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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi caracterizar e aplicar o acido hialurénico (AH)
produzido em melago de cana-de-agucar por Streptococcus zooepidemicus ATCC
39920. Para a produgao de acido hialurénico, a concentragado de sacarose, melago
de cana-de-agucar, extrato de levedura, glutamina, glutamato e acido oxalico foram
estudadas. Fermentagbes foram realizadas em frascos Erlenmeyers e biorreator. A
melhor producédo de AH foi de 2,825 g.L'1 obtida em biorreator, com controle de pH
em 8,0, e meio contendo melago de cana-de-acgucar pré-tratado a 85,35 g.L'1 de
agUcares totais e extrato de levedura a 50 g.L'. O AH foi caracterizado por
espectroscopia de FT-IR, UV-Vis e RMN, confirmando estrutura equivalente ao
padrdo e massa molecular de 1,35 x 10° kDa. A atividade sequestrante do radical
DPPH do AH a 1 g.L'1 foi de 41% e o polimero ndo apresentou atividade
antimicrobiana. Filmes biodegradaveis e biocompativeis de AH e alcool polivinilico
(PVA) foram produzidos por técnica de casting. A adicdo de AH aos filmes de PVA
aumentaram sua estabilidade térmica, solubilidade, grau de intumescimento,
permeabilidade ao vapor de agua e habilidade de elongagdo. O melago de cana-de-
acucar mostrou ser um substrato alternativo para a produ¢cdo do AH, sendo este
polimero um material promissor para aplicagdes biomédicas.

Palavras-chave: Acido Hialurénico. Polissacarideo. Fermentag&o. Biorreator. Alcool
Polivinilico. Filmes biodegradaveis .



PAN, Nicole Caldas. Characterization and application of hyaluronic acid
produced in sugarcane molasses by Streptococcus zooepidemicus. 2017. 187
p. Thesis (Doctoral degree in Biotechnology) — Universidade Estadual de Londrina,
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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™ obtained
in bioreactor with pH control in 8.0 and medium containing pretreated sugarcane
molasses at 85.35 g.L™ of total sugars and yeast extract at 50 g.L™. 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 x 10°® kDa. The DPPH radical
scavenging activity of HA at 1 g.L* 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 INTRODUCAO

O acido hialurénico (AH) é um polissacarideo linear composto de unidades
dissacaridicas de acido D-glicurénico (GIcUA) e N-acetilglicosamina (GIcNAc) unidos
alternadamente por ligacées B (1—3) e B (1—4). O polimero €& higroscopico,
viscoelatico, biocompativel, biodegradavel, ndo-antigénico e apresenta atividade
antioxidante. Em humanos, o AH esta presente em todos os tecidos, sendo abundante
no corddo umbilical, fluido sinovial, humor vitreo do olho e pele. Dentre suas funcdes
biolégicas, o AH atua na lubrificacdo das articulagdes, hidratacdo da pele e
preenchimento de espac¢o. Durante uma leséo tecidual, o AH age na regulagéo do
reparo tecidual, ativacdo de células inflamatdrias e regulacdo do comportamento das
células epiteliais e fibroblastos. Além disso, estudos demonstram que o polimero
apresenta funcdo em vias de sinalizacdo e regulacdo de processos patoldgicos e
exibe potencial terapéutico em doencas humanas, como osteoartrite, cancer,
diabetes, fibrose cistica, asma e cicatrizacdo de feridas.

Comercialmente, o AH é quimicamente extraido da crista de galo ou
produzido via fermentacdo por Streptococcus dos grupo A e C de Lancerfield.
Atualmente, a produgdo de AH microbiano vem sendo preferida devido ao risco de
contaminacdao viral e de agentes infecciosos provinda dos tecidos animais. Embora a
producdo microbiana apresente vantagens devido a producao controlada e economia
no processo de extracao e purificacdo do polimero, o alto custo das matérias-primas
comerciais utilizadas no meio de fermentacao reduz sua competitividade no mercado.
Estima-se que mais de 80% do custo de producdo do AH microbiano por
Streptococcus sao pelos nutrientes (acglcares e proteinas) do meio de fermentacao.
Portanto, faz-se necessario encontrar substratos de baixo custo que possam substituir
as fontes de carbono e nitrogénio comerciais, como glicose e extrato de levedura,
visando reduzir os valores de producao. Outro aspecto importante, € otimizar as
concentracbes desses substratos no meio de cultivo e as condi¢des da fermentacao
para que se obtenha alta producédo do polimero.

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de acgucar, sendo que
segundo o relatorio anual da UNICA (2017) a ultima safra 2016/2017 foi de 38.734 mil
toneladas. Considerando que para 1 tonelada de acgucar processado obtém-se 0,3
toneladas de melago de cana-de-agucar, estima-se que no Brasil 11,6 milhdes de

toneladas desse subproduto sdo gerados anualmente.
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Devido a alta concentracdo de sacarose, glicose, frutose e uma grande
variedade de sais e fontes de nitrogénio, 0 melaco de cana-de-acUcar vem sendo
estudado como uma matéria prima de baixo custo em processos fermentativos.
Particulas suspensas e estruturas complexas presentes no melaco de cana-de-agucar
bruto causam heterogeneidade no meio de fermentacdo e podem afetar a taxa de
crescimento microbiana. Nesse contexto, pré-tratamentos sdo propostos para o
preparo de um meio de melago de cana-de-aclcar homogéneo, visando aumentar a
producdo microbiana. Esse substrato tem sido utilizado para producédo de polimeros
como celulose, goma velana, succinoglucana e levana.

Crescente interesse no uso de polimeros naturais, como o0 &cido
hialurénico, para aplicacbes biomédicas e farmacéuticas ocorre devido a sua
habilidade de formacdo de filmes biocompativeis e biodegradaveis. Trabalhos
recentes estudam o desenvolvimento de novos materiais, combinando AH com outros
polimeros, sejam eles naturais ou sintéticos, para melhorar as propriedades fisicas e
bioldgicas destes, visando aplicacdes nas areas de engenharia de tecido e liberacéo
controlada de farmacos. Adicionalmente, considerando o alto custo do acido
hialurdnico (U$ 2.000 a U$ 60.000 kg?) e seus derivados, a combinacdo deste com
diferentes polimeros tém como vantagem reduzir o custo do material destinado as
aplicacdes. Alcool polivinilico (PVA), celulose bacteriana, gelatina, acido polilatico, e
quitosana sao alguns dos polimeros combinados com AH para sintese de novos
materiais.

Filmes de PVA e AH tém sido reportados como um material promissor para
aplicacbes biomédicas. PVA é um polimero hidrofilico sintético ndo toxico, ndo
cancerigeno, biocompativel, biodegradavel e bio-adesivo. Em escala industrial o PVA
€ obtido por hidrélise parcial ou completa de acetato de polivinila para remover os
grupos acetato. Estudos mostram que a combinacdo desses polimeros gera filmes
biodegradaveis, biocompativeis, com boas propriedades mecanica, de barreira e
térmica.

As inumeras aplicacbes do AH nas areas médicas, farmacéuticas e
cosmeticas, justificam os esforgcos na busca por uma producdo economicamente
viavel e sustentavel. O objetivo desse trabalho foi produzir o acido hialurénico por
Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920 em melagco de cana-de-agucar,

caracterizar e aplicar em filmes biodegradaveis.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir acido hialurénico por Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920
em melaco de cana-de-acgUcar, caracterizar e aplicar o polimero em filmes de alcool

polivinilico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICO

o Estudar o meio de fermentacéo para a producao de acido hialurénico em

sacarose utilizando metodologias estatisticas;

o Otimizar a producéo de &cido hialurénico em melaco de cana-de-acglcar

utilizando metodologias estatisticas;

o Avaliar o efeito do controle do pH para a producao de acido hialurdnico em

biorreator;

bY

o Caracterizar o acido hialurbnico quanto a estrutura quimica, massa

molecular, atividade antioxidante, antimicrobiana e estabilidade térmica;

o Produzir e caracterizar os filmes de acido hialurénico e alcool polivinilico.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Acipo HIALURONICO

3.1.1 Estrutura

O &cido hialurénico (AH) € um glicosaminoglicano linear, ndo sulfatado, que
consiste em unidades dissacaridicas repetidas de acido f (1 — 4) - glicurbnico
(GIcUA) e B (1 — 3) - N-acetilglicosamina (GIcNAc) (Kogan et al. 2007). A massa
molecular do polimero pode variar de 10% a 107 Da, dependendo da fonte e dos
procedimentos de extracdo e purificacdo utilizados (Lapcik et al., 1998). A estrutura

do AH é mostrada na Figura 1.

Figura 1 - Estrutura quimica do acido hialurénico

COOH CH;0OH COOH CH50H
o 9~ o) o. 9 )—0 OH
OH O OH
HO HO HO
OH HN CH3; OH HN CH3
e b
- O Jn-1 O
N-acetilglicosamina Acido glicurénico

Fonte: Adaptado de Wu (2011)

Além da estrutura primaria, o AH apresenta estrutura secundaria e terciaria
em solucdo aquosa. A estrutura secundaria € estabilizada por ligagées de hidrogénio
inter e intramoleculares entre grupos carboxila e N-acetilglicosamina que geram faces
hidrofébicas formadas por atomos de hidrogénio axiais (SCOTT et al., 1991). Tais
emplastros hidrofébicos favorecem energeticamente a formacédo de uma estrutura de
fita torcida, originando a estrutura terciaria como resultado da agregacdo molecular. A
estrutura terciéria é estabilizada por interacdes hidrofébicas, eletrostéticas e ligacdes
de hidrogénio (HASCALL; LAURENT, 1997; BROWN; JONES, 2005).
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Em solucdo aquosa, o comportamento do AH passa de Newtoniano para
nao-Newtoniano com o aumento da massa molecular, concentracdo, ou taxa de
cisalhamento. Além disso, os aumentos na concentracdo e massa molecular do AH
elevam a viscoelasticidade da solucdo. Esta, por sua vez, € dependente do pH e é
afetada pela forca idbnica do meio. O valor de pKa dos grupos carboxilicos dos residuos
de 4cido D-glicurdnico encontra-se proximo de 3. Por conseguinte, uma alteracdo no
pH ira afetar a ionizacdo das cadeias de AH, e essas variacOes irdo alterar as
interacbes moleculares do polimero e suas propriedades reologicas (BROWN,;
JONES, 2005).

3.1.2 Propriedades

As propriedades quimicas e biolégicas do AH, tais como capacidade de
retencdo de 4gua, viscoelasticas e antioxidantes, fazem do polimero um produto de
interesse para aplicagbes médicas, odontoldgicas, farmacéuticas e cosméticas,
incluindo tratamento de osteoaritrite (YU et al. 2014), cirurgia oftdlmica (KRETZ;
LIMBERGER; AUFFARTH, 2014), cirurgia plastica (COLEMAN, 2006), liberacéo
controlada de drogas (TRIPODO et al., 2015), periodontite (FUJIOKA-KOBAYASHI et
al., 2017), hidratantes para a pele e cicatrizagéo de feridas (SHIN et al., 2016).

3.1.2.1 Capacidade de retencdo de agua

O AH apresenta elevada capacidade de retencdo de agua. Em solucéo
aguosa, as ligacées de hidrogénio ocorrem entre as carboxilas adjacentes e o0 os
grupos N-acetil, permitindo que o AH mantenha a rigidez conformacional e retenha a
agua (DAHIYA; KAMAL, 2013). De acordo com Sutherland (1998), a capacidade de
ligagéo do polimero a agua esta correlacionada com a massa molecular. Quanto maior
a massa molecular maior a quantidade de agua retida. Guillaumie et al. (2010)
verificaram que a capacidade de retencdo de 4gua do AH de massa molecular 770
KDa, 1140 KDa e 1500 KDa variou de 4 —5 g.g*.

Presente na matriz extracelular, o AH exerce uma modulagédo importante
na hidratagcdo do tecido e no equilibrio osmético (NECAS et al., 2008). Essa
propriedade é importante a proliferacdo e migracédo celular (CHEN; ABATANGELO,
1999). A capacidade de retencdo de agua € explorada em procedimentos de
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preenchimento de linhas faciais e rugas. Apdés a injecdo do AH na area especifica, o
polimero pode aumentar a corregcdo em 10 — 15%, uma vez que esse se incha
absorvendo agua da atmosfera circundante (MOHEIT; COLEMAN, 2006).

3.1.2.2 Propriedades reologicas

As propriedades reoldgicas das solucdes do polimero depende da
concentracdo e massa molecular do AH. Acima do ponto de emaranhamento, a
viscosidade aumenta exponencialmente com a concentracdo e a elasticidade
aumenta com o peso molecular e concentracdo (LAURENT; LAURENT; FRASER,
1996). Para atingir o ponto de emaranhamento, Ambrosio et al. (1999) verificaram que
0 aumento na massa molecular do AH é mais eficaz que o aumento na concentragao.
Na concentragdo de 20 mg.mL! o AH de massa molecular 150 kDa apresentou
caracteristicas Newtonianas em taxas de cisalhamento de 10° a 102 s, sendo que
nenhum emaranhamento ocorreu entre as cadeias do polimero. O comportamento
pseudoplastico foi observado para o polimero de massa molecular 1,2 MDa. O
comportamento reoldgico dessas solucbes é tipico das redes emaranhadas. Os
autores relatam que em baixa frequéncia de oscilagdo, a solugdo apresentou
comportamento viscoso, enquanto em alta freqiéncia um comportamento elastico foi
observado (AMBROSIO et al., 1999). De acordo com Balazs (1958), a concentracdo
critica de emaranhamento para o AH de massa molecular de 2 x 103 — 3 x 10° kDa é
de aproximadamente 0,54 — 1 mg.mL™.

A natureza viscoelastica do polimero pode influenciar nas funcées celulares
e pode contribuir para dificultar a passagem de virus e bactérias através da zona
pericelular rica em AH. Como componente do humor vitreo do olho e do liquido
sinovial, a viscoelasticidade do AH apresenta uma importante funcdo de
amortecimento e lubrificagdo (CHEN; ABATANGELO, 1999). A viscoelasticidade do
AH é a principal caracteristica responsavel pela sua aplicacdo na cirurgia oftalmica. A
alta viscosidade da solucéo de AH permite manipular tecidos oftalmoldgicos e manter
0 espaco cirargico (SCHIRALDI; GATTA; ROSA, 2003).
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3.1.2.3 Biocompatibilidade, biodegradabilidade e n&o-antigenicidade

A biocompatibilidade, biodegradabilidade e a néo-antigenicidade do AH
fazem do polimero 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
administracdo de farmacos (SGORLA et al., 2016). Essas propriedades estdo
presentes tanto no AH extraido de fontes animais quanto no AH produzido por
bactérias. O AH microbiano € quimicamente idéntico ao polissacarideo do mamiferos
e assim garante sua nao imunogenicidade (Chong and Nielsen 2003). Além disso, a
biocompatibilidade e biodegradabilidade de polimeros naturais como AH, garantem
uma similaridade do polimero com a matriz extracelular, propriedade que € explorada
no campo da medicina, para tratamento de feridas e queimaduras (MOGOSANU,;
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 polimero. Pirnazar et al. (1999) sugeriram que
o AH de alta massa molecular pode ser benéfico na reducdo da contaminacao
bacteriana em cicatrizagdo de feridas. Esses autores observaram que 1 mg.mL™? do
AH de massa molecular elevada (1.300 kDa) ndo teve efeito bactericida, mas
apresentou efeito bacteriostatico, 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 nao causou a morte da célula de Candida. Ardizzoni et al. (2011)
mostraram que diferentes espécies microbianas e, as vezes, diferentes cepas
pertencentes a mesma espécie, sdo afetadas de forma diferente pelo polimero. A
inibicdo no crescimento microbiano dose-dependente foi observada para
Staphylococci, Enterococci, Streptococcus mutans, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Candida glabrata e C. parapsilosis. Contudo, ndo apresentou efeito para
a estirpe E. coli ATCC 13768. O crescimento de C. albicans, e S. sanguinis foi
favorecido pelo polimero a 4 mg.mL (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) ndo observaram qualquer atividade
antimicrobiana do AH quando testadas estirpes de bactérias laticas, mas, ao invés
disso, a viabilidade bacteriana aumentou na presenca do polimero, sugerindo que o
AH pode ser aplicado em uma nova formula oral probittica. Tang, Hou, and Chen
(2002) nao verificaram efeito bacteriostatico 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 regulacédo dos fatores de viruléncia. Segundo esses autores, a capacidade de
degradar o polimero deve ser considerada como um fator de viruléncia de
streptococcal.

Em algumas aplica¢gbes do AH, tais como cicatrizacdo de feridas, cirurgias
oftalmolégicas e tratamentos de periodontites, as infec¢cdes ainda ndo sao
completamente evitadas (LEQUEUX et al., 2014). Segundo Kemp et al. (2009), os
glicosaminoglicanos sdo acucares e podem suportar o crescimento microbiano
quando usado nestas aplicacdes. Logo, devido a sua atividade antimicrobiana
controversa, o AH tem sido utilizado em combinagdo com agentes antimicrobianos,
como nanoparticulas de prata (KEMP et al., 2009; ABDEL-MOHSEN et al., 2013;
CHUDOBOVA et al., 2013; MOHANDAS et al., 2015), antibiético (AHIRE; DICKS,
2016) e quitosana (HOYO-GALLEGOA et al., 2016). Kemp et al. (2009) observaram
uma concentracdo inibitéria minima de 0,025 e 0,1 pM para solugcbes de
nanoparticulas de prata combinadas ao AH para S. aureus e E. coli, respectivamente.
O uso da solucdo de AH isolado nao exibiu atividade antimicrobiana para
concentracbes de até 1 uM para ambas as bactérias. Atividade antimicrobiana
também néo foi observada em concentracdes variando de 1 a 10 mg.mL? 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 solucéo de 1
mg.mL? de AH-No.o1 (0,01 eq de nisina utilizada na reacdo em relacdo a um acido
carboxilico do AH) e aproximadamente 99.95% para S. aureus utilizando 2 mg.mL"!
de AH-No.o1 (LEQUEUX et al.,, 2014). Hernandez-Montelongo (2016) produziram
nanofilmes de acido hialurénico e quitosana associando a capacidade do AH de

formar filmes flexiveis, altamente hidratados e n&o toxicos 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, 0 que aumenta a protecéo da pele em relacdo a radiacao UV e contribui
para aumentar a capacidade de reparacao 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 ligacdes cruzadas com grupos carboxilicos. Desta forma,
esses grupos carboxilicos podem interagir com ions metalicos como Cu?* e Fe?*,
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:
inibicdo da peroxidacao lipidica, e reducéo dos radicais hidroxila, 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH), 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico (ABTS) e
eliminacdo de anions superoxido. Ke et al. (2011) mostraram forte inibicdo (92,86%)
da peroxidacgao lipidica com o uso de 1120 uyg.mL* do AH com massa molecular de
1,45x10° e moderada atividade (59,38% em 1600 pug.mL' de AH) eliminadora dos
radicais DPPH. A atividade sequestrante de radicais DPPH por AH de massa
molecular 1,35x10° kDa na concentragdo de 1000 ug.mL* foi de 41% (PAN et al.,
2017). O efeito antioxidante do AH na eliminacao do radical DPPH é devido a sua
capacidade de doacao de hidrogénio, uma vez que o DPPH aceita um elétron ou um
radical de hidrogénio para formar uma molécula diamagnética estavel (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 concentracdo inibitéria de 50% para 1,69 mg.mL* de AH em DPPH e
a reducéo do radical ABTS atingiu 100% em 2,5 mg.mL* de AH em 5 h.

In vivo, a atividade antioxidante de AH com alto peso molecular (1000 kDa)
foi estudada em células epiteliais da cornea humana, utilizando o &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) como o agente indutor do estresse oxidativo. Os

resultados mostraram que a incubacdo a 0,2% de AH com células durante 30 min
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levou a uma diminuig&o na sintese de espécies reativas de oxigénio e decréscimo do
dano do DNA induzido por EDTA (YE et al., 2012). Estudos em pacientes com
osteoartrite mostraram que as injecdes intracelulares de AH reduzem os niveis de
peréxido de hidrogénio e superéxido no fluido sinovial (Yu et al. 2014). Em modelo de
camundongos imunossuprimido induzido por ciclofosfamida (CY), Ke et al. (2011)
também mostraram que a administracéo oral de AH de baixo peso molecular foi capaz
de superar a imunossupressao induzida por CY e aumentar significativamente a
atividade de superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e capacidade
antioxidante total. Trabucchi et al. (2002) relataram que AH de baixa massa molecular
€ capaz de permear a pele, protegendo o tecido de granulacdo de espécies reativas

de oxigénio estimulando a cicatrizacao de feridas.

3.1.2.6 Fungdes Biologicas

Nos vertebrados, o AH € um componente importante da matriz extracelular
(GALL, 2010). Altas concentracdes de AH sdo encontradas no corddo umbilical (4,1
mg.mL1), liquido sinovial (1,4 a 3,6 mg.mL™?) e humor vitreo dos olhos (0,14-0,34
mg.mL™?). Contudo, a maior concentracdo esta 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 funcBes do AH estdo associadas as suas propriedades reolégicas.
Enquanto os fragmentos de AH estimulam a expressdo de genes por meio de
diferentes células que regulam as respostas inflamatorias e o reparo tecidual, o acido
hialurénico presente na superficie celular fornece protecdo contra danos nos tecidos
causados pelo meio ambiente e promove a regeneracao e reparacao (LIANG; JIANG;
NOBLE, 2016).

No fluido sinovial, devido a sua viscoelasticidade e propriedade hidratante,
o AH fornece a lubrificacdo necessaria as articulagcfes, atuando como amortecedor de
choque, reduzindo a friccdo durante o movimento dos 0ssos e diminuindo o desgaste.
Na cartilagem, atua como um elemento estrutural da matriz extracelular, formando um
centro de agregacdo para proteoglicanos, 0s quais mantém a estrutura
macromolecular devido suas interacdes especificas. Na pele, o polimero retém agua

no tecido, alterando o volume dérmico e compressibilidade. Alteracbes na massa
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molecular e concentracdo de AH no corpo humano sdo observadas durante o
envelhecimento, cicatrizacdo de feridas e doencas degenerativas (KOGAN et al.,
2007).

No processo de cicatrizacdo de feridas, o AH e seus fragmentos
desempenham um papel essencial promovendo o aumento da contracao da ferida e
proliferacdo epidérmica, regulagéo de citocinas e adesdo de moléculas, aumento da
deposicao de colageno e estimulam a neovascularizacdo. Adicionalmente, devido ao
seu efeito antioxidante, o AH protege a ferida contra os radicais livres (CHEN;
ABATANGELO, 1999; BROWN, 2004).

3.2 PRODUCAO MICROBIANA DO ACIDO HIALURONICO

Tradicionalmente, o acido hialurénico é extraido quimicamente de tecidos
animais, como crista de galo, corddo umbilical e humor vitreo de boi. No entanto,
esses recursos sao limitados e o AH desses tecidos geralmente estad associado a
proteoglicanos e frequentemente contaminado com enzimas que degradam o
polimero, tornando a obtencdo do AH de alta pureza e alto peso molecular muito dificil
e dispendioso (YAMADA; KAWASAKI, 2005). Além disso, a utilizacdo de compostos
bioquimicos derivados de animais para uso humano ndo sdo recomendados devido
aos riscos de contaminacdo viral e de outros agentes infecciosos. Portanto, a
producdo microbiana vem substituindo a extracdo de tecidos animais, com menor
custo de producéo, purificagdo mais eficiente, maior rendimento e menos poluicéo
ambiental. Os produtos microbianos encontraram um campo de aplicacbes muito
grande em medicina clinica (CHONG et al., 2005; LIU et al., 2011; MOSCOVICI,
2015).

Streptococcus dos grupos A e C de Lancefield e Pasteurella multocida séo
bactérias que produzem o AH naturalmente. Dentre as cepas selvagens de
Streptococci capazes de produzir o AH estdo Streptococcus equisimilis, S. pyogenes
e S. uberis. Contudo, entre estas, a espécie Streptococcus equi subsp. equi e S. equi
subsp. zooepidemicus sao as mais utilizadas comercialmente (MARCELLIN; STEEN;
NIELSEN, 2014; DE OLIVEIRA et al., 2016).

Alternativamente, engenharia metabdlica tem sido usada para obter cepas
recombinantes produtoras de AH. Inicialmente, foram criadas cepas recombinantes

de Bacillus subtilis e E. coli para a producao do polimero (WIDNER et al., 2005; YU,



27

STEPHANOPOULOS, 2008; MAO; SHIN; CHEN, 2009; JIA et al., 2013). Atualmente,
o AH ja foi produzido por uma grande variedade de hospedeiros heter6logos 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 Producéo de Acido Hialurénico por Streptococcus

Streptococcus produzem AH como uma capsula extracelular. Estas
capsulas sdo conhecidas como fatores de viruléncia por protegerem a célula
bacteriana do sistema imune de organismos superiores que nao a reconhecem como
um corpo estranho. Adicionalmente, Streptococcus sdo bactérias Gram-positivas,
catalase negativas, anaerdbias facultativas com algumas estirpes aerotolerantes, que
ndo esporulam e produzem &cido latico como subproduto do catabolismo da glicose
(CHONG et al., 2005).

A Figura 2 descreve a via metabodlica de biossintese do AH por
Streptococcus zooepidemicus. O AH € obtido da polimerizacdo dos acucares
precursores UDP-glicurbnico e UDP-N-acetilglicosamina pela enzima &cido
hialurénico sintase (TLAPAK-SIMMONS, 1999). Em Streptococcus, as unidades de
acido UDP-GIcUA e UDP-GIcNAc sao 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 dissacaridica, sendo 2 moles
consumidos nas reacdes mediadas pela glicoquinase para fornecer as hexoses
precursoras fosforiladas e 2 moles de ATP utilizados para regenerar os doadores UTP.
A reacao de oxidacao catalisada pela UDP-glicose desidrogenase gera 2 moles de
NADH para cada 1 mol de AH produzido (YAMADA; KAWASAKI, 2005).



Figura 2 - Via metabdlica de biossintese do acido hialurénico por Streptococcus zooepidemicus.
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Em Streptococcus, a biossintese do polimero compete pelas fontes de
carbono com o crescimento celular, via glicolitica e via das pentoses-fosfato (SHAH,;
BADLE; RAMACHANDRAN, 2013). Contudo, as necessidades biossintéticas de
bactérias laticas sdo em grande parte supridas por fontes de nitrogénio complexas.
Logo, elevada quantidade da fonte de carbono é convertida nos produtos de
fermentacdo, sendo baixos niveis recuperados na biomassa (CHONG et al., 2005).
Aproxidamente 5 a 10% do carbono metabolizado s&o direcionados a producédo de
acido hialurénico (CHONG et al., 2003) e 90% convertido em acido latico. No entanto,
sob determinadas condi¢6es, 0 metabolismo homolatico pode ser perdido e elevadas
quantidades de acido férmico (em condicbes anaerdbicas), acético e etanol sédo
produzidos, caracterizando o metabolismo heterolatico (GARRIGUES et al., 2001). O
redirecionamento do fluxo de carbono do acido latico para o acido acético pode
favorecer a producédo de AH, pois a sintese de &cido acético gera ATP, necessario
para a producao do polimero (CHONG et al., 2003) .

3.2.2 Fermentacédo e Condicbes de Cultivo

Os estudos de producdo de acido hialurbnico por fermentacdo tém
enfatizado as condi¢cfes de cultivo, avaliando o metabolismo celular e sua regulagao,
visando maior rendimento e controle da massa molecular (SHAH; BADLE;
RAMACHANDRAN, 2013). Tradicionalmente o polimero € produzido por fermentacéo
em batelada, em temperaturas préximas a 37°C e pH 7,0 (LIU et al., 2011). Contudo,
apesar da enzima &cido hialurbnico sintase apresentar um pH 6timo em 7,1
(STOOLMILLER; DORFMAN; BTRY, 1969), trabalhos recentes evidenciam um
aumento na producdo do polimero quando a bactéria € exposta a condicbes de
estresse na qual a célula produz a capsula de AH para se proteger do meio alcalino
ou 4cido (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; 0 que aumentou a producdo do AH de 5 g.L* (fermentacédo com pH fixo em 7,0)
para 6,5 g.L'l. Os autores justificam que o fluxo de carbono foi redirecionado,
aumentando a producgéo de acido hialurénico em 30% e decrescendo a sintese 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 condi¢do 6tima para producdo do
polimero é em pH 8,0. O efeito do controle do pH na produ¢éo do polimero também
foi avaliado. Pan et al. (2017) observaram um aumento na concentracdo de AH de
2,86 vezes quando comparada a fermentacdo 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 producdo de 4cido latico, acético e biomassa.

A temperatura de 37°C foi reportada como condicdo 6tima para a producao
do polimero por Streptococcus zooepidemicus (PAN et al., 2015a). A mesma também
foi reportada para a producéo de Streptococcus equi KFCC 10830, sendo que em
temperaturas abaixo de 37°C a massa molecular do polimero também foi reduzida
(KIM et al., 1996). Efeito significativo da temperatura para a producdo do polimero
também foi observado utilizando delineamento Plackett-Burmann em que a maior
producédo do AH foi a 40 °C (KHUE; VO, 2013).

A disponibilidade de oxigénio € outro fator que influéncia na producédo do
polimero uma vez que o fluxo de carbono € direcionado da producéo de acido latico
para a de acido acético, levando ao aumento da sintese de ATP (2 moles de ATP/mol
de &cido latico; 3 moles de ATP/ mol de &cido acético) (CHONG et al., 2003; DUAN et
al., 2009). Além disso, 0 oxigénio gera um estresse oxidativo sobre a célula,
estimulando a producdo do AH pelo mecanismo de protecdo (HASEGAWA et al.,
1999; HUANG; CHEN; CHEN, 2006). Oliveira et al. (2013) avaliaram a producao do
AH em condi¢des anaerdbias e com aeracdo de 2 vwm, as quais resultaram em 0,12
g.Lte 1, 88 g.L ! do polimero, respectivamente. Jagannath e Ramachandran (2010)
mostraram um acréscimo de 28% na producao e aumento de 11% na massa molecular
do polimero quando comparado o cultivo anaerdbio com o cultivo nas condicfes de 1
vvm e 30% de oxigénio dissolvido (OD) (agitacédo variando de 200 — 800 rpm). Esses
autores também observaram um decréscimo na producdo de acido latico e aumento
na concentracdo de acido acético em condi¢des aerdbias.

O acumulo de AH durante sua biossintese gera um aumento significativo
na viscosidade do meio de cultivo. Logo, maiores niveis de agitacdo séo requeridos
de modo a manter as condicbes aerObias durante a fermentacdo. No entanto,
elevadas taxas de OD e altos niveis de agitacdo foram associados com a reducao na
massa molecular, devido a degradagédo do AH por espécies reativas de oxigénio e
danos mecéanicos (DUAN et al., 2008; DUAN et al., 2009). Duan et al. (2009)

verificaram um aumento das espécies reativas de oxigénio em cultivos com OD = 50%.
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Uma alternativa para melhorar o fornecimento de oxigénio, portanto, € aumentar sua
solubilidade no meio pela adi¢cado de vetores de oxigénio (LIU et al., 2009b). A adic&o
de 0,05% de n-dodecano gerou um aumento de 73% na producdo do AH e sua massa
molecular aumentou de 5,2 x 10° Da para 1,54 x 10’ Da (LAl et al., 2012). O uso de
antioxidante para inibir a formacdo de espécies reativas de oxigénio também foi
reportado (ZHANG; DUAN; TAN, 2010; SHAH; BADLE; RAMACHANDRAN, 2013). Im
et al. (2009) observaram um aumento de 17% na producdo do polimero quando
adicionado 0,05% (v/v) de acido oxalico. Zhang, Duan e Tan (2010) relataram um
aumento de 33% na massa molecular do polimero quando 0,1 g.L* de &cido salicilico
foi adicionado. Porém, de modo controverso, tém-se que Liu et al. (2009b) e Macedo
e Santana (2012) adicionaram &acido ascoérbico no meio de cultivo, visando a
despolimerizacdo do AH para a obtencdo de um produto de baixa massa molecular.
Macedo e Santana (2012) observaram um decréscimo da massa molecular de 2,5 x
10° Da para 2,0 x 10* Da e aumento de 56% na produtividade do AH quando a
concentragdo de acido ascoérbico aumentou de 1,7 para 10 mg.mL™.

A composicdo do meio de cultivo também influencia diretamente no
metabolismo da bactéria. Streptococcus requer meio de cultivo rico em aminoacidos,
bases nucleotidicas e vitaminas, necessarias ao crescimento microbiano e producéo
do polimero. Esses requerimentos sdo tipicamente encontrados em fontes de
nitrogénio complexas, como peptonas e extrato de levedura (MARCELLIN; CHEN;
NIELSEN, 2009). Além disso, as fontes de nitrogénio organico sdo consideradas
essenciais para 0 bom crescimento do microrganismo, uma vez que existem
evidéncias de que estes componentes fornecem elevada quantidade do carbono
requerido para a biossintese celular (ARMSTRONG; COONEY; JOHNS, 1997).

Em diferentes meios de cultivo, extrato de levedura mostrou ser a variavel
explicativa com maior efeito positivo para a producéo de AH, sendo esta significativa
(p<0,001) (PAN et al.,, 2015a, 2017). Patil, Kamalja e Chaudhari (2011) também
verificaram por ensaios estatisticos que a peptona de soja apresentou elevado efeito
(p<0,001) na producéo do polimero por S. zooepidemicus MTCC 3523.

A glutamina € um dos aminoacidos considerados essenciais ao
Streptococcus (ARMSTRONG; COONEY; JOHNS, 1997). Sua adicdo ao meio de
cultivo é conhecida por aumentar a producdo de AH devido a esta ser doadora do
grupo amino para a sintese de N-acetilglicosamina (IM et al., 2009; AROSKAR,;
KAMAT; KAMAT, 2012). Shah, Badle e Ramachandran (2013) observaram que a
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adigdo de 5 g.L! de glutamina ao meio de cultivo gerou decréscimo na sintese de
acido latico e aumento na concentracdo de biomassa. A producdo de AH aumentou
de 2 g.L!para3,3g.Lt. Porém, ndo houve efeito significativo sobre a massa molecular
do polimero. Adicionalmente, a avaliacdo do fluxo de carbono mostrou um decréscimo
na sintese de frutose-6-fosfato e aumento na producdo de ribose-5-fosfato, acido
UDP-glicurbnico e N-acetilglicosamina. Logo, os resultados mostraram que um
possivel balanco no fluxo de carbono para os precursores UDP-GIcUA e UDP-GIcNAc
levou ao aumento na producao de AH.

Trabalhos indicaram uma correlagdo positiva entre a concentragao
intracelular de UDP-GIcNAc e a massa molecular do polimero (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,
concentracdo de substrato necessaria para que a enzima atinja a metade da sua
velocidade maxima, para UDP-GIcNAc € de 150 — 1.000 uM, enquanto para UDP-
GIcUA é significativamente menor, 30 — 75 yM, mostrando maior especificidade
(ITANO et al., 1999; TLAPAK-SIMMONS, 1999). Logo, maiores concentracfes de
UDP-GIcNAc sé&o requeridas para manter a fun¢cdo da enzima hialuronato sintase
(MARCELLIN; STEEN; NIELSEN, 2014).

Im et al. (2009) também avaliaram o efeito da adi¢do de diferentes ions e
aminoacidos ao meio de cultivo, sendo que os que apresentaram maiores efeitos
sobre a producéo de acido hialurénico foram magnésio e manganés, ambos cofatores
das glicosamiltransferases responsaveis pela sintese de acido hialurénico, e
glutamina e glutamato.

O rendimento de ATP durante o catabolismo pode ser aumentado por
limitacdo de carbono. No entanto a limitacdo da glicose reduz a massa molecular do
AH devido a um inadequado suprimento de acucares a AH sintase. Por tanto, a
utilizacdo de acucares complexos, como amido e sacarose, em excesso tem sido
relacionada a um maior rendimento de ATP. Em sintese, tem-se que a natureza e o
nivel de complexidade da fonte de carbono pode alterar o processo glicolitico
regulando a producdo e massa molecular do polimero (CHONG et al.,, 2003;
JAGANNATH; RAMACHANDRAN, 2010).

Pan et al. (2015b) observaram maior producédo de acido hialurénico em
sacarose (0,488 g.L!), comparado a glicose (0,429 g.L ). A concentracédo de glicose

avaliada por ensaio fatorial ndo apresentou efeito significativo para a producéo do
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polimero quando avaliada concentracdes de 10 a 30 g.L* (PAN et al., 2015a). Patil,
Kamalja e Chaudhari (2011) obtiveram que a concentragdo 6tima de glicose para a
producéo do polimero foi de 40,5 g.L.

Fatores que inibem parcialmente a via glicolitica também tem sido
estudados, visando maior producdo de AH. A adicdo de 25 uM de iodoacetato de
sodio, 5 g.L* de triptofano e 10 g.L? 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 producao do polimero (50%) foi mais pronunciada com a adicdo de iodoacetato
de soédio (25 uM), o qual reduziu a sintese de acido latico de 18,6 g.L™* para 10 g.L?,
indicando o decréscimo da funcao glicolitica (SHAH; BADLE; RAMACHANDRAN,
2013).

Outra estratégia ja utilizada que indicou um efeito positivo na producéo e
no aumento da massa molecular do polimero por Streptococcus foi a adicdo de
lisozima no meio de cultivo (KIM et al., 1996). Jagannath e Ramachandran (2010)
avaliaram a adicdo de 20.000 e 60.000 U.L* de lisozima no meio, apés 4 h e 7 h,
respectivamente, e os resultados indicaram um aumento de 46% na massa molecular
e 27% para a producdo do polimero. Esse aumento, pode ser devido a detecgéo dos
danos provocados pela lisozima, na camada de peptidoglicano e a resposta celular
para repara-los, desviando o fluxo de carbono para a sintese de AH. Sun et al. (2012),
por sua vez, estudaram o efeito da adigdo de 80 mg.L de fosfatidilcolina ao meio de
cultivo no inicio da fase exponencial de S. zooepidemicus. O redirecionamento no
fluxo de carbono da via glicolitica e sintese de biomassa para a producdo de AH foi
observado, o que resultou no aumento de 17,4% e 67,1% na producdo e massa
molecular do polimero, respectivamente. A andlise por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa dos acidos graxos da membrana do plasma mostrou que
a adicdo de fosfatildicolina pode promover a mobilidade e a permeabilidade da
membrana celular, facilitando a passagem do polimero pela membrana, o que diminui

0 consumo de energia.
3.2.3 Substratos Alternativos para Produc&o de Acido Hialurdnico
O alto custo das matérias-primas para o0 meio de cultivo, principalmente

fontes de nitrogénio e de carbono comerciais (VAZQUEZ et al., 2010), reduzem a

competividade do AH microbiano no mercado. Estima-se que aproximadamente 80%
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do custo de producdo do polimero sdo devido a esses nutrientes (acucares e
proteinas). A formulacdo de meios de fermentacdo econdmicos é entdo um tema
chave para manter os baixos custos da producéo de AH microbiano em comparacgao
com a extracéo de fontes animais (VAZQUEZ et al., 2010; AMADO et al., 2016).

O uso de recursos renovaveis de baixo custo e subprodutos agroindustriais,
em meio de fermentagdo € uma alternativa para tornar a producdo do AH
economicamente viavel (AMADO et al., 2017). Residuos e subprodutos
agroindustriais, em sua maioria, apresentam composicao rica em acucares, minerais
e proteinas, condi¢cdes estas, ideais para o crescimento de microrganismos
(MUSSATTO et al., 2012). Para a producao de &cido hialurénico, os subprodutos e
residuos agroindustriais ja estudados sdo: caldo e melaco de cana-de-acucar, suco
de caju, soro de leite e de queijo, leite desnatado, proteina e melaco de soja e
milhocina. Adicionalmente, subprodutos marinhos como peptonas obtidas a partir de
residuos de viscera de peixe e aguas residuais do processamento de mexilhdes
também foram explorados (Tabela 1).

Uma simples analise de custo estima que a utilizacdo de meios de cultivo
formulados com subprodutos pode reduzir em mais de 50% o custo do processo,
quando comparada com as fermenta¢des em meios sintéticos (VAZQUEZ et al., 2010;
AMADO et al., 2016). O soro de leite, subproduto da fabricacdo de queijos, e as
peptonas geradas a partir de residuos da pesca demonstraram ser um substituto
adequado as peptonas comerciais na producéo do polimero (AMADO et al., 2016).

Pires et al. (2010) e Pan et al. (2015b) estudaram subprodutos
agroindustriais, tais como hidrolisado de proteina de soja, concentrado proteico de
soro de leite, suco de caju, melaco e caldo de cana-de-acucar, melaco de soja e
milhocina para a producdo de AH por S. zooepidemicus ATCC 39920. Suco de caju,
suplementado com extrato de levedura, mostrou-se um meio promissor para a
producdo de AH. Posteriormente, Macedo e Santana (2012) exploraram a alta
concentracéo de vitamina B e acido ascorbico no suco de caju para a producédo de AH
de baixa massa molecular (102 — 10* Da) e obtiveram 0,28 mg.g*.h"! de AH.

Melaco de cana-de-acucar foi pela primeira vez estudado na producéo de
AH por Pan et al (2015b). Subproduto da fabricacdo de acucar, apresenta alta
concentracéo de sacarose, glicose, frutose e uma grande variedade de sais e fontes
de nitrogénio, que sao essenciais ao metabolismo microbiano (OLIVEIRA et al., 2007;

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

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

Tabela 1 - Produgéo de &cido hialurdnico em diferentes meios de fermentagéo de baixo custo.

. L Acido
Ba((;:tZFr)izna Congllﬁt(i)\?j de Fonte de Carbono e Nitrogénio Hialuronico  Referéncias
(9.LY) (9.Lh)
s 250 mL
) . . Erlenmeyer; Suco de caju (45 de glicose) e (PIRES et
Zooepidemicus 37°C; 150 rpm; extrato de levedura (54) 0,89 al., 2010)
ATCC 39920 A
pH inicial 7.5
2 L biorreator,
S. thermophilus 40°C; sem 10% de leite desnatado e 0.21 (IZAWA et
YIT 2084 aeracéo; 100 proteina de soja (10) ' al., 2010)
rpm; pH 6.8
Aguas residuais do
s 2 L biorreator; processamento de mexilhdes )
: . . 37°C; sem (50), peptonas obtidas a partir (VAZQUEZ
Zc_)rocecplggrzn:l%us aeracao; 500 de residuos de viscera de atum 2,46 et al., 2010)
rpm; pH 6.7 (proteina 8) e extrato de
levedura (5)
S. 3 L biorreator; .
zooepidemicus  37°C; 150 rpm; 2 Suco de Ea?gd(jrla_)(goe)mato de 1,76 e(tOA_IIVZE(I)TQ)
ATCC 39920 vvm , pH 7.0 N
S 125 mL
260e idemicus Erlenmeyer; Melaco de cana (30) e extrato 0.38 (PAN et al.,
P 37°C; 100 rpm de levedura (30) ' 2015b)
ATCC 39920 o
pH iniciall 8.0
S 125 mL
260e idemicus Erlenmeyer; Sacarose (30) e proteina de 0.92 (PAN et al.,
P 37°C; 100 rpm soja(30) ' 2015b)
ATCC 39920 o
pH inicial 8.0
s 2 L biorreator; Glicose (50), peptonas obtidas a )
zéoe idemicus 37°C; sem partir de residuos de viscera de 232 (VAZQUEZ
ATCg 35246 aeracdao; 500 peixe (proteina 5) e extrato de ' et al., 2015)
rpm; pH 6.7 levedura (5)
S. 5 L biorreator; Glicose (50), lactose (50) soro (AMADO et
zooepidemicus  37°C; 1vvm; 500 de leite (proteina 5) e extrato de 4,0 al., 2016)
ATCC 35246 rpm; pH 6.7 levedura (5) "
S. 4.5 L biorreator,  Melago de cana-de-aguUcar pré- (PAN et al
zooepidemicus 37°C; 100 rpm; tratado (85,35) e extrato de 2,83 2017) B
ATCC 39920 0.5 vm; pH 8.0 levedura(50)
S. 0,75 L biorreator; o 0 .
zooepidemicus  37°C; 500 rpm; 1 Milhocina (1(2;((’))\”\/) e glicose 3,48 (,;:\/Iﬁélgi)?;at
ATCC 35246 vvm; pH 6,7 N

Fonte: O proprio autor, 2017
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Contudo, Amado et al. ( 2017) verificaram uma inibicdo no crescimento de
S. zooepidemicus quando utilizado 10% (v/v) de melaco de cana-de-acucar bruto. Os
autores sugeriram que esta inibicdo pode ter sido causada pelo acido latico e
compostos fendlicos presentes no melaco de cana-de-acucar. Pan et al. (2017)
compararam a producéo de acido hialurénico em melago de cana-de-agucar bruto e
pré-tratado com o processo de clarificacdo em ensaios em Erlenmeyers e obtiveram
um aumento de 0,557 g.L* para 0,662 g.Ll. Esse resultado sugeriu que o pré-
tratamento com carvao ativado reduziu os niveis de inibicdo, por fatores como ions
metais. Embora o melago de cana-de-agUcar contenha nutrientes essenciais ao
crescimento de microrganismos, esse também contém ions metais e suspensdes
coloidais que podem prejudicar o crescimento microbiano. Esses fatores podem
influenciar no pH do meio e inativar enzimas associadas a biossintese do produto
(PAN et al., 2017).

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de acucar, sendo
responsavel por aproximadamente 20% das producdes e 40% das exportacdes. Em
média, considerando a Ultima década, o pais produziu 38.293 mil toneladas de acucar,
sendo que a ultima safra 2016/2017 foi de 38.734 mil toneladas (UNICA, 2017). Logo,
considerando que para 1 tonelada de acucar processado, 0,3 toneladas sé&o
descartadas (LI et al., 2015), estima-se que no Brasil 11,6 milhdes de toneladas de
melaco de cana-de-acUcar sdo gerados anualmente. Portanto, além de ser uma
matéria prima de baixo custo e rica em nutrientes, o melaco de cana-de-acucar &
gerado em elevado volume no pais 0 que o torna uma matéria-prima viavel para a

aplicacédo biotecnologica.

3.3 APLICACAO DO ACIDO HIALURONICO EM FILMES BIODEGRADAVEIS

Crescente interesse no uso de polimeros naturais, como o acido
hialurénico, para aplicacbes biomédicas e farmacéuticas ocorre devido a sua
habilidade de formacdo de filmes biocompativeis e biodegradaveis. Trabalhos
recentes estudam o desenvolvimento de novos materiais combinando &cido
hialurénico com outros polimeros, sejam eles naturais ou sintéticos, para melhorar as
propriedades fisicas e biologicas visando aplicacdes nas areas de engenharia de
tecido e liberagdo controlada de farmacos. Adicionalmente, considerando o alto custo
do &cido hialurdnico (U$ 2.000 a U$ 60.000 kg?) e seus derivados (PIRES; SANTANA,
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2010), a combinacao desse com diferentes polimeros tém como vantagem reduzir o
custo do material destinado as aplicagdes. Alcool polivinilico (PVA), celulose
bacteriana, gelatina, acido polilatico, e quitosana séo alguns dos polimeros que podem

ser combinados com acido hialurénico para sintese de novos materiais.

3.3.1 Engenharia de Tecidos

Na engenharia de tecidos, filmes séo utilizados como matrizes
extracelulares que suportam o crescimento de células e tecidos. Essas células
passam por etapas de proliferacdo, migracéo e diferenciacdo em trés dimensoes, 0
gue leva a formacéo de um tecido especifico com func¢des apropriadas conforme seria
encontrada no corpo humano. O filme aplicado nesta area deve ser biocompativel e
deve eventualmente ser reabsorvido e substituido por tecido natural (COLLINS;
BIRKINSHAW, 2013).

O AH é um polimero de interesse a engenharia de tecidos pois aplicacdes
exdgenas do AH facilitam a migracéao e proliferacéo celular (SU et al., 2014; FERRARI
et al.,, 2015; SHIN et al., 2016). Além disso, os produtos de degradacdo do AH
modulam a resposta inflamatéria e estimulam a angiogénese (COLLINS;
BIRKINSHAW, 2008). Contudo, a aplicacdo de filmes contendo apenas AH é limitada
devido as propriedades mecéanicas deficientes e elevada solubilidade em agua
(LOPES et al., 2014).

Sistemas de blendas de PVA e &cido hialurénico tem sido reportados como
um material promissor para aplicac6es biomédicas (FAHMY et al., 2015; PIRINEN et
al., 2015). PVA é um polimero hidrofilico sintético que néo é téxico, ndo cancerigeno,
biocompativel, biodegradavel e bio-adesivo (STASKO et al., 2009; FAHMY et al.,
2015). Em escala industrial o PVA é obtido por hidrolise parcial ou completa de acetato
de polivinila para remover 0s 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 reticulagdo. Os resultados mostraram que a incorporacéo de
AH no filme de PVA afetou significativamente suas propriedades fisico-quimicas. O
grau de intumescimento, as propriedades mecéanicas, degradacdo hidrolitica e a
adsorcdo de proteinas aumentaram com o aumento da concentragcdo de AH na

composi¢cdo do hidrogel. Além disso, verificou-se alta viabilidade celular, n&o-
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toxicidade e atividade antimicrobiana para Candida albicans nos filmes com
concentracdo 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 concentra¢gfes de AH
testadas (0 — 50% p/p) os filmes ndo foram citotoxicos, porém, o AH ndo aumentou a
adesao celular dos filmes.

Membranas hibridas 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 degradacao e propriedades
biolégicas dos andaimes compostos de gelatina e acido hialurdnico. Os autores
observaram que os filmes apresentaram boa compatibilidade com sangue e nao
apresentaram toxicidade sistémica 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 0s experimentos in vivo
mostraram que o filme é facilmente removido da ferida e que a cicatrizacdo foi mais
rapida comparada ao controle (vaselina). Compostos com misturas ternarias, AH-
gelatina-quitosana, foram estudados quanto suas propriedades fisico quimicas
concluindo que a concentracdo desses compostos interfere diretamente na
miscibilidade, propriedades térmicas e mecéanicas dos filmes (LEWANDOWSKA,;
SIONKOWSKA; GRABSKA, 2015; LEWANDOWSKA et al, 2016a, 2016b;
SIONKOWSKA et al., 2016).

Sionkowska et al. (2016) verificaram que as propriedades mecanicas e a
estabilidade térmica das misturas de quitosana-colageno foram melhoradas na
presenca 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 concentracdes de AH de 0,01 a 0,1% houve um aumento da adesao,

migracéao e proliferagéo celular.

3.3.2 Liberacdo de Farmacos

Na liberagcédo de farmacos em comprimidos, o uso de polissacarideos pode

contribuir para uma melhor adaptacao da liberacdo de moléculas ativas para os locais
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intestinais de absor¢éo (SEVERINO et al., 2011). Os polimeros aplicados na liberacao
de farmacos devem ser quimicamente flexiveis, resistentes as barreiras fisiologicas e
capazes de formar filmes de revestimento que mostram excelente biocompatibilidade
e biodegradabilidade (ZANIN et al., 2017). Além de cumprir com estas exigéncias, 0
AH apresenta afinidade a receptores especificos como o CD44. O receptor CD44 é
frequentemente expresso em células tumorais e pode ser um alvo promissor para o
diagnéstico e tratamento de varios tipos de cancer 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 condi¢cdes no trato intestinal, podendo promover uma
liberacdo prematura do farmaco preso no comprimido revestido (SGORLA et al.,
2016). Para superar essa limitacdo o AH pode ser modificado quimicamente ou
combinado a outros polimeros. Filmes obtidos da reticulacdo de AH com trimetafosfato
trisddico evidenciaram uma liberacdo controlada na proporcéo distal do trato intestinal
(SGORLA et al., 2016). O efeito da concentracdo de AH foi avaliada em filmes de
polivinil acetato (ZANIN et al., 2017). Os autores propuseram que proporc¢oes de 95:5
e 90:10 (polivinil acetato: AH) apresentam potencial aplicacdo no controle de liberacéo
de farmacos.

No tratamento de periodontite a liberacdo controlada de antimicrobianos é
estudada, visando minimizar o desenvolvimento de resisténcias bacterianas (HAU et
al., 2014). Os biomateriais mais comumente utilizados para esse fim sdo os filmes. A
vantagem dos filmes é a facilidade de aplicacbes destes na cavidade periodontal ou
na superficie da gengiva e a liberacdo controlada do farmaco seja por difusdo no caso
de polimeros insollveis em agua, ou por dissolucdo da matriz quando utilizado
polimeros degradaveis. Aqueles com adesividade adequada e com espessura inferior
a 400 mm néo sao facilmente deslocados pela rotina diaria de higiene oral seguida
pelo paciente. Estas propriedades sdo especialmente benéficas para pacientes
pediatricos, idosos e neurodegenerativos, onde a dosagem adequada e completa
pode muitas vezes ser dificil (JOSHI et al., 2014).

Filmes de AH aplicados no tratamento de periodontites ndo somente podem
melhorar as propriedades do material utilizado para a liberagdo de farmaco como
também atua como um agente quimioterapico. Componente da matriz do ligamento

periodontal, o AH esta envolvido na adesao celular, migracao e diferenciacédo mediada
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por proteinas de ligacdo com o polimero e receptores de superficie celular, tais como
0 CD44. CD44 também é expresso em tecidos periodontais e a interacdo AH-CD44
tem sido associada a proliferacéo celular e atividades de mineralizacdo no ligamento
periodontal. Logo, o AH esta diretamente ligado ao processo de cicatrizacao
periodontal. Além disso, o polimero apresenta propriedade viscoelastica que
contribuem para retardar a penetracdo de bactérias, caracteristica de interesse ao
tratamento de doencas periodontais (DAHIYA; KAMAL, 2013).Miranda et al. (2016)
estudaram a aplicacdo de um filme hibrido de hidrogel, quitosana-AH, na regeneracéo
periodontal. O desempenho destes para cultura de células in vitro foi testado e
mostrou um aumento significativo na viabilidade celular e alta expressédo de CD44,

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

4.1 MATERIAL

4.1.1 Microrganismos

4.1.1.1 Producéo de &cido hialurénico

O microrganismo utilizado para producdo de AH foi a bactéria
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 39920 obtida da Colecédo Brasileira

de Micro-organismos de Ambiente e Industria — CBMAIL.

4.1.1.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana do acido hialurénico

Para a avaliagdo 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 cole¢cdo de bactérias

do Laboratério de Microbiologia Clinica da Universidade Estadual de Londrina.

4.1.2 Melago de Cana-de-agucar

O melaco foi adquirido da Alltech do Brasil (Sdo Pedro do Ivai, PR, Brasil).

4.1.3 Reagentes

O hialuronato de s6dio, massa molecular 1,5 a 1,8 x 103 kDa, produzido
por Streptococcus equi, foi utilizado como padrdo para caracterizacdo do &cido
hialurdnico produzido. Este foi obtido da Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

Alcool polivinilico foi fornecido pela Sekisui Specialty Chemicals (Dallas,
TX, USA) como Selvol™ 325, o qual apresenta grau de hidrélise 98,4% e massa
molecular de 85 a 124 kDa. Glicerol foi obtido da Synth (Labsynth, S&o Paulo, Brasil).
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Glutationa reduzida (GSH), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), 2,2'-azino-bis
(3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico (ABTS), 2,4,6 tripiridil-S-triazina (TPTZ),
brometo de hexadecil trietii aménio (HTAB), acido 5-5'-ditio-bis-(2-nitrobenzdico)
(DTNB) e Trolox foram obtidos da Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Brasil Ltd. Todos os

outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.1.3.1 Agentes antimicrobianos

O O6leo essencial de orégano foi obtido da Ferquima Industria e Comércio
LTDA (S&o Paulo, Brasil). A solucdo de 50% de Oleo essencial de orégano foi
preparada em dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma — Aldrich; v/v).

A amostra de mel obtidas das abelhas sem ferrdo Scaptotrigona bipunctata
(Lepeletier, 1836) foi coletada do meliponario da Universidade Estadual de Londrina.
As amostras de mel foram diluidas em volumes iguais de agua (50% v/v) e
esterilizadas por filtragao através de um filtro de 0,22 ym (Millipore®).

Eugenol foi obtido da SSWhite Duflex (Brasil) e uma solucdo 50 % (v/v) foi
preparada em dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma — Aldrich; v/v).

4.1.4 Meios de Cultura

4.1.4.1 Meio de preservacao e indculo

O microrganismo foi preservado em meio composto por 37 g.L* de Brain
Heart Infusion - Infusdo de Cérebro e Coracéo de boi (BHI) (HIMEDIA M-210) (Tabela
2) com 50 % (v/v) de glicerol. A propagacéo foi realizada em meio BHI &gar, utilizando
20 g.L* de &gar, e BHI caldo.



Tabela 2 - Composi¢do do meio BHI (HIMEDIA M-210).
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Componentes

Concentragéo (g.L™?)

Infusdo de Cérebro de Bezerro
Infus@o de Coragéo Bovino
Peptona de proteose

NacCl

Dextrose

NazHPO4

200,00
250,00
10,00
5,00
2,00
2,50

4.1.4.2 Meios de fermentacao para a producao de 4cido hialurénico

Dois meios de fermentacao foram testados para a producédo do polimero,

meio 1 e 2 (Tabelas 3 e 4). Sacarose, melaco de cana-de-acucar, MgSQOa, glutamina

e glutamato foram autoclavados separadamente.

Tabela 3 - Meio 1 de fermentagéo.

Componentes Concentragéo (g.L™?)
Sacarose 10-50
Extrato de levedura 10-50
Glutamato 0-0,6
Glutamina 0-0,6
Acido oxalico 0-0,6
K2HPOq4 2,50
NacCl 2,0
MgSOQO4 1,5

Tabela 4 - Meio 2 de fermentacao.

Componentes

Concentragéo (g.L™?)

Melago de cana-de-agucar
Extrato de levedura
K2HPO4

NacCl

MgSOa

14,65 — 85,35*
14,65 - 85,35
2,50
2,0
15

* acUcares totais
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4.1.4.3 Meios para 0s ensaios de atividade antimicrobiana

Os meios utilizados para os ensaios de atividade antimicrobiana foram o
meio BHI (Tabela 2) e o caldo Mieller-Hinton (MH) (DIFCO 275730) (Tabela 5).

Tabela 5 - Composi¢céo do caldo Mueller-Hinton (DIFCO 275730).

Componentes Concentracio (g.L™?)
Extrato de carne 2,0
Caseina hidrolisada 17,5
Amido 15

4.2 METODOS

A Figura 3 ilustra a metodologia desenvolvida nesse trabalho para

producéo, caracterizacao e aplicacdo do acido hialurdnico.

Figura 3 - Fluxograma da producéo, caracterizacéo e aplicagdo do acido hialurdnico.

Melago de cana-de- 5. zooepidemicus
agucar ATCC 39920

—{ Caracterizagio | [ Manutengdo ]

[ Pré-tratamento ] [ Indculo

Sacarose; extrato de
levedura; glutamato;
glutamina e Acido

oxalico - v
Otimizagdo em biorreator

L

Extrato livre de célula

I

Extragdo do AH

!

Caracterizagdo do AH

l

Aplicagdo do AH

——> Otimizagio em agitador orbital
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4.2.1 Caracterizacao do Melago de Cana-de-agucar

Melaco de cana-de-acucar foi caracterizado quanto a concentracdo de
acucares, teor de cinzas, aminoacidos e metais pesados. Concentracdo de acucares
foi verificada por cromatografia liquida de alta performance (CLAE) (Shimadzu RID-
10A, Japan) acoplada ao detector de indice de refragédo, coluna Aminex Carbohydrate
HPX-87C (300 x 7,8 mm, Biorad) a 80°C. A fase modvel foi agua Milli-Q a 0,6
mL.mint. Teor de cinzas foi determinado em mufla a 550°C durante 24 h. A

concentracdo de aminoacidos e metais pesados foi fornecido pela Alltech do Brasil.

4.2.2 Preparo do Melaco de Cana-de-acucar

Para as solu¢cbes estoque, o melaco de cana-de-acucar foi diluido na
concentracdo de 150 g.L* de aclcares totais com agua destilada e centrifugado a
9956 x g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante obtido foi denominado de melaco de
cana-de-acucar bruto. Para obter o melaco de cana-de-agucar pré-tratado, a solucéo
de melaco foi tratada com 12 % (m/v) de carvao ativado em banho-maria a 70 °C por
1 h em constante agitacdo e novamente centrifugado a 9956 x g por 15 mina 4 °C. O
sobrenadante foi filtrado com papel filtro (Whatman, n° 1). A solucdo de melaco de
cana-de-acucar bruto e pré-tratado foram quantificadas quanto aos aguUcares totais.
Para a correcdo da concentracdo, quando necessario, sacarose comercial foi utilizada

para obter a concentracédo desejada de 150 g.L™.

4.2.3 Preservacgao de Streptococcus

S. zooepidemicus foi cultivado em placas de Petri contendo 37 g.L* de BHI
e 20 g.L de 4gar 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 interrupcdo do cultivo foi realizada por centrifugacéo a 9956 x g
e 4 °C por 15 min e a biomassa foi ressolubilizada em 10 mL de salina 0,9 %.
Posteriormente, 0,5 mL da solugéo 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 agar a
37 °C. Apbs 24 h, coldnias 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 centrifugacdo a 9956 x g por 15
min, a 4°C. Das amostras foram quantificados o acido hialurénico e o crescimento

celular.

4.2.5 In6culo

4.2.5.1 Padronizado em porcentagem (v/v)

O in6culo foi preparado transferindo 1 mL da cultura estoque, mantida em
solucéo 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 fermentacdes, quando utilizado dessa condi¢cdo, o inéculo foi
padronizado em 10 % (v/v).

4.2.5.2 Padronizado em concentragdo (g.L™?)

A cepa mantida em glicerol a -80°C foi cultivada em placa de Petri contendo
meio BHI agar a 37°C. ApOs 24 horas, colbnias 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 entdo interrompido por centrifugacéo a 9956 x g e 4 °C por 15
min. A biomassa foi ressuspendida em solucao salina 0,9 % e teve a concentragao
determinada por turbidimetria a A = 600 nm, sendo correlacionada a curva de
calibracdo de biomassa (g.L!). Para as fermentacdo, quando utilizado dessa

condicéo, o inéculo foi padronizado em 0,2 g.L.
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4.2.6 Producéo de Acido Hialurénico

A producéo foi realizada em duas etapas. Na etapa 1, foram realizadas 3
fermentacdes e na etapa 2, foram 6 fermentacfes variando as condi¢cées conforme a
Figura 4 e 5, respectivamente.

As fermentacgdes foram acompanhadas pela coleta de amostras, as quais
foram centrifugadas a 9956 x g por 15 min. Do precipitado foi avaliada a biomassa e
do sobrenadante quantificou-se o acido hialurénico, latico, férmico, etanol e acUcares

totais.

Figura 4 - Fluxograma do processo de producéo de AH na Etapa 1.

Fermentagdo 1 (Erlenmeyers 125 mL):
concentragio de sacarose, extrato de
levedura, glutamina, glutamato e acido
oxalico

Meio otimizado 1 (50 g.L™! sacarose e
extrato de levedura; 0,6 g.L ! glutamato,
glutamina e acido oxalico)

Fermentagdo 3 (Biorreator): mesmas
condictes apresentadas na Fermentagao 2
substituindo sacarose por melago de cana-de-
actcar (50 g.L'! aglicares totais)

Fermentag8o 2 (Biorreator): pH
controlado em 8,0; 0,5 vwm; 100
rpm; meio otimizado

Sacarose versus melago de cana-de-agicar



48

Figura 5 - Fluxograma do processo de produ¢do de AH na Etapa 2.

efeito do pré tratamento do melaco

Fermentago 4 (Erlenmeyers 125 mL):
de cana-de-aglicar

Melhor condigio: melago de
cana-de-aglcar pré-tratado

Meio otimizado 2 (85,35 g.L!
de melago pré-tratado e 50
g.L! de extrato de levedura)

AH em meio otimizado

v
[ Fermentagdo 5 (Erlenmeyers 125 mL): Fermentagdo 6 (Erlenmeyers 1 L): J

concentragdo de melago de cana-de- J L estudo do perfil de produgio de

aclcar pré-tratado e extrato de levedura

Fermentagfo 8 (Biorreator): pH
controlado em 8,0; 0,5 vwm;
100 rpm meio otimizado.

inicial 8,0; 0,5 vvm; 100 rpm;

Fermentagdo 7 (Biorreator): pH ‘
meio otimizado

Fermentagdo 9 (Biorreator): pH
controlado em 8,0; 1,5 wwm;
100 rpm meio otimizado.

Efeito da taxa de aeragio

.................................................................... -

4.2.6.1 Etapa 1

Para as fermentacdes realizadas na Etapa 1 o in6culo foi padronizado em

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

4.2.6.1.1 Fermentacdo 1: Avaliacdo da concentracdo de sacarose, extrato de

levedura, glutamato, glutamina e acido oxalico

Ensaio fatorial fracionado 2°! foi realizado para estudar o efeito das
concentracdes de sacarose (X1), extrato de levedura (X2), glutamato (Xs), glutamina
(X4) e acido oxalico (Xs) (Tabela 6). A escolha dos niveis dos fatores foi baseada em
informagdes 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
aleatoria. Os experimentos foram realizados em frascos de Erlenmeyers de 125 mL

contendo 25 mL de meio 1 de fermentacéo, pH inicial 8,0, a 37°C e 100 rpm por 24 h.
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Tabela 6 - Planejamento fatorial fracionado 21 para a avaliagdo da concentracéo de (X1) sacarose,
(X2) extrato de levedura, (X3) glutamato, (X4) glutamina e (Xs) acido oxalico para a producéo de acido
hialurénico, biomassa, acido latico e acético por Streptococcus zooepidemicus.

C\cl)Zirll?clz\gzs Variaveis Decodificadas
Ensaios* (X1) (X2) (Xa) (Xa) (Xs)
X1 X2 X3 Xa Xs |Sacarose Elxtrato de Glutamato Glutamina Ac/ujo
evedura oxélico
(9L (gL (gL (gL (gL
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 0+1 -1 -1 4 10 50 0,0 0,0 0,0
4 +1 +1 -1 -1 +1 50 50 0,0 0,0 0,6
5 101 41 -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 41 -1 +1 10 50 0,6 0,0 0,6
8 +1 +1 +1 -1 -1 50 50 0,6 0,0 0,0
9 101 -1 +1 -1 10 10 0,0 0,6 0,0
10 +1 -1 -1 +1 41 50 10 0,0 0,6 0,6
11 141 -1 +1 o+ 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 41 +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 41 +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 O 30 30 0,3 0,3 0,3
18 0O 0 0 0 O 30 30 0,3 0,3 0,3
19 0O 0 0 0 O 30 30 0,3 0,3 0,3
20 0O 0 0 0 O 30 30 0,3 0,3 0,3

(*) Os ensaios foram aleatorizados

4.2.6.1.2 Fermentacdo 2: Avaliacao da producéo de &cido hialurénico em biorreator e

meio de sacarose

A fermentacao foi realizada nas condi¢cdes otimizadas na Fermentacao 1
em biorreator 4,5 L (Tecnal, Brasil) contendo 2 L de meio composto por (g.L™%):
sacarose, 50; extrato de levedura, 50; glutamato, 0,6; glutamina, 0,6 e acido oxalico,
0,6. A fermentacdo foi realizada em pH 8,0 controlado por solugdo NaOH 8 mol.L™ . A
temperatura foi mantida a 37°C, rotacdo de 100 rpm e aeragao 0,5 vvm. Amostras

foram coletadas a cada 2 h por 24 h.
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4.2.6.1.3 Fermentacdo 3: Avaliacdo do melaco de cana-de-acucar pré-tratado na

producado de acido hialurénico

A fermentacao foi realizada na condi¢cdo otimizada da Fermentacdo 1
substituindo sacarose por melaco de cana-de-acUcar pré-tratado, em biorreator 4,5 L
(Tecnal, Brasil) contendo 2 L de meio composto por (g.L?): melago de cana-de-acucar,
50 de acucar total; extrato de levedura, 50; glutamato, 0,6; glutamina, 0,6 e acido
oxalico, 0,6. A fermentacao foi realizada em pH 8,0 controlado por solucdo NaOH 8
mol.L™%. A temperatura foi mantida a 37°C, rotagdo de 100 rpm e aeragdo 0,5 vvm.
Amostras foram coletadas a cada 2 h por 24 h.

4.2.6.2 Etapa 2

Para as fermentacdes realizadas na Etapa 2 o in6culo foi padrozinado em

0,2 g.L! e 0 meio de fermentacéo utilizado foi o0 meio 2.

4.2.6.2.1 Fermentacdo 4: Avaliacdo da producdo em meio de melaco de cana-de-

acucar bruto ou pré-tratado

Para investigar o efeito do pré-tratamento do melaco de cana-de-agucar, o
experimento foi realizado em Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL do meio 2 de
fermentacdo com 30 g.L! de melago de cana-de acgucar bruto ou pré-tratado e 30
g.Lt 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 Fermentacao 5: Avaliacdo da concentracdo de melaco de cana-de-acucar
pré-tratado e extrato de levedura em frasco Erlenmeyer de125 mL.

A concentracdo de melaco de cana-de-acgucar pré-tratado (X1) (14,65—
85,35 g.L™! de acucar total) e extrato de levedura (X2) (14,65 — 85,35 g.L™!) 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 niveis dos fatores foi baseada em Pan et al. (2015a). A
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fermentacao foi realizada em frascos Erlenmeyer de 125 mL com 25 mL de meio 2,
pH inicial 8,0, temperatura mantida a 37°C e rotacao de 100 rpm.

Tabela 7 - Delineamento composto central rotacional para a avaliacdo da concentracao de melaco de
cana-de-aclcar pré-tratado (Xi) e extrato de levedura (X2) para a producdo de éacido hialurénico,
biomassa, acido latico e acético por Streptococcus zooepidemicus.

Variaveis Codificadas Variaveis Decodificadas
. (X) (X2)
Ensaios* .
X1 X2 Melaco de Cana-de-aclcar  Extrato de Levedura
(gL (gL
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 Fermentacao 6: Avaliacdo da producdo em melagco de cana-de-agUcar pré-

tratado e extrato de levedura em frasco Erlenmeyer de 1 L

Na condicdo o6tima obtida por DCCR (fermentacéo 5), a fermentacéo foi
realizada em Erlenmeyer de 1 L contendo 200 mL de meio 2 de fermentacdo com
85,35 g.L! de melaco de cana-de-acUcar (aclcares totais) e 50 g.L* de extrato de
levedura em triplicata. Amostras foram coletadas a cada 2 h para estudar o perfil de
producdo do AH. O experimento foi realizado em pH inicial 8,0, temperatura mantida

a 37°C e rotacao de 100 rpm. Amostras foram coletadas a cada 2 h por 24 h.
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4.2.6.2.4 Fermentacao 7 e 8: Avaliacao da producéo em biorreator com e sem controle

de pH e taxa de aeracéo 0,5 vvm.

O efeito do pH controlado foi avaliado nas condi¢cfes otimizadas por DCCR
(fermentacao 4). Fermentagdo em biorreator 4,5 L (Tecnal, Brasil) contendo 2 L de
meio de fermentacdo com 85,35 g.L* de melaco de cana-de-agucar pré-tratado (em
aclcares totais) e 50 g.L! de extrato de levedura foi realizado em pH 8 controlado
com solucdo NaOH 8 mol L (fermentacdo 8). Essa fermentacéo foi comparada a
fermentacdo sem controle de pH (pH inicial 8,0) (fermentacéo 7). A temperatura foi
mantida a 37°C, rotacdo 100 rpm e aeracao 0,5 vwvm. Amostras foram coletadas a
cada 2 h por 24 h.

4.2.6.2.5 Fermentacao 9: Avaliacdo da producédo em biorreator com controle de pH e

taxa de aeracdo 1,5 vvm

A fermentacéo 9 foi realizada nas mesmas condicfes da fermentacao 8,
sendo a taxa de aeracdo aumentada para 1,5 vwvm. Amostras foram coletadas a cada
2 h por 24 h.

4.2.7 Acompanhamento das Fermentagdes

4.2.7.1 Determinacéo do pH

O pH inicial e final dos cultivos foram acompanhados por andlise

potenciométrica.

4.2.7.2 Curva de biomassa de Streptococcus zooepidemicus

Para determinacdo 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 centrifugagéo a 9956 x g, 4 °C por 15 min e ressuspensa em salina

0,9 %. Quatro aliguotas de 1 mL foram separadas. Uma aliquota foi submetida a
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diferentes diluicbes para a obtencéo de leituras de 0,1 a 0,9 de absorbancia em A =
600 nm e 3 aliquotas foram distribuidas em recipientes previamente tarados, mantidos
em estufa (70°C) até peso constante. Um gréfico foi plotado relacionando absorbancia
versus peso seco (g.L!) e esta curva foi utilizada para todas as determinacdes de

biomassa.

4.2.7.3 Determinacdo da biomassa

A biomassa das fermentacdes foi estimada por leitura da densidade Optica
(DO) em espectrofotometro a A = 600 nm, correlacionada a curva de calibragéo de
biomassa. A biomassa foi ressuspendida em salina 0,9 %, diluida quando necessério

e realizadas as leituras.

4.2.7.4 Determinacao de acUcares totais

Acucares totais foram dosados pelo método de Fenol Sulfdrico (DUBOIS et

al., 1956) a A = 490 nm. O padrao utilizado foi a sacarose (20 a 100 pg.mL™1).

4.2.7.5 Determinacao do acido hialurdnico, acidos organicos e etanol

Para a quantificacdo de acido hialurénico, latico, férmico, acético e etanol,
amostras do sobrenadante livre de células foram filtradas em membranas de 0,45 pm
(Millipore) e injetadas (20 yuL) em CLAE (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japéo). A
avaliacao do acido hialurénico foi realizada em coluna OHpak SB-806MHQ 80 x 300
mm (Shodex, Japdo) a 40°C com fase mével 0,1 M NaNOs e fluxo de 1 mL.min.
Acido latico, acético, formico e etanol foram avaliados usando coluna Aminex HPX —
87H 300 x 7,8 mm (Bio-Rad, CA, USA) de acidos organicos, a 60°C e fase movel
H2S04 0,005 mol.L* com fluxo de 0,7 mL.mint. O perfil de eluicdo dos picos foi
monitorado com detector de indice de refracdo Shimadzu RID — 10A (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japédo). Para cada analito uma curva de calibracdo foi
confeccionada, utilizando padrées de acido hialurénico variando de 15 a 100 pg.mL*

e acidos organicos e etanol em concentragdes variando de 50 a 200 pg.mL™*
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4.2.8 Purificacdo do Acido Hialurénico

O acido hialurénico produzido em biorreator foi precipitado, purificado e
caracterizado. Nesta etapa foi utilizado o método de purificacdo segundo Reddy e
Karunakaran (2013) com modificacdes.

O sobrenadante livre de células foi precipitado com etanol na proporgéo
1:1,5 (v/v) de amostra:sobrenadante 4 °C e ap06s 1 h, foi centrifugado a 1259 x g, 4 °C
por 20 min, redissolvido em solucdo 0,15 M de NaCl. Esse procedimento de
precipitagdo seguido de dissolucao foi repetido 3 vezes para aumentar a pureza do
AH. Posteriormente, acido tricloroacético (1%) foi adicionado a solucao resultante de
AH até atingir pH 2,0 e foi mantida por 1h a 4°C. A solucéo foi centrifugada a 7744 x
g, 4 °C por 30 min. O sobrenadante foi dialisado por 48 horas com 6 trocas de agua.

O produto da dialise foi congelado e liofilizado.

4.2.9 Produc&o de Filmes de Alcool Polivinilico e Acido Hialurénico

O AH produzido nas condicoes apresentadas na fermentagédo 8 foi
purificado, caracterizado e utilizado para a producdo de filmes. Os filmes foram
preparados usando PVA, acido hialurénico microbiano e glicerol (plastificante). Para
cada experimento, os filmes foram preparados com concentragéo (2,0 g/100 g de
solucao filmogénica) de sélidos (PVA + AH) e concentracédo de glicerol (25 g/100 g de
sélidos) fixa. Quatro diferentes niveis de AH foram adicionados a solucéo filmogénica:
0, 5,10 e 15 g AH/ 100 g sdlidos, 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 formulagcBes descritas na Tabela 8. PVA e glicerol foram adicionados a agua
destilada e mantidos a 95°C por 30 minutos com agitacdo manual. Apés gelatinizacao,
solucéo de PVA foi arrefecida até cerca de 70 °C e misturada com a solucdo de AH
durante 30 min. As solucbes filmogénicas foram vertidas sobre placas acrilicas
circulares (0,63 g de solucéo filmeogénica / cm?) e foram secas a 30 °C em estufa
com circulagdo de ar, modelo TE-394-3 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) a um peso
constante (aproximadamente 30 h). Os filmes translicidos 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 caracterizacao.
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Tabela 8 - Formula¢des empregadas para o preparo de 500 g de solugédo filmogénica.

Formulacbes PVA (9) AH (9) Glicerol (g) Agua (9)
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 Caracterizacdo do Acido Hialurénico e dos Filmes

O acido hialurdnico obtido nas fermentacdes em biorreator foi caracterizado
guanto 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 padréo.

Os filmes foram caracterizados quanto a biodegradabilidade (solubilidade
e intumescimento), microestrutura (MEV), propriedades mecéanicas e de barreiras
(permeabilidade ao vapor de 4gua), 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 cromatografo de excluséo
estérica de alta pressdo acoplada ao detector de indice de refracdo (HPSEC/RID),
marca SHIMADZU modelo RID 10A. O sistema de cromatografia consistiu em uma
bomba de HPLC (Modelo Shimadzu-10 AD), uma vélvula de injecdo manual
(Shimadzu) equipada com um loop de 200 pL e colunas Ultrahydrogel (7.8 x 300 mm)
dispostas em série com limites de exclusdo diferentes conectados em ordem de
diminuicdo do tamanho dos poros 7 x 108,4 x 10°, 8 x 10* e 5 x 10° Da correspondente
ao Ultrahydrogel (Waters) 2000, 500, 250 e 120, respectivamente. A fase moével foi
NaNOsz 0,1 M com azida de sédio (0,03%) e taxa de fluxo de 0,6 mL.min-t. A andlise
de dados foi realizada usando o software de solugéo LC (Shimadzu Corporation). Uma
curva padrao 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 Determinagéo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi estimada utilizando 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) (Sigma-Aldrich Brasil Ltd.). Resumidamente, 300 uL da solu¢ao de DPPH 0,1
mM em etanol foi adicionada a uma amostra de 1 mL em concentra¢cdes de 0,2-1,0
g.L'L. A mistura foi deixada em repouso durante 30 min a temperatura ambiente. A
absorvancia foi medida a 517 nm contra um branco (agua em vez de amostra e etanol
em vez de DPPH). A percentagem de atividade foi calculada conforme equacéo 1:
Ay — (A, — 4y)

(%) = 7, x 100

(Eq.1)

em que Ao € a absorvancia do controle (agua em vez da solucdo da amostra), A1 € a
absorvancia da amostra e Az é a absorvancia da amostra em condi¢des idénticas a
A1 com etanol em vez de solucdo de DPPH. O &cido ascoérbico (Sigma-Aldrich Brasil
Ltd.) foi utilizado como padréo para o ensaio (SRIKANTH et al., 2015).

4.2.10.3 Determinagéo da atividade antimicrobiana

4.2.10.3.1 Cultivo das cepas bacterianas

As cepas E. coli e S. aureus foram cultivadas em meio agar Mueller-Hinton
e S. mutans e S. pyogenes em meio BHI agar a 37 °C por 18 a 24 h.

Apos crescimento as coldnias foram transferidas para solucédo salina 0,9 %
e ajustadas para 5 x 108 UFC, usando padrdo MacFarland e diluidas em meio BHI ou
MH até obter 5 x 108 UFC.

4.2.10.3.2 Ensaio de Microdiluicdo em Caldo (MIC)

Primeiramente foi avaliada a atividade antimicrobiana dos compostos em
separado. O AH produzido (fermentacgéo 8) e o padréo de hialuronato de sdédio foram
estudados nas concentragées de 4 a 0,031 mg.mL; mel de Scaptotrigona bipunctata
variando de 10 a 0,12% (v/v); 6leo de orégano de 4 a 7,8 x 10° % e eugenol de 1 a

0,031%. Para a diluicdo 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
microdiluicdo em placas de 96 pocos (CLSI, 2012). Aliquotas de 50 pyL das amostras
diluidas em meio foram transferidas para placas de 96 poc¢os e adicionadas 50 pL das
solucdes celulares. Apos 24 h de incubacéo a 37 °C, o MIC foi definido como a menor
concentracéo de agente antimicrobiano que inibiu o crescimento visivel.
Posteriormente, para avaliar a interacdo entre a amostra de AH e mel de
Scaptotrigona bipunctata, 6leo de orégano, ou eugenol, foram utilizados ensaios de
microdiluicio com duplo gradiente antimicrobiano. Nesta etapa a concentracao
estudada do AH foi de 1 a 0,031 mg.mL* e dos demais compostos como descrito na
etapa anterior. A microdiluicéo foi realizada em placas de 96 pocos em triplicata de

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

4.2.10.4 Espectroscopia no ultravioleta e visivel (UV-Vis)

O AH foi diluido em &agua deionizada (1,0 g.L!) e analisado por
espectrofotometro de varredura UV-Vis (Biochrom Libra s22) a 25 °C variando A de

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

4.2.10.5 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

A andlise estrutural do AH foi avaliada através de RMN no Laboratério de
Espectroscopia da central multiusuario de laboratorios de pesquisa da Universidade
Estadual de Londrina. Os espectros de 13C da amostra de AH, obtido na fermentacgéo
8, e do padrdo de AH foram obtidas a 24°C e 100,6 MHz utilizando a técnica de
polarizacdo cruzada no angulo magico a partir de amostras finamente pulverizadas
(OLIVEIRA et al., 2017).

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

Acido hialurénico produzido e amostras pulverizadas dos filmes foram
incorporados a 100 mg de KBr, submetidas a alta pressao para producéo de pastilhas.
A andlise FT-IR foi realizada usando um instrumento Shimadzu-8400 FT-IR (Japao)

no Laboratdrio de Espectroscopia da central multiusuario de laboratérios de pesquisa
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da Universidade Estadual de Londrina. As afericdes foram realizadas em triplicata, e
100 varreduras foram executadas na faixa espectral de 4000-400 cm™. A resolucéo

espectral foi de 4 cm*.

4.2.10.7 Colorimetria diferencial de varredura (DSC)

As andlises de DSC foram realizadas em um calorimetro Shimadzu DSC
60 (Japao) no Laboratorio de Espectroscopia da central multiusuéario de laboratérios
de pesquisa da Universidade Estadual de Londrina. Aproximadamente 3,0 mg de cada
amostra foram colocados em recipientes de platina proprios do equipamento.
Amostras de AH, PVA e filmes foram aquecidos de 10 a 300 °C com taxa de
aquecimento de 5°C.mint e atmosfera de hélio. Um cadinho vazio foi usado como
referéncia. A temperatura de transicédo vitrea (Tg) correspondeu a temperatura a qual
ocorreu inflexdo basal. As amostras foram submetidas a duas varreduras, e o0s
resultados da segunda varredura foram utilizados para o célculo de Tg e tracar os

termogramas.

4.2.10.8 Analise termogravimétrica (TGA)

As andlises termogravimétricas (TGA) foram realizadas em equipamento
Shimadzu, modelo TGA-50 (Jap&o), sob atmosfera de N2 (50 mL.min%), no
Laboratdrio de Espectroscopia da central multiusuério de laboratérios de pesquisa da
Universidade Estadual de Londrina. As amostras (aproximadamente 10 mg) foram
aquecidas de 30 a 600°C com taxa de aguecimento de 10°C min-1. A perda de peso
(%) foi avaliada considerando o peso residual a 600°C. Para cada amostra, a
temperatura maxima de degradacédo (Tmax) € a temperatura na qual 10% do peso foi
perdida (T9eo0) foram determinadas.

4.2.10.9 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada utilizando um micrémetro manual
Mitutoyo (S&o Paulo - Brasil) com uma precisédo de £ 1 ym em 10 posi¢des escolhidas
aleatoriamente no filme. O desvio padrdo médio da espessura do filme foi de

aproximadamente 5% da espessura média.
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4.2.10.10 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As andlises de MEV foram realizadas no Laboratério de Microscopia
Eletronica e de Microanalise da central multiusuéaria de laboratorios de pesquisa da
Universidade Estadual de Londrina utilizando um microscopio eletrénico JEOL JSPM
100 (Japao). As amostras dos filmes foram fixadas em taldes de bronze usando fita
adesiva de dupla face e depois revestidas com uma camada de ouro (40-50 nm) para
permitir a visualizacdo em superficie e em secdo transversal. Todas as amostras

foram examinadas usando uma tenséo de aceleracao de 20 kV.

4.2.10.11 Solubilidade

As andlises 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 circulacédo 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 4gua destilada,
estes frascos foram vedados e agitados a 50 rpm, 25 °C por 24 h em incubadora orbital
(Shaker Marconi MA 420). ApOs este periodo, as amostras foram removidas
cuidadosamente e secas em estufa com circulacdo de ar por 24 h a 60 °C, para
determinar a massa do material ndo solubilizado (peso final). A solubilidade foi
expressa por porcentagem de material seco solubilizado, solubilidade (%) =

((pi — pfr)/pi) X 100; sendo pr a massa final da amostra e pi € a massa inicial da

amostra, ambos em base seca.

4.2.10.12 indice de intumescimento (SI)

O indice de intumescimento foi determinado em agua destilada a 37°C. Os
filmes foram cortados (aproximadamente 1 cm?), 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 agua destilada, incubadas a 37
°C e pesadas novamente (pi) em intervalos de intervalo especificos (1, 10, 60 e 120

min). O indice de inchaco foi determinado a partir de Sl (%) = [(ps — pi) / pi] x 100.
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4.2.10.13 Permeabilidade ao vapor de 4gua

A permeabilidade ao vapor de &agua foi determinada pelo método
gravimétrico de acordo com as normas da Sociedade Americana de Testes e
Materiais (ASTM E96-00, 2000) com modificacdes. Cada amostra de filme foi selada
sobre uma abertura circular de 0,00181 m? em uma capsula de permeacdo e
armazenada a 25 °C em dessecador. Para manter um gradiente de umidade relativa
(UR) de 75% atraveés do filme, foi colocado cloreto de célcio anidro (0% de UR) dentro
da célula, e uma solucdo saturada de cloreto de sédio (75% UR) foi utilizada no
dessecador. ApOs a estabilizacdo do sistema (aproximadamente 2 h), a célula foi
pesada a cada 2 h por 48 h. AlteracBes no peso das células foram registados para o
mais proximo de 0,0001 g e representada graficamente como uma fung¢édo do tempo.
A inclinagcéo de cada reta foi calculada por regressao linear, e a taxa de transmisséo
de vapor de 4gua (TVA) foi calculada a partir da inclinacdo da linha reta (g/s) dividida
pela area de transferéncia (m?). Apds os testes de permeacéo, a espessura do filme
foi medida e a taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) (g.Pal.st.m?) foi
calculado como TPVA =[TVA/S (Ri- R2)]d, onde S é a presséo de vapor de saturacao
de 4gua (Pa) a temperatura de teste (25 °C); R1 € a UR no dessecador; Rz € a UR na
célula de permeacdo; e d € a espessura do filme (m). Nestas condic¢des, a forca motriz
[S (R1- R2)] foi de 1753,55 Pa. Todos os testes foram realizados em triplicata.

4.2.10.14 Propriedades mecéanicas

As propriedades mecanicas foram determinadas utilizando um analisador
EMIC DL 2000 (Brasil), de acordo com o método estabelecido pela ASTM D882-02
(ASTM D882-02, 2002). A resisténcia maxima a tracdo, elongacdo na ruptura e o
modulo de elasticidade foram calculados a partir das curvas tensdo-deformacao,

utilizando os resultados de pelo menos cinco testes para cada amostra.

4.2.11 Hidrélise do Acido Hialurdnico

A hidrélise do AH foi realizada de acordo com Tgmmeraas e Melander
(2008). Acido hialurdnico obtido da fermentacéo 8 foi diluido a 10 g.L* em HCI 0,2 M

e mantido a 80 °C em banho de 6leo. 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 (solugéo 1 M). Posteriormente,
as amostras foram filtradas em membranas de 1000 Da. A solucéo filtrada foi
congelada, liofilizada e o AH quantificado.

Para a dessalinizacdo da amostra, a cada 1 g da amostra hidrolisada e
liofilizada foi adicionado 30 mL de solugéo de etanol 80%. A solugéo foi centrifugada
a 9956 x g por 5 min. Para o precipitado obtido foi realizado mais dois ciclos de

precipitacdo com etanol. A amostra foi liofilizada e o AH quantificado.

4.2.12 Avaliacéo da Eficacia in vivo do Acido Hialurénico em Formulacées Topicas

na Reducéo dos Danos Cutaneos Induzidos pela Irradiagcdo UVB

Duas formulag@es topicas foram estudadas para avaliar a eficacia in vivo
do AH na reducéo dos danos cutaneos induzidos pela irradiacdo UVB. Formulacéo 1,
a base de Polawax® (Tabela 9), e formulacéo 2, 50% (v/v) propilenoglicol: &gua. Acido

hialurénico hidrolisado foi adicionado nas formulac6es em concentracfes de 1, 3 e 5%

(9/9).

Tabela 9 - Formulagéo tépica a base de Polawax®

Fase Constituinte %
A (fase oleosa a quente) POLAWAX 10
B (fase aquosa a quente) Prggllljzno 815 5
. Triglicerideos 3
C (fase a frio) Phenonip (conservante) 0,8

Para a avaliacdo da eficacia do AH nos testes in vivo foram utilizados
camundongos fémeas de linhagem HRS/J, sem pelo, pesando em média 30 g. Estes
foram mantidos no Biotério do Centro de Ciéncias da Saude/UEL. Lampada UVB
fluorescente modelo PHILIPS TL/12 40W RS foi utilizada nos experimentos para
inducdo das lesdes foto-oxidativas. Os camundongos foram colocados a 20 cm de
distancia da lampada UVB e expostos a radiacdo a temperatura ambiente. A dose de
radiacdo utilizada para inducdo da inflamacgéo e do estresse oxidativo foi de 4,14
Jicm?. Os animais foram tratados com 0,5 g de formulacdo 12, 6 horas, 5 minutos

antes da radiagao e 30 minutos depois da irradiagéo. Os grupos controle ndo irradiado
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e irradiado sem tratamento foram incluidos no teste. A eutanasia com éter etilico
ocorreu apos 12 horas da exposi¢cdo dos animais tratados a radiacdo UVB. A pele do
dorso foi retirada, limpa, lavada com cloreto de sédio 145 mM e armazenada a -70 °C
para as analises subsequentes. Somente a avaliacdo do edema foi realizada no
mesmo dia da coleta.

Avaliou-se a diminuicdo do edema cutaneo de acordo com Boller et al.
(2010); reducdo da migracdo de neutréfilos pela atividade de mieloperoxidase
conforme Campanini et al. (2013), inibicdo da deplecdo do GSH de acordo com
Srinivasan, Sabitha e Shyamaladevi (2007) e avaliacdo do poder antioxidante de
reducdo férrica (FRAP) e radical ABTS através da técnica descrita em Katalinic et al.
(2005). O projeto seguiu as normas do Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da UEL conforme registro 168/2014.

4.2.13 Andlise Estatistica

A andlise estatistica 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 equacao foi

expressa pelo coeficiente de determinacdo ajustado RZ e sua significancia

ajustado
estatistica foi avaliada pelo teste F. Os pressupostos dos modelos, normalidade e
homogeneidade de variancia dos residuos, foram avaliados pelo teste de Shapiro-Wilk
(SHAPIRO; WILK, 1965) e teste de Breusch-Pagan (BREUSCH; PAGAN, 1979) e

analise grafica, respectivamente.
4.2.13.1 Ensaio fatorial fracionado e delineamento composto central rotacional
As variaveis respostas do ensaio fatorial fracionado e do delineamento

composto central rotacional foram descritas conforme func¢éo polinomial de segunda

ordem (Equacgéo 2):
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K K k-1 k
Yij = Bo + Zﬁixi + Zﬁiixiz +z 2 Bij xixj + €;j
i=1 i=1

i=1 j=i+1

(Eq.2)

em que y;; € a resposta predita, B sdo os parametros cujos valores devem ser

determinados, i e j variam de 1 a k variaveis, xi e xj sdo as variaveis independentes

definidas em escala codificada, e €;; € o termo de erro aleatdrio. As estimativas dos

parametros neste modelo de regressdo estdo relacionadas com as estimativas de

efeito (MONTGOMERY, 2013). A significancia dos parametros e suas interacdes
foram testadas pela analise de variancia (ANOVA) e teste t.

4.2.13.2 Regressao logistica

O perfil da producédo de acido hialurénico, biomassa, acido latico e acético

em biorreator foram modelados usando regressao nao linear logistica (Equacao 3):

P = Ppax/(1 + exp[(xo — x)/k])

(Eq.3)
em que Pmax € 0 valor maximo assintotico de biomassa, &cido hialurénico, latico ou
acético (g.L?), k é o parametro de escala numérica no eixo de entrada e xo 0 valor x
no ponto de inflexdo da curva (PINHEIRO; BATES, 2000). A significancia dos

parametros foram testadas pelo teste t.
4.2.13.3 Comparacédo de médias

Para comparacdo de médias foi utilizado o teste de Tukey ao nivel de

significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho estdo apresentados em forma de

artigos cientificos, patente e resultados complementares:

Artigo 1: “Factorial Design in Fermentation Medium Development for
Hyaluronic Acid Production by Streptococcus zooepidemicus” ser4 submetido ao
periodico Brazilian Journal of Chemical Engineering de acordo com as normas da
revista (http://www.scielo.br/revistas/bjce/iinstruc.htm). Nesse artigo estdo descritos
os resultados das fermentagbes 1 e 2.

Patente: “Processos Biotecnoldgico Utilizando Melago de Cana-de-acucar
para Producéio de Acido Hialurénico Microbiano”, depositada junto ao INPI na data de
02/08/2016, sendo seu numero de proceso BR 10 2016 017870 3. Nessa patente esta

descrito o resultado da fermentacéo 3 e a caracterizacdo 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 estao

descritos os resultados da fermentacéo 4 a 8 e a caracteriza¢do 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 estdo descritos os resultados referentes aos filmes de AH e alcool

polivinilico.

Resultados Complementares: resultados referentes ao crescimento de
Streptococcus em meio BHI (método descrito em 4.2.4); fermentacdo 9 (método
descrito em 4.2.6.2.5), espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)
(método descrito em 4.2.10.5), atividade antimicrobiana (método descrito em

4.2.10.3), hidrélise do AH (método descrito em 4.2.11) e avaliagdo da eficacia in vivo
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do &cido hialurébnico em formulagcbes topicas na reducdo dos danos cutédneos
induzidos pela irradiacdo UVB (método descrito em 4.2.12).
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5.1 ENSAIO FATORIAL NO DESENVOLVIMENTO DO MEIO DE CULTIVO PARA
PRODUCAO DE ACIDO HIALURONICO POR Streptococcus zooepidemicus

FACTORIAL DESIGN IN FERMENTATION MEDIUM DEVELOPMENT FOR
HYALURONIC ACID PRODUCTION BY Streptococcus zooepidemicus

Nicole Caldas Pan, Guilherme Biz; Cristiani Baldo, Maria Antonia Pedrine Colabone
Celligoi
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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* of
yeast extract and sucrose and 0.6 g L 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.
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, MgSOs4 and K2HPOa4. 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
etal., 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' HA when added glutamine and arginine at the concentration of 2.0 g L™X. 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™): sucrose, 10 - 50; yeast extract,
10 - 50; glutamate, O - 0,6; glutamine, 0-0,6; oxalic acid O - 0,6; K2HPOa, 2,5; NaCl, 2,0
and MgS04.7H20, 1,5.

Fractional Factorial Design

Fractional factorial design 2°>! 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 of yeast extract and sucrose and 0.6 g L of
glutamate, glutamine and oxalic acid. Fermentation was performed at 8.0 pH that was
controlled by 8 mol L of NaOH solution. The temperature was maintained at 37 °C,
the rotation at 100 rpm and the aeration rate at 0.5 vwvm. 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 A = 600 nm and correlated to the
biomass curve in g Lt. For the HA, lactate and acetate quantifications, the culture
supernatant samples were filtered (0.45 uym pore size, Millipore) and 20 uL 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 x 300 mm column (Shodex, Japan) at 40°C with a 0.1 M NaNOs mobile
phase and a 1 mL min flow rate. Lactate and acetate were evaluated using an Aminex
7.8 x 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** H2SO4 solution with a 0.7 mL min~* 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 R? 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:

K K k-1 k
Yij = Bo+ Zﬁixi + Zﬁiixiz +Z 2 Bij xixj + €;j
i=1 i=1

i=1 j=i+1

(Eq.1)
in which y;; is the predicted response, 8 are unknown parameters that will be estimated

from the data in the experiment, i and j range from 1 to k variables, xi and x; are the
independent variables defined on a coded scale from -1 to +1, and ¢;; 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 = Prax/(1 + exp[(xo — x)/k])
(Eq.2)

where Pmax is the maximum asymptotic value of biomass, hyaluronic acid, lactate or
acetate production (g L), k is the numeric scale parameter on the input axis, and xo 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 the concentration of sucrose (X1), yeast
extract (X2), glutamate (Xs), glutamine (X4) and oxalic acid (Xs) 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.



75

Table 1 — Fractional factorial design 251 for the production of hyaluronic acid, lactate, acetate and
biomass by Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920 in different concentrations of sucrose (x1), yeast
extract (xz2), glutamate (xs), glutamine (x4) and oxalic acid (xs).

Factor levels

Variable Responses

Runs Hyaluronic acid Lactate  Acetate  Biomass
X1 X2 X3 X4 X5
(gL gLy  (@L? (gL
1 -1 -1 -1 -1 +1 0.302 2.611 1.002 0.928
2 +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 0.350 3.175 0.870 1.020
10 +1 -1 -1 41 +1 0.344 2.931 0.960 1.040
11 -1 +1 -1 41 +1 0.547 8.484 1.467 1.745
12 +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 0O 0 O 0.562 5.678 1.038 1.666
19 0 0 0O 0 O 0.491 6.081 0.976 1.750
20 0 0 0O 0 O 0.463 5.919 1.033 1.626
Coded levels
Symbols Factors

-1 0 +1

(X1) Sucrose (g L1) 10 30 50

(X2) Yeast extract (g L?) 10 30 50

(X3) Glutamate (g L) 0.3 0.6

(Xa) Glutamine (g L) 0.3 0.6

(Xs) Oxalic acid (g L) 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 *
X22 -0.232 0.035 -6.576 <0.0001 *

Regression: p<0.0001; R? = 0.9771; R2adjusted = 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), followed by glutamine (0.106
g L1). 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 yeast extract and 0.6 g L 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
Xa 0.053 0.015 3.675 0.00366 *
Xs 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; R?= 0.8170; R?adjusted = 0.6839; lack-of-fit:p=0.2970; *significant factors (p<0.05);
X2 = yeast extract; xs3 = glutamate; x4 = glutamine; xs = 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 (xz); b) glutamine (x4) and yeast
extract (xz); c) oxalic acid (xs) and glutamate (xs); d) oxalic acid (xs) and glutamine (xa). Variables when
fixed were in the central point.
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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™* and 0.836 to 1.887 g L, respectively.
The ANOVA of the model obtained to describe the lactate synthesis showed
determination coefficient (R?) 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 *
Xs 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 4734 0.00148 *
X5:X3 -0.278 0.103 -2.688 0.02758 *

Regression:p<0.0001; R? = 0.9865; RZadjusted = 0.9680; lack-of-fit: p=0.0560; *significant factors (p<0.05);
X1 = SUCrose; Xz = yeast extract; xs = glutamate; x4 = glutamine; xs = 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
Xs 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; R?=0.7201; R?adjusted = 0.5569; lack-of-fit: p=0,0626; *significant factors (p<0.05);
X1 = SUCrose; Xz = yeast extract; xs = glutamate; xs = 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 of sucrose and yeast extract and
0.6 g L of glutamate, glutamine and acid oxalic. The value predicted by the model in
this condition was 0.640 g L't 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 R? 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
Xo 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 (Figure 2A).
There was a 34% increase in the polymer production compared with predict value in
shake flask (0.640 g L?). 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't and 2.503 g L%, 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.
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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™ sucrose and yeast extract and 0.6 g L 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 Lt compared to 0.640 g L in shake flask.
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5.2 PROCESSO BIOTECNOLOGICO UTILIZANDO MELAGO DE CANA-DE-
ACUCAR PARA PRODUCAO DE ACIDO HIALURONICO MICROBIANO
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PRODUCTION OF MICROBIAL HYALURONIC ACID
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Palavras-chave: Acido hialurénico, Streptococcus zooepidemicus; melaco de cana-de-

acucar

3. AREA/SUB-AREA/ESPECIALIDADE DA INVENCAO (SE SOUBER): biotecnologia

4. CAMPO DA INVENCIN\O. ESTA INVENCI\O DIZ RESPEITO FUNDAMENTALMENTE
A: A presente invencdo refere-se a producao de acido hialurénico por Streptococcus

zooepidemicus em melago de cana-de-acglcar visando a economia e o aumento na

produgao do polimero.

5. ANTECEDENTES DA INVENCAO

5.1. Descreva o problema ou desafio técnico que a presente invencado se
propoe a solucionar: O acido hialurénico (AH), maior componente da matriz extracelular,
€ um glicosaminoglicano ndo sulfatado composto de unidades dissacaridicas de acido D-
glicurdnico e N-acetilglicosamina. Em humanos, o AH estd presente em todos os tecidos
sendo abundante no humor vitreo, corddo umbilical, fluido sinovial, valvulas cardiacas e
tecido esquelético. Dentre as fungOes bioldégicas do polimero destaca-se a de
preenchimento, hidratacao, lubrificacao das articulagbes, e fornecimento de uma matriz
para a adesao e migracao celular estimulando a proliferacao tecidual (LIANG; JIANG;
NOBLE, 2016). Adicionalmente, o AH é um polimero biodegradavel e ndo imunogénico que
apresenta propriedades hidrofilicas e viscoelasticas (TRIPODO et al., 2015). Devido as
favoraveis caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas, o AH é amplamente utilizado em
aplicagbes biomédicas, como no tratamento de osteoartrite (YU et al., 2014), cirurgia
plastica (WU et al., 2016), cirurgia oftalmoldgica (KRETZ; LIMBERGER; AUFFARTH, 2014),
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reparo tecidual (WU et al., 2015), na formulacdo de microcapsulas para liberacao
controlada de farmacos (YANG et al., 2015) e em cosméticos (ITO, 2014).

O polimero disponivel comercialmente pode ser obtido por extracdo animal ou
producdo microbiana. Na extracdo animal o polimero se encontra complexado com
proteoglicanos, necessitando de processos de extracao e purificagdo que podem encarecer
o produto final. Além disso, a utilizacdo de compostos bioquimicos derivados de animais
para terapéuticas humanas ndo sao recomendados devido aos riscos de contaminagao viral
e de outros agentes infecciosos. Portanto, a extracao do acido hialuronico de tecido animal
vem sendo substituida pela producdo 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 nitrogénio e de carbono
(VAZQUEZ et al., 2010), reduz a competividade comercial do AH microbiano. Logo, faz-se
necessario encontrar substratos mais baratos para reduzir o custo de producgao do polimero
(AMADO et al., 2016).

5.2. Descreva as conhecidas solugoes ja existentes ao problema ou desafio,
seus limites e deficiéncias: A possibilidade de utilizar recursos agricolas e residuos
industriais como matérias-primas alternativas para producdo de AH microbiano é pouco
explorada. Uma simples analise de custo estima que a utilizacgdo de meios de cultivo
formulados com subprodutos pode reduzir em mais de 50% o custo do processo, quando
comparada com as fermentacées em meios sintéticos. O soro de leite, subproduto da
fabricagdo de queijos, demonstrou ser um substituto adequado as peptonas comerciais na
producao do polimero (AMADO et al., 2016). Peptonas geradas a partir de residuos da
pesca também sdo substratos de alto valor para os processos fermentativos (VAZQUEZ et
al., 2015). Dentre os derivados agricolas ja estudados para a producdo, tém-se o suco de
caju, proteina de soja, melago 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
producdao de AH de baixa massa molar devido a alta concentracdo de vitaminas do

complexo B e acido ascorbico na composigdo nutricional do fruto (OLIVEIRA et al., 2013).

5.3. Descreva como sua invencao supera estes limites e deficiéncias,
destacando suas vantagens e ganhos: O desenvolvimento industrial € um fator

importante para a economia de um pais. Contudo, diretamente proporcional ao

crescimento industrial, urbano e populacional, tém-se a elevada geracdo de residuos e
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subprodutos industriais que podem causar riscos ao meio ambiente e a saude (KAUR et
al., 2014). A utilizacdo de residuos e subprodutos agroindustriais em bioprocessos nao
somente representa substratos alternativos para a producdo de biomoléculas, mas também
contribui com o meio ambiente (SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003).

Melaco de cana-de-aclcar, subproduto da fabricacdo de acglUcar, vem sendo
estudado como uma matéria-prima de baixo custo em processos fermentativos. Esse
substrato tem sido utilizado para a producdo de etanol (MURUAGA et al., 2016), goma
xantana (FARIA et al., 2011), celulose (CAKAR et al., 2014), goma velana (Al et al., 2015),
orinitina e acido succinico (XU et al., 2015). A elevada aplicacdo do melago de cana-de-
acucar se deve a alta concentracdo de sacarose, glicose, frutose e uma grande variedade
de sais e fontes de nitrogénio, que sdo essenciais ao metabolismo microbiano (OLIVEIRA
et al., 2007; XU; XU, 2014).

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de aclcar, sendo responsavel por
aproximadamente 20% das produgdes e 40% das exportagcdes. Em média, considerando a
ultima década, o pais produziu 33.613 mil toneladas de agucar, sendo que a ultima safra
2015/2016 foi de 33.928 mil toneladas (UNICA, 2016). Logo, considerando que para 1
tonelada de agucar processado, 0,3 toneladas sdao descartadas (LI et al., 2015), estima-se
gue no Brasil 10 milhdes de toneladas de melago de cana-de-aglcar sdo gerados
anualmente. Portanto, além de ser uma matéria prima de baixo custo e rica em nutrientes,
o melaco de cana-de-agucar é gerado em elevado volume no pais o que o torna uma

matéria-prima vidvel para a aplicagao biotecnoldgica.

As inUmeras aplicacdes do AH justificam os esforcos na busca por uma produgao
economicamente vidvel e sustentavel. A producdo de acido hialur6nico utilizando melago
de cana-de-acglcar vem sendo estudada por nosso grupo, e mostrou ser uma fonte de
carbono promissora para a producao do polimero. Dessa forma, a presente invengao
refere-se a um novo processo biotecnoldgico utilizando melago de cana-de-aglcar para
producado de acido hialurénico em biorreator por Streptococcus zooepidemicus. A producao
do polimero em melago de cana-de-aglcar superou a obtida em sacarose, demonstrando
o alto valor do substrato e a eficiéncia do processo desenvolvido. O AH produzido em
melago de cana-de-aglcar foi caracterizado, comprovando a qualidade do produto e a

elevada atividade antioxidante.
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6. DESCRICAO DETALHADA

6.1. Descreva detalhadamente a invencdao 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 Colegao

Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e Industria — CBMAI.
Preservacdo do microrganismo e indculo

A cultura de Streptococcus zooepidemicus foi mantida em solucgao salina contendo
50% de glicerol a -80°C. O indculo foi preparado transferindo 1 mL desta cultura para
Erlenmeyers de 125 mL contendo 25 mL do meio de infusdo de cérebro e coragdo (BHI)
a 37°C e 150 rpm por 48 h.

Clarificacdo do Melaco de cana-de-agucar

Melaco de cana-de-agucar foi diluido para 15% (m/v) de aglcares totais (Dubois
et al., 1956) com agua destilada, centrifugado (9.956 x g, 4°C 15 min), tratado com
carvao ativado 12% a 70°C em constante agitacdao por 1 h, centrifugado novamente e
filtrado (Whatman, n° 1).

Fermentacoes

A producdao de AH em melago de cana-de-agucar 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'!): melago de cana-de-agucar clarificado, 50 de acguUcares totais
(Dubois et al., 1956); extrato de levedura, 50; glutamina, 0,6; glutamato, 0,6; acido
oxalico, 0,6; K2HPO4, 2,5; NaCl, 2,0 e MgS04.7H20, 1,5. Melago de cana-de-aglcar e
MgSO4 foram autoclavados em separado. O meio foi inoculado com 10% v/v. O pH foi
controlado em 8,0 pela adicao de NaOH 10 mol/L e a temperatura foi mantida a 37°C.

A taxa de aeracgao foi de 0,5 vvm e agitagao de 100 rpm. Amostras foram retiradas a

cada 2 horas, durante 24 h. O cultivo foi interrompido por centrifugagao a 9.956 x g por
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15 min, a 4°C. Do sobrenadante foi avaliada a concentracao de acido hialurdnico, latico,

acético, formico e etanol.

As concentracdes utilizadas de melaco de cana-de-acucar, extrato de levedura,
glutamina, glutamato e acido oxalico foram definidas de acordo com estudo prévio em
gue as concentragdes de sacarose (10; 30; 50 g.L') (X1), extrato de levedura (10; 30;
50 g.L'!) (X2), glutamato (0; 0,3; 0,6 g.L ') (X3), glutamina (0; 0,3; 0,6 g.L™!) (X4) e
acido oxalico (0; 0,3; 0,6 g.L'!) (Xs) foram avaliadas por planejamento fatorial fracionado
261 com 4 pontos centrais totalizando 20 ensaios (Tabela 1). Os fatores e os niveis das
variadveis 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!): KoHPO4, 2,5; NaCl, 2,0 e MgS04.7H20, 1,5; pH inicial 8,0 a
37°C e 100 rpm por 24h. Sacarose e MgS0O4 foram autoclavados separadamente. O meio
foi inoculado com 10 % (v/v). O cultivo foi interrompido por centrifugacdo a 9956 x g
por 15 min a 4°C. No sobrenadante foram quantificados os acidos hialurénico, latico,
acético, formico e etanol. A resposta concentracdo de acido hialurénico em g.L! obtida
no experimento realizado foi analisada pelo programa Statistica 9.0 para analise de
varidncia (ANOVA) ao nivel de significancia de 5%, e metodologia de superficie de
resposta (MRS) para otimizagdo da producdo. O modelo codificado (y=0,0453+0,051x>"
+0,024x3+0,059%x4"+0,029x1x3"-0,037x2x3"+0,041x3x4"+0,023x3xX5+0,023X4X5)
explicou 87% dos resultados esperados e foi utilizado para gerar a superficie de resposta
(Figura 1). O modelo ajustado indicou que a melhor condicdo para a producao de AH foi
de 50 g.L! de sacarose, 50 g.L ! de extrato de levedura, 0,6 g.L! de glutamina, 0,6 g.L"
! de glutamato e 0,6 g.L! de acido oxalico. A analise de varidncia mostrou que extrato
de levedura (x2) (p=0,0017) e glutamina (x4=0,0006) foram significativos para p<0,05.
Na melhor condicdo obtida por meio do planejamento fatorial fracionado (50 g.L! de
sacarose e extrato de levedura e 0,6 g.L! de glutamina, glutamato e acido oxalico) foram
realizados cultivos em biorreator com pH controlado e aeracdo de 0,5 vvm em sacarose
e em melago de cana-de-agucar. Considerando que aproximadamente 85% dos aglcares
totais do melago de cana-de agucar é sacarose, definimos a concentragao a ser utilizada
de melago de cana-de-agucar em 50 g.L!, concentragao estad definida como étima para

da sacarose.

Em biorreator, o AH foi produzido em sacarose e em melago de cana-de-aglcar

conforme as condigOes descritas anteriormente. Em melaco de cana-de-aglcar a
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producao de AH foi 3,14 vezes maior que a producdo maxima obtida em sacarose (Figura
2 e 3). Esses resultados mostram a eficacia do processo desenvolvido para a producao
de acido hialurénico em melaco de cana-de-acglcar. Devido ao baixo custo do melaco de
cana-de-acucar esta é uma estratégia promissora para a reducao do custo de produgao
do AH.
Tabela 1 - Producdo de acidos hialurdnico, latico, férmico e acético por Streptococcus
zooepidemicus variando a concentracdao de sacarose, extrato de levedura, glutamato,
glutamina e acido oxalico por planejamento fatorial fracionado 2(>-1
. Niveis dos Fatores Respostas
Ensaios Acido Acido Acido  Acido
(ordem . g ‘o L -
padrio)* X1 X2 X3 Xa xs hialurdnico latico formico acético
(g.L'Y) (gL (g.L'Y) (g.Lh)
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
- Niveis
Cadigos Fatores 1 0 ")
(X1) Sacarore (g.L 1) 10 30 50
(X2) Extrato de levedura (g.L™?) 10 30 50
(X3) Glutamato (g.L1) 0 0,3 0,6
(Xa) Glutamina (g.L?) 0 0,3 0,6
(Xs) Acido oxalico (g.L?) 0 0,3 0,6
(*) Os ensaios foram aleatorizados

Rod. Celso Garcia Cid, Km 380 - Campus Universitdrio — CP: 6022 - CEP: 86.051-990 - Londrina - Parand
Tel/fax: (43) 3371-5812 - www.intuel.org.br - e-mail: infuel@uel.lbr



(@)
Universidade HIAINTEC

= ’ ESTAdUAl dE LONdRiNA Agéncia de Inovacio - UEL

Escritério de Propriedade Intelectual

Os resultados obtidos também demonstraram que as condigGes de cultivo
influenciam diretamente na biomassa e sintese de acidos orgéanicos. A Tabela 1 mostrou
gue o acréscimo na concentragdo de extrato de levedura aumentou a producdo de acido
latico, sendo que em 10 g.L'! (Ensaio 1, 2, 5, 6, 13 e 16) esta variou de 2,661 a 3,821
g.L'l, em 30 g.L't (Ensaio 17, 18, 19 e 20) de 5,678 a 6,081 g.L'' e em 50 g.L! (Ensaio
3,4,7,8, 11,12, 15 e 16) de 4,103 a 9,688 g.L!. A concentragdao de acido latico e
acético aumentou quando comparado o ensaio em Erlenmeyer (Ensaio 16 — Tabela 1)
com a fermentacdo em biorreator e meio contendo sacarose (Figura 2). Acido férmico
somente foi detectado em cultivos em Erlenmeyer, o que indica que em biorreator a
enzima piruvato formato liase foi inibida devido a aeragdo. Etanol ndo foi observado nas
condicoes estudadas. Em melaco de cana-de-acglcar (Figura 2) a sintese de acido latico
e biomassa aumentaram 2,34 e 1,90 vezes, respectivamente, quando comparados a
fermentacao em sacarose. Logo, tem-se que o cultivo em melago de cana-de-aglcar

também favoreceu a biomassa e a sintese de acido latico.
Quantificagdo do acido hialurénico, latico, acético, formico e etanol

Para a quantificacdo dos acidos hialuronico, latico, acético, formico e etanol
amostras do sobrenadante foram filtradas em membranas de 0,45 um (Milipore) e
injetadas (20 uL) em cromatografo a liquido de alta eficiéncia (CLAE) equipado com
detector de indice de refracdo (Shimadzu RID - 20A). Para avaliacdo do acido hialuronico
foi utilizada coluna OHpak SB-806M HQ 80 x 300mm (Shodex, Japan), mantida a 40°C,
e solucdo de NaNO3 0,1 M a 1 mL.min"! como fase mdvel. Acidos latico, acético, férmico
e o etanol foram estudados utilizando coluna Aminex HPX — 87H 300 x 7,8 mm, mantida

a 60°C, e solugao de H2S04 0,005 mol.L! como fase mével a 0,7 mL.minL.
Separacdo do AH obtido em meio contendo melaco de cana-de-actcar

Para a caracterizacdo do AH, amostra obtida apds 24 h de cultivo em melago de
cana-de-agucar foi centrifugada (9,956 x g, 15 min, 4°C), e o sobrenadante livre de
célula foi precipitado com etanol na proporgdo de 1.5:1 (v/v) de etanol:sobrenadante a
4°C por 1 hora. O AH foi redissolvido em solugdo NaCl 0.15 mol.L™t. Trés precipitagoes
foram realizadas para aumentar a pureza do AH. Acido tricloroacético (1%) foi

adicionado até a solugdo de AH atingir pH 2,0 e esta foi mantida por 1 hora a 4°C. A
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solugao foi centrifugada a 7.744 x g a 4°C por 30 min. O sobrenadante foi dialisado por
48 h com seis trocas de agua destilada. O produto obtido na dialise foi liofilizado para a
caracterizacdo estrutural e antioxidante do AH produzido. Hialuronato de sdédio (Sigma-

Aldrich, Brazil Ltd.) foi utilizado como padrao.
Caracterizacdo do AH obtido em meio contendo melaco de cana-de-acucar

As anadlises de infravermelho com transformada em Fourrier (FTIR) foram
realizadas em comprimento de onda entre 4000 e 400 cm™ em espectrometro IR
PRESTIGE-21 (Shimadzu, Kyoto, Japan). As amostras foram comprimidas em discos de
KBr e trinta e duas varreduras com resolugdo de 4 cm™ foram calculadas e referenciadas

contra o ar.

O espectro de absorgdo UV-Vis foi avaliado utilizando espectrofotémetro
Biochrom Libra s22 entre 190-450 nm. Agua destilada foi usada como referéncia e para

diluicdo das amostras.

A atividade antioxidante foi estimada usando 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
(Sigma-Aldrich Brazil Ltd.). Para isso foi usado 300 pyL de DPPH 0.1 mM em etanol
adicionado a 1 mL de amostra nas concentracdes de 0.2 - 1.0 g.L™!. A mistura foi mantida
por 30 min em temperatura ambiente. A absorbancia foi mensurada a 517 nm contra

um branco (agua substituindo a amostra e etanol substituindo DPPH). A atividade

antioxidante foi calculada como (%)=[1-(A —A,)/ A]x100, onde A é a absorbancia

do controle (dgua substituindo a amostra), A: é a absorbadncia da amostra e A2 é a
absorbéancia da amostra nas mesmas condicdes de A1 com etanol substituindo a solugao
de DPPH.

Os espectros de FTIR (Figura 4) e UV-Vis (Figura 5) demonstraram que o AH
produzido em meio contendo melaco de cana-de-aglcar apresentou caracteristicas
estruturais similares ao AH comercial e a atividade antioxidante obtida para o AH
produzido foi de 63 % na concentracao de 1 g.L! (Figura 6). Portanto, o processo
biotecnoldgico desenvolvido demonstrou a possibilidade de produzir acido hialurénico
com caracteristicas desejadas as industrias biomédicas e cosméticas utilizando um

substrato de baixo custo, o melago de cana-de-agucar.
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7. DESENHOS E ESQUEMAS

7.1 Havendo desenhos e esquema que auxiliem na interpretacao da

invencdo anexe-os abaixo, com comentarios e explicagées para cada um dele

(A) (8)

B >065
W <065
<06
B <0.55
[]<05
B <045
<04

(AE) oW e, 0pRY
Glutamina (X,)

-1.0 -0.8 -0.6 -04 -0.2 00 02 04 06 08 1.0
Extrato de levedura (X;)

Figura 1. Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para producdao de acido

hialurénico por S. zooepidemicus relacionando glutamina (x4) e extrato de levedura (x2) e
fixando as demais variaveis no nivel +1.0.

(a) (B)
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Figura 2. Producgdo de acido hialuronico (¢), biomassa (o), acido latico (o), acido acético
(A) por S. zooepidemicus ATCC 39920 em biorreator nas condicbes otimizadas pelo
planejamento experimental em sacarose.
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Figura 3. Producdo de acido hialuronico (¢), biomassa (o), acido latico (o), acido acético
(A) por S. zooepidemicus ATCC 39920 em biorreator em melago de cana-de-acgucar (nas

condicdes pré otimizadas no meio de sacarose).

---  AH padrao — AH produzido

Transmitancia (%)

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 4. Espectro FTIR do acido hialurdnico padrdo e acido hialurénico produzido por S.

zooepidemicus ATCC 39920 em meio de melaco de cana-de-acucar.
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Figura 5. Espectro UV-Vis do acido hialurbnico padrao (A) e acido hialurénico produzido

(o) por S. zooepidemicus ATCC 39920 em meio de melago de cana-de-aculcar.
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Figura 6. Atividade antioxidante do acido hialurénico produzido por S. zooepidemicus ATCC

39920 em meio de melago de cana-de-agucar.
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Nome completo: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi

Depto. da UEL onde atua/estuda: Departamento de Bioquimica e Biotecnologia - CCE

Endereco 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 participacao na invencao: 42,5% Tempo de participacao: 5 anos

8.2. INVENTOR 2

Nome completo: Nicole Caldas Pan

Depto. da UEL onde atua/estuda: Departamento de Bioquimica e Biotecnologia — CCE

Endereco residencial completo: Rua Santos, 1130, apto 1001

Tel: (43) 88034632 e-mail: nicolepan.eq@gmail.com

Atividade na UEL: Doutoranda

Percentual da participacdao na invencao: 42,5% Tempo de participagcao: 5 anos

8.3. INVENTOR 3

Nome completo: Josiane Alessandra Vignoli

Depto. da UEL onde atua/estuda: Departamento de Bioquimica e Biotecnologia - CCE

Endereco residencial completo: : Av. José Gabriel de Oliveira, 915, apto 1502/ TII -
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Tel: (43) 9992 8110 e-mail: javignoli@uel.br

Atividade na UEL: Docente
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8.4. INVENTOR 4

Nome completo: Hanny Cristina Braga Pereira

Depto. da UEL onde atua/estuda: Departamento de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos

Endereco residencial completo: Rua Professor Jodo Candido, 875, apto 601, Londrina-
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Tel: (043) 98193603 e-mail: pereira.hanny@gmail.com

Atividade na UEL: Mestranda
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8.5. INVENTOR 5

Nome completo: Cristiani Baldo

Depto. da UEL onde atua/estuda: Departamento de Bioquimica e Biotecnologia - CCE
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Percentual da participacao na invencao: 5% Tempo de participacao: 1 ano

9. CONCEPCAO DA INVENCAO

9.1. Quando a invengao foi concebida? 2015

9.2. Ela ja foi descrita ou documentada? Sim [ ]| Ndo [X

9.3. Se sim, onde e de que forma (escrita, oral) foi realizada a primeira

descrigao?

9.4. A invencgao esta finalizada e com prototipo? Sim [X Ndo []

10. DIVULGAGCAO EXTERNA DA INVENCAO

10.1. Houve alguma divulgacao publica da invencao? Sim [] Nao X

10.2. Se sim, quando e como?

10.3. Neste caso, foi assinado um acordo de sigilo ou de nao-divulgacao?

Sim[ | Ndo [ ]

Obs: Se possivel, anexe uma cdpia da divulgacdo realizada.

12. PUBLICAGOES CIENTIFICAS E TECNICAS
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11.DIVULGAGAO INTERNA DA INVENGAO

11.1. Houve alguma divulgacao interna da invencao, por exemplo, para

alunos, funcionarios, docentes, palestra, eventos? Sim |:| Nio [X

11.2. Se sim, a divulgacdo foi tecnicamente detalhada? Sim [ | Nao [ |

Obs: Se possivel, anexe uma copia da divulgacao realizada.

12.1. Foram publicados artigos, nos quais um dos inventores aparece com
como autor, contendo informacdes suficientes para que uma pessoa com
conhecimentos na area possa reproduzir a invengao?

sim[_| Nao X

Obs: Se sim, anexe copias dos artigos.

13. COMUNICAGOES

13.1. Foram realizadas comunicacoes orais (palestras, aulas), no qual um
dos inventores aparece com como autor, contendo informacodes suficientes para
que uma pessoa com conhecimentos na area possa reproduzir a invengdo?

Sim [ | Nao [X

Obs: Se sim, anexe cdpias das comunicagoes.

13.2. Foram realizados comunicados da invengdo a imprensa, ou a jornais
internos da UEL, de empresas, de agéncias de fomento ou outro instrumento de
divulgacao? Nao

Obs: Se sim, anexe copias dos comunicados ou comentarios sobre eles

14. TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA (APLICAVEL AS INVENCOES DA UEL)

14.1. Se souber, faca uma lista de possiveis empresas nacionais e
internacionais que poderiam vir a se interessar pela invengdao, apods 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. DIVULGACOES FORA DA EMPRESA (APLICAVEL AS EMPRESAS)

15.1. Houve alguma divulgacao da invencgao fora da empresa, nas formas
escrita, oral ou expositiva? Ssim[_ | Ndo X

Obs.: Se sim, anexe cépias ou forneca detalhes das mesmas.
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15.2. As divulgacoes foram realizadas sob algum instrumento legal de

sigilo ou confidencialidade? Sim [_] Nao[ |

16. PATENTES RELACIONADAS

16.1 Se tiver disponivel, liste quaisquer publicacoes ou patentes que
descrevam invencoes similares a esta, para a qual esta sendo solicitada a
propriedade: Processos relacionados a produgdo microbiana de acido hialurénico em
sacarose por Streptococcus: AU2013273729 (A1), CN102617754 (A), JP2012023996 (A),
JPS5856692 (A), JPS6115698 (A).

17. Declaracgao

Declaro que as informacdes acima prestadas sao verdadeiras e de minha inteira
responsabilidade. Concordo que este é um pedido de protecdo intelectual e
industrial e isento a UEL, a AINTEC e todo seu pessoal de toda e qualquer
responsabilidade, direta ou indireta, se a referida protecao ndo for concedida

integral ou parcialmente pelo INPI ou por outro 6rgdo a que for submetido.
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Londrina, 1 de Julho de 2016.
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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.Lt in a 4.5 L bioreactor with controlled pH (8.0) and medium containing molasses
(85.35 g.L* total sugar) pretreated with activated charcoal and yeast extract (50 g.L™).
The HA produced exhibited a high molecular weight of 1.35 x 102 kDa and the DPPH
radical scavenging activity of the polymer at 1 g.L"! 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)-B-linked glucuronic acid and (1,3)-B-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* [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. Vazquez 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*, whereas sugarcane molasses is $0.1 kg™ [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 (S&o Pedro do

Ivai, PR, Brazil) and contained (w/w): 53% sucrose, 4% glucose, 5% fructose, 6.6%
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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 x 7.8 mm, Biorad) column at 80 °C. The mobile phase was Milli-Q water at
a 0.6 mL.min"* 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 x 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 A= 600 nm;
for each fermentation, the inoculum was standardized to 0.2 g.L™.

The fermentation media contained (g.L™): 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 K2HPOg4; 2.0 NaCl and 1.5 MgSO4. SM, PSM and MgSO4 were autoclaved

separately.
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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* concentration total sugar and 30 g.L* 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* of the total sugar) and YE (14.65
— 85.35 g.L1) 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* PSM and 50 g.L! 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"* PSM and 50 g.L! YE was performed at 8.0
pH that was controlled by an 8 mol.L* 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 vwm. 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 x g for 15 min. The
biomass was determined by measuring the turbidimetry at A = 600 nm and correlated
to the biomass curve in g.Ll. 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 pm pore size, Millipore) and 20 pL was
injected into a HPLC instrument (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). The HA
evaluation was performed in an OHpak SB-806M HQ 80 x 300 mm column (Shodex,
Japan) at 40°C with a 0.1 M NaNOzs mobile phase and a 1 mL.min"! flow rate. Lactate,
acetate, formate and ethanol were evaluated using an Aminex 7.8 x 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* H2SO4 solution with a 0.7 mL.min! 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 x 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* 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 10®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.



116

The chromatography system consisted of an HPLC pump (Model Shimadzu-10AD), a
manual injection valve (Shimadzu) fitted with a 200-pL loop and Ultrahydrogel columns
(7.8 x 300 mm) arranged in series with different exclusion limit connected in order of
decreasing pore size 7x10°, 4x10°, 8x10* and 5x102 Da corresponding to Ultrahydrogel
(Waters) 2000, 500, 250 and 120, respectively. The mobile phase was 0.1 M NaNOs3
with sodium azide (0.03%), and a 0.6 mL.min"! 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™ on an IR PRESTIGE-21 (Shimadzu, Kyoto,
Japan) spectrophotometer. Thirty-two scans at a 4 cm™ 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 uL 0.1 mM DPPH in ethanol was
added to 1 mL sample in 0.2 - 1.0 g.L! 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 (%)=[1-(A - A,)/A]x100, where Ao is the control

absorbance (water instead of sample solution), A1 is the sample absorbance and Azis
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:

Yo =by + 20 + 2 byxE + D byxix, (Eq.1)
i i ij

in which Yiis the response, xx, are independent variables, bo is the offset term, is the

I th linear coefficient, bn is the ith quadratic coefficient, and b, IS the ijth 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 Fe?* 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* in SM and 8.433+0.343 g.L* 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

Hyaluronic acid Biomass Lactate Acetate
Molasses
g.L? g.L? g.L? g.L?
SM 0.557+0.038° 2.178+0.1332 4.021+0.2292 0.582+0.031P
PSM 0.662+0.0032 2.123+0.2862 4.315+0.1612 0.678+0.0182

SM — sugarcane molasses; PSM — pretreated sugarcane molasses. Different lower-case letters indicate significant differences at

the a=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! and was achieved in medium
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containing PSM with 85.35 g.L™? total sugar content and 50 g.L* YE. HA production
was 30% higher than the production level obtained in the previous experiment using
PSM (0.662 g.L?) (Table 1). The effect estimated for each variable was also reported
(Table 3). An increase in the PSM and YE concentrations from 25to 75 g.L led to an
increase in the HA production of 0.106 and 0.108 g.L™, 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* to 75 g.L* 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.

HA=0.775+0.053x PSM +0.054 x YE —0.048 x YE* —0.049 x PSM xYE (Eq.2)
Biomass=2.683+0.205x YE —0.060 x YE® —0.120 x PSM xYE (Eq.3)
Lactate=7.037 —0.262x PSM? +1.940 x YE (Eq.4)

Acetate =1.100 —0.076 x PSM 2 +0.298 x YE — 0.070 x PSM x YE (Eq.5)
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ANOVA was used to evaluate the adequacy of the fitted model (Table 4).
The determination coefficient (R?) was 93.83% for HA production, 88.56% for biomass,
94.05% for lactate and 89.49% for acetate synthesis. According to Haaland [39], R?
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

Factor level Response
Run* “ “ Hyaluronic acid Biomass Lactate Acetate

(9L (9.Lh) (9.LM) (9.LM)
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
(Xa) PSM (total sugar g.L?) 14.65 25 50 75 85.35
(X2) YE (g.L?) 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 Level of

Sum of

Mean

source  freedom Square Square f-calc  f-tab R? Reaq) p value
Hyaluronic acid

Regressior 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

Regressior 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

Regressior 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

Regressior 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! and 32 g.L! 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* PSM and 50 g.L YE), the predicted value was 0.850 g.L* (Fig.
1la). To confirm the predicted results, experiments were performed in quintuplicate
using these conditions, and a value of 0.842+0.025 g.L! 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.Lt, 2.398+0.054 g.L!, 5.682+0.639 ¢g.L* and
0.706+0.053 g.L?, 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 (xz)
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In the conditions optimized by CCD, medium containing PSM with 85.35
g.L! total sugar content and 50 g.L! 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! and biomass concentration reached 2.075+0.023
g.L'L. The HA concentration followed the biomass synthesis trend and achieved a value
of 0.825+0.075 g.L* 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' at 24 h and 0.531+0.072 g.L? at 14 h,
respectively, and the total sugar consumption at 24 h was 10.622+0.895 g.L .

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' and the biomass concentration reached 6.22 g.Lt, compared with 0.27 h'' and
2.539 g.L? 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
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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™*
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* at 24 h. This value was 2.86-fold greater
than the maximum HA production in uncontrolled pH conditions (0.988 g.L* 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* compared with 7.623 and
0.408 g.L! 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. The highest HA concentration observed by
Pires and Santana [15] was 1.21 g.L! in a medium containing glucose, yeast extract
and salts. Lai et al. [36] reported that about 2.442 g.L-' 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.L1[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?
glutamine and 25 uM sodium iodoacetate increased the HA concentration to 5.0 g.L™
from 2.0 g.L? 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"* 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.Lt 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 (o), biomass (¢), lactate (A) and acetate (o) by S. zooepidemicus
ATCC 39920 in (a) Erlenmeyer flask uncontrolled pH, (b) bioreactor uncontrolled pH and (c) bioreactor
with controlled pH

Lactate (g.L")

Hyaluronic acid, Biomass, Acetate (g.L'")
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Table 5. Hyaluronic acid production in different fermentation media containing alternative sources

Cultivation Carbon and nitrogen Hyaluronic
Bacterial strain Conditions source acid Reference
(9.L™M) (9.L™M)
S. z00epidemicus 250 mL Erlenmeyer; cashew apple juice (45 of
A.TCC 3%920 37°C; 150 rpm; pH glucose) and yeast 0.89 [11]
initial 7.5 extract (54)
S. thermophilus YIT 2L blore.act.or, 40°C; 10% of skimmed milk and
2084 no aeration; 100 soybean peptides (10) 0.21 [43]
rom; pH 6.8
glycogen of mussel
. . 2 L bioreactor; 37°C; processing wastewater
i'Téog %%Igig] Icus no aeration; 500 (50), tuna peptone from 2.46 [14]
rpm; pH 6.7 viscera residue (protein
8) and yeast extract (5)
: . 3 L bioreactor; 37°C; .
S. zooepidemicus . ' ' 2L cashew apple juice
ATCC 39920 %500 pm; 2wm, pH o d yeast extract (60) 1.76 [19]
. . 125 mL Erlenmeyer
S. zooepidemicus o, sugarcane molasses (30)
ATCC 39920 flasks; 37°C; 100 1 \d yeast extract (30) 0.38 [18]
rpm pH initial 8.0
. . 125 mL Erlenmeyer
S. zooepidemicus R sucrose (30) and soy
ATCC 39920 flasks; 37°C; 100 protein (30) 0.22 [18]
rpm pH initial 8.0
. . ~>o~. Qlucose (50), peptones
S. zooepidemicus ﬁol‘abé?;gﬁt,ogb? c from alcalase hydrolyzed 232 [17]
ATCC 35246 rom: bH 6 7 viscera (protein 5) and '
pm. pr o. yeast extract (5)
. . 5 L bioreactor; 37°C; glucose (50), lactose (50)
ilrzcog%[ggigmcus 1vvm; 500 rpm; pH cheese whey (protein 5) 4.0 [20]
6.7 and yeast extract (5)
S. zooepidemicus 4.5 L bioreactor, sugarcane molasses Present
ATCC 39920 37°C; 100 rpm; 0.5  pretreated (85.35) and 2.83 study

vvm; pH 8.0

yeast extract (50)

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 10% kDa molecular weight. The hyaluronic acid molecular weight from S.
zooepidemicus was 1.35 x 102 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
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The FTIR spectra of the produced HA (Fig. 4b) was similar to the HA
standard (Fig. 4a). The strong band at approximately 3449 cm™ 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 ! due to the C-H stretching vibrations. The bands at 1622 and 1418 cm™ can be
attributed to the asymmetric (C=0) 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, respectively. This
explained the band at 1738 cm 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* are characteristic of the amide I, Il and Ill bands, respectively. The C-
O-C group at 1155 cm* (O-bridge), C-O (exocyclic) and C-C groups at 1082 cm and
the C-OH group at 1043 cm™ are also present [2]. The band at 945 cm™ 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
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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. Produced HA showed higher scavenging activity than standard HA at
the range of 0.2 — 0.8 g.L ™. 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 Cu?* and Fe?*, 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
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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* at 24 h in pH 8.0
medium containing pretreated molasses with 85.35 g.L! total sugar content and 50
g.L! 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 x10% 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 8 (1—4)-glucuronic acid (GlcUA) and
(1—3)-N-acetylglucosamine (GIcNAc).! It is also a major extracellular matrix
component that is found is vertebrates.? 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. 34

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. ¢ 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.”10

According to Mogosanu 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.%2

Due to its high cost, HA can be combined with different polymers to reduce
its price and improve its physicochemical and biological properties.**'> The blend
system of polyvinyl alcohol (PVA) and HA has been reported to be a promising material
for biomedical application.517

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.>1°

Previous studies have used commercial HA for production of PVA-HA gels
16,20-22 and solutions 2. Ding et al. ?* obtained a multi-layered hydrogel film system
based on hyaluronic acid—cysteamine (HA-Cym) and PVA. Fahmy et al. 1> 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, S&o 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 (Sao
Pedro do Ivai, 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™ total sugar content, 50 g L™ yeast extract, 2.5 g L't K2HPOa,
2.0 g L't NaCl and 1.5 g L't MgSOs4 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™ 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 x 10° 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-pL loop and Ultrahydrogel
columns (7.8 x 300 mm) arranged in series with a different exclusion limit connected
in order of decreasing pore size, 7 x 108, 4x10°, 8x10* and 5 x 103 Da, corresponding
to Ultrahydrogel (Waters) 2000, 500, 250 and 120, respectively. The mobile phase was
0.1 M NaNOs with sodium azide (0.03%), with a 0.6 mL min~! 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 x 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-HAS5,
PVA90-HA10 and PVA85-HAL15, 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/cm?), 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 (9) HA (9) Glycerol () Water (g)
PVA100 film 10 0 2.5 487.5
PVA95-HAS 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 25 487.5

Film Characterization

Thickness

The film thickness was determined using a Mitutoyo manual micrometer
(Séo Paulo — Brazil) with an accuracy of £1 pm 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™. The spectral resolution was 4 cm™.
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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~! 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 mint), and the samples (approximately 10 mg) were
heated from 30 to 600°C at a heating rate of 10°C min-t. 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 (Too) 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. 2> 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 cm?, placed in Petri dishes, left into an oven at 30°C for
6 h and weighed to determine the dry mass (Wad). 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 Sl (%)
= [(Ws — Wg)/Wyq] x100.

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 m? 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 (m?). After the permeation tests, the film thickness was
measured, and the WVP (g Pa ! s™*m™) 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; Rz 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 x 108 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 2%, drug delivery %, anti-adhesive barriers 3! and

topical ocular therapy 2.

Thickness and SEM

The thicknesses of the films ranged from 0.20 to 0.22 pm, 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.

PVA100 film PVA95-HAS film

PVA90-HA10 film PVAS85-HALIS film

Table 2. Results of thickness, solubility and water vapor permeability (WVP) of films based PVA and
HA.

Formulations Thickness (um) Solubility (%) WVP x 10! (g/msPa)
PVA100 film 0.20+0.012 28.95+3.02¢ 2.69+0.11°
PVA95-HAS film 0.22+0.012 36.81+1.42¢ 3.85+0.74°
PVA90-HA10 film 0.21+0.012 47.12+2.74b 6.25+0.782
PVA85-HA15 film 0.21+0.022 57.76+2.272 5.90+0.472

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.

]

PVA100 film 200 um PVA95-HAS film 200 pm

PVA90-HAI10 film 200 um PVAS5-HAIS film 200 um

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™, which was
related to the hydroxyl stretching vibrational modes of the OH groups presented on the
HA, PVA and glycerol. 3334 However, in the film samples, this band appeared to be
less intense, which likely indicates a decrease in the free OH groups 2° 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. ** 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.
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In the samples containing HA, the band near 3445 cm™ can also be
attributed to the N-H stretching vibrations of the N-acetyl side chain. 36:37

The band approximately 2920 cm™ 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™ that appeared in both HA samples
could be related to the superposition of the amide | and Il bands in the HA, as well as
the various carbonyl and carboxyl groups. Haxaire et al.3® also observed an intense
group of bands in this region in a commercial microbial HA.

The bands at 1633 and 1410 cm™ were assigned to the asymmetric and
symmetric stretching modes of the planar carboxyl groups in the HA, respectively.

In the PVA, the 1635 cm™ 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. ° 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® might be due to embedded water molecules. 4°
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A band at the 1375 cm™ region was observed in all samples, which could
be associated with the angular deformation of the CH and CH2 groups.

The amide | absorption peaks at 1653 cm™, amide Il peaks at 1560 cm™
and amide Il peaks at 1300 cm-tare characteristic of the HA spectrum. 3’ 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-? region were attributed to a C-O-C (O-bridge),

a C-0O (exocyclic), and a C-OH group and were more intense in the HA. 4!

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 Too 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 “° 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 10° Da. Lewandowska et
al. ¥ suggested a partial breakage of the HA molecular structure in the range of 200°C
and 300°C.

Table 3. Results of TGA parameters.

Tmax (°C)
Sample Tao% (°C)
I Il 1

HA standard 103 245

HA sample 73 286

PVA 278 311 450

PVA100 film 110 214 295 452
PVA95-HAS 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).
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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. %°,
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 T, PVA is more stable than HA

(Too HA < Too PVA) because it has a more organized polymer chain than HA.



152

The PVA film without the addition of HA (PVA100) presented a Tgo of 100°C,
which is much lower than pure PVA, which has a Teo of 278°C. This is explained by the
thermal processing of the PVA in the presence of glycerol during film preparation.
According to Jang and Lee 45, 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 *® 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. 4%, 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.>°

The addition of 10% HA into the blend film (PVA90-HA10 film) resulted in
the film having higher values of Teo 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. ®! also observed an increase in thermal stability
when HA was added into chitosan and collagen membranes.

PVA95-HAS5 showed Too 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-HA1S5 film had higher T9 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 219°C, related to the melting of the polymer. Maria et al. > reported temperatures

between 180-190°C 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).
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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. 535* The microbial HA did not
have this exothermic peak. As observed in the TGA results, the Tmax for the HA
standard (245°C) was lower than the Tmax of the microbial HA sample (286°C), 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 252°C, 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. 4/, 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. % According to Jang and Lee 45, 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 Sl
significantly increased with the increase of time, and for all assay times, the S| were
significantly higher for the PVA90-HA10 and PVA85-HA1S5 films, with 10 and 15% HA,
respectively (Figure 6). The increase in the Sl of the PVA films with the HA addition
has been observed in previous works, and it is related to the high HA hydrophilicity.>5t
These results were consistent with the solubility results.

The swelling behaviour of scaffolds is critical for their practical use in

biomedical applications. ¢ An increase in pore size due to swelling facilitates cell
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attachment and growth in a three-dimensional fashion. 5’ 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.3*

The water vapor permeability of the films ranged from 2.69 to 5.90 x 10!
(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. %
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. %°, 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.
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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. 3* Sionkowska et al. 5!
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.

) Tensile Strength Elongation
Formulations Young’s Modulus (MPa)
(MPa) (%)
PVA100 film 9.72+1.122 158.23+17.16°¢ 25.54+3.992
PVA95-HAS film 8.48+1.602 170.86+13.24¢ 31.87 £5.332
PVA90-HA10 film 9.44+0.622 290.25+6.392 30.04+ 2.372
PVA85-HA15 film 10.3043.172 235.13+5.23° 25.27+1.152

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
estdo apresentados na Figura 1, onde o crescimento celular apresentou uma fase
exponencial de 2 a 8 horas, com velocidade especifica de crescimento microbiano de
0,235 hl. Trabalhos de Don e Shoparwe (2010) e Liu et al. (2009), avaliando
diferentes meios de fermentacédo, observaram resultados semelhantes, com fase
exponencial de crescimento entre 2 a 8 h de cultivo. A maior biomassa foi de 0,613
g.L't, em 12 horas de cultivo, onde a producéo de AH foi de 0,215 g.L . Ap6s 24 horas,
a produgdo do polimero atingiu 0,229 g.Lt. A produgdo de AH acompanhou o
crescimento celular e a maior produtividade foi obtida ap6s 8 horas de cultivo, sendo
esta de 0,023 g.L1.h2.

Considerando este resultado, o tempo de crescimento do inéculo para as
fermentacdes 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) e producéo de acido hialurénico (=)por Streptococcus
zooepidemicus ATCC 39920 em meio Brain Heart Infusion.
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2. Fermentacgéo 9: Producao em Biorreator nas Condigfes Otimizadas na
Fermentacdo 5 para Avaliar a Taxa de Aeragao

A producdo de AH em melaco de cana-de-agucar em biorreator a 1,5 vvm
(fermentacao 9) foi comparada com a fermentacéo 8 em que a taxa de aeracéo foi de
0,5 vwm (Figura 2). Os dados obtidos foram modelados utilizando equacao logistica,
sendo o0s pressupostos atendidos. Os resultados observados demonstraram
concordancia com os preditos pelo modelo (R? >0,9). Os p-valores do teste F
indicaram consisténcia dos modelos e os pardmetros cinéticos foram significativos
(p<0,01) (Tabela 1).

O aumento na aeracéo resultou em um decréscimo na producdo de AH de
2,87 para 0,95 g.L! (Pmax, Tabela 1). Nas condicdes estudadas a producdo de AH
acompanhou a biomassa, a qual estabilizou apés 20 h (Pmax = 5,44 g.L'') em 0,5 vwm
e 12 h em 1,5 vwm (Pmax = 3,31 g.L?). Trabalhos anteriores concluiram que cultivos
aerobicos geram um aumento na producdo do polimero quando comparado aos
anaerobicos (JOHNS; GOH; OEGGERU, 1994; JAGANNATH; RAMACHANDRAN,
2010; OLIVEIRA et al., 2013). Contudo, o efeito da taxa de aeragao € pouco discutido.
Armstrong e John (1997) observaram um pequeno aumento de producao de 1,60 para
1,65 g.L! variando a aeracdo de 0,2 vwm para 1 vwm. Izawa et al. (2010), por sua vez,
obtiveram producdo de 100 mg.L* de AH por Streptococcus thermophilus quando a
aeracdo aumentou de 0 a 1 vwm.

Concluimos com esse experimento que a aeracdo € um fator importante
para a producao de acido hialurdnico por Streptococcus zooepidemicus em melaco
de cana-de-acucar. O aumento na taxa de aeracéo de 0,5 vvm para 1,5 vvm resultou

em um decréscimo de 3,02 vezes na producao do polimero.
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Tabela 1 — Estimativa dos parametros correspondentes a equacéao logistica aplicada a producéo de
AH e biomassa em biorreator com aerac¢éo de 0,5 vwm e 1,5 vvm.

Acido Hialurénico Biomassa
Aeracdo
Pmax K Xo R? p-valor Pmax K Xo RZ  p-valor
0,5 vwm 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
1,5vwm 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 (o) e producao de acido hialurénico (A) por Streptococcus zooepidemicus ATCC
39920 em biorreator a 0,5 vwvm e 1,5 vvm.
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3. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

O espectro de 2 C do AH obtido na fermentacéo 8 (Figura 3 B) apresentou
0S mesmos picos obtidos no espectro do AH padréao (Figura 3 A). Em 175 ppm tém-
se o pico referente a carbonila. O pico préximo a 105 ppm é atribuido ao C1, o qual
esté ligado a dois atomos de oxigénio e o de 80 ppm a hidroxilas ligadas ao carbono
secundario (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 ressonancia magnética do acido hialurénico padrédo (A) e amostra (B).

B LR L o L Lo ma B A L a s L R ad L o RO R LR EL s L R R B LRt Laan s RS L s LRy nnaa e at L d
280 240 20 2 180 160 140 120 100 8D ] 40 20 1] =20 -40
(B)
T T T T T T T T T T T T T T T T T
260 240 220 20 80 80 40 20 00 8D &0 40 20 0 20 40

4. Determinagéo da Atividade Antimicrobiana

Nas concentracGes testadas (4 a 0,031 mg.mL) para a amostra de AH
(fermentacao 8) e padréo néo foi possivel determinar a concentragdo minima inibitoria
(Quadro 1). Esse resultado estd de acordo com Cerbo et al. (2013), o quais nao
observaram qualquer atividade antimicrobiana do AH quando testado em bactérias

laticas. Tang, Hou e Chen (2002) também néo verificaram efeito bacteriostatico do AH
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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 concentracdo minima inibitoria obtida para o mel das abelhas sem ferrdo
Scaptotrigona bipunctata, eugenol e éleo 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 — Concentragéo inibitdria minima de amostras acido hialurénico, de mel de Scaptotrigona,
eugenol e 6leo de orégano usados individualmente contra bactérias gram-positivas e gram-negativa.

E. coli S.aureus | S.pyogenes | S.mutans
Acido hialurénico (amostra e padrdo) | >4 mg.mL? | >4 mg.mL? | >4mg.mL? | >4 mg.mL?
Mel de Scaptotrigona bipunctata 5% 1,25% 1,25% 1,25%
Eugenol 0,5% 0,25% 0,06% 0,125%
Oleo de orégano 0,062% 0,125% 0,031% 0,062%

O estudo da interagdo entre a amostra de AH em concentragdes de 1 a
0,031 mg.mL* e os agentes antimicrobianos (mel de Scaptotrigona bipunctata,
eugenol e 6leo de orégano) revelou que o polimero ndo apresentou qualquer efeito de
sinergismo ou antagonismo na atividade antimicrobiana. O fator que determinou o MIC
foi somente a concentracdo dos agentes antimicrobianos, sendo que esta coincidiu
com a obtida nos ensaios dos compostos isolados (Quadro 2). Logo, conclui-se que o

AH néo apresenta qualquer efeito antimicrobiano nas condi¢cfes estudadas.

Quadro 2 — Concentragéo inibitdria minima da combinac¢éo da amostra de &cido hialurdnico (1 a
0,031 mg.mL?) produzida com os agentes antimicrobianos (mel de Scaptotrigona, eugenol e 6leo 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%
Oleo de orégano 0,062% 0,125% 0,031% 0,062
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5. Hidrélise do Acido Hialurénico

O mecanismo proposto para a hidrolise acida do polimero esta descrito na
Figura 4. O tempo de 24 h a 80 °C foi suficiente para hidrolisar 76,4 % do AH
(fermentacao 8) obtendo massa molecular inferior a 1000 Da. A amostra foi avaliada
por espectroscopia FT-IR confirmando a natureza do polimero hidrolisado (Figura 5).
Durante a hidroélise acida ocorreu a desprotonacéo do grupo carboxilico, justificando
ndo haver a banda em 1738 cm™ no AH hidrolisado.

No processo de hidrolise acida com HCI e neutralizacdo com NaOH, houve
formacao de NaCl, obtendo amostra de AH com 75% de NaCl. ApGs a dessalinizacéo

obtivemos uma reducéo do sal, resultando em uma amostra de AH com 50% de NaCl.

Figura 4 — Mecanismo de hidrdlise do &cido hialurénico.
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Figura 5 — Espectro FT-IR do &cido hialurdnico padrdo, amostra e amostra hidrolisada.

—— AH padrdo
—— AH amostra
—— AH hidrolizado

! ] ! I ¥ I ! ] ! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500

Mdmero de ondas (cm™)

I | |
1000 500

168

6. Avaliacdo da Eficacia in vivo do Acido Hialurénico em Formulagdes Tépicas

na Reducao dos Danos Cutaneos Induzidos pela Irradiagcdo UVB

A pele é a interface do corpo com o ambiente externo, e é a primeira linha

de defesa contra estimulos toxicos, tais como as radiag6es ultravioleta (UV) e visivel,

compostos quimicos pré-oxidantes, infeccdes, e radiacdo ionizante (SAIJA et al.,

1998). Dentre estas, a radiacdo UV é a principal causa do estresse oxidativo cutaneo
(BICKERS; ATHAR, 2006). A exposicao da pele a radiacao UV induz um desequilibrio

entre espécies reativas de oxigénio e os sistemas antioxidante endogeno, tais como

a glutationa reduzida (CARINI et al., 2000). Além disso, a liberagcéo de citocinas que

participam no aparecimento da inflamacao cutanea, entre as quais IL-1B e TNF-q, sao

certamente importantes. Estas moléculas causam vasodilatacdo, alargamento das

juncdes inter endoteliais e separacdo de células endoteliais, aumentando a proteina

microvascular e vazamento de fluido no intersticio, resultando em edema. Os

neutréfilos também sdo ativados, estimulando a atividade da mieloperoxidase, uma
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enzima geradora de espécies reativas de oxigénio (CAMPO; BORGES-BRANCO;
GROTH, 2007; CAMPANINI et al., 2013).

Embora quase todos os organismos possuam sistemas de defesa e
reparacao antioxidantes, estes ndo séo suficientes para impedir totalmente o dano
(GUO et al.,, 2011). Neste contexto, a administracdo tdpica de antioxidantes
proporciona uma maneira eficiente para enriquecer o sistema de prote¢do cutanea
endogena (SAIJA et al., 1998).

Devido o AH desempenhar uma funcdo importante na ativacdo e
modulacdo da resposta inflamatéria e apresentar propriedade antioxidante avaliamos
sua eficécia in vivo em formulagdes topicas na reducdo dos danos cutaneos induzidos
pela irradiacdo UVB. Para isso foi necesséario hidrolisar o polimero para que a
molécula pudesse ultrapassar a barreira transcutanea.

Para as formulagdes foi utilizado a amostra de AH da fermentagdo 8
hidrolisada sem ter sido realizado o processo de dessalinizacdo. A formulagcédo 1, a
base de Polawax, ndo cumpriu com 0s requisitos de estabilidade de produtos
cosmeéticos segundo o guia da ANVISA (ANVISA, 2004). O produto apresentou
separacao de fases o que deve ter ocorrido devido a elevada porcentagem de sal nas
amostras.

A formulacéo 2, 50% (v/v) propilenoglicol:agua, foi utilizada para os testes
in vivo. Os resultados (Figura 6) ndo mostraram eficacia nas formulagfes contendo
AH quanto aos parametros antioxidantes e anti-inflamatérios. Nos resultados de
edema grande, diferenca significativa ndo foi encontrada quando comparado o
controle irradiado e ndo irradiado, e nem quando comparada as amostras contendo
AH com o veiculo. Para o edema pequeno, controle irradiado e controle nao irradiado
diferiram significativamente, mas somente a amostra contendo 5% de AH diferiu do
controle néo irradiado e do veiculo.

A quantificacdo da migracdo de neutrofilos para a pele induzida por
radiacdo UVB foi determinada indiretamente pela atividade da mieloperoxidase
(MPO). Amostra com 1% de AH apresentou um decréscimo na taxa de neutréfilos
quando comparada ao controle irradiado, contudo, com 3% de AH houve um
significativo aumento nessa taxa.

Avaliando os parametros antioxidantes obtemos que para o ensaio de
FRAP somente a formulacdo com 5% de AH foi significativamente diferente do

controle ndo irradiado e do veiculo, contudo houve um decréscimo do poder
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antioxidante. Na reducao do radical ABTS as amostras contendo AH n&o diferiram do
veiculo. A avaliacdo dos niveis do antioxidante endégeno GSH mostraram um
aumento com 3 e 5% de AH comparado ao controle irradiado, contudo ndo apresentou
diferenca significativa quando comparado ao veiculo.

Os resultados sugeriram que o veiculo utilizado nas formulagfes e o NaCl
presente nas amostras de AH hidrolisado influenciaram na resposta a reducéo dos
danos cutaneos induzidos pela irradiacdo UVB. Portanto, para avaliarmos a eficacia
do AH, serd necessario novos experimentos utilizando amostra de AH contendo
menor teor de NaCl e diferentes veiculos. Afim de retirarmos o NaCl da amostra
hidrolisada foi realizado etapas de precipitacdo com etanol conforme descrito na etapa

de dessalinizac&o, contudo essa nova amostra ainda néo foi estudada.

Figura 6 — Eficacia in vivo do &cido hialurdnico em formulacéo tépica na reducdo dos danos cutédneos
induzidos pela irradiagdo UVB. CN: controle néo irradiado, Cl: controle irradiado; V: veiculo; CA:
veiculo e NaCl; AH 1%: veiculo e AH 1%; AH 3%: veiculo e AH 3%; AH 5%: veiculo e AH 5%. Letras
diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05).
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6 CONCLUSOES

Utilizando a sacarose como fonte de carbono, a melhor condicéo definida para
a producéo do polimero foi de 50 g.L* de sacarose e extrato de levedura e 0,6
g.L't de glutamina, glutamato e acido oxalico;

A melhor producéo de &cido hialurénico foi de 2,825 g.L™* obtida em biorreator
com controle de pH em 8,0 e meio contendo melaco de cana-de-acucar pre-

tratado a 85,35 g.L* de agUcares totais e extrato de levedura a 50 g.L;

Extrato de levedura foi a variavel explicativa que apresentou maior efeito,
sendo significativa ao nivel de 5% de significancia, para a producéo de acido

hialurdnico, biomassa e acidos organicos;

O &cido hialurdnico produzido foi caracterizado e o polimero apresentou
estrutura equivalente ao padrdo, massa molecular de 1,35 x 10° kDa e

temperatura maxima de degradacao de 286°C;

A atividade antioxidante do acido hialurénico variou de 41% a 64%. O polimero
nao demonstrou atividade antimicrobiana, nem efeito de sinergismo ou
antagonismo quando associado com agentes antimicrobianos, como mel de

Scaptotrigona bipunctata, eugenol e éleo de orégano;

Os filmes de &cido hialurbnico e alcool polivinilico apresentaram
biodegradabilidade, biocompatibilidade e boa aparéncia. A adicdo de acido
hialurbnico aumentou a estabilidade térmica, solubilidade, grau de
intumescimento, permeabilidade ao vapor de agua e elongacao dos filmes de

alcool polivinilico.



174

REFERENCIAS

ABDEL-MOHSEN, A. M. M.; HRDINA, R.; BURGERT, L.; ABDEL-RAHMAN, R. M.;
HASOVA, M.; SMEJKALOVA, D.; KOLAR, M.; PEKAR, M.; ALY, A. S. S.
Antibacterial activity and cell viability of hyaluronan fiber with silver nanoparticles.
Carbohydrate Polymers, v. 92, n. 2, p. 1177-1187, 2013.

AHIRE, J. J.; DICKS, L. M. T. Antimicrobial hyaluronic acid—cefoxitin sodium thin
films produced by electrospraying. Current Microbiology, v. 73, n. 2, p. 236-241,
2016.

AMADO, I|. R.; VAZQUEZ, J. A.; PASTRANA, L.; TEIXEIRA, J. A. Cheese whey: A
cost-effective alternative for hyaluronic acid production by Streptococcus
zooepidemicus. Food Chemistry, v. 198, p. 54-61, 2016.

AMADO, I. R.; VAZQUEZ, J. A.; PASTRANA, L.; TEIXEIRA, J. A. Microbial
production of hyaluronic acid from agro-industrial by-products: molasses and corn
steep liquor. Biochemical Engineering Journal, v. 117, p. 181-187, 2017.

AMBROSIO, L.; BORZACCHIELLO, A.; NETTI, P. A.; NICOLAIS, L. Rheological
study on hyaluronic acid and its derivative solutions. Journal of Macromolecular
Science, Part A, v. 36, n. 7-8, p. 991-1000,1999.

ANRAKU, M.; TABUCHI, R.; IFUKU, S.; ISHIGURO, T.; IOHARA, D.; HIRAYAMA, F.
Surface-deacetylated chitin nano-fiber/hyaluronic acid composites as potential
antioxidative compounds for use in extended-release matrix tablets. International
Journal of Molecular Sciences, v. 16, n. 10, p. 24707-24717, 2015.

ARDIZZONI, A.; NEGLIA, R. G.; BASCHIERI, M. C.; CERMELLI, C,;
CARATOZZOLO, M.; RIGHI, E.; PALMIERI, B.; BLASI, E. Influence of hyaluronic
acid on bacterial and fungal species, including clinically relevant opportunistic
pathogens. Journal of materials science. Materials in medicine, v. 22, n. 10, p.
2329-38, 2011.

ARMSTRONG, D. C.; COONEY, M. J.; JOHNS, M. R. Growth and amino acid
requirements of hyaluronic-acid-producing Streptococcus zooepidemicus. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 47, n. 3, p. 309-312, 1997.

ARMSTRONG, D. C.; JOHNS, M. R. Culture conditions affect the molecular weight
properties of hyaluronic acid produced by Streptococcus zooepidemicus. Applied
and Environmental Microbiology, v. 63, n. 7, p. 2759-2764, 1997.

AROSKAR, V. J.; KAMAT, S. D.; KAMAT, D. V. Effect of various nutritional
supplements on hyaluronic acid production. IIOAB Letters, v. 2, n. 1, p. 16-24,
2012.

ASTM D882-02. Standard test method for tensile properties of thin plastic sheeting.
In: ASTM International (Ed.). Annual Book of ASTM Standards.



175

ASTM E96-00. Standard test methods for water vapor transmission of materials. In:
ASTM International (Ed.). Annual book of ASTM.

BADLE, S. S.; JAYARAMAN, G.; RAMACHANDRAN, K. B. Ratio of intracellular
precursors concentration and their flux influences hyaluronic acid molecular weight in
Streptococcus zooepidemicus and recombinant Lactococcus lactis. Bioresource
Technology, v. 163, p. 222-7, 2014.

BALAZS, E. A. Physical chemistry of hyaluronic acid. Federation proceedings, v.
17,n. 4, p. 1086-1093, 1958.

BREUSCH, T. S.; PAGAN, A. R. A Simple test for heteroscedasticity and random
coefficient variation. Econometrica, v. 47, n. 5, 1979.

BROWN, J. A. The role of hyaluronic acid in wound healing’s profile phase. Journal
of Wound Care, v. 13, n. 2, p. 48-51, 2004.

BROWN, M. B.; JONES, S. a. Hyaluronic acid: a unigue topical vehicle for the
localized delivery of drugs to the skin. Journal of the European Academy of
Dermatology and Venereology : JEADV, v. 19, n. 3, p. 308-18, 2005.

BOLLER, S.; SOLDI, C.; MARQUES, M. C. A.; SANTOS, E. P.; CABRINI, D. A;
PIZZOLATTI, M. G.; ZAMPRONIO, A. R.; OTUKI, M. F. Anti-inflammatory effect of
crude extract and isolated compounds from Baccharis illinita DC in acute skin
inflammation. Journal of Ethnopharmacology, v. 130, n. 2, p. 262-266, 2010.

CALLES, J. A.; LOPEZ-GARCIA, A.; VALLES, E. M.; PALMA, S. D.; DIEBOLD, Y.
Preliminary characterization of dexamethasone-loaded cross-linked hyaluronic acid
films for topical ocular therapy. International Journal of Pharmaceutics, v. 509, n.
1-2, p. 237-243, 2016.

CAMPANINI, M. Z.; PINHO-RIBEIRO, F. a; IVAN, A. L. M.; FERREIRA, V. S.;
VILELA, F. M. P.; VICENTINI, F. T. M. C.; MARTINEZ, R. M.; ZARPELON, A. C,;
FONSECA, M. J. V; FARIA, T. J.; BARACAT, M. M.; VERRI, W. a; GEORGETTI, S.
R.; CASAGRANDE, R. Efficacy of topical formulations containing Pimenta
pseudocaryophyllus extract against UVB-induced oxidative stress and inflammation
in hairless mice. Journal of Photochemistry and Photobiology. B, Biology, v.
127, p. 153-60, 2013.

CAMPO, G. M.; AVENOSO, A.; CAMPO, S.; D)ASCOLA, A.; FERLAZZO, A. M
CALATRONI, A. The antioxidant and antifibrogenic effects of the glycosaminoglycans
hyaluronic acid and chondroitin-4-sulphate in a subchronic rat model of carbon
tetrachloride-induced liver fibrogenesis. Chemico-Biological Interactions, v. 148, n.
3, p. 125-38, 2004.

CERMELLI, C.; CUOGHI, A.; SCURI, M.; BETTUA, C.; NEGLIA, R. G.; ARDIZZONI,
A.; BLASI, E.; IANNITTI, T.; PALMIERI, B. In vitro evaluation of antiviral and virucidal
activity of a high molecular weight hyaluronic acid. Virology Journal, v. 8, n. 1, p.
141, 2011.

CHEN, W. Y.; ABATANGELO, G. Functions of hyaluronan in wound repair. Wound
Repair and Regeneration, v. 7, n. 2, p. 79-89, 1999.



176

CHEN, W. Y.; MARCELLIN, E.; HUNG, J.; NIELSEN, L. K. Hyaluronan molecular
weight is controlled by UDP-N-acetylglucosamine concentration in Streptococcus
zooepidemicus. The Journal of Biological Chemistry, v. 284, n. 27, p. 18007—

18014, 2009.

CHEN, W. Y.; MARCELLIN, E.; STEEN, J. a; NIELSEN, L. K. The role of hyaluronic
acid precursor concentrations in molecular weight control in Streptococcus
zooepidemicus. Molecular Biotechnology, v. 56, n. 2, p. 147-56, 2014.

CHENG, F.; GONG, Q.; YU, H.; STEPHANOPOULOQOS, G. High-titer biosynthesis of
hyaluronic acid by recombinant Corynebacterium glutamicum. Biotechnology
Journal, v. 11, n. 4, p. 574-584, 2016.

CHOI, J. il; KIM, J.-K. H. J.-H. K.; KIM, J.-K. H. J.-H. K.; KWEON, D.-K. K.; LEE, J.-
W. W. Degradation of hyaluronic acid powder by electron beam irradiation, gamma
ray irradiation, microwave irradiation and thermal treatment: A comparative study.
Carbohydrate Polymers, v. 79, n. 4, p. 1080-1085, 2010.

CHONG, B. F.; BLANK, L. M.; MCLAUGHLIN, R.; NIELSEN, L. K. Microbial
hyaluronic acid production. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 66, n. 4,
p. 341-351, 2005.

CHONG, F. B.; NIELSEN, L. K.; CHONG, B. F.; NIELSEN, L. K. Aerobic cultivation of
Streptococcus zooepidemicus and the role of NADH oxidase. Biochemical
Engineering Journal, v. 16, n. 2, p. 153-162, 2003.

CHU, X.; HAN, J.; GUO, D.; FU, Z,; LIU, W.; TAO, Y. Characterization of UDP-
glucose dehydrogenase from Pasteurella multocida CVCC 408 and its application in
hyaluronic acid biosynthesis. Enzyme and Microbial Technology, v. 85, p. 64-70,
2016.

CHUDOBOVA, D.; NEJDL, L.; GUMULEC, J.; KRYSTOFOVA, O.; RODRIGO, M. A.
M.; KYNICKY, J.; RUTTKAY-NEDECKY, B.; KOPEL, P.; BABULA, P.; ADAM, V,;
KIZEK, R. Complexes of silver(l) ions and silver phosphate nanoparticles with
hyaluronic acid and/or chitosan as promising antimicrobial agents for vascular grafts.
International Journal of Molecular Sciences, v. 14, n. 7, p. 13592-13614, 2013.

CLSI. Methods for dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria that
grow aerobically; approved atandard. 9 ed. Wayne, PA, USA, CLSIv. 32, n. 2, p.
18, 2012.

COLEMAN, S. R. Cross-linked hyaluronic acid fillers. Plastic and Reconstructive
Surgery, v. 117, p. 661-665, 2006.

COLLINS, M. N.; BIRKINSHAW, C. Physical properties of crosslinked hyaluronic acid
hydrogels. Journal of Materials Science: Materials in Medicine, v. 19, n. 11, p.
3335-3343, 2008.

COLLINS, M. N.; BIRKINSHAW, C. Hyaluronic acid based scaffolds for tissue
engineering-a review. Carbohydrate Polymers, v. 92, n. 2, p. 1262-1279, 2013.



177

COSTAGLIOLA, C.; PRETE, A. Del; WINKLER, N. R.; CARPINETO, P.;
CIANCAGLINI, M.; PICCOLOMINI, R.; MASTROPASQUA, L. The ability of bacteria
to use Na-hyaluronate as a nutrient. Acta Ophthalmologica Scandinavica, v. 74, p.
566-568, 1996.

DAHIYA, P.; KAMAL, R. Hyaluronic acid: A boon in periodontal therapy. North
American Journal of Medical Sciences, v. 5, n. 5, p. 309, 2013.

OLIVEIRA, J. D.; CARVALHO, L. S.; GOMES, A. M. V.; QUEIROZ, L. R;;
MAGALHAES, B. S.; PARACHIN, N. S. Genetic basis for hyper production of
hyaluronic acid in natural and engineered microorganisms. Microbial Cell Factories,
v. 15, p. 119, 2016.

CERBO, A.; APONTE, M.; ESPOSITO, R.; BONDI, M.; PALMIERI, B. Comparison of
the effects of hyaluronidase and hyaluronic acid on probiotics growth. BMC
Microbiology, v. 13, n. 1, p. 243, 2013.

DON, M. M.; SHOPARWE, N. F. Kinetics of hyaluronic acid production by
Streptococcus zooepidemicus considering the effect of glucose. Biochemical
Engineering Journal, v. 49, n. 1, p. 95-103, 2010.

DUAN, X.-J.; NIU, H.; TAN, W.; ZHANG, X. Mechanism analysis of effect of oxygen
on molecular weight of hyaluronic acid produced by Streptococcus zooepidemicus.
Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 19, n. 3, p. 299-306, 2009.

DUAN, X.-Ji.; YANG, L.; ZHANG, X.; TAN, W.-S. Effect of oxygen and shear stress
on molecular weight of hyaluronic acid produced by Streptococcus zooepidemicus.
Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 18, n. 4, p. 718-724, 2008.

DUBOIS, M.; GILLES, K. A.; HAMILTON, J. K.; REBERS, P. A.; SMITH, F.
Colorimetric method for determination of sugars and related substances. Analytical
Chemistry, v. 28, n. 3, p. 350-356, 1956.

EBRAHIMI-HOSSEINZADEH, B.; PEDRAM, M.; HATAMIAN-ZARMI, A.;
SALAHSHOUR-KORDESTANI, S.; RASTI, M.; MOKHTARI-HOSSEINI, Z. B.; MIR-
DERIKVAND, M. In vivo evaluation of gelatin/hyaluronic acid nanofiber as burn-
wound healing and its comparison with ChitoHeal gel. Fibers and Polymers, v. 17,
n. 6, p. 820-826, 2016.

EL-SAFORY, N. S.; LEE, C.-K. Cytotoxic and antioxidant effects of unsaturated
hyaluronic acid oligomers. Carbohydrate Polymers, v. 82, n. 4, p. 1116-1123,
2010.

FAHMY, A.; KAMOUN, E. A; EL-EISAWY, R.; EL-FAKHARANY, E. M.; TAHA, T. H;
EL-DAMHOUGY, B. K.; ABDELHAI, F. Poly(vinyl alcohol)-hyaluronic acid
membranes for wound dressing applications: synthesis and in vitro bio-evaluations.
Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 26, n. 7, p. 14661474, 2015.

FERRARI, R.; BORACCHI, P.; ROMUSSI, S.; RAVASIO, G.; STEFANELLO, D.
Application of hyaluronic acid in the healing of non-experimental open wounds: A
pilot study on 12 wounds in 10 client-owned dogs. Veterinary World, v. 8, n. 10, p.
1247-1259, 2015.



178

FUJIOKA-KOBAYASHI, M.; MULLER, H.-D.; MUELLER, A.; LUSSI, A.; SCULEAN,
A.; SCHMIDLIN, P. R.; MIRON, R. J. In vitro effects of hyaluronic acid on human
periodontal ligament cells. BMC Oral Health, v. 17, n. 1, p. 44, 2017.

GALL, Y. Hyaluronic acid: structure, metabolism and implication in cicatrisation.
Annales de Dermatologie et de Vénéréologie, v. 137, p. 30-39, 2010.

GARRIGUES, C.; MERCADE, M.; COCAIGN-BOUSQUET, M.; LINDLEY, N. D.;
LOUBIERE, P. Regulation of pyruvate metabolism in Lactococcus lactis depends on
the imbalance between catabolism and anabolism. Biotechnology and
Bioengineering, v. 74, n. 2, p. 108-115, 2001.

GONTARD, N.; GUILBERT, S.; CUQ, J. Edible wheat gluten films: influence of the
main process variables on film properties using response surface methodology.
Journal of Food Science, v. 57, n. 1, p. 190-199, 1992.

GUERRA, R. S. Del; CASCONE, M. G.; BARBANI, N.; LAZZERI, L. Biological
Characterization of hydrogels of poly(vinyl alcohol) and hyaluronic-acid. Journal of
Materials Science-Materials in Medicine, v. 5, n. 9-10, p. 613—-616, 1994.

GUILLAUMIE, F.; MALLE, B. M.; SCHWACH-ABDELLAOUI, K.; BECK, T. A new
sodium hyaluronate for skin moisturization and antiaging. Cosmetics & Toiletries, v.
121, p. 51-58, 2006.

GUILLAUMIE, F.; FURRER, P.; FELT-BAEYENS, O.; FUHLENDORFF, B. L.;
NYMAND, S.; WESTH, P.; GURNY, R.; SCHWACH-ABDELLAOUI, K. Comparative
studies of various hyaluronic acids produced by microbial fermentation for potential
topical ophthalmic applications. Journal of Biomedical Materials Research - Part
A, v.92,n. 4, p.1421-1430, 2010.

HASCALL, V. C.; LAURENT, T. C. Hyaluronan: structure and physical properties.
Disponivel em: <http://glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HAO1/HAO1E.html>.
Acesso em: 8 nov. 2014.

HASEGAWA, S.; NAGATSURU, M.; SHIBUTANI, M.; YAMAMOTO, S.; HASEBE, S.
Productivity of concentrated hyaluronic acid using a Maxblend fermentor. Journal of
Bioscience and Bioengineering, v. 88, n. 1, p. 68-71,1999.

HAU, H.; ROHANIZADEH, R.; GHADIRI, M.; CHRZANOWSKI, W. A mini-review on
novel intraperiodontal pocket drug delivery materials for the treatment of periodontal
diseases. Drug Delivery and Translational Research, v. 4, n. 3, p. 295-301, 2014.

HERNANDEZ-MONTELONGO, J.; NASCIMENTO, V. F.; MURILLO, D.; TAKETA, T.
B.; SAHOO, P.; DE SOUZA, A. A.; BEPPU, M. M.; COTTA, M. A. Nanofilms of
hyaluronan/chitosan assembled layer-by-layer: an antibacterial surface for Xylella
fastidiosa. Carbohydrate Polymers, v. 136, p. 1-11, 2016.

HOYO-GALLEGOA, S. del; PEREZ-ALVAREZA, L.; GOMEZ-GALVANA, F.;
LIZUNDIAA, E.; KURITKAC, I.; SEDLARIKC, V.; LAZAA, J. M.; VILA-VILELA, J. L.
Construction of antibacterial poly(ethylene terephthalate) films via layer by layer
assembly of chitosan and hyaluronic acid. Carbohydrate Polymers, v. 143, p. 35—
43, 2016.



179

HUANG, W.-C.; CHEN, S.-J.; CHEN, T.-L. The role of dissolved oxygen and function
of agitation in hyaluronic acid fermentation. Biochemical Engineering Journal, v.
32, n. 3, p. 239-243, 2006.

IM, J.-H.; SONG, J.-M.; KANG, J.-H.; KANG, D.-J. Optimization of medium
components for high-molecular-weight hyaluronic acid production by Streptococcus
sp. ID9102 via a statistical approach. Journal of Industrial Microbiology &
Biotechnology, v. 36, n. 11, p. 1337-1344, 2009.

ITANO, N.; SAWAI T.; YOSHIDA, M.; LENAS, P.; YAMADA, Y.; IMAGAWA, M.;
SHINOMURA, T.; HAMAGUCHI, M.; YOSHIDA, Y.; OHNUKI, Y.; MIYAUCHI, S;
SPICER, a. P.; MCDONALD, J. a.; KIMATA, K. Three isoforms of mammalian
hyaluronan synthases have distinct enzymatic properties. Journal of Biological
Chemistry, v. 274, n. 35, p. 25085-25092,1999.

IZAWA, N.; HANAMIZU, T.; SONE, T.; CHIBA, K. Effects of fermentation conditions
and soybean peptide supplementation on hyaluronic acid production by
Streptococcus thermophilus strain YIT 2084 in milk. Journal of Bioscience and
Bioengineering, v. 109, n. 4, p. 356-360, 2010.

JAGANNATH, S.; RAMACHANDRAN, K. B. Influence of competing metabolic
processes on the molecular weight of hyaluronic acid synthesized by Streptococcus
zooepidemicus. Biochemical Engineering Journal, v. 48, n. 2, p. 148-158, 2010.

JEONG, E.; SHIM, W. Y.; KIM, J. H. Metabolic engineering of Pichia pastoris for
production of hyaluronic acid with high molecular weight. Journal of Biotechnology,
v. 185, p. 28-36, 2014.

JIA, Y.; ZHU, J.; CHEN, X.; TANG, D.; SU, D.; YAO, W.; GAO, X. Metabolic
engineering of Bacillus subtilis for the efficient biosynthesis of uniform hyaluronic acid
with controlled molecular weights. Bioresource Technology, v. 132, p. 427-31,
2013.

JOHNS, M. R.; GOH, L.; OEGGERU, A. Effect of pH, agitation and aeration on
hyaluronic acid production by Streptococcus zooepidemicus. Biotechnology
Letters, v. 16, n. 5, p. 507-512, 1994.

JOSHI, D.; GARG, T.; GOYAL, A. K.; RATH, G. Advanced drug delivery approaches
against periodontitis. Drug Delivery, v. 0, n. 0, p. 1-15, 2014.

KANCHANA, S.; ARUMUGAM, M.; GIJI, S.; BALASUBRAMANIAN, T. Isolation,
characterization and antioxidant activity of hyaluronic acid from marine bivalve
mollusc Amussium pleuronectus (Linnaeus, 1758). Bioactive Carbohydrates and
Dietary Fibre, v. 2, n. 1, p. 1-7, 2013.

KANG, J. H.; KIM, Y. Y.; CHANG, J. Y.; KHO, H. S. Influences of hyaluronic acid on
the anticandidal activities of lysozyme and the peroxidase system. Oral Diseases, V.
17,n. 6, p. 577-583, 2011.

KATALINIC, V.; MODUN, D.; MUSIC, |.; BOBAN, M. Gender differences in
antioxidant capacity of rat tissues determined by 2,2V-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline 6-sulfonate; ABTS) and ferric reducing antioxidant power



180

(FRAP) assays. Comparative Biochemistry and Physiology Part C:
Pharmacology, Toxicology and Endocrinology, v. 140, p. 47-52, 2005.

KE, C.; SUN, L.; QIAO, D.; WANG, D.; ZENG, X. Antioxidant activity of low molecular
weight hyaluronic acid. Food and Chemical Toxicology, v. 49, n. 10, p. 2670-5,
2011.

KELLY, M. T.; AND MATSEN, J. M. In vitro activity, synergism, and testing
parameters of amikacin, with comparisons to other aminoglycoside antibiotics.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 9, n. 3, p. 440-447, 1976.

KEMP, M. M.; KUMAR, A.; CLEMENT, D.; AJAYAN, P.; MOUSA, S.; LINHARDT, R.
J. Hyaluronan- and heparin-reduced silver nanoparticles with antimicrobial
properties. Nanomedicine, v. 4, n. 4, p. 421-429, 2009.

KHUE, N. T. H.; VO, P. T. M. Study of complex nutrients, temperature and salts on
hyaluronic acid production in Streptococcus zooepidermicus ATCC 43079. Journal
of Applied Pharmaceutical Science, v. 3, n. 5, p. 12-15, 2013.

KIM, J.-H.; YOO, S.-J.; OH, D.-K.; KWEON, Y.-G.; PARK, D.-W.; LEE, C.-H.; GIL, G.-
H. Selection of a Streptococcus equi mutant and optimization of culture conditions for
the production of high molecular weight hyaluronic acid. Enzyme and Microbial
Technology, v. 19, n. 6, p. 440-445, 1996.

KODAVATY, J.; DESHPANDE, A. Mechanical and swelling properties of poly (vinyl
alcohol) and hyaluronic acid gels used in biomaterial systems - a comparative study.
Defence Science Journal, v. 64, n. 3, p. 222-229, 2014.

KOGAN, G.; SOLTES, L.; STERN, R.;: GEMEINER, P. Hyaluronic acid: a natural
biopolymer with a broad range of biomedical and industrial applications.
Biotechnology Letters, v. 29, n. 1, p. 17-25, 2007.

KRETZ, F. T. A.; LIMBERGER, I.-J.; AUFFARTH, G. U. Corneal endothelial cell
coating during phacoemulsification using a new dispersive hyaluronic acid
ophthalmic viscosurgical device. Journal of Cataract and Refractive Surgery, v.
40, n. 11, p. 1879-1884, 2014.

LAI, Z.-W.; RAHIM, R. A.; ARIFF, A. B.; MOHAMAD, R. Biosynthesis of high
molecular weight hyaluronic acid by Streptococcus zooepidemicus using oxygen
vector and optimum impeller tip speed. Journal of Bioscience and Bioengineering,
v. 114, n. 3, p. 286-91, 2012.

LAURENT, T. C.; LAURENT, U. B.; FRASER, J. R. The structure and function of
hyaluronan: An overview. Immunology and Cell Biology, v. 74, n. 2, p. A1-A7,
1996.

LENTH, R. V. Response-Surface Methods in R, Using rsm. Journal of Statistical
Software, v. 32, n. 7, p. 1-17, 2009.

LEQUEUX, I.; DUCASSE, E.; JOUENNE, T.; THEBAULT, P. Addition of antimicrobial
properties to hyaluronic acid by grafting of antimicrobial peptide. European Polymer
Journal, v. 51, p. 182-190, 2014.



181

LEWANDOWSKA, K.; SIONKOWSKA, A.; GRABSKA, S. Chitosan blends containing
hyaluronic acid and collagen. Compatibility behaviour. Journal of Molecular
Liquids, v. 212, p. 879-884, 2015.

LEWANDOWSKA, K.; SIONKOWSKA, A.; GRABSKA, S.; KACZMAREK, B. Surface
and thermal properties of collagen/hyaluronic acid blends containing chitosan.
International Journal of Biological Macromolecules, v. 92, p. 371-376, 2016a.

LEWANDOWSKA, K.; SIONKOWSKA, A.; GRABSKA, S.; KACZMAREK, B.;
MICHALSKA, M. The miscibility of collagen/hyaluronic acid/chitosan blends
investigated in dilute solutions and solids. Journal of Molecular Liquids, v. 220, p.
726-730, 2016b.

LI, H.; JIJANG, Z.; YANG, X.; YU, L.; ZHANG, G.; WU, J.; LIU, X. Sustainable
resource opportunity for cane molasses: use of cane molasses as a grinding aid in
the production of Portland cement. Journal of Cleaner Production, v. 93, p. 56—64,
2015.

LIANG, J.; JIANG, D.; NOBLE, P. W. Hyaluronan as a therapeutic target in human
diseases. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 97, p. 186-203, 2016.

LIU, L.; DU, G.; CHEN, J.; WANG, M.; SUN, J. Influence of hyaluronidase addition on
the production of hyaluronic acid by batch culture of Streptococcus zooepidemicus.
Food Chemistry, v. 110, n. 4, p. 923-926, 2008a.

LIU, L.; DU, G.; CHEN, J.; ZHU, Y.; WANG, M.; SUN, J. Microbial production of low
molecular weight hyaluronic acid by adding hydrogen peroxide and ascorbate in
batch culture of Streptococcus zooepidemicus. Bioresource Technology, v. 100, n.
1, p. 362-367, 2009a.

LIU, L.; LIU, Y.; LI, J.; DU, G.; CHEN, J. Microbial production of hyaluronic acid:
current state, challenges, and perspectives. Microbial Cell Factories, v. 10, n. 1, p.
99, 2011.

LIU, L.; WANG, M.; DU, G.; CHEN, J. Enhanced hyaluronic acid production of
Streptococcus zooepidemicus by an intermittent alkaline-stress strategy. Letters in
Applied Microbiology, v. 46, n. 3, p. 383-388, 2008b.

LIU, L.; YANG, H.; ZHANG, D.; DU, G.; CHEN, J.; WANG, M.; SUN, J. Enhancement
of hyaluronic acid production by batch culture of Streptococcus zooepidemicus with
n-dodecane as an oxygen vector. Journal of Microbiology and Biotechnology, v.
19, n. 6, p. 596—-603, 2009b.

LIU, H.; YIN, Y.; YAO, K.; MA, D.; CUI, L.; CAQO, Y. Influence of the concentrations of
hyaluronic acid on the properties and biocompatibility of Cs-Gel-HA membranes.
Biomaterials, v. 25, n. 17, p. 3523-3530, 2004.

LOPES, T. D.; RIEGEL-VIDOTTI, I. C.; GREIN, A.; TISCHER, C. A.; FARIA-
TISCHER, P. C. de S. Bacterial cellulose and hyaluronic acid hybrid membranes:
production and characterization. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 67, p. 401-408, 2014.



182

MACEDO, A. C.; SANTANA, M. H. A. Hyaluronic acid depolymerization by
ascorbate-redox effects on solid state cultivation of Streptococcus zooepidemicus in
cashew apple fruit bagasse. World Journal of Microbiology & Biotechnology, v.
28, n.5, p. 2213-2219, 2012.

MAO, Z.; SHIN, H. D.; CHEN, R. A recombinant E. coli bioprocess for hyaluronan
synthesis. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 84, n. 1, p. 63—69, 2009.

MARCELLIN, E.; CHEN, W.; NIELSEN, L. K. Microbial hyaluronic acid biosynthesis.
In: REHM, B. H. A. (Ed.). Microbial Production of Biopolymers and Polymer
Precursors: Applications and Perspectives. Norfolk: Caister Academic Press,
2009. p. 163-180.

MARCELLIN, E.; STEEN, J. A.; NIELSEN, L. K. Insight into hyaluronic acid molecular
weight control. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 98, n. 16, p. 6947—
6956, 2014.

MIRANDA, D. G.; MALMONGE, S. M.; CAMPOS, D. M.; ATTIK, N. G.;
GROSGOGEAT, B.; GRITSCH, K. A chitosan-hyaluronic acid hydrogel scaffold for
periodontal tissue engineering. Journal of Biomedical Materials Research - Part B
Applied Biomaterials, v. 104, n. 8, p. 1691-1702, 2016.

MOGOSANU, G. D.; GRUMEZESCU, A. M. Natural and synthetic polymers for
wounds and burns dressing. International Journal of Pharmaceutics, v. 463, n. 2,
p. 127-136, 2014.

MOHANDAS, A.; ANISHA, B. S. S.; CHENNAZHI, K. P. P.; JAYAKUMAR, R.
Chitosan-hyaluronic acid/VEGF loaded fibrin nanoparticles composite sponges for
enhancing angiogenesis in wounds. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v.
127, p. 105-113, 2015.

MOHEIT, G. D.; COLEMAN, K. M. Hyaluronic acid fillers. Dermathologic Therapy,
v. 19, p. 141-150, 2006.

MONTGOMERY, D. C. Design and analysis of experiments. [s.l.] John Wiley &
Sons, Inc, 2013.

MOSCOVICI, M. Present and future medical applications of microbial
exopolysaccharides. Frontiers in Microbiology, v. 6, n. SEP, p. 1-11, 2015.

MUSSATTO, S. I.; BALLESTEROS, L. F.; MARTINS, S.; TEIXEIRA, J. A. Use of
agro-industrial wastes in solid-state fermentation processes. In: Show, K.-Y. (Ed.).
Industrial Waste. [s.l.] InTech, 2012.

NECAS, J.; BARTOSIKOVA, L.; BRAUNER, P.; KOLAR, J. Hyaluronic acid
(hyaluronan): a review. Veterinarni Medicina, v. 2008, n. 8, p. 397-411, 2008.

NISHIO, E. K.; RIBEIRO, J. M.; OLIVEIRA, A. G.; ANDRADE, C. G. T. J.; PRONI, E.
A.; KOBAYASHI, R. K. T.; NAKAZATO, G. Antibacterial synergic effect of honey from
two stingless bees: Scaptotrigona bipunctata Lepeletier, 1836, and S. postica
Latreille, 1807. Scientific Reports, v. 6, p. 21641, 2016.



183

OLIVEIRA, A. H.; OGRODOWSKI, C. C.; MACEDO, A. C.; SANTANA, M. H. A;;
GONCALVES, L. R. B. Cashew apple juice as microbial cultivation medium for non-
immunogenic hyaluronic acid production. Brazilian Journal of Microbiology, v. 44,
n. 4, p. 1097-1104, 2013.

OLIVEIRA, M. R.; SILVA, R. S. S. F.; BUZATO, J. B.; CELLIGOI, M. A. P. C. Study of
levan production by Zymomonas mobilis using regional low-cost carbohydrate
sources. Biochemical Engineering Journal, v. 37, n. 2, p. 177-183, 2007.

OLIVEIRA, S. A,; SILVA, B. C.; RIEGEL-VIDOTTI, I. C.; URBANO, A.; FARIA-
TISCHER, P. C. S.; TISCHER, C. A. Production and characterization of bacterial
cellulose membranes with hyaluronic acid from chicken comb. International Journal
of Biological Macromolecules, v. 97, p. 642—653, 2017.

PAN, N. C.; PEREIRA, H. C. B.; SILVA, M. D. L. C.; VASCONCELOS, A. F. D,;
CELLIGOI, M. A. P. C. Improvement production of hyaluronic acid by Streptococcus
zooepidemicus in sugarcane molasses. Applied Biochemistry and Biotechnology,
v. 182, n. 1, p. 276-293, 2017.

PAN, N. C.; VIGNOLI, J. A.; BALDO, C.; PEREIRA, H. C. B.; SILVA,R. S. S. F,;
CELLIGOI, M. A. P. C. Effect of fermentation conditions on the production of
hyaluronic acid by Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920. Acta Scientiarum.
Biological Sciences, v. 37, n. 4, p. 411-417, 2015a.

PAN, N. C.; VIGNOLI, J. A.; BALDO, C.; PEREIRA, H. C. B.; SILVA,R. S. S. F,;
CELLIGOI, M. A. P. C. Agroindustrial byproducts for the production of hyaluronic acid
by Streptococcus zooepidemicus ATCC 39920. International Journal of Scientific
& Technology Research, v. 4, n. 4, p. 114-118, 2015b.

PATIL, K. P.; KAMALJA, K. K.; CHAUDHARI, B. L. Optimization of medium
components for hyaluronic acid production by Streptococcus zooepidemicus MTCC
3523 using a statistical approach. Carbohydrate Polymers, v. 86, n. 4, p. 1573—
1577, 2011.

BIASI-GARBIN, R. P.; OTAGUIRI, E. S.; MOREY, A. T.; SILVA, M. F.;
MORGUETTE, A. E. B.; LANCHEROQS, C. A. C.; KIAN, D.; PERUGINI, M. R. E.;
NAKAZATO, G.; DURAN, N.; NAKAMURA, C. V.; YAMAUCHI, L. M.; YAMADA-
OGATTA, S. F. Effect of eugenol against Streptococcus agalactiae and synergistic
interaction with biologically produced silver nanoparticles. Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicine, v. 2015, p. 1-8, 2015.

PINHEIRO, J. C.; BATES, D. M. Mixed-effects models in s and s-plus. New York:
Springer-Verlag, 2000.

PIRES, A. M. B.; MACEDO, A. C.; EGUCHI, S. Y.; SANTANA, M. H. A. Microbial
production of hyaluronic acid from agricultural resource derivatives. Bioresource
Technology, v. 101, n. 16, p. 6506-6509, ago. 2010.

PIRES, A. M. B.; SANTANA, M. H. a. Metabolic effects of the initial glucose
concentration on microbial production of hyaluronic acid. Applied Biochemistry and
Biotechnology, v. 162, n. 6, p. 1751-1761, 2010.



184

PIRINEN, S.; KARVINEN, J.; TITU, V.; SUVANTO, M.; PAKKANEN, T. T. Control of
swelling properties of polyvinyl alcohol/hyaluronic acid hydrogels for the
encapsulation of chondrocyte cells. Journal of Applied Polymer Science, v. 132, n.
28, p. 1-6, 2015.

PIRNAZAR, P.; WOLINSKY, L.; NACHNANI, S.; HAAKE, S.; PILLONI, A;;
BERNARD, G. W. Bacteriostatic effects of hyaluronic acid. Journal of
Periodontology, v. 70, n. 4, p. 370-374, 1999.

PRASAD, S. B.; JAYARAMAN, G.; RAMACHANDRAN, K. B. Hyaluronic acid
production is enhanced by the additional co-expression of UDP-glucose
pyrophosphorylase in Lactococcus lactis. Applied microbiology and
biotechnology, v. 86, n. 1, p. 273-83, 2010.

R Core Team. R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, 2016.

REDDY, K. J.; KARUNAKARAN, K. T. Purification and characterization of hyaluronic
acid produced by Streptococcus zooepidemicus. J. BioSci. Biotech, v. 2, n. 3, p.
173-179, 2013.

ROSA, C. S.; HOELZEL, S. C.; VIERA, V. B.; BARRETO, P. M.; BEIRAO, L. H.
Atividade antioxidante do &cido hialurénico extraido da crista de frango. Ciéncia
Rural, v. 38, n. 9, p. 2593-2598, 2008.

SCANDORIEIRO, S.; DE CAMARGO, L. C.; LANCHEROS, C. A. C.; YAMADA-
OGATTA, S. F.; NAKAMURA, C. V.; DE OLIVEIRA, A. G.; ANDRADE, C.G. T. J;
DURAN, N.; NAKAZATO, G.; KOBAYASHI, R. K. T. Synergistic and additive effect of
oregano essential oil and biological silver nanoparticles against multidrug-resistant
bacterial strains. Frontiers in Microbiology, v. 7, p. 1-14, 2016.

SCHIRALDI, C.; GATTA, A. ; ROSA, M. De. Biotechnological production and
application of hyaluronan. Disponivel em: <http://www.intechopen.com/books/
biopolymers/biotechnological- production-characterization-and-application-of-
hyaluronan>. Acesso em: 12 jun. 2017.

SCOTT, J. E.; CUMMINGS, C.; BRASS, A.; CHEN, Y.; BRASST, A. Secondary and
tertiary structures of hyaluronan in aqueous solution, investigated by rotary
shadowing-electron microscopy and computer simulation. Biochemical Journal, v.
274, p. 699-705, 1991.

SEVERINO, P.; SANTANA, M. H. A.; MALMONGE, S. M.; SOUTO, E. B. Polimeros
usados como sistemas de transporte de principios ativos. Polimeros, v. 21, n. 5, p.
361-368, 2011.

SGORLA, D.; ALMEIDA, A.; AZEVEDO, C.; BUNHAK, Ylcio J.; SARMENTO, B;
CAVALCANTI, O. A. Development and characterization of crosslinked hyaluronic
acid polymeric films for use in coating processes. International Journal of
Pharmaceutics, v. 511, n. 1, p. 380-389, 2016.



185

SHAH, M. V.; BADLE, S. S.; RAMACHANDRAN, K. B. Hyaluronic acid production
and molecular weight improvement by redirection of carbon flux towards its
biosynthesis pathway. Biochemical Engineering Journal, v. 80, p. 53-60, 2013.

SHAPIRO, S. S.; WILK, M. B. An analysis of variance test for normality (complete
samples). Biometrica, v. 52, n. 3, p. 591-611, 1965.

SHIN, Y. C.; SHIN, D.-M.; LEE, E. J.; LEE, J. H.; KIM, J. E.; SONG, S. H.; HWANG,
D.-Y.; LEE, J. J.; KIM, B.; LIM, D.; HYON, S.-H.; LIM, Y.-J.; HAN, D.-W. Hyaluronic
acid/plga core/shell fiber matrices loaded with EGCG beneficial to diabetic wound
healing. Advanced Healthcare Materials, v. 5, n. 23, p. 3035-3045, 2016.

SIONKOWSKA, A.; KACZMAREK, B.; LEWANDOWSKA, K.; GRABSKA, S,;
POKRYWCZYNSKA, M.; KLOSKOWSKI, T.; DREWA, T. 3D composites based on
the blends of chitosan and collagen with the addition of hyaluronic acid.
International Journal of Biological Macromolecules, v. 89, p. 442-448, 2016.

SRIKANTH, R.; SIDDARTHA, G.; REDDY, C. H. S. S. S.; HARISH, B. S.; RAMAIAH,
M. J.; UPPULURI, K. B. Antioxidant and anti-inflammatory levan produced from
Acetobacter xylinum NCIM2526 and its statistical optimization. Carbohydrate
Polymers, v. 123, p. 8-16, 2015.

SRINIVASAN, P.; SABITHA, K. E.; SHYAMALADEVI, C. S. Attenuation of 4-
Nitroquinoline 1-oxide induced in vitro lipid peroxidation by green tea polyphenols.
Life Sciences, v. 80, n. 12, p. 1080-1086, 2007.

STASKO, J.; KALNINS, M.; DZENE, A.; TUPUREINA, V. Poly(vinyl alcohol)
hydrogels. Proceedings of the Estonian Academy of Sciences, v. 58, n. 1, p. 63,
20009.

STOOLMILLER, A. C.; DORFMAN, A.; BTRY, C. H. E. The biosynthesis of
hyaluronic acid by Streptococcus. The Journal of Biological Chemistry, v. 244, n.
2, p. 236-246, 1969.

SU, Z.; MA, H.; WU, Z.; ZENG, H.; LI, Z.; WANG, Y.; LIU, G.; XU, B.; LIN, Y.;
ZHANG, P.; WEI, X. Enhancement of skin wound healing with decellularized
scaffolds loaded with hyaluronic acid and epidermal growth factor. Materials
Science and Engineering C, v. 44, p. 440-448, 2014.

SUN, J.; WANG, M.; CHEN, Y.; SHANG, F.; YE, H.; TAN, T. Understanding the
influence of phosphatidylcholine on the molecular weight of hyaluronic acid
synthesized by Streptococcus zooepidemicus. Applied Biochemistry and
Biotechnology, v. 168, n. 1, p. 47-57, 2012.

SUTHERLAND, I. W. Novel and established applications of microbial
polysaccharides. Trends in Biotechnology, v. 16, n. 1, p. 41-6, 1998.

TANG, X.; ALAVI, S. Recent advances in starch, polyvinyl alcohol based polymer
blends, nanocomposites and their biodegradability. Carbohydrate Polymers, v. 85,
n. 1, p. 7-16, 2011.



186

TANG, Z.; HOU, C.; CHEN, Q. Experimental study on bacteriostasis of chitosan and
sodium hyaluronate. Chinese Journal of Reparative and Reconstructive Surgery,
v. 16, n. 4, p. 259-261, 2002.

TLAPAK-SIMMONS, V. L. Kinetic characterization of the recombinant hyaluronan
synthases from Streptococcus pyogenes and Streptococcus equisimilis. Journal of
Biological Chemistry, v. 274, n. 7, p. 4246-4253, 1999.

TOMMERAAS, K.; MELANDER, C. Kinetics of hyaluronan hydrolysis in acidic
solution at various pH values. Biomacromolecules, v. 9, n. 6, p. 1535-1540, 2008.

TRABUCCHI, E.; PALLOTTA, S.; MORINI, M.; CORSI, F.; FRANCESCHINI, R.;
CASIRAGHI, A.; PRAVETTONI, A.; FOSCHI, D.; MINGHETTI, P. Low molecular
weight hyaluronic acid prevents oxygen free radical damage to granulation tissue
during wound healing. International Journal of Tissue Reactions, v. 24, n. 2, p.
65-71, 2002.

TRIPODO, G.; TRAPANI, A.; TORRE, M. L.; GIAMMONA, G.; TRAPANI, G.;
MANDRACCHIA, D. Hyaluronic acid and its derivatives in drug delivery and imaging:
recent advances and challenges. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, v. 97, p. 400-16, 2015.

UNICA. Sugar Production (2006/2007 - 2016/2017 harvest season). Disponivel
em: http://www.unicadata.com.br/historico-de-producao-e-moagem.php?
iIdMn=31&tipo Historico=2. Acesso em: 02, Jul. 2017

VAZQUEZ, J. A.; MONTEMAYOR, M. I.; FRAGUAS, J.; MURADO, M. A. Hyaluronic
acid production by Streptococcus zooepidemicus in marine by-products media from
mussel processing wastewaters and tuna peptone viscera. Microbial Cell Factories,
v. 9, p. 46, 2010.

VAZQUEZ, J. A.; PASTRANA, L.; PINEIRO, C.; TEIXEIRA, J. A.; PEREZ-MARTIN,
R. I.; AMADO, I. R. Production of hyaluronic acid by Streptococcus zooepidemicus
on protein substrates obtained from Scyliorhinus canicula discards. Marine Drugs, V.
13, n. 10, p. 6537-6549, 2015.

WIDNER, B.; DOLLEN, S. Von; TANG, M.; HEU, T.; SLOMA, A.; STERNBERG, D.;
DEANGELIS, P. L.; WEIGEL, P. H.; BROWN, S. Hyaluronic acid production in
Bacillus subtilis. Applied and Environmental Microbiology, v. 71, n. 7, p. 3747—
3752, 2005.

XU, H.; MA, L.; SHI, H.; GAO, C.; HAN, C. Chitosan—hyaluronic acid hybrid film as a
novel wound dressing: in vitro and in vivo studies. Polymers for Advanced
Technologie, v. 18, p. 869-875, 2007.

XU, K.; XU, P. Efficient production of L-lactic acid using co-feeding strategy based on
cane molasses/glucose carbon sources. Bioresource Technology, v. 153, p. 23-29,
2014.

YAMADA, T.; KAWASAKI, T. Microbial synthesis of hyaluronan and chitin: New
approaches. Journal of Bioscience and Bioengineering, v. 99, n. 6, p. 521-8,
2005.



187

YE, J.; WU, H.; WU, Y.; WANG, C.; ZHANG, H.; SHI, X.; YANG, J. High molecular
weight hyaluronan decreases oxidative DNA damage induced by EDTA in human
corneal epithelial cells. Eye, v. 26, n. 7, p. 1012-1020, 2012.

YU, C.-J.; KO, C.-J.; HSIEH, C.-H.; CHIEN, C.-T.; HUANG, L.-H.; LEE, C.-W.;
JIANG, C.-C. Proteomic analysis of osteoarthritic chondrocyte reveals the hyaluronic
acid-regulated proteins involved in chondroprotective effect under oxidative stress.
Journal of Proteomics, v. 99, p. 40-53, 2014.

YU, H.; STEPHANOPOULOQOS, G. Metabolic engineering of Escherichia coli for
biosynthesis of hyaluronic acid. Metabolic Engineering, v. 10, n. 1, p. 24-32, 2008.

ZANIN, G. D.; BUNHAK, E. J.; DOS SANTOS, L. F.; DE MELO, E. B.; CAVALCANTI,
O. A. Influence of hyaluronic acid on the formation of isolated poly(vinyl acetate) films
for oral solid coatings. Journal of Applied Polymer Science, v. 134, n. 20, p. 1-10,
2017.

ZHANG, M.; MCDONALD, F. M.; STURROCK, S. S.; CHARNOCK, S. J,;
HUMPHERY-SMITH, I.; BLACK, G. W. Group A streptococcus cell-associated
pathogenic proteins as revealed by growth in hyaluronic acid-enriched media.
Proteomics, v. 7, n. 9, p. 1379-1390, 2007.

ZHANG, X.; DUAN, X.-J.; TAN, W.-S. Mechanism for the effect of agitation on the
molecular weight of hyaluronic acid produced by Streptococcus zooepidemicus.
Food Chemistry, v. 119, n. 4, p. 1643-1646, 2010.

ZHOU, Z. H.; HE, S. L.; HUANG, T. L.; LIU, L. H.; LIU, Q. Q.; ZHAO, Y. M.; OU, B.
L.; ZENG, W. N.; YANG, Z. M.; CAO, D. F. Degradation behaviour and biological
properties of gelatin/hyaluronic acid composite scaffolds. Materials Research
Innovations, v. 17, n. 6, p. 420-424, 2013.



