldo de cana-de-açúcar, melaço de soja e 

milhocina para a produção de AH por S. zooepidemicus ATCC 39920. Suco de caju, 

suplementado com extrato de levedura, mostrou-se um meio promissor para a 

produção de AH. Posteriormente, Macedo e Santana (2012) exploraram a alta 

concentração de vitamina B e ácido ascórbico no suco de caju para a produção de AH 

de baixa massa molecular (103 – 104 Da) e obtiveram 0,28 mg.g-1.h-1 de AH.  

Melaço de cana-de-açúcar foi pela primeira vez estudado na produção de 

AH por Pan et al (2015b). Subproduto da fabricação de açúcar, apresenta alta 

concentração de sacarose, glicose, frutose e uma grande variedade de sais e fontes 

de nitrogênio, que são essenciais ao metabolismo microbiano (OLIVEIRA et al., 2007; 

XU; XU, 2014). Os autores verificaram um maior rendimento de AH (0,066 g.g-1) em 
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meio contendo melaço de cana-de-açúcar bruto, quando comparado aos meios 

contendo sacarose ou glicose (PAN et al., 2015b).  

 

Tabela 1 - Produção de ácido hialurônico em diferentes meios de fermentação de baixo custo. 
 

Cepa 
Bacteriana 

Condições de 
Cultivo 

Fonte de Carbono e Nitrogênio 
Ácido 

Hialurônico Referências 

(g.L-1) (g.L-1) 

 

S. 
zooepidemicus 
ATCC 39920 

250 mL 
Erlenmeyer; 

37°C; 150 rpm;  
pH inicial 7.5 

Suco de caju (45 de glicose) e 
extrato de levedura (54) 

0,89 
(PIRES et 
al., 2010) 

 

S. thermophilus 
YIT 2084 

2 L biorreator, 
40°C; sem 

aeração; 100 
rpm; pH 6.8 

10% de leite desnatado e 
proteína de soja (10) 

0,21 
(IZAWA et 
al., 2010) 

 

S. 
zooepidemicus 
ATCC 35246 

2 L biorreator; 
37°C; sem 

aeração; 500 
rpm; pH 6.7 

Águas residuais do 
processamento de mexilhões 
(50), peptonas obtidas a partir 

de resíduos de víscera de atum 
(proteína 8) e extrato de 

levedura (5) 

2,46 
(VÁZQUEZ 
et al., 2010) 

 

S. 
zooepidemicus 
ATCC 39920 

3 L biorreator;  
37°C; 150 rpm; 2 

vvm , pH 7.0 

Suco de caju (2 L) e extrato de 
levedura (60) 

1,76 
(OLIVEIRA 
et al., 2013) 

 

S. 
zooepidemicus 
ATCC 39920 

125 mL 
Erlenmeyer; 

37°C; 100 rpm 
pH iniciall 8.0 

Melaço de cana (30) e extrato 
de levedura (30) 

0,38 
(PAN et al., 

2015b) 

 

S. 
zooepidemicus 
ATCC 39920 

125 mL 
Erlenmeyer; 

37°C; 100 rpm 
pH inicial 8.0 

Sacarose (30) e proteína de 
soja(30) 

0,22 
(PAN et al., 

2015b) 

 

S. 
zooepidemicus 
ATCC 35246 

2 L biorreator; 
37°C; sem 

aeração; 500 
rpm; pH 6.7 

Glicose (50), peptonas obtidas a 
partir de resíduos de víscera de 
peixe (proteína 5) e extrato de 

levedura (5) 

2,32 
(VÁZQUEZ 
et al., 2015) 

 

S. 
zooepidemicus 
ATCC 35246 

5 L biorreator; 
37°C; 1vvm; 500 

rpm; pH 6.7 

Glicose (50), lactose (50) soro 
de leite (proteína 5) e extrato de 

levedura (5) 
4,0 

(AMADO et 
al., 2016) 

 

S. 
zooepidemicus 
ATCC 39920 

4.5 L biorreator, 
37°C; 100 rpm; 
0.5 vvm; pH 8.0 

Melaço de cana-de-açúcar pré-
tratado (85,35) e extrato de 

levedura(50) 
2,83 

(PAN et al., 
2017) 

     

S. 
zooepidemicus 
ATCC 35246 

0,75 L biorreator; 
37°C; 500 rpm; 1 

vvm; pH 6,7 

Milhocina (10% v/v) e glicose 
(50) 

3,48 
(AMADO et 
al., 2017) 

Fonte: O próprio autor, 2017 
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Contudo, Amado et al. ( 2017) verificaram uma inibição no crescimento de 

S. zooepidemicus quando utilizado 10% (v/v) de melaço de cana-de-açúcar bruto. Os 

autores sugeriram que está inibição pode ter sido causada pelo ácido lático e 

compostos fenólicos presentes no melaço de cana-de-açúcar. Pan et al. (2017) 

compararam a produção de ácido hialurônico em melaço de cana-de-açúcar bruto e 

pré-tratado com o processo de clarificação em ensaios em Erlenmeyers e obtiveram 

um aumento de 0,557 g.L-1 para 0,662 g.L-1. Esse resultado sugeriu que o pré-

tratamento com carvão ativado reduziu os níveis de inibição, por fatores como íons 

metais. Embora o melaço de cana-de-açúcar contenha nutrientes essenciais ao 

crescimento de microrganismos, esse também contém íons metais e suspensões 

coloidais que podem prejudicar o crescimento microbiano. Esses fatores podem 

influenciar no pH do meio e inativar enzimas associadas a biossíntese do produto 

(PAN et al., 2017).  

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de açúcar, sendo 

responsável por aproximadamente 20% das produções e 40% das exportações. Em 

média, considerando a última década, o país produziu 38.293 mil toneladas de açúcar, 

sendo que a última safra 2016/2017 foi de 38.734 mil toneladas (UNICA, 2017). Logo, 

considerando que para 1 tonelada de açúcar processado, 0,3 toneladas são 

descartadas (LI et al., 2015), estima-se que no Brasil 11,6 milhões de toneladas de 

melaço de cana-de-açúcar são gerados anualmente. Portanto, além de ser uma 

matéria prima de baixo custo e rica em nutrientes, o melaço de cana-de-açúcar é 

gerado em elevado volume no país o que o torna uma matéria-prima viável para a 

aplicação biotecnológica.  

 

3.3 APLICAÇÃO DO ÁCIDO HIALURÔNICO EM FILMES BIODEGRADÁVEIS  

 

Crescente interesse no uso de polímeros naturais, como o ácido 

hialurônico, para aplicações biomédicas e farmacêuticas ocorre devido à sua 

habilidade de formação de filmes biocompatíveis e biodegradáveis. Trabalhos 

recentes estudam o desenvolvimento de novos materiais combinando ácido 

hialurônico com outros polímeros, sejam eles naturais ou sintéticos, para melhorar as 

propriedades físicas e biológicas visando aplicações nas áreas de engenharia de 

tecido e liberação controlada de fármacos. Adicionalmente, considerando o alto custo 

do ácido hialurônico (U$ 2.000 a U$ 60.000 kg-1) e seus derivados (PIRES; SANTANA, 
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2010), a combinação desse com diferentes polímeros têm como vantagem reduzir o 

custo do material destinado às aplicações. Álcool polivinílico (PVA), celulose 

bacteriana, gelatina, ácido polilático, e quitosana são alguns dos polímeros que podem 

ser combinados com ácido hialurônico para síntese de novos materiais. 

 

3.3.1 Engenharia de Tecidos 

 

Na engenharia de tecidos, filmes são utilizados como matrizes 

extracelulares que suportam o crescimento de células e tecidos. Essas células 

passam por etapas de proliferação, migração e diferenciação em três dimensões, o 

que leva à formação de um tecido específico com funções apropriadas conforme seria 

encontrada no corpo humano. O filme aplicado nesta área deve ser biocompatível e 

deve eventualmente ser reabsorvido e substituído por tecido natural (COLLINS; 

BIRKINSHAW, 2013).   

O AH é um polímero de interesse à engenharia de tecidos pois aplicações 

exógenas do AH facilitam a migração e proliferação celular (SU et al., 2014; FERRARI 

et al., 2015; SHIN et al., 2016). Além disso, os produtos de degradação do AH 

modulam a resposta inflamatória e estimulam a angiogênese (COLLINS; 

BIRKINSHAW, 2008). Contudo, a aplicação de filmes contendo apenas AH é limitada 

devido às propriedades mecânicas deficientes e elevada solubilidade em água 

(LOPES et al., 2014).  

Sistemas de blendas de PVA e ácido hialurônico tem sido reportados como 

um material promissor para aplicações biomédicas (FAHMY et al., 2015; PIRINEN et 

al., 2015). PVA é um polímero hidrofílico sintético que não é tóxico, não cancerígeno, 

biocompatível, biodegradável e bio-adesivo (STASKO et al., 2009; FAHMY et al., 

2015). Em escala industrial o PVA é obtido por hidrólise parcial ou completa de acetato 

de polivinila para remover os grupos acetato, com os graus parcialmente hidrolisados 

contendo grupos acetato residuais (TANG; ALAVI, 2011). Fahmy et al. (2015) 

produziram filmes de PVA-AH usando ciclos consecutivos de congelamento-

descongelamento para reticulação. Os resultados mostraram que a incorporação de 

AH no filme de PVA afetou significativamente suas propriedades físico-químicas. O 

grau de intumescimento, as propriedades mecânicas, degradação hidrolítica e a 

adsorção de proteínas aumentaram com o aumento da concentração de AH na 

composição do hidrogel. Além disso, verificou-se alta viabilidade celular, não-
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toxicidade e atividade antimicrobiana para Candida albicans nos filmes com 

concentração de AH inferior a 20 %. Kodavaty e Deshpande (2014) também 

verificaram que filmes de PVA-AH apresentaram propriedades superiores a do filme 

contendo somente AH. Guerra et al. (1994) verificaram a citotoxicidade in vitro e 

citocompatibilidade usando técnicas de cultura de células. Nas concentrações de AH 

testadas (0 – 50% p/p) os filmes não foram citotóxicos, porém, o AH não aumentou a 

adesão celular dos filmes. 

Membranas híbridas de celulose bacteriana e AH podem ser produzidas in 

situ e sugerem que o AH interage com as fibrilas de celulose bacteriana sub-

elementares, alterando as propriedades das membranas (LOPES et al., 2014; 

OLIVEIRA et al., 2017). Zhou et al. (2013) estudaram a degradação e propriedades 

biológicas dos andaimes compostos de gelatina e ácido hialurônico. Os autores 

observaram que os filmes apresentaram boa compatibilidade com sangue e não 

apresentaram toxicidade sistêmica aguda.  

Um novo produto para curativo de feridas composto de quitosana e AH 

(0,25% p/p) foi proposto por Xu et al. (2007), sendo que os experimentos in vivo 

mostraram que o filme é facilmente removido da ferida e que a cicatrização foi mais 

rápida comparada ao controle (vaselina). Compostos com misturas ternárias, AH-

gelatina-quitosana, foram estudados quanto suas propriedades físico químicas 

concluindo que a concentração desses compostos interfere diretamente na 

miscibilidade, propriedades térmicas e mecânicas dos filmes (LEWANDOWSKA; 

SIONKOWSKA; GRABSKA, 2015; LEWANDOWSKA et al., 2016a, 2016b; 

SIONKOWSKA et al., 2016).  

Sionkowska et al. (2016) verificaram que as propriedades mecânicas e a 

estabilidade térmica das misturas de quitosana-colágeno foram melhoradas na 

presença de AH (1 – 5% p/p). Adicionalmente, Liu et al. (2004) verificaram que o AH 

alterou significativamente a biocompatibilidade das membranas de gelatina-quitosana, 

sendo que nas concentrações de AH de 0,01 a 0,1% houve um aumento da adesão, 

migração e proliferação celular.  

 

3.3.2 Liberação de Fármacos 

 

Na liberação de fármacos em comprimidos, o uso de polissacarídeos pode 

contribuir para uma melhor adaptação da liberação de moléculas ativas para os locais 
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intestinais de absorção (SEVERINO et al., 2011). Os polímeros aplicados na liberação 

de fármacos devem ser quimicamente flexíveis, resistentes às barreiras fisiológicas e 

capazes de formar filmes de revestimento que mostram excelente biocompatibilidade 

e biodegradabilidade (ZANIN et al., 2017). Além de cumprir com estas exigências, o 

AH apresenta afinidade à receptores específicos como o CD44. O receptor CD44 é 

frequentemente expresso em células tumorais e pode ser um alvo promissor para o 

diagnóstico e tratamento de vários tipos de câncer humano. Logo, o AH pode ser uma 

ferramenta importante para o tratamento desta patologia através da entrega direta de 

drogas direcionadas (TRIPODO et al., 2015). 

A alta hidrofilicidade do AH resulta na incapacidade de filmes contendo 

somente AH suportarem as condições no trato intestinal, podendo promover uma 

liberação prematura do fármaco preso no comprimido revestido (SGORLA et al., 

2016). Para superar essa limitação o AH pode ser modificado quimicamente ou 

combinado a outros polímeros. Filmes obtidos da reticulação de AH com trimetafosfato 

trisódico evidenciaram uma liberação controlada na proporção distal do trato intestinal 

(SGORLA et al., 2016). O efeito da concentração de AH foi avaliada em filmes de 

polivinil acetato (ZANIN et al., 2017). Os autores propuseram que proporções de 95:5 

e 90:10 (polivinil acetato: AH) apresentam potencial aplicação no controle de liberação 

de fármacos. 

No tratamento de periodontite a liberação controlada de antimicrobianos é 

estudada, visando minimizar o desenvolvimento de resistências bacterianas (HAU et 

al., 2014). Os biomateriais mais comumente utilizados para esse fim são os filmes. A 

vantagem dos filmes é a facilidade de aplicações destes na cavidade periodontal ou 

na superfície da gengiva e a liberação controlada do fármaco seja por difusão no caso 

de polímeros insolúveis em água, ou por dissolução da matriz quando utilizado 

polímeros degradáveis. Aqueles com adesividade adequada e com espessura inferior 

a 400 mm não são facilmente deslocados pela rotina diária de higiene oral seguida 

pelo paciente. Estas propriedades são especialmente benéficas para pacientes 

pediátricos, idosos e neurodegenerativos, onde a dosagem adequada e completa 

pode muitas vezes ser difícil (JOSHI et al., 2014).  

Filmes de AH aplicados no tratamento de periodontites não somente podem 

melhorar as propriedades do material utilizado para a liberação de fármaco como 

também atua como um agente quimioterápico. Componente da matriz do ligamento 

periodontal, o AH está envolvido na adesão celular, migração e diferenciação mediada 
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por proteínas de ligação com o polímero e receptores de superfície celular, tais como 

o CD44. CD44 também é expresso em tecidos periodontais e a interação AH-CD44 

tem sido associada a proliferação celular e atividades de mineralização no ligamento 

periodontal. Logo, o AH está diretamente ligado ao processo de cicatrização 

periodontal. Além disso, o polímero apresenta propriedade viscoelástica que 

contribuem para retardar a penetração de bactérias, característica de interesse ao 

tratamento de doenças periodontais (DAHIYA; KAMAL, 2013).Miranda et al. (2016) 

estudaram a aplicação de um filme hibrido de hidrogel, quitosana-AH, na regeneração 

periodontal. O desempenho destes para cultura de células in vitro foi testado e 

mostrou um aumento significativo na viabilidade celular e alta expressão de CD44, 

sugerindo que as células migraram mais quando semeadas nos andaimes. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 MATERIAL 

 

4.1.1 Microrganismos 

 

4.1.1.1 Produção de ácido hialurônico 

 

O microrganismo utilizado para produção de AH foi a bactéria 

Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 39920 obtida da Coleção Brasileira 

de Micro-organismos de Ambiente e Indústria – CBMAI. 

 

4.1.1.2 Avaliação da atividade antimicrobiana do ácido hialurônico 

 

Para a avaliação da atividade antimicrobiana do AH foram utilizadas 4 

cepas bacterianas, sendo 1 gram-negativa: Escherichia coli ATCC 25922 e 3 gram-

positivas: Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Streptococcus mutans UA 159, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923. As cepas foram obtidas da coleção de bactérias 

do Laboratório de Microbiologia Clínica da Universidade Estadual de Londrina. 

 

4.1.2 Melaço de Cana-de-açúcar 

 

O melaço foi adquirido da Alltech do Brasil (São Pedro do Ivaí, PR, Brasil). 

 

4.1.3 Reagentes 

 

O hialuronato de sódio, massa molecular 1,5 a 1,8 × 103 kDa, produzido 

por Streptococcus equi, foi utilizado como padrão para caracterização do ácido 

hialurônico produzido. Este foi obtido da Sigma-Aldrich Brasil Ltda. 

Álcool polivinílico foi fornecido pela Sekisui Specialty Chemicals (Dallas, 

TX, USA) como Selvol™ 325, o qual apresenta grau de hidrólise 98,4% e massa 

molecular de 85 a 124 kDa. Glicerol foi obtido da Synth (Labsynth, São Paulo, Brasil). 
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Glutationa reduzida (GSH), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), 2,2'-azino-bis 

(3-etilbenzotiazolin) 6-ácido sulfônico (ABTS), 2,4,6 tripiridil-S-triazina (TPTZ), 

brometo de hexadecil trietil amônio (HTAB), ácido 5-5’-ditio-bis-(2-nitrobenzóico) 

(DTNB) e Trolox foram obtidos da Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Brasil Ltd. Todos os 

outros reagentes utilizados foram de grau analítico.  

 

4.1.3.1 Agentes antimicrobianos 

 

O óleo essencial de orégano foi obtido da Ferquima Indústria e Comércio 

LTDA (São Paulo, Brasil). A solução de 50% de óleo essencial de orégano foi 

preparada em dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma – Aldrich; v/v). 

A amostra de mel obtidas das abelhas sem ferrão Scaptotrigona bipunctata 

(Lepeletier, 1836) foi coletada do meliponário da Universidade Estadual de Londrina. 

As amostras de mel foram diluídas em volumes iguais de água (50% v/v) e 

esterilizadas por filtração através de um filtro de 0,22 μm (Millipore®). 

Eugenol foi obtido da SSWhite Duflex (Brasil) e uma solução 50 % (v/v) foi 

preparada em dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma – Aldrich; v/v). 

 

4.1.4 Meios de Cultura 

 

4.1.4.1 Meio de preservação e inóculo 
 

O microrganismo foi preservado em meio composto por 37 g.L-1 de Brain 

Heart Infusion - Infusão de Cérebro e Coração de boi (BHI) (HIMEDIA M-210) (Tabela 

2) com 50 % (v/v) de glicerol. A propagação foi realizada em meio BHI ágar, utilizando 

20 g.L-1 de ágar, e BHI caldo. 
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Tabela 2 - Composição do meio BHI (HIMEDIA M-210). 
 

Componentes Concentração (g.L-1) 

Infusão de Cérebro de Bezerro 200,00 

Infusão de Coração Bovino 250,00 

Peptona de proteose 10,00 

NaCl 5,00 

Dextrose 2,00 

Na2HPO4 2,50 

 

4.1.4.2 Meios de fermentação para a produção de ácido hialurônico 
 

Dois meios de fermentação foram testados para a produção do polímero, 

meio 1 e 2 (Tabelas 3 e 4). Sacarose, melaço de cana-de-açúcar, MgSO4, glutamina 

e glutamato foram autoclavados separadamente. 

 

Tabela 3 - Meio 1 de fermentação. 

Componentes Concentração (g.L-1) 

Sacarose 10 – 50 

Extrato de levedura 10 – 50 

Glutamato 0 - 0,6 

Glutamina 0 - 0,6 

Ácido oxálico 0 - 0,6 

K2HPO4 2,50 

NaCl 2,0 

MgSO4 1,5 

 

 

Tabela 4 - Meio 2 de fermentação. 

Componentes Concentração (g.L-1) 

Melaço de cana-de-açúcar 14,65 – 85,35* 

Extrato de levedura 14,65 – 85,35 

K2HPO4 2,50 

NaCl 2,0 

MgSO4 1,5 

* açúcares totais 
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4.1.4.3 Meios para os ensaios de atividade antimicrobiana 

 

Os meios utilizados para os ensaios de atividade antimicrobiana foram o 

meio BHI (Tabela 2) e o caldo Müeller-Hinton (MH) (DIFCO 275730) (Tabela 5). 

 

Tabela 5 - Composição do caldo Müeller-Hinton (DIFCO 275730). 

Componentes Concentração (g.L-1) 

Extrato de carne 2,0 

Caseína hidrolisada 17,5 

Amido 1,5 

 

4.2 MÉTODOS 

 

A Figura 3 ilustra a metodologia desenvolvida nesse trabalho para 

produção, caracterização e aplicação do ácido hialurônico. 

 

Figura 3 - Fluxograma da produção, caracterização e aplicação do ácido hialurônico. 
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4.2.1 Caracterização do Melaço de Cana-de-açúcar 

 

Melaço de cana-de-açúcar foi caracterizado quanto a concentração de 

açúcares, teor de cinzas, aminoácidos e metais pesados. Concentração de açúcares 

foi verificada por cromatografia líquida de alta performance (CLAE) (Shimadzu RID-

10A, Japan) acoplada ao detector de índice de refração, coluna Aminex Carbohydrate 

HPX-87C (300 × 7,8 mm, Biorad) a 80°C. A fase móvel foi água Milli-Q a 0,6       

mL.min-1. Teor de cinzas foi determinado em mufla a 550°C durante 24 h. A 

concentração de aminoácidos e metais pesados foi fornecido pela Alltech do Brasil. 

 

4.2.2 Preparo do Melaço de Cana-de-açúcar  

 

Para as soluções estoque, o melaço de cana-de-açúcar foi diluído na 

concentração de 150 g.L-1 de açúcares totais com água destilada e centrifugado a 

9956 x g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante obtido foi denominado de melaço de 

cana-de-açúcar bruto. Para obter o melaço de cana-de-açúcar pré-tratado, a solução 

de melaço foi tratada com 12 % (m/v) de carvão ativado em banho-maria a 70 °C por 

1 h em constante agitação e novamente centrifugado a 9956 x g por 15 min a 4 °C. O 

sobrenadante foi filtrado com papel filtro (Whatman, n° 1). A solução de melaço de 

cana-de-açúcar bruto e pré-tratado foram quantificadas quanto aos açúcares totais. 

Para a correção da concentração, quando necessário, sacarose comercial foi utilizada 

para obter a concentração desejada de 150 g.L-1. 

 

4.2.3 Preservação de Streptococcus 

 

S. zooepidemicus foi cultivado em placas de Petri contendo 37 g.L-1 de BHI 

e 20 g.L-1 de ágar a 37 °C por 24 horas. O microrganismo foi transferido para frascos 

de Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de BHI (Tabela 2) e incubado a 37 °C, 150 

rpm por 48 horas. A interrupção do cultivo foi realizada por centrifugação a 9956 × g 

e 4 °C por 15 min e a biomassa foi ressolubilizada em 10 mL de salina 0,9 %. 

Posteriormente, 0,5 mL da solução de biomassa foi transferida para microtubos de 2 

mL contendo 50 % (v/v) de glicerol, que foram mantidos a -80 °C. O repique do 

microrganismo foi realizado a cada seis meses. 
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4.2.4 Crescimento de Streptococcus em meio BHI 

 

Para estudar o perfil de crescimento de Streptococcus zooepidemicus 

ATCC 39920 em meio BHI, a cultura estoque foi estriada em placas de BHI ágar a    

37 °C. Após 24 h, colônias foram transferidas para frascos Erlenmeyer de 500 mL 

contendo 100 mL de meio BHI a 37 °C e 150 rpm. Amostras foram retiradas a cada 2 

horas, durante 24 h. O cultivo foi interrompido por centrifugação a 9956 × g por 15 

min, a 4°C. Das amostras foram quantificados o ácido hialurônico e o crescimento 

celular.  

 

4.2.5 Inóculo 

 

4.2.5.1 Padronizado em porcentagem (v/v) 

 

O inóculo foi preparado transferindo 1 mL da cultura estoque, mantida em 

solução salina contendo 50% de glicerol a -80°C, para frascos Erlenmeyers de 125 

mL contendo 25 mL de BHI. Os frascos foram incubados a 150 rpm, 37 °C por 48 

horas. Para as fermentações, quando utilizado dessa condição, o inóculo foi 

padronizado em 10 % (v/v). 

 

4.2.5.2 Padronizado em concentração (g.L-1) 

 

A cepa mantida em glicerol a -80°C foi cultivada em placa de Petri contendo 

meio BHI ágar a 37°C. Após 24 horas, colônias foram transferidas para frascos de 

Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio BHI mantidos a 37 °C, 150 rpm por 

24 horas. Posteriormente, 20 mL desse cultivo foi transferido para frascos de 

Erlenmeyer de 1 L contendo 200 mL de meio BHI. O cultivo foi conduzido a 150 rpm, 

37 °C por 6 h, sendo então interrompido por centrifugação a 9956 × g e 4 °C por 15 

min. A biomassa foi ressuspendida em solução salina 0,9 % e teve a concentração 

determinada por turbidimetria a ʎ = 600 nm, sendo correlacionada a curva de 

calibração de biomassa (g.L-1). Para as fermentação, quando utilizado dessa 

condição, o inóculo foi padronizado em 0,2 g.L-1. 
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4.2.6 Produção de Ácido Hialurônico 

 

A produção foi realizada em duas etapas. Na etapa 1, foram realizadas 3 

fermentações e na etapa 2, foram 6 fermentações variando as condições conforme a 

Figura 4 e 5, respectivamente.  

As fermentações foram acompanhadas pela coleta de amostras, as quais 

foram centrifugadas a 9956 × g por 15 min. Do precipitado foi avaliada a biomassa e 

do sobrenadante quantificou-se o ácido hialurônico, lático, fórmico, etanol e açúcares 

totais. 

 

Figura 4 - Fluxograma do processo de produção de AH na Etapa 1. 
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Figura 5 - Fluxograma do processo de produção de AH na Etapa 2. 

 

 

 

4.2.6.1 Etapa 1 

 

Para as fermentações realizadas na Etapa 1 o inóculo foi padronizado em 

10% (v/v) e o meio de fermentação utilizado foi o meio 1. 

 

4.2.6.1.1 Fermentação 1: Avaliação da concentração de sacarose, extrato de 

levedura, glutamato, glutamina e ácido oxálico 

 

Ensaio fatorial fracionado 25-1 foi realizado para estudar o efeito das 

concentrações de sacarose (X1), extrato de levedura (X2), glutamato (X3), glutamina 

(X4) e ácido oxálico (X5) (Tabela 6). A escolha dos níveis dos fatores foi baseada em 

informações da literatura e trabalhos anteriores (PAN et al., 2015a). Total de 20 

ensaios, sendo 16 pontos fatoriais e 4 pontos centrais foram conduzidos em ordem 

aleatória. Os experimentos foram realizados em frascos de Erlenmeyers de 125 mL 

contendo 25 mL de meio 1 de fermentação, pH inicial 8,0, a 37°C e 100 rpm por 24 h.  
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Tabela 6 - Planejamento fatorial fracionado 2(5-1) para a avaliação da concentração de (X1) sacarose, 
(X2) extrato de levedura, (X3) glutamato, (X4) glutamina e (X5) ácido oxálico para a produção de ácido 
hialurônico, biomassa, ácido lático e acético por Streptococcus zooepidemicus. 
 

Ensaios* 

Variáveis 
Codificadas 

Variáveis Decodificadas 

x1 x2 x3 x4 x5 

(X1) (X2) (X3) (X4) (X5) 

Sacarose 
Extrato de 
levedura 

Glutamato Glutamina 
Ácido 

oxálico 

(g.L-1) (g.L-1) (g.L-1) (g.L-1) (g.L-1) 

1 -1 -1 -1 -1 +1 10 10 0,0 0,0 0,6 

2 +1 -1 -1 -1 -1 50 10 0,0 0,0 0,0 

3 -1 +1 -1 -1 -1 10 50 0,0 0,0 0,0 

4 +1 +1 -1 -1 +1 50 50 0,0 0,0 0,6 

5 -1 -1 +1 -1 -1 10 10 0,6 0,0 0,0 

6 +1 -1 +1 -1 +1 50 10 0,6 0,0 0,6 

7 -1 +1 +1 -1 +1 10 50 0,6 0,0 0,6 

8 +1 +1 +1 -1 -1 50 50 0,6 0,0 0,0 

9 -1 -1 -1 +1 -1 10 10 0,0 0,6 0,0 

10 +1 -1 -1 +1 +1 50 10 0,0 0,6 0,6 

11 -1 +1 -1 +1 +1 10 50 0,0 0,6 0,6 

12 +1 +1 -1 +1 -1 50 50 0,0 0,6 0,0 

13 -1 -1 +1 +1 +1 10 10 0,6 0,6 0,6 

14 +1 -1 +1 +1 -1 50 10 0,6 0,6 0,0 

15 -1 +1 +1 +1 -1 10 50 0,6 0,6 0,0 

16 +1 +1 +1 +1 +1 50 50 0,6 0,6 0,6 

17 0 0 0 0 0 30 30 0,3 0,3 0,3 

18 0 0 0 0 0 30 30 0,3 0,3 0,3 

19 0 0 0 0 0 30 30 0,3 0,3 0,3 

20 0 0 0 0 0 30 30 0,3 0,3 0,3 

(*) Os ensaios foram aleatorizados 

 

4.2.6.1.2 Fermentação 2: Avaliação da produção de ácido hialurônico em biorreator e 

meio de sacarose 

 

A fermentação foi realizada nas condições otimizadas na Fermentação 1 

em biorreator 4,5 L (Tecnal, Brasil) contendo 2 L de meio composto por (g.L-1): 

sacarose, 50; extrato de levedura, 50; glutamato, 0,6; glutamina, 0,6 e ácido oxálico, 

0,6. A fermentação foi realizada em pH 8,0 controlado por solução NaOH 8 mol.L−1. A 

temperatura foi mantida a 37°C, rotação de 100 rpm e aeração 0,5 vvm. Amostras 

foram coletadas a cada 2 h por 24 h.  
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4.2.6.1.3 Fermentação 3: Avaliação do melaço de cana-de-açúcar pré-tratado na 

produção de ácido hialurônico  

 

A fermentação foi realizada na condição otimizada da Fermentação 1 

substituindo sacarose por melaço de cana-de-açúcar pré-tratado, em biorreator 4,5 L 

(Tecnal, Brasil) contendo 2 L de meio composto por (g.L-1): melaço de cana-de-açúcar, 

50 de açúcar total; extrato de levedura, 50; glutamato, 0,6; glutamina, 0,6 e ácido 

oxálico, 0,6. A fermentação foi realizada em pH 8,0 controlado por solução NaOH 8 

mol.L−1. A temperatura foi mantida a 37°C, rotação de 100 rpm e aeração 0,5 vvm. 

Amostras foram coletadas a cada 2 h por 24 h.  

 

4.2.6.2 Etapa 2 

 

Para as fermentações realizadas na Etapa 2 o inóculo foi padrozinado em 

0,2 g.L-1 e o meio de fermentação utilizado foi o meio 2. 

 

4.2.6.2.1 Fermentação 4: Avaliação da produção em meio de melaço de cana-de-

açúcar bruto ou pré-tratado 

 

Para investigar o efeito do pré-tratamento do melaço de cana-de-açúcar, o 

experimento foi realizado em Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL do meio 2 de 

fermentação com 30 g.L-1 de melaço de cana-de açúcar bruto ou pré-tratado e 30    

g.L-1 de extrato de levedura. O experimento foi realizado em quadruplicata a 37°C, pH 

inicial 8,0, 100 rpm por 24 h.  

 

4.2.6.2.2 Fermentação 5: Avaliação da concentração de melaço de cana-de-açúcar 

pré-tratado e extrato de levedura em frasco Erlenmeyer de125 mL. 

 

A concentração de melaço de cana-de-açúcar pré-tratado (X1) (14,65– 

85,35 g.L−1 de açúcar total) e extrato de levedura (X2) (14,65 – 85,35 g.L−1) foram 

avaliados utilizando delineamento composto central rotacional (DCCR) (Tabela 7). O 

DCCR requereu 13 experimentos com 4 pontos fatoriais, 4 pontos axiais e 5 pontos 

centrais. A escolha dos níveis dos fatores foi baseada em Pan et al. (2015a). A 
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fermentação foi realizada em frascos Erlenmeyer de 125 mL com 25 mL de meio 2, 

pH inicial 8,0, temperatura mantida a 37°C e rotação de 100 rpm.  

 

Tabela 7 - Delineamento composto central rotacional para a avaliação da concentração de melaço de 
cana-de-açúcar pré-tratado (X1) e extrato de levedura (X2) para a produção de ácido hialurônico, 
biomassa, ácido lático e acético por Streptococcus zooepidemicus. 
 

Ensaios* 

Variáveis Codificadas Variáveis Decodificadas 

x1 x2 

(X1) (X2) 

Melaço de Cana-de-açúcar Extrato de Levedura 

(g.L-1) (g.L-1) 

1 -1 -1 25 25 

2 -1 1 25 75 

3 1 -1 75 25 

4 1 1 75 75 

5 -1,41 0 14,65 50 

6 1,41 0 85,35 50 

7 0 -1,41 50 14,65 

8 0 1,41 50 85,35 

9 0 0 50 50 

10 0 0 50 50 

11 0 0 50 50 

12 0 0 50 50 

13 0 0 50 50 

(*) Ensaios foram aleatorizados 

 

4.2.6.2.3 Fermentação 6: Avaliação da produção em melaço de cana-de-açúcar pré-

tratado e extrato de levedura em frasco Erlenmeyer de 1 L 

 

Na condição ótima obtida por DCCR (fermentação 5), a fermentação foi 

realizada em Erlenmeyer de 1 L contendo 200 mL de meio 2 de fermentação com 

85,35 g.L-1 de melaço de cana-de-açúcar (açúcares totais) e 50 g.L-1 de extrato de 

levedura em triplicata. Amostras foram coletadas a cada 2 h para estudar o perfil de 

produção do AH. O experimento foi realizado em pH inicial 8,0, temperatura mantida 

a 37°C e rotação de 100 rpm. Amostras foram coletadas a cada 2 h por 24 h.  

 

 

 

 



52 

 

4.2.6.2.4 Fermentação 7 e 8: Avaliação da produção em biorreator com e sem controle 

de pH e taxa de aeração 0,5 vvm. 

 

O efeito do pH controlado foi avaliado nas condições otimizadas por DCCR 

(fermentação 4). Fermentação em biorreator 4,5 L (Tecnal, Brasil) contendo 2 L de 

meio de fermentação com 85,35 g.L-1 de melaço de cana-de-açúcar pré-tratado (em 

açúcares totais) e 50 g.L-1 de extrato de levedura foi realizado em pH 8 controlado 

com solução NaOH 8 mol L-1 (fermentação 8). Essa fermentação foi comparada a 

fermentação sem controle de pH (pH inicial 8,0) (fermentação 7). A temperatura foi 

mantida a 37°C, rotação 100 rpm e aeração 0,5 vvm. Amostras foram coletadas a 

cada 2 h por 24 h.  

 

4.2.6.2.5 Fermentação 9: Avaliação da produção em biorreator com controle de pH e 

taxa de aeração 1,5 vvm 

 

A fermentação 9 foi realizada nas mesmas condições da fermentação 8, 

sendo a taxa de aeração aumentada para 1,5 vvm. Amostras foram coletadas a cada 

2 h por 24 h. 

 

4.2.7 Acompanhamento das Fermentações  

 

4.2.7.1 Determinação do pH 

 

O pH inicial e final dos cultivos foram acompanhados por análise 

potenciométrica. 

 

4.2.7.2 Curva de biomassa de Streptococcus zooepidemicus 

 

Para determinação da biomassa, inicialmente foi realizada uma curva de 

biomassa pelo cultivo de S. zooepidemicus em meio BHI por 48 h. A biomassa obtida 

foi separada por centrifugação a 9956 × g, 4 ºC por 15 min e ressuspensa em salina 

0,9 %. Quatro alíquotas de 1 mL foram separadas. Uma alíquota foi submetida a 
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diferentes diluições para a obtenção de leituras de 0,1 a 0,9 de absorbância em λ = 

600 nm e 3 alíquotas foram distribuídas em recipientes previamente tarados, mantidos 

em estufa (70°C) até peso constante. Um gráfico foi plotado relacionando absorbância 

versus peso seco (g.L-1) e esta curva foi utilizada para todas as determinações de 

biomassa. 

 

4.2.7.3 Determinação da biomassa 

 

A biomassa das fermentações foi estimada por leitura da densidade óptica 

(DO) em espectrofotômetro a ʎ = 600 nm, correlacionada a curva de calibração de 

biomassa. A biomassa foi ressuspendida em salina 0,9 %, diluída quando necessário 

e realizadas as leituras. 

 

4.2.7.4 Determinação de açúcares totais 

 

Açúcares totais foram dosados pelo método de Fenol Sulfúrico (DUBOIS et 

al., 1956) à ʎ = 490 nm. O padrão utilizado foi a sacarose (20 a 100 µg.mL-1). 

 

4.2.7.5 Determinação do ácido hialurônico, ácidos orgânicos e etanol 

 

Para a quantificação de ácido hialurônico, lático, fórmico, acético e etanol, 

amostras do sobrenadante livre de células foram filtradas em membranas de 0,45 µm 

(Millipore) e injetadas (20 µL) em CLAE (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão). A 

avaliação do ácido hialurônico foi realizada em coluna OHpak SB-806MHQ 80 × 300 

mm (Shodex, Japão) a 40°C com fase móvel 0,1 M NaNO3 e fluxo de 1 mL.min-1. 

Ácido lático, acético, fórmico e etanol foram avaliados usando coluna Aminex HPX – 

87H 300 × 7,8 mm (Bio-Rad, CA, USA) de ácidos orgânicos, a 60°C e fase móvel 

H2SO4 0,005 mol.L-1 com fluxo de 0,7 mL.min-1. O perfil de eluição dos picos foi 

monitorado com detector de índice de refração Shimadzu RID – 10A (Shimadzu 

Corporation, Kyoto, Japão). Para cada analito uma curva de calibração foi 

confeccionada, utilizando padrões de ácido hialurônico variando de 15 a 100 µg.mL-1 

e ácidos orgânicos e etanol em concentrações variando de 50 a 200 µg.mL-1 
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4.2.8 Purificação do Ácido Hialurônico 

 

O ácido hialurônico produzido em biorreator foi precipitado, purificado e 

caracterizado. Nesta etapa foi utilizado o método de purificação segundo Reddy e 

Karunakaran (2013) com modificações.  

O sobrenadante livre de células foi precipitado com etanol na proporção 

1:1,5 (v/v) de amostra:sobrenadante 4 ºC e após 1 h, foi centrifugado a 1259 x g, 4 ºC 

por 20 min, redissolvido em solução 0,15 M de NaCl. Esse procedimento de 

precipitação seguido de dissolução foi repetido 3 vezes para aumentar a pureza do 

AH. Posteriormente, ácido tricloroacético (1%) foi adicionado à solução resultante de 

AH até atingir pH 2,0 e foi mantida por 1h a 4°C. A solução foi centrifugada a 7744 x 

g, 4 ºC por 30 min. O sobrenadante foi dialisado por 48 horas com 6 trocas de água. 

O produto da dialise foi congelado e liofilizado. 

 

4.2.9 Produção de Filmes de Álcool Polivinílico e Ácido Hialurônico 

 

O AH produzido nas condições apresentadas na fermentação 8 foi 

purificado, caracterizado e utilizado para a produção de filmes. Os filmes foram 

preparados usando PVA, ácido hialurônico microbiano e glicerol (plastificante). Para 

cada experimento, os filmes foram preparados com concentração (2,0 g/100 g de 

solução filmogênica) de sólidos (PVA + AH) e concentração de glicerol (25 g/100 g de 

sólidos) fixa. Quatro diferentes níveis de AH foram adicionados a solução filmogênica: 

0, 5,10 e 15 g AH/ 100 g sólidos, resultando em filmes denominados por PVA100, 

PVA95-AH5, PVA90-AH10 e PVA85-AH15, respectivamente.  

Os filmes foram preparados utilizando o método de Casting de acordo com 

as formulações descritas na Tabela 8. PVA e glicerol foram adicionados à água 

destilada e mantidos a 95°C por 30 minutos com agitação manual. Após gelatinização, 

solução de PVA foi arrefecida até cerca de 70 °C e misturada com a solução de AH 

durante 30 min. As soluções filmogênicas foram vertidas sobre placas acrílicas 

circulares (0,63 g de solução filmeogênica / cm2) e foram secas a 30 °C em estufa 

com circulação de ar, modelo TE-394-3 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) a um peso 

constante (aproximadamente 30 h). Os filmes translúcidos resultantes puderam ser 

facilmente removidos da placa e foram mantidos a 25 °C e umidade relativa (UR) de 

58% durante 48 h antes dos testes de caracterização. 
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Tabela 8 - Formulações empregadas para o preparo de 500 g de solução filmogênica. 

Formulações PVA (g) AH (g) Glicerol (g) Água (g) 

Filme PVA100 10 0 2,5 487,5 

Filme PVA95-AH5  9,5 0,5 2,5 487,5 

Filme PVA90-AH10 9,0 1,0 2,5 487,5 

Filme PVA85-AH15 8,5 1,5 2,5 487,5 

 

4.2.10 Caracterização do Ácido Hialurônico e dos Filmes 

 

O ácido hialurônico obtido nas fermentações em biorreator foi caracterizado 

quanto a homogeneidade e massa molecular, atividade antioxidante, antimicrobiana, 

espectroscopia UV-Vis, FT-IR e RMN, e propriedades térmicas por DSC e TGA. Este 

foi comparado ao AH padrão.  

Os filmes foram caracterizados quanto a biodegradabilidade (solubilidade 

e intumescimento), microestrutura (MEV), propriedades mecânicas e de barreiras 

(permeabilidade ao vapor de água), estabilidade térmica (DSC e TGA) e estrutura (FT-

IR). Adicionalmente o PVA foi analisado por FT-IR, DSC e TGA.  

 

4.2.10.1 Homogeneidade e massa molecular  

 

A homogeneidade do AH foi determinada por cromatógrafo de exclusão 

estérica de alta pressão acoplada ao detector de índice de refração (HPSEC/RID), 

marca SHIMADZU modelo RID 10A. O sistema de cromatografia consistiu em uma 

bomba de HPLC (Modelo Shimadzu-10 AD), uma válvula de injeção manual 

(Shimadzu) equipada com um loop de 200 μL e colunas Ultrahydrogel (7.8 × 300 mm) 

dispostas em série com limites de exclusão diferentes conectados em ordem de 

diminuição do tamanho dos poros 7 × 106,4 × 105, 8 × 104 e 5 × 103 Da correspondente 

ao Ultrahydrogel (Waters) 2000, 500, 250 e 120, respectivamente. A fase móvel foi 

NaNO3 0,1 M com azida de sódio (0,03%) e taxa de fluxo de 0,6 mL.min-1. A análise 

de dados foi realizada usando o software de solução LC (Shimadzu Corporation). Uma 

curva padrão de dextrana com massa molecular de 2000, 1400, 670, 500, 410 e 266 

kDa foi feita para determinar o peso molecular aparente do AH. 
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4.2.10.2 Determinação da atividade antioxidante 

 

A atividade antioxidante foi estimada utilizando 2,2-difenil-1-picrilhidrazil 

(DPPH) (Sigma-Aldrich Brasil Ltd.). Resumidamente, 300 μL da solução de DPPH 0,1 

mM em etanol foi adicionada a uma amostra de 1 mL em concentrações de 0,2-1,0 

g.L-1. A mistura foi deixada em repouso durante 30 min à temperatura ambiente. A 

absorvância foi medida a 517 nm contra um branco (água em vez de amostra e etanol 

em vez de DPPH). A percentagem de atividade foi calculada conforme equação 1: 

 

(%) =
𝐴0 − (𝐴1 − 𝐴2)

𝐴0
× 100 

(Eq.1) 
 

em que A0 é a absorvância do controle (água em vez da solução da amostra), A1 é a 

absorvância da amostra e A2 é a absorvância da amostra em condições idênticas à 

A1 com etanol em vez de solução de DPPH. O ácido ascórbico (Sigma-Aldrich Brasil 

Ltd.) foi utilizado como padrão para o ensaio (SRIKANTH et al., 2015). 

 

4.2.10.3 Determinação da atividade antimicrobiana 

 

4.2.10.3.1 Cultivo das cepas bacterianas 

 

As cepas E. coli e S. aureus foram cultivadas em meio ágar Müeller-Hinton 

e S. mutans e S. pyogenes em meio BHI ágar a 37 °C por 18 a 24 h. 

Após crescimento as colônias foram transferidas para solução salina 0,9 % 

e ajustadas para 5 x 108 UFC, usando padrão MacFarland e diluídas em meio BHI ou 

MH até obter 5 x 106 UFC. 

 

4.2.10.3.2 Ensaio de Microdiluição em Caldo (MIC) 

 

Primeiramente foi avaliada a atividade antimicrobiana dos compostos em 

separado. O AH produzido (fermentação 8) e o padrão de hialuronato de sódio foram 

estudados nas concentrações de 4 a 0,031 mg.mL-1; mel de Scaptotrigona bipunctata 

variando de 10 a 0,12% (v/v); óleo de orégano de 4 a 7,8 × 10-3 % e eugenol de 1 a 

0,031%. Para a diluição das amostras foi utilizado os meios BHI e MH, de acordo com 
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a bactéria a ser avaliada. O MIC foi determinado em triplicata por ensaios de 

microdiluição em placas de 96 poços (CLSI, 2012). Alíquotas de 50 μL das amostras 

diluídas em meio foram transferidas para placas de 96 poços e adicionadas 50 μL das 

soluções celulares. Após 24 h de incubação a 37 °C, o MIC foi definido como a menor 

concentração de agente antimicrobiano que inibiu o crescimento visível. 

Posteriormente, para avaliar a interação entre a amostra de AH e mel de 

Scaptotrigona bipunctata, óleo de orégano, ou eugenol, foram utilizados ensaios de 

microdiluição com duplo gradiente antimicrobiano. Nesta etapa a concentração 

estudada do AH foi de 1 a 0,031 mg.mL-1 e dos demais compostos como descrito na 

etapa anterior. A microdiluição foi realizada em placas de 96 poços em triplicata de 

acordo com o protocolo de Kelly e Matsen (1976). 

 

4.2.10.4 Espectroscopia no ultravioleta e visível (UV-Vis) 

 

O AH foi diluído em água deionizada (1,0 g.L-1) e analisado por 

espectrofotômetro de varredura UV-Vis (Biochrom Libra s22) a 25 °C variando ʎ de 

190 a 450 nm. Água deionizada foi utilizada como referência (CHOI et al., 2010). 

 

4.2.10.5 Espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) 

 

A análise estrutural do AH foi avaliada através de RMN no Laboratório de 

Espectroscopia da central multiusuário de laboratórios de pesquisa da Universidade 

Estadual de Londrina. Os espectros de 13C da amostra de AH, obtido na fermentação 

8, e do padrão de AH foram obtidas a 24°C e 100,6 MHz utilizando a técnica de 

polarização cruzada no ângulo mágico a partir de amostras finamente pulverizadas 

(OLIVEIRA et al., 2017). 

 

4.2.10.6 Espectroscopia de infravermelho com transformada em Fourier (FT-IR) 

 

Ácido hialurônico produzido e amostras pulverizadas dos filmes foram 

incorporados a 100 mg de KBr, submetidas a alta pressão para produção de pastilhas. 

A análise FT-IR foi realizada usando um instrumento Shimadzu-8400 FT-IR (Japão) 

no Laboratório de Espectroscopia da central multiusuário de laboratórios de pesquisa 
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da Universidade Estadual de Londrina. As aferições foram realizadas em triplicata, e 

100 varreduras foram executadas na faixa espectral de 4000-400 cm-1. A resolução 

espectral foi de 4 cm-1.  

 

4.2.10.7 Colorimetría diferencial de varredura (DSC)  

 

As análises de DSC foram realizadas em um calorímetro Shimadzu DSC 

60 (Japão) no Laboratório de Espectroscopia da central multiusuário de laboratórios 

de pesquisa da Universidade Estadual de Londrina. Aproximadamente 3,0 mg de cada 

amostra foram colocados em recipientes de platina próprios do equipamento. 

Amostras de AH, PVA e filmes foram aquecidos de 10 a 300 °C com taxa de 

aquecimento de 5°C.min-1 e atmosfera de hélio. Um cadinho vazio foi usado como 

referência. A temperatura de transição vítrea (Tg) correspondeu à temperatura à qual 

ocorreu inflexão basal. As amostras foram submetidas a duas varreduras, e os 

resultados da segunda varredura foram utilizados para o cálculo de Tg e traçar os 

termogramas. 

 

4.2.10.8 Análise termogravimétrica (TGA)  

 

As análises termogravimétricas (TGA) foram realizadas em equipamento 

Shimadzu, modelo TGA-50 (Japão), sob atmosfera de N2 (50 mL.min-1), no 

Laboratório de Espectroscopia da central multiusuário de laboratórios de pesquisa da 

Universidade Estadual de Londrina. As amostras (aproximadamente 10 mg) foram 

aquecidas de 30 a 600°C com taxa de aquecimento de 10°C min-1. A perda de peso 

(%) foi avaliada considerando o peso residual a 600°C. Para cada amostra, a 

temperatura máxima de degradação (Tmáx) e a temperatura na qual 10% do peso foi 

perdida (T90) foram determinadas. 

 

4.2.10.9 Espessura  

 

A espessura dos filmes foi determinada utilizando um micrómetro manual 

Mitutoyo (São Paulo - Brasil) com uma precisão de ± 1 μm em 10 posições escolhidas 

aleatoriamente no filme. O desvio padrão médio da espessura do filme foi de 

aproximadamente 5% da espessura média. 
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4.2.10.10 Microscopia eletrônica de varredura (MEV)  

 

As análises de MEV foram realizadas no Laboratório de Microscopia 

Eletrônica e de Microanálise da central multiusuária de laboratórios de pesquisa da 

Universidade Estadual de Londrina utilizando um microscópio eletrônico JEOL JSPM 

100 (Japão). As amostras dos filmes foram fixadas em talões de bronze usando fita 

adesiva de dupla face e depois revestidas com uma camada de ouro (40-50 nm) para 

permitir a visualização em superfície e em seção transversal. Todas as amostras 

foram examinadas usando uma tensão de aceleração de 20 kV. 

 

4.2.10.11 Solubilidade 

 

As análises foram realizadas de acordo com o método de Gontard, Guilbert 

and Cuq (1992). Os testes foram realizados em triplicata, as amostras foram cortadas 

em corpos de prova com 3 x 3 cm, e secas em estufa com circulação de ar (Marconi, 

Brasil) a 60 °C por 24 h. Em seguida as amostras foram pesadas (peso seco inicial) e 

mergulhadas em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 80 mL de água destilada, 

estes frascos foram vedados e agitados a 50 rpm, 25 °C por 24 h em incubadora orbital 

(Shaker Marconi MA 420). Após este período, as amostras foram removidas 

cuidadosamente e secas em estufa com circulação de ar por 24 h a 60 °C, para 

determinar a massa do material não solubilizado (peso final). A solubilidade foi 

expressa por porcentagem de material seco solubilizado, 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 (%) =

((𝑝𝑖 − 𝑝𝑓) 𝑝𝑖) × 100⁄ ; sendo pf a massa final da amostra e pi é a massa inicial da 

amostra, ambos em base seca. 

 

4.2.10.12 Índice de intumescimento (SI) 

 

O índice de intumescimento foi determinado em água destilada a 37°C. Os 

filmes foram cortados (aproximadamente 1 cm2), colocados em placas de Petri, 

deixados em um forno a 30 °C por 6 h e pesados para determinar a massa seca (ps). 

As amostras secas foram imediatamente imersas em água destilada, incubadas a 37 

°C e pesadas novamente (pi) em intervalos de intervalo específicos (1, 10, 60 e 120 

min). O índice de inchaço foi determinado a partir de SI (%) = [(ps – pi) / pi] × 100. 
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4.2.10.13 Permeabilidade ao vapor de água 

 

A permeabilidade ao vapor de água foi determinada pelo método 

gravimétrico de  acordo com as normas da Sociedade Americana de Testes e 

Materiais (ASTM E96-00, 2000) com modificações. Cada amostra de filme foi selada 

sobre uma abertura circular de 0,00181 m2 em uma cápsula de permeação e 

armazenada a 25 °C em dessecador. Para manter um gradiente de umidade relativa 

(UR) de 75% através do filme, foi colocado cloreto de cálcio anidro (0% de UR) dentro 

da célula, e uma solução saturada de cloreto de sódio (75% UR) foi utilizada no 

dessecador. Após a estabilização do sistema (aproximadamente 2 h), a célula foi 

pesada a cada 2 h por 48 h. Alterações no peso das células foram registados para o 

mais próximo de 0,0001 g e representada graficamente como uma função do tempo. 

A inclinação de cada reta foi calculada por regressão linear, e a taxa de transmissão 

de vapor de água (TVA) foi calculada a partir da inclinação da linha reta (g/s) dividida 

pela área de transferência (m2). Após os testes de permeação, a espessura do filme 

foi medida e a taxa de permeabilidade ao vapor de água (TPVA) (g.Pa-1.s-1.m-1) foi 

calculado como TPVA = [TVA / S (R1- R2)]d, onde S é a pressão de vapor de saturação 

de água (Pa) à temperatura de teste (25 °C); R1 é a UR no dessecador; R2 é a UR na 

célula de permeação; e d é a espessura do filme (m). Nestas condições, a força motriz 

[S (R1- R2)] foi de 1753,55 Pa. Todos os testes foram realizados em triplicata. 

 

4.2.10.14 Propriedades mecânicas 
 

As propriedades mecânicas foram determinadas utilizando um analisador 

EMIC DL 2000 (Brasil), de acordo com o método estabelecido pela ASTM D882-02 

(ASTM D882-02, 2002). A resistência máxima à tração, elongação na ruptura e o 

módulo de elasticidade foram calculados a partir das curvas tensão-deformação, 

utilizando os resultados de pelo menos cinco testes para cada amostra. 

 

4.2.11 Hidrólise do Ácido Hialurônico 

 

A hidrólise do AH foi realizada de acordo com Tømmeraas e Melander 

(2008). Ácido hialurônico obtido da fermentação 8 foi diluído a 10 g.L-1 em HCl 0,2 M 

e mantido a 80 °C em banho de óleo. As amostras foram retiradas em tempos de 0 a 
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48 h a cada 12 h. Cada amostra foi imediatamente arrefecida em banho de gelo e 

neutralizada com quantidades equimolares de NaOH (solução 1 M). Posteriormente, 

as amostras foram filtradas em membranas de 1000 Da. A solução filtrada foi 

congelada, liofilizada e o AH quantificado.  

Para a dessalinização da amostra, a cada 1 g da amostra hidrolisada e 

liofilizada foi adicionado 30 mL de solução de etanol 80%. A solução foi centrifugada 

a 9956 × g por 5 min. Para o precipitado obtido foi realizado mais dois ciclos de 

precipitação com etanol. A amostra foi liofilizada e o AH quantificado. 

 

4.2.12 Avaliação da Eficácia in vivo do Ácido Hialurônico em Formulações Tópicas 

na Redução dos Danos Cutâneos Induzidos pela Irradiação UVB 

 

Duas formulações tópicas foram estudadas para avaliar a eficácia in vivo 

do AH na redução dos danos cutâneos induzidos pela irradiação UVB. Formulação 1, 

a base de Polawax® (Tabela 9), e formulação 2, 50% (v/v) propilenoglicol: água. Ácido 

hialurônico hidrolisado foi adicionado nas formulações em concentrações de 1, 3 e 5% 

(g/g).  

 

Tabela 9 - Formulação tópica a base de Polawax® 

Fase  Constituinte % 

A (fase oleosa a quente) POLAWAX 10 

B (fase aquosa a quente) 
Propileno 5 

Água 81,2 

C (fase a frio) 
Triglicerideos 3 

Phenonip (conservante) 0,8 

 

 

Para a avaliação da eficácia do AH nos testes in vivo foram utilizados 

camundongos fêmeas de linhagem HRS/J, sem pelo, pesando em média 30 g. Estes 

foram mantidos no Biotério do Centro de Ciências da Saúde/UEL. Lâmpada UVB 

fluorescente modelo PHILIPS TL/12 40W RS foi utilizada nos experimentos para 

indução das lesões foto-oxidativas. Os camundongos foram colocados a 20 cm de 

distância da lâmpada UVB e expostos à radiação à temperatura ambiente. A dose de 

radiação utilizada para indução da inflamação e do estresse oxidativo foi de 4,14 

J/cm2. Os animais foram tratados com 0,5 g de formulação 12, 6 horas, 5 minutos 

antes da radiação e 30 minutos depois da irradiação. Os grupos controle não irradiado 
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e irradiado sem tratamento foram incluídos no teste. A eutanásia com éter etílico 

ocorreu após 12 horas da exposição dos animais tratados à radiação UVB. A pele do 

dorso foi retirada, limpa, lavada com cloreto de sódio 145 mM e armazenada a -70 °C 

para as análises subsequentes. Somente a avaliação do edema foi realizada no 

mesmo dia da coleta.  

Avaliou-se a diminuição do edema cutâneo de acordo com Boller et al. 

(2010); redução da migração de neutrófilos pela atividade de mieloperoxidase 

conforme Campanini et al. (2013), inibição da depleção do GSH de acordo com 

Srinivasan, Sabitha e Shyamaladevi (2007) e avaliação do poder antioxidante de 

redução férrica (FRAP) e radical ABTS através da técnica descrita em Katalinic et al. 

(2005). O projeto seguiu as normas do Comitê de Ética em Experimentação Animal 

da UEL conforme registro 168/2014. 

 

4.2.13 Análise Estatística 

 

A análise estatística dos dados foi realizada utilizando o Software R (R 

CORE TEAM, 2016) suprido do pacote rsm (LENTH, 2009) e o Software Statistica 9.0 

(StatSoft Inc., USA).  

Para os modelos apresentados, a qualidade de ajuste da equação foi 

expressa pelo coeficiente de determinação ajustado 𝑅𝑎𝑗𝑢𝑠𝑡𝑎𝑑𝑜
2  e sua significância 

estatística foi avaliada pelo teste F. Os pressupostos dos modelos, normalidade e 

homogeneidade de variância dos resíduos, foram avaliados pelo teste de Shapiro-Wilk 

(SHAPIRO; WILK, 1965) e teste de Breusch-Pagan (BREUSCH; PAGAN, 1979) e 

análise gráfica, respectivamente. 

 

4.2.13.1 Ensaio fatorial fracionado e delineamento composto central rotacional 

 

As variáveis respostas do ensaio fatorial fracionado e do delineamento 

composto central rotacional foram descritas conforme função polinomial de segunda 

ordem (Equação 2):  
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𝑦𝑖𝑗 = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖𝑥𝑖

𝑘

𝑖=1

+ ∑ 𝛽𝑖𝑖𝑥𝑖
2 +

𝑘

𝑖=1

∑ ∑ 𝛽𝑖𝑗

𝑘

𝑗=𝑖+1

𝑘−1

𝑖=1

𝑥𝑖𝑥𝑗 + 𝜖𝑖𝑗 

( Eq. 2) 

em que 𝑦𝑖𝑗 é a resposta predita, β são os parâmetros cujos valores devem ser 

determinados, i e j variam de 1 a k variáveis, xi e xj são as variáveis independentes 

definidas em escala codificada, e 𝜖𝑖𝑗 é o termo de erro aleatório. As estimativas dos 

parâmetros neste modelo de regressão estão relacionadas com as estimativas de 

efeito (MONTGOMERY, 2013). A significância dos parâmetros e suas interações 

foram testadas pela análise de variância (ANOVA) e teste t. 

 

4.2.13.2 Regressão logística 

 

O perfil da produção de ácido hialurônico, biomassa, ácido lático e acético 

em biorreator foram modelados usando regressão não linear logística (Equação 3): 

 

𝑃 = 𝑃𝑚𝑎𝑥/(1 + exp [(𝑥0 − 𝑥)/𝑘]) 

(Eq.3) 

em que Pmax é o valor máximo assintótico de biomassa, ácido hialurônico, lático ou 

acético (g.L-1), k é o parâmetro de escala numérica no eixo de entrada e x0 o valor x 

no ponto de inflexão da curva (PINHEIRO; BATES, 2000). A significância dos 

parâmetros foram testadas pelo teste t. 

 

4.2.13.3 Comparação de médias 

 

Para comparação de médias foi utilizado o teste de Tukey ao nível de 

significância de 5%.   
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos neste trabalho estão apresentados em forma de 

artigos científicos, patente e resultados complementares: 

 

Artigo 1: “Factorial Design in Fermentation Medium Development for 

Hyaluronic Acid Production by Streptococcus zooepidemicus” será submetido ao 

periódico Brazilian Journal of Chemical Engineering de acordo com as normas da 

revista (http://www.scielo.br/revistas/bjce/iinstruc.htm). Nesse artigo estão descritos 

os resultados das fermentações 1 e 2.  

 

Patente: “Processos Biotecnológico Utilizando Melaço de Cana-de-açúcar 

para Produção de Ácido Hialurônico Microbiano”, depositada junto ao INPI na data de 

02/08/2016, sendo seu número de proceso BR 10 2016 017870 3. Nessa patente está 

descrito o resultado da fermentação 3 e a caracterização do AH produzido.  

 

Artigo 2: “Improvement Production of Hyaluronic Acid by Streptococcus 

zooepidemicus in Sugarcane Molasses”, publicado na revista Applied Biochemistry 

and Biotechnology, sendo seu DOI:10.1007/s12010-016-2326-y 

(https://link.springer.com/article/10.1007/s12010-016-2326-y). Nesse artigo estão 

descritos os resultados da fermentação 4 a 8 e a caracterização do AH produzido.  

 

Artigo 3: “Films Base on Blends of Polyvinyl Alcohol and Microbial 

Hyaluronic Acid for Biomedical Applications”, submetido a revista Journal Applied 

Polymer Science (http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10. 1002/(ISSN)1097-4628). 

Nesse artigo estão descritos os resultados referentes aos filmes de AH e álcool 

polivinílico.  

 

Resultados Complementares: resultados referentes ao crescimento de 

Streptococcus em meio BHI (método descrito em 4.2.4); fermentação 9 (método 

descrito em 4.2.6.2.5), espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) 

(método descrito em 4.2.10.5), atividade antimicrobiana (método descrito em 

4.2.10.3), hidrólise do AH (método descrito em 4.2.11) e avaliação da eficácia in vivo 
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do ácido hialurônico em formulações tópicas na redução dos danos cutâneos 

induzidos pela irradiação UVB (método descrito em 4.2.12). 
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ABSTRACT 

 

Fractional factorial design and response surface were used to evaluate the effect of 

the concentration of sucrose, yeast extract, glutamine, glutamate and oxalic acid on 

the hyaluronic acid production by Streptococcus zooepidemicus in shake flasks. 

Biomass, lactate and acetate production were also verified. Yeast extract showed to 

be the main variable significant for all the studied responses, showing positive effect. 

For the hyaluronic acid production, glutamine was also significant and exhibited a high 

positive effect. The best condition obtained for the polymer production was 50 g L-1 of 

yeast extract and sucrose and 0.6 g L-1 of glutamine, glutamate and oxalic acid. In this 

culture condition, a fermentation was carried out in 4.5 L bioreactor with pH controlled 

at 8 and 0.5 vvm. Hyaluronic acid production in bioreactor was explained by logistic 

regression model and the maximum concentration asymptotic of HA was 0.860 g L-1. 

An increase of 34% was observed when compared to shake flask assay.  

 

Key words: Hyaluronic acid, Fractional factorial design, Bioreactor, Logistic 

regression, Organic acids 
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INTRODUCTION 

 

The hyaluronic acid (HA) is a polysaccharide that is present in all 

vertebrates as a main constituent of the extracellular matrix (CHEN; ABATANGELO, 

1999). The polymer consists of repeated disaccharide units containing D-glucuronic 

acid and N-acetyl-glucosamine and present several biological functions, such as joints 

lubrication, skin hydration and space filling (KOGAN et al., 2007). In addition, studies 

demonstrate that the polymer acts in several signaling pathway and regulation of 

pathologic processes, and exhibits therapeutic potential in human diseases such as 

osteoarthritis, cancer, diabetes, cystic fibrosis, asthma and wound healing (HERMANS 

et al., 2017; LIANG; JIANG; NOBLE, 2016; TRIPODO et al., 2015).        

Due to HA biological applications, the microbial production is preferred 

compared to extraction from rooster comb, umbilical cords and bovine humor vitreous. 

Animal-derived biochemical compounds are not recommended for human therapeutics 

because of viral contamination risks and other infectious agents (YAMADA; 

KAWASAKI, 2005). The microbial HA is mainly produced by Streptococcus that 

synthetizes the polymer as a extracellular capsule (CHONG et al., 2005). 

Streptococci are lactic bacteria which required highly nutritive cultivation 

media for their growth (CHONG et al., 2005). The typically used media included yeast 

extract, peptones, or hydrolyzed casein as nitrogen source and growth factors, as 

magnesium and phosphate salts (ARMSTRONG; COONEY; JOHNS, 1997). The 

diversity of combinatorial interactions of medium components with the cells metabolism 

do not permit a satisfactory detailed model elaboration to describe the HA production. 

Therefore, due to several variables which involve this process and the microorganism 

metabolic complexity, statistical techniques are used to optimized the fermentation 

media compositions (WEUSTER-BOTZ, 2000).   

The experimental design methodology in the factorial arrangement, 

associated to the response surfaces analysis, is a tool based on statistical theory, 

which provides reliable information about the process, minimizing the empiricism that 

involves trial and error techniques (BOX; HUNTER; HUNTER, 1978). This is an 

experimental strategy in which factors are varied together, instead of one at a time. 

Among the advantages in the use of factorial designs is the reduction in the number of 

experiments and replications, consequently decreasing the working time and 
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experiment cost. In addition, it is possible to evaluate the interaction between the 

factors, besides allowing to calculate and estimate the experimental error 

(MONTGOMERY, 2013; RODRIGUES; IEMMA, 2014). 

Pan et al. (2017) verified by central composite design the significant effect 

(p <0.05) of the concentration of sugarcane molasses and yeast extract in the polymer 

production. Plackett-Burman design was used to estimate the different variables effect 

on the HA production (KHUE; VO, 2013; MOHAN; BALAKRISHNAN; 

SIVAPRAKASAM, 2016). Patil, Kamalja and Chaudari (2011) employed a full factorial 

design and a central composite design to evaluate the concentration of glucose, soy 

peptone, MgSO4 and K2HPO4. Using these statistical techniques, these authors 

obtained a 65% increase in HA production (PATIL; KAMALJA; CHAUDHARI, 2011).  

In addition, it has been described that amino acids and organic acids can 

influence in the metabolism of Streptococcus. The glutamine addition in the culture 

medium is known to increase HA production (AROSKAR; KAMAT; KAMAT, 2012; IM 

et al., 2009; SHAH; BADLE; RAMACHANDRAN, 2013), because it favors the N-acetyl-

glucosamine synthesis, precursor unit for the polymer production (CHONG et al., 

2005). Aroskar, Kamat S.D. and Kamat D.V. (2012) observed an increase of 0.7 to 1 

g L-1 HA when added glutamine and arginine at the concentration of 2.0 g L-1. Arginine 

was reported as an essential amino acid for microbial growth and HA production by S. 

zooepidemicus ATCC 35246 (ARMSTRONG; COONEY; JOHNS, 1997). Im et al. 

(2009) evaluated seventeen amino acids and twenty-three organic acids, obtaining that 

glutamine, glutamate and oxalic acid positively influence the polymer production. 

In this context, the present study had as objective to identify the important 

components of the fermentation medium, using fractional factorial design, and to 

optimize by surface response methodology, the HA biosynthesis by S. zooepidemicus 

ATCC 39920. Sucrose, yeast extract, glutamine, glutamate and oxalic acid were the 

explanatory variables studied. Fermentation in bioreactor was performed in the best 

condition obtained for the HA production in shake flasks and the variables responses 

were explained by logistic regression. The production of organic acids, lactate and 

acetate, and biomass synthesis were observed to analyze the metabolic fluxes under 

the experimental conditions. 
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MATERIAL AND METHODS 

 

Microorganism and Medium 

 

Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 39920 was obtained from 

the Brazilian Collection of Environmental and Industrial Microorganisms (CBMAI). The 

strain was maintained in saline solution containing 50% glycerol stock at −80°C. The 

inoculum was prepared by transferring 1 mL of the stock culture to 125 mL Erlenmeyer 

flasks, containing 25 mL of Brain Heart Infusion medium (BHI) (HIMEDIA M-210). The 

flasks were incubated on an orbital shaker at 150 rpm, at 37°C, for 48h. For each 

fermentation, the inoculum was standardized to 10% (v / v). 

The fermentation media contained (g L-1):  sucrose, 10 - 50; yeast extract, 

10 - 50; glutamate, 0 - 0,6; glutamine, 0-0,6; oxalic acid 0 - 0,6; K2HPO4, 2,5; NaCl, 2,0 

and MgSO4.7H2O, 1,5. 

 

Fractional Factorial Design 

 

Fractional factorial design 25-1 was performed to study the concentration 

effect of sucrose, yeast extract, glutamine, glutamate and oxalic acid on HA production 

(Table 1). Hyaluronic acid, biomass, lactate and acetate production were evaluated as 

response variables. The factor level choice was based on the literature and previous 

work (PAN et al., 2015). Total of 20 assays, being 16 factorial points and 4 central 

points were conducted in random order. The experiment was carried out in 125 mL 

Erlenmeyers containing 25 mL fermentation medium at the concentrations described 

for each run (Tabela 2); initial pH 8.0 at 37°C and 100 rpm for 24 h.  

 

Bioreactor 

 

The fermentation was evaluated under the HA production conditions 

optimized by fractional factorial designs in 4.5 L bioreactor (Tecnal, Brazil) containing 
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2 L of fermentation medium with 50 g L-1 of yeast extract and sucrose and 0.6 g L-1 of 

glutamate, glutamine and oxalic acid. Fermentation was performed at 8.0 pH that was 

controlled by 8 mol L-1 of NaOH solution. The temperature was maintained at 37 °C, 

the rotation at 100 rpm and the aeration rate at 0.5 vvm. Samples were collected every 

2 h for 24 h. 

 

Analytical Methods 

 

Fermentation samples were centrifuged at 9956 g for 15 min. The biomass 

was determined by measuring the turbidimetry at λ = 600 nm and correlated to the 

biomass curve in g L-1. For the HA, lactate and acetate quantifications, the culture 

supernatant samples were filtered (0.45 μm pore size, Millipore) and 20 μL was 

injected into a high-performance liquid chromatograph (HPLC) instrument (Shimadzu 

Corporation, Kyoto, Japan). The HA evaluation was performed in an OHpak SB-

806MHQ 80 × 300 mm column (Shodex, Japan) at 40°C with a 0.1 M NaNO3 mobile 

phase and a 1 mL min-1 flow rate. Lactate and acetate were evaluated using an Aminex 

7.8 × 300 mm HPX- 87H organic acid column (Bio-Rad, CA, USA) at 60°C; the mobile 

phase was composed of a 0.005 mol L-1 H2SO4 solution with a 0.7 mL min−1 flow rate. 

The peak elution profile was monitored with a Shimadzu RID – 10A refractive index 

detector (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). 

 

Statistical Analysis 

 

The data analysis was performed using the Software R (R CORE TEAM, 

2016) and package the rsm (LENTH, 2009). The fit quality of the models was evaluated 

by the determination coefficient R2 and its statistical significance was assessed by the 

F-test. The models assumptions, homogeneity of variances and normality of the 

residues, were evaluated by the Breusch-Pagan test (BREUSCH; PAGAN, 1979) and 

graphical analysis, and Shapiro-Wilk test (SHAPIRO; WILK, 1965), respectively. 
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Fractional Factorial Design 

 

For optimal point prediction, a second order polynomial function (equation 

1) was fitted to the fractional factorial design experimental results: 

 

𝑦𝑖𝑗 = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖𝑥𝑖

𝑘

𝑖=1

+ ∑ 𝛽𝑖𝑖𝑥𝑖
2 +

𝑘

𝑖=1

∑ ∑ 𝛽𝑖𝑗

𝑘

𝑗=𝑖+1

𝑘−1

𝑖=1

𝑥𝑖𝑥𝑗 + 𝜖𝑖𝑗 

         ( Eq. 1) 

in which 𝑦𝑖𝑗 is the predicted response, β are unknown parameters that will be estimated 

from the data in the experiment, i and j range from 1 to k variables, xi and xj are the 

independent variables defined on a coded scale from -1 to +1, and 𝜖𝑖𝑗 is the random 

error term. The parameter estimates in this regression model turn out to be related to 

the effect estimates (MONTGOMERY, 2013). The parameters significance of 

polynomial models and their interactions were tested by analysis of variance (ANOVA) 

and test-t.  

 

Logistic regression 

 

The profiles of hyaluronic acid, biomass, lactate and acetate productions in 

bioreactor were modelled using the following non-linear logistic regression (Equation 

2): 

𝑃 = 𝑃𝑚𝑎𝑥/(1 + exp [(𝑥0 − 𝑥)/𝑘]) 

(Eq.2) 

where Pmax is the maximum asymptotic value of biomass, hyaluronic acid, lactate or 

acetate production (g L-1), k is the numeric scale parameter on the input axis, and x0 is 

the x value at the inflection point of the curve (PINHEIRO; BATES, 2000). The 

parameters significance were tested by t-test.  
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RESULTS AND DISCUSSION 

 

Fractional Factorial Design 

 

The concentration of carbon and nitrogen sources and other fermentation 

medium supplements have already been described as important variables for HA 

productions (IM et al., 2009; PAN et al., 2017; SHAH; BADLE; RAMACHANDRAN, 

2013). Through fractional factorial design 25-1 the concentration of sucrose (X1), yeast 

extract (X2), glutamate (X3), glutamine (X4) and oxalic acid (X5) were evaluated for the 

HA, lactate, acetate and biomass production (Table 1). For each variable response a 

model was proposed and the assumptions and adequacy of these were satisfied 

(Table 2 – 5). The models proposed present homogeneity of variance (Breusch-Pagan 

test, p>0.05) and normality (Shapiro-Wilk test, p>0.05) of the residues, and the lack-

of-fit was not significant (p>0.05). Yeast extract and sucrose were the factors that 

presented positive and significant effect for biomass synthesis (Table 2). The model 

explained 97.71% of the variability in the response. Armstrong et al. (1997) justify that 

organic nitrogen sources supply the need of essential amino acids to Streptococci, 

besides containing a large proportional of carbon necessary for microbial synthesis. 

Corroborating with this result, yeast extract was also the most significant factor for the 

HA and organic acids production, being its effect positive for all variables responses. 
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Table 1 – Fractional factorial design 25-1 for the production of hyaluronic acid, lactate, acetate and 
biomass by Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920 in different concentrations of sucrose (x1), yeast 
extract (x2), glutamate (x3), glutamine (x4) and oxalic acid (x5). 

Runs 

 Factor levels  Variable Responses 

 
x1  x2 x3 x4 x5 

 Hyaluronic acid Lactate Acetate Biomass 

  (g L-1) (g L-1) (g L-1) (g L-1) 

1  -1 -1 -1 -1 +1  0.302 2.611 1.002 0.928 

2  +1 -1 -1 -1 -1  0.320 3.547 0.836 1.097 

3  -1 +1 -1 -1 -1  0.608 7.619 1.528 1.799 

4  +1 +1 -1 -1 1  0.367 8.691 1.355 1.782 

5  -1 -1 +1 -1 -1  0.290 3.578 0.995 1.053 

6  +1 -1 +1 -1 +1  0.371 2.781 1.091 1.137 

7  -1 +1 +1 -1 +1  0.380 9.688 1.581 1.713 

8  +1 +1 +1 -1 -1  0.415 8.226 1.154 1.886 

9  -1 -1 -1 +1 -1  0.350 3.175 0.870 1.020 

10  +1 -1 -1 +1 +1  0.344 2.931 0.960 1.040 

11  -1 +1 -1 +1 +1  0.547 8.484 1.467 1.745 

12  +1 +1 -1 +1 -1  0.501 4.103 1.756 1.955 

13  -1 -1 +1 +1 +1  0.578 3.821 1.887 1.006 

14  +1 -1 +1 +1 -1  0.563 3.707 1.245 1.064 

15  -1 +1 +1 +1 -1  0.512 8.054 1.239 1.923 

16  +1 +1 +1 +1 +1  0.608 7.105 1.294 1.905 

17  0 0 0 0 0  0.481 6.009 1.167 1.651 

18  0 0 0 0 0  0.562 5.678 1.038 1.666 

19  0 0 0 0 0  0.491 6.081 0.976 1.750 

20  0 0 0 0 0  0.463 5.919 1.033 1.626 

Symbols 
 

Factors 
 Coded levels 

  -1 0 +1 

(X1)  Sucrose (g L-1)  10 30 50 

(X2)  Yeast extract (g L-1)  10 30 50 

(X3)  Glutamate (g L-1)  0 0.3 0.6 

(X4)  Glutamine (g L-1)  0 0.3 0.6 

(X5)  Oxalic acid (g L-1)  0 0.3 0.6 
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Table 2 – Estimates of the model parameters for biomass production by S. zooepidemicus ATCC 399
2 from the fractional factorial designs.  

Factors Estimate Standard error t-value p-value 

Intercept 1.673 0.032 52.928 < 0.0001 * 

x1 0.043 0.016 2.692 0.016 * 

x2 0.398 0.016 25.163 <0.0001 * 

x2
2 -0.232 0.035 -6.576 <0.0001 * 

Regression: p<0.0001; R2 = 0.9771; R2
adjusted = 0.9728; lack-of-fit:p=0.9510; p=*significant factors 

(p<0.05); x1 = sucrose; x2 = yeast extract 

 

For the HA production (Table 3), the glutamine and its interaction with 

glutamate were also significant at a 5% significance level. The variables that present 

higher estimated effect were yeast extract (0.114 g L-1), followed by glutamine (0.106 

g L-1). The interactions between yeast extract and glutamate, oxalic acid and glutamine 

and oxalic acid and glutamate were significant at a 10% signinficance level. The 

increase in the polymer production through the addition of glutamine in the cultivation 

medium is due to this amino acid act as amino group donor to fructose 6-phosphate in 

presence of amidotransferase enzyme which yields glucosamine 6-phosphate. Later 

on, this forms N-acetyl-glucosamine is synthesized (SHAH; BADLE; 

RAMACHANDRAN, 2013). Im et al. (2009) observed an 18% increase in the HA 

production with addition of glutamine, glutamate and oxalic acid to the fermentation 

medium. The model proposed for the HA production explained 81.7% of the variability 

of the data obtained and the result the F-test result (p <0.05) was significant and 

indicated that this is an adequate model. The contour curve (Figure 1) shows that for 

all the model variables, the HA production increases the higher the factors 

concentration. Among the conditions studies, the best condition for HA production was 

50 g L-1 yeast extract and 0.6 g L-1 glutamine, glutamate and oxalic acid. Sucrose did 

not present significant effect in hyaluronic acid production at 10% of significance level. 

Pires and Santana (2010) e Pan et al. (2015) observed that glucose carbon source 

also did not exert influence on the polymer production in shake flask cultivations.      
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Table 3 – Estimates of the model parameters for hyaluronic acid production by S. zooepidemicus ATCC 
3992 from the fractional factorial designs. 

Factors Estimate Standard error t-value p-value 

Intercept 0.448 0.013 34.507 <0.0001 * 

x2 0.057 0.015 3.950 0.00227 * 

x3 0.018 0.015 1.213 0.25053 

x4 0.053 0.015 3.675 0.00366 * 

x5 0.002 0.015 0.155 0.87974 

x2:x3 -0.031 0.015 -2.142 0.05537 

x3:x4 0.035 0.015 2.418 0.03411 * 

x4:x5 0.029 0.015 1.985 0.07260 

x3:x5 0.029 0.015 2.031 0.06716 

Regression: p=0.0037; R2 = 0.8170; R2
adjusted = 0.6839; lack-of-fit:p=0.2970; *significant factors (p<0.05); 

x2 = yeast extract; x3 = glutamate; x4 = glutamine; x5 = oxalic acid 

 

Figure 1 – Contour curve of hyaluronic acid production by Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920 
in function of concentration of (a) glutamate (x3) and yeast extract (x2); b) glutamine (x4) and yeast 
extract (x2); c) oxalic acid (x5) and glutamate (x3); d) oxalic acid (x5) and glutamine (x4). Variables when 
fixed were in the central point.  

 

 

 

Lactate and acetate are the main metabolites produced by Streptococcus 

in aerobic cultivation (CHONG; NIELSEN, 2003). The production of lactate and acetate 
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in the assays range from 2.611 to 9.688 g L-1 and 0.836 to 1.887 g L-1, respectively. 

The ANOVA of the model obtained to describe the lactate synthesis showed 

determination coefficient (R2) of 0.99 and it was significant at the 5% significance level. 

Yeast extract, glutamate, oxalic acid and the interaction between yeast extract and 

oxalic acid were significant (p <0.05) and showed positive effect for the lactate 

synthesis (Table 4). The other significant variables of the model presented a negative 

effect. The interaction between yeast extract and glutamate was not significant, 

however it was essential to satisfy the model assumptions.  

 

Table 4 - Estimates of the model parameters for lactate production by S. zooepidemicus ATCC 3992 
from the fractional factorial designs.  

Factors Estimate Standard error t-value p-value 

Intercept 5.590 0.092 60.488 <0.0001 * 

x1  -0.371 0.103 -3.592 0.00706 * 

x2 2.239 0.103 21.665 <0.0001 * 

x3 0.363 0.103 3.508 0.00798 * 

x4 -0.335 0.103 -3.244 0.01181 * 

x5 0.257 0.103 2.483 0.03796 * 

x1:x2 -0.344 0.103 -3.327 0.01043 * 

x1:x4 -0.340 0.103 -3.289 0.01104 * 

x2:x3 0.160 0.103 1.544 0.16114 

x2:x4 -0.475 0.103 -4.594 0.00177 * 

x2:x5 0.489 0.103 4.734 0.00148 * 

x5:x3 -0.278 0.103 -2.688 0.02758 * 

Regression:p<0.0001; R2 = 0.9865; R2
adjusted = 0.9680; lack-of-fit: p=0.0560; *significant factors (p<0.05); 

x1 = sucrose; x2 = yeast extract; x3 = glutamate; x4 = glutamine; x5 = oxalic acid 

 

The significant variables at the 5% level for the acetate production were 

yeast extract and the interaction between yeast extract and glutamate (Table 5). At 

10% significance the interaction between sucrose and oxalic acid and glutamate and 

oxalic acid were significant. The main effects of sucrose, glutamate and oxalic acid 

remained in the model because they were present significantly in the interactions 

between the compounds. The model for acetate production obtained determination 

coefficient of 0.72. 
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Table 5 - Estimates of the model parameters for acetate production by S. zooepidemicus ATCC 3992 
from the fractional factorial designs.  

Factors Estimate Standard error t-value p-value 

Intercept 1.224 0.044 28.075 <0.0001 * 

x1  -0.055 0.049 -1.126 0.28213 

x2 0.155 0.049 3.190 0.00778 * 

x3 0.044 0.049 0.911 0.38009 

x5 0.063 0.049 1.302 0.21747 

x1:x5 -0.100 0.049 -2.046 0.06336 

x2:x3 -0.149 0.049 -3.063 0.00985* 

x3:x5 0.089 0.049 1.828 0.09248 

Regression: p=0.0121; R2 = 0.7201; R2
adjusted = 0.5569; lack-of-fit: p=0,0626; *significant factors (p<0.05); 

x1 = sucrose; x2 = yeast extract; x3 = glutamate; x5 = oxalic acid 

 

Although assays in shake flask are the most used when applying statistical 

designs for the biotechnological processes optimization, they have some limitations 

such as unable to control the pH and aeration (GAMBOA-SUASNAVART et al., 2013; 

LIU et al., 2008; MOHANDAS et al., 2015; PAN et al., 2017). The final pH ranged from 

4.44 to 4.76 in the assays in shake flask by fractional factory design. The decrease in 

pH may have caused the inhibition of microbial growth and metabolites production. 

Therefore, fermentation in a bioreactor was performed under the best condition 

obtained for the HA production. The concentration of sucrose was not significant for 

the polymer production, but it had a positive effect on biomass. Then, in the conditions 

studied, it was defined that the best condition for the HA production by S. 

zooepidemicus was in medium containing 50 g L-1 of sucrose and yeast extract and 

0.6 g L-1 of glutamate, glutamine and acid oxalic. The value predicted by the model in 

this condition was 0.640 g L-1 HA.  

 

Bioreactor 

 

The fermentation in bioreactor was performed using the culture medium 

optimized by the fractional factorial assay. The production of HA, biomass, lactate and 

acetate were modelled using logistic regression (Equation 2). The proposed models 

(Equation 2; Table 6) showed high agreement between predicted and experimental 

data with R2 values higher than 0.99. The p-values (p<0.001) from Fisher's F-test also 

indicated the consistency of the models to describe the experimental data. The 

residues analysis showed homogeneity of variance and normality (Shapiro-Wilk test, 
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p>0.05) of the residual, taking into account the assumptions of the model. The kinetic 

parameters defined by equation 2 were statistically significant (p <0.001) for biomass 

and production of hyaluronic acid, lactate and acetate. 

 

Table 6 – Parametric estimations corresponding to logistic regression (Equation 2) applied to the 
production of hyaluronic acid, lactate, acetate and biomass in bioreactor by S. zooepidemicus ATCC 
39920.  

Parameters Hyaluronic acid Lactate Acetate Biomass 

Pmax  0.860 ± 0.017 17.958 ± 0.398 2.503 ± 0.060 4.525 ± 0.123 

K  1.712 ± 0.151 1.468 ± 0.159 1.114 ± 0.171 1.500 ± 0.223 

x0  13.036 ± 0.179 13.855 ± 0.186 12.532 ± 0.198 11.513 ± 0.260 

R2 0.996 0.994 0.991 0.988 

p-value <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 

 

The maximum concentration asymptotic of HA was 0.860 g L-1 (Figure 2A). 

There was a 34% increase in the polymer production compared with predict value in 

shake flask (0.640 g L-1). This increase in the HA production can be explained by the 

pH control, since in shake flask the pH decreased during the fermentation. Previous 

work has shown that the optimal pH for the polymer production by S. zooepidemicus 

ranges from 7 to 8 (JOHNS; GOH; OEGGERU, 1994; LIU et al., 2008; PAN et al., 

2015; ZAKERI; RASAEE, 2016). Pan et al.  (2017) evaluated the HA production in 

bioreactor with controlled and uncontrolled pH in sugarcane molasses medium. The 

authors obtained an increase in the polymer production of 2.86 times with controlled 

pH at 8.0. The aeration also influences polymer production (JAGANNATH; 

RAMACHANDRAN, 2010; OLIVEIRA et al., 2013). The positive effect of alkaline pH 

and aeration on the HA production might be due to the exposition of the 

microorganisms to the stress condition in which the cells produce the capsule as a 

protective mechanism (HASEGAWA et al., 1999; LIU et al., 2008; OLIVEIRA et al., 

2013).  

The synthesis of organic acids and biomass also increased in bioreactor 

compared to the shake flask assays (Figure 2B). After 8 hours of lag phase, cells 

started exponential growth until 14 hours, and biomass concentration reached 

maximum concentration asymptotic of 4.525 g L-1. The maximum production of lactate 

and acetate were 17.985 g L-1 and 2.503 g L-1, respectively (Figure 2C and 2D).  
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Figure 2 – Production of hyaluronic acid (A), biomass (B), lactate (C) and acetate (D) by S. 
zooepidemicus ATCC 39920 in bioreactor. 

 

 

CONCLUSION 

 

In this study the hyaluronic acid production by S. zooepidemicus was 

optimized using fractional factorial design. The best defined condition for the polymer 

production was 50 g L-1 sucrose and yeast extract and 0.6 g L-1 glutamine, glutamate 

and oxalic acid. Yeast extract was the significant explanatory variable that exhibited 

higher positive effect for hyaluronic acid production and synthesis of lactate, acetate 

and biomass. In bioreactor, pH 8.0 and 0.5 vvm, the maximum hyaluronic acid 

production increased to 0.860 g L-1 compared to 0.640 g L-1 in shake flask. 
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5.2 PROCESSO BIOTECNOLÓGICO UTILIZANDO MELAÇO DE CANA-DE-

AÇÚCAR PARA PRODUÇÃO DE ÁCIDO HIALURÔNICO MICROBIANO 
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l 

FORMULÁRIO DE DECLARAÇÃO DE INVENÇÃO 

 

 

 

  

O Formulário de Declaração de Invenção (FDI) deve ser usado por 

professores, funcionários e alunos da UEL e pelas empresas da 

Intuel/Aintec para declarar a criação de uma invenção e solicitar sua 

propriedade intelectual.  

     

 Após o preenchimento do FDI coloque-o em envelope fechado, 

protocole na UEL (na ASUEL) endereçando-o para: 

 

AINTEC/UEL 

Escritório de Propriedade Intelectual – EPI 

 

Com isto sua Declaração de Invenção fica oficialmente registrada e 

será enviados ao Escritório de Propriedade Intelectual (EPI) da Aintec 

para análise, parecer e outras providências. 

 

 Os inventores devem ler os documentos sobre a Política de 

Propriedade Intelectual da UEL, no endereço 

www.aintec.uel.br/aintec/legislação. 

 

 Havendo dúvidas no preenchimento da FDI contate o EPI da Aintec 

pelo e-mail: aintecepi@uel.br 

 

http://www.aintec.uel.br/aintec/legislação
mailto:aintecepi@uel.br
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5. ANTECEDENTES DA INVENÇÃO 

5.1. Descreva o problema ou desafio técnico que a presente invenção se 

propõe a solucionar: O ácido hialurônico (AH), maior componente da matriz extracelular, 

é um glicosaminoglicano não sulfatado composto de unidades dissacarídicas de ácido D-

glicurônico e N-acetilglicosamina. Em humanos, o AH está presente em todos os tecidos 

sendo abundante no humor vítreo, cordão umbilical, fluido sinovial, válvulas cardíacas e 

tecido esquelético. Dentre as funções biológicas do polímero destaca-se a de 

preenchimento, hidratação, lubrificação das articulações, e fornecimento de uma matriz 

para a adesão e migração celular estimulando a proliferação tecidual (LIANG; JIANG; 

NOBLE, 2016). Adicionalmente, o AH é um polímero biodegradável e não imunogênico que 

apresenta propriedades hidrofílicas e viscoelásticas (TRIPODO et al., 2015). Devido as 

favoráveis características físico-químicas e biológicas, o AH é amplamente utilizado em 

aplicações biomédicas, como no tratamento de osteoartrite (YU et al., 2014), cirurgia 

plástica (WU et al., 2016), cirurgia oftalmológica (KRETZ; LIMBERGER; AUFFARTH, 2014), 

1. INFORMAÇÃO PESSOAL 

Nome para contato: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi 

Depto. na UEL./Empresa: Departamento de Bioquímica e Biotecnologia – CCE 

Tel: (43) 3371-4270  e-mail: macelligoi@uel.br 

 

2. TÍTULO PROPOSTO PARA A INVENÇÃO: Processo biotecnológico utilizando melaço 

de cana-de-açúcar para produção de ácido hialurônico microbiano 

Palavras-chave: Ácido hialurônico, Streptococcus zooepidemicus; melaço de cana-de-

açúcar 

 

3. ÁREA/SUB-ÁREA/ESPECIALIDADE DA INVENÇÃO (SE SOUBER): biotecnologia 

 

4. CAMPO DA INVENÇÃO. ESTA INVENÇÃO DIZ RESPEITO FUNDAMENTALMENTE 

A: A presente invenção refere-se à produção de ácido hialurônico por Streptococcus 

zooepidemicus em melaço de cana-de-açúcar visando à economia e o aumento na 

produção do polímero. 
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reparo tecidual (WU et al., 2015), na formulação de microcápsulas para liberação 

controlada de fármacos (YANG et al., 2015) e em cosméticos (ITO, 2014).  

O polímero disponível comercialmente pode ser obtido por extração animal ou 

produção microbiana. Na extração animal o polímero se encontra complexado com 

proteoglicanos, necessitando de processos de extração e purificação que podem encarecer 

o produto final. Além disso, a utilização de compostos bioquímicos derivados de animais 

para terapêuticas humanas não são recomendados devido aos riscos de contaminação viral 

e de outros agentes infecciosos. Portanto, a extração do ácido hialurônico de tecido animal 

vem sendo substituída pela produção microbiana (CHONG et al., 2005; YAMADA; 

KAWASAKI, 2005; LIU et al., 2011). No entanto, o continuo aumento no custo das 

matérias-primas para o meio de cultivo, principalmente fontes de nitrogênio e de carbono 

(VÁZQUEZ et al., 2010), reduz a competividade comercial do AH microbiano. Logo, faz-se 

necessário encontrar substratos mais baratos para reduzir o custo de produção do polímero 

(AMADO et al., 2016). 

5.2. Descreva as conhecidas soluções já existentes ao problema ou desafio, 

seus limites e deficiências: A possibilidade de utilizar recursos agrícolas e resíduos 

industriais como matérias-primas alternativas para produção de AH microbiano é pouco 

explorada. Uma simples análise de custo estima que a utilização de meios de cultivo 

formulados com subprodutos pode reduzir em mais de 50% o custo do processo, quando 

comparada com as fermentações em meios sintéticos. O soro de leite, subproduto da 

fabricação de queijos, demonstrou ser um substituto adequado às peptonas comerciais na 

produção do polímero (AMADO et al., 2016). Peptonas geradas a partir de resíduos da 

pesca também são substratos de alto valor para os processos fermentativos (VÁZQUEZ et 

al., 2015). Dentre os derivados agrícolas já estudados para a produção, têm-se o suco de 

caju, proteína de soja, melaço de soja e milhocina (PIRES et al., 2010; PAN et al., 2015). 

O suco de caju suplementado com extrato de levedura mostrou ser um meio promissor na 

produção de AH de baixa massa molar devido à alta concentração de vitaminas do 

complexo B e ácido ascórbico na composição nutricional do fruto (OLIVEIRA et al., 2013).   

5.3. Descreva como sua invenção supera estes limites e deficiências, 

destacando suas vantagens e ganhos: O desenvolvimento industrial é um fator 

importante para a economia de um país. Contudo, diretamente proporcional ao 

crescimento industrial, urbano e populacional, têm-se a elevada geração de resíduos e 
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subprodutos industriais que podem causar riscos ao meio ambiente e a saúde (KAUR et 

al., 2014). A utilização de resíduos e subprodutos agroindustriais em bioprocessos não 

somente representa substratos alternativos para a produção de biomoléculas, mas também 

contribui com o meio ambiente (SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003).  

Melaço de cana-de-açúcar, subproduto da fabricação de açúcar, vem sendo 

estudado como uma matéria-prima de baixo custo em processos fermentativos. Esse 

substrato tem sido utilizado para a produção de etanol (MURUAGA et al., 2016), goma 

xantana (FARIA et al., 2011), celulose (ÇAKAR et al., 2014), goma velana (AI et al., 2015), 

orinitina e ácido succinico (XU et al., 2015). A elevada aplicação do melaço de cana-de-

açúcar se deve a alta concentração de sacarose, glicose, frutose e uma grande variedade 

de sais e fontes de nitrogênio, que são essenciais ao metabolismo microbiano (OLIVEIRA 

et al., 2007; XU; XU, 2014). 

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de açúcar, sendo responsável por 

aproximadamente 20% das produções e 40% das exportações. Em média, considerando a 

última década, o país produziu 33.613 mil toneladas de açúcar, sendo que a última safra 

2015/2016 foi de 33.928 mil toneladas (UNICA, 2016). Logo, considerando que para 1 

tonelada de açúcar processado, 0,3 toneladas são descartadas (LI et al., 2015), estima-se 

que no Brasil 10 milhões de toneladas de melaço de cana-de-açúcar são gerados 

anualmente. Portanto, além de ser uma matéria prima de baixo custo e rica em nutrientes, 

o melaço de cana-de-açúcar é gerado em elevado volume no país o que o torna uma 

matéria-prima viável para a aplicação biotecnológica.  

As inúmeras aplicações do AH justificam os esforços na busca por uma produção 

economicamente viável e sustentável. A produção de ácido hialurônico utilizando melaço 

de cana-de-açúcar vem sendo estudada por nosso grupo, e mostrou ser uma fonte de 

carbono promissora para a produção do polímero. Dessa forma, a presente invenção 

refere-se a um novo processo biotecnológico utilizando melaço de cana-de-açúcar para 

produção de ácido hialurônico em biorreator por Streptococcus zooepidemicus. A produção 

do polímero em melaço de cana-de-açúcar superou a obtida em sacarose, demonstrando 

o alto valor do substrato e a eficiência do processo desenvolvido. O AH produzido em 

melaço de cana-de-açúcar foi caracterizado, comprovando a qualidade do produto e a 

elevada atividade antioxidante.  
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6. DESCRIÇÃO DETALHADA 

6.1. Descreva detalhadamente a invenção de forma que um técnico ou pessoa com 

conhecimento técnico no assunto consiga reproduzi-la:  

Microrganismo  

Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 39920 foi obtido da Coleção 

Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e Indústria – CBMAI.  

Preservação do microrganismo e inóculo  

A cultura de Streptococcus zooepidemicus foi mantida em solução salina contendo 

50% de glicerol a -80°C. O inóculo foi preparado transferindo 1 mL desta cultura para 

Erlenmeyers de 125 mL contendo 25 mL do meio de infusão de cérebro e coração (BHI) 

a 37°C e 150 rpm por 48 h.  

Clarificação do Melaço de cana-de-açúcar 

Melaço de cana-de-açúcar foi diluído para 15% (m/v) de açúcares totais (Dubois 

et al., 1956) com água destilada, centrifugado (9.956 x g, 4°C 15 min), tratado com 

carvão ativado 12% a 70°C em constante agitação por 1 h, centrifugado novamente e 

filtrado (Whatman, n° 1). 

Fermentações 

A produção de AH em melaço de cana-de-açúcar foi realizada utilizando reator 

Bio-tec (Tecnal) com capacidade de 4,5 L, equipado com sensor de pH (Mettler Toledo) 

e temperatura (Pt-100 classe A, Mettler Toledo). O volume operacional foi de 2 L do 

meio contendo (g.L-1): melaço de cana-de-açúcar clarificado, 50 de açúcares totais 

(Dubois et al., 1956); extrato de levedura, 50; glutamina, 0,6; glutamato, 0,6; ácido 

oxálico, 0,6; K2HPO4, 2,5; NaCl, 2,0 e MgSO4.7H20, 1,5. Melaço de cana-de-açúcar e 

MgSO4 foram autoclavados em separado. O meio foi inoculado com 10% v/v. O pH foi 

controlado em 8,0 pela adição de NaOH 10 mol/L e a temperatura foi mantida a 37°C. 

A taxa de aeração foi de 0,5 vvm e agitação de 100 rpm. Amostras foram retiradas a 

cada 2 horas, durante 24 h. O cultivo foi interrompido por centrifugação a 9.956 × g por 



                                                                                                                    

 

 

   

 

Escritório de Propriedade Intelectual 

Rod. Celso Garcia Cid, Km 380 - Campus Universitário – CP: 6022 - CEP: 86.051-990 - Londrina - Paraná 

Tel/fax: (43) 3371-5812 - www.intuel.org.br - e-mail: intuel@uel.br 

 

15 min, a 4°C. Do sobrenadante foi avaliada a concentração de ácido hialurônico, lático, 

acético, fórmico e etanol. 

As concentrações utilizadas de melaço de cana-de-açúcar, extrato de levedura, 

glutamina, glutamato e ácido oxálico foram definidas de acordo com estudo prévio em 

que as concentrações de sacarose (10; 30; 50 g.L-1) (X1), extrato de levedura (10; 30; 

50 g.L-1) (X2), glutamato (0; 0,3; 0,6 g.L-1) (X3), glutamina (0; 0,3; 0,6 g.L-1) (X4) e 

ácido oxálico (0; 0,3; 0,6 g.L-1) (X5) foram avaliadas por planejamento fatorial fracionado 

2(5-1) com 4 pontos centrais totalizando 20 ensaios (Tabela 1). Os fatores e os níveis das 

variáveis foram baseados na literatura e em experimentos preliminares. Os ensaios 

foram realizados em frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo 25 mL do meio 

suplementado por (g.L-1): K2HPO4, 2,5; NaCl, 2,0 e MgSO4.7H2O, 1,5; pH inicial 8,0 a 

37°C e 100 rpm por 24h. Sacarose e MgSO4 foram autoclavados separadamente. O meio 

foi inoculado com 10 % (v/v). O cultivo foi interrompido por centrifugação a 9956 × g 

por 15 min a 4°C. No sobrenadante foram quantificados os ácidos hialurônico, lático, 

acético, fórmico e etanol. A resposta concentração de ácido hialurônico em g.L-1 obtida 

no experimento realizado foi analisada pelo programa Statistica 9.0 para análise de 

variância (ANOVA) ao nível de significância de 5%, e metodologia de superfície de 

resposta (MRS) para otimização da produção. O modelo codificado (y=0,0453+0,051x2
* 

+0,024x3+0,059x4
*+0,029x1x3

*-0,037x2x3
*+0,041x3x4

*+0,023x3x5+0,023x4x5) 

explicou 87% dos resultados esperados e foi utilizado para gerar a superfície de resposta 

(Figura 1). O modelo ajustado indicou que a melhor condição para a produção de AH foi 

de 50 g.L-1 de sacarose, 50 g.L-1
 de extrato de levedura, 0,6 g.L-1 de glutamina, 0,6 g.L-

1 de glutamato e 0,6 g.L-1 de ácido oxálico. A análise de variância mostrou que extrato 

de levedura (x2) (p=0,0017) e glutamina (x4=0,0006) foram significativos para p<0,05. 

Na melhor condição obtida por meio do planejamento fatorial fracionado (50 g.L-1 de 

sacarose e extrato de levedura e 0,6 g.L-1 de glutamina, glutamato e ácido oxálico) foram 

realizados cultivos em biorreator com pH controlado e aeração de 0,5 vvm em sacarose 

e em melaço de cana-de-açúcar. Considerando que aproximadamente 85% dos açúcares 

totais do melaço de cana-de açúcar é sacarose, definimos a concentração a ser utilizada 

de melaço de cana-de-açúcar em 50 g.L-1, concentração está definida como ótima para 

a sacarose. 

Em biorreator, o AH foi produzido em sacarose e em melaço de cana-de-açúcar 

conforme as condições descritas anteriormente. Em melaço de cana-de-açúcar a 
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produção de AH foi 3,14 vezes maior que a produção máxima obtida em sacarose (Figura 

2 e 3). Esses resultados mostram a eficácia do processo desenvolvido para a produção 

de ácido hialurônico em melaço de cana-de-açúcar. Devido ao baixo custo do melaço de 

cana-de-açúcar esta é uma estratégia promissora para a redução do custo de produção 

do AH. 

Tabela 1 - Produção de ácidos hialurônico, lático, fórmico e acético por Streptococcus 

zooepidemicus variando a concentração de sacarose, extrato de levedura, glutamato, 

glutamina e ácido oxálico por planejamento fatorial fracionado 2(5-1) 

 

Ensaios 

(ordem 

padrão)* 

Níveis dos Fatores Respostas 

x1 x2 x3 x4 x5 

Ácido 

hialurônico 

Ácido 

lático 

Ácido 

fórmico 

Ácido 

acético 

(g.L-1) (g.L-1) (g.L-1) (g.L-1) 

1 -1 -1 -1 -1 +1 0,302 2,611 0,068 1,002 

2 +1 -1 -1 -1 -1 0,320 3,547 0,932 0,836 

3 -1 +1 -1 -1 -1 0,608 7,619 0,000 1,528 

4 +1 +1 -1 -1 1 0,367 8,691 0,376 1,355 

5 -1 -1 +1 -1 -1 0,290 3,578 0,307 0,995 

6 +1 -1 +1 -1 +1 0,371 2,781 0,293 1,091 

7 -1 +1 +1 -1 +1 0,380 9,688 2,119 1,581 

8 +1 +1 +1 -1 -1 0,415 8,226 0,592 1,154 

9 -1 -1 -1 +1 -1 0,350 3,175 0,244 0,870 

10 +1 -1 -1 +1 +1 0,344 2,931 0,484 0,960 

11 -1 +1 -1 +1 +1 0,547 8,484 1,249 1,467 

12 +1 +1 -1 +1 -1 0,501 4,103 1,537 1,756 

13 -1 -1 +1 +1 +1 0,578 3,821 0,698 1,887 

14 +1 -1 +1 +1 -1 0,563 3,707 1,045 1,245 

15 -1 +1 +1 +1 -1 0,512 8,054 0,963 1,239 

16 +1 +1 +1 +1 +1 0,608 7,105 0,000 1,294 

17 0 0 0 0 0 0,481 6,009 0,539 1,167 

18 0 0 0 0 0 0,562 5,678 0,366 1,038 

19 0 0 0 0 0 0,491 6,081 0,040 0,976 

20 0 0 0 0 0 0,463 5,919 0,581 1,033 

Códigos Fatores 
Níveis 

-1 0 +1 

(X1) Sacarore (g.L-1) 10 30 50 

(X2) Extrato de levedura (g.L-1) 10 30 50 

(X3) Glutamato (g.L-1) 0 0,3 0,6 

(X4) Glutamina (g.L-1) 0 0,3 0,6 

(X5) Ácido oxálico (g.L-1) 0 0,3 0,6 

(*) Os ensaios foram aleatorizados 
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Os resultados obtidos também demonstraram que as condições de cultivo 

influenciam diretamente na biomassa e síntese de ácidos orgânicos. A Tabela 1 mostrou 

que o acréscimo na concentração de extrato de levedura aumentou a produção de ácido 

lático, sendo que em 10 g.L-1 (Ensaio 1, 2, 5, 6, 13 e 16) esta variou de 2,661 a 3,821 

g.L-1, em 30 g.L-1 (Ensaio 17, 18, 19 e 20) de 5,678 a 6,081 g.L-1 e em 50 g.L-1 (Ensaio 

3, 4, 7, 8, 11,12, 15 e 16) de 4,103 a 9,688 g.L-1. A concentração de ácido lático e 

acético aumentou quando comparado o ensaio em Erlenmeyer (Ensaio 16 – Tabela 1) 

com a fermentação em biorreator e meio contendo sacarose (Figura 2). Ácido fórmico 

somente foi detectado em cultivos em Erlenmeyer, o que indica que em biorreator a 

enzima piruvato formato liase foi inibida devido à aeração. Etanol não foi observado nas 

condições estudadas. Em melaço de cana-de-açúcar (Figura 2) a síntese de ácido lático 

e biomassa aumentaram 2,34 e 1,90 vezes, respectivamente, quando comparados à 

fermentação em sacarose. Logo, tem-se que o cultivo em melaço de cana-de-açúcar 

também favoreceu a biomassa e a síntese de ácido lático.  

Quantificação do ácido hialurônico, lático, acético, fórmico e etanol 

Para a quantificação dos ácidos hialurônico, lático, acético, fórmico e etanol 

amostras do sobrenadante foram filtradas em membranas de 0,45 µm (Milipore) e 

injetadas (20 µL) em cromatógrafo a líquido de alta eficiência (CLAE) equipado com 

detector de índice de refração (Shimadzu RID – 20A). Para avaliação do ácido hialurônico 

foi utilizada coluna OHpak SB-806M HQ 80 × 300mm (Shodex, Japan), mantida a 40°C, 

e solução de NaNO3 0,1 M a 1 mL.min-1 como fase móvel. Ácidos lático, acético, fórmico 

e o etanol foram estudados utilizando coluna Aminex HPX – 87H 300 × 7,8 mm, mantida 

a 60°C, e solução de H2SO4 0,005 mol.L-1 como fase móvel a 0,7 mL.min-1.  

Separação do AH obtido em meio contendo melaço de cana-de-açúcar 

Para a caracterização do AH, amostra obtida após 24 h de cultivo em melaço de 

cana-de-açúcar foi centrifugada (9,956 ˣ g, 15 min, 4°C), e o sobrenadante livre de 

célula foi precipitado com etanol na proporção de 1.5:1 (v/v) de etanol:sobrenadante a 

4°C por 1 hora. O AH foi redissolvido em solução NaCl 0.15 mol.L-1. Três precipitações 

foram realizadas para aumentar a pureza do AH. Ácido tricloroacético (1%) foi 

adicionado até a solução de AH atingir pH 2,0 e esta foi mantida por 1 hora a 4°C. A 
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solução foi centrifugada a 7.744 ˣ g a 4°C por 30 min. O sobrenadante foi dialisado por 

48 h com seis trocas de água destilada. O produto obtido na dialise foi liofilizado para a 

caracterização estrutural e antioxidante do AH produzido. Hialuronato de sódio (Sigma-

Aldrich, Brazil Ltd.) foi utilizado como padrão.  

Caracterização do AH obtido em meio contendo melaço de cana-de-açúcar 

As análises de infravermelho com transformada em Fourrier (FTIR) foram 

realizadas em comprimento de onda entre 4000 e 400 cm-1 em espectrômetro IR 

PRESTIGE-21 (Shimadzu, Kyoto, Japan). As amostras foram comprimidas em discos de 

KBr e trinta e duas varreduras com resolução de 4 cm-1 foram calculadas e referenciadas 

contra o ar.  

O espectro de absorção UV-Vis foi avaliado utilizando espectrofotômetro 

Biochrom Libra s22 entre 190-450 nm. Água destilada foi usada como referência e para 

diluição das amostras.  

A atividade antioxidante foi estimada usando 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 

(Sigma-Aldrich Brazil Ltd.). Para isso foi usado 300 µL de DPPH 0.1 mM em etanol 

adicionado a 1 mL de amostra nas concentrações de 0.2 - 1.0 g.L-1. A mistura foi mantida 

por 30 min em temperatura ambiente. A absorbância foi mensurada a 517 nm contra 

um branco (água substituindo a amostra e etanol substituindo DPPH). A atividade 

antioxidante foi calculada como 100]/)(1[(%) 021  AAA , onde A0 é a absorbância 

do controle (água substituindo a amostra), A1 é a absorbância da amostra e A2 é a 

absorbância da amostra nas mesmas condições de A1 com etanol substituindo a solução 

de DPPH.  

Os espectros de FTIR (Figura 4) e UV-Vis (Figura 5) demonstraram que o AH 

produzido em meio contendo melaço de cana-de-açúcar apresentou características 

estruturais similares ao AH comercial e a atividade antioxidante obtida para o AH 

produzido foi de 63 % na concentração de 1 g.L-1 (Figura 6). Portanto, o processo 

biotecnológico desenvolvido demonstrou a possibilidade de produzir ácido hialurônico 

com características desejadas às indústrias biomédicas e cosméticas utilizando um 

substrato de baixo custo, o melaço de cana-de-açúcar.  
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7. DESENHOS E ESQUEMAS 

 7.1 Havendo desenhos e esquema que auxiliem na interpretação da 

invenção anexe-os abaixo, com comentários e explicações para cada um dele 

 

                                                                 

Figura 1. Superfície de resposta (A) e curva de contorno (B) para produção de ácido 

hialurônico por S. zooepidemicus relacionando glutamina (x4) e extrato de levedura (x2) e 

fixando as demais variáveis no nível +1.0.  

 

 

 

Figura 2. Produção de ácido hialurônico (◊), biomassa (○), ácido lático (□), ácido acético 

(∆) por S. zooepidemicus ATCC 39920 em biorreator nas condições otimizadas pelo 

planejamento experimental em sacarose.  
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Figura 3. Produção de ácido hialurônico (◊), biomassa (○), ácido lático (□), ácido acético 

(∆) por S. zooepidemicus ATCC 39920 em biorreator em melaço de cana-de-açúcar (nas 

condições pré otimizadas no meio de sacarose).  

 

 

 

Figura 4. Espectro FTIR do ácido hialurônico padrão e ácido hialurônico produzido por S. 

zooepidemicus ATCC 39920 em meio de melaço de cana-de-açúcar. 
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Figura 5. Espectro UV-Vis do ácido hialurônico padrão (∆) e ácido hialurônico produzido 

(○) por S. zooepidemicus ATCC 39920 em meio de melaço de cana-de-açúcar.  

 

 

 

Figura 6. Atividade antioxidante do ácido hialurônico produzido por S. zooepidemicus ATCC 

39920 em meio de melaço de cana-de-açúcar.  
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8.1. INVENTOR 1 

Nome completo: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi 

Depto. da UEL onde atua/estuda: Departamento de Bioquímica e Biotecnologia – CCE 

Endereço residencial completo:  Av. Gil de Abreu e Souza, 1501 – Londrina/PR 

Tel: (43) 9995 7993   e-mail:   macelligoi@uel.br 

Atividade na UEL: Docente 

Percentual da participação na invenção: 42,5%  Tempo de participação: 5 anos 

8.2. INVENTOR 2 

Nome completo: Nicole Caldas Pan 

Depto. da UEL onde atua/estuda:  Departamento de Bioquímica e Biotecnologia – CCE 

Endereço residencial completo: Rua Santos, 1130, apto 1001 

Tel: (43) 88034632                             e-mail: nicolepan.eq@gmail.com 

Atividade na UEL: Doutoranda 

Percentual da participação na invenção: 42,5%  Tempo de participação: 5 anos 

8.3. INVENTOR 3 

Nome completo: Josiane Alessandra Vignoli 

Depto. da UEL onde atua/estuda:  Departamento de Bioquímica e Biotecnologia - CCE 

Endereço residencial completo: :  Av. José Gabriel de Oliveira, 915, apto 1502/ TII – 

Londrina/PR 

Tel: (43) 9992 8110   e-mail:  javignoli@uel.br 

Atividade na UEL: Docente 

Percentual da participação na invenção: 5%  Tempo de participação: 2 anos 
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8.4. INVENTOR 4 

Nome completo: Hanny Cristina Braga Pereira 

Depto. da UEL onde atua/estuda: Departamento de Ciências e Tecnologia de Alimentos  

Endereço residencial completo: Rua Professor João Cândido, 875, apto 601, Londrina-

PR 

Tel: (043) 98193603                        e-mail:  pereira.hanny@gmail.com 

Atividade na UEL: Mestranda 

Percentual da participação na invenção: 5% Tempo de participação: 2 anos 

8.5. INVENTOR 5 

Nome completo: Cristiani Baldo 

Depto. da UEL onde atua/estuda:  Departamento de Bioquímica e Biotecnologia - CCE 

Endereço residencial completo: R. Elizio Turino, 400, casa 8, Jd Sabará, Londrina, PR 

Tel:  (043) 96905212 e-mail:  cristianibaldo@uel.br 

Atividade na UEL: Docente  

Percentual da participação na invenção: 5% Tempo de participação: 1 ano  

9. CONCEPÇÃO DA INVENÇÃO 

  9.1. Quando a invenção foi concebida? 2015 

 9.2. Ela já foi descrita ou documentada?   Sim  Não  

 9.3. Se sim, onde e de que forma (escrita, oral) foi realizada a primeira 

descrição?  

  9.4. A invenção está finalizada e com protótipo?        Sim  Não  

10. DIVULGAÇÃO EXTERNA DA INVENÇÃO 

  10.1. Houve alguma divulgação pública da invenção?            Sim  Não  

  10.2. Se sim, quando e como?  

  10.3. Neste caso, foi assinado um acordo de sigilo ou de não-divulgação?  

                                                                                                    Sim  Não   

Obs: Se possível, anexe uma cópia da divulgação realizada. 

12. PUBLICAÇÕES CIENTÍFICAS E TÉCNICAS 

mailto:pereira.hanny@gmail.com
mailto:cristianibaldo@uel.br
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13. COMUNICAÇÕES 

 13.1. Foram realizadas comunicações orais (palestras, aulas), no qual um 

dos inventores aparece com como autor, contendo informações suficientes para 

que uma pessoa com conhecimentos na área possa reproduzir a invenção?                                                             

                         Sim  Não  

Obs: Se sim, anexe cópias das comunicações. 

 13.2. Foram realizados comunicados da invenção à imprensa, ou a jornais 

internos da UEL, de empresas, de agências de fomento ou outro instrumento de 

divulgação? Não  

Obs: Se sim, anexe cópias dos comunicados ou comentários sobre eles 

 

14. TRANSFERÊNCIA DE TECNOLOGIA (APLICÁVEL ÀS INVENÇÕES DA UEL) 

 14.1. Se souber, faça uma lista de possíveis empresas nacionais e 

internacionais que poderiam vir a se interessar pela invenção, após ter sido 

devidamente protegida: Novozymes Biopolymer A/S, Reliance Life Sciences Pvt. Ltd, Shiseido 

Co. Ltd., Ildong Pharm. Co. Ltd., Eastar Holding Group Co. Ltd., Sichuan Kesen oilfield Chemical Co. 

Ltd, Kyowa Hakko Bio. Co. Ltd. 

 

 

15. DIVULGAÇÕES FORA DA EMPRESA (APLICÁVEL ÀS EMPRESAS) 

 15.1. Houve alguma divulgação da invenção fora da empresa, nas formas 

escrita, oral ou expositiva?                                                         Sim  Não  

Obs.: Se sim, anexe cópias ou forneça detalhes das mesmas. 

11.DIVULGAÇÃO INTERNA DA INVENÇÃO 

  11.1. Houve alguma divulgação interna da invenção, por exemplo, para 

alunos, funcionários, docentes, palestra, eventos?                          Sim  Não  

  11.2. Se sim, a divulgação foi tecnicamente detalhada?        Sim  Não  

Obs: Se possível, anexe uma cópia da divulgação realizada. 

  12.1. Foram publicados artigos, nos quais um dos inventores aparece com 

como autor, contendo informações suficientes para que uma pessoa com 

conhecimentos na área possa reproduzir a invenção?                     

                                                                                                              Sim  Não  

Obs: Se sim, anexe cópias dos artigos. 
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 15.2. As divulgações foram realizadas sob algum instrumento legal de 

sigilo ou confidencialidade?                                                                Sim  Não  

 

 

16. PATENTES RELACIONADAS 

 16.1 Se tiver disponível, liste quaisquer publicações ou patentes que 

descrevam invenções similares a esta, para a qual está sendo solicitada a 

propriedade: Processos relacionados a produção microbiana de ácido hialurônico em 

sacarose por Streptococcus: AU2013273729 (A1), CN102617754 (A), JP2012023996 (A), 

JPS5856692 (A), JPS6115698 (A). 

 

 

 

17. Declaração 

 
 

Declaro que as informações acima prestadas são verdadeiras e de minha inteira 

responsabilidade. Concordo que este é um pedido de proteção intelectual e 

industrial e isento a UEL, a AINTEC e todo seu pessoal de toda e qualquer 

responsabilidade, direta ou indireta, se a referida proteção não for concedida 

integral ou parcialmente pelo INPI ou por outro órgão a que for submetido.  
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Abstract 

 

Microbial hyaluronic acid (HA) production has been preferred rather than extraction 

from animal tissue for medical and cosmetic applications. In this context, to obtain an 

economically competitive HA production by Streptococcus zooepidemicus, culture 

conditions were studied to improve the polymer production in sugarcane molasses. 

The highest HA production by S. zooepidemicus ATCC 39920 achieved was 2.825  

g.L-1 in a 4.5 L bioreactor with controlled pH (8.0) and medium containing molasses 

(85.35 g.L-1 total sugar) pretreated with activated charcoal and yeast extract (50 g.L-1). 

The HA produced exhibited a high molecular weight of 1.35 x 103 kDa and the DPPH 

radical scavenging activity of the polymer at 1 g.L-1 was 41%. The FTIR and UV-Vis 

spectra showed no substantial differences in the spectral pattern between produced 

and standard HA. This study is a promising strategy for sugarcane molasses 

application by producing high value-added products such as hyaluronic acid. 

 

Keywords:  hyaluronic acid, sugarcane molasses, Streptococcus, fermentation, 

bioreactor 
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1 Introduction 

 

Hyaluronic acid (HA) is a linear polysaccharide composed of disaccharide 

units of (1,4)-β-linked glucuronic acid and (1,3)-β-linked N- acetylglucosamine [1]. Due 

to its unique physico-chemical properties, such as high intrinsic viscosity, antioxidant 

properties, chain stiffness and water-holding capacity [2], HA has been used for a wide 

variety of medical applications, including osteoarthritis [3, 4], ophthalmic surgery [5, 6] 

and cutaneous wound healing [7, 8]. In dermatology and cosmetic practices, HA has 

been employed to help the skin regain elasticity, turgor and moisture [9, 10]. Depending 

on the applications, the values of HA products and derivatives range from US $2,000 

to $60,000 Kg-1 [11].  

Traditionally, hyaluronic acid is chemically extracted from animal waste 

such as rooster combs or umbilical cords. However, these resources are limited and 

HA from these tissues is generally associated with proteoglycans and often 

contaminated with HA degrading enzymes that make isolation of high purity and high 

molecular weight HA very difficult and costly [12]. Furthermore, the risk of cross-

species viral and infection agent has been pointed out when using animal-derived 

biochemicals for human therapeutics. Therefore, microbial production is gradually 

replacing extraction as the preferred HA source with lower production cost, more 

efficient purification, higher yield compared to animal sources and less environmental 

pollution [1]. Although great progress has been achieved in HA microbial production, 

the price of culture media reduces the commercial competiveness of this alternative, 

and thus it is necessary to find a low-cost substrate replacement to reduce production 

cost [13].  

More than 80% of the production costs of microbial HA produced by 

Streptococcus (particularly S. equi subsp. zooepidemicus) are due to the fermentation 

medium [14]. Thus, one important goal of the fermentation process is to study a new 

cost-effective culture medium that can increase HA production. In most studies, 

glucose is used as the primary carbon source for HA production [15, 16]. The possibility 

of using byproducts rich in carbon and other essential nutrients for microorganism 

growth in industry is underexplored. Vázquez et al. [14, 17] reported the successful 

use of marine peptones from fishing byproducts for hyaluronic acid production. 

Agricultural resource derivatives such as cashew apple juice, cheese whey, and soy 
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protein were also studied [11, 18, 19]. For instance, Amado et al. [20] saved 70% of 

the nutrient cost by replacing commercial peptone with cheese whey during polymer 

production. 

Brazil is the largest sugar producer and exporter in the world, with 

2015/2016 harvests of 33,928 thousand tons [21]. Approximately 0.3 tons are 

discharged when one ton of sugar is processed [22]. It is estimated that around 10 

million tons of sugarcane molasses are discharged annually, which makes this product 

an available raw material for fermentation processes. In the current market, glucose 

prices are approximately $0.39 Kg-1, whereas sugarcane molasses is $0.1 kg−1 [23]. 

This raw material has previously been applied to polymer production, such as cellulose 

[24] welan gum [25], succinoglycan [26] and levan [27]. In our study, we confirmed that 

crude sugarcane molasses could also be used as a promising carbon source for HA 

production [18].  

Sugarcane molasses contains approximately 50% (w/w) total sugar 

(primarily sucrose, fructose and glucose), suspended colloids, metal ions, vitamins and 

nitrogen compounds [23]. The suspended particles and complex structures cause 

heterogeneity in the medium and may affect the cell growth rate. Therefore, many 

molasses pretreatments have been proposed to prepare a unique molasses medium 

and improve microbial production [24, 25]. Another important aspect of the use of agro-

industrial byproducts for high value aggregated molecule production is the optimization 

of the concentrations of these substrates [28]. 

The aims of the present study were to improve HA production by S. 

zooepidemicus ATCC 39920 in sugarcane molasses medium, characterize its 

structure and estimate the antioxidant activity. The main highlight of this study is the 

originality of the pretreated sugarcane molasses application for hyaluronic acid 

production by S. zooepidemicus. 

 

2 Material and Methods 

 

2.1 Sugarcane molasses 

 

Sugarcane molasses was obtained from the Alltech group (São Pedro do 

Ivaí, PR, Brazil) and contained (w/w): 53% sucrose, 4% glucose, 5% fructose, 6.6% 



113 

 

 

ash, 1.2% amino acids such as glutamic acid, aspartic acid and alanine, and 0.17% 

metal ions including sodium, aluminum, iron, nitride, phosphide and potassium. Sugars 

were analyzed by high-performance liquid chromatograph (HPLC) (Shimadzu RID-

10A, Japan) coupled to a refractive index detector, with an Aminex Carbohydrate HPX-

87C (300 × 7.8 mm, Biorad) column at 80 °C. The mobile phase was Milli-Q water at 

a 0.6 mL.min−1 flow rate. Ash content was determined in an oven at 550 °C during 24 

h. Amino acids and metal ions concentrations were provided by Alltech group. The 

sugarcane molasses (SM) was diluted to 15% (w/v) of the total sugar concentration 

[29] with distilled water and centrifuged at 9,956 x g at 4°C for 15 min. To obtain 

pretreated sugarcane molasses (PSM), the molasses solution was treated with 12% 

(w/v) activated charcoal at 70°C with constant stirring for 1 h, centrifuged at 9,956 × g 

at 4°C for 15 min and filtered (Whatman, n° 1) [28]. 

 

2.2 Microorganism and medium 

 

Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 39920 was obtained from 

the Brazilian Collection of Environmental and Industrial Microorganisms (CBMAI). The 

strain was maintained in glycerol stock at -80°C and cultured on brain heart infusion 

(BHI) agar plates at 37°C for 24 h. For the inoculum, colonies from the agar plates 

were transferred to 125 mL Erlenmeyer flasks containing 25 mL BHI medium for 24 h. 

These cultures were used to inoculate 1 L Erlenmeyer flasks containing 200 mL BHI 

medium for 6 h. The flasks were incubated at 37°C in a reciprocal shaker under 150 

rpm. The cell concentration was determined by measuring turbidimetry at λ= 600 nm; 

for each fermentation, the inoculum was standardized to 0.2 g.L-1. 

The fermentation media contained (g.L-1): yeast extract (YE) ranging from 

14.65 to 85.35; SM or PSM ranging from 14.65 to 85.35 of the total sugar content [29]; 

2.5 K2HPO4; 2.0 NaCl and 1.5 MgSO4. SM, PSM and MgSO4 were autoclaved 

separately. 

 

 

 

 

 



114 

 

 

2.3 Hyaluronic acid production 

 

2.3.1 Effect of sugarcane molasses and yeast extract  

 

To investigate the effect of the molasses pretreatment, the first experiment 

was performed in a 125 mL Erlenmeyer flask containing 25 mL fermentation media 

with SM or PSM at a 30 g.L-1 concentration total sugar and 30 g.L-1 YE. The experiment 

was performed in quadruplicate, and the samples were collected at the initial and final 

fermentation. Because the molasses pretreatment increased polymer production, we 

investigated the effect of the PSM (14.65 – 85.35 g.L-1 of the total sugar) and YE (14.65 

– 85.35 g.L-1) concentrations using a central composite design (CCD) (Table 2). The 

CCD required 13 experiments with four factorial points, four axial points and five central 

points. The factor level choice was based on Pan et al. [30]. Samples were collected 

at the initial and final fermentation. Based on the CCD results, fermentation in triplicate 

was performed in a 1 L Erlenmeyer flask containing 200 mL fermentation medium with 

85.35 g.L-1 PSM and 50 g.L-1 YE. Samples were collected every 2 hours to study the 

HA production profile. All experiments were incubated at 37°C with an initial pH of 8.0 

and rotation at 100 rpm for 24 h. 

 

2.3.2 Effect of pH on the bioreactor 

 

The pH control effect was evaluated under the HA production conditions 

optimized by CCD. Batch fermentation in a 4.5 L bioreactor (Tecnal, Brazil) containing 

2 L fermentation medium with 85.35 g.L-1 PSM and 50 g.L-1 YE was performed at 8.0 

pH that was controlled by an 8 mol.L-1 NaOH solution. This fermentation was compared 

to a batch reactor without pH control (initial pH 8.0). The temperature was maintained 

at 37°C, the rotation at 100 rpm and the aeration rate at 0.5 vvm. Samples were 

collected every 2 h for 24 h. 
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2.4 Biomass, hyaluronic acid, organic acids, ethanol and total sugar 

determination 

 

Fermentation samples were centrifuged at 9,956 × g for 15 min. The 

biomass was determined by measuring the turbidimetry at λ = 600 nm and correlated 

to the biomass curve in g.L-1. Total sugar concentration was determined from the 

supernatant sample according to methodology described by Dubois and co-workers 

[29]. For the HA, lactate, formate, acetate and ethanol quantifications, the culture 

supernatant samples were filtered (0.45 µm pore size, Millipore) and 20 µL was 

injected into a HPLC instrument (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). The HA 

evaluation was performed in an OHpak SB-806M HQ 80 × 300 mm column (Shodex, 

Japan) at 40°C with a 0.1 M NaNO3 mobile phase and a 1 mL.min-1 flow rate. Lactate, 

acetate, formate and ethanol were evaluated using an Aminex 7.8 × 300 mm HPX-87H 

organic acid column (Bio-Rad, CA, USA) at 60°C; the mobile phase was composed of 

a 0.005 mol.L-1 H2SO4 solution with a 0.7 mL.min-1 flow rate. The peak elution profile 

was monitored with a Shimadzu RID – 10A refractive index detector (Shimadzu 

Corporation, Kyoto, Japan).  

 

2.5 Hyaluronic acid characterization 

 

To characterize HA, the 24 h samples from the bioreactor with the controlled 

pH were centrifuged (9,956 × g, 15 min, 4°C), and the cell-free supernatant was 

precipitated with ethanol at a 1.5:1 (v/v) ratio of ethanol:supernatant at 4°C for 1 h. The 

HA was re-dissolved in a 0.15 mol.L-1 NaCl solution. Three precipitations were 

performed to increase the HA purity. Then, trichloroacetic acid (1%) was added until 

the HA solution reached pH 2.0 and was maintained for 1 h at 4°C. The solution was 

centrifuged at 7,744 ˣ g at 4°C for 30 min. The supernatant was dialyzed for 48 h with 

six distilled water changes. The frozen dialysis product was lyophilized to characterize 

the structural and antioxidant properties of the produced HA. Sodium hyaluronate with 

a molecular weight of 1.5 – 1.8 x 103 kDa (Sigma-Aldrich, Brazil Ltd.) was used as the 

standard.  

The HA homogeneity was determined by high performance steric exclusion 

chromatography (HPSEC) coupled to a refractive index (RI) detector model RID 10A. 
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The chromatography system consisted of an HPLC pump (Model Shimadzu-10AD), a 

manual injection valve (Shimadzu) fitted with a 200-µL loop and Ultrahydrogel columns 

(7.8 x 300 mm) arranged in series with different exclusion limit connected in order of 

decreasing pore size 7x106, 4x105, 8x104 and 5x103 Da corresponding to Ultrahydrogel 

(Waters) 2000, 500, 250 and 120, respectively. The mobile phase was 0.1 M NaNO3 

with sodium azide (0.03%), and a 0.6 mL.min-1 flow rate. Data analysis was performed 

using LC solution software (Shimadzu Corporation). A standard curve of dextran with 

MW of 2000, 1400, 670, 500, 410, and 266 kDa was made to determine the HA 

apparent molecular weight. 

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) was recorded at 

wavelengths between 4000 and 400 cm-1 on an IR PRESTIGE-21 (Shimadzu, Kyoto, 

Japan) spectrophotometer. Thirty-two scans at a 4 cm-1 resolution were averaged and 

referenced against air. The powdered samples were compressed into KBr disks to 

measure the FTIR. 

The UV-Vis absorption spectrum was assessed using a UV-Vis recording 

spectrophotometer (Biochrom Libra s22) in the 190-450 nm range. Distilled water was 

used as a reference and to dilute HA samples.  

Antioxidant activity was estimated using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

(DPPH) (Sigma-Aldrich Brazil Ltd.). Briefly, 300 µL 0.1 mM DPPH in ethanol was 

added to 1 mL sample in 0.2 - 1.0 g.L-1 concentrations. The mixture was left to stand 

for 30 min at room temperature. The absorbance was measured at 517 nm against a 

blank (water instead of sample and ethanol instead of DPPH). The scavenging 

percentage activity was calculated as 100]/)(1[(%) 021  AAA , where A0 is the control 

absorbance (water instead of sample solution), A1 is the sample absorbance and A2 is 

the sample absorbance under identical conditions as A1 with ethanol instead of DPPH 

solution. Ascorbic acid (Sigma-Aldrich Brazil Ltd.) was used as a standard for the 

assay.  

 

2.6 Statistical analysis 

 

The data analysis was performed using the Statistica 9.0 software (StatSoft 

Inc., USA). The averages were compared using the Tukey test at a 5% probability level 
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(p < 0.05). For optimal point prediction, a second order polynomial function was fitted 

to the CCD experimental results:  

  
i i ij

jiijiiiiii xxbxbxbbY 2

0   (Eq.1) 

in which Y i is the response, 
jixx  are independent variables, 0b  is the offset term, is the 

i th linear coefficient, iib is the i th quadratic coefficient, and 
ijb  is the ij th interaction 

coefficient. Analysis of variance (ANOVA) was used to estimate the statistical 

parameters. The fit quality of the polynomial model equation was expressed by the 

determination coefficient R², and its statistical significance was assessed by the F-test. 

 

3 Results and Discussion 

 

3.1 Hyaluronic acid production 

 

3.1.1 Effect of sugarcane molasses pretreatment 

 

Molasses and molasses pretreated with activated charcoal were evaluated 

as carbon sources for HA production. PSM increased HA production by 19% compared 

to SM (Table 1). This result suggested that activated charcoal pretreatment decreased 

the level of inhibition by factors such as excessive metal ions and raised the 

fermentation quality. Although sugarcane molasses generally contains essential 

nutrients beneficial to microorganism growth, it also has metal ions and suspended 

colloids, which may be detrimental to microorganisms because they influence the 

medium pH and inactivate enzymes associated with product biosynthesis [25]. The 

individual presence of Na+ and Fe2+ in medium containing glucose and yeast extract 

inhibited HA production by S. zooepidemicus ATCC 39920 [31]. Moreover, Tlapak-

Simmons et al. [32] reported that hyaluronan synthase was sensitive to the 

concentrations of monovalent cations such as Na+ and K+. This result complied with 

research on the production of bacterial cellulose [24], welan gum [25] and 

polyhydroxyalkanoates [33] that reported an increase in polymer production when 

crude molasses was replaced by pretreated molasses. The total sugar consumption 
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was 8.839±0.297 g.L-1 in SM and 8.433±0.343 g.L-1 in PSM and these results did not 

show significant difference (p > 0.05). Acetate synthesis (Table 1) was also increased 

in PSM compared to SM, which confirmed the change in cellular metabolism in favor 

of polymer production. This finding was explained by Chong and Nielsen [34], who 

observed that extra ATP concurrently generated during acetate formation by acetate 

kinase facilitated HA production. Biomass and lactate synthesis were not significantly 

different in PSM and SM media. Thus, the pretreatment of molasses with activated 

charcoal was advantageous because the cost of this pretreatment was low and the 

product has a high aggregated value. Therefore, we used PSM for the subsequent 

experiments. 

 

Table 1. Hyaluronic acid, biomass, lactate and acetate production by S. zooepidemicus ATCC 39920 in 
sugarcane molasses and pretreated sugarcane molasses 

Molasses 
Hyaluronic acid Biomass Lactate Acetate 

g.L-1 g.L-1 g.L-1 g.L-1 

SM 0.557±0.038b 2.178±0.133a 4.021±0.229a 0.582±0.031b 

PSM 0.662±0.003a 2.123±0.286a 4.315±0.161a 0.678±0.018a 

SM – sugarcane molasses; PSM – pretreated sugarcane molasses. Different lower-case letters indicate significant differences at 

the α=0.05 level in each column. 

 

3.1.2 Effect of pretreated sugarcane molasses and yeast extract 

 

The PSM and YE concentrations were assessed by CCD to evaluate their 

effects on HA production, biomass, lactate and acetate synthesis (Table 2). Because 

molasses has a low total nitrogen content, supplementation with yeast extract is 

necessary to achieve an ideal carbon/nitrogen ratio. Lancefield group A and C 

streptococci bacteria require complex nutrients due to their limited ability to synthesize 

specific amino acids and vitamins [19,35]. Previous studies suggested that certain 

essential amino acids cannot be synthesized from an inorganic nitrogen source, 

because hyaluronic acid production in this medium is very low [36,37]. Other studies 

that evaluated different organic nitrogen sources demonstrated that the highest HA 

production was obtained using yeast extract [11,18,37]. The main contributions of 

yeast extract to hyaluronic acid production are purine, pyrimidine bases and vitamin B 

[38]. Therefore, yeast extract was the nitrogen source used in this research. The 

maximum observed HA production was 0.860 g.L-1 and was achieved in medium 
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containing PSM with 85.35 g.L-1 total sugar content and 50 g.L-1 YE. HA production 

was 30% higher than the production level obtained in the previous experiment using 

PSM (0.662 g.L-1) (Table 1). The effect estimated for each variable was also reported 

(Table 3). An increase in the PSM and YE concentrations from 25 to 75 g.L-1 led to an 

increase in the HA production of 0.106 and 0.108 g.L-1, respectively. In contrast, the 

interaction between PSM and YE had a negative influence. This result supports the 

finding that agro-industrial byproducts have complex compositions in which a substrate 

can show an individual positive effect but have a negative effect in the overall system 

due to an increment in the concentration of other constituents [28]. Only the PSM 

quadratic term was not significant (p<0.01) for hyaluronic acid production at a 99% 

confidence level. These results showed the importance of the amounts of the PSM and 

YE variables for hyaluronic acid production. The effects of these variables in biomass, 

lactate and acetate synthesis were also evaluated to observe the carbon flux at the 

studied conditions. The total sugar consumption in the assays (Table 2) was 

18.238±3.698 % initial sugar concentration, except for assays 2 (42.469 %) and 5 

(49.630 %). Of these metabolized carbons, 60 – 80% was utilized for lactate production 

and 8 – 14% for acetate. According to Chong and Nielsen [34] the HA and biomass 

synthesis account for 5 – 10% of the carbon metabolized, whereas lactate and acetate 

are held responsible for the majority of the carbon. YE was the most significant variable 

for the biomass, lactate and acetate synthesis, with the YE linear term significant at 

1% level of significance. The increase from 25 g.L-1 to 75 g.L-1 YE caused an increase 

of 15%, 30% and 55% in the biomass, lactate and acetate concentrations, respectively. 

The effect of PSM was not significant for these responses and the interaction between 

YE and PSM was significant only for biomass, and its was effect negative. Equations 

2 – 5 represent the coded models used for HA production, biomass, lactate and acetate 

synthesis.  

  

YEPSMYEYEPSMHA  049.0048.0054.0053.0775.0 2
  (Eq.2) 

YEPSMYEYEBiomass  120.0060.0205.0683.2 2
   (Eq.3) 

YEPSMLactate  940.1262.0037.7 2      (Eq.4) 

YEPSMYEPSMAcetate  070.0298.0076.0100.1 2   (Eq.5) 
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ANOVA was used to evaluate the adequacy of the fitted model (Table 4). 

The determination coefficient (R2) was 93.83% for HA production, 88.56% for biomass, 

94.05% for lactate and 89.49% for acetate synthesis. According to Haaland [39], R2 

values above 90% are considered very good for the experimental design of 

biotechnological processes. Based on the F test, the models were predictive because 

F-calc was higher than F-tab. Furthermore, the pure error was very low and the lack of 

fit was not significant, indicating that the models were reproductive and adequately 

represented by the data in the experimental region.  

 

Table 2. Hyaluronic acid, biomass, lactate and acetate production by S. zooepidemicus ATCC 39920 
at different pretreated sugarcane molasses and yeast extract concentrations 

Run* 

Factor level  Response 

x1 x2 
 Hyaluronic acid Biomass Lactate Acetate 

 (g.L-1) (g.L-1) (g.L-1) (g.L-1) 

1 -1 -1  0.555 2.304 4.256 0.682 

2 -1 1  0.759 2.891 9.096 1.549 

3 1 -1  0.749 2.529 4.796 0.659 

4 1 1  0.758 2.634 8.692 1.245 

5 -1.41 0  0.695 2.749 5.991 0.937 

6 1.41 0  0.860 2.720 7.166 0.944 

7 0 -1.41  0.623 2.261 4.378 0.698 

8 0 1.41  0.776 2.933 9.172 1.357 

9 0 0  0.809 2.760 7.329 1.131 

10 0 0  0.796 2.566 7.549 1.167 

11 0 0  0.766 2.677 6.898 1.060 

12 0 0  0.775 2.607 6.968 1.068 

13 0 0  0.767 2.772 7.094 1.204 

Code Variables 
Coded variables levels 

-1.414 -1 0 +1 +1.414 

(X1) PSM (total sugar g.L-1) 14.65 25 50 75 85.35 

(X2) YE (g.L-1) 14.65 25 50 75 85.35 
(*) Assays were randomized; PSM – pretreated sugarcane molasses; YE – yeast extract 

 

Table 3. Effect estimates for hyaluronic acid production by S. zooepidemicus ATCC 3992 from the CCD 

Factor Effect Std. Err. t – value p- value 

Average 0.783 0.011 74.171 0.00000* 

PSM (L) 0.106 0.017 6.366 0.00037* 

PSM (Q) -0.022 0.018 -1.221 0.26175 

YE (L) 0.108 0.017 6.448 0.00035* 

YE (Q) -0.100 0.018 -5.574 0.00084* 

PSM ˣ YE -0.098 0.024 -4.138 0.00436* 
PSM – pretreated sugarcane molasses; YE – yeast extract. * Significant factors (p<0.01). 
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Table 4. Analysis of the variance (ANOVA) of hyaluronic acid, biomass, lactate and acetate production 
by S. zooepidemicus ATCC 39920 from the CCD 

Variance 
source 

Level of 
freedom 

Sum of 
Square 

Mean 
Square 

f-calc f-tab R2 R2
adj p value 

Hyaluronic acid              

   Regression 0.07185 4 0.01796 30.40 3.84 0.93828 0.90742  

   Residue 0.00473 8 0.00059      

   Lack of fit 0.00327 4 0.00082     0.22559 

   Pure error 0.00145 4 0.00036 2.25 6.39    

   Total 0.07657 12 -      

Biomass                 

   Regression 0.42052 3 0.14017 23.21 3.86 0.88555 0.84740  

   Residue 0.05435 9 0.00604      

   Lack of fit 0.02132 5 0.00426 0.52 6.26   0.75731 

   Pure error 0.03303 4 0.00826      

   Total 0.47487 12 -      

Lactate         

   Regression 30.57855 2 15.28928 79.03 4.10 0.94050 0.92860  

   Residue 1.93463 10 0.19346      

   Lack of fit 1.64519 6 0.27420 3.79 6.16   0.10901 

   Pure error 0.28943 4 0.07236      

   Total 32.51318 12 -      

Acetate                 

   Regression 0.77148 3 0.25716 25.56 3.86 0.89494 0.85993  

   Residue 0.09056 9 0.01006      

   Lack of fit 0.07499 5 0.01500 3.85 6.26   0.10781 

   Pure error 0.01557 4 0.00389      

   Total 0.86204 12 -      

 

The response surfaces were obtained using equations 2 – 5 (Fig. 1). The 

biomass concentration was enhanced by the increase in YE and decrease in PSM (Fig. 

1b). This result is in accordance with the typical behavior of lactic acid bacteria, whose 

biosynthetic need is met by the complex nitrogen source. Organic nitrogen sources are 

considered essential for good Streptococci growth because there is evidence that 

these components also supply a large proportion of the carbon for cellular biosynthesis 

[40]. Several Streptococcus strains can only grow in media containing vitamins, 

purines and amino acids which are mainly used as carbon sources for the cell skeleton 

due to a lack of tricarboxylic acid cycle (TCA) and precursors for the synthesis of most 

amino acids and nucleotides [41]. The lactate and acetate concentrations were raised 

by the increase in YE (Fig. 1 c,d), and 50 g.L-1 and 32 g.L-1 of PSM were the best 

concentrations for the synthesis of these organic acids, respectively.  
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The desirability function was used to find the optimal conditions for HA 

production. Under this best condition, which coincided with the condition assessed in 

assay 6 (85.35 g.L-1 PSM and 50 g.L-1 YE), the predicted value was 0.850 g.L-1 (Fig. 

1a). To confirm the predicted results, experiments were performed in quintuplicate 

using these conditions, and a value of 0.842±0.025 g.L-1 was obtained. The good 

correlation between these results (p=0.50095) verifies the model validation for HA 

production. In these experiments, the total sugar consumption, biomass, lactate and 

acetate results were 9.375±0.598 g.L-1, 2.398±0.054 g.L-1, 5.682±0.639 g.L-1 and 

0.706±0.053 g.L-1, respectively.  

 

Fig. 1 Response surfaces of (a) hyaluronic acid, (b) biomass, (c) lactate and (d) acetate production by 
S. zooepidemicus ATCC 39920 in pretreated sugarcane molasses (x1) and yeast extract (x2) 
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In the conditions optimized by CCD, medium containing PSM with 85.35  

g.L-1 total sugar content and 50 g.L-1 YE, the assays were performed in 1 L Erlenmeyer 

flasks containing 200 mL medium to study the HA production profile. As shown in Fig. 

2a, after 2 hours of lag phase, cells began exponential growth until 6 hours with a 

specific growth rate at 0.30±0.10 h-1 and biomass concentration reached 2.075±0.023 

g.L-1. The HA concentration followed the biomass synthesis trend and achieved a value 

of 0.825±0.075 g.L-1 at 24 hours. This value was not significantly different compared 

to the result predicted in the model by CCD (p=0.622210). The maximum lactate and 

acetate synthesis were 7.840±0.445 g.L-1 at 24 h and 0.531±0.072 g.L-1 at 14 h, 

respectively, and the total sugar consumption at 24 h was 10.622±0.895 g.L-1. 

Due to the lactate and acetate production, the final pH in the assays 

performed in Erlenmeyers ranged from 4.7 to 5.0. The decrease in pH which cannot 

be controlled in shake flasks may have caused inhibition of microbial growth and limited 

hyaluronic acid production. Then, fermentations in bioreactor were performed to 

evaluate the effect of pH control in optimized medium. 

 

3.1.3 Effect of pH on the bioreactor  

 

Pan et al. [30] investigated the effect of the initial pH on S. zooepidemicus 

fermentation in a shake flask and concluded an initial pH of 8.0 was best for HA 

production. Shake flasks have been widely used in both studies and biotechnology 

process optimization because they allow experiments to be conducted with minimal 

costs and materials. However, shake flasks have several limitations. For instance, 

some are unable to control the pH and the dependency of the oxygen transfer rate on 

the agitation speed. Therefore, scaling from shake flasks to bioreactors is essential to 

obtain large quantities of the final product [42]. The influence of controlled pH on HA 

production was evaluated in a bioreactor using medium optimized by CCD and 0.5 vvm 

aeration (Fig. 2c). A control experiment was run at initial pH 8.0 that was not controlled 

(Fig. 2b). Under alkaline conditions, the maximum specific cell growth rate was 0.14  

h-1 and the biomass concentration reached 6.22 g.L-1, compared with 0.27 h-1 and 

2.539 g.L-1 in the control experiment, respectively. During fermentation without pH 

control, the pH decreased to 4.9 during the first 8 hours, which may have caused the 

inhibition of microbial growth. The pH reduction was caused mainly by lactate 



124 

 

 

production. According to other studies, batch culture at pH less than 6.0 slowed cell 

growth and resulted in very low HA production [35,43]. Diauxic growth was observed 

when the pH was controlled, suggesting the preferential utilization of the carbon 

sources present in PSM (predominantly sucrose and lower concentrations of fructose 

and glucose). The total sugar consumption in pH controlled medium was 75.754 g.L-1 

at 24h, which was 6.12-fold greater than in the control experiment. HA, lactate and 

acetate were produced in parallel with the biomass. Under controlled pH conditions, 

the maximum HA production was 2.825 g.L-1 at 24 h. This value was 2.86-fold greater 

than the maximum HA production in uncontrolled pH conditions (0.988 g.L-1 at 12 h). 

The positive effect of intermittent alkaline-stress on HA production by S. 

zooepidemicus WSH-24 was reported by Liu et al. [44]. The authors suggested that 

the carbon flux was redirected, thereby increasing HA production by up to 30% and 

decreasing the biomass by 24%. However, in our results the relationship between 

biomass and HA production was positive. This effect was also observed by Shah and 

co-workers [16]. Pires and Santana [15] explained that the high HA concentration in 

an alkaline medium might be due to the exposition of the microorganisms to the stress 

condition in which the cells produce the capsule as a way to shield themselves. Lactate 

and acetate synthesis increased to 65.368 and 1.855 g.L-1 compared with 7.623 and 

0.408 g.L-1 in the control, respectively. 

Formate and ethanol were not observed in any experiments in this research. 

The lack of formate synthesis suggested good aeration conditions in the experiments 

because pyruvate formate lyase is extremely sensitive to oxygen [34].  

HA productions by S. zooepidemicus ATCC 39920 in bioreactor reported in 

previous studies ranges from 1 to 5 g.L-1. The highest HA concentration observed by 

Pires and Santana [15] was 1.21 g.L-1 in a medium containing glucose, yeast extract 

and salts. Lai et al. [36] reported that about 2.442 g.L-1 HA was synthesized at an 

optimal C/N of 1.5:1 using glucose and a mixture of yeast extract and tryptone. The 

highest polymer productions were observed in media containing casein, 3.32 g.L-1 [45] 

and 5.0 g.L-1 [46], and media supplemented with amino acid, oxygen vector, and other 

additives that aimed to redirect the carbon flux to HA production. Adding 5 g.L-1 

glutamine and 25 µM sodium iodoacetate increased the HA concentration to 5.0 g.L-1 

from 2.0 g.L-1  in a control run [16]. Lai et al. [47] studied the potential of oxygen vectors 

for enhancing HA biosynthesis and obtained a high production of 4.25 g.L-1 when 0.5% 

(v/v) n-hexadecane was added. These supplementations to the fermentation medium 
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increase the production cost, and are not an advantage when the aim of study is to 

reduce the polymer price. Considering the studies that evaluated alternative 

fermentation media for hyaluronic acid production (Table 5), the concentration of 2.825 

g.L-1 polymer obtained in our study was high. These results point out the possibility of 

obtaining a high HA production by replacing the commercial sources with an 

inexpensive alternative, emphasizing the use of sugarcane molasses as a promising 

carbon source. 

 

Fig. 2 Production of hyaluronic acid (□), biomass (◊), lactate (∆) and acetate (○) by S. zooepidemicus 
ATCC 39920 in (a) Erlenmeyer flask uncontrolled pH, (b) bioreactor uncontrolled pH and (c) bioreactor 
with controlled pH 
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Table 5. Hyaluronic acid production in different fermentation media containing alternative sources  

Bacterial strain 
Cultivation 
Conditions 

Carbon and nitrogen 
source 

Hyaluronic 
acid Reference 

(g.L-1) (g.L-1) 

 

S. zooepidemicus 
ATCC 39920 

250 mL Erlenmeyer; 
37°C; 150 rpm; pH 
initial 7.5 

cashew apple juice (45 of 
glucose) and yeast 
extract (54) 

0.89 [11]  

 

S. thermophilus YIT 
2084 

2 L bioreactor, 40°C; 
no aeration; 100 
rpm; pH 6.8 

10% of skimmed milk and 
soybean peptides (10) 

0.21 [43]  

 

S. zooepidemicus 
ATCC 35246 

2 L bioreactor; 37°C; 
no aeration; 500 
rpm; pH 6.7 

glycogen of mussel 
processing wastewater 
(50), tuna peptone from 
viscera residue (protein 
8) and yeast extract (5) 

2.46 [14]  

 

S. zooepidemicus 
ATCC 39920 

3 L bioreactor; 37°C; 
150 rpm; 2 vvm , pH 
7.0 

2 L cashew apple juice 
and yeast extract (60) 

1.76 [19]  

 

S. zooepidemicus 
ATCC 39920 

125 mL Erlenmeyer 
flasks; 37°C; 100 
rpm pH initial 8.0  

sugarcane molasses (30) 
and yeast extract (30) 

0.38 [18]  

 

S. zooepidemicus 

ATCC 39920 

125 mL Erlenmeyer 
flasks; 37°C; 100 
rpm pH initial 8.0  

sucrose (30) and soy 
protein (30) 

0.22 [18]  

 

S. zooepidemicus 
ATCC 35246 

2 L bioreactor; 37°C; 
no aeration; 500 
rpm; pH 6.7 

glucose (50), peptones 
from alcalase hydrolyzed 
viscera (protein 5) and 
yeast extract (5) 

2.32 [17]  

 

S. zooepidemicus 
ATCC 35246 

5 L bioreactor; 37°C; 
1vvm; 500 rpm; pH 
6.7 

glucose (50), lactose (50) 
cheese whey (protein 5) 
and yeast extract (5)  

4.0 [20]  

 

S. zooepidemicus 
ATCC 39920 

4.5 L bioreactor, 
37°C; 100 rpm; 0.5 
vvm; pH 8.0 

sugarcane molasses 
pretreated (85.35) and 
yeast extract (50) 

2.83 
Present 
study 

 

 

3.2 Hyaluronic acid characterization 

 

The homogeneity of the hyaluronic acid produced by Streptococcus 

zooepidemicus in a bioreactor with the pH controlled at 8.0 was verified by 

HPSEC/RID. The chromatography profile showed a single symmetrical peak (Fig. 3b) 

with an enlarged base that most likely indicated a higher polydispersity (Mw/Mn 1.32) 
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than the hyaluronic acid standard (Fig. 3a), which eluted in 36.7 min and had 1.5 -1.8 

x 103 kDa molecular weight. The hyaluronic acid molecular weight from S. 

zooepidemicus was 1.35 x 103 kDa, using dextrans of known molecular weight as 

standards. HA applications depend on its molecular weight, a high molecular weight 

(>1 MDa) is used for clinical and cosmetic applications [48,49]. 

 

 
Fig. 3 Elution profile of (a) hyaluronic acid standard and (b) hyaluronic acid produced by S. 
zooepidemicus ATCC 39920 in a bioreactor with controlled pH analyzed by HPSEC/RID  
 
 

 

 

The FTIR spectra of the produced HA (Fig. 4b) was similar to the HA 

standard (Fig. 4a). The strong band at approximately 3449 cm-1 can be attributed to 

hydrogen-bonded O-H and N-H stretching vibrations of the N-acetyl side chain. A 

group of overlapping bands of moderate intensity is observed at approximately 2922 

cm-1 due to the C-H stretching vibrations. The bands at 1622 and 1418 cm-1 can be 

attributed to the asymmetric (C=O) and symmetric (C-O) stretching modes of the 

planar carboxyl groups in the hyaluronate. According to Gilli et al. [50], after 

protonation, these peaks are shifted to 1735 and 1255 cm-1, respectively. This 

explained the band at 1738 cm-1 observed in the produced HA. The protonation of the 

carboxyl group leading to carboxylic acid occurred during the purification process due 
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to the use of trichloroacetic acid. The absorption bands at approximately 1653, 1564 

and 1325 cm-1 are characteristic of the amide I, II and III bands, respectively. The C-

O-C group at 1155 cm-1 (O-bridge), C-O (exocyclic) and C-C groups at 1082 cm-1 and 

the C-OH group at 1043 cm-1 are also present [2]. The band at 945 cm-1 can be 

assigned to an asymmetrical out-of-phase ring vibration [51].  

 

 
Fig. 4 FTIR spectra of the (a) hyaluronic acid standard and (b) hyaluronic acid produced by S. 
zooepidemicus ATCC 39920 in a bioreactor with controlled pH  
 

 

 

The UV-vis spectra of the standard HA and the HA produced by S. 

zooepidemicus (Fig. 5) showed that both had the same absorption profile. The 

maximum absorbance wavelength was 205 nm. Absorbance at ~210 nm was attributed 

to carboxyl groups [2]. 

 

 
Fig. 5 UV-vis spectrum of the (a) hyaluronic acid standard and (b) hyaluronic acid produced by S. 
zooepidemicus ATTC 39920 in a bioreactor with controlled pH 
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DPPH radical scavenging activity of the produced HA was evident at all of 

the tested concentrations but was lower than that of ascorbic acid (Fig. 6). The highest 

scavenging effects were 41% for the produced and standard HA and 84% for ascorbic 

acid at 1 g.L-1. Produced HA showed higher scavenging activity than standard HA at 

the range of 0.2 – 0.8 g.L-1. This result might be correlated with the lowest molecular 

weight of the produced HA. Several studies showed that polymer antioxidant activity is 

related to molecular weight [52-54]. Kim et al. [53] showed a gradual increase in DPPH 

radical scavenging ability of HA by the decreased polymer molecular weight. El-Safory 

and Lee [52] also observed a stronger radical scavenging activity of HA oligomers than 

native HA. The mechanism by which HA reduces damage from free radicals is based 

on its structure, which has cross-linked carboxylic groups. Thus, these carboxylic 

groups can interact with metal ions such as Cu2+ and Fe2+, allowing these molecules 

to act as metal chelators [55]. These encouraging results reveal that the HA produced 

in sugarcane molasses can be employed as a natural antioxidant. 

 

Fig. 6 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity of the hyaluronic acid standard, 
hyaluronic acid produced by S. zooepidemicus ATCC 39920 in a bioreactor with controlled pH and 
ascorbic acid 
 
 

 

 

4 Conclusion 

 

The present study demonstrated that it is possible to obtain high hyaluronic 

acid production in an alternative medium using pretreated sugarcane molasses such 
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as carbon source. The maximum HA production was 2.825 g.L-1 at 24 h in pH 8.0 

medium containing pretreated molasses with 85.35 g.L-1 total sugar content and 50 

g.L-1 YE in a bioreactor by S. zooepidemicus ATCC 39920. The controlled pH of 8.0 

increased the production 2.86-fold. Polymers characterization showed that sugarcane 

molasses fermentation medium provided an HA appropriate for medical and cosmetic 

application with 1.35 x103 kDa molecular weight and potential antioxidant activity. 

Thus, pretreated molasses may be an excellent substrate for cost-effective HA 

production. 
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ABSTRACT 

 

The aims of this work were to produce hyaluronic acid (HA) by Streptococcus 

zooepidemicus ATCC 39920 in a low cost sugarcane molasses fermentation medium 

and to employ it to obtain films blends based on polyvinyl alcohol (PVA). The films 

were produced by casting and they were characterized according to their 

microstructure, mechanical and barrier properties. HA was added in different 

concentrations (0, 5, 10 and 15 g/100 g solids), and glycerol was used as a plasticizer 

(25 g/100 g solids). All formulations resulted in easily manipulated films with good 

appearance. Analyses of FT-IR confirmed the presence of HA sample in films blends. 

The addition of HA on PVA films increased their thermal stability, solubility, swelling 

index, water vapor permeability and elongation. Microbial HA sample combined with 

PVA showed to be a promising material to biomedical application, and an addition 

between 5 and 10 % was sufficient to improve films properties.  

 

Key-words: microbial hyaluronic acid, polyvinyl alcohol, barrier properties, mechanical 

properties 
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INTRODUCTION 

 

Hyaluronic acid (HA) is a non-sulfated linear glycosaminoglycan that 

consists of repeating disaccharide units of β (1→4)-glucuronic acid (GlcUA) and β 

(1→3)-N-acetylglucosamine (GlcNAc).1 It is also a major extracellular matrix 

component that is found is vertebrates.2 Its capacity for holding water and its high 

viscoelasticity, as well as its biocompatibility and biodegradability, make HA a suitable 

biomaterial for use in several areas ranging from tissue engineering to cosmetic 

application. 3,4 

Traditionally, native HA was extracted from animal tissues, most often from 

rooster comb. More recently, the polymer has been produced by the fermentation of 

Streptococci, thereby eliminating the possibility of inter-species disease transfer. 5,6 In 

addition, the use of low-cost renewable resources and agro-industrial by-products as 

fermentation media contributes to making microbial HA production economically 

feasible.7-10 

According to Mogoşanu and Grumezescu 11, there are several natural and 

synthetic polymers that are used as dressings for regenerating and repairing dermal 

and epidermal tissues during the wound healing process. They also reported that HA 

is a natural polymer with the potential to be used for this purpose; however, it is 

expensive, as the value of HA products and their derivatives range from US $2,000 

to $60,000 kg−1.12 

Due to its high cost, HA can be combined with different polymers to reduce 

its price and improve its physicochemical and biological properties.13-15 The blend 

system of polyvinyl alcohol (PVA) and HA has been reported to be a promising material 

for biomedical application.15-17 

On an industrial scale, PVA is obtained by partial or complete hydrolysis of 

polyvinyl acetate to remove the acetate groups, with the partially hydrolysed grades 

containing residual acetate groups. 18 PVA is a synthetic hydrophilic polymer that is 

non-toxic, non-carcinogenic, biocompatible, biodegradable and bio-adhesive.15,19  

Previous studies have used commercial HA for production of PVA-HA gels 

16,20-22 and solutions 23. Ding et al. 24 obtained a multi-layered hydrogel film system 

based on hyaluronic acid–cysteamine (HA-Cym) and PVA. Fahmy et al. 15 produced 

PVA-HA films using consecutive freeze-thaw cycles for cross-linking.  
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In our work, we employed HA produced by Streptococcus zooepidemicus 

ATCC 39920 in a low-cost sugarcane molasses fermentation medium to produce a 

blend with polyvinyl alcohol. The blend produced biodegradable and biocompatible 

films, which were characterized according to their microstructure, mechanical and 

barrier properties. The HA addition between 5 and 10% was sufficient to improve films 

properties and these showed to be a promising material to biomedical application. 

 

EXPERIMENTAL 

 

Materials 

 

The polyvinyl alcohol was provided by Sekisui Specialty Chemicals (Dallas, 

TX, USA) as Selvol™ 325 (degree of hydrolysis = 98.4% and 85–124 kDa molecular 

weight). Glycerol was purchased from Synth (Labsynth, São Paulo, Brazil). 

Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920 (for HA production) was obtained from the 

Brazilian Collection of Environmental and Industrial Microorganisms (CBMAI). The 

sugarcane molasses fermentation medium was obtained from the Alltech group (São 

Pedro do Ivaí, PR, Brazil). 

 

HA Production 

 

The HA production and purification were conducted based on the method 

described by Pan et al. 8. Batch fermentation in a bioreactor (Tecnal, Piracicaba, SP, 

Brazil) was conducted in a fermentation medium containing clarified sugarcane 

molasses with 85.35 g L−1 total sugar content, 50 g L-1 yeast extract, 2.5 g L-1 K2HPO4, 

2.0 g L-1 NaCl and 1.5 g L-1 MgSO4 at pH 8.0 for 24 h. Cell-free supernatant was 

precipitated with ethanol at a 1.5:1 (v/v) ratio of ethanol:supernatant at 4°C for 1 h. The 

HA was re-dissolved in a 0.15 mol L−1 NaCl solution. Three precipitations were 

performed to increase the HA purity. Trichloroacetic acid (1%) was added until the HA 

solution reached pH 2.0, and the solution was maintained for 1 h at 4°C. Next, the 

solution was centrifuged at 7744 g at 4°C for 30 min. The supernatant was dialyzed for 

48 h with six distilled water changes, and the frozen dialysis product was lyophilized. 
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Sodium hyaluronate with a molecular weight of 1.5–1.8 × 106 Da (Sigma-Aldrich) was 

used as the standard.  

The HA homogeneity was determined by high performance steric exclusion 

chromatography (HPSEC) coupled with a refractive index (RI) detector, model RID 

10A. The chromatography system consisted of an HPLC pump (Model Shimadzu-10 

AD), a manual injection valve (Shimadzu) fitted with a 200-μL loop and Ultrahydrogel 

columns (7.8 × 300 mm) arranged in series with a different exclusion limit connected 

in order of decreasing pore size, 7 × 106, 4×105, 8×104 and 5 × 103 Da, corresponding 

to Ultrahydrogel (Waters) 2000, 500, 250 and 120, respectively. The mobile phase was 

0.1 M NaNO3 with sodium azide (0.03%), with a 0.6 mL min−1 flow rate. Data analysis 

was performed using LC solution software (Shimadzu Corporation). A standard curve 

of dextran with molecular weights of 2000, 1400, 670, 500, 410, and 266 kDa was used 

to determine the apparent molecular weight of the HA, which was 1.35 × 106 Da. 

 

Film Production  

 

The films were prepared using PVA, microbial HA and glycerol (plasticizer). 

For each experiment, the films were prepared with a fixed concentration (2.0 g/100 g 

filmogenic solution) of solids (PVA + HA) and a fixed glycerol concentration (25 g/100 

g solids). Four different HA levels were added to the filmogenic solutions: 0, 5, 10 and 

15 g HA/100 g solids, and the resulting films were labelled PVA100, PVA95-HA5, 

PVA90-HA10 and PVA85-HA15, respectively. The films were prepared by casting 

according to the formulations described in Table 1. PVA and glycerol were directly 

mixed with distilled water and maintained at 95°C for 30 min with manual shaking. After 

gelatinization, each PVA solution was cooled to nearly 70°C and mixed with the HA 

solution for 30 min. The filmogenic solutions were poured onto circular acrylic plates 

(0.63 g filmogenic solution/cm2), and dried at 30°C in a ventilated oven, model TE-394-

3 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brazil) to a constant weight (approximately 30 h). The 

resulting translucent films could be easily removed from the plate and were equilibrated 

at 25°C and a relative humidity (RH) of 58% for 48 h before testing. 
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Table 1 - Formulation employed to prepare 500 g of the filmogenic solutions.  

Formulations PVA (g) HA (g) Glycerol (g) Water (g) 

PVA100 film 10 0 2.5 487.5 

PVA95-HA5 film 9.5 0.5 2.5 487.5 

PVA90-HA10 film 9.0 1.0 2.5 487.5 

PVA85-HA15 film 8.5 1.5 2.5 487.5 

 

Film Characterization 

 

Thickness  

 

The film thickness was determined using a Mitutoyo manual micrometer 

(São Paulo – Brazil) with an accuracy of ±1 µm at 10 random positions on the film. The 

mean standard deviation of the film thickness was approximately 5% of the average 

thickness. 

 

Scanning Electron Microscopy (SEM)  

 

SEM analyses were performed using a JEOL JSPM 100 electron 

microscope (Japan). Film pieces were mounted on bronze stubs using double-sided 

tape and then coated with a layer of gold (40–50 nm) to allow surface and cross-section 

visualization. All samples were examined using an accelerating voltage of 20 kV. 

 

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR)  

 

Pulverized and dried samples were mixed with potassium bromide and 

compressed into tablets. FT-IR analysis was performed using a Shimadzu-8400 FT-IR 

instrument (Japan). Measurements were performed in triplicate, and 100 scans were 

run in the spectral range of 4000–400 cm−1. The spectral resolution was 4 cm−1. 
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Differential Scanning Calorimetry (DSC)  

 

The DSC analyses were performed on a Shimadzu DSC 60 (Japan) 

calorimeter. Approximately 3.0 mg of each sample were placed in platinum containers. 

The HA, PVA and film samples were heated from 10 to 300°C at a heating rate of 5°C 

min−1 in a helium atmosphere. An empty pan was used as a reference. The glass 

transition temperature (Tg) corresponded to the temperature at which a baseline 

inflexion occurred. The samples were subjected to two scans, and the results of the 

second scan were used for Tg calculation and to plot the thermograms. 

 

Thermogravimetric Analysis (TGA)  

 

Thermogravimetric analysis (TGA 50, Shimadzu) was carried out in a 

nitrogenous atmosphere (50 mL min-1), and the samples (approximately 10 mg) were 

heated from 30 to 600°C at a heating rate of 10°C min-1. The weight loss (%) was 

evaluated by considering the residual weight at 600°C. For each sample, the 

temperature of maximum degradation (Tmax) and the temperature at which 10% weight 

loss occurred (T90) were determined. 

 

Solubility  

 

The film solubility in water was measured as the percentage of dry matter 

of the film solubilized during a 24 h period. 25 The initial dry matter of each film was 

obtained after drying the film specimens in desiccators containing anhydrous calcium 

chloride for a week. The samples were weighed and immersed in 80 mL distilled water 

at 25°C with constant agitation for 24 h. Film fraction not solubilized in water was 

separated by centrifugation and dried to determine the dry matter weight. Tests were 

performed in triplicate. 
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Swelling Index (SI) 

 

The swelling index was determined in distilled water at 37°C. Films were cut 

into pieces of approximately 1 cm2, placed in Petri dishes, left into an oven at 30°C for 

6 h and weighed to determine the dry mass (Wd). The dried samples were immediately 

immersed in distilled water, incubated at 37°C and weighed again (Ws) at specific 

interval times (1, 10, 60 and 120 min). The swelling index was determined from SI (%) 

= [(Ws – Wd)/Wd] ×100. 

 

Water Vapor Permeability (WVP)  

 

WVP tests were conducted using the ASTM method E96 26. Each film 

sample was sealed over a circular opening of 0.00181 m2 in a permeation cell stored 

at 25°C in a desiccator. To maintain a 75% RH gradient across the film, anhydrous 

calcium chloride (0% RH) was placed inside the cell, and a saturated sodium chloride 

solution (75% RH) was used in the desiccator. After steady state conditions were 

reached (approximately 2 h), the cell was weighed every 2 h for 48 h. Changes in the 

cell weight were recorded to the nearest 0.0001 g and plotted as a function of time. 

The slope of each line was calculated by linear regression, and the water vapor 

transmission rate (WVTR) was calculated from the slope of the straight line (g/s) 

divided by the transfer area (m2). After the permeation tests, the film thickness was 

measured, and the WVP (g Pa−1 s−1m−1) was calculated as WVP = [WVTR/S(R1− R2)]d, 

where S is the saturation vapor pressure of water (Pa) at the test temperature (25°C); 

R1 is the RH in the desiccator; R2 is the RH in the permeation cell; and d is the film 

thickness (m). Under these conditions, the driving force [S(R1− R2)] was 1753.55 Pa. 

All tests were conducted in duplicate. 

 

Mechanical Properties  

 

The mechanical properties were determined using an EMIC DL 2000 

analyser (Brazil), according to the method established by ASTM D882-02 27. The 

maximum tensile strength, elongation-at-break and elastic modulus were calculated 

from the stress–strain curves using the results of at least five tests for each sample. 
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Statistical Analysis 

 

Tukey’s test (p ≤ 0.05) was performed using the R Software 28 to compare 

the means. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

 

The lyophilized HA produced in this work could be easily incorporated into 

the PVA solution, resulting in a homogeneous filmogenic solution, which provided 

translucent films that could be easily manipulated and had a good appearance (Figure 

1). This result indicates that the solid content of 2% (w/v) used to obtain the film solution 

was appropriate. Due to the high molecular weight (1.35 × 106 Da) of the HA produced 

by the S. zooepidemicus in this work, the polymer is suitable for use in biomedical 

applications such as wound healing 29, drug delivery 30, anti-adhesive barriers 31 and 

topical ocular therapy 32.  

 

Thickness and SEM  

 

The thicknesses of the films ranged from 0.20 to 0.22 µm, and the values 

did not differ significantly (Table 2) between the different formulations. 

The film surfaces were evaluated using SEM (Figure 2). All samples 

exhibited a homogeneous surface without phase separation, indicating a good 

interaction between the PVA and HA. The addition of HA resulted in rougher surfaces 

for the PVA95-HA5 and PVA90-HA10 films; however, the film with the higher HA 

content (PVA85-HA15) showed a smooth surface, similar to the film produced without 

HA (PVA100).  
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Figure 1. Appearance of films based on PVA and HA. 

 

 

 

Table 2. Results of thickness, solubility and water vapor permeability (WVP) of films based PVA and 
HA. 

Formulations Thickness (µm) Solubility (%) WVP × 1011 (g/msPa) 

PVA100 film 0.20±0.01a 28.95±3.02d 2.69±0.11b 

PVA95-HA5 film 0.22±0.01a 36.81±1.42c 3.85±0.74b 

PVA90-HA10 film 0.21±0.01a 47.12±2.74b 6.25±0.78a 

PVA85-HA15 film 0.21±0.02a 57.76±2.27a 5.90±0.47a 

Results express in mean ± standard deviation. Different letters in the same column indicate significant 
differences (p ≤ 0.05) according to the Tukey’s test 
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Figure 2. SEM micrographs of film surfaces. 

 

 

Fourier Transform Infrared Spectroscopy 

 

The FT-IR spectra of the PVA, HA and the films produced with PVA and the 

microbial HA sample are presented in Figure 3. The spectra of the HA sample 

produced by S. zooepidemicus was very close to the HA standard (Sigma-Aldrich).  

In all samples, a strong band was observed near 3445 cm−1, which was 

related to the hydroxyl stretching vibrational modes of the OH groups presented on the 

HA, PVA and glycerol. 33,34 However, in the film samples, this band appeared to be 

less intense, which likely indicates a decrease in the free OH groups 35 that may be 

participating in hydrogen bonding between the polymer chains. The hydrogen bond 

formation between two different macromolecules competes with the hydrogen bond 

formation between molecules from the same polymer. 14 Due to a higher concentration 

of PVA in all film formulations, the PVA-PVA interaction might be more dominant than 
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the PVA-HA interaction. Therefore, the film spectra presented greater similarity to the 

PVA pure spectrum.  

 

Figure 3. FT-IR spectra of HA, PVA and films produced from PVA and HA blends. 

 

 

In the samples containing HA, the band near 3445 cm−1 can also be 

attributed to the N-H stretching vibrations of the N-acetyl side chain. 36,37  

The band approximately 2920 cm−1 appeared in both HA samples, but in 

the HA standard it was more intense than in the microbial HA sample, which 

corresponds to the C-H stretching. 38 

The bands between 1732 and 1560 cm-1 that appeared in both HA samples 

could be related to the superposition of the amide I and II bands in the HA, as well as 

the various carbonyl and carboxyl groups. Haxaire et al.39 also observed an intense 

group of bands in this region in a commercial microbial HA.  

The bands at 1633 and 1410 cm-1 were assigned to the asymmetric and 

symmetric stretching modes of the planar carboxyl groups in the HA, respectively.  

In the PVA, the 1635 cm-1 band was attributed to the carbonyl functional 

groups since residual acetate groups remained after the PVA manufacturing due to the 

hydrolysis of the polyvinyl acetate. 40 The rise in intensity of these bands was observed 

with the increase in HA content in the PVA-HA films. Additionally, the film bands around 

1635 cm-1 might be due to embedded water molecules. 40 
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A band at the 1375 cm-1 region was observed in all samples, which could 

be associated with the angular deformation of the CH and CH2 groups. 

The amide I absorption peaks at 1653 cm−1, amide II peaks at 1560 cm−1
 

and amide III peaks at 1300 cm-1 are characteristic of the HA spectrum. 37 These bands 

were more intense in both HA spectra and less intense in the films containing HA. This 

indicates that interactions occurred between the film components.  

Bands in the 1200 – 950 cm-1 region were attributed to a C-O-C (O-bridge), 

a C-O (exocyclic), and a C-OH group and were more intense in the HA. 41  

 

Thermogravimetric Analysis 

 

Thermogravimetric analysis was used to characterize the thermal stability 

of the samples. TGA curves for the HA, PVA and PVA-HA films are shown in Figure 4, 

and the Tmax and T90 for each sample are shown in Table 3.  

Both the produced HA and the standard microbial HA samples showed two 

mass loss events: an initial loss at 70 - 100°C, possibly associated with the evaporation 

of water, and a second, more important, mass loss at 245°C in the HA standard and 

286°C in the microbial HA sample. The residual mass at 600°C was 33.5% and 25.4%, 

respectively (Table 3). Chen and Cheng 42 related a maximum degradation 

temperature of 290°C for HA when it was obtained by fermenting Streptococcus 

zooepidemicus with an average molecular weight of 1.78 x 106 Da. Lewandowska et 

al. 43 suggested a partial breakage of the HA molecular structure in the range of 200°C 

and 300°C.   

 

Table 3. Results of TGA parameters. 

Sample T90% (oC) 
Tmax (°C) 

I II III 

HA standard 103 245   

HA sample 73 286   

PVA 278 311 450  

PVA100 film 110 214 295 452 

PVA95-HA5 film 110 218 305 454 

PVA90-HA10 film 139 237 320 450 

PVA85-HA15 film 120 220 321 452 
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Figure 4. TGA thermograms of HA, PVA (A) and films produced from PVA and HA blend (B). 

 

 

Pure PVA presented a more important weight loss event at 311°C and a 

second event at 450°C (Table 3). According to Tubbs and Ting 44 and Sin et al. 45, 

thermal degradation of PVA occurs in two steps, an initial decomposition beginning at 

200°C, which is related to the dehydration of hydroxyl groups, followed by the formation 

of volatile organic compounds and the generation of conjugated unsaturated polyene 

structures. At higher temperatures, approximately 450°C, the second stage of 

degradation predominates by producing small quantities of hydrocarbon-related 

products such as alkenes, alkanes and aromatics. 

The residue of the PVA mass at approximately 600°C was 6.5%, lower than 

the residue from the HA. However, according to the T90, PVA is more stable than HA 

(T90 HA < T90 PVA) because it has a more organized polymer chain than HA. 
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The PVA film without the addition of HA (PVA100) presented a T90 of 100oC, 

which is much lower than pure PVA, which has a T90 of 278oC. This is explained by the 

thermal processing of the PVA in the presence of glycerol during film preparation. 

According to Jang and Lee 46, the introduction of glycerol as a plasticizer increases 

mobility between the PVA chains and decreases the crystallite region, which is 

associated with the thermal processing, and results in a decrease of thermal stability 

in the PVA. Othman et al. 47 also reported that PVA-starch-glycerol films had less 

thermal stability than pure PVA. Wang, Wang and Li 48 reported that when glycerol is 

added to an aqueous solution of PVA, the concentration of hydroxyl groups in the 

system increases, favouring the formation of new hydrogen bonds between the 

glycerol and PVA, replacing the interaction between the PVA chains, and decreasing 

the melting point and decomposition temperature of the PVA remarkably. 

The thermal degradation of the PVA100 film occurred in three steps at 214, 

295 and 452°C. As observed by Pereira et al. 49, the pure PVA film decomposed in 

four consecutive steps. The first step was due to thermal dehydration and the 

subsequent stages attributed to thermal decomposition of the anhydrous compound. 

The steps at 214°C and 295°C were due to dehydration accompanied by the formation 

of volatile products, and the last decomposition step at 452°C was due to the 

degradation of the polyene residue from the synthesis of carbon and hydrocarbons.50  

The addition of 10% HA into the blend film (PVA90-HA10 film) resulted in 

the film having higher values of T90 and Tmax, indicating that this HA concentration 

improves the thermal stability of the PVA films, possibly due to interactions between 

the PVA and HA. Sionkowska et al. 51 also observed an increase in thermal stability 

when HA was added into chitosan and collagen membranes.  

PVA95-HA5 showed T90 and Tmax values that were very close to the 

PVA100 film (Table 3), possibly because this HA concentration was not enough to 

improve thermal stability in the PVA films. The PVA85-HA15 film had higher T90 and 

Tmax values than the PVA100 film, but these values were lower than those observed 

for the PVA90-HA10 film, suggesting that an HA addition of 10% results in a more 

organized structure, with a higher thermal stability. 
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Differential Scanning Calorimetry  

 

The DSC thermograms of pure PVA (Figure 5A) show an endothermic peak 

at 219oC, related to the melting of the polymer. Maria et al. 52 reported temperatures 

between 180-190oC for melting PVA with a similar degree of hydrolysis. 

 

Figure 5. DSC thermograms of HA, PVA (A) and films produced from PVA and HA blends (B). 

 

 

An exothermic sharp peak was observed at 239°C for the HA standard 

(Figure 5A), which was associated with the thermal decomposition of the HA. This 

result was consistent with reports from other authors. 53,54 The microbial HA did not 

have this exothermic peak. As observed in the TGA results, the Tmax for the HA 

standard (245oC) was lower than the Tmax of the microbial HA sample (286oC), and it 

was possible that the decomposition of the microbial HA did not appear in the DSC 

thermograms. 
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Thermograms of the films did not show any significant endo or exothermic 

events, with the exception of the PVA100 film, which had a discrete exothermic peak 

at 252oC, and the PVA85-HA15 film, which had an endothermic peak at 163°C (Figure 

5B). During the thermal processing of the films, a new organization was established 

between the polymers chains, and according to Othman et al. 47, who studied PVA-

starch films, interaction between the polymers could result in different melting and 

decomposition temperatures, which would indicate that there are interactions taking 

place.  

 

Solubility, Swelling Index and Water Vapor Permeability  

 

The solubility of the films increased from 28.95% for the PVA100 film to 

57.76% for the PVA85-HA15. The lower solubility of the pure film (PVA100) can be 

attributed to the formation of strong interactions between PVA chains due to the high 

degree of hydrolysis. 55 According to Jang and Lee 46, PVA with a higher degree of 

hydrolysis is less soluble in water because the large number of free hydroxyl groups 

increases the number of interactions (hydrogen bonds) that are carried out between 

the polymer chains, leaving fewer free hydroxyls to interact with the water. 

When HA was added to the PVA films, the solubility significantly increased, 

and the PVA85-HA15 film was the most soluble, due to the higher HA concentration 

(Table 2). Adding HA molecules into the PVA film matrix may have affected the 

interactions between the PVA chains, resulting in more free hydroxyl groups in the PVA 

to interact with the water. Additionally, when the HA molecules were added, the 

concentration of hydroxyl groups in the system increased, favouring the interaction 

between HA and water by hydrogen bonding. 

The swelling index of the samples are displayed in Figure 6. The SI 

significantly increased with the increase of time, and for all assay times, the SI were 

significantly higher for the PVA90-HA10 and PVA85-HA15 films, with 10 and 15% HA, 

respectively (Figure 6). The increase in the SI of the PVA films with the HA addition 

has been observed in previous works, and it is related to the high HA hydrophilicity.15,51 

These results were consistent with the solubility results.  

The swelling behaviour of scaffolds is critical for their practical use in 

biomedical applications. 56 An increase in pore size due to swelling facilitates cell 
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attachment and growth in a three-dimensional fashion. 57 Additionally, blood contains 

approximately 90% water, so films with good swelling properties can be used in the 

wound healing process because they can absorb a large amount of water and stop the 

bleeding.34  

The water vapor permeability of the films ranged from 2.69 to 5.90 x 10-11 

(Table 2), and these values were significantly influenced by the HA addition. The films 

with 10 and 15% HA presented higher values of WVP, and these values were 

consistent with solubility values. Permeability can be defined as the product of diffusion 

and solubility, and the higher the solubility is, the higher the WVP. 58 Sgorla et al. 54 

also verified a WPV increase when 10% HA was added to ethylcellulose film, and these 

authors reported that HA is rich in hydroxyl groups that interact with water molecules 

to form hydrogen bonds. According to Xu et al. 59, WPV is required for proper wound 

dressing because controlling the water that is lost from an open wound is crucial for 

maintaining a wet environment during the wound-repairing process. 

 

Figure 6. Swelling index of films produced from PVA and HA blends. Different letters in the same time 
indicate significant differences (p ≤ 0.05) according to the Tukey’s test. 

 

 

 

Mechanical Properties  

 

The mechanical properties of the films are presented in Table 4. The tensile 

strength of the films ranged from 8.48 MPa to 10.30 MPa, and this property was not 

significantly affected by adding HA. As HA possibly interferes with interactions between 

the PVA chains, it is best if the tensile strength of the film remains stable after HA is 
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added.  Young’s modulus ranged from 25.27 to 31.87 MPa (Table 4) and, similar to 

the tensile strength, was not significantly affected by adding HA.  

Unlike the tensile strength and Young’s modulus, elongation was affected 

by addition of HA (Table 4). The maximum elongation value (290.25%) was obtained 

for the PVA90-HA10 film, which contained 10% HA, but when 15% HA was added, the 

elongation decreased. An increase in film elongation is important in wound dressing, 

as the dressing materials should remain intact when stretched. 34 Sionkowska et al. 51 

observed that adding HA improves the elongation of chitosan-collagen blends due to 

the high hygroscopicity of the HA.  

 

Table 4 - Results of mechanical properties of films based on PVA and HA. 

Formulations 
Tensile Strength 

(MPa) 

Elongation  

(%) 
Young’s Modulus (MPa) 

PVA100 film 9.72±1.12a 158.23±17.16c 25.54±3.99a 

PVA95-HA5 film 8.48±1.60a 170.86±13.24c 31.87 ±5.33a 

PVA90-HA10 film 9.44±0.62a 290.25±6.39a 30.04± 2.37a 

PVA85-HA15 film 10.30±3.17a 235.13±5.23b 25.27±1.15a 

Results express in mean ± standard deviation. Different letters in the same column indicate significant 
differences (p ≤ 0.05) according to the Tukey’s test 

 

CONCLUSIONS 

 

In this study, we produced a high molecular weight HA from a fermentation 

process using Streptococcus zooepidemicus in a low-cost sugarcane molasses 

fermentation medium for use in a blend with polyvinyl alcohol to produce biodegradable 

and biocompatible films. All formulations resulted in films with a good appearance and 

were easily removed from the plates without cracking. Thermal stability of these films 

increased with the addition of HA. Solubility, swelling, water vapor permeability and 

elongation also increased when HA was added. Therefore, the properties obtained 

from the addition of HA in the PVA films showed that HA is a material that shows 

promise for use in biomedical applications. Among the different HA concentrations, the 

additions of 5 and 10% HA were sufficient to improve the properties of the PVA films.    
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5.5 RESULTADOS COMPLEMENTARES 
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1. Crescimento de Streptococcus em Meio BHI 

 

Os resultados obtidos durante o cultivo de S. zooepidemicus em  meio BHI 

estão apresentados na Figura 1, onde o crescimento celular apresentou uma fase 

exponencial de 2 a 8 horas, com velocidade específica de crescimento microbiano de 

0,235 h-1. Trabalhos de Don e Shoparwe (2010) e Liu et al. (2009), avaliando 

diferentes meios de fermentação, observaram resultados semelhantes, com fase 

exponencial de crescimento entre 2 a 8 h de cultivo. A maior biomassa  foi de 0,613 

g.L-1, em 12 horas de cultivo, onde a produção de AH foi de 0,215 g.L-1. Após 24 horas, 

a produção do polímero atingiu 0,229 g.L-1. A produção de AH acompanhou o 

crescimento celular e a maior produtividade foi obtida após 8 horas de cultivo, sendo 

esta de 0,023 g.L-1.h-1.  

Considerando este resultado, o tempo de crescimento do inóculo para as 

fermentações realizadas na Etapa 2 foi definido em 6 h, no qual a bactéria encontra-

se na fase de crescimento exponencial.  

 

Figura 1 –  Cinética de crescimento celular (●) e produção de ácido hialurônico (▪)por Streptococcus 
zooepidemicus ATCC 39920 em meio Brain Heart Infusion. 
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2. Fermentação 9: Produção em Biorreator nas Condições Otimizadas na 

Fermentação 5 para Avaliar a Taxa de Aeração 

 

A produção de AH em melaço de cana-de-açúcar em biorreator a 1,5 vvm 

(fermentação 9) foi comparada com a fermentação 8 em que a taxa de aeração foi de 

0,5 vvm (Figura 2). Os dados obtidos foram modelados utilizando equação logística, 

sendo os pressupostos atendidos. Os resultados observados demonstraram 

concordância com os preditos pelo modelo (R2 >0,9). Os p-valores do teste F 

indicaram consistência dos modelos e os parâmetros cinéticos foram significativos 

(p<0,01) (Tabela 1). 

O aumento na aeração resultou em um decréscimo na produção de AH de 

2,87 para 0,95 g.L-1 (Pmáx, Tabela 1). Nas condições estudadas a produção de AH 

acompanhou a biomassa, a qual estabilizou após 20 h (Pmáx = 5,44 g.L-1) em 0,5 vvm 

e 12 h em 1,5 vvm (Pmáx = 3,31 g.L-1). Trabalhos anteriores concluíram que cultivos 

aeróbicos geram um aumento na produção do polímero quando comparado aos 

anaeróbicos (JOHNS; GOH; OEGGERU, 1994; JAGANNATH; RAMACHANDRAN, 

2010; OLIVEIRA et al., 2013). Contudo, o efeito da taxa de aeração é pouco discutido.  

Armstrong e John (1997) observaram um pequeno aumento de produção de 1,60 para 

1,65 g.L-1 variando a aeração de 0,2 vvm para 1 vvm. Izawa et al. (2010), por sua vez, 

obtiveram produção de 100 mg.L-1 de AH por Streptococcus thermophilus quando a 

aeração aumentou de 0 a 1 vvm.  

Concluímos com esse experimento que a aeração é um fator importante 

para a produção de ácido hialurônico por Streptococcus zooepidemicus em melaço 

de cana-de-açúcar. O aumento na taxa de aeração de 0,5 vvm para 1,5 vvm resultou 

em um decréscimo de 3,02 vezes na produção do polímero.  
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Tabela 1 – Estimativa dos parâmetros correspondentes a equação logística aplicada a produção de 
AH e biomassa em biorreator com aeração de 0,5 vvm e 1,5 vvm.  

Aeração 

Ácido Hialurônico  Biomassa 

Pmáx  K x0 R2 p-valor  Pmáx  K x0 R2 p-valor 

0,5 vvm 2,87±0,17 3,75±0,58 11,14±0,77 0,97 <0,001  5,44±0,46 3,49±0,97 9,19±1,16 0,92 <0,001 

1,5 vvm 0,95±0,03 2,00±0,38 8,94±0,44 0,97 <0,001  3,31±0,14 1,88±0,46 6,23±0,53 0,94 <0,001 

 

 

Figura 2 – Biomassa (□) e produção de ácido hialurônico (Δ) por Streptococcus zooepidemicus ATCC 

39920 em biorreator a 0,5 vvm e 1,5 vvm. 

 

 

 

 

3. Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear  

 

O espectro de 13 C do AH obtido na fermentação 8 (Figura 3 B) apresentou 

os mesmos picos obtidos no espectro do AH padrão (Figura 3 A). Em 175 ppm têm-

se o pico referente a carbonila. O pico próximo a 105 ppm é atribuido ao C1, o qual 

está ligado a dois átomos de oxigênio e o de 80 ppm à hidroxilas ligadas ao carbono 

secundário (C-OH). Em 55 ppm atribui-se o pico ao C2 N-acetilado e o obtido em 23 

ppm refere-se ao grupo metil da acetamida. 
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Figura 3 – Espectros 13C da ressonância magnética do ácido hialurônico padrão (A) e amostra (B). 

 

 

 

4. Determinação da Atividade Antimicrobiana 

 

Nas concentrações testadas (4 a 0,031 mg.mL-1) para a amostra de AH 

(fermentação 8) e padrão não foi possível determinar a concentração mínima inibitória 

(Quadro 1). Esse resultado está de acordo com Cerbo et al. (2013), o quais não 

observaram qualquer atividade antimicrobiana do AH quando testado em bactérias 

láticas. Tang, Hou e Chen (2002) também não verificaram efeito bacteriostático do AH 



166 

 

 

para E. coli e S. aureus e Zhang et al. (2007) observaram um aumento da biomassa 

de S. pyogenes em meio enriquecido com AH.  

A concentração mínima inibitória obtida para o mel das abelhas sem ferrão 

Scaptotrigona bipunctata, eugenol e óleo de orégano corroboram com os resultados 

apresentados na literatura (PERUGINI BIASI-GARBIN et al., 2015; NISHIO et al., 

2016; SCANDORIEIRO et al., 2016). O MIC obtido para estes compostos foi inferior a 

5% evidenciando a atividade antimicrobiana (Quadro 1).  

 

Quadro 1 – Concentração inibitória mínima de amostras ácido hialurônico, de mel de Scaptotrigona, 
eugenol e óleo de orégano usados individualmente contra bactérias gram-positivas e gram-negativa.  

 E. coli S. aureus S. pyogenes S. mutans 

Ácido hialurônico (amostra e padrão) > 4 mg.mL-1 > 4 mg.mL-1 > 4 mg.mL-1 > 4 mg.mL-1 

Mel de Scaptotrigona bipunctata 5% 1,25% 1,25% 1,25% 

Eugenol 0,5% 0,25% 0,06%  0,125%  

Óleo de orégano 0,062%  0,125%  0,031% 0,062% 

 

O estudo da interação entre a amostra de AH em concentrações de 1 a 

0,031 mg.mL-1 e os agentes antimicrobianos (mel de Scaptotrigona bipunctata, 

eugenol e óleo de orégano) revelou que o polímero não apresentou qualquer efeito de 

sinergismo ou antagonismo na atividade antimicrobiana. O fator que determinou o MIC 

foi somente a concentração dos agentes antimicrobianos, sendo que esta coincidiu 

com a obtida nos ensaios dos compostos isolados (Quadro 2). Logo, conclui-se que o 

AH não apresenta qualquer efeito antimicrobiano nas condições estudadas. 

 

Quadro 2 – Concentração inibitória mínima da combinação da amostra de ácido hialurônico (1 a 
0,031 mg.mL-1) produzida com os agentes antimicrobianos (mel de Scaptotrigona, eugenol e óleo de 
orégano) contra bactérias gram-positivas e gram-negativa.  

 E. coli S. aureus S. pyogenes S. mutans 

Mel de Scaptotrigona bipunctata 5% 1,25% 1,25% 1,25% 

Eugenol 0,5% 0,25% 0,06%  0,125%  

Óleo de orégano 0,062% 0,125% 0,031% 0,062 
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5. Hidrólise do Ácido Hialurônico 

 

O mecanismo proposto para a hidrólise ácida do polímero está descrito na 

Figura 4. O tempo de 24 h a 80 °C foi suficiente para hidrolisar 76,4 % do AH 

(fermentação 8) obtendo massa molecular inferior a 1000 Da. A amostra foi avaliada 

por espectroscopia FT-IR confirmando a natureza do polímero hidrolisado (Figura 5). 

Durante a hidrólise ácida ocorreu a desprotonação do grupo carboxílico, justificando 

não haver a banda em 1738 cm-1 no AH hidrolisado.  

No processo de hidrólise ácida com HCl e neutralização com NaOH, houve 

formação de NaCl, obtendo amostra de AH com 75% de NaCl. Após a dessalinização 

obtivemos uma redução do sal, resultando em uma amostra de AH com 50% de NaCl. 

 

Figura 4 – Mecanismo de hidrólise do ácido hialurônico. 

 

anômero alfa

O

OO
OH

NH

CH3O

OH

O

OH
O

OH

OH

O

n
ácido hialurônico

H3O+

O

OO
OH

NH

CH3O

OH

HO

OH
O

OH

OH

O

protonação

O

OH
O

OH

OH

O

anômero beta

O

O
OH

NH
CH3

O

OH

OH

H

O

OH
O

OH

OH

O
O

O
OH

NH
CH3

O

OH

H

OH

a

b

O

OH
O

OH

OH

O

ataque da água

O

O
OH

NH
CH3

O

OH

H

a
O H

H

b O H

H

Fonte:Andrei, C., 2016 

 



168 

 

 

Figura 5 – Espectro FT-IR do ácido hialurônico padrão, amostra e amostra hidrolisada. 

 

 

6. Avaliação da Eficácia in vivo do Ácido Hialurônico em Formulações Tópicas 

na Redução dos Danos Cutâneos Induzidos pela Irradiação UVB 

 

A pele é a interface do corpo com o ambiente externo, e é a primeira linha 

de defesa contra estímulos tóxicos, tais como as radiações ultravioleta (UV) e visível, 

compostos químicos pró-oxidantes, infecções, e radiação ionizante (SAIJA et al., 

1998). Dentre estas, a radiação UV é a principal causa do estresse oxidativo cutâneo 

(BICKERS; ATHAR, 2006). A exposição da pele à radiação UV induz um desequilíbrio 

entre espécies reativas de oxigênio e os sistemas antioxidante endógeno, tais como 

a glutationa reduzida (CARINI et al., 2000). Além disso, a liberação de citocinas que 

participam no aparecimento da inflamação cutânea, entre as quais IL-1β e TNF-α, são 

certamente importantes. Estas moléculas causam vasodilatação, alargamento das 

junções inter endoteliais e separação de células endoteliais, aumentando a proteína 

microvascular e vazamento de fluido no interstício, resultando em edema. Os 

neutrófilos também são ativados, estimulando a atividade da mieloperoxidase, uma 
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enzima geradora de espécies reativas de oxigênio (CAMPO; BORGES-BRANCO; 

GROTH, 2007; CAMPANINI et al., 2013).  

Embora quase todos os organismos possuam sistemas de defesa e 

reparação antioxidantes, estes não são suficientes para impedir totalmente o dano 

(GUO et al., 2011). Neste contexto, a administração tópica de antioxidantes 

proporciona uma maneira eficiente para enriquecer o sistema de proteção cutânea 

endógena (SAIJA et al., 1998).   

Devido o AH desempenhar uma função importante na ativação e 

modulação da resposta inflamatória e apresentar propriedade antioxidante avaliamos 

sua eficácia in vivo em formulações tópicas na redução dos danos cutâneos induzidos 

pela irradiação UVB. Para isso foi necessário hidrolisar o polímero para que a 

molécula pudesse ultrapassar a barreira transcutânea.  

Para as formulações foi utilizado a amostra de AH da fermentação 8 

hidrolisada sem ter sido realizado o processo de dessalinização. A formulação 1, a 

base de Polawax, não cumpriu com os requisitos de estabilidade de produtos 

cosméticos segundo o guia da ANVISA (ANVISA, 2004). O produto apresentou 

separação de fases o que deve ter ocorrido devido a elevada porcentagem de sal nas 

amostras. 

A formulação 2, 50% (v/v) propilenoglicol:água, foi utilizada para os testes 

in vivo. Os resultados (Figura 6) não mostraram eficácia nas formulações contendo 

AH quanto aos parâmetros antioxidantes e anti-inflamatórios. Nos resultados de 

edema grande, diferença significativa não foi encontrada quando comparado o 

controle irradiado e não irradiado, e nem quando comparada as amostras contendo 

AH com o veículo. Para o edema pequeno, controle irradiado e controle não irradiado 

diferiram significativamente, mas somente a amostra contendo 5% de AH diferiu do 

controle não irradiado e do veículo.  

A quantificação da migração de neutrófilos para a pele induzida por 

radiação UVB foi determinada indiretamente pela atividade da mieloperoxidase 

(MPO). Amostra com 1% de AH apresentou um decréscimo na taxa de neutrófilos 

quando comparada ao controle irradiado, contudo, com 3% de AH houve um 

significativo aumento nessa taxa.  

Avaliando os parâmetros antioxidantes obtemos que para o ensaio de 

FRAP somente a formulação com 5% de AH foi significativamente diferente do 

controle não irradiado e do veículo, contudo houve um decréscimo do poder 
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antioxidante. Na redução do radical ABTS as amostras contendo AH não diferiram do 

veículo. A avaliação dos níveis do antioxidante endógeno GSH mostraram um 

aumento com 3 e 5% de AH comparado ao controle irradiado, contudo não apresentou 

diferença significativa quando comparado ao veículo. 

Os resultados sugeriram que o veículo utilizado nas formulações e o NaCl 

presente nas amostras de AH hidrolisado influenciaram na resposta à redução dos 

danos cutâneos induzidos pela irradiação UVB. Portanto, para avaliarmos a eficácia 

do AH, será necessário novos experimentos utilizando amostra de AH contendo 

menor teor de NaCl e diferentes veículos. Afim de retirarmos o NaCl da amostra 

hidrolisada foi realizado etapas de precipitação com etanol conforme descrito na etapa 

de dessalinização, contudo essa nova amostra ainda não foi estudada.    

 

Figura 6 – Eficácia in vivo do ácido hialurônico em formulação tópica na redução dos danos cutâneos 
induzidos pela irradiação UVB. CN: controle não irradiado, CI: controle irradiado; V: veículo; CA: 
veículo e NaCl; AH 1%: veículo e AH 1%; AH 3%: veículo e AH 3%; AH 5%: veículo e AH 5%. Letras 
diferentes indicam diferença significativa (p<0,05). 
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6 CONCLUSÕES 

 

 Utilizando a sacarose como fonte de carbono, a melhor condição definida para 

a produção do polímero foi de 50 g.L-1
 de sacarose e extrato de levedura e 0,6 

g.L-1
 de glutamina, glutamato e ácido oxálico; 

 

 A melhor produção de ácido hialurônico foi de 2,825 g.L-1 obtida em biorreator 

com controle de pH em 8,0 e meio contendo melaço de cana-de-açúcar pré-

tratado a 85,35 g.L-1 de açúcares totais e extrato de levedura a 50 g.L-1; 

 

 Extrato de levedura foi a variável explicativa que apresentou maior efeito, 

sendo significativa ao nível de 5% de significância, para a produção de ácido 

hialurônico, biomassa e ácidos orgânicos; 

 

 O ácido hialurônico produzido foi caracterizado e o polímero apresentou 

estrutura equivalente ao padrão, massa molecular de 1,35 × 103 kDa e 

temperatura máxima de degradação de 286°C; 

 

 A atividade antioxidante do ácido hialurônico variou de 41% a 64%. O polímero 

não demonstrou atividade antimicrobiana, nem efeito de sinergismo ou 

antagonismo quando associado com agentes antimicrobianos, como mel de 

Scaptotrigona bipunctata, eugenol e óleo de orégano; 

 

  Os filmes de ácido hialurônico e álcool polivinílico apresentaram 

biodegradabilidade, biocompatibilidade e boa aparência. A adição de ácido 

hialurônico aumentou a estabilidade térmica, solubilidade, grau de 

intumescimento, permeabilidade ao vapor de água e elongação dos filmes de 

álcool polivinílico.  
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